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1. Uvop

Jadroviny jsou dlouhodobé hospodaisky nejvyznamnéjsi skupinou ovocnych plodin v CR.
U jabloni bylo v roce 2022 na tzemi Ceské republiky evidovano 5 864 hektarti produkénich
vysadeb, coz predstavuje témet polovinu z celkové plochy komerénich ovoenych sadli. Vyznam
tohoto druhu doklada i fakt, ze Skolkatsky sektor vyprodukoval celkem 1 288 554 stromkt
jabloné. To je v souhrnu vice nez produkce vSech hlavnich trznich druht peckovin (1 090 970
stromkd) v poslednim statisticky zpracovaném roce 2021 (Buchtova 2022). Produkce
Skolkatskych vypéstkli ovocnych plodin je stabilizovanym, ekonomicky vyznamnym odvétvim
rostlinné vyroby s mirné rostoucim potencialem. Objem ale mezirocn¢ kolisa v ramci
jednotlivych druhii podle poptavky trzniho ovocnaiského sektoru i mensich péstitelt.

Jablon¢ mohou byt infikovany vice viry soucasn¢. Spolecné piisobeni téchto patogent
pak snizuje vynos i kvalitu ovoce, vitalitu stromi a Zivotnost vysadby. Skolkafska vyroba
ozdraveného vychoziho materidlu jadrovin méa v ovocnaisky vyspélych zemich prokazatelny
piinos v konkurenceschopnosti péstiteli a ve zvysené kvalitd plodii a vynosu. Ceska republika
je v této oblasti stale v nevyhodné pozici, zejména vici zavedenym zapadnim producentim
Skolkatského materidlu ovocnych dievin, jako je naptiklad Nizozemsko, Némecko nebo Italie.
Podle standardli EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization) maji byt
jablon¢ pravideln¢ testovany pfi certifikaci rozmnozovacich materidlti na pfitomnost hlavnich
patogenti, a to viru chlorotické skvrnitosti listti jabloné (Apple chlorotic leaf spot virus,
ACLSYV), viru mozaiky jabloné (Apple mosaic virus, ApMV), viru zlabkovitosti kmene jabloné
(Apple stem grooving virus, ASGV) a viru vras¢itosti kmene jabloné (Apple stem pitting virus,
ASPV) (Anonym 1999). Jablong ale mohou byt infikovany i dal$imi viry a viroidy, které nebyly
dosud v Ceské republice zjistény. Hadidi et al. (2011) zmifiuje celkem v této souvislosti 25
chorob s nezndmym plivodcem, z nichz se vyznamna ¢ast vyskytuje i v Evropé. Vzhledem
k neexistenci hrani¢nich fytosanitarnich kontrol a celniho fizeni mezi staty EU existuje riziko
pfenosu virll infikovanym materidlem, a to vcetné materidlu importovaného mimo oficidlni
certifikacni systém. Témito rizikovymi materidly mohou byt napf. soukromé dovozy novych
atraktivnich sloupcovych jabloni, po kterych vzriistd poptavka zejména u neprofesionalnich
péstiteld.

Viry a virim podobnymi patogeny infikované dieviny neni mozné na trvalém stanovisti
ve vysadbé 1éCit. Infekce je systémova a hospodaiska Skodlivost pretrvava v rizné mife po
celou dobu Zivotnosti jedince v produkénim sadu nebo samozasobitelské vysadbé jabloni.
Vcasna a spolehliva diagnostika téchto systémovych patogent je proto klicova pro zamezeni
hospodaiské skodlivosti. Detekce je v souCasnosti zaloZena pievdzné na metodach ELISA
(enzyme-linked immuno sorbent assay), RT-PCR (reverse transcription PCR) a real time RT-
PCR (Winkowska et al. 2016).

Od roku 2018 je v ramci Programu aplikovaného vyzkumu Ministerstva zemé&dé€lstvi
CR fesen projekt QK 1910065 , Nové piistupy k produkei ozdravenych odrid jabloni s vyuZitim
diagnostiky NGS patogenii s dobou feseni 2019-2023. Projekt je feSen na pracovisti Ustavu
molekularni biologie rostlin Biologického centra Akademie véd (UMBR BC) a ve Vyzkumném
a §lechtitelském ustavu ovocnaiském Holovousy s.r.o. (VSUO Holovousy s.r.0.). Vychozi



hypotéza projektu byla zalozena na ptedpokladu, ze postupy sekvenovani nové generace (Next
Generation Sequencing, NGS) ptispéji k odhaleni novych neznamych patogenti ve vychozim
mnozitelském materidlu a ve vysadbach. V této metodice predstavujeme nové piistupy a
dosazené poznatky o produkci ozdravenych odrid jabloni s vyuzitim novych metod
molekularni diagnostiky NGS, které umoziuji sekvenovani celych genomul nebo vybranych
genomickych oblasti s vysokym pokrytim. Ozdravovaci metody byly zaloZeny na in vitro
Kultivaci, exstirpaci riistového vrcholu, chemoterapeutickych postupech a kryoterapii. VSUO
Holovousy s.r.o. se v minulém obdobi zabyval zejména problematikou ozdravovani odrad
ovocnych dfevin pomoci termoterapie zakofenélych rostlin v kontejnerech, in vitro termoterapii
a chemoterapii s vyuzitim konven¢niho antivirotika ribavirin. Detekce virt pied zahdjenim
ozdravovani a v ozdraveném materidlu byla v minulosti provadéna zejména konvencni
serologickou metodou ELISA. Identifikace piivodce choroby ELISA nebo PCR vyzaduje velké
mnozstvi specifickych testl. Naproti tomu z jediné NGS analyzy mzeme ziskat komplexni
informaci o sekvencich v8ech virt, viroidu a dal$ich mikroorganismu ptitomnych ve vzorku.
Od prvnich popist diagnostiky patogenti pomoci NGS (Kreuze 2009) dochédzi v soucasnosti
k optimalizaci a standardizaci NGS metod v ramci izolace, amplifikace, vybéru sekvenaéni
platformy a bioinformatické analyzy dat pro $ifeji pouZitelnou diagnostiku. V CR nebyl dosud
zdravotni stav jabloni v technickych izoldtech a rozmnozovacich materidlech pomoci technik
NGS zkouman.

2. CIiL METODIKY

Certifikovand metodika produkce ozdravenych odrid jablon€ s vyuZitim NGS ma za cil
poskytnout uzivatelim in vitro chemoterapeutické techniky s aplikaci perspektivnich
antivirotickych latek a postupy ozdravovani pomoci kryonoze. Vyuziva NGS determinaci virti
a viroidl. Jsou popsany a optimalizovany jednotlivé diagnostické kroky v souladu s rychlym
vyvojem Kkitt a sekvenaéni platformy Illumina pro NGS. V ramci metodiky jsou u jabloné
popsana i vhodna kultivaéni média s regulatory rdstu pro multiplikaci a indukci kofent
v podminkach in vitro. Pro testovani a ozdravovani jsme vybrali odridy domaciho puvodu
perspektivni pro péstovani v Ceské republice a podnoz M9, ktera je v tuzemsku nejpouzivanéjsi
podnozi pro jabloné. Pfedpokladame, Ze ziskané zdravé zakladni rostliny budou v budoucnu po
opakovaném testovani diagnostickymi NGS metodami vyuzity jako vychozi mnozitelsky
material certifikované sadby jabloni.

3. VLASTNI POPIS METODIKY

Pouziti metodiky pfedpoklada zakladni znalosti principti in vitro kultivace a spravné laboratorni
praxe V laboratofi detekce virovych patogend rostlin. Odbornik v dané oblasti vSak bude
schopen metodiku verifikovat pro konkrétni vybaveni laboratofe rostlinnych explantati a
pouzivané laboratorni reagencie.

3.1 Popis detekéniho systému NGS a jeho vyuZiti u jabloné

Na pocatku, pfed zahdjenim ozdravovacich terapii, je nutno zjistit u pocatecniho rostlinného
materidlu jeho zdravotniho stav. Vychozi zdravotni stav byl hodnocen u 6 trznich odrtd jabloni
Idared, Boskoopské cervené, Golden Delicious, Jonagored, Selena a Sampion, kazdé



zastoupené 2 stromy (oznacenymi A, B), a U 12 podnozi M9 vybranych z vychozich materialt
v technickém izolatu VSUO Holovousy z hlediska virti uvedenych v certifikaénim schématu
EPPO: ApMV, ACLSV, ASGV, ASPV. Rovnéz byla provedena detekce v CR novych virt a
viroidu metodou NGS. Na pracovisti UMBR BC byla z &asti listt izolovana nukleova kyselina
pro NGS diagnostiku, ¢ast byla uchovéna pro zpétnou kontrolu pfitomnosti patogeni RT-PCR.
Kromé vzorkl odrid a podnozi byly rovnéZ odebrany vzorky ze dvou kontrol — jabloné PK 13
infikované apple scar skin viroidem a jablon¢ J1-JIH, v niz byla dfive zjiSténa piitomnost
ACLSV a ASPV.

3.1.1 Diagnostika NGS

3.1.1.1 Rostlinny material a extrakce RNA

Vzorky listii byly zpracovany pomoci GeneJET Plant RNA Purification Kit (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA) a extrahovand RNA byla kvantifikovana pomoci ptistroje NanoDrop ND-
1000 (Thermo Fisher).

3.1.1.2  Piiprava knihoven pro sekvenovani RNA

Vyizolovana RNA byla pouzita pro ptipravu sekvenacnich knihoven (NEBNext Ultra Il RNA
Library Prep kit, NEB, USA, postup podle navodu dodavatele) po piedchozim odstranéni
hostitelské ribozomalni RNA (napf. Ribo Zero Plant Kit (Illumina, USA) nebo RiboMinus
Plant Kit for RNA-Seq (Thermo Fisher Scientific, USA), podle navodu dodavatele).
Sekvenacni knihovny byly pfipravené s pouzitim dudlnich indexGi pro zamezeni jevu
ptreskakovani indexu (,,index-hopping*‘), kdy mize dochdzet k chybné identifikaci jednotlivych
¢teni béhem procesu sekvenovani. RNA knihovny byly pfipraveny a sekvenovany na pfistrojich
NovaSeq 6000 nebo HiSeq 4000 (Illumina, USA) (150-bp, obousmérné sekvenovani).

3.1.1.3 Bioinformatické hodnoceni HTS dat

K bioinformatickému zpracovani jsme pouzili program CLC Genomics Workbench (Qiagen,
Hilden, Némecko) a Geneious (Biomatters, Novy Zéland). Po ofezani a kontrole kvality byla
Cteni pouzita pro de novo sestaveni delsich kontigli z neredundantnich ¢teni pomoci CLC
assembleru (de novo assembly) s vychozimi moznostmi: word size 20, bubble size 50, simple
contig sequences minimum length 200 nt. Anotace téchto kontigi byla provedena pomoci
algoritmu BLASTX s vychozimi moznostmi thread 1, word size 11, match 2, mismatch 3, gap
cost existence 5, extension 2) a lokalni databaze obsahujici vSechny proteiny virového ptivodu
(jako  zaklad lze pouzit filtraci a stazeni sekvenci pomoci  nastroje:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/virus?SeqType s=Protein&SourceDB_s=RefS

eq).

3.1.1.4 Diagnostické postupy
a. Rostlinny materidl a extrakce RNA

Vzorky vrcholi vyhonti byly zpracovany pomoci GeneJET Plant RNA Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific, USA), koncentrace a kvalita extrahované RNA byla stanovena
pomoci NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/virus?SeqType_s=Protein&SourceDB_s=RefSeq
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/virus?SeqType_s=Protein&SourceDB_s=RefSeq

Extrakty RNA byly piepsany do cDNA pomoci sady RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) s pouzitim ndhodnych primert podle pokynt
vyrobce. Nasledna analyza RT-PCR a RT-gPCR (tabulka 1) byla provedena bud’ pomoci Phire
Hot Start 11 DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, USA), nebo PPP Master Mix (Top-
Bio, Vestec, Ceska republika). Jako vnitini kontrola extrakce a amplifikace RNA byla pouZita
MRNA NADH (Malus domestica). Produkty PCR byly vyhodnoceny elektroforézou v 1,5%
agarozovém gelu. Vybrané¢ produkty byly pfimo sekvenovany podle Sangera. Vybrané
produkty byly klonovany do klonovaciho vektoru pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific, USA) a
vzniklé pDNA konstrukty byly nasledné sekvenovany. VSechny ziskané sekvence byly ulozeny
do databaze NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Tabulka 1. Pouzité primery

Nazev

Cilova sekvence . Sekvence primeru (5°-3") Pouziti Citace
primeru
Malus domestica | 2277 TGCTCCATGGATCTCATCGG
NADH mRNA 2278 AATCGAGGGCTATGCGGATC
AV 2115 CTGCCGAAACAGAGGTTGGA
2116 GAGAAGTCGCTCTCTCTCGC RT-gPCR,  Vérallyay et al.
ALVAL 3290 GAAGAAGGCGAGCGACCTTGA RT-PCR; 2022
2528 GATACCGTGCCTTGACGCCGAG kontrola
ccay 2526 AGAGATTGATCTGATGGATGTTACT amplifikace
2564 GGATCCCTTAATGATTGAAATAGCACA | RT-gPCR,
ARWVL 3505 AGCTTTTCTACTGTGGTCACT RT-PCR
3506 TGGCATTAAATCCATCGTATGC
2696 TTTGGGTTTGTAGCCGAATC .
Sniv-1 2697 TTACCTCCGAGATCAACGTC Tato metodika
ACLSY 2486 CCTTCATGGAAAGACAGGGG
2487 GCAAATTCAGTCTGTAAAAG
ADMV 2488 TTGAGCAGTCGAGAAGTGAC Petrzik K.
2489 CTCGTTATCACGTACAAATCC AT-PCR nepublikovéno
ASGY 2401 CCCGCTGTTGGATTTGATACACCTC e et al. 2015
2402 GGAATTTCACACGACTCCTAACCCTCC
2404 TGGAACCTCATGCTGCA .
ASPV 2405 TTGGGATCAACTTTACTAAAAAGCATAA Jretal. 2013

b. Diagnostika viri pomoci RT-QPCR

Testy RT-qPCR byly provedeny na detekénim systému CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Reakce o objemu 10 pl byly pfipraveny
z 5 pl desetkrat ztedéné cDNA, 0,25 pl primert (konecnéd koncentrace 250 nM, tabulka 1),
2,75 ul vody bez nukleazy a 2 pl smési 5x HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (Solis
BioDyne, Tartu, Estonsko).

Reakéni podminky byly nasledujici: 95 °C po dobu 12 min a 40 cykld 95 °C po dobu
10 s, 60 °C po dobu 20 s a 72 °C po dobu 20 s. Analyza disocia¢ni kiivky teploty tani byla
provedena nartastem z 65 °C na 95 °C (0,5 °C/ 5 s), aby se ovéfila specificnost amplifikace
primerti a pfitomnost jejich potencidlnich dimert. Pro ovéfeni mozné kiizové kontaminace a
ptitomnosti genomové DNA byly zahrnuty negativni a NTC (no template control) kontroly.
Jako vnitini endogenni kontrola pro rostlinny material byla pouzita NADH mRNA (tabulka 1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Data byla analyzovana pomoci softwaru Bio-Rad CFX Maestro 1.1 (Bio-Rad) a softwaru
R verze 4.1.0 pod programem RStudio verze 2021.09.1+372.

3.1.2 Popis novych vira a viroida zjisténych pomoci NGS

U odrtd Selena a Jonagored Supra jsme zjistili apple hammerhead viroid (AHVd; Serra et al.
2018) ve smiSené infekci se solanum nigrum ilarvirus 1 (SnlV-1; Ma et al. 2020). AHVd a
SnlV-1 pozitivni kultivary nevykazovaly zadné specifické ptiznaky na listech a vyhonech, a to
ani pii samostatné, ani pii smiSené infekci. Nékteré vzorky podnozi M9 byly pozitivni na citrus
concave gum-associated virus (CCGaV, celed’ Phenuiviridae), apple luteovirus 1 (ALV-1,
¢eled’ Luteoviridae) a obsahovaly sekvence apple rubbery wood virus 1 (ARWV1, cCeled
Phenuiviridae). Vyskyt AHVd, ALV-1, ARWV1, CCGaV aSnlV-1 nebyl v CR pied zahdjenim
praci na projektu zaznamenan. Nami testované odrudy jabloné¢ byly bez virG povinné
testovanych v certifikatnim schématu EPPO (Anonym 1999).

AHVd, ARWV1, CCGaV, SnlV-1 a ALV-1 jsou pro CR nové patogeny Vv jabloni. Po
jejich prvnim popisu v zahranic¢i byly diky pouzivani metody NGS zaznamenany velmi rychle
v fad¢ dalsich zemi. Apple hammerhead viroid (AHVd, Pelamoviroid; ¢eled” Avsunviroidae
(Serra et al. 2018)) byl identifikovan na jablonich v Cing (Zhang et al. 2014). Jeho vyskyt byl
spojeny se symptomy zahrnujicimi rozStépeni kmene, mozaiku, nekroézu, pokles vyhont a
odumirani. Byl téZ zaznamenan u riznych odrid jabloni v Kanadé (Messmer et al. 2017), USA,
Japonsku, Italii, Spanélsku a na Novém Zélandu (Szostek et al. 2018; Wright et al. 2020), Jizni
Koreji (Lim 2019), Indii (Nabi 2020), Tunisku (Hamdi 2022), Ceské republice a Mad’arsku
(Varallyay et al. 2022). Tyto tdaje naznacuji, ze AHVd je v souc¢asné dobé celosvétove rozsifen
a je zapotiebi dal§iho vyzkumu pro stanoveni potencidlni Skodlivosti u odrad jabloni a moznych
zpusobi jeho eliminace z rozmnozovaciho materialu jabloni.

ARWV1 byl poprvé popsan v USA (Rott et al. 2018), nasledn¢ v Evropé (Fontdevila
Pareta et al. 2022, Minutolo et al. 2023) a Ciné (Hu et al. 2021).

CCGaV byl poprvé v genofondu jabloni zaznamenan v USA (Wright et al. 2018),
nasledné v Brazilii (Nickel et al. 2021, 2023), Ciné (Liu et al. 2021), Italii (Minutolo et al.
2021), Kalifornii (Diaz-Lara et al. 2022), v Ceské republice a v Madarsku (Varallyay et al.
2022) a v Kanad¢ (Xiao et al. 2022).

SnlV-1 byl poprvé popsan ve Francii v plané rostoucich rostlinach Solanum nigrum (Ma
et al. 2020). O jeho prvni detekci v jabloni informovali Xiao et al. (2022) na zakladé prizkumu
v kanadské Britské Kolumbii, ktefi v udoli Okanagan identifikovali nékolik sekvenci SnIV-1
béhem testovani chiadnoucich stromi metodou NGS. Jejich sekvence MN216370.1,
MN216373.1 a MN216376.1 vykazuji 97-98% identitu s ceskymi izolaty. Nas nalez SnIV-1
u jablong je prvni v Evropé. Pfirozeny okruh hostitelskych rostlin SnlV-1 muize byt Siroky,
protoze v databazi GenBank je izolat SnIV-1, ktery hosti Physalis sp. (pfistupova cisla
OL472060-0OL472062).

ALV-1 (Celed Tombusviridae, rod Luteovirus) byl objeven pomoci HTS na jablonich
postizenych rychlym Sifenim choroby rychlého odumirani jabloni (Liu et al. 2018).
Onemocnéni se rozviji postupné a zac¢ind odbarvenim listd a praskanim kmene. Rist stromi je
siln€ ovlivnén a nakonec dochdzi k jejich rychlému thynu. Kromé Severni Ameriky byl ALV-
1 zaznamenan v Koreji (Liu et al. 2021), Recku (Malandraki et al. 2020) a v Belgii (Fontdevila
Pareta et al. 2022).



3.2 Postupy ozdravovani pomoci biotechnologickych in vitro metod

Pro systém ozdravovani slouzici k produkci vychozich in vitro rostlin je tfeba mit k dispozici
vhodné vybavenou in vitro laboratof. Pro sterilizaci roztokt a agarovych péstebnich médii je
nutné sterilizacni zafizeni, napt. parni tlakovy autoklav. Obvykle se sterilizuje 20—25 min pii
121 °C a tlaku 100 kPa. Pro sterilizaci pracovnich nastroji (skalpely, pinzety) je vhodna
horkovzdusna suSarna, kterd vyuziva piisobeni suchého horkého vzduchu. Pfi naSi préci
nastavujeme teplotuna 160 °C a dobu suseni na 2 hod. Déle doporucujeme zatizeni pro piipravu
demineralizované vody reverzni osmézou. Tato voda slouzi pro ptipravu zadsobnich roztokl pro
vyrobu agarem zpevnénych kultivaénich médii.

Pro rast in vitro kultur je nutna kultivaéni mistnost s fizenou teplotou a osvétlenim.
Pasazovani a nasledny pienos in vitro rostlin na ¢erstva média je nutno provadét v aseptickém
prostiedi ,,flow boxu* s proudicim filtrovanym vzduchem. Flow box umoziuje zachovat
material sterilni pfi manipulaci (pasazovani) mimo kultiva¢ni nadobu. Kryoterapie je provadéna
ve specializované laboratofi, kterd je certifikovana pro praci s kapalnym dusikem. Tato
laboratot by méla byt vybavena bezpecnou ventilaci, zasobnikem na kapalny dusik typu
Dewarovy nadoby s vakuovou izolaci, programovatelnym zamrazovaem a piipadné
I diferen¢nim skenovacim kalorimetrem (DSC) pro sledovani fazovych ptechodu v prubéhu
zamrazovani a odtavani.

Na pracovisti VSUO Holovousy bylo Vv laboratornim tiseku provedeno ozdravovani
pomoci in vitro chemoterapie u odriid jabloné Jonagored, Selena a Sampion a pomoci in vitro
kultur u podnoze M9. Kryoterapie s pouzitim in vitro explantati byla uplatnéna u odrudy
Golden Delicious, pti¢emz vychozi in vitro kultury byly pted vlastnim zamrazenim kultivovany
v useku in vitro laboratofe.

3.2.1 Zakladani vychozich in vitro kultur jabloné a multiplikace

Pro zalozeni vychozich in vitro kultur jabloné je mozno vyuzit dormantni vyhony
odebrané v dobé vegetacniho klidu po skonceni fyziologické dormance, idealné v lednu az
bfeznu, pfimo z rostlin ovéfenych v polnich podminkéach z hlediska odriidové pravosti. Pro
usnadnéni zalozeni in vitro kultury lze také pouzit mateCnici z odrid vybranych pro
ozdravovani, které naroubujeme v technicky izolovaném skleniku na bezvir6zni podnoZze jako
takzvany depozitai primarnich zdroja (foto 1). Tento depozitaf je chranén pied dalsi virovou
infekci, ke které by jinak mohlo dojit u rostlin v polnich podminkéch. Dale pak nejsou rostliny
Vv technické izolaci vystaveny v takové mife plisobeni mikroorganizmu rozsifenych v polnich
vysadbach, coz usnadiuje sterilizaci a snizuje riziko kontaminaci nasazenych explantatu.

Kromé obdobi vegetacniho klidu lze odebirat a vypreparovat aktivné rostouci rustové
vrcholy v piipadé potieby 1 v obdobi intenzivniho prodluZovaciho riistu na pocatku vegetace,
nejlépe od poloviny dubna do poloviny ¢ervna, a to piimo ze stromi v polnich podminkéach.

Pro uchovani odradové stability doporucujeme zakladat in vitro kultury z vegeta¢nich
vrchold. Tyto kultury pak péstujeme na pevném agarovém médiu ve formée aktivné rostoucich
mnohonasobnych prytd s diferencovanym rdstovym vrcholem. Vzrostny vrchol v in vitro
kultufe ma obdobny rist a vyvoj, véetn¢ zachovalé strukturalni organizace, jako vrchol
u rostliny rostouci ve venkovnich podminkach. Je tak umoznéno geneticky uniformni mnozeni
vychozich rostlin pro ozdravovani. K uc¢eliim praktického ozdravovani nedoporu¢ujeme méné



organizované kalusové nebo bunéc¢né kultury vzhledem K riziku chromozomalni a genetické
nestability.

Foto 1. Depozitaf primarnich zdroji jabloné

Pro uchovani odridové stability doporuc¢ujeme zakladat in vitro kultury z vegetacnich
vrchold. Tyto kultury pak péstujeme na pevném agarovém médiu ve formé aktivné rostoucich
mnohonasobnych prytd s diferencovanym ristovym vrcholem. Vzrostny vrchol v in vitro
kultufe ma obdobny rust a vyvoj jako vrchol u rostliny rostouci ve venkovnich podminkach,
véetné zachovalé strukturalni organizace. Timto zptisobem je umoznéno ozdravovani geneticky
uniformnich vychozich rostlin. K ucelim praktického ozdravovani nedoporu¢ujeme méné
organizované kalusové nebo bunécéné kultury vzhledem k riziku chromozomalni a genetické
nestability.

Pii zakladani in vitro kultury vyhony promyjeme pod ¢istou tekouci vodou. Tim dojde
k odstranéni casti mikrobidlni flory, ktera ptezivd na povrchu vyhonid ve venkovnich
podminkach a zpusobuje nasledné kontaminace po zalozeni in vitro kultury. Po provedeni
Sikmého fezu na spodni stran€ ponofime vyhony do vody a nechame je rasit 2 az 3 tydny pfi
pokojové teploté. Z raSicich vegetacnich pupenii s diferencovanym ristovym vrcholem
vypreparujeme ve sterilnim prostiedi flow boxu vrcholy o velikosti 5-10 mm. Tim dojde
k odstranéni Supin pupent, ¢asti listi a jinych povrchovych struktur branicich sterilizaci.

Pro zaloZeni in vitro kultury rastovych vrchol nejsou vhodné kvétni pupeny, protoze
obsahuji ptevazné zaklad kvétu s nékolika listy, nikoliv zéklad letorostu s diferencovanym
ristovym vrcholem. Jako steriliza¢ni ¢inidlo pro sterilizaci primarniho rostlinného explantatu
1ze vyuzit rizné chemické prostfedky (chlorid rtutnaty, chlornan sodny) s ptidavkem smacedla.
Na zakladé¢ naSich vysledki doporucujeme jako steriliza¢ni cinidlo chlorid rtutnaty
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v koncentraci 0,15 % se sterilizaéni dobou jedna minuta. Jako smacedlo lze pouzit i ptidavek
n¢kolika kapek bézné uzivanych komercné vyrdbénych prostiedkii na myti nadobi (Jar).
Smacedlo je dilezité, protoze umoziuje snazsi proniknuti steriliza¢niho ¢inidla do potencialné
kontaminované oblasti, napiiklad mezi jen Castecné rozvinuté listy vychoziho explantatu.
Zbytky sterilizacniho cinidla po skonceni sterilizace z explantati opldchneme sterilni
destilovanou vodou. Po ukonéeni sterilizacni procedury nasadime pocateéni explantaty na
pevné agarové médium. Pro odhaleni pfipadnych kontaminaci nezadoucimi mikroorganismy je
in vitro kultury nutné vizualné sledovat nejméné po dobu jednoho mésice. V in vitro kultufe se
mohou béhem nasledného pasaZovani objevit zpocatku skryté mikrobialni kontaminace.

Sterilizace pocate¢niho explantatu pro zaloZeni in vitro kultur jablon¢ v nasich pokusech
probéhla uspésné. Uvedenym postupem se podafilo odstranit vnéjsi bakteridlni nebo houbové
kontaminace z pocatecnich explantatd S 93,5% uspésnosti. VSechny kontaminované kultury
byly vyrazeny a zlikvidovany. Nekontaminované explantaty byly pfeneseny na médium pro
prorustani a mnozeni (foto 2).

Foto 2. Nov¢ nasazena explantatova kultura jabloné

Pro vétsinu rostlin z ¢eledi rizovitych véetné jabloné 1ze pouzit jako vychozi pro in vitro
kultivaci médium typu MS podle Murashige a Skoog (1962) s modifikovanym piidavkem
fytohormonil jako regulatorii ristu, vitaminl a cukrii. Celkové sloZzeni modifikovaného média
typu MS je uvedeno v tabulce 2. Do média doporucujeme piidavat téZ antioxidant: napf.
kyselinu askorbovou v mnozstvi 4 mg-1™.

Po sterilizaci a ziskani nekontaminovanych vychozich explantati probiha faze
multiplikace na médiu s ptevahou fytohormont cytokinini stimulujicich déleni bun¢k a tvorbu
novych prytt cilového genotypu. V multiplikatnim médiu by méla byt vyssi koncentrace
cytokininli nez auxinl. Cytokininy (napf. benzylaminopurin (BAP) ¢i thidiazuron (TDZ))
podporuji regeneraci rostlin. Vhodné nastavenad koncentrace pomaha kontrolovat morfogenezi
a vyvoj rostlin s kvalitnim olisténim a diferencovanym vrcholem.
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Tabulka 2. Vychozi médium typu MS pro kultivaci in vitro kultur

Slozka mg- It Slozka mg- I
NHsNO3 1650 CuSOs4 - 5H20 0,025
KNOs 1900 Na;EDTA - 2H20 37,3
H3BO3 6,2 FeSO4 - TH20 27,8
KH2PO4 170 Thiamin 0,1
Kl 0,83 Pyridoxin 0,5
Na2MoOs - 2H>0 0,25 Kyselina nikotinova 0,5
CoClz - 6 H20 0,025 Glycin 2
CaCly - 2H,0 440 Sachar6za 30000
MgSOs - 7TH20 370 Myo-inositol 100
MnSOq - H20 16,9 Agar 8500
ZnS0O4 - TH20 8,6 pH 5,7

V pribéhu kultivace je vhodné zjistit koeficient multiplikace pro zjisténi a porovnani
schopnosti mnozeni. Koeficient vypocitame jako primérny pocet novych vyhont (délky
nejméné 10 mm) na vychozi explantdt po 1 mésici rGstu v kultivaéni mistnosti. Rychlost
mnozeni je dilezitd pro termin zahdjeni a pro naplanovani pribéhu ozdravovacich terapii.
Pritomnost vys$§i koncentrace antivirotika v médiu b&hem chemoterapie nebo pribch
kryoterapie jsou silné stresové vlivy, které mohou v in vitro kultufe vést k vyznamnému
odumirdni a ztratam jednotlivych rostlin. Proto doporucujeme mit pied zahajenim vlastniho
ozdravovani k dispozici stovky in vitro rostlin. Nalezeni vhodné koncentrace regulatori rustu,
kterd stimuluje bunécné de€leni a tvorbu axilarnich meristému, je zakladem pro uspéSnou
ozdravovaci in vitro terapii. Vysledky mnozeni dosazené u tii odrid jablon¢ a podnoze M9,
vybranych pro ozdravovani v naSich pokusech, jsou uvedeny grafu. V pokusech byl pro
vyhodnoceni piesnosti odhadu primeéru zakladniho souboru vypocitan SE (Standard Error,
Standardni chyba) jako mira variance.

U odriid Jonagored a Selena se podaftilo ziskat dostate¢né mnozstvi nekontaminovaného
vychoziho rostlinného materidlu pro navazujici chemoterapeutické experimenty. U podnoZe
M9 a u odridy Boskoopské cervené byly pozorovany nizké multiplikacni koeficienty, tudiz
doba potfebna pro dostatecné namnoZeni kultur byla vyrazné del$i neZ u odrid Jonagored a
Selena.

Na zakladé¢ nami dosazenych vysledkii doporucujeme pro indukci multiplikace
u testovanych odrid jablon& samostatné BAP v nejvyssi testované koncentraci 4 mg-17t. D4 se
pfedpokladat, Ze jeSt€¢ vysSsi koncentrace BAP by vyvolala 1 zvySeni multiplikacniho
koeficientu. Z divodu nizSitho multiplikaéniho koeficientu se pro iniciaci multiplikace
neosvedcil fytohormon TDZ. Odbornikovi v oboru jsou znamy i dal§i postupy zakladani
vychozich in vitro kultur jablon¢ a multiplikace, které mohou vést k obdobnému vysledku.
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3.2.2 Ozdravovaci proces

Ozdravovani pomoci biotechnologickych in vitro metod bylo v naSich pokusech u jabloné
provedeno ve tfech modifikacich. Jednotlivé metodické kroky jsou definovany nize
v kapitolach popisujicich exstirpaci meristematické oblasti u in vitro explantatu a metody
chemoterapie a kryoterapie.

3.2.2.1 Exstirpace meristematické oblasti

Pro produkci bezvirdézniho mnozitelského materialu podnoze M9 infikované virem
zrodu Blunervirus (Varallyay et al. 2022) byla z divodu nizsi in vitro multiplikace,
znemoznujici rychlé ziskani dostate¢ného poctu explantati pro chemoterapeutické zasahy,
vyuzita tzv. exstirpace formou aseptického oddéleni a nasledné regenerace meristematické
oblasti rostliny. Metoda je zalozena na principu, ze se virové Castice z vaskularniho systému
rostliny do intenzivné se déliciho vrcholového meristému dostavaji velmi pomalu. Tato oblast
rastovych buné€k nebyva pfimo napojena na cévni svazky, které predstavuji hlavni cesty Sifeni
patogent. Meristémovych bunék je v§ak malo (fadové nizsi desitky), jsou tézko odd¢litelné od
viry infikovanych bun€k a i pfi dosazené regeneraci hrozi riziko somaklonalni genetické
nestability, pokud se na regeneraci podilel i nediferencovany kalus. Pfitom plati obecné
pravidlo, Ze se zmenSujici se velikosti vychoziho explantatu stoupa pravdépodobnost ziskani
viruprostého jedince. Na druhou stranu vSak, se zmensujici se velikosti, klesa pravdépodobnost
preziti a isp&$né regenerace izolovaného vegetaéniho vrcholu (Novak 1990).
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Vychozi material slabé rostouci podnoze pro jabloné¢ M9 byl pro tcéely pokust v naSem
projektu importovan jako certifikovany material z Nizozemska bez viri uvedenych
v certifikacnim schématu EPPO (Anonym 1999). Certifikace prob¢hla dle nizozemského
certifikaéniho schématu produkce rozmnozovaciho materidlu jablon¢ ve vyssim stupni kvality
Elite, kterd ma zajistit lepsi zpétnou sledovatelnost celého fetézce produkce az k vychozi
matecné rostliné. Metodika testovani NGS pouzita v nasem projektu prokazala ve vychozim
mnozitelském materialu ptfitomnost AHVd, ALV-1, ARWV1, CCGaV a SnlV-1. Material
nicméné splituje podminky certifika¢niho schématu EPPO pro jabloné (Anonym 1999).

Intenzivné rostouci vrcholky o velikosti 5-10 mm byly z vychozich podnozi,
umisténych pro naraeni v karanténni &asti skleniku ve VSUO Holovousy v depozitafi
primarnich zdroji pod protihmyzovou siti (foto 1), odebrany v pribéhu ¢ervna a sterilizovany
postupem popsanym V podkapitole 3.2.1. Pod binokularnim mikroskopem pak byla provedena
vlastni exstirpace vzrustného vrcholu 0 velikosti 1-2 mm, obsahujiciho meristematickou oblast
(foto 3a 4).

Foto 3 a 4. Preparace vzrustného vrcholu podnoze M9 pod binokularnim mikroskopem

Pro nasazeni izolovanych vrcholkli a jejich regeneraci bylo stejné jako v ptipadé
multiplikace vychozich explantati pouzivino MS médium (Murashige a Skoog 1962).
Z celkovych 88 vrcholki se 4 podaftilo regenerovat. Tyto byly namnoZeny postupem popsanym
v kapitole 3.2.1 v ¢asti multiplikace, a nasledné¢ byl zjistén zdravotni stav jednotlivych
merikloni. Negativné testované byly poté zakotfenény in vitro podle technik popsanych v této
metodice. Metodu exstirpace meristematické oblasti doporucujeme zejména u genotypi
S niz§im multiplika¢nim koeficientem, ktery neumoznuje ziskat dostatecné mnozstvi rostlin pro
ozdravovaci procedury formou chemoterapie.
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3.2.2.2 Chemoterapie

Chemoterapie probiha pii obvyklé péstebni teploté 21 az 24 °C v bézné kultivacni
mistnosti v mnozstvi desitek opakovani na nékolika metrech ¢tverecnich laboratote v kultivacni
mistnosti, coz zefektivituje cely proces. Pouziti chemoterapie proti virovym infekcim neni
doporucovano u experimentti provadénych u zakotenélych rostlin ve volné pudé. Bézny cyklus
in vitro chemoterapie trva 7 az 30 dni. Pti ozdravovani pomoci chemoterapie in vitro kultur se
po fazi kultivace na médiu s antivirotikem odebira ¢ast in vitro vrcholu s meristematickou
oblasti. Toto je zalozeno na predpokladu, Ze vétSina vird neni schopna infikovat nove se tvorici
primarni délivé pletivo v oblasti vegetacniho vzrostného vrcholu. Apikdlni meristém je tvoren
vnitinim korpusem a vnéjsi tunikou. Nediferencované pletivo vzrostného vrcholu neni protkano
vodivymi svazky, ¢imz je ¢astecné chranéno pied systémove se Sifici virovou infekei. Z vyse
uvedeného lze odvodit, Ze krom¢ antivirotického piisobeni chemoterapeutika a zpomaleni
replikace viru vede i asepticka izolace meristematického pletiva z ristového vrcholu rostliny a
jeho dalsi kultivace k zisku viruprostych explantati (Kudela et al. 1989, Polak et al. 2009).

Béhem chemoterapie rostliny trpi stresy, které mohou mit za nasledek nizkou miru
pteziti nebo abnormalni morfologii. I kdyz in vitro kultury pieziji chemoterapeutické oSetent,
dalsi vyvoj a regenera¢ni schopnost mizou byt inhibovany. Citlivost druhli a genotypt na
chemoterapii je velmi odli$na a intenzita poskozeni do znacné miry zavisi i na fyziologickém
stavu rostlin (Sedlak a Paprstein 2017, Magyar-Tabori et al. 2021). Zejména u antivirotickych
latek cilicich na nukleovou kyselinu viru mize dojit i k nespecifickému u¢inku na DNA
ozdravované hostitelské rostliny.

V nasich pokusech byly pii chemoterapii zkoumany a testovany tfi chemické latky
S potencialné antivirovymi vlastnostmi v in vitro kultufe rostlin. Jednalo se o antivirotika
rimantadin, zidovudin a ribavirin, pouzita v rozsahu koncentraci 20 az 1 280 mg-1™.
Ribavirin
Svym antivirovym Uc¢inkem Sirokospektralni synteticky analog guanosinu, nékdy téz uvadeény
pod star§im nazvem virazol (Sidwell et al. 1972, Huffman et al. 1973). Chemicky se jedna o 1-
beta-D-ribofuranosyl-1-2-4-triazole-carboxamid (Faccioli a Marani 1998).

Rimantadin
Chemicky je to cyklicky amin 1-(adamantan-1-yl)ethan-1l-amin. Na trhu je rovnéz pod
obchodnim nazvem Flumadine (Hannoun 1988). Pfesny mechanismus ti¢inku rimantadinu neni
plné objasnén. Jeho Gcinek je pfedpokladan v inhibici replika¢niho cyklu viru nebo ptfipadné
V inhibici tvorby obalového proteinu viru. Predpoklada se ale i moznost inhibice RNA syntézy
jako takové.

Zidovudin (azidothymidin, AZT)

Patii do tfidy antiretrovirdlnich inhibitori reverzni transkriptdzy. Chemicky se jedna
o synteticky nukleosidovy analog 3'-azido-3'-deoxythymidin (Wright 1986, Tochikura et al.
1989). V oblasti ovocnych druhi byl podle Pavelkové (2015) uspésny proti ttem RNA viriim
peckovin, Prune dwarf virus (PDV), Plum pox virus (PPV) a Prunus necrotic ringspot virus
(PNRSV), s vyssi u¢innosti nez referen¢ni ribavirin.

Kultivaéni podminky pifi chemoterapii byly stejné jako pti multiplikacnim procesu.
Rostliny byly po ukonceni jednomé&si¢niho ozdravovaciho procesu a dvoumési¢ni regeneraci
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testovany na pfitomnost virti a viroidu v projektu pouzitymi diagnostickymi metodami RT-PCR
a NGS. V nasich pokusech se Gspésnost ozdravovani chemoterapii vyznamné liSila od 0 do
100 % v zavislosti na genotypu, koncentraci antivirotika a infekci konkrétnim virem a viroidem.

Na zéklad¢ nasich vysledkli mtizeme pro ozdravovani od viru SnIV-1 doporucit v§echna
zminéna antivirotika, Cili ribavirin, rimantadin i zidovudin, a to jiz v nejnizsich zkoumanych
koncentracich (20 mg-1?), protoze terapie viemi tiemi latkami vedly k vymizeni patogenu
Z rostlinného materidlu. Kromé toho vSak bylo zjisténo, Ze k postupné eliminaci tohoto viru
vede i dlouhodobé pasazovani explantat v in vitro podminkach bez chemoterapie. Proti viroidu
AHVd se rimantadin ani zidovudin neosvéd¢il. Uéinnost ribavirinu vzristala s rostouci
koncentraci (tabulka 3), oviem jeho fytotoxicita zpisobila, ze davku vyssi nez 160 mg 17 uz
nepiezivaly explantaty Zadného ze zkoumanych genotypt (foto 5).

Tabulka 3. Ptiklad chemoterapeutického zasahu proti viroidu AHVd u odriidy Sampion

Koncentrace
ribavirinu
Prabéh a vViP|Z|V | P|lZ|V|P|Z|VI|IP|Z|V |P|Z|V|P|Z|V|P|Z
vysledek * 110(10|1(10|8|4(10{3|2|10(3|0|10|0|-|10|0|-]10|0] -

*V = pocet vychozich klontl, P = pocet pieziv§ich po mési¢ni terapii, Z = pocet ozdravenych

20 mg-1?t 40 mg-1?t 80mg1?t [ 160 mgl? [ 320 mg1? [ 640 mgl? | 1280 mg-1?

S ohledem na optimalni pomér mezi terapeutickym u¢inkem a prezitim kultur lze
doporugit mnozstvi 40 mg-1"! a vyssi, pokud bude pouzitelnost takovych koncentraci potvrzena
zkouskami fytotoxicity u konkrétniho ozdravovaného druhu a genotypu.

Foto 5. Priznaky vysoké fytotoxicity pii koncentraci
160 mg-1* ribavirinu
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3.2.2.3 Kryoterapie

Aplikaci kryoterapie na rastové vrcholy obvykle piezivaji buiiky meristematické zony
s malymi vakuolami a vy$§im nukleo-cytoplazmatickym pomérem (Wang et al. 2008). Tyto
bunky jsou odolnéjsi vici dehydrataci, ktera brani tvorbé ledovych krystalti v buiikach béhem
zmrazovani (Benson 2008). Kryoterapie kapalnym dusikem nevratné poskozuje diferencované
buiiky, zatimco meristematické buniky ptezivaji a jsou schopny dé€leni a regenerace na nové
rostliny s vysokou pravdépodobnosti dosazeni bezvir6zniho stavu.

Na zéklad¢ nasich pokust doporucujeme modifikovany postup kryoprezervace, ktery se
pouziva u ovocnych rostlin z celedi rizovité zejména pro jahody (Majathoub 2005, Hofer
2011). Vzhledem k rozmanitosti potencialné ozdravovanych genotypu vsak lze piedpokladat,
ze pro razny biologicky material bude vhodné postup mirné upravit.

Explantatové kultury rostouci cca 2 mésice v kultivaéni mistnosti se piesunou do
chlazené komory ¢i inkubatoru se simulaci kratkého dne s vyrazné sniZzenou noc¢ni teplotou: 8
hodin svétlo pii 22 °C, 16 hodin tma pii —1 °C. Po 2 tydnech této aklimatizace se z vyhonii za
pomoci stereoskopického mikroskopu sterilné vypreparuji vzrostné vrcholky o velikosti 1—
2 mm, a tyto se umisti na Petriho misky se standardnim zivhym médiem obohacenym 0 5%
obsah dimethylsulfoxidu (DMSO). Po dobu dalsich 2 dnti jsou misky drzeny v aklimatiza¢ni
komote; uprostied této periody je vhodné vrcholky vramci misky presadit, protoze
z narusenych pletiv Casto vytékaji roztoky obsahujici fenolické latky. Nasledné se vrcholky na
30 min ponoti do kryovialky s roztokem loading solution (LS), ktery obsahuje 184 g1’
glycerolu a 171 g-1 sachardzy v tekutém Zivném médiu MS (tj. bez agaru). Roztok LS je poté
vyménén za 0,75 ml roztoku plant vitrification solution 2 (PVS2), ktery sestava z 368 g-1?
glycerolu, 167 g1 ethylenglykolu, 156 g1 dimethylsulfoxidu a 54,8 g-1? sacharozy
v tekutém médiu. V tomto roztoku Ize material nechat bud’ 30 min pii pokojové teploté, nebo
cca 2,5 hod na ledu. Nasledné se kryovialky zamrazuji ponofenim do kapalného dusiku.

Doba uchovani v kapalném dusiku teoreticky neni shora nijak omezena. Po vytaZeni
kryovialek se provede jejich skokové rozmrazeni ponofenim do vodni 1azné o teploté 40 °C na
1 min. Roztok PVS2 se nasledné nahradi roztokem unloading solution (ULS), coZ je sachar6za
rozpusténa v tekutém médiu v koncentraci 410 g-1"t. Po 20 min se roztok odsaje, vrcholky se
vysusi na sterilnim filtracnim papiru a vysazuji se na obvyklé Zivné médium. Béhem prvniho
tydne po rozmrazeni je tfeba material udrzovat ve tmé, dale jej lze kultivovat pti standardnich
podminkach. Regenerace plnohodnotnych vyhoni zrozmrazenych vrcholkd trva nékolik
mésici (foto 6 a 7).

Nase vysledky naznacuji, ze uspésnost kryoterapie se miize mezi ruiznymi odradami
lisit. U Golden Delicious jsme zaznamenali vymizeni infekce ApMV a ACLSV a viditelné
zlepSeni celkového zdravotniho stavu piisluSnych kultur, zatimco paralelni pokus o ozdraveni
odriidy Taborita od tychz virlh pomoci téhoZ kryoprezervac¢niho protokolu k eliminaci infekei
nevedl.

17



Foto 6 a 7. Regenerujici vzrostné vrcholky 2 tydny a 5 mésicti po rozmrazeni

3.2.3 Zakorenéni ozdravenych rostlin a prevod do nesterilnich podminek

Zdravé rostliny ziskané v procesu ozdravovani pfevadime po namnozeni v podminkach
in vitro kultur na kofenici média typu MS s obsahem fytohormont auxind pro indukci kofenéni.
Cytokininy z kofenicich médii zcela vylouc¢ime.

3.2.3.1 Indukce koienéni

V in vitro podminkach se podafilo navodit kofenéni explantati jabloni Selena,
Jonagored a Sampion na poloviénim MS médiu. Ze tii studovanych auxini IAA, NAA a IBA
v koncentracich 1 mg/l se auxin NAA ukézal byt pro navozeni tvorby kofenti nejucinnéjsim,
ale indukoval 1 nadmérny vyvoj kalust. Zejména u odridy Jonagored by mohlo byt vhodné
pfidavat do zakofenovacich médii latky, které tvorbé kalusu brani, napf. aktivni uhli nebo
floroglucinol. Termolabilni auxiny (NAA) piiddvame dodateéné v koncentraci 1 mg-1" po
sterilizaci v parnim tlakovém sterilizatoru pfes mikrobialni mikrofiltry.

Pii postupném ptevodu in vitro rostlin do béznych kultiva¢nich podminek se pro
aklimatizaci osv&d¢il kultivacni box s fizenou teplotou (22 °C ve dne a 18 °C v noci, svételny
rezim 16 hodin svétlo, 8 hodin tma) a standardizované raselinové tablety typu Jiffypot. V prvni
fazi aklimatizace doporucujeme umistit rostliny do miniskleniku s regulovatelnym
odvétravanim, které slouzi k postupnému snizovani vlhkosti ze 100 % na hodnoty b&zné
vzdu$né vlhkosti 45 az 50 %.

3.2.3.2 Interpretace dosaZenych vysledkii ozdravovani
a. Eliminace solanum nigrum ilarvirus 1

Ribavirin, rimantadin i zidovudin eliminovaly SnlV-1 u vSech odrud jabloni. VSechna
antivirotika byla ¢inna jiz pii koncentraci 20 mg-17%.
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c. Eliminace apple hammerhead viroid

vvvvvv

Ribavirin byl u¢inny v koncentracich 20, 40 a 80 mg-1"* u odriidy Sampion a v koncentraci 160
mg-1" u odrid Selena a Jonagored Supra, zatimco rimantadin a zidovudin nebyly G¢inné viibec.
Po sanitaci chemoterapii bylo mozné ziskat rostliny, které byly negativni na SnIV-1 a AHVd
zjisténé v puvodnich rostlinach.

Eliminace viroida z infikovanych rostlin je v poslednich desetiletich vyzvou, a ve snaze
vylécit rostlinnd pletiva z viroidové infekce byly testovany rizné pristupy jako termoterapie,
chladova terapie, tkanové kultury, mikroroubovani in vitro a kryoterapie (Barba et al. 2017).
Zatimco u apple scar skin viroid (ASSVd) byla uspésné pouzita kultivace rtstovych vrchola
vyhonti v kombinaci s chladovou nebo tepelnou terapii (Desvignes et al. 1999, Hu et al. 2015),
literatury o pouziti chemoterapie k eliminaci viroidi je velmi malo (Wang et al. 2022).

Rozsah koncentraci antivirotik v nagich pokusech byl stanoven od 20 mg-1* do 1280
mg-1", aby se fesila potencidlni fytotoxicita rimantadinu a zidovudinu, ktera dosud nebyla u
odrad jabloni testovana. Pocet piezivajicich meriklonti se snizoval se zvysujici se koncentraci
ribavirinu a rimantadinu, av§ak v pfipadé ribavirinu byla zjiiténa fytotoxicita 160 mg-1?
neéekané nizkd ve srovnani s 80 mg-1? ribavirinu. Na zikladé vysledkd eradikace
predpokladame, ze pii ddvce 160 mg-17 doséahla eliminace viroidu AHVd nejvys$§i u¢innosti,
proto mohl byt fytotoxicky tcéinek pro vyssi pocet klonil pfevazen piinosem potlaceni replikace
viroidu a poklesem koncentrace viroidové RNA. Opakované testy na AHVd byly provedeny po
7—11 mésicich. V literatufe doporuceny interval pro ovéfeni eliminace virim podobnych
patogent je minimalné 4-6 mésict (Bettoni et al. 2022).

Z nedavného ptehledu Wang et al. (2022) je ziejmé, ze viroidy infikujici jabloné je
obtizné eliminovat pomoci terapie vyhont (Hu et al. 2015b) nebo samotné chemoterapie (Hu
et al. 2022). Kombinace termoterapie (Hu et al. 2017) nebo chemoterapie (Hu et al. 2015a)
S naslednou kultivaci vyhoni se ukazaly jako mnohem U¢innéjsi pro eradikaci rostlinnych
patogeni nez samotna kultura vyhont. Bettoni et al. (2022) Gspésné eliminovali 25-75 %
AHVd z podnozi jabloni in vitro pomoci termoterapie v kombinaci s kryoterapii. Nase vysledky
vSak ukazuji pouziti samostatné chemoterapie s 48% eliminaci AHVd ribavirinem jako
pouzitelné v laboratotich, kterym chybi nakladné vybaveni pro kryoterapii. Na rozdil od Hu et
al. (2022), kteti shledali ribavirin neuc¢innym pro eliminaci apple scar skin viroidu, pfinesly
nase vysledky dikaz, Ze ribavirin Ize G¢inn¢€ pouzit u jabloni pro odstranéni infekce AHVd.

Uspé&sna eliminace ilarviru SnIV-1 z odrid jabloni pomoci zidovudinu a rimantandinu
v naSich pokusech dobte koresponduje s vysledky Pavelkové et al. (2015) a Kudé¢lkové et al.
(2015, 2017). Pavelkova et al. (2015) uspésné aplikovali zidovudin pro 100% eliminaci PDV,
PNRSV (ilarviru podobného SnlV-1) a PPV z broskvoni cv. 'Red Haven' v koncentracich
25 mg-1* a 50 mg-1", a zaznamenali tak vy33i i¢innost ozdraveni neZ pii pouziti referenéniho
ribavirinu v koncentraci 20 mg-1t. Kudélkova et al. (2017) zjistili, Ze rimantandin
v koncentracich 25 a 50 mg-1* je podobné i¢inny jako ribavirin ve stejnych koncentracich pro
80-90% eliminaci PDV, PNRSV a PPV z infikovanych odriid broskvoni. Vzhledem k tomu, ze
SnIV-1 je novy virus, ktery byl teprve nedavno zjistén v infikovanych jablonich (Xiao et al.
2022), nejsou k dispozici udaje o pokusech o jeho odstranéni z jabloni nebo jinych kulturnich
plodin.
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4. SROVNANIi NOVOSTI POSTUPU

1. V Ceské republice nebyla zatim publikovana rychla, piesna a komplexné vyuZitelna
metodika produkce ozdravenych odrad jablon¢ s vyuzitim modernich
diagnostickych postupi NGS.

2. Jednotlivé metodické postupy popisuji na zaklad¢é vlastniho, feSitelskym tymem
od testovani zdravotniho stavu vychozich rostlin infikovanych viry az po kotenéni
a prevod ozdravenych jedinct do ex vitro podminek a jejich retesty. Jsou definovany
pracovni postupy tak, aby bylo dosazeno co nejlepsich vysledkii v celém na sebe
navazujicim cyklu testovani a ozdravovani.

3. Vyuziti diagnostiky NGS pro ziskani vysoce kvalitniho zdravého rozmnozovaciho
materidlu odrtid jabloni pro agrarni sektor je zcela novy postup. Jedinecnost
metodiky spoc¢iva v tom, ze zdravotni stav jabloni v technickych izolatech a
rozmnozovacich materialech nebyl v CR dosud pomoci NGS zkouman. Vysledky
uplatnéni NGS jednoznacné ukazuji zcela novou kvalitu pfi odhalovani novych,
dosud nezjisténych patogend, jako predpokladu ziskani zdravéjsiho a kvalitnéjsiho
rozmnozovaciho materidlu odrtid i podnozi jabloni, v souladu se svétovym trendem.

4. Zcela novym poznatkem je zjisténi AHVd, ALV-1, ARWV1, CCGaV a SnlV-1,
patogent, které nebyly v CR dosud zaznamenany, a ovéfeni & navrh novych
kombinaci primert pro jejich PCR detekci.

5. Nova je i Gspésna chemoterapie AHVd ribavirinem, pii které neni ve srovnani
S termoterapii potieba technicky néro¢né a drahé zafizeni pro piesnou a
dlouhodobou regulaci vysoké teploty na 34 °C nebo vyssi.

6. Kryoterapie predstavuje novou metodu eliminace virovych patogenli pomoci
pusobeni ultra nizkych teplot dosahovanych v kapalném dusiku. Biotechnologické
ozdravovaci postupy v kontrolovanych a uzavienych laboratornich podminkach
predstavuji ve srovnani s konven¢ni termoterapii rostlin péstovanych v kontejnerech
velkou perspektivu pro zefektivnéni ozdravovani. Ve fazi mnozeni je u in vitro
kultur snizeno riziko reinfekce jiz ozdraveného materialu na minimum. In vitro
ozdravovani je mozno provadét bez ohledu na vegetacni obdobi celoro¢né.

5. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Certifikovand metodika produkce ozdravenych odrid jabloné s vyuzitim NGS je urcena
pracoviStim technickych izolatd, kterd provadéji ozdravovani odrid ovocnych dievin, MZe,
UKZUZ, Ovocnatské unii CR, $kolkattim a dal§im zijemctim a péstitelim ovoce. Ziskané
poznatky jsou uplatnitelné i v laboratotich akademické a vzdélavaci univerzitni sféry.

Vyuziti nového detekéniho systému NGS se predpoklada zejména v rostlinolékarstvi,
v odborech diagnostiky a eliminace $kodlivych organismd rostlin. Pfesna identifikace virovych
a subvirovych patogenti miize pomoci mnozitelim a nasledné i sadaiim snizit ekonomické
ztraty. Déle pro védecké a vyzkumné tcely v oblasti ochrany ovocnych druhd viéi virovym a
subvirovym patogentim.

Pro testovani diagnostickym systémem NGS a nésledné ozdravovani jsme vybrali
odriidy perspektivni pro péstovani v Ceské republice a odriidy domaciho ptvodu. Viruprosté
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rostliny pavodnich ¢eskych odrid nelze ziskat v zahrani¢i. Ziskané zdravé zakladni rostliny
budou po opakovaném retestovani modernimi diagnostickymi metodami v budoucnu zahrnuty
do systému certifikace zdravotniho stavu vysadbového materidlu. V projektu dosazené
poznatky napomiizou snizit ztraty na vynosech ve vysadbach ovocnych dfevin. Tim dojde
k zefektivnéni ovocnaiské produkce. Zdravy vychozi material bude poskytovan na komerénim
zéklad¢ Skolkaiskym podniklim a péstitelim ovoce. Péstovani bezviréznich odrid jabloné
zarucuje do budoucna konkurenceschopnost, zaloZenou na vysoké kvalité a vynosech.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Diky vc€asné a spravné identifikaci virovych a subvirovych patogeni a pouziti zdravého
rozmnozovaciho materidlu mohou byt uzivatelé schopni minimalizovat produk¢ni a finan¢ni
ztraty v oblasti mnozeni a péstovani naSeho ekonomicky nejvyznamnéjsiho ovocného druhu
jablong.

Z hlediska ekonomickych ptinosit u budoucich uzivatel vysledk ptedpoklddame
narust trzeb v odvétvi Skolkatské a ovocnarské produkce. V letech 2012 az 2015 byly primérné
trzby z produkénich sadt jabloné 813 mil. K¢. Tento druh byl v roce 2015 péstovan na 7 975 ha.
Primémé trzby na 1 ha 101 943 K¢&. Ocekavame rozSiteni ozdravenych odriid v novych
intenzivnich vysadbach na plose alespoii na 2,0 % tj. 159 ha. Trzby budou cca 16,2 mil. za rok,
za 5 let 81,0 mil. K¢&. Trzby za vyrobu vysadbového materialu. Primérny pocet stromkti na 1 ha
intenzivni vysadby navrhujeme 1000 ks. Cena za 1 stromek je cca 100 K¢. Na 1 ha jsou trzby
za vysadbovy material 100 000 tis. K¢, respektive na 159 ha 15,9 mil. K¢. Celkové trzby za
ozdravené jablon¢ pak budou 96,9 mil. K¢. Pouzité zdroje: Podklady pro vypocet byly Cerpany
ze Situacni a vyhledové zpravy — Ovoce 2017 (Buchtova 1. 2017, MZe, Praha).

Predpokladame i zvySeni exportu v navaznosti na péstovani ozdravenych odrud
S vySSimi vynosy a vyssi kvalitou. Déle pocitdme s exportem vypéstkil jabloné na zahrani¢ni

trhy.
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