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1. Uvop

Fytoplazmy patii mezi nejvyznamnéjsi patogeny ovocnych druhti. Fytoplazmova onemocnéni
kazdoro¢né zptisobuji ve Skolkafském sektoru a u trvalych kultur ovocnych drevin
nezanedbatelné hospodaiské Skody. 'Candidatus Phytoplasma mali’, 'Ca. P. pyri' a
‘Ca. P. prunorum' jsou ptivodci proliferace jablon¢ (apple proliferation, AP), chiadnuti hrusné
(pear decline, PD) a evropské Zloutenky peckovin (European stone fruit yellows, ESFY). Dle
provadéciho natizeni Komise (EU) 2019/2072, ve znéni pozdéjsich predpisi, se fadi do skupiny
regulovanych nekaranténnich $kodlivych organizmt (RNSO). Otazka miry $kodlivosti téchto
patogennich organizmu je feSena také v EPPO (European and Mediterranean Plant Protection
Organization). EPPO na seznamu uvedené¢ho v A2 listu doporucuje svym ¢lenskym zemim
organizmy 'Candidatus Phytoplasma mali' a 'Candidatus Phytoplasma pyri' regulovat jako
karanténni Skadce. Patogeny se mohou vyskytovat i ve form¢ latentnich infekci. Podle
standardi EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization) maji byt
pravidelné testovany pii certifikaci rozmnozovacich materiald (Anonym 1999, EPPO 2023).
Pozadavky na zdravotni stav mnozitelského materialu jsou dany v Ceské republice zakonem
¢.219/2003 sb. a navazujici vyhlaskou ¢. 96/2018 Sb. v aktualnim znéni. Vyhlaska
0 mnozitelskych porostech a rozmnozovacim materialu ovocnych roda a druhti a jeho uvadéni
do ob¢hu.

Fytoplazmami infikovany materidl jiz nelze v polnich podminkach dodate¢né ozdravit.
Infekce je systémova a hospodaiska skodlivost pfetrvava v riizné mite po celou dobu zivotnosti
jedince v produkénim sadu nebo samozasobitelské vysadb&. Ovocné plodiny mohou byt
infikovany fytoplazmami i viry soucasné. Spole¢né piisobeni téchto patogent pak sniZzuje vynos
i kvalitu ovoce, vitalitu stromt a zivotnost vysadby.

Od roku 2021 je v ramci Programu aplikovaného vyzkumu Ministerstva zeméd¢lstvi
CR fesen tiflety projekt QK21020395 ,,Produkce fytoplazem prostych skolkatskych vypéstki
a jejich ochrana pted reinfekci®. Projekt je feSen ve Vyzkumném a Slechtitelském ustavu
ovocnatském Holovousy s.r.o. (VSUO) a na pracovisti Katedry bunééné biologie a genetiky pii
Ptirodovédecké fakulté Univerzity Palackého v Olomouci. Hlavni cile projektu jsou zaméteny
na stanoveni vyskytu latentnich infekci ve Skolkach, na problematiku hmyzich vektort a jejich
determinaci a na mnoZitelské technologie omezujici ptenos fytoplazem.

VSUO se v minulém obdobi zabyval zejména problematikou ozdravovani odrtid
ovocnych dievin od virovych onemocnéni. Metody ozdraveni navrzené v projektu maji za cil
ziskat fytoplazem prosty vychozi mnozitelsky material pro systém certifikace zavedeny v CR.
Moderni biotechnologické postupy ozdravovani jsou zaméfeny na ozdraveni vypreparovanim
explantatti a regeneraci v in vitro kultufe, in vitro chemoterapii a kryoterapii. Pfi chemoterapii
v podminkach in vitro bylo slibnych vysledkt dosazeno zejména s pouzitim tetracyklinovych
antibiotik, nicméné¢ byly zaznamenany piipady, kdy se infekce znovu projevila po presazeni
explantatti na média bez antibiotik (Bertaccini 2021). Uéinnost proti fytoplazmam vykazovaly
i n¢které amfenikoly, fluorochinolony ¢i azitromycin z rodiny makrolidi (Tanno a kol. 2018).

Mikropropagacni technologie 1ze s Uspéchem uplatnit u fady druhi rostlin z celedi
ruzovitych (Mehri-Kamoun a kol. 2004, Boudabous a kol. 2010). U jadrovin, a to zejména
u rodu Malus, je vSak znama zna¢na geneticka heterogenita i v ramci jednoho druhu (Naibin a
kol. 2017). Rizné genotypy tak mohou béhem mnozeni v in vitro kultufe odlisné reagovat na
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podminky kultivace a slozeni agarovych médii. Metodika se proto zaméfuje i na maximalizaci
multiplika¢niho koeficientu, aby bylo ziskano dostateéné mnozstvi vychozich rostlin
s kvalitnim olisténim pro ozdravovaci procedury.

2. CiL METODIKY

Certifikovana metodika ma za cil poskytnout uzivatelam in vitro postupy, chemoterapeutické
techniky s vyuzitim antibiotickych latek a metody kryoterapie pro ziskani fytoplazem prostého
vychoziho mnozitelského materialu jadrovin a peckovin. Je zalozena i na PCR determinaci
fytoplazem. V ramci metodiky jsou popsana i vhodna kultivacni média s regulatory ristu pro
multiplikaci a indukci kofenti v podminkach in vitro u studovanych ovocnych druhti. Popsana
je rovnéz fytotoxicita studovanych antibiotickych latek. Pro testovani a ozdravovani jsme
vybrali trzni odriudy a krajové odridy domaciho pivodu. Predpokladame, Ze ziskané zdravé
zékladni rostliny budou po opakovaném testovani modernimi molekuldrnimi diagnostickymi
metodami PCR v budoucnu zahrnuty do systému certifikace zdravotniho stavu vysadbového
materialu.

3. VLASTNi POPIS METODIKY

Pouziti metodiky ptedpoklada zakladni znalosti principt in vitro kultivace a spravné laboratorni
praxe v oblasti in vitro kultur a diagnostiky systémovych rostlinnych patogend. Odbornik
v dané oblasti bude schopen metodiku verifikovat pro konkrétni vybaveni laboratofe
rostlinnych explantat a pouzivané laboratorni reagencie.

3.1 Diagnostické postupy

Pro testovani ptitomnosti fytoplazem, a to jak ve vychozich rostlinach, tak v in vitro kulturach
a ve vysledném ozdraveném materialu prevedeném ex vitro, je tieba zazemi molekularné
biologické laboratote. Doporuc¢ujeme metodu PCR pro jeji vysokou citlivost.

3.1.1 Rostlinny material a extrakce DNA

Pti odbéru vychozich vzorkli ovocnych dievin i vzorkli ozdraveného materialu pievedeného
ex vitro je tieba prihlédnout k nerovnomérnému rozmisténi a koncentraci fytoplazmy v riznych
¢astech rostliny. Doporucujeme proto odebirat vyhony z riiznych mist v koruné stromu, a to
Vv poctu 4-8 kusl podle velikosti stromu. Vzhledem k tomu, Ze se tyto patogenni bakterie
vyskytuji pouze v sitkovicich, vyuziva se pro testovani piitomnosti fytoplazmy jako vstupniho
materialu zpravidla lyka, ale 1ze pouzit i zilnatinu a fapik.

Pti zpracovani jednotlivych vzorku se pouzivaji sterilni jednorazové rukavice a sterilni
jednorazova cepel skalpelu, kterou se odstraniuje kiira z vyhonu a Skrabe lyko. K testovani
ptitomnosti fytoplazmy v explantatech in vitro slouzi jako vstupni material ¢ast in vitro kultury.
Homogenizace vstupniho materialu S mnoZstvim navazky 100 mg probiha v kapalném dusiku
Vv tfeci misce oSetfené UV zafenim. Izolace DNA z lyka vyhont / z in vitro kultury se provadi
pomoci komeréné dodavaného izolaéniho kitu Exgene Plant SV mini od firmy GeneAll na bazi
kolon dle ndvodu vyrobce. Pro orientacni ovéfeni kvality izolace nukleovych kyselin 1ze Cistotu
a koncentraci DNA stanovit v eluatu spektrofotometricky (napt. pomoci ptistroje NanoDrop
Lite, Thermo Scientific).



3.1.2 Diagnostika fytoplazem

Vlastni detekce DNA 'Ca. Phytoplasma' skupiny 16SrX je zaloZena na pouziti specifickych
primerd a sond.
'Ca. Phytoplasma’ skupiny 16SrX (PCR amplikon o délce 158 bp):
Forward primer: GCAGCTGCGGTAATACATGG
Reverse primer: GAATTCCACTTGCCTCTATCCAA
Sonda: AGTTCAACGCTTAACGTTGTGATGCTAT
Sonda oznacena fluoroforem ROX (rhodamin).
Kvalita izolace DNA je ovétovana detekei pritomnosti chloroplastové 16S rDNA.

Chloroplastova 16S rDNA (PCR amplikon o délce 147 bp):
Forward primer: CGGACGGGAAGTGGTGTTTC
Reverse primer: ACGCGAGCCCCTCCTCGG
Sonda: CCGTAGGCTGAGGAGCAAAAGGAGGAATC-BHQ1
Sonda oznacena fluoroforem FAM (fluorescein).

Vyse uvedené primery a sondy jsou soucasti akreditované metody multiplexni real time PCR
detekce fytoplazem ovocnych dievin zavedené na pracovisti VSUO. Pro multiplexni real time
PCR detekci se pouZzivaji nasledujici reagencie: qPCR 2x Blue Master Mix obsahujici
polymerdzu a vSechny dal$i nezbytné PCR komponenty (Top-Bio), navrzené specifické
primery a sondy pro chloroplastovou DNA a fytoplazmy skupiny 16SrX, 2 ul erstvé DNA bez
upravy koncentraci. Detekce se provadi pomoci termocykleru RotorGene Q (Qiagen).
Poc¢ateCni denaturace probiha po dobu 5 minut pfi teplot¢ 94 °C. Nasleduje tiikrokova
amplifikace s 50 cykly: denaturace pii 94 °C po dobu 20 sekund, hybridizace primera pfi teploté
58 °C po dobu 20 sekund, syntéza komplementarnich vldken DNA pii teploté 72 °C v délce
trvani 20 sekund.

3.2 Ozdravovani v kulturdch in vitro

Nezbytnym  ptfedpokladem pro provadéni terapeutickych  zdsahti je  zdzemi
laboratofe explantatovych kultur. K pfipravé kultivaénich médii je nutné mit k dispozici
potfebné chemikalie, analytické vahy, vhodné nadoby, vybaveni pro michani roztokd (napf.
magnetickou michacku), pH metr a sterilizacni zafizeni (napf. parni autoklav). Optimalni
kvalitu laboratorni vody zajisti demineraliza¢ni jednotka. Jako nejvhodné&jsi doporucujeme
zafizeni pracujici na principu reverzni osmozy.

Pro pocateéni nasazeni materialu do in vitro podminek slouzi steriliza¢ni ¢inidla (napf.
roztoky NaClO ¢ HgCly). Kultury se zpravidla péstuji ve sklenénych bankach
(napt. Erlenmeyerovych) v kultivaéni mistnosti. Kultivaéni mistnost by méla disponovat
nastavitelnou teplotou a fotoperiodou. Veskerd manipulace s kulturami mimo banku musi
probihat asepticky, v prostfedi flow-boxu s laminarnim proudénim pftefiltrovaného vzduchu.
Béhem prace by se nastroje mely pravidelné sterilizovat nad kahanem nebo ve specialnich
laboratornich elektrickych sterilizatorech, aby se minimalizovalo riziko pfenosu piipadnych
povrchovych kontaminaci mezi kulturami v jednotlivych bankach. PouZivané nastroje
(skalpely, nlzky, pinzety) a laboratorni sklo (Petriho misky) by mély byt pifedem



vysterilizovany. V zajmu sniZeni rizika kontaminace doporucujeme sterilizaci laboratornich
potieb tzv. suchou cestou vV horkovzdu$né suSarne.

3.2.1 Priprava Zivnych médii

Pro vétSinu ovocnych druhti z ¢eledi rizovité l1ze pouzit modifikované zivné médium typu MS
(Murashige a Skoog 1962; tabulka 1). Pied vlastni terapii je tieba rostlinny material namnozit,
a ziskat tak dostate¢né mnozstvi postrannich prytd pro ozdravovaci postupy. V této fazi je tedy
nutné piidat vyrazn€¢ vys$§i mnozstvi cytokinini (napf. 1 az 4 mg/l V pfipadé
6-benzylaminopurinu, BAP) nez auxind (cca 0,1 mg/l v ptipadé kyseliny indol-3-maseln¢).
Rizné druhy i odridy reaguji na piidavek fytohormoni rtzné, proto je vhodné stanovit
optimalni pom¢r individualné. Vzhledem ke genetické heterogenité vétsiny ovocnych druhu je
potieba optimalizovat slozeni médii az na uroven odridy a v piipadé potieby aplikovat pro
stimulaci multiplikace jiny typ cytokininu (napi. thidiazuron). Kromé fytohormonua Ize do
média nad ramec standardniho vyzZivového a fytohormondlniho sloZeni rovnéz ptidavat
antioxidant, napt. kyselinu askorbovou.

Tabulka 1: Slozeni vychoziho média pro kultivaci in vitro kultur

Slozka mg/l Slozka mg/I
KNOs3 1900 NaxMoO4 - 2H20 0,25
NH4NO3 1650 Myo-inositol 100
CaCl; - 2H20 440 Glycin 2
MgSO; - 7TH20 370 Pyridoxin 0,5
KH2PO4 170 Kyselina nikotinova 0,5
FeSO,4 - 7TH20 27,8 Thiamin 0,1
Na,EDTA - 2H20 37,3 CuSO4 - 5H20 0,025
MnSO4 - H20 16,9 CoClz - 6 H.0 0,025
ZnS0O4 - 7TH20 8,6 Sacharoza 30000
H3BO3 6,2 Agar * 6000-9000
KI 0,83 Kyselina askorbova 4

* mnoZstvi upravime dle doporuceni vyrobce ¢i vlastnich zkuSenosti S konkrétnim typem agaru

Hodnotu pH doporucujeme upravit pomoci roztoku KOH, ptip. HCI, na 5,7. Hotové médium
rozlévame do bané€k a zakryjeme je hlinikovou f6lii nebo jinym vhodnym uzavérem, ktery
nedegraduje pii autokldvovani. Nasledna sterilizace médii musi zajistit likvidaci vSech
potencialnich patogentl. Proto by méla probihat dostate¢né dlouho (min. 15 minut) a pfi vysoké
teploté (zpravidla 120 °C). Teplota nad bodem varu vody s sebou nese nutnost zvySeného tlaku
béhem sterilizace.

3.2.2 Zakladani vychozich in vitro kultur, multiplikace

Idealnim obdobim k odbéru materialu pro zalozeni explantatové kultury ovocnych dfevin je
konec zimy ¢i predjafi. Odebirdme vyhony s dobfe vyvinutymi vegetativnimi pupeny a
nasledné je oplachneme pod tekouci vodou, abychom z jejich povrchu smyli ¢ast bakterialni
a houbové mikrofléry. Vyhony, sefiznuté ve spodni casti Sikmym fezem, nechédme



V laboratornich podminkéach 2 az 3 tydny naraSit ve vod¢. Neprobiha-li raSeni uspokojivé,
doporucujeme do vody pro stimulaci prorustani ptidat cca 1 mg/l kyseliny giberelové.

Narasené pupeny vypreparujeme skalpelem, pfi¢emz na jejich bazi ponechidvame
n¢kolikamilimetrovy zbytek dievni hmoty s vodivymi pletivy. Odstranime ptipadné kryci
Supiny, a pupeny ponoiime do steriliza¢niho roztoku. Doporuc¢ujeme 0,15% HgCl, po dobu
1 minuty, pfipadné lze prediadit téz kratké omyti ethanolem. Lze pfidat téz n€kolik kapek
smacedla pro snadnéjsi prinik steriliza¢niho ¢inidla k celému povrchu. Nasledné se material
dvakrat proplachne ve sterilni vodé¢, osuSené pupeny se pak nasazuji na zivna média. Chlorid
rtutnaty likvidujeme jako nebezpecny odpad.

Material uchovavame v kultivacni mistnosti s teplotou nastavenou na cca 22 °C a
fotoperiodou 12—16 hodin. Pokud se béhem prvnich dni po nasazeni médium zabarvi vytokem
fenolickych latek, presadime explantat na cerstvé médium. V ptipad¢ opakovaného vytoku
fenolickych latek doporucujeme tento postup zpocatku provadét i kazdy den. Po uspésném
zalozeni vychozi in vitro kultury se pravidelny subkultivaéni interval piesazeni na noveé
ptipravend agarova média prodluzuje na standardni délku ptiblizn€ jednoho mésice. Obzvlasté
v prvnich tydnech po iniciaci in vitro kultury je nutné vénovat zvySenou pozornost moznému
vyskytu mikrobialnich kontaminaci. Pfi¢inou mutze byt vnitini kontaminace pletiv nebo
nedostatecné proniknuti sterilizaéniho ¢inidla do vSech casti vychoziho explantatu.
Kontaminované explantaty vyfadime z dalsi in vitro kultivace a sterilné zlikvidujeme.

V naSich experimentech jsme pii zakladani explantatovych kultur pracovali
S jadrovinami i peckovinami, které byly v pfedeslém obdobi pozitivné testované na fytoplazmu
AP, PD ¢i ESFY. Jednalo se o jablon¢ Golden Delicious (dva klony), Panenské zlepsené,
Taborita, Red Gravenstein a Virginia Crab, hru$né¢ Williamsova, Konference, Bohemica a
Manon, slivon Tophit a visen plstnatou (podnoz). Kromé odrid Téborita a Tophit, které
pochazely zin vitro banky mikroorganismii, uchovavané ve VSUO, byl material ziskan
Z polnich podminek od mnoziteld nebo z banky mikroorganismii, kde jsou kontejnerované
rostliny uchovany v technické izolaci.

Pro ovéfeni moznosti dostateéné rychlého mnoZeni materidlu jsme u vybranych
modelovych kultur provedli zkousku multiplikace na médiich s riznym slozenim. U jabloni,
jako zastupctu podceledi Maloideae, se projevila vyrazna heterogenita v ramci rodu (graf 1),
Z peckovin jsme vysoky multiplikacni koeficient (2,94 + 0,48) zaznamenali u vi$né plstnaté na
médiu s 1,5 mg/l BAP, které standardné pouzivame pro vétSinu genotypu.
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Graf 1: Multiplikace jabloni na zivnych médiich s riznou koncentraci cytokininu BAP

3.2.3 Vlastni ozdravovani

Rostlinny materiél infikovany fytoplazmou je mozné ozdravit jiz samotnym vypreparovanim a
sterilizaci explantatu a naslednym zavedenim do in vitro podminek. Nami provedenym
a vV metodice doporu¢enym postupem takto doslo k eliminaci fytoplazmové infekce U jedenacti
genotypu jadrovin a peckovin. Konkrétné fytoplazma AP byla odstranéna u jabloni u jednoho
ze dvou klond odridy Golden Delicious, u odrad Panenské zlepsené, Virginia Crab a Red
Gravenstein. Fytoplazma PD byla eliminovana u hrusni Williamsova, Konference, Bohemica a
Manon. Fytoplazma ESFY byla odstranéna u vi$né plstnaté a u slivoné Tophit.

Naopak, pokud fytoplazmova infekce v in vitro kultivovaném materialu zlstala
pfitomna, coz se v nasich experimentech stalo u jednoho ze dvou kloni jabloné Golden
Delicious a Taborita, bylo kvantitativni PCR diagnostikou zjisténo, ze opakované in vitro
subkultivace mohou vést k dalsimu nardastu koncentrace patogena. V in vitro explantatech
odridy Golden Delicious se mnozstvi fytoplazmy AP vice nez zdvojnasobilo béhem 18 mésici.
Kultury zminénych odrid sice bez dalsich terapeutickych zasaht prezivaly, ale jejich zdravotni
stav se postupné zhorSoval (obr. 1).



Obrazek 1: Fytoplazmou infikovana kultura odriidy Golden Delicious béhem prvnich tydnd
po nasazeni (vlevo) a po dalsich 18 mésicich bez ozdravovacich zasahi (vpravo) s dvojnasobnou
koncentraci fytoplazmy oproti stavu pii nasazeni.

3.2.3.1 Chemoterapie

Neozdravi-li se material prostym pievodem in vitro, l1ze provést terapeuticky zasah kultivaci na
zivnych médiich s obsahem antibiotik. Zpravidla se jedna o termolabilni latky, které se vysSimi
teplotami pfi Sterilizaci médii degraduji. Agarové médium se proto piipravi bez antibiotika a
Vv uzaviratelnych sklenénych laboratornich lahvich projde sterilizatnim cyklem. Paralelné se
vybrané antibiotikum ve zvoleném mnozstvi rozpusti v pfislusném rozpoustédle. Neni-li jim
voda, je vhodné uzit co nejnizsi, nezbytny objem, aby se minimalizovalo ptipadné fytotoxické
pusobeni rozpoustédla. Béhem chladnuti lahvi ve sterilnich podminkach laminarniho
flow-boxu se do zivného média pfida v pozadovaném mnozstvi roztok antibiotika, a to injekéni
stiikackou ptes antimikrobialni filtr o velikosti pori 0,2 pm. Tento krok se obvykle provadi az
poté, co teplota média klesne pod 60 °C, a nehrozi tak riziko rozkladu piidavané
antimikrobialné ucinné latky. Po promichani se obsah lahvi ve flow-boxu rozléva do pfedem
vysterilizovanych bangk.

Rizné rostlinné druhy i odridy se mohou liSit ve sndSenlivosti jednotlivych
chemoterapeutik. Proto by vlastni chemoterapii mél predchazet test fytotoxicity, béhem néjz se
zjisti, v jakych koncentracich 1ze vybranou latku do zivnych médii ptidavat, aniz by explantaty
odumfely. K tomuto ucelu se pfipravi malé mnozstvi ban¢k s médii obsahujicimi rizné davky
antibiotik napt. v geometrické koncentraéni fadé — 10, 20, 40, 80 atd. mg/l. Po nékolika tydnech
kultivace lze vyhodnotit, jak vysoké koncentrace jiz pusobi letalné, a tyto se v cyklech
chemoterapie nebudou uzivat.

Vlastni chemoterapie obvykle trva 1 mésic pii stejnych kultiva¢nich podminkach jako
v pribéhu zakladani a mnozeni in vitro kultur. Probiha paraleln¢ u nékolika desitek meriklon,
nasazenych na zZivna média se subletalnimi davkami antibiotika. Po skoncCeni terapie se provede
testovani piitomnosti fytoplazmy u jednotlivych merikloni. Pokud se vyrazné projevuje
fytotoxicita a rast kultur je silné zpomalen, nemusi byt bezprostiedné¢ po chemoterapii
k dispozici dostatek materialu pro provedeni testd. V takovém piipadé lze meriklony piesadit
na bézné médium prosté antibiotik, a teprve po jejich regeneraci se u nich stanovi PCR
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diagnostikou pfitomnost a ptfipadné i koncentrace fytoplazmy a ucinnost ozdraveni. Naopak
v pfipadé bezproblémového ristu je mozno zvySit koncentraci antibiotika nebo
chemoterapeuticky zasah prodlouzit.

Pfi chemoterapii odrudy Golden Delicious infikovanych fytoplazmou AP jsme testovali
dv¢ antibiotika z riznych skupin, ciprofloxacin a klarithromycin, v koncentracich 10, 20 a
40 mg/l. V kazdé koncentra¢ni varianté obou antibiotik bylo nasazeno 15 explantatu.

Ciprofloxacin

Toto florochinolonové antibiotikum inhibuje enzym gyrdzu (LeBel 1988), ¢imZ brani
spravnému prabéhu replikace DNA. V mediciné byva indikovan zejména proti gramnegativnim
bakteriim. Lze jej rozpoustét ve vodé€, pficemz rozpustnost stoupd, upravime-li jeji pH mimo
neutralni oblast (napt. pomoci KOH).

Klarithromycin

Mechanismus ucinku tohoto makrolidového antibiotika tkvi ve vazbé na podjednotku 50S
bakterialniho ribozomu a nasledné inhibici proteosyntézy (Champney a Burdine 1995). Pouziva
se Vhuméanni mediciné mnapf. proti mykobakteriim. Doporucujeme rozpoustét
v dimethylsulfoxidu (DMSO).

Pii naSem experimentu se projevila vysokd fytotoxicita ciprofloxacinu: VSechny
explantaty na zivnych médiich s timto antibiotikem vykazovaly uz po jednom mésici vazné
deformace, chlordzy a rozpad vzrostného vrcholu i pfi pouziti nejnizs$i koncentrace (obr. 2).
Snasenlivost klarithromycinu byla vys$si, vazna poskozeni se objevila az pii 40 mg/1 (obr. 3).

PCR testovani meriklont po chemoterapii klarithromycinem prokazalo, Ze koncentrace
fytoplazmy se po mésici vyrazné snizila, a to tim vice, ¢im vys$si byla koncentrace antibiotika
v médiu (graf 2). V jednom piipad€ jsme zaznamenali 1 Gplnou eliminaci fytoplazmy. Po 18
mésicich od terapie prokazal PCR test kultury odvozené od tohoto meriklonu, Ze se fytoplazma

V ozdraveném materidlu znovu neobjevila.

Obrazek 2: Projevy vysoké fytotoxicity ciprofloxacinu pfi koncentraci 10, 20 a 40 mg/1
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Obrazek 3: Projevy fytotoxicity klarithromycinu pti koncentraci 10, 20 a 40 mg/1
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Graf 2: SniZeni naloze fytoplazmy v explantatech kultivovanych na
zivnych médiich s 10, 20 a 40 mg/l klarithromycinu

3.2.3.2 Kryoterapie

Zamrazeni rastovych vrcholkt in vitro péstovanych vyhont v kapalném dusiku mtize rovnéz
vést kK vymizeni fytoplazem. Tato metoda tzv. kryonoZe je zalozena na faktu, ze zatimco bunky
meristematické oblasti jsou diky své stavbé Casto schopny po rozmrazeni regenerovat, okolni
pletiva zpravidla neptezivaji (Benson 2008). Pokud se patogen v meristematickych bunikach
nevyskytoval, ziskdme timto postupem zdravy material.

V kryolaboratotich VSUO byl proveden pokus se zamrazenim explantatovych kultur
odrid Golden Delicious a Téborita, infikovanych fytoplazmou AP. Postupovali jsme dle
upraveného vitrifika¢niho kryoprotokolu, ktery byl puvodné vyvinut pro rod Fragaria
(Majathoub 2005, Hofer 2011). Doporucujeme pracovat s namnozenymi in vitro vyhony
subkultivovanymi 2 meésice na multiplika¢nim médiu. Bailky pfesuneme do chlazeného
inkubéatoru, kde nastavime kratky den (8 hodin svétlo pii 22 °C, 16 hodin tma pii —1 °C). Po
dvoutydenni aklimatizaci odebereme jednotlivé vyhony a pod stereomikroskopem exstirpujeme
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skalpelem vzrostné vrcholky o velikosti 1-2 mm. Tyto umistime na Petriho misky s Zivhym
médiem obsahujicim 5 % DMSO. Pti pfipravé tohoto média postupujeme podobné jako
Vv ptipad¢ antibiotik, tj. DMSO pfidavame pies antimikrobialni filtr az po ¢aste¢ném zchladnuti.
Misky s vrcholky umistime jesté na dva dny do inkubatoru s nezménénym rezimem. Béhem
této doby je vhodné zabranit negativnimu vlivu vytékajicich fenoli, pficemz postaci vrcholky
ve sterilnim prostfedi laminarniho flow-boxu jednou ptesadit v ramci téze misky. Vlastni
vitrifikace probiha v kryovialkadch (5-10 vrcholkli na vialku) a zacind ponofenim do 1 ml
roztoku loading solution (LS), ktery obsahuje 184 g/l glycerolu a 171 g/l sacharozy v tekutém
zivném médiu. Roztok LS po 30 minutach vyménime za 0,75 ml roztoku plant vitrification
solution 2 (PVS2). Ten ptipravime z 368 g/l glycerolu, 156 g/l DMSO, 167 g/l ethylenglykolu
a 54,8 g/l sachar6zy v tekutém médiu. V PVS2 material uchovame 2,5 hod v drceném ledu a
nasledné kryovialky ponofime do kapalného dusiku.

Pted regeneraci vrcholkll provedeme ultrarychlé odtani vialek jejich ponofenim do
vodni lazné o teploté¢ 40 °C na 1 min. Urychlené odsajeme roztok PVS2 a nahradime jej
roztokem unloading solution (ULS). Ten obsahuje pouze sacharézu v tekutém médiu, a to
v koncentraci 410 g/l. Nechame pusobit 20 min, roztok odpipetujeme, vrcholky osusime na
sterilnim filtraénim papiru a nasadime je na standardni zivné médium v Petriho miskach. Po
dobu cca jednoho tydne uchovdvame misky v temnu, dale pak pii béZnych podminkach
v kultivac¢ni mistnosti. V piipadé zdaftilé regenerace (obr. 4) mtizeme po dosazeni dostate¢ného
mnozstvi materidlu provést testovani na ptitomnost fytoplazmy.

Vysledky kryoterapie obou odriid byly rizné. Zatimco ve vyhonech odridy Golden
Delicious nebyla po odtani a regeneraci fytoplazma zjisténa a explantaty vykazovaly bujny rist,
u odriidy Téborita k tspéSnému obnoveni kultury nedoslo. Materidl sice regeneroval a vytvofil
vzrostny vrchol s nékolika listy, ale viditelné neprospival a béhem nékolika mésicit odumtel,
aniz se jej podafilo namnozit nebo provést PCR testovani.

Obrazek 4: Regenerujici vzrostné vrcholky odridy
Golden Delicious po rozmrazeni
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3.3 Zakorenéni ozdravenych rostlin a pievod do nesterilnich podminek

3.3.1 Indukce ko¥enéni in vitro

Prokaze-li testovani ozdravovaného in vitro materialu, Ze se v ném fytoplazma jiz nevyskytuje,
provedeme namnoZeni a nasledné zakofenéni téchto explantati. Zivna média pro tvorbu kofent
by méla obsahovat zvySené mnozstvi auxind, naopak cytokininy do nich neptfidavame.
V in vitro laboratoti VSUO se pro hlavni druhy jadrovin a peckovin osvédgila kyselina indol-
3-maselna nebo l-naftyloctova v mnozstvi 1 mg/l. Oproti standardnimu zivnému médiu,
pouzivanému pro multiplikaci, téz doporu¢ujeme snizit koncentraci makro- a mikroprvki na
polovinu. Doba potiebna k dostateénému zakotenéni se pohybuje v fadu tydni. Rizné druhy
i odridy v ramci jednoho druhu mohou pro tspésné zakofenéni vyZadovat odlisné podminky,
a indukci kofend je tak nutné testovat az na tiroven konkrétniho genotypu. Termolabilni auxiny,
rozpusténé v prislusné koncentraci, je vhodngjsi ptidavat pres antimikrobidlni filtry az béhem
chladnuti média.

3.3.2 Prevod ex vitro

Po zakofenéni sazime rostliny do raSelinovych tablet, perlitu ¢i substratu v sadbovacich.
Rozhodujici je dostate€na vlhkost vzduchu, protoZe rostliny nejsou adaptovany podminkédm
béZné vlhkosti. Material 1ze napt. umistit do kultiva¢niho fytotronu, na pocatku s maximalni
100% vlhkosti, a béhem prvnich tydnt vlhkost postupné snizovat. Fotoperiodu nastavime na
16 hodin, teplotu na cca 22 °C. Pro dosaZeni vysoké vlhkosti v prvni fazi po ptevodu ex vitro
1ze rovnéz vyuzit plastové minipafenisté s regulovatelnym odvétravanim (obr. 5). Listy rostlin
pochazejicich z in vitro podminek také nemaji dostate¢né vytvorené ochranné mechanismy
proti prudkému slune¢nimu zafeni. Chceme-li rostliny zasadit do venkovnich podminek, je
tieba zafadit n€kolikatydenni fazi postupné adaptace na slune¢ni zateni.

Obrazek 5: Ilustracni foto minipaienisté v kultivacni komote typu fytotron

V ptipadé GspéSného dopéstovani je tieba ovéfit, zda material zlstal prosty fytoplazmy.
Kazda metoda ma své detekéni limity. Koncentrace fytoplazmy po pievodu in vitro nebo po
nasledné terapii muze byt docasné stlacena pod mez citlivosti dané metody. V piipadé, ze se ji
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nepodafilo zcela eliminovat, hrozi nebezpeci faleSné¢ negativniho vysledku. Opakované
negativni testovani vzorki odebranych z vysledné rostliny in vivo potvrdi uplné ozdraveni,
nebo odhali opétovné Sifeni fytoplazmové infekce.

3.4 Interpretace dosaZenych vysledkii ozdravovani

3.4.1 Preparace explantatii a regenerace v in vitro kulture

U velké ¢asti odriad byla zaznamenéana uspésna eliminace fytoplazem jiz po pfevodu materialu
in vitro. Tento fakt mize souviset se sezonnim pohybem fytoplazem v ramci hostitele. Zatimco
na jafe a v 1ét€ se fytoplazma floémovym tokem §iii do vSech organti, v zim¢ se stahuje do
kofentl a jeji vyskyt v perifernich ¢astech stromu byva omezen (Pedrazzoli a kol. 2008). V¢asny
odbér vyhont a pecliva izolace pupenu s minimalni ¢asti vodivych pletiv tak maze zajistit, ze
se ve vychozim explantatu fytoplazma viibec nevyskytuje.

Nepodati-li se fytoplazmu eliminovat jiz izolaci pupenu, jeho sterilizaci a nasazenim in
vitro, muze se fytoplazma i v usp&sné zalozenych kulturach ¢asem naopak pomnozit natolik, ze
vyrazné zpomali rast explantati nebo dokonce zplsobi jejich odumfieni. Proto v piipadé
pretrvavajiciho vyskytu patogena doporucujeme zacit s terapeutickymi zasahy co nejdiive po
ptevodu in vitro, idealné ihned po dosaZeni dostate¢ného poc¢tu vyhond.

V nékterych piipadech (meruiiky Darina &i Veharda, broskev Cerveny cisaf) se v nasich
predchozich pokusech nepodafilo explantatovou kulturu, ziskanou z fytoplazmou nakazeného
vychoziho stromu, vibec zalozit. Pouze odrida Veharda se v podminkach in vitro kratce
udrzela, coz umoznilo odebrat vzorek kultury a podrobit jej PCR testu. Ten potvrdil pfitomnost
fytoplazmy. VSechny vyhony nasledné postupné odumiely. Vzhledem k tomu, Ze U nasazenych
explantati Dariny ani Cerveného cisafe se neobjevily témét zadné viditelné bakterialni ani
houbové kontaminace, pfedpoklddame, ze uhyn byl i zde zapficinén pretrvavajici ptitomnosti
fytoplazmy. K této hypotéze nas vede téz fakt, ze zdravou, fytoplazmy prostou kulturu odridy
Darina se v in vitro bance VSUO daii dlouhodobé udrzovat. Zda se tedy, ze pokud fytoplazma
neni odstranéna jiz pii prevodu in vitro, poskozuje vyhony téchto peckovin natolik, Ze
znemoznuje jejich dlouhodobé udrzeni a multiplikaci.

Rovnéz u nékterych nakazenych odriid jinych druhti (jablon Sampion, slivoii Santa
Rosa) se po nasazeni explantati projevila nizka vitalita, coz by mohlo souviset s poskozenim
materialu fytoplazmou, ktera nebyla ptevodem in vitro eliminovéana. Kvantifikovat ptitomnost
fytoplazmy ve slabé rostoucich a odumirajicich kulturach, a potvrdit nebo vyvratit tak hypotézu,
7e se v materialu stale vyskytuje, vSak nebylo mozné kviili nedostatecnému mnozstvi materialu
pro provedeni PCR testll. Pfedpokladdme, Ze Uspé&Snost ziskdni zdravého materidlu mize
souviset s terminem odbéru vychozich vyhonil a pfesnym postupem izolace pupend. Pripadné
nasledné preziti stale infikovaného explantatu mize souviset s odolnosti konkrétniho druhu ¢i
odrady.

3.4.2 Chemoterapie

Ciprofloxacin se pro in vitro chemoterapii odridy Golden Delicious V naSich pokusech
neosveédcil z divodu vysoké fytotoxicity, a to i ve velmi nizkych koncentracich. Vzhledem
k charakteru poskozeni explantatli, zahrnujicimu vazna poskozeni in vitro vzrostnych vrchold,
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jej pro vegetativné mnozené ovocné druhy, i z divodu rizika mutageneze a vysokych naroku
na zachovani odridové pravosti, nedoporucujeme.

Pouziti klarithromycinu se jevi perspektivnéj$im, a to zejména v koncentraci 20 mg/I,
kdy fytotoxicita jeSt¢ nezplsobila hromadny uhyn explantatli, ale koncentrace fytoplazmy
pramérné klesla na méné nez 1/100 pivodni hladiny. Z 15 meriklont, které byly nasazeny na
médium s touto koncentraci, se zcela ozdravil jeden. | zjediného negativné testovaného
explantatu 1ze béhem nékolika mésicti multiplikace ziskat desitky novych vyhont.

3.4.3 Kryoterapie

Podminkou uspésného kryoterapeutického zasahu je predevsim nalezeni vhodného protokolu
pro prubéh zamrazeni a odtani. Postup popsany v této metodice se nam pro odridy, s nimiz
jsme pracovali, osvédcil, nicméné pro jiné odridy a druhy miize byt vhodné jej upravit nebo
pouzit zcela jinou metodu. Dosud bylo publikovano velké mnozstvi kryoprezervacnich
protokoll (Jiroutova a Sedldk 2020). Mohou se liSit nejen pouZitelnosti pro rizny rostlinny
material, nybrz i potencidlem pro ozdravovani na principu kryonoze.

V nasem pokusu se také ukazalo, ze 1 G¢inek kryoterapie provedené tymz zpiisobem se
u raznych genotypi muze lisit. Kultury in vitro odridy jabloné¢ Golden Delicious, které
se podarilo ozdravit, vitaln€ proriistaly a mnozily se v dalSich fazich regenerace na agarovych
médiich. Naopak v ptipad¢ odridy Téaborita neozdravené explantaty po rozmrazeni a ¢aste¢né
regeneraci nekrotizovaly a postupné odumiraly. Vzhledem k tomu, ze se zde nevyskytly
viditelné kontaminace, pfedpokladdme, ze divodem zhorSujiciho se stavu byla kombinace
stresového pulsobeni vitrifikacnich roztokli a pretrvdvajici pfitomnosti fytoplazmy. Praveé
U odridy Téborita mohl k neGi¢innosti kryoterapie piispét téZ fakt, Ze materidl pochazel
z invitro banky mikroorganismi, takZze na$im experimentim jiz piedchazela dlouhodoba
subkultivace pomalu rostoucich, fytoplazmou nakazenych explantat. Pravé ta mohla zptsobit,
ze se patogen V kulturach nejen namnozil, nybrz pronikl i do meristematickych oblasti, coz
narusSilo princip kryonoze.

4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

1. Jednotlivé metodické postupy popisuji na zakladé vlastniho vyzkumu, provedené¢ho
testovani zdravotniho stavu vychozich fytoplazmami a viry infikovanych rostlin az
po kofenéni a pievod ozdravenych jedinct do ex vitro podminek. Jsou definovany
pracovni postupy tak, aby bylo dosaZeno co nejlepSich vysledkli v celém na sebe
navazujicim cyklu testovani a ozdravovani.

2. Za novy vyzkumny smér, v podminkach Ceské republiky doposud neaplikovany,
povazujeme ozdravovani fytoplazmami infikovaného vychoziho mnozitelského
materidlu ovocnych druhli pomoci chemoterapeutik. Metodika prokazala ucinnost
antibiotickych latek makrolidové fady. Tyto latky byly pavodné vyvijeny v oblasti
humanni mediciny proti mykoplazmatickym bakteriim. Ty se podobné jako
fytoplazmy u rostlin vyznacuji absenci bunééné stény. Byla potvrzena vyzkumna
hypotéza spocivajici v predpokladu analogického ptsobeni chemoterapeutik
urostlin. V nasich pokusech byla chemoterapeuticka oSetfeni aplikovana na
explantatové kultury rostouci na umélych zivnych médiich v podminkach in vitro.
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3. Biotechnologické ozdravovaci postupy v kontrolovanych a uzavienych
laboratornich podminkach predstavuji ve srovnani s konvencni termoterapii rostlin
péstovanych v kontejnerech velkou perspektivu pro zefektivnéni ozdravovani. Ve
fazi mnozeni je u in vitro kultur na minimum snizeno riziko reinfekce jiz
ozdraven¢ho materialu. In vitro ozdravovani je mozno provadét celorocné bez
ohledu na vegetacni obdobi a negativné testované vyhony je mozno pied pfevodem
ex vitro velmi rychle namnozit.

4. Inovativni je rovnéz vyzkum vyuziti ultranizkych teplot kryoterapie v kapalném
dusiku proti fytoplazmovym infekcim.

5. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Certifikovand metodika ozdravovani rostlin ovocnych druhtt od fytoplazem pomoci
biotechnologickych metod chemoterapie a in vitro kultur je urena pracovistim technickych
izolatd, kterd provadéji ozdravovani odrid ovocnych dievin, MZe, UKZUZ, Ovocnaiské unii
CR, skolkaitim a dal$im zajemctim a péstitelim ovoce. Ziskané poznatky jsou uplatnitelné
I v laboratofich akademické a vzdélavaci univerzitni sféry. Dale pro védecké a vyzkumné tcely
Vv oblasti ochrany zeméd¢lskych plodin vici systémovym patogentim.

V soucasnosti v podminkach méniciho se klimatu je nutné aktivné ptisobit proti vyskytu
fytoplazmoéz ve Skolkéach i1 vysadbach ovocnych dievin. Vzhledem k neexistenci hrani¢nich
fytosanitarnich kontrol a celniho fizeni mezi staty EU hrozi zna¢né riziko pienosu fytoplazem
infikovanym materidlem, a to zejména u materidlu importovaného mimo oficialni certifikacni
systém. Témito rizikovymi materialy mohou byt napt. soukromé dovozy atraktivnich novych
velkoplodych odrid asijskych slivoni nebo hrusni, po kterych vzristd poptivka zejména
U neprofesionalnich péstiteli. Mohou tak vznikat nova ohniska choroby. Ta pfedstavuji nejvetsi
nebezpeéi zejména v blizkosti ovocnych Skolek, kde se vyskytuje na jednom misté velka
koncentrace trzn€¢ vysoce hodnotného mnoZitelského materidlu vcéetné vychozich
certifikovanych matec¢nic. Zvysené riziko §ifeni fytoplazem se da piedpokladat i kvili Sifeni
jejich vektort, kterymi jsou zastupci bodavé savého hmyzu, mery rodu Cacopsylla.

VyfteSeni problematiky ozdraveni odriid ovocnych dievin a ziskani fytoplazem prostych
trznich, a pfedevSim Ceskych odrid je podminkou provozu technickych izolatl. Na omezeni
Sifeni a Skodlivosti fytoplazem je zavisla ekonomickd konkurenceschopnost ceského
Skolkafstvi a nédsledné ¢eského produkéniho ovocnatského sektoru. V minulosti byl problém
zdravotniho stavu vysadbového materialu vyrazné nedocenén. Ceska republika je v této oblasti
v nevyhodné pozici, zejména vii¢i zdpadnim zavedenym producentlim Skolkaiského materialu
ovocnych dfevin, jako je naptiklad Nizozemsko nebo Italie. Funk¢nost systému certifikace je
zavisla na vysledcich vyzkumu.

Ve skolkatfském sektoru v posledni dob¢ vzrista i podil vyuzivani in vitro technologii,
a to nejenom u drobného ovoce, ale i u nékterych pravokotfennych peckovin, naptiklad u vi$ni
(Buchtova 2022). Mnozeni kulturami in vitro je moderni zptisob produkce rostlinného
materidlu. Za podminky nalezeni G¢innych postupli pro sterilizaci pocate¢nich explantati a
vhodnych typl kultivacnich médii Ize témito postupy namnoZit velkou cast druhli a odrid
ovocnych plodin. To zvySuje i potencial uplatnéni této biotechnologicky orientované metodiky.
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6. EKONOMICKE ASPEKTY

Produkce $kolkaiskych vypéstkti ovocnych plodin je v Ceské republice stabilizovanym,
ekonomicky vyznamnym odvétvim rostlinné vyroby s potencidlem ristu. Ovocné skolky
zaujimaji v Ceské republice rozlohu okolo 400 hektarti. V poslednim statisticky zpracovaném
roce 2021 vyprodukovali Skolkafi celkem 2 295 816 stromkt hlavnich druhi jadrovin a
peckovin (Némcova a Buchtova 2022). Objem v ramci jednotlivych druhti ale meziro¢né kolisa
podle poptavky trzniho ovocnarského sektoru i mensich péstitelii. Vegetativni rozmnozovani
ve Skolkarském ovocnaifském sektoru ptitom zavisi na dostupnosti kvalitniho vychoziho
rostlinného materidlu s provéfenym zdravotnim stavem. Pfi primérné farmarské cené 100 K¢
za jeden stromek jadrovin a peckovin dosahuje celkovy obrat této Skolkai'ské produkce hodnoty
229 581 600 K¢. Snizeni ztraty Skolkatskych vypéstkll v disledku infekce fytoplazmou o 1 %
pak piinasi v ptipad¢ pouziti zdravého rozmnozovaciho materialu piinos 2 295 816 K¢ ro¢né.

Ve Sskolkarském sektoru hrozi nejvétsi ekonomickd rizika v piipadé infekce
fytoplazmou u vychozich mnozitelskych mateénic. Skolkaiska vyroba ozdraveného vychoziho
materialu jadrovin mé v ovocnaisky vyspélych zemich ekonomicky prokazatelny ptinos v
konkurenceschopnosti péstitelii a ve zvysené kvalité plodi a mnozstvi plodt. Zahrani¢ni tidaje
prokazuji, ze hospodarska ztrata na vynosu u stromu infikovanych fytoplazmami dosahuje 40
az 50 %.

Hlavnimi pti¢inami ekonomickych ztrat v ptipadé proliferace jablonég je vyrazné snizena
velikost a chut'ova kvalita plodii. Jablka z napadenych stromi se daji obtizné trzné realizovat.
Ekonomické ztraty u fytoplazmy chfadnuti hru$né jsou zpiisobeny zejména rychlou ztratou
vitality napadenych rostlin v sadech a sniZzenou produkci plodt mensi velikosti. U evropské
zloutenky peckovin jsou plody na infikovanych stromech mensi, obvykle diive dozravaji a
opadavaji, rovnéz dochazi k prosychani kosternich vétvi. K nejvétsim ekonomickym skodam
dochazi v radmci peckovin u merunék, kde infekce zptisobuje ¢asto odumirani celych stromt
S ndslednou nutnosti likvidace vysadby.

Pouziti zdravého rozmnozovaciho materidlu pomuze uzivatelim minimalizovat
produkéni a financni ztraty v oblasti mnoZeni a péstovani ovocnych plodin. Ziskané zdravé
zakladni rostliny budou po opakovaném retestovani molekularnimi diagnostickymi metodami
v budoucnu zahrnuty do systému certifikace zdravotniho stavu vysadbového materialu. Zdravy
vychozi material bude poskytovan na komerénim zaklad¢ skolkatskym podnikim a péstitelim
ovoce. Péstovani neinfikovanych odriid ovocnych plodin zarucuje do budoucna
konkurenceschopnost a efektivitu ovocnatské produkce, zalozenou na vysoké kvalité a
vynosech.
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