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1. Uvod

Neodmyslitelnou souc¢asti nejen venkovske, ale i méstské krajiny jsou ovocné stromy.
Ovocné kultury se vyskytuji v naSich regionech jiz od stfedovéku, o cemz vypovida
i velky pocet starych a krajovych odrad. Castokrat vznikly nahodnd a u vétsiny
z nich nezname puvod. Mezi jejich prednosti se fadi nejen dokonald ptizpiisobivost
k pudnim a klimatickym podminkam, ale i odolnost k celé fadé¢ Skodlivych Ccinitel.
V soucCasnosti se mnohé z téchto odrid jevi zajimavé ve Slechtitelskych programech
jako donory rezistence (odolnost vi¢i chorobam, nizké teploté, zamokieni, zasoleni,
suchu apod.) (REZNICEK, 1991).

Ptestoze v Evropé existuji desitky rlznych starych a krajovych odrd jabloni,
pouze nékteré z nich byly zdmérné vyuZzity ve Slechténi. A to i navzdory skute¢nosti,
ze mohou mit vynikajici nutriéni a technologické vlastnosti, vétSina z nich jsou
jen mistniho vyznamu. Nicméné jejich geneticka jedine¢nost predstavuje nezastupitelné
ekologické bohatstvi, a proto by se tyto staré¢ a krajové odridy mohly stit novym
a vynikajicim zdrojem potravin a zivin (napfiklad odrida "Citronové zimni” obsahuje
vysoké mnozstvi kyselin, odriida "Strymka” pektinti, odrada "Boikovo” drasliku). Mohly
by byt pouzity nejen k piimé spotfebé a Vv potravindiském primyslu,
ale také jako potencialni vybérovy a mnozitelsky material (BALIK et al., 2013).

Z botanického hlediska patii jabloné (rod Malus MILL.) do fadu rizokvétych
(Rosales), c¢eledé¢ razovitych (Rosaceae) a podéeledé jablonovitych (Maloideae).
Na vzniku evropskych odrid se podilely hlavné botanické druhy Malus sylvestris (L.)
Mill., Malus pumila Mill., Malus prunifolia Borkh., Malus baccata (L.) Borkh. a Malus
floribunda Sieb. (RICHTER, 2004).

Jednou z nejvyznamnéjSich chorob jabloni je v soucasnosti proliferace jabloné
(Apple proliferation), jejimz pivodcem je fytoplazma ‘Candidatus Phytoplasma mali’,
ktera byla zafazena mezi regulované skodlivé organismy. V souladu s hlavnimi zadméry
Evropského spolecenstvi by mély byt vyvinuty nové strategie pro udrzitelné fizeni
vyskytu této choroby jadrovin (BULGARI et al., 2012; SEEMULLER et SCHNEIDER,
2004).

‘Candidatus Phytoplasma mali’ jsou jednoduché prokaryotni organismy bez pevné
bunééné stény. Castice fytoplazmy se v jablonich nachézeji v cévnich svazcich
(v sitkovicich lyka) a jsou v ruznych castech rostliny rozsifeny nerovnomeérné.
Koncentrace fytoplazmy v nadzemni i podzemni ¢asti jabloné€ v priubéhu roku kolisa.
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V nadzemni ¢asti je nejvyssi zpravidla ke konci vegetatniho obdobi a vyskytuje se
prakticky ve vSech vyhonech a listech, v jednotlivych vyhonech vsSak mnozstvi
fytoplazem nejsou stejna (SCHLESINGEROVA, 2011).

Prvnim piiznakem onemocnéni muze byt Cervené zbarvené listi v obdobi od konce
1éta do poloviny podzimu, pfitom tyto listy vyrazné kontrastuji s podzimnimi Zluté
zbarvenymi listy zdravych stromi.

V cervenci nebo v srpnu ndsledujictho roku mohou ptiznakové stromy tvorit
metlovité vyhony (Pfilohy, Obr. 7 a Obr. 8), coz je typicky a nejviditelnéjsi piiznak
tohoto onemocnéni. Nové metlovité vyhony zaéinaji prorastat obvykle v druhé poloviné
vegetace. Dal$im typickym piiznakem napadeni jsou zvétSené palisty (Ptilohy, Obr. 9)
predev§im u mladych vyhont (SEIDL, 1966; SEEMULLER et al., 2011).

Fytoplazmy se lépe mnozi pii nizSich teplotdch, a proto vysoké letni teploty
jejich koncentraci v pletivech nadzemnich ¢asti snizuji. V zimnim obdobi, v souvislosti
S degradaci floému, mnozstvi fytoplazem v nadzemnich castech klesa. V obdobi
dormance se koncentruji v podzemni ¢asti. S nastupem vegetace dochazi k reinvazi
Z kotent zpét do nadzemnich ¢asti.

Skutecnost, ze mnoZstvi fytoplazem v nadzemnich castech rostlin kolisa, vyrazné
fytoplazem je spravny termin odbéru vzorkd. Pro potvrzeni piitomnosti fytoplazem
V rostlin€ Ize vyuzit mikroskopické techniky (elektronové a fluorescenéni mikroskopie,
molekularni metody) nebo biologické testy (metoda dvojitého ockovani) (ZAWADZKA
et KAMINSKA, 1973; CARRARO et al., 1988; SCHLESINGEROVA, 2011).

10



2. Cil prace

Cilem ptedkladané diplomové prace byla optimalizace postupu detekovani
fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali‘ pomoci dievinnych indikatorti pro rutinni
pouziti jako alternativy k molekularnim metoddm, zalozenym na principu PCR
(Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce).

Stézejnim cilem této prace bylo porovnani tii riznych zptsobt testace rostlin v rdmci
zalozeného experimentu. U kazdého zpiisobu (metody) byla zalozena negativni kontrola:
samotny indikator naroubovany nebo naockovany na podnoz (v nékolika opakovanich).
Porovnani kontrolnich rostlin (negativnich kontrol) s testovacimi rostlinami umoznilo
hodnoceni pfitomnosti ptiznakli fytoplazmového onemocnéni (zménéné zizené
prodlouZené chlorotizované palisty apod.).

Vzhledem k tomu, Ze bylo obdobi provadéni studie pro ucely diplomové prace Casove
omezené, bylo zjisStovano, zda pfitomnost pfiznaki na rostlindch mtze nastat jiz béhem
raSeni a kratce po ném. DalSim cilem bylo zjistit, zda lze hodnotit rostliny jiz né€kolik
mésicti po inokulaci (jak je tomu u indexingu nékterych virovych chorob ovocnych
plodin), a zda 1ze dosahnout kone¢nych vysledkl testovani urychlenim raseni a ristu
ve sklenikovych podminkach.

Ptiznaky byly pozorovany na rostlindch béhem raseni roubu nebo ocka indikatoru.
Hodnoceni pfitomnosti ptiznakd bylo provadéno v pravidelnych intervalech. Zamérem
studie bylo také vyhodnotit, zda je fytoplazma detekovatelnd biologickym indexem
V letnim o€ku nebo zimnim roubu (vliv vnéjsich teplot a vegetacni faze rostliny).

Dalsim cilem této prace bylo sledovani a hodnoceni ptipadného vyskytu piriznak
fytoplazmového onemocnéni na rostlinach od zac¢atku raseni v pravidelnych intervalech.

Vzhledem k ptedpokladu, Ze béhem obdobi provadéné studie nemusi dojit k pInému
rozvinuti pfiznakd, bylo nékolik rostlin indikdtort otestovano ve Vyzkumném
a Slechtitelském tustavu ovocnaiském v Holovousich s.r.o. pomoci molekularnich metod
PCR (real-time PCR), coz umoznilo ovéfit pritomnost fytoplazmy v indikatoru

jinou metodou. Ziskané vysledky slouzily jako podklad pro vyhodnoceni.
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3. Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Fytoplazma ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Proliferace jablon¢ (Apple proliferation, AP) zptsobena fytoplazmou ‘Candidatus
Phytoplasma mali’ je hospodafsky vyznamné onemocnéni postihujici mnoho
péstitelskych oblasti jabloni v Evropé (SEEMULLER et SCHNEIDER, 2004; BARIC
etal., 2011; ZIMMERMANN et al., 2015). Toto onemocnéni vyrazné zhorSuje kvalitu
ovoce a produktivitu stromt (KUBE et al., 2008). Pfedstavuje monofyletickou skupinu
v ramci tiidy Mollicutes (trivialni nazev mykoplazma) a rodu ‘Candidatus Phytoplasma’
(SCHLESINGEROVA, 2011). Z genetického hlediska je ‘Candidatus Phytoplasma mali’
charakteristickd nizkym poctem guaninovych a cytosinovych bazi (RAZIN, 1992). Prace
KUBE et al. (2008) prokazaly, ze fytoplazma ma linearni chromozom.

Fytoplazma vykazuje dvoji zivotni cyklus. Rozmnozuje se jak ve floému hostitelské
rostliny, tak v téle hmyziho vektoru. Membranové proteiny patogenu jsou v piimém

kontaktu s obéma hostiteli a hraji klicovou roli v jeho $ifeni (BOONROD et al., 2012).

3.2 Hostitelské rostliny

Hlavni hostitelskou rostlinou fytoplazmy Apple proliferation je jablon domaci
(Malus domestica), ale napada i jiné druhy rodu Malus, jako naptiklad M. baccata,
M. coronaria, M. domestica, M. floribunda, M. fusca, M. gloriosa, M. ionensis,
M. platicarpa, M. purpurea nebo M. robusta (NEMETH, 1986).

Ptitomnost fytoplazmy byla prokazana 1 v fadé dalSich rostlin a dtevin. MARCONE
et al. (1996) detekovali ‘Candidatus Phytoplasma mali’ v lisce (Corylus spp.), SELJAKB
et RAVNIKARA (2007) v tfeSni ptaci (Prunus avium), meruiice obecné (Prunus
armeniaca), slivoni $vestce (Prunus domestica), MEHLE et al. (2007) v hrusni obecné

(Pyrus communis).

3.3 Piiznaky napadeni chorobou proliferace jabloné

Ptiznaky napadeni chorobou proliferace jablon€ jsou znaéné variabilni a kolisa
I jejich intenzita. Infekce se muiZe projevit na celém stromé nebo jen na ¢asti koruny, mtze
byt také po dlouhou dobu latentni. Velmi Castym piiznakem je mirnd chloroza listd,
ve druhé poloving vegetace prechdzejici do Cervena. Typickym pfiznakem jsou zvétSené
palisty, které maji charakter malého listu. Tento ptiznak se vSak projevuje jen U nékterych
odrud. Palisty jsou anatomicky rozdé€leny na fapik a cepel, Cepel je mala, pravidelné ostie
zoubkovana, ¢asto zakulacena.
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Dalsim ptiznakem je prorustani (proliferace) oc¢ek na silnéjSich letorostech vcetné
letorostl vyrustajicich ze starého dfeva. Bo¢ni vyhony, které svym vzhledem pfipominaji
metly, sviraji sterminalnim vyhonem ostry thel. BLUMER et BOVEY (1957)
ve své praci uvadéji piiklady ze svych pokust. U odridy ‘Boskoopské” je odklon vyhonu
U zdravych stromt 50°, u nemocnych 28°, u odriiddy "Schneiderovo” je odklon u zdravych
stromtl 80°, u nemocnych 30°.

Muze dochazet k pozdnimu a opakovanému kveteni (Ptilohy, Obr. 10). Plody jsou
malé, Spatné vybarvené a s dlouhymi stopkami. Nemocné stromy maji celkové slabsi
habitus (PEKARKOVA et RUZICKA, 2013; ZIMMERMANN et al., 2015). Jablong
se pti mirné infekci mohou zregenerovat, ale ovoce jiz zlistavd poddimenzované, silné
napadené stromy usychaji (EPPO, 2015). SEIDL (1973) ve své praci uvedl,
ze U proliferovanych jabloni k trvalému zlepSeni trodnosti nedochazi, ze k nému dochazi
jen ve vyjimecnych piipadech a v ojedinélych letech. Celkova rodnost nemocnych
stromii v obdobi plné plodnosti je podstatné niz§i nez u zdravych stromd, takze je

rozhodné ucelné nemocné stromy odstranit.

3.4 Faktory ovliviiujici SiFeni patogenu

Fytoplazma ‘Candidatus Phytoplasma mali’ neni pfenosnd mechanicky, semeny
¢ipylem (SCHLESINGEROVA, 2011). Jeji $ifeni zabezpeduji hmyzi prenasedi,
rodu Cacopsylla, konkrétné meru ¢ernozilnou (Cacopsylla melanoneura) (MALAGNINI
et al., 2010) a meru jabloniovou Cacopsylla picta (JARAUSCH et al., 2003). V nékterych
Castech Evropy je také vyznamnym pienaseCem kiisek trnkovy (Fieberiella florii)
(TEDESCHI et ALMA, 2006).

U kulturnich rostlin je pfenaSecem predevSim cloveék, a to prostfednictvim
vegetativné mnoZeného materialu (ogek, roubti) (SCHLESINGEROVA, 2011).
SCHNEIDER et al. (2014) studovali antagonistické interakce mezi jednotlivymi rizné
virulentnimi kmeny fytoplazmy. Vyzkum byl provadén na pokusnych rostlinach vytrvalé
byliny barvinkovec rtzovy (Catharanthus roseus). Vysledky byly pozitivni u 13%
vzorkt Catharanthus roseus odebranych ze stonku a u 27% vzorkti Catharanthus roseus
odebranych z kofene.

Cacopsylla picta a Cacopsylla melanoneura, jako vektofi proliferace jabloné,
jsou charakteristi¢ti perzistentnim pienosem patogenu. Na jatfe se prezimujici dospélci
st€huji ze svych zimovist zpét do ovocnych sadt. Cacopsylla picta je monofagni druh
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cey

zijici na jablonich (Malus spp.) a je rozsifena pouze v Evropé. Na jafe (od konce biezna
do zacatku dubna) se Cacopsylla picta vraci ze svych zimovist’ zpét na jablong, kde klade
vajicka. Jedinci nové generace ziji na jablonich az do zacatku cervence, kdy je opoustéji
jako dospélci a migruji do svych zimnich stanovist’ na jehli¢naté stromy (MATTEDI
et al., 2006; TEDESCHI et al., 2009).

Cacopsylla melanoneura je oligofagni druh zijici na rostlinach celedi rtuzovitych
(Rosaceae), piedevsim na hlohu (Crataegus spp.) a jabloni (Malus spp.). Zivotni cyklus
je stejny jako u Cacopsylla picta s jedinym rozdilem, Ze dospélci piilétaji do sadi brzy
na jafe. Zde stravi jen kratkou dobu svého Zivotniho cyklu. Dospélci nové generace
bezprostiedn¢ po jejich vzniku (od poloviny kvétna do poloviny ¢ervna) migruji zpét
do svych zimnich stanovist (MATTEDI et al., 2006; MAYER et GROSS, 2007;
CHIRECEANU et FATU, 2012).

V souCasné dobé jsou k dispozici jen omezené informace o interakci
mezi hostitelskymi rostlinami a zivo¢iSnymi vektory. Ve studii MAYER et al. (2008) bylo
prokézano, ze fytoplazma mulze zménit vini své hostitelské rostliny (jablong),
ktera ovlivituje chovani vektora Cacopsylla picta. Nakazené stromy obsahuji vyssi
mnozstvi B-karotenu v porovnani s neinfikovanymi jablonémi. Mera, kterd nebyla
v zadném kontaktu s infekci, je vice ldkana t€kavymi latkami z infikovanych jabloni
nez z neinfikovanych. Cacopsylla picta, ktera se vyvinula nanapadené rostling,
prokéazala opacné chovani. Tyto vysledky naznacuji, ze patogen miZe upravit vlni
hostitelské rostliny, ktery dokaze vétsi mérou naldkat vektor na napadenou rostlinu.
Nasledkem mlZe byt zvySeni pfenosu onemocnéni vektorovym hmyzem.

V roce 2006 byl proveden v severozapadni Italii experiment s Fieberiella florii
jako ptenasecem ‘Candidatus Phytoplasma mali’. Hmyz byl odchycen pomoci Zluté
lepové desky. Zaklad experimentu spocival v ovéfeni hojnosti a infekEnosti kiist
V jabloniovych sadech v porovnani s hojnosti v plané vegetaci obklopujici jablofiové sady.
Navzdory vysokému procentu infikovanych exemplait ziskanych v jabloiiovych sadech
(5,7 %) a v oblastech plané vegetace (20,0 %), riziko infek¢nosti Fieberiella florii
Vv pfirod¢ je pravdépodobné nizké, a to vzhledem k velmi nizké hustot¢ hmyzu.
| pfes nizky pocet exemplaiit byl tento experiment smysluplny, protoze druh
Fieberiella florii je z epidemiologického hlediska zajimavy tim, Ze se jedna o polyfagni
organismus, ktery je tedy piipadné schopny pifenaset fytoplazmu i na jiné hostitelské

rostliny (TEDESCHI et ALMA, 2006).
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3.5 Geografické rozsiieni fytoplazmy

3.5.1 Vyskyt fytoplazmy v Ceské republice

‘Candidatus Phytoplasma mali’ byla na naSem uzemi poprvé diagnostikovana
v 60. letech 20. stoleti (SCHLESINGEROVA, 2011).

V letech 20052006 se uskutecnily cilené prizkumy SRS (Pozn.: Instituce SRS byla
od 1. ledna 2014 za¢lenéna do UKZUZ za podminky novely zakona ¢&. 147/2002 Sb.
a zékona ¢. 326/2004 Sb.), zaméfené na moznost vyskytu $kodlivych organismi v Ceské
republice. Tyto prizkumy nebyly zaméfeny na testovani jabloni na pfitomnost
‘Candidatus Phytoplasma mali’ (SRS 2005; SRS, 2007).

V roce 2007 byl sledovan vyskyt fytoplazmy proliferace jabloné v ramci soustavné
rostlinolékarské kontroly v ovocnych Skolkdch (celkem 156 kontrol, 42 odebranych
vzorkl, zddny zaznamenany vyskyt) a v ramci detekéniho prizkumu v jablonovych
sadech (celkem 126 kontrol, 5 odebranych vzorki, 4 vzorky pozitivni na AP). Prizkum
se také provadel v rozptylené zeleni v krajin€ a ve vetejné zeleni. Pfitomnost fytoplazmy
byla zaznamenéna na 4 mistech (KVICERA et NOVAKOVA, 2008).

V roce 2009 bylo provedeno celkem 312 kontrol v mistech produkce rostlin uréenych
k péstovani (ovocné Skolky), kde byl odebran celkem 1 vzorek, ktery byl negativni.
V ostatnich porostech hostitelskych rostlin fytoplazmy bylo provedeno celkem
175 kontrol, pfi nichZz bylo odebrano 11 vzorki. Sedm vzorkidl pozitivné reagovalo
na infekci (STRACHOVA, 2010).

V prib&hu roku 2010 byly z celého tizemi Ceské republiky shroméazdény vzorky,
které byly odebrany z ptiznakovych jabloni, a to za Ucelem ovéfeni pfitomnosti
fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali’. Pomoci molekularnich metod byla
prokézana jeji piitomnost ve vét§ing vzorkt (90,12 %) (FRANOVA et al., 2013).

V roce 2012 vykonala SRS pii detekénim prazkumu 199 kontrol v produkénich
vysadbach. Bylo odebrano celkem 56 vzorkd. Vyskyt fytoplazmy byl zjistén
na 10 mistech. Soucasné bylo provedeno 366 kontrol, zaméfenych na pivodce
fytoplazmové proliferace jablon¢ v jablonovych Skolkach, pfi€emZz vyskyt tohoto
patogenu nebyl zjistén v zadné z nich (PEKARKOVA et RUZICKA, 2013).

V roce 2013 bylo vykonano pti detekénim prazkumu celkem 187 kontrol. Celkem
bylo testovano 45 odebranych vzorkii. Vyskyt AP byl potvrzen na 17 mistech (RUZICKA
et PEKARKOVA, 2014).

Vysledky prizkumi v Ceské republice v roce 2013, ale i v pfedchéazejicich letech
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prokézaly, Ze pivodce fytoplazmové proliferace jablon¢ je na naSem Uzemi znacné
roz§iten, a to predevsim v sadech a verejné zeleni. Vyskyt v ovocnych Skolkach nebyl
potvrzen (KVICERA et NOVAKOVA, 2008; PEKARKOVA et RUZICKA, 2013;
RUZICKA et PEKARKOVA, 2014).

UKZUZ (Ustiedni kontrolni a zkuSebni ustav zemddélsky), sekce zemédélské
inspekce, nafidil v roce 2014 celkem 35 rozhodnuti o mimotadnych rostlinolékaiskych
opatfenich v oblasti Skodlivych organismil, mezi tyto rozhodnuti se fadi i rozhodnuti
ve véci vyskytu Apple proliferation phytoplasma (UKZUZ, 2015).

Béhem mezinarodniho prizkumu (prizkumu se zucastnily staty: Rakousko,
Némecko, Svycarsko, Itilie, Norsko a Ceska republika) vyskytu fytoplazmy
V rozmnozovacim materialu provadéného v ramci projektu ERA-NET Euphresco bylo
zjisténo, ze na monitorovanych ovocnych stromech (mate¢nych rostlinach) ze vzorkt
odebranych na uzemi Ceské republiky, byla, z celkem 474 odebranych vzorki pomoci
molekularni metody nested PCR, prokazana pfitomnost patogenu ve 13 vzorcich (2,7 %)
Priizkumy na uzemi Ceské republiky probihaly v letech 2012—2014 (CHRISTEN et al.,
2016).

3.5.2 Vyskyt fytoplazmy v Evropé

V letech 2002 az 2007 byl v Némecku, v severni Francii (Alsasku) a severnim
Svycarsku (Aargau, Solothurn) proveden pokus, ktery byl zaméfen na rozsifeni a miru
infek¢nosti mery Cacopsylla picta a Cacopsylla melanoneura v danych regionech.
Experimentem byla prokazana ptitomnost obou dvou druhli mery, ale pouze jednotlivci
Cacopsylla picta byli vektorovymi pienase¢i onemocnéni. V severnim Némecku byla
nalezena infikovana Cacopsylla picta ve vSech jeho geografickych oblastech.
Prenosovymi pokusy v laboratornich podminkach bylo prokazano, ze pouze Cacopsylla
picta je schopna pienaset patogen, zatimco Cacopsylla melanoneura neméla zadny
vyznam jako vektor ‘Candidatus Phytoplasma mali’ ve studovanych regionech
(JARAUSCH et al., 2007).

Pritomnost ‘Candidatus Phytoplasma mali’ byla prokazana také v Italii v regionu
Friuli Venezia Giulia v letech 2004-2005 (MARTINI et al., 2006), v severni Italii
v Trentinu v letech 1996-1998 (MATTEDI et al., 2006) a v jiznim Tyrolsku (OETTL
et SCHLINK, 2015), v roce 2004 v jihozapadnim Slovinsku (SELJAKB
et RAVNIKARA, 2007) a v sedmi regionech Polska (CIESLINSKA et MORGAS, 2011).
FRANOVA et al. (2014) ve své studii prokazali ptitomnost infekce v Mad’arsku a Polsku,
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CHIRECEANU et FATU (2012) v Rumunsku v oblasti Baneasa. V Norsku Utad
pro bezpec¢nost potravin (The Norwegian Scientific Committee for Food Safety) v sezoné
2010 registroval zna¢ny narast poctu detekci Apple proliferation. Mnozstvi infikovanych
stromu bylo v jabloniovych sadech vyrazné vyssi nez v predchozich letech (SLETTEN
etal., 2011).

Vyskyt fytoplazmy byl rovnéZz zaregistrovan v Albanii, Anglii, Bosné a Hercegoving,
Bulharsku, Finsku, Chorvatsku, Moldavii, Nizozemi, Recku, Slovensku, Spanélsku,

Ukrajiné, Belgii, Bulharsku, Rusku ¢i Rakousku (EPPO, 2015).

3.5.3 Vyskyt fytoplazmy ve svété

ZHAO et al. (2009) zkoumali Tamarix chinensis Lour. (tamary$ek c¢insky)
v jeho piirozeném prosttedi v Cing. TamarySek vykazoval vyraznou metlovitost.
Ve vSech vzorcich, odebranych ze stonktl a tkdni listi ptiznakovych stromi, byla zjisténa
jedine¢na genova sekvence fytoplazmy, a to 16S rRNA. Konkrétné¢ byla zjisténa
piitomnost taxond ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’, ‘Candidatus Phytoplasma
mali’, ‘Candidatus Phytoplasma pyri’ a ‘Candidatus Phytoplasma spartii’.

O vyskytu onemocnéni referuji také zpravy z Asie, Indie, Jizni Afriky, Kanady,
Nového Skotska, Syrie a Turecka (EPPO, 2015). WOOD (1989) prokazal

ve svém vyzkumu ptitomnost patogenu na Novém Zélande¢.

3.6 Metody testovani fytoplazmy

Jak jiz bylo dfive feceno, proliferace jabloné (Apple proliferation) je onemocnéni
jabloné zpusobené fytoplazmou ‘Candidatus Phytoplasma mali’. V nyné&jsi dobé neni
dosud zndmy Zadny ucinny prostfedek piimé ochrany proti tomuto onemocnéni.
K zabranéni jeho Sifeni je kladen diiraz na zajisténi preventivnich opatieni (BARIC et al.,
2008).

Zakladnim preventivnim opatfenim je eliminace fytoplazem v rozmnoZovacim
materidlu jabloni. Tuto kontrolu zajistuje tzv. certifikace rozmnoZovaciho materialu.
ochrannych opatfeni. DalSim opatienim, které zabrafuje Sifeni fytoplazmovéeho
onemocnéni, je odstranovani zdroji infikovanych rostlin z porosti ajeho okoli
(NAVRATIL et FIALOVA, 2008). Mnozitelské vysadby je nutno zakladat v oblastech
pokud mozno bez vyskytu fytoplazem (BARIC et al., 2008) v izola¢ni vzdalenosti
250 metr. Dal$i mozZnosti ochrany stromii je zakladani rostlin jabloni s pouzitim

rezistentnich podnozi. V této oblasti stale probihd vyzkum, ktery pfinesl zajimavé
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vysledky probihajiciho S$lechténi podnozi M. sieboldii a jejich kiizencu
(SCHLESINGEROVA, 2011).

Dutlezita je také ochrana stromil prostfednictvim kontroly hmyzich vektorti v dobé
jejich naletu do vysadeb ze zimnich stanovist. Lze provést osetieni pomoci insekticidi
dle dostupnych metodik. Termin a pocet aplikaci je zavisly jak na mnozstvi tydenniho
zachytu, tak na poctu infikovanych jedinci (CARRARO et al., 2008).

Tyto strategie vSak do znané miry zavisi na efektivit¢ diagnostickych nastroju,
které jsou charakteristické vysokou citlivosti a specifi¢nosti. Diagnostické metody navic
umoziuji ptimou detekci patogenu v rostliné nebo tkani vektoru, vzhledem k nemoznosti

rozmnozovani jakékoliv fytoplazmy na kultivaénim médiu (BARIC et al., 2008).

3.6.1 Metody testovani fytoplazmy pomoci laboratornich technik

Pro detekci ‘Candidatus Phytoplasma mali’ mohou byt pouzity rizné diagnostické
metody, jako naptiklad elektronovéd, fluorescencni a imunofluorescen¢ni mikroskopie,
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ¢i rizné druhy PCR (Polymerase Chain
Reaction) metody. Jeden z nedavno vyvinutych sytému pro diagnostiku ‘Candidatus
Phytoplasma mali’ je real-time PCR (real-time Polymerase Chain Reaction) metoda, ktera
umoziuje kvantifikovat patogena v rostlinné tkani. Zkouska se provadi v uzavieném
systému, ¢imz se urychluje ¢as analyzy a eliminuje se moznost pienosu znecisténi. Real-
time PCR metoda umoziiuje sledovat amplifikace produktu v redlném case a zmény
koncentrace PCR produktu Ize méfit béhem jednotlivych cykla reakce. V soucasné dobé
tato metoda nejlépe spliuje naroky pro diagnostiku Apple proliferation (BARIC et al.,
2008; NAVRATIL et FIALOVA, 2008).

BRZIN et al. 2003 ve svém vyzkumu pouzili metodu ELISA. Material byl odebran
V riizném ro¢nim obdobi z rozdilnych ¢asti testovanych jabloni. Byly odebrany vzorky
také napftiklad ze spicich pupeni nebo z kofenové ¢asti. Ve své studii feSitelé hodnotili
vhodné metody detekce ‘Candidatus Phytoplasma mali’. ELISA metoda byla porovnana
s metodou PCR na 156 vzorcich jabloni z 33 riznych odrid. Cilem prace bylo vyvinout
spolehlivé, relativné jednoduché a citlivé laboratorni postupy pro detekci ‘Candidatus
Phytoplasma mali’ na zékladé ELISA testd v kombinaci s PCR analyzou. Nejvyssi
hodnoty byly ziskany z materiadlu odebraného z letorostii, pak z listli a nakonec z koteni.
Technika byla uspéSné aplikovana ve velkém objemu laboratorniho testovani.
Mé¢la by poskytnout rychlou a selektivni detekci patogenu, jak b&hem péstovani,

tak b&hem obdobi dormance.
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Experimenty ukazaly, ze diky metodé¢ ELISA jde rozpoznat onemocnéni nejen
z materialu odebraného z zilnatiny listd, ale také z letorostt a kotenti. ELISA v kombinaci
s PCR analyzou umoznuje citlivou detekci ‘Candidatus Phytoplasma mali’, jak béhem
aktivniho rustu, tak v klidovém obdobi. Vysledek testovani by mél poskytnout cenny
nastroj pro certifikatni programy a epidemiologické studie v boji proti fytoplazmé
(BRZIN et al., 2003).

Na pocatku 60. let 20. stoleti byl v Madarsku poprvé popsan vyskyt Apple
proliferation na jablonich. Od té doby bylo onemocnéni zjiSténo, na zaklad¢ vysledka
biologickych testli, i v jinych c¢astech zemé. Cilem jejich studie byla identifikace
fytoplazem u piiznakovych jabloni, stejné jako potvrzeni vyskytu Pear decline (PD)
u ptiznakovych hrusni molekuldrnimi metodami. S testovanim probihalo paralelné také
testovani pomoci dievinnych indikatorti. Z ptiznakovych stromi z riznych casti regionii
byly v roce 2002 odebrany vzorky pro indexovani. Apple proliferation byla zjisténa
prostiednictvim dfevinného indikatoru Vf ‘Golden Delicious’, a to technikou o¢kovani
na koten respektive podvojného ockovani.

Ze vzorku z Cerstvych, mrazenych nebo suchych tkani listi a mladych vyhond byly
nukleové kyseliny izolovany chloroform-fenolovou metodou. Byla pouzita nested PCR
Sriznymi sadami primerd. Byl u¢inén zavér, ze molekularni metody byly vhodné
pro identifikaci fytoplazem v nékolika ptiznakovych jablonovych respektive hrusiovych
sadech. Molekularni i biologické metody byly vhodné pro detekci a identifikaci Apple
proliferation na pfiznakovych jablonich. Pear Decline nebyla zji§téna pomoci
biologického testovani (EMBER et al., 2004).

3.6.2 Metody testovani fytoplazmy pomoci dfevinnych indikatori

Biologicky test pomoci dfevinného indikatoru jako ukazatele onemocnéni je stale
jeden z povinnych krokl pro certifikaci ovocnych dievin. K testovani fytoplazmy
proliferace jabloné se pouziva nejCastéji viruprosté (Vf, virus free) rostliny "Golden
Delicious’, ktery byl prokazan jako vysoce citlivy kultivar a reaguje na infekei proliferaci
vyhont (metlovitosti) (Ptilohy, Obr. 8) a vyrazné zvétsenymi palisty (Pilohy, Obr. 9).

Aby se na indikatoru mohly projevit typické pfiznaky, je nutné, aby se patogen
vyskytoval v dostatecném mnozstvi (kvantit€¢) v rostling. Citlivé druhy ¢i kultivary
umoziuji patogenu se ve svych pletivech dostate¢né namnozit a dochazi pak k projevu
typickych ptiznaki. U nékterych patogent lze tohoto efektu dosédhnout u citlivych

indikatorti za krat$i obdobi, u n¢kterych za delsi. Vyznamnou roli v tomto procesu hraji
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téz vn¢jsi podminky, zejména vnéjsi teploty. Je znamo, ze u nékterych citlivych indikatora
lze testovat pfitomnost testované rostliny za kratké obdobi ve sklenikovych podminkach,
kde vsak teploty nesmi dlouhodobé piesahovat 27 °C, aby nedo$lo ozdraveni
¢i k potlaceni patogena.

Nekteré indikatory a patogeny diky svym specifickym vlastnostem potiebu;ji
pro otestovani polni podminy a delsi ¢asovy tsek. Metodiky doporucuji AP testovat
V polnich podminkéch. Vysledek testovani lze ziskat po minimalné dvou vegetacnich
obdobich, aby doslo k dostatecnému namozeni patogenu. V rostliné mize byt ptitomen
ve velmi malém mnozstvi jiz v prvnim roce, ale nedojde jest¢ k plnému rozvinuti
typickych symtomt. Jednim z cilu této studie bylo zjistit, zda Ize urychlit ve skleniku.
(EPPO, 1991; SUCHA, osobni sdéleni, 2016).

Metoda biologického testovani je zaloZzena na sledovani viditelné reakce indikatorové
rostliny (indikatoru) na uméle infikovaného patogena. Indikatorem je odrtida ptislusného
ovocného druhu, ktera je velmi citliva vii¢i diagnostikovanému patogenu. Pro diagnostiku
‘Candidatus Phytoplasma mali” byly vyselektovany odrady ‘Golden Delicious’
a ‘Boscoop’, které jsou doporuCovany metodikami EPPO. Dalsi velmi citlivé
indikatorové odrudy jsou "Lord Lambourne” (EPPO, 2001) a druh Malus x dawsoniana
(MORVAN et CASTELAIN, 1975).

Biologické testovani lze provadét v polnich 1 sklenikovych podminkach. Pokud je
provadéno ve skleniku, je nutné mit moznost regulovat vysoké teploty, které nebudou
dosahovat hodnot vyssich nez 27 °C. V jiném piipadé mohou byt vysledky testovani
zkresleny piisobenim vysokych teplot. Pro testovani je nutné pouzivat pouze podnoze
a indikétory se zdravotnim statutem virus free (Vf) (SUCHA, osobni sdé&leni, 2016).

KARTTE et SEEMULLER v roce 1988 v Némecku testovali 40 odrid jabloni.
Semenné rostliny byly inokulovany patogenem zpiisobujicim proliferaci jabloné. U vSech
taxontl testovanych odrid byly ve vétsi ¢i mensi mife pozorovany zmeény, a to nejcastéji
snizeni velikosti listl, jejich Zloutnuti a zbarveni do Cervena na konci 1éta. ZvétSené
palisty a metlovitost, charakteristické piiznaky nemoci, byly méné b&zné. Umrtnost
stroml se pohybovala od nékolika procent az k témét 100 procentim. Vyjimku tvotily
Malus baccata, Malus pumila "Dartmouth’, Malus x purpurea a Malus sylvestris,
které se projevily jako tolerantni k onemocnéni.

Biologicky indexing fytoplazmovych chorob pro ucely certifikace rozmnozovaciho

materialuje provadén ve Vyzkumném a slechtitelském ustavu ovocnarském Holovousy
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s.r.o. Testy jsou provadény v polnich podminkach. Pro zaloZeni testovacich rostlin
je pouzivana metoda dvojitého ockovani (double budding). Nazdravou
podnoz je nao¢kovano jedno ocko z indikatorové rostliny a pod n¢€ ocko z testovaného
stromu. V roce nasledujicim po oCkovani se podnoz nad ockem zakrati fezem. Béhem
pestovani je podporovan bujny rist vrchniho ocka indikatoru. Spodni ocko testované
rostliny je udrzovano. Vyvoj prvnich pfiznakt na indikatoru lze pozorovat jiz v prvnim
roce. Vzhledem k tomu, Ze mé& na vyvoj patogena v indikatoru vliv mnoho faktord,
je doporu¢eno pozorovat rosltiny minimalné dvé vegetatni obdobi nasledujici
po naockovani. Tim se zajisti moznost plného rozvoje onemocnéni a lze pak testy

vyhodnotit (SEIDL, 1966; EPPO, 2001; NAVRATIL et FIALOVA, 2008).

3.6.3 Zpisoby ockovani

Ockovat mizeme ve dvou obdobich. Podle doby ockovéni rozezndvame ockovani na
bdici ocko a ockovani na spici ofko. Prvni obdobi — v kvétnu az v cCervnu —
je pro ockovani méné obvyklé. Prob&hne-li ockovani v této dobé, ocko jesté stihne vyrasit
a vytvofit letorost. Tento zplisob se nazyvéa ockovani na ocko bdici. Ve druhém obdobi,
od poloviny ¢ervence do poloviny srpna, o¢kujeme na tzv. oc¢ko spici. Ocko s podnoZzi
sice sroste, ale vyrasi az na jate pfiStiho roku (KYNCL, 1980; URBAN, 1986).

Po ukonceni inkuba¢ni doby patogenu je stanovena, na zaklad¢ viditelnych typickych

pfiznakd, jeho pfitomnost v indikatorové odradé (HUSS, 2001).

3.6.4 Faktory ovliviiujici koncentraci fytoplazmy v rostliné

Na vyskyt a koncentraci fytoplazmy v rozdilnych castech rostliny a v riznych
obdobich roku mé vliv mnoho faktort (vné&j$i podminky, kmen ¢i izolat fytoplazmy
a jeho virulence, citlivost genotypu — odridy, druhu infikované rostliny atd.).
Spolutcinnost téchto vlivii se dosud nepodafilo zcela rozklicovat. Vétsina védeckych
praci (SEIDL, 1966; SCHAPER et SEEMULLER, 1982) uvadi, 7e se fytoplazma
vyskytuje v zim¢ hlavné v kofenech a odtud jsou nadzemni ¢asti rostliny rekolonizovany
na jafe béhem raseni a fytoplazmy zde zlstavaji aZz do konce vegetacniho obdobi.
Z toho Ize odvodit hypotézu, Ze letni o¢ka dosahuji vyssi pravdépodobnost ptitomnosti
infekce nez zimni rouby. B&zna praxe béhem kontroly zdravotniho stavu i provadéné
cilené prizkumy vyuZzivajici stale citlivéjsi molekularni diagnostiku PCR dokazuji,
Ze na pritomnost a koncentraci fytoplazmy v nadzemnich ¢astech rostlin ma ziejmeé
znacny vliv pribéh vnéjsich teplot, a to béhem celého roku. To znamena, ze jakékoliv

Mrve
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v daném typu rozmnozovaciho materialu (o¢ka, rouby) rostliny, ktera byla v minulosti
infikovana.

A prave pro diagnostiku fytoplazmy ovocnych dievin je dilezitd znalost prabéhu
infekce a jeji rozmnozovaci a rozsifovaci schopnosti v testované rostliné. Fytoplazmova
infekce byva v pocatecnim stadiu latentni. Délka trvani latence je ovlivnéna vyse
uvedenou Skélou faktorti. V zavislosti na citlivosti genotypu infikované rostliny
se fytoplazma ve floémové tkani namnozi a dojde ke zvySeni jeji koncentrace,
coz Se muze projevit Sokovou fazi a dochazi tak ke vzniku a projevu typickych piiznaki.

Systematické infekce se u bylin vyvijeji rychle, ale u ovocnych strom muze Sifeni
fytoplazmy v rostling trvat i nékolik let. Skute¢nost, Ze fytoplazma neni v rostliné zcela
difuzné rozsifena, komplikuje vybér diagnostické metody a vlastni vybér
reprezentativniho vzorku pro testovdni ovocnych kultur nejen biologickymi
ale i laboratornimi metodami (PCR). Laboratorni metody slouzi ptedev§im pro rychlé
vylouceni nemocnych rostlin nebo jako rychly orienta¢ni test vychozich mate¢nych
materiali v matecnicich a mnozarndch roubi. Specifické testy na dievinnych
indikatorech nelze ni¢im dosud nahradit, a to diky jejich vypovidajici schopnosti.
Proto jsou doporucovany i pracovni skupinou EPPO jako dilezity krok k ziskani
zdravého mnozitelského materialu (SUCHA, osobni sdéleni, 2016).

3.6.5 Vyhody a praktické uplatnéni biologického testovani
laboratorni, nicmén¢ umoziuje detekovat pfitomnost patogena, ktery miize byt
z n¢jakého divodu laboratorni metodou nedetekovatelny. To znamend, Ze mulize nastat
pfipad tzv. faleSné negativity anebo naopak faleSné pozitivity laboratorniho testu,
ktera mliZe byt zpisobena vnéjSimi vlivy prostfedi rostliny nebo lidskym faktorem béhem
odbéru vzorku ¢i prace v laboratofi.

Vzhledem Kk tomu, Ze ani vysledky biologického indexingu nemaji vzdy stoprocentné
vykazujici schopnost, je vhodné béhem certifikace rozmnoZzovaciho materialu provéfit
zdravotni stav rostlin urenych pro ziskani Superelitniho materialu (nejvyssi stupeit
certifikace rozmnoZovaciho materidlu, ze kterého je odvozovan dal$i mnozitelsky
materidl v dalSich stupnich anésledné sadbovy material kombinaci biologického
indexingu i laboratornich metod). Az poté Ize rostlinu klasifikovat jako prostou
fytoplazem. Jesté¢ v nedavné minulosti, kdy neexistovala moznost pouZiti molekularnich

metod PCR, byly biologické testy jedinym zplsobem, jak pfitomnost fytoplazmy
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Vv rostlin¢ detekovat.

Pro ucely biologického indexingu jsou vyuzivany citlivé genotypy rostlin (odrady
¢idruhy), které umoznuji patogenu se namnozit do vysokych koncentraci,
které pak vyvolaji projev typickych ptiznakti (SUCHA, osobni sdéleni, 2016).

Z praktického duvodu proveditelnosti je v soucasné dobé nejvice vyuzivana
a metodikami EPPO doporucovana metoda tzv. dvojit¢tho ockovani. Pii pouziti
této metody vSak hrozi riziko nepfitomnosti fytoplazmy v letnich oc¢kach diky vysokym

teplotam (EPPO, 2001).

3.6.6 Pouziti biologického testovani pro detekci fytoplazmy

Podrobna studie, zabyvajici se touto problematikou, byla ve VSUO provadéna
naptiklad béhem let 1961-1965.

U 27 stromd byl proveden test pfitomnosti proliferace nckolika zpusoby:
jednoduchym roubovanim semenné podnoze (JR), dvojitym roubovanim podnoze (DR),
jednoduchym ockovanim (JO), dvojitym ockovanim (DO), ter¢ikem kiiry na semenaci
(T1), ter¢ikem kuiry na starsi strom (T2), roubem testovaného stromu na zdravém starS§im
stromu, ockem testované¢ho stromu na zdravém star§im stromu (O), pieroubovanim
testovaného stromu indikatorovym roubem (RI) a kofenovou metodou (KT).

Nejvyssi detekeni schopnost prokdzal kofenovy test, kdy byla pfitomnost fytoplazmy
detekovéana pozitivni reakci u vSech testovanych infikovanych rostlin. U testovanych
stromd, které jevily typické pfiznaky, byl zaznamenan pozitivni pfenos fytoplazmy
(kromé jediného ptipadu) pti pferoubovani stromt indikatorovym roubem (metoda RI).
Rouby indikatoru naroubované na stromy s prechodnou ztratou typickych piiznakt
neukézaly béhem provadéné studie Zadné zietelné piiznaky proliferace.

Pokud bylo dosaZeno pozitivnich vysledkii pfenosu choroby pfi ostatnich testovacich
metodach, doslo k tomu v naprosté vétsing jen tehdy, kdyz inokulum pochézelo z metly.
Na zakladé tohoto rozsdhlého srovnavaciho studia pfenosu choroby bylo tehdy
konstatovéano, ze je fytoplazma proliferace lokalizovana predevsim v kofenové soustavé
nemocného stromu a ze kotenovy test je dosud nejspolehlivejsi metodou jeho indikace

(SEIDL, 1966).

3.6.7 Uplatnéni biologického testovani v diplomové praci
V ramci této prace byly zvoleny 3 rtizné zplsoby - metodiky zaloZeni testovacich
rostlin, u nichZ budou porovnany vysledky. Do studie nebylo zafazeno roubovani kotentl,

v

které¢ je uvadéno beézné jako nejspolehlivéjsi biologicky test. Jednou z jeho nevyhod
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provadéni v praxi je nutnost pouziti semennych rostlin ‘Golden Delicious’
a problematické ziskavani primérnych vzorkl kofend testované rostliny. Metoda
roubovani koteni vyzaduje metodickou specifickou zru¢nost v porovnani s béznym
roubovanim a ockovanim. Diky této studii bude mozné porovnat, zda se fytoplazma

vyskytovala v roce odbéru v letnim (o¢ko spici) nebo v zimnim rozmnoZovacim materialu

(roub) (SUCHA, osobni sdéleni, 2016).
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4. Material a metodika

4.1. Pokusna plocha

Experiment (Pfilohy, Obr. 11; Pfilohy, Obr. 12) byl zalozen na pokusné
a demonstraéni plose Ustavu §lechténi a mnoZeni zahradnickych rostlin v arealu
Mendelovy univerzity v Brn¢, ktera se nachazi v nadmoiské vysce 220-250 m n. m.,
pritom zemépisné souradnice jsou 49°1238"” N, 16°36'56" E.

Testovany rostlinny material byl vysazen do kontejnerti o objemu 2,5 litru a byl
vV obdobi od ¢ervna 2015 do konce ledna 2016 umistén v pokusné izolacni kleci
na agrotextilii. V prostoru klece byl vytvoien izolat, ktery slouzil k zamezeni vyskytu
vektori. Plocha klece byla cca 3 x 10 metrd orientovana na jihozapad. Béhem vegetace
byla tiikrat denné (v 5.00, 7.00 a 18.00 hodin) zajisténa zévlaha v intervalu deseti minut.

Maximalni denni teploty, minimalni denni teploty a Ghrn srdzek za jednotlivé mésice
od zalozeni pokusu do jeho pifemisténi do skleniku jsou patrny z grafu 1. Na podzim roku
2015 byly kontejnery zazimovany (jako ochrana byl pouzit biologicky material listi).
Testovany rostlinny material byl pfesunut 9. tinora 2016 do skleniku k rychleni z divodu

omezeného ¢asového prostoru pro tento experiment.

Teploty a srazky
80,00

30,00

oo I T

i

-10.00 V0115 VIL15 VIIL15 X.15 X.15 X115 XI.15 16
-20,00
@ priméma teplota(°C) @ maximalni teplota (°C) @ minimalni teplota (°C) @srazky (mm)

Graf 1 Uhrn tepolot a sraZek za obdobi od 1. 6. 2015 do 31. 1. 2016.
Zdroj: BROTAN, 2016

4.2 Pouzity rostlinny material
Testovny rostlinny material pouzitych odriid "‘Boskoopské’, ‘Ribstonské’, "Kanadska
reneta’”, ’‘Gascoigneho” a ‘Panenské ceské” byl odebran Vv produkénim sadeé,

ktery se nachazi v kraji Vysocina V katastralnim uzemi obce Sulikov. Obec se nachazi
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v nadmoiské vysce 526 m n. m.. Mateisky strom odridy 'Ribstonské” (na mapé
zaznacené Cislem 1) je vysazen na zemépisné soutfadnici 49°32'43.730"”N, 16°30'5.935"E,
odridy 'Panenské Ceské” (na mapé¢ zaznaCené Cislem 2) na zemeépisné soutadnici
49°32'43.643"N, 16°4991272" E, odrudy "'Boskoopské” (na mapé zaznacené Cislem 3)
na zem&pisné soufadnici 49°32'46.073"N, 16°30'1.455” E, odriady "Gascoigneho’

(na map¢ zaznacené Cislem 4) na zemé&pisné soufadnici 49°32'43.837"N, 16°30'3.772"E

a odridy 'Kanadska reneta’ (na mapé zaznaCené Cislem 5) na zemépisné soufadnici

49°32'45.077" N, 16°29'57.901"E (Obr. 1).

Obr. 1 Geograficka poloha testovanych odrid "Boskoopské’, 'Ribstonské’, ‘Kanadska reneta’,
"Gascoigneho” a "'Panenské Ceské’.
Zdroj: archiv autora, 2016

4.2.1 Indikatorova odruda "Golden Delicious”

Synonyma a cizi nazvy: Stark's Golden Delicious, Yellow Delicious, Delicious zlaty,
Delicious zluty, Galber Kdstlicher, Zlotoje prevozchodnoje.

"Golden Delicious” je ptivodem z USA. Byl nalezen v sadé Andersona Mullinse
v okrese Clay, ve staté¢ West Virginia v roce 1890 jako nahodily semenac. V roce 1914
zaslal Anderson Mullinse plody firm¢ Stark Bros z Louisiany, ktera tuto odriidu od roku
1916 zacala rozmnozovat. Z USA se ‘Golden Delicious’ rozsifil do vSech ovocnarskych

sadi. V Evropé se zacal péstovat v 70. letech 20. stoleti zejména v Holansku, Italii,

Francii, Jugoslavii, Mad’arsku, Rumunsku a obou némeckych republikdch (NDR, SRN).
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Déle byl silné rozsifen a péstovan na Novém Zélandu, v Australii, Libanonu
a Jihoafrické republice, kde zaujimal 40 % z celkové produkce jablek. U nas byl péstovan
zejména v produkénich oblastech v teplejSich klimatickych ovocnaiskych oblastech.
Velké vysadby byly na Moravé, Litoméficku, Kutnohorsku, ale i Vv Podkrkonosi
(DVORAK et VONDRACEK, 1969).

Rist je stfedné bujny, strom vytvaii vysoce kulovitou korunu, pozdé€ji mirné
rozlozitou, zahusténou stiedn¢ dlouhym plodonosnym obrostem. Odolnost proti napadeni
strupovitosti je nizka a proti napadeni padlim jabloiovym je stfedni. Odruda je naro¢na
na polohu, pudy vyzaduje urodné, polopropustné, s dostatkem vlahy. Vysazujeme
Ji pfedevsim do teplych a stfednich poloh. Je naro¢na na chemickou ochranu (RICHTER,
2004).

Pfi pokusu byla pouzita ofka Vf ‘Golden Delicious” od firmy
SEMPRAPRAHA a. s., kterd patfi mezi nejvétsi Slechtitelské a semendiské firmy

v Ceské republice.

4.2.2 Testovana odrida ‘Boskoopské”

Synonyma a cizi nazvy: Schoner von Boskoop, Belle de Boskoop, Schoner van
Boskoop, Boskopskaja krasavica, Reinette de Boskoop, Schoene van Boskoop. Cervena
mutace — Boskoopské cCervené, Roter Boskoop, Bletroter Boskoop, Rode Boskoop
(DVORAK et VONDRACEK, 1969; KOHOUT, 1960).

Pochazi ze skolek K. J. W. Ottolandera v Boskoopu u Goudy v Holandsku, kde bylo
objeveno v poloving 19. stoleti (1878) jako postranni vyhon planéte. Dnes se péstuje
hlavné¢ barevnd mutace 'Boskoopského” — ’‘Boskoopské cervené’. Péstitelske,
morfologické a fenologické znaky, vyjma barvy plodd, jsou témét shodné. Boskoopské
cervené pochazi z Némecka, kde byla v roce 1923 objevena na stromé Boskoopského
Schmitz-Hiibschem v sadé O. Baumanna ve Wardmannshofu u Rees mutace s ¢ervenymi
plody. V roce 1939 ji pod novym jménem jako novou odriidu zacal mnozit Schmidt-
Hiibsch.

V zahrani¢i byla tato odrida rozsifena téméf ve vSech statech, ve kterych
se ve znaéné mife péstovaly jablond. Hodné se péstovala ve Svycarsku, Dansku,
Holansku, Némecku a dal$ich statech. U nas byla hojné rozsifovana v letech 1950 — 1969,
az do zavedeni vhodné&jsich zimnich odrad (DVORAK et VONDRACEK, 1969).

Strom je velmi bujné€ rostouci, tvoii kulovitou korunu, fids$i, Siroce rozlozitou.

Letorosty jsou dlouhé a silné, Cervenohnédé¢, bohaté€ Zluté te€Ckované. List je velky, Siroce
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vejCity, tmavy, slabé dvojmo vroubkovany. Kvét je velky, narizovély, rané kvetouci.
Plodnost je pozdni ale pravidelna. Pozaduje Zivné, hluboké, dostatecné vlhké pudy.
Optimalni jsou i vyssi, chranéné a slunné polohy. Nesnasi sucho. Plod je velky, valcovité
kulaty s tuhou slupkou zelenozluté¢ barvy s cervenooranzové pruhovanym lickem
(KOHOUT, 1960).

U pouzitého rostlinného materialu testované odrudy "Boskoopské” byla ptfitomnost
fytoplazmy potvrzena v roce 2010 v Diagnostické laboratofi odboru diagnostiky Statni
rostlinolékarské spravy metodou PCR a RFLP.

4.2.3 Testovana odrida 'Ribstonské’

Synonyma a cizi nazvy: Ribstoner Pepping, Ribstonsky jadernd¢, Ribston Pippin,
Glory of York, Reinette de traver, Pepin Ribstona, Pepina Ribstona.

Tato odrida vznikla jako semenac¢ ze semen dovezenych z Rouenu (Francie) v roce
1686 nebo 1688 v zahrad¢ zamku Ribston u Knaresboroughu v hrabstvi York v Anglii.
"Ribstonské” bylo rozsifeno ve vSech evropskych statech i v Americe. V soucasné dob¢
neni jiz zastoupeno v trznim sortimentu (DVORAK et VONDRACEK, 1969).

Strom zpocatku roste bujné a tvoii velké, Siroké koruny, pozdé&ji s pfevislymi vétvemi.
Letorosty jsou stiedni, hnédocervené, plstnaté, siln¢ teCkované. List je stiedni, nasSedlé
barvy, ostfe zubaty, vej¢itého tvaru. ‘Ribstonské” je velmi narocné na pidy, vyzaduje je
zivné a vlh¢i, vyhovuji mu mirné polohy. Prospivd mu vlhkost vzduchu, proto se nejlépe
hodi do podhtii. Plod je stfedné velky, kulovity, zlatoZluté zbarveny z ¥4 — 5 Cervené

pruhovany (KOHOUT, 1960).

4.2.4 Testovana odriuda’Gascoigneho Sarlatové’

Synonyma a cizi nazvy: Gascoynes Scharlachroter, Gascoyne's Scarlet Seedling,
Glory of England (DVORAK et VONDRACEK, 1969; KOHOUT, 1960).

Tuto odridu vyslechtil Mr. Gascoyne v Sittingbourne v Anglii. Do praxe byla
zavedena v roce 1871. V zahrani¢i byla hojné rozSifena v zépadni Evropé, zejména
vNémecku. U nas se vyskytovala zvla§té v severnich Cechach v dfivéjsich
vysokokmennych vysadbach (DVORAK et VONDRACEK, 1969).

Zpocatku tvofi bujné€, pozd¢€ji stiedné rostouci Siroce rozlozitou korunu, naro¢nou
na fez. Letorosty jsou stfedné silné, hnédocervené, nédpadné teCkované. List je velky,
elipCity, nepravidelné tupé pilovity, na rubu plstnaty. Odriida ma stfedni velikost kvétu
nartizovelé barvy. Pozaduje dostatecné vlhké, dobie obdélavané pidy, teplé, slunné
a chranéné polohy. Po celém plodu se vyskytuji bélavé az tmavsi tecky (KOHOUT, 1960).
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4.2.5 Testovana odrida 'Kanadska reneta’

Synonyma a cizi nazvy: Karminova reneta, Kanada Renette, Reinette du Canada,
Reneta Kanadyjska, Pariser Rambour, Renet Kanadskij. Puvod této odridy neni piesné
znamy, je to bud’ Francienebo Severni Amerika. Stara odrida byla uvadéna v cenicich jiz
v roce 1771. Kanadska reneta je v mladi velmi bujné rostouci, s vétvemi hluboko
sklonénymi. Dobie obristd kratkym az stfedné-dlouhym plodonosnym dievem.
Ve kmenech je mélo odolnd proti mraziim, a proto je nutné pouzit meziStépovani.
(DVORAK et VONDRACEK, 1969).

Letorosty jsou silné, plstnaté, husté teCkované. Kvét je stiedné velky, bily, slabé
nartizovély. Na ptadu i polohu je odrada velmi naro¢na. Zada je hluboké, urodné,
pfiméiené vlhké, polohy teplé a chranéné. Plod je plose kulovity nebo vysoky, zelenozluté
zbarveny s tlumené zalervenalym lickem a s charakteristickymi rzivymi teckami
hvézdickovitého tvaru (KOHOUT, 1960).

Odolnost ke strupovitosti jabloné (Venturia inaequalis) je stfedni, padlim jablofiovym
(Podosphaera leucotricha)trpi méné. Na vlhkych stanoviStich trpi rakovinou. Proti
mrazim je odolnost nizka (DVORAK et VONDRACEK, 1969).

4.2.6 Testovana odriida Panenské Ceské’

Synonyma a cizi nazvy: Roter Jungfernapfel, Bohmischer Jungfernapfel, Pomme des
Vierges, Panienskie czerwone, Kardindlka, Plizirkové, Kiehouce (DVORAK
et VONDRACEK, 1969).

V 30. letech 19. stoleti se ve v§ech krajich Ceské republiky péstovala odriida zvana
kardinalka. V kazdé vétsi zahradé byl néjaky strom této odridy, coz bylo dikazem toho,
ze se jablko t&Silo veliké oblibé u vSech péstiteld ovocnych stromil.
Rikalo se mu téz kardinalice (SUCHY, 1931).

"Panenské cCeské” je odriidou domadaciho pivodu, velmi starou, péstovanou
od nepaméti. V zahrani¢i bylo péstovano v okolnich statech, zejména v Némecku
a Polsku. U nas bylo rozsiteno do 70. let 19. stoleti, pak ze sortimentu ustoupilo se
zavadénim nizkokmennych vysadeb (DVORAK et VONDRACEK, 1969).

Strom tvofi korunu stfedné vzrstnou s pievislymi vétvemi predevSim ve stafi.
Letorosty jsou slabé, Cervenave hnéd¢, plstnaté a teckované. List je maly, na rubu Sed¢
plstnaty a s okraji slabé zubatymi. Kvét je velky, rizové barvy. Pozaduje t&€zsi, vlh¢i,
zivné hlubsi piidy s velkym obsahem vépna. Plod je stfedni az drobny, tupé kuzelovity,

zluté barvy, ktera je téméf kryta syté karminovou ojinénou Cerveni. Zlutd ¢ast plodu
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je drobné teckovana (KOHOUT, 1960). Neocenitelnou piednosti tohoto jablka je,
ze otlu¢ené nezahniva, nebot’ ma pevnou duzninu a kazdé poskozené misto zhoubovati.
Polohy vyzaduje vyssi s vihéim ovzdugim (SUCHY, 1931).

Stéjné jako u odrady ‘Boskoopské” byla u pouzitého rostlinného materialu testované
odridy 'Panenské Ceské” pritomnost fytoplazmy potvrzena v roce 2010 v Diagnostické

laboratofi odboru diagnostiky Statni rostlinolékaiské spravy metodou PCR a RFLP.

4.2.7 Podnozova odrida 'Jadernicka Moravska'

Synonyma a cizi nazvy: Vinary, Jablko vinné, Chroupé kravatské, Jadernice, Pepin
de Moravie.

'Jadernicka Moravska' je stard moravska podzimni az zimni odrida. Vznikla jako
semend¢ neznadmého pltvodu. Odeddvna byla péstovand hlavné na severni Moravé,
a to zejména na Vala$sku, kde je znama jiz od 18. stoleti (KOHOUT, 1960). Plody jsou
stiedné velké, kuzelovitého nebo 1 ovalné kulatého tvaru. Barva je zluta s naCervenalym
lickem na slune¢ni strané. Hodi se pro pfimy konzum, vyrobu mostl, vin, palenky,
povidel, suseni, vyrobu ptesnidavek, pyré i pro skladovani.

Tato odrida je velmi nenarocnd, dava prednost t€z§im, vlhéim pidadm s vysSim
podilem vapna. Je vhodna témér do vSech oblasti, dafi se ji i ve vysSich polohéch, nejlépe
otevienych. Je velmi odolna vii¢i mraziim. Stromy jsou bujné rostouci, maji mohutnou,
rozloZitou az mirné previslou korunu. P&stuji se jako vysokokmeny (PESEK, 2016).

Pouzitd podnoZ 'Jadernicka Moravskd' je piivodem z Ovocné Skolky v Bojkovicich -

Radim Pesek.

4.3 Metodika

4.3.1 ZaloZeni experimentu

Experimentalni testované rostliny byly zalozeny dne 30. 6. 2015 a péstovany
v kontejnerech 0 objemu 2,5 litru na pokusné a demonstra¢ni plose Ustavu §lechténi
a mnozeni zahradnickych rostlin v arealu Mendelovy univerzity v Brné. Toto datum bylo
stanoveno s ohledem na eliminaci eventualniho pfenosu patogenu na experimentalni
testovany rostlinny material hmyzimi pienaseci (Cacopsylla picta, Cacopsylla
melanoneura).

Experiment byl zalozen s vyuzitim tff metod aplikace dievinného indikatoru
pro kazdou testovanou odriidu (Tab. 1). Experimentalni testovany rostlinny material byl
pied zacatkem vegetacniho obdobi roku 2016 (9. inora) ptenesen do skleniku z divodu

piirychleni a nasledného odebrani biologického materialu pro detekci fytoplazmy.
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Tab. 1 Jednotlivé varianty pouzitych metod a experimentilnich testovanych rostlin.

Odrtda metoda 1 metoda 2 metoda 3
Podvojné Letni o¢kovani Dvojité letni
roubovaniv zimé testované odriady ockovani indikatoru
testované odriady na indikator a testované odridy
a indikatoru roubovany v zimé v na semenac
na semenac ruce na semenac
"Panenské feské' ( PC) 10 rostlin 10 rostlin 10 rostlin
'Kanadska reneta' (KR) | 10 rostlin 10 rostlin 10 rostlin
IGascoigneho §arlat0vél 10 I’OSﬂIn 10 rOSt|In 10 rOSt|In
(©)
'Ribstonské' (R) 10 rostlin 10 rostlin 10 rostlin
'‘Boskoopské' (B) 10 rostlin 10 rostlin 10 rostlin

Zdroj: archiv autora, 2016

4.3.2. Pouzité postupy ockovani

Ocka byla odebrana v posledni dekadé srpna roku 2015, teplota vzduchu
se pohybovala kolem 20 °C. Neprodlen¢ po odebrani byla o¢ka uskladnéna do chladiciho
boxu, a jesté tentyz den byla inokulovéna na testovany rostinny material.

V praktické ¢asti diplomové prace bylo pouzito klasické ofkovani T-fezem
(Ptilohy, Obr. 13) aForkertovo oc¢kovani (Ptilohy, Obr. 14). Klasické ockovani
(T- fez) je nejcastéjsim zpisobem ockovani. Kiiru podnoze i s lykem se nafizne do tvaru
pismene T a do vytvofené¢ho fezu se vlozi ocko se Stitkem. Pti Forkertové ockovani
udélame na podnozi zatez az do dieva a do zafezu vlozime oc¢ko.

Klasické ockovani T-fezem vyzaduje dostatek mizy a provadi se v hlavni oc¢kovaci
sezoné (Cervenec az srpen), Forkertovo o¢kovani se uplatituje v dob¢, kdy podnoz miize
mizu ztracet (konec srpna) (URBAN, 1986; BLAZEK 1998).

K odbéru ocek byla pouzita stfedni vyzrala ¢ast letorostu, ktera byla odlisténa tim
zpusobem, Ze byly ponechany 1 cm dlouhé fapiky, jenZ slouZi ke kontrole ujmuti ocka.
Tato kontrola byla provedena po ¢trnécti dnech od inokulace. U spravné srostlych ocek

po dotknuti odpadava zbytek fapiku (URBAN, 1986).

4.3.3. Pouzité postupy roubovani

Rouby byly odebrany z matecné rostliny v druhé dekadé ledna roku 2015 pfi teploté
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4°C. Thned po odbéru byly uloZzeny do chladnych prostor (lednice).

V praktické ¢asti diplomové prace bylo pii roubovani pokusnych jabloni pouzito
roubovani anglickou kopulaci (Pfilohy, Obr. 15), které pfedstavuje zlepSeny
zpusob roubovani kopulaci. Roub i podnoz sefizneme Sikmo tak, aby plocha obou fezu
byla stejn¢ dlouha. Pak na obou fezech zaiizneme jazycek tak, aby se oba jazycky vsunuly
do sebe. Je-li prace peclivé provedena, je srist dokonaly, protoze sty¢na plocha roubu

S podnozi je mnohem vétsi nez pii obvyklé kopulaci (URBAN, 1986).

4.3.4. Pouzité metody testovani

Metoda podvojného roubovani v zimé testované odridy
a indikatoru na semenac¢ (metoda ¢islo 1, Obr. 2).

Na bezvirdzni semennou certifikovanou podnoz byl dne 30. 6. 2015 naroubovan roub
testované odridy a nasledné byl na tento roub naroubovan indikator Vf 'Golden
Delicious’. Rouby indikatoru a testované odridy byly odebrany v zimé. Béhem raSeni
roubu indikatoru byla sledovana ptipadnd pfitomnost typickych piiznaki (zménéné
zuzené prodlouzené chlorotizované palisty apod.). Metoda podvojného roubovani byla

vyuzita u v§ech testovanych odrid v poctu 50 ks (kazda odrida a 10 ks rostlin).

Obr. 2 Podvojné roubovani testované odridy "Ribstonské” a indikatoru Vf ‘Golden Delicious”
na semenac.
Zdroj: archiv autora, 2015
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Nevyhodou této metody pro praxi je potieba zrucnosti v porovnani s bézné
pouzivanym dvojitym ockovanim. Dals§i nevyhodou je to, ze se béhem zimy miize
fytoplazma za nizkych teplot stdhnout do kofenti, proto nemusi byt v zimnich roubech
testovanych stromt obsazena, coz muze zkreslit vysledek.

Vyhodou této metody je moznost ¢asového naskoku proti metoddm pouzivajicim
ockovani. Dalsi vyhodou je vizudlni projev pfitomnosti patogenu na indikdtoru
JiZ V prvnim roce.

Metoda letniho o¢kovani testované odriudy na indikator roubovany
v zimé v ruce na semena¢ (metoda ¢islo 2, Obr. 3)

Dalsim z moznych zptisobt inokulace patogenu na testované rostiny by mohla byt
inokulace uskute¢néna v 1ét€, a to na podnoze naroubovanych rostlin nebo ptimo na roub
indikatoru, letnim ockem testovanych rostlin (2-3 o¢ka) (EMBER et al., 2004).

Metoda letniho ockovani testované odriidy na indikator roubovany v zimé v ruce
na semend¢ byla provedena tak, Ze na prostokofennou bezvirdzni semennou
certifikovanou podnoz byl dne 30. 6. 2015 Vv ruce naroubovan zimni roub indikatoru.
Naroubovana podnoz byla vysazena do kontejneru (2,5 litru) a na ni bylo nasledné dne
15. 9. 2015 Forkertovym ockovanim pieneseno letni ocko testované rostliny (potencialni
zdroj infekce). Ocko bylo umisténo pod roub indikatoru. Metoda letniho ockovani byla

vyuZita u vSech testovanych odrid v poctu 50 ks (kazda odrtida 4 10 ks rostlin).
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Obr. 3 Letni o¢kovani testované odriudy "Ribstonské” na indikator Vf "Golden Delicious” roubovany
v zimé na semenac.
Zdroj: archiv autora, 2015

Metoda dvojitého letniho o¢kovani indikdatoru a testované odridy
na semenaé (metoda ¢islo 3, Obr. 4, Obr. 5)

Na bezvir6zni semennou certifikovanou podnoz, ktera byla zasazena dne 30. 6. 2015
do kontejneru (2,5 litru), byl 1. 9. 2015 ve vySce 12-15 cm nad zemi naockovan
klasickym ockovanim (T-fezem) indikator. Po 14 dnech (15. 9. 2015) bylo pod indikator
ve vySce 5-8 cm nad zemi naockovano Forkertovym ockovéanim ocko testované rostliny.
Forkertovo ockovéani bylo zvoleno z divodu docileni vyssiho ujmuti ocek, protoze
v obdobi realizace inokulace jiz kleslo proudéni mizy v testovanych rostlinach. Metoda
dvojitého letniho ockovani byla vyuzita u vSech testovanych odrid v poctu 50 ks (kazda

odriida & 10 ks rostlin).
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Obr. 4 Dvojité letni ockovani indikatoru Vf ‘Golden Delicious” a testované odridy "Ribstonské’
na semenac.
Zdroj: archiv autora, 2015

Je to nejjednodussi metoda, nejvice vyuzivana v praxi (doporucovana v metodikach
EPPO). Nevyhodou této metody je, ze letni ocko infikované rostliny miize byt diky
vysokym letnim teplotam prosté fytoplazmy. Nevyhodou oproti metodam vyuzivajicim
roubovani je Casovd naroCnost, protoze mnozstvi fytoplazmy v  ocku,
pokud se v testované rostlin¢ nachazi, mize byt v porovnani s mnozstvim fytoplazmy
V roubu mensi.

ZkuSenosti ziskané z praxe potvrzuji fakt, Ze mira koncentrace fytoplazmy pii odbéru
letnich o¢ek ¢i zimnich roubti Cast zavisi na vnéjSich teplotach (extrémné nizké ¢i vysokeé
pfitomnost fytoplazmy potlacuji). NamnoZeni fytoplazmy dosahujici koncentraci, ktera
vyvolava ptiznaky, vyzaduje delsi Casovy usek. Pokud je indikatorova rostlina zaloZena
pomoci ockovani, potfebuje ocko indikatoru v porovnani s roubovanci pro rozvinuti
ptipadnych pfiznakti minimaln¢ jedno ristové vegetacni obdobi navic (WOOD, 1989;

SUCHA, osobni sdéleni, 2016).
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Obr. 5 Metoda dvojitého letniho otkovani indikatoru a testované odriidy na semenac.
Zdroj: SUCHA, 2016

4.3.5 Metodicky postup pro oSetfovani testovanych rostlin béhem vegetace

U kazdé pouzité testovaci metody byla zalozena kontrola: samotny indikéator
naroubovany nebo naockovany na podnoz. Porovnanim téchto rostlin s testovanymi
rostlinami byla 1épe hodnocena pfitomnost ptiznaki daného onemocnéni.

V piipadé metody ¢&islo 1 a 2 (Piilohy, Obr. 16) byl sefiznut indikator na 2-3 ocka,
umetody ¢islo 3 (Pfilohy, Obr. 17) byla semenna podnoz sefiznuta na ostro cca 3-5
mm mirn¢ Sikmo nad vrchnim o¢kem a nésledn¢ byla vyc€isténa podnoz od podrustajicich
vyhon.

Rostliny udrZzujeme a regulujeme pomoci letniho fezu tak, abychom co nejvice
podpofili bujny rist indikdtoru. Vylamujeme ocka rasici na podnoZzi. Vyhony z oc¢ek
(metoda ¢islo 2 a 3) aroubu (metoda ¢islo 3) testovanych rostlin nechavame rust
(podporuji proudéni mizy, kde se mliZze nachazet fytoplazma), ale zakracujeme je pomoci
letniho fezu asi na tfetinu.

Sledujeme a hodnotime piipadny vyskyt pfiznakd jiz od zacatku raSeni
Vv pravidelnych intervalech. Pro porovnani testovanych rostlin vyuzivame negativni
kontroly.

Obdobi pro vyhodnoceni zdravotniho stavu testované rostliny (testy provadéné
na poli) nesmi byt podle metodik EPPO kratsi nez dva roky. Vzhledem k omezené délce
obdobi provadéni studie pro diplomovou préci, ktera zfejmé neumozni u vSech metod
plné rozvinuti ptiznaki, byly rostliny indikdtori otestovany pomoci molekuldrnich
metod PCR (real-time PCR), které umozni zjistit koncentraci fytoplazmy v indikatoru
na zacatku vegetace.
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Testované rostliny je vhodné mit pod chemickou insekticidni clonou a je nutné
je péstovat tak, aby k nim nem¢l pfistup zadny hmyzi vektor (zasitovana vétraci okna,
pfipadn¢ zavéSeni zlutych lepovych desek, které mohou piilet mer monitorovat)
(SUCHA, osobni sdéleni, 2016).

4.4 QOvéreni pritomnosti fytoplazmy v testovanych rostlinaich pomoci
molekularni metody real-time PCR

V cCervnu 2015 byly otestovany matecné rostliny jabloni odrid, které byly vybrany
pro experiment. 8. 2. 2016 byly odebrany vzorky z testovanych rostlin zalozenych
metodou ¢islo 1, a to tak, ze byl odebran 1 vzorek z od kazdé odridy. 30. 3. 2016 byl
proveden odbér vzorku z vyhoni indikatoru Vf 'Golden Delicious', z kazdé varianty
kazdé odrady experimentu 4 vzorky.

Vzorky byly testovany na piitomnost fytoplazmy "Candidatus Phytoplasma mali’
pomoci metody real-time PCR. Jedna se o variantu metody PCR, ktera umoznuje zjistit
vychozi mnozstvi amplifikovaného fragmentu (templatu) ve vzorku relativné
- na zaklad¢ pomért koncentraci mezi riznymi vzorky, tj. 1x, 3x, 7.5x, anebo absolutné
- je stanovena piesna hodnota koncentrace templatu na zakladé znalosti koncentrace
standardu.

V prubéhu reakce je sledovan v realném c¢ase narast koncentrace produktu v Case
pomoci fluorescenénich latek/prob, které interaguji se vznikajicimi fragmenty. Reakce
probiha ve specialnim pfistroji (real-time cycler). Vysledkem sledovani je graf zmén
fluorescence v zavislosti na po¢tu amplifikacnich cykli, z né&jz lze hledané hodnoty
koncentraci vypocist (vypocteni provadi pfipojeny pocitac).

S realizaci reakce real-time PCR souvisi termin prah (threshold), coz je hodnota
fluorescence pozadi, kterou automaticky stanovuje ptistroj. Pokud fluorescence reakce
piesdhne tuto hodnotu, dochazi k amplifikaci produktu v reakci. Prah (threshold)
jevgrafu vzdy uvadén na ose ,y“. Termin (zkratka) Ct znamena cyklus
amplifikace, ve kterém hodnota fluorescence reakce piekona prahovou fluorescenci
(threshold). Je nepfimo imérna koncentraci templatu v reakci, proto plati nasledujici
pravidlo: ¢im mens$i Ct, tim vy$§i pocateéni mnozstvi amplifikované DNA. Cyklus

amplifikace Ct je vzdy v grafu uvadén na ose ,,x“ (Obr. 6) (LENZ, 2016).
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Obr. 6 Graf zmén fluorescence v zavislosti na po¢tu amplifika¢nich cykli, z néjz 1ze hledané hodnoty
koncentraci fytoplazem ve vzorcich vypo¢ist (pomoci pripojeného pocitace).
Zdroj: SUCHA, 2016

Celkovda DNA byla izolovana z lyka dvouletych vyhonl standartni metodou
vyuzivajici CTAB. Ve vzorcich byla provedena kvantifikace fytoplazmy pomoci real-
time PCR systému s vyuzitim Rotor — Gene Q (Ptilohy, Obr. 18), s vyuzitim Combi Taq
DNA polymerazy (Top-Bio) s dosud nepublikovanymi primery. Jako interni standard,
ke kterému byla spocitana relativni kvantita, byl pouzit chloroplastovy gen 16S rDNA.
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5. Vysledky

Ulelem experimentu realizovaného v ramci diplomové prace bylo nalézt
nejjednodussi a zaroven nejspolehlivéjsi  zplisob pienosu infekce fytoplazmou
(z infikovaného rostlinného materialu na zdravy testovany material) pii pouziti 3 riiznych
zpusobi testace rostlin. Pocet uspésnych infekci se odviji od pouzité techniky inokulace,
ale zaroven se muze vyrazné lisit v rdmci stejné odrudy.

Cilem experimentu byla optimalizace postupu detekovani fytoplazmy ‘Candidatus
Phytoplasma mali‘ pomoci dfevinnych indikatorti pro rutinni pouziti, jako alternativy

k molekularnim metodam, zaloZenym na principu real-time PCR.

5.1 Oznaceni rostlin
Testované odriidy jabloni maji v nékterych ptipadech nazvy slozené ze dvou slov,
a proto byly pro piehlednost uvadéni vysledkii oznaceny zkratkami, které jsou uvedeny

v nasledujici tabulce (Tab. 2).

Tab. 2 Zkratky pouzivané pro oznadeni celych nazvi odrid v priabéhu hodnoceni vysledki.

Cely nazev odriudy Zkratka
"Panenské ceské” PC
"Kanadska reneta’ KR

"Gascoigneho’ G
"Ribstonské
"Boskoopské”

Zdroj: archiv autora, 2016

5.2 Uspésnost inokulace

Ze 100 testovanych rostlin (50 testovanych rostlin u metody ¢islo 2
a 50 testovanych rostlin u metody ¢&islo 3), kde bylo provedeno o¢kovani (u metody
¢islo 2 bylo provedeno jednoduché ockovani a u metody ¢&islo 3 bylo provedeno
dvojité ockovani), u 21 rostlin inokulované ocko testované odrtidy nepftirostlo (odpadlo),
u 4 testovanych rostlin nevyrasilo o€ko indikatoru a u 70 testovanych rostlin nevyrasilo
ocko testované odridy. U odridy "Kanadska reneta” byl zaznamenan nejvyssi pocet
rostoucich oc€ek testované odridy (4 ocka). Naopak uodrid "Panenské ceské’

a 'Ribstonské” nevyrasilo ocko testované odrady ani jedno.
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V ptipad¢ metody ¢islo 1 a castetné metody <cislo 2, kde bylo pouzito
roubovani (u metody ¢islo 1 bylo provedeno dvojité roubovani u 50 testovanych
rostlin a u metody ¢islo 2 bylo provedeno jednoduché roubovani u 50 testovanych
rostlin), byla 100% uspésnost ujmuti roubti u vsech testovanych odrid.

Prehledny rozpis uspéSnosti ujmuti roubii a ocek a seznam pouzitych zkratek

ke kazdé testované odrudé (metoda ¢€islo 1, 2 a 3) je zapsan v Tab. 8 (Ptilohy).

5.3 Typické priznaky onemocnéni na drevinnych indikatorech pri pouziti
metody ¢islo 1

Na 34 testovanych rostlinach z celkového poctu 50 rostlin nebyly detekovany zadné
typické ptiznaky proliferace (Pfilohy, Tab. 9, Tab. 10, Tab. 11, Tab. 12, Tab. 13). Jako
podezielé na typické ptiznaky proliferace byly detekovany 3 testované rostliny odrud
"Panenské Geské” (vzorek PC 1, PC 3) a 'Kanadska reneta’ (vzorek KR 2).
Na 28 testovanych rostlinach vSech odrud z celkového poctu 50 rostlin, byl prokazan
vyskyt mSice, z toho ve 13 pfipadech extrémnég, coz mohlo zptsobit jejich zakrsly rist.
Zakrsly rust je jednim z ptiznakt proliferace, ale v tomto ptipadé nelze jednoznaéné urcit,
zda byl zptisoben chorobou nebo napadenim msicemi. Rostlina odridy "Panenské ceské’
(vzorek PC 2) méla barevné zmény na listech (chlorotizace), rostliny odridy
'Ribstonské” (vzorky R 5 a R 8) uhynuly.

Na jednotlivych testovanych odridach nebyly typické piiznaky onemocnéni
detekovany u 7 rostlin odridy "Panenské ¢eské’, u 9 rostlin odriidy 'Kanadské reneta”
a shodné u 6 rostlin odriid "Gascoigneho’, 'Ribstonské” a "‘Boskoopské’. Msicemi byla
nejvice napadena odruda "Gascoigneho’, nejméné "Panenské ceské’. Uhynuly 2 rostliny
odrudy 'Ribstonské’, barevné zmény na listech (chlorotizace) vykazovala 1 rostlina

odriidy "Panenské Ceské'.

5.4 Typické priznaky onemocnéni na dievinnych indikatorech pri pouziti
metody ¢islo 2

Vysledky experimentu jsou uvedeny v Piilohach, Tab. 14, Tab. 15, Tab. 16, Tab. 17,
Tab. 18. Z celkového poctu 50 testovanych rostlin bylo 35 rostlin zcela bez typickych
pfiznakli, 20 rostlin bylo napadeno msSicemi. Podezieni na pfitomnost ptiznaki
proliferace bylo u 8 rostlin, u 4 rostlin odrid "Panenské éeské” (vzorek R-PC 8 aR-PC 9),
"Kanadska reneta” (vzorek R-KR 9) a 'Ribstonské” (vzorek R-R 4) se objevil zhustény
vrchol a zkracena internodia. Uhynuly 2 rostliny u odrid "Gascoigneho” (vzorek R-G 6)

a 'Ribstonské” (vzorek R-R 10). Zbyvajici testované rostliny mély zakrsly rist a vsechny
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byly poskozeny mSicemi.

V ptipad¢ odridy "Panenské Ceské” byl zjistén nejveétsi pocet rostlin s vizudlnimi
ptiznaky choroby (celkem 3 rostliny). U odridy "Kanadska reneta” byly zaznamenany
2 podeziclé rostliny a u odrud "Gascoigneho’, ‘Ribstonské’, "Boskoopské” byla nalezena
vzdy pouze 1 podeziela rostlina. Zakrsly rust vykazovalo 5 rostlin u odrid 'Panenské
eské” (vzorek R-PC 2), "Kanadska reneta” (R-KR 5 a R-KR 6), "Gascoigneho” (R-G 10)
a ‘Boskoopské” (R-B 7). Tyto rostliny byly zaroven napadeny msicemi. MSicemi bylo
napadeno celkem 30 testovanych rostlin, z toho 2 rostliny u odrady "Gascoigneho’

vwvr

napadenych rostlin).

5.5 Typické priznaky onemocnéni na drevinnych indikatorech pri pouziti
metody ¢islo 3

U metody ¢islo 3 bylo z celkového poctu 50 testovanych rostlin 20 rostlin
bez vizualnich piiznakt proliferace. Podezieni na pfitomnost piiznaku proliferace bylo
U 6 testovanych rostlin. Barevné zmény na listech (chlorotizaci) mély 2 rostliny.
Na celkem 21 rostlinach byl patrny zakrsly rust, zaroven vSechny rostliny byly napadeny
msicemi. U 2 rostlin odrid "Kanadska reneta” (vzorek S-KR 10) a "Boskoopské” (vzorek
S-B 2) byl ziejmy zhustény vrcholovy vyhon. U odriid "Panenské &eské” (vzorek S-PC
8), 'Ribstonské” (vzorek S-R 1) a 'Boskoopské” (vzorek S-B 1) nevyrasil vyhon
indikatorové rostliny.

U 7 testovanych rostlin odridy "Gascoigneho’ nebyly zadné vizualni piiznaky
proliferace, u odridy 'Ribstonské” jen u 2 rostlin. Ostatni rostliny této odridy byly
zakrslého rlstu nebo s podezienim na pfitomnost piiznakll proliferace. Vysledky

experimentu jsou uvedeny v Piilohach, Tab. 19, Tab. 20, Tab. 21, Tab. 22, Tab. 23.

5.6 Vysledky testovani pritomnosti fytoplazmy v pokusnych rostlinich pomoci
molekularnich metod

U odriidy "Panenské Ceské’, kde byla ocka ziskana z matecné rostliny, u které byla
laboratorné potvrzena pfitomnost fytoplazmy, nebyla u testovanych metod ¢islo 1 a 2
(byly odebrany 4 vzorky z kazdé metody, celkem 12 vzorkt) metodou real-time PCR
prokazana jeji pritomnost. U metody ¢€islo 3 byla prokazana v 1 piipadé, a to u odrady
"Panenské &eské” (vzorek S-PC 4) (Piilohy, Obr. 19). Pfitomnost fytoplazmového
onemocnéni u této testované rostliny dodatecné potvrzuje jeji zakrsly rust. Rostlina byla

navic poskozena msicemi (Tab. 3).
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Tab. 3 Srovnani vysledkii hodnoceni vyskytu fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali‘ pomoci
metody real-time PCR a biologického indexingu u odridy Panenské ¢eské’.

Visledk Vysledky Vysledky metody biologického
Odrida mitod gCR metody real- Metody indexingu - hodnoceni piiznaki
"Panenské Ceské” | y time PCR inokulace | u jednotlivych testovanych
(hodnota Ct) 2 rostlin
matecna rostlina + -
roubovanec unor | - -
vzorek PC 2 - - zakrsla, poskozend msicemi
vzorek P? 3 - - metoda 1 bez piiznaki, poskozend msicemi
vzorek PC 5 - - podezield, zakrsly rist
vzorek PC 9 - - bez piiznakt, poskozena msicemi
vzorek R-PC 1 - - bez piiznaki
vzorek R-PC 3 - - bez piiznaki, poskozend msicemi
- metoda 2
vzorek R-PC 5 - - bez piiznaki, poskozend mSicemi
vzorek R-PC 7 - - zakrsla, poskozena msicemi
vzorek S-PC 1 - - podeziela, chlorotizace
vzorek S-PC 4 + 34,96 zakrsla, poskozend mSicemi
< metoda 3
vzorek S-PC 6 - - bez piiznaki
vzorek S-PC 9 - - podeziela, chlorotizace

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: 1) (+) mira koncentrace fytoplazmy v rostliné; (-) nepFitomnost fytoplazmy v rostliné

vvvvvvvvvv

Testované rostliny odriady ‘Boskoopské” byly inokulovany ockovacim materialem,
ktery byl ziskdn z mate¢né rostliny pozitivni na pfitomnost proliferace. U odebranych
vzorkd (byly odebrany 4 vzorky z kazdé metody, celkem 12 vzorku) byla prokazana
ptitomnost fytoplazmy u metody ¢&islo 1 (vzorek B 10) a metody ¢islo 2 (vzorek
R-B 3). Tyto testované rostliny nevykazovaly typické ptfiznaky tohoto onemocnéni.
U testované rostliny (vzorek R-B 3) (Ptilohy, Obr. 20) je také zajimavy fakt, Ze doslo
K ptenosu fytoplazmy i pfes nelspé$nost inokulace ocka testované odrudy (ocko
odpadlo).

U metody ¢islo 3 nebyla prokazana piitomnost proliferace u zadného odebraného
vzorku (Tab. 4). U testované rostliny (vzorek B 10), ktera byla inokulovana metodou
¢islo 1, byla zjisténa vysoka koncentrace fytoplazmy v tkani. Tato koncentrace byla

nejvyssi ze vSech testovanych rostlin (odrtd).
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Tab. 4 Srovnani vysledkii hodnoceni vyskytu fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali‘ pomoci
metody real-time PCR a biologického indexingu u odridy ‘Boskoopské'.

Vsledk Vysledky Vysledky metody biologického
Odruda mztod gCR metody real- Metody indexingu - hodnoceni priznaki
"Boskoopské” 1 y time PCR inokulace | u jednotlivych testovanych
(hodnota Ct) ? rostlin
matecna rostlina + -
roubovanec inor | + 34,14
vzorek B 2 - - zakrsla, poskozend msicemi
vzorek B 6 - - metoda 1 bez ptiznakd
vzorek B 9 - - bez ptiznakd
vzorek B 10 ++ 28,62 bez piiznaki
vzorek R-B 1 - - bez piiznaki, poskozend msicemi
vzorek R-B 3 PP 35,69 bez piiznaki
metoda 2
vzorek R-B 4 - - bez piiznaki
vzorek R-B 5 - - bez piiznaki, poskozend msicemi
vzorek S-B 3 - - bez piiznaki
vzorek S-B 5 - - metoda 3 bez piiznaki, poskozend msicemi
vzorek S-B 6 - - podezrela, poskozena msicemi
vzorek S-B 9 - - bez piiznaki

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: 1) (+) mira koncentrace fytoplazmy v rostling; (-) nepiitomnost fytoplazmy v rostliné

vvvvvvvvvv

podeziela

Pro inokulaci odridy 'Ribstonské” byly z matetské rostliny pouzity ocka a rouby
pozitivni na pfitomnost fytoplazmy. U metody ¢islo 1 (byly odebrany 4 vzorky
Z kazdé metody, celkem 12 vzorkl) byl vysledek laboratorné testovanych rostlin
pozitivni ve 2 ptipadech (vzorky R 4, R 10). Vzorek R 4 byl zakrslého vzristu (Ptilohy,
Obr. 21) byla zakrslého vzristu a poskozena msicemi. Oproti tomu vzorek R 10
nevykazoval Zadné typické pfiznaky onemocnéni.

U metody ¢islo 2 byly vSechny testované rostliny bez typickych ptiznaki
onemocnéni. Laboratorni testy neprokdzaly pfitomnost onemocnéni u Zadné z nich
(vzorky R-R 2, R-R 3, R-R 7, R-R 9). Testované rostliny, které byly inokulovany pomoci
metody ¢islo 3 byly ve 3 piipadech negativni. Rostlina (vzorek S-R 10),
ktera nevykazovala zadné typické piiznaky onemocnéni, byla pomoci metody real-time

PCR detekovana jako pozitivni (Tab. 5).
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Tab. 5 Srovnani vysledkit hodnoceni vyskytu fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali¢ pomoci
metody real-time PCR a biologického indexingu u odriidy "Ribstonské’.

Visledk Vysledky Vysledky metody biologického
Odrida mztod gCR metody real- Metody indexingu - hodnoceni priznaki
"Ribstonské” 1 y time PCR inokulace | u jednotlivych testovanych

(hodnota Ct) 2 rostlin
matecna rostlina + -
roubovanec unor | - -
vzorek R 2 - - zakrsly rust, poskozena msicemi
vzorek R 4 + 33,92 zakrsly rust, poSkozena mSicemi
metoda 1

vzorek R 9 - - bez ptiznakd
vzorek R 10 PP 36,19 bez piiznaki
vzorek R-R 2 - - bez piiznaki
vzorek R-R 3 - - metoda 2 bez piiznakt, poskozend msicemi
vzorek R-R 7 - - bez piiznaki
vzorek R-R 9 - - bez piiznaki, poskozend msicemi
vzorek S-R 2 - - zakrsly rust, poSkozena mSicemi
vzorek S-R 3 - - metoda 3 bez piiznaki, poskozend msicemi
vzorek S-R 7 - - zakrsly rust, poSkozena msicemi
vzorek S-R 10 + 34,92 bez piiznaki

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: 1) (+) mira koncentrace fytoplazmy v rostliné; (-) nepritomnost fytoplazmy v rostliné

vvvvvv

podeziela

Ze vzorkl odridy ‘Kanadské reneta” (byly odebrany 4 vzorky z kazdé metody,
celkem 12 vzorkd) u metody ¢€islo 1 ani 1 rostlina nevykazovala typické priznaky
onemocnéni. Zadna z nich nebyla pozitivni na zakladé metody real-time PCR. Pienos
nebyl prokazan ani u metody ¢islo 2, kde 3 rostliny byly bez viditelnych ptiznaki
onemocnéni a 1 rostlina byla poskozena msicemi a zakrslého rustu.

U metody ¢islo 3 byla 1 rostlina (vzorek S-KR 9) bezpiiznakova, 1 rostlina
(vzorek S-KR 3) (Ptilohy, Obr. 22) byla podeziela (zhustény vrchol) a 2 rostliny byly
zakrslého ristu a poskozené msicemi. Metoda real-time PCR neprokazala ptitomnost

patogenu u zadné z nich (Tab 6).
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Tab. 6 Srovnani vysledkii hodnoceni vyskytu fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali‘ pomoci
metody real-time PCR a biologického indexingu u odridy 'Kanadska reneta’.

o , Vysledky Vysledky metody biologického

F)druda . Vysledky metody real- Metody indexingu - hodnoceni priznaki
Kanadska metody PCR - - . - ,
reneta’ 1 time PCR inokulace | u Jec!notllvych testovanych
(hodnota Ct) ? rostlin

matefna rostlina + -
roubovanec inor | + 33,3
vzorek KR 1 - - bez ptiznakt, poskozend mSicemi
vzorek KR 5 - - metoda 1 bez ptiznakd
vzorek KR 7 - - bez piiznaki, poSkozend mSicemi
vzorek KR 9 - - bez piiznaki
vzorek R-KR 2 - - bez piiznaki
vzorek -KR 3 - - metoda 2 bez piiznaki
vzorek R-KR 6 - - zakrsly rust, poskozena msicemi
vzorek R-KR 8 - - bez piiznaki
vzorek S-KR 3 - - podezield, zhustény vrchol
vzorek S-KR 5 - - metoda 3 zakrsly rust, poSkozena msicemi
vzorek S-KR 8 - - zakrsly rust, poSkozena msicemi
vzorek S-KR 9 - - bez piiznaki

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: 1) (+) mira koncentrace fytoplazmy v rostliné; (-) nepritomnost fytoplazmy v rostliné

Stejné jako u predchézejicich odriid byla mate¢nd rostlina odriidy "Gascoigneho’
testovana na proliferaci, a to s pozitivnim vysledkem. U této odridy (byly odebrany
4 vzorky z kazdé metody, celkem 12 vzorkt) byla u vSech 3 metod prokazana piitomnost
patogenu, a to u celkem 6 testovanych rostlin.

Piitomnost fytoplazmy pomoci metody real-time PCR byla prokazana u metody
¢islo 1, kde testovana rostlina (vzorek G 5) (Ptilohy, Obr. 23) byla zcela bez typickych
ptiznaku proliferace, u metody ¢islo 2 byla 1 rostlina (vzorek R-G 8) bez typickych
ptiznakti onemocnéni a 1 rostlina (vzorek R-G 10) vykazovala zakrsly rust. Stejné
tak 1 rostlina (vzorek S-G 2) u metody ¢islo 3 byla zakrslého rustu a dalsi 2 rostliny
(vzorky S-G 3 a S-G 8) byly zcela bez ptiznakt. Tato odrida byla poskozena msicemi
(Tab. 7).
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Tab. 7 Srovnani vysledkii hodnoceni vyskytu fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali‘¢ pomoci
metody real-time PCR a biologického indexingu u odridy 'Gascoigneho'.

Visledk Vysledky Vysledky metody biologického
Odrida mztod gCR metody real- Metody indexingu - hodnoceni priznaki
"Gascoigneho” 1 y time PCR inokulace | u jednotlivych testovanych

(hodnota Ct) 2 rostlin
matecna rostlina + -
roubovanec uinor | + 34,24
vzorek G 10 - - bez piiznaki, poskozend msicemi
vzorek G 2 - - metoda 1 zakrsly ruist, poskozena msicemi
vzorek G 3 - - bez piiznaki, poSkozend msicemi
vzorek G 5 + 34,64 bez ptiznaki
vzorek R-G 5 - - bez piiznaki
vzorek R-G 8 PP 35,05 bez piiznaki, poskozend msicemi
metoda 2
vzorek R-G 9 - - bez piiznaki
vzorek R-G 10 + 34,42 zakrsly rust, po§kozena msicemi
vzorek S-G 2 + 33,68 zakrsly rist, poSkozena mSicemi
vzorek S-G 3 + 34,25 bez ptiznakt, poskozena msicemi
metoda 3

vzorek S-G 6 - - zakrsly rust, poskozena msicemi
vzorek S-G 8 PP 37,45 bez ptiznakt

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: 1) (+) mira koncentrace fytoplazmy v rostliné; (-) nepritomnost fytoplazmy v rostliné

vvvvvv

podeziela

Ze 60 odebranych vzorkd (ndhodny vybér) byla pomoci metody real-time PCR
prokazana ptitomnost patogenu ve 12 ptipadech (20 %). Z téchto 12 testovanych rostlin
bylo 6 rostlin odridy "Gascoigneho” (50%), tii rostliny odrudy 'Ribstonské” (25 %),
2 rostliny odridy ‘Boskoopské” (16,67 %) a 1 rostlina odrudy "Panenské ceské” (8,33 %).

Nejvetsi uspéSnost pienosu patogenu byla prokazana u odridy "Gascoigneho’,
a to zejména pomoci metody ¢islo 3, u které byly pozitivné vyhodnoceny 3 testované
vzorky ze 4 odebranych vzorkti. U metody ¢islo 2 byla fytoplazma pienesena
2 piipadech a u metody ¢€islo 1 v 1 ptipadé.

U odridy 'Ribstonské” se projevila nejvyssi uspésnost inokulace u metody
¢islo 1, zatimco u metody ¢islo 2 nebyl pienos dosud laboratornimi testy potvrzen.
U odridy ‘Kanadska reneta’” pifenos zatim nebyl potvrzen u zadné z metod. U odridy
"Boskoopské” se podafil potvrdit ptenos u 1 rostliny inokulované metodou ¢islo 1
a 1 rostliny inokolované metodou ¢islo 2. U odridy "Panenské ceské” se prokazal

ptenos u 1 rostliny inokulované metodou ¢islo 3.
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5.7 Porovnani jednotlivych metod

U metody ¢islo 1 ametody ¢islo 2 nedoslo k vyskytu ptiznaki u 34 respektive
35 testovanych rostlin, zatimco u metody ¢€islo 3 nebyly pfiznaky choroby patrny jen
u 20 rostlin (rostliny se jevily jako bezpiiznakové).

V ptipadé metody ¢€islo 2 bylo zjisténo nejvice podezielych testovanych rostlin
(celkem 8 testovanych rostlin), naopak u metody ¢islo 1 bylo zaznamenano nejméné
podezielych rostlin (celkem 4 testované rostliny). Zakrsly rust byl nej¢astéji zaznamenan
umetody ¢€islo 3 (21 testovanych rostlin), zatimco u metody ¢€islo 2 bylo nalezeno
pouze 5 zakrslych rostlin. U metody ¢&islo 1 byly testované rostliny extrémné
napadeny msicemi ve 13 piipadech, oproti tomu u metody ¢islo 2 jen v 8 ptipadech.

U odrudy "Panenské ¢eské” bylo vyhodnoceno 7 bezptiznakovych rostlin v ptipadé
metody ¢&islo 1, 6 bezpfiznakovych rostlin v piipadé metody <cislo 2
a jen 4 bezpiiznakové rostliny v ptipadé metody ¢islo 3. U metody ¢islo 3 bylo
extrémné napadeno msicemi 7 rostlin, u metody ¢islo 1 pouze 1 rostlina. Zhustény
vrchol vykazovaly 2 rostliny u metody ¢islo 2, chlorotizace byla zaznamenana
u 2 rostlin u metody ¢islo 3.

Zcela bezptiznakové se jevily testované rostliny odridy "Kanadskd reneta’
v 9 piipadech u metody ¢islo 1, v 6 ptipadech u metody ¢islo 2 a ve 3 ptipadech
umetody ¢islo 3. Msicemi byly nejvice napadeny rostliny u metody ¢islo 2
(v 6 ptipadech), nejméné u metody ¢islo 3 (ve 3 piipadech).

U odrady "Gascoigneho” u metody ¢€islo 1 neprojevovalo vibec zadné priznaky
proliferace 6 testovanych rostlin, u metody ¢islo 2 a 3 to bylo 7 testovanych rostlin.
| v porovnani s ostatnimi odridami byly testované rostliny odridy "Gascoigneho’
nejméné napadeny msSicemi. Zakrsly rist vykazovaly nejvice rostliny u metody
¢islo 1 (ve 4 piipadech), u metody ¢islo 2 to bylo jenv 1 piipadé. V piipadé metody
¢islo 2 uhynulo nejvice rostlin nebo nevyrasilo oc¢ko indikatorové odridy (shodné
1 rostlina).

U odridy ‘Ribstonské” nebyly patrny pfiznaky u metody €islo 1 v 6 piipadech,
umetody ¢islo 2 v 8 ptipadech a u metody ¢&islo 3 ve 2 pfipadech. Msicemi byly
napadeny nejvice rostliny u metody ¢&islo 2 (10 rostlin), u dané metody testované
rostliny také mély zakrsly rust (5 rostlin). V ptipadé metody ¢€islo 1 uhynuly 2 rostliny,
u metody ¢islo 2 uhynula 1 rostlina. U metody ¢islo 3 neuhynula zadna rostlina.

Zhustény vrchol se neobjevil u zadné testované rostliny této odrady. U 1 rostliny byla
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patrna chlorotizace lista.

Odrida 'Boskoopské” byla bezpiiznakova v 6 ptipadech u metody d&islo 1,
v 8 ptipadech u metody ¢islo 2 a ve 4 piipadech u metody ¢islo 3. MSicemi bylo
extrémn¢é napadeno 5 testovanych rostlin u metody ¢&islo 1, 1 testovana rostlina
umetody ¢islo 2 a7 testovanych rostlin u metody ¢islo 3. U metody ¢islo 3 byl
pozorovan na 1 rostlin¢ zhustény vrchol, 1 rostlina uhynula a na 1 rostliné nevyrasilo
oc¢ko indikatorové odrudy.

Na zakladé metody real-time PCR (celkem testovano 60 rostlin, od kazdé metody
20 rostlin) byl u metody ¢islo 1 prokazan pienos u 20 % testovanych rostlin (odruda
"Boskoopské” (vzorek B 10), odrida ‘Ribstonské” (vzorky R 4 a R 10) a odruda
umetody <¢islo 2, jednalo se o rostliny odrid "Boskoopské” (vzorek R-B 3)
a ‘Gascoigneho” (vzorky R-G 8 a R-G 10). Naopak nejvyssi procento ptenosu (25 %)
bylo zaznamenano u metody &islo 3, a to u odriad "Panenské ¢eské” (vzorek S-PC 4),
"Ribstonské” (vzorek S-R 10) a "Gascoigneho” (vzorky S-G 2, S-G 3 a S-G 8).
inokulace fytoplazmy byla metoda ¢islo 3, ato u 8,33 % testovanych rostlin. Metoda
¢islo 1 byla na zakladé experimenu vyhodnocena jako druha nejuspésnéjsi. Touto
metodou bylo inokulovano 6,67 % testovanych rostlin. Metodou ¢&islo 2 bylo
inokulovéano jen 5 % testovanych rostlin, coz bylo nejméné v ramci vSech pouzitych

metod.
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6. Diskuze

Pfedmétem diplomové prace byla optimalizace postupu detekovani fytoplazmy
’Candidatus fytoplasma mali’ pomoci dfevinnych indikatort jako alternativy
k molekularnim metodam (real-time PCR). V ramci zalozeného experimentu byly
na testovanych rostlinach riznych odrtd jabloni ("Panenské ceské’, "Kanadska reneta’,
"Gascoigneho’, 'Ribstonské” a 'Boskoopské”) porovnany 3 ruzné zpusoby pienosu
fytoplazmové infekce: metoda podvojného roubovani v zimé testované odrudy
a indikatoru na semena¢ (metoda ¢islo 1), metoda letniho ockovani testované odridy
na indikator roubovany v zim¢ v ruce na semena¢ (metoda ¢islo 2) a metoda dvojitého
letniho o¢kovani indikatoru a testované odridy na semena¢ (metoda ¢islo 3).

Vzhledem k casovému omezeni obdobi realizace této studie bylo zjiStovano,
zda pritomnost pfiznakl na testovanych rostlinach mize nastat jiz béhem raseni a kratce
po ném. Soucasné se hodnotila moznost detekovani fytoplazmy biologickym indexingem
v o¢ku letnim nebo zimnim roubu (vliv vné&jsich teplot a vegetaéni faze rostliny).

Podobné se problematikou pfenosu patogenu (fytoplazmy) u jabloni podrobnéji
zabyval SEIDL (1973), ktery zdtraznil, Ze na pfenos infekce mtize mit vliv vybér partie
(¢ast) rostliny rozmnozovaciho materidlu, termin odbéru ocek a roubti a termin
oc¢kovani.

Ve studii SEIDL (1973) byla vSechna ocka testovanych odrud odebrana z jabloni,
u kterych byla prokazana pfitomnost patogenu laboratornimi testy. Tento autor uvadi,
ze detekovatelnost fytoplazmy je ve zna¢né mife ovlivnéna vybérem partie (¢asti)
rostliny, ze které jsou ocko nebo roub odebrany. K zavéru dospél na zakladé
experimentu provedeného v roce 1966, kdy rozockoval silné¢ infikovany strom odridy
"‘Boskoopské ¢ervené’, kdy z 8 sousednich ocek téhoz letorostu pouze jediné infikovalo
podnoz.

Obdobné Vv predkladané diplomové praci byla u odridy 'Panenské ¢eské” pouzita
ocka z vyhonu, ktery vykazoval typické ptiznaky proliferace (Ptilohy, Obr. 7). Ocka této
odridy byla inokulovana na testované rostliny metoda ¢islo 2 a metodou ¢islo 3.
V pfipadé pouziti metody <&islo 2 nebyla prokazana piitomnost patogenu
ani u 1 tetované rostliny; u metody ¢islo 3 byl patogen detekovan u 1 testované
rostliny, a to jen diky laboratornim testim (real-time PCR), protoze ani tato 1 pozitivni
rostlina nevykazovala typické ptiznaky onemocnéni.

Déle je ve studii SEIDL (1973) uvedeno, Ze u testovanych rostlin, které¢ byly

49



inokulovany rouby odebranymi ve vegetaénim klidu, se pienos patogenu
nepodafilo prokazat. Pokud se jednd o ovlivnéni pfenosu choroby rizné terminovanym
odbérem infekéniho materidlu, tak tato prace potvrzuje hypotézu, ze koncentrace
patogenu v nadzemnich ¢astech rostlin je béhem vegetace vyssi oproti jeho koncentraci
v materialu odebraném v obdobi vegeta¢niho klidu. Pomoci metody real-time PCR bylo
(metoda dvojitého letniho o¢kovani indikatoru a testované odriidy na semenac). Ocka
byla odebrana pii teploté 20 °C, coz mohlo znacné ovlivnit UspéSnost této metody.
Metoda ¢islo 1, ktera byla zaméfena na inokulaci rostinného materidlu pomoci

SEIDL (1973) ve svych pracech dale uvadi, ze se fytoplazma v zimnich mésicich
stahuje do kotenil. Pro ucely této diplomové prace byl pouzit infek¢ni rostlinny material
(roub), ktery byl odebran v lednu, kdy se teplota vzduchu pohybovala kolem 4 °C. Proto
lze predpokladat, Zze koncentrace fytoplazmy v den odbéru infekéniho rostlinného
materidlu mohla byt vyssi, nez v jiném zimnim obdobi (diky extrémné nizkym teplotdm
V zimnim obdobi mlze roub obsahovat méné fytoplazmy nez letni ocko). Naopak
zde muze pusobit i fakt, ze roub infikované rostliny by mohl teoreticky obsahovat vétsi
mnozstvi fytoplazmy nez letni ocko odebrané za velmi vysokych teplot,
coz se V této diplomové praci nepotvrdilo, protoze jak jiz bylo v kapitole ¢. 4.3.2.
uvedeno, letni o¢ko infekéniho rostinného materialu bylo odebrano za teplot 20 °C. Proto
Ize konstatovat, ze vSe zavisi na teplotach vzduchu béhem odbéru vzorku.

Na ptenos choroby ockem muize mit znaény vliv také termin ockovani. SEIDL
(1973) ve svém pokusu provedl ockovani v druhé dekadé meésice Cervence, v prvni
dekad€ mésice srpna a v prvni dekddeé mésice zati. U 65,2 % ptipadi byl stupen pienosu
tim véEtsi, ¢im pozdé€ji bylo ockovani realizovano. Z provedenych pokusii nelze
jednoznaéné tuto hypotézu potvrdit, a to z toho ditvodu, ze inokulace byla realizovana
pouze Vv jediném terminu.

Kvantitu fytoplazmy pfi odbérech roubii ¢i ocek tedy vyznamné ovliviluji
tyto faktory: citlivost testované odrudy (Cim citlivejsi odrida, tim vyssi kvantita
fytoplazmy pfi odbéru), misto odbéru rozmnoZovaciho materidlu, termin odbéru
o¢ek a roubu a teplota pii odbéru ocek. Dalsi vyznamny faktor, ktery mél vliv na vyvoj
experimentu byl vyvoj teplot prFi péstovani inokulovanych experimentalnich

rostlin. V roce 2015 byly naméteny nadprimérné vysoké dlouhotrvajici teploty béhem
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1éta 1 podzimu, pfiCemz tyto vysoké teploty mohly mit za nasledek snizeni (omezeni)
tendence mnozeni fytoplazmy v pletivech.

V letech 20012004 byla ve VSUO Holovousy s. I. 0. provadéna studie,
jejiz vysledky prokazaly pomoci molekularnich metod PCR a RFLP ptitomnost
fytoplazmy v 1ykové Casti kofent po cely rok, pii¢emz prumérnym vzorkem byly 4 fizky
odebrané po celém obvodu kofenového systému. Jako nejvhodnéj$i primérny vzorek
pro spolehlivou detekci z nadzemnich ¢asti se jevilo lyko 4 roubti dvouletého dieva
odebiranych bud’ ze symptomatické ¢asti rostliny a nebo ze spodni ¢i stfedni partie
koruny. Béhem teplych letnich mésict byla fytoplazma v nadzemnich Castech huie
detekovatelna (Kucerova et al., 2005).

Podobny zavér byl potvrzen béhem vyzkumu provadéného v roce 2014, kdy bylo
zjisténo, ze koncentrace fytoplazmy v nadzemnich ¢astech infikované rostliny ‘Golden
Delicius” byla niz8i ve vzorcich odebranych béhem kvétna a dalSich letnich mésict,
kdy byly zaznamenany dlouhodobé vysoké teploty vzduchu. Oproti tomu kvantita
fytoplazmy ve vzorcich odebranych v mésici bfeznu vykazovala vys$$i hodnoty
(CHRISTEN et al., 2016).

Diky vyuziti laboratornich metod real-time PCR bylo zjisténo, ze morfologické
zmény, zaznamenané na vyhonech idikatoru Vf "Golden Delicious” po naraseni ziejmé
nebyly typické piiznaky ptitomnosti fytoplazmy. I kdyz byla ptitomnost fytoplazmy
v nékterych rostlinach potvrzena, jeji koncentrace byla velice nizka. Rostliny, jejichz
vzorky vykazovaly negativni reakci mohou pfesto cCastice fytoplazmy obsahovat,
ato v jinych castech rostliny, nez ze kterych byly vzorky odebirany, nicméné ve velmi
nizké koncentraci.

BARIC et al. (2011) s vyuzitim metody Taq real-time PCR potvrdili, Ze exprese
symptomid v nadzemnich ¢astech vznika az pii uréittm mnozstvi ‘Candidatus
Phytoplasma mali v rostlinné tkani. Tyto vysledky poukazuji na skutecnost, Ze obdobi
trvani experimentu nezajistilo potfebné namnozeni fytoplazmy v pletivech tak,
aby se projevily pfiznaky. Timto byla potvrzena hypotéza, ze testovani pritomnosti
fytoplazmy pomoci kratkodobych sklenikovych testt, které se provadéji napt. u virovych
patogent jablon¢ (OEPP/EPPO, 2001), neni spolehlivé a doporucuje se pozorovat
testovaci rostliny minimalné dvé vegetacni obdobi, pokud moZno v podminkach,

kde Ize zabranit extrémné vysokym teplotam (napf. polni testy, skleniky s moznosti fizeni

teploty).
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7. Zavér

Predmétem diplomové prace byla optimalizace postupu detekovani fytoplazmy
‘Candidatus Phytoplasma mali‘ pomoci dfevinnych indikatort jako alternativy
k molekularnim metodam (real-time PCR). V ramci zalozeného experimentu byly
na testovanych rostlinach riiznych odrtd jabloni ("Panenské ceské’, "Kanadska reneta’,
"Gascoigneho’, 'Ribstonské” a 'Boskoopské”) porovnany 3 ruzné zpusoby pienosu
fytoplazmové infekce: metoda podvojného roubovani v zimé testované odrudy
a indikatoru na semena¢ (metoda ¢islo 1), metoda letniho ockovani testované odrudy
na indikator roubovany v zim¢ v ruce na semena¢ (metoda ¢islo 2) a metoda dvojitého
letniho o¢kovani indikatoru a testované odridy na semena¢ (metoda ¢islo 3).

Experiment trval 10 mésicti. Béhem pozorovani se na indikatoru neprojevily typické
ptiznaky choroby ani u jedné rostliny v zadné varianté. Ve 12 indikatorovych rostlinach
byla potvrzena ptitomnost fytoplazmy pomoci metody real-time PCR, nejvice
Vv rostlindch, na kterych byla testovana odrida "Gascoigneho” a které byly zaloZeny
metodou dvojitého letniho ockovani indikatoru a testované odridy na semenac (metoda
¢islo 3). Ze ziskanych vysledkt Ize odvodit, ze nejuspésnéjsi inokulaci indikatoru béhem
experimentu zajistila metoda ¢islo 3.

Neptitomnost typickych piiznaki a nizkd koncentrace fytoplazmy v pozitivnich
vzorcich potvrzuje, Ze biologické testovani pfitomnosti fytoplazmy pomoci kratkodobych
sklenikovych testl neni spolehlivé a doporucuje se pozorovat testované rostliny
minimalné dvé vegetacni obdobi, pokud mozno v podminkach, kde 1ze zabranit extrémné
vysokym teplotdm (napft. polni testy, skleniky s moZznosti fizeni teploty).

Vzhledem ke skutecnosti, Zze obdobi realizace této studie nebylo dostatecné dlouhé
pro ziskani kone¢ného hodnoceni zdravotniho stavu testovanych rostlin (tj. pfitomnosti
fytoplazmy v rostlinach), bude nutné rostliny 1 nadale sledovat. Z toho diivodu budou
kone¢né vysledky k dispozici na konci piistiho vegetacniho obdobi (podzim 2017),
které nicméné jiz presahuje Casovy ramec stanoveny pro uskutecnéni pokusu predkladané

diplomové préce.
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8. Souhrn a Resume

Diplomova prace se zabyvala optimalizaci postupu detekce fytoplazmy *Candidatus
Phytoplasma mali’ pomoci dievinného indikatoru ‘Golden Delicious” ve sklenikovych
podminkach jako alternativy testovani pfitomnosti fytoplazmy biologickym indexingem
vV podminkéch polnich. Ke kontrole pfitomnosti fytoplazmy v pokusnych rostlinach byla
béhem prace vyuzita molekuldrni metoda real-time PCR. Pokus byl =zalozen
na demonstraéni plose Ustavu §lechténi a mnoZzeni zahradnickych rostlin v arealu
Mendelovy univerzity v Brné.

Byly porovnany 3 metody ptenosu fytoplazmy: metoda podvojného roubovani
testované odridy a indikatoru na semena¢ v obdobi vegeta¢niho klidu, metoda letniho
ockovani testované¢ odridy na indikdtor roubovany v obdobi vegetacniho klidu
na semend¢ a metoda dvojitého letniho ockovani indikatoru a testované odriady
na semend¢. Na dfevinném indikatoru 'Golden Delicious” byly testovany odridy
"Panenské Ceské’, 'Kanadska reneta’, "Gascoigneho’, 'Ribstonské” a "Boskoopské’
od kazdé odrudy 10 rostlin. Experiment trval 10 mésica.

Vizualni kontrolou pfitomnosti symptomu bylo hodnoceno celkem 150 testovanych
rostlin. Béhem hodnoceni testli nebyly ani na jedné testované rostliné monitorovany
specifické symptomy fytoplazmové proliferace jablon¢. Pfitomnost ‘Candidatus
Phytoplasma mali‘ byla ovéfena metodou real-time PCR na 60 testovanych
(indikatorovych) rostlinach. Infekce patogenem byla potvrzena ve 12 indikatorovych
rostlinach. Zjisténé kvantity fytoplazmy v pletivech vSak dosahovaly velmi nizkeé
hodnoty. Nejvyssi pocet infikovanych rostlin vykazovaly testy odridy "Gascoigneho”,
zalozené metodou dvojitého letniho ockovani indikatoru a testované odriidy na semenac.
Tato metoda zajistila nejuspeésnéjsi inokulaci indikatoru fytoplazmou.

Na zaklad¢ vysledkt ziskanych béhem provadéné studie lze tvrdit, Ze biologické
testovani pritomnosti fytoplazmy pomoci kratkodobych sklenikovych testi neni
spolehlivé. Zarovenn je doporuceno testovani pomoci indikatoru "Golden Delicious’
realizovat po dobu minimalné dvou vegetacnich obdobi, jak je tomu u polnich testt.
Vzhledem Kktomu, Zze béhem c¢asové omezeného obdobi realizace experimentu
Vv této diplomové praci bylo zjisténo, Ze nedoslo k dostatecnému namnozeni fytoplazmy
Vv rostlinach, budou vypovidajici vysledky porovnani metod inokulace indikatorovych

rostlin k dispozici na konci podzimu 2017.
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Klicova slova: ‘Candidatus phytoplasma mali‘, fytoplazma proliferace jablong,

biologické testovani, real-time PCR, indikator, jabloné

A subject of the diploma thesis was the optimization of a procedure of detecting
a phytoplasma ‘Candidatus Phytoplasma mali‘ using woody indicator “Golden Delicious”
in greenhouse conditions as an alternative method to the phytoplasma presence testing
by biological indexing in field conditions. To control the presence of phytoplasma
in the experimental plants, molecular method of real-time PCR was used. The experiment
was set up on the demonstration area of the Department of Breeding and Propagation
of Horticultural Plants in the grounds of Mendel University in Brno.

Three different ways of transferring of the phytoplasma infection were compared:
method of parallel grafting of the tested variety and of the indicator on the seedling
in the period of dormancy (method number 1), method of summer budding
of the tested variety on indicator grafted on the seedling in the period of dormancy
(method number 2), and method of double summer budding of the indicator
and of the tested variety on the seedling (method number 3). On a woody indicator
"Golden Delicious’, varieties "Virgin Czech’, "Canadian rennet’, ‘Gascoigne’, 'Ribston’
and ‘Boskoop” were tested, 10 plants of each variety. The experiment lasted 10 months.

A total of 150 tested plants were assessed by a visual inspection of the symptoms
presence. During the monitoring period, none of the tested plants showed typical
symptoms of the apple proliferation. Presence of the ‘Candidatus Phytoplasma mali© was
verified using real-time PCR method in 60 tested (indicator) plants. The infection was
confirmed in 12 of the indicator plants. The detected quantities of the phytoplasma
in the tissues however reached very low values. The highest number of the infected plants
was found in tests of the Gascoigne variety, established by the method of double summer
budding of the indicator and of the tested variety on the seedling (method number 3).
This method provided the most successful inoculation of the indicator
by the phytoplasma.

Based on the results obtained during the presented study, it can be declared
that biological testing of the phytoplasma presence using short-term greenhouse tests
isnot reliable. When wusing testing with the indicator ‘Golden Delicious’,

it isrecommended to realize the experiments for at least two growing seasons,
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as itis in the field tests. Due to the fact that during the time-limited realization period
of the experiment in this study it was found that the phytoplasma was not sufficiently
propagated, the final results of the comparison of the indicator plants inoculation methods

will be available at the end of autumn of 2017.

Keywords: ‘Candidatus Phytoplasma mali‘, apple proliferation phytoplasma, biological
testing, real-time PCR, indicator, apples
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10. Seznam pouzitych zkratek
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NDR
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0]
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PD

PP

apple proliferation, fytoplazma proliferace jabloné

cetyl trimethylammonium bromide, cetyltrimethylamoniumbromid
Ceska republika

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

dvojité ockovani

dvojité roubovani

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

European and Mediterranean Plant Protection Organization, Evropska
a Stfedozemni organizace ochrany rostlin

jednoduché oc¢kovani

jednoduché roubovani

kofenova metoda

Némecka demokraticka republika

Nested Polymerase Chain Reaction

ocko

Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce

pear decline, chfadnuti hrusné

potencionalné podeziela

real-time PCR real-time  Polymerase = Chain  Reaction,  kvantitativni

RFLP

RI
SScP
SRN
SRS
T1

T2

TR
UKzUZ
i

vSUO

polymerazova fetézova reakce

restriction fragment length polymorphism, polymorfismus délky
restrikénich fragmenti

indikatorovy roub

Single strand conformation polymorphism

Spolkova republika Némecko

Statni rostlinolékatska sprava (State Phytosanitary Administration)
ter¢ik kliry na semena¢

terCik kiiry na starsi strom

testovana rostlina

Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky

virus free

Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnarsky Holovousy
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Obr. 7 Metlovité vyhony na odridé "Panenské ¢eské’.
Zdroj: archiv autora, 2015

Obr. 8 Priznaky fytoplazmové proliferace jabloné na dvouletém indikatoru ‘Golden Delicius’.
Zdroj: SUCHA, 2016



Obr. 9 ZvétSené palisty na odridé "Golden Delicious’.
Zdroj: archiv autora, 2013

Obr. 10 Pozdni kveteni jako pFiznak proliferace jabloné.
Zdroj: archiv autora, 2013



Obr. 11 Experimentalni plocha — venkovni prostory.
Zdroj: archiv autora, 2015
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Obr. 12 Experimentalni plocha — sklenik (jabloné po
Zdroj: archiv autora, 2015

Fezu).




Obr. 13 Klasické o¢kovani zpisobem T-Fezem provedené na odridé 'Ribstonské’.
Zdroj: archiv autora, 2015

Obr. 14 Forkertovo ofkovani provedeno na odridé "Kanadska reneta’.
Zdroj: archiv autora, 2015
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Obr. 15 Roubovani anglickou kopulaci na odradé "Panenské ¢eské’.
Zdroj: archiv autora, 2015

Obr. 16 Rez u metody &islo 2 provedeny na odriidé 'Ribstonské” (vzorek R-R 1).
Zdroj: archiv autora, 2016



Obr. 17 Rez u metody ¢&islo 3 provedeny na odridé "Boskoopské” (vzorek S-B 1).
Zdroj: archiv autora, 2016

Obr. 18 Pristroj Rotor —Gene Q.
Zdroj: SUCHA, 2016



Obr. 19 Testovana rostlina "Panenské eské” (vzorek S-PC 4).
Zdroj: archiv autora, 2016

Ob. 20 Tetované rostlina "Boskoopské” (vzorek R-B 3).
Zdroj: archiv autora, 2016



Obr. 21 Testovana rostlina "Ribstonské” (vzorek R 4).
Zdroj: archiv autora, 2016

Obr. 22 Testovana rostlina "Kanadska reneta” (vzorek S-KR 3).
Zdroj: archiv autora, 2016



Obr. 23 Testovana rostlina "Gascoigneho” (vzorek G 5).
Zdroj: archiv autora, 2016



Tab. 8 Uspésnost roubovani a o¢kovani u jednotlivych odriid a pouZité zkratky u jednotlivych odriid a metod.

metoda 1 metoda 2 metoda 3

. Roub Roub Pouzita | Roub O¢ko Pouzita | O¢ko O¢ko Pouzita

Qdruda indikatoru | testované | zkratka | indikatoru | testované | zkratka | indikatoru | testované zkratka
odrady odridy odridy

"Panenské Seské’ + + PC 1 + 0 RPC1 |+ 0 S-PC 1
"Panenské Seské’ + + PC2 + - RPC2 |+ - S-PC2
"Panenské Ceské” + + PC3 + - R-PC 3 + - S-PC 3
"Panenské Seské’ + + PC4 + 0 RPC4 |+ - S-PC 4
"Panenské &eské’ + + PC5 + - RPC5 |+ - S-PC5
"Panenské Ceské” + + PC 6 + 0 R-PC 6 + 0 S-PC 6
"Panenské Seské’ + + PC7 + - RPC7 |+ - S-PC7
"Panenské Ceské” + + PC 8 + - R-PC 8 - - S-PC 8
"Panenské Ceské” + + PC9 + - R-PC 9 + - S-PC 9




Pokradovani Tab 8.

metoda 1 metoda 2 metoda 3
Odriida Roub Roub Pouzita | Roub Oc¢ko Pouzita | Ocko Oc¢ko Pouzita
- indikator | testované | zkratka | indikdtoru | testované | zkratka | indikatoru | testované zkratka

u odriady odridy odridy
"Panenské Ceské” 10 + + PC 10 + - RPC10 |+ - S-PC 10
"Kanadska reneta’ 1 + + KR 1 + - R-KR 1 + - S-KR 1
‘Kanadska reneta’ 2 + + KR 2 + o] R-KR 2 + - S-KR 2
"Kanadska reneta” 3 + + KR 3 + - R-KR 3 + - S-KR 3
"Kanadska reneta’” 4 + + KR 4 + 0 R-KR 4 + + S-KR 4
"Kanadska reneta’ 5 + + KR 5 + - R-KR 5 + - S-KR 5
"Kanadska reneta’ 6 + + KR 6 + - R-KR 6 + - S-KR 6
"Kanadska reneta’ 7 + + KR 7 + - R-KR 7 + + S-KR7
"Kanadska reneta” 8 + + KR 8 + - R-KR 8 + - S-KR 8




Pokradovani Tab 8.

metoda 1 metoda 2 metoda 3
Odriida Roub Roub Pouzita | Roub Oc¢ko Pouzita | Ocko Oc¢ko Pouzita
- indikatoru | testované | zkratka | indikatoru | testované | zkratka | indikatoru | testované | zkratka
odrady odrady odridy

"Kanadska reneta” 9 + + KR 9 + - R-KR 9 + + S-KR 9
"Kanadska reneta” 10 + + KR 10 + - R-KR10 | + + S-KR 10
"Gascoigneho” 1 + + G1 + 0 R-G1 + - S-G1
"Gascoigneho” 2 + + G2 + - R-G 2 + + S-G?2
"Gascoigneho” 3 + + G3 + 0 R-G3 + - S-G3
"Gascoigneho” 4 + + G4 + 0 R-G 4 + - S-G4
"Gascoigneho” 5 + + G5 + - R-G5 + - S-G5
"Gascoigneho” 6 + + G6 + 0 R-G 6 + 0 S-G6
"Gascoigneho” 7 + + G7 + - R-G7 + - S-G7




Pokradovani Tab 8.

metoda 1 metoda 2 metoda 3
Odriida Roub Roub Pouzita | Roub Oc¢ko Pouzita | Ocko Oc¢ko Pouzita

indikatoru | testované | zkratka | indikdtoru | testované | zkratka | indikatoru | testované | zkratka

odridy odridy odridy

"Gascoigneho” 8 + + G8 + - R-G 8 + - S-G8
"Gascoigneho” 9 + + G9 + - R-G9 + - S-G9
"Gascoigneho” 10 + + G 10 + - R-G 10 + - S-G 10
"Ribstonské” 1 + + R1 + 0 R-R1 - - S-R1
"Ribstonské” 2 + + R2 + 0 R-R 2 + - S-R2
"Ribstonské” 3 + + R3 + - R-R 3 + - S-R3
"Ribstonské” 4 + + R4 + - R-R 4 + - S-R4
"Ribstonské” 5 + + R5 + 0 R-R5 + - S-R5
"Ribstonské” 6 + + R6 + - R-R 6 + - S-R6
"Ribstonské” 7 + + R7 + - R-R7 + - S-R7




Pokraédovani Tab 8.

metoda 1 metoda 2 metoda 3
Odriida Roub Roub Pouzita | Roub Oc¢ko Pouzita | Ocko Ocko Pouzita
- indikatoru | testované | zkratka | indikatoru | testované | zkratka | indikatoru | testované | zkratka
odriady odriady odridy

"Ribstonské” 8 + + R8 + - R-R 8 + - S-R8
"Ribstonské” 9 + + R9 + - R-R9 + 0 S-R9
"Ribstonské” 10 + + R 10 + 0 R-R 10 + - S-R10
‘Boskoopské” 1 + + B1 + - R-B1 - - S-B1
"Boskoopské” 2 + + B2 + 0 R-B 2 + + S-B2
"Boskoopské” 3 + + B3 + 0 R-B 3 + + S-B3
‘Boskoopské” 4 + + B4 + - R-B 4 + - S-B4
"Boskoopské” 5 + + B5 + - R-B5 + - S-B5
"Boskoopské” 6 + + B6 + - R-B 6 - - S-B6
"Boskoopské” 7 + + B7 + + R-B7 + - S-B7




Pokraédovani Tab 8.

metoda 1 metoda 2 metoda 3

Odriid Roub Roub Pouzita | Roub Ocko Pouzitai | Ocko Oc¢ko PouZita
rida
indikatoru | testované zkratka | indikatoru | testované zkratka | indikatoru | testované zkratka
odrady odrady odrady

"Boskoopské” 8 + + B8 + 0 R-B 8 + - S-B8
"Boskoopské” 9 + + B9 + + R-B9 + - S-B9
"Boskoopské” 10 + + B 10 + 0 R-B 10 + - S-B10

Zdroj: archiv autora, 2016

Vysvétlivky: + ofko vyrasilo, - o¢ko nevyrasilo, o o¢ko neprirostlo




Tab. 9 P¥iznaky proliferace u odriidy "Panenské &eské” (vzorek PC, metoda &islo 1).

Odriida "Panenské ¢eské’(metoda ¢islo 1)

Priznaky 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
bez ptiznakt I T
Podeziela N R I T IO I IR
zakrsly rust + |+ |- |- |+ |- ]- |- |- |-

extrémné poskozend msicemi + |- |- |- - |- - - |- -

poskozend mSicemi - + |+ |- - - + |- - -

zhustény vrchol e e e e e e

chlorotizace - + |- - - - - - - -

uhynula

rasi podnoz - - - - - - - - - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi piiznaky, - bez typickych piiznaki

Tab. 10 Pf¥iznaky proliferace u odriudy 'Kanadska reneta’ (vzorek KR, metoda ¢islo 1).

Odrida ‘Kanadska reneta’(metoda ¢islo 1)

Piiznaky 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
bez ptiznakl - + |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+
podeziela + |- |- |- - |- - - |- -
zakrsly rust e e e

extrémné poskozend msicemi + |- |- |- - |- - - |- -

poskozena mSicemi - + |- - - - + |+ |- +

zhustény vrchol e e e e e

chlorotizace - - - - - - - - _ R

uhynula

rasi podnoz N - |- - - |- -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi pFriznaky, - bez typickych priznaku



Tab. 11 Ptiznaky proliferace u odridy "Gascoigneho” (vzorek G, metoda ¢islo 1).

Odriida "Gascoigneho” (metoda ¢islo 1)

Piiznaky 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
bez ptiznaka - - + |+ |+ |- + |+ |- +
podeziela - - - - - - - - - -
zakrsly rist + |+ |- - - + | - - + |-
extrémné poskozend msicemi + |+ |- - - - - + |+ |-
poskozena mSicemi - - + |- + |+ |+ |- - +

zhustény vrchol e T e e

chlorotizace - - - - - - - - - -

uhynula

rasi podnoz - - - - - - - - - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi pFiznaky, - bez typickych piiznaka

Tab. 12 P¥iznaky proliferace u odridy ‘Ribstonské” (vzorek R, metoda ¢islo 1).

Odrida 'Ribstonské” (metoda ¢islo 1)

Priznaky 1 (2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
bez ptiznakl + |- |+ |- -+ |+ |- + |+
podeziela - - |- - - |- - |- - -
zakrsly rust I N I I IR U (U (R
extrémné poskozend msicemi - + |- + |- |- - |- - -
poskozena msicemi + |- + |- - - + |- - -

zhustény vrchol e e e e

chlorotizace - - - - - - - - _ R

uhynula I I I I i I I R

rasi podnoz - - |- - - |- - |- - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi priznaky, - bez typickych priznaka



Tab. 13 P¥iznaky proliferace u odridy ‘Boskoopské * (vzorek B, metoda ¢islo 1).

Odrida "‘Boskoopské” (metoda ¢islo 1)

Priznaky 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
bez ptiznakt + |- |+ |- -+ |- + |+ [+
podeziela - - -] - |- - - |- -
zakrsly rust S S R S A I I B
extrémné poSkozend msicemi | - + |+ |+ |+ |- + |- |- -

poskozend mSicemi - - - - - - - - - -

zhustény vrchol e e e e e e

chlorotizace - - - - - - - - - -

uhynula

rasi podnoz - - - - - - - - - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi pFriznaky, - bez typickych priznaku

Tab. 14 P¥iznaky proliferace u odriidy "Panenské &eské” (vzorek R-PC, metoda &islo 2).

Odrida 'Panenské ¢eské” (metoda ¢islo 2)
Piiznaky 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
bez ptiznakl + |+ |+ |+ |+ |+ |- - |- -
podeziela e - |- - + |+ |+
zakrsly rist - - - - - - + | - _ _
extrémné poskozend msicemi | - |- |- |- - |- + |- |- -
poskozena mSicemi - + |+ |+ |+ |- - + |+ |+
zhustény vrchol e e e e e A
chlorotizace N - |- - - I+ |-
uhynula - e - - - - - - -
rasi podnoz N - |- - - |- -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi pFriznaky, - bez typickych priznaku



Tab. 15 Pi#iznaky proliferace u odridy ‘Kanadska reneta” (vzorek R-KR, metoda ¢islo 2).

Odriida 'Kanadska reneta” (metoda ¢islo 2)

Piiznaky 112 |3 |4 |5 |6 (7 |8 |9 |10

bez ptiznaka - + |+ |+ |- |- + |+ |- +

podeziela + |- - - - - - - + | -

zakrsly rust S T S SR I I S AP I

extrémné poskozend msicemi - - |- - + |- - |- - -

poskozend msicemi S I R I S R I R R I I

zhustény vrchol e e e T

chlorotizace - - - - - - - - - -

uhynula

rasi podnoz - - - - - - - - - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi priznaky, - bez typickych priznaka

Tab. 16 P¥iznaky proliferace u odridy "Gascoigneho” (vzorek R-G, metoda ¢islo 2).

Odrida "Gascoigneho” (metoda ¢islo 2)

Priznaky 1 (2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
bez ptiznaka SIS I S B S T B S A S N
podeziela + |- |- - - |- - |- - -
zakrsly rust - - |- - - |- - |- - +
extrémné poskozend msicemi - + |- - -+ |-+ |- +
poskozena msicemi + |- - - - - + |- - -

zhustény vrchol e e e e

chlorotizace - - - - - - - - _ R

uhynula T

rasi podnoz - - |- + |- |- - |- - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi priznaky, - bez typickych priznaka



Tab. 17 P¥iznaky proliferace u odridy ‘Ribstonské” (vzorek R-R, metoda ¢islo 2).

Odriida ‘Ribstonské” (metoda ¢islo 2)

Priznaky 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
bez ptiznakt + |+ |+ |- + |+ |+ |+ |+ |-
podeziela - - - + |- |- - - |- -
zakrsly rust e e e e e

extrémné poskozend msicemi + |- |- |- - |- - - |- -

poskozend mSicemi - - + |+ |+ |+ |- + |+ |-

zhustény vrchol B e T e e e T I I

chlorotizace - - - - - - - - - -

uhynula N R T R I

rasi podnoz - - - - - - - - - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi pFriznaky, - bez typickych priznaku

Tab. 18 Pfiznaky proliferace u odrudy ‘Boskoopské” (vzorek B-R, metoda ¢islo 2).

Odrida ‘Boskoopské” (metoda Cislo 2)

Piiznaky 112 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
bez ptiznakl + |+ |+ |+ |+ |- - + |+ |+
podeziela - - -] -+ |- - |- -
zakrsly rist - - - - - - + | - _ _
extrémné poskozend msicemi | - |- |- |- - |- + |- |- -
poskozena mSicemi + | - - - + |+ |- + | - +

zhustény vrchol e e e e e

chlorotizace - - - - - - - - _ R

uhynula

rasi podnoz N - |- - - |- -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi pFriznaky, - bez typickych priznaku



Tab. 19 P¥iznaky proliferace u odriidy "Panenské &eské” (vzorek S-PC, metoda &islo 3).

Odriida "Panenské ¢eské” (metoda ¢islo 3)

Piiznaky 112 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
bez ptiznaka - + |+ |- + |- - |- - +
podeziela + |- - - - - - - + | -
zakrsly rust e L I S ey
extrémné poskozend msicemi - + |+ |+ |- + |+ |+ |- +

poskozena mSicemi - - - - - - - - - -

zhustény vrchol e T e e

chlorotizace + |- |- |- 1-1-1- 1- 1+ [-

uhynula

rasi podnoz - - |- - - |- -+ - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi priznaky, - bez typickych priznaka

Tab. 20 P¥iznaky proliferace u odridy ‘Kanadska reneta’ (vzorek S-KR, metoda ¢islo 3).

Odrida ‘Kanadské reneta” (metoda ¢islo 3)

Piiznaky 112 |3 |4 |5 |6 (7 |8 |9 |10

bez ptiznaka N T T e

podeziela - -+ - - |- - |- - -

zakrsly rust + |+ |- + |+ |- -+ - -

extrémné poskozend msicemi - - |- - + |- -+ - +

poskozena msicemi - - + |- - - - - - -

zhustény vrchol I T e R e e e

chlorotizace - - - - - - - - _ R

uhynula A D D e

rasi podnoz - - |- - - |- - |- - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi priznaky, - bez typickych priznaka



Tab. 21 Pi#iznaky proliferace u odridy "Gascoigneho” (vzorek S-G, metoda ¢islo 3).

Odriida "Gascoigneho” (metoda ¢islo 3)

Piiznaky 112 |3 (4 |5 1|6 |7 |8 ]9 |10
bez ptiznakt + |- |+ |+ |- |- + |+ |+ |+
podeziela - - -] - |- - - |- -
zakrsly rust I T T R ST IR IR
extrémné poskozend msicemi - + | - + |+ |+ |- - + |+
poskozend mSicemi - - - - - - + |- - -

zhustény vrchol e e e e e e

chlorotizace - - - - - - - - |- -

uhynula

rasi podnoz - - - - - - - - - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi pFriznaky, - bez typickych priznaku

Tab. 22 Pf¥iznaky proliferace u odridy 'Ribstonské” (S-R, metoda ¢islo 3).

Odrida 'Ribstonské” (metoda ¢islo 3)

Pi#iznaky 112 |3 |4 |5 |6 (7 |8 |9 |10
bez ptiznakl - -+ - - |- - - |- +
podeziela - - - + | - - - + | - -
zakrsly rust EUR I S SR A N I I T N B N
extrémné poskozend msicemi - + | - - + |+ |+ |- + |-
poskozena mSicemi - - + |+ |- - - + | - -

zhustény vrchol e e e e e

chlorotizace - - - - - - - - _ R

uhynula

rasi podnoz + |- |- |- - |- - - |- -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi pFriznaky, - bez typickych priznaku



Tab. 23 P¥iznaky proliferace u odridy "‘Boskoopské” (vzorek S-B, metoda ¢islo 3).

Odrida "‘Boskoopské” (metoda ¢islo 3)
Priznaky 112 |3 (4 1|5 1|6 |7 (819 |10

bez ptiznaka - - |- - + |- - l+ [+ [+

podeziela - - |- + |- |- - |- - -

zakrsly rist + |- |+ |- S+ [+ - i -

extrémné poskozend msicemi + |- |+ |- N O S

poskozena mSicemi - + |- - - - - - - -

zhustény vrchol e e e e I T i

chlorotizace - - - - - - - - - -

uhynula -+ - - - - - - - -

rasi podnoz + |- - - - + |- - - -

Zdroj: archiv autora, 2016
Vysvétlivky: + s typickymi priznaky, - bez typickych priznaka



