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Kryokonzervace in vitro kultur ovocnych drevin

V soucdasnosti se v CR pouZivaji k uchovéni ovocnych dievin predeviim metody ex situ
konzervaci na stanovisti, a také in vitro. Vzhledem ke strategii bezpeéného zajisténi rozsahlého
potencialu genetickych zdrojl je nezbytné uchovavat ovocné dreviny také zamrazenim do
ultranizkych teplot - kryoprezervaci. Na SirSim spektru odrld jabloné a hrusné byl vyvinut
a odzkousen enkapsula¢né dehydratacni kryoprezervacni protokol. Vysledny kryoprezervacni
postup umoziuje meristematickym ¢astem preziti a regeneraci z ultranizkych teplot. Pomoci
vyvinutého kryoprezervacniho postupu je mozné bezpecné uchovat genové zdroje vybranych
ovocnych drevin. UzZivatelem metodiky je MZe, které ji uplatni v ramci ,,Narodniho programu
konzervace a vyuzivani genetickych zdroju rostlin, zvifat a mikroorganismd vyznamnych pro
vyZivu a zemédélstvi“.

Klicova slova: in vitro; genetické zdroje; konzervace; Malus x domestica Borkh.; Pyrus
communis L

Cryopreservation of In vitro cultures of fruit trees

In the Czech Republic, ex situ and in vitro conservation is used for fruit tree germplasm
conservation. In relation to the strategy of maintenance of broad genetic potential of fruit
trees, there is a necessity to preserve genotypes by storage at ultralow temperatures,
cryoconservation. Based on broad spectrum of apple and pear cultivars, an optimised in vitro
cryopreservation protocol was developed. The developed encapsulation-dehydration
cryoprotocol enables to establish a safe backup storage system for ex situ and in vitro
collections of fruit trees germplasm. The Ministry of Agriculture of the Czech Republic is the
user of this methodology and it will utilize it in the framework of “National Programme on
Conservation and Utilization of Plant, Animal and Microbial Genetic Resources for Food and
Agriculture”.

Key words: in vitro, conservation; genetic resources; Malus x domestica Borkh.; Pyrus
communis L.
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I. Cil metodiky

Cilem metodiky je optimalizovat postup pro dlouhodobé uchovani genovych zdroju
ovocnych dfevin pomoci uloZeni in vitro kultur v ultranizkych teplotach za pomoci
kryoprezervacni metody, ktera neni zaloZena vitrifikacnich roztocich obsahujicich potencialné
mutagenni DMSO, ale na postupech pfirozené zvysujicich jejich odolnost k nizkym teplotam.

Il. Uvod

Mezi ovocnymi dfevinami patfi jabloh domaci (Malus x domestica Borkh.) a hrusen (Pyrus
communis L) k ekonomicky nejvyznamnéjsim ovocnym druh@m mirného pasma. V Ceské
republice existuji dlouhodobé programy na Slechténi novych odrlid jadrovin a udrZovaci
Slechténi stavajicich odrid. V podminkach in situ existuje mnoho faktorl komplikujicich
uchovani rozmnoZovaciho materidlu vykazujiciho stabilitu a dobry zdravotni stav. Ten je
v praxi vystaven znacnému tlaku chorob virového, bakteridlniho (karanténni Erwinia
amylovora), fytoplazmatického (karanténni fytoplazma proliferace jabloné Candidatus
Phytoplasma mali) a houbového plivodu, a také stale ¢astéjSim extrémnim vykyvim pocasi,
které pfinasi znacna a pro rostlinu mnohdy i existencni rizika.

Pocet péstovanych odrid jednotlivych ovocnych dfevin se s rozvojem intenzivniho sadarstvi
vyznamné sniZil. V soucasné produkci se napf. u hru$né v CR uplatfiuje vyznamné pouze 11
odrtd (Anonym, 2018). Staré, neatraktivni, z pomologického ¢i péstitelsky technologického
hlediska v sou¢asnosti nevhodné odridy jsou v Ceské republice uchovavany v kolekcich
jednotlivych kurator(i ovocnych drevin v sadech. Tyto venkovni kolekce jsou vystaveny rliznym
nepfiznivym vliviim, které mohou potencialné negativné ovlivnit pocet uchovavanych polozek.
Proto je bezpecné zalohovani sbirek ovocnych druht jednim z prvoradych ukold soucasnych
programl pro uchovani genetického potencidlu vegetativné mnozenych plodin.
Kryokonzervace patfi v soucasné dobé k prakticky jedinému bezpeénému a dlouhodobé
vyhodnému zplsobu takového uchovani.

Kryoprezervace je metoda uchovavani rostlin v ultranizkych teplotach. Jedna se
o technologii umoznujici dlouhodobé uchovavani biologického materidlu pfi velmi nizké
teploté (nejcastéji v kapalném dusiku pti -196 °C), pfi zachovani jeho Zivotaschopnosti po
preneseni do normalnich podminek (Towill et al., 2004). Pti procesu kryoprezervace je tfeba
u zamrazovanych ¢asti rostlin navodit takové pochody a stavy, které zvysuji jejich prirozenou
odolnost proti tvorbé ledovych krystall v jejich pletivech a souvisejici dehydrataci (Faltus et
al., 2007; Bilavcik et al. 2012). Pro kryoprezervaci ovocnych drevin se vyuziva jak metod
zalozenych na vitrifikacnich postupech u in vitro kultur (Reed et al. 1998; Halmagyi et al. 2010;
Feng et al. 2013), tak i na v posledni dobé znovu zavadéné dvoustupnové kryoprezervaci —
pfedevsim u dormantnich pupent ovocnych drevin (Tyler a Stushnoff, 1988; Towill et al.,
2004). Dvoustupriové zamrazovani je vyhodné vzhledem k potencidlu pomérné rychlého
zamrazeni vétSiho poctu odrad, zatimco kryoprezervace in vitro kultur je vyznamna pfi
uchovani ozdraveného materidlu a pro vyuziti v dalSich biotechnologickych aplikaci.



1.

Vlastni popis metodiky

a) Princip metody

Tato metodika je zaloZena na enkapsula¢né dehydratacnim zmrazovani otuzenych in vitro
kultur ovocnych drevin (Reed et al., 1998). V metodickém postupu je nutné dodriovat
aseptické podminky, uchovany materidl je po zpétném rozmraZeni regenerovany v in vitro
kultuFe s ndslednou moznosti pfenosu ex vitro. U¢innost samotné metody kryoprezervace in
vitro kultur ovocnych dfevin je ovlivnéna rdznymi faktory, zejména kombinaci druhu,
genotypu rostliny, schopnosti otuzeni se a tolerance k dehydrataci. V prlibéhu chladového
otuzeni dochazi u in vitro kultur k fadé fyziologickych procesu, které navozuji jejich vyssi
odolnost k nizkym teplotam (Borkowka 1981; Bilavcik et al. 2012).

V soucasnosti se v oboru kryoprezervace rostlin zacind ¢im dal vice uplatfiovat termicka
charakterizace zamrazovaného materiadlu, kterd vypovidd o fyzikdlnim chovani daného
materidlu pti jeho vystaveni ultranizkym teplotdm. Termickd analyza charakterizuje vyskyt
ledové krystalizace, zacatek krystalizace a tani, mnozstvi krystalické vody a skelné prechody
rostlinného materialu pfipraveného pro kryoprezervaci.
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Obr. 1 Pribéh dehydratace enkapsulovanych vzrostnych vrcholG jabloné ‘Greensleeves’
v pribéhu jejich dehydratace v proudu sterilniho vzduchu ve flow-boxu.

V prabéhu dehydratace rostlinného materidlu, viz obr. 1, dochazi ke zménam
v termogramech namérenych pomoci diferen¢niho skenovaciho kalorimetru, ze kterych lze
vyvodit, pfi jakych hodnotach dehydratace jiz ve vzrostnych vrcholech nedochdzi za danych



podminek méreni ke krystalizaci ledu. S narGstajici dehydrataci klesa podil krystalické slozky a
dochazi k objeveni se skelného prechodu a posunu jeho teploty k vyssim teplotam, viz obr. 2.
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Obr. 2 Termogramy diferen¢niho skenovaciho kalorimetru enkapsulovanych vzrostnych
vrcholl jabloné ‘Greensleeves’ v pribéhu jejich dehydratace v proudu sterilniho vzduchu
ve flow-boxu. Inflexni bod skelného prechodu v grafu je s indexem I. DSC TA2920.

Charakterizace biofyzikalniho stavu vzrostnych vrcholl in vitro kultur pomoci termickych
technik, predevsim diferen¢ni skenovaci kalorimetrii, ktera umoZnuje stanovit podil
krystalické a kapalné formy vody, teplotu prechodu roztokd rostlinného materidlu ve sklo
a body mrznuti a tani, ndm usnadnuje definovat optimalni dobu dehydratace u enkapsulacné
dehydratac¢niho kryoprotokolu. Tyto hodnoty déle vypovidaji o moznych zméndach, ke kterym
muze dojit u rlznych genotypl v pribéhu otuZovani a plisobeni protektivniho roztoku a tim
k ovlivnéni jejich regenerace. Pfiklad stanoveni vhodné oblasti vysuseni - optimalniho podilu
krystalické vody a skelné faze - je na obr. 3. Na obr. 3 je teplotni zavislost skelného prechodu,
exotermy a endotermy na obsahu vody v priibéhu dehydratace enkapsulovanych vzrostnych
vrcholl jabloné ‘Greensleeves’, ze kterého vyplyva doporucena dehydratace pod uroven
pfiblizné 0,6 g H20 g su$?. Pod touto hranici dehydratace se ve sledovaném vzorku jiz
nevyskytuji ledové krystaly a naopak je zde zastoupena skelna slozka. Skelny stav materidlu je
pro regeneraci pletiv zasadni, nebot ve skleném stavu vodnych roztok( nedochazi ke zvétseni
objemu, jako pfi krystalizaci, a tim nemUze dojit k poSkozeni pletiv v pribéhu jejich zmrazeni
a nasledném odtati. Pro Uspésnou regeneraci kryoprezervovanych vzrostnych vrchold rostlin



je proto nezbytné vyuZiti této biofyzikalni techniky pro nastaveni optimalni dehydratacni ¢asti
dané metodiky.
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Obr. 3 Zavislost teploty skelného prechodu, zacatku exotermy a endotermy na obsahu vody
v pribéhu dehydratace enkapsulovanych vzrostnych vrcholl jabloné ‘Greensleeves’.

Na zakladé znalosti ziskanych predchozimi postupy a publikovanymi v ptvodnich sdélenich
o mrazové odolnosti a vlivu oSetfeni rostlin pfed kryokonzervaci, charakterizaci formy typ(
skupenstvi vody a vlivu otuzeni byla vypracovana tato optimalizovana metodika, kterd umozni
efektivni kryoprezervaci in vitro kultur ovocnych drevin, predevsim jabloné a hrusné. Dalsi
¢asti metodiky popisuji postup pripravy rostlinného materialu, vlastni kryoprezervaci
a naslednou regeneraci rostlinného materialu.
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b) Material a metody

1. Pristrojové vybaveni
Pro vyuZiti metody kryoprezervace in vitro kultur je tfeba disponovat ndsledujicim
pfistrojovym vybavenim:

Vybaveni pro péstovani in vitro kultur:
e kultivaéni box nastavitelny na 23 °C, 16/8 svételné periodé a 100 - 150 pE s2 m™2
e parni sterilizator (autoklav)
e horkovzdusny sterilizator
e pH-metr
e laboratorni michacka
e mikrovinna trouba

Vybaveni pro otuZeni in vitro kultur pred vliastnim mrazenim:
e kultivaéni box nastavitelny na 4 °C, 8/16 svételné periodé a 25 pE s2 m2

Vybaveni pro extirpaci a vysouseni vzrostnych vrcholii otuZovanych in vitro kultur:
e laboratorni flow-box s horizontalnim prodénim vzduchu

Pristroje pro méreni termickych charakteristik a obsahu vody:
e diferencni skenovaci kalorimetr (DSC) v¢etné pfislusenstvi
e analytické vahy, susarna

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

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

Zdznamy, vypocty a tisk ¢arového kodu:
e PC, tiskdrna ¢arového kédu, tiskarna
e Tabulkovy SW (napf. MS Excel)

2. Chemikalie a kultiva¢ni prostredky

V nasledujicim seznamu jsou uvedeny vsechny chemikalie potfebné pro kryokonzervaci in
vitro kultur ovocnych drevin.

Kultivacni média a doplriky:
e MS typ média (Murashige a Skoog, 1962)
e fytohormony (BAP, IBA, GA3)
e agar
e sachardza, sorbitol
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e chlorid vapenaty
e kyselina alginova
e destilovand voda

Chladici a skladovaci médium:
e kapalny dusik

3. Drobné pomucky

Nasledujici pomucky jsou potfebné pro realizaci metody kryoprezervace in vitro kultur
ovocnych drevin:

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

Osmotické otuZeni:
e Petriho misky (10 — 12 cm priimér)
e PE-félie

Kryokonzervace:
e plastové pipety (2 ml)
e 2 ml kryoprezervacni nddobky (Nalgene)
e polystyrénova nadoba
e papirové krabi¢ky do Dewarovy nadoby
e laboratorni sklo (kadinky)
e panvicky pro termické méreni

12



4. Rostlinny material

Vychozim materidlem pro kryokonzervaci in vitro kultur ovocnych dfevin jsou in vitro kultury
ustalené v rlstu a multiplikaci. Optimalni velikost prytd in vitro kultur je minimalné 2 cm
a samotnych vzrostnych vrchol(i o priméru maximalné 2 mm, viz obr. 4. In vitro kultury nesmi
byt hyperhydratované, etiolizované s nekrotizujicimi vzrostnymi vrcholy, ¢i kontaminaci.

N -

Obr. 4. In vitro kultura (jablon ‘Greensleeves’).

c) Postup metody kryoprezervace in vitro kultur

Postup kryoprezervace in vitro kultur ovocnych drevin, konkrétné jabloné a hrusné, Ize rozdélit
do péti postupnych kroka:

Chladové otuZovani

Osmotické oSetreni
Enkapsulace vzrostnych vrchol(
Dehydratace ve flow-boxu
Kryoprezervace

Regenerace

1. Chladové otuzovani in vitro kultury

Po 14 dnech kultivace in vitro kultur na multiplikacnim MS médiu se Erlenmayerovy banky
utésni polyetylenovou félii a umisti do otuzovaciho kultivaéniho boxu do 4 °C, 8/16 svételné
periodé a 25 LE s?2 m2. V téchto podminkach jsou ponechany optimalné po dobu 6 — 14 tydnd.
V prabéhu této doby mlzZe u in vitro kultury dojit k prechodu do dormance a senescenci, viz

obr. 5.
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Obr. 5 Chladoveé otuzena in vitro kultura (jablon ‘Greensleeves’).

2. Osetreni in vitro kultury protektivnim roztokem
Po chladovém otuZeni jsou z in vitro rostlin extirpovany vzrostné vrcholy o velikosti 1 - 2 mm
u jabloné a 2 mm u hrusné v longitudinalnim sméru a pfiblizné 1 - 2 mm v transverzalnim
sméru, viz obr. 6. Extirpované vzrostné vrcholy jsou umistény na Petriho misku s 12 ml MS
kultivaéniho média bez pridavku fytohormont a prelity 12 ml protektivniho roztoku 2M
sachardzy s pridavkem kyseliny askorbové 100 mg I1. Poté jsou umistény do otuZovaciho
kultivacniho box nastaveného do 4 °C do tmy na 48 h.

Obr. 6 Extirpované vzrostné vrcholy in vitro kultury na MS médiu pfipravené pro preliti
protektivnim roztokem sachardzy (hrusen ‘Charneuskd’).
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3. Enkapsulace vzrostnych vrcholt in vitro kultury
Po protektivnim oSetfeni jsou vzrostné vrcholy enkapsulovdny po 10 minutach v algindtu
sodném (3% alginat sodny v 0,75M sachardze) kapanim 2 ml pipetou do zesitovaciho roztoku
CaCl; (0,1M CaCly v 0,6M sachardze) po dobu 10 minut. Enkapsulované vzrostné vrcholy jsou
poté zlehka osuseny na sterilnim filtra¢nim papiru, viz obr. 7. V. mnozstvi primérné 20 kusu se
umisti na Petriho misku o pridméru 5 cm pro dehydrataci ve flow-boxu.

Obr. 7 Enkapsulované otuZzené vzrostné vr.éholy in vitro kultury v alginatovych kuli¢kach
pfipravené pro dehydrataci ve flow-boxu (jablon ‘Greensleeves’).

4. Dehydratace ve flow-boxu
Dehydratovani enkapsulovanych vzrostnych vrcholl probihd proudem vzduchu ve flow-boxu
s horizontadlnim prodénim vzduchu za laboratorni teploty po dobu 4 — 6 hodin, viz obr 8.
Stupen vysuseni je stanoven na konci dehydratace gravimetricky zvaZzenim vysuseného vzorku
a naslednym vypoctem obsahu vody. Odebere se minimalné 5 kontrolnich dehydratovanych
vzrostnych vrcholl pro stanoveni preZiti po dehydrataci a nékolik vzrostnych vrcholll pro
termickou analyzu (obr 9).

Obr. 8. Dehydratace enkapsulovanych vzrostnych vrcholl otuzené in vitro kultury
v algindtovych kuli¢ckach ve flow-boxu (jablon ‘Greensleeves’).
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Obr. 9 Enkapsulované otuzené vzrostné vrcholy v Al panvi¢kdch v méfici cele diferen¢niho
skenovaciho kalorimetru DSC TA-2920 pripravené pro méreni termickych charakteristik
(vlevo). Vzorek v nezaviené panvicce (vpravo).

5. Kryoprezervace
Dehydratované enkapsulované vzrostné vrcholky se uzaviou po 10 az 20 kusech do 2 ml
oznacené kryozkumavky a ponofi do kapalného dusiku v polystyrenové nadobé (rychlost
mrazeni pfiblizné 200 °C mint). Poté jsou kryozkumavky se vzorky pfemistény do skladovaci
krabicky a poté do skladovaciho systému Dewarovy nadoby s bezpecnostnim systémem.

6. Regenerace
Minimalné po 1 hodiné po kryoprezervaci, obvykle vSak po 24 hodindch, je kontrolni ¢ast
vzorkU odtata ponorenim do 40 °C teplé vody na dobu cca 1 minuty a pak jsou enkapsulované
vzrostné vrcholy nasazeny na MS médium (s pfidavkem fytohormonu BAP 1 mg I'!). PFeZiti
vzrostnych vrchol(l je hodnoceno vizualné po 14 dnech pomoci metody hnédnuti a regenerace
po dalSich 14 dnech pomoci rlstu (nad 10 mm). Pro stanoveni UspéSné regenerace je
sledovdano jejich prorlstani v nové rostliny, viz obr. 10.

Obr. 10. Regenerace enkapsulovanych vzrostnych vrcholli otuzené in vitro kultury
v alginatovych kuli¢kach ve flow-boxu (vlevo jablon ‘Rubin’, vpravo hrusen ‘Charneuska’).

Pro stanoveni Uspésnosti kryoprezervace je potreba zhodnotit, zda pocet uloZzenych vzorki
umoziuje Uspésnou regeneraci daného genotypu. Na zakladé regenerace rostlin kontrolniho
vzorku muzeme stanovit minimalni pocet rostlin, které Ize zregenerovat z rostlin uloZzenych
v kapalném dusiku (Dussert et al., 2003). Pro dosazeni jistoty uchovani genotypu je nezbytna
regenerace minimalné tfi explantatl v kontrolnim vzorku z celkového poctu uloZenych. Pfi
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120 uloZenych vzorcich a 20 vrcholech v kontrolnim vzorku musi regenerace kontroly
dosdhnout minimalné 40 %, aby s pravdépodobnosti minimalné 95 % doslo k regeneraci
minimalné 14 rostlin genotypu uloZeného v kryobance. Doporuceny pocet 120 vzorkl je
ulozen v 6 kryozkumavkach po 20 kusech. Pfi tfech Zivotaschopnych vrcholech v kryobance
pak teoreticky po odtani dvou kryozkumavek dojde k regeneraci jedné rostliny (obnova
genotypu) a ve zbyvajicich ¢tyfech kryozkumavkach budou ulozeny minimalné dva vrcholy
schopné regenerace. KdyZ je regenerace kontrolniho vzorku nizkd, lze zvySenim rozsahu
uloZzenych vzorka docilit vyhovujici pravdépodobnosti obnoveni ulozeného genotypu. Naopak
v pfipadé stabilné vysoké regenerace kontrolniho vzorku Ize omezit pocet uloZenych vzorkd,
¢imz lze snizit ndklady na uloZeni genotypu. Vysledky preZiti a regenerace SirSiho spektra
ovocnych drevin rliznych odrlid jabloné a hrusné kryoprezervovanych pomoci enkapsula¢né
dehydratacni metody jsou uvedeny v Tab. 1 a 2.

Tab. 1. Preziti a rast odrid jabloné ‘Alkmene’, ‘Golden Delicious’, ‘Greensleeves’, ‘Chodské’,
‘Idared’, ‘Jonagold’, ‘Mclntosh’, ‘Prima’, ‘Rubin’ a ‘Zvonkové’ po enkapsulac¢né dehydratacnim
kryoprotokolu (n = celkovy pocet vzrost. vrcholl pro stanoveni regenerace).

Odrida Preziti SD Rust SD n Pocet
Jabloné [%] [%] zamrazeni
‘Alkmene’ 6° 0,4 62 0,4 32 2
‘Golden Delicious’ 75 be 27,9 55 bed 24,7 39 3
‘Greensleeves’ 75 be 15,0 53 bed 7,5 30 2
‘Chodské’ 63 bc 17,6 46 2bcd 13,8 84 5
‘Idared’ 34 abe 13,5 34 abe 13,5 45 2
‘Jonagold’ 63 be 13,4 4430 262 50 3
‘Mclntosh’ 85¢ 15,0 854 15,0 20 2
‘Prima’ 282b 15,0 212 8,0 20 2
‘Rubin’ 78bc 11,0 78 11,0 32 2
‘Zvonkové’ 4435 18,7 432 5,4 56 4
Primeér 75 21,7 43 21,2 41 3

>d priméry nasledované stejnym indexem se signifikantné neli$i na hladiné P<0,5 (analyza
variance - Duncan test)

Tab. 2. Preziti a rGst odrid hrusné ‘Ananaska Ceska’, ‘Clappova’, ‘Charneuska’, ‘Koporecka’,
‘Lucasova’ a ‘Solanka’ po enkapsulacné dehydrata¢nim kryoprotokolu (n = celkovy pocet
vzrostnych vrcholl pro stanoveni regenerace).

Odrlda Preiiti SD Rust SD n Pocet
Hrusné [%] [%] zamrazeni
‘Ananaska ceska’ 293 9,0 152 10,0 30 2
‘Clappova’ 218 8,1 14 12,6 55 3
‘Charneuskad’ 543> 12,8 43 18,5 32 3
‘Koporecka’ 68° 18,0 67° 4,0 15 2
‘Lucasova’ 442> 16,8 42 18,6 48 5
‘Solanka’ 282 11,9 1632 6,8 39 3
Pramér 41 14,7 33 17,7 37 3

@b priméry nasledované stejnym indexem se signifikantné neli$i na hladiné P<0,5 (analyza

variance - Duncan test)
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d) Evidence a uloZeni vzorki pfi kryokonzervaci

KaZzdou kryozkumavku oznacime specifickym ¢arovym kédem. Tento kdd obsahuje poradové
Cislo kryoprezervované polozky, pfesnou lokalizaci polozky ve skladovacim systému a datum
zamrazeni polozky. Oznaceni kazdé kryozkumavky spolu sinformaci o vzorku uloZime
do databaze zamrazenych poloZek. Vzorky umistime do skladovacich Dewarovych nadob
naplnénych kapalnym dusikem. Musime zabezpecit pravidelné dopliovani téchto nadob
z divodu odparu kapalného dusiku.

e) Kryoprotokol

Cely postup kryokonzervace zaznamename v kryoprotokolu, ktery obsahuje zdakladni
identifikacni Udaje o kryoprezervovanych vzorcich a o metodé kryoprezervace a jejim
vysledku. Tyto informace miZeme v pfipadé potieby doplnit dalSimi Udaji, které presnéji
definuji podminky kryoprezervace a vlastnosti kryoprezervovanych vzorka.

Zakladni udaje:

Material: plodina, genotyp, identifikdtor GIRN Czech, interni identifikator

MnoZstvi: pocet kryoprezervovanych vzrostnych vrcholl, pocet kontrolnich rostlin
Oznaceni: Cislo kryoprezervované polozky, pozice v kryoskladu, datum kryoprezervace
Kryo: metoda kryoprezervace

Vysledek: Zivotnost, regenerace
Dopliujici udaje:

Dehydratace: cCerstva hmotnost vzrostnych vrcholl, pocatecni obsah vody, konecny obsah
vody, doba dehydratace, podil krystalické faze, pfitomnost a charakteristika skelnych
prechodu (teplota skelného prechodu, zména tepelné kapacity)

Poznamky:  odchylky od standardniho postupu

IV. Srovndni novosti postupii

Navrzena metodika pfinasi novy postup, ktery umoznuje bezpeéné uchovani in vitro kultur
ovocnych drevin, jabloné a hrusné. Doposud nebyl podobny komplexni metodicky postup
uchovani genotypli ovocnych dievin zaloZeny na kryoprezervaci in vitro kultur v Ceské
republice publikovan. Bezpecnostni duplikaci genofondu ovocnych dfevin primarné
uchovdvaného vsadu lze provadét pomoci in vitro kultur ¢&i jejich kryoprezervaci.
Kryokonzervaci ovocnych drevin lze provadét jak pomoci in vitro kultur, tak u druh(i schopnych
otuZeni také pomoci dormantnich pupent. Ackoliv je kryoprezervace pomoci dormantnich
pupenld materidlové, personalné a predevsSim casové méné narocna nez kryoprezervace
pomoci in vitro kultur, tak ne u vSech genotypu sledovanych druh( lze tento postup vyuzit.
V pripadé, ze pracovisté disponuje jiz zavedenym zazemim pro nakladani s in vitro kulturami
a samotné disponovani in vitro kulturami tuto metodu kompetitivné vyuzit umoznuiji.
V neposledni mife ma metoda kryoprezervace in vitro kultur oproti dormantnim pupenim
nezanedbatelnou vyhodu v moznosti uchovani ozdraveného materialu, ¢i okamzité vyuziti
rostlin po regeneraci v dalSich biotechnologiich zalozenych na in vitro kultufe. Je nutné zvazit
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vyhody obou metod na konkrétnim pracovisti a podle toho pfizpUsobit strategii bezpecného
uchovani genofondu ovocnych plodin.

V. Popis uplatnéni metodiky

UZivatelem této metodiky bude MZe CR a to prostfednictvim ,Narodniho programu
konzervace a vyuzivani genetickych zdrojl rostlin, zvifat a mikroorganismU vyznamnych pro
vyZivu a zemédélstvi“. Tato metodika umozni bezpecné a efektivné kryokonzervovat in vitro
kultury rozsahlého spektra genotypUl jabloné a hrusné.

VI. Ekonomické aspekty

Kalkulace ndkladl na zavedeni kryoprezervacniho postupu in vitro kultur uvedeného
v metodice zavisi na tom, zda se zavadi noveé cely provoz pro in vitro laboratof a kryoprezervaci
nebo se pouze implementuje tato metodika kryokonzervace do stdvajiciho provozu in vitro
laboratore. V pfipadé, Ze laborator jiz technologii in vitro kultur pouzivd, jsou ndklady na
zavedeni nové metodiky prakticky pouze v pofizeni Dewarovy nadoby pro skladovani vzorki a
kapalného dusiku, pomineme-li zafizeni pro termickou analyzu. Zatizeni pro termickou analyzu
(DSC) je nezbytné predevsim pti optimalizaci kryoprotokolu u novych druh( ¢i odrad, které
vykazuji nizkou regeneracni schopnost. Pro bezpecné uchovani genotypl ovocnych drevin,
jakoZto zalohy ke kolekcim v sadu, lze pouZzivat in vitro kultury. Z dlouhodobého hlediska je
vsak financné i z hlediska stability genotypu vyhodnéjsi metoda kryoprezervace. V pfipadé
kryoprezervace pomoci in vitro kultur jsou vyznamné naklady na praci s tkariovymi kulturami
v aseptickych podminkach; vybaveni pro sterilizaci (autokldvy, horkovzdusné sterilizatory),
kultivacni boxy, laminarni boxy, laboratorni pristroje pro pfipravu kryoprotektivnich roztokda.
Tyto naklady se pohybuiji v pfipadé nového zafizené radové kolem 500 tis. KE. Toto zafizeni je
vSak casto v laboratofich zabyvajicich in vitro kulturami jiz pfitomno. Ddle je potieba
skladovaci prostor v Dewarovych nddobdch, ktery je napf. oproti metodice kryoprezervace
dormantnimi pupeny z prostorového hlediska méné ndarocny, protoze uchované dormantni
pupeny zabiraji fadové 10 x vice mista nez in vitro kultury. Cena jedné skladovaci Dewarovy
nadoby pro uloZeni 500 - 800 genotypl ovocnych drevin, v zavislosti na uUspésnosti
regenerace, pomoci kryoprezervace in vitro kultur je ptiblizné 130 tis. KE. V pfipadé uchovani
500 genotypl v jedné Dewarové nadobé vychazi materidlovd cena za zavedeni jednoho
genotypu priblizné 2000 K¢, véetné kryozkumavek, krabicky a kapalného dusiku na zamrazeni.
Personalni naklady jsou pfiblizné 10000 K¢ na jednu polozku. Pfi zamrazeni maximalné
technologicky zvladnutelnych 30 genotypl pri kapacité 12 mésica (1,0 uvazku) lze celkové
naklady ro¢né odhadovat na 300 tis. K¢. V pfipadé plné naplnénosti Dewarovy skladovaci
nadoby poctem 4800 vzorkd je pti 6 kryozkumavkach na odridu pfi udrzovacim provozu ro¢ni
spotfeba kapalného dusiku priblizné 20 tis. K¢, tedy 30 K¢ na genotyp. Metoda kryoprezervace
in vitro kultur je ekonomicky vyhodna predevsim pfi dlouhodobé strategii uchovani, kdy napfr.
oproti metodé dormantnich pupen( Setfi skladové kapacity a uchovava ozdraveny material,
ktery je moziné naddle pfimo vyuzit v biotechnologickych aplikacich. Samotné bezpeéné
uchovani Sirokého spektra genotypu jabloné je vyznamné snizenim rizika ztraty jedince
s potencidlné cennymi Slechtitelskymi vlastnostmi, coz je hlavnim pfinosem této metodiky pro
uzivatele.
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