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Metodika kryoprezervace dormantnich pupenti maliniku

Diky rychlym zménam klimatickych podminek je v souc¢asné dobé vystavena produkce
ovoce vyzvam, které souviseji s novymi pozadavky na parametry péstovanych odrdd. V té
souvislosti nabyva na vyznamu bezpecné uchovani a rozsifovani spektra odrid a genotypl
v kolekcich pro naplnéni téchto pozadavkl. Pro uchovani genovych zdroji maliniku se
pouzivaji predevsim ex situ kolekce, které jsou vystaveny plsobeni rizikovych biotickych a
abotickych cinitell. Proto je nutné vyvinout a aplikovat metody pro bezpecéné uchovani
kolekci. Kryoprezervace dormantnich pupenu, bézné pouzivand u vegetativné mnozenych
ovocnych drevin, je povazovdna za slibny pfistup k efektivnimu uchovani genovych zdroju
rostlin. Doposud nebyl postup kryoprezervace maliniku pomoci dormantnich pupen( navrzen.
Proto byla vyvinuta metodika pro kryoprezervaci dormantnich pupend maliniku. Vysledny
metodicky postup umoznuje efektivni skladovani dormantnich pupen( pfi teploté kapalného
dusiku a nasledné regenerace v podminkach in vitro pro dalSi pouZiti ve Slechténi a
zahradnické praxi. UZivatelem této metodiky je MZe, které ji uplatni v ramci ,Narodniho
programu konzervace a vyuZivani genetickych zdrojl rostlin, zvifat a mikroorganismu
vyznamnych pro vyZzivu a zemédélstvi“.

Klicova slova: konzervace; genové zdroje; malinik; dormantni pupeny.

Methodology for dormant berry bud cryopreservation

Due to rapid changes in climatic conditions, fruit production is currently facing challenges
associated with new requirements for cultivated varieties. In this context, the safe
preservation and expansion of the spectrum of varieties and genotypes in collections to meet
these demands are becoming increasingly important. For the conservation of raspberry
genetic resources, ex situ collections are primarily used, which are exposed to the influence of
risky biotic and abiotic factors. Therefore, it is necessary to develop and implement methods
for the safe preservation of collections. Cryopreservation of dormant buds, commonly used
for vegetatively propagated fruit trees, is considered a promising approach for efficient plant
genetic resource preservation. So far, a procedure for cryopreserving raspberries using
dormant buds has not been proposed. Hence, a methodology for cryopreserving raspberry
dormant buds has been developed. The resulting procedural approach allows for the efficient
storage of dormant buds at liquid nitrogen temperature and subsequent regeneration under
in vitro conditions for further use in breeding and horticultural practice. 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: conservation; genetic resources; raspberry; dormant buds.
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I. Cil metodiky

Cilem metodiky je vyvinout a otestovat postup kryoprezervace dormantnich pupen( maliniku
(Rubus idaeus L.) pomoci dvoustupriového kryoprezervacniho postupu s regeneraci v in vitro
umoznujici uchovani genofondu maliniku.

Il. Uvod

Malinik (Rubus idaeus L.) je oblibenou plodinou v Ceské republice i v jinych zemich mirného
pasma diky svym vynikajicim plodim. ProtoZe je malinik viceletou plodinou, je dlleZité udriovat
kultivary a elitni Slechtitelské linie jako sbirku rostlin v sadu nebo v kulturach in vitro. Tyto metody
uchovani sbirky maji sva omezeni, zejména kvuli virovym a jinym chorobam prenasenym do sbirek
v sadu z planych malin (Tapio a kol., 1997) a ndkladim a pracnosti spojenym s kulturami in vitro. V
podminkach in situ existuje mnoho dalSich faktord komplikujicich uchovani rozmnoZovaciho
materialu, vykazujiciho stabilitu a dobry zdravotni stav, jako stale ¢astéjsi extrémni vykyvy pocasi,
které prindsi zna¢nd, mnohdy pro rostlinu i existencni rizika. Uchovani v podminkach in situ a ex
situ (polni kolekce) ma znacné prostorové naroky, zejména v pripadé opakovani dulezitych
genotypl na vice lokalitach pro snizeni rizika jejich ztraty a uchovani odr(id. Vzhledem k tomu, Ze
odrtdy maliniku jsou ze Slechtitelského hlediska klony, jejichZ osivo je heterozygotni, neexistuje
moznost jejich soubézného uchovani v semenné formé. | kdyz je mozné pouZivat in vitro kultury
jako zdloZni zdroj pro uchovavani vybranych klon, je zde vsak pfi dlouhodobé kultivaci zvysené
riziko mutaci, napriklad diky neodhalené nepfimé organogenezi ¢i vysoké koncentraci rlistovych
hormonu v kultivacnim médiu. In vitro kultury téz vyzaduji pravidelnou subkultivaci, pfi niz mize
Castéji dochazet ke ztratam diky kontaminacim ¢i technickym problémim (Lambardi a kol. 2006;
Kovalchuk a kol., 2009). Tato metoda se proto neda povaZovat za dlouhodobé bezpecny zplisob
uchovavani genetického materialu. Jako vhodné feseni vyse zminénych problém{ se nabizi metoda
kryoprezervace. Metoda je zaloZzena na uchovavani zZivého materidlu pfi kryogennich teplotach v
tekutém dusiku (-196 °C), pficemzZ dochazi k zastavé chemickych, a tedy i metabolickych déji v
bunkach. Béhem skladovani v podminkach ultranizkych teplot nepulsobi na materidl zadné
negativni vlivy okolniho prostredi ¢i patogenu, z principu nedochazi v této fazi ani k mutacim.
Metoda kryoprezervace je tedy velmi vhodnym néastrojem pro konzervaci vegetativné mnozenych
rostlin po dlouhou dobu a to v nezménéné formé (Forsline a kol., 1998). Metoda kryoprezervace
dormantnich pupend byla s Uspéchem pouZita u ovocnych drevin, predevsim z temperatniho
pasma, jako je napfiklad jablon (Stushnoff, 1987; Seufferheld a kol., 1991) ¢i hrusen (Bilavcik a kol.
2021). U rodu Rubus, byly v poslednich dekadach publikovany rlizné zplsoby kryoprezervace. Jako
prvni uspésné kryoprezervovali dormantni pupeny maliniku metodou pomalého mrznutiz -5 °C do
-45 °C pred samotnym ponorfenim do kapalného dusiku Sakai a Nishiyama (1978). Pro
kryoprezervaci vzrostnych vrcholl in vitro kultury maliniku pouzili Reed a Lagerstedt (1987)
kryoprotektivni roztok, ktery obsahoval polyetylenglykol, mocéovinu a dimethylsulfoxid a nasledné
pomalé predmrazeni do -40 °C s ponorenim do kapalného dusiku. Pfi tomto postupu bylo
dosaZzeno regenerace méné nez 10 %. K vyraznému zvySeni regenerace kryoprezervovanych in
vitro kultur (67 %) doslo, pokud u nich bylo aplikovano chladové otuZzeni (Reed 1988). Nyni se kvl
zjednoduseni a zrychleni metod kryoprezervace stale vice uplatiuje vitrifikace, coz je metoda, pfi
niz se pomoci vitrifika¢nich latek dosahuje skelného stavu v kryoprezervovanych tkanich (Volk a
Walters, 2006; Wang a kol., 2005; Zamecnik a kol., 2021). Metody zaloZené na vitrifikaci in vitro
kultur jsou pro rutinni zamrazovani pro uchovani v kryobance zpocatku relativné ndakladné a
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narocné na laboratorni praci a vysoce kvalifikovany personal. Zejména z praktickych ddvodu je
proto zajimavou moznosti kryoprezervace dormantnich pupend maliniku, pficemz k regeneraci
pomoci in vitro kultur je mozné pristoupit az v pripadé aktudlni potfeby konkrétniho genotypu.

Cilem této metodiky je vyvinout a otestovat postup zalozeny na dvoustuprové kryoprezervaci
dormantnich pupen( s jejich regeneraci v in vitro, jako ndastroje pro rychlé a bezpecné uchovani
genofondu maliniku.



. Vlastni popis metodiky

a) Material

1. Pristrojové vybaveni
Pro vyuZiti metody kryoprezervace dormantnich pupentd maliniku je tfeba disponovat
nasledujicim pfistrojovym vybavenim:

Vybaveni pro uskladnéni dormantnich pupeni maliniku po jejich odbéru ze sadu pred vlastnim
mrazenim:
e skladovaci mrazici box nastavitelny na -4 °C

Vybaveni pro mrazovou dehydrataci dormantnich pupeni:
e mrazici box nastavitelny na -4 °C

Pristroje pro zamrazeni dormantnich pupeni do poZadovanych ultranizkych teplot a jejich odtati:
e programoveé fizeny mrazici box pro snizovani teploty, chladnicka

Uchovani kapalného dusiku a kryoprezervovanych vzorki:
e Dewarova nddoba na kapalny dusik
e Dewarova nddoba pro uloZeni vzorkid v kapalném dusiku (LS4800 Taylor Wharton, USA)

Pristroje pro méreni termickych charakteristik, aktivity a obsahu vody:
e pfistroj pro méreni aktivity vody (Water Activity Meter HP23-AW, Rotronic, Switzerland)
e diferencni skenovaci kalorimetr (DSC Discovery X3, TA Instruments, USA)
e analytické vahy, pfesné vahy, susarna

Vybaveni pro péstovani in vitro kultur:
e kultivaéni box nastavitelny na 23 °C, 16/8 svételnd perioda a 100 - 150 pE s> m?
e parni sterilizator (autoklav)
e horkovzdusny sterilizator
e pH-metr
e laboratorni michacka
e mikrovinna trouba

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

2. Chemikalie a kultivac¢ni prostiredky
V nasledujicim seznamu jsou uvedeny vsechny chemikalie potfebné pro kryoprezervaci
dormantnich pupenl maliniku.

Dehydratacni prostredek:
o silikagel



Rehydratace:
e bila raselina

Rehydratacni roztok:
e destilovand voda

Chladici a skladovaci médium:
e kapalny dusik

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

3. Drobné pomticky
Nasledujici pomucky jsou potfebné pro metodu kryoprezervace dormantnich pupent
maliniku:

Prdce s dormantnimi pupeny ve venkovnich podminkdch a jejich uskladnéni pred mrazenim:
e zahradnické nazky

zahradnicky ntz

provazek

jmenovky

PE pytliky

[ ]
Mrazovad dehydratace:
e zahradnické nazky
e sitky pro dehydrataci pupend
e kosiky pro uloZeni siték do mraziciho boxu

e nlzky

e pinzety

e vazenky

o PE sacky
Kryokonzervace:

e centrifugacni zkumavky 50 ml (CLP, Biologix)
e hlinikové plisky (20 x 6 x 0,05 mm)

e polystyrénova nadoba

e papirové krabicky do Dewarovy naddoby

Odtani vzorki:
e PE -pytliky
e jmenovky



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

4. Rostlinny material

Vychozim materidlem pro testovani kryoprezervaci maliniku byly jednoleté dormantni vyhony
maliniku (Rubus idaeus L.) odrid 'Sanibelle'Chyba! Nenalezen zdroj odkazi. a 'Wilamette'
péstované na parenisti Vyzkumného Ustavu rostlinné vyroby, v.v.i., pdvodem od spolupracujici
firmy Jan Holub, s.r.o.. Optimalni délka vyhon( je 50 — 100 cm (i delsi). Pryty by mély mit minimdalné
5 mm v praméru, dobre vyzralé a bez zndmek poskozeni biotickymi ¢i abiotickymi Ciniteli. Pokud
vyhony ptesahuji primér 10 mm je mozné je pouzit, ale zmensuje se tim mnoZstvi nodalnich
segmentq, které je mozné umistit do zkumavky pro zamrazeni.

b) Kryoprezervace

Postup kryoprezervace dormantnich pupent maliniku Ize rozdélit do péti postupnych kroku:
e Odbér a uchovani dormantnich pupend
e Mrazova dehydratace dormantnich pupent
e Kryoprezervace mrazové dehydratovanych dormantnich pupena
e Odtati a rehydratace dormantnich pupen(
e Regenerace dormantnich pupen( maliniku in vitro

1. Odbér a uchovani dormantnich pupent

Dobre vyzralé a neposkozené jednoleté dormantni vyhony maliniku od vybranych genotypl
jsou odebirdny v zimnim obdobi. Optimalni doba odbéru je v lednu az za¢atkem Unora, po
minimalné nékolikadenni periodé mrazovych teplot. Po odbéru ze sadu jsou vyhony po svazani a
oznaceni podle odrld uloZzeny do PE pytle a ten vloZzen do skladovaciho mraziciho boxu do -4 °C.
Doba uchovani takto pripraveného materidlu se pohybuje v fadech tydna.

2. Mrazova dehydratace dormantnich pupenu

Jednoleté dormantni vyhony maliniku jsou po vyjmuti z mraziciho boxu pro uchovani
dormantnich pupen( pfi -4 °C stfihany na jednonodalni segmenty o délce pfriblizné 35 mm, viz
Obrazek 1.
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Obrazek 1. Nastfihané jednonodalni segmenty dormantnich pupen(
maliniku 'Sanibelle' na délku pfiblizné 35 mm.

Po nastfihani minimalné 160 jednonodalnich segmentl jsou tyto umistény do siték pro
dehydrataci do mraziciho boxu. Sitky jsou pfedem zvazeny na ptresnych vahach a poté jsou zvazeny
i s dormantnimi pupeny. Celkovd hmotnost jednonodalnich segment( v sitce je zaznamenana. Po
nastfihani jednonodalnich segmentl je odebran ndhodny vzorek 5 segmentl pro stanoveni
pocatecniho obsahu vody. Tyto segmenty jsou zvazeny ihned po nastfihani a poté vlozeny ve
vazence do susarny nastavené na 105 °C a suSeny po dobu minimalné 2 dnli do konstantni
hmotnosti. K takto zjiSténému obsahu vody je vztazen pocatecni obsah vody vsech segmentl
v sitce pro dehydrataci. Sitky s jednonodalnimi segmenty jsou poté vloZzeny do kosikd do mraziciho
boxu pro mrazovou dehydrataci nastaveného na -4 °C, viz Obrdzek 2, na jehoZ dno jsou umistény
krabi¢ky s vysuSenym silikagelem o celkovém objemu 1 litr.
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Obrazek 2. Sitky s jednonodalnimi segmenty dormantnich pupend maliniku
v kosSiku v mrazicim boxu pro mrazovou dehydrataci pfi teploté -4 °C.

Jednonodalni segmenty dormantnich pupenl jsou vysouseny do 20 — 30% obsahu vody.
V prabéhu vysouseni je mérena jejich aktivita vody pomoci pfistroje pro méreni aktivity vody, viz
Obrdzek 3, a obsah krystalické vody pomoci diferencniho skenovaciho kalorimetru (DSC).

Obrézek 3. M&feni aktivity vody dormantnich pupem‘] maliniku pomoci
pristroje Water Activity Meter HP23-AW (Rotronic).
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Po mrazové dehydrataci na poZadovanou uroven obsahu vody je odebrano 5 segmentl na
stanoveni kontrolniho obsahu vody. Pfed samotnym postupem dvoustupriové kryoprezervace je
provedeno méreni termickych charakteristik u vzorku dormantniho pupene odebraného
z jednonoddlniho segmentu. Jsou zméreny fazové prechody prvniho a druhého druhu, onsety
krystalizace a tani vody a podil krystalické vody. Pro preziti a regeneraci je vhodné minimalizovat
podil krystalické vody v pupenech a zamezit (predevsim v pribéhu chlazeni) vyskytu exoterm.
V pripadé, Ze jsou hodnoty jak dehydratace, tak podilu krystalické vody vyssi, je potreba
jednonodalni segmenty ddle dehydratovat pod vyse uvedené hodnoty. Kontrolni dehydratované
jednonodalni segmenty jsou v pravidelnych intervalech rehydratovany a umistény do vihké bilé
raseliny v PE sacku a ulozeny do +4 °C do chladnicky. Po 14 dnech rehydratace se segmenty umisti
do raselinového substratu a hodnoti se jejich schopnost regenerace rasenim.

3. Kryoprezervace mrazové dehydratovanych dormantnich pupent

Po mrazové dehydrataci jsou jednotlivé jednonodalni segmenty dormantnich pupent vloZzeny
po 20 - 25 kusech do 50 ml centrifugacnich zkumavek a zavickovany hlinikovym pliskem. Nasledné
jsou centrifugacni zkumavky po 7 kusech vlozeny do papirové krabi¢ky do Dewarovy nddoby a v ni
vloZzeny do programové fizeného mraziciho box pro snizovani teplot, viz Obrdzek 4.

Obrazek 4. Laboratorné upraveny programoveé fizeny mrazici box pro regulované
snizovani teploty pro dvoustupnovy kryoprezervacni protokol.

Po ustdleni na teploté -5 °C je ddle sniZovana teplota rychlosti 1 °C hod™ do teploty -30 °C. Poté
nasleduje 12 — 24 hodinova ekvilibrace pfi této teploté. Nasledné jsou krabi¢ky z mraziciho boxu
vyjmuty a ponoreny do kapalného dusiku v polystyrenové nadobé. Po nejméné 15 minutach jsou
krabicky umistény do skladovaci Dewarovy nadoby. Je dllezZité dbat na rychlé premisténi krabicky
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do Dewarovy nadoby, aby nedoslo k samovolnému odtati po odpareni kapalného dusiku. Postup
kryokonzervace dormantnich pupen( maliniku je schematicky znazornén - viz Obrdzek 5.

regenerace
_/\ ekvilibrace , -
T e
y [ sklad LN
- 2. stupen > —
1. stupen
-

Obrazek 5. Schematicky postup dvoustupriové kryokonzervace dormantnich pupent maliniku.

4. Odtati a rehydratace dormantnich pupeni

Minimalné po jedné hodiné v kapalném dusiku je mozZné provést odtati kontrolniho vzorku.
Odtati se provede vyndanim pozadovaného poctu centrifugaénich zkumavek se vzorky z Dewarovy
nadoby, slitim prebytecného kapalného dusiku, jejich vloZzenim do polystyrenové nadoby a
umisténim do +4 °C. Po 24 hodinach jsou jednonodalni segmenty z centrifugacni zkumavky
vyjmuty a vloZeny do vlhké bilé raseliny v PE sacku a uloZeny do +4 °C do chladni¢ky. Po 14 dnech
rehydratace jsou sacky sjednonodalnimi segmenty z chladnicky vyndany a bezprostfedné
transportovany do in vitro laboratore.

5. Regenerace dormantnich pupent maliniku in vitro

Nejprve jsou nodalni segmenty podrobeny 20minutovému
oplachovani pod kohoutkovou vodou a poté je moiné provést
sterilizaci podle Valimaki a kol. (2022). Pupeny jsou vystaveny za
stalého michani 20 g I'* dichlorizokyanuratu sodnému (NaDCC) po dobu
30 minut a poté ponechany v 70% EtOH po dobu 15 minut. Poté
nasleduje trojnasobné oplachnuti nodalnich segmentl sterilni
destilovanou vodou a pak jsou segmenty ponechany ve vodé az do
preneseni na agarové médium (doba pfipravy trva az 1 hodinu). Pupeny
s Casti vétvicky, priblizné 1 cm dlouhé, Obrazek 6, jsou umistény na MS
médium upravené podle Dziedzic a Jagla (2013); 30 g I'! sacharézy, 1 Obrazek 6. Vyfiznuty

mg It BAP, 0,1 mg I IBA a 7 g It agaru. dormantni  pupen
maliniku z
kryoprezervovaného

Nasledné jsou umistény v standardnich podminkach v kultivagnim Nodalniho segmentu.
boxu (24 °C, 16/8 fotoperioda) pro regeneraci, viz Obrdzek 7. Kontrolni rostliny jsou pfevedeny do
in vitro podminek stejnym postupem sterilizace. Je nutnda kontrola zavedenych pupen( na
bakteridlni a houbové kontaminace a v pfipadé napadeni je optimalni nekontaminované pupeny
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prenést na nové subkultivacni médium. V pfipadé, Ze je napadena vétsina zavedenych pupend, je
vhodné u nich opét provést sterilizaci, pfipadné pouzit médium s patficnym antibiotikem. Kultury
regenerovanych odrdd maliniku jsou multiplikovany vintervalu 4-6 tydnld pro dostatecné
namnoZeni a pfevod do ex vitro podminek.

Obrazek 7. Regenerace kryoprezervovanych dormantnich pupent maliniku 'Sanibelle' v in vitro.
Vlevo — po 10 dnech, vpravo po 13 dnech po zavadéni do in vitro po kryoprezervaci.

c) Shrnuti kryoprezervace

U jednonodalnich segmentd byl nejprve testovan priabéh snizovani obsahu vody béhem mrazové
dehydratace. Na Obrdzek 8, je znazornén pribéh zmény obsahu vody na aktivité vody ve vzorcich
dormantnich pupent. Byly testovany dormantni pupeny maliniku 'Sanibelle' ve dvou terminech
skladovani (24. 2. 2022 a 9. 5. 2022) a maliniku 'Willamette' v jednom terminu (8. 2. 2023). U
maliniku 'Sanibelle’ byly dormantni pupeny skladovany v druhém experimentu (9. 5. 2022)
pfiblizné 74 dni po odbéru. Z pribéhu kfivek zmény obsahu vody je zfejmé, Ze pfi dehydrataci u
pupend obou odrid dochazi k podobnému pribéhu a pfi snizeni aktivity vody pfiblizné pod
hodnotu 0,9 dochazi k poklesu rychlosti dehydratace. Odrida 'Sanibelle' obsahuje pfi dané aktivité
vody oproti odridé 'Willamette' celkové nizsi obsah vody. Pfi porovnani regenerace dormantnich
pupend v pribéhu jejich mrazové dehydratace je patrné, Ze u odrlidy 'Sanibelle' z odbéru po delsi
dobé uskladnéni (9. 5. 2022) klesa jejich regenerace, i kdyZ se obsah vody stadle pohybuje na
hodnotdch pfiblizné 20 %, pfi kterych je u dfivéjsiho terminu experimentu (24. 2. 2022) regenerace
stdle na vysoké urovni (vice nez 80 %), viz Obrdzek 9.
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Obrazek 8. Prlbéh dehydratace dormantnich pupend maliniku 'Sanibelle’
(24.2.2022 a 9.5.2022) a 'Willamette' (8.2.2023). Data jednotlivych experimentu
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jsou proloZena primkami pro vizudlni orientaci. WC — obsah vody (%), AW — aktivita
vody.

40

100 =
i o Sanibell
90 47534 222 951 227 T
N LA ] 19.8 -
g0 d8..,. B8 20
g L R ,_..'.__. -
325 2o e 283 .
70 T
A 20.4
o 60 L T Willamette
= . frea.,
%5 50 ® 09.05.2022 “tare. 208
s o 2022002 197 ® e
o 40 '
E- @ 08022023
v 30
20
10 201 & Sanibelle*
0]
0 10 20 30 40 50

Dehydration time, days

= 0
Colour numbers = WC {/0} *after preliminary storage of plant material

Obrazek 9. PrUbéh raseni dormantnich pupend maliniku 'Sanibelle' a 'Willamette'
v zavislosti na dehydrataci v ¢asové riznych experimentech. Cisla u bodtl uvadéji obsah
vody (WC).

Z termickych charakteristik dormantnich pupen mérenych pomoci DSC je zfejmé, Ze pfi
hodnoté aktivity vody pfiblizné 0,9 je stdle jesté moziné detekovat krystalizaci — exotermni pik,
zatimco pfi nizSich hodnotach jiz exotermni pik odpovidajici krystalizaci detekovan neni, viz
Obrdzek 10. Na Obrdzek 11 je ukazka raseni kontrolnich kryoprezervovanych dormantnich pupen(
'Willamette' a 'Sanibelle' (24. 2. 2022) po jejich mrazové dehydrataci k hodnotam obsahu vody
pfiblizné 20 %. Takto dehydratované dormantni pupeny maliniku byly pouzity pro regeneraci v in
vitro kulture. Zavérem lze doporucit provést kryoprezervacni postup mrazové dehydratace
s naslednym dvoustupfiovym zamrazenim bez dlouhodobéjsiho skladovani v mrazicim
skladovacim boxu pfi -5 °C a dormantni pupeny mrazové dehydratovat pfiblizné k hodnotam 20%
obsahu vody.
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Obrazek 10. Termogramy dormantnich pupent maliniku odridy 'Willamette' béhem mrazové
dehydratace. Horni kfivky predstavuji chlazeni — zadna viditelnd exoterma, dolni kfivky
predstavuji ohfev - béhem ohtevu je viditelny exotermni pik pouze pfi vyssi hydrataci/aktivité
vody (vlevo).

Willamette Sanibelle
WC=20.8% WC=19,9%

Obrdazek 11. Kontrolni raseni do in vitro nezavddénych dormantnich pupend maliniku
odridy 'Willamette' a 'Sanibelle' po kryoprezervaci dvoustupnovou metodou.
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IV. Srovndni novosti postupui

Navriend metodika pfindsi novy postup, ktery umoZnruje uchovani maliniku pomoci
kryoprezervace dormantnich pupen( s jejich naslednou regeneraci v in vitro kultufe. Doposud
nebyl podobny komplexni metodicky postup kryoprezervace dormantnich pupenl maliniku
v Ceské republice publikovan. Aplikaci uvedeného postupu je mozné bezpeéné uchovat sbirkovy
material pfi ultranizké teploté v kapalném dusiku v kryobance vegetativné mnoZenych plodin ve
Vyzkumném dstavu rostlinné vyroby, v.v.i. v Praze Ruzyni.

V. Popis uplatnéni metodiky

UZivatelem této metodiky bude Ministerstvo zemédélstvi Ceské republiky a to prostiednictvim
»,Narodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroju rostlin, zvifat a mikroorganismu
vyznamnych pro vyZivu a zemédélstvi“. Tato metodika umoZni bezpecné uchovat vybrané
genotypy maliniku.

VI. Ekonomické aspekty

Genové kolekce ovocnych plodin jsou uchovavany predevsim ve venkovnich sbirkach. Tyto jsou
vystaveny mimo jiné nepfiznivym abiotickym a biotickym podminkdm, které mohou sbirky ohrozit.
V soucasnosti je tendence tyto sbirky hodnotit z hlediska zdravotniho stavu a alespon sbirkové
vyznamné genotypy ozdravit a bezpeéné uchovat. Vyznam uchovani bezpeéné zalohy konkrétniho
genotypu maliniku lze redlné tézko ocenit, protoze odhadnout, zda v budoucnu bude z daného
genotypu plynout ekonomicky pfinos, je neredlné. Z toho dlvodu se ve svété zavadi bezpecna
pravdépodobny. Naklady na zavedeni kryoprezervaéniho postupu dormantnich pupen( maliniku
uvedené v metodice odpovidaji tomu, zda je zavadén noveé cely provoz pro kryoprezervaci Ci se jen
tato metodika implementuje do stavajiciho provozu kryoprezervacni laboratore. V pfipadé, Ze
laborator jiz postup kryoprezervace pouziva, jsou naklady na zavedeni nové metodiky, predevsim
v Casti investic do technologie mrazeni, prakticky nulové. Z dlouhodobého hlediska konzervace
genovych zdroji maliniku je idealni jejich uchovani pomoci ozdravenych in vitro kultur. Tento
zpUsob je vsak zdlouhavy a pracovné i financné narocny. Proto je postup, kdy je nejdfive provedeno
zamrazeni dormantnich pupent s relativné nizkymi naklady a v pripadé aktualni potreby je mozné
v budoucnu prevod do in vitro podminek, ekonomicky i pracovné efektivni. V pripadé, kdy neni na
pracovisti zavedena metoda kryoprezervace pomoci pomalého mrznuti tvori hlavni polozku pfi
zavedeni této metodiky investice do programovatelného mraziciho zafizeni pro regulovany pokles
teploty dormantnich pupen( pohybuijici se fadové od 200 do 500 tis. KC. V kryolaboratofich je vsak
toto zafizeni zpravidla bézné. Dale je potieba investice do skladovacich prostor v Dewarovych
nadobach. | kdyz kryoprezervované dormantni pupeny zabiraji fadové 10 x vice mista v Dewarové
nadobé nez in vitro kultury, lze tento pomér snizit diky tomu, Ze hodnoty regenerace jsou u
dormantnich pupent vyssi a tudiZ je mozné skladovat mensi pocet vzork( nez u in vitro kultur.
Cena jedné skladovaci Dewarovy nadoby pro uloZeni pfiblizné 100 genotypd maliniku pomoci
kryoprezervace dormantnich pupen je v zavislosti na UspéSnosti regenerace priblizné 150 tis. K¢.
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V pripadé uchovani 100 genotypl v jedné Dewarové nadobé vychazi materialova cena za zavedeni
jednoho genotypu pfiblizné 2000 K¢, véetné zkumavek, krabicky a kapalného dusiku na zamrazeni,
a personalni naklady pfiblizné 1500/2500 K¢ (pfi zamrazeni 100 odrid pfi kapacité 2 mésicd 2 x 0,5
uvazku). Celkové naklady na zamrazeni 100 genotypu rocné lze tedy odhadovat na 400 tis. Kc.
Metoda kryoprezervace dormantnich pupend maliniku je vSak predevsim ekonomicky
vyhodna moznosti v relativné kratkém obdobi kryoprezervovat znacné mnozstvi genotypu. Podle
doposud provedenych experimentl lze hovofit v radech nékolika desitek, vyhledové do 100
genotypll za rok. Samotné bezpecné uchovani Sirokého spektra genotypd maliniku je vyznamné
snizenim rizika ztraty jedince s potencidlné cennymi Slechtitelskymi vlastnostmi, coz je hlavnim
pfinosem této metodiky pro uzivatele.
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