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Studium hostitelského okruhu vilnovnika hrusnového a

. A

prenosu viru krouzkovitosti jerabu

Souhrn

Pritomnost viru krouzkovitosti jetabu (European mountain ash ringspot-associated
virus - EMARaV) na volné rostoucich rostlinach jefabu ptaciho byla do dne$niho dne
potvrzena nejen v Ceské republice, ale i v fadé zemi severni Evropy. JelikoZ jsou informace o
biologickych vlastnostech EMARaV velmi strohé, byla ptedmétem piedkladané diplomové
prace studie hostitelského okruhu tohoto fytopatogena a studie jeho mozného pienosu pomoci
vektora vinovnika hrusnového (Eriophyes pyri, syn. Phytoptus pyri).

Prvni ¢ast prace, zamétfend na hostitelsky okruh EMARaV, volné navéazala na pokus
zalozeny na katedfe ochrany roslin jiz v roce 2011. Jako biologicky material bylo pouzito
celkem 17 rostlinnych druhiti z podéeledi Maloideae, které byly naockovany rostlinnym
materialem ziskanym z pfirozené rostouciho jefabu ptaciho infikovaného EMARaV. Po dvou
letech byla vramci této diplomové prace provedena na naockovanych rostlinach detekce
EMARaV pomoci molekularné genetickych metod. Z rostlinnych vzorkli byla izolovéna
celkova RNA pomoci ¢aste¢né modifikované ,,silika“ metody dle Rott a Jelkmann (2001)
s ptidanim fenolu a chloroformu. Tato extrak¢éni metoda byla na zakladé piedchoziho
testovani péti rGznych izolacnich technik vybrana jako nejvhodnéjsi pro izolaci nukleové
kyseliny z dtevin. Vzorky byly nasledné podrobeny reverzni transkripci a polymerazové
fetézové reakci (RT-PCR). Vysledky detekce potvrdily rozSifeni hostitelského okruhu
EMARaV o dalsich 17 druhd rostlin z ¢eledi Rosaceae (Sorbus spp., Amelanchier spp.,
Aronia spp., Pyrus spp., Malus spp., Crataegus spp. a Sorbaronia spp.).

V ramci testt zaméfenych na studii pfenosu EMARaV pomoci vektoru byli z halek
virem napadenych listd jefabu ptac¢iho (Sorbus aucuparia) a zdravé jabloné (Malus spp.)
odebirani roztoc€i a nasledné prenaseni na zdravé listy stromil jefabl s predpokladem, Ze se na
novém hostiteli adaptuji a virus ziskany z pfedchoziho zdroje potravy na néj ptenesou. Jelikoz
byl pfenos roztoc¢t na rostliny nam z neznamych divodi opakované netspésny, pienos

virového patogena nebyl potvrzen.

Kli¢ova slova: virus krouzkovitosti jetabu, jetab ptaci, ptenos viru, vinovnik hrusiovy.



Host range of Phytoptus pyri and transmission of the

European mountain ash ringspot-associated virus

Summary

To date, the presence of European mountain ash ringspot-associated virus
(EMARaV) on European mountain ash has been confirmed not only in the Czech Republic,
but also in several countries of Northern Europe. Since there is not much information about
the biological properties of EMARaV, the subject of this thesis was the study of the host
range of this phytopathogen and the study of its possible transmission by Eriophyes pyri.

The first part of my work focused on the host range of EMARaV loosely follows a
previous experiment carried out at the Department of Crop Protection in 2011. A total of 17
plant species from the Maloideae subfamily were inoculated with plant material gathered
from wild mountain ash infected with EMARaV. After two years, as part of this thesis,
EMARaV detection was carried out on the inoculated plants using molecular genetic methods.
Complete RNA was isolated from the specimens using partially modified ‘silica’ method by
Rott and Jelkmann (2001) with added fenol and chloroform. This extraction method was
selected as the most appropriate for isolating nucleic acid from woody plants on the basis of
previous testing of five techniques. The samples were then subjected to reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR). The results confirmed the widening of the host range
by 17 plant species from the Rosaceae family (Sorbus spp., Amelanchier spp., Aronia spp.,
Pyrus spp., Malus spp., Crataegus spp. and Sorbaronia spp.).

Mites were gathered from infected leaves of mountain ash (Sorbus aucuparia) and
healthy apple trees (Malus spp.) as part of the tests focused on studying the transmission of
EMARaV by vector. The mites were then transmitted on healthy leaves of mountain ash with
the assumption that they will adapt to the new host and transmit the virus derived from the
previous source of food. As the transfer of mites onto plants was, for unknown reasons,

unsuccessful, the transmission of the virus pathogen was not confirmed.

Keywords: European mountain ash ringspot—associated virus, European mountain ash, virus

transmission, Eriophyes pyri.
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1 Uvod

Jefab ptaci (Sorbus aucuparia) z ¢eledi Rosaceae tvoifi v nasich podminkach béznou
soucast lesnich ekosystému. Hojné&ji se vyskytuje v chladnéjSich oblastech s vy$§imi
srazkami. Patii mezi nenaro¢né, rychle rostouci dieviny s intenzivnim rozvojem koienové
soustavy, dokdze rlst 1 na téZzce degradované ptidé a velmi dobie sndsi znecisténé ovzdusi.
Z téchto divodu je velmi Casto vyuzivan pro rychlé zalesnéni vétsich ploch, nebo v oblastech,
které jsou ohrozovany erozemi ¢i kontaminaci (napf. podél komunikaci). Pro své dekorativni
cervené plody je rovnéz soucasti kompozic mnoha okrasnych zahrad a parkl. Jetdb je ve
volné ptirodé rovnéz nezbytnou dievinou pro mnoho druhid ptakid, kteti se zivi jeho plody.
Pouziva se i jako podnoz pro dalsi druhy jefabu.

Zdravotni stav mnoha stromt jetabu pfedevsim v alejich a parcich je v posledni dobé
alarmujici. Tyto problémy jsou ziejmé zpusobeny komplexem hub napadajicich bazi kmene
stromu, obecné vsak je tento problém malo prozkoumany. Velmi ¢asto miizeme také na
listech jetabu pozorovat specifické virové symptomy v podob¢ krouzkovitosti, skvrnitosti ¢i
obecné mozaiky, velmi pravdépodobné vyvolané virem krouzkovitosti jetabu (European
mountain ash ringspot-associated virus — EMARaV), tedy zastupcem nedavno vzniklého
rodu Emaravirus. Tento rostlinny virus napada jetab pta¢i v mnoha zemich (Finsko,
Némecko, Ceské republika, Polsko, Rusko atd.). Do nedavné doby byl jako jediny znamy
hostitel tohoto patogena popsan jefab ptaci. Na zakladé diplomové prace Michala Konradyho
zpracované v roce 2013 na katedie ochrané rostlin CZU, byla hostitelska skupina EMARaV
rozsitena o nékolik novych zastupct zpodceledi Maloideae, avSak fada moznych
hostitelskych druhti z ¢eledi Rosaceae zustala neprokazana. Prenos EMARaV v piirod€ nebyl
do dnesni doby zcela objasnén. Ptredpokladanym vektorem plvodce onemocnéni
krouzkovitosti jetabu je rozto¢ vlnovnik hrusiovy (Phytoptus pyri, syn. Eriophyes pyri)
z ¢eledi vlnovnikoviti (Eriophyidae), jehoz halky byvaji na infikovanych listech vySe
uvedenym virem Casto pritomné.

Jelikoz jsou informace o biologickych vlastnostech EMARaV pro rostlinolékatskou
praxi zcela nedostacujici, byla pfedmétem piedkladané diplomové prace podrobna studie
hostitelského okruhu tohoto fytopatogena a studie jeho mozného pfenosu pomoci vektoru

vlnovnika hrusnového.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Védeckou hypotézou predkladané diplomové prace byl piedpoklad, Ze virus
krouzkovitosti jefabu (European mountain ash ringspot-associated virus - EMARaV) ma
Siroky hostitelsky okruh. Druhou hypotézou byla domnénka, ze EMARaV je pienasen
vinovnikem hrusnovym (Eriophyes pyri, syn. Phytoptus pyri), tedy rozoto¢em, ktery je

schopen napadat a mnozit se i na dal§ich druzich pod¢eledi Maloideae.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo tedy prokazat, ze hostitelsky okruh EMARaV
neni omezen pouze na jefab pta¢i (Sorbus aucuparia), ale zahrnuje i dal$i druhy rostlin
z ¢eledi Rosaceae. Druhym, neméné vyznamnym cilem, bylo prokazani pfenosu EMARaV

pomoci vektoru vlnovnika hrusiového na zdravé rostliny z podcéeledi Maloideae.



3 Literarni reSerse

3.1 Rostlinné viry

Rostlinné viry jsou klasifikovany jako jednoduché nebunétné organismy. Jejich
existence je zavisla na hostitelské bunce. Bez hostitele viry nejsou schopny vlastniho
metabolismu, drazdivosti ani autoreprodukce. Prostiednictvim hostitelsk¢ bunky je vir
schopen rozmnozovani, ziskava schopnost dédi¢ného piedavani znakl, schopnost vyvoje a
evoluce (Rosypal, 1994). Viry jsou tedy fazeny mezi obligatni parazity, ktefi jsou schopni
reprodukce pouze ve vhodném intraceluldrnim prostiedi, ve kterém je jejich mnozeni zavislé

na systémech hostitele dodavajicich energii (Bréak, 1971).

3.1.1 Morfologie a struktura

Castice rostlinnych virti se svou stavbou zasadné 1i§i od jednobun&énych organismi
(Brcak, 1971). Skladaji se z fetézce jedné ¢i vice molekul nukleové kyseliny. Tento fetézec je
zpravidla uzavien v ochranném proteinovém ¢i vzacnéji jest€¢ lipoproteinovém plasti
(Matthews, 1991).

Na zéklad¢ druhu jejich nukleové kyseliny, ktera je nositelkou jejich genetické
informace, rozliSujeme viry obsahujici deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) ¢i ribonukleovou
kyselinu (RNA). Nukleové kyseliny mohou byt dvouvlakenné (double-stranded, ds) nebo
jednovlakenné (single-stranded, ss) v podobé linearni &i kruhové molekuly (Spak, 2007).
Zakladem vétSiny rostlinnych vir je jednovldkennd ribonukleova kyselina (ssRNA).
Nukleova kyselina virt vzdy koduje nejméné jeden, ve vétSingé piipada i vice proteind, které
maji rizné funkce (obalovy protein, RNA ¢i DNA polymeraza, protedza, tzv. movement
protein ¢i helper factor) (Kazda et al., 2011).

Samotna virova ¢astice se nazyva virion a jeho proteinova slozka je ozna¢ovéana jako
kapsida, jez je morfologicky rozliSitelna jednotkami tzv. kapsomerami (Bréak, 1971). Virion
se muze vyskytovat i mimo hostitelskou bunku v nezivém prostiedi a jeho schopnosti je
infekce nové buiiky. Ukolem kapsidy je ochrana nukleové kyseliny a spolu s ni dohromady
tvori tzv. nukleokapsid. Pokud neni kapsida kryta dal§im vné&jsim obalem, uréuje tvar virionu
(Berger, 1996). Nejbéznéjsi tvary virovych Castic jsou ty€inkovité (s rozméryl8 x 60 — 500
nm), vlaknité (12 x 500 — 2000nm) a izometrické (28 nm). Vyskytovat se mohou i viriony
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zcela jinych tvart, jako jsou napiiklad viriony geminivird, jejichz Castice je slozena z dvou

¢asti nebo viriony rhabdovirt s ¢asticemi kulovitého tvaru (Kazda et al., 2011).

3.1.2 Klasifikace a nazvoslovi

Mezinarodni komise pro taxonomii vird (ICTV) uvetejnila r. 1979 klasifikaci vird,
vychazejici zejména z charakteristik virovych ¢astic (zptisob pfenosu, tvar ¢astic, sérologické
vlastnosti, vlastnosti nukleové kyseliny atd.) (Kudela et al., 1989). Taxonomie virti se ovSem
stale rozviji a to zejména s rozvojem molekularnich metod, diky nimz je v soucasné dobé
mozné urcit jejich vzajemnou piibuznost (Kazda et al., 2011).

Nézvy vird a virovych chorob vétSinou vychéazeji z pfiznaktl viditelnych na
nadzemnich ¢astech rostliny a obvykle nemivaji nic spoleéného s jeho pivodem. Ptikladem je
virus mozaiky okurky (Cucumber mosaic virus — CMV), ktery napada rostliny okurky, ale
Vv ptfirod¢ se udrzuje na jinych rostlinach, v nichz ptezimuje. Mezinarodni nazvoslovi vyuziva

prevazné anglickych nazvi vird (Kudela et al., 1989).

3.1.3 Hostitelsky okruh

Je znamo, ze hostiteli rostlinnych viri mohou byt fasy, liSejniky, kaprad’orosty,
nahosemenné i krytosemenné rostliny (Matthews, 1981). Viry krytosemennych rostlin 1ze
rozdélit podle jejich hostitelského okruhu na monofagy, oligofagy a polyfagy. V souvislosti
s hostitelskym spektrem jsou rostliny rozdélovany na virofilni (napf. Chenopodiaceae) a
virofobni (napt. Helianthemum chanaecistus). Mnohé z nich maji vyznam jako indikatorové
rostliny (Kudela et al., 1989).

3.1.4 Symptomy

V pribéhu stoleti bylo popsdno mnoho virovych onemocnéni rostlin. V zéavislosti na
vlastnostech viru a zdroveil na genetické vybavé hostitele, se mohou ptiznaky onemocnéni
rizn¢ projevovat (Khan a Dijkstra, 2006). Virova infekce se muize na rostliné projevit
viditelnou zménou zevné na jejich organech, zménou anatomickou ¢i patofyziologickou

(Kudela et al., 1989).
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3.1.5 Zivotni cyklus

Pro viry je charakteristicky obligatni endoparazitismus v rostlinnych buiikdch a
pletivech. Urc¢ité viry maji své specifické fyzikalni a chemické vlastnosti, kterymi se odlisuji
od jinych druhti virG. Viriony daného viru vSak mohou podléhat zménam, jez jsou fizeny
nejruznéjSimi genetickymi mechanismy, které podminiuji rozsah variability piislusSného viru.
Nejcasteji dochazi ke zménam virulence (patogenite), kterd se projevuje ve schopnosti
infikovat rostliny téhoz hostitelského druhu, ale odliSného genotypu rezistence, nebo ve

schopnosti vyvolavat jiny projev ptiznaki napadeni (Kudela et al., 1989).

3.1.5.1 Infekéni faze rostlinnych virt

Virové Gastice se dostivaji do rostlinného organismu pasivng. Casto dochazi
K proniknuti viru do rostliny pfes poranéni, prostfednictvim pfenaSecd, pylem, semeny nebo
rouby (Neergaard, 1979). Pro vznik infekce musi byt v inokulu castice se vSemi useky
nukleové kyseliny (Kazda et al., 2011).

Virové Castice velmi Casto pronikaji do systému rostliny a mohou se replikovat
Vv jejich riznych ¢astech. Pfi systémové infekci mize byt vir zastoupen v rostling v ptiblizné
stejné koncentraci. Dal§i moznost systémové infekce nastava, kdyz je virus kumulovan
vV uréitém organu rostliny, kde se intenzivné replikuje a v ostatnich c¢astech rostliny je
zastoupen pouze Vv nizké koncentraci (Neergaard, 1979).

Po navézéani parazitického vztahu mezi virem a hostitelem dochdzi ke kolonizaci
hostitelského pletiva patogenem (Frohlich et al., 1979), které lze rozdé¢lit na lokalni a
systémovou kolonizaci (Kidela et al., 1989). Lokalni kolonizace je prostorové omezena
kolonizace hostitelského pletiva, kterd se vétSinou projevuje pouze lokalnim poSkozenim
v podobé nekrotickych ¢i chlorotickych skvrnitosti. Léze se mohou rozrustat po celém listu,
ktery pak odpadne a virus se jiz dale nesifi. U systémové kolonizace se virus $ifi po celé
rostling, ale symptomy onemocnéni se nemusi projevit na vSech ¢astech rostliny (Tarr, 1972).

Pti systémové kolonizaci se virus §iii vétSinou floémem (Matthews, 1981).
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3.1.5.2 Replikace rostlinnych virt

Virové Castice po vstupu do bunky vyuzivaji bunééného aparatu k expresi svych gent,

k replikaci svych genomi a k vlastnimu zabaleni do nové vytvofenych ochrannych obali.
Samotna reprodukce viru muze byt pro bunky letdlni. Mize dochazet k 1ézi bunék a k
naslednému uvolnéni virového potomstva, které pak napada okolni buiiky (Alberts, 2006).
Proces replikace 1ze rozd¢lit do téchto fazi:

e Vazba virionu na povrch bunky

e penetrace do buiky

e dekapsidace — uvolnéni nukleové kyseliny z kapsidu do bunky

e replikace virové nukleové kyseliny

e syntéza strukturdlnich a nestrukturdlnich proteina

e skladani ¢astic, zrani viriond

e Uvolnéni viriond z buiky

(Berger, 1996).

Podstata vzniku nemoci zavisi ve spotiebe substratu a energetického poolu hostitelské
builkky na tvorbu virové RNA. Opakovany cyklus replikace viru vede k postupnému
vyhladovéni buniky. Nové virové c¢astice mohou zlstavat a akumulovat se v bunéénych
organelach, vakuolach nebo v cytoplazmé. Pohyb virovych ¢astic v hostiteli mize byt na
kratké vzdalenosti z buniky do buiiky prostfednictvim plazmodezmi ¢i na dlouhé vzdalenosti

floémem a xylémem (Manion, 1981).

3.1.5.3 Pienos a sifeni rostlinnych vir

Rostlinné viry jsou prendSeny pasivné. Sifi se reprodukénim materidlem napf.:
semeny, fizky, sadbovym materidlem, ockem, pylem apod. Déle je mozny ptenos pies
ZivocCisné a houbové vektory. Mykochorie je znama naptiklad u druhu Olpidium brassicae,
kde virus ptfeziva ve sporangiich, ze kterych se nasledné uvoliuji infikované zoospory. Timto
zpusobem se pienasi napt. virus zilkovistosti salatu (Lettuce big vein virus - LBVV) (Kidela
et al., 1989). Zoochorie, pfenos zivoc¢iSnymi vektory, je velmi Castym zpiisobem Sifeni.
Vektory mohou byt had’atka nebo ¢lenovcei (zejména Homoptera) (Brédk 1971; Harris a
Maramorosch, 1981; Stakman a Harrar, 1967; Tarr, 1972).
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Mechanicky pienos rostlinnych vira

Mechanicky ptenos piedstavuje introdukci viru do zdravé rostliny mechanickymi
prostiedky, napiiklad skrz zranéni rostliny, které mize byt zpusobeno zamérné mechanickou
inokulaci, nebo pfirozené vzniklym poranénim v ptirod¢ (Khan a Dijkstra, 2006). Jakmile se
virus dostane do buriky, rostlina se stdvé infek¢ni. Tento typ pfenosu je pfirozeny u nekterych
virti jako jsou virus tabakové mozaiky (Tobacco mosaic virus - TMV) a X virus bramboru
(Potato virus X - PVX), které jsou velmi stabilni a v rostlin¢ se vyskytuji ve vysokych
koncentracich (Hull, 2009).

Experimentalni mechanicky pfenos je vhodnou a bézné vyuzivanou metodou k
uréovani diagnéz chorob, Sifeni a detekci virti a studiich vztahli mezi rostlinou a virem.

Nékteré viry vSak mechanicky pienést nelze (Khan a Dijkstra, 2006).

Pfenos rostlinnych vira pies pylové zrno a semeno

V soucasné dob¢ je zndmo vice nez 100 vir ptenosnych semenem. Tento zplisob
pfenosu umoziuje efektivni strategii pro pieziti zejména téch vir, jeZ maji omezeny
hostitelsky okruh a jsou zéstupci neperzistentniho pfenosu pies hmyzi vektory. Pienos
semenem, i pfes jeho nizkou frekvenci, mize byt rozhodujici pro Sifeni vird a jejich
epidemiologicky dopad (Khan a Dijkstra, 2006). Pienos viru semenem se stava vyznamnym
zejména v piipadé, kdyz byla rostlina infikovdna pfed kvétem. Rostliny, které vyristaji
z infikovanych semen, maji velky vyznam jako zdroj primarniho inokula (Musil et al., 1981).
Cetnost tohoto typu §ifeni je proménlivd a pohybuje se od 0 do 100 % v zavislosti na
genetické vybavé hostitele i viru a je ovlivilovana environmentalnimi faktory (Khan a
Dijkstra, 2006). Viry mohou pfetrvavat v semeni po velmi dlouho dobu, mize tedy nastat
situace, kdy se infikované semeno dostane do novych vzdalenych oblasti v disledku
komer¢ni distribuce (Hull, 2009). Ptikladem virti pfenosnych osivem je virus krouzkovitosti
tabaku (Tobacco ringspot virus - TRSV) a virus ¢arkovitosti jeémene (Barley stripe mosaic
virus - BSMV) (Khan a Dijkstra, 2006).

Nekteré viry jsou pfenosné z rostliny na rostlinu prostfednictvim pylu (Hull, 2009).
Tento typ pfenosu vyzaduje schopnost viru infikovat meristematické pletivo rostliny. Pylova
infekce zdravé matetské rostliny, ktera poskytuje infekéni semeno, se muze podilet na
zprostiedkovani pfenosu viru semenem. Samospra$né infikované rostliny poskytuji vyssi

procento infikovanych semen, nezli pouze jedna gameta z infek¢ni rostliny (Khan a Dijkstra,
2006).
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Pfenos rostlinnych virt vegetativnim mnozeni rostlin

Vegetativni mnozeni rostlin je dalezitou zahradnickou praktikou, kterd je ovSem
rovnéz velmi efektivni metodou k pfenosu a Sifeni viri. Ekonomicky vyznamné viry jsou
Sifeny systematicky prostiednictvim vétSiny vegetativnich ¢asti rostlin. Systematicky
infikovand rostlina se obvykle stava infekéni po celou dobu své zivotnosti. Tim padem
veskeré vegetativni Casti rostlin jako jsou hlizy, cibule, bulvy, §lahouny a fizky, pouzité pro
mnozeni rostlin mohou byt infikovany.

Formou vegetativniho mnoZeni je v podstaté i roubovéni. Cast z jedné rostliny neboli
roub vyrusta a zakofenuje se na rostliné druhé. Z takto zalozeného organického spojeni se
stava samostatna rostlina (Hull, 2009). Spojeni rostlin je Gspé$né pouze v piipadé, jsou-li
Kk sobé rostlinna pletiva kompatibilni, a proto by mély pochazet ob¢é ¢asti roubované rostliny
ze stejného ¢i piibuzného druhu (Khan a Dijkstra, 2006). V piipad¢, Ze je roub &i zaklad
rostliny, na niz je roubovano systematicky infikovan virem, mtze dojit k virové infekci celé
roubované rostliny, jsou-li ob¢ ¢asti k viru nachylné (Hull, 2009). Roubovani je vyuzivano
Kk pfenosu virt v piipadech, kdy ostatni metody pienosu selhavaji. Je nejstar§i metodou

pfenosu infek¢nich agens z nemocnych rostlin na rostliny zdravé (Khan a Dijkstra, 2006).

Pfenos rostlinnych vira vektorovymi organizmy

Diky pevnosti rostlinnych bunéénych stén se vétSina rostlinnych virih do bunky
nedostane bez pomoci vektorovych organismt. Pouze nékteré viry se mohou do bunky dostat
mechanicky skrz poranéni. Ruzné zplisoby pienosu pres vektorové organismy jsou
rozliSovany na zakladé biologickych vlastnosti a anatomie vektord, vnéjsi struktury vird,
vlastnosti bilkovinného obalu virti a jejich genomd.

V ptirod¢ jsou viry Sifeny nejcastéji specifickymi vektory. Nejstar$Simi znamymi
vektory jsou zastupci z Celedi ktiskoviti (Cicadellidae). Mezi pievladajici a nejcastéjsi
vektory virt patii zejména msice. Dalsimi vektory mohou byt i néktefi rozto¢i a hadatka.
Clenovci pienasejici rostlinné viry patii predeviim do ¢eledi Aleyrodidae (molice), Aphididae
(msice), Cicadellidae (kfiskoviti), Fulgoridae (svitilkoviti) a Pseudococcidae (Eervci), které
nalezi do tadu homoptera (stejnokiidli). Je zaznamenano, ze mezi vektory rostlinnych virQ
patii rovnéz devét druht tfasnének z Celedi Thripidae. VySe zminéni vektofi, penetruji
prostiednictvim svych styletti do rostlinnych pletiv a sanim piijimaji svou potravu. Viry jsou
také prenaseny vice nez 60 druhy broukd z celedi Chrysomelidae, Coccinellidae,

Curculionidae a Meloidae z fadu Coleoptera (Khan a Dijkstra, 2006).
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Existuji dvé zdkladni interakce mezi virem a vektorem. Prvni interakce je perzistentni
(vir koluje v téle vektora travicim traktem) a druha je neperzistentni (vir se nedostava do téla
vektora, je jen na jeho povrchu). Jsou znamy celkem tii faze cyklu samotného pienosu viru
vektorem. Prvni, akvizi¢ni faze zahrnuje piijem potravy z infikované rostliny a soucasné
dostatecnou akvizici rostlinného viru vektorem. Po pfijmu dostate¢ného mnozstvi viru, vektor
neni schopen po né&jakou dobu vir prenést, jedna se tedy o fazi latentni. Casovy tsek, po ktery
je vektor schopen pienosu viru na zdravé hostitele, je posledni fazi cyklu.

Neperzistentni (necirkulativni) pfenos je uskute¢iiovan zejména prostiednictvim msic.
Timto zplisobem jsou pienaseny napiiklad viry z rodd Aflamovirus, Caulimovirus,
Closterovirus, Cucumovirus, Fabavirus, Macluravirus a Potyvirus (Hull, 2009). Viry
pfenaSené necirkulativni cestou jsou z rostlin velmi rychle ptijiméany, obvykle béhem nékolika
sekund. K akvizici viru zde dochazi pouhou penetraci stiletu msice do pletiva, aniz by mSice
sala. Tento typ pfenosu ma tedy v podstat¢ mechanicky charakter (Bréak, 1971). U
neperzistentnich virti je latentni faze ptenosu skoro nepatrna, nebo zcela chybi (Hull, 2009).
Radime sem vétsinu vira pfenosnych msicemi, napiiklad virus mozaiky okurky (Cucumber
mosaic virus - TMV), Y — virus bramboru (Potato virus Y - PVY) a dalsi (Fritzsche et al.,
1972).

Perzistentni pfenos je vétsinou zprostiedkovavan jednim ¢&i nékolika druhy msic (Hull,
2009). Perzistence je doba, kdy je virus uschovan ve vektoru po nabyvacim sani. Virus pak
prochazi celym travicim traktem vektoru, nez je schopen dalsi infekce. Po prichodu travicim
ustrojim se dostavd do hemolymfy, s niz pak pfechézi do slinnych Zlaz. Slinnym sekretem
vektoru je pak virus pfenasen na dalsi hostitele. Cely proces je ovliviiovan fadou biotickych a
abiotickych faktort (Brc¢dk, 1971). Inkubacéni doba je termin oznacujici dobu, béhem které
virus prochazi t€lem vektora. Nekteré cirkulativni viry se béhem této doby v téle vektora i
mnozi (propagativni viry) (Ktdela et al., 1989). Cirkulativni viry musi byt vektory pfijimany
po delsi dobu, aby doSlo k dostate¢né¢ akvizici. Minimdlni akvizicni doba by méla byt
nejméné¢ 5 minut, ale obvykle je potieba az nckolik hodin. Nésledujici latentni faze trva
alespont 12 hodin a doba potiebna k Gispé$né inokulaci nového hostitele je zhruba 10 — 30
minut. MSice jsou pak schopné virus pfenaSet jeSt€ po nékolik dni. Mezi propagativni viry
jsou fazeny napiilad Celedi rostlinnych vird Reoviridae a Rhabdoviridae. Néktefi zastupci z
rodi Marafivirus a Tenuivirus jsou replikovani v jejich vektorech z ¢eledi kiiskoviti (Hull,
2009). Konkrétnim prikladem perzistentniho viru je napf. virus svinutky bramboru (Potato

leafroll virus — PLRV), kde je vektorem Myzus persicae (Kidela et al., 1989).
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Existuji rovnéz viry semiperzistentni, které tvoii pfechod mezi viry perzistentnimi a
neperzistentnimi. V téle vektora preckavaji po dobu nékolika dni. Pro uspésny pienos téchto

virl je priznivéjsi relativng delsi akvizicni doba sani. Patii sem naptiklad virus zloutenky fepy

(Beet yellows virus - BYV) (Bréak, 1971).

Pienos rostlinnych vira roztoc¢i

N¢kolik ekonomicky vyznamnych virovych onemocnéni je pfenaSeno fytofagnimi
rozto¢i (Khan a Dijkstra, 2006). V ramci jejich fadu jsou vyznamnymi vektory rostlinnych
patogent pouze roztoCi z ¢eledi vinovnikoviti (Eriophyidae) (Oldfield a Proeseler, 1996).
Dana problematika je podrobnéji projednavana v kapitole 3.3.2.

3.1.5.4 Zdroje infekce a ptezivani rostlinnych virti

U nékterych vird mtze byt primdrnim ¢i sekundarnim zdrojem virovych castic puda,
avSak o samostatném piezivani virovych castic volné v piid€ se zatim vi velmi malo. BéZzné
tedy piezivaji ve vazb& s biotickym materialem. V rostlinném materialu viry pieckavaji
Vv kofenech, v sadbovém materidlu, hlizach, cibulich ¢i oddencich. Rostlinné viry se Sirokym
hostitelskym okruhem casto pfezimuji ve viceletych nebo vytrvalych rostlinach. Rovnéz

mohou pfezivat ve sporach hub, vajickdch hmyzu ¢i v cystach had’atek (Matthews, 1981).

3.1.6 Diagnostické metody rostlinnych vira

Diagnostick¢é metody rostlinnych virG jsou zaloZzeny na hodnoceni symptomu
onemocnéni, biologickych testech, elektronové mikroskopii, studii virové nukleové kyseliny a
sérologickych testech. Ke spravnému urceni diagnoézy je tieba vybrat nejvhodnéjsi metodu

(Spak, 2007).

3.1.5.1 Symptomatologicka diagn6za

Virovou infekci lze na rostliné pozorovat podle jejich specifickych piiznaki na
rostlinnych orgédnech a podle anatomickych, histologickych, patofyziologickych a
cytologickych zmén (Brcak, 1983). Symptomaticka metoda tedy urcuje pficinu poskozeni

rostliny na zaklad¢ viditelnych symptomu. Patii mezi zakladni metodu, kterd je vhodnym
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prvnim krokem takika ve vSech ptipadech diagnostiky (Kazda et al., 2011). Jeji piednosti je
moznost rychlého ureni virdznich rostlin v kultufe a vyuziti Knegativnimu vybéru
infikovanych rostlin. Patii mezi metody kvalitativni, nerozliSuje tedy smésné ¢i latentni
infekce. Jeji vyhodou je rychlost a nizké naklady. Nevyhodou metody je subjektivnost
hodnoceni a nezbytné dlouholeté zkusenosti. Rovnéz nedokaze jednoznacné urcit ptivodce

onemocnéni (Spak, 2007).
3.1.5.2 Biologické metody

Mezi biologické testy patii mechanickd inokulace ofkovanim, roubovani ¢i pfenos
vira vektory na rostliny citlivé k virové infekei (Spak, 2007).

Nékteré¢ citlivé rostlinné druhy (tabék, fazole) projevuji charakteristické symptomy po
infekei riznymi rostlinnymi viry. Stanoveni hostitelského okruhu rostlinnych virt napomaha
identifikovat ty druhy rostlin, které mohou byt pouzity pro detekci téchto patogennich
mikroorganismt. Nékteré rostlinné druhy reaguji na viry hypersenzitivné v misté inokulace
patogena. Tyto lokalni léze testovanych rostlin mohou byt tedy napomocné k detekci
ptitomnosti rostlinného viru, zejména v piipadé¢ latentni infekce (Khan a Dijkstra, 2006). Do
dnesni doby bylo nalezeno velké mnozstvi vhodnych citlivych indikatorovych rostlin z roda
Nicotiana, Solanum, Chenopodium, Cucumis, Phaseolus, Vicia a Brassica. Ur¢ité rostlinné
druhy jako jsou napf. Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa a Nicotiana
benthamiana reaguji se zna¢né Sirokym spektrem rostlinnych virt.

2009). Béhem testovani je nutné rostliny prostorové izolovat a chranit proti houbovym
chorobam a sklidcim. Rovnéz je diilezité udrzovat optimalni podminky ve skleniku (teplota a
vzdusnd vlhkost) k dosaZeni GspéSného prenosu a tvorb& piiznakl. Tato metoda vyZaduje

pomérné vysoké naklady (Spak, 2007).

3.1.5.3 Elektronova mikroskopie

Znalost rozmérd, tvaru a povrchovych vlastnosti virovych c¢astic je zakladnim
pfedpokladem pro identifikaci vird. Tyto informace lze =ziskat pomoci elektronové
mikroskopie a to velmi rychle a spolehlivé. V zavislosti na velikosti a morfologii, mize byt

virus piedbézné zatazen do konkrétni taxonomické skupiny (Hull, 2009).
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Histologické zmény, které jsou vyvolavané virovym patogenem, lze pozorovat i
optickym mikroskopem. V rostlinné virologii se vSak k diagnostickym zdmérim vyuziva
vyhradné transmisni elektronova mikroskopie, pii které je preparat zobrazen svazkem
emitovanych elektront na sit’ce vlozené do mikroskopu. Metoda elektronové mikroskopie ma
fadu nevyhod, zejména v oblasti vysokych ndkladl na pfistrojové vybaveni a odborné
kvalifikaci personalu, ovSem z hlediska moznosti pozorovani velikosti a tvaru virionu, je

metodou nepostradatelnou (Spak, 2007).

3.1.5.4 Sérologické metody

Princip sérologické metody je zaloZen na specifické reakci a vzdjemném pulsobeni
dvou typt bilkovin — mezi antigenem (protein virového patogena) a protilatkou (specificky
protein pro dany antigen), ktera se v téle zivoc¢ichtd vytvari (Hull, 2009). Protilatky jsou
glykoproteiny znamé jako imunoglobuliny, které se nachazi v krevnim séru. Imunoglobulin G
(IgG) je nejbéznéjSim typem protilatek. Antigeny, které se dostanou do téla zivoc€icha, jsou
schopny vyvolat imunitni odpovéd’ organizmu a jsou specificky rozpoznany protilatkami,
které se béhem imunitni reakce vytvorily (Khan a Dijkstra, 2006).

Hlavni diagnostickou metodou byly do poloviny 70. let sérologické testy na zaklade
precipitace virového antigenu S protilatkou (Jermoljev a Pozdéna 1972). Zpocatku byly tyto
techniky vyuzivany v podobé¢ precipitacniho testu a pozd&ji v podobé testi difuze v agaru
v mnoha modifikacich (Ouchterlony, 1958).

Nejrozsitenéjsi a nejcastéjsi metodou je v soucasné dobé imunoenzymatické stanoveni
— ELISA (Enzyme Linked Imuno Sorbent Assay) (Hull, 2009). Vyuziva stanoveni pouze
takovych latek, které jsou specifické pro virové patogeny (Kazda et al., 2011). Principem
metody je oznaceni imunoglobulinli enzymy, které vytvaieji zabarveni. Intenzita zabarveni je
nasledné¢ zméfena spektrofotometricky (Astier et al., 2007). Ktestovani se vyuzivaji
mikrotitraéni desti¢ky (Spak, 2007). Nejbéznéji je dnes ELISA vyuzivana v modifikaci DAS
— ELISA, tzv. dvojitd sendvi¢ova metoda (Double Antibody Sandwich) (Clark a Adams,
1977), kde je antigen umistén vjamce mezi dvéma vrstvami specifickych protilatek.
Navazanim antigenu na protilatku se vytvaii prvni vazba. K vytvofeni druhé vazby je vyuzito
protilatky s enzymem. Po urcité dobé dochdazi k zabarveni jamek, ve kterych doslo ke

specifickym reakcim (Astier et al., 2007).
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ELISA vyzaduje laboratoif pouze se zdkladnim pfistrojovym vybavenim, je velmi
rychld, spolehlivd a umoznuje kvalitativni i kvantitativni stanoveni virového patogena. Dalsi
vyhodou této metody, kromé jeji vysoké citlivosti je zejména jeji objektivnost plynouci

z méfeni absorbance na fotometru (Spak, 2007; Kazda et al., 2011).

3.1.5.5 Metody detekce nukleové kyseliny

Srozvojem molekularni biologie v 80. letech se zacala rozSifovat i molekularni
detekce nukleovych kyselin. Metoda nachazi uplatnéni zejména tam, kde se dosud nepodatilo
ptipravit specifické protilatky, nebo kde neni dostate¢nad citlivost sérologickych metod.
Nejcastéji jsou vyuzivané u viri drobného ovoce a ovocnych dievin. V praktické diagnostice
se vyuziva metod izolace dvouvldknové ribonukleové kyseliny (dsRNA), molekuldrni

hybridizace a polymerazové fetézové reakce (Spak, 2007).

Molekularni hybridizace

Metoda molekularni hybridizace je zaloZena na schopnosti jednovlaknové nukleové
kyseliny vazat se na jiné vlakno s komplementarni sekvenci nukleotidi. Pro detekci
rostlinnych virG je nejcastéji vyuzivano dot-blot hybridizace. Princip metody spociva
Vv imobilizaci virové nukleové kyseliny na nitrocelul6zovou nebo nylonovou membranu a jeji
detekce tsekem komplementarni nukleové kyseliny, kterd se nazyva sonda a je radioaktivné
¢i neradioaktivné znacend. Délka sondy je obvykle 400 — 600 bazi nukleotidi (Hull, 1986). U
sond, jez jsou znaCeny radioaktivné, jsou do sekvence sondy zabudovany nukleotidy, které
obsahuji n€ktery z radioaktivnich izotopl. BE€Zné je vyuZivan napft. izotop %2p, %p neho *s.
Signalem sondy je radioaktivni zafeni (Smarda et al., 2008). Jeho nevyhodami jsou kratky
polocas rozpadu izotopu a malokdy vybavena laboratof pro praci s radioaktivnimi izotopy.
neradioaktivnim zpisobem jsou do sekvence sondy zaclenény chemicky modifikované
nukleotidy, které nesou reportérskou molekulu, jez umoznuje ptimou ¢i neptimou detekci
sondy. V soucasné dobé je nejbéznéji vyuzivano znadeni digoxigeninem (Smarda et al.,

2008). Citlivost metody je srovnatelna nebo vyssi v porovnani s ELISOU (Spak, 2007).
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Polymerazova fetézova reakce PCR

Metoda PCR byla zavedena vroce 1985 Kary B. Mullisem a ptedstavovala
v diagnostice a molekularni biologii vyznamny kvalitativni skok (Smarda et al., 2008).
Princip metody spoc¢iva v amplifikaci ur¢itych tsekit DNA v in vitro podminkach (Henson a
French 1993). PCR se sklada ze tii zakladnich kroku:

e Denaturace cilové DNA (RNA) do podoby jednovlakenné.

e Pripojeni (annealing) dvou synteticky pfipravenych primeri (oligonukleotidy kratkych
usektt DNA) Kk cilové molekule DNA (RNA).

e Syntéza useku DNA, ktery je vymezen primery pomoci termostabilni DNA
polymerazy (Spak, 2007). Termostabilni polymerazy jsou izolovany z termofilnich
mikroorganizmi, napf. Tag DNA polymeraza z Thermus aquaticus (Smarda et al.,
2008).

Reakce probihaji v zafizeni nazyvaném termocykler, ve kterém se automaticky meéni
teplota v naprogramovanych ¢asovych intervalech. Pii amplifikaci uréitého genu je piesnost a
isp&snost PCR zavisla na navrhu obou primert (Smarda et al., 2008), které se paruji s cilovou
DNA a urcuji konce sekvence, ktera ma byt namnoZena. Primery o délkach 18 — 30
nukleotidii jsou navrhovany na zaklad€ znalosti nukleové kyseliny patogent, prostiednictvim
specidlnich pocitatovych programil. Na internetu je mozné vyhledat mezinarodni databazi
(EMBL), kde Ize nalézt sekvence nukleotidii jednotlivych vird (Spak, 2007).

Vysledkem PCR jsou tedy mnohonasobné zmnozené vybrané tiseky DNA, které se
nazyvaji amplikony (Smarda et al., 2008).

V porovnani stestem ELISA je citlivost metody PCR fadové vyssi. Vyjimecna
citlivost této metody teoreticky umoziuje detekci jedné virové cilové molekuly v rostlinné
Stavé a rovnéz detekci viroidd a fytoplazem. Uplatnéni metody PCR je vyuZivano
v piipadech, kdy nelze vyuzit testu ELISA zdGvodu neznamych protilatek
k diagnostikovanému viru (Spak, 2007).

Zpétnd polymerazova fetézova reakce RT-PCR

Metoda RT—PCR je ur¢ena k namnozeni molekul RNA, ktera sama o sob&é nemuze
slouzit jako templat pro PCR. Z toho divodu je tfeba izolovanou RNA nejdiive pievést

pomoci retrovirové zpétné transkriptdzy (napf. zpétna transkriptdza viru M — MuLV) do
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podoby cDNA, ve které jiz mize byt amplifikovana PCR se dvéma specifickymi primery
standardnim postupem (Smarda et al., 2008).

3.1.7 Vyznam rostlinnych viri

Rostlinné viry patii mezi rozsifené a ekonomicky dilezité rostlinné patogeny. Témét
v kazdé péstované plodin¢ parazituje alespon jeden vir. Pfedmétem studii rostlinné virologie
se staly predevsim kulturni plodiny, z diivodi vznikajicich finan¢nich ztrat na vynosech.
Hostitelem téchto vira mohou byt v mnoha ptipadech také plané rostouci rostliny.

Rostlinné viry sice pfimo neohrozuji lidské zdravi, ale maji pro nas vyznamny nepiimy
vliv, vzhledem ke skodam, jez zptisobuji péstovanym kulturnim plodinadm, tedy naSemu zdroji
potravy (Hull, 2009). Ve svétovém meéfitku zplsobuji virozy zhruba 15 % veSkerych ztrat
zpusobenych patogeny (Kazda et al., 2011). Rostlinné viry setrvavaji jako jedni z hlavnich
biotickych ¢initeld, které znacné omezuji rostlinnou produkci a to i navzdory vyznamnym
pokrokiim V oblasti molekuldrni rostlinné virologie a genetického inzenyrstvi. Navic Vv
dasledku globalizace ekonomie a nové svétové obchodni smérnice, které odrazuji od aplikaci
pfisnych rostlinnych karanténnich opatfeni, je ocekdvano zrychleni mezinarodniho Sifeni
rostlinnych virti (Khan a Dijkstra, 2006).

Nicméné je tfeba mit na paméti, Ze diagndza rostlinnych onemocnéni nejvice zavisi na
biologickych vztazich mezi rostlinnymi patogeny, jejich hostiteli a okolnim prostiedi.
Dostate¢né Skoleni rostlinolékait Vv zakladnich agronomickych védach je nezbytnou
podminkou pro efektivni management v rostlinolékatstvi a udrzeni trvalého systému rostlinné
vyroby (Khan a Dijkstra, 2006).

V disledku celosvétové vyznamnym virovym onemocnénim V rostlinné produkci se
stala rostlinna virologie jednim z hlavnich pfedmétt vyzkumu. V ptipadé virovych patogenti
je velmi obtizné urcit obecné zhodnoceni ekonomickych ztrat, jez zplisobuji, V porovnani
S houbovymi a bakteridlnimi patogeny, kde jsou dohadované =ztraty velmi dobie
zdokumentovany, vzhledem k jejich konkrétnim druhiim a jejich seznam je snadno k dostani.
V dosud sepsaném seznamu se ztratami, zpusobenymi virovymi infekcemi, jsou Ccasto
uvadény obecné kategorie jako jsou napi.: ,,virovd onemocnéni, ,,vSichni ostatni* ¢i ,,rizné
onemocnéni®. Virovi patogeni jsou zodpovédni za mnohem vétsi ekonomické ztraty, nez je
vSeobecné znamo. Tento nedostatek uznani rostlinnych virti jako dileZitych patogend, je
zpiisoben nékolika riznymi faktory, zejména vSak jejich zaludnou povahou. Virové infekce
jsou Casto méné€ napadné, nez infekce zplisobené jinymi patogeny a trvaji mnohem déle. Toto
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tvrzeni plati zejména pro trvalé plodiny a rostliny, jeZ jsou vegetativné rozmnozovany. Dalsi
prekazkou znemoziujici stanoveni globalniho odhadu vynosovych ztrat, jsou nedostacujici
informace. VétSina udaja totiz pochdzi z malych srovnavacich zkouSek. To je zplisobeno
pfedevS§im proménlivymi ztratami u konkrétniho viru, v konkrétni plodin¢ z roku na rok,
riznicimi se oblastmi a klimatickymi podminkami, V pouziti nejednotnych metodik
k vyhodnocovani vynosovych ztrat, rozdily v identifikaci etiologie virovych onemocnéni a
mnoha dalSimi faktory.

Navzdory vsem témto omezenim byly sestaveny rtzné sbirky s tidaji o vynosovych
ztratach. Nové vznikajici komplikace s virovymi patogeny v rostlinné produkci souvisi a jsou
podporovany zménami v agronomické praxi, globalniho trhu a klimatickymi zménami

(Anderson et al., 2004).

3.2 Virus krouzkovitosti jerabu

Virus krouzkovitosti jefabu (European mountain ash ringspot-associated virus,
EMARaV) je rostlinny vir, vyskytujici se v mnoha ¢astech Evropy. Jedinym dosud znamym
hostitelem patogena je jetab pta¢i (Cooper, 1993; Kegler, 1960). Taxonomicky je tento vir
zatazen do nedavno zavedeného rodu Emaravirus (ICTV, 2014). Analyza genomické
sekvence demonstruje, ze je EMARaAV sptiznény s Celedi Bunyaviridae a rodem Tenuivirus
(Benthack et al., 2005; Mielke a Muehlbach, 2007). Jesté blizsi fylogeneticky vztah byl v§ak
objeven v souvislosti se tfemi rostlinnymi viry Pigeonpea sterility mosaic virus (PPSMV),
Maize red stripe virus (MRSV) a Fig mosaic virus (FMV) (Elbeaino et al., 2009; Mielke a
Muehlbach, 2007; Walia et al., 2009).

Patogen EMARaV je na zakladé mnoha provedenych studii spojovan s piivodcem
onemocnéni krouzkovitosti jefabu (European mountain ash ringspot disease — EMARSD),
které bylo v Evropé po nékolik let pozorovano a urceni pivodce EMARSD bylo dlouhodobé
diskutovéano. Probéhlé studie, zamétené na urceni ptivodce tohoto onemocnéni dokazuji, Ze se
skute¢né jedna o virového patogena, jednak na zakladé typickych piiznakt pro virové infekce,
a rovnéz na zakladé vysledkl testovani pfenosu patogena, elektronové mikroskopie a dale
provedenych detekci, na zakladé molekularnich diagnéz (Fiihrling a Biittner, 1995; Mielke a
Muehlbach, 2007; Kallinen et al., 2009).
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3.2.1 Jerab ptaci (Sorbus aucuparia)

Jetab ptaci (Sorbus aucuparia) patii mezi dulezité pionyrské dieviny. Je jednim z
nejskromnéjSich rostlinnych druha, ktery roste i na tézce degradované pudé (Aas a
Holdenrieder, 1992; Weihs, 1995). Jefab ma vysokou ekologickou hodnotu vzhledem k jeho
rychlému ristu a intenzivnimu rozvoji kofenové soustavy. Casto je vysazovan v oblastech
ohrozenych erozemi ¢i kontaminaci (Aas a Holdenrieder, 1992; Emmer et al., 1998).
Vyskytuje se v rtiznych lesnich ekosystémech, ve vefejnych i soukromych zahradach spolecné
s ostatnimi druhy stromi a ketti a v lesich zejména v okoli dubt (Cooper, 1993; Kegler, 1960;
Polak et al., 1990; Polak a Zieglerova, 1996; Schmelzer, 1977). Diky jeho dekorativnim
¢ervenym plodim je Casto vysazovan podél cest a ve vefejnych prostorech (Kegler, 1960;
Ebrahim-Nesbat a Izadpanah, 1992; Polak a Zieglerova, 1996).

Jetdby jsou opylovany hmyzem a jejich semena jsou nejcastéji rozSifovana ptaky
(Raspé et al., 2000). Piirozené se vyskytuje v Evropé, zejména voln¢ v piirodé v chladnéjsich
oblastech s pomérné hojnymi srazkami. Bézné se vyskytujici jetaby ve Finsku, poukazuji na
kontinudlni geografické rozlozeni, zatimco ve stfedni a jizni ¢asti Evropy se jetaby vyskytuji

v

hlavné¢ v horskych oblastech, kde je klima ptiznivéjsi (Raspé a Jacquemart, 1998).

3.2.2 Symptomy spojované s pritomnosti EMARaV

Od roku 1960 byl v Evropé monitorovan vysoky podil jefabu ptacich vykazujicich
vazné piiznaky spojované s virovym onemocnénim (Cooper, 1993; Kegler, 1960; Polak et al.,
1990; Poldk a Zieglerova, 1996; Schmelzer, 1977). Charakteristickymi symptomy byly
chlorotické krouzkovité skvrny a chlorotické mramorovani na listech. Napadené stromy mély
casto redukovany rust a béhem let postupné chiadly (Fiihrling a Biittner, 1995).

Ptiznaky onemocnéni krouzkovitosti jefdbu byly poprvé popsadny ve Finsku.
Symptomy byly ilustrovany na fotografii a charakterizovany jako nazloutlé Sedo — zelené
hranaté 1éze viditelné na svrchni strané listu. Listy mohly byt zcela pokryty ptiznaky a na
nékterych stromech se mohly objevit i nekrotické léze. Byly zaznamenany 1 rozsahlejsi
nekrozy na okrajich a Spickach listi (Jamalainen, 1957). Podobné pfiznaky na jefabech byly
zaznamenany roku 1956 na Strbském plese ve Vysokych Tatrach na Slovensku (Kralikova,
1961) a rovnéZz ve vychodnim Némecku (Kegler, 1960). V mnoha dal$ich zemich jako jsou
Velka Britanie, Polsko, Ceska republika, Svédsko, Rakousko a Rusko, byly tyto

charakteristické pfiznaky rovné€z monitorovany (Mielke a Muehlbach, 2007; Kallinen et al.,

24



2009; Valkonen a Réannili, 2010; Grimova et al., 2011; Robel et al., 2013; von Bargen et al.,
2013).

Jetaby infikované EMARaV mohou byt druhotné napadany dalSimi rostlinnymi
patogeny, jako jsou bakterie a houby (rzi), coz miize mit za nasledek rychlejsi uhyn stromu

(Garret et al., 1985; Werner et al., 1997).

3.2.3 Prenos EMARaV

Ptirozené Sifeni EMARaV v pfirod¢ nebylo stale zcela objasnéno. Infikovany lesni
porost je potencialnim rezervoarem viru pro dalsi hostitele (Nienhaus a Castello, 1989), a
proto je zvlasté dulezita identifikace prostiedki pfirozeného Sifeni zahrnujici i mozné vektory.
Bylo zjisténo, Ze piivodce onemocnéni viru krouzkovitosti jefabu, ktery je charakteristicky
pfiznaky mramorovani a krouzkovitosti na listech, je pfenosny ockovanim a roubovanim
(Fiihrling a Biittner, 1995). Zaznamy o prvnich uspéSnych prenosech ptivodce onemocnéni
krouzkovitosti jefabu pies infikovand ocka na zdravy jefab pochazeji z prelomu 60. a 70. let
ze Slovenska (Kralikova, 1961) a Némecka (Kegler, 1960). Symptomy se na ockovaném
jetabu objevily rok po ockovani (Kegler, 1960). Pokusy o mechanicky pienos viru byly
neuspésné. Prenos a §ifeni viru semeny ¢i pylem pozorovano nebylo, stejné tak zatim nebyl
zcela identifikovan domnély vektor EMARaV (Benthack et al., 2005; Mielke a Muehlbach,
2007). Uskutecnén byl i pokus o pienos puvodce onemocnéni EMARSD z infikovaného
stromu prostiednictvim rostlinné §tavy z listu na indikatorového bylinného hostitele, ktery se
ovsem nezdafil (Cooper, 1979).

Bylo zjisténo, Ze virus krouzkovitosti jefdbu ma blizky fylogeneticky vztah
s rostlinnymi viry PPSMV, MRSV a FMV (Elbeaino et al., 2009; Mielke a Muehlbach, 2007;
Walia et al., 2009). VSechny tyto viry jsou pienaseny roztoci z ¢eledi vlnovnikoviti (Flock a
Wallace, 1955; Kulkarni et al., 2002; Seifers et al., 1997), kteti jsou rovnéz znamymi vektory
viria z rodd Rymovirus, Tritimovirus a Allexivirus (Martelli et al., 2007, Slykhuis, 1980).
Zastupce z ¢eledi Eriophyidae, vinovnik hrusnovy (Phytoptus pyri, syn. Eriophyes pyri)
napadd velky pocet rostlin z Celedi Rosaceae, mezi které patii i ekonomicky vyznamné
ovocné stromy jako jsou hrusné a jablong, ale rovnéz i jefab ptaci. Vlnovnici, ktefi jsou
vektory virh PPSMV, MRSV a FMV 7iji volné, kdeZto vlnovnik hrusiovy Zije v halkach na
spodni strang listd jefabu, které jsou velmi ¢asto rovnéz napadeni infekci EMARaV. Z tohoto
divodu se predpoklada, ze by vInovnik hruSiiovy mohl byt potencidlnim vektorem viru
krouzkovitosti jetabu. V roce 2009 byl v Némecku uskutecnén pokus zaméfeny na piitomnost
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EMARaV v potencialnim vektoru Eriophyes pyri. EMARAaV byl v télech E. pyri, ziskanych
z nemocnych rostlin pomoci imunofluorescentni mikroskopie a RT-PCR detekovan (Mielke

etal., 2010).
3.2.4 Detekce EMARaV

Rostlinné viry napadajici stromy ¢i dievnaté plodiny jsou velmi Casto obtizné
detekovany z divodu jejich nizké a casto nevyrovnané koncentrace V rostlinnych tkanich
(Garret et al., 1985; Werner et al., 1997). Kromé¢ toho je analyza potencialnich hostitelskych
rostlin zkomplikovana pfitomnosti sekundarnich metabolitd, jako jsou taniny a polysacharidy
(Clark et al., 1976; Newbury a Possingham, 1977; Singh et al., 2002). Diky vyvoji
diagnostickych metod jsou nyni k dispozici specifické detekce viru krouzkovitosti jefabu.
S vyuzitim vhodné protilatky je mozné vyuZit pro specifickou imunodetekci EMARaV
v infikovanych rostlinach Western blot analyzy (Mielke et al., 2008). V soucasné dob¢ je
ovSem nejcasteji vyuzivanou diagnostickou metodou pro detekci EMARaV RT-PCR, ktera je
vysoce citliva. V bézné praxi nahrazuje imunodetekéni metody. Pomoci této techniky je virus
rozpoznatelny nejen v listech jetabu, ale i ve vegetativnich pupenech a v Iyku stromt. Zdroj

rostlinnych vzorku je tedy k dispozici béhem celého roku (Mielke et al., 2008).

26



3.3 Vektori viri z ¢eledi vinovnikoviti (Eriophyidae)

3.3.1 Celed VInovnikoviti - Eriophyidae

Taxonomické zarazeni ¢eledi Vinovnikoviti je nésledujici:
Rige: Zivogichové (Animalia)

Kmen: ¢lenovci (Arthropoda)

Podkmen: klepikatci (Chelicerata)

Ttida: pavoukovci (Arachnida)

Rad: rozto¢i (Acarina)

VInovnikoviti jsou velmi drobni roztoéi Gervovitého vzhledu (Sefrova, 2006).
Primérna délka téla dospélct je 200 um v rozsahu od 80 pfiblizné do 500 um (Lindquist et
al., 1996). Maji bodcovité chelicery, postradaji o¢i, cévni soustavu, vzdusnice a vylucovaci
ustroji. VétSinou maji béhem roku vice generaci a samicky mohou byt nékdy morfologicky
odlisné. Béhem vegeta¢niho obdobi jsou aktivni samicky primarni (protogynni), které nejsou
schopné piezimovat, stejné jako samecci. Sekundarni (deutogynni) samicky prezimuji
nejcastéji v pupenech.

VInovnici patii jednoznatné mezi fytofagni organizmy. Ziji na povrchu rostlin,
zejména na listech a pupenech. Reakci rostliny na drazdéni bun€k pokoZzky je deformace, ¢i
tvorba chloupkovitych tutvart - erinei. Bujeni pletiv vyvoldvaji halkotvorné druhy. Pletivo je
obriista a chrani pred vné&j$imi vlivy (Sefrova, 2006). Skody zpiisobené vlnovniky spoivaji
zejména v tvorbé halek na listech, pupenech ¢i kvétech, nebo tvorbé puchyiti a strupti. Tito
rozto¢i vétsinou nebyvaji pricinou vazného onemocnéni a nezplisobuji rostliné nadmérny
stres. Jde piedevsim o estetickou nevzhlednost rostliny (Davis a Beddes, 2011).

Nekteti vlnovnici patii mezi obligatni rostlinné parazity, ktefi se zivi na riznych
rostlinnych organech a vyvolavaji na rostliné pfiznaky, které se daji snadno zaménit s
pfiznaky jiného piivodu jako je virové onemocnéni, poskozeni zplsobené nevyrovnanou
vyzivou, ¢i fyziologickou poruchou. Nekteti zastupci téchto roztoli mohou pienaset viry,
zpusobujici ekonomicky vyznamné Skody na vynosech péstovanych plodin (Oldfield a
Proeseler 1996). Stanoveni hustoty populace vlnovnikii a souvisejicich vynosovych ztrat je
velmi obtizné vzhledem k jejich drobnym rozmérim a skrytému zplisobu zivota (v pupenech,
halkach, puchytich ¢i erineich) (Royalty a Perring 1996). VInovnici mohou byt Sifeni pasivné,

vzdu$nym proudem, destém a také clovékem (Leeuwen et al., 2009).
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Identifikace jednotlivych druhti na zaklad€ jejich morfologie je obvykle velmi obtizna
nebo nemozné. Roztoce lze identifikovat podle jejich hostitelské rostliny nebo dle vzhledu
napadeného rostlinného pletiva. VInovnikoviti se vyskytuji pfedevsim na trvalych rostlinach
(Mellott a Krantz, 2003).

Roztoci z celedi vinovnikoviti se podle literatury déle ¢leni na vlnovniky zpiisobujici
puchyie, halky, rzivost ¢i Skody na pupenech. Pupenovi rozto¢i napadaji pletivo pupentl.
Mohou zplsobovat Castecné nebo uplné zastaveni vyvinu pupene, nebo zapfiCinit jeho
abnormalni zvétSeni. Do této skupiny je fazen napf. vinovnik rybizovy (Cecidophyopsis ribis)
Halkotvorni vilnovnici vytvareji z pletiva napadenych listd halku, kterd je uzaviend a uvnitt
dochdzi k abnormalnimu ristu chloupkovitych utvart, které zajistuji ochrannou splet’ pro
obyvatele halky. Zastupci vlnovnikii zplsobujicich puchyie zamotuji a osidluji listovy
mezofyl, ¢imz dochdzi k vnitinim deformacim listu, které se zevné projevuji jako puchyte.
Dulezitym zastupcem této skupiny roztocl je vlnovnik hrusnovy (Eriophyes pyri,
syn.Phytoptus pyri), kterému je rovnéz pfipisovana rzivost a deformace ovocnych ploda.
(Mellott a Krantz, 2003). Zptisobuje puchyikovité zdufeniny na listech a po jejich zaschnuti
saje na novych mladych listech (Sefrova, 2006). Hlavnim hostitelskym okruhem vlnovnika
hrusnového je hrusen, napadd vSak i jablon€, kdoulon¢, muchovniky, skalniky a mispule
(Rysanek, 2012). Poskozeni rozto¢i, kteti zplisobuji rzivost, se projevuje bronzovaténim,
hnédnutim ¢i zesttibfenim povrchu napadenych listli. Druhotnym nésledkem je svinovani a
rolovani okraji listd. VInovnici této skupiny obvykle ptezivaji na spodni strané listu, ale
mohou se zivit i na jeji vrchni strané. K vyznamnym zastupcim patii Aculus cornutus, Aculus
schlechtendali a Epitrimerus pyri. Tito rozto¢i mohou pfi silném napadeni zpusobit az
pred¢asny opad listii (Mellott a Krantz, 2003).

3.3.2 Pienos rostlinnych vira roztoci

Zastupci rostlinnych virt z roda Rymovirus, Tritimovirus, Allexivirus a v neposledni
fad¢ Emaravirus jsou vV pfirodé prendseni pomoci vektori zcCeledi vlnovnikoviti
(Eriophyidae) (Slykhuis, 1980; Martelli et al., 2007; Mielke a Miihlbach, 2012). Rozto¢i z
této Celedi jsou Vv literatute popsani jako jedini mozni pienaseci virovych patogent (Oldfield a
Proeseler, 1996).

Viry pfendSené roztoCi jsou rozdéleny celkem do tfi skupin. Prvni skupina vird
infikuje jednodé€lozné rostliny. Tyto viry s dlouhymi vlaknitymi ¢asticemi jsou znamy indukci

cylindrickych, neboli vétrnikovitych inkluzi a jsou fazeny dorodu Rymovirus, celedi
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Potyviridae. Druha skupina virG sestava z klosterovirovych dlouhych vlaknitych castic.
Kvazisférické Castice treti skupiny virl jsou vazany dvojitou membranovou c¢astici (double
membrane particle - DMP) a dosahuji priméru od 100 do 200 nm (Khan a Dijkstra, 2006).

Vztah mezi vektorem a pifenaSenym patogenem je vysoce specificky. V ramci jednoho
pfenasené¢ho rostlinného patogena neni zndm zadny dalSi prenaSe¢ z jiného taxonu, ¢i jiny
druh roztoce z ¢eledi Eriophyidae. Existuji vSak dtkazy, ze Aceria tulipae a Abacarus hystrix
jsou schopni pienaset vice nez jednoho patogena. Vektoti Sirokolistych rostlinnych patogenti
vzdy prenasi jen jednoho z jejich zastupct a kazdy patogen dievnatych rostlin je pfendsen
pouze jednim druhem roztoCe z cCeledi Eriophyidae. Ekologické vztahy mezi vektory
Eriophyidae, patogeny, které prenasi a jejich hostiteli jsou velmi blizké a dlouho trvajici.
OvSem u vétSiny téchto roztocl a jimi pfendSenych patogenl, jsou tyto vztahy stéle
nedostate¢né probadany.

V porovnani s dilezitymi hmyzimi vektory (mSice, kfiskoviti), jejichz dlouhy stylet
dokaze proniknout do bun¢k floému a xylému, jsou vinovnikoviti rozto¢i svymi relativné
kratkymi chelicerdlnimi stylety schopni penetrovat pouze do epidermélnich bunék rostlin
(Oldfield a Proeseler, 1996).

Pravdépodobné nejlépe prostudovany virus prenaseny roztoci, je virus prouzkovitosti
pSenice (Wheat streak mosaic virus - WSMYV). Tento vir, stejné jako néktefi dalsi zastupci z
¢eledi Rymovirus, je $ifen rozto¢em Aceria tosichella (Khan a Dijkstra, 2006). WSMV je
pfenaSen obéma nymfalnimi stadii a dospélcem. Neni vSak pfenosny ovaridln€. Aby mohl
dospélec vir prenaset, musi ho ziskat jest¢ béhem svého nymfalniho stadia (Slykhuis, 1955;
del Rosario a Sill, 1965). Orlob (1966) ve své praci vSak uvadi aspésny pienos viru dospélci,
ktefi byli schopni virus ziskat bez jejich piedeslé infekce v nymfalnim stadiu. Ve své studii
autor dale poukazuje na velmi nizkou efektivitu pfenosu mezi rozto€i, ktefi méli ptistup
K infikované rostliné pouze po dobu 15 minut. Po 16 hodinovém piistupu rozto¢l na
napadené rostliné, se inokulovala zhruba jejich polovina. Stejné¢ tak, jen nékolik malo
inokulovanych roztocti dokazalo pfenést virus na zdravou rostlinu béhem jejich 15
minutového pfistupu, kdezto po 16 hodinovém piistupu roztoct na hostiteli byl virus prenesen
zhruba jejich polovinou (Orlob, 1966). Jednorazové infikovany rozto¢ je schopen virus
prenaset nejméné po dobu sedmi dni (Slykhuis, 1955; del Rosario a Sill, 1965; Orlob, 1966).

Kromé WMSYV jsou roztoéi z ¢eledi Eriophyidae vektory mnoha dal$ich virt jako jsou
napiiklad Black currant reversion virus (BRV), Fig mosaic virus (FMV), Rose rosette virus
(RRV) nebo Pigeon pea sterility mosaic virus (PPSMV), které budou podrobné&ji popsany
v kapitole 3.3.3 (Oldfield a Proeseler, 1996).
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3.3.3 Vybrané rostlinné viry prenasené roztoci

3.3.3.1 Wheat streak mosaic virus (virus prouzkovitosti psenice - WSMV)

Virus prouzkovitosti pSenice je fazen do Celedi Potyviridae a rodu Tritimovirus
(ICTV, 2014). Patii mezi hlavni patogeny pSenice seté (Triticum aestivum) v zeméde€lskych
regionech v Americe, severni Africe, Asii a v Evrop€. Dalsi obilniny jako jsou je¢men, oves,
proso a zito jsou rovnéz nachylné k infekci, ale v porovnani s pSenici jsou ekonomické skody
na téchto obilninach minimalni. Pfi silném napadeni pSenice mize zplisobovat nedostatecny
rust, sterilni klasy nebo pfedcasny uhyn rostliny zplsobujici dramatické snizeni vynosi
(Staples a Allington, 1956; Atkinson a Grant, 1967; Sanchez-Sanchez et al., 2001; Lanoiselet
et al., 2008). Vektor pienasejici WSMV je rozto¢ z ¢eledi vinovnikoviti (Eriophyidae) Aceria
tosichella a patii mezi nejdulezitéjsi druhy Aceria na obili (Amrine a Stasny, 1994; Frost a
Ridland, 1996). Charakteristické symptomy na obili, jez zpusobuje Aceria tosichella jsou
zkroucené a stoCené listy. Priznaky typické pro WSMV jsou svétlé zeleno-zluté pruhy,
doprovazené chlorézami, krnénim rostliny a scvrklymi zrny (Styer a Nault, 1996).

Ochranna opatieni jsou V soucasné dobé zalozena pouze na dodrzovani spravné
agrotechnické praxe, zejména k zamezeni Sifeni roztocl pierusenim zeleného mostu, likvidaci
¢i zapravenim vydrolu obilnin do pudy. Vyuzivany jsou modely prognozy vyskytu a na jejich

zakladu jsou vyvijeny cilené strategie ochrany (Koubova, 2011).

3.3.3.2 Pigeonpea sterility mosaic virus (PPSMV)

Pigeonpea sterility mosaic virus spada do skupiny virta, které zatim nejsou
taxonomicky zafazeny (ICTV, 2014) a napada kajan indicky (Cajanus cajan). Virové
onemocnéni PPSMV bylo poprvé zaznamenano v roce 1931 ve staté Bihar v Indii (Ghanekar
et al., 1992) a je endemické ve vSech statech v Indii, Bangladési, Nepalu a Barmé¢, kde je
Cajanus péstovan. Mezi typické piiznaky virové infekce patii mozaiky na listech ¢i
nerozkvétajici kvéty, které se stavaji sterilnimi. Vynosové ztrity mohou byt az 90%
(Kannaiyan et al., 1984). PPSMV je pfenosny roubovanim a rozto¢em Aceria cajani z celedi
Eriophyidae (Ghanekar et al., 1992; Seth, 1962), ktery ma velmi uzky a specificky hostitelsky
okruh. Vztahuje se pfedev§im na Cajanus cajan a jeho volné rostouci piibuzné druhy

(Cajanus scarabaeoides a C. cajanifolius) (Oldfield et al., 1981).
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Ochrana proti Sifeni PPSMV je spiSe preventivniho charakteru. Dulezity je vybér
zdravého rostlinného materidlu, odstrafiovani a likvidace infikovanych rostlin v trvalych
porostech kajanii, které jsou zdroji PPSMV a vyuziti akaricidnich postiik proti roztocim
(Agropedia, 2009). Pfedmétem vyzkumu jsou rezistentni druhy Cajanus scarabaeoides

k PPSMYV a jejich vyuziti ve §lechtitelském programu (Kulkarni et al., 2003).

3.3.3.3 Fig mosaic virus (virus mozaiky fiku - FMV)

Fig mosaic virus je fazen do rodu Emaravirus (ICTV, 2014). Poprvé bylo virové
onemocnéni FMV zaznamenano v roce 1930 v Kalifornii (Condit a Horne, 1933). Bylo
zjisténo, ze K infekci FMV je citlivych mnoho kultivara fika (Serrano et al., 2004). Piiznaky
postizenych stromi se projevuji na listech v podobé chlorotickych a mozaikovych skvrn.
RovnéZz se miiZze objevit mramorovani, krouzkovitost nebo deformace lista (Walia et al.,
2009; Condit a Horne, 1933; Martelli et al., 1993; Castellano et al., 2007). Postizeny mohou
byt i plody, které jsou mensi a na jejich povrchu se tvoti mozaiky (Acikgéz a Doken, 2003).
Fig mosaic virus je pfenasen rozto¢em Aceria ficus a vegetativnim mnozenim rostlin (Falk a
Salem, 2005; Castellano et al., 2007). Roztoc¢i napadaji plody, listy, pupeny a mladé zelené
vétvicky a zptisobuji tak na rostlinach chlordzy, zkrouceni listl, rzivost, predcasny opad listt,
zdufeni pupent ¢i redukovany rust (Ebeling a Pence, 1950). VySe zminéné ptiznaky po
napadeni fiku rozto¢i mohou byt mylné¢ zaménény s nékterymi piiznaky po virové infekci
rostliny FMV.

Ochranna opatfeni jsou zaméfena na redukci pienasecdi FMV. Populace A. ficus je
redukovana akaricidnimi prostiedky (Oldfield a Proeseler, 1996). Obecné je doporucovano

pouziti zdravého rostlinného materialu (Falk a Salem, 2005; Castellano et al., 2007).

3.3.3.4 Rose rosette virus (RRV)

Rose rosette virus rovnéz nalezi do nepopsané celedi vird do rodu Emaravirus, stejné
jako FMV (ICTV, 2014). Poprvé byl popsan v roce 1940 (Conners, 1941) v Severni Americe.
Virové onemocnéni, které je alternativné oznaCovano jako ,,Carodéjnické kosté“, bylo
monitorovano ve stfednich a vychodnich statech USA na mnoha kultivarech, stejné jako na
Siroké Skale voln€ rostoucich druhtt rizi. Charakteristické ptiznaky virové infekce jsou

popsany rychlym prodlouZzenim stonku, které je doprovazeno ldméanim stonkové casti pod
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pupenem. Dochazi ke svraStovani listl a jejich deformacim, ¢ervenani vyhonkt ¢i k tvorbé
nadbytku trnti. Rostlina ziskava metlovity vzhled (Crowe, 1983). Vysoce nachylnym druhem
k RRV je Rosa multiflora, ktera je povazovana za zdroj infekce u rdzovitych kultivara
(Epstein et al., 1997). Bylo zjisténo, ze RRV je pfenosny ockovanim, roubovanim a také byl
zaznamenan uspé$ny mechanicky pienos (Doudrick, 1984). Potvrzen je i pfenos vektorem
Phyllocoptes fructiphylus z ¢eledi Eriophyidae (Amrine et al., 1990).

Ochrannym opatienim je odstraiovani a likvidace nemocnych rostlin nebo vyuziti
chemickych pfipravkti proti samotnym rozto¢um (Hong et al., 2012). Zvazuje se o
potenciondlnim vyuziti RRV jako biologické ochrané proti Skodlivému invaznimu druhu Rosa

multiflora v USA (Amrine a Hindal, 1988).

3.3.3.5 Blackcurrant reversion virus (virus zvratu ¢erného rybizu — BRV)

Virus zpUsobujici zvrat ¢erného rybizu je fazen do celedi Secoviridae, podceledi
Comovirinae a rodu Nepovirus. BRV a jeho vektor vinovnik rybizovy (Cecidophyopsis ribis)
byl zkouman a rozpoznavan po dobu nejméné 100 let. Zpocatku bylo poSkozeni roztoci, které
se projevovalo zdufenim pupent a zkroucenim listi zaménovano se symptomy zvratu ¢erného
rybizu. Pozdé&ji byly pfiznaky virdzy rozezndny a bylo prokazano, Ze vlnovnici pfenaSeji
samotného pivodce onemocnéni. Symptom charakteristicky pro poskozeni vlnovniky je
zvétseni a zména podoby pupene z kuZeloveého tvaru na kulovity. Nejnapadnéj§i symptomy
virové infekce jsou viditelné na listech (Jones, 2000). Listy jsou mensi, ¢asto jen se tfemi
misto péti laloky a maji ostré zoubkovani. Listy a pupeny maji méné trichomd, tvofi se vétsi
podet vice rozvétvenych slabych vétvi, kvéty maji dlouhé stopky a mohou opadavat (Sefrova,
2006).

Z ochrannych opatieni proti Sifeni virt je ¢asto vyuzivano chemickych postiikl proti
vektoru C. ribis (zejména v Némecku), které se aplikuji v jarnim obdobi na zacatku kvétu.
VétSina insekticidii a akaricidd ma vsak pfili§ maly vliv. Populace roztoct mize byt také
redukovana odstranénim infikovanych zdufelych pupenli v zimnim obdobi. K efektivni
kontrole zvratu cerného rybizu a jeho vektorli je doporuovan systematicky program
ochrannych opatfeni zahrnujici termoterapii fizk( a aplikaci pesticidi ve Skolkéach, vybér
vhodné lokality pro nové vysadby, profezani a odstranéni napadenych vétvi a chemickou

kontrolu v produkénich vysadbach (Proeseler, 1973).
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4 Material a metody
4.1 Hostitelsky okruh EMARaV

Pokus zaméfeny na okruh dfevinnych hostiteld EMARaV byl zaloZen jiz v roce 2011
pracovniky Kkatedry ochrany rostlin CZU. Jako rostlinny materidl bylo pouZito 17 druht
rostlin z ¢eledi Rosaceae. Rostliny byly naofkovany ocky pochazejicimi z jefabu ptaciho
infikovaného EMARaV, rostouctho ve volné pfirodé v lokalit¢ Kozi hibety na
severozapadnim okraji hlavniho mésta Prahy. Cilem tohoto pokusu bylo objeveni do dnesni
doby nepopsanych hostitelskych rostlin tohoto virového patogena.

V pribéhu vegetativniho obdobi roku 2013 bylo provedeno testovani celkem 85
naockovanych stromi, jmenovité Sorbus torminalis, Sorbus aria, Sorbus rotundifolia, Sorbus
intermedia I., Sorbus intermedia Il., Sorbus x thuringiaca cv. Fastigiata, Sorbus koehneana,
Sorbaronia spp., Sorbus commixta, Amelanchier alnifolia, Amalanchier spicata, Amalanchier

ovalis, Amelanchier Lamarkii, Malus spp., Pyrus spp., Crataegus laevigata a Aronia spp.

K ovéfeni ptitomnosti EMARaAV V rostlinném materidlu byly pouzity molekuldrné
genetické analyzy, konkrétné izolace celkové RNA, reverzni transkripce (RT) a polymerazova
fetézova reakce (PCR) skonecnou vizualizaci produkti pomoci agar6zové elektroforézy.
V pribéhu vegetacniho obdobi bylo testovani 3krat zopakovano. Prvni testovani probihalo na
jate, druhé v 1ét¢ a tieti na podzim. Kone¢né vysledky byly nésledné porovnany s vyslednou

analyzou z ptredchoziho roku 2012.

4.2 Detekce EMARaV pomoci RT-PCR

4.2.1 Optimalizace diagnostické metody RT-PCR pro detekci EMARaV

4.2.1.1 Izolace celkové RNA

Pfed samotnym testovanim jednotlivych rostlin bylo nejprve porovnano pét, v dnesni
dobé casto vyuzivanych metod izolace celkové RNA za ucelem optimalizace detekce
patogena. Jednotlivé techniky byly nasledujici: izolace ,,silika“ metodou dle Rott a Jelkmann

(2001), dale dve jeji modifikace s vyuzitim metabisulfatu sodného a fenol-chloroformu,
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dalsimi metodami byly izolace celkové RNA pomoci TriPure Isolation Reagent od firmy
Roche a fenol-chloroformova izola¢ni metoda dle Sambrook a Russel (2001).

Celkem bylo vSemi metodami otestovano 60 rostlinnych vzorkt. V kazdé sérii bylo po
dvanacti vzorcich. Jednalo se o tyto botanické druhy: Crataegus spp., Malus spp., Sorbus spp.
a Aronia spp. Podrobné protokoly jednotlivych technik jsou uvedeny v nasledujicich

kapitolach.

Izolace ..silika“ metodou dle Rott a Jelkmann (2001)

1. 100 mg cerstvého ¢i zamrazeného biologického materidlu bylo rozdrceno pomoci
oscilaéniho mlyna Retsch MM 400. Rostlinny material spolu s tfemi drticimi koulemi
(o priméru 3 mm) byl spolu se 100 pl grinding pufru preveden do 2 ml zkumavky,
ktera byla nésledné¢ umisténa do mlyna a po dobu 1,5 min byla tfepana rychlosti 30
kmith za sekundu. Poté bylo do mikrozkumavky p¥idano dalsich 900 ul grinding pufru
a vzorek byl po dobu 30 s tfepan stejnou rychlosti.

2. Po rozdrceni rostlinného materialu oscilacnim mlynem nésledovala centrifugace (6000
x RPM, 3 min, 4°C).

3. 500 pl supernatantu bylo pfevedeno do nové mikrozkumavky a spolu se 100 pl 10%
N-lauronyl-sarkosinu a s 5 ul 2-merkaptoetanolu byl vzorek inkubovan 10 min pfi
teploté 70°C. V prubéhu inkubace byla mikrozkumavka kazdé 3 min promichana na
dotykové trepacce.

4, Nésledovala inkubace na ledu 5 min a centrifugace (13 000 x RPM, 10 min, 4 °C).

S. Do nové mikrozkumavky bylo pfevedeno 300 pl supernatantu a ke vzorku ptidano 150
pl chlazeného absolutniho etanolu, 300 pl roztoku jodidu sodného a 30 ul silika
suspenze.

6. Nasledovala inkubace pfi laboratorni teplot¢ 10 min, vzorek byl po celou dobu
promichavan na tfepacce v horizontalni poloze (600 RPM).

7. Po centrifugaci (6 000 x RPM, 1 min, 4 °C) byl supernatant odlit a peleta (pevna faze)
byla promyta 500 pul promyvaciho pufru, tento krok byl jednou opakovan.

8. Po odstranéni supernatantu byla mikrozkumavka ponechana pfi laboratorni teploté na
pracovni desce cca 10 min susit. Peleta byla resuspendovana ve 150 pl sterilni ddH,0,
nasledovala inkubace 4 min pti 70 °C a centrifugace (13 000 x RPM, 3 min, 4 °C).

9. 120 pl supernatantu bylo pirevedeno do nové mikrozkumavky a vzorek byl uskladnén

v mrazicim boxu (-24 °C) ¢i byl ihned pouzit pro dalsi analyzy.
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Slozeni a piiprava roztoki a pufri:

o Grinding pufr (pH 5,6). 4 M guadinin thiokyanat; 0,2 M octan sodny; 1 M octan

draselny; 25 mM EDTA; 2,5% PVP (w/V). Uchovavame pti 4 °C.

Jodid sodny. 0,75 g Na,SO3; 6 M Nal. Piiprava: 0,75 g Na;SO3 rozpustime ve 40 ml
sterilni ddH,O a ptidame 36 g Nal. Uchovavame v tmavé lahvi pti 4 °C.

Promyvaci pufr (pH 7,5). 10 mM Tris — HCI; 0,5 mM EDTA; 50 mM NaCl.
Sterilizujeme pomoci autokldvu. Poté piidame absolutni etanol (50 % objemu).
Uchovavame pii 4 °C.

Silika suspenze (pH 2,0). 30 g silika ¢astic. Priprava: ve 250 ml sterilni ddH,0
rozpustime 30 g silika Castic, smés promichame a nechame do druhého dne
sedimentovat. Nasledujici den odstranime horni fazi (cca 235 ml), zbylou ¢ast roztoku
doplnime vodou do 250 ml, roztok promichame a nechame 5 hodin sedimentovat.
Odpipetujeme 220 ml horni faze, zbyly roztok dikladné homogenizujeme.

Sterilizujeme pomoci autoklavu, uchovavame v tmavé lahvi pii 4 °C.

Izolace celkové RNA ..silika“ metodou dle Rott a Jelkmann (2001) modifikace 1.

1.

100 mg cerstvého ¢i zamrazeného biologického materidlu bylo rozdrceno pomoci
oscilaéniho mlyna Retsch MM 400. Rostlinny material spolu s tfemi drticimi koulemi
(o priméru 3 mm) byl spolu se 100 pl grinding pufru (do kterého byl tésné pied
pouzitim piidan 2% metabisulfat sodny) pfeveden do 2 ml zkumavky, ktera byla
nasledné umisténa do mlyna a po dobu 1,5 min byla tfepana rychlosti 30 kmit za
sekundu. Poté bylo do mikrozkumavky piidano dalsich 900 pl grinding pufru (s 2%
metabisulfatem sodnym) a vzorek byl po dobu 30 s tfepan stejnou rychlosti.

Po centrifugaci (6 000 x RPM, 3 min, 4 °C) bylo pfevedeno do nové mikrozkumavky
500 pl supernatantu (vodni faze) a spolu se 100 pl 10% N — lauronyl — sarkosinu byl
vzorek inkubovan 10 min pii teploté 70 °C, v prubéhu inkubace byla mikrozkumavka
kazdé 3 min promichéna na dotykové tfepacce.

Naésledovala inkubace na ledu 5 min a centrifugace (13 000 x RPM, 10 min, 4 °C).

Do nové mikrozkumavky bylo pifevedeno 300 pl supernatantu a ke vzorku ptidano 150
pl chlazeného absolutniho etanolu, 300 pl roztoku jodidu sodného a 30 ul silika

suspenze.
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5. Nasledovala inkubace pii laboratorni teplot¢ 10 min, vzorek byl po celou dobu
promichavan na tfepacce v horizontalni poloze (600 RPM).

6. Po centrifugaci (6 000 x RPM, 1 min, 4 °C) byl supernatant odlit a peleta (pevna faze)
byla promyta 500 ul promyvaciho pufru, tento krok byl jednou opakovan.

7. Po odstranéni supernatantu byla mikrozkumavka ponechana pfi laboratorni teploté na
pracovni desce cca 10 min susit. Peleta byla resuspendovana ve 150 pl sterilni ddH,0,
nasledovala inkubace 4 min pii 70 °C a centrifugace (13 000 x RPM, 3 min, 4 °C).

8. 120 pl supernatantu bylo pievedeno do nové mikrozkumavky a vzorek byl uskladnén

v mrazicim boxu (-24 °C) ¢i byl ihned pouzit pro dalsi analyzy.

SloZeni pouzitych roztokd a pufr se shoduje s kapitolou 4.2.2.

Izolace ,silika“ metodou dle Rott a Jelkmann (2001) modifikace Il. fenol — chloroform

1. 100 mg cerstvého ¢i zamrazeného biologického materialu bylo rozdrceno pomoci
oscilaéniho mlyna Retsch MM 400. Rostlinny material spolu s tfemi drticimi koulemi
(o priméru 3 mm) a se 100 ul grinding pufru (do kterého byl té&sné pied pouzitim
pfidan 2% metabisulfat sodny) byl pfeveden do 2 ml zkumavky, ktera byla néasledné
umisténa do mlyna a po dobu 1,5 min byla tfepana rychlosti 30 kmitti za sekundu. Poté
bylo do mikrozkumavky ptidano dalsich 900 pl grinding pufru (s 2% metabisulfatem
sodnym) a vzorek byl po dobu 30 s tiepan stejnou rychlosti.

2. Po centrifugaci (6 000 RPM, 3 min, 4 °C) bylo pfevedeno do nové mikrozkumavky
500 pl supernatantu (vodni faze) a spolu se 100 pl 10% N — lauronyl — sarkosinu byl
vzorek inkubovan 10 min pfi teploté 70 °C, v prubéhu inkubace byla mikrozkumavka
kazdé 3 min promichéna na dotykové tfepacce.

3. Nésledovala inkubace na ledu 5 min a centrifugace (13 000 x RPM, 10 min, 4 °C).

4. Do nové mikrozkumavky bylo pfevedeno 400 pl supernatantu a ke vzorku pfidano 200
ul kyselého fenolu (pH 4) a 200 ul chloroform-izoamylalkohol (24:1)

S. Nasledovala inkubace pii laboratorni teploté, kdy byl vzorek po dobu 2 min
horizontalné¢ mirné promichavan na tfepacce a poté se nechal 5 min stat. Po inkubaci
nasledovala centrifugace (13 000 x RPM, 10 min, 4 °C).

6. Do nové mikrozkumavky bylo ptevedeno 300 pl supernatantu a ke vzorku ptidano 150
ul chlazeného absolutniho etanolu, 300 pl roztoku jodidu sodného a 30 pl silika

suspenze.
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10.

Nasledovala inkubace pii laboratorni teplot¢ 10 min, vzorek byl po celou dobu
promichavan na tfepacce v horizontalni poloze (600 RPM).

Po centrifugaci (6 000 x RPM, 1 min, 4 °C) byl supernatant odlit a peleta (pevna faze)
byla promyta 500 ul promyvaciho pufru, tento krok byl jednou opakovan.

Po odstranéni supernatantu byla mikrozkumavka ponechéna pfi laboratorni teploté na
pracovni desce cca 10 min susit. Peleta byla resuspendovana ve 150 pl sterilni ddH,0,
nasledovala inkubace 4 min pii 70 °C a centrifugace (13 000 x RPM, 3 min, 4 °C).

120 pl supernatantu bylo pievedeno do nové mikrozkumavky a vzorek byl uskladnén

v mrazicim boxu (-28 °C) ¢i byl ihned pouzit pro dalsi analyzy.

SloZeni pouzitych roztokd a pufr se shoduje s kapitolou 4.2.2.

Izolace celkové RNA pomoci TriPure Isolation Reagent (Roche)

1.

100 mg cCerstvého ¢i zamrazeného biologického materidlu bylo rozdrceno pomoci
oscilaéniho mlyna Retsch MM 400. Rostlinny material spolu s tfemi drticimi koulemi
(o priméru 3 mm) byl pieveden spolu se 100 ul TriPure Isolation Reagent do 2 ml
zkumavky, ktera byla nésledné¢ umisténa do mlyna a po dobu 1,5 min byla tfepana
rychlosti 30 kmitli za sekundu. Poté bylo do mikrozkumavky ptiddno dalSich 900 pl
TriPure Isolation Reagent a vzorek byl po dobu 30 s tfepan stejnou rychlosti.

Vzorek byl po dobu 5 min inkubovéan pifi laboratorni teploté a poté k nému bylo
prevedeno 200 pl chloroformu.

Roztok byl kratce promichén na vortexu a ponechén 3 min pti laboratorni teploté.
Nasledovala centrifugace (12 000 x g, 15 min), poté byl supernatant pfeveden do nové
mikrozkumavky a k vodni fazi bylo ptidano 500 pl izopropanolu.

Mikrozkumavka byla po mirném promichani inkubovana pfi laboratorni teploté po
dobu 10 min a nasledovala centrifugace (12 000 x g, 10 min).

Po odstranéni vodni faze byla peleta promyta 1000 pl 75% ledového etanolu.

Po centrifugaci (12 000 x g, 5 min) byla odstranéna vodni faze a mikrozkumavka byla
inkubovana pfti laboratorni teploté po dobu 8 min.

Peleta byla resuspendovana v 80 pl sterilni ddH,O a poté inkubovana 10 min v 55 °C.

Vzorek byl uskladnén v mrazicim boxu (-24 °C) ¢i ihned zpracovan pro dalsi analyzy.

Uvedeny postup je doporucen samotnym vyrobcem (Roche).
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Fenol—chloroformova izolaéni metoda dle Sambrook a Russel (2001)

10.

100 mg cerstvého ¢i zamrazeného biologického materidlu bylo rozdrceno pomoci
oscilaéniho mlyna Retsch MM 400. Rostlinny material spolu s ttemi drticimi koulemi
(o priméru 3 mm) byl pieveden spolu se 100 ul extrakéniho pufru do 2 ml zkumavky,
ktera byla néasledné umisténa do mlyna a po dobu 1,5 min byla tfepana rychlosti 30
kmit za sekundu. Poté bylo do mikrozkumavky ptiddno dalSich 900 ul extrakéniho
pufru a vzorek byl po dobu 30 s tfepan stejnou rychlosti.

Ke vzorku bylo napipetovano stejné mnozstvi smési fenol (pH 4,3) : chloroform-
isoamylalkohol (24:1).

Vzorek byl po dobu 10 min tfepan a nasledné centrifugovan (7 000 x g; 10 min; 4° C).
Do nové mikrozkumavky byla pfevedena vodni faze a cely krok byl dvakrat
zopakovan (2. a 3. krok).

Supernatant byl pfeveden do nové mikrozkumavky. Ke vzorku bylo poté napipetovano
stejné mnozstvi chloroform-isoamylalkoholu.

Vzorek byl tfepan po dobu 10 min a centrifugovan (7 000 x g; 10 min; 4° C).

Po odebrani supernatantu byla ke vzorku ptfidana 1/10 objemu supernatantu octanu
sodného (3M) a dvojndsobné mnozstvi 100% etanolu.

Vzorek byl ponechdn nejméné 1 hod pii -20 °C (precipitace RNA), nebo byl 3x
zmrazen v tekutém dusiku.

Vzorek byl nasledné centrifugovan (10 000 x g; 10 min; 4°C), poté byl odstranén
supernatant a peleta byla promyta 200 ul 70% etanolem.

Vzorek byl znovu centrifugovan (10 000 x g; 10 min; 4°C), nasledovné byl odstranén
supernatant a vzorek byl ponechdn 10 min pfi laboratorni teploté susit.

Ke kazdému vzorku bylo napipetovano 100 pl sterilni ddH,O. Takto pfipraveny
vzorek celkové RNA byl ihned pouzit pro dalsi analyzy nebo uskladnén v mrazicim

boxu (-24°C).

SloZeni pouzitych pufri:

o Extrakéni pufr pro izolaci RNA (pH 7,0). 50 mM Tris; 100 mM NaCl; 20 mM EDTA;

1% SDS. Skladujeme pii 4 °C.
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4.2.1.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty vyizolované RNA

U vyizolované RNA byla spektrofotometricky zméfena jeji Cistota a koncentrace
pomoci spektrofotometru Nanodrop 2000 (ThermoScientific, USA) pfi vlnové délce 260 nm a
280 nm.

4.2.1.3 Stanoveni integrity celkové RNA

K vyhodnoceni integrity RNA bylo vyuZzito semi-denaturacni elektroforetické separace
RNA na horizontalni agar6zové elektroforéze (MultiSUB Midi, Cleaver Scientific Ltd).

Agardza byla rozpuSténa v1 x TBE pufru v mikrovinné troubé. Po pfeliti do
elektroforetické cely se nechal gel ztuhnout pfi laboratorni teploté. Vzorky celkové RNA byly
smichany s nanasecim barvivem 2 x RNA Loading Dye (Fermentas), poté byly 10 min
inkubovany pfi teploté 70°C a nasledn¢ rychle zchlazeny na ledu (3 min). Pfipravené vzorky
byly naneseny do gelu a po dobu jedné hodiny probihala separace celkové RNA pii
konstantnim stejnosmérném napéti 4 — 6 V/cm. Nukleové kyseliny byly vizualizovany na
UV-transiluminatoru pii vinové délce 260 nm. K vizualizaci RNA molekul byl vyuzit etidium
bromid v koncentraci 0,5 pg/ml. Fragmenty byly nasledné porovnavany s hmotnostnim
standardem RiboRuler™ High Range RNA Ladder (Fermentas). Elektroforeogramy byly
zdokumentovany automatickym analytickym a dokumentacnim Bio-Imaging systémem

InGenius (Syngene).

4.2.1.4 Metoda RT-PCR

Reverzni transkripce

1. Syntéza cDNA probihala v reakénich objemech 50 pl. Nejprve byl pfipraven premix o
objemu 30 pl obsahujici:

» X ul sterilni ddH,0
» 0,5 ul ndhodnych primert (zasobni roztok 1 pg / ul; Roche)

» priblizné 750 pg celkové RNA

2. Vzorek byl 5 min inkubovan ve 100 °C a poté ponechan 2 min na ledu.
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3. K premixu bylo nésledné ptidano:
» 10 ul 5x First Strand pufru (Invitrogen)

» 4,8 ul sterilni ddH,0
» 2,5 ul kazdého dNTP (zasobni roztok 10 mM; Fermentas)

» 2,0 ul DTT (zasobni roztok 0,1 mM; Invitrogen)

» 0,7 ul Mu — MLV reverzni transkriptazy (zasobni roztok 200 U / pl;

Invitrogen)

4. Mikrozkumavka byla ponechédna ve 42 °C po dobu 55 min, poté byla 10 min

inkubovana v 70 °C.

Polymerazova fetézova reakce

Ziskana komplementarni DNA byla vyuzita v nasledujici polymerazové fetézové reakci.

1. Reakce PCR byla provadéna v objemu 25 pl obsahujicim:
» 16,05 pl sterilni ddH,O
» 2,5 ul 10x Dream Taq pufru (Fermentas)
» 2 ul MgCl; (zasobni roztok 25 mM; Fermentas)
» 0,25 ul ANTP mix (zasobni roztok 10 mM; Fermentas)

> 0,5 ul reverzniho primeru NAD5as 5'- CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA - 3’
(Menzel et al., 2002) (zasobni roztok 10 uM)

» 0,5 ul forwardového primeru NADS5S 5° - GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT - 3’
(Menzel et al., 2002) (zasobni roztok 10 pM)

» 0,2 pl Dream Taq polymerazy (zasobni roztok 5 U / ul; Fermentas)

» 3 ul cDNA vzorku

2. Pro PCR byl pouzit termocykler MJ Research PTC 200. Pouzité primery NADS5as a
NAD5s amplifikovaly fragment rostliné mRNA (Menzel et al., 2002). Podminky b&hem
amplifikace byly nasledujici: 94 °C 2 min.; 30 cyklia: 94°C 45 s, 54°C 45 s, 72°C 45 s; 72
°C 7 min. Velikost PCR fragmentu byla 181 bp.
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4.2.1.5 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin

Poslednim krokem detekce byla elektroforeticka separace nukleovych kyselin prostiednictvim
horizontalni agardzové elektroforézy a poté nasledovala vizualizace vysledkli provedené

analyzy.

1. Ptiprava 1% agar6zového gelu.
Pozadované mnozstvi agardzy (1g) bylo pievedeno do banky s 1 x TBE pufru. Diky
ohfevu v mikrovinné troubé doslo Kk rozpusténi agarézy. Po ochlazeni roztoku
proudem studené vody byl pfidan ethidium bromid (0,5 pl / 1 ml). Takto pfipraveny
gel byl nasledné pieveden do pfipravené elektroforetické cely s hiebinky a nechal se
ztuhnout.

2. Nanéseni vzorkti DNA do gelu.
Vzorky DNA byly smichény s 2 pl barviva DNA Loading Dye (Fermentas) a poté
postupné napipetovany po vyjmuti hiebinku do vzniklych mezer v gelu. Do prvni a
posledni jamky v gelu byly vzdy napipetovany 2 ul Low-Range DNA Ladder
(Fermentas).

3. Elektroforeticka separace a vizualizace.
Elektroforéza probihala pfi konstantnim stejnosmérném napéti 4 — 6 V/cm po dobu 45
min. Po skonceni elektroforetické separace nasledovala vizualizace DNA fragmentQ
prostiednictvim UV transimulatoru pti vinové délce 260 nm. Pomoci hmotnostniho
standardu Low-Range DNA Ladder (Fermentas) byla urCena velikost fragmentl
nukleové kyseliny. Elektroforeogramy byly zdokumentovany automatickym

analytickym a dokumenta¢nim Bio-Imaging systémem InGenius (Syngene).

Slozeni pouzitych pufri:
10 x TBE (pH 8,0) — 890 mM Tris, 890 mM kyselina borita; 20 mM EDTA. Sterilizace

pomoci autoklavu. Skladovani pfi laboratorni teploté.

4.2.2 Vlastni detekce EMARaV

Na zéklad¢ vysledné koncentrace celkové RNA, jeji Cistoty a integrity byla nasledné
vybrana nejspolehlivéjsi izolacni technika, tedy ,,silika*“ metodou dle Rott a Jelkmann (2001)
modifikace Il. Fenol-chloroform, ktera byla vyuzivana po celou dobu testovani (podrobny

protokol izola¢ni tehniky je popsan v kapitole 4.2.1.1). K detekci patogena byla pouzita
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metoda RT-PCR s kone¢nou vizualizaci pomoci agar6zové elektroforézy. Pouzité primery pro
detekci EMARaV jsou uvedeny v tabulce 1. VSechny postupy jsou podrobné popsany
Vv kapitolach 4.2.1.4 2 4.2.1.5.

Pro jednotlivé testovani bylo odebirano vzdy minimalné pét listd z celé koruny stromi.
Listy se znatelnymi symptomy byly odebirdny pfednostné. Rostlinny material byl bud’

okamzité zpracovan, nebo uchovan v mrazicim boxu pii teploté -24°C.

4.3 Studie symptomi EMARaV

Pfitomnost a charakter symptomti na EMARaV pozitivnich taxonech byly sledovany
od jara 2013 do podzimu téhoz roku.

Aby bylo mozné alespont ¢astecné vyloucit moznou zaménu symptoml se Symptomy
vyvolanymi jinymi ptivodci virovych onemocnéni, které by mohly byt na jednotlivych
rostlinach pfitomny, bylo provedeno kontrolni testovani vsech 85 sledovanych jedinct
molekularné genetickymi metodami (RT-PCR) na pfitomnost nasledujicich virt: viru
Zlabkovitosti kmene jabloné (Apple stem grooving virus - ASGV), viru mé¢lké vrascitosti
kmene jabloné (Apple stem pitting virus - ASPV), viru chlorotické skvrnitosti jabloné (Apple
chlorotic leaf spot virus - ACLSV), viru svinutky tfesné (Cherry leaf roll virus - CLRV)
a viru mozaiky jabloné (Apple mosaic virus - ApMV). Izolace RNA z rostlinného materialu
byla provedena metodou dle Rott a Jelkmann (2001) v modifikaci fenol — chloroform, ktera je
podrobné poséana v kapitole 4.2.1.1. Nasledné kontrolni testovani bylo realizovano metodou
RT-PCR. Reverzni transkripce je detailné popsana v kapitole 4.2.1.4. Detekce jednotlivych
virovych zastupci byla ovéfena dle protokoll, jez jsou uvedeny v tabulce 1. Vysledna

vizualizace PCR produktii byla provedena dle protokolu v kapitole 4.2.1.5.
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Tabulka 1. Pouzité primery, programy a velikosti fragmentt produktt PCR.

EMARaV

Primery EMARaV3 FP/EMARaV3 RV (Mielke et al., 2008)
Program 94 °C 2 min.; 30 cykld: 94°C 45 s, 54°C 45 s, 72°C 45 s; 72 °C 7 min; 8 °C
Velikost fragmentu | 204 bp

ASGV
Primery ASGVUs/ASGV2as (James, 1999)
Program 94 °C 2 min.; 35 cykli: 94°C 45 s, 66°C 45 s, 72°C 45's; 72°C 7 min; 8 °C
Velikost fragmentu |499 bp

ASPV
Primery ASPCs/ASPas (Jelkmann a Keim-Konrad, 1997)
Program 94 °C 2 min.; 35 cykld: 94°C 45 s, 60°C 45 s, 72°C 45 s; 72 °C 7 min; 8 °C
Velikost fragmentu | 264 bp

ACLSV
Primery ACLSV1F/ACLSVI1R (Watpade et al., 2012)
Program 94 °C 2 min.; 35 cykli: 94°C 45 s, 57°C 45 s, 72°C 45 s; 72 °C 7 min; 8§°C
Velikost fragmentu |432 bp

CLRV
Primery CLRV1/CLRV2 (Kumari, 2009)
Program 94° 2 min.; 35 cyklt: 94 °C 455, 55°C 455,72 °C 45s; 72 °C 7 min; 8 °C
Velikost fragmentu | 283 bp

ApMV
Primery 108N7/108N8 (Petrzik a Lenz, 2002)
Program 94° 2 min.; 35 cyklt: 94 °C 45s,58°C 455,72 °C45s; 72 °C 7 min; 8 °C

Velikost fragmentu

464 bp

4.4 Prenos vinovnika hrusiového (Eriophyes pyri) na rostliny

4.4.1 Zdroj a odbér roztoca

Vinovnici byli ziskavani z napadenych listi jetabu ptac¢iho (Sorbus aucuparia) a
jabloni (Malus spp.) ze $kolniho arealu CZU v Suchdole v priibhu letniho obdobi roku 2013.
Odebirany byly listy s halkami razného stafi, které byly pak okamzité vyuzity k pienosu

roztoc¢u.
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4.4.2 Pienos roztoci na zdravé listy

Vzhledem kvelmi drobnym rozmérim vlnovnikti byl ptfenos uskuteéiovan pod
binokularni lupou. Halky na listech byly pomoci preparacni jehly velmi opatrné roztrzeny,
aby nedoslo k mechanickému poskozeni rozto¢l. Nalezeni vinovnici byli jednotlivé pomoci
jehly ptenaseni do drobného uzaviratelného vicka s moznosti pfipnuti na novy zdravy list. Do
kazdého vicka bylo preneseno 20 jedinct. Na spodni stranu listu byly vzdy ptipnuty 3 vicka
S vlnovniky a jedno vi¢ko na svrchni stranu. Takto pfipravené listy pak byly ponechany
v Petriho misce s vodou pfi laboratorni teploté. Po dobu tfi dnd bylo pod binokularni lupou
sledovano, zda se vinovnici na novém listu adaptovali. Pfenos rozto¢u byl 12 X zopakovan

stejnym postupem.

Obrazek 1. Uzaviratelné piipinaci vicko s odebranymi roztoci.

=

4.4.3 Priprava preparatu vinovnika hrusiového pro elektronovou mikroskopii

Vlnovnici byli pro elektronovou mikroskopii pfenaseni pomoci preparacni jehly pod
binokularni lupou stejnym zptisobem jako pfi jejich pfenosu na listovou plochu. Pred
samotnym pienosem byl v kadince ptipraven roztok (25% glutaraldehyd + fosfatovy pufr 0,02
M vpoméru 1:9), do kterého byly ponofeny 2 specidlné¢ upravené mikrozkumavy s
mikrositovanym dnem. Do kazdé mikrozkumavky bylo pfeneseno 50 jedinci. Takto byli
ponechani po dobu 4 hodin pfi laboratorni teploté. Mikrozkumavky s rozto¢i byly po uplynuté
dobé 3x proplachnuty po 15 min v pufru. Nasledné byly vzorky proplachovany 3x v etanolu
vzdy po 30 min ve vzestupné etanolové fadé (1. 30% etanol, 2. 50% etanol a 3. 70% etanol).
Takto ptipravené vzorky byly na piirodovédecké fakulté Karlovy univerzity dle zpracovany
do koneéného preparatu RNDr. Miroslavem Hylisem, PhD. Vysledné fotografie z elektronové

mikroskopie zhotovil prof. Ing. Pavel Ry$anek, CSc. na katedi'e ochrany rostlin CZU.
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S5 Vysledky
5.1 Hostitelsky okruh

Vysledky analyzy metody RT-PCR potvrdily u vSech testovanych druhti (S. torminalis,
S. aria, S. rotundifolia, S. intermedia I., S. intermedia Il., S. x thuringiaca cv. Fastigiata, S.
koehneana, Sorbaronia spp., S. commixta, A. spicata, A. ovalis, A. Lamarkii, A.alnifolia,
Malus spp., Pyrus spp., C. laevigata, Aronia spp.) ptitomnost viru krouzkovitosti jetabu, coz
znamena, ze vySe jmenované rostliny jsou hostiteli virového patogena EMARaV a rozsifuji
tak jeho doposud nedostate¢né prozkoumany hostitelsky okruh (ukazka elektroforeogramu na
obr. 2).
Z 85 otestovanych stromki bylo celkem 73 vzorkd pozitivnich na pfitomnost
EMARaV, coz ¢ini 86 % rostlin infikovanych a 14 % rostlin zdravych. U druhu Aronia ssp.
byly pozitivni vSechny testované vzorky. Pozitivni vysledky na pfitomnost patogena u

ostatnich testovanych druht silné pfevazuji nad negativnimi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

M
=

Obrazek 2. Detekce EMARaV metodou RT-PCR. Elektroforeogram RT-PCR  produkti  po
separaci na agardézovém gelu. Pouzité primery EMARAV3 FP/ EMARAV3 RV, velikost PCR
produktu 204 bp. M: hmotnostni standard Mass ruler low range (Fermentas); vzorky 3, 4, 5, 6,8 a 9
pozitivni na ptitomnost EMARaV, - negativni kontrola (ddH,0).

Vysledky analyz zamétenych na studii hostitelského okruhu EMARaV z roku 2012,
které byly ziskany v ramci diplomové prace Ing. Michala Konradyho, jsou v porovnani

s naSimi vysledky rozdilné. Piehled vSech testovanych druht z obou let je uveden v tabulce 2.
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Tabulka 2. Piehled testovanych druhti z let 2012 a 2013.

Symptomy spojované

o RT-PCR RT-PCR 2013 s EMRAAV
Rostlinny druh 2012
jaro 1éto | podzim 2012 2013
Jetab biek Sorbus torminalis + - + + NE NE
Sorbus torminalis + - - + NE NE
Sorbus torminalis + - - + NE NE
Sorbus torminalis + - - + NE NE
Jetab muk Sorbus aria - - + + NE NE
Sorbus aria - - + + NE NE
Jefab okrouhlolisty | Sorbus rotundifolia + - + + ANO ANO
Sorbus rotundifolia - + + + ANO ANO
Sorbus rotundifolia - + + ANO ANO
Jetdb prostiedni I. | Sorbus intermedia I. + + + ANO ANO
Sorbus intermedia I. - + + + ANO ANO
Sorbus intermedia I. + + + + ANO ANO
Jefab prostiedni IT. | S. intermedia Il. - - + + NE ANO
S. intermedia Il. - + + + NE ANO
S. intermedia 1l. - + + + NE ANO
S. intermedia 1l. - + + + NE ANO
Jetab durynsky [S:Z;g;?attr;uringiaca eV - + + + NE ANO
'Szggt)i;?attr;uringiaca CV. ) ) ) ) NE ANO
'Szggglé?atti;uringiaca CV. ) ) ) + NE ANO
Jetaboplodec Sorbaronia spp. - + + + ANO ANO
Sorbaronia spp. + + + + ANO ANO
Sorbaronia spp. + + + + ANO ANO
Sorbaronia spp. + + + + ANO ANO
Sorbaronia spp. + + + + ANO ANO
Jetab pomichany Sorbus commixta - - - - ANO ANO
Sorbus commixta + - - + ANO ANO
Sorbus commixta + - + - ANO ANO
Sorbus commixta + - - - ANO ANO
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Tabulka 2. Piehled testovanych druht z let 2012 a 2013 — pokracovani.

Symptomy spojované

o RT-PCR RT-PCR 2013 s EMARaV
Rostlinny druh 2012

jaro | léto |podzim 2012 2013
Jetab Koehnetiv Sorbus koehneana + + + + ANO ANO
Sorbus koehneana + + + + ANO ANO
Sorbus koehneana + + + + ANO ANO
Muchovnik ovalny Amelanchier ovalis + + + + ANO ANO
Amelanchier ovalis + + + + ANO ANO
Amelanchier ovalis + - + + ANO ANO
Amelanchier ovalis + + + + ANO ANO
Amelanchier ovalis + + + + ANO ANO
Amelanchier ovalis + - - - ANO ANO
Amelanchier ovalis + + + + ANO ANO
Muchovnik klasnaty | Amelanchier spicata - - - - ANO ANO
Amelanchier spicata + - + + ANO ANO
Amelanchier spicata + - + + ANO ANO
Amelanchier spicata - - + + ANO ANO
Amelanchier spicata + + + + ANO ANO
ﬁﬁ:ﬁiﬁg Amelanchier lamarckii + + + + ANO ANO
Amelanchier lamarckii + + + + ANO ANO
Amelanchier lamarckii + + + + ANO ANO
Amelanchier lamarckii - + + + ANO ANO
Amelanchier lamarckii - + + + ANO ANO
Muchovnik ol$olisty | Amelanchier alnifolia - - + + NE ANO
Amelanchier alnifolia - - - - NE ANO
Amelanchier alnifolia - - - - NE ANO
Amelanchier alnifolia - + + + NE ANO
Amelanchier alnifolia - + + + NE ANO
Amelanchier alnifolia - + + + NE ANO
Amelanchier alnifolia - + + + NE ANO

Jablon Malus spp. - - + + ANO NE

Malus spp. - - + + ANO NE

Malus spp. + - - + ANO NE

Malus spp. - - + + ANO NE

Malus spp. - - + + ANO NE

Malus spp. + - - - ANO NE

Malus spp. + - + - ANO NE

47




Tabulka 2. Prehled testovanych druhti z let 2012 a 2013 — pokracovani.

. CR RT-PCR 2013 Sym‘;“é‘&y;gggva“e
Rostlinny druh 2012
jaro 1éto | podzim 2012 2013
Hruseni Pyrus spp. - - + + NE NE
Pyrus spp. + - - + NE NE
Pyrus spp. - - + - NE NE
Pyrus spp. + - - + NE NE
Pyrus spp. - - - + NE NE
Pyrus spp. - - + + NE NE
Hloch obecny Crataegus laevigata - - - + NE NE
Crataegus laevigata - - + + NE NE
Crataegus laevigata + - - + NE NE
Crataegus laevigata + - - - NE NE
Crataegus laevigata + - - - NE NE
Crataegus laevigata - - - + NE NE
Crataegus laevigata + - - - NE NE
Temnoplodec | Aronia ssp. + + + ANO
Aronia ssp. o + + + o ANO
Aronia ssp. § + + + ~§ ANO
Aronia ssp. % + + + «% ANO
Aronia ssp. ° + + + ° ANO
Aronia ssp. g + + + g ANO
Aronia ssp. % + + + ?3 ANO
Aronia ssp. e + + + e ANO
Aronia ssp. g + + + g ANO
Aronia ssp. + + + ANO
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Rostliny, které byly vroce 2012 vyhodnoceny jako EMARaV negativni, cili

nehostitelské, byly v ramci této prace prokazany jako hostitelské. Konkrétné se jedna o druhy

A. alnifolia, S. aria, S. intermedia Il. a S. x thuringiaca cv. Fastigiata. Ptehled testovanych

druhti rostlin na EMARaV v roce 2012 a 2013, s rozdilnymi vysledky pozitivnich rostlin, je

uveden v tabulce 3.

Tabulka 3. Ptehled rostlinnych druhi z roku 2012 a 2013, u kterych byla prokazana infekce

EMARAaV a jejichz vysledky se rizni.

Pocet rostlin pozitivnich

Pocet rostlin pozitivnich

Rostlinny druh Celkovy potet na EMARaV na EMARaV

DD (R 7 v roce 2012 v roce 2013
A. ovalis 7 7 6
A. spicata 5 3 4
A. lamarkii 5 3 5
A. alnifolia 7 0 5
Malus spp. 7 3 6
Pyrus spp. 6 2 5
S. aria 2 0 2
S. rotundifolia 3 2 3
S. intermedia I. 3 2 3
S. intermedia Il. 4 0 4
S.thuringiaca cv. F. 3 0 2
Sorbaronia spp. 5 4 5
S. commixta 4 3 2
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511 Symptomy EMARaV

U zastupct druht S. aucuparia, S. intermedia 1., S intermedia Il., S. koehneana, S. x
thuringiaca cv. Fastigiata, S. rotundifolia, Sorbaronia spp., Aronia spp., A. spicala, A. ovalis
a A. Lamarkii byly pozorovany viditelné symptomy. Na listech rostlin byly znatelné zluté
nepravidelné skvrny riznych velikosti a tvari. Bylo pozorovano, ze listy S. intermedia I. byly
vyrazné deformované. Pfiznaky se objevovaly na konci kvétna a nejintenzivnéjsi byly
v ¢ervnu a Cervenci. Jejich intenzita zacala klesat od druhé poloviny vegeta¢niho obdobi. U
nékterych jedinct nastal jiz v pozdnim 1été pred¢asny opad symptomatickych listi.

Zastupci druhu S. aria, S. torminalis, S. commixta, Malus spp., Pyrus spp. a C. laevigata
byly bezpiiznakové, ale pfitomnost EMARaV vV jejich pletivu byla potvrzena pomoci RT-
PCR, 1 kdyz vysledny signdl PCR produktii na transilumindtoru byl u té€chto rostlin vzdy
velmi slaby.

Vsechny analyzované rostlinné druhy byly rovnéz otestovany na pfitomnost ApMV,
ACLSV, ASGV, ASPV a CLRV. Vysledky testl potvrdily vyskyt ApMV u tii zastupct C.
laevigata a jednoho zastupce S. koehneana. Pozitivni na ptitomnost CLRV byl jeden zastupce
Aronia spp. U zbylych testovanych rostlin se vyskyt vySe uvedenych viri neprokazal. Lze

tedy predpokladat, ze pozorované symptomy byly skute¢né vyvolané infekci EMARaV.

Obrazek 3. Symptomy spojované s piitomnosti EMARaV na Sorbaronia spp.
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Obrazek 4. Symptomy spojované s piitomnosti EMARaV na listu Aronia spp.

Obrazek 5. Symtomy spojované s piitomnosti EMARaV na listu Sorbus intermedia I.
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Obrazek 6. Symtomy spojované s piitomnosti EMARaV na listu Amelanchier spicata.

Obrazek 7. Symtomy spojované s piitomnosti EMARaV na listu Sorbus rotundifolia.
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5.2 Vyhodnoceni izola¢nich metod RNA

5.2.1 Stanoveni Cistoty a koncentrace RNA

Koncentrace a Cistota vyizolované RNA se u jednotlivych testovanych extrakénich
metod odliSovala. Z hodnocenych metod dopadla nejlépe izolace ,,silika* metodou dle Rott a
Jelkmann (2001) v modifikaci Il. s pouzitim fenol-chloroformu, kde se hodnoty Cistoty
vyizolované RNA pohybovaly v doporu¢eném intervalu 1,7 - 2,0 a vysledné koncentrace
vykazovala hodnoty kolem 100 ng/ul. A¢koliv metody TriPure Isolation Reagent (Roche) a
fenol-chloroformova izola¢ni metoda dle Sambrook a Russel (2001) vykazovaly vysoké
vytezky vyizolované celkové RNA, cistota RNA u jednotlivych vzorkli byla neuspokojiva.
Piehled vysledki je znazornén v tabulce 4.

Z testovanych druht rostlin (Crataegus spp., Malus spp., Sorbus spp., Aronia spp.) Vv
ramci vSech izola¢nich metod vychdzela izolovand RNA v nej¢istsi formé a dobré koncentraci

u jablon¢ a nejvice problematickou dievinou byl jetab.

Tabulka 4. Vyhodnoceni ¢istoty a koncentrace celkové RNA.

Typ izolaéni metody Cistota RNA | Koncentrace
(1,7-2) RNA (ng/pl)

Silika — merkaptoetanol >2 <100

Silika modifikace I. >2 <100

Silika modifikace Il. F-Ch 1,7-2 60-140

TriPure Isolation Reagent <17 <300

Fenol-chloroform <17 150-300
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5.2.2 Stanoveni integrity celkové RNA

Ze zkousenych metod byla vyslednd integrita RNA dobrd u vSech izolacnich metod
pomoci ,,silika“ dle Rott a Jelkmann (2001). Zbylé metody TriPure Isolation Reagent (Roche)
a fenol-chloroformova metoda dle Sambrook a Russel (2001) byly nevyhovujici.

Uvedené vysledky poukazuji, ze i na zaklad¢ integrity celkové RNA se izolace
,»silika®“ metodou dle Rott a Jelkmann (2001) modifikace Il (fenol-chloroform) projevila jako
nejlepsi ze vSech testovanych metod, coz je zvlasté u problematickych dievnatych rostlin

velmi dulezité. Porovnani integrity izolované celkové RNA je znazornéna na obrazcich 8. a 9.

M s1 s2 Mm1mM2c1¢c2 A1 A2 - M s1S2 M1M2C1 C2 A1 A2 - M

zbytkova DNA

- -

- e

Ribozomalni podjednotky Ribozéma’lm’ podjérdrrrmtky
Obrazek 8. Stanoveni integrity izolované celkové RNA. Elektroforeogram polymertt RNA po
separaci na agarozovém gelu. M: RiboRuler™ High Range RNA Ladder (Fermentas); vzorky S1, S2
(Sorbus spp.), M1, M2 (Malus spp.), C1, C2 (Crataegus spp.) a Al, A2 (Aronia spp.), - negativni
kontrola (ddH,0): vlevo izolace pomoci ,,silika® (Rott a Jelkmann, 2001) a vpravo izolace pomoci

,silika® (Rott a Jelkmann, 2001) s vyuzitim fenolu a chloroformu.

M s1 s2 mim2c1c2 A1 A2 M s1s2 m1m2cC1 €2 A1 A2 - M

F3

-
. o

Ribozomalni podjednotky Ribozomalni podjednotky

Obrazek 9. Stanoveni integrity izolované celkové RNA. Elektroforeogram polymert RNA po
separaci na agarézovém gelu. M: RiboRuler™ High Range RNA Ladder (Fermentas); vzorky S1, S2
(Sorbus spp.), M1, M2 (Malus spp.), C1, C2 (Crataegus spp.) a Al, A2 (Aronia spp.), - negativni
kontrola (ddH,0): vlevo izolace pomoci TriPure Isolation Reagent (Roche) a vpravo fenol-

chloroformova metoda dle Sambrook a Russel (2001).

54



5.3 Prenos vinovnika hrusnového

5.3.1 Prenos roztoc¢u na zdravé listy

Odebrani vlnovnici, kteti byli pfeneseni do specialniho vicka a pfipnuty na novy
zdravy list, byli po dobu tfi dnt sledovani, zda se jim podafilo adaptovat se na novém zdroji
potravy. Zivotaschopnost roztoét byla naslednd pozorovana pod binokularni lupou. Bylo
zjisténo, ze preneseni roztoCi zustavali stale na dné vicka ve vSech vzorcich a bez moznosti
pfijmu potravy pravdépodobné vSichni zahynuli. Na novém listu nebyla pozorovana zadna
fyziologick4 zména.

Duvod, pro¢ se roztoCi nebyli schopni pfemistit a pfizpusobit na novém listu, je
nejasna. Jedna z moznych pii¢in je pravdépodobnost mechanického poskozeni roztoce pti

samotném pienosu, coz je vzhledem K jejich drobné a kiehké stavbé téla pravdépodobné.

Obrazek 10. Spodni strana listu s halkami vlnovniki.
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5.3.2 Elektronova mikroskopie vinovnika hrusiiového (Eriophyes pyri)

Na zaklad¢ vyslednych fotografii z elektronové mikroskopie byla potvrzena hypotéza,
ze se opravdu jedna o vlnovnika hruSnového. Fotografie z elektronové mikroskopie zhotovil

prof. Ing. Pavel RySanek, CSc. na pfirodovédecké fakult¢ Karlovy univerzity v Praze.

Obrazek 11. Ventralni strana vinovnika hrusnového (Eriophyes pyri).

Obrazek 12. Detail hlavové ¢asti téla Eriophyes pyri.
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6 Diskuse

6.1 Hostitelsky okruh EMARaV

Onemocnéni krouzkovitosti jetabu ptaciho bylo pozorovano na volné rostoucich
jetabech jiz v Sedesatych letech ve Finsku, Némecku a pozdéji 1 v dalSich zemich vcetné
Ceské republiky (Jamalainen, 1957; Kegler, 1960; Schmelzer, 1977; Cooper, 1979; Polak et
al., 1990; Cooper, 1993; Polak a Zieglerova, 1996;). Z vétsSiny dosavadnich vyzkumi, které
probihaly pfevazné¢ ve vySe zminénych zemich, byl vyskyt viru krouzkovitosti jefabu
potvrzen pouze na jefabu ptac¢im (Sorbus aucuparia), ktery byl do dnesni doby povazovan za
jeho jediného hostitele. Moznost SirSiho hostitelského okruhu infekéniho agens zptisobujiciho
krouzkovitosti jefabu byla poprvé predmétem studia v 60. letech na Slovensku, kde byl
realizovan pokus zaméfeny na pfenos neznamého patogena na nékolik botanickych druh.
Pienos patogena byl uskute¢nén béZnou ockovaci metodou a vyhodnocovan na zakladé
vyvolanych symptomut.. Naockovany byly 2-3 leté semenace S. aucuparia, P. communis,
Amelanchier canadensis, M. silvestris, Cydonia oblonga, Spirea van Houttei, Cotoneaster
horizontalis, Cotoneaster multiflora, Crataegus crus-galli, Sorbus intermedia a Persica
vulgaris. Z uvedenych taxoni byl pfenos Gspésny pouze u tii zastupct druht S. aucuparia, P.
communis a A. canadensis (Kralikova, 1961). Pozorované pfiznaky u novych infikovanych
druhti se shodovaly se symptomy spojovanymi S infekci EMARaV na jetfabu ptacim.

Do dnesni doby zadna dalsi studie zaméfena na hostitelsky okruh EMARaV
neprobéhla, a pravé proto bylo pfedmétem této diplomové prace nalezeni novych
hostitelskych druht rostlin. Zuvedenych vysledkli na ptfitomnost EMARaV u nové
zkousenych taxont, jez jsou uvedeny v kapitole 5, vypliva, Ze patogen neni omezen pouze na
jednoho hostitele, jehoz ptedstavitelem je jefdb ptaci, ale napadd i dal$i druhy rostlin,
jmenovité S. torminalis, S. aria, S. rotundifolia, S. intermedia I., S. intermedia Il., S. x
thuringiaca cv. Fastigiata, S. koehneana, Sorbaronia spp., S. commixta, A. spicata, A. ovalis,
A. Lamarkii, A.alnifolia, Malus spp., Pyrus spp., C. laevigata a Aronia spp. Ziskané vysledky
nasi studie tedy potvrzuji vysledky slovenského vyzkumu ze sedmdesatych let (Kralikova,
1961) vyuzivajiciho pouze diagnostickych metod zalozenych na symptomatologii patogena.

Vysledky testi analyz z roku 2012 na katedie ochrany rostlin v rdmci diplomové
prace Ing. Michala Konradyho se v porovnani s aktuadlnim vyhodnocenim hned v nékolika
pfipadech 1i§i. V roce 2012 byla na zaklad¢ provedenych analyz vylou¢ena moznost uznani

nékolika testovanych druhti jako hostitelskych rostlin pro EMARaV. Jednalo se o zastupce
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druhti A. alnifolia, S. aria, S. intermedia Il. a S. x thuringiaca cv. Fastigiata. Toto tvrzeni bylo
ovSem V této predkladané studii na zédkladé nové ziskanych vysledkii vyvraceno. V roce 2013
byla rovnéz pozorovana pomérné vyssi Cetnost pozitivnich rostlin u ostatnich testovanych
druhti oproti analyzam z piedeslého roku. Pfi¢ina, kterd by vysvétlila riznici se vysledky z let
2012 a 2013 neni jednozna¢na a maze byt vysledkem vice ptisobicich vlivli. Nabizi se nékolik
moznosti, které by mohly pribéh testovani ovlivnit.

Vzorky, které byly v roce 2012 izolovany metodou ,silika®“ dle Rott a Jelkmann
(2001), byly o rok pozdéji izolovany stejnou metodou, ovSem s pifidanim fenolu a
chloroformu. Rozdily by tedy mohly byt zpisobeny nevhodné vybranou izola¢ni metodou,
k detekci virového patogena. Podrobné&ji je problematika izola¢nich metod popsana
Vv nésledujici kapitole.

K ovéfeni spravnosti dosazenych vysledkti pomoci vybrané molekuldrni metody (RT—
PCR) je vhodné metodu alespon jednou zopakovat k eliminaci moznych vzniklych falesné
pozitivnich ¢i faleSné¢ negativnich vysledki béhem provadéné analyzy. V rdmci této
diplomové prace bylo testovani provedeno celkem tiikrat, kdezto vroce 2012 bylo
uskute¢néno pouze jednorazové testovani. Pokud se tedy béhem provadéné metody vyskytla
nedopatienim jakakoliv chyba, nebyla objevena a vysledek byl vyhodnocen jako tzv. falesné
negativni.

Zajimavou skutecnosti je rovnéZ znacné kolisdni koncentrace viru v rostliné béhem
roku. Teoreticky by tedy v pfipadé odbéru vzorkd v nevhodnou dobu, mohla byt
pravdépodobnost nalezu patogena zna¢né sniZzena a proto vysledky z opakovaného testovani
Vv pribehu roku, jsou jisté vérohodné&jsi.

S rozsifenim hostitelského okruhu virového patogena EMARaV na nové hostitele se
zvySuje i jeho vyznam. Jefab ptaci (S. aucuparia) jako volné rostouci dfevina, je v naSich
podminkach hojné zastoupen. V soucasné dob¢ je rovnéz znacné vyuzivanou dievinou nejen
v okrasnych zahradach ¢i parcich, vzhledem k jeho zafivym cervenym plodim, ale je
vysazovan 1 v alejich podél cest a ve méstech, diky jeho odolnosti k imisim. Pro jiné druhy
jetabui je S. aucuparia vyuzivan i jako podnoz (Rysanek, 2012; Kegler, 1960; Ebrahim-
Nesbat a Izadpanah, 1992; Polak a Zieglerova, 1996). Objeveni dalsich hostitelskych druhd,
mezi které patii zastupci Casto vyuzivanych okrasnych dievin a rovnéz dievin ovocnych
(Pyrus spp., Malus spp.), poukazuje na mozné riziko nekontrolovatelného Sifeni viru a jeho
stoupajici ekonomicky vyznam. Zatim nebylo jednoznacné€ prokdzano, Ze by samotny virus

krouzkovitosti jefabu zptisoboval thyn napadenych stromti. OvSem v né€kolika piipadech byly
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s patogenem EMARaV spojovany i pfiznaky zakrslosti ¢i dokonce samotné chfadnuti a
odumirani celého stromu (Rysanek, 2012; Fiihrling a Biittner, 1995). To pravdépodobné
souvisi s individualni odolnosti kazdého infikovaného jedince. Cast&j$im nebezpeéim, které
napadenym hostiteliim hrozi, je jejich mozna sekundarni infekce dalsimi patogeny (Garret et
al., 1985; Werner et al., 1997). Rostliny napadené infekci EMARaV, jsou nachylné&jsi
k druhotnym infekcim, vzhledem k jejich snizené obranyschopnosti z divodu pusobeni
primarnich stresovych faktorti, nez rostliny zdravé. Pravé tato kombinace mize vést az

k samotnému thynu stromu.

6.2 Metody izolace RNA

U dfevin je obvykle detekce virt velmi obtizna. Divodem je Casto jejich nizka a
nerovnomérna koncentrace v rostlinném pletivu (Garrett et al., 1985; Werner et al., 1997).
Analyza rostlin infikovanych virovym patogenem je navic zkomplikovdna piitomnosti
sekundarnich metabolitli, jako jsou taniny a polysacharidy a to zejména v jejich pozdni
vegetativni fazi (Clark et al., 1976; Newbury a Possingham, 1977; Singh et al., 2002).
Z téchto duvodi jsou obvykle bézné aplikované izolacni metody nedostacujici, tedy
neschopné ziskat celkovou RNA v dostate¢né Cistoté a koncentraci.

V ramci této diplomové prace bylo testovano celkem pét riznych postupt izolaci
celkové RNA. Hlavnim cilem téchto pokusii bylo vyhodnoceni, kterd z uvedenych metod
bude z hlediska kvality a kvantity vyizolované RNA z riiznych rostlinnych vzorka (Crataegus
spp., Malus spp., Sorbus spp., Aronia spp.) nejvhodné&jsi. Pravé izolace pomoci ,,silika“
metodou dle Rott a Jelkmann (2001) v modifikaci Il s fenol-chloroformem vykazovala u
vSech testovanych druht rostlin nejlepsi vysledky. Je tedy pravdépodobné, Ze piitomnost
fenolu a chloroformu snizuje pfitomnost inhibi¢nich latek v podobé sekundarnich metabolitt
rostlin a zvySuje tak kvalitu a vytéznost izolované RNA. Lze ji tedy doporucit k izolacim
RNA u problematickych dievin. Naopak metody TriPure Isolation Reagent (Roche) a fenol-
chloroformova izolaéni metoda dle Sambrook a Russel (2001) byly hodnoceny jako
nedostatecné, a proto nevhodné k izolacim RNA u vybranych taxonomickych druhii.

Testované rostlinné druhy (Crataegus spp., Malus spp., Sorbus spp., Aronia spp.) se
vzajemné svym chemickym slozenim lisi, coZ nasledn€¢ vyznamné ovlivnilo samotny proces
izolace celkové RNA. Z hodnocenych druhii v ramci vSech izolaénich metod vychazely na

zakladé kvantity a kvality RNA nejlépe jabloné a nejvice problematickou dievinou byl jefab.
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Vzhledem k tomu, Zze byl v ramci nasi prace hlavnim rostlinnym materidlem pravé jetab, byl

na vybér vhodné izola¢ni metody kladen opravnéné velky diraz.

6.3 VInovnik hrusinovy jako potencialni vektor EMARaV

Siteni viru krouZkovitosti jefabu ve volné p¥irodé nebylo stale objasnéno (Nienhaus a
Castello, 1989). Pokusy zaméfené na mechanicky pfenos viru byly netspésné, stejné tak
nebyl prokdzan ani pienos viru semeny ¢i pylem (Benthack et al., 2005; Mielke a Muehlbach,
2007). Prozatim byl doloZen ptenos EMARaV pouze pomoci ockovani a roubovani (Fiihrling
a Biittner, 1995; Kralikova, 1961). Existuje ptedpoklad, ze se EMARaV v ptirod¢ Sifi
prostiednictvim vektoru vinovnika hrusnového (Eriphyes pyri), ktery se ¢asto vyskytuje praveé
na EMARaV infikovanych jefdbech. Mezi jeho zdroje potravy rovnéz patii i fada rostlin
z ¢eledi Rosaceae, vcetné hrusni a jabloni (Mielke et al., 2010), které nové spadaji i do
hostitelského okruhu viru krouZzkovitosti jefabu, jak bylo v ramci této diplomové prace
prokézano. Mohla by tu byt tedy souvislost ptenosu EMARaV z infikovanych jefabt na jeho
dalsi hostitele pravé prostfednictvim vilnovnika hrusiiového. Dal§im ptedpokladem, ktery
poukazuje na vinovnika jako potencidlniho pfenaSece EMARaV je jeho taxonomické zatazeni
v ¢eledi vinovnikoviti (Eriophyidae), jehoz zastupci jsou velmi ¢asto vektory vird z rodu
Rymovirus, Tritimovirus a Allexiviru (Martelli et al., 2007, Slykhuis,1980). Soucasné byl
prokazan blizky fylogeneticky vztah EMARaV s rostlinnymi viry PPSMV, MRSV a FMV
(Elbeaino et al., 2009; Mielke a Muehlbach, 2007; Walia et al., 2009), jejichz vektory jsou
rovnéz rozto¢i z ¢eledi vinovnikoviti (Flock a Wallace, 1955; Kulkarni et al., 2002; Seifers et
al., 1997). Nejnovéjsi studie, zaméfena na vinovnika hrusnového, jako domnélého pienasece
viru krouzkovitosti jetabu, navic dokazala pfitomnost EMARaV piimo v téle E. pyri (Mielke
etal., 2010).
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6.4 Pienos vinovnika hrusinového (Eriophyes pyri, syn. Phytoptus pyri)

Pricina neuspésnych pokusii pfenosu vlnovnika hrusiového na zdravé listy jefdbu
ptaciho neni zcela objasnéna. Ackoliv byl pfenos uskutecnovan s nejvyssi moznou opatrnosti,
mohlo dojit k mechanickému poskozeni vinovnikii pfi jejich samotném odbéru jehlou ¢i pii
sklepavani vlnovnikl z jehly do pfipraveného uzaviratelného vicka. V pfipadé takovéhoto
poranéni jejich zivotaschopnost vyznamné klesa (Gray a Banerjee, 1999; Mieke et al., 2007;
Mielke et al., 2008; Roberts et al., 1994), coz by vysvétlovalo jejich brzké tmrti, nebo
nedostatek sil a energie k jejich pfemisténi na zdravy list. Dal§im faktorem, ktery by mohl
ovlivnit zivotaschopnost roztoct, je nedostatek vzduchu. Je mozné, ze pfenesenym rozto¢tim
nepostacoval pouze dostupny zdroj kysliku v samotném vicku a potiebovali prisun Cerstvého
vzduchu, ktery jim byl v uzavieném vicku znemoznén. Mohlo tak dojit k jejich uduseni.

Nelze ov§em vyloug¢it ani dal$i moznou pfic¢inu nezdaru ptenosu roztocu, a to nevhodné
terminy odbéru rostlinného materidlu s vinovniky v dobé€, kdy jsou nejvice aktivni. V ramci
této prace byli rozto¢i odebirani prevazné béhem letniho obdobi. Mielke et al. (2009) uvadéji,
ze nejlepsi doba pro jejich odbér a ptenos patogena je zacatek léta. Je tedy mozné, Ze se
pozdéjsi termin odbéru vlnovnikid muiZe podilet na negativnich vysledcich pfenosu. Zda je
toto kritérium skute¢né natolik podstatné a ma-li vliv na zivotaschopnost piendsenych roztocu

je prozatim pfedmétem dalsi studie, ktera pokracuje na katedie ochrany rostlin.
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1 Zavér

Ptedpoklad S$irSiho hostitelského okruhu EMARaV byl potvrzen. Nové popsanymi
hostiteli viru krouzkovitosti jefabu jsou zastupci druht S. torminalis, S. aria, S. rotundifolia,
S. intermedia 1., S. intermedia Il., S. x thuringiaca cv. Fastigiata, S. koehneana, Sorbaronia
spp., S. commixta, A. spicata, A. ovalis, A. Lamarkii, A.alnifolia, Malus spp., Pyrus spp., C.
laevigata a Aronia spp. z ¢eledi Rosaceae. Zastupci druha S. aria, S. torminalis, S. commixta,
Malus spp., Pyrus spp. a Crataegus laevigata byly bezpfiznakové. Ostatni testované druhy
vykazovaly charakteristické symptomy v podob¢ Zlutych chlorotickych skvrn nepravidelnych
velikosti a tvart. U zastupce druhu S. intermedia I. byly listy navic vyrazné¢ deformované.

Z testovanych izola¢nich metod byla z hlediska Cistoty, koncentrace a integrity
izolované RNA vybrana jako nejvhodnéjsi metoda ,silika® dle Rott a Jelkmann (2001)
v modifikaci Il. (fenol-chloroform), ktera byla nasledné vyuzivana v ramci vSech testovanych
rostlinnych druhi k detekci EMARaV.

Pienos EMARaV pomoci vektoru vinovnika hrusnového (Eriophyes pyri) na zdravé
jedince se nakonec nepodatilo prokazat z divodu neuspésného pirenosu vinovnikli na nové
listy. Ani v jednom z mnoha zkouSenych pokusu pienosu vlnovnikt na rostliny se
z neznamych diivodl nepodafilo udrzet roztoce Zivotaschopné.

Uspésna priprava preparatu roztode pro elektronovou mikroskopii a jeho vysledna

fotografickd dokumentace potvrzuji identifikaci vlnovnika hrusnového.

62



8 Seznam pouzité literatury

e Aas, G., Holdenrieder, O. 1992. Die Vogelbeere (Sorbus aucuparia L.) — der
vielseitige Pionier. Wald Holz. 15. 48 — 50.

o Acikgéz, S., Doken, T. 2003. The determination of sampling time for dsSRNA isolation
of the agent of fig mosaic disease prevalent in Aegean region: Turkey. Acta Hort. 605.
307 - 310.

e Alberts, B. 2006. Zaklady bunééné biologie: ivod do molekularni biologie bunky.
Espero. Usti nad Labem. s. 630. ISBN: 80-902906-2-0.

e Amrine, J. W., Jr., Hindal, D. F. 1988. Rose rosette: a fatal disease of multiflora rose.
West Virginia Univ. Agric. a Exp. Sta. Circ. Morgantown. 147. 4 pp.

e Amrine, J. W., Jr., Hindal, D. F., Williams, R., Appel, J., Stasny, T., Kassar, A. 1990.
Rose rosette as a biocontrol of multiflora rose. Proc. South. Weed Sci. Soc. 43. 316 -
319.

e Amrine, J. W., Stasny, T. A. 1994. Catalog of the Eriophyidae (Acarina: Prostigmata)
of the World. Michigan. USA. Indira Publishing House.

e Anderson, P. K., Cunningham, A. A., Patel, A. G., Moreles, F. J., Epstein, P. R,
Daszak, P. 2004. Emerging infectious diseases in plants: pathogen pollution, climate
change and agrotechnology drivers. Trends Ecol. Evolut. 19. 535 — 544,

e Anonym. Agropedia [online]. 6. ledna 2009 [cit. 2014 — 03 — 21]. Dostupné z
<http://agropedia.iitk.ac.in/content/sterility-mosaic-disease-pigeonpea>.

e Anonym. International Committee on Taxonomy of Viruses [online]. 2014 [cit. 2014 —
03 — 29]. Dostupné z <http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp>.

e Astier S., Albouy J., Maury Y., Robaglia C., Lecog H. 2007. Principles of Plant
Virology, Genome, Pathogenicity, Virus Ecology. Science publishers. p. 472. ISBN:
978-1-57808-316-9.

e Atkinson, T. G., Grant, M. N. 1967. An evaluation of streak mosaic losses in winter
wheat. Phytopathology. 57. 188 — 192.

e Benthack, W., Mielke, N., Biittner, C., Miihlbach, H. P. 2005. Double-stranded RNA
pattern and partial sequence data indicate plant virus infection associated with ringspot
disease of European mountain ash (Sorbus aucuparia L.) Arch. Virol. 150. 37 — 52.

63



Berger, J. 1996. Bunécénd a molekularni biologie. Tobids. Havlickiv Brod. s. 167.
ISBN: 80-85808-42-0.

Br¢ak, J. 1971. Vztahy rostlinnych virtt k pfenaseciim. Academia. Praha. ISBN:
neuvedeno.

Br¢ak, J. 1983. Rostlinné viry. In: Urban, Z.: Zaklady fytopatologie. Statni
pedagogické nakladatelstvi. Praha. s. 32 - 52.

Castellano, M. A., Gattoni, G., Minafra, A., Conti, M., Martelli, G. P. 2007. Fig
mosaic in Mexico and South Africa. Journal of Plant Pathology. 89. 441 — 444.

Clark, M. F., Adams, A. N., Thresh, J. M., Casper, R. 1976. The detection of plum pox
and other viruses in woody plants by enzyme-linked immunosorbent assai (ELISA).
Acta Hort. 67. 51 — 57.

Clark, M. F., Adams, A. N. 1977. Characteristics of the microplate methods of
enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of plant viruses. J. gen. Virol.
34. 476 - 483.

Condit, 1. J., Horne, W. T. 1933. A mosaic of the fig in California. Phytopathology.
23. 887 — 896.

Conners, 1. L. 1941. Twentieth Annual Report of The Canadian Plant Disease Survey
1940. Department of Agriculture. Ottawa. Canada. p. 98.

Cooper, J. 1. 1979. Virus Diseases of Trees and Shrubs. Institute of Terrestial Ecology.
Oxford. UK.

Cooper, J. 1. 1993. Virus disease of trees and shrubs, 2nd edn. Chapman and Hall.
London.

Crowe, F. J. 1983. Witches’ broom of rose: A new outbreak in several central states.
Plant Dis. 67. 544 - 546.

Davis, R. S., Beddes, T. 2011. Eriophyid mites — bud, blister, gall and rust mites. Utah
Pests fact sheet. 149 (11). 1 5.

Doudrick, R. L. 1984. Etiological studies of rose rosette. M. S. thesis. University of
Missouri, Columbia.

Ebeling, W., Pence, R. J. 1950. A severe case of an uncommon type of injury by the
fig mite. Bull. Calif. Dept. Agr. 39. 47 — 48.

Ebrahim-Nesbat, F., 1zadpanah, K. 1992. Viruslike particles associated with ringfleck
mosaic of mountain ash and a mosaic disease of raspberry in the Bavarian Forest. Eur.
J. For. Path. 22. 1 - 10.

64



Elbeaino, T., Digiaro, M., Martelli, G. P. 2009. Complete nucleotide sequence of four
viral RNA segments of fig mosaic virus. Arch. Virol. 154. 1719 — 1727.

Elbeaino, T., Digiaro, M., Alabdullah, A., De Stradis, A., Minafra, A., Mielke, N.,
Castellano, M. A., Martelli, G. P. 2009. A multipartite single-stranded negative-sense
RNA virus is the putative agent of fig mosaic disease. J. Gen. Virol. 90. 1281 — 1288.
Emmer, I. M., Fanta, J., Kobus, A. T. 1998. Reversing borealization as a means to
restore biodiversity in Central-European mountain forests — an example from the
Krkonose Mountains. Czech Republic. Biodiv. Conserv. 7. 229 — 247

Epstein, A. H., Hill, J. H., Nutter, F. W. 1997. Augmentation of rose rosette disease
for biocontrol of multiflora rose (Rosa multiflora). Weed Sci. 45. 172 - 178.

Falk, B. W., Salem, N. 2005. Fig mosaic. University of California. Plant Pathology 54.
112 - 125.

Flock, R. A., Wallace, J. M. 1955. Transmission of fig mosaic by the eriophyid mite
Aceria ficus. Phytopathology. 45. 52 — 54.

Fritzsche, R., Karl, E., Lehmann, W., Proeseler, G. 1972. Tierische Vektoren
pflanzenpathogener Viren. VEB Gustav Fischer Verlag. Jena. ISBN: neuvedeno.
Frohlich, G., Beyer, R., Kleiner, E. M. 1979. Woéorterbiicher der Biologie.
Phytopathologie und Pflanzenschutz. VEB Gustav Fischer Verlag. Jena. ISBN:
neuvedeno.

Frost, W. E., Ridland, P. M. 1996. Grasses. In: Lindquist, E. E., Sabelis, M. W., Bruin,
J. (eds). Eriophyid Mites — Their Biology, Natural Enemies and Control. Elsevier.
Amsterdam. pp. 619-629.

Fiihrling, M., Biittner, C. 1995. Transmission experiments of viruses to woody
seedlings (Quercus robus L. and Sorbus aucuparia L.) by grafting and mechanical
inoculation. Eur. J. For. Pathol. 25. 129 — 135.

Garret, R. G., Cooper, J. A., Smith, P. R. 1985. Virus Epidemiology and Control. In:
Francki, R. I. B. (eds). The Plant Viruses. New York. Plenum Press. pp. 269 — 297.
Ghanekar, A. M., Sheila, V. K., Beniwal, S. P. S., Reddy, M. V., Nene, Y. L. 1992.
Sterility mosaic of pigeonpea. In: Singh, U. S., Mukhooadhyay, A. N., Kumar, J.,
Chaubey, H. S. (eds.). Plant Diseases of International Importance: Diseases of Cereals
and Pulses. Vol. I. Prentice Hall. Upper Saddle River. NJ. pp. 415 - 428.

Gray, S. M., Banerjee, N. 1999. Mechanisms of arthropod transmission of plant and
animal viruses. Microbiol. Mol Biol Rev. 63. 128 — 148.

65



Grimova, L., Rysanek, P., Zouhar, M. 2011. First report of European mountain ash
ringspot-associated virus in the Czech Republic. Journal of Plant Pathology. 93. (4).
4s. 86p.

Harris, K. F., Maramorosch, K. 1981. Pathogens, vectors, and plant diseases.
Academic Press. New York. London.

Henson, J. M., Frenbch, R. 1993. The polymerase chain reaction and plant disease
diagnosis. Annu. Rev. Phytopathol. 31. 81 - 1009.

Hong, Ch., Hansen, M. A., Day, E. 2012. Rose rosette disease. Virginia Polytechnic
Institute and State University. Plant Pathology, Physiology and Weed Science. p. 4.
Hull, R. 1986. The potential for using dot-blot hybridisation in the detection of plant
viruses. In: Jones, R. A. C., Torrance, L. (eds.). Developments and application in virus
testing. Association of Applied Biologists. Wellesbourne. U. K. s. 3 - 12.

Hull, R. 2009. Comparative plant virology. Elsevier Academic Press. London. p. 376.
ISBN: 978-0-12-374154-7.

Jamalainen, E. A. 1957. On plant virus diseases and viruslike diseases in Finland.
Publications of the Finnish State Agricultural Research Board No. 158. Agricultural
Research Centre. Tikkurila. Finland.

Jermoljev, E., Pozdéna, J. 1972. Sérologie rostlinnych patogend. Academia. Praha.
264 s. ISBN: neuvedeno.

Jones, A. T. 2000. Black currant reversion disease-the probable causal agent,
eriophyid mite vectors, epidemiology and prospects for control. Virus Res. 71. 71 —
84.

Kallinen, A. K., Lindberg, I. L., Tugume, A. K., Valkonen, J. P. 2009. Detection,
distribution, and genetic variability of European mountain ash ringspot-associated
virus. Phytopathology. 99. 344 — 352.

Kannaiyan, J., Nene, Y. L., Reddy, M. V., Ryan, J. G., Raju, T. N. 1984. Prevalence of
pigeonpea disease and associated crop losses in Asia, Africa and the Americas. Trop.
Pest Manag. 30. 62 — 71.

Kazda, J., Prokinova, E., Kabicek, J., Jindra, Z., Stejskal, V. 2011. Choroby a
Skodcovia polnych plodin, ovocia a zeleniny. Profi Press. Nitra. s. 183. ISBN: 978-80-
970572-1-3.

Kegler, H. 1960. Das Ringfleckmosaik der Eberesche. Phytopathol. Z. 37. 214 — 216.

66



Khan, J. A., Dijkstra, J. 2006. Handbook of Plant Virology. Food Product Press. New
York. London. Oxford. p. 515. ISBN: 1-56022-979-9.

Koubova, D. Virus ¢arkovitosti pSenice ptisobi problémy. Agronavigator [online]. 9.
unora 2011 [cit. 2014-03-21]. Dostupné z
<http://www.agronavigator.cz/default.asp?ids=103&ch=1&typ=1&val=108120>.
Kréalikova, K. 1961. Krazkovitost' jarabiny v CSSR. Bratislava. Biologia 16. 835 —
838.

Ktdela, V., Barto§, P., Cata, Z., Dirlbek, J., Fri¢, F., Lebede, A., Sebesta, J.,
Ulrychova, M., Valaskova, E., Vesely, D. 1989. Obecna fytopatologie. Academia.
Praha. s. 387. ISBN: 80-200-0156-5.

Kulkarni, N. K., Kumar, L. P., Muniyappa, V., Jones Teifion, A., Reddy, D. V. R.
2002. Transmission of pigeon pea sterility mosaic virus by the eriophyid mite Aceria
cajani (Acari: Arthropoda). Plant. Dis. 86. 1297 — 1302.

Kulkarni, N. K., Reddy, A. S., Kumar, P. L., Vijaynarasimha, J., Rangaswamy, K. T.,
Muniyappa, V., Reddy, L. J., Saxena, K. B., Jones, A. T., Reddy, D. V.
R. 2003. Broad-based resistance to pigeonpea sterility mosaic disease in accessions of
Cajanus scarabaeoides (L.) Benth. Indian Journal of Plant Protection. 31 (1). 6 - 11.
Kumari, S. 2009. Detection of Cherry Leaf Roll Virus and Strawberry Latent Ring
Spot Virus by One-Step RT-PCR. Department of Virology vol. 45. 140 - 143.
Lanoiselet, V. M., Hind-Lanoiselet, T. L., Murray, G. M. 2008. Studies and the seed
transmission of wheat streak mosaic virus. Australasian Plant Pathology Society. 37.
584 — 588.

Leeuwen, T. V., Witters, J., Nauen, R., Duso, C., Tirry, L. 2009. The control of
eriophyoid mites: state of the art and future challenges. Exp. Appl. Acarol. 51. 205 —
224,

Lindquist, E. E., Sabelis, M. W., Bruin, J. 1996. Eriophyoid Mites - their biology,
natural enemies and control, volume 6. Elsevier Science B. V. Amsterdam. p. 790.
ISBN: 0-444-88628-1.

Manion, P. D. 1981. Tree disease concepts. Prentice-Hall. Inc. Englewood Cliffs.
Martelli, G. P., Castellano, M. A., Lafortezza, R. 1993. An ultrastructural study of fig
mosaic. Phytopathol. Mediterr. 32. 33 — 43.

Martelli, G. P., Adams, M. J., Kreuze, J. F., Dolja, W. 2007. Family Flexiviridae: a
case study in virion and genome plasticity. Annu. Rev. Phytopathol. 45. 73 — 100.

67



Matthews, R. E. F. 1981. Plant virology. Academic Press. London. ISBN: neuvedeno.
Matthews, R. E. F. 1991. Plant Virology. 3rd edition. Academic Press. London. s. 835.
ISBN: neuvedeno.

Mellott, J. L., Krantz, G. W. 2003. Eriphyid Mites. Washington State University. 89. 1
-3.

Menzel W., Jelkmann W., Maiss, E. 2002. Detection of four apple viruses by
multiplex RT-PCR assays with coamplification of plant mMRNA as internal control.
Journal of Virological Methods. 99. 81 - 92.

Mielke, N., Muehlbach, H. P. 2007. A novel, multipartite, negativestrand RNA virus is
associated with the ringspot disease of European mountain ash (Sorbus aucuparia L.).
J. Gen. Virol. 88. 1337 — 1346.

Mielke, N., Weber, M., Khan, S., Muehlbach, H. P. 2008. Detection of European
mountain ash ringspot associated virus (EMARaV) in Sorbus aucuparia L. by a
specific antiserum and reverse transcription PCR. For. Pathol. 38. 371 — 380.

Mielke, N., Thoma, J., Schlatermund, N., Miihlbach, H. P. 2010. Detection of
European mountain ash ringspot-associated virus-specific RNA and protein P3 in the
pear leaf blister mite Phytoptus pyri (Eriophyidae). Arch Virol. 155. 987 — 991.
Mielke, N., Miihlbach, H. P. 2012. Emaravirus: A Novel Genus of Multipartite,
Negative Strand RNA Plant Viruses. Viruses. 4. 1515 - 1536.

Neergaard, P. 1979. Seed pathology. Vol 1 and 2. MacMillan Press. London.
Basingstoke. ISBN: neuvedeno.

Newbury, H. J., Possingham, J. V. 1977. Factors affecting the extraction of intact
ribonucleic acid from plant tissue containing interfering phenolic compounds. Plant
Physiol. 60. 543 — 547.

Nienhaus, F., Castello J. D. 1989. Viruses in forest trees. Annu. Rev. Phytopathol. 27.
165 — 186.

Oldfield, G. N., Reddy, M. V., Nene, Y. L., Reed, W. 1981. Preliminary studies of the
eriophyid vector of sterility mosaic. Int. Chickpea Pigeonpea Newsl. 1. 25 - 27.
Oldfield, G. N., Proeseler, G. 1996. Eriophyoid mites as vectors of plant pathogens. In:
Lindquist, E. E., Sabelis, M. W., Bruin, J. (eds) Eriophyoid mites - their biology,
natural enemies and control. Elsevier. Amsterdam. pp. 259-275.

Orlob, G. B. 1966. Feeding and transmission characteristics of Aceria tulipae Keifer as

vector of wheat streak mosaic virus. Phytopathol. Z. 55. 218 — 238.

68



Ouchterlony, 0. 1958. Diffusion in gel methods for immunological analysis. Progr.
Allergy. 5. 1 - 78.

Polak, Z., Prochazkova, Z., Braniaova, H. 1990. Recent findings of viruses of forest
trees on the territory of the Czech Republic. Arch Phytopathol Pflanzenschutz. 26. 389
—393.

Poladk, Z., Zieglerova, J. 1996. Towards ringspots and variegation in mountain ash
leaves. Z Pflanzenkr Pflanzenschutz. 103. 432 — 435.

Proeseler, G. 1973. The gall mite Cecidophyopsis ribis (Westv.) as pest of currants.
Arch. Phytopathol. u. Pflanzenschutz. 9. 383 — 394.

Raspé, O., Findlay, C., Jacquemart, A. L. 2000. Sorbus aucuparia L. J. Ecol. 88. 910 —
930.

Raspé, O., Jacquemart, A. L. 1998. Allozyme diversity and genetic structure of
European populations of Sorbus aucuparia L. (Rosaceae: Maloideae). Heredity. 81.
537 — 545.

Robel, J., Bandte, M., Miihlbach, H. P., von Bargen, S., Biittner, C. 2013. Ein
neuartiges Virus in Sorbus aucuparia L.: Nachweis und Verbreitung des European
mountain ash ringspot-associated virus (EMARaV). In: Dujesiefken, D. (eds).
Jahrbuch der Baumpflege 2013. Braunschweig. Haymarket Media. pp. 47-53.

Roberts, I. M., Jones, A. T., Amrine, J. W. 1994. Ultrastructure of black currant gall
mite, Cecidophyopsis ribis (Acari: Eriophyidae), the vector of the agent of reversion
disease. Ann. Appl. Biol. 125. 447 — 455,

Roche, Diagnostics. 2004. TriPure Isolation Reagent: Monophasic solution of phenol
and guanidine thiocyanate for RNA, DNA, and protein isolation. Roche Applied
Science.

del Rosario, M. S., Sill, W. H. Jr. 1965. Physiological strains of Aceria tulipae and
their relationships to transmission of wheat streak mosaic virus. Phytopathology 55.
1168 - 1175.

Rosypal, S. 1994. Bakteriologie a virologie. vyd. 1. Scientia s.r.o. Praha. s. 67. ISBN:
80-85827-16-6.

Rott, M. E., Jelkmann, W. 2001. Characterization and detection of several filamentous
viruses of cherry: adaptation of an alternative cloning method (DOP-PCR), and
modification of an RNA extraction protocol. Eur. J. Plant Pathology. 107. 411 — 420.

69



Royalty, R. N., Perring, T. A. 1996. Nature of damage and its assessment. In:
Lindquist, E. E., Sabelis, M. W., Bruin, J. (eds) Eriophyoid mites - their biology,
natural enemies and control. Elsevier. Amsterdam. pp. 493 — 508.

Rysanek, P. 2012. Virus krouzkovitosti jefabu pta¢iho a jeho rozsiteni v Ceské
republice. Zahradnictvi 11. 42 — 44,

Sambrook, J., Russell, D. W. 2001. Molecular cloning. Laboratory manual. Third ed.
Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor. New York.
Sanchez-Sanchez, H. M., Henry, M., C"ardenas-Soriano, E., Alvizo-Villasana, H. F.
2001. Identification of wheat streakmosaic virus and its vector Aceria tosichella in
Mexico. Plant Disease. 85. 13 — 17.

Seifers, D. L., Harvey, T. L., Martin, T. J., Jensen, S. G. 1997. Identification of the
wheat culr mite as the vector of the high plains virus of corn and wheat. Plant. Dis. 81.
1161 — 1166.

Serrano, L., Ramon, J., Segarra, J., Medina, V., Achén, M. A., Lopez, M. 2004. New
approach in the identification of the causal agent of fig mosaic disease. Acta Hort.
657. 559 — 566.

Seth, M. L. 1962. Transmission of pigeonpea sterility by an eriophyid mite. Ind.
Phytopathol. 15. 225 - 227.

Schmelzer, K. 1977. Zier-, Forst- und Wildgehélze. In: Schmelzer, K., Spaar, D. (eds).
Pflanzliche Virologie. Akademie Verlag. Berlin. pp. 276 — 405.

Singh, R. P., Nie, X., Singh, M., Coffin, R., Duplessis, P. 2002. Sodium sulfite
inhibition of potato and cherry polyphenolics in nucleic acid extraction for virus
detection by RT-PCR. J. Virol. Meth. 99. 123 — 131.

Slykhuis, J. T. 1955. Aceria tulipae in relation to the spread of wheat streak mosaic.
Phytopathology. 45. 116 — 128.

Slykhuis, J. T. 1980. Mites. In: Harris, K. F., Maramorosch, K. (eds) Vectors of plant
pathogens. Academia Press. New York. pp. 325 — 356.

Stakman, E. C., Harrar, J. G. 1957. Principles of plant pathology. The Ronald Press.
New York. ISBN: neuvedeno.

Staples, R., Allington, W. B. 1956. Streak of wheat in Nebraska and its control.
University of Nebraska. College of Agriculture Research Bulletin. 178. 1 — 41.

70



Styer, W. E., Nault, L. R. 1996. Corn and grain plants. In: Lindquist, E. E., Sabelis, M.
W., Bruin, J. (eds) Eriophyoid mites - their biology, natural enemies and control.
Elsevier. Amsterdam. pp. 611 — 618.

Sefrova, H. 2006. Rostlinolékaiska entomologie. Konvoj. Brno. s. 257. ISBN: 80-
7302-086-6.

Smarda, J., Doskat, J., Panticek, R., Ruzi¢kova, V., Koptikova, J. 2008. Metody
molekularni biologie. Masarykova univerzita. Brno. s. 188. ISBN: 978-80-210-3841-
7.

Spak, J. 2007. Diagnostika rostlinnych virti. Ustav molekularni biologie rostlin. Ceské
Budé&jovice. 43 s. ISBN: neuvedeno.

Tarr, S. A. J. 1972. The principles of plant pathology. MacMillan Press. London.
ISBN: neuvedeno.

Valkonen, J. P. T., Rannili, M. 2010. First report of European mountain ash ringspot
associated virus (EMARaV) in eastern Karelia in Russia. Plant Dis. 94. 921.

Von Bargen, S., Arndt, N., Robel, J., Jalkenen, R., Biittner C. 2013. Detection and
genetic variability of European mountain ash ringspot-associated virus (EMARaV) in
Sweden. Forest Pathol. 43 (5). 429 - 432.

Walia, J. J., Salem, N. M., Falk, B. W. 2009. Partial sequence and survey analysis
identify a multipartite, negative-sense RNA virus associated with fig mosaic. Plant
Dis. 93. 4 — 10.

Weihs, U. 1995. Die Eberesche — eine okologisch wertvolle Baumart bei der
Walderneuerung auf Problemstandorten. In: Landesanstalt fiir Okologie.
Bodenordnung und Forsten. Landesamt fiir Agrarordnung Nordrhein — Westfalen (ed).
Weichlaubholzer und Sukzessionsdynamik in der naturnahen Waldwirtschaft.
Landwirtschaftsverlag. Miinster. pp 69-82 (Schriftenreihe der Landesanstalt fiir
Okologie, Bodenordnung und Forsten, Landesamt fiir Agrarordnung Nordrhein-
Westfalen. vol 4).

Werner, R., Muehlbach, H. P., Buettner, C. 1997. Detection of Cherry leaf roll
nepovirus (CLRV) in birch, beech and petunia by immuno-capture RT-PCR using a
conserved primer pair. Eur. J. For. Path. 27. 309 — 318.

71



9 Seznam pouzitych zkratek

Zkratka
ACLSV

ApMV
ASGV

ASPV

bp
BRV

BYV
cDNA

CLRV
CMV
DAS - ELISA

ddH20
DNA

dNTP
dsRNA
DMP

DTT
EDTA

ELISA
EMARaV
EMARSD
EMBL
FMV

FP

ICTV

19G

LBVV
MRSV

Anglicky nazev

Apple chlorotic leaf spot
virus virus

Apple mosaic virus

Apple stem grooving virus

Apple stem pitting virus

pair of bases
Blackcurrant reversion
virus

Beet yellows virus
complementary
deoxyribonucleic acid

Cherry leaf roll virus
Cucumber mosaic virus
double antibody sandwich
ELISA

double - destilled water
deoxyribonucleic acid

deoxyribonucleotide
triphosphate

double — stranded
ribonucleic acid

double membrane particle

dithiothreitol
ethylenediaminetetraacetic
acid

enzyme linked
immunosorbent assay
European mountain ash
ringspot-associated virus
European mountain ash
ringspot disease

European molecular
biology laboratory

Fig mosaic virus
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