. VEDECKE PRACE OVOCNARSKE

MIKROPROPAGACE ODRUD TRESNE PTACIi PRO UCELY
GENETICKYCH MODIFIKACI

MICROPROPAGATION OF SWEET CHERRY CULTIVARS FOR GENETIC
MODIFICATION PURPOSES

Michaela Bure$ova, Radek Cmejla

VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.o.,
Holovousy 129, 508 01

e-mail: michaela.buresova@vsuo.cz, ORCID: 0009-0009-2992-565X

ABSTRAKT

Techniky mikropropagace rostlin v in vitro podminkach se pouzivaji po desetileti jak pro
komeréni mnozZeni rostlin, tak pro vyzkumné ucely. Pro nékteré rostlinné druhy v8ak stale chybi
efektivni mikropropagacni protokoly, protoze se vin vitro podminkach obtizné mnozi.
S rozvojem genetickych modifikaci, pro které jsou in vitro kultury klicové, roste potfeba najit
funkéni mikropropagacni protokoly pro rekalcitrantni, avSak hospodafsky vyznamné druhy
rostlin. Do této skupiny patfi také tfeSen ptaci (Prunus avium L.), ktera pfi mikropropagaci
na kultivaénich médiich vykazuje znaCnou genotypovou variabilitu. PFiCiny této rekalcitrance
mohou souviset s fyziologickym stavem rostliny, slozenim kultivaéniho média nebo obrannymi
reakcemi rostliny. Studie srovnava vliv dvou kultivacnich médii (BAP 200 a QL-1) na pfeziti
explantat Sesti Slechtitelsky vyznamnych odrid tfe$né ptaci v in vitro podminkach. Ziskané
vysledky ukazuji znacnou odridovou specifi€nost pfi mikropropagaci (napf. u genotypu
HL 10072) na kultivaCnich médiich a potvrzuji pfetrvavajici rekalcitranci nékterych
perspektivnich odrad (napf. ‘Kordia’), ktera je prekazkou pro jejich vyuziti pro genetické
modifikace.

Kliéova slova: in vitro kultury, tfeSen ptaci, rekalcitrance, genetické modifikace

ABSTRACT

Plant tissue techniques have been used for decades for commercial plant multiplication
and research purposes. For some species not easily propagated under in vitro conditions,
efficient micropropagation protocols are still missing. With the rapid development of genetic
modification techniques, a need for functional micropropagation protocols for recalcitrant, but
also agriculturally important plants are rising. Sweet cherry (Prunus avium L.) belongs to this
group by exhibiting distinctive genotypic variability when micropropagated on culture media.
The causes of this recalcitrance may be related to physiological state of the plant,
the composition of the culture media or defensive reactions of the plant. The present study
compares the influence of two culture media (BAP 200 and QL-1) on the survival rates
of explants of six genetically valuable sweet cherry cultivars under in vitro culture conditions.
Results show clear cultivar specificity for micropropagation on culture media (e.g. genotype
HL 10072) and persistent recalcitrance of certain perspective varieties (e.g. ‘Kordia’), which
hinders their use for genetic modifications.

Keywords: in vitro cultures, sweet cherry, recalcitrance, genetic modifications
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uvoD
TreSen ptaci (Prunus avium L.) pfedstavuje hospodafsky vyznamnou ovochou plodinu
cenénou pro své nutricné bohaté a chutové atraktivni plody. Existuji stovky odrud tfeSné
a Slechtitelé neustale pracuji na tvorbé novych kultivaru, které odpovidaji aktualnim trenddm
v ovocnarstvi (Quero-Garcia et al. 2017). Proces Slechténi je vSak ¢asové i technicky narocny.
PFi kfizeni jsou peclivé vybirani rodi€e s perspektivnimi vlastnostmi, pfiéemz se predpoklada,
Ze tyto znaky budou pfeneseny na potomstvo. Teprve po nékolika letech, kdy rostliny zacnou
plodit, Ize selektovat perspektivni jedince (Dondini et al. 2018).

Cilena geneticka modifikace gent odpovédnych za dulezité Slechtitelské vlastnosti maze

vvvvv

genetické nastroje, jako je systém CRISPR/Cas nebo RNA interference, které obvykle vyzaduiji
vektory pro pfenos genetické informace do rostlinnych bunék. NejCastéji pouzivanym
systémem je transformace pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens (Smith a Townsend
1907). Transformace vyzaduji kontrolované a sterilni prostfedi, které poskytuji in vitro
podminky. TreSen se bézné mnozi vegetativhé pomoci klont, aby byly zachovany vlastnosti
odruady. In vitro kultivace umoziiuje nejen regeneraci rostlin po transformaci, ale i jejich klonalni
mnozeni (Song et al. 2019). Mikropropagaci explantatd pod vlivem raznych fytohormon( Ize
dosahnout organogeneze a vytvoreni celé rostliny nebo bunééné kultury. Pro ucely
transformace se vyuZziva totipotence rostlinnych bunék, tedy schopnosti kazdé somatické
buriky za vhodnych podminek regenerovat v celou rostlinu (Fehér 2019). Teoreticky by tak
mohla mutace jedné somatické buriky, nasledné selektované na vhodném selekénim médiu,
vést ke vzniku modifikovaného jedince.

PocCateCnim krokem mikropropagace je sterilizace a nasazeni rostlinného materialu
na kultivaéni médium za sterilnich podminek. U tfeSné se pro zaloZeni in vitro kultury nejCastéji
pouzivaji listové pupeny, které obsahuji apikalni meristém s vysokou regeneracni schopnosti
a zaroven umoznuji zachovani genotypu plvodni odrady (Bhagwat a Lane 2004, Matt a Jehle
2005, Druart 2012). U dfevin, zejména ovocnych, se v3ak Casto Ize setkat s jevem zvanym
rekalcitrance — vrozenou ¢i podminénou neschopnosti rostliny mnozit se €i regenerovat
v in vitro podminkach. Tento problém je u tfeSné pomérné Casty, vyrazné zavisi na genotypu
a muze byt zpusoben celou fadou faktort (Benson 2000). Rekalcitranci ovliviiuje fyziologicky
stav a vyvojova faze rostliny. TfeSen, dfevina mirného pasma, je fyziologicky pfizpusobena
periodickému stfidani rastu a dormance, které zasadné ovlivriuje jeji regeneraéni schopnost
(Costa a Ramina 2014). Vyznamnym faktorem je rovnéz stafi a zdravotni stav rostliny, z niz
jsou explantaty odebirany — juvenilni jedinci v in vitro regeneruji snaze nez dospélé rostliny
(Benson 2000).

Na rozdil od fyziologického stavu rostliny je slozeni kultivaéniho média faktorem, ktery Ize
experimentalné ovlivnit a tim &asteéné prekonat rekalcitranci. Zakladni slozky média tvofri
makroprvky, mikroprvky, vitaminy, aminokyseliny, ristové regulatory a zdroj uhliku (obvykle
sachardza). Roztok téchto slozek je zpevnén pomoci Zelirovaci latky (napf. agar), ktera fixuje
explantat v kultivaéni nadobé& (Benson 2000). Mezi nej¢astéji pouzivana bazalni média
pro mikropropagaci tfeSné patfi MS médium (Murashige a Skoog 1962), WPM médium (Lloyd
a McCown 1981), QL médium (Quoirin a Lepoivre 1977) a DKW médium (Driver a Kuniyuki
1984) (Matt a Jehle 2005). Rozdilné jsou média pfedevsim obsahem makroprvku (N, P, K, S,
Mg a Ca). Kli¢ova pro indukci organogeneze je rovnovaha rustovych regulatorli, zejména
cytokinind a auxind. NejCastéji se pouziva kombinace syntetickych auxinG (napf. kyselina
indol-3-maselnd — IBA nebo kyselina 1-naftyloctovda — NAA) a cytokinind (napf.
6-benzylaminopurin — BAP nebo thidiazuron — TDZ), které jsou stabilngjSi a ucinné&jsi
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nez prirodni fytohormony. Exogenni aplikace auxind a cytokininO muze také stimulovat
produkci dalSiho fytohormonu — etylénu (Benson 2000). Akumulace etylénu v uzavienych
kultivacnich nadobach omezuje vyménu plynd, je Uzce spojena se vznikem hyperhydricity a
zpomalenym rlstem explantatd. Pravidelné pasazovani (subkultivace) pfispiva ke snizeni
vyskytu hyperhydricity, mimo jiné i diky zlepSeni plynné vymény v kultivaénich nadobach
(Polivanova a Bedarev 2022). Akumulaci etylénu lze predchazet napf. pouzivanim uzavéru
s mikroventilaci nebo aplikaci inhibitorl etylénu (napf. dusi¢nan stfibrny) (Sgamma et al.
2014).

In vitro kultivace predstavuje pro rostliny vyrazny stres, ktery se projevuje zminénou
akumulaci etylénu nebo oxidaci fenolickych latek. Tento problém je zejména markantni
u dfevin, jez maiji vysoky obsah fenolickych slou€enin (napf. ligninu) v bunéénych sténach,
coz zvySuje jejich nachylnost k rekalcitranci (Benson 2000). Proces oxidace fenolickych latek
je spustén mechanickym poskozenim pletiv rostliny, k némuz ve zvySené mife dochazi b&éhem
pfipravy a sterilizace explantatd. Sterilizaéni Cinidlo musi byt dostate¢né ucinné vaci
mikroorganismum, které kolonizuji povrch rostlinného materialu a zaroven nesmi zpuUsobit
nadmérnou oxidaci fenolickych latek ani poSkodit meristematicka pletiva. Projevy oxidace, jako
je hnédnuti nebo €ernani pletiv, mohou vést az k nekrézam a odumfieni explantatu. Pfidani
aktivniho uhli do média muize tyto negativni efekty zmirnit, nebot adsorbuje oxidované
fenolické latky (Liu et al. 2024). Také bakterie pouzivané jako vektory pfi transformacich
predstavuiji pro rostlinu stresor, jelikoz aktivuji jejich imunitni odpovédi. Rekalcitrantni rostlinné

(Luo et al. 2025). Z téchto dlvodu je pro Uspésné genetické modifikace zasadni optimalizovat
podminky pro kultivaci explantatu, minimalizovat stresové faktory a zmirnit projevy
rekalcitrance, aby byla zvySena efektivita regenerace transformovanych jedincu.

Cilem této prace bylo porovnat vliv dvou vybranych kultivanich médii na pfeZziti a vitalitu
Slechtitelsky vyznamnych odr(id tfeSné ptadi v in vitro podminkach, a tim pfispét k optimalizaci
mikropropagacniho protokolu vyuZzitelného pfi genetickych modifikacich.

MATERIAL A METODY

Zdrojovym rostlinnym materialem byly pupeny vyhonu tfeSné ptai (Prunus avium L.)
perspektivnich odrtd ‘Emily’, ‘Kordia’, ‘Tamara’, a genotypt HL 10072 a HL 16821. Jako
kontrolni byla zafazena odriida ‘Bing’, pro niz jsou k dispozici ovéfené protokoly jak pro
genetickou modifikaci (Vergara et al. 2021), tak pro efektivni mikropropagaci v in vitro
podminkach (Druart 2012). Vyhony byly odebrany béhem ledna a unora 2025 v obdobi
exogenni dormance zvysadeb VYZKUMNEHO A SLECHTITELSKEHO USTAVU
OVOCNARSKEHO HOLOVOUSY s.r.o. (VSUO).

Sterilizace rostlinného materialu

Listové pupeny tfeSné byly po naraseni pfi 23 °C odebrany véetné &asti drevniho luzka
a zbaveny vnégjsich i vnitfnich Supin (Obrazek 1). Nasledné byly omyty sterilni destilovanou
vodou a sterilizovany v roztoku pfipravku Medicarine (Ecolab s.r.o., Ceska republika)
obsahujicim 99 % dichloroisokyanuratu sodného (NaDCC) v koncentraci 9,07 g/L. Doba
sterilizace byla 15 minut, dle zkuSenosti laboratofe pro dosazeni sterilizanich G&inka.
Po sterilizaci byly pupeny opakované promyty ve sterilni destilované vodé a osuSeny na sterilni
bunicité vaté. Listy pupenu byly zakraceny a bazalni konec pupenl sefiznut pro odhaleni
Cerstvého pletiva. Sterilizované pupeny byly poté jednotlivé umistény na média BAP 200

a QL-1 a kultivovany v Erlenmeyerovych barikach.
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Obrazek 1. Proces sterilizace rostlinného materialu. NaraSeny listovy pupen (A) byl ociStén (B) a
po sterilizaci nasazen na kultivacni médium.

Figure 1. Process of plant material sterilization. Sprouting leaf bud (A) was cleaned from scales (B)
and placed after sterilization onto culture medium.

A B

Kultivace rostlinného materialu

Média BAP 200 a QL-1 obsahovala 8 g/L agaru, 30 g/L sachardzy, MS vitaminy
(0,1 mg/L thiaminu, 0,5 mg/L niacinu, 0,5 mg/L pyridoxinu), 4 mg/L kyseliny askorbove,
100 mg/L myo-inositolu a 2 mg/L glycinu. Médium BAP 200 bylo pfipraveno podle Murashige
a Skoog (1962), dopIinéno o 4 mg/L BAP, pfiéemz hodnota pH byla upravena na 5,7. Médium
QL-1 obsahovalo QL makroprvky a MS mikroprvky, doplnéno o 1 mg/L BAP, 0,1 mg/L IBA
s hodnotou pH upravenou na 5,6. Koncentrace prvk( kultivacnich médii zobrazuje tabulka 1.

Tabulka 1. Prvkové slozeni testovanych kultivacnich médii. V médiu BAP 200 pochazely vapenaté ionty
(Ca??) z chloridu vapenatého (CaCl,, *), zatimco v médiu QL-1 z dusi¢nanu vapenatého (Ca(NQO3),, **).
Hvézdicky oznacuji jejich koncentraci.

Table 1. Elemental composition of the tested culture media. In BAP 200 medium, calcium ions (Ca*”)
originated from calcium chloride (CaCl,, *), whereas in QL-1 medium they were supplied as calcium
nitrate (Ca(NO3),, **). The asterisks indicate their concentrations.

Koncentrace latek (mg/L) 2

Slozeni"
Médium BAP 200 ¥ Médium QL-1 4

CaCl2/ Ca(NOs)2 332,02 578,92**
KH2PO4 170,00 270,00
KNO3 1900,00 1800,00
MgSOa4 180,54 175,79
NHsNO3 1650,00 400,00
CoCl2-6H20 0,025 0,025
CuS04-5H20 0,025 0,025
FeNaEDTA 36,70 36,70
H3BO3 6,20 6,20
Ki 0,83 0,83
MnSO4-H20 16,90 16,90
Na:Mo0O4-2H20 0,25 0,25
ZnS04:7H20 8,60 8,60

1) Composition, 2) Concentration, 3) BAP 200 medium, 4) QL-1 medium
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Hodnoceni a zpracovani vysledkt

PocCet nasazenych pupenl je uveden v tabulce 2. Pozorovani probihalo po dobu tfi mésicl
od zavedeni explantatd do in vitro podminek. Béhem této doby byly zaznamenavany udaje
o vyskytu kontaminaci, odumirani a vitalité explantatl. Po tfech mésicich byly shromazdéné
udaje vyhodnoceny a vypocitana mira preziti nasazenych explantatd, frekvence kontaminaci
kultivanich meédii a podil odumfelych explantatl. Popisné statistiky byly vypocitany
v programu MS Excel, zatimco pro testovani vyznamnosti viivu kultivaéniho média na preZziti
a odumirani explantatt byl v programu R proveden Fisher(iv exaktni test.

Tabulka 2. Nasazeni pupent odrdd tfesné na kultivacni média.
Table 2. Inoculation of sweet cherry buds onto culture media.

Poéet nasazenych pupenu 2
Testovana odrada "
Médium BAP 200 3 Médium QL-14

Bing 30 28
Emily 30 30
HL 10072 30 30
HL 16821 30 30
Kordia 21 30
Tamara 30 29

1) Tested variety, 2) Number of cultivated buds, 3) BAP 200 medium, 4) QL-1 medium

VYSLEDKY A DISKUZE

Preziti nasazenych explantatti

Pojem pfeziti ozna&uje stav, kdy primarni explantat po zavedeni do in vitro podminek po tfech
meésicich kultivace nevykazal znamky odumirani, jako je ¢ernani, hnédnuti €i hyperhydricita.
Mira preziti udava procentualni zastoupeni takto Zzivotaschopnych explantata. U vSech
sledovanych genotypl byla zaznamenana vyS$si mira preziti pfi kultivaci na médiu QL-1 nez
na médiu BAP 200 (Graf 1). NejvyS$Si vitalitu prokazaly explantaty genotypu HL 10072, u nichz
bylo dosazeno signifikantné vyssi miry preziti (58,9 %) na médiu QL-1, zatimco na médiu BAP
200 preziti nebylo pozorovano (0 %). Tento genotyp tak vykazal celkové nejlepSi vysledky
ze vSech testovanych genotypl. VySsi mira preziti byla pozorovana u odrid ‘Bing’ (55,6 %) a
‘Tamara’ (37,4 %) kultivovanych na médiu QL-1 ve srovnani s vysledky dosazenymi na médiu
BAP 200 (23,3 % a 16,7 %). Naopak explantaty ‘Emily’, HL 16821 a ‘Kordia’ vykazovaly pouze
nizkou miru preziti na obou testovanych médiich — BAP 200 (6,7 %, 0 % a 0 %) i QL-1 (13,9 %,
6,7 % a 13,3 %).

Matt a Jehle (2005) testovali schopnost riznych kultivaénich médii indukovat organogenezi
explantatd odrady ‘Kordia’. NejvysSSi regeneracni ac€innost (25,0 %) zaznamenali
u internodialnich segmentd kultivovanych na 2 DKW + % WPM médiu s 2 mg/L TDZ
a 0,5mg/L IBA. Srovnatelnych vysledkl (22,2 %) dosahli na QL médium s obdobnou
kombinaci rustovych regulator. Tyto hodnoty sice pfevySuji miru preziti explantatd ‘Kordia’
v tomto experimentu na médiu QL-1, avSak stale poukazuji na nizky regenerac¢ni potencial
tohoto genotypu v in vitro podminkach.

119

VPO 31(2): 115-126, 2025
https://doi.org/10.60702/fxn2-vf70 (@) BY-NC-ND |



. VEDECKE PRACE OVOCNARSKE

Graf 1. Mira preziti explantatu tfeSné ptaci (Prunus avium L.) na médiu BAP 200 a QL-1 po tfech
mesicich kultivace. Hvézdi¢ka (*) oznacluje statisticky signifikantni rozdily (p <0,05) mezi dvéma typy
médii u konkrétni odruady.

Graph 1. Survival rate of sweet cherry explants (Prunus avium L.) after three months of cultivation
on BAP 200 and QL-1 medium. Asterisk (*) marks statistically significant differences (p <0.05) between
two types of media for specific cultivar.
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Druart (2012) detailné popsal mikropropagace explantatl odridy ‘Bing’, pficemz
pro mnozeni apikalnich meristému pouzil modifikované 2 MS médium s komplexni smési
vitamind, 1 mg/L BAP, 0,1 mg/L kyseliny giberelové (GAs) a 0,001 mg/L kyseliny
2,4-dichlorofenoxyoctové. Pro prytové vrcholky a segmenty s uzZlabnimi pupeny aplikoval
modifikované QL médium doplInéné o thiamin, myo-inositol, aminokyseliny methionin a tyrosin,
regulatory 1 mg/L BAP a 0,1 mg/L IBA, a aktivni uhli. Ackoliv autor neuvadi pfesnou
regeneracni ucinnost, protokoly vychazi z dlouhodobé ovéfenych postupl vyuzivanych
pro velkokapacitni rostlinnou produkci. Zminéné médium lIze proto povazovat za uc€inné
pro mikropropagaci tfeSné, coz doklada uspésnost zakorenéni explantatl ‘Bing’ (43,0 %) na
kofenicim médiu s QL prvky.

V publikaci Paprstein a Sedlak (2017) byly pupeny odridy ‘Tamara’ kultivovany na MS
médiu s 1,5 mg/L BAP, pficemz autofi zaznamenali 21,2 % prezivSich explantatl. Tato
hodnota je vyrazné nizsi ve srovnani s vysledky dosazenymi na médiu QL-1 (37,4 %), které
tak prokazuje vyssi vhodnost pro kultivaci této odrudy.

U genotypu ‘Emily’, HL 16821 a HL 10072 jsou ziskané vysledky pravdépodobné& prvnimi
publikovanymi daty o jejich mikropropagaci, jelikoz se jedna o nové vySlechténé genotypy.

Vysledky této studie potvrzuji vyraznou genotypovou variabilitu v reakci jednotlivych odrid
treSné na slozeni kultivaCniho média, stejné jako rekalcitranci nékterych genotypu, ktera
omezuje jejich vyuziti pfi potencionalnich genetickych transformacich. Na zakladé literarnich
udaju i ziskanych vysledkd Ize konstatovat, Ze média QL, WPM a DKW jsou pro
mikropropagaci tfeSné obecné vhodnéjsi nez univerzalné pouzivané MS médium. Perspektivni
genotyp HL 10072 spolu s odridami ‘Bing’ a ‘Tamara’ vykazovaly pfi kultivaci na médiu QL-1
vysokou miru preziti, coz naznacuje jejich potencial pro vyuziti v genetickych modifikacich.
U odrid ‘Emily’, HL 16821 a ‘Kordia’ sice bylo pfeziti na médiu QL-1 vy$Si nez na médiu BAP
200, avSak celkova mira preziti zGstava nizka, coz predstavuje zasadni limitujici faktor pro
jejich vyuziti v transformacnich protokolech, kde jsou rostliny vystaveny dalSim stresiim.
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Pro tyto genotypy bude nezbytné optimalizovat kultivaéni podminky ¢&i nalézt vhodnéjsi
médium pro Uspésné zavedeni do in vitro podminek.

Vyskyt kontaminaci u nasazenych explantatu

Celkova umrtnost explantati (80,6 %) byla zplsobena vyskytem kontaminaci, pfipadné
k odumfeni doSlo pravdépodobné vlivem rekalcitrance explantatu nebo citlivosti ke sterilizaci.
kontaminaci (6,7 %) byla zaznamenana u explantatd odrady ‘Kordia’ kultivovanych na médiu
BAP 200. Naopak nejvyssi frekvence kontaminaci (32,2 %) byla pozorovana u explantatu
genotypu HL 16821 kultivovanych na stejném médiu (Tabulka 3). Kontaminace média se
obvykle zaCaly projevovat 2. az 3. tyden po nasazeni explantatu do in vitro podminek. Podle
dosazenych vysledkl se frekvence kontaminaci mezi médii u jednotlivych odrid statisticky
vyznamné neliSila. U testovanych odrud se frekvence kontaminaci liSila, avSak zjisténé rozdily
mohou byt spiSe dlsledkem raznych fytosanitarnich podminek matecnich rostlin. Vyhony
‘Bing’, '‘Kordia’ a ‘Tamara’ pochazi z kontrolovanych vysadeb, zatimco vyhony ‘Emily’,
HL 10072 a HL16821 byly vzaty z vysadeb bez specialnich ochrannych opatfeni.

Tabulka 3. VVyhodnoceni vyskytu kontaminace explantatt tfresné ptaci po tfech mésicich kultivace.
Table 3. Evaluation of contamination incidence in sweet cherry explants after three months of cultivation.

Podil kontaminovanych explantata 2
Testovana odruda "
Médium BAP 200 Médium QL-1 4
Bing 6,7 +4,7 8,3+6,8
Emily 30,0+8,2 22,2+ 15,7
HL 10072 13,3+4,7 13,1+2,7
HL 16821 32,2+13,7 20,0+ 21,6
Kordia 56179 13,3+12,5
Tamara 20,0+ 8,2 21,1+£9,6

1) Tested variety, 2) Proportion of contaminated explants, 3) BAP 200 medium, 4) QL-1 medium

Volba vhodného sterilizacniho Cinidla pfedstavuje kliCovy krok pfi zakladani in vitro kultur,

nebot zasadné ovliviiuje vitalitu explantatl. Mezi nejCastéji pouzivana Cinidla patfi 70% etanol,
chlornan sodny, chlornan vapenaty a chlorid rtutnaty, pfiemz fada protokoll tyto latky
navzajem kombinuje. Pro zvySeni ucinnosti sterilizace se €asto pouzivaji také fungicidy
a smacedla (Babu et al. 2022).
a ‘Bing’ roztok chlornanu vapenatého v kombinaci s fungicidem. Paprstein a Sedlak (2017)
dosahli pfi sterilizaci pupent odrlidy ‘Tamara’ pomoci chloridu rtutnatého velmi nizkého
vyskytu kontaminaci (3,0 %), coz je vyrazné méné nez 20,0 % kontaminovanych explantatl
pozorovanych v této studii pfi pouziti média BAP 200. Av3ak vzhledem k vysoké toxicité
chloridu rtutnatého a v minulosti pozorovanym negativni u€inkim na preziti pupentd tfeSné
(Sedlak a Paprstein 2017), bylo v této praci zvoleno alternativni Cinidlo — dichloroisokyanurat
sodny (NaDCC).

Sterilizacni u€inek NaDCC obdobné jako u chlornanu sodného spociva v pusobeni
aktivniho chléru (ve formé kyseliny chlorné) proti mikroorganismim. AvSak NaDCC je
povazovan za u€inngjSi diky stabiln&jSim formam chléru (Clasen a Edmondson 2006).
Mihaljevi¢ et al. (2013) testovali uc€innost ruznych sterilizacnich €inidel na pupenech visni
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a zjistili nizkou ucinnost sterilizace pfi pouziti roztoku 10 g/L NaDCC po dobu 10 minut (83,3
% kontaminaci). Oproti tomu Cinidla jako dusi¢nan stfibrny nebo chlorid rtutnaty vykazovaly
vy$88i sterilizani efekt (10,0 % a 16,7 % kontaminaci), srovnatelny s vysledky dosazenymi
v této praci (viz Tabulka 3). Naopak ve studii Niedz a Bausher (2002), pouZziti NaDCC zvySsilo
ucinnost sterilizace explantata citrust, pfiéemz nebyly pozorovany zadné projevy fytotoxicity.
Vyhodami NaDCC je v pfipadé pfipravku Medicarine nizka cena a jednoduché pouziti bez
toxickych ac€inkd. NaDCC v této praci prokazal uspokojivou sterilizacni U€innost pupent
tfeSné, coz potvrzuje jeho potencial jako méné toxické alternativy k bézné pouzivanym
¢inidlim. K ovéreni téchto vysledku a potvrzeni jeho spolehlivosti je vSak zapotiebi provést
dalSi experimentalni testy na Sir§im spektru genotypl a za riznych podminek.

Odumfieni nasazenych explantatu

Za odumfeni je povazovan stav, kdy primarni explantat na kultivaénim médiu nezkontaminuje,
avSak neprojevuje rust, pfipadné dochazi k jeho hnédnuti, ¢ernani nebo k rozvoji
hyperhydricity. Odumirani primarnich explantatd, zplisobené rekalcitranci, pfipadné sterilizaci,
vyznamné prispélo k celkové mortalité testovanych odrud tfeSné kultivovanych v in vitro
podminkach. NejvysSi podil odumrelych explantatl (94,4 %) byl zaznamenan u odridy
‘Kordia’ kultivované na médiu BAP 200, pfiemz o néco niz§i mira odumfeni (73,3 %) byla
pozorovana pfi kultivaci na médiu QL-1 (Graf 2). Na rozdil od ostatnich testovanych odrud
vykazovaly genotyp HL 10072 (28,1 %) a odrada ‘Bing’ (36,1 %) pfi kultivaci na médium QL-1
signifikantné nizsi podil odumrelych explantata oproti kultivaci na médiu BAP 200 (86,7 % a
70,0 %). Vyrazné niz8i odumirani explantatu bylo rovnéz pozorovano pfi kultivaci odrudy
‘Tamara’ na médiu QL-1 (41,5 %) ve srovnani s kultivaci na médiu BAP 200 (63,3 %). Vysoky
podil odumfelych explantat( odrid ‘Emily’ a HL 16821 byl zaznamenan na obou testovanych
médiich — BAP 200 (63,3 %, 67,8 %) i QL-1 (63,89 % a 73,3 %).

Matt a Jehle (2005) ve své studii rovnéZz zaznamenali nizky mnozitelsky potencial
explantatd ‘Kordia’, pfi¢emz indukce prytd byla pozorovana pouze na jednom z 27 testovanych
kultivacnich médii. Paprstein a Sedlak (2017) zaznamenali vysoky podil explantatl odrady
‘Tamara’ (75,8 %), u nichz nedoslo k indukci prytu pfi kultivaci na MS médiu s rdznymi
koncentracemi cytokinind. V této praci kultivace na médiu QL-1 vedla ke snizeni podilu
odumfrelych explantata u &tyf z Sesti testovanych odriid ve srovnani s médiem BAP 200.
Médium QL, vyvinuté specialné pro zastupce rodu Prunus, se od €asto pouzivaného MS média
odliSuje nizkou koncentraci amonnych iontd (NH4*), které mohou pUsobit toxicky na rostlinné
explantaty. Soucasné obsahuje vy$8i koncentraci vapenatych iont (Ca?*), nezbytnych
pro spravnou tvorbu rostlinnych buné&énych sté&n (Matt a Jehle 2005). Uhyn explantatti mohl
souviset jak s jejich rekalcitrantni povahou, tak s jejich citlivosti na pouzité sterilizaCni postupy.
Odliseni vlivu sterilizacniho ¢inidla od u&inku kultivaéniho média na vitalitu explantatd
predstavuje metodickou vyzvu, nebot bez provedeni sterilizace by vétSina explantatl byla
znehodnocena kontaminaci. Tento problém lze CasteCné FeSit optimalizaci sterilizaéniho
protokolu, napfiklad testovanim rlznych koncentraci a expozi¢nich ¢ast na mensim poctu
explantatl. Doplrikové informace Ize ziskat i z hodnoceni vzhledu explantatl bezprostfedné
po sterilizaci, ktery muze indikovat poskozeni pletiv zplsobené Cinidlem.

122

VPO 31(2): 115-126, 2025
https://doi.org/10.60702/fxn2-vf70 (@) BY-NC-ND |



. VEDECKE PRACE OVOCNARSKE

Graf 2. Podil odumrelych explantati testovanych odrid tresné ptali kultivovanych tfi mésice
na BAP 200 a QL-1 médiu. Hvézdicka (*) oznacuje statisticky vyznamné rozdily (p <0,05) mezi obéma
typy médii v rdamci jednotlivych odrdd.

Graph 2. Proportion of dead explants of the tested sweet cherry (Prunus avium L.) cultivars after three
months of cultivation on BAP 200 and QL-1 media. The asterisk (*) indicates statistically significant
differences (p <0.05) between the two media types within a given cultivar.
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Obrazek 2. Vitalita explantatu ‘Bing’ (A, E), ‘Emily’ (B, F), HL 10072 (C, G) a ‘Tamara’ (D, H)
kultivovanych tfi mésice na médiu BAP 200 (A-D) a QL-1 (E-H). Méfitko (1 cm) je umisténo v levém
dolni rohu snimku.

Figure 2. ‘Bing’ (A, E), ‘Emily’ (B, F), HL 10072 (C, G) and ‘Tamara’ (D, H) explant vitality after three
months of cultivation on BAP 200 (A-D) and QL-1 medium (E-H). The scale (1 cm) is shown in the lower
left corner of the image.
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Vitalita nasazenych explantatt

Explantaty odrdd ‘Bing’, ‘Emily’, HL10072 a ‘Tamara’ kultivované na médiu QL-1 vykazovaly
celkové lepsi vitalitu nez explantaty péstované na médiu BAP 200 (Obrazek 2). Ackoliv
explantaty kultivované na médiu BAP 200 Casto vytvarely vétsi listovou plochu, jedinci
péstovani na médiu QL-1 se vyznacovali vy$Sim poctem listd a Iépe vyvinutym prytem. Naproti
tomu explantaty ‘Kordia’ a genotyp HL 16821 prospivaly hife na obou médiich, kdy vétSina
explantatd odumiela (obrazky nejsou uvedeny). Odumirani se projevovalo hnédnutim,
z&ernanim nebo hyperhydricitou pletiv. Casté byly také chlorézy (Obrazek 4C). U nékterych
explantatd byl patrny pocateéni rast v in vitro podminkach, nicméné po prvnim pfeneseni na
Cerstvé kultivaéni médium doslo k opadu listd a zlstaly pouze stfedové casti, které dale
neregenerovaly (Obrazek 4B).

Hnédnuti a Cernani pletiv tfeSné v in vitro podminkach je disledkem oxidace fenolickych
latek, jichz tfeSer obsahuje znaéné mnozstvi. Vysoky obsah polyfenoll sice pfispiva k nutriéni
hodnoté plodl, avS8ak souCasné predstavuje vyznamnou prekazku pfi mikropropagaci.
Ve vegetativnich Castech rostliny je navic koncentrace polyfenoli obvykle nékolikanasobné
vySSi nez v plodech (Dziadek et al. 2018). Hyperhydricita, charakterizovana prihlednosti,
atrofii a morfologickymi deformacemi explantatia, byva casto disledkem nadmérnych
koncentraci syntetickych cytokinind, jako jsou BAP nebo TDZ. Tyto regulatory ristu mohou
indukovat zvySenou syntézu etylénu, ktery ovliviiuje signaliza¢ni drahy spojené s funkci
akvaporini aregulaci prdduchG. Na vzniku hyperhydricity se mohou podilet i vy3Si
koncentrace amonnych iontd (NH.*) (Polivanova a Bedarev 2022). Tyto skute¢nosti mohou
objasnovat vysSi vitalitu explantatl kultivovanych na médiu QL-1, které obsahuje nizSi
koncentrace jak BAP, tak i amonnych iontd.

ZAVER
Tato studie se zaméfila na problematiku mikropropagace tfe$né ptaci v in vitro podminkach
s cilem optimalizovat kultivacni protokol pro Slechtitelsky perspektivni odriady a genotypy
ur€ené pro potencionalni genetické modifikace. Pét perspektivnych genotypl tfeSné (‘Emily’,
‘Kordia’, ‘Tamara’, HL 10072 a HL 16821) spolu s kontrolni odradou ‘Bing’ bylo testovano
na dvou kultivagnich médiich (BAP 200 a QL-1). Vys&i mira pfeziti po zavedeni do in vitro byla
u vSech genotypl zaznamenana pfi kultivaci na médiu QL-1. NejvySSi miru preziti (58,9 %)
vykazal genotyp HL 10072 na médiu QL-1, zatimco pfi kultivaci na médiu BAP 200 preziti
nebylo zaznamenano. VySSi prezivani explantatl na médiu QL-1 bylo rovnéz pozorovano
u odrdd ‘Bing’ a ‘Tamara’. Naopak nizka mira preziti explantatd ‘Emily’, HL 16821 a ‘Kordia’
na obou testovanych médiich naznacuje, Ze slozeni pouZzitych médii neni pro mikropropagaci
téchto genotypl optimalni a bude nutné pfipadné vyuzit alternativnich médii, napfiklad WPM
nebo DKW. Ve srovnani s vyskytem kontaminaci se na celkové umrtnosti explantatd ve vétsi
mife podilelo jejich odumirani zpusobené rekalcitranci nebo citlivosti k sterilizacnimu €inidlu.
NejvysSi podil odumrelych explantatl (94,4 %) byl zaznamenan u odrudy ‘Kordia’ kultivované
na médiu BAP 200, coz podtrhuje vyznamny vliv rekalcitrance na uspésnost zavedeni odrady
do in vitro podminek. Naopak genotyp HL 10072 (28,1 %) a ‘Bing’ (36,1 %) vykazovaly
signifikantné nizsi miru odumirani pfi kultivaci na médiu QL-1, coz potvrzuje jeho pfiznivé;si
ucCinek na regeneraci explantatu. Explantaty ‘Bing’, ‘Emily’, HL 10072 a ‘Tamara’ kultivované
na médium QL-1 vykazovaly vySsi vitalitu ve srovnani s kultivaci na médiu BAP 200, zatimco
explantaty ‘Kordia’ a genotypu HL 16821 prospivaly hdfe na obou médiich.
Ziskané poznatky maji pfimy prakticky vyznam pro vybér odriid a optimalizaci kultivacnich
podminek pro potencionalni genetické modifikace tfeSné. Spravnou volbou kultivaéniho média
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Ize korigovat genotypovou variabilitu a zvySit regeneracni potencial explantatd. Vysledky této
studie naznacuji, Ze odridy ‘Bing’, ‘Tamara’ a genotyp HL 10072 pfredstavuji vhodné kandidaty
pro genetické modifikace, zatim co ‘Emily’ a HL 16821 vykazuji niz8i regenera¢ni potencial.
Naopak odrida ‘Kordia’, ackoliv ma vysoky Slechtitelsky i komeréni vyznam, se vyznacuje
vyraznou rekalcitranci napfi¢ rznymi médii a jeji vyuziti v transformacnich experimentech je
zatim velmi omezené, dokud nebude vyvinut optimalizovany protokol pro jeji in vitro
regeneraci.
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