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ABSTRAKT

Prace hodnoti vyznam pravidelného testovani vir(l a fytoplazem v rozmnozovacim materialu
ovocnych dfevin v podminkach prostorové a technické izolace ve VSUO Holovousy v letech
2022-2024 v ramci certifikaéniho schématu. Testovani podle vyhlasky ¢&. 96/2018 Sb.
zahrnovalo jadroviny i peckoviny, pficemz vétSina vysledk(l byla negativnich. Ojedinélé
pozitivni nalezy vedly k okamzité likvidaci strom(, ¢imz se zabranilo Sifeni infekce. Nejvétsi
podil testl pfedstavovala detekce viru Sarky Svestky (PPV). Vysledky potvrzuji, Ze pravidelna
diagnostika a cilené odstranéni infikovanych stromd jsou zasadni pro zachovani kvality
rozmnozovaciho materialu, prevenci hospodarskych ztrat a posileni konkurenceschopnosti
Ceského ovocnarstvi. Studie zaroven ukazuje, ze dlsledné dodrzovani certifikaéniho
schématu v kombinaci s modernimi diagnostickymi metodami je nezbytné pro zajisténi stabilni
a bezpecné produkce rozmnozovaciho materialu ovocnych dfevin.

Klicova slova: rostlinné viry, diagnostika patogent, certifikaCni schéma, rozmnozovaci
material

ABSTRACT

This study evaluates the importance of regular testing for viruses and phytoplasmas in fruit
tree propagation material under conditions of spatial and technical isolation at the Research
and Breeding Institute of Pomology Holovousy during the years 2022—2024 as part of the
certification scheme. Testing according to Decree No. 96/2018 Coll. included pome fruits and
stone fruits, with most results being negative. Occasional positive findings led to the immediate
removal of infected trees, effectively preventing the spread of infection. The largest proportion
of tests was for plum pox virus (PPV). The results confirm that regular diagnostics and targeted
removal of infected trees are essential for maintaining the health integrity of propagation
material, preventing economic losses, and strengthening the competitiveness of Czech fruit
growers. The study also shows that strict adherence to the certification scheme in combination
with modern diagnostic methods is essential for ensuring stable and safe production of fruit
tree propagation material.
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uvoD

Virové a fytoplazmové choroby pfedstavuji pro ovocnarstvi zavazné riziko, protoZze
dlouhodobé zplsobuji ekonomické ztraty v dusledku snizené vitality stroma, poklesu vynosu
a zhorSeni kvality plod (Hancinsky et al. 2020, Mehetre et al. 2021). Moznosti jejich [éCby jsou
prakticky nulové, jelikoz nejsou k dispozici u€inné chemické ani biologické prostfedky, které
by umoznily jiz infikované stromy ozdravit. Z tohoto divodu nabyva na vyznamu certifikace
rozmnozovaciho materidlu, ktera zajiStuje kvalitu a konkurenceschopnost rostlinného
materialu na domacich i mezinarodnich trzich (Silva et al. 2014).

Proces certifikace rozmnozovaciho materialu spoc€iva v ovéfovani jeho zdravotniho stavu a
kvality podle legislativné stanovenych kritérii. Pfedstavuje tak kliCovy nastroj pro omezeni
Sifeni virovych a fytoplazmovych chorob a sou€asné chrani péstitele i spotfebitele. Zasadni
roli pfitom hraje pouZivani zdraveho, testovaného vychoziho materialu, ktery minimalizuje
riziko zavle€eni infekci do nové zakladanych sadu. Certifikace rozmnozovaciho materialu
ovocnych dfevin je v Ceské republice legislativné ukotvena ve vyhlasce &. 96/2018 Sb.,
Vyhlaska o mnozitelskych porostech a rozmnozovacim materialu ovocnych rodd a druhd a
jeho uvadéni do obéhu (Zakony pro lidi 2025). Jde o legislativné definovany proces, v némz je
rozmnozovaci material ovocnych dfevin roz¢lenén do certifikaénich kategorii, které uréuji jeho
plvod, zdravotni stav a moznosti pouziti. Na nejvySSi Urovni stoji matecna rostlina pfedstupné
(SE1), pochazejici z kandidatni mate€né rostliny pfedstupné, ktera byla komplexné otestovana
na prislusné Skodlivé organismy stanovené v pfilohach vyhlasky. Tyto rostliny se uchovavaji
v podminkach technické izolace (Tl), aby nemohlo dojit k jejich nakazeni prostfednictvim
vektoru, pravidelné se testuji v intervalech stanovenych vyhlaskou a slouzi k zalozeni
matecnych rostlin i Skolkarskych vypéstkl nizSich kategorii. Na né navazuji kategorie zakladni
matecné rostliny (E), které vznikaji pfimym vegetativnim mnoZenim z matecnych rostlin
predstupné. V této kategorii mize byt vytvofeno vice generaci, oznacovanych E I, E |l atd.
Generace E | pochazi pfimo z matecné rostliny pfedstupné, dalSi generace pak vzdy z
pfedchozi urovné. Pocet povolenych generaci se Fidi podminkami stanovenymi pro jednotlivé
druhy v pfiloze vyhlasky. Zakladni matecné rostliny se péstuji v podminkach prostorové
izolace (Pl) a slouzi k produkci certifikovaného materialu (C), ktery se vyuziva k vyrobé
Skolkarskych vypéstkl. Prostorova izolace predstavuje specificky rezim péstovani, jehoz cilem
je minimalizovat riziko pfenosu Skodlivych organismua z okolniho prostfedi. Posledni kategorii
je konformni rozmnozovaci material (CAC), ktery jiz nepodléha pfisnym testovacim
pozadavkim a neni pfimo vazan na certifikaci vyssich kategorii.

Vyznamnou roli v systému certifikace hraje také organizace EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organization), ktera vydava mezinarodni standardy pro
produkci zdravého rozmnoZovaciho materialu. Tyto dokumenty stanovuji povinné sledované
viry, viroidy a fytoplazmy u jednotlivych ovocnych druhd, pravidla pro udrzovani izolatt a
doporucené metody testovani. Standardy EPPO slouzi jako metodicky zaklad pro legislativu
Evropské unie i narodni pfedpisy, v€etné Ceské vyhlasky ¢. 96/2018 Sb.

CertifikaCni systém rozmnozovaciho materialu, vychazejici z pozadavku narodni legislativy
a doporugeni EPPO, je ve VSUO Holovousy uplatfiovan prostfednictvim pravidelného
testovani mnozitelského materialu. Ten je uchovavan bud v podminkach prostorové izolace
nebo technické izolace. V tabulce 1 je uvedeno spektrum testovanych virt a fytoplazem v Tl a
PI VSUO Holovousy, které vychazi z vyhlasky &. 96/2018 Sb. a zahrnuje hlavni hospodéaFsky
vyznamné patogeny. Uvedeny jsou zde jen vybrané patogeny, které se testuji u jadrovin a
peckovin uchovavanych v Tl a PI. S novelizaci vyhlaSky s platnosti od 31. 7. 2025 byla tato
povinnost rozsifena o tomato ringspot virus (ToRSV).
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Pro diagnostiku rostlinnych vir( a fytoplazem byla vyvinuta Siroka Skala metod zaloZzenych
na rtznych principech — od vizualniho hodnoceni symptomu a biologického indexingu, pres
elektronovou mikroskopii, az po sérologické a molekularni techniky. V sou€asné dobé se pro
rutinni  diagnostiku nejcastéji vyuzivaji metody sérologické (ELISA, Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) a molekularné genetické, které jsou zalozené na principu PCR
(Polymerase Chain Reaction).

Pfedmétem této prace bylo shrnout a vyhodnotit vysledky testovani stromd umisténych
v podminkach prostorové a technické izolace na pfitomnost vird a fytoplazem, které bylo
provedeno ve VSUO Holovousy v letech 2022—-2024.

Tabulka 1. Prehled testovanych virti a fytoplazem u jednotlivych ovocnych druhi

Table 1. Overview of tested viruses and phytoplasmas in individual fruit species

ACLSV — apple chlorotic leaf spot virus, AbMV — apple mosaic virus, ArMV — arabis mosaic virus, ASGV — apple
stem grooving virus, ASPV — apple stem pitting virus, CLRV — cherry leaf roll virus, Ca. P. mali — 'Candidatus
Phytoplasma mali’, Ca. P. prunorum — ‘'Candidatus Phytoplasma prunorum’, Ca. P. pyri — 'Candidatus
Phytoplasma pyri’, LChV-1 — little cherry virus-1, LChV-2 — little cherry virus-2, PDV — prune dwarf virus, PNRSV
— prunus necrotic ringspot virus, PPV — plum pox virus, RpRSV — raspberry ringspot virus, SLRSV — strawberry
latent ringspot virus, TBRV — tomato black ring virus, TORSV — tomato ringspot virus

ACLSV X X X X X X
ApMV X X X X X X
ArMv X
ASGV X X

ASPV X X

Ca. P. mali X

Ca. P. prunorum X X X X
Ca. P. pyri X

CLRV X
LChV-1 X
LChV-2 X
PDV X X X X
PNRSV X X X X
PPV X X X X
RpRSV X
SLRSV X
TBRV X
ToRSV X X X X X

1) Pathogen, 2) Fruit species, 3) Peach tree, 4) Pear tree, 5) Apple tree, 6) Apricot tree, 7) Plum tree, 8) Cherry
tree, 9) Sour cherry tree
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MATERIAL A METODY

V letech 2022-2024 byly testovany rostliny ur¢ené k produkci rozmnozovaciho materialu,
z néhoz se odebiraji o¢ka a rouby pro dal$i mnozeni a prodej. VSechny testované rostliny byly
umistény bud v technické izolaci, nebo v prostorové izolaci. Testovani zahrnovalo nasledujici
ovocné druhy: jablon (Malus x domestica Borkh.), hrusen (Pyrus communis L.), broskvon
(Prunus persica (L.) Batsch), merunku (Prunus armeniaca L.), slivoil (Prunus domestica L.),
treSen (Prunus avium L.) a viSen (Prunus cerasus L.). Vybér patogeni pro testovani
jednotlivych ovocnych druht a frekvence testovani se Fidily vyhlaskou 96/2018 Sb. v aktualnim
znéni. Testovana byla pfitomnost celkem 17 patogena, 14 vird — ACLSV, ApMV, ASPV, ASGV,
PDV, PNRSV, PPV, TBRV, CLRV, RpRSV, ArMV, SLRSV, LChV-1, LChV-2 a 3 fytoplazem —
Ca. P. mali, Ca. P. prunorum, Ca. P. pyri. Tabulka 1 uvadi spektrum patogenu, které byly
testovany dle vyhladky €. 96/2018 Sb. podle ovocného druhu, vEetné zafazeni ToRSV, ktery
bude testovan v nasledujicich letech. V pfipadé pozitivniho vysledku byl vzdy okamzité
vystaven Likvidacni protokol a napadeny strom byl odstranén.

K diagnostice byly pouzity imunoenzymaticka metoda ELISA a molekularné genetické
metody real-time PCR a real-time RT-PCR. Nasledujici viry byly testovany metodou ELISA:
ACLSV, ApMV, ASPV, ASGV, PDV, PNRSV, PPV, TBRV, CLRV, RpRSV, ArMV, SLRSV.
Metodou real-time PCR byly analyzovany vsechny fytoplazmy, zatimco pro detekci vir(
maloplodosti tfedné (LChV-1 a LChV-2) byla pouzita vyhradné metoda real-time RT-PCR,
jelikoz jiné diagnostické metody nejsou dostatecné citlivé ani specifické pro detekci téchto vira.
U vybranych stromu, u kterych jiz byla izolovana RNA pro ucely detekce LChV-1 a LChV-2,
byla metoda real-time RT-PCR rovnéz pouzita pro konfirmaci dalSich vird ACLSV, ApMV,
PDV, PNRSV, PPV. Tento pfistup umoznil efektivnéjsi vyuziti izolované RNA.

Pro diagnostiku byly z vybranych rostlin odebirany jak listy, tak i vyhony ze vSech svétovych
stran, aby byla zajisténa reprezentativnost vzorku. Zda byly odebirany vyhony nebo listy,
zaviselo na roCnim obdobi a na testovaném patogenu. Vyhony byly vyuzivany predevsim
v obdobich, kdy na stromé jesté nebyly k dispozici listy, a vZdy také pro detekci fytoplazem.

Odbér materialu byl planovan tak, aby odpovidal biologii jednotlivych virG a fytoplazem, ale
soucasné také s ohledem na kapacitni moznosti laboratofe. Vzdy bylo pfihliZzeno k tomu, aby
obdobi odbéru a zvoleny rostlinny material byly v souladu s doporu€enimi firmy Bioreba, ktera
dodava pouzivané detekéni kity. Odbéry vzorkl zpravidla probihaly nasledovné: od prosince
do bfezna byly odebirany vyhony peckovin pro testovani ApMV a ACLSV. V obdobi od unora
do kvétna probihaly odbéry vyhon( jabloni pro detekci ApMV, ACLSV, ASPV a ASGV, a
zaroven vyhonU peckovin pro testovani PDV a PNRSV. Ve stejném obdobi byly u tfesni
testovany viry LChV-1 a LChV-2. Od bfezna do ¢ervna nasledovaly odbéry vyhon( nebo listd
tfedni pro testovani TBRV, CLRV, RpRSV, ArMV a SLRSV, zatimco od srpna do fijna se
provadély odbéry listl peckovin pro testovani na pfitomnost PPV. U peckovin se dale
provadély odbéry listh pro testovani PDV a PNRSV od doby, kdy byly listy k dispozici, az do
konce Cervna. Ve stejném obdobi byly ze strom( odebirany také listy pro testovani ApMV a
ACLSV u v8ech peckovin kromé slivoni. Fytoplazmy Ca. P. mali a Ca. P. prunorum se testovaly
ve vzorcich odebranych v obdobi od bfezna do fijna, zatimco Ca. P. pyri byla testovana
zpravidla od zafi do dubna. Tento harmonogram odbéru platil obecné, avSak v odivodnénych
pfipadech byly provadény vyjimky, napfiklad z divodu klimatickych podminek, odliSného
vyvoje porostl nebo laboratorni kapacity.

Pro analyzu vzork(l metodou ELISA byly pouzity komercéni kity vyrobce Bioreba. Testovani
probihalo dle doporuceného protokolu vyrobce, pfiCemz pro navazku bylo pouzito 200 mg
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rostlinného materialu. Vzorky byly homogenizovany pomoci homogenizatoru Homex 7
(Bioreba) a absorbance byla méfena na fotometru Sunrise (Tecan).

Pro detekci fytoplazem bylo jako testovaci material pouzito Iyko, které bylo
homogenizovano v tekutém dusiku s navazkou 100 mg. lzolace DNA probihala za pouZiti
izolacniho kitu Exgene Plant SV (GeneAll Biotechnology) podle navodu vyrobce. Pro detekci
vird metodou real-time RT-PCR byla homogenizace vzorkll provadéna v tekutém dusiku
s navazkou materialu 50 mg. Izolace celkové RNA byla provedena pomoci izolacniho kitu
Ribospin Plant (GeneAll Biotechnology) podle navodu vyrobce. I1zolovana RNA byla nasledné
pomoci reverzni transkriptazy M-MLV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific)
pfepsana do komplementarni DNA, ktera byla pouzita jako vstupni material pro PCR reakce.
Pro metody na principu PCR byly pouzity systémy s pouzitim specifickych primert a sond pro
dany patogen: LChV-1 a LChV-2 (Cmejla a Valentova 2018), PDV, PNRS, PPV a fytoplazmy
(Rejlova et al. 2021), ACLSV a ApMV (sekvence primer( a sond dostupné na vyzadani
u autorq).

PCR reakce byla provedena ve smési o celkovém objemu 20 pl, ktera kromé sond a primeru
obsahovala 1x qPCR Blue Master Mix (Top-Bio) s polymerazou a dalSimi nezbytnymi
komponentami, 2 yl cDNA jako templat a PCR vodu doplnénou do poZzadovaného objemu.
Pomoci real-time PCR a real-time RT-PCR byla souasné testovana kvalita izolované
nukleové kyseliny DNA nebo RNA. V pfipadé kontroly kvality DNA byla v PCR reakci
detekovana pfitomnost chloroplastové 16S rDNA a pro RNA pfitomnost transkriptu pro
mitochondrialni gen Nad5. Pro testovani byl pouzit pfistroj real-time PCR cykler Rotor-Gene
Q 5 plex HRM Platform (Qiagen) s nasledujicim teplotnim profilem: poCateéni denaturace
94 °C 5 min, nasledovalo 50 cykli — denaturace 94 °C 20 s; hybridizace primeru 58 °C 20 s;
elongace 72 °C 20 s.

VYSLEDKY A DISKUZE

Podle doporugeni vyhlasky €. 96/2018 Sb. probihalo v letech 2022, 2023 a 2024 testovani
zdravotniho stavu rozmnozovaciho materialu z hlediska pfitomnosti virG a fytoplazem. V roce
2022 bylo v podminkach technické izolace umisténo 379 rostlin a v podminkach prostorové
izolace 8 381 rostlin. V roce 2023 Cinily pocty rostlin 424 v Tl a 7 993 v Pl a v roce 2024 pak
410 v Tl a 8 075 v Pl. U téchto rostlin byly provedeny testy, jejichz pocty jsou uvedeny
v tabulce 2. Z vysledku je patrné, Ze vice testl bylo provedeno v Pl nez v Tl, coz odpovida
rozdilnym poctlim uchovavanych rostlin v jednotlivych typech izolatd. Pocty provedenych testu
v Pl se pohybovaly v rozmezi od 88 do 93 % vSech testu provedenych v jednotlivych letech.

Tabulka 2. Prehled provedenych testi v podminkach technické a prostorové izolace v letech 2022—
2024
Table 2. Overview of tests performed under conditions of technical and spatial isolation in 2022—2024

Technicka izolace 2 569 8 970 12 515 7
Prostorova izolace 6882 92 6902 88 6389 93
Celkem provedeno testt 4 7451 100 7872 100 6904 100

1) Tests performed, 2) Insect-proof greenhouse, 3) Spatial isolates, 4) Total number of tests performed
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Testovani virll v Tl a Pl bylo provedeno metodami ELISA, PCR a RT-PCR, které se podle
Jeong et al. (2014) bézné vyuzivaji pro diagnostiku virovych a bakterialnich patogent. Tito
autofi dale uvadéji, ze sérologicka metoda ELISA byla zavedena a celosvétové rozSifena jako
diagnosticky nastroj zejména diky své jednoduchosti a spolehlivosti. Po zavedeni PCR byla
tato metoda pfizplisobena jako srovnatelny diagnosticky systém a v mnoha pfipadech se stala
vyznamné pouzivanou technikou. Pfesto se vSak pfi testovani rostlin v Pl a Tl nejCastégji
uplatfiuje metoda ELISA, a to zejména z duvodu své cenové dostupnosti a rychlosti provedeni,
coz potvrzuji také naSe vysledky. Zastoupeni testll provedenych jednotlivymi diagnostickymi
metodami je znazornéno v grafu 1.

Graf 1. Prehled provedenych analyz rozdéleny podle typu pouzitych metod
Graph 1. Overview of analyses performed, broken down by type of method used
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Ve v8ech tfech sledovanych letech byla metoda ELISA vyuzivana k testovani v rozsahu
70-78 %. Jak uvadéji Vemulapati et al. (2014), jednou z hlavnich vyhod metody ELISA je
moznost provadét testovani ve standardni 96jamkové desti€ce, coz umozZhuje zpracovani
velkého mnozstvi vzorkd sou€asné. Tim se nejen Setfi Cas potfebny k testovani, ale také
naklady na pracovni silu a laboratorni material. Na tato zjisténi navazuji i Boonham et al.
(2014), ktefi zdlraznuji, ze pravé tyto Uspory zvysuji dostupnost a prakticnost metody pro
rutinni diagnostiku.

Pokud srovname pocty testd provedenych molekularné-biologickymi metodami, je patrné,
Ze jejich podil byl niz8i. Metodou PCR byly testovany pouze fytoplazmy, protoze se jedna
o DNA organismy, jejichz detekce nevyZaduje izolaci RNA. Naproti tomu viry, které byly
predmétem testovani, jsou RNA patogeny, proto pro jejich diagnostiku bylo nutné izolovat RNA
a provést testy metodou RT-PCR.

Vzhledem k tomu, Ze se v dobé testovani hrusné v Pl vibec nenachazely a v Tl jsou
zastoupeny jen v malém rozsahu, bylo testovani vyskytu fytoplazem zaméfreno pfedevsim na
‘Candidatus Phytoplasma mali’ a 'Candidatus Phytoplasma prunorum’. Testovani na
‘Candidatus Phytoplasma pyri’ bylo provedeno pouze v TI, a to u 51 rostlin. Pocty test(
metodou RT-PCR byly vyss8i, zejména v dusledku intenzivné&jSiho testovani vird maloplodosti
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treSni (LChV-1 a LChV-2). Tento narust souvisel se zavaznym vyskytem téchto vird, ktery na
uzemi Ceské republiky zaznamenal Ustiedni kontrolni a zkuSebni Ustav zemédélsky (UKZUZ)
(NAP MZe 2021). Pocty provedenych RT-PCR testl vSak neodrazeji pouze analyzy zamérené
na LChV-1 a LChV-2, ale také vyuziti jiz izolované RNA, ktera nasledné poslouzila k detekci
dalSich virG z odebranych vzorku. Z tohoto dlivodu nebylo nutné provadét vSechny analyzy
metodou ELISA, coz vedlo k Uspofe ¢asu pro provedeni analyz. Do budoucna se pifedpoklada,
Ze pocty analyz provedenych metodou RT-PCR poklesnou, protoze v obou typech izolatu jiz
byly vSechny tfeSné otestovany na pfitomnost virl maloplodosti tfeSné. Nebude tak nutna
izolace RNA a ostatni viry budou testovany metodou ELISA.

Co se tyka zastoupeni jednotlivych ovocnych druhti v Pl a Tl, pfehled je uveden v tabulce 3.
Z ni vyplyva, ze nejvySsi podil v Pl dlouhodobé zaujimaiji slivoné, jejichz zastoupeni se ve
sledovanych letech pohybovalo mezi 74-77 % ze vSech uchovavanych stromu. DalSi
vyznamnou skupinu v Pl tvofi tfeSné, jejichz podil se stabilné pohyboval kolem 10 %. Ostatni
ovocné druhy — jabloné&, meruriky a broskvoné — byly zastoupeny v Pl méné nez 10 %. Jak jiz
bylo vySe zminéno, hrusné se v Pl viibec nenachazeji; vyskytuji se pouze v Tl, kde jejich podil
¢inil 6 % v letech 2022 a 2023 a 5 % v roce 2024. V Tl je zastoupeni ovocnych druhd

Vv,

v jednotlivych letech), dale pak slivoné a tfeSné/visné.

Tabulka 3. Prehled péstovanych ovocnych druht v technickém (Tl) a prostorovém izolatoru (Pl)
v obdobi 2022-2024

Table 3. Overview of fruit species grown in the Insect-proof greenhouse (Tl) and spatial isolationr (PI)
in 2022-2024

Broskvori 2 10 3 263 3 10 2 241 3 8 2 231 3
Hrusen 3 22 6 0 0 26 6 0 0 21 5 0 0
Jabloi 4 140 37 551 7 140 33 416 5 134 33 483 6
Meruiika % 13 3 488 6 14 3 370 5 13 3 362 4
Slivoin® 100 26 | 6228 | 74 141 33 | 6118 | 77 141 34 | 6154 | 76
Ir:eé:?) M 94 25 851 10 93 22 848 11 93 23 845 10

1) Fruit species, 2) Peach tree, 3) Pear tree, 4) Apple tree, 5) Apricot tree, 6) Plum tree, 7) Cherry tree, 8) Sour
cherry tree

Ve sledovaném obdobi 2022—2024 byly nej¢astéji testovanymi ovocnymi druhy slivoné a
tfreSné/visné, coz odpovida jejich vysokému zastoupeni v Pl i Tl porostech (Tabulka 4).
U slivoni tvofil podil provedenych testd v Pl 50-43 % a v Tl postupné klesal z 63 % v roce
2022 na 10 % v roce 2024. VysSi pocet testl u tohoto druhu je zpusoben prfedevsim CastéjSim
testovanim na pfitomnost PPV. Podle vyhlasky €. 96/2018 Sb. ma PPV nejkratsi dobu platnosti
vysledkl ve srovnani s ostatnimi patogeny, a proto musi byt jednotlivé stromy testovany
v kratSich intervalech — béhem 10 let musi byt na tento virus otestovany vSechny slivoné v PI.
Podrobnéjsi udaje o testovani na PPV v jednotlivych ovocnych druzich a izolatech (Tl a PI)
ukazuje graf 2. Z vysledkl vyplyva, Ze slivoné predstavovaly jednoznacné nejvice testovany

ovocny druh. V roce 2022 byla pfitomnost PPV analyzovana v Tl pouze u slivoni, zatimco v Pl
7
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tvofily testy na tomto druhu 89 %. V roce 2023 bylo u slivoni provedeno 135 testl v Tl a
1698 v Pl (81 % vSech testh). V roce 2024 sice doslo k vyraznému poklesu poctu testa v Tl
(pouze 8 stromU), avSak v Pl zlstalo testovani na vysoké urovni (1520 stromu; 86 %).

Tabulka 4. Prehled provedenych testu v technickém (Tl) a prostorovém izolatu (Pl) v letech 2022—2024
podle ovocnych druht

Table 4. Overview of tests performed in insect-proof greenhouse (Tl) and spatial isolation (Pl) 2022—
2024 by fruit species

Broskvon? | 0 | 0 | 506 | 7 | 11 | 11 | 439 | 6 | 161 | 31 | 223 | 3
Hrusen 9 o | o | o | o 2 |o2| o0 | o120 |25] 0 |o0
Jablofi 4 o | 2 |1120| 16 | 5 | o5 |62 | 10 | 41 | & | 1374 | 22
Meruika® | 0 | o0 | 533 | 8 | 42 | 43 | 4290 | 6 | 28 | 5 | 360 | 6
Slivori © 360 | 63 | 3435 | 50 | 336 | 346 | 3192 | 46 | 53 | 10 | 2719 | 43
TreSef/ | 200 | 35 |1288 | 19 | 574 | 592 | 2180 | 32 | 103 | 20 | 1713 | 27
Celkem® | 569 | 100 | 6882 | 100 | 970 | 100 | 6902 | 100 | 515 | 100 | 6389 | 100

1) Fruit species, 2) Peach tree, 3) Pear tree, 4) Apple tree, 5) Apricot tree, 6) Plum tree, 7) Cherry tree, 8) Sour
cherry tree, 9) Total

Graf 2. Testovani na pfitomnost PPV v technické (Tl) a prostorové izolaci (Pl) podle ovocnych druhi
Graph 2. Testing for the presence of PPV in insect-proof greenhouse (Tl) and spatial (Pl) isolation by
fruit species
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U ostatnich ovocnych druhll byl rozsah testovani vyrazné nizsi a odrazel jejich zastoupeni
v porostech. Broskvoné byly v roce 2022 testovany na pfitomnost PPV pouze v Pl (174 testu;
9 %), zatimco v nasledujicich letech se testovaly i v Tl — 11 testl v roce 2023 a 23 testu v roce
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2024. Meruriky byly testovany jen v omezené mifre, pfedevSim v Pl (44 testd v roce 2022;
68 testl v roce 2023; 40 v roce 2024), v Tl se provedly pouze jednotky testl (maximalné 18 v
roce 2023). TreSné a viSné nebyly v roce 2022 na PPV testovany vibec, ale v roce 2023 se
jiz testovaly v Pl (258 testl; 12 %) a v roce 2024 se jejich podil dale zvySil — 25 testa v Tl a
187 v Pl (11 %).

Celkové struktura testovanych vzorkl odrazela slozeni Pl a Tl, kde dlouhodobé prevazuiji
slivoné a tfeSné/visné. Nejvétsi objem testl je vSak trvale spojen se slivonémi, a to zejména
kvuli Castéji se opakujicimu testovani na PPV.

Vedle PPV byly v letech 2022-2024 stromy testovany také na dalSi vyznamné viry a
fytoplazmy, jejichz sledovani a testovani uklada vyhlaska ¢. 96/2018 Sb. Vysledky podctu
provedenych analyz na pfitomnost jednotlivych patogenl jsou znazornény v grafu 3 pro Pl a
v grafu 4 pro TI.

ACLSV a ApMV byly testovany jak u peckovin, tak u jadrovin, coz vysvétluje jejich vysoky
podil na celkovém poctu provedenych analyz. ACLSV byl v roce 2022 provéfovan
u 955 stroma v Pl (13,9 % vSech testu), v roce 2023 u 891 stromud (12,9 %) a v roce 2024
u 776 stromu (12,1 %). Podobné ApMV byl v roce 2022 testovan u 955 stromu v PI, v roce
2023 u 891 stromu a v roce 2024 u 776 stromu.

U peckovin hraje kli€ovou roli i testovani PDV a PNRSV, které se pfenaseji pylem (Mink
1993), a proto je nezbytné stromy opakované testovat a souCasné zabranit jejich kveteni
v izolatech. To se zajistuje pravidelnym odstrafiovanim kvéta, aby rostliny nemohly kvést.
Z tohoto ddvodu musi byt stromy na jejich pfitomnost kontrolovany ¢astéji, coz se odrazi ve
vySSim poctu testl. V roce 2022 bylo provedeno 120 testll v Tl a 648 v PI, v roce 2023 pak
85 testu v Tl a 674-677 v Pl, a v roce 2024 bylo analyzovano 42—43 strom0 v Tl a 456 strom0
v Pl

Dalsi viry, jako ArMV, CLRV, RpRSV, SLRSV, TBRYV, byly sledovany v menSich poétech
(zpravidla kolem 40 stromua ro¢né v Tl i PI). Jejich zastoupeni se proto pohybovalo pouze
v jednotkach procent. Specifickou skupinu pfedstavuji viry tfedni — LChV-1 a LChV-2. Ty byly
v Pl'i Tl pravidelné testovany, a to v rozsahu od 187 do 258 stromu ro¢né.

Graf 3. Rozdéleni provedenych testl v prostorovém izolatoru dle testovanych patogent
Graph 3. Distribution of tests performed in the spatial isolationr according to the pathogens tested
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Graf 4. Rozdéleni provedenych testt v technickém izolatoru dle testovanych patogent
Graph 4. Distribution of tests performed in the insect-proof greenhouse according to the pathogens
tested
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Okamzita likvidace pozitivné testovanych stromd je nedilnou soucasti certifikacniho
systému, nebot zajistuje, Ze se patogeny dale nesifi na okolni stromy. V roce 2022 bylo na
zakladé likvidaéniho protokolu odstranéno 10 strom(l, coz predstavovalo 0,13 % ze vSech
provedenych testu. V roce 2023 byl po€et odstranénych stromu vyssi — 20 stroma (0,25 %) a
v roce 2024 pak 15 stromu (0,22 %). Tento postup pfedstavuje nezbytné opatfeni, které chrani
zdravotni stav mnozitelského materialu v izolatech. Na proces likvidace pozitivnich stromu
navazovalo testovani okolnich stromdu, které umoznilo ovéfit, zda nedoslo k Sifeni infekce
v bezprostfednim okoli. Vzorky rostlinného materialu byly odebirany po fadach, zpravidla
z nékolika po sobé rostoucich strom(, takze v pfipadech, kdy byl néktery strom vyhodnocen
jako pozitivni, jeho sousedni stromy jiz byvaly zahrnuty do stejné série testovani. Tento systém
odbérl zajiStoval, Ze okolni stromy byly vétSinou provéreny jiz v dobé detekce pozitivniho
nalezu. Pouze v ojedinélych pfipadech bylo nutné provést nasledné dopliujici odbéry.

Vysledky testovani stromii v podminkach prostorové izolace a technické izolace ve VSUO
Holovousy v letech 2022—-2024 potvrdily, Ze pravidelna diagnostika viru a fytoplazem v ramci
certifikatniho schématu ovocnych dfevin ma zasadni vyznam pro udrzeni vysoké kvality
zdravotniho stavu rozmnozovaciho materialu i pro prevenci Sifeni patogenu. VétSina vzorku
byla negativnich, pficemz pozitivni nalezy se objevily pouze vyjimecné. Tyto pfipady byly
feSeny okamzitou likvidaci infikovanych stromu, ¢imz se zabranilo dalSimu Sifeni patogena.
Tento vyvoj potvrzuje, Ze systém testovani plni pfedevsim preventivni funkci, jeho cilem neni
odhalovani rozsahlych ohnisek infekce, ale udrzovani nulové prevalence patogenu
v kontrolovaném prostfedi. Ojedinélé pozitivni nalezy dokazuji, Ze bez pravidelného
opakovaného testovani by se infekce mohly snadno rozsifit. Absence pozitivnich vysledku
tedy neni divodem ke snizovani frekvence testovani, ale naopak potvrzenim jeho nezbytnosti.

Z ekonomického hlediska se preventivni pfistup ukazuje jako vyrazné efektivni.
V jednotlivych letech byly odstranény desitky stromd (2022: 10; 2023: 20; 2024: 15), coz
predstavuje relativné nizky zasah. Tento pocet v8ak mél zasadni vyznam pro ochranu
produkéniho materialu — v€asna likvidace zabranila vzniku tisicd potencialné infikovanych
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vypéstkl, které by v pfipadé prehlédnuti infekce mohly byt distribuovany do sadi Ci
Skolkafskych provozu. Naklady spojené s testovanim a likvidaci nékolika stromu jsou
nesrovnatelné niz8i nez naklady, které by vznikly pfi FeSeni rozsahlého Sifeni viru
v produkénich vysadbach — at’ uz jde o ztraty na vynosech nebo naklady na likvidaci. Tento
princip potvrzuje i studie Cembali et al. (2003), ktera analyzovala ekonomické dopady virové
prevence u ovocnych dfevin v USA. Autofi zjistili, ze pfinosy preventivniho programu vyrazné
prevysuji jeho naklady — konkrétné az 420nasobné. Takoveé vysledky jednoznacné ukazuji, ze
investice do v€asné diagnostiky a cilené likvidace jsou nejen agronomicky, ale i ekonomicky
opodstatnéné.

Tyto zavéry potvrzuji i Varveri et al. (2015), ktefi ve své praci uvadéji, ze zasadnim
pfedpokladem bezpecné produkce rozmnozovaciho materialu je pouzivani viruprostého
vychoziho materialu a pravidelna kontrola jeho zdravotniho stavu. Autofi rovnéz uvadéji, ze
zavedeni testovani rozmnozovaciho materialu pfedstavuje nejefektivnéjsi preventivni opatieni
proti Sifeni patogen, protoZe uc€inné metody léCby neexistuiji.

Ziskana data zaroven poukazuji na to, Zze rozsah testovani se liSi podle druhu ovocné
dfeviny a povinné sledovanych patogenu vymezenych legislativou. Vyznamnou ¢ast tvofily
testy na detekci viru Sarky Svestky (PPV), ktery je snadno pfenosny m3icemi i infikovanym
rostlinnym materidlem a predstavuje celosvétové nejvyznamnéjsi virovy patogen slivoni
(Garcia et al. 2025). Pozornost byla vénovana také viram LChV-1 a LChV-2, které mohou
u tfesSni a visni vyznamné snizovat vynos a kvalitu plodu (Tahzima et al. 2019). Podle studie
NAP (NAP MZe 2021) muze infekce ohrozit az 80 % urody. Jejich systematické zafazeni do
testovani bylo nezbytné vzhledem k prokdzanému zvySenému vyskytu v produkénich
vysadbach, s cilem zajistit zdravy rozmnoZovaci material ur¢eny pro zakladani produkcnich
sadl a tim zabranit dalsimu $ifeni infekce. Ve VSUO Holovousy proto postupné& probé&hlo
testovani vSech tfedni uchovavanych v technicke i prostorové izolaci.

Na potfebu citlivych a spolehlivych metod testovani upozoriiuje i prace Naik et al. (2023).
Ti uvadéji, ze nedostatecnost jednotnych certifikacnich standard( v produkci révy vinné v Indii
vede k Sifeni infekci a ztraté davéry v kvalitu rozmnozovaciho materialu. Stejna doporuceni
jsou relevantni i pro Ceskou republiku, zejména s ohledem na dovéaZeny rozmnoZovaci
material tfeSni a viSni. Na zakladé poznatkd uvedenych ve studii NAP (NAP MZe 2021) bylo
proto doporuceno testovat rozmnozovaci material pochazejici ze zahrani¢i na pfitomnost virl
maloplodosti tfeSné, nebot’ pravé tento material mize predstavovat zdroj zavle€eni novych
infekci. Tento fakt potvrzuji ve své studii i Sapakhova et al. (2023), ktefi srovnavaiji certifikacni
systémy ruznych zemi a ukazuji, ze uroven diagnostiky a pfisnost kontroly se mohou zna¢né
liSit. Prijeti jednotnych postupl a vyuzivani nejmodernéjSich diagnostickych metod je proto
nezbytné pro zajisténi dlouhodobé stabilni a bezpecné produkce. Vysledky testovani virt
maloplodosti tfe$né& ve VSUO Holovousy zarover potvrzuiji, Ze domaci rozmnozovaci material
je diky pravidelnému testovani a pfisnému certifikacnimu systému prosty téchto vir(. K jeho
kontrole se vyuziva citlivda PCR metoda, vyvinuta pfimo ve VSUO Holovousy, ktera umoziiuje
detekci jiz od 500 kopii viru LChV-1 a 650 kopii viru LChV-2 v jedné reakci (Cmejla a Valentova
2018).

Vyhlagka &. 96/2018 Sb. se nevztahuje pouze na ovoce produkované na tUzemi Ceské
republiky, ale zahrnuje i nékteré druhy, které Ize z hlediska péstitelskych podminek povazovat
za subtropické. Typickym pfikladem je rod Citrus a Olea europaea, které jsou sice soucasti
legislativy, avéak v podminkach CR se péstuji jen okrajové, zejména ve sklenicich. Ostatni
subtropické druhy, jako napf. fikovnik smokvon (Ficus carica) Ci kaki (Diospyros kaki), zatim
do systému certifikace zahrnuty nejsou. Lze v8ak oCekavat, Ze s rozSifovanim péstitelskych
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moznosti a klimatickymi zménami bude nutné certifikacni systém postupné rozsifit i na tyto
druhy, aby se pfedeslo zavleCeni novych patogenu.

Flexibilitu certifikacniho schématu potvrzuje i novelizace vyhlasky ¢. 96/2018 Sb., ktera
vstoupila v platnost v Eervenci 2025. Touto Upravou byl rozSifen seznam povinné testovanych
patogenl, napfiklad o tomato ringspot virus (ToRSV), virus prfenaseny hadatky, ktery
u ovocnych drevin zpusobuje chlorotické prouzky, krouzky a zilkovou mozaiku na listech,
zpomaluje rust a negativné ovliviiuje plodnost. Zafazeni TORSV mezi regulované nekaranténni
Skodlivé organismy vychazi z provadéci smérnice Komise (EU) 2025/145, ktera aktualizovala
smérnici 2014/98/EU v navaznosti na zmény fytosanitarniho zafazeni vybranych patogenu.
Do 25. ledna 2025 byl ToRSV veden jako karanténni Skodlivy organismus pro EU, avSak od
26. ledna 2025 byl prefazen mezi regulované nekaranténni $kodlivé organismy (RNSO). Tento
virus je zarovefl uveden na seznamu A2 organizace EPPO, coz potvrzuje jeho vyznam
z hlediska rostlinolékafské regulace a potfebu jeho monitorovani v ramci certifikacniho
systému. Timto krokem se €eska legislativa uvedla do souladu s poZzadavky Evropské unie a
zaroven prokazala schopnost UCinné reagovat na aktualni fytopatologické hrozby, &imz
potvrzuje svou pruznost a pfipravenost pfizplsobovat se ménicim podminkam v oblasti
ochrany rostlin.

ZAVER

Vysledky testovani stromd v podminkéach prostorové a technické izolace ve VSUO Holovousy
v letech 2022-2024 potvrzuji, ze pouze dusledné testovani v izolatech umoznuje udrzet
certifikovany rozmnozovaci material ve vysoké kvalité. Certifikace tak predstavuje nejen
legislativni poZadavek, ale i kli€¢ovy prakticky nastroj, ktery chrani péstitele i spotfebitele,
podporuje konkurenceschopnost domaci produkce a pfispiva k dlouhodobé stabilité
ovocnarské vyroby.
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