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ABSTRAKT

Virové choroby poskozuiji u rostlin v rizné intenzité jejich ¢asti, ovliviiuji jejich vyvoj a mohou
zpusobit hospodarské Skody snizenim vynosu a kvality rostlinnych produktd. Ozdravovaci
postupy proti rostlinnym virdm jsou obecné vyvijeny zejména ve dvou zakladnich pfistupech —
in vitro chemoterapie nebo termoterapie. Pfi chemoterapii ve srovnani s termoterapii odpada
potfeba technicky a finanCné narofného zafizeni pro dosaZeni a dlouhodobé udrzovani
vysoké teploty. Chemoterapie probiha s vyuzitim preparati s virostatickymi Uc&inky
zabranujicimi mnozeni viru. Chemickou latku — antivirotikum Ize pfidat do pouzivanych
kultivacnich in vitro médii pomoci antibakterialnich mikrofiltrd po autoklavovani. Viastni
chemoterapie u rostlin pak probiha pfi obvyklé péstebni teploté 21 az 24 °C v bézné kultivacni
mistnosti v mnozZstvi desitek opakovani na nékolika metrech Ctvereénich laboratofe, coz
zefektiviiuje cely proces. Tato prace popisuje moznosti vyuziti vybranych
chemoterapeutickych latek proti virovym onemocnénim ovocnych plodin.
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ABSTRACT

Virus diseases damage plants in varying degrees, affect their development and can cause
economic damage by reducing yields and the quality of plant products. Sanitation procedures
against plant viruses are generally developed in two basic approaches - in vitro chemotherapy
or thermotherapy. In comparison with thermotherapy, chemotherapy eliminates the need for
technically and financially demanding equipment to achieve and maintain high temperatures
for a long time. Chemotherapy is performed using chemicals with virostatic effects that inhibit
multiplication of virus. The chemical — antivirotic compound is added to in vitro culture media
using antibacterial micro-filters after autoclaving. Chemotherapy of plants is carried out in
laboratory cultivation room in standard growing temperature from 21 to 24 °C in the number of
dozens of repetitions on several square meters, which streamlines the whole process. This
work describes the possibilities of using selected chemotherapy agents against virus diseases
of fruit crops.
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Charakteristika a stavba rostlinnych virt

Virus je submikroskopicky infekéni Cinitel, ktery se replikuje pouze uvnitf Zivych bunék
hostitelského organismu. Postrada vlastni metabolismus a jako vnitrobunéény cizopasnik je
na svém hostiteli ve vysoké mife zavisly. Viry infikuji vSechny formy Zivota, od zvifat a rostlin
po mikroorganismy, v€etné bakterii a archei. Viry se také nékdy oznacuji za struktury na
rozhrani mezi Zivou a nezZivou pfirodou. Nesou v sobé vlastni a jedineCnou genetickou
informaci a maji schopnost vyvoje a reakce na podminky prostfedi. Existuje u nich vSak
vysoka mira zavislosti na hostitelské burfice a nemohou vykonavat samostatné zakladni
metabolické, biologické a energetické funkce, které jsou vlastni sloZit&jSim, v ramci biologické
evoluce vy$S$im zivym organismim. Otazka a kone¢né rozhodnuti, zda ,viry jsou ,zivé", je
velmi obtiZzné zodpovéditelna a spide filozoficka (Koonin a Starokadomsky 2016).

Zakladni konzistentni strukturni infekéni ¢astici tvofi virion. Ten se sklada z genetického
materialu, tj. molekul DNA nebo RNA, které koduiji strukturu protein tvoficich proteinovy obal
— kapsidu. Virova kapsida obklopuje a chrani vlastni geneticky material. Komplex nukleové
kyseliny a bilkovinného obalu je také nazyvan nukleokapsid. Rostlinné viry se vyskytu;ji
v rliznych tvarech a velikostech od kulovitych (izometrické nebo polyhedralni) az po viaknité
(filamentdzni), které jsou obvykle pfi Sifce 10 az 13 nm az po 2000 nm dlouhé (Németh 1986,
Agrios 2005, Hull 2014). Ve skupiné rostlinnych virG pocetné prevazuji RNA viry (Desvignes
1999). Kazda skupina zemédélskych plodin v€etné& ovocnych ma fadu nékolika ekonomicky
vyznamnych vird, které jsou zohlednény v certifikacnim schématu pro pfisluSnou plodinu pfi
produkci zdravé sadby. U ovocnych dfevin pfevladaji z hlediska hospodarské Skodlivosti ve
velké vétsiné ssRNA+ viry, tedy jednovilaknové (single stranded) RNA viry s pozitivni polaritou
(Nagy a Pogany 2011). Podle zpusobu replikace se jedna o tfidu IV, dle Baltimorovy
klasifikace, kdy mRNA je identicka s genomem, a mize byt proto pfimo pouZita pro syntézu
proteint viru (Baltimore 1971, Baltimore 1974). Baltimorovo tfidéni popisuje zejména
mechanismus replikace virového patogena, nezohledriuje ale tvar virové proteinové kapsidy
ani taxonomickeé tfidéni nebo evoluéni vyvoj.

Pranik vird do rostlin

Virova onemocnéni poSkozuji u rostlin v rizné intenzité jejich €asti, ovliviuji jejich vyvoj a
mohou zpUsobit hospodarské $kody snizenim vynosu a kvality rostlinnych produktd. Na rozdil
od bunék Zivo&iSnych, nemaji rostlinné buiky specifické receptory, které by umoznily aktivni
prunik virovych patogenu. Rostlinné viry proto pronikaji dovnitf bunék pasivné obvykle pies
poranéni spojena s posSkozenim buné&né stény mechanicky nebo prostrednictvim vektorového
organismu. Nepotfebuji proto Zzadné proteiny rozeznavajici specificky bunécnou sténu (Hull
2014). Po proniknuti do buriky je cilem viru ¢aste€né nebo uplné pfevzeti fizeni bunéénych
mechanisml za Ucelem syntetizovat své vlastni identické virové Castice. V priibéhu infekce
pronika do cytoplazmy specificka nukleova kyselina viru. Ta se spojuje s ribozomy a pomoci
RNA polymerazy a dalSich proteind, nezbytnych pro replikaci viru, zplsobuje dalsi pfenos
genetické informace patogena v rostliné. Replikace novych virovych &astic probiha nejCastéji
na membranach endoplazmatického retikula. U +ssRNA vird maze byt virova RNA infek&ni
sama o sobé (Rosypal et al. 2000).

Moznosti ozdravovani

Pro produkci bezvirézniho mnozitelského materialu Ize vyuzit v nejjednodussSim pfipadé
prostého oddéleni a nasledné regenerace meristematické oblasti rostliny, a to nejCastéji
v podminkach in vitro kultur. Metoda je zaloZena na principu, Ze virové Castice se
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z vaskularniho systému rostliny do intenzivné se déliciho vrcholoveého meristému dostavaji
pfes mezibunééné prostory velmi pomalu. Meristémovych bunék je vSak malo, jsou tézko
oddélitelné od viry infikovanych bunék a i pfi dosaZené regeneraci hrozi riziko somaklonalni
genetické nestability, pokud se na regeneraci podilel i nediferencovany kalus. Pfitom plati
obecné pravidlo, Zze se zmenSuijici se velikosti vychoziho explantatu stoupa pravdépodobnost
ziskani viruprostého jedince. Na druhou stranu v8ak se zmenSujici se velikosti klesa
pravdépodobnost preziti a uspéSné regenerace izolovaného vegetacniho vrcholu (Novak,
1990).

Ozdravovaci postupy proti rostlinnym virdm jsou obecné vyvijeny zejména ve dvou
zakladnich pfistupech — in vitro chemoterapie nebo termoterapie. V pfipadé termoterapie se
pak dale jedna bud o ozdravovani in vitro kultur na agarovych médiich nebo o in vivo
ozdravovani kontejnerovanych zakofrenélych rostlin v péstebnim substratu. Ozdravovani se
provadi ve vySSi nez obvyklé péstebni teploté, a to v rozmezi 34-39 °C. V této teploté dochazi
k inhibici syntézy virovych nukleovych kyselin, coz ma za nasledek zastaveni mnozeni mnoha
bézné se vyskytujicich rostlinnych virt (Knapp et al. 1997, Gella a Erea 1998, Mink et al. 1998,
Janeckova et al. 1999, Cieslinska 2002, Cieslinska 2003, Manganaris et al. 2003, Wang et al.
2006, Dziedzic et al. 2008, Paprstein et al. 2008, Wang et al. 2018). Plisobenim termoterapie
dochazi ke snizeni koncentrace virovych ¢astic v meristémech, které jsou nasledné izolovany
a regenerovany v celé intaktni rostliny. Pfi modelovém porovnani téchto tfi zakladnich vyse
uvedenych metodickych pfistupll nam v naSich predchozich pokusech vychazela u ovocnych
drevin z Celedi razovitych jako nejefektivnéjsi metoda chemoterapie in vitro (Paprstein et al.
2011). Jako nejméné efektivni bylo ozdravovani pomoci in vivo termoterapie zakofenélych
rostlin v kontejnerech. PFi tomto zplsobu ozdravovani lze vzhledem k velikosti kontejnert
ozdravovat ve srovnani s terapiemi in vitro materidlu na stejné ploSe jen malé mnoZstvi
vychozich rostlin. Kontejnerované rostliny nelze ozdravovat celoro¢né, ale pouze pfi nastupu
vegetace na pocatku prodluzovaciho ristu. Kromé teploty je navic dalSim stresovym faktorem
pro ozdravovanou rostlinu pfi termoterapii naroubovaného rostlinného materialu
v kontejnerech nutnost sterilizace odebraného rustového vrcholu vstupujiciho z nesterilniho
prostfedi jako vychozi explantat do in vitro kultur. Toto poSkozeni pfi sterilizaci zpusobuje ztraty
potencialné ozdravenych rostlin. In vivo ozdravovani kontejnerovanych rostlin termoterapii Ize
doporucit hlavné v pfipadé, kdy je u pfislusného druhu nebo genotypu obtizné proveditelné
nebo nemozné zavedeni do in vitro kultury, napfiklad z divodu vnitfni mikrobialni kontaminace
(Paprstein et al. 2011).

Chemoterapie

PFi chemoterapii ve srovnani s termoterapii odpada potfeba technicky a finanéné naro¢ného
zafizeni pro dosazeni a dlouhodobé udrzovani vysoké teploty. Chemoterapie probiha
s vyuzitim preparatd s virostatickymi  UCinky zabranujicimi mnozeni viru obvykle
v kontrolovanych laboratornich in vitro podminkach. Chemickou latku s virostatickymi uc€inky
Ize pfidat do pouzivanych kultivacnich in vitro médii pomoci antibakterialnich mikrofiltri po
autoklavovani. Vlastni chemoterapie u rostlin pak probiha pfi obvyklé péstebni teploté 21 az
24 °C v bézné kultivatni mistnosti v mnozstvi desitek opakovani na nékolika metrech
CtvereCnich laboratofe v kultivaéni mistnosti, coz zefektiviiuje cely proces. Pouziti
chemoterapie proti virovym kontaminacim neni doporu¢ovano u experimentl provadénych
u zakofenélych rostlin ve volné pudé. Bézny cyklus in vitro chemoterapie trva 7 az 30 dni. Pfi
ozdravovani pomoci chemoterapie in vitro kultur se po fazi pobytu na médiu s antivirotikem
odebira €ast in vitro vrcholu s meristematickou oblasti. Toto je zaloZeno na pfedpokladu, Zze
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vétSina virl neni schopna infikovat nové se tvorici primarni délivé pletivo v oblasti vegetacniho
vzrostného vrcholu. Tento vrchol je tvofen souborem vrcholovych inicial, tvoficich
meristematicky dom, svrchni tunikou a vnitfnim korpusem. Nediferencované pletivo
vzrostného vrcholu je velmi malo protkano vodivymi svazky, ¢imz je ¢aste€né chranéno pfed
systémové se Sifici virovou infekci. Z vySe uvedeného Ize odvodit, ze kromé antivirotického
plsobeni chemoterapeutika, plsobi i asepticka izolace meristematického pletiva z ristového
vrcholu rostliny a jeho dalSi kultivace k zisku viruprostych explantatl (Kidela et al. 1989, Polak
et al. 2009).

Béhem procesu chemoterapie rostliny trpi stresy, které mohou mit za nasledek nizkou miru
preziti, nebo abnormalni morfologii. | kdyz in vitro kultury pfeziji chemoterapeutické oSetreni,
dalSi vyvoj a regeneracni schopnost mlzou byt inhibovany. Citlivost druht a genotypld na
chemoterapii je velmi odliSna a intenzita poskozeni do znacné miry zavisi i na fyziologickém
stavu rostlin (Sedlak a Paprstein 2017, Magyar-Tabori et al. 2021). Zejména u antivirotickych
latek cilicich na nukleovou kyselinu viru muze dojit i k nespecifickému GCinku na DNA
ozdravované hostitelskée rostliny.

Ribavirin

NejCastéji pouzivanou latkou s chemoterapeutickymi ucinky u rostlin je ribavirin. Byla u ngj
prokazana antivirova aktivita proti Sirokému spektru RNA a DNA virG v€etné virl ovocnych
druhd (James 2001, Cieslinska 2002, Cieslinska 2003, Cieslinska 2007, Sedlak et al. 2009,
Hauptmanova a Polék 2011, Hu et al. 2015, Sedlak et al. 2019). Jedna se o synteticky analog
guanosinu, nékdy téz uvadény pod starSim nazvem virazol (Sidwell et al. 1972, Huffman et al.
1973, Hansen 1989, Crotty et al. 2002). Chemicky se jedna o 1-beta-D-ribofuranosyl-1-2-4-
triazole-carboxamid (Faccioli a Marani 1998). Ribavirin byl pivodné vyvinut k [é€bé virovych
onemocnéni v humanni mediciné (Crotty et al. 2002). Byl primarné pouzivan k Ié¢bé hepatitidy
C, nemoci dychacich cest a chfipky. V dobé& svého objevu bylo v8ak vzhledem k cené
vylouc€eno jeho SirSi uplatnéni pro chemoterapii rostlin. Nasledné se ale ribavirin stal snadnéji
dostupnym a zacal se pouzivat pro Sir§i spektrum rostlinnych druht véetné ovocnych plodin.
Ribavirin 1ze pfimo pfidat do bé&zné& pouzivanych Kkultivacnich in vitro médii pomoci
antibakterialnich mikrofiltrd po autoklavovani. Koncentrace pouzité latky se obvykle pohybuje
mezi 10 az 50 mg/I. Vlastni chemoterapie pak probiha pfi obvyklé pé&stebni teploté 21 az 26 °C
v bé&zné kultivaéni mistnosti.

Musime pfipustit, Ze pfesny mechanismus protivirového uc€inku vétsiny antivirotik nebyl na
molekularni udrovni dosud zcela uspokojivé objasnén. Pfedpoklada se ale podle praci
zahrani¢nich autort (Crotty et al. 2002), napfiklad u ribavirinu jako nukleotidového analogu:
v lé¢eném organismu at’ uz je to ZivoCich nebo rostlina dojde metabolizaci ribavirinu k vytvofeni
struktury velmi podobné purinovym RNA nukleotidim. V této formé pak muze zasahovat
(interferovat) do replikace virové RNA jako nahrada za guanin, nebo i adenin. To zpusobuje
u viru nespravné sparovani bazi a kumulujici se chyby v replikaci vlastniho virového genomu.
To ma za nasledek zpomaleni nebo zastaveni replikace viru. Dochazi ke sniZzeni koncentrace
virovych €astic i pod hranici imunoserologickych ELISA nebo velmi citlivych molekularnich
metod PCR detekce. Ribavirin lze povaZzovat =za unikatni analog guanosinu
s Sirokospektralnim antivirovym ucinkem. V souCasnosti se stale vice prosazuje mySlenka vice
moznych mechanismu jeho antivirového U¢inku na molekularni drovni (Feld a Hoofnagle,
2005, Nystrom et al. 2019). Tyto odliSné mechanismy se mohou liSit i v zavislosti na pouzitych
koncentracich ribavirinu a také na cilovém viru. Da se ocekavat, Zze v budoucnu muze mit
ribavirin nové indikace u zoonotickych i rostlinnych virt, zviasté kdyz je zadouci brat v potaz
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bunécné faktory viru i hostitelského organismu, nejnovéji napfiklad u viru SARS-CoV-2
(Mehmet et al. 2021).

DalSimi chemoterapeutickymi latkami vyuzitymi pro chemoterapii u ovocnych plodin jsou
nasleduijici:

Zidovudin (azidothymidin, AZT)

Patfi do tfidy antiretroviralnich nukleosidovych analogu inhibitord reverzni transkriptazy.
Chemicky se jedna o synteticky analog 3'-azido-3'-deoxythymidin. PouZziva se i v komplexu
s dalSimi antivirotiky proti HIV. Funguje tak, Ze inhibuje enzymovou reverzni transkriptazu,
kterou vir, napfiklad HIV sloZeny ze dvou jednofetézcovych RNA, pouziva k syntéze DNA pfi
priniku do hostitelské buriky, a tim snizuje replikaci viru (Wright, 1986, Jeffries, 1989,
Tochikura et al. 1989). V klinické |ékafské praxi byla vzhledem k mechanismu ucinku
prokazana i aktivita zidovudinu va&i DNA virdm jako je hepatitis B (Berk et al. 1992). V oblasti
ovocnych druh(l byl podle Pavelkové (2015) uspésny proti tfem RNA virdm peckovin Prune
dwarf virus (PDV), Plum pox virus (PPV) and Prune necrotic ringspot virus (PNRSV) s vysSi
ucinnosti nez referenéni ribavirin.

Rimantadin

Chemicky je to cyklicky amin 1-(adamantan-1-yl)ethan-1-amine. V oblasti humanni mediciny
je pouzivan pro lé€bu chfipky typu A. Na trhu je rovnéz pod obchodnim nazvem Flumadine.
Objeven byl v roce 1963 (Hannoun, 1988). Pfesny mechanismus u&inku rimantadinu neni plné
objasnén. Jeho ucinek je predpokladan v inhibici replikacniho cyklu viru nebo pfipadné
v inhibici tvorby obalového proteinu viru. Pfedpoklada se, ale i moznost inhibice RNA syntézy
jako takové. V Ceské republice byl rimantadin pouzit u rostlin pro chemoterapii RNA vir PDV
a PNRSV u broskvoné na Mendlové univerzité v Brné (Kudélkova et al. 2017).

Aciclovir (acyclovir)

Jedna se o ve svété velmi rozSifeny antiviroticky Iék patfici do skupiny syntetickych
nukleosidovych analogli. Chemicky je to 9-[(2-Hydroxyethoxy)methyllguanine znamy téz pod
synonymy acyclovir nebo acycloguanosine. V humanni mediciné se pouziva pod rGznymi
obchodnimi nazvy napf. zovirax, acivir k [é€bé oparu zplsobenych herpesviry (Larsen 2015).
Aciclovir u€inkuje jako inhibitor virové polymerazy (Gnann et al. 1983). U ovocnych dfevin byl
pouzit u broskvonég, kdy ve srovnavaci studii vykazoval vy3Si uspé&Snost chemoterapie nez
rimantadin (Kudélkova et al. 2017).

Quercetin

Quercetin je pfirodni flavonoid, zluté barvivo rostlinného plvodu s antivirovou aktivitou proti
nékterym rostlinnym virdm (French a Towers, 1992, Rusak et al. 2007). U flavonoidu je
predpokladano nékolik moznych zpusobu antivirové aktivity, v€etné inhibice syntézy virové
RNA. U ovocnych dfevin byl quercetin uspésSné pouzit proti virovému patogenu Apple stem
grooving virus (ASGV) u jabloné (James, 2001).

ZAVER
Pfi ozdravovani je nutno zohlednit skute€nost, Ze diagnostika patogen( u ovocnych dfevin je
velmi obtizna vzhledem k nizké koncentraci a nerovhomérnému vyskytu virovych ¢&astic
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v rostlinach, pfitomnosti inhibiénich latek a obtizné homogenizaci pletiv (Spak et al. 2010). P
chemoterapii mize dojit ozdravovanim pouze k doasnému snizeni koncentrace virovych
Castic pod hranici detekce pouzitymi diagnostickymi metodami. Tento jev pouze do¢asného
snizeni koncentrace virovych ¢astic byl zaznamenan i v zahrani¢nich pokusech v pfipadé
in vitro ozdravovani ovocnych dfevin od virli ACLSV (Apple chlorotic leaf spot virus), ASGV a
PPV (Knapp et al. 1998). Pfi dalSim in vitro mnozZeni a po pfevodu do ex vitro podminek se
pak virus muze opétovné namnozit. Ztohoto dlvodu je nutno opakované testovat a
dlouhodobé sledovat i ozdraveny material ovocnych dievin. Pfevedené ozdravené rostliny
musi byt pfitom péstovany v uzavienych péstebnich nadobach v technické izolaci, ktera
vylu€uje zpétnou reinfekci jiz ozdraveného materialu.

Na zakladé vysledkl ozdravovani rlznych vyzkumnych pracovist lze konstatovat, ze
rozdilnd UspéSnost chemoterapie muize souviset se specifickou interakci mezi virovym
patogenem a konkrétnim genotypem — odridou ovocné plodiny jako hostitelem. Ug&innost
chemoterapie muze byt také ovlivnéna koncentraci viru ve vychozim rostlinném materialu a
kmenem viru. Z tohoto divodu je potfeba provadét vyzkum chemoterapie az na uroven
konkrétniho druhu a genotypu. U materialu proslého termoterapii nebo chemoterapii je dale
nutna kontrola dlouhodobéjSi genetické stability, protoze vysSi koncentrace antivirotika
v péstebnim médiu, mize u geneticky méné stabilnich odrid podporovat vyssi frekvenci
vyskytu somatickych mutaci.
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