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ABSTRACT

The aim of this work was to test methods of sanitation of virulent basic plants of apple and pear
for the certification system using in vitro cultures and chemotherapy with ribavirin. The highest
multiplication coefficient in in vitro culture (4.7) was noted for apple cultivar ‘Bohemia SI” on MS
medium with TDZ 0.5 mg - I"'. Thermolabile ribavirin was added in concentration 20 mg - 1" after
autoclaving to the same MS medium as for multiplication. Two mericlones (No. 1 and 2) sanitated
from ACLSV and ApMV were obtained. Concerning pear 'Erika’, we obtained inconclusive results
in the case of ACLSV in three tested mericlones. Obtained virus-free plants will be included in
the established system of certification of initial plant material after repeated testing and long term
observation.
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Cilem této prace bylo testovani metod ozdravovani a ziskani viruprostych zakladnich rostlin odrid
jabloné a hrusné pro systém certifikace pomoci in vitro kultur a chemoterapie s vyuzitim ribavirinu.
Nejvyssi koeficient mnozeni v in vitro kultufe (4,7) byl v nasich pokusech zaznamenan u odrady
jabloné ‘Bohemia SI” na MS médiu s koncentraci TDZ 0,5 mg - I"'. Termolabilni antivirotikum
ribavirin bylo do MS média ptiddno v koncentraci 20 mg - I"' po autokldvovani. U odriady jabloné
"‘Bohemia S1” se podafilo ziskat dva meriklony (¢. 1 a 2) ozdravené od virt ACLSV a ApMV. U odridy
hrusné "Erika’ byly u vSech tfech testovanych meriklont vysledky u viru ACLSV nekonkluzivni.
Ziskané viruprosté zakladni rostliny budou po opakovaném testovani a dlouhodobém sledovani
v budoucnu zahrnuty do etablovaného systému certifikace zdravotniho stavu vysadbového materidlu.

Klic¢ova slova: in vitro kultura, eliminace vird, médium, ribavirin, vrchol
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Virovd onemocnéni zplsobuji u trvalych
kultur, jako jsou ovocné sady kazdoro¢né
vyznamné hospodaiské skody. Jadroviny pritom
predstavuji v podminkdch mirného klimatu ve
Sttedni Evropé ekonomicky dtlezitou skupinu
vegetativné mnoZenych ovocnych plodin. Jablka
maji rozhodujici podil na celkové produkci
ovoce v Ceské republice. Jejich sklizeti dosahla
v roce 2018 objemu 127,7 tis. tun a dle odhadu
jejich podil na celkové produkci ovoce v roce
2018 ¢inil 80 %. Na trzbach ovocnéfskych
podnika se z posledni statisticky vyhodnocené
sklizné roku 2017 podilela jablka 71 %
(Buchtova 2018). Hrusen je v poslednich tfech
letech ovocna plodina s vysokou dynamikou
naristu péstitelskych ploch a je povazovana
za perspektivni i do budoucna. V roce 2018,
bylo evidovano celkem 749 ha produkénich
hrusnovych sadid (Buchtova 2018). Tuzemska
produkce jablek a hrusek je stdle pod velkym
konkurenénim tlakem dovozu ovoce z jinych
zemi (staty EU, Ukrajina, Novy Zéland, Jizni
Afrika, Chile, Cina). Piestoze pro produkci
jédrovin existuji v Ceské republice velmi vhodné
klimatické a pudni podminky, jejich produkce
nepokryva  vlastni  tuzemskou  spotfebu
a napriklad u konzumnich jablek je dlouhodobé
vykazovana zaporna obchodni bilance.

Konkurenceschopnost ~ ¢eského  $kolkarstvi
apredevsim ¢eského ovocnarstvije pritom zavisla
na zdravém vychozim péstebnim materialu.
Rostliny jadrovin jsou casto infikovény vice
viry soucasné a dochazi tak k negativnimu
synergickému pusobeni. Grimova et al. (2016)
uvadi 70% vyskyt ACLSV (virus chlorotické
skvrnitosti jabloné, Apple chlorotic leaf spot
virus), 62% ASPV (virus vrasCitosti kmene
jabloné, Apple stem pitting virus), 47% ASGV
(virus Zlabkovitosti kmene jabloné, Apple stem
grooving virus) a 13% ApMV (virus mozaiky
jabloné, Apple mosaic virus) v sadech jabloni.
U plodin vyuzivanych v agrarnim sektoru
dochdzi v ptipadé virové kontaminace ke
snizovani plodnosti a negativiné je rovnéz
ovlivnéna kvalita produkee.

Cilem této prace proto bylo testovani
metod ozdravovani a ziskdni viruprostych
zdkladnich rostlin odrtid jabloné a hrusné
pro systém certifikace pomoci in vitro kultur
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a chemoterapie. Z praktického pohledu spociva
vyhoda chemoterapie v tom, Ze na rozdil od
termoterapie nevyzaduje v priibéhu ozdravovani
relativné nakladny kultiva¢ni box pro presnou
a dlouhodobou regulaci vysoké teploty
(Paprstein et al. 2008). Antivirotikum lze ptimo
pridat do béiné pouzivanych kultiva¢nich in
vitro médii pomoci antibakteridlnich mikrofiltra
po autoklavovani a rostliny péstovat v bézné
kultiva¢ni mistnosti ve stejnych svételnych
a tepelnych podminkach jako pro fazi mnozeni.

Material a metody

Pro ozdravovani pomoci ribavirinu byly vybrany
dvé odridy domaciho pivodu, a to jablon

‘Bohemia” (klon Slama, dale oznacen Sl.)
a hruSen ’Erika’, obé infikované virem
chlorotické  skvrnitosti jabloné (ACLSV).

Odrtida jabloné ‘Bohemia SI° byla navic
infikovana virem mozaiky jabloné (ApMV).

Z vybranych vychozich infikovanych rostlin byly
po sterilizaci prorstajicich vrcholkt (velikost 10
mm) zaloZeny in vitro kultury. In vitro kultury
byly péstovany ve 100ml Erlenmeyerovych
bankach zakrytych hlinikovou félif s 25 ml
MS média. Celkové slozeni modifikovaného
MS média podle Murashige a Skoog (1962) je
uvedeno v tabulce 1. V intervalu 25 az 35 dni
probihalo sterilné kontinualni pasdzovdni.
Béhem kultivace byly explantatové kultury
umistény v kultiva¢ni mistnosti s kontrolovanym
svételnym a tepelnym rezimem - 16 hodin svétlo,
8 hodin tma, 22 + 1 °C. Pro vyzkum indukce
multiplikace a napéstovani  dostatecného
mnozstvi rostlin pro dal$i metodické postupy
byly vyuzity cytokininy 6-benzylaminopurin
(BAP) v koncentracich 1, 2 a 4 mg - I nebo
thidiazuron (TDZ) v koncentraci 0,5a 1 mg - 1.
Teplotné nestabilni fytohormon TDZ byl piiddn
az po autoklavovani a caste¢ném zchladnuti
média na 40 °C pres mikrofiltry (Supor Acrodisc
0,2 pum, Pall Corp. USA).

V pribéhu jednotlivych subkultivaci byly vedeny
in vitro kultury na pevném agarovém médiu
ve formé aktivné rostoucich mnohondsobnych
prytd s dobfe diferencovanym rastovym
vrcholem. Metodickym cilem bylo geneticky
uniformni mnozeni vychozich rostlin pro
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ozdravovani, protoze vzrostny vrchol v in
vitro kultufe md obdobny rust a vyvoj, véetné
zachovalé strukturalni organizace, jako vrchol
u ve venkovnich podminkach rostouci rostliny.

Vsechny prace souvisejici se zalozenim in vitro
kultury, a pfenosem ustavenych explantati na
nova média probihaly ve sterilnim prostfedi flow
boxu s proudicim filtrovanym vzduchem. Pro
zamezeni exogennich kontaminaci z vnéjsiho
prostfedi byly pracovni plochy v tomto boxu
pravidelné dezinfikovany etanolem (95%).
V pribéhu kultivace byl stanoven multiplika¢ni
koeficient jednotlivych odrid. Multiplika¢ni
koeficient byl vypocitan jako pramérny pocet
novych vyhonit (del$ich nez 10 mm) na vychozi
explantat po 1 mésici ristu na agarovém médiu
v kultiva¢ni mistnosti. V pokusech byl pro
vyhodnoceni variability souboru vypocitan SE
(Standard Error).

V pokusech s multiplikaci bylo pro kazdou
koncentraci pfislusného fytohormonu pouzito
100 vychozich explantati.

Vlastni chemoterapie probihala na stejném MS
médiu s pridavkem 1,5 mg - I'! BAP, jaké bylo
pouzivano pro indukci mnoZeni. Termolabilni
antivirotikum ribavirin (Sigma-Aldrich, Inc.)
bylo pfiddno do tohoto média v koncentraci 20
mg - I po autoklavovani sterilné pres mikrofiltry
(Supor Acrodisc 0,2 pm, Pall Corp. USA).
Chemicky se jedna o 1-beta-Dribofuranosyl-1-2-
4-triazole-carboxamid (Faccioli a Marani 1998).
Jako explantaty urc¢ené pro chemoterapii byly
z ustavenych aktivné rostoucich in vitro kultur
odebrany rustové vrcholy o délce 10 mm. Tyto
vrcholy byly ve sterilnim prostfedi laminarniho
boxu z poloviny vertikdlné ponofeny do média
s ribavirinem. Banky s rostlinami o$etfovanymi
chemoterapii byly umistény do kultivaéni
mistnosti do stejnych svételnych a tepelnych
podminek jako pro mnozeni.

Z in vitro kultur o$etfovanych ribavirinem
byly od kazdé pouzité odrady odebrany
3 vrcholy po jednom mésici kultivace o délce
2 mm. Ruistové vrcholy byly preneseny na
multiplika¢ni MS médium s 1,5 mg - I'! BAP bez
ribavirinu a umistény do kultiva¢ni mistnosti.
In vitro vegetativné namnoZené potomstvo
kazdého z téchto vychozich vrcholt je nazyvano
meriklonem. Toto rozdéleni na jednotlivé
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meriklony bylo provedeno pouze z hlediska
mozné virové kontaminace v piivodnim vrcholu
po ozdravovacim procesu a nikoliv na zakladé
genotypové nebo fenotypové odlisnosti.

In vitro regenerované a vegetativné namnoZené
potomstvo  kazdého jednotlivého vrcholu
(oznaceného jako meriklon) odebraného z in
vitro kultur, které prosly procesem ozdravovdni,
bylo otestovino v souladu s certifika¢nim
schématem metodou ELISA na pritomnost
virovych kontaminaci. Celkem byly testovany
Ctyfi virové patogeny: ACLSV, ApMV, ASGV
a ASPV. Testy ELISA byly provadény s uzitim
komerénich antisér firmy Bioreba podle navodu
vyrobce.

VYSLEDKY A DISKUSE

U pouzitych odrid se pocet vyhont a jejich
morfologie ménil s genotypem a koncentraci
rastovych regulatori (Tabulka 2). Nejvyssi
multiplika¢ni koeficient 4,7 v pokusech s in vitro
mnozenim byl obdrzen u odridy ‘Bohemia
SI” na médiu s koncentraci TDZ 0,5 mg - 1"
U téze odrudy se jevila jako optimalni i vyssi
koncentrace hormonu BAP 4 mg - 1", kdy byl
dosazen multiplika¢ni koeficient 4,2. V pripadé
vy$si koncentrace fytohormonu TDZ 1 mg - I'
doslo ke snizeni multiplika¢niho koeficientu
na 3,5 a byl zaznamenan vyskyt explantatd
s abnormalné uzkymi, ¢arkovitymi listy. Vyskyt
explantatdi s abnormalné uzkymi, ¢arkovitymi
listy byl p1i pouziti obou koncentraci0,5a 1 mg -1
tytohormonu TDZ zaznamenan rovnéz u odriidy
"Erika’. Nejvys$si multiplika¢ni koeficient 3,9 byl
u této odriidy pozorovan na médiu s 0,5 mg - I
TDZ. Béhem pokust s in vitro mnozenim se
podatilo u obou odli$nych genotypti potvrdit, Ze
lze pridavkem rtistovych regulatort-cytokinint
BAP a TDZ v podminkach in vitro podpotit
buné¢né déleni a tim vyvolat riist a multiplikaci.
Dosazené multiplika¢ni koeficienty umoziuji
v pribéhu jednoho roku ziskat z jednoho
vychoziho vrcholu dostate¢né mnozstvi novych
rostlin pro ozdravovaci pokusy. PrestoZe jsou
pro nékteré genotypy jabloné a hrusné jiz znamy
postupy pro in vitro namnoZeni, nase pokusy
potvrdily, Ze z divodu heterogenity jadrovin
i v ramci jednoho druhu je potteba provadét
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dal$i vyzkum az na uroven odriidy. Dobré
olisténi a zdravé prorustajici vyhony jsou pritom
zakladem pro zvladnuti stresu a prezZiti in vitro
péstovanych rostlin pri aplikaci chemoterapie
nebo prfi nésledném prevodu zakofenénych
rostlin z in vitro do ex vitro podminek. Rychlost
mnozeni je dilezitd pro napldnovani zahdjeni
a prubéh chemoterapie. Pfitomnost ribavirinu
v médiu pri chemoterapii je stresovym faktorem,
ktery mtize vést k vyznamnému odumirdni
a ztratam jednotlivych rostlin v in vitro kultute,
vét§inou jesté béhem terapie. Z tohoto duvodu
je nutné mit pred zahajenim ozdravovani desitky
in vitro rostlin s diferencovanym rastovym
vrcholem a kvalitnim olisténim.

Po in vitro chemoterapii rostly a mnozily
se vSechny odebrané vrcholy. Pri pouzité
koncentraci antivirotika 20 mg - I' nebyly
pozorovany zadné negativni morfologické zmény
nebo priznaky toxicity. V tabulce 3 jsou uvedeny
vysledky testtt ELISA po ukonceni chemoterapie
a opétovném namnozeni jednotlivych klont.
U odridy jabloné ‘Bohemia Sl° se podatilo
ziskat dva meriklony (¢. 1 a 2) ozdravené od virti
ACLSV a ApMYV, jimiz byly infikovany vychozi
matefské rostliny. Meriklon "Bohemia SI 3’
vykazoval nekonkluzivni vysledek na pfitomnost
viru ACLSV. U odridy hrusné¢ ‘Erika“ byly
u viech tfech testovanych  meriklont
zaznamenany u viru ACLSV nekonkluzivni
vysledky. Vysledky dosazené zejména u jabloné
‘Bohemia SI” potvrzuji wcinnost ribavirinu
proti béiné se vyskytujicim viriim jadrovin
ACLSV, a ApMV. Nekonkluzivni vysledek (NK)
znamena, Ze jedinec muze byt potencidlné
pozitivni na vyskyt viru a nemtize byt zafazen do
certifika¢niho schématu pro mnozeni vychoziho
rostlinného materialu.

Prace zabyvajici se eliminaci jednotlivych
virlh z jadrovin pomoci chemoterapie nejsou
prilis cetné. Na zakladé nasich i zahrani¢nich
vysledki 1ze konstatovat, Ze rozdily v ispésnosti
chemoterapie mohou souviset se specifickou
interakcimezikonkrétni odriidoujakohostitelem
a virovym patogenem. Uéinnost chemoterapie
muze byt také ovlivnéna koncentraci viru ve
vychozim rostlinném materialu a kmenem viru
(Cieslinska 1995, Cieslinska 2007). V ptipadé
viru ACLSV byli Hansen a Lane (1985) schopni
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inhibovat na médiu s 40 az 80 uM ribavirinu
tento virus u vrcholovych in vitro kultur odridy
jabloné ‘Bananové zimni’. Cieslinska (2002)
doséhla uspésnosti 62,7 az 100 % ozdravenych
in vitro rostlin hrusné u viru ACLSV pii
pridavku ribavirinu v koncentraci 25 az
100 mg - I'! do agarového MS média. Vhodnost
in vitro chemoterapie byla potvrzena v praci
Ondrusikové et. al (2016), pfi odstranovani viru
ACLSV z broskvoni a merunék.

Pfesny mechanismus protivirového ucinku
ribavirinu nebyl dosud zcela uspokojivé
objasnén. Ribavirin je uc¢inny zejména proti
virtim, které ve své castici (virionu) obsahuji
ribonukleovou kyselinu (RNA). RNA viry
pocetné prevazuji ve skupiné rostlinnych virt.
Jednim z moznych vysvétleni je, ze po vstupu
ribavirinu do metabolismu lé¢eného organismu
dochézi k metabolizaci ribavirinu na strukturu
velmi podobnou purinovym RNA nukleotidéim.
V této formé pak mize zasahovat (interferovat)
do replikace virové RNA jako nahrada za guanin,
neboiadenin. Po sparovani s komplementarnimi
nukleotidy uracilem, nebo cytosinem ve
tazi replikace dochazi k mutaci virové RNA,
kterd je pro virus letdlni (Crotty et al. 2002).
Zejména z oblasti humanni mediciny je zndm i
mutagenni Gc¢inek ribavirinu (Husa 2009, Husa
2014). Déa se predpokladat, Ze antivirotikum
ribavirin muze podporovat vyssi frekvenci
vyskytu somatickych mutaci i u geneticky méné
stabilnich odrtid ovocnych plodin. U materialu
proslého chemoterapii je proto nutna kontrola
genetické stability sledovanim morfologickych
znaku vyhoni a listll a po néstupu faze plodnosti
i sledovanim ploda. Virus ACLSV se casto
vyskytuje v jadrovinach v komplexu s dal$imi
viry ASPV a ASGV.
Vzhledem k moznosti riizné koncentrace virt
v jednotlivych ¢astech rostlin bude potencialné
ozdraveny material jadrovin sledovan a testovan
i v nésledujicich letech. Ozdravovanim také
muze dojit k pouze k docasnému snizeni
koncentrace virovych ¢astic pod hranici detekce
pouzitymi diagnostickymi metodami.
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ZAVER PCR, bylinné a drevité indikatory) v budoucnu
zahrnuty do systému certifikace zdravotniho
stavu  vysadbového materidlu. Viruprosté
rostliny pavodnich ¢eskych odrid nelze ziskat
v zahrani¢i. Uplatnéni ¢eskych odrtid v zahranici
zavisi Casto na skutenosti, zda mize byt
zahrani¢nim odbératelim nabidnout viruprosty
zakladni materidl.

V pribéhu ozdravovacich terapii ziskané
bezvirdézni in vitro meriklony jsou v soucasné
dobé kofenény a prevadény do ex vitro
podminek. Pfedpoklddame, ze ziskané zdravé
zakladni rostliny budou po opakovaném
testovani rGznymi na sobé nezavislymi
diagnostickymi metodami (napt. ELISA, RT -
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TABULKY
Tabulka 1. Vychozi modifikované MS médium pro in vitro kultivaci a ozdravovani

Table 1. Modified MS medium for in vitro cultivation and sanitation

Slozka" mg- 1! Slozka" mg - 1!
NH,NO, 1650 CuSO, - 5H,0 0,025
KNO, 1900 Na,EDTA - 2H,0 37,3
H,BO, 6.2 FeSO, - 7H,0 27,8
KH,PO, 170 Thiamin 0,1
KI 0,83 Pyridoxin 0,5
Na,MoO, - 2H,0 0,25 Kyselina nikotinova? 0,5
CoCl, - 6H,0 0,025 Glycin 2
CaCl, -2H,0 440 Sacharéza® 30 000
MgSO, - 7H,0 370 Myo-inositol 100
MnSO, - 4H,0 22,3 Agar 7 000
ZnSO, - 7H,0 8,6 Kyselina askorbové?® 4
pH média® 5,8 Ribavirin 20

1) Compound, 2) Nicotinic acid, 3) Sucrose, 4) Ascorbic acid, 5) pH of medium

Tabulka 2. In vitro multiplikace na MS médiu

Table 2. In vitro multiplication on MS medium

Cytokinin® (mg - 1?) Bohemia Sl Erika
TDZ

0,5 4,7+ 0,4 3,9 +0,3?
1 3,5+0,3? 3,2+0,2?
BAP

1,0 2,7+£0,2 1,6 £ 0,1
2,0 35+0,3 1,8£0,1
4,0 4,2+0,3 2,8 0,2

1) Cytokinin, 2) Smaller explants with abnormally narrow leaves
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Tabulka 3. Vysledky testovani ELISA po chemoterapii
Table 3. Results of ELISA testing after chemotherapy

Odruda,

meriklon?

Bohemia SI 1 - = - i
Bohemia S1 2 - = - .
Bohemia S1 3 - NK? - ;
Erika 1 - NK - .
Erika 2 = NK - -
Erika 3 - NK - :

1) Cultivar, mericlone, 2) Inconclusive, 3) Viruses
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