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Metodika terapie virovych patogent pomoci kryoprezervace

V soucasné dobé je ve Skolkarské produkci rostlinného materialu kladen dliraz na mnozeni
zdravého materidlu. Z tohoto dlvodu je nutné vénovat tématu zdravé bezvirézni sadby
pozornost pfi uchovani kolekci genovych zdrojl vegetativné mnozenych rostlin. Nékteré viry
maliniku je obtizné stavajicimi metodami termoterapie ¢i chemoterapie odstranit z
rostlinného hostitele. Proto byla, na prikladu viru c¢erné nekrézy maliniku (black raspberry
necrosis virus, BRNV), vyvinuta komplexni metodika testovani zdravotniho stavu a kryoterapie
u maliniku. Vysledny metodicky postup umozZnuje ozdravit malinik od BRNV pomoci
kryoterapie in vitro kultur. UZivatelem metodiky je MZe, které ji uplatni v rdmci ,Narodniho
programu konzervace a vyuZivani genetickych zdroji rostlin, zvifat a mikroorganisma
vyznamnych pro vyZivu a zemédeélstvi“.

Kli¢ova slova: malinik; BRNV; kryoterapie; in vitro.

Virus eradication method by cryopreservation tool - a cryoknife

Currently, in the nursery production of plant material, emphasis is placed on the
propagation of healthy material. For this reason, it is necessary to pay attention to the topic
of healthy virus-free nuclear stock when preserving collections of genetic resources of
vegetatively propagated plants. Some raspberry viruses are difficult to remove from the plant
host by existing methods of thermotherapy or chemotherapy. That is why, using the example
of black raspberry necrosis virus (BRNV), a comprehensive methodology for testing health
status and cryotherapy in raspberry was developed. The resulting methodical procedure
makes it possible to eradicate BRNV from raspberry using cryotherapy of in vitro cultures. The
user of the methodology is the Ministry of Agriculture, which applies it as part of the "National
Program for the Conservation and Use of Genetic Resources of Plants, Animals and
Microorganisms Important for Nutrition and Agriculture".

Key words: raspberry; BRNV; cryotherapy; in vitro.



Vydal Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i.
2023



Obsah:

b)
c)
d)

VI.
VII.
VIII.

011 I3 =] o Yo 11 V2SS 7
UVOU oottt ettt s st s et s st ettt s s s sttt a st es et s s et s s s an e 7
VAT g T oY X ISl 3 1= oo 11U PR 9

Y 1T -1 PRSP TSRPPR 9

KW OPrEZEIVACE ... 12

ANalyza VIroVENO PAtOZENU ....ccciuiiiiiiiiiie ettt e e s 15

ShINULT KryOterapi©. .. ueee i e e e e e 17
SrovNANi NOVOSTE POSTUPU ..vveeeeiiiiieeceiiiee ettt e e e e e e e naa e e s e snnaeeeenns 18
Popis UPlatN&ni METOIKY .......oeeiiiiieeeece e e e 18
EKONOMICKE @SPEKLY....uviiieiiiiie e e e e e aae e e 18
Seznam PouUZité SOUVISEJICT lItEratury.....cciviuiiii i 20
Seznam publikaci, které predchdzely metodice........cocuvveriiiiiiiiiiiiee e 22
DBAIKACE ...ttt e et e e st e e e et e e e e areeeean 22
AL =T = oY o T o 1=T oY AV [ SRR 22



I. Cil metodiky

Cilem metodiky je vyvinout a otestovat postup ozdraveni maliniku (Rubus idaeus L.) od
vybraného virového patogenu pomoci kryoterapie in vitro kultur umoZznujici ziskani a uchovani
zdravého genofondu maliniku.

Il. Uvod

Malinik (Rubus idaeus L.) je péstovan pro vynikajici plody jak v Ceské republice, tak v jinych
zemich mirného pasma. Vzhledem k tomu, Ze malinik je viceleta plodina, kultivary a elitni
Slechtitelské linie musi byt udrzovany jako kolekce rostlin na poli nebo jako kultury in vitro.
Oba zpusoby udrzby kolekce nejsou optimalni hlavné kvali mnoha virovym a jinym chorobam
pfenasenym do kolekci rostlin z planych malin na poli (Tapio a kol., 1997) a pracnosti, dalSim
nakladdm nebo moZnym somaklonalnim variacim spojenym s kultivaci in vitro. Z tohoto
dlvodu je v soucasnosti kryoprezervace povazovana za perspektivni metodu dlouhodobého
uchovani genotypu beze zmén u skladovaného materidlu. Sakai a Nishiyama (1978) jako prvni
Uspésné kryoprezervovali dormantni pupeny maliniku metodou pomalého mrznuti z -5 °C do
-45 °C pred samotnym ponorenim do kapalného dusiku. Reed a Lagerstedt (1987) pouzili pro
kryoprezervaci vzrostnych vrcholl in vitro kultury maliniku kryoprotektivni roztok slozeny z
polyetylenglykolu, mocoviny a dimethylsulfoxidu (DMSO). Po pomalém predmrazeni do -40 °C
a nasledném ponoteni do kapalného dusiku dosahly regenerace pod 10 %. Reed (1988) zjistila,
Ze chladové otuzovani in vitro kultur maliniku zvysilo jejich preziti na 67 %. V soucasné dobé
se vzhledem k usnadnéni a urychleni postupll kryoprezervace zacind vyuzivat vitrifikacnich
metod, kdy se za pomoci sklotvornych latek dosahne v kryoprezervovanych pletivech
vitrifikace neboli skla (Volk a Walters 2006; Zamecnik a kol., 2021). U mnoha rostlin se
k uchovani jejich genetickych zdroji pouziva predevsim vitrifikacni postup zalozeny na roztoku
PVS2 (Sakai a kol., 1990). Ackoliv jsou u tohoto postupu u maliniku dosahovény vysoké
hodnoty regenerace, okolo 75 % (Wang a kol., 2005), tak vzhledem k relativné vysoké toxicité
tohoto roztoku (Kim a kol., 2009) a predevsim s ohledem na potencidlni mutagenni ucinky
jedné ze slozek PVS2 roztoku, a to DMSO (Valencia-Quintana a kol., 2012), se v posledni dobé
objevuji snahy DMSO z vitrifikacnich roztok(i vynechat a pouZit jiné sloZeni roztokd. Jednim
z dalSich pouzivanych kryoprotektivnich roztokd je napf. PVS3 (Nishizawa a kol., 1993; Wang
a kol., 2020), ktery DMSO neobsahuije.

Dostupnost zdravych rostlinnych materiald je pro zabranéni Sifeni virovych patogend, které
snizuji nebo nici produktivitu rostlin, zasadni. Mnoho druhd rodu Rubus se mnozi vegetativné
a je vystaveno infekénimu tlaku vice nez 30 zndmym virdm béhem vyvoje, mnoZeni a produkce
ovoce (Martin a kol., 2013; Koloniuk a kol., 2023). Existuje nékolik metod k odstranéni
rostlinnych patogenll ze genofondl rostlinného materidlu, véetné meristémové kultury,
termoterapie, chemoterapie a kryoterapie (Grout 1999; Cheong a kol., 2014; Wang a kol.,
2018; Zhang a kol., 2019; Bhat a kol., 2020). Principem vyse uvedenych metod je regenerace
zdravé meristematické &asti rostliny. U meristémové kultury se meristémova cast z rostliny
vypreparuje a pfenese na regeneracni médium. Termoterapie nebo chemoterapie je zaloZena
na snizeni distribuce virovych &astic v rostliné tak, aby se mohly regenerovat zdravé rostliny z
extirpovanych meristém(. Kryoterapie neboli ,cryoknife” je metoda zaloZzend na regeneraci
meristému po vystaveni vzrostnych vrchold kapalnému dusiku (liquid nitrogen, LN), metoda
kryoprezervace. Starsi diferencované tkané jsou ,vyfiznuty” z vzrostného vrcholu, protoze
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nepreziji pdsobeni teplot kapalného dusiku a regeneruji tak pouze zdravé tkané. K ziskani viru
prostych rostlin Ize pouZit kombinaci technik eliminace patogent (Kushnarenko a kol., 2017).
Cilem této metodiky je otestovat postup zaloZzeny na oSetteni in vitro kultur PVS3 jako nastroje
kryoterapie pro ziskani a uchovani zdravého genofondu maliniku.



. Vlastni popis metodiky

a) Material

1. Pristrojové vybaveni
Pro vyuZiti metody kryoterapie in vitro kultur maliniku a analyzy efektivity virové eradikace
je tfeba disponovat nasledujicim pfistrojovym vybavenim:

Vybaveni pro uskladnéni dormantnich pupeni maliniku po jejich odbéru ze sadu a pred
zavedenim do in vitro:
e mrazici box nastavitelny na -4 °C

Vybaveni pro péstovdni in vitro kultur:
e kultivaéni box nastavitelny na 23 °C, 16/8 svételné periodé a 100 - 150 BE s> m™
e parni sterilizator (autoklav)
e horkovzdusny sterilizator
e pH-metr
e laboratorni michacka
e mikrovinnd trouba

Vybaveni pro extirpaci vzrostnych vrcholi z in vitro kultur:
e binokuldrni mikroskop

Pristroje pro odtdti vzorki z teplot kapalného dusiku:
e temperovand deska pro ohfev destilované vody

Uchovani kapalného dusiku a kryoprezervovanych vzorki:
e Dewarova nadoba na kapalny dusik
e Dewarova nadoba pro uloZeni vzorkl v kapalném dusiku

Zdznamy, vypocty a tisk ¢arového kodu:
e PC, tiskarna ¢arového kodu, tiskarna, statisticky SW

Vybaveni pro molekuldrni analyzy
e Dewarova nadoba na kapalny dusik pro homogenizaci vzork(
e pipety pro objemy od 0,1ul do 1000ul
e centrifuga s rotorem pro mikrozkumavky 2 ml
e vortex
e sucha lazen
e nanodrop nebo jiny spektrofotometr
e DNA/RNA UV dekontaminaéni box
e PCR termocykler
e elektroforéza a zdroj napéti
e UViluminator
e lednicka
e mrazdak (-20°C pro uchovani cDNA; -80°C pro uchovani RNA)
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e tiskarna pro tisk stitk( pro oznaceni RNA
e horkovzdusny sterilizator

2. Chemikalie a kultivaéni prostiedky
V nasledujicim seznamu jsou uvedeny vSechny chemikalie potifebné pro kryoterapii in
vitro kultur maliniku a pro analyzu efektivity virové.

Kultivacni média a doplriky:
e MS typ média (Murashige a Skoog, 1962) modifikovany dle Dziedzic a Jagla (2013)
e fytohormony (BAP, IBA)

e agar
e sachardza
e glycerol

e destilovana voda

Chladici a skladovaci médium:
e kapalny dusik

Kit
e Ribospin Plant kit (GeneAll Biotechnology, Seoul, Korea)
e Expin Combo GP mini (GeneAll Biotechnology, Seoul, Korea)

3. Drobné pomticky
Nasledujici pomicky jsou potifebné pro metodu kryoterapie in vitro kultur maliniku a
analyzy efektivity virové eradikace:

Prdce s in vitro kulturami:
e pinzety
e nlzky
e 100 ml Erlenmayerovy bariky, plastové kultivacni nadobky
e popisovace
e Petriho misky rtiznych velikosti (prdmér cca 15 cm)

Predkultivace:
e Petriho misky (10 — 12 cm prameér)
e PE-fdlie

Kryoprezervace:
e plastové pipety (2 ml)
e 2 ml kryoprezervacni ampule (Nalgene)
e hlinikové plisky o rozmérech pfiblizné 20 x 6 mm a tloustce pfiblizné 0,2 mm
e polystyrénova nadoba
e skladovaci krabicky do Dewarovy nadoby
e laboratorni sklo (kadinky)
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Regenerace:
e Petriho misky
e 100 ml Erlenmayerovy bariky

Molekuldrni analyzy

e pinzety

o nlzky

e popisovace

e Petriho misky

o tloucky
pipetovaci Spic¢ky
zkumavky, mikrozkumavky
chladici stojanek
laboratorni sklo
stojanky a skladovaci krabicky

4. Rostlinny material
Vychozim materidlem pro testovani kryoterapie maliniku byly in vitro kultury maliniku
(Rubus idaeus L.) od spolupracujici firmy Jan Holub, s.r.o., odridy 'Tulameen', Obrdzek 1, a
'Autumn First'. Pro multiplika¢ni médium bylo pouZito MS medium modifikované podle
Dziedzic a Jagla (2013), 30 g I"* sachardzy, 1 mg It BAP, 0,1 mg It IBA a 7 g I'* agaru. Kultury
maliniku byly multiplikovany v intervalu 4-6 tydnu ve standardnich kultivacnich podminkach
v kultivaénim boxu (24 °C, 16/8 fotoperioda).

Obrazek 1 In vitro kultura maliniku oer‘]d
"Tulameen'. (Bilav¢ik)
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b) Kryoprezervace

1. Predkultivace

Ze 4 — 6 tydnU staré in vitro kultury maliniku, odrtd 'Tulameen' a 'Autumn First', byly
odebrany tfi nodalni segmenty, Obrdzek 2, a nasazeny na Cerstvé kultivaéni médium. Po 14
dnech bylo ztéchto segmentl extirpovano priblizné 200 vzrostnych vrcholl o velikosti
pfiblizné 1 x 2 mm, Obrdzek 3, a ty byly vystaveny postupné se zvySujici sacharézové
predkultivaci. Prvni den, po extirpaci, byly vzrostné vrcholy umistény na Petriho misku s 0,25
M vodnym roztokem sachardzy. Nasledujici den byl plvodni roztok nahrazen 0,5 M roztokem
sachardzy a dal$i den 0,75 M roztokem sachardzy.

Obrazek 2 Tti nodalni segmenty in vitro kultury maliniku odrddy ‘Tulameen'. (Hammond)

2. PVS3 protokol

Po dalSich 24 hodinach byly vzrostné vrcholy premistény na 20 minut do kadinky s LS
roztokem (2 M glycerol a 0,4 M sachardza ve vodé). Poté byl LS roztok nahrazen roztokem
PVS3 (50 g glycerolu a 50 g sachardzy do 100 ml doplnéné vodou). Nasledné byly vzrostné

Obrdzek 3 Extirpace vzrostnych vrcholl in vitro
kultury maliniku odrtdy 'Autumn first'. (Bilavcik)
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vrcholy po tfech sadach po 10 ks na variantu odebirany z PVS3 roztoku, umistény na hlinikovy
pliSek o rozmérech priblizné 20 x 6 mm, Obrdzek 4, a ponoreny do kapalného dusiku.

3. Ohrev a regenerace

Po minimalné 1 hodiné byly plisky se
vzrostnymi vrcholy z kapalného dusiku
vyndany a okamzité ponofeny do
odtdavaciho 1,2 M roztoku sacharézy ve vodé
o teploté 38 °C. Aplikované expozi¢ni ¢asy
PVS3 roztoku se pohybovaly od 90 do 150 *
minut. Poté byly vzrostné vrcholy nasazeny =
na multiplikacni médium s 0,75 M
sachardzou a umistény do kultivacniho boxu )
do 24 °C a tmy na 3 dny. Po tfech dnech byly 4
vynddny ze tmy a ponechdny ve -
standardnich  kultivacnich  podminkach. oprgzek 4 Vzrostné vrcholy v kapkach PVS3
Kontrolni varianty, predkultivace a LS yoztoku umisténé na hlinikovém plisku.
kontrola, byly oSetfeny stejnym postupem (gijjay¢ik)
odtdvaciho 1,2 M roztoku sachardzy, ale
nebyly vystaveny teploté kapalného dusiku. Preziti (podil zelenych rostlin) a regenerace (podil
prorostlych rostlin) byly hodnoceny po 14 a 28 dnech. Ukazka regenerace vzrostnych vrchold
odridy 'Tulameen' po aplikaci kryoprezervacniho protokolu PVS3, viz Obrdzek 5. Vysledky byly
statisticky vyhodnoceny pomoci SW Statistica (Anova, LSD-test), k prokazani statistické
vyznamnosti rozdild mezi prdméry (P<0,05).

Obrdzek 5 Regenerace vzrostnych vrchold maliniku 'Tulameen' po
kryoprezervaci PVS3 (105 min) oSetfenim kapalnym dusikem. Délka
usecky je 1 cm. (Bilavcik)
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4. Hodnoceni regenerace

U odrudy 'Tulameen' bylo preZiti a regenerace po aplikaci roztoku LS 70 % a 65 %. Expozice
roztoku PVS3 po dobu 90 minut, 105 minut a 120 minut, po nichZ nasledovalo ponofeni do
kapalného dusiku, vedly k preziti 60,0 %, 76,7 % a 53,3 %, v daném poradi a Urovni regenerace
73,3 %, 85,7 % a 56,7 %, vtomto poradi. Malinik 'Autumn First' vykazoval preZiti a regeneraci
po predkultivaci 93,3 %, resp. 96,7 %, a po aplikaci roztoku LS 63,3 %, resp. 66,7 %. Expozice
PVS3 po dobu 90 minut, 105 minut, 120 minut a 150 minut s ndslednym ponofenim do
kapalného dusiku vedla k preziti 66,7 %, 63,3 %, 53,3 % a 36,7 % a regeneraci 66,7 %, 73,3 %,
56,0 % a 56,0 % %. Vysledky preziti a regenerace obou genotyp( jsou uvedeny, viz Obrdzek 6.

Pro hodnoceni ucinnosti virové kryoterapie byla vybrana odrida maliniku 'Tulameen',
protoZe u ni byla v in vitro kultufe detekovana pritomnost viru BRNV. Regenerované rostliny
odridy 'Tulameen' po kryoprezervacnich testech byly jednotlivé subkultivovany alespor dva
mésice a poté byly nejstarsi listy (stafi 2 az 3 mésice) testovany na pritomnost viru BRNV.

Preziti a regenerace maliniku
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Obrdzek 6 Preiiti a regenerace odrid maliniku 'Tulameen' a 'Autumn First' po uvedenych
krocich kryoprezervace PVS3. Varianty predkultivaéniho a nakladaciho roztoku byly bez
expozice kapalného dusiku. Casové varianty od 90 do 150 min byly vystaveny kapalnému
dusiku. TFi sady po 10 vzrostnych vrcholech pro kazdou variantu, svislé pruhy pfedstavuji SD.
Pismena predstavuji vyznamné rozdily, jak bylo identifikovano pomoci ANOVA a ve srovnani s
Fisherovym LSD testem (P<0,05).
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¢) Analyza virového patogenu

Virus ¢erné nekrdézy maliniku (black raspberry necrosis, BRNV) patfi do rodu Sadwavirus
(Celed Secoviridae) a neddvno byl pfejmenovan na Sadwavirus rubi (Thompson et al., 2017,
https://gd.eppo.int/taxon/BRNV00). Virus ma neobalené sférické castice o priméru 35 nm
(Halgren a kol. 2007) a mda segmentovany, bipartitni linearni ssRNA(+) genom. Poprvé byl
popsan Stace-Smithem (1955) v Britské Kolumbii. Byly ziskany celogenomové sekvence
severoamerického a evropského izolatu BRNV (Halgren a kol. 2007, McGavin a kol. 2010).
Hostitelsky okruh viru je omezen na druhy rodu Rubus. Samotny BRNV nevyvolaval zadné
nebo pouze mirné ptiznaky u odrid malin a ¢ervenymi plody (Rubus idaeus), zatimco u
¢ernych malin (R. occidentalis) zpUsoboval silné pfiznaky. Dosud byl popsan jeho vyskyt v
Evropé, Severni Americe a Oceanii
(https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/DMPD/20103096740). BRNV je prenasen
semi-perzistentnim zplsobem msicemi Amphorophora rubi idaei a A. aganthonica (Stace-
Smith 1955, McMenemy, 2009).

Rostliny maliniku odrtdy 'Tulameen' a 'Autumn First' kultivované v kulture in vitro byly
zkoumany pomoci vysoko kapacitniho sekvenovani. Celkova RNA byla izolovdna ze 100 mg
rostlinnych list(i pomoci Ribospin Plant kit (GeneAll Biotechnology, Seoul, Korea) podle pokynt
vyrobce. RNA byla poté oSetfena sadou Zymo-Seq RiboFree Total RNA Library Kit (Zymo,
Irvine, CA, USA) a pouZita pro pfipravu sekvenacni knihovny pomoci NEBNext Ultra I
Directional RNA Library Prep Kit pro lllumina (NEB, Ippswitch, MA, USA). Knihovny byly
zpracovany pomoci sekvenatoru NovaSeq - S4 v rezimu PE 150 bp. U odriady 'Tulameen'
péstované in vitro (5 rostlin) bylo zjiSténo, Ze je infikovana virem c¢erné nekrdzy maliniku
[BRNV, (Celed Secoviridae) (Thompson a kol., 2017)]. Sekvence RNA1 a RNA2 izolatu BRNV
ziskany pomoci HTS byly uloZeny do genové banky GenBank pod pfirtstkovymi ¢isly OR888445
a OR888446. Infikované rostliny byly dale mnoZeny in vitro a pouzity k experimentim pro
eliminaci viru.

Z rostlin odridy 'Tulameen' po oSetreni kryoterapii (103 jedinc() a také z kontrol, které
nebyly vystaveny LN (12 rostlin), bylo odebrano ca 100 mg list( pro extrakci RNA. Vyizolované
RNA (cca 500 ng na kazdych 10 pl reakéniho objemu) byly transkribovany do cDNA pomoci M-
MLV reverzni transkriptdzy (Invitrogen, CA, USA) a nahodnych hexamerovych primer( a poté
testovany pomoci PCR na pritomnost BRNV. Primery 1153/1154 byly pouZity pro amplifikaci
502 bp dlouhého useku genomového segmentu RNA1 (Stuart MacFarlane, osobni sdéleni).
Jeden pl kazdého preparatu cDNA byl pfidan k 10 pl PPP Master Mixu (150 mM Tris-HCI, pH
8,8, 40 mM (NH4)2S04, 0,02 % Tween 20, 5 mM MgCl, 400 uM kazdého dNTP, 100 U/ml Tag-
Purple DNA polymerazy, Top-Bio Ltd., Praha, Ceska republika), 7 ul PCR H,0 a 0,5 uM kazdého
primeru. Pro amplifikaci byly pouzity nasledujici podminky: po pocéateéni denaturaci 1 min pfi
94 °C nasledovalo 35 cykll skladajicich se z 15 s pfi 94 °C, 15 s pfi 60 °C a 1 min pfi 72 °C, poté
koneény prodluzovaci krok 7 minut pfi 72 °C. RNA izolovana z ¢epele listu maliniku, kde byl
BRNV drive identifikovan (izolat A702) a kontrola bez RNA templatu, byly pouzity jako pozitivni
a negativni kontroly pfi kazdém PCR testu. Ctyfi mikrolitry kazdého PCR amplikonu byly
analyzovany elektroforézou v 1% agarézovém gelu, obarvenym pomoci GelRed (Biotium, Inc.,
Hayward, CA, USA) a produkty byly vizualizovany pod UV transiluminatorem.
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Obrdazek 7 Vysledky testu detekce black raspberry necrosis virus (BRNV) pomoci
RT-PCR ve vzorcich maliniku "Tulameen' oSetfeného kryoterapii. W — voda jako
negativni kontrola (beztempldtova kontrola), PC — pozitivni kontrola (BRNV izolat
A702), M —DNA marker 100 bp, shora dold: 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100 bp. Sipky oznaduji pozitivni vzorky. (Franova)
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d) Shrnuti kryoterapie

Prodlouzenim doby oSetfeni roztokem PVS3 za 105 minut mélo za dusledek snizeni preziti
a regenerace vzrostnych vrcholl, Obrdzek 6. Podobny pokles regenerace s prodlouzenou
dobou plsobeni kryoprotektantu, PVS2, popsal Wang a kol. (2005). Nase studie ukazala, ze
pro optimalni regeneraci rostlin maliniku, odrdd 'Tulameen' a 'Autumn First', po
kryoprezervaci bylo vystaveni jejich vzrostnych vrcholl plasobeni kryoprotektivnimu roztoku
PVS3 po dobu 90 aZz 120 minut.

Tabulka 1 U¢innost eradikace BRNV u maliniku 'Tulameen' po kryoterapii. U varianty
vystavené plsobeni kapalného dusiku (LN) byla aplikovdna kryoprezervace pomoci
PVS3. Kontrolni rostliny (kontrola) byly vystaveny celému postupu kryoprezervace,
kromé ponoreni do kapalného dusiku.

Testovano rostlin Bezvirdzni rostliny Ucinnost terapie
(n) (n) (%)
Kontrola 12 11 91,7
LN 103 97 94,2

Vysledky kryoterapie u BRNV pozitivniho maliniku 'Tulameen' jsou uvedeny v Tabulce 1. Po
provedeni kryoprezervace bylo 94,2 % (n=97) jednotlivych regenerovanych rostlin z celkovych
103 na pfitomnost viru negativnich. Kontroly oSetfené PVS3 bez expozice kapalnym dusikem,
mély také vysokou miru eradikace viru, 91,7 % kontrolnich rostlin bylo BRNV negativnich.
V pripadé viru BRNV vysledky naznacuji, Ze postup kryoprezervace, i bez vystaveni kapalnému
dusiku, byl pfi eradikaci viru vysoce ucinny. Je zndmo, Ze systémové patogeny, jako jsou viry,
se Casto nevyskytuji v meristematickych ¢astech kvili meristematickym a mezigenera¢nim
systémim antivirové ochrany (Bradamante a kol., 2021). Je zajimavé, Ze predchozi studie
o eliminaci BRNV z in vitro kultur pomoci tepelné terapie prokdzaly Uplnou eliminaci (Cheong
a kol., 2014). Tento efekt lze vysvétlit tim, Ze virové Castice pravdépodobné nejsou pritomny
pfimo v meristematickych ¢astech vzrostného vrcholu a i pfi pouhém vystaveni roztoku
PVS3,bez plsobeni kapalného dusiku, jsou okolni tkané poskozeny a neregeneruji se spolu se
zdravymi meristémy. Tento ucinek by nebyl mozny, pokud by se virus vyskytoval uvnitf
samotného meristému. To podporuji prace Jones a Murant (1972), Jones a Roberts (1977),
Jones a Jennings (1980), ktefi zjistili, Ze BRNV je obtizné mechanicky prenést z maliniku na
bylinné rostliny. Ackoli Cheong a kol. (2014) uvedli eliminaci BRNV in vitro kultivaci
a termoterapii axilarnich pupen( ostruziniku ojinéného cerného (Rubus occidentalis L.),
stejného rodu jako v nasi préci, pokud je ndam znamo, nase metodicka studie je prvni, kterd
uvadi eliminaci BRNV kryoterapii u maliniku (Rubus idaeus L.).
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IV. Srovndni novosti postupui

Navriena metodika pfinasi novy postup, ktery umoznuje ozdraveni maliniku pomoci in vitro
kultur a jejich kryoprezervace od virového patogenu, BRNV. Doposud nebyl podobny
komplexni metodicky postup terapie maliniku zaloZzeny na kryoprezervaci in vitro kultur
v Ceské republice publikovan. Aplikaci uvedeného postupu je moiné ozdravit a bezpeéné
uchovat sbirkovy materidl v ultranizké teploté v kapalném dusiku v kryobance vegetativné
mnozZenych plodin ve Vyzkumném Ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. v Praze Ruzyni.

V. Popis uplatnéni metodiky

UZivatelem této metodiky bude Ministerstvo zemédélstvi Ceské republiky a to
prostfednictvim ,Narodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroja rostlin,
zvitat a mikroorganismU vyznamnych pro vyZivu a zemédélstvi“. Tato metodika umozni
ozdravit od BRNV a bezpecné uchovat vybrané genotypy maliniku.

VI. Ekonomické aspekty

Kalkulace naklad( na zavedeni kryoprezervacniho postupu uvedeného v metodice zavisi na
tom, zda se zavadi nové cely provoz pro kryoprezervaci nebo se pouze implementuje tato
metodika kryoterapie do stavajictho provozu kryoprezervacni laboratore. V pfipadé, Ze
laboratof jiz postup kryoprezervace pouziva, jsou naklady na zavedeni nové metodiky
predevsim v ¢asti analyz virovych patogentl. Genetické kolekce ovocnych drevin jsou doposud
uchovavany predevsim ve venkovnich kolekcich. Tyto kolekce jsou vystaveny, mimo jiné,
pfedevsim nepfiznivym patogenim, které mohou sbirky degradovat. V soucasnosti je
tendence tyto sbirky hodnotit z hlediska zdravotniho stavu a alespon shirkové vyznamné
genotypy ozdravit a uchovat. V pfipadé klasického zplsobu uchovani ozdravenych materidld
ve specialnich sklenicich, i sitovnicich, které chrani pred prinikem patogend, ¢i jejich vektor(
se naklady na provoz téchto zatizeni v poslednich letech vyrazné zvysuiji. Jen v pfipadé nakladu
na udrzbu a provoz se v poslednich letech ceny zvysily nékolikanasobné a to neni brdno v potaz
vystavba novych zafizeni - pro nové ozdravované polozky. V té souvislosti nabyva na vyznamu
vyuziti novych biotechnologickych metod s vyuzitim in vitro kultur, predevsim kryoprezervace.
Uchovani pomoci samotnych in vitro kultur je mozné, ale z dlouhodobého hlediska je vSak
financné i z hlediska stability genotypd vyhodnéjsi metodou kryoprezervace. V pripadé
kryoprezervace pomoci in vitro kultur jsou vyznamné naklady na praci s tkarniovymi kulturami
v aseptickych podminkach; vybaveni pro sterilizaci (autoklavy, horkovzdusné sterilizatory),
kultivacni boxy, laminarni boxy, laboratorni pristroje pro pripravu kryoprotektivnich roztoka.
Dale je potieba potidit skladovaci Dewarovy nadoby. Do jedné Dewarovy nadoby Worthington
LS 4800 v cené priblizné 150 tis. K¢, Ize uskladnit 4800 2 ml kryoprezervaénich ampuli. Pfi
poctu priblizné 6 kryoprezervacnich ampuli pro jeden ozdraveny genotyp mizZeme skladovat
vjedné nadobé priblizné 800 genotypld. Rocni naklady na provoz (dopliovani
dusiku — priblizné 310 ) jedné Dewarovy nadoby Cini podle dodavatele od 4000 do 15400 K¢.
V pripadé pIné naplnéné Dewarovy nadoby vychazi rocni naklady na kapalny dusik na jednu
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polozku v radu desitek korun. Je nutné pocitat stim, Ze ve fazi pocatku plnéni prazdné
Dewarovy nadoby vzorky se cena rozpocitava na vyrazné mensi pocet vzork( a ddle, Ze je vyssi
spotieba kapalného dusiku v pribéhu ukladani vzorl do Dewarovy nadoby. Také je potieba
pocitat s naklady na samotnou kryoprezervaci/kryoterapii a predevsim na virovou analyzu
vzorku. Virova terapie a analyza se vSak musi provadét i u genotypu, které jsou ozdravovany
pomoci in vitro technologii a umistovany pro uchovani do standardnich zafizeni jako je sklenik
¢i sitovnik, takZe neni potieba tyto polozky kalkulovat. Malinik jakoZto vytrvald plodina mdze
byt ve vysadbach péstovana i po nékolik desetileti. Ztohoto dlvodu je vysoka
pravdépodobnost, Ze rostliny v sobé akumuluji viry a tim slouzi jako rezervoary pro dalsi
rostliny ¢i prenasece vir(l. Ztraty na vynosech a kvalité ovoce jsou pak dvoiji, a to na plivodné
infikované i nové infikovanych rostlinach. Ztraty na vynosech se mohou pohybovat v fadech
desitek procent, napfiklad pfi napadeni kombinované infekce rlznymi viry zpUsobujicimi
virovou mozaiku az 78 % (Freeman a Stace-Smith, 1970). V CR je produkce malin pfiblizné 60
tun a pfi cené priblizné 400 K¢/kg se hodnota trhu pohybuje kolem 24 mil. K¢ roéné. Pfi realné
odhadovaném 10 az 20 % sniZeni sklizné diky zavirované plantazi se rocni ztraty pohybuji
v fadu nizsich jednotek milionl korun. Pro dosaZzeni uspokojivych vynost maliniku je nezbytné
pouzivat zdravou sadbu. Toho Ize dosdhnout pouze pfi garantovanych zdrojich ozdravenych
genotypl. Vzhledem ktomu, Ze rostliny napadené viry nelze ve vysadbé proti témto
patogenim jiz ochranit (chemickymi ¢i jinymi postfiky), dlleZita jsou pravé preventivni
opatfeni. Tim nejdllezitéjSim je zajisténi zdravé sadby. V pripadé produkce testované sadby
je moZné pocitat s mozZnosti realizovat az o 20 % vyssi cenu certifikované sadby, coZ napfiklad
v piipadé firmy Jan Holub s.r.o., hlavniho producenta sadby maliniku v CR, ¢ini dalsi nizsi
jednotky miliont K¢ rocné. Na zavér lze shrnout, Ze samotné ozdraveni pozadovaného spektra
genotypd maliniku miZe mit vyrazny pozitivni vliv na prestiz kuratora sbirky maliniku v CR
s pfesahem do mezinarodni spoluprace.
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