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Ozdravovani hybridu tifeSni v in vitro kultufe pomoci
chemoterapie

Souhrn

Bakalarska prace se zabyvd ozdravovanim vybranych genotypll tiesSné ptaci
(Prunus avium L.) v in vitro kultufe pomoci chemoterapie.

Tresen ptacéi patii mezi ekonomicky vyznamné ovocné druhy, které jsou stejné jako
mnoho dalSich kulturné péstovanych ovocnych dievin napadany virovymi chorobami,
snizujicimi vitalitu stromi a vynos plodi. Jednou z moznosti, jak efektivné eliminovat virové
castice z infikovanych jedincut je aplikace chemoterapie v in vitro kultufe.

Hlavnim cilem prace byla eliminace viru zakrslosti slivoné (Prune dwarf virus — PDV)
ze tii rznych kiizenci tfeSni, vybranych z pokusné vysadby Vyzkumného a Slechtitelského
ustavu ovocnaiského v Holovousich. V rostlinném materialu byl testovanim metodou ELISA
detekovan samostatny virus PDV, bez dalSich smésnych virovych infekci.

Pro experimentalni ¢ast této prace byla z dormantnich vyhonii odebranych v tnoru 2018
zalozena asepticka in vitro kultura, ktera po dostatecném namnoZzeni rostlinného materialu
slouzila k vlastni chemoterapii. K 1é¢b¢ infikovanych explantatii bylo pouzito nukleosidové
antivirotikum ribavirin pouzivané v humanni mediciné k 1é¢bé respira¢nich onemocnéni.
Koncentrace antivirotika byla stanovenana 40 mg.I"t a 80 mg.I* a ¢asovy interval 1é¢by 30 dni.
Po chemoterapeutické 1é¢be byly explantaty subkultivovany na modifikovaném kultivacnim
médiu typu MS se 4 mg.It BAP, kde po dobu dalsich 30 dni probihala regeneracéni faze.

V tomto experimentu se podafilo eliminovat PDV pfi koncentraci 40 mg.l? z vétsiny
rostlin. Pti koncentraci antivirotika 80 mg.I* se podaiilo virové ¢astice z rostlinného materialu
taktéz odstranit, ale citlivost rostlin na 1é¢bu byla natolik vysoka, Ze neni zcela vhodné

ji aplikovat bez ptedchozich testl na fytotoxicitu jednotlivych genotypu.

Kli¢ova slova: tfeSen, meristémy, ozdravovani, virus, chemoterapie



Sanitation of hybrid cherries in in vitro culture using
chemotherapy

Summary

The bachelor thesis aims at the sanitation of selected genotypes of sweet cherry
(Prunus avium L.) in in vitro culture using chemotherapy.

The sweet cherry is one of the economically important fruit species that. Similarly
to many other cultivated fruit trees, it can be infested with viral diseases that reduce tree vitality
and fruit yield. One way to effectively eliminate virus particles from infected individuals is
to apply chemotherapy into in vitro culture.

The main goal of this work was to eliminate the Prune dwarf virus (PDV) from three
different hybrids of cherries, selected from the experimental planting of the Research
and Breeding Institute of Fruit Growing Holovousy. A single PDV virus was detected
in the plant material by ELISA testing. Materials were free from other viral infections.

For the experimental part of this work, aseptic in vitro culture was established from
dormant shoots taken in February 2018, which, after sufficient propagation of plant material,
was used for its own chemotherapy. The nucleoside antiviral ribavirin (used in human medicine
to treat respiratory diseases) has been used to treat infected explants. The antiviral concentration
was 40 mg.l"" and 80 mg.l" and the treatment interval was 30 days. After chemotherapeutic
treatment, the explants were subcultured on modified MS-type culture medium with 4 mg.I!
BAP, where the regeneration phase took place for another 30 days.

In this experiment, PDV at a concentration of ribavirin 40 mg.I" was eliminated from
most plants. Concerning ribavirin concentration of 80 mg.l", virus particles were also removed
from the plant material, but the sensitivity of the plants to the treatment was so high that it is

not entirely appropriate to apply it without prior tests for phytotoxicity for individual genotypes.

Keywords: cherry, meristems, sanitations, virus, chemotherapy
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1 Uvod

In vitro mikropropagace je metodou rozmnozovani rostlin s fadou vyhod, ktera probiha
bez ohledu na venkovni klimatické podminky. Jedna se o efektivni zptisob, jak v relativné
kratkém Casovém horizontu ziskat velké mnozstvi rostlin na plose nékolika metrti ¢tvere¢nich
v kontrolovanych laboratornich podminkach a ve sterilnim prostiedi. Usp&$nost in vitro kultury
zé4visi na dodrzeni zékladnich pravidel, které zarucuji rist kvalitniho a zdravého rostlinného
materialu. Pfi dodrzeni aseptickych podminek je u tohoto zptisobu vegetativniho rozmnozovani
rostlin minimalni riziko mikrobidlni kontaminace. K nevyhodam in vitro kultivace patii
pomérné nakladné vybaveni laboratofe, jakym jsou laminarni boxy, autoklavy, horkovzdusné
susarny a podobng, stejné jako jeji provoz a vysoka ¢asova naro¢nost (Akin-ldowu et al. 2009).

Ozdravovani rostlin v in vitro podminkach je G¢innou metodou, jak ziskat bezvirdzni
jedince sirokého spektra rostlinnych kultur. Usp&$nost chemoterapie zavisi na mnoha faktorech,
jakymi jsou napiiklad slozeni kultiva¢niho média a koncentrace antivirovych piipravki, doba
pusobeni antivirotika, nebo mozna fytotoxicita pro dany druh nebo genotyp.



2 Cil prace

Cilem bakalatské prace ,, Ozdravovani hybridu tresni v in vitro kulture pomoci
chemoterapie”“ bylo zpracovani literarni reSerSe na uvedené téma, metodicky popis
experimentalni ¢asti a prakticka cast, ktera se zabyvala eliminaci viru zakrslosti slivoné (PDV)
ze tii perspektivnich genotypi tfesni, pomoci nukleosidového antivirotika ribavirinu.

Nedilnou soucasti praktické casti prace bylo zalozeni aseptické in vitro kultury
anamnozeni primarnich explantati potfebnych pro chemoterapii. Pribéh chemoterapie
a pusobeni antivirotika mélo za ukol potvrdit nebo vyvratit hypotézu o uc¢innosti této metody
na eliminaci PDV.



3 LiterarnireSerse

Literarni reSerse je zaméfena na souhrn informaci o tiesni ptac¢i (Prunus avium L.),
virovém onemocnéni a zpuisobu ozdravovani pomoci chemoterapie v in vitro podminkach.

3.1 TreSen ptaci (Prunusavium L.)

3.1.1 Taxonomické zaiazeni treSné

TteSen ptaci (Prunus avium L.) je druhem z ¢eledi ruzovitych (Rosaceae) patiici do rodu
Prunus. Tento rod zahrnuje i jiné ovocné druhy, jakymi jsou naptiklad Svestka (Prunus
domestica L.), merunka (Prunus armeniaca L.), visen (Prunus cerasus L.), mandlon (Prunus
amygdalus L.), broskvon (Prunus persica L.), trnka (Prunus spinosa L.) a dal$ich piiblizné
200 druhti (Horacek & Mencl 2006). Taxonomické zafazeni tiesné ptaci zobrazuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Taxonomické zatazeni tfesné ptaci (Prunus avium L.)
Zdroj: https://www.vutbr.cz/www_base/zav_prace_soubor_verejne.php?file_id=189261

TAXONOMICKA NAZEV LATINSKY NAZEV CESKY
KATEGORIE
Rise Plantae Rostliny
Podrise Tracheobionta Cévnaté rostliny
Oddéleni Magnoliophyta Krytosemenné
Trida Rosopsida Pravé dvoudélozné
Rad Rosales Ruzotvaré
Celed’ Rosaceae Ruzovité
Rod Prunus Slivon
Druh Prunus avium L. TteSen ptaci

3.1.2 Puvod tresné

Plvod tfesné neni zcela objasnén. Nekteré zdroje uvadéji jako misto piivodu Evropu
S mirnym klimatickym pasmem, jiné zase Asii. Prvni zminky o piivodu tieSni sahaji az do dob
pfed nasim letopodtem, kdy je mél tidajné privézt do Rima vojeviidce Lucillus z vale¢ného
tazeni v Malé Asii. Z jinych spisti naopak vyplyva, ze plané tieSné€ byly znamy ddvno piedtim,
nez se zminény vojevidce narodil a rostly jako divoké dieviny v lesich napti¢ celou sttedni
Evropou (Riha 1937). Prvni kvalitni odriidy péstované v Cechéch jsou datovany do 8.-9. stoleti
a jedny z nejstarsich pisemné dolozenych zaznamu ,,0 péstovaini tresni na nasem vzemi
ve [2.stoleti uvadi V. Maiwald ve svém spise ,,Die Geschichte der Botanik in Bohmen*
(Necas 2018).
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3.1.3 Péstovani treSné

TteSent patii mezi teplomilné ovocné dieviny vhodné do teplejSich oblasti s menSim
mnozstvim srazek a leh¢i, propustnou pidou. Vybér klimaticko-stanovistnich podminek
zajiSt'uje nejen dobry zdravotni stav stromd, ale 1 kvalitni vynos. V nespravné zvolené oblasti
tte$né trpi jednak pozdnimi jarnimi mraziky, jenz poSkozuji kvéty, ale i naslednym praskanim
plodt v dobé dozravani, kdy je sklizen ohrozena CastéjSim vyskytem destovych srazek. Tézka
a hlinitojilovita ptida neni pro péstovani tfeSni ptiliS vhodna. Ackoliv v této pad¢ stromy
Vv prvnich letech rychleji rostou, zvysSuje se riziko jejich thynu z diivodu napadeni bakteridlni
rakovinou. Nevhodna jsou téz stanovisté zamokiena, s vysokou hladinou podzemni vody
a kyselou ptidni reakci. Pro péstovani tiesné jsou nejvhodnéjsi chranéna stanovisté na jiznich,
jihovychodnich a jihozapadnich svazich, ktera byvaji nejteplejsi a dostate¢né oslunéna. Vybér
lokality spolecné s volbou vhodné odriidy i podnoZe, je pro péstovani tfesni velmi dileZitym
faktorem, ktery napomaha udrzet vysadbu v dobrém zdravotnim stavu po celou dobu jeji
zivotnosti (Blazek 1998).

3.1.4 Morfologie tiFesné

Ttesen je listnaty strom s koSatou, Siroce rozlozité vejcovitou korunou, jejiz spodni
kosterni vétve vodorovné odstavaji, nebo mohou byt lehce previslé. Vyska stromu dosahuje
15, ale i 20 az 35 m. Borka je v juvenilnim stadiu hladka, tmavé az Sedavé hnéda, pozdéji
cervenohnéda, pticné se odlupujici. Letorosty silné, lysé, svétle hnédé. Listové pupeny jsou
kuzelovité a zaSpicatélé. Kvétni pupeny, umisténé na kratkych brachyblastech, jsou zaoblené,
vejcovité az kuzeloviteé, pokryté lepkavymi obalovymi Supinami. Listy jsou lysé€, nepravidelné
pilovité, naspodu nejprve celkové husté chlupaté, pozdéji s jemné chlupatou Zilnatinou. Rapiky
u baze listu jsou zlaznaté, palisty ¢arkovité a lepkavé. Kvéty jsou bilé, vyjimecné narizovélé
a péticetné, vyristajici v prisedlych okolicich ve skupiné dvou az Sesti kvéth. Kvétni stopky
jsou dlouhé az 6 cm a lysé. Kalich je Siroce bankovity, lysy, kalisni listky tupé, zpétn¢ ohnuté
a celokrajné. Plody tfeSni jsou peckovice. Zabarveni, velikost a tvar ploda je uren zpravidla
odridou. Tvar plodu je srd¢ity, kulovity az srdcité vejcity. Pecka lehce zplostéla, hladka,
vejcovitaaz kulovita (Horacek & Mencl 2006).

3.1.5 Opylovaci poméry

TteSen je dfevina cizospra$na a hmyzosnubna s vyjimkou nékolika samosprasnych odrad,
mezi které patii naptiklad "Halka’, "Sunburst” a "Stella’. Ur¢ité skupiny odriid nejsou schopny
se vzajemn¢ opylit disledkem inkompatibility zptisobené stejnymi alelami sterility (S-alelami).
Podle kombinace S-alel bylo do roku 2012 popsano 47 inkompatibilnich skupin, které zahrnuji
i skupinu 0. Odrudy zatazené do nulté skupiny jSOu nazyvany univerzalnimi pylovymi darci
a diky jedine¢né S-alele maji schopnost opylit jakoukoliv jinou odridu. Pro pozdné kvetouci
tfeSn¢ jsou vhodnymi opylovaci i ran¢ kvetouci visné, jimiz je mozné nahradit odrudy
inkompatibilnich tfeSni. Vybér opylovace, odriid se stejnou dobou kveteni, nebo umisténi
hmyzich opylovact do tieSnového sadu je zakladem uspésného opyleni téesni. Doba kveteni
je u tiesni rozdélena do Etyt skupin:
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=  Rané kvetouci — "Adélka’, "'Kasandra’

= Stfedné ran€ kvetouci — ‘Burlat’, "Christiana’, "KareSova’

= Stfedné pozdné kvetouci — "Early Korvik”, "Halka’

» Pozdné kvetouci — "Irena’, "Kordia’, "Regina’
Néslednd doba zréni je rozdélena do osmi tiesiiovych tydnti. Obdobi tfestovych tydnil
nekoreluje s kalendafnim terminem, ale s vyvojem pocasi v dané lokalité. Prvni tfesiovy tyden
zalina na prelomu mésicli kvétna a ervna a urcuje se podle data, ve kterém zacina dozravat
odriida 'Rychlice némecka’. Nékteré zdroje uvadéji jako pocatek prvniho tresiiového tydne
datum sklizn¢ odriidy 'Rivan’, kterd rovnéz patii mezi velmi rané zrajici. Posledni, osmy
tiesnovy tyden obdobi zrani uzavira odriida “Staccato’, ktera zraje ve druhé poloving ¢ervence

(Skiivanova & Blazkova 2015; Necas 2018). Dobu zrani podle tfesnovych tydni zobrazuje
Tabulka 2.

Tabulka 2: Rozdéleni tfesnovych tydnt

Zdroj: https://www.ctpz.cz/media/upload/1560324127 odrudy-tresni-vyslechtene-ve-vsuo-
holovousy.pdf; https://izahradkar.cz/zahrada/ovoce/peckoviny/tresnove-tydny-roku-2019-
zacaly-teplem-pocasi-koncem-kvetna/

Tresnovy tyden 2019 Pocatek / Konec Odruady

1. tyden 27.5.—2.6. "Adélka’, ‘Rivan’

2. tyden 3.6.-9.6. "Helga’, ‘Burlat’

3. tyden 10.6. — 16.6. "Marta’, "Sandra’

4. tyden 17.6. — 23.6. "Early Korvik’, "Horka’
5. tyden 24.6. - 30.6. "Amid’, "Kordia’

6. tyden 1.7.-7.7. "Halka’, "Fabiola’

7. tyden 8.7.—14.7. "Vilma’, "Irena’

8. tyden 15.7. - 21.7. "Sweet heart’, "Staccato’

3.1.6 Pomologicka charakteristika plodii

Pomologie je nauka zabyvajici se studiem druhd a odrid ovocnych plodin.
Podle charakteristickych pomologickych znaki, jakymi jsou barva, tvar plodd a pevnost
duZniny, rozd¢lujeme plody odriid tfesni do péti skupin.

= Srdcovky Prunus avium ssp. juliana — plody jsou stiedni velikosti, pfevazuje srdéity,
mirné zploStély az kulovity tvar. Pod tenkou, lesklou a tmavé Cervenou slupkou,
je velice $tavnata, navinule sladka, meékka duznina. Na pecce stiedni velikosti nékdy
slabé ulpiva duznina. Do této skupiny patii napiiklad odriidy "KareSova’, 'Rivan’
a "Kastanka'.

» Tmavé chrupky Prunus avium ssp. duracina L. var. melanocarpa L. — plody jsou velké,
podlouhléi ovalné a srdcité. Slupka je leskla, lysa a ma Siroké spektrum barev od tmave
cervené, pies rudohnédou az po karminové ¢ervenou, kterd mé v nékterych piipadech
svétlejsi teCky. Tuha tmavé Cervend duznina je chruplava, Stavnatd a prijemné chuti.
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Pecka je od duzniny dobfe odlucitelnd. Vyznamnymi zastupci jsou ‘Kordia’, "Van’,
"Vanda’, "Téchlovan” a "Granat’.

= Pestré chrupky Prunus avium ssp. duracina L. var. variegata L. — plody jsou kulovité
a velké s tenkou slupkou. Zakladni barva slupky je Zluta, kryci barva Cervena az
hnédavé cervend. Svétle zlutd duznina s nacervenalymi zilkami je tuhd, Stavnata,
aromatickd a navinule sladka. Vétsi kulovita pecka je dobte odlucitelnd od duzniny.
Typickym zastupcem pestrych chrupek je odriida "Napoleonova'.

= Svétlé chrupky Prunus avium ssp. duracina L. var. leucocarpa L. — plody stfedni az
vétsi velikosti srd¢itého tvaru maji citronové zlutou slupku, jenz mé na oslunéné strané
jemné ¢ervené zihani. Polotuhd bélavéa duznina je lehce otlacitelna, ma bezbarvou stavu
a mirn¢ navinulou chut’. Pecka je pfevazné srdc¢itd a lehce odlucitelnd od duzniny.
Nejvyznamnéjsi zastupce ze starych odriid je "Donissenova’, kterd je nékdy zafazovana
do polochrupek.

= Polochrupky Prunus avium ssp. duracina L. x ssp. juliana L. — velké plody maji
kulovity, srd¢ity 1 ovalny tvar. Pevna leskld slupka ma hnédocervenou az tmavé rudou
barvu. Duznina je aromaticka, sttedné tuhd, Stavnatd, navinule sladké a velmi chutna.
Zabarveni je zpravidla ovlivnéno odridou od cervené az po rudou. Pecka stfedni
velikosti je ovalnd a od duzniny dobfe odlucitelnd. Nejvyznamnéj$Sim zastupcem
je odrida "Burlat” (Dlouha et al. 1997).

¥ o ww

3.1.7 Tresiové sady v Ceské republice

Tie$né jsou nezastupitelnou souéasti ovocnych sadii v Ceské republice. Podle Ceského
statistick€ho Ufadu bylo k 1. 5. 2017 evidovdno 16 417,26 ha ovocnych sadi, z cehoz
1016,58 ha ptipadlo na trvalou kulturu tfesni. V mezikrajovém srovnani je na prvnim misté
uvedeno hlavni mésto Praha a StfedoCesky kraj s 266,45 ha, nasleduje Kralovéhradecky kraj
se 185,16 ha a Jihoc¢esky kraj se 114,60 ha (https://www.czso.cz/). Situa¢ni a vyhledova zprava
2019 Ovocnaiské unie CR uvadi, ze celkovy podet stromti tiesni v CR v roce 2018 dosahoval
1 391 262 ks vc¢etné dopoctu sektoru domécnosti, sklizen tieSni v témze roce Cinila 10 050 tun
a vynos ovoce byl v priméru 7,22 kg na strom. Podle rozdéleni stati sadi je patrné, Ze ve vétsing

kraju ptevazuji vysadby 25 a vice let staré (Buchtova 2019).
3.2 Rostlinné viry

Rostlinné viry jsou celosvétové rozSifenymi a ekonomicky vyznamnymi patogeny.
Prakticky veskeré druhy rostlin péstované ke konzumnim uceltim lidi a hospodaiskych zvitat,
jsou infikovany alespon jednim druhem viru. Ackoliv rostlinné viry neohrozuji bezprostedné
zdravi a zivoty lidi, jejich nebezpeci spoc¢iva v ovlivnéni kvality rostlinné produkce a s tim
souvisejicimi ekonomickymi ztratami v zemédélské produkei (Carter & Saunders 2007).
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3.2.1 Taxonomie a nomenklatura viru

Taxonomii vira vytvofili védci — virologové, ktefi povazovali za uzite¢né, dat svym
objektiim zajmu urcity fad, at’ uz se jednalo o viry rostlinné, nebo zivo¢isné. Na pocatku byly
viry rozdéleny podle typu hostitele, zptisobu pienosu, nebo onemocnéni které zptsobovaly.
Pojmenovani rostlinnych vira tzce souviselo s konkrétnim hostitelem, ve kterém byl virus
nalezen a nejviditelnéj$imi symptomatickymi projevy, naptiklad TMV — Tobacco mosaic virus.
Na pocatku tticatych let 20. stoleti do klasifikace viri zasahlo nékolik skutecnosti, které
ovlivnily budouci zafazeni virti do jednotlivych skupin. Johnson spolu s Hogganem vytvotili
popisny kli¢, ktery definoval kritéria zaloZend na péti znacich: zplisob pfenosu, pfirozeny, nebo
odlisny hostitel, dlouhovékost v in vitro, teplotni bod smrti a charakteristické, nebo specifické
ptiznaky. Timto zpusobem bylo identifikovano 50 virt, které byly rozdéleny do jednotlivych
skupin. Viry byly pojmenovany a do téchto skupin zatfazeny podle rodového jména hostitele,
ve kterém byly poprvé nalezeny. Pozdé¢ji, s rozvojem technologii a rozSifeni povédomi
0 vlastnostech a stavbé virovych castic, se zacaly klasifikovat podle velikosti viru, obalu,
prostorového usporadani kapsidy, druhu nukleové kyseliny a podobné. V roce 1966 pak bylo
schvaleno rozhodnuti, Ze viry musi byt pojmenovany a rozdéleny do skupin. Mezinarodni vybor
pro taxonomii virti (ICTV) ustanovuje pravidla pro klasifikaci virii a schvaluje nové navrhy
taxonomickych skupin anazvy vira (Hull 2014). Podle ICTV (2019) jsou viry rozdéleny na ¥isi,
kmen, tfidu, fad, celed, rod a druh. Kritéria vymezujici rizné virové taxony zobrazuje
Tabulka 3.

Tabulka 3: Kritéria vymezujici rizné virové taxony
Zdroj: Upraveno podle Hull (2014).

I.RAD: Spole¢né vlastnosti mezi nékolika rodinami

Biochemické slozeni
Strategie replikace viru
e  Struktura ¢astic (do jisté miry)
®  Obecna organizace genomu

11.CELED: Spoleé&né vlastnosti nékolika rodii

Biochemické slozeni
Strategie replikace viru
Druh struktury ¢astic
Organizace genomu
111.PODCELED: Spoletné vlastnosti nékolika rodi, ale pouZivané pouze K FeSeni sloZitych
hierarchickych problémi
1V.ROD: Spole¢né vlastnosti v ramci rodu
e  Strategie replikace viru
e  Velikost genomu, organizace segmenti, nebo jejich pocet
e  Homologie sekvenci (hybridiza¢ni vlastnosti)
e  Vektorovy pienos
V.DRUH: Spolecné vlastnosti v ramci druhu

Preskupeni genomu
Homologie sekvenci
Sérologické vztahy
Vektorovy pienos
Hostitelska oblast
Patogenita

Tkanovy tropismus

Geografické rozsiteni
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3.2.2 Strukturaviru

Virus je nebuné¢ny organismus, ktery parazituje na hostitelskych burikach a jeho Zivotni
cyklus je na nich zcela zavisly. Mimo své hostitelské buniky viry pfezivaji jako virové ¢astice
(viriony). Viriony obsahuji jednu nebo vice molekul nukleové kyseliny. Jedna se bud’
0 deoxyribonukleovou (DNA), nebo ribonukleovou (RNA) kyselinu (nikdy ne obg¢)
a proteinovou strukturu zndmou jako kapsida. Kapsida je slozena z jednotlivych proteinovych
makromolekul — kapsomer. V nékterych piipadech jsou virové ¢astice umistény do virového
obalu, tvofeného fosfolipidovou membranou. Tyto druhy virti jsou nazyvany jako obalené.
Slozeni virového fosfolipidového obalu uzce souvisi s druhem bunééné membrany, ze které
obal pochazi. Neobalené viry maji pouze kapsidu chranici genom (Carter & Saunders 2007).

3.2.3 Struktura genomu a jeho velikost

Virové genomy rostlin maji nejcastéji (+) - vlaknovou SSRNA (ss — single-stranded),
néktefi zastupci maji (-) - vlaknovou SSRNA, dsRNA, dsDNA (ds — double-stranded),
replikujici se reverzni transkripci a SSDNA genomy. U rostlinnych virt nejsou znamy dsDNA
genomy, které by replikovaly DNA—DNA. Velikost samoreplikujicich se virovych genomu
rostlin se pohybuji v rozmezi 0od 2 kb do 19,3 kb, satelitni viry, které nejsou schopny samostatné
replikace, maji velikost genomu asi 1 kb (Hull 2014). Strukturu virového genomu znazornuje
Obrazek 1.

Genom DNA
ss, linearni ss, cirkularni
ds, linearni ds, cirkularni
Genom RNA
ss, linearni O ss, cirkularni
5 3
3 ——————  5'ds, linearni

Obrazek 1: Cirkularni a linearni virové genomy: ss — single-stranded (jednovlaknové), ds —
double-stranded (dvouvlaknové). Nejsou znamy zadné viry s cirkularni dsRNA.
Zdroj: Upraveno podle Carter & Saunders (2007).
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3.2.4 Virovy protein

Nezbytnou soucasti virionu jsou strukturalni proteiny, jejichz mnozstvi koreluje
s velikosti genomu. Tyto proteiny maji Siroky rozsah funkci, mezi které patii naptiklad ochrana
virového genomu, napojeni virionového obalu na bunécnou membranu, nebo ptipevnéni
virionu k hostitelské bunce. Nestrukturalni proteiny, které jsou virem syntetizované
v infikované buiice, ale nejsou soucdsti virionu, zajist'uji enzymatické reakce — protedzu,
reverzni transkriptazu, primery pro replikaci nukleovych kyselin, nebo ruSeni imunitni reakce
hostitele (Carter & Saunders 2007).

3.25 Kapsida

Kapsida je slozena z vice molekul proteind, které svym uspotfadanim tvoii stabilni
strukturu, jejimz tkolem je chrénit virovy genom. Nukleové kyseliny tvofici genom virové
castice jsou velmi nachylné k chemickému, fyzikalnimu, nebo enzymatickému poskozeni
a po opusténi hostitelské bunky jsou vystaveny riziku své inaktivace. Vnéjsi povrch viru ma
schopnost rozpoznat hostitelskou buiiku a navéazat se na molekulu buné¢ného receptoru pomoci
vazebného proteinu. Adheze kapsidy k hostitelské bunice umoznuje ptenos infekce, kdy virovy
genom pronika do bunécné cytoplazmy, ve které je schopen replikace (Cann 2012).
Podle prostorového uspofadani kapsidy jsou viry rozdéleny do dvou strukturalnich tiid
na helikalni a ikosahedralni (viz Obrazek 2). Helikalni struktura je tvofena proteinovymi
podjednotkami, které se navzajem piekryvaji a jejich délku urcuje délka nukleové kyseliny.
U mnohych ssRNA virt tvoti protahlou strukturu Sroubovice opakujici se kopie stejnych druhi
proteinu, jejichZ vazby urcuji jeji pevnost. Ikosahedralni struktura je forma trojrozmérného
uspotadani kapsidy, kterd je tvofena 20 sténami rovnostrannych trojihelnikd, 30 hranami
a 12 vrcholy. Ikosahedron ma dvoj, tii, nebo pétinasobné osy rota¢ni symetrie. K vytvofeni
ikosahedronu jsou potfeba minimalné tfi molekuly proteinti na plochu jednoho trojihelniku
a na cely ikosahedron 60 proteinovych molekul. Takto pravidelny ikosahedron je velice stabilni
struktura, diky rovnocennému spojeni podjednotek (Carter & Saunders 2007).

[Helikélni symetrie]

lkosahedralni
symetrie

@ Copyright APS

Obrazek 2: Prostorova symetrie virovych ¢astic
Zdroj: http://www.bioorganickachemiesite.upol.cz/site/wp-
content/uploads/2014/10/KBCH_5_Antivirotika.pdf
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3.2.6 Prenos viru

Virové infekce jsou vysledkem interakce mezi virem a hostitelem. V urcitych ptipadech
virova infekce nemusi vést k onemocnéni jedince a u malého procenta virovych infekci
se neprojevuji zadné symptomy. Zakladnim pfedpokladem pro pfenos viru je naruseni integrity
bunécné stény a nasledné proniknuti virové ¢astice dovniti buniky. Diky pohybovym proteinim
modifikujicim plazmodesmata, jsou viry schopny snadného transportu z buiky do buiky.
Rostlinné viry mohou byt pfenaSeny rtiznymi zptisoby. U semen se jedna o jeho kontaminaci
povrchu virovymi ¢asticemi, nebo infikované embryo. Nové rostliny nesouci virové ¢astice
z infikovaného embrya tak ohrozuji zdravotni stav dalSich plodin. Velmi ¢astym zplisobem
pfenosu viru je vegetativni mnozeni rostlin, kdy je nové ziskany klon infikovan pouzitym
pracovnim nafadim pii roubovani, o¢kovani. Rizné druhy vektorii, jakymi jsou bakterie,
houby, rozto¢i, tfasnénky, kiisi, mSice, nebo brouci, pfenaseji viry perzistentnim,
¢1 neperzistentnim zplsobem a §ifi je z rostliny na rostlinu. Tento typ pifenosu virt
je nebezpecny tim, Ze vektor s perzistentnim zpisobem pfenosu mize virové onemocnéni
roz8ifit do velkych vzdalenosti od mista primarniho vyskytu. Distribuci viru zajistuje hmyz
bud’ létanim, nebo tim, Ze je unaSen vétrnymi proudy do vzdélenosti az né€kolika stovek
kilometrd. Dal§im vyznamnym zptisobem pienosu Viru je mechanické poskozeni rostlinnych
pletiv, které je ¢asto pouzivano pii experimentalnim infikovani rostlin. Tento druh pfenosu
je velice vyznamny i jako ptirozeny zpusob infekce. Virové ¢astice mohou byt pfitomny v pudé
a pfi mechanickém poskozeni pletiv rostlinu infikuji. Pfenos viru timto zptisobem je zavisly
na povétrnostnich podminkach, kdy je pfenasen z pudy vétrem prachovymi casticemi, nebo
destém, ktery vytvafi bahnitou strukturu piidy a miiZze rostlinu potfisnit kontaminovanymi
kapkami (Cann 2012).

3.2.7 Interakce viru a hostitele

Pocatek virové infekce je zptisoben vniknutim viru do rostlinné buiiky. Absence receptorti
na povrchu rostlinnych buné¢k podmituje prinik viru do buiiky narusenim kutikuly zptisobenym
napiiklad bodavé-savym ustrojim hmyzu (Hemiptera-polokiidli), nebo mechanickym
poskozenim. Po penetraci viru probiha jeho replikace a Sifeni do okolnich bunék skrz
plazmodesmata. Viry nejsou schopny si zajistit vlastni metabolismusa mohou se rozmnozovat
pouze v bunkach hostitele. Posledni fazi vzniku virionu je biosyntéza proteind bilkovinového
obalu (kapsidy). Kompletni viriony se pak mohou §ifit v ramci rostliny (cell to cell movement),
nebo pomoci vektora (vector — mediated transmission) do jinych pletiv (Rozék et al. 2019).

Adam (2005) ve své praci uvadi, Ze koncentrace a rozloZeni virovych ¢astic v riznych
¢astech ovocnych stromi se 1i$iiv souvislosti s rocnim obdobim. Konkrétn¢ zminuje tii obdobi
Vv roce, kdy je snizena koncentrace virovych Castic v rostlinnych pletivech tézko detekovatelna
napiiklad metodou DAS-ELISA. Prvni z téchto obdobi spada na konec dubna, kdy jsou stromy
odkvetlé a ptilis malé listy neobsahuji dostate¢né mnozstvi virovych ¢astic. Druhé obdobi je od
druhé poloviny ¢ervence do prvni poloviny srpna, kdy vysoké teploty zpusobuji pokles
koncentrace viru, stejné jako nizké no¢ni teploty na pielomu zafi a fijna ve tietim obdobi.
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3.3 Virus zakrslosti slivoné - Prune dwarf virus (PDV)

Virus zakrslosti slivoné byl poprvé popsan jako onemocnéni Svestky, atkoliv jeho vyskyt
na tomto ovocném druhu je méné Casty nez u jinych druha téhoz rodu. Nejvice postizenym
druhem jsou viSné a tieS$né€, které v chronickém stadiu onemocnéni vykazuji symptomy
projevujici se zloutnutim listd. VIiv viru zakrslosti slivoné byl pozorovan jiz roku 1768
ve Francii, kdy zacal ovliviiovat vynos ovoce a o 70 let pozd¢€ji se pak rozsifil do Anglie
a Severni Ameriky. Na pocatku 20. stoleti se symptomatické projevy staly predmétem zajmu
védcl. Zprvu bylo poskozeni pfisuzovano zimnim mrazim, ale Keitt a Clayton objevili,
ze symptomy nesouvisi s Kklimatickymi podminkami, ale s virovym onemocnénim
(Németh 1986). H. E. Thomas a E. M. Hildebrandt z Marylandského zemé&délského ustavu
ve Spojenych statech americkych pak virus pojmenovali v roce 1936 (JaroSova 2009).

Virus zakrslosti slivoné (dale jen PDV) patii mezi ekonomicky vyznamné viry peckovin.
Rozsah poskozeni zavisi nejen na ovocném druhu a odrtidé, ale i na kmenu viru (Németh 1986).
PDV je pienosny vegetativnim mnoZenim, mSicemi a U tfesni, viSni a mahalebek také pylem
a semeny (Rozak et al. 2019). Nejcastéji jsou napadany tiesné, visné, broskvoné a mandlong,
vyjimkami nejsou ani meruiky, trnky, myrobalany a slivoné. Patogenita je umocnovana
soucasnym napadenim piibuznymi viry, jakymi jsou naptiklad virus nekrotické krouzkovitosti
slivoné (Prunus necrotic ringspot virus — PNRSV), virus mozaiky jabloné (Apple mosaic virus
— ApMV) z rodu llavirus, stejné tak i viry neptibuznymi jako je virus chlorotické skvrnitosti
jabloné (Apple chlorotic leaf spot virus — ACLSV), virus Sarky §vestky (Plum pox virus — PPV)
a virus svinutky tte$n¢ (Cherry leafroll virus — CLRV). Pfi soucasné probihajici infekci viru
Sarky Svestky (PPV), nekrotické krouzkovitosti slivoné (PNRSV), zakrslosti slivoné (PDV)
ajejich spolecném plsobeni vzrlsta patogenita viri, jenZ mlize mit pro hostitele letalni
nasledky (Jarosova 2009).

Virovy genom PDV se sklada ze tfi jednovldknovych RNA s pozitivni polaritou
(+ssRNA), piicemz kazda RNA slozka je jednotlivé balena do virovych kapsid
(Koziel etal. 2017). Nestrukturalni protein, ktery se podili na replikaci viru je koédovan
genomickymi RNA1 a RNA2. Za ptenos viru z bunky do bunky je zodpovédny polypeptid
kodovany RNA3 (pohybovy protein — MP) nachazejici se na 5” konci. RNA3 rovnéz koduje
obalovy protein (CP), ktery se nachazi na 3" konci. Pohybovy protein (MP) je podroben pfimé
translaci z RNA3, zatimco k translaci obalového proteinu (CP) dochazi prostiednictvim
subgenomické RNA4 (Rozak et al. 2019).

3.3.1 Taxonomické zarazeni viru zakrslosti slivoné (PDV)

Virus zakrslosti slivon¢ (PDV) je druhem patticim do fise Riboviria, ¢eledi Bromoviridae
arodu llavirus. Celed Bromoviridae zahrnuje celkem $est rodd, které se dale déli na vice nez
30 druhii. Rada virt z této Geledi obsahuje tiisegmentové, jednovlaknové RNA viry s pozitivni
polaritou a velikosti genomu asi 8 kb. Sférické, nebo baciloformni viriony jsou pienaseny
mechanicky, pylem, nebo neperzistentné hmyzimi vektory. Rod llavirus je tvotfen ikosahedralni
(pramér 26-35 nm), nebo baciloformni strukturou o priméru 18-26 nm a délkou 30-85 nm,
v zavislosti na druhu viru (ICTV 2019). Schématické zobrazeni virovych ¢astic a genomu ¢eledi
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Bromoviridae piedstavuje Obrazek 3 (talk.ictvonline.org). V roce 2016 bylo ve skupiné virt
rodu llavirus predstaveno ICTV nové systematické zafazeni, které zobrazuje Tabulka 4.
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Obrazek 3: A) Schematické a elektronové zobrazeni virovych ¢astic ¢eledi Bromoviridae: a)
Rekonstrukce ¢astice Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) — Bromovirus, b), e)
Schematické znazornéni ikosahedralni ¢astice, ¢) Snimek elektronového mikroskopu

s kontrastem virovych ¢astic Cucumber mosaic virus (CMV) — Cucumovirus, d) Elektronova
hustota castice Alfalfa mosaic virus (AMV) — Alfamovirus, f) Mikrograf s negativnim
kontrastem elektront ¢astic Prune dwarf virus (PDV) — llavirus. B) Schematicka organizace
genomu ¢lenti rodiny Bromoviridae

Zdroj: Upraveno podle https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/positive-sense-
rna-viruses-2011/w/posrna_viruses/252/bromoviridae-figures

Tabulka 4: Zastupci rodu llavirus
Zdroj: Upraveno podle https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/positive-sense-
rna-viruses-2011/w/posrna_viruses/252/bromoviridae-figures

Ilavirus
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 ccv
Elm mottle virus EMoV
Fragaria chilonensis latent virus FCILV
Humulus japonicus latent virus HILV
Lilac leaf chlorosis virus LLCV
Lilac ring mottle virus LiRMoV
Parietaria mottle virus PMV
Prune dwarfvirus PDV
Prunus necrotic ringspot virus PNRSV
Spinach latentvirus SpLV
Strawberry necrotic shock virus SNSV
Tobacco streak virus TSV
Tulare apple mosaic virus TAMV
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3.3.2 Symptomatické projevy

Vysoka variabilita symptomu viru zakrslosti slivoné je zpisobena druhem hostitele,
kmenem viru a teplotou. Jednotlivé kmeny viru tak mohou vyvolat rizné projevy onemocnéni
na jednom stromé. Polymorfismus viru PDV byl zaznamenan asi na deseti druzich poruch, které
se projevily pfedevSim na stromech tfesni. Mezi tyto poruchy patii naptiklad chloroticka
krouzkovitost, chloroticko-nekroticka krouzkovitost, zluta mozaika, krouzkovita skvrnitost,
zloutenka visni a dal$i. PDV na rozdil od pievazné letalniho PNRSV casto zpuisobuje Skodlivé
1éze, které jsou charakteristické v obdobi kvétna a ¢ervna. Tyto 1éze je mozné rozdélit do dvou
skupin, podle jejich projevii. Na tfesnich se jedna o chlorotické a nekrotické skvrny
(viz Obrazek 4) na listech a u broskvoni a §vestek 0 zakrslost (Desvignes et al. 1999). Pfiznaky
infekce se mohou objevit v riznych Zivotnich fazich stromu a jejich projev nemusi byt
v n¢kolika letech od nakazeni viibec zaznamenan. V nékterych ptipadech se ptiznaky virdzy
objevi v prvnim roce po nakazeni do¢asnym zloutnutim listi, které se po kratké dobé vytrati
a strom tak puasobi bezviroznim dojmem. Pfi infekci mladych a vitalnich tfeSni se sym ptomy
projevuji v ruznych ¢astech stromu. U stromi, jenz byly napadeny jsou listy Zlutozelené,
zkroucené a v okoli hlavnich zil zelené. DalSimi projevy infekce mize byt rist dlouhych
vyholenych vétvi, které pfipominaji vrbu a ztrata listii. U tfeSni a vi$ni se po napadeni virem
méni morfologie listu. Zabarveni je normalni, ale tvar listu byva delsi a uzsi nez u viruprostého
jedince. Neni vyjimkou, ze projev symptomd muze byt omezen na uréitou ¢ast stromu.
Zasazeny byvaji spodni ¢asti listové plochy, ohniskova mista, nebo jen jedna vétev z celého
stromu (JaroSova 2009).

Obrazek 4: Symptomatické projevy na listech tie$ni zptisobenych PDV: A) chloroza
sttednich a sekundarnich zil; B) chlorotické kruhy a skvrny; C) mramorovani a zvrasnéni
listt; D) nekrotické skvrnky; E) chlorotické a nekrotické pruhy a skvrny; F) nekroza

a praskani listové Cepele.

Zdroj: Upraveno podle Kamenova et al. (2019).
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4 Metodika
4.1 Cil prace

Cilem této prace bylo ozdraveni perspektivnich hybridi tfeSni pomoci chemoterapie
vinvitro podminkach pomoci antivirotika ribavirinu. Pro ozdravovani byly vybrany
tfi perspektivni genotypy tfeSni z pokusnych vysadeb novoslechténi Vyzkumného
a lechtitelského tstavu ovocnaiského v Holovousich s.r.0. (dale jen VSUO), u nichZ byla
testovanim metodou ELISA zjiSténa ptitomnost viru PDV.

4.2 Rostlinny material

Rostlinny material pro ozdravovani byl odebran na pocatku tunora 2018
ze tti perspektivnich genotypt tfesni, které svymi vlastnostmi splituji veSkeré ptedpoklady
pro zatazeni do §lechtitelského programu VSUO. U vybranych genotypii byl v laboratofi
detekovan pozitivni vysledek na PDV bez smésné infekce S ostatnimi viry. Vybrané genotypy
zobrazuje Tabulka 5.

Tabulka 5: Vybrané genotypy tfesni
Zdroj: Autorka

Oznaceni genotypu Matka Otec
HL 13590 "Kordia’ "Vic’
HL 16 703 ("Kordia” x "Starking Hardy Giant") "Regina’
HL 10100 "Van’ "Napoleonova’

4.2.1 Odbér rostlinného materialu

Pro zalozeni nové tfeSiiové kultury je nejvhodnéj$i odbér rostlinného materialu
Z dormantnich vyhonti v dobé vegeta¢niho klidu, coz je u tfeSni mozné jiz poc¢atkem prosince.
K odbéru byly zvoleny ptevazné jednoleté vyhony s dostate¢nym mnozstvim listovych pupent.
Vyhony s kvétnimi pupeny nejsou zcela vhodné z diivodu malého mnozstvi diferencovanych
rustovych vrcholl. Vychozi rostlinny material byl odebran ze ¢tyf svétovych stran koruny
stromu vybranych genotypi tie$ni a testovan v akreditované laboratoii VSUO na piitomnost
viru zakrslosti slivoné¢ (PDV) a viru nekrotické krouzkovitosti slivoné (PNRSV) metodou
ELISA (z angl. enzyme-linked immunosorbent assay).

4.2.2 Piiprava rostlinného materialu pro zaloZeni in vitro kultury

Odebrané vyhony byly pfed dalSim postupem promyty pod tekouci Cistou vodou,
Z divodu eliminace mikroflory, ktera na rostlinach ptfeziva ve venkovnim prostiedi. Takto
osetfené vyhony byly ve spodni ¢asti Sikmo sefiznuty, umistény do vhodné nadoby s Cistou
vodou a ponechany pii bézné pokojové teploté 2 az 3 tydny rasit. Behem tohoto obdobi
probihala priibéZzna kontrola stavu vody v nadobach, popfipadé jeji vymeéna, a vyhony byly

21



s ohledem na jejich stav ve spodni ¢asti op&tovné sefiznuty. Po naraseni listovych pupenti byly
odebrany primarni explantaty vhodné pro zaloZeni nové in vitro kultury. V certifikované
metodice VSUO Holovousy (Papritein et al. 2017) je uvedeno, Ze in vitro kulturu je vhodné
zakladat z rustovych vrchold vétsich nez 0,2 mm, Ruzi¢ & Vujovi¢ (2008) uvadéji 0,5 mm,
z diivodu uchovani genetické stability.

4.2.3 Priprava pracovniho prostiedi a pomiicek pred nasazovanim primarniho
explantatu

Pred vlastnim odebiranim primarnich rostlinnych explantatt je velice dilezita dezinfekce
vSech pracovnich pomiicek a ploch pouzivanych pti zakladani nové in vitro kultury, aby
se zamezilo jeji ptipadné kontaminaci. Pracovni pomucky (Petriho misky, skalpely a pinzety)
byly po zékladnim umyti v teplé vod¢ se saponatem a oplachnuti destilovanou vodou umistény
do horkovzdu$né susarny, kde probéhla sterilizace pfi 160 ‘C po dobu 180 minut. Sterilita
pracovniho prostiedi byla zajisténa pomoci laminarniho boxu (flow boxu), ve kterém proudi
vzduch pies HEPA filtry a tim udrzuje vnitini prostor bez nezadoucich mikroorganismu
(viz Obrazek 5).

Obrazek 5: Laminarni boxy (Flow box)
Zdroj: Autorka

Vnitini plocha laminarniho boxu byla pied zacatkem praci vydezinfikovana prostiedkem
s baktericidnim, fungicidnim a virucidnim G¢inkem (Incidur), pouzivanym v medicinské praxi
avysvicena UV zafenim po dobu 30 minut. Pro pribéznou dezinfekci ploch a naradi byl pouzit
70 az 90% ethanol. Pred zapocetim praci byly skalpely, pinzety a Petriho misky opaleny
nad plynovym kahanem. Po celou dobu praci s rostlinnym materialem je nezbytné nutné zajistit
sterilni prostfedi uvnité laminarniho boxu, v¢etné dezinfekce rukou a pracovniho nacini.
Piipravené kultivaéni médium bylo oSetfeno v autoklavu pii teploté 120 °C a tlaku 100 kPa
po dobu 25 minut.
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4.2.4 Slozeni kultivaéniho a antivirotického média

Pro nasazeni a multiplikaci primarnich explantati bylo pouzito MS médium podle
Murashige and Skoog (1962) supravenym mnozstvim vitamint, cukri a fytohormona
(cytokynintl). Na zakladé vysledkti metodiky VSUO Holovousy (Paprstein et al. 2017)
a poznatki Mansseri-Lamroui et al. (2011), bylo zakladni médium obohaceno
0 6- benzylaminopurin (BAP) v koncentraci 4 mg.l", na kterém dosahovala multiplikace
nejlepsich vysledki. Pro ozdravovani bylo pouzito zakladni MS médium s ptidavkem
antivirotika ribavirinu v koncentracich 40 a 80 mg.l". Ribavirin je preparat s virostatickymi
ucinky, které zabranuji mnozeni viru. Z chemického hlediska je definovan jako 1-beta-D-
ribofuranosyl-1-2-4-triazolecarboxamid a svym slozenim je podoben sacharidu D-ribosa,
ze kterého je odvozen (Sedlak & Paprstein 2017). Jedna se o systémové antivirotikum
rozpustné ve vodeé, zaloZené na syntetickém analogu nukleosidu plisobicim proti nékterym
RNA a DNA virtim (http://lekarske.slovniky.cz/lexikon-pojem/ribavirin), které ma svtij ptvod
vV humanni mediciné jako 1€k na virova respira¢ni onemocnéni (Sedlak & Paprstein 2017).
Antivirotikum lze ke kultivaénimu médiu do Erlenmeyerovych ban¢k ptidat az po sterilizaci
v autoklavu pomoci mikrofiltri s antibakterialni Gpravou. Modifikované MS medium
zobrazuje Tabulka 6.

Tabulka 6: Slozeni modifikovancho MS média. Prvky jsou uvedeny v mg na 1 litr média.
Zdroj: Upraveno podle VSUO Holovousy.

Slozka | mg.I* Slozka I mg.I* Slozka | mg.I*
Makroprvky Mikroprvky Vitaminy
NH;NO, 1650 H;BO; 6,2 Thiamin 0,1
KNO; 1900 Kl 0,83 Pyridoxin 0,5
CaCl,-2 H,0 440 NaMoO, -2H,0 0,25 Kyselina 0,5
nikotinova
MgSO,-7 H,0O 370 CoCl,-6H,0 0,025 Myo-inositol 100
KH,PO, 170 CuS0,'5H,0 0,025
H;BO, 6,2 FeSO, 7H,0 27,8
Ostatni v mg.I!
MnSO,-4H,0 22,3 Glycin 2
Na,EDTA-2H,0 37,3 Sachar6za 30000
ZnS0O,-7H,0 8,6 Agar 7000
BAP 15
pH 58
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4.2.5 ZaloZeni in vitro kultury a podminky kultivace

Narasené listové pupeny byly z jednoletych vyhontu vypreparovany pomoci skalpelu
s vyménitelnou cepeli, zbaveny obalovych Supin, sefiznuty v bazalni a listové ¢asti, pfeneseny
do laminarniho boxu a dezinfikovany (viz Obrazek 6). K dezinfekci byl pouzit chlorid rtut'naty
(HgCl,) na zakladé poznatkt Cieslinska (2007), Hossini et al. (2010), Paprstein et al. (2017)
v 15% koncentraci s pfidavkem smacedla (Jar) po dobu jedné minuty. Po dezinfekci byly
explantaty proplachnuty ve sterilni destilované vodé¢ s kapkou smacedla a osuSeny na sterilni
bunicité vaté. Takto oSetfené axilarni pupeny byly umistény po jedné do Erlenmeyerovych
ban¢k 0 objemu 100 ml, sobsahem 25 ml kultiva¢niho média, uzavieny hlinikovou folii
opalenou nad plynovym kahanem a ptfeneseny do kultivacni mistnosti. Kultivacni mistnost
je vybavena posuvnymi regaly se sklenénymi policemi podsvicenymi zativkami a stabilnim
svételnym (16 hodin svétlo a 8 hodin tma), a teplotnim rezimem (22 °C = 1 °C). Kultiva¢ni
mistnost zobrazuje Obrazek 7.

Obrazek 6: a) Axilarni pupen pted dezinfekci, b) Primarni explantat
Foto: Autorka

Obrazek 7: Kultiva¢ni mistnost
Foto: Autorka
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4.2.6 Mnozeni rostlinného materialu Vv in vitro kulture

Rozmnozeni ptivodniho rostlinného materidlu bylo klicovym faktorem pro budouci
chemoterapii. Dostate¢né mnozstvi rostlin bylo zajisténo mikropropagaci vychozich primarmich
explantati na modifikovaném MS médiu s piidanim fytohormond. Po 30 dnech na médiu
MSse4 mg.l? BAP se zvysil narGst aktivni hmoty a rostliny mohly byt opétovné
subkultivovany. Pro dalsi multiplikaci byly pouzity ristové vrcholy s meristematickymi pletivy
a nasazeny na nové kultivaéni médium (Sedlak & Paprstein 2017). Mnozeni jednotlivych
genotypi bylo pravdépodobné ovlivnéno rodicovskymi kombinacemi, coz Se projevilo
rozdilnym poctem prytl vyrustajicich z axilarnich pupent a jejich vitalitou. Béhem kultivace
se u ¢asti multiplikovanych jedinct projevila mikrobialni kontaminace (viz Obrazek 8). Takto
kontaminované rostliny byly v neotevienych Erlenmeyerovych bankach znehodnoceny
Vv autoklavu.

Obrazek 8: Kontaminované explantaty: a) plisen, b) kvasinka
Foto: Autorka

4.3 Chemoterapie

K chemoterapii byly pouzity namnozené vyhonky vybranych tfesnovych genotypti a jako
G¢inna latka Sirokospektralni antivirovy nukleosid ribavirin v koncentraci 40 a 80 mg.I™.
Cieslinska (2007), Sedlak & Paprstein (2017) a Sedlak et al. (2019) uvadéji, ze pfi
koncentracich nad 40 mg.I"! vznika velké riziko fytotoxicity, Hauptmanova & Polak (2011)
uvadéji koncentrace 60 mg.l™ a vy$si. Z primarnich explantatt byly po multiplikaci odebrany
vrcholové ¢asti obsahujici meristematicka pletiva, sefiznuty na velikost 0,5 — 1 cm a ponotfeny
celou svou plochou do Erlenmeyerovych ban¢k s antivirotikem, kde byly ponechany po dobu
Ctyt tydnt. Béhem této doby se u nékterych klond projevily znamky fytotoxicity a rostliny
uhynuly (viz Obrazek 9). Po ¢étytech tydnech byly rostliny subkultivovany na modifikované
MS médium s 1,5 mg.lI"* BAP, kde byly z diivodu regenerace ponechany dal$ich t¥icet dni.
V regeneracni fazi pokusu doslo k tthynu dal$ich meriklonti nasledkem fytotoxicity, ktera
se projevila riznym stupném intenzity. Vyznamné rozdily byly viditelné i v mezidruhovém
porovnani jednotlivych genotypu.

25



MS 4 RIBAVIRIN] %

MS + RIBAVIRIN ” /C
o S+ Rl 1R
Ho mg [ L ™7 ot s IS

Obrazek 9: Projevy fytotoxicity po 4 tydnech na antivirotickém médiu
Foto: Autorka

MS + RIBAVIRIN

5 Vysledky

Na zéaklad¢ pozitivnich vysledki testtt metodou ELISA, které prokéazaly pfitomnost viru
PDV, byly vybrany tfi perspektivni genotypy tfesni. Virus byl v rostlindch detekovan
samostatné, bez pfitomnosti dalSich virovych patogenii a v riznych koncentracich. Vzorky byly
odebrany ze Ctyf svétovych stran stromu a testovany z naraSenych listovych pupeni. Béhem
mikropropagace bylo zajisténo dostatené mnozstvi rostlinného materialu vhodného
k ozdravovani. Pfed vlastni chemoterapii byly vybrané rostliny pietestovany metodou ELISA
na pritomnost viru PDV s pozitivnimi vysledky.

5.1 Mikropropagace pred ozdravovanim

K mikropropagaci byly pouzity narasené axilarni pupeny dezinfikované v 0,15% HgCl,
S pfidanim smacedla (Jar) po dobu jedné minuty. Tento zpusob dezinfekce jako ucinnou
variantu uvadi Cieslinska (2007), Mansseri-Lamrioui et al. (2011) a Paprstein et al. (2017).
Hossini et al. (2010) poukazuje na nevhodnost pouziti chlornanu draselného a vapenatého
z divodu vysoké kontaminace. Na zakladé poznatkt Manseri-Lamrioui et al. (2011)
a Paprsteinet al. (2017) bylo pouzito modifikované médium MS s piidavkem 4 mg.I"t BAP,
které vykazovalo nejlepsi vysledky multiplikace vlivem pusobeni cytokinini na ristové
vrcholy. Béhem mikropropagace byly u jednotlivych genotypt tie$ni pozorovany rozdily
Vv rustu a multiplikaci primarnich explantatt. U genotypu HL 10 100 ("Van” x "Napoleonova”)
bylo velmi obtizné zajistit dostatecné mnozstvi rostlinného materidlu potiebného
pro chemoterapii. U primarnich explantati tohoto genotypu se netvotila stabilni meristematicka
pletiva a pfi prvni subkultivaci se vétsina nasazenych pupent rozpadla. Piezivsi explantaty
vykazovaly omezenou schopnost multiplikace, coz mohl zpusobit rozdilny metabolismus
Cytokinini a auxinu v rostlinném pletivu (Paprstein et al. 2017) a z toho davodu byl
k ozdravovani pouzit mensi pocet rostlin. BEéhem prvnich tfi mésicti od zaloZeni in vitro kultury
se pocet zivotaschopnych jedincti stabilizoval a explantaty se zacaly multiplikovat.
V nasledujicich Sesti mésicich se podatilo po fazi multiplikace zajistit dostate¢né mnozstvi
rostlinného materialu u vSech tii genotypi, které bylo mozné pouzit pro chemoterapii.
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Rostliny vykazovaly kvalitni olisténi s charakteristickou barvou a dobie proristajici pryty, coz
bylo zakladnim pfedpokladem pro zvladnuti stresu béhem chemoterapie ale i po ni, ve fazi
regenerace. Pribéh multiplikace a pocet rostlin u jednotlivych genotypt vhodnych
pro chemoterapii zobrazuje Tabulka ¢islo 7.

Tabulka 7: Prabéh multiplikace u jednotlivych genotypt

Oznacdeni Matka Otec Nasazeno Pocet Pocet Pocet
genotypu pupent rostoucich rostoucich rostoucich
(ks) po 30 dnech | po 90 dnech | po 180 dnech
(ks) (ks) (ks)
HL 13590 "Kordia” "Vic’ 39 22 12 38
HL 16703 ("Kordia” x "‘Regina’ 49 18 16 52
"Starking Hardy
Giant")
HL 10100 "Van’ "Napoleonova’ 14 12 5 16

5.2 Chemoterapie

Chemoterapie je pro rostliny velice stresujicim faktorem a pii vys$sich koncentracich
antivirotika se mohou projevit fytotoxické reakce jakymi jsou nekrozy ristovych vrcholq,
chlorozy, kadeteni a krouceni listti a ndsledny thyn rostliny.

5.2.1 Preziti explantati

U Zadného genotypu se nepodafilo zachovat pavodni pocet rostlin, jaky byl pied
ozdravovanim, bez ohledu na koncentraci pouzitého antivirotika. Po¢et meriklonti, které prezily
chemoterapii pti koncentraci 40 mg.I"t ribavirinu po dobu tficeti dnd se u jednotlivych genotypt
lisil. Vzorek HL 13 590 (“Kordia” x "Vic") se projevil jako stabilni béhem chemoterapie i po
ni. Ztrata rostlinného materialu ¢inila 30 %. Oproti ostatnim genotyptim nedoSlo pii nizsi
koncentraci antivirotika u tohoto vzorku k ahynu rostlin béhem regeneraéni faze. U vzorku
HL 10 100 ("Van” x "Napoleonova’) se projevily znamky fytotoxicity az v regeneracni fazi,
kdy doslo k thynu 33,3 % meriklon®. Nejvétsi ztraty byly zaznamenany u vzorku HL 16 703
[("Kordia” x "Starking Hardy Giant") x "Regina’], kdy po chemoterapii rostlo 50 % meriklont
a po regeneracni fazi pouze 25 %.

U koncentrace ribavirinu 80 mg.I"* byl nejvétsi uhyn rostlin zaznamenan az ve fazi
regenerace, kdy piezilo z celkového mnozstvi nasazenych rostlin pouze 5,3 % ze vSech tii
genotypl. Ve srovnani mezi obéma fazemi se fytotoxicita ve vétsi mife projevila az béhem
regenerace na kultivatnim médiu MS s 15 mg.l? BAP. Vzorek HL 10100
("Van” x "Napoleonova’) vykazoval nejvyssi miru fytotoxicity po regeneracni fazi a vSechny
rostliny uhynuly. Nejlépe snasel chemoterapii vzorek HL 16 703 [('Kordia“ x “Starking Hardy
Giant") x "Regina’], u kterého po tficeti dnech 1éEby piezilo 62 % meriklonti, nasledoval vzorek
HL 10 100 (Van x Napoleonova) se 60 % a nejméné tolerantni k chemoterapii byl vzorek
HL 13590 (‘Kordia“ x "Vic"), u kterého piezilo pouze 33,3 % meriklont (viz Tabulka 8).
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Tabulka 8: Pribéh chemoterapie a pocet testovanych rostlin

Genotyp Pocet Roste po Roste po Roste po Roste po Testovano
meriklonu chemoterapii chemoterapii regeneraci regeneraci (ks)
40 mg.I* (ks) (%) (ks) (%)
HL 13590 20 14 70,0 14 70,0 14
HL 16 703 24 12 50,0 6 25,0 6
HL 10 100 6 6 100,0 4 66,7 4
Genotyp Pocet Roste po Roste po Roste po Roste po Testovano
merikloni chemoterapii chemoterapii regeneraci regeneraci (ks)
80 mg.I* (ks) (%) (ks) (%)
HL 13590 12 4 33,3 1 8,0 1
HL 16 703 21 13 62,0 1 4,8
HL 10 100 5 3 60,0 0 X X

Ze statistického hlediska jsou u jednotlivych genotypl patrné rozdily mezi pouZitymi
koncentracemi antivirotika a reakci ozdravovanych rostlin na regeneracni fazi. Vysledky
x?testu (chi-kvadrat) ukazuji spojitost mezi koncentracemi antivirotika a ptezitim
ozdravovanych rostlin. Soucasné jsou téz patrné rozdily v reakci na chemoterapii v obou fazich,
shodujicich se s vysledky Hauptmanova & Polak (2011), kteti uvadéji, ze fytotoxicita
se projevuje az pii koncentraci antivirotika 60 mg.l"t a vy$si. Z vysledki y? testu je ziejmé, Ze
U jednotlivych genotypti S ohledem na pocet pirezivSich rostlin, je vyhodnéjsi pouziti
koncentrace 40 mg.l". Dalsi viditelny rozdil je mezi jednotlivymi genotypy reagujicimi
na chemoterapii a jejich odolnost vici antivirotiku, coz je v souladu s vysledky Paunovic et al.
(2007) a Sedlak & Paprstein (2017). Genotyp HL 13 590 (‘Kordia” x "Vic") prokazatelné
reagoval na chemoterapii i regeneracni fazi thynem rostlin, z ¢ehoz vyplyva jeho citlivost
na vyssi koncentraci pouzitého antivirotika. Zajimavy je také fakt, ze 2/3 genotypu reagovaly
na celkovy pritbéh chemoterapie az ve fazi regenerace. Vysledky »? testu po chemoterapii a po
regeneraci zobrazuji Tabulky 9 a 10. Ocekavané cCetnosti E; (tj. zastoupeni odumfelych
a zivotaschopnych rostlin v jednotlivych kategoriich ocekavané v piipad¢ platnosti nulové
hypotézy) se urci jako E; = (celkovy pocet odumielych rostlin v obou variantach x celkovy
pocet odumfelych i Zivotaschopnych rostlin v jedné variant€) / celkovy pocet odumielych
i zivotaschopnych rostlinv obou variantach.
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Tabulka 9: Vysledky »? testu po chemoterapii
Zdroj: Autorka

PO CHEMOTERAPII
Ocekavané
AL dEset 40 mg.I* 80 mg.I1 | Celkem detnosti 40 mg.I*t 80 mg.I* Celkem
Odumi-elé 6 8 14 Odumi-elé 8,75 5,25 14
Zivotaschopné 14 4 18 | Zivotaschopné 11,25 6,75 18
Celkem 20 12 32 20 12
p= 0,04295037 | p-value<0.05
Ocekavané
AL dE v 40 mg.I?t 80 mg.I* | Celkem detnosti 40 mg.I*t 80 mg.I* Celkem
Odumielé 12 8 20 Odumi‘elé 10,6666667 | 9,33333333 20
Zivotaschopné 12 13 25 Zivotaschopné 13,3333333 11,6666667 25
Celkem 24 21 45 24 21
p= 0,42267807 | p-value>0.05
AL o 40 mg.I?t 80 mg.I7 | Celkem ng:{:ovsi?e 40 mg.I*t 80 mg.I? Celkem
Odumi‘elé 0 2 2 Odumi‘elé 1,09090909 0,90909091 2
Zivotaschopné 6 3 9 Zivotaschopné|] 4,90909091 | 4,09090909 9
Celkem 6 5 11 6 5
p= 0,08676817 | p-value>0.05

p-value — kritickd hodnota; p>0,05 neni zadna spojitost mezi hodnotami, tzn. plati nulova

hypotéza; p<0,05 existuje spojitost mezi porovnavanymi hodnotami, tzn. potvrzeni

alternativni hypotézy.

Tabulka 10: Vysledky y? testu po regeneraci

Zdroj: Autorka

PO REGENERACI
Ocekavané
i 40 mg.I?t 80mg.I7 | Celkem &etnosti 40 mg.I*t 80 mg.I*t Celkem
Odumfielé 6 11 17 Odumi‘elé 10,625 6,375 17
Zivotaschopné 14 1 15 Zivotaschopné 9,375 5,625 15
Celkem 20 12 32 20 12
p= 0,000714 | p-value<0.05
Ocekavané
AL 4B 0 40 mg.I* 80mg.It | Celkem &etnosti 40 mg.I? 80 mg.I* Celkem
Odumielé 18 20 38 Odumi-elé 20,26667 17,73333 38
Zivotaschopné 6 1 7 Zivotaschopné| 3,733333 | 3,266667 7
Celkem 24 21 45 24 21
p= 0,061658 | p-value>0.05
Ocekavané
RlL DI 40 mg.I? 80mg.I* | Celkem Setnosti 40 mg.I? 80 mg.I? Celkem
Odumi‘elé 2 5 7 Odumi‘elé 3,818182 3,181818 7
Zivotaschopné 4 0 4 Zivotaschopné| 2,181818 | 1,818182 4
Celkem 6 5 11 6 5
p= 0,022097 | p-value<0.05
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5.2.2 Eliminace viru

Pro vyhodnoceni vysledki eliminace viru PDV pomoci chemoterapie byla pouzita
metoda testovani ELISA. Prezivsi meriklony byly testovany po Sedesati dnech. Prvnich tficet
dnt probihala vlastni chemoterapie na modifikovaném kultiva¢nim MS médiu s ribavirinem
v koncentracich 40 a 80 mg.I". Dalsi &tyfi tydny pak probihala faze regenerace
naMSs1,5mg.l? BAP. Vysledky testli prokdzaly 100% uspéSnost 1é€by u genotypu
HL 13 590 ("Kordia” x "Vic") a HL 10 100 ("Van" x "Napoleonova’). Genotyp HL 16 703
[("Kordia” x 'Starking Hardy Giant”) x 'Regina’] se podafilo ozdravit z 83 % u nizsi
koncentrace ribavirinu. U koncentrace ribavirinu 80 mg.I* byla usp&$nost 100%. Vzorek
HL 16 703 12R40 ve vysledku testu vySel jako PP (potenciondlné pozitivni). Vysledky testl
zobrazuje Tabulka 11.

Tabulka 11: Vysledky testovani genotypa tfesné
Zdroj: Autorka

Meriklon Vysledky testi Meriklon Vysledky testu
po chemoterapii 40 mg.I* po chemoterapii 80 mg.I-*
HL 13590 1R40 negativni HL 13590 12R80 negativni
HL 13590 2R40 negativni
HL 13590 3R40 negativni
HL 13590 5R40 negativni
HL 13590 6R40 negativni
HL 13590 7R40 negativni
HL 13590 8R40 negativni
HL 13590 9R40 negativni
HL 13590 10R40 negativni
HL 13590 11R40 negativni
HL 13590 12R40 negativni
HL 13590 13R40 negativni
HL 13590 14R40 negativni
HL 13590 16R40 negativni
Meriklon VysledKky testi Meriklon Vysledky testi
po chemoterapii 40 mg.I! po chemoterapii 80 mg.I-!
HL 16 703 5R40 negativni HL 16 703 15R80 negativni
HL 16 703 6R40 negativni
HL 16 703 9R40 negativni
HL 16 703 10R40 negativni
HL 16 703 12R40 PP
HL 16 703 13R40 negativni
Meriklon Vysledky testi
po chemoterapii 40 mg.I*
HL 10100 1R40 negativni
HL 10100 2R40 negativni
HL 10 100 4R40 negativni
HL 10 100 5R40 negativni

[PP] = potenciondlné pozitivni
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6 Diskuse

Uspésnost zalozeni aseptické in vitro kultury zavisi nejen na sloZeni kultivaéniho média,
obsahu cytokinint, dezinfekci primarniho explantatu, ale i jeho pavodu. Durkovié (2005),
Cieslinska (2007) a Hossini et al. (2010) se shoduji v uspésnosti dezinfekce primarnich
explantati chloridem rtutnatym (HQCl,). Rozmezi koncentrace tito autoii uvadéji
0,1- 0,2% HgCl,, coz koresponduje s vysledky dezinfekce v této praci, kdy byla pouzita
15% koncentrace této latky. Délka aplikace se ve srovnani s vySe uvedenymi autory lisi.
K eliminaci kontaminace pti zakladani aseptické in vitro kultury bylo dostacujici ptisobeni
chloridu rtutnatého po dobu jedné minuty, coz je v souladu s vysledky Paprsteinet al. (2017).

Primérni explantaty vSech tii genotypi tfesni byly nasazeny na modifikované kultivacni
médium MS s piidavkem 4 mg.I* BAP. Durkovi¢ (2006) poukazuje na rozdily v multiplikaci
v souvislosti s pouzitym druhem fytohormont, jejich koncentraci, ale i odlisnymi genotypy.
Manseri-Lamrioui et al. (2011) porovnaval ve své praci ucinky tii druhd cytokinind:
BAP (6- benzylaminopurin), 2iP (2-isopentenyladenin) a Kin (kinetin). Z jeho vysledka
je ziejmé, ze u BAP se projevily nejlepsi vysledky nejen u multiplikace, ale i u kvality
explantati. Jako nejvyhodné;jsi uvadi koncentraci 2 mg.I"t BAP. Axilarni pupeny se v priméru
objevovaly ¢asté&jiu koncentrace 2 a 4 mg.I"t BAP. Manseri-Lamrioui et al. (2011) se ve svych
vysledcich shoduje s Durkovié (2006). Podle této prace je ptisobeni cytokinint ovlivnéno nejen
genotypem, ale i druhem explantatu. Rozdily v rustu a multiplikaci jednotlivych genotypt
se projevily i béhem mé prace. Genotyp HL 10 100 (“Van” x "Napoleonova’) vykazoval
nejmensi pocet zivotaschopnych jedinct. Primarni explantaty tohoto genotypu byly slabé,
netvofily rustové vrcholy a béhem prvnich tiech subkultivaci se rozpadaly. Explantaty, které
prezily, tvotfily minimalni pocet ristovych vrcholi, vyvinutych z axilarnich pupenti, potiebnych
k multiplikaci.

K ozdravovani vybranych genotypu tfesni bylo pouzito antivirotikum ribavirin ve dvou
rozdilnych koncentracich. Cieslinska (2007) a Sedlak & Paprstein (2017) se shoduji v zavéru,
ze citlivost rostlin na 1é¢bu ribavirinem muze zptusobovat projevy fytotoxicity s ohledem
navysi pouzité koncentrace antivirotika. Genotypové specifické rozdily v reakci
na chemoterapii, se podle jejich vysledkt projevuji nejen u zastupcti jednoho rodu, druhu, ale
i napfi¢ ¢eledi rizovitych. Koncentrace antivirotika 40 a 80 mg.I*t byla v této praci zvolena
na zakladé poznatki Paprstein et al. (2013), z nichz vyplyva, Zze nizka koncentrace (20 mg.I?)
ribavirinu muze byt v nékterych piipadech pii ozdravovani jabloni ptilis nizka. Ke stejnému
vysledku ve své praci dosel i Paunovic et al. (2007) u slivoni a Sedlak et al. (2019) u jahodnik.
VSichni vySe uvedeni autofi se téz shoduji na tom, Ze GspéSnost eliminace virit pouzitim
ribavirinu zavisi nejen na druhu rostliny, viru, jeho kmenu a koncentraci virovych ¢astic
Vv rostling, ale i na pripadné smésné infekci.

Pti 1écbé vybranych genotypt v této praci se fytotoxicita projevila u obou zvolenych
koncentraci, coz je v souladu s vysledky, které uvadi Cieslinska (2007) a Sedlak & Paprstein
(2017). Paunovic et al. (2007) uvadi charakteristické projevy fytotoxicity az u koncentrace
80 mg.I"t a vyssi. Rozdilné reakce na chemoterapii se projevily i u jednotlivych genotypt
pouzitych v této praci. U koncentrace 40 mg.I" nejlépe chemoterapii snasel genotyp HL 13 590
("Kordia” x "Vic"), u kterého se po chemoterapii a regeneraéni fazi podatilo udrzet stejny pocet
rostlin. U genotypu HL 10 100 ("Van’ x "Napoleonova’), ktery vykazoval nejmensi schopnost
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multiplikace, se reakce na chemoterapii projevila az ve fazi regenerace, kdy pocet meriklont
klesl 0 33,3 %. Nejnizsi tolerance k chemoterapii byla zaznamenana u genotypu HL 16 703
[("Kordia” x ’Starking Hardy Giant’) x "Regina’], kdy po regenera¢ni fazi rostlo pouze
25 % meriklonti. Projevy fytotoxicity u koncentrace 80 mg.It byly v nejvy$si mife
zaznamenany az ve fazi regenerace, kdy od genotypu HL 13 590 ("Kordia” x "Vic")aHL 16 703
[("Kordia” x "Starking Hardy Giant") x "Regina’] ptezil pouze jeden meriklon. Pro genotyp
HL 10 100 ("Van" x "Napoleonova’) méla chemoterapie letalni nasledky, ¢imz se potvrzuji
vysledky uvedené v praci Paunovic et al. (2007).

[ Zavér

V soucasné dobé je metoda in vitro mikropropagace vyuzivana mnohymi védeckymi
pracovisti vV oblasti riznych vyzkumnych projektu. V ptirozenych podminkach trvalych kultur
je t€zké udrzet bezvirdzni jedince v Sirokém spektru ovocnych plodin. Tyto kultury jsou
napadany riznymi druhy at’ uz jednotlivych, nebo smésnych virovych infekci, coz zpisobuje
snizeni vynosu a jejich vitality. Zdravy vychozi péstebni material je klicovym prvkem pro
dnesni Skolkafstvia ovocnaistvi (Paprsteinet al. 2017).

V této praci bylo primarnim cilem ozdravit perspektivni genotypy tFeSni pomoci
chemoterapie a tim zajistit viruprosté rostliny pro budouci lechtitelské ucely. Vysledky pokusu
potvrdily hypotézu, ze pomoci chemoterapie s pouzitim nukleosidového antivirotika ribavirinu
Ize Gisp€sné z meristému tfesni zcela odstranit virové ¢astice, coz bylo prokazano i testovanim
metodou ELISA.

Od prvotniho nasazeni primarnich explantatt byly patrné vyrazné rozdily v jejich rustu,
mife multiplikace i reakci na chemoterapii. Béhem realizace projektu se projevil vliv
kultivaénich médii a koncentrace fytohormonli na celkovou vitalitu a Zivotaschopnost
primarnich explantatl. Z této skutecnosti vyplyva, Ze slozeni kultivacniho média, koncentrace
a druh pouzitych fytohormont je dilezité ptizplsobit specifickym potfebam konkrétnich
genotypu. Kazdy jednotlivy genotyp vSak reaguje na slozeni kultivaéniho média rozdilnym
zpusobem a najit idedlni koncentraci cytokinini je vzhledem Kk vysokému mnozstvi
rodi¢ovskych kombinaci velice obtizné.

Stejné tak, jak odlisn¢ reagovaly explantaty na slozeni kultivaéniho média, projevily se
I rizné reakce po aplikaci antivirotika. Prubéh a kone¢né vystupy chemoterapie vykazovaly
rozdilnou citlivost jednotlivych genotypi k nukleosidovému antivirotiku i rizné stupné
fytotoxicity. Ziskané vysledky v projektu ozdravovani in vitro kultur a eliminace viru PDV, tak
oteviraji Sirokou Skélu dalSich variant pro navazujici vyzkum v této oblasti. At uz by se jednalo
0 slozeni kultiva¢nich médii a koncentraci cytokininti pro zakladni zalozeni in vitro kultury
s ohledem na jednotlivé genotypy a ovocné druhy, nebo pouziti antivirotik s rozdilnou
koncentraci chemoterapeutické latky a doby, po kterou by byly explantaty na médiu udrzovany.
Soubézné s touto praci probihd pokus, ve kterém byly explantaty z vybraného genotypu tiesné
S dobrymi multiplikaénimi 1 rdstovymi vlastnostmi umistény na antivirotické médium
s koncentracemi ribavirinu 20 mg.I"t, 40 mg.I"t, 60 mg.I* a 80 mg.I. Podle modelu prace
Hauptmanova & Polak (2011), byly ristové vrcholky vystaveny chemoterapeutické 1é¢be
po dobu 13 tydnd. Béhem tohoto obdobi se u koncentrace 40 mg.I" a vyssi, projevila vysoka
mira fytotoxicity a rostliny z vétsi ¢asti uhynuly, coz potvrdilo vysledky Paunovic et al. (2007).

32



U koncentrace ribavirinu 20 mg.I byly rostliny vitalni béhem 1é¢by, i ve fazi regenerace,
ve které dochazelo i k multiplikaci explantati jednotlivych meriklont. V soucasné dobé
je planovan projekt s pouzitim niz§i koncentrace antivirotikas delsi dobou puisobeni, u kterého
je vetsi pravdépodobnost preziti rostlinnych explantatd a tim i vyssi uspésnost aplikované
chemoterapie.
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