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1 Cile diplomové prace

Cilem této prace je vyhodnotit vzajemny synergismus fytoplazmy ESFY
a viru Sarky $vestky (PPV) u merunék a broskvoni v pribéhu sledovaného obdobi,
dale zpracovat literarni pichled k dané problematice tykajici se fytoplazmy ESFY
a viru PPV, jejich diagnostiky pomoci metod PCR a ELISA. Zpracovat
problematiku tykajici se synergického a antagonického pusobeni virovych
a fytoplazmatickych onemocnéni na rostlinach. Zpracovat vysledky pokusu

praktické Casti.



2 Uvod

Meruriky a broskvoné jsou jiz od pradavna na naSem uzemi velice oblibenymi
ovocnymi dfevinami, které jsou hojné péstovany Vv komerénich vysadbach
i soukromych zahradach. Plody jsou velice oblibené pro své Siroké vyuziti nejen
V podob¢ urcené pro ptimy konzum. V dnesni dobé¢ ale jejich produkéni plochy
hlavné¢ u broskvoni klesaji. Dle situacni a vyhledové zpravy Ministerstva
zemé&délstvi z roku 2011 od roku 2007 do 2011 klesnul pocet plodnych vysadeb
merun¢k z 1407 ha na 1127 ha a u broskvoni z 1032 ha na 721 ha.

Fytoplazma ESFY znama jako Evropska Zloutenka peckovin je zavazné
rostlinné onemocnéni zpusobované ‘Candidatus phytoplasma prunorum’. Jedna
se 0 vaznou rostlinnou chorobu zpisobujici thyn merunék a broskvoni vétSinou
do dvou let od projeveni prvnich symptomi. Diky lokalizaci patogenu v rostling
v sitkovicich, dochazi k ucpavani cévnich svazki a nemutize probihat translokace
latek v rostling. Pfi evropské Zloutence peckovin dochazi k znehodnoceni listové
plochy a pozd¢ji k naprostému opadu listu.

Oproti tomu virus Plum Pox virus v ¢esku znamy jako Sarka Svestky
je virovym onemocnénim zplisobenym potyvirem. Onemocnéni bylo poprvé
popsano roku 1917 v Bulharsku a poté se rozsitilo téméf do vSech zemi Evropy.
V Evropé mélo toto onemocnéni naprosto devastujici u¢inky. Jedna se o jednu
v historii k vykaceni miliéoni stromti a velmi vysokym ekonomickym ztratam.
Uobou onemocnéni neni znama efektivni 1éc¢ba, takze v piipadé vyskytu
onemocnéni je nutnd Uplna likvidace vysadby. Vzhledem k Sifeni téchto
onemocnéni pomoci vegetativné mnozeného materialu je riziko soubézné infekce
pomérné vysoké. Tato onemocnéni jsou detekovana pomoci diagnostickych

metod jako PCR, ELISA, RFLP a dalsimi.



3 Literarni prehled

3.1 Merunky

Merunka latinskym nazvem Prunus armeniaca L. Casto pouzivanym
synonymem je Armeniaca vulgaris Lam. Taxonomicky fadime meruiku do fadu
Rosales Bercht. & J. Presl, c¢eledé Rosaceae Juss., a rodu Prunus

(www.theplantlist.org).

Tisice let byly merunky péstovany na horskych svazich oblasti stfedni Asie
a Ciny. V n&kterych regionech jsou meruiiky vice cenéné pro jejich semena a olej,
ktery se ze semen lisuje nez pro jejich plody. V soucasné dobé jsou merunky
péstovany pievazné kvili plodim na piimy konzum (JANICK, 1996).

V naSich podminkach se vyskytuji pouze odrudy z evropské skupiny.
V novoslechténi zajimavou roli zastavaji nékteré stiedoasijské odridy pro svou
mrazuvzdornost. Mezi dalsi znamé druhy rostouci v odlisnych podminkach patii:
meruiika japonska (A. mume Sieb.), merunka davidova (A. davidiana Carr.),
merunka ansu (A. ansu Max.), merunka sibifska (A. sibirica L.), meruika
brigantska (A. brigantiaca Vill.) a také kiizenec mezi merunikou a myrobalanem
merunka ¢erna (A. dasycarpa Ehrh.). Za centrum ptivodu merunky je povazovana
oblast severni Ciny. Na na$e uzemi se pravdépodobné dostala meruinka
jiz s fimskymi legiemi v poloving 2.stol n.l., ale az v dobé renesance v 16. stoleti
se sortiment obohatil o teplomilné druhy. (BAZANT, 2004).

Merunka je diploidni (2n = 16 chromozému), jedna se o rostlinu vétSinou

samosprasnou, pfi¢emz pro opylovani jsou nutné vcely (KUTINA et al., 1991).

3.1.1 Odridy
Vestar

Odrtda pavodem ze Slovenska. Jeji registrace probéhla v roce 2000. Jedna
se 0 odridu stfedné nenarocnou na polohu. Pudy vyzaduje vyzivné a vlhké.

Jde 0 odriidu bujného vzriustu. Koruna je rozlozita a fidka. Neni naro¢na na vybér
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podnoze. Plody jsou velké az velmi velké, ovalné. Slupka je oranzova s ¢ervenym
stfedn¢ velkym lickem. Duznina je slabé odlucitelna od pecky, tmavé oranzova,
tuhda, stfedn¢ $tavnata, sladce navinuld, aromaticka, dobra. Do plodnosti vchazi
brzy. Plodnost je velka a pravidelna. Dozrava 5 dnu po odradé¢ 'Velkopavlovickad'.
Tvar se upfednostiuje ¢tvrtkmen nebo polokmen. Odolnost proti nizkym teplotam
je vysoka. Jedna se tedy o stiedné ranou odridu s velkymi atraktivnimi plody,
vhodnymi pievazné pro ptimy konzum vzhledem k slabé odlucitelnosti od pecky.
Mize byt vysazovana i do okrajovych oblasti vhodnych pro meruniky (RICHTER,
2002).

Saldcot

Odrida puvodem z Kanady.Saldcot je odridou se symetrickymi,
eliptickymi plody. Odrida malého vzrustu S malymi plody se stfedné velkou
peckou a vysokym podilem duzniny. Duznina je oranzova bez vlaken. Chut’ dobra
a harmonicka. Slupka je oranzova s rizovym lickem. Pecka je dobie odlucitelna.
Odrida je velmi nachylna na chlad (Web GRIN-Global: GRIN Czech 1.9.1
[online], 2017).

Poyer

Odrida Poyer ma symetrické plody s rozdélenim po celé délce plodu. Plody
jsou malé s peckou s vysokou hmotnosti. Duznina je velmi snadno odlucitelna
od pecky. Slupka je tmavé oranzova s fialovo-Cervenym lickem. DuzZnina
je oranzova, hutna, stfedn¢ $tavnata s velmi dobrou chuti (Web GRIN-Global:
GRIN Czech 1.9.1 [online], 2017).
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3.2 Broskvoné

Broskvon latinskym nazvem Prunus persica L. Batsch. pouzivanym
synonymem je Amygdalus persica L. Taxonomicky tfadime broskvon do fadu
Rosales Bercht. & J. Presl, c¢eledé Rosaceae Juss., a rodu Prunus

(www.theplantlist.org).

Broskvoné pochézeji pivodné z Ciny, kde byly znamé jiz ve 3. tisicileti
pted nasim letopoctem. V nékterych pramenech jsou jako zemé ptivodu uvadény
zem¢ byvalé Persie dne$niho Iranu. Broskvoni obecna [Prunus persica (L)
Batsch ] patii do ¢eledi Rosaceae — ruzovité, rodu Prunus L. [subg. Persica
Mill,Amygdalus L. ]. Linné zatadil broskvon jiz v roce 1753 do rodu
Amygdalus pod nazvem Amygdalus Persica. (KUTINA et al., 1991)

Broskvoné jsou diploidnim (2n = 16 chromozomt) ovocnym druhem
(KUTINA et al., 1991).

Broskvoné jsou péstovany na celkové plose 840 ha sadi na tzemi Ceské
republiky. Celkova plocha vysadeb se ale v pribéhu poslednich let snizuje.
Jednou z hlavnich pfi¢in je silna evropska konkurence na trhu broskvi. Pfi¢inou

je silna konkurence pievazné z Itilie, Recka a Spanélska (LUDVIK, 2010).

3.1.1 Odridy
Suncrest

Odrida piuvodem z USA kiizenec mezi 'Alamar’ a 'Gold Dust'. Jedna
se 0 odrudu stfedné naro¢nou na polohu. Pidu preferuje s vyssim obsahem zivin.
Kvét ma zvonkolisty. Jde 0 odridu stfedniho vzristu. Koruna je polovzptimena
s dostatkem plodonosného obrostu. Vhodnymi podnozemi jsou B-VA-1,
B-VA-2 a 'Lesiberian’. Plody jsou velké, kulovité az plosné kulovité. Slupka
je stfedné tlusta, zlutd, na vétsingé plodu piekryta tmaveé karminovou cCerveni.
Duznina je dobie odlucitelna od pecky, pevna, zluta a vyborné chuti. Do plodnosti
vchazi brzy. Pokud je umisténa na vhodnych stanovistich, je plodnost velka
a pravidelna. Tvar se upfednostiuje ¢tvrtkmen i zplostélé vieteno. Plody dozravaji

asi 18 dni po odridé 'Redhaven’. Odolnost proti nizkym teplotdam i chorobam
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je stfedni. Jedna se tedy 0 pozdni Zlutomasou odridu s atraktivnimi plody,
vhodnymi jak pro piimy konzum, tak pro konzervarenské zpracovani.
Je pouzivana do velkovysadeb i do malych soukromych zahradek (RICHTER,
2002).

Diamond Princess

Odrida pochazi z Kalifornie, USA. Diamond Princess je zlutomasou
odridou. Do plodnosti vchazi stiedné brzy, zhruba v poloviné srpna, o deset dni
pozdéji nez Red Heaven. Plody ma velké, vybarvené. Plody jsou v dobé zrani
dobfe odlucitelné od pecky. Diamond Princess je stfedné trodnou odridou. Jeji
péstovani na naSem uzemi neni dostate¢né provéfeno (LITSCHMANN, et al.,

2007).

Miss Italia

Odrida pochazi z Italie. Miss Italia je Zlutomasou odradou. Plodnost
je pravidelna, Miss Italia do ni vchazi v poloviné srpna. Odrida ma zvySenou
odolnost kvétnich pupend. Miss Italia mize byt pouzita i do primérnych poloh.
Plody maji pritazlivy vzhled. Tato odriida dordsta stfedni velikosti. V' dobrych
letech je nutna naro¢na probirka (LITSCHMANN, et al., 2007)

3.2 Podnoze
M-LE-1

Jedna se 0 cizosprasny semena¢ odrady Julskij 205. Podnoz je vhodna
do stiedné te€zkych hlinitopis¢itych pad s obsahem vapniku maximalné 8 %, témto
podnozim vyhovuje neutralni az mirn¢ alkalicka reakce. Semena jsou dobie
klic¢iva, afinita s merunikami dobra. Je pouzivana i jako kmenotvorna odrida

a uvadi se jako podnoz zvysujici plodnost (BAZANT, 2004).

13



Saint Julien A

Saint Julien A je podnozi snadno mnozitelnou dievitymi fizky. Tato podnoz
se projevuje dobrou afinitou se standardnimi merufikovymi odradami. Saint
Julie A je podnoz vhodna do tézsich pud s pH 6,5 — 7,0. V téchto pidach Saint
Julien A zvysuje odolnost k bakteriozam, na leh¢ich puidach naopak senzibilizuje.

Saint Julien A je vhodna pro intenzivni péstitelské tvary (BAZANT, 2004).

Myrobalany

Do skupiny pouzivanych myrobalant patii Siroké spektrum rostlin, jako
jsou Myrobalan 29 C z Kalifornie, Myrobalan B z Anglie, Myrocar Fercino
a Myrabi Myrest z Francie a mnoho dalsich. Vzristnost merunék na vegetativné
mnozenych myrobalanech je ve srovnani Se semennymi slab$i. | pfesto

se myrobalany fadi ke stiedné aZ siln& rostoucim podnozim (BAZANT, 2004).

3.3 Sarka $vestky

Plum pox virus (PPV), ktery zplsobuje onemocnén Sarka Svestky,
(nestovice Svestky) je taxonomicky fadén do ¢eledi Potyviridae rodu Potyvirus.
Do celedi Potyviridae spada polovina vSech znamych rostlinnych virt
aje povazovana zanejSkodlivéjsi  skupinu  rostlinnych  viri  (GLASA,
CANDRESSE, 2008).

PPV zpiisobuje nemoc Sarka Svestky u rodu Prunus, do kterého spadaji
a ptirozenym hostitelem jsou P. domestica, P. cerasifera, P. armeniaca,
P. persica, P. amygdalo-persica (HULL, 2009).

Plum pox virus mize také infikovat Siroké spektrum plané rostoucich
a okrasnych druhti rodu Prunus, tento fakt musi byt zohlednén zejména
ve Skolkafstvi, nebot’ i okrasné dfeviny mohou byt vyznamnym zdrojem infekce

pro ovocné vysadby (GLASA, CANDRESSE, 2008).
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Vyskyt PPV byl zaznamenan ve vétsing zemi Evropy, v nékterych oblastech
Asie, celé oblasti Mediteranu a nékterych oblastech Severni a Jizni Ameriky
(GLASA, CANDRESSE, 2008).

3.3.1 Historie

Vyskyt sarky byl poprvé zaznamenan na meruiice v Bulharsku roku 1933.
V Ceskoslovensku byl dle Smolék, Novak, 1956 vyskyt Sarky $vestky prokazan
v roce 1952. Sarka se viak objevovala na nasem uzemi mnohem diive. Smolak
jizv roce 1926 popsal mozaikovou chorobu na mirabelce, ktera byla s velkou
pravdépodobnosti zplsobena pravé virem Sarky Svestky. Jesté pied druhou
svétovou valkou byla sarka $vestky pozorovana v Jugoslavii (Josifovi¢, 1937),
Mad’arsku (Szirmai, 1948) v Rumunsku byla choroba pozorovana v roce 1941.
Po druhé svétové valce se nemoc Sifila dal na zapad, roku 1984, kdy byla Sarka
Svestky zjisténa ve Spanélsku a Portugalsku. V devadesatych letech byla $arka
zavleGena do Jizni i Severni Ameriky. Uplna sekvence nukleotidd RSNA kmene
PPV-NAT byla stanovena roku 1989 Maiss et al. Tehdy zjistili 9741 nukleotidd
celkové RNA. Teycheney et al.,(1989) stanovili délku RNA u kmene PPV-D
a to 9787 nukleotidis (POLAK, 2010).

3.3.2 Charakteristika

PPV ma Siroké hostitelské spektrum od merunky, Svestky domaci,
broskvong, nektarinky, mandloné pies plané druhy jako jsou myrobalan a trnka
obecna az po okrasné dieviny jako jsou mandlon nizka, slivon americka, visen
a treSen (KOCOUREK, 2015).

Jde o0 jednu z nejvyznamnéjsich a nejSkodlivéjsich virovych chorob slivoné,
broskvong, nektarinky a merunky Vv oblasti sttedni Evropy. Je epidemicky Sifena
polyfagnim RNA virem (PAPRSTEIN et al., 2015).

Celed Potyviradeae je nejvétsi a nejskodlivéjsi skupinou rostlinnych virt.
Tato ¢eled’ zahrnuje vice jak 400 druhd, coz je polovina znamych rostlinnych virt

(POLAK, 2010).
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PPV je v rodu Potyvirus typovym &lenem Y-virus bramboru (PAPRSTEIN
etal., 2015).

Virion PPV je vlaknitého charakteru o délce 750nm a sile 13nm. Viditelny
je diky elektronovému mikroskopu. Virova castice se sklada z infek¢ni
jednovlaknové RNA nukleové kyseliny a obalového proteinu, ktery ji chrani.
Celkové pocty nukleotidtl virionu jsou zavislé na konkrétnim kmenu viru, hodnota
muze byt napiiklad 9787 u francouzského izolatu kmenu PPV-D nebo 9741
u némeckého izolatu PPV-NAT (GLASA, CANDRESSE, 2008).

Plum Pox virus je velice variabilni, at’ uz geneticky nebo biologicky.
V praxi je tento jev pozorovatelny tak, ze dvé identické rostliny infikované
rozdilnymi izolaty PPV mohou vykazovat rozdilné symptomy choroby. Obvykle i
mala zména ve struktufe genomu zptsobi zménu fenotypovych vlastnosti izolatu,
agresivity, nebo virulence patogenu. Mozné zmény ovliviiujici tyto faktory jsou
zména aminokyseliny, aminokyselinového motivu a dalsi. Stejné jako u jinych
RNA virt s monopartytnym genomem, tak i u viru Sarky $vestky jsou zdrojem
genetické variability rekombinace virového genomu a mutace. Na zakladé
nejnovEjSich analyz délime izolaty PPV do 7 kment, které jsou odlisné
sérologickymi, molekularnimi i biologickymi vlastnostmi: PPV-M, PPV-D,
PPV-Rec, PPV-C, PPV-EA, PPV-W, PPV-T. V Ceské republice se vyskytuji
3 kmeny PPV ato PPV-D, PPV-Rec a PPV-M. Izolaty PPV-D (Dideron) napadaji
vSechny druhy Prunus kromé tfe$ni a visni. Na broskvonich je vyskyt PPV-D
omezeny. Izolaty PPV-M (Marcus) byly zjistény ve vétsiné evropskych zemi.
Druh PPV-M je ¢asto spojovan S rychlymi epidemiemi na broskvonich. PPV-M
neni prili§ ¢asto pozorovan na Svestkach. Kmen PPV-Rec (Recombinant) vznikl
homologickou rekombinaci mezi PPV-D a PPV-M s rekombinacnim bodem
lokalizovaném v 3’ terminalni oblasti NIb genu. V pfirozenych podminkach
se izolaty PPV-Rec témé&f nevyskytuji na merunikach, ale silné napadaji Svestky.
Dalsimi kmeny jsou: PPV-C (Cherry) jehoz vyskyt byl prokazan na tiesnich
Vv Moldavii, Rumunsku a Bulharsku, dale na visnich v Italii a Madarsku
a podnozovych slivonich v Bélorusku. PPV-W (Winona) na Svestce v Kanadg,

Ukrajiné, LotySsku a Rusku. Izolaty PPV-T (Turkey) byly zaznamenany
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v Turecku na Svestce, broskvoni a merunce. Poslednim kmenem je PPV-EA
(El Amar). Tento kmen byl pozorovan na broskvonich, merunikach a $vestkach
v Egypté (GLASA, 2010).

Na nasem tzemi pifevazuje kmen Dideron (PPV-D), ktery se vyskytuje
uvice nez 95 % infikovanych stromi. Siln¢ patogenni kmeny jako PPV-M,
nebo rekombinantni PPV-Rec byly na ceském tuzemi pozorovany jen velmi
ojedinéle, a to pievazné na Morave. Vétsina rostlin infikovanych PPV-M pochazi
z dovezeného $kolkaiského materialu ze zahrani¢i (PAPRSTEIN et al., 2015).

Termalni bod pro inaktivaci viru ve stavée je 52-58°C. Pii této teploté dojde
ke ztrat& infektivity uz po deseti minutach. Zivotnost viru in vitro (mimo rostlinu)
pii pokojové teploté se pohybuje mezi tfemi az ¢tyfmi dny. Virus je imunogenni,
proto se v krvi teplokrevnych zvitat proti nému tvoii protilatky. Virus je mozné
purifikovat, napf. ze §tavy tabaku a pfipravit proti viru protilatky a pouzit
k diagnostickym téelim (POLAK, 2010).

Inkubaéni doba je zavisla na zptasobu infekce i prostiedi. Po inokulaci v puli
léta se choroba pfi polnich podminkach objevi za 8 mésict, oproti tomu
ve skleniku jsou patrné symptomy jiz po tfech tydnech od jarni inokulace
(PALEUCHOVA, 1980).

U merun¢k a broskvoni onemocnéni zplisobuje snizeni mrazuvzdornosti,
urody a kvality plodt. Pti dikladném prostudovani a porovnani symptomu

by nemélo dochazet k zaméné s jinymi chorobami (HUDEC, GUTTEN, 2007).

3.3.3 Symptomy a projevy

Projevy onemocnéni jsou velice variabilni. Lisi se dle druhu a odrady
hostitele, dle kmene, respektive sérotypu Vviru a jsou vyznamn¢ ovliviiovany
prubéhem pocasi. U slivoné jsou ptiznaky onemocnéni na listech, plodech
avyjimecné inapeckach. Na listech vznikaji svétlé az zlutozelené skvrny,
krouzky, prouzky a ornamentalni kresby. Okraje skvrn nejsou ostie ohraniceny,
jsou difuzni. Ptiznaky jsou na listech zietelné jiz od kvétna, u vétSiny odrud

se v pozdnim Iét¢ intenzita priznakd zmensuje. U nékterych odrid se skvrny nebo

17



okraje skvrn koncem léta zbarvuji Eervenofialové nebo hnédofialové. (HLUCHY
etal., 1997)

Symptomy jsou viditelné nejvice tehdy, pii pohledu proti svétlu. Cepel
vyrazné napadenych listi je nerovna, zvrasnéna. (CIFRANIC, 1987)

U broskvoni se symptomy objevuji na petalach, listech i1 plodech.
Na petalach se choroba projevuje diskoloracemi. Symptomy na listech jsou svétle
zelené skvrny, chlorotické puntiky, pasky a krouzky, svétlé skvrny kopirujici
Zilnatinu, pozorovany byly i deformace listu. Na plodech nakazenych rostlin byly
pozorovany chlorotické puntiky nebo nepigmentované Zluté krouzky. Také plody
mohou byt deformované a nepravidelné¢ tvarované s vyskytem malych hnédych
nekrotizujicich skvrn. Nakazené plody mohou vykazovat vnitini hnédnuti plodu
a snizovani celkové kvality. V uréitych piipadech byl také pozorovan piedcasny
opad plodu (LAYNE, 2008).

3.34 Diagnostika

V¢asna, spolehliva a spravna diagnostika patogenu je nutna pro zvoleni
vhodnych ochrannych opatfeni k potlaceni nebo omezeni Sifeni patogenu.
Zminéné pravidlo plati i pro Sarku $vestky. Stromy infikované PPV nelze 1écit.
Jedinou dnes znamou ochranou je likvidace nemocnych rostlin. Diagnostika PPV
se provadi pomoci sérologickych, biologickych a molekularnich metod.
Diagnostika choroby vizualnim hodnocenim ptiznakd neni vhodnd, protoze
ptiznaky jsou velice riznorodé a odvijeji se od virulence patogenu, druhu rostliny
a také velice snadno muize byt zaménéno za jiné virové onemocnéni jako
napiiklad chlorotickou skvrnitost jabloné (ACLSV) nebo nekrotickou
krouzkovitosti tfesné (PNRSV). V téchto pripadech zamény se jedna
0 pseudosarku (KOMINEK, 2010).

PVV bylo tspésné detekovano pouzitim bézného PCR (Wetzel et al., 1991;
Levy and Hadidi, 1994; Candresse et al., 1995; Faggoli et al., 1998), immune-
capture PCR (Wetzel et al., 1992), silicapture PCR (Malinowsku, 1997)
a print-capture PCR (Olmos et al., 1996). Navzdory tomu, ze vsSechny tyto
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metody byly Gspé$né pii pouziti nizkého titru, zadny z téchto protokold neni
v praxi pouzivan (LLACER, 2003).

3.3.5 Ochrana

Problém sarky Svestky ve velké mife doléha nejen na ovocnate a Skolkate,
ale i drobné péstitele a producenty slivovice, hlavné na Moravé. Je nutné zminit,
ze jednou virem nakazené stromy jiz nelze zadnou znamou metodou 1éc¢it. Tudiz
JSOU nutna preventivni opatfeni. Jednou z nejdalezitéjSich moznosti ochrany
je zdravy vysadbovy material. Péstovani viruprostého materialu je velice dilezité.
Systém certifikace a produkce viruprostych (VF) Skolkatfskych vypéstka byl
v Ceské republice zaveden v roce 2000. Pouziti insekticidi je usp&né pro hubeni
msic, ale nezabrani pienosu viru na rostlinu (POLAK, 2010).

Problém Sarky je u broskvoni v hlavnich péstitelskych zemich vyfeSen.
Ukazuje se, ze investovat do bezviréznich, in vitro rozmnozovanych podnozi
se vyplati, stejn¢ jako dodrzeni bezpeéné vzdalenosti od starSich, casto
zamotenych vysadeb peckovin (LITSCHMANN et al., 2008).

Vzhledem Kk velkému rozsifeni Sarky Svestky na ceském tizemi byl
ve VSUO Holovousy s.r.o. zalozen pokus zaméfeny na hodnoceni odolnosti
netransgennich odrid slivon& po umélé infekci PPV (PAPRSTEJN et al., 2015).

3.3.6 Rezistentni odrudy

Jednotlivé kategorie vztahu mezi hostitelem (rostlinou) a patogenem je

mozZno charakterizovat takto:

Imunita: Patogen nemuze rostliny infikovat. Po inokulaci patogen neni
schopen se v rostliné mnozit a §ifit (non-host).

Rezistence: Je velice relativni. Rostlina muze byt infikovana, ale vir
ma omezené mnozeni I Sifeni. Rezistence je kvantitativni a velmi zavisla

na odrudé.
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Nachylnost: Patogenu se v rostlinnych bunkach dafi, mnozi se, dosahuje
vysoké koncentrace na ukor produktivity a kvality rostliny. Rostlina reaguje
silnymi ptiznaky na listech i plodech. Nachylnost je relativni. Protiklady
jsou odolnost a rezistence.

Tolerance: Tyto rostliny toleruji nepfiznivé dusledky nakazy. Infekce
V tolerantnich rostlinach probiha podobné jako v rostlinach nachylnych.
Virus se mnozi a §ifi, ale symptomy jsou slabé a nedochazi k vyraznému
snizeni kvality ploda a vynosu.

Hypersenzitivita: Extrémni nachylnost na virus PPV. Tato nachylnost
zpusobuje Vv disledku pfemnozeni patogenu nekrotizaci infikovanych bunék
nebo i celych rostlin. V dusledku odumirani je extrémné tézké prokazat
ptitomnost patogenu. V piipadé¢ nekrotizace neni jiz mozné Sifeni Viru.
O hypersenzitivit¢ mtizeme mluvit jako o absolutni nachylnosti a protikladu
imunity. S jistym rizikem ji mtizeme vyuzit i v praxi, ale pouze za uréitych
podminek. Hypersenzitivita bohuzel ve vétsiné piipadt neni uplna, a tehdy
se jedna o silnou nachylnost. Hypersenzitivita byva také piekonana slabé
patogennimi kmeny viru a v tom ptipad¢é dochazi k silné nachylnosti odrady
(PAPRSTEIN et al., 2015).

3.3.7 Projekt SharCo

Jedna se o koncept kombinujici profylakticka a geneticka feseni k prevenci
¢iomezeni Sifeni choroby sarka Svestky. Do projektu spada cely proces
od vysadbového materialu (sazenic, Stépu, odkopkid) az po celkovou produkci
ovocného sadu. Projekt se zabyva vSemi zucastnénymi Stranami, sluzbou na
ochranu rostlin, skolkafi, péstiteli i producenty ovoce. Projekt ma relevantni
vysledky, mezi které patii fidici pokyny a smérnice pro péstovani, rezistentni
odridy, optimalizované prazkumy i detekéni metody a nastroje (Web Sharco: The
SharCo project [online], 2012).
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3.4 Fytoplazma ESFY

Fytoplazmy jsou prokaryotni organismy bez pevné bunétné stény, které

neni mozné kultivovat.

3.4.1 Historie

Zloutenky rostlin byly popisovany uz velmi davno. Jedny z prvnich zminek
o0 zloutence aster mizeme najit jiz na pocatku devatenactého stoleti. Pivodné
se myslelo, ze pti¢inou této choroby budou viry, z davodu neschopnosti kultivace
stejné jako bakterii nebo hub. Byly pienaseny hmyzem, tudiz jejich tehdy znama
biologie byla do velké miry shodna s velkou ¢asti tehdy znamych rostlinnych vird.
Zlomovym rokem pro vyzkum fytoplazem byl rok 1967, kdy byly pozorovany
v lyku aster pomoci elektronového mikroskopu, ovalné buiiky podobné
zivo¢isnym mykoplazmatim (NAVRATIL et al, 2008).

Fytoplazmy byly dfive nazyvany mykoplazmam podobné organizmy
(mycoplasma-like organisms - MLOs) (KUDELA, 1998).

Jednim z diavodi dlouho trvajiciho poznavani fytoplazem byla neschopnost
in vitro kultivace, ale také nesnadno proveditelny vektorovy ptenos. Poznavani
také velice komplikoval fakt, ze fytoplazmy maji dva zcela rozdilné hostitele,
kterymi jsou rostliny a hmyzi vektor. V dobé nerozvinutych molekularnich
technik bylo velmi obtizné ptifadit k sobé vektor, fytoplazmu a chorobu. Posléze
se ukazalo, ze vétsina chorob popisovanych pied rokem 1967 jako bezsemennost,
proliferace, virecence, fylodie nebo stolbur byly zptsobeny fytoplazmami. Veliky
prevrat se uskute¢nil v 90. letech 20. stoleti, kdy aplikace molekularni
hybridizace, RFLP, PCR a sekvencovani, umoznily molekularni charakteristiku
jednotlivych izolatd fytoplazem, exaktn¢ ptifadit hostitele k fytoplazmam,
ptiznaklim a vektorim. Tim byl dan zaklad pro diagnostiku fytoplazem a zaroven
to umoznilo stanoveni genetické pfibuznosti a jejich taxonomickou klasifikaci.
Na zacatku devadesatych let minulého stoleti se podafilo ziskat prvni informace

0 genomu fytoplazem. Analyzy se soustiedily pfedevsim na konzervativni usek
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16S rDNA, ktery byl jiz diive pouzivan pro klasifikaci bakterii (NAVRATIL et
al., 2008).

3.4.2 Charakteristika

V soucasnosti je znamo vice jak 800 rtznych izolata fytoplazem, které
mohou infikovat n¢kolik set rostlinnych druhti, bohuzel mezi n¢ spada i Siroka
skala hospodaisky vyznamnych plodin (NAVRATIL et al, 2008).

Fytoplazmy jsou prokaryotické organismy s pleomorfni stavbou
bez bunécné stény, které prezivaji v savém hmyzu, nejcastéji u mer a kiist. Jsou
tak snadno pienaseny do floému na siroké spektrum rostlin (KADO, 2010).

Jsou velice podobné mykoplazmam, ale na rozdil od nich se velmi ¢asto
vyskytuji ve vlaknitych a vétvenych formach. Fytoplazmy se obligatné vyskytuji
v sitkovicich rostlin a zpasobuji vice nez 300 rostlinnych chorob (KUDELA,
1998).

Vzacné mohou osidlovat piavodni a parenchymatické bunky 1yka cévnatych
rostlin, dale je mozné fytoplazmy nalézt ve stievech, hemolymf€, slinnych Zlazach
a dalsich organech hmyzu sajiciho rostlinné §tavy. U hmyzich hostiteld mohou
zpiisobit predasnou mortalitu (NAVRATIL et al, 2008).

Fylogeneticka sekven¢ni analyza 16S rDNA prokazala, ze fytoplazmy tvofi
monophyletickou skupinu v ramci tifidy Mollicutes. Na zakladé¢ 16S rDNA
sekvenéniho srovnani bylo klasifikovano 15 skupin (domnélych druht)
fytoplazem (KADO, 2010).

Mezi charakteristické znaky Candidatus Phytoplasma patii jedine¢na
sekvence 16S rRNA genu - CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT. Obsah C
a G bazi dosahuje u fytoplazem 23 az 29 %. Velikost chromozomu se pohybuje
0od 630 do 1350 kbp. UGA u fytoplazem funguje jako stop kodon. Membrany
fytoplazem jsou velice citlivé na hypotonické prostiedi, oproti tomu jsou
resistentni Kk digitoninu. Jednotlivé druhy rodu Candidatus Phytoplasma musi
spliiovat jisté parametry, mezi které patii sekvenc¢ni podobnost (homologie) 16S

rDNA se musi rovnat nebo byt vyssi nez 97,5 %. | piesto, ze izolaty splni
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predeslou podminku, mohou se lisit ve fytopatologickych (symptomy, hostitelska
specifika), biologickych (lisi se hmyzim vektorem nebo okruhem hostitelt)
nebo molekularnich (velikost chromozomut) charakteristikich a v tom piipadé
je nutné je taxonomicky odlisit (NAVRATIL et al, 2008).

3.4.3 Fytoplazma ESFY

European Stone Fruit Yellows Phytoplasma v ¢esku znama jako Fytoplazma
Evropské zloutenky peckovin je karanténnim onemocnénim rozsifenym na tzemi
Evropské Unie. Evropska zloutenka peckovin je zptisobe patogenem Candidatus
Phytoplasma prunorum (OSLER et al., 2016).

Evropska Zzloutenka peckovin je jednim z nejvyznamnéjSich faktorQ
branicich uspéSnému péstovani merunék a broskvoni Vv centralni Evropé.
Phytoplasma ESFY zna¢né redukuje mnozstvi stromu ve vysadbach a komplikuje
zdravou produkci Skolkafského materialu. Pienos a Sifeni patogenu je vétSinou
proveden pomoci hmyziho vektoru (NECAS et al., 2012).

Dalsi moznosti $ifeni fytoplazmy ESFY je vegetativni mnozeni. Rouby
i ocka jsou vysoce infekéni pii odbéru ve vsech rocnich obdobich. Hmyzim
vektorem je pievazné Cacopsylla pruni Scopoli. K pienosu dochazi obéma sméry
mezi podnozi a §tépovanou odriidou (NECAS et al., 2008).

NejvyznamngjSimi hostiteli ESFY jsou merunky (P. armeniaca), broskvoné
(P. persica) ajaponské slivoné (P.salicina). Dalsimi pfirozené infikovanymi
hostiteli jsou myrobalan (P. cerasifera), mahalebka (P. mahaleb), briaconska
meruiika (P. brigantina), slivonn bojarska (P. bokhariensis), trnka (P. spinosa),
Svestka domaci (P. domestica), tiesenn (P. avium), visen (P. cerasus), P. simonii,
P. orthosepala, P. cerasifera x P.munsoniana, P.subcordata a P.besseyi x
P. hortulana. Bylo prokazano, ze ESFY muze byt pfenesena pomoci hmyziho
vektoru, nebo roubovanim na mnohem S$irSi Skalu hostiteld, do které patii
bobkovisen lékaiska, stiemcha obecna, viSen plstnata, slivon obecna a mnoho

dalsich (KOCOUREK, 2015).
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Vyskyt této choroby byl zaznamenan ve vétsing evropskych zemi. Na uzemi
Severni Ameriky jsou peckoviny napadany geneticky odlisnymi druhy fytoplazem
spadajicich do skupiny X diseases. Tyto fytoplazmy byvaji pfi¢inou nahlého
odumirani. Jsou znamé pod nazvem western X diseases. V soucasnosti patii mezi
ekonomicky nejvyznamnéjsi onemocnéni peckovin. Evropska zloutenka peckovin
napada prevazné meruiiky a broskvoné. Evropska zloutenka peckovin na uzemi
Ceské republiky velice komplikuje jak dopéstovavani $kolkaiského materialu,
tak i situaci v produkénich vysadbach (NECAS et al., 2008).

V ptipad¢ infekce fytoplazmou ESFY dochazi k odbéru zasobnich
a rustovych latek jako jsou sachardza, IAA a dalsi. To vede K ristovym zménam.
Tyto zmény jsou zavislé na hostitelské rostling. Patogen se hromadi v sitkovicich
rostlin, coz ma za nasledek pozastaveni translokace latek v rostling. Fytoplazma
muze byt pfi¢inou zelenani okvétnich listkli, coz zpusobuje syntéza chlorofylu
v téchto ¢astech rostlin. Jedna se o jednu ze znamych poruch metabolismu rostlin
napadenych touto chorobou. Muze také dojit k prodlouzeni kvétnich stopek
do neobvyklych délek 2-7cm. Castym jevem jsou také fylodie (pfeménéné kvétni
organy Vv list) (NECAS, KRSKA, 2006).

Bylo prokazano, ze semena merun¢k infikovanych ESFY maji velmi
nizkou Zivotnost (21,6 %) a téméf zadnou kli¢ivost (9,4 %) (NECAS et al., 2008).
Systematicky fadime ‘Candidatus phytoplasma prunorum’ do skupiny:

Bacteria: Tenericutes: Mollicutes: Phytoplasmas.

U vétsiny hostiteltl z rodu Prunus ESFY nezptisobi thyn, ale vyjimku tvofi
broskvon¢ a meruriky, U kterych dojde k thynu vétsinou béhem 12-24 mésict po
objeveni prvnich symptom (HARRISON et al., 2008).

Evropska zloutenka peckovin je pfi¢inou zasadnich ztrat zapii¢inénych
vysokou umrtnosti broskvoni, merunék a japonskych slivoni (CIESLINSKA,
2011).
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3.4.4 Symptomy a projevy

Pfiznaky jsou velice riznorodé. Odvijeji se od rostlinného druhu a kmene
patogenu. Mladé stromky jsou infikovany systematicky a rychle uhynou béhem
jednoho az dvou let. V ptipadé stromka starSich péti let, jsou symptomy nejdiive
lokalizovany na nizSich vétvich, ale rozsiti se do celé koruny a celé stromy
uhynou velmi rychle (AGRIOS, 2005).

Mezi nejcastéjsi symptomy ESFY, diive znamé jako ACLR, (Apricot
Chlorotic Leaf Roll) u merunék patéi svinutka listd, ristova deprese, barevné
diskolorace, at’ uz zloutnuti celych listii nebo ¢asti listové Cepele, piedCasny opad
plodd i listd. Muze také dochazet kK odumirani kosternich vétvi, ptipadné celé
koruny. Oproti tomu u broskvoni se choroba kromé svinutky projevuje
¢ervenanim listl 0 rizné intenzité, také ristovou depresi a predéasnym opadem
listi od baze vyhonu. Byly zaznamenany také ptipady, kdy u peckovin doslo
k zbytnéni nervatury, pied¢asnému kveteni i deformaci ploda (NECAS et al.,
2008).

U infikovanych merunkovych stromi se objevuje vyssi citlivost
na poskozeni mrazem a dochazi k potlaceni dormance. Broskvon¢ ¢asto na infekci
reaguji predCasnym Zloutnutim nebo cervenanim listd, svinovanim listd,
metlovitosti vyhont a jejich odumiranim (KOCOUREK, 2015).

Symptomy jsou zavislé na pred¢asném otevieni pupent a olisténi vV pozdni
zimé& nebo brzkém jafe. Listy zdstavaji na stromech déle nez je obvyklé a nové
pupeny se otviraji i v mrazivych teplotach. Plody na infikovanych stromech jsou
mensi, mohou byt hrbolaté a odpadavat pred¢asné. Ovocna duzina je nahnédla
a houbovita v okoli prohlubné. Na kufe infikovanych stromd se mohou rozvést
nekrotické oblasti, které se v pti¢nych ¢astech mohou jevit jako tenké oranzové
prouzky nebo silné hnédé pasy (AGRIOS, 2005).
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3.4.5 Ochrana a prenos

PienaSeCem ESFY je mera trnkova Cacopsylla pruni. Podil infikovanych
mer evropskou Zloutenkou peckovin se v naSich podminkach pohybuje okolo
25 % (KOCOUREK, 2015).

U mery trnkové je mozny také transovarialni pienos (TEDESCHI et al.,
2006).

U této mery je zpravidla jedna generace za rok, dospély jedinec ma velikost
cca 2,4 — 2,9mm. Prezimuje piedev$im na jehli¢nanech, pievazné na smrku
(Picea). Identifika¢nim znakem této mery jsou krouzkovita ktidla tmaveé hnédé
barvy. Na konci unora dochazi k migraci mer z jejich zimovist do ovocnych
vysadeb. Vajicka kladou na spodni stranu listt az do zac¢atku kvétna. Vajicka maji
citronovy tvar a bilou barvu. Nymfy jsou pozorovany od druhého tydne dubna
az do zacatku Cervence. Jiz dospéli jedinci pak migruji ze sadt na volné rostouci
peckoviny a zpét na zimovisté kde jsou od srpna do unora. Bylo dokazano,
7e mera se stava infekéni po 7 dnech sani na olisténé dieving (KRSKA, NECAS,
2005).

Dalsim vyznamnym pienaSeCem je kiisek trnkovy (Fiebriella florii)
(NECAS, KRSKA, 2006).

Nejcastéji pouzivanou metodou ochrany je vyuziti Slechténi a rozmisténi
rezistentnich odrad a primarné kontrola hmyziho vektoru. Pro, dlouhovéké stromy
se ukazala pouzitelna i varianta tetracyklickych antibiotik. Bohuzel je velice
finan¢né naro¢na (HULL, 2009).

3.5 Diagnostika

K diagnostice fytoplazmy ESFY se vétSinou vyuzivaji molekularni metody
jako naptiklad PCR (HULL, 2009).

Diagnostika ~ fytoplazem je postavena na zjisténi  pfitomnosti
charakteristickych bunék patogenu Vv hostitelskych burikach, to je na vysledcich
testtl patogenity (KUDELA et al, 2002)
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3.5.1 Detekéni metody:

Biologické testy na indikatorech
Fluorescen¢ni mikroskopie
Elektronova mikroskopie
Sérologické metody
Molekularni metody
Kvantitativni PCR

RFLP analyza

3.5.2 Molekularni metody

Do molekularnich metod fadime polymerazovou fetézovou reakci (PCR),
hybridizaci, sekvencovani a délkovy polyformismus restrikénich fragmentt
(RFLP). U fytoplazmy ESFY je nejcastéji pouzivana metoda PCR spolu s RFLP
analyzou. Je také mozné porovnat produkt PCR s ptislusnymi sekvencemi daného
organismu s databazi NCBI. Profesor Seemiiler (2007, osobni sdéleni) poukazal,
s nejvy$§im podtem nespecifickych a falesng pozitivnich reakci (NAVRATIL,
FIALOVA, 2008).

353 PCR

Tato technika je velice citliva, ale s ptihlédnutim K nizkému titru fytoplazem
je zapotiebi jeji citlivost jesté zvysit, ktomu je pouzivano nested-PCR,
kdy amplifikaéni produkt prvni reakce slouzi jako templat pro naslednou
amplifikaci. Ur¢itou nevyhodou nested-PCR je riziko kontaminace a z toho
plynouci riziko falesn¢ pozitivnich vysledkt. Vétsinou je prvnim stupném PCR
tzv. direct-PCR, pii niz se obvykle pouzivaji primery P1/P7, které amplifikuji
16S-23S rDNA o délce 1800 bp. Z davodu zvyseni citlivosti a odstranéni
inhibi¢nich latek se musi nafedit sterilni destilovanou vodou a amplifikuje

v nested-PCR s vnitinimi primery. U nested-PCR se uzivaji rizné kombinace
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primerd, podminkou je, umisténi druhého paru vnitinich primert uvniti produktu
PCR ziskaného prvni amplifikaci. Pro odhaleni fale$né¢ pozitivnich reakci
je zapotiebi vysledek detekce PCR potvrdit nebo vyvratit pomoci RFLP analyzy
produktu nebo sekvencovanim. U ESFY je nejcastéji pouzivano PCR s primery
fU5/rU3 nebo fAT/rPRUS nebo nested-PCR primery R16F1/R0O a R16F2/R2
(NECAS et al., 2008).

3.54 ELISA

Imonoenzymaticky test ELISA je v dneSni dobé nejrozsifenéjsim
laboratornim testem. ELISA je zkratkou anglického nazvu Linked Immuno
Sorbent Assay. Test ELISA funguje na principu antigen-protilatka. Antigenem je
zde protein viru. Kazda bilkovina tedy i protein viru, je schopna
Vv téle teplokrevného Zivocicha vytvofit specifické protilatky. Nejcastéji jsou
ktomuto ucelu pouzivani kralici amysi. Vybranému zvifeti se injektuje
purifikovany virus a po n€kolika tydnech se jim odebere krev. Z jejich krve
se poté se izoluji imunoglobuliny, které jsou pouzivany po piecisténi jako
protilatky pro provedeni samotného testu. Tyto protilatky zfedéné v karbonat-
bikarbonatovém pufru se nejprve navazou na stény jamek mikrotitra¢ni desky.
Po promyti se do titracnich jamek pipetuje antigen, tedy vzorky testovanych
rostlin  homogenizované Vv extrakénim pufru. Antigen senecha navazat
na protilatky vazané na sténach desky, poté se rostlinné §tavy diukladné vymyji.
Dale je nanesen konjugat, coz jsou protilatky konjugované s enzymem alkalickou
fosfatazou. Tento konjugat se necha navazat na antigen. Konjugat se nenavaze
nanic jiného nez na cilovy antigen, v tomto piipadé¢ virus. Pokud se tedy
nevyskytuje zadny virus, je konjugat odmyt v nasledujicim kroku. Na zavér
je ptidan bezbarvy substrat pro alkalickou fosfatazu, ktery je enzymaticky stépen
na zluty produkt (KOMINEK, 2010).
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3.5.,5 Dalsi diagnostické metody
Elektronova mikroskopie

Pro diagnostiku PPV pomoci mikroskopu je vyuzivan TEM-transmisni
elektronovy mikroskop. Virové cCastice Sarky Svestky jsou mens$i, nez vlnova
délka svétla proto je nutné pouzit pravé elektronovy mikroskop. Transmisni
elektronovy mikroskop vyuziva vysokonapét'ovy proud elektront (vinova délka 4
pikometry) ve vakuu. Svazek elektroni emitovany katodou a usmérnény
magnetickymi ¢o¢kami prochazi ptres velmi tenky vzorek v podob¢ ultratenkého
fezu 0 sile 30 -60nm. Dalsi moznosti je vzorek uchyceny na niklové nebo médéné
miizce potazené tenkou vrstvou formvarové membrany. Pro lepsi viditelnost
pouzivame negativni barviva napf.: molybdenan amonny nebo uranyl acetat.
Svazek elektronti pienasi informace o wvnitini struktufe vzorku. Je pienesen
a zachycen na fotografickou desku, fluorescen¢ni obrazovku nebo na svétlo-
citlivy senzor u CCD kamery. Pokud je zapotiebi jesté citlivejsi diagnostiky
vyuziva se imunosorpéni elektronova mikroskopie-ISEM. Dojde
piini k obklopeni virovych ¢astic navazanymi protilatkami. Diky tomu jsou
virové Castice zvyraznény. Jsou 1épe viditelné a nemize dojit k zdméné s jinym
virem 0 stejné velikosti a tvaru. Stanoveni se stava specifickym (KOMINEK,
2010).

RFLP analyza

RFLP neboli Restriction Fragment Lenght Polymorphism tato analyza
slouzi K rozliseni jednotlivych skupiny a podskupiny fytoplazem. Amplifikované
segmenty fytoplazmové DNA se nastépi diky restrikénim endonukledze. Tyto
enzymy stépi DNA ve specifickych mistech na fragmenty o riiznych délkach. Poté
je provadéna jednosmérna elektroferaza, ktera separuje naStépené produkty
na agarovych gelech. V téchto gelech maji fragmenty o rGznych délkach
rozdilnou pohyblivost. Pti porovnani restrikénich profilt s kontrolnimi vzorky
nebo pfi porovnani S literarnimi udaji je mozné vzorek identifikovat (LEE et al.,
1998).
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Co-PCR

Co-operational amplification je velice citlivou metodu, opirajici
se 0 soucasnou produkci ¢tvefic primert. Reakce se sklada ze soucasné reverzni
transkripce dvou rozdilnych fragmenti RNA pochazejicich ze stejného zdroje.
Vysledkem jsou dva pary primera (OLMOS et al., 2002).

gRT-PCR (real-time PCR) - kvantitativni PCR

Metoda vyuziva fluorescenéné znaCenych sond, specificky nebo
nespecificky vazanych na PCR produkt. Vysledek je urcen po¢tem cykli nutnych
k detekci cilové nukleové kyseliny (KOMINEK, 2010).

3.6 Synergicky efekt smésnych infekci

Synergicky efekt je jev, pfi kterém je kombinovana infekce silnéjsi, nez vliv
choroby samotné. Muze byt zpusobovan viry ze stejného rodu nebo z rodd
odlisnych. V minulosti méla velky dopad Ugandska varianta African cassava
mosaic virus (UgJACMV), ktera zpusobila vaznou pandemii manioku v 90. letech
minulého stoleti. Zni¢ila ugandskou produkci narodni potraviny, manioku,
a béhem let 1992-1997 zpisobila ztraty vétsi nez 60 miliontt USD. Poté se infekce
rozsitila do dal§ich zemi. Mezi begomoviry ACMV a EACMV (East African
cassava mosaic virus) byl prokazan synergicky efekt, ktery vede k potlacovani
silencing AC4 genu ACMV a AC2 genu EACMYV (HULL, 2009).

3.7 Interakce mezi viry

Spole¢na infekce dvou nebo vice viri muze vést k odlisné reakci
nez pii jednoduché infekci pouze jednim virem. Zalezi, jestli jsou viry vzajemné

ptibuzné a infekce probihala soubézné nebo postupné (HULL, 2009).
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3.7.1 Interakce mezi piibuznymi viry.

Postupna infekce nebo piibuzné viry mohou vést k potlaceni sekundarniho
viru. Tento jev se nazyva kiizova ochrana, ktera je definovana jako ochrana
hostitelské rostliny pod naporem viru, a ktera chrani rostliny ped nakazou blizce
ptibuznymi viry. Napftiklad rostliny tabaku infikované slabym PVX jsou imunni
proti pozdéjsi silné infekci timto virem. A to i v piipadé, Ze by infekce probéhla
pouze po 5 dnech. Nejsou, ale imunni proti infekci nepfibuznych vira jako jsou
TMV aPVY. Tento jev nazyvany také antagonismus nebo interference nastava
velmi bézné¢ mezi piibuznymi viry. Mnohem Iépe se tento jev demonstruje
Vv ptipadé, Ze prvni inokulovany patogen zpusobuje velmi slabou systémovou
chorobu a druhy zpusobuje nekroticka lokalni poskozeni nebo vazné Skody.
Interference mezi dvéma pfibuznymi viry mize byt také demonstrovana
namichanim dvou virti ve stejném inokulu a inokulaci na hostitelskou rostlinu,
kterd ukaze charakteristicka poSkozeni jednoho nebo obou virt. Kmeny Alfalfa
mosaic virus (AMV) se 1i§i v hromadéni t&l, které jejich casti stavi
do infikovanych bun¢k. Byl pouzit elektronovy mikroskop k ovéteni pisobeni
ktizové ochrany mezi dvéma kmeny AMV. Kdyz byl napadajici kmen inokulovan
stejné jako ochranny kmen nebo v kratkém ¢asovém obdobi po ném (do 4 hodin),
oba typy byly pozorovany nahromadéné vedle sebe ve stejnych bunikach. Kdyz
byl pouzit delsi interval mezi inokulacemi obraného a napadajiciho kmene (okolo
7 hodin) byly tyto dva kmeny nalezeny v oddélenych castech cytoplasmy stejnych
bun¢k a po 10 hodinach v odlisnych bunkach. Az kdyz byla kiizova ochrana
kompletni a vyhodnocena zpétnou inokulaci na indikator v hostitelské rostling
nebylo pozorovano hromadéni t€l. Vysvétlenim tohoto jevu je RNA silencing, jev
vyvolany virovou infekci. Koinokulace muze vést ke konkuren¢éni ochrané,
ve které dochazi k snizovani rychlosti infekce braniciho viru, ktery nehromadi
nebo vyvolava priznaky u hostitelské rostliny (HULL, 2009).

V roce 2008 byl proveden pokus o aplikaci ktizové ochrany i na Sarku
Svestky. Z izolatu PPV-BOR3 byly vyselektovany dalsi varianty a byl ziskan
izolat PPV-T12. Tento izolat na rostlinach zptsobuje jen velmi slabé symptomy

choroby. Predbézné vysledky prokazaly, ze rostliny Prunus persica odrudy
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GF350, které byly uméle infikované izolatem PPV-T12, byly ochranény
pted naslednou infekci velmi  silnym  virulentnim izolatem PPV-D
(RAVELONANDRO et al., 2008).

Na transgenni Svestky Prunus domestica klonu C5 byl uméle naockovan
virus PPV-Rec, PPV-Rec spolu s Apple chlorotic leafspot virus (ACLSV), PPV-
Rec spolu s Prune Dwarf virus (PDV) a PPV-Rec spolu s ACLSV a PDV.
Rostliny, které nebyly naockovany, slouzily jako kontrolni rostliny. Rostliny byly
péstovany ve volné pudé po dobu péti let. Byly na nich hodnoceny viditelné
symptomy, dale byly hodnoceny pomoci DAS-ELISA a RT_PCR. Slabé
symptomy Vv podobé¢ diftiznich skvrn a krouzki se objevily dva roky po inokulaci
na listech uméle nakazenych rostlin PPV-Rec, PPV-Rec + ACLSV, PPV-Rec +
PDV a PPV-Rec + ACLSV + PDV. V prubéhu nasledujicich tii let bylo
pozorovano slabnuti symptomt PPV. V roce 2007 byly velmi slabé symptomy
PPV pozorovany pouze na nékolika malo listech a 70 % C5 stromu
neprokazovalo zadné symptomy PPV. Piitomnost PPV byla potvrzena testy
ELISA, ISEM a RT-PCR. Nebyly pozorovany zadné rozdily v symptomech mezi
PPV-Rec a kombinacemi PPV-Rec + ACLSV, PPV-Rec + PDV a PPV-Rec +
ACLSV + PDV. Nebyly pozorovany zadné symptomy ACLSV na rostlinach
infikovanych kombinaci ACLSV sPPV-Rec a PPV-Rec +ACLSV + PDV
v pribéhu let 2004 az 2007, ale ptitomnost patogenu byla prokazana pomoci
ELISA a RT-PCR. Synergicky ani antagonisticky jev nebyl pozorovan u ACLSV
a PPV-Rec. Zadné symptomy PDV nebyly pozorovany v pribéhu let 2004-2007.
Pritomnost PDV nebyla potvrzena testem ELISA a test pfitomnosti PDV pomoci
RT-PCR na transgennich $vestkach byl nejisty u vétSiny infikovanych stromu
v letech 2006 a 2007. Tyto vysledky ukazuji na moznost antagonismu mezi PPV-
Rec a PDV, oproti tomu nebyl prokazan ani synergismus ani antagonismus mezi
PPV-Rec a ACLSV (POLAK et al., 2008).
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3.7.2 Interakce mezi nep¥ibuznymi viry

U nékterych virovych kombinaci je tu kompletni zavislost jednoho viru
na druhém pro jeho replikaci. (HULL, 2009).

Spolec¢na infekce tabakovych rostlin PVX a PVY je charakteristicka silnymi
nekrozami na infikovanych listech. Listy vykazuji synergicky efekt 10krat silnéji
infekce PVX, ale jen v ptipad¢ infekce PVY. Studie prokazala replikaci obou vird
ve stejnych bunkach, zvySena produkce PVX je zpusobena zvySenou produkci
viru kazdou bunkou spiSe nez zvySenim poctu bunék podporujicich PVX
replikaci. Hladina PV X (-) RNA vlaken se zvySuje neumérné K (+) RNA vlaknu
v dvojité infikovanych tkanich. To naznacuje, Ze synergie vyzaduje stfidani dvou
RNA vldken s opa¢nou polaritou v prubéhu replikace viru. To je zpasobeno
aktivitou HC-Pro produktu PVY, coz je potlacovatel tlumeni RNA (HULL, 2009).

3.7.3 Interakce ostatnich mikroorganismi

Virovy patogen muze zpusobit rezistenci proti houbové, bakterialni ¢i jiné
chorobé. Napiiklad Phytophthora infestans se rozviji mnohem pomaleji
na bramborovych rostlinach infikovanych viry. V pfipadé nakazy TMV
u hypersenzitivnich kultivari tabaku doslo Kk vyvolani systémové, trvalé
rezistence proti Phytophthora parasitica, Peronospora parasitica a Pseudomonas
tabaci. Nadruhou stranu mohou virové infekce zvysit citlivost k houbovym
onemocnénim rostlin. Naptiklad rostliny cukrové fepy rostouci V polnich
kulturach infikované Beet mild yellows virus maji vysokou citlivost k Alternarii.
Houbové choroby také mohou zptsobit nachylnost K virovym chorobam.
Naptiklad listy fazoli pinto byly siln¢ infikovany houbou Uromyces phaseoli
nejdiive na poloving listt a pozdéji se projevila TMV na celé plose listu (HULL,
2009).

Pii interakci Zloutenky aster a OBDV- Oat Blue Dwar virus ze skupiny
Tymoviridae v Macrosteles Quadrilineatus Forbes bylo pozorovano snizeni
prenosové rychlosti obou patogenti (WEINTRAUB, JONES, 2010).
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Byl také proveden vyzkum vlivu kombinované inokulace Rhizobacterie
a arbuskularni mykorhizni houby na rostlin¢ infikované cytoplazmou. Bylo
pozorovano Sifeni fytoplazmy a jeji zivotnost uvniti Chrisanthemum carinatum.
Kombinovana inokulace Glomus mosseae BEG12 a Pseudomonas putida
S1Pf1Rif vedla k rezistenci proti nékterym fytoplazmatickym infekcim (okolo
30%), zpozdéni projevii symptoml na nerezistentnich odridach, zlepsSeni ristu
nadzemnich ¢asti infikovanych rostlin (0 68,1 %) a zméné morfologie kofent
(zvySeni poc¢tu kotenovych Spicek 0 49 %, zvySeni stupné vétveni 0 82,8 %).
Kombinovana inokulace dvéma prospésnymi mikroorganismy neovlivnila
mnozeni ani  zivotnost fytoplazmy aster v testovanych  rostlinach.
Na naockovanych rostlinach byla morfologie fytoplazmy typicka pro starnouci
builkky. Zmény kofenového systému na dvojité¢ inokulovanych rostlindch
zpusobily aktivnéjsi a efektivnéjsi kofenovy systém. Vysledkem byla 30 %
rezistence proti fytoplazmé a zvyseni tolerance k onemocnéni v podobé zpozdéni
symptomd a zlepSeni ristu naockovanych rostlin. Tolerance zptisobena kombinaci
mikroorganismii nebyla pravdépodobné zptisobena jen zlepsenym rtistem rostliny,
ale mize byt i spojovana Se zménou hormonalni rovnovahy V ockovanych

rostlinach (D'’AMELIO, 2011).
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4 Material a metodika

4.1 Charakteristika stanovisté

Vybrané stanovisté, kde byl pokus provadén, je na pozemku Zahradnické
fakulty Mendelovy univerzity v Lednici. Pozemek se nachazi v nadmotské vySce
176 m.n.m. Primérna ro¢ni teplota v letech 1961-2014 zde je 10,11 C. Udaje byly
ziskdny z meteorologické stanice v Lednici, ktera se nachazi na pozemku
Mendelea.

Oblast Lednice podle Quittovy klasifikace spada do oblasti T4.
Charakteristickymi znaky jsou velmi dlouha, velmi tepla a velmi sucha Iéta.
Pfechodna obdobi jsou kratka, s mirné teplymi jary a podzimy. Zimy jsou
natomto tzemi kratké, mirné teplé, suché az velmi suché s velmi kratkym
trvanim sné¢hové pokryvky.

Jedna se o teplou makrooblast, kde suma aktivnich teplot je vétsi
nez 2800 C, podoblast je pfevazné sucha shodnotou klimatického ukazatele
zavlazeni mezi 150-100mm. V tomto okrsku je Tmin nad -18°C, proto je tento
okrsek idealni pro ptezimovani kultur. Vyskyt absolutniho minima pod -20°C
se zde vyskytuje pouze 1 az 2 krat za 10 let. Ovocné stromy s diivéj$im nastupem
vegetace, zejména merunky, jsou zde ve velkém nebezpeci poSkozeni béhem
stiidavého vyskytu teplych a mrazovych obdobi na konci zimy (ROZNOVSKY,
LITSCHMANN, 2011).

4.2 Rostlinny material
Pro pokus byly pouzity podnoze:
e M-LE-1
e Mpyrobalan 29 C

e St Julien A
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Podnoze byly odebrany v ovocném sadu Ustavu ovocnictvi v arealu ZF

v Lednici. Popis vybranych podnozi je uveden v literarni casti v podkapitole 4.2,

Jako inokulum PPV byly pouzity nasledujici odridy broskvoni. Tyto odridy
jsou popsany v podkapitole 4.1.1:

e Suncrest
e Daimond princess
e Miss ltalia

Jako inokulum ESFY byly pouzity nasledujici odridy merungk, tyto odrady
jsou popsany v podkapitole 3.1.1:

e \estar
e Saldcot
o Poyer

Vsechny mate¢né rostliny, ze kterych byla odebrana inokula, byly
molekularng testovany jak na vyskyt PPV, tak ESFY.

4.3 ZalozZeni praktické ¢asti

V roce 2014 byl na Ustavu ovocnictvi Zahradnické fakulty v Lednici,
na MENDELU zalozen pokus, zkoumajici synergicky a antagonicky vliv viru
PPV a fytoplazmy ESFY. V pribéhu I. etapy byl pokus rozdélen na inokulaci
fytoplazmou ESFY a virem PPV. Nejdfive byly na zvolené podnoze naockovany
zdroje patogent.

Bylo naockovano 40 kusi od kazdé podnoze. Celkem bylo nao¢kovano 720
kust rostlin. Celé ockovani probihalo v srpnu 2014 ve skolce na Mendeleu
ve volné pudé¢. Od jara roku 2016 byly rostliny ptesazeny do technického izolatu,
kde byly vizualné hodnoceny symptomy obou chorob. V 1été roku 2016 byla na

rostliny nao¢kovana inokula dalsich chorob. Na rostliny s jiz naockovanym ESFY
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bylo naockovano PPV a na rostliny s jiz diive inokulovanym PPV bylo
naockovano ESFY.
V dalsich letech budou rostliny testovany pomoci metod ELISA, PCR

a nadale vizualn¢ hodnoceny symptomy obou chorob.

4.4 Zpracovani vysledkii

V priabéhu roku 2016 probihala vizualni hodnoceni jednotlivych symptomu
na infikovanych rostlinach. Hodnoceni symptomid PPV probihalo pomoci

Ctyf'stupnové stupnice intenzity
e (...absence piiznaki

e 1...pfiznaky slabé intenzity (symptomy se vyskytuji jen na jednom

nebo n¢kolika listech)
e 2...pfiznaky stiedni intenzity (zietelné symptomy na vice listech)

e 3...pfiznaky silné intenzity (symptomy pokryvaji vétsinu listové plochy

a vétSiny listli na rostling)

Hodnoceni symptomu fytoplazmy ESFY probihalo pomoci tabulky cetnosti

symptomuil
e SV —svinutka listh
e 7L —7loutenka listd
e PO — ptedéasny opad lista
e CHSV — chloroticka svinutka listt
e BS - bez symptomu

Vizualni hodnoceni probihalo od zacatku kvétna 2016 do zacatku zaii 2016.

Poté probihalo pozorovani ukon¢eni vegetacniho obdobi.
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4.5 Vysledky

Vysledky ziskavané v pribéhu pozorovani v roce 2016 byly
zaznamenavany do tabulek deniku pro hodnoceni symptoma viru PPV
a fytoplazmy ESFY. Z deniku byly ptepsany do programu Microsoft Office Excel
2013. Poté byly tabulky pouzité k dal§imu zpracovani vysledu.

Cely vyzkum ma predpokladané trvani nékolik let. Proto v terminu
dokonceni prace byly k dispozici pouze vysledky pozorovani symptomu z roku
2016.

Vysledky pozorovani vyskytu ESFY byly do velké miry ovlivnény tim,
Ze ve veétsing pripadi se prvni symptomy vyskytuji az 3 roky po nakaze. Celkem
bylo do technického izolatu umisténo 167 infikovanych rostlin, z toho 41 rostlin
naockovanych inokulem PPV a 126 rostlin naockovanych inokulem ESFY.

Na pocatku sledovaného vegetatniho obdobi byla na rostlinach
infikovanych ESFY pozorovana svinutka listd. Svinutka listi byla pozorovana
v pribéhu celého vegetacniho obdobi. Z celkového pocétu 126 rostlin
naockovanych ESFY v technickém izolatu, se jasné symptomy v podobé svinutky
listd objevily pouze na 7 rostlinach. Svinutka byla u rostlin nao¢kovanych ESFY
pozorovana vzdy pouze na inokulu. U rostlin, na kterych byla naockovana
fytoplazma, byl pozorovan piedcasny opad listd. V dubnu roku 2017 bylo na péti
rostlinach Saint Julien, které byly naockovany ESFY inokulem Vestar,
pozorovano predc¢asné raseni a poté i predCasné kveteni rostlin.

Svinutka listt se objevila i na 4 rostlinach v technickém izolatu, které byly

umeéle naockovany pouze PPV.
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Tabulka 1-Primérny rozsah vizualné hodnocenych symptomi ESFY v priibéhu sledovaného
vegeta¢niho obdobi na podnozich St. Julien, M-LE-1, Myrobalan na odriadach Saldcot a Vestar
(hodnocenych na pokusu na pozemku ZF Mendelovy Univerzity v Lednici roku 2016).

Priimérny rozsah symptomii ESFY v priibéhu sledovaného vegetaéniho obdobi

Datum St.Julien/ M-LE-1/ Myrobalan/ M-LE-1/ Myrobalan/ | St. Julien/
pozorovani: Saldcot Saldcot Saldcot Vestar Vestar Vestar
¢islo stromu Piiznaky Ptiznaky Ptiznaky Pfiznaky Pfiznaky Piiznaky

Inokulum 1 BS BS BS PO BS BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 9 BS BS BS BS BS BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 3 BS BS BS PO BS BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 4 BS BS BS PO BS BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 5 BS BS BS PO BS PO
Podnoz BS BS BS BS BS PO
Inokulum 6 BS BS BS PO BS BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 7 BS BS BS BS PO BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 8 BS BS BS BS BS BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 9 BS BS SV PO PO BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 10 BS BS BS BS BS BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 1 BS BS BS PO BS BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 12 BS PO BS PO BS BS
Podnoz BS PO BS BS BS BS
Inokulum 13 BS PO 5\ BS BS PO
Podnoz BS PO BS BS BS PO
Inokulum 14 BS SV,PO BS PO BS BS
Podnoz BS PO BS BS BS BS
Inokulum 15 SV PO BS PO BS BS
Podnoz BS PO BS BS BS BS
Inokulum 16 BS BS 5\ PO BS BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 17 SV BS BS BS BS BS
Podnoz BS BS BS BS BS BS
Inokulum 18 SV PO BS BS BS PO
Podnoz BS PO BS BS BS PO
Inokulum 19 BS PO BS BS BS BS
Podnoz BS PO BS BS BS BS
Inokulum 20 BS PO BS PO BS BS
Podnoz BS PO BS BS BS BS
Inokulum 21 BS PO BS PO BS BS
Podnoz BS PO BS BS BS BS
Pozorovéany
symptomy
Poznamka PPV
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Obrazek 1- Svinutka listi na listech saldcotu zpisobena ESFY v technickém izolatu na MENDELEU.
Zdroj: autor

Symptomy PPV byly v pribéhu celého pozorovani mnohem lépe a Castéji
patrné nez symptomy ESFY. Z celkového poctu 41 rostlin naockovanych PPV
se symptomy druhého stupné v podobé difuznich skvrn objevily pouze na jedné
naockované podnozi. Symptomy 3. stupné se projevily na 27 infikovanych
podnozich. Na inokulech se symptomy 1. stupné objevily celkem na péti
pozorovanych inokulech. Symptomy 2. stupné se projevily na 14 pozorovanych
inokulech a symptomy 3. stupné na 17 inokulech. U Saldcotu doslo v ramci
technického izolatu k pifenosu PPV na nékolik pozorovanych rostlin, které byly
puvodné nao¢kovany pouze ESFY.

40



Nejcastejsi symptomy na rostlinach infikovanych PPV byly chlorotické
skvrny v okoli nervatury. Dale byly patrné i chlorotické krouzky na listech.
U rostlin infikovanych PPV hned na pocatku vegeta¢niho obdobi byla pozorovana

Taphrina deformans. Symptomy Taphriny v priabéhu vegetace slably, az vymizely

uplné.

Obrazek 2-Diflizni skvrny na listové plose Myrobalanu zpisobené PPV. V technickém izolatu na
MENDELEU. Zdroj: autor
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Tabulka 2-Primérny rozsah vizualné hodnocenych symptomi PPV v priitbéhu sledovaného
vegetaéniho obdobi na podnoZich St. Julien,M-LE-1,Myrobalan a odriadach Suncrest, Diamond
Princess a Miss Italia (hodnocenych na pokusu na pozemku ZF Mendelovy Univerzity v Lednici roku
2016).

Priimérny rozsah symptomii PPV v priibéhu sledovaného vegetacniho obdobi
Myrobalan/
Datum pozorovani: St. Julien/ Suncrest | Diamond Princess | M-LE-1/ Miss Italia
Cislo stromu Ptiznaky Piiznaky Ptiznaky
Inokulum 1 1 1 1
Podnoz 0 2 3
Inokulum 2 1 1 0
Podnoz 0 2 2
Inokulum 3 1 0 0
Podnoz 2 0 2
Inokulum 4 0 1 2
Podnoz 3 0 3
Inokulum 5 2 1 2
Podnoz 0 1 3
Inokulum 6 3 2 2
Podnoz 2 2 3
Inokulum 7 2 2 2
Podnoz 3 0 3
Inokulum 8 2 2 2
Podnoz 0 2 3
Inokulum 9 2 3 3
Podnoz 0 3 3
Inokulum 10 0 3
Podnoz 3 0
Inokulum 1 2 2
Podnoz 0 0
Inokulum 12 2 1
Podnoz 0 2
Inokulum 13 2 2
Podnoz 2 2
Inokulum 14 2
Podnoz 0
Inokulum 15 2
Podnoz 2
Inokulum 16 2
Podnoz 3
Inokulum 17 0
Podnoz 3
Inokulum 18 2
Podnoz 2
Inokulum 19 2
Podnoz 3
Poznamka: Pozorovany symptomy Taphriny

Stupnice intensity vizualnich p¥iznaki: viz Metodika
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Pfi vizualnim hodnoceni inokula Diamond Princess a podnoze myrobalanu byly
pozorovany téméf identické symptomy na inokulu v priubéhu celé vegetace,
atovpodobé chlorotickych skvrn na listové ploSe. Na podnozich se silngjsi
symptomy u vétsiny rostlin projevily az na zacatku Cervence. Z celkového pocétu
19 rostlin myrobalanu, na které bylo nao¢kovano PPV pomoci diamond princess,
se symptomy druhého stupné projevily pouze na jedné sledované podnozi,
symptomy 3. stupn¢ se projevily na 12 uméle infikovanych podnozich. Na Sesti
podnozich se v pribéhu sledovaného obdobi neprojevily zadné symptomy PPV.
Pouze na 1 inokulu se neprojevily zadné symptomy. Na tfech inokulech
se projevily pouze symptomy prvniho stupné. Symptomy 2. stupné se projevily
na 7 inokulech a silné symptomy 3. stupné se projevily na 8 inokulech. Na jedné
z infikovanych rostlin se vytvofil i plod, na kterém byly pozorovatelné skvrny,
pozdéji i nerovnosti, ale doslo k pfed¢asnému opadu plodu, tudiz nebylo mozné
plod nadale pozorovat. U rostlin myrobalanu naockovanych PPV inokulem

diamond princess, byl termin ukonceni vegetace témét identicky.

Symptomy PPV u Myrobalian/Diamond Princess v prubéhu
vegetaniho obdobi

N
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Podnoze
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Inokula
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Primérné rozsiteni pozorovanych symptomi

o
o

Graf & 1-Cetnost vyskytu priimérnych symptomi PPV v tecnickém izolatu na Myrobalanu s inokulum
Diamond Princess béhem sledovaného obdobi.

43



Pfi vizualnim hodnoceni podnoze M-LE-1 a inokula Miss Italia byly hned
pfi prvnim pozorovani 4. 5. 2016 patrné symptomy na tiech z deviti
pozorovanych rostlin.

V priibéhu sledovaného obdobi byly pozorovany symptomy na vsech deviti
pozorovanych inokulech Miss Italia naockovanych na podnozi M-LE-1.
Symptomy 3. stupné se v prabchu vegetace ukazaly na vsech deviti infikovanych
podnozich. Na inokulech se intenzita symptomut zvySovala v pribéhu vegetace.
Na poc¢atku vegetaéniho obdobi byly symptomy PPV pozorovany pouze na3z 9
naockovanych podnozich, ale od terminu 17. 6. 2016 byly symptomy 3. stupné
pozorovany na vsech 9 pozorovanych podnozich. U vsech deviti podnozi doslo

k ukonceni vegetaéniho obdobi ve stejném terminu, a to 27. fijna 2016. U tii

vvvvvv

Symptomy PPV u M-LE-1/Miss Italia v pribéhu vegetaniho
obdobi

= 3,5

3 Podnoze
= 1,0 Inokula

Graf & 2-Cetnost vyskytu primérnych symptomii PPV v tecnickém izolatu na M-LE-1 s inokulem
Miss Italia béhem sledovaného obdobi.

Bylo pozorovano 13 podnozi St. Julien, na kterych bylo naockovano pomoci
inokulu  Suncrest onemocnéni PPV. V pribéhu pozorovaného obdobi
se symptomy 3. stupné projevily na 6 ze sledovanych podnozi, na dalSich
7 sledovanych podnozich St. Julien se neprojevily zadné symptomy PPV.

Tti sledovana inokula ztstala po celou sledovanou dobu bez symptomt. Na dvou
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sledovanych inokulech se projevily symptomy pouze prvniho stupné¢, na tiech
sledovanych inokulech se projevily symptomy druhého stupné. Na zbyvajicich
péti rostlinach byly pozorovany symptomy 3. stupné. VSechny pozorované

rostliny St. Julien ukoncily vegetaéni obdobi ve stejném terminu 27. fijna 2016.

Symptomy PPV u St.Julien/Suncrest v priibéhu vegetaniho

obdobi
2,5
2,0
1,5
Podnoze
Inokula

o
3

Ny

Primérné rozsifeni pozorovanych symptomu
Lo
=

o
o

Graf & 3-Cetnost vyskytu primérnych symptomii PPV v tecnickém izolatu na St. Julien s inokulem
Suncrest béhem sledovaného obdobi.

4.6 Diskuse

Diplomova prace byla do velké miry ovlivnéna faktem, ze podobny vyzkum
zatim zadné instituce, kromé 1stavu ovocnictvi na Zahradnické Fakulté
Mendelovy Univerzity, neprovadély. K dané problematice tudiz neexistuji zadné
dostupné literarni ani elektronické zdroje, ze kterych by se dal odhadovat
vysledek praktické ¢asti. Praci také velice ovlivnil fakt, ze se prakticka ¢ast opira
0 dlouhodoby projekt a k dispozici byly pouze dil¢i vysledky. Pro vyzkum byla
zvolena metoda pokusu Vtechnickém izolatu. PO pozorovani symptomu
jednotlivych chorob budou provedeny testy ELISA a PCR k ovéfeni piitomnosti
obou patogend. Prvni symptomy fytoplazmy ESFY se obvykle projevuji teprve
po 2-3 letech od terminu nakazy, i proto budou pouzity metody PCR a ELISA.
Pokud dojde k synergii takto zavaznych onemocnéni, jeji dopady na rostliny

mohou byt ni¢ivé a k thynu rostlin mize dojit velice rychle.
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V praci doktora Necase a kolektivu z roku 2008 bylo prokazano, ze semena
infikovana ESFY ztratila schopnost kli¢it. Tudiz vypéstované semenace by podle
této teorie nemély byt pozitivni na vyskyt fytoplazmu ESFY. Pokud jsou tedy
mladé semenace ochranény pfed hmyzim vektorem a piijdou do kontaktu pouze s
viruprostymi $kolkafskymi vypéstky, nemélo by dojit k interakci fytoplazmy
ESFY a PPV na mladych semenacich uz ve skolkach. Z tohoto divodu je vhodné
upfednostnit semenace pied vegetativné mnozenymi podnozemi.

Dle Hull (2009), ktery se ve své paci zabyval mimo jiné i synergismem viru,
je mozné usuzovat, ze vzhledem k rtiznorodosti patogent nedojde k antagonismu.
V prubéhu vyzkumu byly nejsilngjsi symptomy PPV pozorovany na podnozi
M-LE-1 s inokulem Miss Italia. Oproti tomu primérné nejslabsi symptomy
se projevily na Saint Julien naockovaném pomoci inokulu Suncrest. Zminéné
vysledky jsou konstatovany na zakladé vypoctu aritmetického praméru hodnot
pozorovanych pii praktickém pokusu v podminkach technického izolatu. Lze
oéekavat, ze sila onemocnéni ESFY a Sarky Svestky bude zavisla mimo jiné
na odradé rostliny a tom, zda se jedna o odridy rezistentni nebo citlivé
ke zkoumanym onemocnénim. Glasa ve své praci z roku 2010 uvedl, Ze velice
podstatny je kmen a virulence viru, proto je mozné ptredpokladat, Ze zkoumany
synergismus a jeho sila bude velice ovlivnén pravé témito vlastnostmi viru. Stejné
tak jsou dulezité charakteristické vlastnosti fytoplazmy ESFY.

Dle prace D'Amelia z roku 2011 je mozné ptedpokladat, ze v piipadé posileni
ochrannych schopnosti rostliny naptiklad aplikaci Rhizobacterie a arbuskularni
mikorhizni houby, by se fytoplazmatické infekce vibec nemusely projevit a
rozvinout. Viibec by tedy nemuselo dojit k synergismu.

Z prace Weintraub a Jones, (2010) je mozné také usuzovat, ze Vv piipadé
interakce PPV a fytoplazmy ESFY uvnitt hmyziho vektoru, dojde k snizeni
ptenosové rychlosti patogent, tudiz by nemélo dojit k soucasné infekci obéma
patogeny z jednoho hmyziho vektoru, ale neni to vylouc¢eno. Dle Hull (2009) je
mozné predpokladat, ze v piipadé inokulace ESFY po propuknuti virézy Sarky
Svestky, dojde k zvySeni nachylnosti k fytoplazmatickym chorobam, mimo jiné
i fytoplazmy ESFY. Na zakladé dosavadnich vysledkt probihajiciho a popsaného
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pokusu nebyla shora uvedena teorie potvrzena nebo vyvracena, nicméné nelze
vyloucit jiné zavéry Vv piipadé pokracovani pokusu.

Jak bylo vyse uvedeno, symptomy Evropské Zloutenky peckovin se projevuji
az po nékolika letech od ndkazy. Jednim z moznych vysledki vyzkumu je
potvrzeni synergie mezi PPV a fytoplazmou ESFY. Pokud existence synergie
bude prokazana a dojde K rychlejSimu thynu infikovanych rostlin, byly by
rostliny po dvojité infekci v mnohem vétsim nebezpeci a pro ovocnaie by se
vyskyt obou chorob ve vysadbach mohl stat likvidaénim. Tim se tento dulezity
vyzkum muze stat prvnim krokem ve vyvoji detekénich a ochrannych metod proti
synergickym efektliim mezi riiznorodymi patogeny jako jsou vir a fytoplazma.

Z dosavadnich vysledkt vyplyva, Ze v budoucnu je nutné se zaméfit na
Slechténi a vysadbu rezistentnich odrad rostlin. Tato metoda by se mohla stat
vyznamnym nastrojem V boji proti potencialni synergii. Mozné vyuziti také mize
mit pouziti hypersenzitivnich odrid, kde dochazi po infekci k nekrotizaci
infikované tkané a nedochazi K naslednému Sifeni patogenu v téle rostliny.
V dnesni dob¢ je také velice nutné dodrzovat dostate¢né vzdalenosti od starych

vysadeb I solitérnich stromtl, které mohou byt zdrojem nebezpeéné nakazy.
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S5 Zavér

Vétsina  vyzkumnych pracovist Se specializuje pouze na bakteriologii
nebo virologii. Prvni vysledky interakce viry a fytoplazmy by tedy mély byt
az Z dlouhodobého vyzkumu na Mendelové univerzité. Tato problematika
jevelice zavaznym tématem dotykajicim Se ovocnictvi a ekonomiky
v dlouhodobém vyhledu. V ptipadé prokazani synergie ESFY a PPV praktickym
pokusem, by kvuli narastu vyskytu téchto onemocnéni a navyseni rizika infekci
mohlo v budoucnu dojit k poklesu produkce peckovin v evropskych podminkach
se vSemi hospodaisko-ekonomickymi dusledky, nebot nahrazeni této produkce
bude velice komplikované.

Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo vyhodnoceni symptomi
nauméle infikovanych rostlinach ve sledovaném obdobi. Vzhledem
k dlouhodobému charakteru pokusu jsou v dobé vypracovani diplomové prace
dispozici pouze dil¢i vysledky.

Ob¢ onemocnéni jsou velice nebezpeéna a v piipadé napadeni rostlin
arozsiteni muze dojit kK vyznamnym $kodam. Vzhledem k tomu, jakého véku
se meruiiky v CR dozivaji, mohou prestarlé a neudrzované sady tvofit vyznamny
zdroj onemocnéni. Tim, ze obé zmifiovanad onemocnéni jSOU pienosna na Siroky
sortiment rostlinnych  druhd, nehrozi nebezpe¢i pouze merunkovym
a broskvonovym vysadbam.

Prokazateln¢ vyssi teploty poslednich let jsou pfiznivéjsi pro hmyzi vektor.
Jak je v praci uvedeno, piitomnost viru a fytoplazmy ve hmyzim hostiteli
je mozna, soucasna pritomnost Sice mize snizovat pienosovou rychlost, ale
to neznamena, ze rostlina by nemohla byt infikovana obéma patogeny najednou.
Vzhledem k vlastnostem symptomu danych onemocnéni je mozné, Ze pozorovatel
zpocatku vibec nezaznamena moznost obou chorob na rostlinach. Zejména
v piipad¢ laického péstitele je redlné nebezpeci, ze se bude snazit udrzet nakazené
stromy v sadech a zahradach a ve skutec¢nosti budou infikované stromy pouze

zdrojem obou nakaz.
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Vyssi pfevazné zimni teploty prospivaji fytoplazmam. Potencialni moznosti
by byla vysadba hypersenzitivnich odrud, které v ptipadé infekce PPV nekrotizuji
infikovanou tkan, tim padem by nemélo dochazet k synergii. Obé onemocnéni
maji tak markantni dopad na Zivot rostliny, Zze v pfipad¢ dvojité infekce
a synergického efektu by rostlina nebyla dlouhodobé schopna vegetace.

V budoucnu by se neméla zanedbavat ani moznost vetejné osvéty Vv oblasti
ovocnictvi a rostlinolékaistvi. Piestarlé rostliny v soukromych vysadbach mohou
byt vyznamnym zdrojem nakazy. V ptipadé¢ budovani novych Skolek je dulezité

dohlédnout na dodrzeni bezpe¢nych vzdalenosti od potencialnich zdroji nakazy.
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6 Souhrn

Hodnoceni vzajemného synergismu fytoplazmy ESFY a viru Sarky Svestky

(PPV) u merunék a broskvoni.

Tato prace se zabyva spolecnym pisobenim Candidatus phytoplasmy prunorum
a Plum Pox virus. Obé choroby jsou celosvétové rozsifené a velice nebezpecné.
Jedinou znamou ochranou je prevence. Evropskd Zloutenka peckovin
je zpusobovana Candidathus Phytoplasma Prunorum. Candidathus Phytoplasma
Prunorum je mikroorganismus bez bunécné stény, ktery je taxonomicky fazen
Tenericutes tiidy Mollicutes. Nemoc Sarky S$vestky je zpusobovana Plum Pox
virus. Plum Pox virus je mikroorganismus pattici do Potyviridae tiidy Potyvirus.
Na Gstavu ovocnictvi na Zahradnické fakult¢ Mendelovi univerzity
na MENDELEU v Lednici byl roku 2014 zalozen dlouhodoby experiment
zkoumajici interakci fytoplazmy ESFY a PPV. Tento vyzkum se zabyvd moznym
synergickym efektem (PPV a ESFY). Symptomy obou chorob byly pozorovany
kazdé dva tydny a zapisovany do tabulky. JelikoZ se jednalo o dlouhodoby

vyzkum, vysledky jsou pouze dil¢i.

Klicova slova: Synergicky efekt, kiizova ochrana, merunky, broskvoné, PPV,

fytoplazma ESFY
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7/ Resume

Evaluation of the synergism phytoplasma ESFY and sharka deseas (PPV) in

apricots and peaches.

The synergism of Candidatus phytoplasmy prunorum and Plum Pox viru was
investigated in this study. Both diseases are globally widespread and extremely
dangerous. The only existing protection is prevention. European Stone Fruit
Yellows is caused by Candidathus Phytoplasma Prunorum. Candidathus
Phytoplasma Prunorum is microorganism without a cell wall that belongs
to group Tenericutes and class Mollicutes. Sharka disease is caused by Plum Pox
virus. Plum Pox virus is microorganism that belongs to group Potyviridae class
Potyvirus. In 2014 a long-term experiment was founded by Mendel University
in MENDELEUM in Lednice. Possible synergic effect between European Stone
Fruit Yellows and Sharka disease was researched in this experiment.
The experiment is based on observation of plants with double inoculation (PPV
and ESFY). Symptoms were observed every two weeks and put in to a table.

As it is a long-term experiment only partial results were reached.

Keywords: synergic effect, cross protection, apricot, peach, PPV, phytoplasma
ESFY
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Tabulka 3-Rozsah vizualné hodnocenych symptomit ESFY v priibéhu sledovaného vegetaéniho obdobi
na podnozi St. Julien s inokulem Saldcot (hodnocenych na pokusu na pozemku ZF Mendelovy
Univerzity v Lednici roku 2016).

ST.Julien/Saldcot-Pozorovani symptomi ESFY

Datum 4516- |185.16-| 2.6.16- | 17.6.16- | 4.7.16- | 20.7.16- | 5.8.16- | 22.8.16-| 7.9.16- | Termin
pozorovani: 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. opadu
Cislo stromu Symptomy
Inokul 1 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16

Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 2 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 3 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 4 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 5 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 6 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 7 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 8 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 9 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 10 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 11 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 12 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 13 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 14 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 15 SV SV SV SV SV SV SV SV SV 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 16 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 17 BS sV sV S S S 8 8 S 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 18 BS SV SV SV SV SV SV SV SV 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 19 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 20 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 21 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16




Tabulka 4-Rozsah vizualné hodnocenych symptomii ESFY v priibéhu sledovaného vegetaéniho obdobi
na podnozi M-LE-1 s inokulem Saldcot (hodnocenych na pokusu na pozemku ZF Mendelovy
Univerzity v Lednici roku 2016).

M-LE-1/Saldcot-Pozorovani symptomiit ESFY

Datum 4516- | 185.16 | 2.6.16- | 17.6.16 | 4.7.16- | 20.7.16 | 5.8.16- | 22.8.16 | 7.9.16- Termin
pozorovani: 1. -2. 3. -4. 5. -6. 7. -8. 9. opadu
Cislo stromu Symptomy
Inokul 1 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16

Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 2 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 3 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 4 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 5 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 6 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 7 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 8 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 9 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 10 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 11 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 12 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Inokul 13 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 21.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 21.10.16
Inokul 14 BS SV SV sV sV S S sV sV 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Inokul 15 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Inokul 16 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 17 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 18 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Inokul 19 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Inokul 20 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Inokul 21 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16




Tabulka 5-Rozsah vizualné hodnocenych symptomit ESFY v priibéhu sledovaného vegetaéniho obdobi
na podnozi Myrobalian s inokulem Saldcot (hodnocenych na pokusu na pozemku ZF Mendelovy
Univerzity v Lednici roku 2016).

Myrobalan/Saldcot-Pozorovani symptomi ESFY

Datum 45.16- | 18.5.16- | 2.6.16- | 17.6.16- | 4.7.16- | 20.7.16- | 5.8.16- | 22.8.16-| 7.9.16- | Termin
pozorovni: 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. opadu

Cislo stromu Symptomy
Inokul 1 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 2 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 3 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 4 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 5 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 6 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 7 BS BS BS Neuchyceny 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 8 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 9 BS SV SV SV SV SV SV SV SV 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 10 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 1 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 12 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 13 BS SV SV SV SV S sV SV SV 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 14 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 15 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 16 BS SV SV SV SV Neuchyceno 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 17 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 18 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 19 BS BS BS BS BS Neuchyceno 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 20 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul ”n BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16




Tabulka 6-Rozsah vizualné hodnocenych symptomii ESFY v priibéhu sledovaného vegetaéniho obdobi
na podnozi M-LE-1 s inokulem Vestar (hodnocenych na pokusu na pozemku ZF Mendelovy Univerzity
v Lednici roku 2016).

M-LE-1/Vestar-Pozorovani symptomit ESFY

Datum 4516- |185.16-| 2.6.16- | 17.6.16- | 4.7.16- | 20.7.16- | 5.8.16- | 22.8.16- | 7.9.16- | Termin
pozorovani: 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. opadu
Cislo stromu Symptomy
Inokul 1 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 2 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 3 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 11.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 4 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 5 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 6 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 7 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 8 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 9 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 10 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 1 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 12 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 13 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 14 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 15 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 16 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 17 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 18 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 19 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 20 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 21 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16




Tabulka 7-Rozsah vizualné hodnocenych symptomit ESFY v priibéhu sledovaného vegetaéniho obdobi
na podnoZi Myrobalan s inokulem Vestar (hodnocenych na pokusu na pozemku ZF Mendelovy
Univerzity v Lednici roku 2016).

Myrobalan/Vestar-Pozorovani symptomiit ESFY

Datum 4516- |18.5.16-| 2.6.16- | 17.6.16- | 4.7.16- | 20.7.16- | 5.8.16- | 22.8.16-| 7.9.16- | Termin
pozorovani: 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. opadu
Cislo stromu Symptomy
Inokul 1 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 2 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 3 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 4 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 5 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 6 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 7 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 8 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 9 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 10 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 1 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 12 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 13 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 14 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 15 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 16 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 17 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 18 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 19 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 20 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 2 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16




Tabulka 8-Rozsah vizualné hodnocenych symptomit ESFY v priibéhu sledovaného vegetaéniho obdobi
na podnozi St. Julien s inokulem Vestar (hodnocenych na pokusu na pozemku ZF Mendelovy
Univerzity v Lednici roku 2016).

St. Julien/Vestar-Pozorovani symptomi ESFY

Datum 4516- |185.16-| 2.6.16- | 17.6.16- | 4.7.16- | 20.7.16- | 5.8.16- | 22.8.16-| 7.9.16- | Termin
pozorovani: 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. opadu
Cislo stromu Symptomy
Inokul 1 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 2 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 3 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 4 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 5 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Inokul 6 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 7 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 8 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 9 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 10 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 11 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 12 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 13 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Inokul 14 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 15 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 16 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 17 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 18 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 20.10.16
Inokul 19 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 20 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Inokul 21 BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16
Podnoz BS BS BS BS BS BS BS BS BS 27.10.16




Tabulka 9-Tabulka 8-Rozsah vizualné hodnocenych symptomi PPV v pribéhu sledovaného
vegetaéniho obdobi na podnozi St. Julien s inokulem Suncrest (hodnocenych na pokusu na pozemku
ZF Mendelovy Univerzity v Lednici roku 2016).

St. Julien/ Suncrest-Pozorovani symptomi PPV

Datum 45.16- | 18.5.16- | 2.6.16- | 17.6.16- | 4.7.16- | 20.7.16- | 5.8.16- | 22.8.16-| 7.9.16- | Termin
pozorovani: 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. opadu
Cislo stromu Symptomy
Inokul 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 2 0 1 2 2 0 0 0 0 0 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 3 0 0 1 1 0 0 0 0 0 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 3 3 3 27.10.16
Inokul 4 Neuchyceno 27.10.16
PodnoZz 0 0 3 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 5 0 1 2 2 0 2 2 2 2 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 6 0 0 0 0 3 3 3 3 3 27.10.16
Podnoz 0 0 3 3 2 3 2 2 2 27.10.16
Inokul 7 0 1 1 1 2 3 3 2 2 27.10.16
PodnoZz 0 2 3 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 8 0 0 2 2 1 1 2 2 2 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 9 0 0 2 2 0 3 3 3 3 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 10 Neuchyceno 27.10.16
Podnoz 0 0 3 3 2 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 1 0 0 2 2 2 3 3 3 3 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 12 0 0 0 1 2 3 3 3 3 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 13 0 0 2 2 3 3 3 2 2 27.10.16
Podnoz 0 3 3 3 3 2 2 2 2 27.10.16




Tabulka 10-Tabulka 8-Rozsah vizualné hodnocenych symptomi PPV v pribéhu sledovaného
vegetaéniho obdobi na podnoZi Myrobalan s inokulem Diamond Princess (hodnocenych na pokusu na
pozemku ZF Mendelovy Univerzity v Lednici roku 2016).

Myrobalan/Diamond Princess-Pozorovani symptomi PPV

Datum 45.16- |18.5.16-| 2.6.16- | 17.6.16- | 4.7.16- | 20.7.16- | 5.8.16- | 22.8.16- | 7.9.16- Termin
pozorovani: 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. opadu
Cislo stromu Symptomy
Inokul 1 0 2 2 1 1 2 1 1 1 27.10.16
Podnoz 0 1 2 2 2 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 3 0 0 0 0 1 0 0 0 0 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 4 0 0 0 1 1 2 2 2 2 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 5 0 0 0 1 1 2 2 2 2 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 2 2 2 2 2 27.10.16
Inokul 6 0 0 0 1 2 3 3 3 3 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 2 3 3 2 2 27.10.16
Inokul 7 2 2 2 2 2 2 2 2 2 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 8 3 3 3 3 2 2 2 2 2 27.10.16
Podnoz 0 0 0 2 2 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 9 2 2 2 2 3 3 3 3 3 27.10.16
Podnoz 0 0 3 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 10 3 3 2 2 2 3 3 3 3 20.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 11 2 2 2 0 0 2 3 3 3 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 12 1 1 1 1 0 0 0 0 0 27.10.16
Podnoz 0 0 0 2 2 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 13 0 0 0 2 2 2 2 2 2 27.10.16
Podnoz 0 0 0 1 2 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 14 0 0 0 2 3 2 2 3 3 27.10.16
Podnoz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Inokul 15 0 0 2 2 2 2 2 2 2 27.10.16
Podnoz 1 2 2 2 2 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 16 3 3 3 3 2 2 2 2 2 27.10.16
Podnoz 3 3 2 2 2 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27.10.16
Podnoz 0 0 0 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 18 2 2 2 2 2 1 1 1 1 27.10.16
Podnoz 0 0 0 2 2 2 3 3 3 27.10.16
Inokul 19 2 2 3 1 1 1 1 1 1 20.10.16
Podnoz 0 1 2 3 3 3 3 3 3 27.10.16




Tabulka 11-Tabulka 8-Rozsah vizualné hodnocenych symptomi PPV v pribéhu sledovaného
vegetaéniho obdobi na podnoZi M-LE-1 s inokulem Miss Italia (hodnocenych na pokusu na pozemku
ZF Mendelovy Univerzity v Lednici roku 2016).

M-LE-1/Miss ltalia-Pozorovani symptomi PPV

Datum 45.16- | 18.5.16- | 2.6.16- | 17.6.16- | 4.7.16- | 20.7.16- | 5.8.16- | 22.8.16- | 7.9.16- | Termin
pozorovani: 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. opadu
Cislo stromu Symptomy
Inokul 1 0 0 0 2 3 0 0 0 0 27.10.16
Podnoz 0 3 3 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 2 Neuchyceno 27.10.16
Podnoz o [ 1 | 2 ] 3 [ 3 | 3 | 2 | 2 | 2 [e2r01e
Inokul 3 Neuchyceno 27.10.16
Podnoz 0 2 2 3 3 2 2 2 2 27.10.16
Inokul 4 0 0 0 2 3 2 2 2 2 27.10.16
Podnoz 0 2 2 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 5 0 0 2 2 2 3 2 2 2 15.11.16
Podnoz 0 0 0 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 6 1 1 1 2 2 2 2 2 2 11.10.16
Podnoz 2 2 2 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 7 0 0 0 2 0 2 2 2 2 11.10.16
Podnoz 1 1 3 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 8 0 0 0 2 2 3 3 3 3 11.10.16
Podnoz 1 1 2 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Inokul 9 0 0 0 3 3 3 3 3 3 27.10.16
Podnoz 0 0 0 3 3 3 3 3 3 27.10.16




