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1 UVOD

Péstovani broskvoni na nasem tzemi i1 pfes dlouholetou tradici jejich péstovani
zaznamenava vyrazny pokles. K dilezitym faktortiim ovliviiujicim péstovani broskvoni
v Ceské republice patii rozsiteni virovych chorob, které zptisobuji nemalé ekonomické
Skody. Mezi nejrozsifenéjsi virova onemocnéni broskvoni na naSem uzemi patéi Plum
pox virus, Apple chlorotic leaf spot virus, Prunus necrotic ringspot virus a Prune dwarf

virus.

Do soucasné doby nebyl nalezen zpusob eliminace viru z rostliny in situ.
Eliminace viru z rostliny je vSak mozna diky explantatovym kulturam. Mezi nejcastéji
vyuzivané metody ozdravovani rostlin od virovych patogent patii izolace vrcholového
meristému, termoterapie a chemoterapie. Metody jsou blize popsany v bakalaiské praci
»Metody eliminace virt u merunék a broskvoni* (Fronkova, 2015). Mezi nejnovéjsi
metody ozdravovani rostlin v in vitro podminkach patti kryoterapie, jejiz problematikou

se zabyva tato diplomova préace.

Kryoterapie vychdzi z kryoprezervaénich metod, které jsou vyuzivany

k dlouhodobému uchovani rostlinného materialu.

Kryoterapie je metoda, pii niz jsou niCeny builky obsahujici virové ¢astice
pusobenim tekutého dusiku v aseptickém prostfedi. Viruprosté bunky obsazené
V meristému pii nastaveni optimalnich podminek zpravidla piezivaji. Vysledkem je zisk

bezvirdzni rostliny regeneraci bunék meristematickych.



r

2 CIL

Cilem prace je zisk informaci o kultivaci broskvoni v in vitro kultufe a vyuziti
kryoterapie jako metody k ozdravovani rostlin od virovych patogent. Teoretické
znalosti budou dale prakticky vyuzity pii optimalizaci kultivaénich podminek broskvoni
a multiplikacnim procesu. Cilem multiplikace bude zisk dostate¢ného mnozstvi

rostlinného materialu vhodného k procesu kryoterapie.

Na namnoZeny rostlinny material bude aplikovan kryoprotokol, ktery je vyuzivan
vyzkumnym tymem Fyziologie a kryobiologie rostlin Vyzkumného ustavu rostlinné
vyroby v Praze-Ruzyni. Nasledn¢ bude zhodnocena mira Zivotnosti a regenerace rostlin

v

na pritomnost viri pomoci imunoenzymatického stanoveni (ELISA).



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Obecna charakteristika broskvoni

Dnesni péstované odrudy pochazi z botanického druhu Persica vulgaris Mill.
(Véavra, 1963).

3.1.1 Botanicky popis

Prunus persica (L.) Batsch (broskvon obecna) patii do ¢eledi Rosaceae, podéeledi
Amygdaloideae, rodu Prunus a podrodu Amygdalus (United States Department Of
Agriculture: Agricultural Research Service, 2015).

Synonyma: Amygdalus persica var. camelliiflora (hort. ex L. H. Bailey) Ricker,
Amygdalus persica var. densa (Makino) Ricker, Prunus persica var. camelliiflora hort.
ex. L. H. Bailey, Prunus persica var. densa Makino (United States Department Of

Agriculture: Agricultural Research Service, 2015).

Kotenovy systém broskvoné obvykle dosahuje hloubky kolem 2 m. Ve volné
piirodé se broskvon vyskytuje ve formé kete. V komercénich podminkéch je nejCastéji
vyuzivan nizkokmen s vyskou 60 az 90 cm. Typicka je pro broskvoné tvorba vlka
(siln¢, dlouhé vyhony s vegetativnimi pupeny) pii nespravné provedeném fezu (BazZant
a kol., 2003). Listy maji protahle kopinaty tvar se zubatymi az pilovitymi okraji
(Hladik, 1966; Bazant a kol.,, 2003). Kvétni pupeny se vytvareji na jednoletych
vyhonech. Kvéty broskvoni se d€li na dva druhy — kvéty rtzokvété (miskovité) a
zvonkovité. Zabarveni kvéti se lisi podle jejich typu. Miskovité kvéty maji bilé az syté
ruzové zabarveni korunnich platkt. Kvéty zvonkovité jsou rizové (Bazant a kol., 2003).

Doba kveteni je 4 az 5 dni (Hricovsky a kol., 2004).

Plodem je peckovice. Hmotnost plodi ranych odriid se pohybuje okolo 50 az
80 g, hmotnost plodl odrid sttedné a pozdné zrajicich byva 150 az 200 g (Bazant a kol.,
2003).



3.1.1.1 Obsahové latky plodu

Broskve jsou péstovany nejen pro své dobré chut'ové vlastnosti, ale i pro vysoky

obsah dulezitych nutri¢nich latek (Bazant a kol., 2003).

90 % plodu zabird duznina. Hlavni slozkou plodu je voda (Salunkhe a Kadam,
1995). Obsah susiny plodu se pohybuje v rozmezi od 9 do 22 %. Cukry jsou v susiné
obsazeny z 5,7 az 14,9 %, prevladajicim cukrem je sachar6za (Bazant a kol., 2003).

Obsah proteint v plodu je 0,6 az 1,1 %, tuku 0,3 %. (Salunkhe a Kadam, 1995).

Mezi organické kyseliny vyskytujici se v plodech patii kyselina chininova,
kyselina jablecnd a kyselina citronova (Bazant a kol., 2003). Z dulezitych prvka pro
lidsky organismus obsahuji broskve napf. draslik (453 mg/100 g), vapnik
(15 mg/100 g), hot¢ik (21 mg/100 g), a fosfor (41 mg/100 g) (Salunkhe a Kadam,
1995).

Broskve obsahuji velké mnozstvi provitaminu A, vitamin Al, B1, B2, B9, C a E.
Energeticka hodnota 1 kg broskvi je rovna asi 2190 kJ (Bazant a kol., 2003).

3.1.1.2 Naroky na péstovani

Severni hranici pro péstovani broskvoni tvoii Ceskd republika, kde jsou

broskvoné péstovany v teplych regionech (Blazek, 1998).

Broskvoné pro sviij idealni riist vyzaduji primérnou vegetacni teplotu 16 az 17 °C
a rocni sumu teplot 2600 az 2900 °C (Hri¢ovsky a kol., 2004). V naSich podminkéch
snasi broskvon¢ kratkodobé poklesy teplot na -22 az -25°C. Nejcitlivéjsi jsou
k poSkozeni mrazy kvéty ve fazi opadu kvétnich platkti a mladé plody, které byvaji
poskozovany nahlymi poklesy teplot v ptedjaii pti teploté -2 °C (BaZzant a kol., 2003).

Vzhledem k naro¢nosti broskvoni na svételné podminky jsou vhodnymi stanovisti
pro péstovani jizni mirné svahy s nadmotskou vyskou 200 az 250 m n. m (Blazek,
1998). Pro péstitelsky tvar duté koruny je nejcastéji volen spon 5 az 6 x 3 az 4 m
(Bazant a kol., 2003).

Vysoké naroky broskvoni na pidni vlahu (ro¢ni uhrn srazek nejméné 500 mm)
vyZaduji pro komer¢ni péstovani pouziti zavlahy (Bazant a kol., 2003).

Pro komer¢ni péstovani volime pidy kvalitni, stfedné tézké, hlinité nebo piscito-

hlinité s obsahem jilovych castic 20 az 40 % a obsahem humusu alespon 1,5 %. Pidni
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reakce neutralni az mirné alkalicka s obsahem CaCO3do 5 %. Pfi vysadbé broskvoni do

pud s vy$sim obsahem CaCOj; hrozi vyskyt chloréz lista (Blazek, 1998).

Broskvoné jsou diploidni (2n = 16). VétSina péstovanych odrid je samosprasna,
ale pfi opylovani se doporucuje ptritomnost 1 az 2 vcelstev na ha vysadby (Blazek,
1998). Dosud nebyla zjisténa pylova inkompabilita pfi vzdjemném opylovani
(Hricovsky a kol., 2004). Ovocny strom se obvykle doziva veéku 15 az 20 let (Vavra,
1963).

3.1.2 Sortiment

Ve Statni odradové knize je zapsano 55 broskvonovych odrid a 7 broskvonovych
podnozi (UKZUZ, 2017). Mezi péstitelsky nejatraktivngjsi patéi odridy 'Earligo’,
‘Sunhaven’, 'Favorita Morettini 3°, 'Harbrite’, 'Redhaven’, 'Krasava’, "Envoy’,

"Fairhaven” a ‘Cresthaven” (Bazant a kol., 2003).

3.1.3 Odruda ‘Redhaven’

Odrada ‘'Redhaven” byla vyslechténa roku 1940 (Bazant a kol., 2003). Odridu
vyslechtil Stanley Johnston, ktery vedl dnes jiz zaniklé pokusné stanice Michiganské
statni univerzity (The Herald Palladium, 2000). Mezi dalsi kultivary, které Johnston

vyslechtil, patfi "Fairhaven’, "Sunhaven’, ‘Richhaven’, Glohaven” a "Cresthaven’.

Odrada 'Redhaven” vznikla opylenim odrid "Halehaven” a "Kalhaven” (Layne a
Bassi, 2008). Jedna se o komeréné nejpéstovanéjsi odridu broskvi ve svété i u nas
(Bazant a kol., 2003). Do Statni odriidové knihy byla zapsana v roce 1963 (UKZUZ,
2017) a je povolenou odrtidou pro komer¢ni vysadbu pro rok 2016 v rdmci Svazu pro

integrované systémy péstovani ovoce (Buchtova, 2016).

Odrtida je adaptabilni, je vhodnid do Sirokého spektra stanoviStnich podminek

(Blazek, 1998). Je fazena k iranské skupin¢ broskvi (Hladik a kol., 1966).

rrrrr

rozkladitou s velkym mnoZstvim plodného obrostu (Blazek, 1998). Kvétni pupeny se
tvofi v hornich dvou tfetindich plodného obrostu. Letorosty maji vyraznou
hnédocervenou barvu (BaZant a kol., 1974) s velkymi vystouplymi lenticelami ovalného

tvaru (Kalasek a Richter, 1989).
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Kvéty jsou tvaru zvonkovitého, barva okvétnich platkd je temné karminova.
Blizna zfetelné¢ vystupuje nad ¢nélku (KaldSek a Richter, 1989). Jednd se o
samospras$nou odriidu (Bazant a kol.,, 1974; Hladik a kol., 1966). Listy maji barvu
zelenou s oranzovym nadechem (Bazant a kol., 2003). Listové zlazky jsou ledvinité
(Hladik a kol., 1966).

Peckovice jsou kulovité¢ az ovalné, tvarové vyrovnané. Slupka ploda je stiedné
silna, jemn¢ plstnatd. Zakladni barva slupky plodl je Zluta, na vice jak poloviné plodu
se vyskytuje tmavé, karminové Cervené licko (Blazek, 1998). U vybarvenych plodi
piechdzi licko do fialové barvy. DuzZnina je Zlutd, jemné zrnita, kolem pecky
nacervenald (Hladik a kol., 1966). Konzistence duzniny je pevna. Plody jsou jemné
aromatické. V plné zralosti je duZnina lehce oddélitelna od pecky (Blazek, 1998). Pecka
je mensi, slabé ryhovana a plocha (Hladik a kol., 1966).

Plody jsou vhodné pro piimy konzum i pro primyslové zpracovani. Probirka
plodi vyrazné zvySuje jejich kvalitu i1 velikost. Odolnost viici Skiidcim je stfedni
(Blazek, 1998). Vici mrazovému poskozeni je odriida znaéné odolnd (Hricovsky a kol.,

2004).

Doba zrani ptipada na obdobi 3. — 8. srpna (Blazek, 1998).

3.1.4 Péstovani broskvoni na tizemi Ceské republiky

Péstovani broskvoni na nasem tzemi ma velmi dlouhou tradici. (Bazant, 2003).
Postupem ¢asu ale dochézi na Gizemi Ceské republiky ke snizovani produkce broskvi.
Produkce broskvi v Ceské republice tvoii jen 0,1 % celkové produkce v Evropské unii.
Nejvétsimi producenty v zemich EU jsou Spanélsko (34,4 %), Italie (32,9 %) a Recko
(23,2 %) (Buchtova, 2016).

Byl zaznamenan pokles produk¢nich ploch a zastaravani sadii. V pribéhu tii let
(2013 — 2015) doslo k snizeni poc¢tu broskvonovych stromu v sadech z 1 103 886 na
1 008 849. Sklizen kolisa v zavislosti na klimatickych podminkach. Napt. v roce 2014
bylo sklizeno 7310t broskvi, vroce 2015 vlivem velmi dobrych klimatickych
podminek 11 796t broskvi. V roce 2016 se ale predpokladalo se sniZenim celkového
vynosu az o 72 % vzhledem Kk jarnim mrazim, které vyznamné poskodily kvetouci

broskvoné (Buchtova, 2016).
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Pri¢inami poklesu péstovani broskvi v Ceské republice mohou byt nizké vykupni
ceny, starnouci vysadba, podpora importu a také rozSitujici se virus Sarky Svestky

(Ondrasek a Krska, 2014).

3.1.5 Choroby a $kudci na broskvonich

3.1.5.1 Fyziologické poruchy

Poskozeni broskvoni nizkymi teplotami nastava pii stfidani teplych dnli a
studenych noci na pielomu zimy a jara a pii inverznich mrazech vyskytujicich se v zafi

a fijnu (Bazant a kol., 2003).

Chlorozy listii jsou zplsobovany nejcastéji nevhodnymi ptidnimi podminkami,
poskozenim vegetativnich orgadnt nizkymi teplotami, nevhodné zvolenou odradou pro

konkrétni podnoZz a poruchami vyzivy (Hricovsky a kol., 2004).

Kotenova asfyxie se vyskytuje v pudach, které jsou tézké, zamokiené a studené

(Bazant a kol., 2003).

Kalcidza je zplsobena nedostatecnym piijmem zeleza blokovanym vysokym
obsahem uhliCitanu vapenatého v pudé. Vyskytuje se v ptidach s obsahem uhli¢itanu jiz
od 5 %. Pfi zvySeném mnoZstvi uhliCitanu vapenatého v pid¢ lze zvolit vhodnou

podnoz netrpici na kalcidzy (Bazant a kol., 2003).

3.1.5.2 Choroby

Klejotokova rakovina je zpusobena bakterii Pseudomonas syringae a houbovym
patogenem Lecostoma cincta. Zpusobuji odumirani vétvi i celého stromu v dusledku

ucpani cévnich svazkt (Bazant a kol., 2003).

Kadetavost broskvoné je zpusobena houbou Taphrina deformans. Zpusobuje
deformace listli v podobé puchyiki, na plodech se projevuje Cervenofialovymi skvrnami

a jejich deformacemi (Bazant a kol., 2003).
Padli broskvonové (Sphaerotheca pannosa var. persicea) je choroba postihujici
listovy aparat a plody. Na plodech se projevuje zprvu malymi bilymi skvrnami, které

nasledné tmavnou. Dochézi k praskani plodii (Bazant a kol., 2003; Hri¢ovsky a kol.,
2004).
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Moniliové spala a moniliova hniloba napada kvéty a letorosty v dobé vlhkého a

teplého pocasi (Bazant a kol., 2003).

Strupovitost peckovin je zpusobena houbou Stigmina carpophilum a Venturia
cerasi. Projevuje se ostfe ohraniCenymi skvrnami na plodech a dirkovitosti listt

(Hric¢ovsky a kol., 2004).

3.1.5.3 Skadci

Mezi nejvyznamnéj$i Sktidce broskvoni patifi msSice broskvonova (Myzus
persicae), msice hnizdotvorna (Brachycaudus Schwartzi), msice S$vestkova
(Hyalopterus pruni), makadlovka broskvonova (Anarsia lineatella), obale¢ vychodni

(Cydia molesta) a zobonoska obecna (Rhynchites bakchus) (Bazant a kol., 2003).

3.2 Viry na broskvonich

Viry jsou obligatni parazité, jejichz reprodukce zavisi na bunééném cyklu jejich
hostitele. Hostitelem mtize byt jakykoliv Zivy organismus (Zivocich, rostlina, houba a
bakterie), avSak virus napada vzdy jen jeden z uvedenych typa hostitelt (Kaya a Yilmaz

Gokdogan, 2015). Projevem piitomnosti viru v rostling je tzv. viroza.

Rostlinny virus (fytovirus) je mikroparazit s velikosti v fadech nanometr
(Safrankova a kol., 2013), jehoZ preziti i multiplikace je pIné zavisla na rostlinné buiice
svého hostitele (Kaya a Yilmaz Gokdogan, 2015). Reprodukce viru je popsana
v nékolika krocich: vstupem viru do bunky, uvolnéni a replikaci virového genomu,
skladanim virioni a uvolnénim virion z buiiky (Navratil, 2010, cit. dle Kudélkova,
2010). Virion je Castice viru, kterd je schopna samostatné infikovat rostlinnou bunku
(Rosypal, 2000). Vstup viru do rostlinné buniky neprobihéd aktivné. Virus neni obvykle
schopen infikovat rostlinu pies neposkozenou bunéénou sténu (Agrios, 2005). K infekci

dochazi pti mechanickém poSkozeni buniky (Navratil, 2010, cit. dle Kudélkova, 2010).

Nejcastéjsimi zplusoby pienosu a Sifeni viru jsou vegetativni pfenos spojovany
S lidskou c¢innosti pomoci mnozitelského materidlu a kontaminovanych pracovnich
nastrojii, generativni pfenos pomoci semen, kde jsou viry vazany na embrya, endosperm
a testu, nebo pomoci pylu (Navrétil, 2010, cit. dle Kud€lkova, 2010), pfenos houbovymi
organismy a pienos pomoci vektort, tzv. zoochorie (Agrios, 2005). V rostlin€ se virus
$ifi pomoci cévnich svazkli nebo z buiiky do buiky pomoci plasmodesmat (Navratil,

2010, cit. dle Kud¢lkova, 2010).
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Virus je slozen z fetézce jedné nebo vice molekul nukleovych kyselin (Matthews,
1991). Nukleové kyseliny tvoii 5 — 40 % viru (Agrios, 2005). Molekuly kyselin jsou
uzaviené v ochranném plasti tvofeném lipoproteiny nebo proteiny (Matthews, 1991).
Samotny protein neni infekéni (Agrios, 2005). Tvarové lze viry délit na vldknité,

izometrické, baciliformni a komplexni (Navratil, 2010, cit. dle Kudélkova, 2010).

Jako prvni byl objeven virus mozaiky tabaku (Tobacco mosaic virus, TMV)
v roce 1892 (Smolak, 1954). Fytoviry zptsobuji na rostlinach mnoho poskozeni a jsou
zodpoveédni za velké ekonomické ztraty pii péstovani uzitkovych plodin (Kaya a Yilmaz
Gokdogan, 2015).

Vir je optickym mikroskopem nepozorovatelny (Safrankova a kol, 2013).
Optickym mikroskopem Ize sledovat histologické zmény, které jsou vyvolané infekci —
neuplnd diferenciace mezofylu u mozaik, méné intercelularnich prostortt apod. Pro

diagnostické gely je vyuzivano elektronové mikroskopie (Spak, 2010).

Viry délime podle druhu nukleové kyseliny do dvou skupin — viry obsahujici
kyselinu deoxyribonukleovou (kruhova dvouvladknova DNA, linearni dvouvlaknova
DNA a kruhova jednovldknova DNA) a ribonukleovou (dvouvldknova RNA, negativni
jednovlaknova RNA, pozitivni jednovlaknova RNA a satelitni viry s dvouvldknovou
RNA). Z taxonomického hlediska viry délime do ¢eledi (druh, forma a ¢lenéni nukleové
kyseliny), rodu (tvar a velikost virovych ¢astic), druhti (populace virG vyvolavajicich
charakteristické onemocnéni), kmenti (sérologicky ptibuzné viry) a izolati (ptvod

podle hostitelské rostliny nebo zemg) (Spak, 2010).

3.2.1 Rod Trichovirus

Rod Trichovirus patii do ¢eledi Betaflexivirideae. Velikost virovych ¢astic tohoto
rodu se pohybuje v rozmezi od 640 nm do 800 nm v délce a 12 nm v §ifce. Viriony

obsahuji 5 % nukleové kyseliny.
Trichovirus ma strukturu jednofetézcové pozitivni RNA.

Spole¢né s ekonomicky vyznamnym virem S$kodicim na broskvonich Apple
chlorotic leafs spot virus (ACLSV) patti do rodu Trichovirus také Apricot pseudo-
chlorotic leaf spot virus (APCLSV), Cherry mottle leaf virus (ChMLYV), Grapevine
berry inner necrosis virus (GINV), Grapevine Pinot gris virus, Peach mosaic virus
(PMoV) a Phlomis mottle virus (PhMV) (Description of Plant Viruses, 2013).
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3.2.1.1 Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV)
Virus chlorotické skvrnitosti jabloné (Klusak, 2013).

Synonyma: Pear ring pattern mosaic virus, Apple latent virus (Description of
Plant Viruses, 2013).

Virové céstice: Virové vladkno je dlouhé 720 nm a Siroké 12 nm. Tepelna

inaktivace viru je mozna pii teploté vyssi jak 55 °C. Virus bez hostitelské¢ bunky je
schopen v in vitro podminkach ptezit 7 hodin pfii teploté¢ 24 °C. ACLSV je schopen
infikovat rostlinny material pii pH 5,5 az 9,9 (Verma a Sharma, 1999).

Ptenos: U drevitych hostiteli je virus pfenasen roubovanim. Nebyl zaznamenan
pfenos viru semeny nebo pylem (Description of Plant Viruses, 2013). Hlavnim zdrojem

pienosu viru je lidskd ¢innost (Verma a Sharma, 1999). Dosud nebyl objeven Zadny

ptirozeny pienasec viru (Loebestein a Katis, 2015).

Geografické rozSifeni a ekonomicky vyznam: Virus je roz$ifen v mistech, kde

jsou komercné pestované jablon¢ (Description of Plant Viruses, 2013).

Hostitelé: Prirozenymi hostiteli viru ACLSV jsou rostliny z ¢eledi Rosaceae —
jablong, hrusné, slivoné, kdouloné¢, tiesn¢€, visné, jefaby, meruiiky a broskvoné (Klusak,

2013).

Symptomy: Piiznaky napadeni rostliny virem se objevuji na listech, ale také na
plodech a kmeni (Diekmann a Putter, 1996). Asimila¢ni plocha stromu je sniZzovana
pruhlednymi skvrnami na listech, listovymi deformacemi, zmenSeni velikosti listii a
pired¢asnym opadem. Dochazi také k odumirdni terminalnich pupeni. Ackoliv virus
napada ve velké mife jabloné, vyskytuje se u nich casto v latentni podobé. U broskvoni,

hru$ni, kdouloni a merunék se projevuje v agresivnéjsi formé (Verma a Sharma, 1999).

3.2.2 Rod llarvirus

Rod Ilarvirus patii do celedi Bromovirideae a zahrnuje 10 podskupin virt.
Velikosti virovych ¢&astic tohoto rodu se pohybuje v rozmezi od 26 nm do 35 nm
v pruméru (Description of Plant Viruses, 2013). Jedna se o viry s pozitivni
jednovlaknovou RNA. Replikace viru probiha v bunce hostitele v cytoplasmé

(ViralZone, 2017).
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Do rodu llarvirus patii American plum line pattern virus (APLPV), Apple mosaic
virus (ApMV), Asparagus virus 2 (AV-2), Blackberry chlorotic ringspot virus (BCRV),
Blueberry shock virus (BIShV), Citrus leaf rugose virus (CiLRV), Citrus variegation
virus (CVV), Elm mottle virus (EMoV), Fragaria chiloensis latent virus (FCILV),
Humulus japonicus latent virus (HIJLV), Lilac leaf chlorosis virus (LLCV), Lilac ring
mottle virus (LiRMoV), Parietaria mottle virus (PMoV), Prune dwarf virus (PDV),
Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Spinach latent virus (SpLV), Strawberry
necrotic shock virus (SNSV), Tobacco streak virus (TSV) a Tulare apple mosaic virus
(TAMV) (ViralZone, 2017).

3.2.2.1 Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)

Virus nekrotické krouzkovitosti tiesné (Necas a Krska, 2006a).

Synonyma: Peach ringspot virus, Cherry (sour) necrotic ringspot virus, Necrotic
ringspot virus, Prunus ringspot virus (Descriptions of Plant Viruses , 2013). Jako prvni

byl virus pojmenovan Peach ring spot virus (Nyland a kol., 1976).

Virové castice: Virus obsahuje RNA s izometrickymi ¢asticemi okolo 23 nm

velkymi v pruméru (Descriptions of Plant Viruses , 2013). K inaktivaci virové ¢astice
dochazi pfi teploté 54 az 62 °C v in vitro podminkach a pii teplotach vyssich nez 38 °C
pusobicich 2 az 3 tydny v podminkach in vivo (Nyland a kol., 1976).

Ptenos: Stejné jako Prune dwarf virus je Prunus necrotic ringspot virus Sifen
pylem. Virova castice se mize pienést do semene v piipadé, kdy je pyl prenesen do
oslabeného kvétu. Prenos viru pylem piispiva k celosvétovému rozsifeni tohoto viru.
S pfenosem viru pylem souvisi také ptenos viru semeny. Dal§im zpiisobem Sifeni viru je
pouziti infikovaného rostlinného materidlu pii roubovani. Dosud nebyl zjistén zadny
ptenaSe¢ hmyziho piivodu. Pti teploté 30 °C je ptenos viru z infikovaného materidlu na
zdravou rostlinu uskuteénén za 72 hodin, pfi teplot¢ 18 °C je k infekci potieba

168 hodin (Nyland a kol., 1976).

Geografické rozSifeni a ekonomicky vyznam: Virus je rozSifen celosvétove

vzhledem k jednoduchému zptisobu pifenosu. Rozsifuje se pylem i semeny (Owaga a
English, 1991). Z tohoto diivodu je nutné dodrzovat izolaéni vzdalenost komerénich
sadli od zdroji onemocnéni. Mezi vyznamného pienaSeCe viru patii také tiasnénka,

ktera virus prenasi sanim (Strand, 1999). Ekologickou vyznamnost podtrhuje
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skuteCnost, ze nékteré formy viru mohou zpisobit odumieni mladych stromil ve staii

3 az 4 let v nasledujicim roce po infekei (Nyland a kol., 1976).

Hostitelé: Mezi hostitele viru PNRSV patii témét vSechny ekonomicky vyznamné

druhy rodu Prunus (Nyland a kol., 1976).

Symptomy: Virus je extrémné variabilni a existuje v mnoha formach, které se
vzajemné 1isi podle typu hostitele. Obecné lze tici, ze se virus projevuje chlordézami a
nekrézami na listech, deformacemi listi a zakrslosti. Chlorozy se objevuji v podobé
krouzkl a skvrnitosti. Pupeny, listy, vyhony, vétve a kofeny mohou trpét nekrozami,
které jsou projevem silné€jsi infekce. SvéSovani a vréascitost listi mohou byt pfitomny
jako doprovodny jev infekce. Celé rostliny jsou zakrslé¢ a ustava rast. V nasledujicim
roce po infekci broskvoné virem dochazi k retardaci raSeni, odumirdni listovych i
kvétnich pupentt a odumirdani vyhont narostlych v ptedeslém roce (Nyland a kol.,
1976). Infikované broskvoné trpi chlor6zami listh a deformaci listi v podobé jejich

krabaceni (Owaga a English, 1991). Casto dochazi k viditelnym pfiznakim jen
Vv prub¢hu prvnich dvou let po infekci (Necas a Krska, 2006a).

3.2.2.2 Prune dwarf virus (PDV)

Virus zakrslosti slivoné (Necas a KrSka, 2006b).

Synonyma: Sour cherry yellows virus, Chlorogenus cerasae, Cherry chlorotic

ringspot virus, Peach stunt virus (Description of Plant Viruses, 2013).

Virové cCastice: Virova castice izometrického tvaru s velikosti 22 nm v praméru.

Virova ¢astice je schopna Zivota v rozmezi teplot od -78 °C do 54 °C.

Ptenos: Nejsou zndmy zadné prirozené vektory pfenosu. Virus je prenasen pylem
a semeny (Description of Plant Viruses, 2013). Castym zptisobem pienosu viru je také
roubovani (Diekmann a Putter, 1996). Vzhledem ke schopnosti viru infikovat zdravé
rostliny pres pyl je dilezit¢é dodrzovat izolacni vzdalenost sadii od zdroji infekce

(Necas a Krska, 2006b).

Geografické rozsifeni a ekonomicky vyznam: PDV je rozsiten v oblastech

péstovani rostlin z rodu Prunus (Description of Plant Viruses, 2013). Ekonomicky
vyznamny je tento virus z divodu jeho piisobeni na zivotnost pupenil. Pupeny

odumiraji, a tim je také snizovana sklizen ovoce (Necas a Krska, 2006b).
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Hostitelé: Hlavnimi hostiteli viru jsou rostliny z rodu Prunus. Pro diagnostiku viru
pomoci indikatorovych rostlin je vyuzivano Cucumis sativus L., Cucurbita maxima
Duchesne, Crotalaria spectabilis Roth, Momordica balsamina L., Tithonia rotundifolia
(Mill.) S. F. Blake a Prunus serrulata Lindl. (Description of Plant Viruses, 2013).

Symptomy: PDV se na broskvonich projevuje typickou zakrslosti (Diekmann a
Putter, 1996). Kromé celkové vzrustnosti stromu ovliviiuje virus také listovy aparat. Na
listech jsou patrné ruzné velké skvrny, prouzky a kresby. Postupem ¢asu dochazi
k nekrotizaci skvrn a deformaci, ¢imz je vyrazné sniZovana asimila¢ni plocha stromu.
K redukci asimilaéni plochy dochéazi také vlivem zuzeni listové cepele, ktera je
projevem piitomnosti PDV u broskvoni a tfesni. Béhem chladného pocasi jsou

symptomy vice viditelné, horké letni dny ptiznaky inhibuji (Necas a KrSka, 2006b).

3.2.3 Ostatni viry napadajici broskvoné

Kromé dale zminovanych virti napadaji broskvoné také Weak peach virus (WPS),
Red suture virus (RSV), Peach calico virus (PCV), Peach wart virus (PWV), Phony
virus (PV), Stuby twig virus (STV), Peach blotch virus, Strawberry latent ringspot
virus, Tomato black ringspot virus (TmBRV) (Layne a Bassi, 2008), Peach enation
virus (PhEnV), Peach line pattern and leaf curl virus (PhLnPtLCIV) (Suti¢ a kol.,
1999).

3.2.3.1 Plum pox virus (PPV)

Virus Sarky Svestky patfi k nejrozSifenéjSim rostlinnym virim. Vyznamné
ekonomické Skody zplsobuje na slivonich, meruiikach a broskvonich (Diekmann a
Putter, 1996). Ze sedmi zndmych kment viru Sarky Svestky jsou na naSem uzemi
rozsitené 3 kmeny: PPV-D, PPV-M a PPV-Rec. Broskvoné napada kmen PPV-M, méné
PPV-D. Ve svéte je nejvice rozSifen kmen PPV-D (Schlesingerova, 2011). U nas byl
poprvé objeven v roce 1952 (Polék, 2010).

PPV je tvofen jednotetézcovou RNA (Diekmann a Putter, 1996). Virova astice je
ze 7 % slozena z nukleové kyseliny. Velikost virové ¢astice je 750 nm na délku a 13 nm
na Sitku. Inaktivace viru probihd pii teploté 52 °C trvajici po dobu 10 minut (Polak,
2010).

Mezi hostitele patii rostliny rodu Prunus. Castymi hostiteli jsou hospodaisky

vyznamné rostliny jako napf. slivoné, broskvomandlong, merunky, broskvoné, trnky,
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tfeSné¢ nebo visné. Pfenos viru msSici broskvonovou a msici chmelovou je hlavnim

divodem vysoké rozsitenosti viru ve svété (Polak, 2010).

PPV zpiisobuje ekonomické ztraty projevujicimi se symptomy na plodech rostlin.
Zptsobuje pokles cukri a kyselin v plodech a barevnymi zménami v duzniné¢ plodu
(Necas a Krska, 2006¢). Na listech se projevuje chlorotickymi krouzky, které nasledné
nekrotizuji (Diekmann a Putter, 1996).

3.2.3.2 Peach mosaic virus (PMV)

Byl objeven roku 1931 v Coloradu. Nasledné byla nemoc objevena také
Vv Arizon€, Arkansasu, Kalifornii, Novém Mexiku, Oklahomé a Utahu. Hlavnimi
hostiteli jsou broskvoné a nektarinky. Virus miize také napadat mandloné, merunky,
tfeSné a slivoné.

Symptomy PMV zahrnuji poSkozeni kvétd, zmenSeni kvétd, barevné zmény
V kvétu, defoliaci, deformaci listi a plodl a abnormalni rist rostliny. U nékterych

kultivard jsou symptomy tak mirné, Ze jejich identifikace je velmi narocna.

Peach mosaic virus je pienasen rozto¢em Eriophyes insidiosus. Pfirozené je virus
Siten z broskvoné na broskvon, vyjimeéné z broskvoné na merunku. Dale je virus

prenasen vlivem agrotechnickych operaci provadénych ¢lovékem (Pine a Gilmer, 1976).

3.2.3.3 Asteroid spot virus (ASV)

Jako prvni byl objeven v Kalifornii roku 1938. Pozdéji byl objeven také
V Coloradu, Oregonu, Utahu, Washingtonu a Mexiku. Napada broskvon¢, nektarinky a
treSné. Moznymi hostiteli jsou také mandlon€, merunky, mahalebky. Je pfendSen

roubovanim.

Virus se na broskvonich a nektarinkach projevuje malymi zlutavymi skvrnami na
listech, které pozdéji expanduji na celou listovou Eepel. Nejvétsi skvrny se mohou
projevit jako zluté krouzky se zelenym stfedem, coz vede ¢asto k zameéné tohoto viru
s PPV. Skvrny mohou nekrotizovat a drolit se, ke konci léta mize dojit k uplné defoliaci
stromu. Infekce se nejsilnéji projevuje v prvnim roce infekce. Virus se vice projevuje na

broskvonich s bélomasymi plody (Williams a kol., 1976).
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3.2.3.4 Peach rosette virus (PRV)

Hostitel¢ viru PRV jsou slivoné, méné vyznamnymi hostiteli jsou mandloné,
merunky a tfesn€. Na broskvonich se projevuje virus zcervenanim nervatury listu a
naslednou defoliaci. Kvéty na napadenych vétvich se nevyvijeji, nedochazi k vytvoreni
plodt. NejéastejSim zpisobem prenosu viru na zdravou rostlinu je pouziti infikovaného

rostlinného materidlu pfi roubovani (Kenknight, 1976).

3.2.3.5 Peach stem pitting virus (PSPV)

Peach stem pitting virus napada piedevSsim broskvoné a nektarinky. Stromy
napadené PSPV jsou zakrslé, terminalni rist se vyznacuje zkracenymi internodii,
objevuji se chlorézy a podélné zkrouceni listl. Borka je ztloustld a zvrasnéna, u
kofenového kréku se objevuji drazky (Mircetich a kol., 1970). Objevuji se nekrozy

cévnich svazku a kotenti (Mircetich a Fogle, 1976).

3.2.3.6 Peach yellows virus (PYV)

Peach vyellows virus napada broskvoné, nektarinky, meruniky a mandloné.
Vyznacuje se zakrslymi listy a zloutnutim listd, které vede k nekrd6zdm a vytvarenim
tenkych vétvi, které v pokroc¢ilém stadiu infekce odumiraji. Stromy odumiraji do 2 az
3 let po objeveni prvnich symptomt infekce. Plody na infikovanych stromech dozravaji
o n¢kolik dni az tfi tydny diive a vyznacuji se zvétSenou velikosti, avSak snizenou

kvalitou, obvykle maji nahofklou chut’ (Pine a Gilmer, 1976).

3.2.3.7 Rosette mosaic virus (RMV)

RMV je rozsiten v Michiganu, New Yorku a Italii. Virus se na broskvonich
projevuje pozd¢jSim olisténim, chlorotickou kropenatosti a zkracovdnim internodii.
Infikované stromy maji tmavsi zelenou barvu nez stromy zdravé. Pfenos viru je
umoznén roubovanim, semeny, ale také pomoci hlistice Xiphemena americanum (Klos,
1976).

3.2.3.8 Stubby twig virus (STV)

Virus je rozsiten v Kalifornii, Oregonu a Missouri, Italii a Turecku. Hostiteli jsou
broskvoné a nektarinky. Primarnimi a sekundarnimi symptomy jsou chlorotické skvrny

objevujici se na listech v pozdnim jaru a zafatkem léta. Virus ovlivituje také plody
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vyrUstajici na infikovanych vétvich. Je pfenosny pouze roubovanim (Wagnon a kol.,

1976).

3.2.3.9 X-disease virus (XDV)

XDV je vysoce variabilni virus napadajici broskvong, nektarinky, slivon¢, visné a
ttesn¢. Na broskvonich se projevuje nepravidelnymi zlutymi nebo ¢ervenymi skvrnami
po 6 tydnech od raseni listl. Listy jsou chlorotické a kiehké. Napadené vétve se stavaji
méné odolné vici mrazovému poSkozeni béhem dormance. Plody na infikovanych

vétvich opadéavaji nebo méni sviij tvar ve Spicaty (Gilmer a Blodgett, 1976).

3.2.3.10 Yellow bud mosaic virus (YBMV)

Yellow bud mosaic virus napada predevsim broskvoné, nektarinky, tiesné,
mandloné a slivoné v oblasti Kalifornie. Infekce se projevuje vyrasenim kratkych trst
svétle zlutych list, které nasledné¢ hnédnou a odumiraji pred dosazenim délky 2 az
5 mm. Na nové¢ infikované rostlin€ se virus projevuje mozaikou na napadenych listech

(Schlocker a Traylor, 1976).

3.3 Broskvoné v in vitro kulture

Meristémové kultury broskvoni maji nejvétsi vyuziti pro eliminaci patogenii
z rostlin a pro rychlé mnozeni. In vitro kultury broskvoni jsou vyuZzivany k mnozeni

specifickych podnoZi vhodnych pro evropské pidni podminky (Bajaj, 1986).

Na rist broskvoni vin vitro kultufe ma vliv zvolena fotoperioda, svételné

podminky, typ média a vlhkost (Layne a Bassi, 2008).
3.3.1 Kultivace

3.3.1.1 Proliferace axilarnich pupenii

K proliferaci axilarnich pupenll je vyuzivdno cytokininii, které redukuji apikalni
dominanci. Pro broskvoné je nejvice vyuzivanym rustovym regulatorem 6-benzyladenin
(BA) a kinetin v mnozstvi 0,5 - 0,6 mg-17* az 1 — 1,2 mg - 17! v zavislosti na pouZitém
rostlinném materidlu. K proliferaci vyrazn€ pfispivd pifidani dusiku do média.
K premisténi axilarnich vyhonki na nové médium dochazi po 15 az 20 dnech po

iniciaci proliferace (Layne a Bassi, 2008).
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Svételné podminky stiidajici 4 h svétlo a 2 h tma stimuluji axilarni proliferaci.
Ukazalo se, ze tento svételny cyklus je z tohoto hlediska vhodnéjsi nez klasicky 16 h

svétlo a 8 h tma (Morini a kol., 1990).

3.3.1.2 ZakoFeriovani

Zakotenovani rostlin ziskanych z proliferace axilarnich pupenti probihd na médiu
s ptidavkem auxind. Nejvyuzivanéj§imi auxiny pro tento ucel jsou kyselina indolyl-3-
maselna (IBA), kyselina indolyl-3-octova (IAA) a kyselina o-naftyloctova (NAA)
v koncentraci 0,5 az 1,5 mg-17!. B&hem indukce zakofenovani miZe dochazet ke
zloutnuti listd vlivem vzrostlé koncentrace auxind. Pfi nadmérné koncentraci auxinti se
zpomaluje, az ustava a rast vrcholti. To miiZze mit negativni vliv béhem aklimace, kdy

rostlinky nebudou schopny obnovit rychly riist vrcholti (Layne a Bassi, 2008).

Zakotenovani kromé fytohormont ovliviiuji dalsi faktory. Jedna se napt. o stéafi
mate¢né rostliny, fyziologicky stav rostliny, teplota, svételné podminky a fotoperioda

(Deberg a Read, 1991).

3.3.1.3 Prevod rostlin in vivo

Pievod rostlin do nesterilnich podminek je kritickym krokem v procesu kultivace
broskvoni. Po vymyti zbytkl sterilniho média z kofenové soustavy rostliny nasleduje
pieneseni broskvoné do substratu. Vyssi GspésSnost prevedeni rostlin do nesterilnich
podminek je zajiSténa umisténim rostlin do podobnych podminek, ve kterych byly
rostliny kultivovany doposud — teplota, vlhkost. Vlhkost je pozvolna snizovéna az na
stupen bézné vlhkosti. Pfizptisobeni rostliny vnéjSim podminkdm probihd obvykle po
dobu 20 az 30 dni, béhem kterych rostlina naroste do vysky 15 az 20 cm (Layne a Bassi,
2008).

3.3.2 Kultivaéni média

Uspéesnost mikropropagace rostlin zavisi ve velké mife na typu pouZzitého média.
Médium je sloZzeno z makro a mikroelementt, vitamind, rastovych regulatord,

zelirovaciho ¢inidla (agar) a sachar6zy jako zdroje energie (Layne a Bassi, 2008).

Urceni idedlniho média je velmi tézké, jelikoZ naroky na médium se lisi podle
zvolenych podminek kultivace, zvoleného kultivaru rostliny i jednotlivych laboratoti

(Layne a Bassi, 2008).
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Nejvice vyuzivanym médiem je MS médium (Murashige a Skoog, 1962). Pro
kultivaci broskvoni jej napf. vyuzil Laimer a kol. (2006), Navaro a kol. (1982) nebo
Barba a kol. (1995).

Dalsimi médii vyuzivanymi pro kultivaci broskvoni in vitro jsou DKW médium

(Driver a Kuniyuki, 1984) a QL médium (Quoirin a Lepoivre, 1977).

3.3.3 Vliv etylenu na rostliny

Slozeni atmosféry v kultiva¢ni bafice ma na rostliny péstované v in vitro kultute
velky vliv. Etylen je nejjednodussi uhlovodik. V rostlinach vzniké etylen pfeménou L-

metioninu spole¢né se vznikem oxidu uhli¢itého (Kende, 1993).

Etylen je plynny hormon, jehoz tvorbu ovliviiuje slunecni zateni, kultivacni
teplota nebo koncentrace kysliku a oxidu uhli¢itého v atmosféfe kultivaéni banky
(Prochazka a kol., 1998). Pfi ptisobeni stresovych faktorti na rostlinu dochazi k jeho
zvySené produkci (u listd pSenice napi. pfi snizeni vody o 9 % dojde k narustu tvorby
etylenu 0 300 %). Mezi stresové faktory fadime sucho nebo pravé nadbytek vody,
teplotni extrémy (nizkd nebo vysoké teplota) ¢i zasoleni substratu. K nariistu etylenu
dochazi jiz po né¢kolika desitkach minut po vystaveni rostliny stresovym faktoram

(Machackova, 1997).

Etylen inhibuje prodluzovaci rust a zpusobuje defoliaci. V praxi je nejvice

pouzivan pii urychlovani dozravani ploda (Prochazka a kol., 1998). Etylen u rostlin

vvvvvv

pii riznych fyziologickych procesech rozdilna, napt. béhem dormance jeho produkce

klesa (Fiserova a kol., 2016).

3.3.4 Problémy Vv podminkach in vitro béhem kultivace

Zvl1aste v jarnim obdobi je béznd kontaminace rostlin bakteriemi nebo houbami.
Pfi¢ina kontaminace casto spocivd v nespravném zachdzeni s rostlinnym materidlem
V laminarnim boxu nebo nedostatecnou sterilitou pracovniho naradi. Kontaminace
bakteridlni povahy se mohou objevit u baze explantatu, ktery je v dlouhodobé kultivaci.
Bakterie endogenni povahy se objevuji v pfipadech, kdy jsou nastoleny optimalni
podminky pro rist. Béhem proliferace vrcholi je mozné zabranit kontaminacim
pouzitim PPM (Plant Preservative Medium), které je schopno redukovat mikrobialni
kontaminace v tkanové kultute (Layne a Bassi, 2008).
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3.4 Metody eliminace viri na broskvonich v podminkach in vitro

V soucasné¢ dobé nezname zpisob eliminace virt, ktery by ozdravoval
infikovanou rostlinu v podminkach in situ (Ravelonandro a kol., 2004). Existuji ale
metody, které umoznuji ozdraveni infikovaného rostlinného materialu v podminkach in

vitro (Loebestein a Katis, 2015).

Dostupnost bezvirézniho rostlinného materialu je zasadni pro vysoké vynosy a
kvalitu péstovanych plodin. Plodiny mnoZené vegetativnim zpiisobem a oSetfované
fezem jsou zvlasté nachylné na ztraty zptisobené viry, které jsou pfenaseny z rostliny na
rostlinu (Wang a kol., 2008a).

Nejcastéji vyuzivavanymi metodami ozdravovani rostlin od virovych patogent
jsou izolace vrcholového meristému, termoterapie, chemoterapie a nové kryoterapie.

V praxi ¢asto dochazi ke kombinaci jednotlivych metod pro zvySeni procenta GspéSnosti

ziskéani ozdraveného rostlinného materidlu (Loebestein a Katis, 2015).

3.4.1 Izolace vrcholového meristému

Dle Loebestein a Katis (2015) je izolace vrcholového meristému hlavni metodou

urcenou k eliminaci virtt z vegetativné mnozenych rostlin.

Metoda vychdzi z predpokladu, Ze meristémova ¢ast rostliny je viruprosta (Wang
a kol., 2008a). Ozdraveni probiha formou izolace meristému z infikované rostliny,
nasledné kultivace v in vitro podminkach a pievedeni ozdravené rostliny do nesterilnich

podminek (Loebenis a Katis, 2005).

Viruprosty rostlinny materidl pomoci izolace vrcholového meristému uspésné
obdrzel v roce 1986 Isac. Byla pouzita rostlina Prunus domestica L. infikovana virem

Plum pox virus (Isac, 1986).

Izolace vrcholovych meristému se ve vét$in€ ptipadl pouziva v kombinaci s jinou

metodou eliminace virt (Loebestein a Katis, 2015).
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3.4.2 Termoterapie (termotherapy, heat therapy)

Termoterapie je nejstar§i metodou pouzivanou k produkci bezvirézniho materialu.
Metoda byla poprvé pouzita roku 1869 ve Skotsku na cibulich, které byly ponofovany
do horké vody pted jejich zasazenim. U broskvoni byla termoterapie poprvé pouzita

v roce 1936 k ozdraveni rostlin od Zloutenky (Loebestein a Katis, 2015).

Principem termoterapie je inhibice Sifeni viru v rostlinném pletivu pii zvySenych
teplotach (Ktizan a kol., 2005) vlivem sniZeni replikace virti (Bhojwani a Dantu, 2013).
Teplota plsobici na rostlinny material se 1i§1 podle rostlinného viru (35 az 54 °C). Lisi

se také doba plisobeni, jedna se o minuty az tydny (Matthews a kol., 2002).

Termoterapie byla v Ceské republice blize studovana v zemédélském vyzkumu
,Vyzkum a vyvoj standardnich metod ozdraveni pomoci termoterapie a in vitro kultur
odriid ovocnych dievin a révy vinné od vird, fytoplasem a karanténnich patogenti pro

systém certifikace zdravotniho stavu vysadbového materidlu (Ktizan a kol., 2009).

RozliSujeme termoterapii in vivo a in vitro.

3.4.2.1 Termoterapie in vivo

Termoterapie in vivo se dale déli na termoterapii horkym vzduchem a termoterapii
horkou vodou. Spolecnym znakem obou variant je realizace metody v nesterilnich

podminkach.

Termoterapie horkym vzduchem byla provedena v Ceské republice v roce 2009
na infikovanych broskvonich (Kiizan a kol., 2009). Principem je umisténi celych
kontejnerovanych rostlin do termokomory a nasledné ptisobeni vysokych teplot (30 az
40 °C) na rostliny po blize specifikovanou dobu (Koubouris a kol., 2007). Broskvoné
hife sndseji plsobeni vysokych teplot neZz meruiiky. Nejvhodnéjsi teplotou, kterou
ptezilo 87 % rostlin, je 32/30 °C. Doba piisobeni téchto teplot byla 45 dni. Po provedeni
termoterapie nasleduje ptevedeni apikalnich ¢asti do in vitro kultury a izolace

vrcholovych meristému (Kftizan a kol., 2009).

Termoterapie horkou vodou byla provedena k ozdraveni rostlin od evropské

zloutenky peckovin. Bylo pouZito horké vody o teploté 45 °C plsobici na rostlinu

75 minut (Kfizan a kol., 2008).
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3.4.2.2 Termoterapie in vitro

Principem termoterapie in vitro je pisobeni vysokych teplot na ¢asti infikovanych
rostlin pfevedenych do sterilnich podminek (Loebenis a Katis, 2015). Béhem pulisobeni
vysokych teplot dochdzi k intenzivnéjSimu piirtstani vrcholovych ¢asti, které jsou
nasledné izolovany (Ktizan a kol., 2005).

U rostlin z rodu Prunus byla termoterapie in vitro Gspésné aplikovana k ozdraveni
od Prune dwarf virus z Prunus mahaleb L. (Saponari a kol., 1999), Plum pox virus,

Prune dwarf virus a Prunus necrotic ringspot virus z Prunus domestica L. (Laimer a

kol., 2006) a Prunus necrotic ringspot virus z Prunus domestica L. (Dziedzic, 2008).

Pti ozdravovani broskvoni je vyuzivano piisobeni teplot 37 az 38 °C po dobu

21 a7 22 dni (Gella a Errea, 1998; Stein a kol., 1991).

3.4.3 Chemoterapie (chemotherapy)

Principem chemoterapie je vyuziti chemickych latek (tzv. antivirotik) ptidanych
do kultiva¢niho média k zastaveni mnozeni viru. Po ur¢ené dobé ptisobeni antivirotik na
rostlinu jsou odebrany apikalni Casti a pfeneseny na nové médium bez piidavku

antivirotik (K¥izan a kol., 2012).

Mezi nejcastéji vyuzivana antivirotika fadime azidothymidin, acykloguanosin,
acyklovir, 2-thiouracil a ribavirin. Vysoka koncentrace n€kterych antivirotik v médiu

muze mit na rostliny toxické ucinky (Loebestein a Katis, 2015).

Pfi ozdravovani Prunus domestica L. od Plum pox virus je vyuzivano koncentrace
ribavirinu v médiu 40 az 60 mg - 1" 'média. Pfi této koncentraci a dob& piisobeni 6 tydnii
je mozno obdrzet s ndslednou izolaci apikalnich ¢asti bezvirdzni rostliny (Paunovic a
kol., 2007). Pfi ozdravovani merunék byla pouzita koncentrace ribavirinu 5 mg-

17 média pfi délce piisobeni 12 az 20 tydni (Polak a Hauptmanova, 2008).

27



3.5 Kryoprezervace

Rostlinna biodiverzita je zasadni pro lidsky Zzivot. Vice nez 50 000 druht je
pouzivano jako potrava nebo pro medicinalni potfeby. Dostupnost Siroké skaly
biologického materidlu je nezbytna pro moderni Slechténi, proto bylo vyvinuto nékolik
metod uchovani genetickych zdroji. Tradi¢ni zplisob uchovani cennych klond a
kultivar je zalozen na péstovani v polnich podminkach, kde jsou rostliny vystaveny
patogenim a mohou byt kompletné ztraceny v dasledku neptiznivych rastovych
podminek (Al-Khayri a kol., 2016). Témto rizikim se vyhybaji metody konzervace
rostlinnych zdroja ex situ. Mezi zptisoby uchovavani rostlinnych zdroji ex situ patii in
vitro kultivace, konzervace zpomalenym rdstem v podminkach in vitro a

kryoprezervace (Dotlacil, 2005; Al-Khayri a kol., 2016).

Kryoprezervace je zptsob dlouhodobého skladovani rostlinného materialu pii
extrémné nizké teploté (Wang a kol., 2008a; Vsuo, ©2015-2017b) s nizkymi riziky
ztraty skladovanych vzorkt (Al-Khayri a kol., 2016). Zvolena forma skladovani se lisi
Vv zavislosti na rostlinném druhu a divodu skladovani. Je mozno skladovat semena, pyl,
rostlinné vrcholy, dormantni pupeny, zygotickd a somatickd embrya, kalusy a kalusové

kultury (Reed, 2008).

Rostlinny material je mozno skladovat pii teploté¢ -79 °C v tekutém oxidu
uhli¢itém, v hlubokomrazicich mrazéacich pii teploté -80 °C, v parach tekutého dusiku
pii -150 °C nebo v tekutém dusiku (Chawla, 2002). Obvykle je jako chladici médium
vyuzivano tekutého dusiku (Wang a kol., 2008a). Kapalny dusik je bezbarva kapalina
bez zapachu. Jedna se o nehotlavou latku. Bod tani tekutého dusiku je pii -210 °C a bod
varu pii-195,8 °C (Linde Vitkovice, 2004).

Dlouhodobé wuchovani rostlinného materidlu je umoZnéno pozastavenim
bunééného déleni a metabolickych procesii vlivem velmi nizké teploty. Vyhodou tohoto
skladovani je také ispora mista a velmi nizké ndroky na tidrzbu skladovaného materialu
(Wang a kol., 2008a). Kryoprezervace eliminuje nutnost pravidelného obnovovani
kolekci rostlin, a tim snizuje riziko genetickych zmén zpisobovanych chorobami a
Skiidei, klimatickymi podminkami nebo zneciSténim. Snizuje také riziko poklesu
produktivity, ktery je spojovan s dlouhodobym trvanim kultury (Al-Khayri a kol.,
2016). Rostliny ptevedené do in vitro podminek jsou pro proces kryoprezervace vhodné

Z hlediska jejich snadné manipulace, dostupnosti i mimo vegetatni obdobi a lepsi
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regenerovatelnosti po dlouhodobém skladovani v kapalném dusiku (Wang a kol.,

2008a).

Pti kryoprezervaci se setkavame s dvéma hlavnimi problémy, které mohou vést
K nezvratnému poskozeni rostlinného materialu. Jedna se o poruseni bunécné struktury

vlivem tvorby ledovych krystali a dehydrataci (Faltus a kol., 2005).

K poruseni bunécné struktury bunck vlivem tvorby ledovych krystali pfi
zmrazovani rostlinného materialu muize dochazet pii pouziti klasické metody
kryoprezervace  (dvoustupfiovda metoda  kryoprezervace). V piipadé mrznuti
intracelularni vody dochdzi k poSkozeni buiky proniknutim ledovych krystali do
membranové struktury (Wang a kol., 2008a), naopak pti mrznuti vody extracelularni si
bunika zachovava Zivotnost. Pro podpofeni mrznuti vody extracelularni se pouziva
otuzeni materialu pfed samotnym zamrazovanim a poklesem obsahu vody v rostlinnych
pletivech (Faltus a kol., 2005). Otuzovani obvykle probiha kultivaci rostlin pii teploté
4°C (Baldwin a kol., 1998).

Kritickym krokem u vitrifikatnich metod je proces dehydratace vzrastnych
vrcholli pfed ponotfenim rostlin do kapalného dusiku. Dehydratace vzorku je nutna

z hlediska tvorby ledovych krystalti (Wang a kol., 2008a).

Dehydratace miize byt provedena nékolika odliSnymi zpiisoby — vystavenim
samotnych nebo eknapsulovanych vzristnych vrcholli vysoce koncentrovanému roztoku
(napt. PVS2 — Plant Vitrification Solution no. 2) nebo vysouSenim vzduchem (Wang a

kol., 2008a). V ptipadé silné dehydratace burika odumira (Faltus a kol., 2005).

3.5.1 Kryoprotektanty (kryoprotektiva)

Kryoprotektanty jsou latky, které napomahaji rostlinnému materidlu ptekonat
extrémni teploty pii ptsobeni tekutého dusiku. Ptidavek kryoprotektanti kontroluje
tvorbu ledovych krystali v rostlinné buiice a chrani ji pfed nadmérnou dehydrataci

(Chawla, 2002). Zvysuji mnozstvi osmoticky aktivnich latek v buiice (Reed, 2008).

Ne&které kryoprotektanty se v buiice vyskytuji pfirozené a napomahaji rostliné
preziti nizkych teplot béhem zimy. Ptirozené vyskytujicimi se protektanty jsou cukry,
proteiny a aminokyseliny (Trigiano a Gray, 2011).

Jako prvni kryoprotektant pro kryoprezervaci byl pouzit glycerol v roce 1949

k ochrané ptacich spermii pfed mrazem (Polge, 1949). Nejvice pouzivanymi

29



kryoprotektanty jsou DMSO (dimethyl sulphoxide), glycerol, etylenglykol, sachar6za
(Vsuo, ©2015-2017a) a metanol. Obcas je také vyuzivano etanolu (Reed, 2008).

Kryoprotektanty délime na latky se schopnosti proniknout do bun¢k (DMSO) a
latky bez schopnosti proniknout do bun¢k (glycerol, sachardza). Kryoprotektanty
pronikajici do bunék nahrazuji molekuly vody v buiice. Kryoprotektanty, které nejsou
schopny proniknout do bungk, odstranuji vodu z bunky pomoci osmoézy (Ostré a kol.,
2009). V ptipad¢ pouziti kryoprotektanti, které nepronikaji do rostlinné bunky, muize
dochazet k osmotickému poSkozeni buiiky (Reed, 2008).

DMSO je velmi u¢innym kryoprotektantem. Mezi jeho vlastnosti patii nizka
molekulova hmotnost, dobrd rozpustnost, netoxicita pifi nizkych koncentracich, snadné
pronikani do buné¢k a jednoduché vymyvani z prostiedi buniky (Chawla, 2002).

3.5.1.1 Vitrifikacni roztoky

Kombinace kryoprotektantii tvoii vitrifikacni roztoky vyuZivané pti vitrifikacnich

metodach kryoprezervace.

Mezi nejvice vyuzivané vitrifikani roztoky je fazen PVS2, MPVS a roztok podle

Langis a Steponkus (Langis a Steponkus, 1990).

Plant Vitrification Solution no. 2 (PVS2) je obecné pouzivan pro rostliny

Z mirného 1 tropického pasma. Chrani bunky dvéma kryoprotektivnimi mechanismy —
nahrazuje celularni vodu a méni vlastnosti zbyvajici vody v bunice pii procesu mrznuti
(Reed, 2008). PVS2 je slozen z etylenglykolu (15 % wi/v), glycerolu (30 % wi/v) a
DMSO (15 % w/v) v 0,4 M sachar6ze (Sakai a kol., 1991).

Plant Vitrification Solution (PVS1) je modifikaci PVS2. Je slozen z etylenglykolu
(13 % wiv), glycerolu (19 % w/v), propylenu (13 % w/v) a DMSO (6 % wi/v) (Uragami
a kol., 1989).

Malus Plant Vitrification Solution (MPVS) ma sloZeni jako plant vitrification

solution obohacené o propylenglykol (Sufferheld a kol., 1991).

Vitrifikaéni roztok dle Langis a Steponkus (1990) je slozen z etylenglykolu

(24 % wiv), sorbitolu (30 % w/v) a hovéziho séra albuminu (30 % w/v) rozpusténého ve
vod¢ (Langis a Steponkus, 1990).
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3.5.2 Metody kryoprezervace

Kryoprezervaci délime z hlediska rychlosti zchlazovani do dvou zékladnich
skupin — dvoustupniovou metodu kryoprezervace a vitrifikaéni metody (Vsuo, ©2015-

2017a, Vsuo, ©2015-2017Db).

3.5.2.1 Dvoustupiiova metoda kryoprezervace (metoda fizeného zchlazovani)

Prvni pouzitou kryoprezervacni technikou byla metoda fizené rychlosti
zchlazovani (Controlled rate cooling). Byla poprvé pouzita v roce 1980 (Withers a
King, 1980). Metoda je vhodna k uchovani velkych rostlinnych kolekci (Reed, 2008) a
je vyuzivana predevs§im u rostlin schopnych preziti v minusovych teplotach (Bilav¢ik a
kol., 2005). Nevyhodou je potteba specidlniho vybaveni (ndkladné zatizeni pro
programovatelné mrznuti) a nizkd aplikovatelnost na tropické druhy rostlin (Reed,

2008, Faltus a kol., 2005).

Pfi této metodé je vyuzivano fizeného poklesu teploty na -30 az -40 °C (Vsuo,
©2015-2017a), kdy dochazi k promrzani pletiv a mrazové dehydrataci (Bilav¢ik a kol.,
2005). Zac¢ina extracelularni mrznuti a postupné vymrzani volné vody z bun¢k (Faltus a
kol., 2012a). Rychlost mrazeni zavisi na velikosti rostlinného vzorku. Abdin a kol.
uvadi rychlost zamrazovani 0,5 az 50 °C za minutu, avSak pfi pouziti rychlosti poklesu
teploty vyssi nez 2 °C za minutu dochazi ke snizovani poctu regenerujicich rostlin
(Abdin a kol., 2017). Pokud je v této fazi zamrazovani provedeno vyssi rychlosti, nez
vyzaduje konkrétni rostlinny material, nastdva moznost krystalizace vody. Naopak pii
nizké rychlosti zmrazovani miize dojit k letdlnimu poskozeni bun¢k dehydrataci. Po
dosazeni teploty -40 °C nastavd druhy krok zamrazovani materialu — ponotfeni do
tekutého dusiku. V tomto kroku dojde k vitrifikaci cytoplasmy. Rychlost ohfevu rostlin
musi byt vysoka, jinak dojde ke krystalizaci vody (Trigiano a Gray, 2011).

Zéakladni protokol obsahuje tyto kroky: kultivace rostlin in vitro, aklimace rostlin
se stfidajicimi se teplotami 22 °C a -1 °C, izolace 1 mm velké apikalni ¢asti rostliny a
pusobeni kryoprotektantu (5% DMSO) v médiu po dobu 48 hodin v chladnych
podminkach, pfidani dalSich kryoprotektantll na ristové vrcholy s pisobenim 30 minut,
ponechani rostlin pfi teploté 0 °C po dobu 30 min, fizené zchlazovani na teplotu -40 °C
rychlosti 0,1 az 0,5 °C za minutu, pisobeni tekutého dusiku, rozmrazeni vzorkt v 45 °C
vodé po dobu 1 minuty a nasledné ponoteni do vody o teploté 25 °C po dobu 2 minut,

regenerace rostlin (Reed, 2008).
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Mezi nejcastéji vyuzivané kryoprotektanty pii této metodé patii DGS (1 M
DMSO, 1 M glycerol, 1 M sacharéza), DGP (1 M DMSO, 1 M glycerol, 2 M prolin),
DGSP (1 M DMSO, 1 M glycerol, 1 M sachar6za, 1 M proline), DGlu (2,5 M DMSO,
1,1 M M D-glukéza), DMSO (5 % nebo 10 %), PGD (10 % PEG, 10 % glukéza, 10 %
DMSOQO), DMSO-sucrose (10 % DMSO, 0,6 M sacharéza) (Trigiano a Gray, 2011).

3.5.2.2 Vitrifikacni metody

Prvni vitrifika¢ni metoda byla objevena v roce 1989 (Uragami a kol., 1989). Od té
doby se vitrifikatni metody staly nejvice vyuzivanymi kryoprezervacnimi metodami

(Abdin a kol., 2017).

Vitrifikaéni metody jsou zaloZeny na principu tvorby biologickych skel (Bilavéik
a kol., 2005). Vitrifikace je pfeména vody do pevného stavu bez tvorby krystali (Reed,
2008). Voda ve skelném stavu je charakteristicka vysokou viskozitou (1013 Pa) a
pomalou difuzi molekul (Bilav¢ik a kol., 2005). Pti ptechodu vody v amorfni sklovitou
hmotu je omezeno poskozeni bunék vlivem tvorby intraceluldrniho ledu (Vsuo, ©2015-

2017a, Vsuo, ©2015-2017b).

Vitrifikace vody v biologickém materialu zavisi na vzrustajici hustoté bunééného
roztoku (Reed, 2008). Cistou vodu je t&zké vitrifikovat (Schneider, 2010). Vitrifikaéni
stav je velmi nestabilni, v dusledku ohtivani mize dojit k vytvoieni krystalického ledu.
Z tohoto divodu se vyuziva rychlého rozmrazovéani vzorkl, které vede k vySSimu
procentu piezivsich rostlin (Reed, 2008). Pfi rychlém ponofeni rostlinnych casti do
kapalného dusiku dojde k poklesu teplot sta az tisice stupnti Celsia za minutu (Bilav¢ik

a kol., 2005).

Provedeni vitrifikaénich metod je mozné, pokud dojde ke zvySeni bunécéné
viskozity, pti které bude inhibovana tvorba ledovych krystali po vystaveni vzorku
kryogennim teplotam. K dosaZzeni spravné viskozity bunék jsou pouzivany dva principy
— ptidavek ktyoprotektivnich aditiv ve velmi vysoké koncentraci a odstranéni vody
evaporaci a osmotickou dehydrataci (vyuzivano pfi alginatové enkapsulaci). V praxi

jsou tyto dva principy casto kombinovany. (Reed, 2008).

Nejcastéji pouzivanymi kryoprotektanty pii vitrifikacnich metodach jsou
sacharoza (0,75 M), PVS 2 a PVS 3 (40 % glycerol, 40 % sacharoza) (Trigiano a Gray,

2011). Pouziti vitrifikacnich roztokli Casto piedchdzi pouziti LS roztokd (loading
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solution — ve 100 ml roztoku 14,37 ml glycerolu a 13,68 g sachardzy), které maji

osmoprotektivni funkci. Doba ptisobeni LS byvé obvykle 30 minut pifi pokojové teploté
(Abdin a kol., 2017).

Detekcei skelného stavu je mozné provést nékolika zplisoby — vizudlni metodou,
nizkoteplotni skenovaci elektronovou mikroskopii, nuklearni magnetickou rezonanci a
termickymi metodami. Vizualni metoda je vyuzivana pro ¢iré roztoky, avsak neni plné
spolehliva. Nizkoteplotni skenovaci elektronovd mikroskopie umoziuje lokalizaci
skelnych a krystalickych oblasti v rostlinném materialu. Mezi metody termické patii
diferen¢ni termickd analyza, termomechanickd analyza a diferencni kompenzacni

kalorimetrie (Bilavcik a kol., 2005).

Diferenéni kompenzaéni kalorimetrie — differential scanning calorimetry DSC.

Jedna se o nejcitlivéjs$i metodu pro urceni fazovych piechodl a skelného stavu (Vsuo,
©2015-2017a). Metoda zkouma tepelné vlastnosti vzorku pii nastaveném teplotnim
programu, teplotu tani, teplotu skelné¢ho ptrechodu, rtizné druhy krystalizace, tepelnou
kapacitu a tepelnou degradaci (Kucerik, 2011). Pfi pfechodu vzorku do skelného stavu
dochazi ke zmén¢ tepelné¢ kapacity. Teplota, pti které dochdzi k pfechodu vody do
skelného stavu, se nazyva teplota skelného ptechodu — glass transition temperature, Tg
(Reed, 2008). Vzorek je v pfistroji ohifivan nebo chlazen spoleéné se vzorkem
kontrolnim v inertni atmosféie (Kucerik, 2011). Diferen¢ni kompenzaéni kalorimetrie
meéfi teplo uvolnéné €i ptijaté rostlinnym vzorkem pfi fizeném linearnim zchlazovanim
a ohfevu. Zchlazovani nejCastéji probiha rychlosti 10 °C za minutu. Rozsah teplot
meéftitelnych ptistrojem je fadové od -150 °C do 700 °C. Hodnota Tg se urcuje pfii
ohtevu vzorku (Bilav¢ik a kol., 2005).

Piivodné byla metoda zmrazovani bun¢k s absenci ledovych krystalii pouzivana
pro Zivoc¢isné tkané (Fahy, 1986), nasledné byla metoda vyzkouSena také na tkéné
rostlinné (Sakai, 2004). V porovnani s klasickou metodou kryoprezervace jsou
vitrifikacni metody vhodnéj$i k uchovani rostlinnych organti (vegetacni vrcholy,

embrya) obsahujici rizné typy bunék (Faltus a kol., 2005).

Mezi vitrifikaéni metody patii enkapsulacni dehydratace, kapkova vitrifikace,
desikace a metoda vyuzivajici vitrifika¢nich roztokt (Bilavéik a kol., 2005). V praxi
miliZze dojit ke kombinaci téchto metod, jako napf. enkapsulace — vitrifikace, ktera byla

pouZita na kryoprezervaci karafiatii (Tannoury a kol., 1991).
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Enkapsulacni _dehydratace (Encapsulation dehydration) je pomérné novou

vitrifikacni metodou. Poprvé byla popsana v roce 1990 (Farbe a Dereuddre, 1990).
Jedna se o metodu, pfi niz jsou vzristné vrcholy obaleny (enkapsulovany) alginatem
sodnym. Po obaleni vrcholi nésleduje predkultivace na médiu s vyS$§im obsahem
sachar6zy (Vsuo, ©2015-2017a, Vsuo, ©2015-2017b, Bilav¢ik a kol., 2005). Délka
trvani predkultivace je 1 az 7 dni. Dehydratace vzristnych vrcholi probiha nad
silikagelem nebo v proudu sterilniho vzduchu v laminarnim boxu. Snizeni obsahu vody
Vv rostlinném materidlu a v alginatové kapsuli ma velky vliv na tvorbu ledovych krystali
Vv prubéhu zamrazovani vzorku a jeho odtavani. Po dehydrataci vzorku na obsah vody
20 % (zévisi na rostlinném materialu) nasleduje zmrazovani vzorkl piimym ponoienim
do kapalného dusiku (Faltus a kol., 2005). Enkapsulace chrani rostliny béhem procesu
vitrifikovani (Abdin a kol., 2017). Pfed aplikaci enkapsulace je mozné zatadit
ptipravnou fazi otuzovani rostlin (Vsuo, ©2015-2017a, Vsuo, ©2015-2017b).
Rozmrazovani vzorki probiha rychlym ponofenim do 40 °C teplé vody, které umoznuje
snadnéjsi pfekonani faze tvorby ledovych krystalii. Doba rozmrazovani je 1 az 2 minuty
(Bilav¢ik a kol., 2005). Metoda je aplikovatelnd na rostliny mirného i tropického
klimatu (Engelmann, 1997), avSak ne vSechny rostliny jsou tolerantni k tak vysoké
koncentraci sachar6zy (Reed, 2008). Metoda enkapsula¢ni dehydratace je vyuzivana
k zamrazovani bunéénych suspenzi a somatickych embryi (Tesserecau a kol., 1994).
Vyhodou metody enkapsulacni dehydratace je vysokd regenerace vzorkil po provedeni

kryoprezervace (Abdin a kol., 2017).

Kapkova vitrifikace (Droplet vitrification) je metoda, pfi niz je zamrazovana

rostlina pfenesena na hlinikovy plisek spolecné s kapkou kryoprotektantu a ponofena do
kapalného dusiku (Vsuo, ©2015-2017a, Bilav¢ik a kol., 2005). Kapkova vitrifikace byla
specialné vyvinuta pro kryoprezervaci meristému Manihot esculenta Crantz (Kartha,
1985). Po pouziti LS a PVS roztok jsou rostlinné vzorky ponechany spole¢né s kapkou
Kryoprotektantu na vysterilizované hlinikové folii nastiihané na malé ¢asti. Nasledné je
celd hlinikova folie 1 s rostlinnymi vzorky ponofena do kryozkumavky s kapalnym
dusikem. Po kryoprezervaci jsou vytaZeny celé hlinikové plisky a rozehtaty (Abdin a
kol., 2017). Vyhodou kapkové vitrifikace s pouzitim hlinikového plisku je rovnomérné
mrznuti rostlinného materidlu vlivem dobré tepelné vodivosti hliniku (Kartha, 1985) a
moznost vyuZziti této metody pro tropické rostliny, které je jinak tézké uchovavat

v tekutém dusiku (Panis a kol., 2005).
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Desikace je nejjednodussi vitrifikaéni metodou. Je pouzitelnd u rostlinného
materialu, ktery je schopen ptezit silnou dehydrataci — zygotickd embrya, pupeny
ovocnych dfevin. VysouSeni probiha v proudu vzduchu laminarniho boxu nebo za
pouziti silikagelu. Kryogennim teplotam jsou vystavovany vzorky s obsahem vody 10
az 20 % (Faltus a kol., 2005).

Metoda vyuzivajici vitrifikacnich roztoki (vitrifikacni metoda) je vyuzivana

pro vegetacni vrcholy, bunécné suspenze a somaticka embrya (Sakai, 1995). Poprvé
byla pouZzita vroce 1991 (Sakai a kol., 1991). Pfi této metod¢ je rostlinny material
ponofen do silné koncentrovanych vitrifikaénich roztokti a nasledné vystaven
kryogennim teplotam. Vitrifika¢ni roztoky obsahuji kryoprotektanty. Nejcastéji jsou
jako vitrifikaéni roztoky pouzivany PVS2, MPVS a vitrifikacni roztok dle Langis a
Steponikus (Bilav¢ik a kol., 2005). Po zamrazeni vzorki nasleduje rychlé rozmrazeni a
vymyti kryoprotektantd. Vyhodou je pfistrojova a ¢asova nenarocnost. Rostliny lze
vystavit kryogennim teplotdm 1 bez piipravné faze otuzovani. Nevyhodou je toxicita
nékterych vitrifikacnich roztokti (Faltus a kol., 2005). K uspé€Snému provedeni této
metody také patii opatrné naCasovani zmén jednotlivych vitrifika¢nich roztoki (Reed,

2008).

Cryo — plate metoda je metoda vyvinuta v roce 2011. Kombinuje enkapsula¢ni
dehydrataci a kapkovou vitrifikaci. Rastové vrcholy jsou piilepeny tenkou vrstvou
alginatu véapenatého na hlinikové plisky. Nasledn€ je na n¢ pisobeno LS roztokem a
PVS roztokem. Zamrazovani je provedeno piimym ponoienim plisku do tekutého
dusiku. Rychlost zamrazovani je (jako v ptipad¢ kapkové vitrifikace) velmi vysoka,

nebot’ rostlinny materidl piichazi do piimého styku s tekutym dusikem (Engelmann,
2014).

Kryogenni techniky byly uspésné aplikovany na velké mnozstvi rostlinnych druhii
véetné zemédélskych a zahradnickych plodin z tropického 1 mirného pésma.
Kryoprezervace vzristnych vrcholll je vyuZivana v nékterych genobankach pro
dlouhodobé skladovani genetickych zdroji vegetativné mnoZenych rostlin jako napf.
Solanum tuberosum L. v Némecku a v Peru v International Potato Center, Musa spp.

v Belgii nebo Pyrus communis L. v USA.

Nékteré kryoprezervacni techniky mohou byt specidlné navrzené pro eliminaci

patogent z rostlinného materialu (Wang a kol., 2008a).
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3.5.3 Kryoprezervace broskvoni

Kryoprezervace za pomoci enkapsula¢ni dehydratace byla na broskvonich pouzila
v roce 2011 z diivodu nalezeni vhodného kryoprezervaéniho protokolu pro tento ovocny
druh. Byly pouzity apikalni segmenty kultivarti broskvoni "Summer Grand’, "San
Giorgio” a 'Babygold 6" pfevedené do in vitro podminek. Apikalni segmenty ve
velikosti 2 mm byly enkapsulovany v 3% alginatovych kuli¢kach a kultivovany po dobu
1, 3, 5 a7 dni v tekutém médiu obsahujicim sachar6ézu v koncentraci 0,5 M, 0,75 M,
1 M a 1,25 M. Vysouseni vrcholii probihalo pomoci silikagelu po dobu 0, 4, 6, 9, 14, 20
a 24 hodin.

Po vysouseni nasledovalo umisténi rostlinnych vzorkti do kryozkumavek a
ponofeni do tekutého dusiku. Doba pisobeni tekutého dusiku byla 24 hodin.
Rozmrazovani vzorkid probihalo v proudu vzduchu v laminarnim boxu. Po rozmrazeni
vzorkl byly rostliny umistény do Petriho misek s kultivatnim médiem QL a ponechany
v béznych kultiva¢nich podminkidch bez ptitomnosti svétla po dobu jednoho tydne,
nasledné¢ po dobu 15 dni pfi nizké svételné intenzité. Po ptesunuti rostlin na nové QL

médium byly nastaveny standardni svételné¢ podminky pro kultivaci broskvoni.

Hodnoceni Zivotnosti rostlin probéhlo po 7 dnech od piisobeni tekutého dusiku.
Stanoveni zivotnosti probehlo pomoci FDA (fluorescein diacetate). Hodnoceni poctu
regenerantli probéhlo 75 dni po rozmrazeni vzorkd. Bylo zjisténo, ze s klesajicim
procentem vody V rostliné se zvySuje procento piezivSich a regenerujicich rostlin po
aplikaci kryoterapie. Zivotnost broskvoni rapidné klesa pii dosazeni 17% vody
v rostliné. Nejvétsi procento zivych a regenerujicich rostlin vykazovaly vSechny tii

kultivary pfi dehydrataci na 19 — 20% vody V rostlinném materialu (Damiano a kol.,

2011).
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3.6 Kryoterapie

Kryoterapie ristovych vrcholii je nova metoda eliminace patogenti zalozend na
kryoprezerva¢nich technikach. Rostlinné choroby zptsobované viry, viroidy,
fytoplasmami a bakteriemi jsou problematické u vegetativné mnozenych rostlin

z divodu jejich snadného prenosu z generace na generaci (Wang a kol., 2008a).

3.6.1 Princip kryoterapie

Principem kryoterapie je poskozeni diferencovanych bunck obsahujicich virové
Castice za pouziti kratkého pisobeni tekutého dusiku a nasledna regenerace
meristematickych bun€k v bezvirdzni rostlinu (Engelmann a Dussert, 2013; Loebestein
a Katis, 2015; Wang a Valkonen, 2009). K ozdraveni explantatu dojde za piedpokladu,
ze nediferencované meristematické buiiky nejsou infikovany virem (Faltus a kol.,

2012a)

Vysledkem kryoterapie je vysoké procento rostlin v bezviréznim stavu. Metodou
kryoterapie lze ozdravit rostlinu od virt, fytoplasem 1 bakterii. Ziskdni ozdravené
rostliny je mozné za piedpokladu nerovnomérného rozmisténi virti v rostliné. (Reed,
2008). V infikované rostliné je nejmladsi Cast rostliny (meristém) bezvirézni nebo
obsahuje jen malou koncentraci viri ¢i fytoplasem. Se vzrustajici vzdalenosti od
meristému rostliny stoupa mnozstvi virovych ¢&astic (Wang a kol, 2008a).
Nerovnomérnost rozmisténi viru v rostliné je spojena s pohybem viru v rostlinném
materidlu. Virus se po rostliné pohybuje pomoci vaskularniho systému. V meristému
samotném neni ale vaskularni systém doposud vyvinut, proto je znemoznéna infekce
meristému touto cestou. Nepiitomnost viru v meristému je také podpoiena vysokou
metabolickou aktivitou bun¢k v aktivné se délicim meristému, ktera zabrafiuje replikaci
viru. Replikace viru je také inhibovana vysokou koncentraci endogenniho auxinu

vV meristému (Bhojwani a Razdan, 1996).

Nerovnomérného rozmisténi viru v rostliné vyuziva také metoda eliminace vird
pomoci izolace meristému a jejich nasledna regenerace v podminkach in vitro. Pro tuto
metodu je vyuzivano segmentii 0,1 aZ 0,25 mm dlouhych v zavislosti na druhu rostliny.
Takova izolace je vSak obtizna, ¢asov€ naro¢na a regenerace problematicka (Wang a
kol, 2008a). Ristové vrcholy pouzivané pro kryoterapii jsou definovany ptitomnosti
apikalniho nebo laterarniho meristému ve velikosti 1 az 1,5 mm se tfemi az Ctyimi

listovymi primordii (Reed, 2008). Meristematické buniky jsou schopny regenerace a
37



tvorby dcefinych bunck, které nasledné diferencuji a tvofi rostlinné organy.
Meristematické buriky k sob¢ pfiléhaji a jsou charakteristické velkym jadrem, znacnym
mnozstvim cytoplasmy a vysokou intenzitou latkové pfemény (Kincl a kol., 2006).
Vakuoly jsou malé a roztrousené v bunce. Protoplasma obsahuje velké mnozstvi
bunéénych organel. Se vzrustajici vzdalenosti bunék od apikdlniho dému vzrista
velikost bun¢k a vakuol, snizuje se naopak mnozstvi nukleoplasmy (Wang a kol.,
2008a).

V kyoterapii je vyuzivano letalniho poSkozeni bunék jako prostfedku k ozdraveni
rostliny. Buiiky lokalizované ve vétsi vzdalenosti od apikdlniho domu jsou s vétsi
pravdépodobnosti infikované a jsou nachylnéjsi k poskozeni vlivem piisobeni tekutého
dusiku nez bunky umisténé blizko v meristematické zoné. Vysoké procento ziskanych
viruprostych regenerantii je ddno schopnosti pieZiti bunck apikdlniho domu. U
meristémovych kultur je procento piezivajicich a zregenerovanych rostlin vyssi nez po
aplikaci kryoterapie, avSak procento ziskanych ozdravenych rostlin je vyssi pravé po

pouziti kryoterapie (Wang a kol., 2008a).

Béhem kultivace lze rostlinny material ptipravit na pasobeni tekutého dusiku
kultivaci v chladovych podminkach. Otuzovéni probiha pti teploté 2 °C po dobu 7 az
10 dni (Faltus a kol., 2012a).

Testovani rostlin na pfitomnost viru je provadéno nejcastéji pomoci
imunoenzymatického stanoveni ELISA. Testovani je provadéno po 2 meésicich od
zakotfenéni rostliny z jeji vrcholové ¢asti. Pokud ve vrcholové cCasti rostliny nebyly

nalezeny zadné virové Casti, je bazalni ¢ast rostliny uznana za bezvirdzni (Feng a kol.,

2013).

Kryoterapie umoznuje ozdraveni velkého poctu rostlinného materidlu se ziskem
vysokého procenta ozdravenych rostlin. K ozdraveni rostlin od virovych patogenii je
zapotiebi dostupnost tkanové kultury daného druhu rostliny a vhodny kryoprezervacéni

protokol (Loebenis a Katis, 2015).
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3.6.2 Pouziti kryoterapie pro eliminaci viru

Jako prvni pouzil kryoterapii jako prostiedek k ziskdni bezvirdéznich rostlin
Marthe Brison roku 1997. Jako vychozi material pouzil podnoz rodu Prunus (‘Fereley-
Jaspi’) infikovanou virem Plum pox virus. Byl pouzit kryoprezervaéni protokol pro
metodu fizené rychlosti zchlazovani. Jako kultivaéni médium bylo pouzito médium
Murashige-Skoog (1962). Vitrifika¢ni smés byla pouzita PVS2 piisobici 20 az 40 minut.
Vysledkem bylo obdrzeni 45 az 60 % viruprostych rostlin nezavisle na velikosti

rastového vrcholu (Brison a kol., 1997).

V Ceské republice byla vytvofena metodika pro ozdravovani chmele od Apple
mosaic virus, Prunus necrotic ringspot virus, Hop mosaic virus, Hop latent virus a Hop
latent viroid. Metodika vychazi z kryoprezervaéni metody kapkové vitrifikace (Faltus a
kol., 2012a). Dalsi metodikou je zpracovani postupu pro ozdravovani brambor od viru

svinutky bramboru a viru Y bramboru (Faltus a kol., 2012b).

Pomoci kryoterapie bylo mozné ozdravit povijnici batatovou (Ipomea batatas L.)
od Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV) a Sweet potato chlorotic stunt virus
(SPCSV). SPFMV a SPCSV jsou nejvice rozsifenymi virovymi chorobami na povijnici
a zpusobuji az 90% ztraty pii1 péstovani v polnich podminkéach. Pomoci kryoterapie bylo
dosdhnuto 100 % ozdravenych rostlin. Pti aplikaci izolace meristému bylo dosédhnuto

pouhych 7 az 10 % ozdravenych regenerantd (Feng a kol., 2011).

Dalsimi viry eliminovanymi z rostliny pomoci kryoterapie byly Potato leaf roll
virus (PLRV) a Potato virus Y (PVY). Procenta ozdravenych rostlin se li§i v zavislosti

na zvolené metodé kryoterapie v rozmezi od 83 % do 95 % (Wang a kol., 2006).

Uspésné byla kryoterapie aplikovana také na Musa spp. k eliminaci Cucumber
mosaic virus (CMV) a Banana streak virus (BSV). Procento ozdravenych regenerant
bylo az 90 % (Helliot a kol., 2002). Dal§imi rostlinami uspésné ozdravenymi od vird
byly Rubus idaeus L. (Wang a kol., 2008b), Citrus ssp. (Ding a kol., 2008), Vitis
vinifera L. (Wang a kol., 2003).
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3.6.3 Pouziti kryoterapie pro eliminaci fytoplasem a bakterii

Zavislost velikosti rastového vrcholu pouzitého pro kryoterapii a UspéSnosti
ozdraveni byla zkouSena na rostliné napadené fytoplasmou Sweet potato little leaf
(SPLL). Nejvyssi procento zivych rostlin po kryoterapii bylo obdrzeno pti pouziti 0,5
az 1,5 mm velkého rtustového vrcholu (83 az 87 % zivych rostlin) a 1 az 1,5 mm
velkého ristového vrcholu (80 az 86 % zivych rostlin), oproti tomu pfi pouziti vrcholu
velkého 0,5 mm piezilo terapii jen 15 % rostlin. Procento ozdravenych rostlin u 1 mm

velkého apikalu bylo 100 %.

Zelenani citrust (citrus HLB disease) je zptisobeno tfemi druhy G- bakterii a je
roz$iten ve vice nez 40 zemich v Asii, Americe a Africe. V Asii je zpusoben bakterii
Candidatus Liberibacter asiaticus, v Africe Candidatus Liberibacter africanus a
v Americe Candidatus Liberibacter americanus. Pfedev§im napada rostliny rodu Citrus,
kumquat (Fortunella) a citrone¢nik (Poncirus). S uspé&nosti 98 % ziskanych
bezvirdznich regeneranti provedl kryoterapii na pomerancovnik ¢&insky (Citrus
chinensis L. Osbeck) Ding a kol. (2008). Kryoterapie byla také aplikovana k eliminaci
stejné bakterie u Citrus reticulata Blanco, Citrus grandis (L.) Osbeck, Citrus limon (L.)
Burm.f (Wang a kol., 2008a).

3.7 Detekce viru

Dnesni metody detekce jsou zalozeny na mnoha principech — hodnoceni ptiznaka
onemocnéni, biologické testy, elektronova mikroskopie, sérologické vlastnosti virovych

proteintl, zji§tovani virové nukleové kyseliny (Spak, 2010).

3.7.1 Hodnoceni priznakia na rostlinach

Hodnoceni ptiznakli na rostlindch (symptomatologie) je vizualni metodou detekce
vird. Viry jsou hodnoceny dle specifickych viditelnych ptiznaki objevujicich se na

rostlinnych organech (Br¢ak, 1983).
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3.7.2 Biologické testy

Biologické testy vyuzivaji rostlin citlivych na virové infekce. Indikatorova
rostlina by méla byt co nejvice pfibuzna hostitelské rostling, ze které je virus pienesen.
Virus je pendSen na indikatorovou rostlinu o¢kovanim, roubovanim nebo vektory jako
napt. msice a kiisi. Nevyhodou biologickych testii je ¢asova narocnost, vyhodnoceni
probiha 1 az 6 mésici po inokulaci, a nutnost pfitomnosti odbornika, ktery test
vyhodnocuje. Pokusné rostliny je nutné prostorové izolovat a chranit proti chorobam a

sktidctim (Spak, 2010).

3.7.3 Elektronova mikroskopie

Elektronovd mikroskopie identifikuje pfitomnosti virG pomoci obarveni
izolovanych virionti protilatkami (Dovas a kol., 2001). Ptiprava preparatu probiha
metodou negativniho kontrastu nebo metodou ultratenkého fezu (Spak, 2010).
Nevyhodou elektronové mikroskopie je vysoka finan¢ni nakladnost pii pofizovani
piistrojového vybaveni, avSak jednd se o jedinou metodu, pfi niz je vystupem

vizualizace tvaru a velikosti viru (Spak, 2010; Rabinowitch a Currah, 2002).

3.7.4 Metody zaloZzené na sérologickvch vlastnostech virovvch proteinu

Metody zalozené na sérologickych vlastnostech virovych proteinit délime na
sérologické metody a metody imunoenzymatické. Obé metody vyuzivaji protilatek
vytvofenych vlozenim viru do jiného organismu (nejCastéji kralika). Sérologické
metody vyuzivaji kompletniho antiséra, metody imunoenzymatické vyuzivaji izolované

imunoglobuliny G (IgG) — specifické protilatky (Spak, 2010).

Imunoenzymatické stanoveni (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay — ELISA)

je dnes nejrozsifenéj$i metodou vyuzivanou ke kvalitativnimu 1 kvantitativnimu
stanoveni viru. Poprvé byla pouzita v roce 1976 (Clark a kol., 1976). Metoda ma mnoho
modifikaci, nejcastéji je ale pouzivana dvojita sendvicova metoda. Je slozena z n¢kolika
krokii: navazani IgG na povrch stén jamek, promyvani promyvacim pufrem, navazani
testovan¢ho vzorku (pfedem zhomogenizovany, k homogenizaci lze pouzit tekutého
dusiku), vymyvani desek od rostlinné $t'avy, navazani konjugatu IgG a enzymu, opétné
promyvani, inkubace reakci enzymovym substratem a vyhodnoceni. Vyhodou je dobra
dostupnost diagnostickych souprav pro mnozstvi ekonomicky vyznamnych virti (Spak,

2010). Vysledkem je barevna zména jamky ukazujici pfitomnost viru (Nayudu, 2008).
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3.7.5 Metody detekce nukleové kyseliny

Metody detekce nukleové kyseliny jsou vyuzivany v ptipadech, kdy neni znama
specificka protilatka viru nebo pii nedostatecné citlivosti predeSlych metod pro
stanoveni pfitomnosti viru. Zejména je vyuzivana pii stanoveni virti u ovocnych dievin
a drobného ovoce. Mezi metody detekce nukleové kyseliny patii izolace dvouvlaknové

ribonukleové kyseliny, molekularni hybridizace a polymerazova fetézova reakce (Spak,
2010).

Polymerazova fetézova reakce (PCR — Polymerase chain reaction) byla vyvinuta

v roce 1988 (Saiki a kol., 1988). PCR pracuje na principu exponencidlniho namnoZzeni
ur¢itych tsekt DNA v in vitro podminkach. Metoda je sloZena z nasledujicich kroki:
denaturace DNA (RNA) pfi vysoké teploté, annealing primert na cilovou molekulu
DNA (RNA), syntéza useku DNA za pouziti termostabilni polymerazy (Spak, 2010).
Jeji vyhodou je rychlost, vysoka citlivost a univerzalnost (Bhojwani a Dantu, 2013).
Metoda je velmi citliva, dokaze rozpoznat i jednu virovou ¢astici Vv rostlinném materialu

(Spak, 2010).

Reverse transcription — polymerase chain reaction — RT-PCR je vyuzivana
k detekci fytoviri s genomovou RNA. Metoda RT-PCR byla poprvé pouzita v roce
1990 (Vunsh a kol., 1990). Kritickym krokem je izolace RNA z rostliny (Borja a Ponz,
1992).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Laborator

Pokus byl uskute¢nén v explantatové laboratofi na Agronomické fakulté na
Ustavu biologie rostlin Mendelovy univerzity v Brné a na Vyzkumném ustavu rostlinné

vyroby v Praze-Ruzyni pod vyzkumnym tymem Fyziologie a kryobiologie rostlin.

4.1.1 Vybaveni pro kultivaci broskvoni

Laboratof na Ustavu biologie rostlin Mendelovy univerzity je vybavena pro

kultivaci rostlin in vitro veskerym potfebnym vybavenim.

Laboratot je slozena z mistnosti ur¢ené k ptipravé kultivacnich médii a zaroven
kultivaénim stojanem, mistnosti ur¢ené pro manipulaci s laboratornim sklem a mistnosti

urcené k manipulaci se sterilnim materidlem a skladem kultivacnich médii.

Mistnost pro ptipravu kultivaénich médii je vybavena chladni€¢kou a mrazakem,
laboratornim sklem potiebnym pro piipravu médii (Erlenmeyerovy banky, sklenéné
tyCinky, odmérné valce, kultivacni banky o objemu 370 ml ur¢ené pro potravinarské
ucely, pipety) a drobnymi nastroji potfebnymi k piipravé médii (plastové vazenky,
skalpely, ntizky, 1zicky, pH metr, michadla) myckou pro laboratorni sklo, pirepravkami
pro uchovani laboratorniho skla, elektronickym michadlem s ohifevem, horkovzduSnym
sterilizatorem a demineralizacni soustavou pro upravu vody. Déle je v mistnosti umistén
stojan s policemi pro kultivaci rostlin, ktery je vybaven kultivaénimi zafivkami

ovladanymi spinacimi hodinami. V mistnosti je také umisténa klimatizacni jednotka.

Mistnost pro manipulaci s kultivaénimi médii je vybavena tfemi autoklavy a

prostorem pro likvidaci pouzitych médii.

Mistnost pro manipulaci se sterilnim materidlem je vybavena dvéma laminarnimi
boxy, klimatizacni jednotkou, sterilizaéni UV-C zafivkou ovladanou spinacimi
hodinami a policemi pro uchovani kultiva¢nich médii. Pro praci s explantaty v prostiedi
laminarniho boxu jsou vyuZivany sterilni pracovni nastroje (kovové pinzety, skalpely a

niizky) umisténé ve sklenéném odmérném valci, Petriho misky a plynovy kahan.

V laboratofi jsou pouzivané bézné chemické latky potfebné pii praci s in vitro

kulturami.
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4.1.2 Vybaveni pro proces Kryoterapie

Laboratotf vybavend pro proces kryoterapie je slozena z mistnosti uréené pro
ptipravu médii, mistnosti pro praci s in vitro kulturami, kultivaéni mistnosti, skladem
tekutého dusiku v Dewarovych naddobach a mistnosti pro méfeni tepelnych vlastnosti

rostlinného materialu.

Krom¢ klasického vybaveni vyuzivaného pro praci s in vitro kulturami (autoklav,
kultiva¢ni box, laminarni box, pH metr, kulickovy sterilizator nastroji apod.) disponuje
laboratof vybavenim pro praci s tekutym dusikem — Dewarovy nadoby, polystyrénova
nadoba na tekuty dusik, polystyrénovd nadoba na kryozkumavky, kryozkumavky,

hlinikové plisky, ochranny obli¢ejovy Stit.

Laboratoi je také wvybavena piistrojem DSC (Diferencni kompenzacni

kalorimetrie) ur¢enym pro termické analyzy.

Kromé chemickych latek bézné vyuzivanych pii praci s in vitro kulturami byl
vyuzit tekuty dusik, LS roztok (2 M glycerol, 0,4 M sachar6za v destilované vod¢) a
vitrifika¢ni roztoky PVS a PVS s polovi¢ni koncentraci (1/2 PVS)

4.2 Rostlinny material

Vychozim materialem pouzitym v pokusu byly rostliny druhu Prunus persica (L.)
Batsch odridy 'Redhaven’ pfevedené do in vitro podminek. Pouzity rostlinny material
pochazel z explantatové laboratore ustavu Mendeleum Zahradnické fakulty Mendelovy

univerzity v Lednici.

Rostliny byly do in vitro kultury zavedeny v roce 2013. V ¢ervenci roku 2015
byly testovany na piitomnost virl. Pouzitd varianta pro tento pokus s pracovnim
oznacenim R57 byla pozitivni na viry Prunus necrotic ringspot virus, Apple chlorotic
leaf spot virus a Prune dwarf virus. Dal§imi variantami byly rostliny infikované Apple
chlorotic leaf spot virus, Prune dwarf virus a Plum pox virus s pracovnim oznacenim
R50 v poctu 1 ks, rostliny s pracovnim oznacenim R58 infikované Apple chlorotic leaf
spot virus a Prune dwarf virus v poétu 1 ks, rostliny s pracovnim oznacenim R61
infikované Prunus necrotic ringspot virus a Apple chlorotic leaf spot virus v poc¢tu 1 ks
a rostliny s pracovnim oznaéenim Z64 infikované Apple chlorotic leaf spot virus a

Prune dwarf virus v poctu 1 ks.
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4.3 Priprava médii

Hlavnimi médii vyuzitymi pro kultivaci rostlin a kryoterapii byla multiplikacni
média QL (Quoirin a Lepoivre, 1977), QL + ProClin 200, QL + sterilni voda a médium

QL se zvySenym obsahem sachar6zy.

4.3.1 Médium QL

Médium QL (Quoirin a Lepoivre, 1977) bylo vybrano jako nejlepsi na zakladé
predchozich testl riznych médii a jejich variant. Smeés makroelementi, mikroelementt,

vitamini a roztoku Zeleza byla ptipravena zvIast.

4.3.1.1 Priprava zasobnich roztoki

Jednotlivé zasobni roztoky byly ptipraveny pro 401 média rozpusténim
chemickych sloucenin v destilované vod¢ o laboratorni teploté. Roztoky byly
nadavkovany do plastovych zkumavek a skladovany pfi teploté -25 °C. Roztok v jedné
zkumavce predstavoval mnoZstvi makroelementli, mikroelementii nebo vitaminli uréené
pro 11 média. Zasobni roztok FeSO,.7H,0 a Na,EDTA.2H,0 byl pfipraven zvlast a

skladovan pii teploté 8 °C v uzaviené bance.

4.3.1.2 Postup piipravy média
Obvyklé mnozstvi pfipravovaného média bylo 3 .

Pfed samotnou piipravou média byly jednotlivé zasobni roztoky vytazeny
z mrazéku a pii laboratorni teploté rozmrazeny. Zarovenn bylo odmérnym valcem

odméteno pozadované mnozstvi roztoku Zeleza.

Do cca 11 destilované vody v Erlenmeyerové bafice o objemu 3 I bylo pfidano
21 g agaru a smés byla pfivedena k varu. Nasledné bylo do bainky ptfiddno 75 g
sachar6zy rozpusténé v cca 250 ml vody, smés makroelementli, smés mikroelementa,
smés vitamind a roztok zeleza. Nakonec byl do média pfidan 6-benzyladenin (BA)
v mnozstvi 1,2 mg rozpustény v kapce 1N KOH. pH bylo upraveno roztokem
1 N KOH na hodnotu 6,5.

Po upraveni pH média bylo horké médium rozlito do pfedem piipravenych
kultiva¢nich sklenicek o objemu 370 ml. Do jedné sklenicky bylo nalito cca 50 ml
média. Skleni¢ky byly uzavieny Sroubovacimi vi¢ky opatfenymi molitanovym septem

umoznujici vyménu plyni v kultiva¢ni nadobé€ a nasledné vysterilizovany v autoklavu.
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4.3.1.3 SloZeni QL média pro kultivaci broskvoni

Makroelementy: Mikroelementy:

NH,NO;: 400 mg - 171 H;B0;:6,2mg-171
Ca(NOs),. H,0: 1200 mg - 1 MnSO0,.4H,0: 22,3 mg - 11
KNO;: 2100 mg - 171 ZnS0,.7H,0: 0,6 mg - 171
MgS0,. 7H,0: 360 mg - 11 Na,Mo0,.2H,0: 0,25 mg - 11
KH,PO,: 270 mg - 1! CuS0,.5H,0: 0,025 mg - 1
Vitaminy: CoCl,.6H,0: 0,025 mg - 171
Myo-inositol: 100 mg - 171 KI: 0,83 mg-171

Thiamin HCI: 1 mg - 171 FeS0O,.7H,0: 50 mg - 171
Kyselina nikotinové: 0,5 mg- 171 Na,EDTA.2H,0 55 mg- 11
Pyridoxin HCI: 0,5 mg - 171 Ostatni:

Kyselina askorbova: 10 mg - 171 BA: 0,4 mg-17"

Glycin: 2mg-171 Agar: 7000 mg - 171
Kyselina citronova: 10 mg - 171 Sachar6za: 25000 mg - 17*

Vysledné pH 6,5

4.3.2 Médium QL + ProClin 200

V piipad€ pritomnosti kontaminace v kultivacni baiice bylo jako zachranné
médium pouzito médium QL (Quoirin a Lepoivre, 1977) s ptidavkem komeréniho
biocidniho pfipravku ur¢eného pro in vitro kultury ProClinu 200 (dostupné na
www.sigmaaldrich.com). Pro provedeni pokusu bylo toto médium oznac¢eno pracovnim
nazvem QL A.

Ptiprava média QL probihala zpisobem popsanym vyse az do kroku upravy pH
média. Pfed samotnou tpravou pH byl do horkého média ptidan ProClin v objemu 0,5
az 1 ml-171 média. Po piidani ProClinu bylo klasickym zptsobem upraveno pH a

ptipraveno médium na sterilizaci v autoklavu.
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4.3.3 Meédia pro kryoterapii

4.3.3.1 Meédia se zvySenym obsahem sacharozy

Pro pocatecni dehydrataci vzrustnych vrcholii pro kryoterapii byla pouzita média
QL se zvySenym obsahem sachar6zy. Média byla ptipravovana postupem popsanym pii

ptipravé varianty média QL bez Proclinu.

Byla pfipravena ve tfech variantich se zvySenym obsahem sacharozy: 0,3 M
(102,68 g sachar6zy na 1média), 0,5 M (171,14 g sachardozy na 1 média) a 0,75 M
(256 g sachar6zy na 1média). Po vysterilizovani médii v autoklavu byla média
Vv prostiedi laminarniho boxu pielita do 8,5 cm plastovych sterilnich Petriho misek. Po
vychladnuti média v Petriho miskdch byly misky pfipraveny na transport zafixovanim

Parafilmem.

4.3.3.2 Regeneracni médium

Jako regeneraéni médium bylo pouzito médium QL (0,4 mg - 171BA) v plastovych
Petriho miskach s primérem 6 cm. Nasledné bylo pouzito médium QL A ptipravené do

klasickych kultiva¢nich skleni¢ek o objemu 370 ml.

4.4 Multiplikace broskvoni

Do explantatové laboratofe v Brné¢ byly rostliny pfevezeny Vv bieznu 2016
v mnozstvi R50 1 ks, R57 3 ks, R58 1 ks, R61 1 ks a Z64 1 ks z explantatové laboratoie
V Lednici, kde byly kultivovany Ing. Kudélkovou.

Obrazek 1 Pocatecni stav rostlinného materialu (foto: H. Fronkova, 21. 3. 2016)
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Pro multiplikaci bylo vybrano médium QL a kultiva¢ni baiikky o objemu 370 mm.

Jako uzavér banky byla zvolena potravinatrska folie z divodu lepsi propustnosti svétla

oproti v laboratofi bézné¢ pouzivanym kovovym Sroubovacim vrskim s molitanovym

septem.

Rostliny byly kultivovany pii svételném rezimu 16 h svétlo a 8 h tma. Teplota

v kultivaéni mistnosti byla udrzovana na 22 °C. Pro kultivaci broskvoni byly pouzity

zativky Philips Master TL-D 36W/840.

Multiplikace probihala dvéma zékladnimi zptsoby: rozdélenim matei'ské rostliny

a rostlin vyrustajicich z axilarnich pupenii a rozdélenim vysoké nevétvené mateiské

rostliny fezem na cca 1 cm dlouhé segmenty.

s N

Obrazek 2 Matecni rostlina pfipravena k déleni
(foto: H. Fronkova, 30. 6. 2016)

”

Obrazek 4 Rostliny ziskané délenim
matefské rostliny (foto: H. Fronkova, 3. 1.
2017)
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k fezu (foto: H. Fronkova, 30. 6. 2016)



Intervaly mezi jednotlivymi pasdZzemi rostlin se pohybovaly v rozmezi od 3 do

5 tydnli v zavislosti na konkrétnim stavu rostliny.

V prubéhu multiplikace byly infikované rostliny odstraiiovany. Pokud se jednalo
0 lehkou infekci, byl z rostliny Setrné¢ odebran apex zpisobem, pii kterém se pracovni
nastroj nedotykal infikovaného média. Nésledn¢ byly vrcholy rostlin pfemistény na
médium s obsahem ProClinu. Po n€kolikatydennim ptisobeni tohoto média byly rostliny

opét prevedeny na médium QL bez ptidavku ProClinu.

Pro podpofeni ristu byla rostlina v kultivaéni nadobce kratkodobé (na dobu

3 tydni) prelita sterilni destilovanou vodou do vysky cca 0,5 cm.

4.4.1 Stanoveni etylenu, etanu a oxidu uhli¢itého a rychlosti rustu rostlin

Stanoveni obsahu etylenu, etanu a oxidu uhli¢itého v plynné slozce kultivaéni
baniky bylo provedeno z divodu interakce téchto plynd a ristovych vlastnosti rostlin
vrozdilnych  kultivaénich  podminkach. Mé¢éfeni probihalo na  plynovych

chromatografech.

Pro méteni koncentrace uvedenych plynti v atmosféie kultivaéni nadobky byly

zvoleny 4 typy kultiva¢nich podminek a dvé rozdilnd multiplika¢ni média.

Kultivacni média pro pokus byla zvolena QL a QL A. Do jednotlivych
kultiva¢nich skleni¢ek o objemu 370 ml s pfipravenymi médii byly pfeneseny vrcholové
¢asti rostlin o velikosti 5 az 19 mm. V jedné kultivacni banice bylo vzdy umisténo
5 rostlin. Jako uzéavér kultivanich banék bylo zvoleno Sroubovaci kovové vicko se
septem umoziujicim odbér plyni pro méfeni. Skleni¢ky s rostlinami byly uchovany

Vv rozdilnych kultiva¢nich podminkach po dobu 5 tydnd.

Pro prvni variantu byly zvoleny kultivaéni podminky 16 h svétlo a 8 h tma pfi
laboratorni teploté 22 °C (teplo-svétlo). Druha varianta byla uchovana pii 24 h tma a
teploté 22 °C (teplo-tma). Pro tieti variantu byly zvoleny podminky 16 h svétlo a 8 h
tma pti teploté 6 °C (chlad-svétlo) a pro étvrtou variantu byly podminky nastaveny na
24 h tma a teplotu 6 °C (chlad-tma).

Meéfeni plyni probihalo po 24 h, 48 h a 72 h od zaloZeni pokusu a nasledné po 10,

17 a 38 dnech od zalozeni pokusu. Pomoci injekéni stiikacky o objemu 2 ml byl

z kultiva¢ni banky pres septum odebran plyn. Objem plynu byl pak v injekéni stiikacce

upraven na 1 ml a vstitknut do plynového chromatografu. Méfeni etylenu a etanu
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probihalo na plynovém chromatografu od firmy Master DANI Instruments S. p. A.,
Italy skapilarni 30 m dlouhou kolonou RT-Q-BOND/divinylbenzen s teplotou
detektoru 220 °C a teplotou nastiiku 100 °C a kolony 50 °C. Stanoveni obsahu oxidu
uhli¢itého probéhlo na plynovém chromatografui CHROM 5 s kartharometrem
S naplnovou kolonou o délce 1,5 m plnénou PORAPAKem Q. Vysledky byly statisticky
vyhodnoceny na standard etylenu a oxidu uhli¢itého v objemu 1 ml ovzdusi v prostoru

banky (Prokes a kol., 2006). Vysledky méteni jsou zpracovany graficky.

Stanoveni vlastnosti ristu rostlin bylo provedeno na rostlinach, na kterych byla
sledovana produkce vyse uvedenych plynt. Byla sledovéana rychlost ristu jednotlivych
rostlin a mnozstvi vytvofenych dcefinych rostlin na konci sledované doby trvani
pokusu. Pokus trval 4 tydny. Rychlost rustu byla zmétena vzdy po 1 tydnu, celkem bylo
tedy provedeno 5 méfeni vcetné méfeni kontrolniho v den zaloZeni pokusu. Vyska

rostlin byla méfena posuvnym méfitkem. Vysledky jsou uvedeny v grafech ¢. 1 a 2.

4.5 Priprava rostlinného materialu a provedeni kryoterapie

Ptiprava rostlin pro proces kryoterapie a samotna kryoterapie probihala

Vv nésledujicich krocich:

1) Piiprava rostlinného materialu na izolaci vrcholi

2) Izolace rustovych vrchold

3) Dehydratace rastovych vrcholii na médiich se zvySenou koncentraci sacharozy
4) Pusobeni kryoprotektivnich roztokt na rastové vrcholy

5) Vystaveni ristovych vrcholi kryogennim teplotam

6) Rozmrazeni vzorki a pieneseni na regenera¢ni média

Kryoterapie byla provedena na Vyzkumném ustavu rostlinné¢ vyroby v Praze-

Ruzyni pod vyzkumnym tymem Fyziologie a kryobiologie rostlin.
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Schéma postupu:

Vychozi rostlinny

material
NamnoZeni ‘ 3
rostlinného
materialu 205k
208 ks |
Izolace 10ks QL
ristového <
vrcholu 1 ks DSC
197 ks|
S 10ks QL
0,3 M sachardza <1 ks DSC
186 ks|
24h 10 ks QL
0,5 M sacharéza <
1 ks DSC
175 ks|

24 h 10 ks QL
0,75 M sacharéza <
1 ks DSC

bl <1° kL
LS roztok M 1 ks DSC O
\*eeY

71ks 82 ks
30 min
1/2 PVS <1° ks QL
05% 8%%9 ~1ksDSC
71ks
30 ks QL
2hPVS < ve 71 ks
5%% % ~1ksDSC
30ks QL
3hPVS 40 ks
1 ks DSC
1h
tekuty dusik 4x10 ks 4x10 ks

Odtani vzorki
30 min 0,7 M sacharéza Q E 4x10 ks a a a 4x10 ks
Regeneracni
médium QL 4x10 ks 4x10 ks

Obrazek 5 Schéma pokusu (vytvotila H. Fronkova)
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Béhem dehydratace rostlin pomoci sachar6zy a nasledn¢ pomoci vitrifikacnich

roztokli byla provedena méfeni teploty tani a obsahu intracelularni vody ve vrcholech

na pfistroji DSC (diferenéni kompenzacni kalorimetrie). Soucasné byly odebirany

rustové vrcholy na regeneracni média s i€elem zjisténi zivotnosti a regenerace rostlin

V jednotlivych stupnich dehydratace. Vzhledem k ¢asové naroc¢nosti méieni a kratké

doby putsobeni jednotlivych roztoki bylo nutno rozdélit rostlinny material do dvou

skupin s odlisnymi Casy startu pokusu. Méfeni pak bylo provadéno dle vyse uvedeného

schématu.

Pocty rostlin v pokusu:

Faze pokusu Celkovy pocet vrcholi Vrcholy na Mg¢feni vrcholt
v urcité fazi pokusu regenera¢nim médium na DSC (ks)
(ks) (ks)
Izolace vrcholi 208 10 1
Médium 0,3 M 197 10 1
sachar6za
Médium 0,5 M 186 10 1
sachar6za
Médium 0,75 M 175 10 1
sachar6za
30 min LS roztok 164 10 1
30 min ¥ PVS 153 10 1
roztok
2 hPVS 71 30 1
3hPVS 71 30 1
Pusobeni 80 - -
tekutého dusiku
Rozmrazeni a 80 80 -

regenerace

Tabulka 1 Pocet rastovych vrcholii v jednotlivych fazich pokusu
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45.1 Priprava materialu a transport

Rostliny byly tii dny pied transportem piipraveny do novych kultivac¢nich banék.
Piiprava probihala vybranim vitdlnich rostlin obsahujicich vrcholovy meristém.

Rostliny byly rozdéleny na cca 1,5 cm velké vrcholové ¢asti a zbyvajici bazalni ¢ast.

Vrcholové ¢asti byly pfeneseny na nové médium v poctu 15 ks vrcholii/banku a
uzavieny kovovym Sroubovacim vickem. Bazalni ¢ast byla pfenesena na nové médium

a ponechana pti béznych kultivaénich podminkach.

4.5.2 1Izolace vzrustnvch vrcholi a dehydratace

Po transportu na oddéleni vyzkumného tymu Fyziologie a kryobiologie rostlin
byly izolovany vrcholové ¢asti rostlin o délce do 3 mm. Celkem bylo izolovano
208 vrchold. Izolace wvzrustnych vrcholi probihala v prostiedi laminarniho boxu
odstranénim obalovych listi a provedenim pti¢ného fezu oddélujiciho vrchol od zbytku
rostliny. Jednotlivé vrcholy byly po izolaci ponofeny do sterilni destilované vody o

bézné laboratorni teploté s i¢elem zamezeni vysychani vrcholi béhem procesu izolace.

10 ks rastovych vrcholi bylo tésné po jejich izolaci pfeneseno na regeneraéni
médium QL jako kontrolni vzorek a umisténo do kultivacni komory s podminkami
vhodnymi k rstu broskvoni. Zaroven byl béhem izolace odebran jeden rustovy vrchol,
ktery byl pouzit pro termickou analyzu DSC. Na ptistroji DSC byla zméfena teplota tani
vody obsazené v rustovém vrcholu a mnozstvi intracelularni vody v %. Po izolaci byly
zbyvajici vrcholy (197 ks) vysazeny na dehydrataéni médium s obsahem sachar6zy
0,3M. Na tomto médium byly vrcholy ponechany po dobu 24 hodin pii béZnych
kultiva¢nich podminkéch.

Obrazek 6 Umisténi vzristnych vrchold na
dehydrata¢ni médium QL 0,3 M sacharoza (foto: H. Fronkova,
2.3.2017)
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Po 24 hodinach od pieneseni vrcholii na médium s obsahem sacharozy 0,3 M byl
odebran jeden rdstovy vrchol a zmétfen obsah vody a teplota tani vzorku. Déle bylo
odebrano 10 rastovych vrcholii a pfeneseno na regeneracni médium. Zbyvajici ristové
vrcholy (186 ks) byly pieneseny na médium s obsahem sacharozy 0,5 M a ponechany
24 hodin.

Po 24 hodinach kultivace vrcholi na médiu s obsahem sacharézy 0,5 M byl
odebran jeden rastovy vrchol a podroben termické analyze. 10 rastovych vrchold bylo
preneseno na regeneracni médium a umisténo do kultivacni komory. Zbyvajici vrcholy
(175 ks) byly vysazeny na médium s obsahem sacharozy 0,75 M a ponechany
v béznych kultiva¢nich podminkach po dobu 24 hodin.

Po uplynuti 24 hodin byl odebran jeden rustovy vrchol a byla provedena termickéa
analyza. Zaroven bylo 10 vrcholi vysadzeno na regeneracni médium a uloZzeno do
kultivaéni komory. Zbyvajici vrcholy (164) byly pfeneseny na posledni dehydrata¢ni

médium s obsahem sachardzy 0,75 M. Doba kultivace na tomto médiu byla 24 hodin.

S , :
Obrazek 7 Umisténi vzristnych vrcholt na dehydrataénim
médiu QL 0,75 M sacharoza (foto: H. Fronkova, 2. 3. 2017)

Po 24 h kultivace na médiu s obsahem sacharézy 0,75 M byl odebran jeden
ristovy vrchol a byla provedena termickd analyza. Déle bylo odebrano 10 ristovych

vrcholl a pfeneseno na regeneracni médium.
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Ristové vrcholy byly rozdéleny rovnomérné na dvé skupiny (82 a 82 ks). Ristové
vrcholy varianty 1 byly pieneseny z média s 0,75 M obsahem sachardzy do sterilni
kadinky s 40 ml LS roztoku o laboratorni teploté. Doba ptlisobeni LS roztoku byla 30
minut. Stejny postup byl aplikovan na riistové vrcholy varianty 2 s ¢asovym posunem

45 minut.

Obrazek 8 Pusobeni LS roztoku na ristové
vrcholy (foto: H. Fronkova, 2. 3. 2017)

Po uplynuti doby piisobeni LS roztoku byl z kadinky varianty 1 odebran 1 ristovy
vrchol a podroben termické analyze. Dale bylo odebrano 10 rtstovych vrcholii na
regenera¢ni médium a umisténo do kultiva¢ni komory. Po odebrani rastovych vrcholi
na regeneracni médium byl z kddinky plastovou pipetou odstranén LS roztok a nahrazen
vitrifikacnim roztokem 2 PVS. Doba piisobeni tohoto roztoku byla 30 minut. Béhem
téchto 30 minut byly vrcholy (71 ks varianta 1) v roztoku nékolikrat promichany, aby

bylo dosazeno rovnomérného piistupu roztoku k vrcholim.

U varianty 2 nebylo vtomto kroku provedeno termické méfeni ani vysazeni
vrcholll na regeneracni médium. Po uplynuti plisobeni 30 minut LS roztoku byl roztok
z kadinky odebran plastovou pipetou a nahrazen vitrifika¢nim roztokem %2 PVS s dobou
pusobeni 30 minut. Ristové vrcholy (82 ks) byly, stejné jako v ptipadé varianty 1, po
dobu plisobeni /2 PVS roztoku nékolikrat promichany.
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Obrazek 9 Umisténi vzriistnych vrcholi Obrazek 10 Pusobeni 2 PVS roztoku

na dehydrataéni médium (foto: H. Fronkova, na ristové vrcholy (foto: H. Fronkova,
2.3.2017) 2.3.2017)

Po uplynuti 30 minut ptisobeni roztoku 2 PVS byl odebran z kadinky varianty 2
jeden vrchol pro termickou analyzu a dalSich 10 ks vrcholi bylo pfevedeno na
regenera¢ni médium a opét ulozeno do kultivacni komory. Nasledné byl roztok 2 PVS
odsat a nahrazen roztokem PVS. Vrcholy (71 ks) v ném byly ponechany po dobu 3
hodin. U varianty 1 nebylo v tomto kroku provedeno termické méfeni ani vysazeni
vrcholli na regenera¢ni médium. Stejné jako v ptipadé varianty 1 byl vyménén roztok %2
PVS za roztok PVS. Varianta 1 (71 ks ristovych vrcholil) byla ponechana v roztoku
PVS po 2 hodiny.

Obrazek 11 Pasobeni PVS roztoku na rtstové vrcholy (foto: H.
Fronkova, 2. 3.2017)
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Po uplynuti 2 hodin ptisobeni PVS roztoku na rtstové vrcholy varianty 1 byl
odebran jeden rastovy vrchol a provedena termicka analyza. Soucasné bylo odebrano
30 ks vrcholii a pfeneseno na regenera¢ni médium a nasledné umisténo do kultivacni

komory.

Po uplynuti 3 hodin ptisobeni PVS roztoku na rtstové vrcholy varianty 2 byl

proveden stejny postup jako v piipad¢ varianty 1.

Zbyvajici vrcholy (40 ks vrchold varianty 1 a 40 ks vrcholi varianty 2) byly

pfipraveny na plisobeni kryogennich teplot.

45.2.1 Méreni na DSC

Béhem dehydratani piipravné faze vrcholi na kryoterapii byla provedena
termickd analyza pomoci diferenéni kompenzacni kalorimetrie. B&hem procesu
snizovani vody v rastovych vrcholech byly odebirany kontrolni ristové vrcholy a byla

zmétena teplota tani vody obsazené ve vrcholech a mnoZstvi intracelularni vody.

Rastovy vrchol byl odebran po skonceni dané¢ faze dehydratace a pienesen na
mérné misto v pristroji. Pfi odebirani jednotlivych vrcholi byly vybirany vzorky o
podobné velikosti a hmotnosti. Vysledkem méfeni byla kiivka ukazujici teplotu tuhnuti
a tani vody a mnozstvi vody obsazené v meristému. Z této kiivky byly odecteny

hodnoty a pieneseny do formy grafu ¢. 9 a 10.

45.3 Kryoterapie

Kryoterapie byla provedena pro rustové vrcholy ponechané v roztoku PVS
2 hodiny a 3 hodiny. Po uplynuti doby pusobeni PVS roztoku byl roztok odejmut
z kddinky pomoci plastové pipety. Riistové vrcholy byly pfesunuty na sterilni Petriho
misku s kapkou vitrifikaéniho roztoku. Zaroven byly pfichystany sterilni hlinikové
plisky potfebné k zamrazovani rostlinného materidlu. Jednotlivé rastové vrcholy (pfi
rozliSeni varianty 1 a 2) pak byly umistény na hlinikové plisky. Jeden hlinikovy pliSek

obsahoval 10 rastovych vrcholu.
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Obrazek 12 Rustove vrcholy pfipravené na Obrazek 13 Ruistové vrcholy na
kryoterapii (foto: H. Fronkova, 2. 3. 2017) hlinikovém plisku (foto: H. Fronkova, 2. 3. 2017)

Po umisténi vrcholi na pliSek nasledovalo rychlé ponoteni plisku do tekutého
dusiku. Pii praci s tekutym dusikem byl pouzivan ochranny oblicejovy Stit. Jakmile
doslo k uklidnéni bouftlivé reakce dusiku vznikajici pfi styku s rostlinnym materidlem,
byl plisek umistén do kryozkumavky pifedem naplnéné tekutym dusikem. Zkumavka
byla uzaviena Sroubovacim vickem. Uzavieni zkumavky nesmi byt tésné, aby bylo
umoznéno uniku plynného dusiku. Po umisténi zkumavky do stojanku na
kryozkumavky vyplnéného tekutym dusikem byla zkumavka ponechdna pilisobeni
kryogennich teplot po dobu 1 h.

Obrazek 14 Kryozkumavky a stojan na Obrazek 15 Ponofeni rastovych vrcholti do
kryozkumavky s tekutym dusikem (foto: H. tekutého dusiku (foto: H. Fronkova, 2. 3. 2017)
Fronkova, 2. 3. 2017)
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Obrazek 16 Plisek sristovymi  vrcholy umistény
v kryozkumavce s tekutym dusikem (foto: H. Fronkova, 2. 3. 2017)

Béhem pisobeni tekutého dusiku na rostliny byl roztok 0,7 M sachardzy upraven
na teplotu 40°C a rozlit do osmi sterilnich kadinek. Prvni sada 4 kadinek byla
prichystana pro rastové vrcholy varianty 1 (pGsobeni PVS 2 hodiny), druhd sada
kadinek byla pfichystana pro variantu 2 (pusobeni PVS 3 hodiny). Objem roztoku
sachardzy v kazdé kadince byl 20 ml.

Po vytazeni kryozkumavky z tekutého dusiku bylo odsroubovano vicko a jeji
obsah byl opét doplnén tekutym dusikem. Plisek byl ze zkumavky vytahovan pinzetou a
ponofen do 40°C teplého roztoku sachardzy. Vytazeni pliSku ze zkumavky pinzetou a
ponofeni do roztoku sacharézy musi byt provedeno rychle. Po odlepeni rostlin z plisku

byl odebran plisek a rostliny byly ponechany po dobu 30 minut v roztoku sachar6zy.

Obrazek 17 Rozmrazovani rastovych Obrazek 18 Rozmrazovani rustovych
vrcholll po kryoterapii: varianta PVS 2 h (foto: H. vrcholtl po kryoterapii: varianta PVS 3 h (foto: H.
Fronkova, 2. 3. 2017) Fronkova, 2. 3. 2017)
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Po uplynuti doby piisobeni roztoku 0,7 M sachardézy byly rastové vrcholy
pfeneseny na regeneraténi médium a pievezeny do explanttové laboratote na Ustavu
biologie rostlin v Brné. V béznych kultiva¢nich podminkach byly rostliny ponechany po
dobu 3 dni v Petriho miskach s regeneracnim médiem piekryté bilym kancelarskym
papirem. Nasledn¢ byly vrcholy pfeneseny na bézné kultivaéni médium s pridavkem

ProClinu a kultivovany v béznych kultiva¢nich podminkach.

4.6 Hodnoceni Zivotnosti a regenerace

Zivotnost vSech ristovych vrcholi odebranych na regeneraéni médium
v ptipravné fazi kryoterapie a po aplikaci kryoterapie byla provedena po uplynuti doby
2 tydni od aplikace kryoterapie. Hodnoceni bylo provedeno vizualni metodou. Za zZivé
vrcholy byly povazovany vrcholy se zelenym zabarvenim. Vrcholy nasedlé a hnédé

byly vyhodnoceny jako nezivé.

Vyhodnoceni regenerace rastovych vrcholi bylo provedeno po 7 tydnech od
aplikace kryoterapie. Za regeneranta byla povazovana rostlina, ktera vytvofila alespon

jeden novy list.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vybér média

Pro rast rostlin bylo vyzkouSeno nékolik typti médii. Bylo vyzkouseno médium
QL, QL A, QL + sterilni voda, WPM 1,7 BA (Lloyd a McCown, 1980). Pokus probihal
po dobu 4 tydnti. V pribehu doby pokusu byl sledovan rist jednotlivych rostlin a nové

ptirtstajici rostliny. Pokus byl hodnocen vizualné.

Na médiu QL dochdzelo k vyrovnanému rastu. U bazélnich segmentt ziskanych

z mateCnych rostlin dochazelo k vyssi tvorbé postrannich ptirtstka.

Médium QL A bylo vyuzivano jako ozdravné médium pro casti rostlin
pochézejici z infikované rostliny ¢i kultivaéni banky. Ve vétSin€ piipadt doslo
k potlaceni infekce a rostlina po zatazeni zpét do kultury bez pouziti ProClinu dale
prosperovala. Zna¢nou nevyhodou tohoto typu média bylo inhibi¢ni plisobeni na riist

rostliny. Dochazelo ke zkracovani internodii a v nékterych ptipadech k etiolizaci listi.

Pti pouziti média WPM 1,7 BA dochazelo ke zpomaleni ristu a zkracovani
internodii. Po pfeneseni rostlin na médium QL byla indukovana tvorba postrannich

pryta ve vétsi mite, nez pii klasickém pouziti samotného QL média.

V piipadé€ pouziti média QL se zalivkou sterilni destilovanou vodou dochazelo ke
zvySené rychlosti ristu a vyssiho mnozstvi vytvorenych postrannich pryti. Sterilni
destilovanad voda byla k explantidtu ptfidana v den jeho pfeneseni na nové médium.
Mnozstvi sterilni vody bylo pouzito vzdy v zéavislosti na vySce rostliny. Vzdy bylo
dbano na to, aby nebyla ponofena vice jak polovina rostliny a aby nebyl ponoien

vzrustny vrchol.

Ptidavek vody podpofil rast vySSiho poctu dcetfinych rostlin 1 vyssiho
mnozitelského koeficientu. Rostliny ptsobily zdravym dojmem, listy mély rovnomérné
rozmisténé a v porovnani s klasickou kulturou byla jejich barva syté zelena. Dalsi
pfeneseni rostlin na kultiva¢ni médium jiz bez pouziti pfidané vody bylo moZné po
uplynuti cca 2 tydnll. Zaroveil byla ale pozorovéana vyssi citlivost rostlinného pletiva na
vnéjsi poSkozeni, rostlinné pletivo bylo vlivem vys§iho mnoZstvi vody kiehké. Pouzitim
sterilni vody nebyl pozorovan Zadny vyrazny efekt na cetnost vyskytu infekci.
V kone¢né fazi multiplikace byl tento krok vynechdn z divodu potieby sniZzovani
obsahu vody V rostlinach pro potieby kryoterapie.
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Rist rostlin mohl byt podpoien vlivem zmény koncentrace média a zménou
osmotického potencidlu, nafedénim nutri¢nich slozek média ¢i zménou piijmu latek.

24

Vliv koncentrace ztuzujicich latek v médiu uvadi Kadlecova (2014). Vyssi koncentrace

ztuzujici latky v médiu snizuje hyperhydricitu a zaroven sniZzuje vyt€znost mnozeni.

Obrazek 19 Rust rostlin na médiu QL, stafi Obrazek 20 Rust rostlin na médiu QL A, stafi
rostlin 4 tydny (foto: H. Fiserova, 3. 10. 2016) rostlin 4 tydny (foto: H. FiSerova, 3. 10. 2016)

Ry WAL

4
Obrazek 21 Rust rostlin na médiu Obrazek 22 Rust rostlin na médiu QL+sterilni
WPM 1,7BAP, staii rostlin 4 tydny (foto: H. voda, stafi rostlin 4 tydny (foto: H. Fiserova,
Fiserova, 3. 10. 2016 3.10. 2016)

5.2 Kultiva¢ni podminky

Kultiva¢ni podminky byly sledovany za ucelem zjisténi jejich vztahu k rychlosti
rastu rostliny a tvorby postrannich dcefinych rostlin vcetné interakce koncentrace

etylenu, etanu a oxidu uhli¢itého v kultiva¢ni nadobé.

5.2.1 Vliv kultivaénich podminek na riast a tvorbu dcerinych rostlin

Vliv kultivaénich podminek byl sledovan z divodu optimalizace ristovych
podminek pro rychly narGst vysky rostlin a postrannich vyhoni. Byly srovnany ristové

vlastnosti rostlin na médiu QL a QL A v rozdilnych podminkach.
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Nejvyssi rychlost ristu projevovaly rostliny kultivované na médiu QL pii béznych
laboratornich podminkach, tedy varianté teplo-svétlo. Primérny ptirastek v prvnim
tydnu trvani pokusu byl 2,6 mm. Nejvétsiho prirtstku, jak uz v ramei varianty svétlo-
teplo média QL, tak i celkového hodnoceni, dosahly rostliny ve druhém tydnu kultivace,
a to 3,53 mm. Ristovy rozdil byl statisticky prukazny. V ptistich tydnech kultivace mél
prirtistek klesajici tendenci, avSak potad dosahoval nejvyssi hodnoty z méfené varianty

QL.

Nejmensich ptfirGstkii dosahovaly rostliny varianty chlad-tma. Inhibice rtstu
chladovymi podminkami je dana zpomalenim metabolickych procest (Wang a kol.,
2008a). Pro proces multiplikace neni tato varianta vhodna prave z hlediska pozastaveni

rustu rostlin.

Ve ¢tvrtém tydnu hodnoceni byl zaznamenan thyn nékterych rostlin. U varianty
QL teplo-svétlo bylo zaznamenano 53,3 % uhynulych rostlin, ve varianté QL teplo-tma
také 53,3 %, u varianty QL A teplo-svétlo 6,67 % a u QL A teplo-tma 46,67 %
uhynulych rostlin. Vysoka umrtnost rostlin lze snizit v€asnym pifenesenim rostliny na
nové médium. V chladovych podminkich nebyl zaznamenan v tomto meétfeni uhyn
z4dné rostliny, coz potvrzuje moznost uchovani rostlin v chladovych podminkéach po

dobu 1 az 2 mésicu.

Rychlost rlstu QL
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Graf 1 Rychlost riistu rostlin na médiu QL (mm/tyden)
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Na médiu QL A dosahuji rostliny mensi rychlosti ptirtstkii nez pfi bézném QL
médiu. Nejvyssich prirastki v ramci varianty QL A dosahovaly rostliny pii varianté

teplo-svétlo.

Rist rostlin na médiu QL A je pozastaven vzdy v druhém tydnu kultivace (kromé

varianty teplo-tma). Po piekonani druhého tydne nasleduje vSak zvySeny rust rostlin.

Rychlost rdstu QL A
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Graf 2 Rychlost riistu rostlin na médiu QL A (mm/tyden)

Na konci pozorovaciho obdobi byl vyhodnocen pocet dcefinych rostlin
Vv jednotlivych variantach. Celkovy pocet vytvofenych dcefinych rostlin byl prepocitan
na pocet dcefinych rostlin vytvorenych jednou matetskou rostlinou. Nejvice dcefinych

rostlin vytvofila varianta QL A teplo-svétlo.

QL QLA
Pocet dcetfinych rostlin Pocet dcefinych rostlin
Teplo, svétlo 0,4 1,07
Teplo, tma 0 0,14
Chlad, svétlo 0,2 0,14
Chlad, tma 0,27 0

Tabulka 2 Dcetiné rostliny
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5.2.2 Vliv kultivaénich podminek na tvorbu etylenu, etanu a oxidu uhli¢itého

Béhem kultivace rostlin byl v ¢asovém horizontu 5 tydnti méfen obsah etylenu,

etanu a oxidu uhli¢itého v kultiva¢nich nadobkéch umisténych v riznych kultiva¢nich

podminkach.
Méreni etylenu
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Graf 3 Koncentrace etylenu v kultiva¢nich nadobach pti rozdilnych podminkach kultivace

Graf méfeni etylenu zndzornuje koncentraci etylenu v kultivacnich bankach pii
ruznych kultivaénich podminkéach a jiném typu média. V méstskych aglomeracich je
koncentrace etylenu v atmosféfe v rozmezi od 30 do 700 nl-17%, v neznegisténém
prostiedi 1 az 5 nl - 171 (Golias, 2014). K fyziologické u¢innosti dochazi pii koncentraci

0,01 az 1 ul-171 (Burg a Burg, 1968).

V pocatecni fazi méteni etylenu po 24 h od zaloZeni pokusu se naméfené hodnoty
li§ily velmi malo. Koncentrace etylenu byla u vSech naméfenych variant 16,99 az
44,81 nl-171. Primé&rna pocatecni hodnota etylenu u kultivaénich banék s médiem QL
byla 23,53 nl-1"! a u banék s médiem QL A 33,49 nl-171. Pfitomnost ProClinu

Vv tomto pfipad€ podporovala tvorbu etylenu.

Zvysena produkce etylenu je spojovana se smrti buiiky (Woltering a kol., 2003).
Nejvyssiho tthynu rostlin v pokusnych variantdch bylo zaznamendno u varianty teplo-
svétlo a teplo-tma na médiu QL. U téchto variant byla také naméfena nejvyssi
koncentrace etylenu, ktera mohla vyvolat odumfeni rostlin. Pfi odumteni 53,3 % rostlin

byla zaznamenana hodnota etylenu 409 nl - 171 u varianty teplo-svétlo a 128,4 nl-171 u
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varianty teplo-tma. U variant kultivaénich podminek, kde nebyl zaznamenan uhyn
rostlin, se namé&fené hodnoty etylenu pohybovaly v rozmezi od 16,99 do 25,61 nl-171.
Nizké hodnoty etylenu mohou byt také spojeny s nizkou bunécnou aktivitou vlivem

pusobeni chladovych podminek.

Zvysena koncentrace etylenu také souvisi se zpomalenim prolifera¢niho rastu
(Kevers a kol., 1991). Nejvyssiho rozdilu mezi rychlosti rustu v jednotlivych tydnech
dosahovala varianta teplo-svétlo na médiu QL. Rapidniho poklesu rychlosti ristu
dosahla ve tfetim tydnu kultivace, kdy byla namétena koncentrace etylenu 409 nl - 171,
V piipad€ varianty teplo-svétlo na médiu QL A kopiruje rastova kiivka rostlin kiivku
obsahu etylenu v kultiva¢ni nadobce. Spole¢né s poklesem rychlosti ristu poklesla
hladina koncentrace etylenu.

Pti zvySené koncentraci etylenu dochdzi ke zvySené tvorbé kalusu a zmensSovani
velikosti listti (Abeles, 1973). U pozorovanych rostlin nedoslo ani v Zzadném piipadé pii
rozdilné koncentraci etylenu od 16,99 do 409 nl-1"! ke zmenSeni velikosti
piirastajicich listh ani k tvorbé kalusu pfi bazalni Casti explantatu, avSak doba piisobeni

vysoké koncentrace etylenu byla patrné pro vyvolani morfologickych zmén kratka.

Méreni etanu
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QL chlad, svétlo QL A chlad, svétlo e==g== QL chlad, tma == Q== QL A chlad, tma

Graf 4 Koncentrace etanu v kultivaénich nadobach pfi rozdilnych podminkach kultivace

Etan je produkovan rostlinami, které se nachazi ve stresovych podminkéch.
Produkce etanu je odezvou na mechanické poskozeni rostlin. Sou¢asné méfeni etylenu a
etanu je vyuzivano k zjisténi hodnoty stresu, ve kterém se rostlina nachazi (Kimmerer a

Kozlowski, 1982).
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Néhlé snizeni koncentrace etanu mohou byt ddny pozastavenim tvorby etanu
Vv prub&hu regenerace rostlin. V ristovych podminkach bez ptitomnosti svétla je tvorba
etanu nizsi, nez v podminkach se svételnou periodou (Roshchina a Roshchina, 1993).
Vyssi koncentrace etanu a jeji nasledna konstantni hodnota u vétSiny variant byla dana
prvotnim posSkozenim rostliny vlivem provedeni fezu pii zalozeni pokusu.
V nésledujicich dnech trvani pokusu byla tvorba etanu pozastavena vlivem regenerace

poskozenych rostlin.

Nejvyssiho zvyseni koncentrace etanu v kultivacni baiice bylo zméteno u varianty
QL teplo-svétlo (43,69 nl-171) a QL teplo-tma (17,9 nl-171). Vyrazny narGst
koncentrace muze byt ptfisuzovan vysSimu poctu odumielych rostlin v kultivacnich
bankach téchto dvou variant. Nizké koncentrace etanu byly naméfeny u variant
drzenych v chladovych podminkach. Produkce etanu rostlin rostoucich na médiu QL

byla nizsi (7,52 nl-171) v porovnani s rostlinami rostoucimi na médiu QL A (8,61 nl -
171).

Méreni oxidu uhlic¢itého

1
N

254

204 / H
154 T
54

pr A
R i S Sl e S

Oxid uhligity (wl/1)

\

24 h 48 h 72 h 10 dni 17 dni 38 dni
Doba kultivace
—@®— QL teplo, svétlo =O== QL A teplo, svétlo
—@-— QL teplo, tma = O== QL A teplo, tma
=== QL chlad, svétlo === QL A chlad, svétlo

Graf 5 Koncentrace oxidu uhli¢itého v kultivaénich nadobach pii rozdilnych podminkach kultivace

Podobné jako u etylenu a etanu i koncentrace oxidu uhli¢itého vyrazné vzriista pii
varianté QL teplo-svétlo a QL teplo-tma. Vyssi koncentrace oxidu uhli¢itého vedou
k podpofeni fotosyntézy, a tim také ke zvySeni ristu rostlin (Aitken-Christie a kol.,
1995). Vyssi koncentrace oxidu uhli¢itého v kultiva¢nich nadobach byla zméfena u

variant, které nebyly vystaveny svételné periodé. Primérnd koncentrace oxidu
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uhli¢itého v kultivaénich nadobkach variant bez svételné periody byla 7,8 pl-171,
v kultivaénich nddobkach variant se svételnou periodou 5,5 pl - 171, Vyssi koncentrace
tohoto plynu v podminkach bez ptitomnosti svétla je dana respiraci. Ve svételnych
podminkach nastava snizeni koncentrace oxidu uhli¢itého v kultivacnich nadobéach
vlivem fotosyntetické aktivity (Lumsden a kol., 1994). Koncentrace oxidu uhli¢itého
byla naméfena ve vys$i mife u rostlin rostoucich na médiu bez piidavku ProClinu
(primé&rng 6,94 pl-171). U média s pfidavkem ProClinu byla primérna koncentrace

naméfena na 6,33 pl - 171,

5.3 Faze multiplikace

Pro fazi multiplikace bylo zvoleno médium QL. V pifipadé nalezu infekce byly

rostliny umistény na médium QL s piidavkem ProClinu.

JiZ v pocatecni fazi multiplikace se projevily vyrazné rozdily mezi jednotlivymi
variantami rostlin. Rozdilem byla vyska rostlin, mnozstvi prorazejicich vedlejsich pryta
1 celkova vitalita rostlin.

Varianta R50 se projevovala zpomalenym rastem a neochotné vytvarela postranni

prirastky.

Varianta R57 se ztéchto variant projevila v oblasti ristu nejlépe. Ochotné
vytvaiela postranni ptirtstky a rychlost prodluzovaciho riistu byla v priméru 1 mm za

tyden.

Varianta R58 a R61 projevila taktéz dobré mnozitelské vlastnosti. Oproti varianté

R57 se projevila pomalejSim ristem, ktery se dal zrychlit pouzitim sterilni vody.

Z hlediska rGstovych vlastnosti varianta Z64 projevila nejhorsi vlastnosti.

Nevytvarela postranni obrost a prodluzovaci rist byl pozastaven.

Rozdily mezi jednotlivymi variantami ukazuji nasledujici fotografie potizené 4

tydny po pfeneseni dcetfinych rostlin na nové médium.
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Obrazek 23 Varianta R50 (foto: H. Fiserova, Obrazek 24 Varianta R57 (foto: H. FiSerova,
21. 8. 2016) 21. 8. 2016)

Obrazek 25 Varianta R58 (foto: H. FiSerova, Obrazek 26 Varianta R61 (foto: H. FiSerova,
21.8.2016) 21. 8. 2016)

Obrazek 27 Varianta Z64 (foto: H. FiSerova,
21. 8. 2016)
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Nasledujici graf popisuje mnozstvi rostlinného materialu v jednotlivych tydnech
pocatku multiplikace. Tyden 0 znac¢i pocatecni stav rostlinného materialu. Z grafu jsou
patrné vyrazné rozdily mezi jednotlivymi variantami. U vSech variant bylo pouZzito
stejné kultivacni médium 1 stejné kultivacni podminky. Pocet rostlin v jednotlivych
tydnech udava celkovy pocet rostlin ziskany ke konkrétnimu datu bez rozdilti Cerstvé

namnozenych rostlin a rostlin rostoucich.
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Graf 7 Pocet rostlin v pocate¢ni fazi multiplikace — pfiblizeny detail
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Vzhledem K narocnosti kryoterapie na mnozstvi rostlinného materialu byla
vybrana jedina varianta R57 pro dalsi intenzivnéjsi multiplikaci a samotnou kryoterapii.
Ostatni varianty byly od listopadu 2016 ponechany v udrzovaci kultufe s delSimi
rozestupy mezi jednotlivymi pasaZzemi na nova média v poc¢tu R50 17 ks, R58 56 ks,
R61 133 ks a Z64 9 ks. V listopadu bylo mnozstvi namnozenych rostlin varianty R57
348 ks rostlin (pocitany rostliny s apikalnim vrcholem i n€kolikanodéalni segmenty bez

apikalu).
Pocatecni faze multiplikace R57
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Graf 8 Pocet rostlin R57 v pocate¢ni fazi multiplikace

Pti kultivaci se objevily problémy, které brzdily multiplikaci a koncovy pocet
rostlin s rustovym vrcholem. Hlavnim problémem byla pfitomnost infekci. Infekce se
objevovaly pfi bazalni Casti explantatu a postupné snizovaly jeho zivotnost. Pfi v€asném
pfeneseni rostliny na médium a obsahem ProClinu byla infekce ve vétSiné piipada
potlatena. Pokud nebyla rostlina vc€as pfenesena na ozdravovaci médium, doSlo

k odumfeni rostliny.
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Obrazek 28 Odumieni rostliny vlivem infekce
(foto: H. Fronkova, 20. 3. 2017)

Zavaznym problémem bylo také odumirani rastovych vrcholi rostlin doprovazené
defoliaci. Velké mnozstvi Zivotaschopnych vegetacnich vrcholi bylo nutno zajistit
z divodu jejich nasledného pouziti pfi ozdravovani rostlin. K odumirdni ristovych
vrcholil dochazelo pifi delSim intervalu mezi jednotlivymi pasdZemi. Pii pouZiti
kovového Sroubovaciho uzavéru s molitanovou zatkou dochdzelo k odumirdni vrcholti
Vv mensi mite, avSak celkovy stav rostlin se zhorSoval v disledku horSich svételnych
pii aplikaci bézné kultivacni svételné periody. Z tohoto divodu byl také vynechan krok

otuzovani rostlin pfed samotnym provedenim kryoterapie.

5.4 Kryoterapie

Na riistové vrcholy broskvoné odridy "‘Redhaven” byla aplikovdna kryoterapie
provedend kapkovou vitrifikaci. Byl aplikovan obecny kryoprezervacni protokol

vyuzivany na VURV v Praze.

541 DSC

Béhem ptipravné faze rostlin na kryoterapii bylo provedeno termické méfeni.
Byla zjisténa procenta intracelularni vody zbyvajici ve vrcholech. Pro pfeziti rostliny
ultranizké teploty je nutné, aby procenta intracelularni vody Vv buiice byla co nejmensi.

100 % zmrazitelné vody milize byt ptirovnano ke 100% poskozeni rostliny.

Prvni méfeni bylo provedeno pro vyizolovany rlstovy vrchol bez jakéhokoliv
pusobeni dehydratacnich latek. Vysledna hodnota intracelularni vody byla stanovena na
95 %. Vlivem plisobeni vyssi koncentrace sachardézy v médiich dochdzelo k plynulé
dehydrataci vrcholu a snizovani mnozstvi zmrazitelné vody. Plynulé snizovani vody
V rostliné trvalo po dobu 72 hodin. Po 72 h kultivace vzristnych vrcholii na médiich

S vy$§im obsahem sachardzy klesl obsah intracelularni vody ve vrcholu na 68 %.
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Po pouziti LS roztoku a zejména vitrifikaénich roztokt doslo béhem 3 az 4 hodin

Kk snizeni zmrazitelné vody az o 66,5 %, zatimco béhem piedeslych 72 h doslo ke

snizeni obsahu vody ve vrcholu o 27 %.
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Graf 9 Stanoveni mnoZstvi zmrazitelné vody v ristovém vrcholu

Vlivem snizovani koncentrace zmrazitelné¢ vody v buiice dochdzelo také ke

snizovani teploty tani vody v rostlin€. Snizovani teploty tani ma velky vliv na schopnost

rostliny pfezit v minusovych teplotach.

TEPLOTATANI (°C)

Teplota tani v prabéhu dehydratace

izolované
vrcholy 0,3M 0,5M 0,75M
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FAZE DEHYDRATACE

Graf 10 Stanoveni teploty tani v prib&hu dehydratace
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5.4.2 Hodnoceni Zivotnosti

Po dvou tydnech od provedeni kryoterapie bylo provedeno méfeni zivotnosti
rostlin ze vSech rastovych vrcholi odebranych na regenera¢ni médium v procesu
dehydratace rostlin a kryoterapie. Zivotnost rostlin byla piepoéitana na procentudlni
vyjadreni.

Hodnoceni Zivotnosti
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Graf 11 Hodnoceni Zivotnosti

Zivotnost riistovych vrcholil broskvoné se snizovala v zavislosti na snizujicim se
obsahu vody v rostlin€. Pti obsahu intracelularni vody 95 % piezilo 100 % izolovanych
vrcholil. Pii sniZzeni mnoZstvi vody na 88 % vlivem pisobeni média s 0,3 M sachar6zou
doslo k preziti 100 % ristovych vrchold. Pii 79 % vody bylo obdrZzeno 80 % Zivych
vrcholii a pfi obsahu vody 68 % bylo ziskano 90 % Zivych vrcholi. Pii pouziti LS
roztoku a vitrifikacnich roztokd doslo k vysokému snizeni zisku Zivych vrchold. Pfi
obsahu vody 57 % pfti pouZiti LS roztoku bylo ziskano 50 % Zzivych vrcholl a pii
pouziti vitrifikaéniho roztoku 2 PVS byla Zivotnost uz jen 40 %. Pfi dal$im pouZiti
vitrifikacnich roztokii a snizeni obsahu vody na 32 % nebyl ziskan zadny Zivy ristovy

vrchol.

Rustové vrcholy vystavené pusobeni tekutého dusiku s obsahem vody 1,5 a 4 %
nepiezily zadné. Zivotnost rostlin byla ovlivnéna stavem dehydratace. Vrcholy
s obsahem vody mensim neZ 40% nebyly schopné pfeziti, a to ve varianté obsahujici

pusobeni tekutého dusiku i bez néj. Z tohoto divodu lze fici, Ze buiiky byly poSkozeny
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vlivem vysoké dehydratace, nikoliv plisobenim kryogennich teplot a tvorbou krystalické
struktury. Absence aplikace chladné periody na rtstové vrcholy pied kryoterapii nema
na zivotnost vrcholli v tomto ptipadé vliv, jelikoz za nezivé byly vyhodnoceny také

rustové vrcholy, na néz nebylo ptisobeno tekutym dusikem.

Stupen neletalni dehydratace vrchold nebo jinych ¢asti rostlin se lisi podle druhu,
ale také i1 podle jednotlivych kultivarti rostlin. Schopnost pieziti ristovych vrcholi
broskvoni v kryogennich teplotach byla dokazéana pii obsahu vody 23 az 17 % u odrud
‘Summer Grand’, 'San Giorgio” a 'Babygold 6" (Damiano a kol., 2011). V nasem

pripad¢ samotné preziti rustovych vrcholi odridy 'Redhaven” bylo mozné jen pti

mnozstvi vody vyssi nez 40%.

Obrazek 29 Hodnoceni Zivotnosti vrcholti — Obrazek 30 Hodnoceni zivotnosti vrchold —
kontrola (foto: H. Fronkova, 20. 3. 2017) médium 0,3 M sacharéza (foto: H. Fronkova, 20. 3. 2017)

Obrazek 31 Hodnoceni Zivotnosti vrcholi - Obrazek 32 Hodnoceni zivotnosti vrcholl —
médium 0,5 M sachardza (foto: H. Fronkova, 20. 3. 2017) médium 0,75 M sacharéza (foto: H. Fronkova, 20. 3. 2017)
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Obrazek 33 Hodnoceni Zzivotnosti vrchol — LS Obrazek 34 Hodnoceni zivotnosti vrchold —
roztok (foto: H. Fronkova, 20. 3. 2017) Y PVS (foto: H. Fronkova, 20. 3. 2017)

Obrazek 35 Hodnoceni Zivotnosti vrcholi — 2 h Obrazek 36 Hodnoceni Zivotnosti vrchold — 3 h
PVS (foto: H. Fronkova, 20. 3. 2017) PVS (foto: H. Fronkova, 20. 3. 2017)

5.4.3 Hodnoceni regenerace

Hodnoceni regenerace rastovych vrcholi bylo provedeno po 7 tydnech od

aplikace kryoterapie.

Byla vyhodnocena celkova regenerace vychazejici z celkového poctu ristovych

vrcholii umistnénych na regeneracni médium.

Nejvice regenerantli (80 %) bylo obdrZeno z variant kontrolni izolace rstovych
vrchol a 24 h kultivace na médiu s 0,3 M sacharézou. U vrcholii odebranych z média
se zvySenym obsahem sachardzy 0,5 M bylo dosaZzeno 70% regenerace. Regeneranty
bylo jesté mozné obdrzet z vrcholii odebranych po plisobeni 2 PVS roztoku v mnozstvi
30 %. Vyssi stupn€ dehydratace nepiezil zadny rlstovy vrchol, proto nebylo mozno
ziskat zadnou zregenerovanou rostlinu z variant pii pouZiti vitrifika¢nich roztokti PVS

2 h, PVS 3 h a za ptisobeni kryogennich teplot.
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Hodnoceni celkové regenerace
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Graf 12 Hodnoceni regenerace

Brison a kolektiv (1997) uvadi, ze pii pisobeni PVS 2 roztoku na rstové vrcholy
Prunus domestica L. po dobu az 40 min a nasledném pusobeni tekutého dusiku bylo
dosazeno 70% regenerace vrcholi o velikosti 1,5 az 2 mm. Pfi sniZovani velikosti
vrcholu dochazelo ke snizovani procent regenerantii. Neuvadi vSak mnozstvi vody ve

vrcholu, diky kterému byly rostliny schopny pfezit.

Regenerace ristovych vrchol po procesu kryoterapie je dtlezita z hlediska zisku
dostatecného mnozstvi rostlinného materidlu, ktery bude nésledné testovan na
pritomnost vira v rostlin€, a Sirokého okruhu potenciondlnich bezviréznich vzorku.
Regenerace rlstovych vrcholli probéhla pouze u variant samotné izolace ristovych
vrcholl, u médii s 0,3 M, 0,5 M a 0,75 M sachardzy, pii pouziti LS roztoku a pfi pouZiti
vitrifikacniho roztoku 72 PVS. Z vrchold, které byly vystaveny kryogennim teplotam, se
nepodatilo ziskat Zaddného regeneranta. Z tohoto diivodu neprobéhla nasledna analyza
rostlin na pfitomnost viri pomoci ELISA testu. V kone¢né fazi pokusu neprobéhla ani
multiplikace zregenerovanych rostlin, jelikozZ vrcholy, znichZz rostliny byly
zregenerovany, nebyly vystaveny kryogennim teplotam, tudiz s vysokou
pravdépodobnosti nebyly ozdraveny. Ozdraveni by bylo mozné samotnou izolaci

meristému v ptipadé, kdyby byly izolovany ristové vrcholy o mensich rozmérech.

77



6 ZAVER

Diplomova prace byla zpracovana na téma Aplikace kryoterapie pti ozdravovani

regenerantt Prunus persica (L.) Batsch od rostlinnych virt.

Literarni ¢ast prace popisuje obecnou charakteristiku broskvoni se zaméfenim na
obecny botanicky popis broskvoni zahrnujici podminky péstovani a obsahové slozky
plodt broskvoni, dale zhodnoceni dneSniho sortimentu komeréné péstovanych
broskvoni a blizsi popis nejrozsifenéjsi odridy 'Redhaven’. Déle je zhodnocen stav
péstovani broskvoni v Ceské republice a nejrozsifenéjsi choroby a skuidci vyskytujici se
na broskvonich. Soucasti literarni ¢asti je také popis tfech ekonomicky vyznamnych
virt, se kterymi je dale pracovano v praktické casti. Soucasti literarni reSerSe je také
popis in vitro Kkultur broskvoni. Kratce jsou ptedstaveny hlavni obecné metody

eliminace vird.

Problematiku kryoterapie rozsifuje kapitola pojednavajici o kryoprezervaci, kde
jsou uvedeny zakladni principy dlouhodobého uchovani rostlinného materialu
V ultranizkych teplotdich a zachazeni srostlinnym materidlem pfed metodou
kryoprezervace, popt. kryoterapie. Je popsdna samostatna metoda kryoterapie a jeji
vyuziti v praxi u konkrétnich ptipadi eliminace virti ¢i fytoplasem. Na zavér literarni

¢asti jsou popsany jednotlivé metody detekce virt.

Praktickou casti diplomové prace byla aplikace kryoterapie na rustové vrcholy za
ucCelem jejich ozdraveni od vird. Samotné kryoterapii predchazelo namnozeni
rostlinného materialu a optimalizace kultiva¢nich podminek pro broskvon odridy
‘Redhaven’. Byly zmétfeny rastové charakteristiky a byly porovnany vlastnosti ristu u
nékolika typl vyzkouSenych multiplikaénich médii. Nasledné byla na Vyzkumném
ustavu rostlinné vyroby v Praze-Ruzyni provedena izolace ristovych vrcholii a byl na
n¢ aplikovan obecny kryoprotokol vyuzivany vyzkumnym tymem Fyziologie a
kryobiologie rostlin. Pfi aplikaci kryoprotokolu byl zmétfen obsah intraceluldrni vody

obsazené ve vrcholech a teplota tani.

Vysledky prace ukazuji, Ze aplikovany kryoprotokol nebyl pro plodinu broskvoné
vhodny. Pti aplikaci kryoprotokolu doslo k vysoké dehydrataci vrchold, ktera negativné
ovlivnila jejich Zivotnost. Ristové vrcholy odridy 'Redhaven” byly schopny prezit
dehydrataci na 40 % intracelularni vody ve vzorku. Zadného Zivého riistového vrcholu

nebylo dosazeno pii dehydrataci vzristnych vrcholi na 1,5 az 4 % vody pfi pouziti
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kryogennich teplot i pfi béznych laboratornich podminkach. Zivotnost vrcholii byla
ovlivnéna vysokou mirou dehydratace, nikoliv letdlnim poskozeni vlivem plisobeni

kryogennich teplot.
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7 ABSTRAKT

Diplomova prace byla zpracovana na téma Aplikace kryoterapie pfi ozdravovani
regenerantti Prunus persica (L.) Batsch od rostlinnych virti. Pokus byl uskute¢nén na
Agronomické fakult¢ Mendelovy univerzity v Brné a na Vyzkumném ustavu rostlinné

vyroby v Praze-Ruzyni.

V literarni ¢asti jsou popsany informace o kultivaci a ozdravovani broskvoni
metodou kryoterapie. Informace byly nasledné vyuzity v praktické ¢asti pokusu. Pro
praktickou ¢ast byl pouzit rostlinny material odridy broskvoné "Redhaven’
vV podminkach in vitro. Kryoterapie byla aplikovana na rustové vrcholy. Po aplikaci

kryoterapie byla zhodnocena Zivotnost a regenerace riistovych vrcholil.

Kli¢ova slova: 'Redhaven’, Apple chlorotic leaf spot virus, Prunus necrotic

ringspot virus, Prune dwarf virus, kryoprezervace, dehydratace, broskvoné in vitro

Final thesis was worked out on theme Aplication of cryotherapy as a tool for plant
viruses eradication from Prunus persica (L.) Batsch regenerants. Experiment was
conducted on Faculty of Agronomy of the Mendel University in Brno and in the Crop

Research Institute in Prague-Ruzyné.

Literary research describes information about peach cultivation in vitro and plant
pathogen eradication by cryotherapy. These information has been used in practical part
of the final thesis. Plant material of the "Redhavenvariety of peach was used for virus
eradication by cryotherapy. Cryotherapy was applied on shoot tips. In the end of final

thesis shoot tips viability and regeneration were evaluated.

Key words: "Redhaven’, Apple chlorotic leaf spot virus, Prunus necrotic ringspot

virus, Prune dwarf virus, cryopreservation, dehydration, peach in vitro
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