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SOUHRN

Bakalarska prace se zaméfuje na virus Sarky svestky (Plum Pox virus, PPV) s diirazem na hostitele
mandlon obecnou (Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb).

Prace je rozdélena do dvou casti. Teoreticka ¢ast obsahuje literarni reSersi shrnujici dosavadni
poznatky o viru i hostiteli a experimentalni ¢ast zahrnuje detekci tfi vyznamnych virt peckovin
vcelkem 62 stromech, ztoho 48 mandlonich obecnych pochazejicich ze 4 oblasti
v Ceské republice — Kaple, Celechovice, Lednice (genové zdroje MENDELu), Horni Véstonice

a Hustopece.

Ve vzorcich byly provedeny detekce nasledujicich patogenti: Plum pox virus (PPV) z ¢eledi
Potyviridae, Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) a Prune dwarf virus (PDV) — oba z ¢eledi

Bromoviridae.

Mandlon obecna mize byt vzacné pfirozené infikovana PPV, avSak nevykazuje vyrazné symptomy
spojené s ekonomickymi ztratami (Festi¢, 1978), které mohou u jinych nachylngjsich hostitelt
i upln¢ znehodnotit trodu. Symptomy Sarky na mandlonich nejsou spolehlivym indikatorem
ptritomnosti PPV. Mohou znamenat infekci jinymi patogeny indukujicimi podobné symptomy jako
naptiklad netypické zabarveni kvétl, zloutnuti listd, chlorotické skvrny a zesvétleni nervatury,
nebo také koinfekci vice viry. Piikladem mohou byt jednotlivé i smésné infekce PNRSV, PDV ¢i

ACLSV (Németh, 1986; Nemchinov a Hadidi 1996; Creszenci a kol., 1997).

V soucasnosti se PPV infikované mandloné nachazi ojedinéle v Turecku (Akbas a kol., 2011;
Karabacak a Ilbagi, 2011; Ilbagi a Citir, 2014), Madarsku (Pribék a kol., 2001; Kolber
a kol., 2003), Bulharsku (Topchiiska, 1996; Kamenova a Milusheva, 2005) a Rumunsku (Macovei
a Diaconu, 2001). Incidence je vsak nizka a navic v oblastech, kde pfevazuje péstovani jinych
druhti peckovin. Proto tyto vyjimecné piipady infekce nejsou zavaznou hrozbou taméjsi ovocné

produkce. Mimo Evropu byl PPV na mandlonich potvrzen v Cile (Herrera a kol., 1994; 2013).

V souboru testovanych vzorkli nebyla zjisténa infekce PPV, piestoze nékteré stromy jevily
na listech symptomy moznych virovych onemocnéni. Vysledky potvrdily, Ze V soucasnosti
nanasem Uzemi nejsou Mandloné piirozenymi hostiteli PPV a nepiedstavuji hrozbu v jeho
epidemiologii. Za vhodnych podminek mohou byt hostiteli experimentalnimi (Dallot a kol., 1997;
Damsteegt a kol., 2007a; Petrov a Stoev, 2011). Pouze kmeny PPV-M, -D a -T nyni infikuji
mandloné (Pribék a kol., 2001; Kdolber a kol., 2003; Ilbagi a Citir, 2014). Ve vzorcich vSak byly
detekovany piipady jednotlivych i smésnych infekci PDV a PNRSV. PNRSV byl detekovan
v koinfekci s PDV v péti ze Gtyficeti mandloni a jednotlivé v péti visnich a jedné Svestce. PDV byl

detekovan ve tficeti ze ¢tyficeti osmi mandloni, ve tfech Svestkach a dvou visnich.



SUMMARY

The bachelor thesis is focused on on the Plum pox virus (PPV) with emphasis on host almond
(Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb).

The thesis is divided into two parts. The theoretical part includes literature search
which summarizes current knowledge about both the virus and the host. The experimental part
of this thesis is focused on detection of 3 different viruses in samples collected from 62 trees,
including 48 almonds, originating from 4 different locations in the Czech Republic — Kaple,

Celechovice, Lednice, Horni Véstonice and Hustopece.

Detections of following pathogens were carried out in samples: Plum pox virus (PPV), belonging
to the Potyviridae family, Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) and Prune dwarf virus (PDV) -

both belonging to the Bromoviridae family.

Almond can rarely be naturally PPV infected, but does not exhibit strong symptoms associated
with economic losses (Festi¢, 1978), which may be present in other susceptible hosts and
sometimes completely devaluate the crop. Symptoms of sharka on almonds are not reliable
indicator of PPV infection. They may be related to other viral infections inducing similar
symptoms like atypical flowers coloring, yellowing of leaves, chlorotic mosaic and vein clearing.
For example individual or mixed infections by PNRSV, PDV or ACLSV (Németh, 1986;
Nemchinov a Hadidi 1996; Creszenci a kol., 1997).

Nowadays in Europe, PPV infected almonds are only present in Turkey (Akbas et al., 2011;
Karabacak and Ilbagi, 2011; Ilbagi and Citir, 2014), Hungary (Kélber et al., 2003), Bulgaria
(Topchiiska 1996; Milusheva, 2005) and Romania (Macovei a Diaconu, 2001). However,
the incidence is low and in areas where other species of stone fruit are predominant. Therefore,
these rare cases are not a serious threat to the local fruit production. Out-of-Europe PPV infected
almonds has been confirmed in Chile (Herrera et al., 1994; 2013).

In tested samples no PPV infections were detected although some of the trees including almonds
had characteristic symptoms of possible viral disease. In Czech republic almonds are not natural
PPV host and represent no significant risk in epidemiology of PPV so far. Under suitable
conditions almonds may be experimental hosts. Only strands PPV-M, -D and -T are now infecting
almonds. However, the situation might get worse with changing climatic conditions. In same
samples some cases of both individual and mixed infections by PDV and PNRSV were detected.
PNRSV was found in coinfection with PDV in five almonds and individually in five tart cherries
and one plum. PDV was found in thirty out of fourty-eight almonds, three plums and two tart

cherries.
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1. UVOD

Virus Sarky $vestky (Plum pox virus, PPV) nalezi do rodu Potyvirus z ¢eledi Potiviridae. Je
jedingm zastupcem Potyvirus, ktery napada rod Prunus. Virus patéi diky svym vlastnostem,
Sirokému arealu rozsifeni a schopnosti znehodnotit urodu mnohych zastupct rodu Prunus
zavazného onemocnéni peckovin, které nejvice Skodi na Svestkach domacich (P. domestica L.),
broskvonich obecnych (P. persica L.), broskvonich nektarinkach (P. persica (L.) Batsch
var. nucipersica (Suckow) C.K. Schneid) a merunkach obecnych (P. armeniaca L.), méné¢ pak
na visnich obecnych (P. cerasus L.) atfeSnich obecnych (P. avium L.). Mandlon obecna
(P. dulcis (Mill.) D. A. Webb) muze byt PPV také infikovana, avSak bez vyraznych symptomii,
spojenych s ekonomickymi ztratami (Festi¢, 1978; Németh, 1986; 1994; Nemchinov a Hadidi
1996; Creszenci a kol., 1997). Rozsah infekce a zavaznost $kod zavisi na virovém izolatu, druhu
a kultivaru hostitele, jeho fitness a ekologickych podminkach. PPV se $iii vegetativné distribuci
infikovaného rostlinného materialu a hmyzimi vektory. Dnes je rozsiten globalné. V zemich, kde je
ovocnafstvi Sarkou nejvice ohrozeno, je nutnd prevence dalSiho $ifeni, pravidelné velkoplo$né
testovani, eradikac¢ni programy a pfisnd fytosanitarni opatieni, kterymi lze Sifeni viru alespoil
zpomalit. Jedinou spolehlivou ochranou proti této nelécitelné virdze je likvidace veskerych zdroji
infekce a vyvoj novych PPV rezistentnich genotypti. Pojmenovani ,plum pox“ vychazi

z podobnosti symptomu sarky nestovicim (,,8arka“ — bulharsky znamena nestovice).

Tato bakalarska prace je zaméfena na molekularné-biologickou charakteristiku viru Sarky Svestky
a jejiho hostitele mandloné obecné. Cilem experimentalni ¢asti byla detekce 3 vyznamnych vird

mandloni ve vybranych vzorcich.



2. CILE PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo:

1. Vypracovani literarni feSerSe na téma ,,Virus Sarky S$vestky (Plum pox virus),
jeho molekularné-geneticka a biologicka charakteristika s diirazem na mandlofi obecnou

(Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb) jako hostitele*.
2. Zvladnuti technik izolace RNA, RT-PCR a elektroforetické separace.
3. Skrining vybraného souboru mandloni a detekce Plum pox virus (PPV), Prunus necrotic

ringspot virus (PNRSV) a Prune dwarf virus (PDV) ve vzorcich listt a kvéti mandloni.



3. LITERARNI PREHLED

3.1.Charakteristika rodu slivon

Rod slivonn (Prunus L.) nalezi do podCeledi slivoriovitych, mandloniovitych (Amygdaloideae,
Prunoideae) (Takhtajan, 1997), z ¢eledi rtzovitych (Rosaceae), fadu razotvarych (Rosales),
tiidy dvoudéloznych (Magnoliopsida), které spadda do oddéleni krytosemennych rostlin
(Magnoliophyta). Slivon¢ jsou nejcastéji opadavé, vzacné stalezelené dieviny stromovitého
nebo kefovitého vzristu rostouci pfevazné v mirném pasmu severni polokoule. Listy slivoni rostou
stiidavé, jsou jednoduché, po okrajich zubaté. Kvéty vyrtstaji jednotlivé nebo Vv kvétenstvich,
byvaji bilé az rizové barvy S péti korunnimi a péti kalisnimi listky. Plodem je kulata az ovalna

peckovice s jedinou velkou zplostélou peckou (Srinivasan a kol., 2004; Hummer a Janick, 2009).

3.2.Charakteristika mandloné obecné

synonyma: Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb), P. amygdalus (L.) Batsch., P. communis L.,

Druparia amygdalus Clairv., Amygdalus communis L., Amygdalus dulcis Mill.

podtizené taxony: P. dulcis var. fragilis, P. dulcis var. persicoides, P. dulcis var. semifragilis,

P. dulcis var. typica, P. dulcis var. dulcis, P. dulcis var. amara

V soucasné dob¢ je popsano kolem 30 poddruhti mandloni. Li§i se v geografické distribuci
a morfologii, avSak mezi nékterymi poddruhy jsou jen minimalni rozdily. Mnoho z nich je globalné
rozsifeno, jiné jsou piitomny pouze na konkrétnich lokalitaich (Browicz, 1989). Jen v blasti

sttedomoti bylo identifikovano 485 typi mandloni (Kiiden a kol., 1993).

Mandlon obecna je 2 az 7 metrd vysoky teplomilny kef nebo strom rostouci pifevazné v mirném
sttedomoiském podnebi, kde dochazi ke stiidani dlouhych vegeta¢nich obdobi v podobé teplych
suchych 1ét, a kratSich dormantnich obdobi v podobé mirnych vlhkych zim. Mandlon je velmi
tolerantni k horku a suchu a dobfe snasi ikontinentalni podnebi (Bernad, 1995). Dafi se ji
na slunnych stanovistich, V polopropustnych provzdu$nénych ptadach zasobenych zivinami
S pfiméfenym, spiSe vyjimeénym, zavlazovanim. Dobie roste i na kamenitych pudach. Nesnasi
tézké, kyselé apfiili§ podmacené pudy (Kester a kol., 1991; Kester a Gradziel, 1996; Sus
a kol., 2003; Gradziel, 2009, 2011; Yazbek a Oh., 2013). Mandloné plodi na jednoletych vyhonech
2 az 4 roky po vysadbé a dosahuji veéku 25 az 50 let. Jsou-li péstovany ze semen, mohou plodit

hotka semena (Dicenta a Garcia, 1993). Efektivniho péstovani je docileno roubovanim
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pozadovanych kultivari na vhodné podnoze. Kombinaci vlastnosti obou rostlin je docileno lepsi
adaptace k vnéj§im podminkadm i zlepSeni n€kterych biologickych vlastnosti nové nastépované
rostliny, takzvané ,,chiméry“. Roubovani mize byt také zplisobem pienosu rezistence k PPV
(Pascal a kol., 2001; Martinez-Gomez a kol., 2004a, 2004b; Rubio-Cabetas a kol., 2010; Rubio
a kol., 2003, 2013; Salava a kol, 2013).

Mandlon vytvari husté, v pozd&j$im véku mirné pievislé, Siroce rozlozené koruny. Kmen mize mit
pramér i ptes 30 cm. Kura je v mladi hladka Sedozelena, pozdé&ji podélné rozbrazdéna. Mladé vétve
jsou lysé zelené az nacervenalé, Casto Spopelavé Sedym povlakem, husté pokryté svétlymi
lenticelami. Letorosty byvaji stfedn¢ dlouhé, v pozdéjsim obdobi tmavnou, sednou az fialovi. Listy
maji délku 5 aZ 12 cm, coZ asi dvojnasobek délky fapiku, jsou podlouhlé s ostrou §pickou. Cepel je
kopinata az véncité kopinata. Kvéty se 1i8i mezi kultivary, nejcastéji jsou bilé, ziidka nartizové,
v priméru 3 az 4 cm Siroké. Byvaji jednoduché a jednodomé. Kvetou od biezna do kvétna
jesté pfed vyraSenim listd a ve vnitrozemi jsou ¢asto nachylné k jarnim mrazikiim, které mohou
ohrozit trodu (Bernad, 1995; Rubio-Cabetas a kol., 2010). Jsou velmi podobné kvétum broskvoné.
Korunni platky jsou opakvej¢ité s mirnym nebo zadnym piekrytim. Semenik je protdhly, jemné
plstnaty. Kvétni 1Gzko mé zvonkovity tvar. Vnitini strana kalichu je Zlutd, vnéj$i tmavé zelena
(Kester a kol., 1991; Kester a Gradziel, 1996; Sus a kol., 2003; Gradziel, 2009, 2011; Hummer
a Janick, 2009).

Mandlon je rostlina alogamni a ke svému opyleni tedy vyzaduje pyl druhé rostliny. Kiizové
opyleni s divokymi druhy mandloni je divodem S$iroké Skaly mandlonovych kultivari, je zdrojem
genetické variability a tudi§ i adaptivity kK novym prostiedim. Jsou vSak znamy i odrady Castecné
¢i pIné autogamni (Socias i Company, 1998; Bernad, 1995; Gradziel, 2009). Nejvyznamngj$im

opylovacem je v¢ela medonosna (Apis mallifera L.).

Obrazek ¢&. 1: Kvéty mandloni obecnych (foto D. Safafova)
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Obrazek ¢&. 2: Listy a plody mandloni obecnych (D. Safafova)

3.2.1. Plody mandloni

Plody mandloné jsou bo¢né zplostélé, podlouhlé, jemné plstnaté zelené peckovice dozravajici
na podzim, asi 7 az 8 mésicti od vykveteni. Jejich zralost 1ze posoudit ze sesychani a praskani
zelené rubiny, ktera se rozdéli ve svém ventralnim $vu, odloupne se a odhali endokarp. Timto se

mandlon odliSuje od jinych druhd Prunus produkujicich duznaté plody trvale chranici pecku uvnitt.

Oplodi neboli perikarp ma tii ¢asti. (1) Svrchnim exokarpem je svétle zelena, stiibrné plstnata
slupka. (2) Mezokarp je tvoten svétlejsi nazloutlou kozovitou duzinou. Exokarp a mezokarp tvoii
dohromady rubinu plodu, jez se béhem zrani zbarvuje hnédo-fialove, puka, otevira se a odhaluje
snadno lustitelna jadra. (3) Endokarpem je tvrda, svétle hnéda pecka neboli sklerokarp. Jeji
velikost, tvar, tvrdost, rozvrasnéni i porovitost spolu s chuti a aroma semen, jsou typické pro kazdy
kultivar. Zadoucimi vlastnostmi u ovocnych kultivard je velky hmotnostni podil semena
v €0 nejtencim endokarpu. Kiehka tenka pecka vSak zvysuje riziko znehodnoceni Girody hmyzem
nebo chorobami. Pecka obsahuje jedno aZ tfi vyzivna semena nazyvané ,jadra“ nebo ,mandle®.
Vicejadernost je povazovana za negativni znak, jelikoz snizuje kvalitu semen (Spiegel-Roy
a Kochba; 1981, Felipe, 1994). Semena byvaji sladka (P. dulcis var. dulcis) nebo hotka
(P. dulcis var. amara). Tato charakteristika je kontrolovana pouze jednim genem se dvéma
alelami, 'S' dominantni, zodpovédnou za sladkou pfichut’, a 's' recesivni, zodpovédnou za hoikou
prichut’. Variace ,,amara‘“ s nékterymi vyhodnymi vlastnostmi Ize proto kiizit s variacemi ,,dulcis®,
pfi¢emz potomstvo ziska vyhodné znaky hoikych kultivard a pfitom bude plodit sladka semena
(Dicenta a Garcia, 1993). Jejich embrya obaluje svétle hnédé blanité osemeni neboli spermoderm.
Sladké mandle maji jemné ofechovou vini a chut, hotké mandle jsou trpké s vyraznym aroma,
pro které jsou Vmalych mnozstvich uzivany karomatizaci potravin. Semena jsou bohata

na vlakninu, lipidy, bilkoviny, mineraly (Fe, Ca, K, P, Zn, Mg, Mn), vitaminy B, (riboflavin),
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Bs (niacin), Bs, By (kyselina listova) a E (tokoferol) (Kester a kol., 1991; Kester a Gradziel, 1996;
Sus a kol., 2003; Gradziel, 2009, 2011; Shahidi 2009; Esfahlan a kol., 2010; Yazbek a Oh., 2013).

Amygdalin je nékdy nespravné oznacovan jako vitamin Bz,
3.2.2. Hospodarsky vyznam mandloni

Semena jsou hojné vyuzivana Vv potravinafstvi a to bud’ samotna nebo V podob¢ z nich ziskaného
oleje, mléka, sirupu, masla, mouka nebo pasty. Oblibenymi pochutinami jsou marcipan a nugat.
Kosmetika afarmacie vyuzivaji nékteré slozky ziskané z mandloni do mydel, masti,
parfému i 1é¢iv (Gradziel, 2009, 2011; Hummer a Janick, 2009; Shahidi, 2009; Esfahlan a kol.,
2010). Cerstvy mezokarp plodu miize byt krmivem dobytka a skofapku Ize po nadrceni pouZit
jako podestylku nebo napiiklad jako surovinu Kk vyrobé celul6zového nanopapiru (Urruzola a kol.,
2014).

3.2.3. Toxicita semen mandloni

P. dulcis var. amara plodi hoika semena obsahujici glykosid amygdalin, prunasin a emulsin,
ktery je smési hydrolaz. Jednou znich je i beta-glukosidaza katalyzujici pfeménu glykosidi
amygdalinu a prunasinu na glukézu, kyanidy anitril kyseliny mandlové, ktery je enzymem
mandelonitril lyazou ihned pfeménén v benzaldehyd zodpovédny za hotkou ptichut a pach.
Kyanidy na vzduchu vlivem vlhkosti a oxidu uhli¢itého uvoliiuji toxicky kyanovodik, ktery se vSak
pii vyssich teplotach rozklada. Zdravotnim rizikem je pouze konzumace vétsiho mnozstvi syrovych
hotkych mandli (Gradziel, 2009, 2011; Shahidi, 2009).

3.2.4. Geografické rozsireni mandloné

Mandlon byla kultivovana jiz Vv tetim tisicileti pfed naSim letopoCtem a je jednim z prvnich
domestikovanych ovocnych stromti viibec. Obchodni kontakty antickych narodu se zbytkem svéta
zajistily postupnou distribuci mandlon¢ do vSech osidlenych oblasti Asie, blizkého vychodu,
severni  Afriky a Stfedomofi, jak dokladaji pocetné archeologické nalezy (Socias
i Company, 1998). Globalniho rozsiteni z Eurasie pak dosihla diky Spanélim, ktefi ji kolem
roku 1700 behem kolonizace privezli do Kalifornie, odkud se rozsitila dale do Severni i Jizni
Ameriky (Browicz, 1996; Hummer a Janick, 2009; Gradziel, 2009, 2011).
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3.2.5. Virové patogeny mandloni

3.2.5.1.  Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)

synonyma: Cherry ringspot virus, Peach ringspot virus, Cherry tatter leaf virus, Plum line pattern

virus, Rose chlorotic mottle virus, Rose yellow vein mosaic virus

Prunus necrotic ringspot virus neboli virus nekrotické krouzkovitosti tie$né patii do rodu lllarvirus
z Celedi Bromoviridae. Je tossRNA(+) virus sisomerickymi ¢asticemi o praméru 23 nm.
Nejvice Skodi na viSnich, dale bézné infikuje tteSen, Svestku, broskvor, meruiku a mandlon
(Fulton, 1970a; Spiegel, 2008). PNRSV zpisobuje Stecklenberskou chorobu (rugose masai),
hostiteld PNRSV. Rlzné kmeny viru zpusobuji na mandlonich Sirokou S$kalu symptomu
projevujicich se jako prouzkova vzorkovitost, kaliko mandlon¢ nebo nekroticka krouzkovistost
(Uyemoto a Scott, 1992; Spiegel, 2008). Sifeni viru je mozné vegetativné a mechanicky. Virus
se neprenasi dotykem mezi rostlinami. U nékterych zastupci Prunus bylo popsano generativni
Sifeni pylem a $ifeni semenem bylo prokazano i u mandloni (Cole a kol., 1982; Barba a kol., 1986;
(Longidorus macrosoma) a rozto¢i (Vasates fockeui Nal. et. Trt.). Casto se vyskytuje v koinfekci
s PDV, ApMV, ACLSV nebo PPV. V ptipadé koinfekce s PDV dochazi k antagonismu a zeslabeni
symptomi. Koinfekce S jinymi viry vykazuje naopak synergismus. Symptomy tzce souvisi S typem
izolatu, druhem, kultivarem a celkovym stavem hostitele a také s klimatem a pocasim, pficemz jsou
vyrazn&j$i pii nizSich teplotaich a Vv letnich teplotaich nad 38 °C mohou vymizet (Helguera
akol., 2001). Symptomy se mohou projevit az po nékolika letech (Németh, 1986, 1994;
Spiegel, 2008).

Infekce mize byt akutni nebo chronicka. V ptipadé akutni infekce dochazi u mandloni
k nekrotickému Soku. D¢&je se tak prevazné namladych listech, kde se objevuji svétlé,
nazloutlé az hnédé skvrny, pozd&ji i nekrozy. Listy mohou byt mensi, ziazené, lesklé
nebo zkroucené. Jsou kiehké a ostieji zoubkované. Na spodni strané se objevuji v okoli nervatury
drobné enance. Postizené pletivo po Case vypada, listy déravi a nékdy ztistava pouze zbytkovy pruh
listu kolem hlavnich zilek. Pupeny a letorosty odumiraji, mohou byt deformované, s klejotokem.
Dochazi k poklesu plodnosti a snizeni trody. Stromy slabnou, pifed¢asny thyn neni vyloucen
(Hluchy a kol., 1997). Pii chronické infekci dochazi ke svinovani listi. Ruzné kmeny a izolaty
PNRSV mohou na mandlonich zpisobovat nasledujici onemocnéni: nekrotickou krouzkovitost,
prouzkovou vzorkovitost aodumirani pupentt (almond bud failure) nebo kaliko (Nyland
a kol., 1976; Lansac a kol., 1979). Nerovnomérna distribuce a sezoni kolisani teplot i koncentrace

virovych ¢astic v rostliné zplsobuji, Ze 1 chronicky nemocné stromy vypadaji zdravé a pfi rutinnim
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ELISA testovani Casto poskytuji negativni vysledky (Németh, 1986, 1994; Uyemoto a Scott, 1992,
Mekuria a kol., 2003; Spiegel, 2008).

3.25.2.  Prune dwarf virus (PDV)

synonyma: Peach stunt virus, Cherry (sour) yellows virus, Cherry chlorotic ringspot virus

Prune dwarf virus neboli Virus zakrslosti slivoné nalezi do rodu Illarvirus z ¢eledi Bromoviridae.
Je to sSRNA(+) virus s isomerickymi ¢asticemi o praméru 19 az 22 nm. Hostiteli jsou zastupci
rodu Prunus, nejéastéji viSen, na které zplsobuje nejvétsi posSkozeni, dale tfeSen, broskvon,
meruiika, §vestka a mandlon, ale také jini zastupci ¢eledi Rosaceae (Fulton, 1970b).

24

infekci s jinymi viry, naptiklad PNRSV, ApMV ¢i PPV. Zpusobuje onemocnéni ,,cherry yellows*,
s akutnimi nebo chronickymi projevy. Postupné dochazi ke Zloutnuti listi mimo okoli hlavnich
zilek, jejich deformaci, zakrslosti, zizeni, nékdy s mozaikou a nekrézami, ptipadné i opadem listtl
a celkové zakrslosti stromu. Symptomy muze PDV indukovat pouze v konkrétni ¢asti stromu
nebo mohou byt nezietelné pii vyssich teplotach (Németh, 1986). Sii se jak vegetativné rouby,
ofky a podnozemi, tak i generativn¢ pylem a semenem. Vektory PDV nejsou znamy
(Uyemoto a Scott, 1992; Greber a kol., 1992; Mekuria a kol., 2003).

3.2.5.3.  Apple chlorotic leafspot virus (ACLSV)

synonyma: Apple chlorotic leaf spot trichovirus, Pear ring mosaic virus, Pear ring pattern mosaic

virus, Quince stunt virus, Plum pseudopox virus, Apple latent virus type 1

Apple chlorotic leafspot virus neboli Virus chlorotické skvrnitosti jabloné nalezi do rodu
Trichovirus z ¢eledi Betaflexiviridae. Je to SSRNA(+) virus s podlouhlymi, zahnutymi helikalnimi

Gasticemi s rozméry 720 x 12 nm (Yoshikawa, 2001).

Hostiteli jsou zastupci rodu jablon (Malus spp.), hrusen (Pyrus spp.), kdoulon (Cydonia spp.), jefab
(Sorbus spp.) a slivon (Prunus spp.). ACLSV je pivodcem globalné rozsiteného onemocnéni
chlorotické skvrnitosti jabloné a ohrozuje produkci jadrovin i peckovin (Yoshikawa, 2001).
Ma casto latentni prub&h bez zfetelnych symptomu. Jindy se projevuje hnédymi skvrnami
na plodech piipominajicimi otlaky. U jabloni zpisobuje chlorotické skvrny listd, kresby,
prstencové mozaiky, pripadné¢ deformace a zmenSeni listd. Nékteré kmeny ACLSV mohou
na slivonich zptisobovat onemocnéni ,,plum bark split“ a na merufikach onemocnéni ,,butteratura“
(Németh, 1986, 1994). U nékterych zastupcti Prunus muze soubor syptomi piipominat Sarku
Svestky. Proto jsou nékdy projevy ACLSV nazyvany ,neprava Sarka“ nebo ,,pseudosarka‘

(false sharka, false plum pox, pseudopox) (Posnhette a Ellenberger, 1963). Podoba i zavaznost
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onemocnéni zavisi na kmeni a izolatu viru, druhu a kultivaru hostitele a okolnim prostiedi
(Németh, 1986, 1994). Siii se vegetativné infikovanym mnoZitelskym materialem (Yoshikawa,

2001). Generativni $ifeni ani $ifeni vektory nebylo prokazano (Mink, 1993).
3.3.Charakteristika viru $arky Svestky

3.3.1. Uvod a taxonomické zafazeni viru $arky $vestky

Virus Sarky Svestky (Plum pox virus, Plum pox potyvirus, Sharka virus, PPV) je ptvodcem
nelécitelného onemocnéni Sarka Svestky, jez je, az na vyjimky, globalné rozsifeno.
Patii k 10 nejstudovanéj$im viraim v rostlinné molekularni patologii a je nevyznamng&js$im
vektory, (2) sifeni vegetativnim mnozenim hostiteld, (3) Sirokému okruhu hostiteld, jejich vysoké
vnimavosti a nedostatku zdroju rezistence a (4) zavaznosti symptomi nékterych nejcitlivéjsich
kultivara (Scholthof a kol., 2011). S nimi spojené ekonomické ztraty v podobé¢ snizeni kvantity
i kvality plodd, jejich ptedcasného opadu, zhorSeni fitness a postupné chfadnuti nebo thyn stromi
jsou obrovskou hrozbou pro svétové ovocnaistvi. Rozsah a zavaznost $kod zavisi na virovém

izolatu, druhu a kultivaru, jeho stavu i ekologickych podminkach (Németh, 1986, 1994).

Nejvice virus $kodi na $vestkach, broskvonich a merunikach, méné pak na nektarinkach, visnich
a treSnich (Nemchinov a Hadidi 1996; Creszenci a kol., 1997). Konzumace Sarkou poskozenych
ploda sice nepiedstavuje zdravotni rizika, ale kvali nepfijemné kyselé chuti a gumovité struktufe

ovoce neni doporu¢ovana.

Plum pox virus nalezi do ¢eledi Potiviridae zahrnujici 8 roda (Potyvirus, Brambyvirus, Bymovirus,
Ipomovirus, Macluravirus, Poacevirus, Rymovirus, Tritimovirus). Rod Potyvirus je
jednim z nejpocetnéjsich  a evoluéné nejuspé$néjsich  skupin rostlinnych virt infikujicich
jednodélozné i dvoudélozné byliny a dieviny ve vétsiné klimatickych oblasti svéta. (Lopez-Moya a
kol., 2009). Rod Potyvirus zahrnuje kolem 180 virovych druht (Brunt, 1992), které mohou byt
prenaSeny neperzistentné msicemi (Aphidoidea) (Labonne a kol., 1995; Wallis a kol., 2005)

a které zptisobuji téméf tretinu vSech virovych onemocnéni kulturnich plodin (Gibbs a kol., 2008).

PPV je jedinym druhem Potyvirus infikujici rod Prunus (Sihelska a kol., 2017). Pomérné vysoka
mutacni rychlost PPV generuje velkou genetickou variabilitu heterogennich virovych populaci
s riznymi molekularnimi a sérologickymi vlastnostmi (Giircan a Ceylan, 2016). Tato variabilita
umoziuje virim pfizpusobit se ruiznym podminkam prostfedi a riznym hostitelim (Urcuqui-

Inchima, 2001; Borgstrom a kol., 2001; Damsteegt a kol., 2007b; Verma a kol., 2013).
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Schopnost rekombinace je jednou z hlavnich sil fidicich evoluci rostlinnych virt. Mezi zastupci
Potyvirus jsou velmi casté jak vnitrodruhové tak mezidruhové rekombinace. Byly zaznamenany
i rekombinacni udalosti Potyvirus s jinymi rody, coz mohlo v minulosti vyrazn¢ ovlivnit schopnost

adaptace k §ir§imu okruhu hostitelt (Valli a kol., 2007).

3.3.2. Charakteristika kmenu viru $arky $vestky

Biodiverzitu PPV odrazi uspotadani blizce ptibuznych izolatd do jednotlivych monofyletickych
skupin, zvanych kmeny, piedstavujicich odlisné sérotypy. Do soucasnosti bylo popsano
celkem 9 kment lisicich se jak svym geografickym rozsifenim, tak epidemiologii a molekularné-
biologickymi vlastnostmi (Garcia a kol., 2014). Tii z nich se hojné vyskytuji na nasem Uzemi
a zaroven jsou nejvyznaméjsimi kmeny z globalniho hlediska. Nejrozsifenéjsim z nich je PPV-D
(Dideron), kterym je na naSem uzemi infikovano pies 95 % nakazenych stromu (Polak a Kominek,
2009), dale PPV-M (Marcus) a PPV-Rec (Rekombinant). Jejich izolaty vykazuji celkovou
shodu genomu 96 % mezi kmeny PPV-M a PPV-D a 97 % mezi kmeny PPV-Rec a PPV-M nebo
PPV-Rec a PPV-D. Avsak po porovnani jejich nejvariabilngjsi ¢asti genomu, NIb-CP regionu, jsou
od sebe jasné odlisitelné (Subr a Glasa, 2008). Dalsimi popsanymi kmeny jsou PPV-W (Winona),
PPV-C (Cherry), PPV-T (Turkey), PPV-EA (ElI Amar), PPV- CR (Cherry Russia) a PPV-An
(Ancestral) (Kerlan a Dunez, 1979; Glasa akol., 2004b; James aVarga, 2005;
Candresse a Cambra, 2006). Ruzné izolaty se lisi epidemiologii a biologickymi vlastnostmi
(Lopez-Moya a kol., 2000), napiiklad symptomatologii (Jarausch a kol., 2004; Palmisano
a kol., 2010) agresivitou (Quiot a kol., 1995), nebo pienosnosti vektory (Deborré a kol., 1995).

PPV-D (Dideron)

Jedna se 0 nejrozsitengjsi kmen PPV  zapadni Evropy anékterych stifedomotskych
a sttedoevropskych oblasti, ale i globalné. Vyskytuje se v Turecku, Severni aJizni Americe
izolaty pochazeji z merutiky z jihovychodni Francie (Kerlan a Dunez, 1979). Dideron je oznacovan
za mirny neagresivni kmen PPV (Levy a kol., 2000b). Nejcastéji piirozené infikuje merunky
a Svestky, Vv polnich podminkach jen vzacné broskvoné (Quiot a kol., 1995; Gottwald a kol., 1995;
Dallot akol., 1998; Glasa akol., 2004b; Gildow akol., 2004a, 2004b; Wang a kol., 2006;
Cambra a kol., 2008). V Ceské republice je to dominantni kmen $itici se epidemicky na §vestkach

a myrobalanu (P. cerasifera Ehrh. var. myrobalana) (Polak, 2002; Polak a Kominek, 2009).

PPV-M (Marcus)
Nejstar$i izolaty pochazi z broskvoni ze severniho Recka (Candresse a kol., 1994; Kerlan

a Dunez, 1979). Nyni je hojné rozsifen V jizni, vychodni astfedni Evropé a vyskytuje se také

N e
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symptomy nez kmen Dideron (Levy a kol.,, 2000b). Je to nejvice patogenni kmen (Myrta
a kol., 2001; Wang a kol., 2006). Skodi prevazné na broskvonich, mezi kterymi se velmi rychle §ifi
diky neperzistentnimu pfenosu msici broskvoniovou (Myzus persicae Sulzer) (Dallot a kol., 2004;
Capote a kol., 2010), ale vyskytuje se také na merunikach, myrobalanu a méné asto na Svestkach
(Gadiou a kol., 2008). Existuji 2 fylogenetické vétve PPV-M, charakterizované odlisnou
nukleotidovou sekvenci dvou genomickych regionti, P3-6K; a CP. Tyto vétve se vzajemné lisi
geografickou distribuci, sérologii a epidemiologii. PPV-M1 (PPV-Mb) pievlada ve stfedni
a vychodni Evropé, kdezto PPV-M2 (PPV-Ma) je rozsifen spise ve Stredomoii (Dallot a kol., 2011,
Glasa a kol., 2011).

PPV-EA (El Amar)
Vyskytuje se v Egypté a Tunisku na broskvonich, $vestkach a merunikach. Poprvé byl izolovan
roku 1990 zmeruiiky z Egypta ajako samostatny kmen je rozliSovan od roku 1991.

O jeho epidemiologii zatim neni znamo mnoho informaci (Wetzel a kol., 1991a).

PPV-W (Winona)

Izolat W3174, pochazejici ze dvou stromu Svestky v Kanadé, byl roku 2003 na zakladé
sérologickych a molekularnich dat oznaten za zastupce nového kmene Winona
(James a kol., 2003; James a Varga, 2005). Pozdégji byl jeho vyskyt zaznamenan i v Litvé, kam byl
zavleCen z Ukrajiny a Ruska. Evropské izolaty jsou odlisné od kanadskych. Pozdéjsi analyza
genoml prokazala, Ze puvodni kanadsky izolat W3174 vznikl pravdépodobné homologni

rekombinaci litevského izolatu Winona s kmeny Marcus a Dideron (Glasa a kol., 2011).

PPV-Rec (Recombinant)

Jde okmen vznikly homologni rekombinaci kmenu Dideron aMarcus a zaroven
tieti nejrozsifenéjsi kmen na naSem Uzemi a stfedni i vychodni Evropé. Vyskytuje se
také v Turecku (Candresse a kol., 2007) a Kanadé (Thompson a kol., 2009). Prvni izolat 06 byl
objeven v Srbsku (Cervera a kol., 1993). Dalsi izolat, BOR-3, byl pozdgji identifikovan
na Slovensku a zafazen do nové ustanoveného kmene Recombinant (Glasa a Subr, 2001, 2005;
Glasa a kol., 2002, 2004b). PPV-Rec se vyskytuje hojn¢ ve stfedni ajihovychodni Evropé
na Svestkach, méné na merunikach a broskvonich (Kamenova a kol., 2011; Kamenova, 2014).
Je efektivné prenasen msicemi (Glasa a kol., 2004a). Za centrum, odkud se PPV-Rec rozsitily dale,
pravdépodobné distribuci tolerantnich genotypt Svestky, je povazovana oblast byvalé Jugoslavie

(Gadiou a kol., 2008).

PPV-T (Turkey)
Castecna sekvenace genomu &tyi sérologicky atypickych tureckych izolatl ,,Abricotier Turquie
(Ab-Tk) odhalila rekombinaci v oblasti genomu kolem 1566 pozice, kodujici gen pro HC-Pro.

Blizce piibuzné izolaty byly pozdé€ji nalezeny v provincii Ankara v Turecku a klasifikovany
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jako novy rekombinantni kmen PPV-T. PPV-T infikuje pfedev$im merunky a $vestky v Turecku,
ale jeho vyskyt byl potvrzen také v Albanii (Serce akol., 2009; Garcia a kol., 2014;
Palmisano a kol., 2015).

PPV-C (Cherry)

Ttesné a visné byly dlouho povazovany za imunni k PPV (Dosba a kol., 1987). Prvni zminky
o0 infikovanych visnich pochazely z Moldavie (Kalashyan a kol., 1994). Z nich byl ziskan prvni
izolat a charakterizovain Nemchinovem a Hadidim (1996). Pozdéji byl objeven odlisny izolat
na tfesnich v jizni Italii (Crescenzi a kol., 1995, 1997). PPV-C ptedstavuje jeden ze dvou kment
pfirozené infikujici tfeSné¢ avisné. Zahrnuje 2 skupiny izolati: SoC (sour cherry) z visni
a SwC (sweet cherry) z tfeS$ni. Vyskyt byl mimo Moldavii a Italii omezené zaznamenan
i v Bulharsku (Topchiiska, 1996, 1997), Madarsku (Kolber a kol.,, 1997) a Rumunsku
(Maxim a kol., 2002).

V Ceské republice se tento kmen nevyskytuje (Nemchinov a Hadidi, 1996; Navratil a kol., 2004;
Glasa a kol., 2004a; Garcia a kol., 2014). Ptestoze ptirozené infikuje pouze tfesné a vi$né, Ize jim
experimentalné inokulovat také podnoze $vestky domaci (Bodin a kol., 2003), nékteré kultivary
broskvoni, bobkoviSeni 1ékatskou (P. laurocerasus L. Dum. Cours.)) a viSeii tureckou
(P. mahaleb L.) (Creszenci a kol. 1997; Desvignes a kol., 1997; James a Thompson, 2006).

PPV-CR (Cherry Russia)

Jedna se o relativné noveé objeveny kmen infikujici tfesné. Izolaty byly poprvé ziskany z tresni
z ruznych lokalit v oblastech Samara a Saratov Vv jiznim Rusku. Dals$i ptipady infekce PPV-CR
byly zaznamenany v Moskvé. Fylogeneticka analyza izolati potvrdila, ze pfedstavuji zcela novy
kmen, nejblize ptibuzny PPV-C a vmensi mife také PPV-W (Chirkov a kol.,, 2013;
Glasa a kol., 2013; Garcia a kol., 2014).

PPV- An (Ancestral)

Jde onejnovéjsi identifikovany kmen, jehoz prvni izolat pochdzi zvychodni Albanie
(Palmisano a kol., 2012). Kompletni genomicka sekvence albanského izolatu odhalila rekombinaci,
postihujici 5¢ konec genomu kment PPV-M, PPV-D a PPV-Rec, jak jiz diive ve svém evoluénim

schématu navrhli Glasa a Candresse (2005) (viz Obrazek ¢. 3).
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Obrazek ¢. 3: Fylogenetické vztahy popsanych kmenti PPV. (ptfevzato z: Garcia a kol. (2014).

=
=

= =i

100

. Rec

N S S § S § ) S A N v

| | 11 I 1 | F EA
S o W EN | S | ) S S
T T —— -
| | 1 I I 1 | Fc
¥ S S | E— N . —— e

L

-

3.3.3. Biologicka charakteristika viru Sarky $vestky

3.3.3.1. Hostitelsky okruh viru $arky $vestky z rodu slivor

Rod Prunus zahrnuje ptes 430 poddruhtt jak kulturnich ovocnych, tak plané rostoucich
nebo okrasnych dievin. Hospodaisky nejvyznamnéj§imi pfirozenymi hostiteli PPV z rodu Prunus
jsou Svestka domaci, broskvon obecna, merunka obecna, broskvon nektarinka, japonska sliva
(P. salicina Lindl.). Mén¢ rozsifenymi ovocnymi hostiteli jsou merunika mandzurska (P. armeniaca
var. mandshurica Maxim), slivonn mexicka (P. mexicana S. Watson), slivon renkloda (P. domestica
var. italica Borkh.) a rizni mezidruhovi hybridi zminénych druht (Dosba a kol., 1994), napiiklad
mandlobroskvon obecna (P. dulcis x P. persica), jsou také ¢astymi hostiteli PPV. Visefi obecna,
tfeSent obecna a mandloni obecnd mohou byt ve vhodnych podminkach také infikovany nékterymi

kmeny PPV (Garcia a kol., 2014).

Také plané a okrasné druhy slivoni jsou hostiteli a vyznamnymi rezervoary viru vhodnymi k jeho
pfenosu msicemi na ekonomicky vyznamné&jsi druhy (James a Thompson, 2006; Poldk, 2006;
Damsteegt a kol, 2007a; Kalinina a kol., 2007b; Polédk a Kominek 2009). Sir§i okruh hostitelt
napomaha udrzovat nizké nebo dokonce nedetekovatelné koncentrace viru v okoli péstovani
ovocnych druhti. V ramcei efektivniho managmentu Sarky by mély byt i plané a okrasné druhy

pravidelné monitorovany a testovany a v pripad¢ infekce odstranény (James a Thompson, 2006).

Piikladem planych slivoni jsou myrobalan a trnka (P. spinosa L.), které jsou na naSem tzemi
nejrozsitenéjsi. Okrasnymi druhy, které jsou casto hostiteli PPV, jsou napfiklad visen turecka,
SvestkoviSen americka (P. americana Marsh.), $vestkovisen pomoiska (P.maritima Marsh.),

meruiika japonska (P. mume Siebold & Zucc.), viSeni Zlaznata (P. glandulosa Thunb.), visen



plstnata (P. tomentosa Thunb.), bobkovisen 1ékaiska (P. laurocerasus L. Dum. Cours.), stfemcha
pozdni (P. serotina Ehrh.), mandlon trojlalo¢na (P. triloba Lindl), mandlon nizka (P. tenella
Batsch) nebo mandlon Davidova (P. davidiana (Carr.) Franch.) (Salamon a Palkovics, 2002;
Sebestyén a kol., 2004; James a Thompson, 2006; Koélber, 2006; Mumford, 2006; Damsteegt a
kol. 2007a; Sochor a kol., 2012; Garcia a kol., 2014; Moorman a Gildow, 2016).

Sarka na okrasnych slivonich sice miize zpiisobovat symptomy poskozujici jejich estetickou
s ekonomickymi ztratami v produkci okrasnych dievin nebo s dlouhodobym negativnim dopadem
na puvodni floru a zivotni prostedi (James a Thompson, 2006). Problémy mohou nastat se zménou
podminek prostiedi nebo se zavleCenim agresivnéjSich kmend s jinym okruhem hostiteld ¢i vyssi
virulenci a patogenitou pro nékteré kultivary. Nejvétsimi rezervoary PPV v Ceské republice jsou
stara Svestkova stromofadi akolem cest rostouci myrobalan atrnky (Polak, 1997,

Polék a Kominek, 2009).

3.3.3.2.  Hostitelé viru Sarky $vestky mimo rod slivon

Mozny okruh hostitelti nezahrnuje pouze zastupce rodu Prunus. Riznymi kmeny PPV Ize infikovat
také fadu jinych rodu. RozliSujeme hostitele (1) pfirozené, které virus infikuje V prostredi
a podminkach jejich vyskytu a (2) experimentalni, ktefi virus bézné nehosti, ale lze je jim

inokulovat ve vhodnych laboratornich podminkach.

Experimentalnimi dfevinnymi hostiteli PPV jsou na naSem uzemi napftiklad ptaci zob obecny
(Ligustrum vulgare L.), brslen evropsky (Euonymus europaeus L.) (Polak, 2000; Moorman
a Gildow, 2016), lilek potméchut’ (Solanum dulcamara L.) (Milusheva a Rankova, 2002) a jefab
oskeruge (Sorbus domestica L.) (Suti¢, 1971). Také ofesak kralovsky (Juglans regia L.) miize byt

PPV infikovan, av8ak tato informace nebyla opakované potvrzena (Baumgartnerova, 1996).

Z kulturnich plodin fadime mezi hostitele PPV napiiklad hrach sety (Pisum sativum L.), tolici
dételovou (Medicago lupulina L.), jetel luéni, plazivy a inkarnat (Trifolium pratense L., T. repens
L., T. incarnatum L.) a lupinu bilou (Lupinus albus L.). Z planych bylin 1ze jmenovat fadu druhd
vyskytujicich se pfirozené v podrostech ovocnych sadii, napriklad pryskyinik rolni, prudky
aplazivy (Ranunculus arvensis L., R. acris L., R. repens L.), pampeliska lékai'ska (Taraxacum
officinale (L.) Weber ex F.H. WigQg), kokoska pastusi tobolka (Capsella bursa-pastoris L.) star¢ek
obecny (Senecio vulgaris L.), pcha¢ rolni (Cirsium arvense (L.) Scop.), ptacinec prostiedni
(Stellaria media (L.) Vill.), lilek ¢erny (Solanum nigrum L.), zb&hovec lesni (Ajuga genevensis L.),
zvonek fepkovity (Campanula rapunculoides L.), svlatec rolni (Convolvulus arvensis L.),
hluchavka bila, objimava a nachova (Lamium album L., L. amplexicaule L., L. purpureum L.),

vikev seta a hunata (Vicia sativa L., V. villosa Roth), komonice bila a 1ékaiska (Melilotus albus
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Med., M. officinalis (L.) Pall.) ¢i silenka nadmuta (Silene vulgaris (Moench) Garcke) (Milusheva
a Rankova, 2002; Virséek a kol., 2004; Sebestyén a kol., 2004; Polak, 2006; James a Thompson,
2006). Uplny vyznam bylinnych hostitelti v epidemiologii PPV neni doposud prozkouman, ale
zcela jisté plni funkci rezervoaru, ktery je pravdépodobné jesté SirSi nez dokladaji dosavadni
informace. Stale jsou objevovani novi hostitelé PPV (Németh, 1986, 1994; Llacer, 2006;
James a Thompson, 2006; Virscek a kol., 2004).

Tabak (Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, N. occidentalis, N. bigelowii, N. edwardsonii,
N. megalosiphon, N. tabacum, N. physalodes) nebo merlik (Chenopodium foetidum, C. ficifolium,
C. murale, C. quinoa, C. amaranticolor, C. album) jsou ¢asto vyuzivany jako bylinné indikatory
PPV infekce (Suti¢ a kol, 1971; Németh, 1986; Polak, 2006; Llacer, 2006; Damsteegt
a kol. 2007a). Dievinnym indikatorem je napiiklad viSen plstnata (Damsteegt a kol., 1997).

3.3.3.3.  Distribuce viru Sarky svestky v hostiteli

Existuji dva typy distribuce viru v hostiteli. (1) Pfi lokdlni infekci virus ziistdva v misté nakazy
arostlina neprojevuje zadné nebo projevuje pouze mirné lokalni symptomy, jako jsou nekrozy
nebo chlorézy. (2) Béhem systémové infekce se virus $ifi skrze plasmodesmata a dosahne-li
floému, dojde k rapidni disperzi virion do celé rostliny. Pohyb skrze plasmodesmata vSak mize
trvat i roky roky (Németh, 1986, 1994). Mezitim se virus mize usadit v jedné ¢i n€kolika vétvich
ave zbytku stromu nemusi byt detekovatelny. Externi ¢asti koruny stromu, kde je rust
nejintenzivnéjsi, obsahuji vétsinou mensi koncentrace viru nezli oblasti blize kmenu. I v ptipadé
systémové infekce mohou zistat nékteré Casti rostliny nezasazené. | z dlouhodobé nakazeného
stromu lze proto ziskat bezvirdozni material a absence symptomi nedokazuje, ze rostlina neni
infikovana. Podoba a intenzita symptomt neni piimo Umérna koncentraci viru ani zavaznosti

onemocnéni (Németh, 1986, 1994; Uyemoto a Scott, 1992; Travis, 2001).

Symptomy se u vétSiny infikovanych stromi objevi do 3 let po inicialni infekci. Mnoho stromi
vsak zlstava bezptiznakovych inekolik let. Sérologické testy dokazi odhalit infekci jesté pred
plnym projevem symptomu. Pfitomnost ¢i absence patogena musi byt potvrzena kombinaci vice
metod, které jsou spolehlivé, citlivé, specifické a schopné detekovat i malé mnozstvi virového
antigenu ve vzorku (Kamenova a kol., 1978; Smith a kol., 1997; Travis, 2001). Rezistentni odridy
byvaji zcela bez symptomd, odridy tolerantni je neprojevuji na plodech. Také plané a okrasné
druhy byvaji mnohdy bezptiznakové. K siln€jsim symptomtiim mtize dochazet pti smésné infekci,

napiiklad s virem nekrotické krouzkovitosti tfesné (PNRSV) nebo virem zakrslosti slivoné (PDV).
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3.3.3.4. Symptomy Sarky Svestky na rodu slivon

Projevy Sarky lze pozorovat v riizné mife na riznych ¢astech rostliny - nejcastéji na listech, ale také
na kvétech, plodech a v nékterych ojedinélych ptipadech i na peckach ¢i kife kmene. V ramci
jednoho stromu nemusi byt symptomy uniformni, jelikoz koncentrace viru v rostlin€é neni
rovnomérna. Symptomy jsou velmi variabilni a jejich pfesna podoba, intenzita i zfetelnost zavisi
na mnoha faktorech — ptedev§im na druhu a kultivaru hostitele, jeho kondici, stafi a vnimavosti
k infekci, kmeni aizolatu viru, pfipadné koinfekci S jinymi patogeny a dalSich podminkach
okolniho prostiedi jako je ro¢ni doba a pocasi (Hluchy a kol., 1997; Garcia a Cambra, 2007).
Byvaji zfetelngjsi pii nizSich teplotach a v horkych letnich dnech mohou i zcela vymizet
(Zacha a kol., 1998). Symptomy PPV lze obecné rozdélit na (1) zmény zbarveni, (2) nékrozy,
(3) poruchy ristu avyvoje. Symptomy Sarky Ize nejsnaze vizualné  detekovat
na §vestkach a broskvonich. U merunék jsou méné zietelné na listech. Poskozeni jsou

nejzavazngéjsi, jsou-li napadnuté mladé stromy (Németh, 1986).
3.3.3.4.1. Symptomy Sarky Svestky na mandlonich

V piipadé mandloni nejsou symptomy spolehlivym indikatorem infekce PPV. Infikované mandloné
vétSinou nevykazuji zadné nebo vykazuji jen nevyrazné symptomy na listech, méné cCasto
na kvétech. Jsou snadno zaménitelné se symptomy jinych viréz zptsobenych napiiklad PDV,
PNRSV nebo ACLSV (,,pseudosarka“) (Posnette a Ellenberger, 1963). Ob¢as dochazi k nekr6zam.
Na plodech ani celkovém vzristu mandloni se symptomy Sarky neprojevuji. Nedochazi
k deformacim ani zménam zbarveni, struktury nebo chuti plodi, jako se dé&je u jinych druht
peckovin. Infekce PPV neohrozuje hospodarské vynosy mandloni. Symptomy mohou byt
intenzivngj$i pii koinfekci (Festi¢, 1978; Németh, 1986, 1994; Pribék a kol., 2001; Llacer
a Cambra, 2006; Damsteegt a kol., 2007a; Sochor a kol., 2012). Tlbagi a Citir (2014) pfesto
pozorovali na n€kolika soliterné rostoucich starych mandlonich vyrazné symptomy systemické
infekce PPV-T — chlordzy, nekrozy a mozaiky na listech, jejich deformace a opad, odumirani

pupent, chiadnuti vétvi a dokonce pied¢asny opad plodu.
3.3.3.4.2. Symptomy Sarky $vestky na listech slivoni

Symptomy na listech se objevuji téméf u vsech vnimavych hostitell a jsou nejtypictéjsimi projevy
Sarky. Jsou viditelné jiz od kvétna, v pozdéjsich letnich mésicich jejich intenzita slabne. Nejdiive
jsou pozorovatelné na mladych listech jako malo zietelné nepravidelné odbarveni zilek. Pozdé&ji
se objevi chlorotické krouzky, ornamentalni kresby, skvrny nebo pouzky bez ostie ohrani¢enych
okraji. U citliv§jSich kultivari mohou zluté skvrny prechazet v tmavsi nekrozy. Merunky

a broskvoné vykazuji svétlé lemovani a chlorotickou kresbu kolem nervatury. Poskozeni
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zilek mladsich listi muZe vést K jejich deformacim. U nékterych odrud lze symptomy sledovat jen
na starSich bazalnich listech. Listy mohou pfed¢asné opadavat (Németh, 1986, 1994; Hluchy a kol.,
1997; Garcia a Cambra, 2007).

Obrazek ¢. 4: Typické symptomy viru Sarky $vestky na §vestce domaci (D. Safafova)

3.3.3.4.3. Symptomy sarky Svestky na plodech slivoni

Na plodech se v dobé dozravani miizou zacit objevovat svétlejsi nebo barevné skvrny, pruhy nebo
krouzky, které se propadaji. Vznikaji okrouhlé defekty, vklesliny a nerovnosti s typickou podobou
nestovic. Pod nimi je tvrdsi, odlisné zbarvend, méné Casto nekrotickd duzina husté prorostla
zilkami, kterymi pevné drzi na pecce. Symptomy jsou lépe pozorovatelné po oteni voskové vrstvy
zplodu. Postizené plody jsou nakyslé a méné cukernaté, Casto nevhodné ke konzumaci.
U nékterych citlivych kultivard se deformuji celé plody a velka ¢ast z nich mize opadnout jesté
pied sklizni. Také na peckdch Ize nékdy pozorovat odbarvené skvrny, zejména u merunék

(Németh, 1986, 1994; Hluchy a kol., 1997; Cambra a kol., 2006b; Garcia a Cambra, 2007).

3.3.3.4.4. Dalsi symptomy Sarky Svestky

Castymi projevy Sarky je postupné chiadnuti a odumirdni vétvi a pozd&ji celého stromu.
U nékterych citlivych odrid slivoni lze nékdy pozorovat praskliny anekrozy na kute, rezavéni
kary, floému a pozdé&ji i xylému. Méné ¢astym doprovodnym symptomem je vylucovani klejotoku,
pryskyfici podobné smési polysacharidl, ato jak z nekrotizovanych plodu, tak z kiry. Takové

oblasti jsou oslabené a snaze napadnutelné dalsimi patogeny (Németh, 1986, 1994).

3.3.3.5.  Zpisoby prenosu viru Sarky Svestky

(1) Vegetativni Sifeni, tedy propagace infikovaného mnozitelského materidlu, jako jsou rouby,

4

prenos i na velké vzdalenosti v relativn€ kratkém case. Toto nejlépe doklada pripad epidemie Sarky,
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jez se behem nékolika let rapidné rozsitila z oblasti Balkanu do Mad’arska a poté do zbytku Evropy

(Németh, 1961, 1986, 1994; Garcia a Cambra, 2007).

(2) Sifeni vektory umoziiuji msice (Aphis spp). Pfenos PPV je necirkulativni a neperzistentni
béhem sani se viriony dostanou pouze do stiletli a nedochazi k jejich proniknuti do hemolymfy
a nasledné kolonizaci msice. I kratkd doba sani v fadech sekund az minut umoziuje akvizici viru.
Msice je infekéni ihned po jeho nabyti a infek¢nost ztraci pii nasledujicim sani. Pfenos patogena
je mozny zhruba do hodiny po akvizici. Je znamo nejméné 20 druhti msic, jeZ mohou PPV pienaset
(Labonne akol., 1995; Wallis a kol., 2005). Zvlast¢ vyznamné pro rod Prunus jsou msice
Svestkova (Brachycaudus helichrysi, Kaltenbach), msice broskvonova (Myzus persicae, Sulzer),
msice chmelova (Phorodon humuli, Schrank), msice bodlakova (Brachycaudus cardui, L.), msice
plaménkova (Myzus varians Davidson, 1912), msice jilmova (Aphis spiraecola Patch) a msice
vojtéskova (Aphis craccivora, Koch) (Glasa a kol., 2004a; Cambraa kol., 2006b; Labonne
a Dallot, 2006). Také druhy msSic, jeZ bézné nekolonizuji rod Prunus, mohou byt v Sifeni PPV
vyznamné, jelikoz ptilétaji sat do ovocnych sadl a tim infikuji stromy v dobé¢, kdy je jiz sklizena
jejich preferovana potrava. Usp&nost prenosu msicemi zavisi na druhu a kultivaru stromu, &asti
rostliny, druhem, poctem a vyvojovym stadiem vektoru, virovém kmenu a na faktorech vnéjsiho
prostiedi. Pienos je nejefektivnéjsi na jafe a na podzim, v horkych letnich mésicich je mirngjsi

(Kamenova a kol., 1978; Labonne a kol., 1995; Gildow a kol., 2004a, 2004b; Wallis a kol., 2005).

Vzdalenost, na kterou lze PPV vektory prenést, je vyvozovéana z epidemiologickych studii sadd.
Udaje viak mohou byt nepfesné diky skryté latentni infekci, jejiz plny projev lze pozorovat
az po letech. Bézny je pienos do 75 metrt, ale ani vétsi vzdalenosti nejsou vylouceny. Korelace
mezi schopnosti msic kolonizovat ovocné stromy a jejich schopnosti pfenaSet virus neni znama

(Morvan, 1988; Gottwald a kol., 1995).

(3) Generativni $ifeni bylo mnohymi autory diskutovano, avSak neexistuji pro néj dikazy a jsou
nutné bliz§i informace. Szirmai (1961) poprvé popsal pfenos PPV semeny u merun¢k, Savulescu
a Macovei (1965) u $vestek a Coman a Cociu (1976) u broskvoni. Németh a Kolber (1983)
detekovali PPV metodou ELISA u semendcktl Svestek, meruniek a broskvoni. Dalsi prizkumy
predchozi vysledky nepotvrdily (Schimanski a kol., 1988; Eynard a kol., 1991; Myrta a kol., 1998;
Pasquini a kol., 1998, 2000; Glasa a kol., 1999). Dnes je S$ifeni semeny povazovano
za nepravdépodobné, piestoze muze byt virus v jeho pletivech pfitomen (Pasquini a Barba, 2006;

Milusheva a kol., 2008).
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3.3.4. Geografické rozsireni viru Sarky Svestky

Symptomy onemocnéni Sarka Svestky byly poprvé zaznamenany mezi roky 1915 - 1918
v bulharské obci Zemen na Svestkach domacich odridy ,,Kjustendilska sinya“. Jako virovova
choroba byla poprvé klasifikovana a popsana roku 1932 bulharskym virologem a fytopatologem
Prof. Dr. Dimitrijem Atanassovem ve vilbec prvni monografii pojednavajici o Sarce ,Sarka

po slivit. Edna nova virusna bolest

v Bulharsku a broskvonich v Mad’arsku (Atanassov, 1932; Christoff, 1934; Németh, 1963).

. O rok pozdé¢ji bylo onemocnéni potvrzeno také na merunikach

Epidemie Sarky brzy zasahla cely Balkan. Postupné se rozsitila z Bulharska do Rumunska, kde byla
potvrzena roku 1922 (Minoiu, 1997), byvalé Jugoslavie roku 1935 (Josifovic’, 1937) a Mad’arska
roku 1938 (Szirmai, 1948). V byvalém Ceskoslovensku byla Sarka $vestky ohlasena roku 1952
(Smolédk a Novak, 1956), ale jeji symptomy zde byly pozorovany jiz ve 30. letech. V Albanii byla
zaznamenana roku 1947 (Papingyi, 1965), v Némecku 1956 (Schuch, 1957), v Polsku 1958
(Szczygiet, 1962; Pieniazek, 1962), v Rakousku 1961 (Vukovits, 1961), na tizemi dne$ni Moldavie
roku 1962 (Verderevskaya, 1965), v Nizozemi 1966 (Meijneke, 1967) a v Recku (Demetriades
a Castimbas, 1968) roku 1967. Roku 1968 byla sarka ohlasena ve Velké Britanii (Cropley, 1968)
a Turecku (Sahtiyanci, 1969). Dale roku 1973 v Italii (Canova a kol., 1977) a 1974 v Belgii
(Maroquin a Rassel, 1976). AZ o deset let pozd&ji byl vyskyt Sarky potvrzen také ve Spanélsku
(Llacer a kol., 1985), Portugalsku (Louro a Corvo, 1986) a poprvé mimo kontinentalni Evropu
v Egypté, Syrii a na Kypru (Dunéz, 1987). Pozdé&ji roku 1992 byla Sarka zaznamenana i v Cile
(Acufia, 1993) a za dalsi rok na Azorskych ostrovech (Mendonca a kol., 1997). V USA byl vyskyt
PPV potvrzen roku 1999 v Pensylvanii (Levy a kol., 2000a) a v Kanadé roku 2000 v provinciich
Ontario a New Scotland (Thompson a kol., 2001). Infekce PPV byla ohlaSena také roku 2003
v Kazachstdanu (Spiegel a kol., 2004), 2004 v Argentiné (Zotto a kol., 2006), 2005 v Cing
(Navratil a kol., 2005), 2006 v Pakistanu (Kollerova a kol., 2006), 2010 v Japonsku (Maejima
a kol., 2010), 2014 v Brazilii (Rezende a kol., 2016) a 2015 ve Finsku (Santala a Soukainen, 2015).
Nyni je virus rozsifen celosvétové S vyjimkou Australie aNového Zélandu (Garcia
a Cambra, 2007; Gildow a kol., 2004a). Ackoli jeho vyskyt globalni, Zadna oblast neni zasazena

vS§emi kmeny.

3.3.4.1. Distribuce viru sarky Svestky v Evropé

S ohledem na nerovnomérnou distribuci PPV, historicky vyvoj epidemie a soucasny areal rozsiteni

Roy a Smith (1994) rozdéluji Evropu do tii geografickych zon:

(1) stiedni a vychodni Evropa (Srbsko, Bulharsko, Kosovo, Mad’arsko, Rumunsko, Slovensko,
Ceska republika, Polsko, Moldavie)
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Patii sem zemé s epidemickym vyskytem PPV. Sarka se zde rozsifila relativné brzy. Ditkazem
jejiho dlouhodobého plisobeni a koevoluce s Sirokou Skalou hostiteli je pfitomnost hned né€kolika
virovych kmenil. Ve vétsing zemi véetné Ceské republiky se vyskytuji kmeny PPV-D, -M a -Rec
(Polak a Kominek, 2009; Garcia a kol., 2014). V Bulharsku (Topchiiska, 1997) a Madarsku
(Kolber a kol., 1997) a Moldavii (Kalashyan a kol., 1994) byl potvrzen vyskyt kmene PPV-C.
Epidemii Sarky lze preventivnimi opatfenimi a eradikaci pouze zpomalit, ne zastavit. Jedinym
efektivnim feSenim je zde striktni péstovani pouze rezistentnich kultivard. V Ceské republice byla
Sarka potvrzena roku 1952, pravdépodobné se zde vSak vyskytovala uz dfive. NejrozSiten€j$im
kmenem u nas je PPV-D a poskytuje slabsi symptomy nez mén¢ Casty, ale agresivnéjsi PPV-M.
Nejnachylngjsi k infekci je ve vétSiné oblasti Svestka domaci (Candresse akol., 1994,
Jarausch a kol., 2004; Laimer a kol., 2005; Glasa, 2006; Wang a kol., 2006; Dallot a kol., 2008;
Bazzoni a kol., 2008; Karayiannis a Ledbetter, 2009; Palmisano a kol., 2010; Dondini a kol., 2010,
2011). V Bulharsku, Mad’arsku a Rumunsku se nachazi PPV infikovanych mandloni. V Bulharsku
byl PPV na mandlonich obecnych zaznamenan v 1,5% a také mandloné trojlalo¢né a visné
Zlaznaté jsou tam¢&jSimi hostiteli viru (Topchiiska, 1996; Kamenova a Milusheva, 2005).
V Mad’arsku byly zjistény 2 piipady infekci PPV-M na mandlonich obecnych a 1 ptipad PPV-D
na divoké mandloni (K&lber a kol., 2003).

(2) severni a zapadni Evropa (Némecko, Rakousko, Belgie, Nizozemi, Lucembursko, Dansko,

Francie, Velka Britanie, Irsko, Estonsko, Lotyssko, Litva, Finsko, Norsko, Svédsko)

Jedna se o zemé s lokalnim vyskytem PPV, kde je incidence sarky velmi riznoroda. Nejb&zn&jsim
kmenem je Dideron, Casty je i Marcus. Ve Francii a Némecku se vyskytuje Recombinant a v Litvé
byl potvrzen vyskyt kmene Winona (Glasa a kol., 2011; Svanella-Dumas a kol., 2015). Zdejsi
klimatické podminky vétsinou neumoziuji primyslové péstovani teplomilnych hostitelt, jako jsou
merufiky a broskvoné, coz piimo ovliviiuje slozeni virovych populaci. Niz§imi teplotami je
omezena také pienosnost msSicemi, jejichz populace zde nejsou natolik pocetné, a rozmanité
jako v teplejSich oblastech. Msice kolonizuji stromy jen kratce, a pokud nezimuji ve sklenicich,

Vs

rozsifeni PPV (Glassa a kol., 2004; Laimer a kol., 2005; Dallot a kol., 2008).

(3) stredomoii (Italie, Slovinsko, Spanélsko, Portugalsko, Chorvatsko, Recko, Albanie, Malta,

Kypr)

Virus se zde rozsifil pomérné nedavno, ale riziko dalsiho Sifeni zlstava nadale vaznou hrozbou.
Prevlada zde kmen Dideron, méné rozsizeny je Marcus. Ve Slovinsku a Italii byl zaznamenan
kmen Recombinant a v Italii navic i kmen Cherry (Crescenzi a kol., 1995, 1997). Zdejsi tolerantni
kultivary jsou pouze prevenci proti snizenému vynosu, Nezabranuji vSak dal$imu S§ifeni viru

(Cambra a kol., 2004, 2006a; Varveri, 2006; Di Terlizzi a Boscia, 2006; Bazzoni a kol., 2008).
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Casto nejsou zahrnovany Stromy ze soukromych pozemku (Pest Risk Analysis for PPV, 2011).

Distribuce viru Sarky $vestky v Turecku

Sarka $vestky byla v Turecku poprvé zaznamendna roku 1968 na §vestkach v Edirne v oblasti
Thrace blizko hranic s Bulharskem (Sahtiyanci, 1969) a nasledné byla roku 1973 detekovana také
na meruiikach a $vestkach v provincii Ankara (Kurgman, 1973). Nyni je PPV v Turecku rozsifen
spiSe lokaln€é na Svestkdch, merufikach a broskvonich Vv soukromych zahraddch nebo parcich
(Serge a kol., 2003, 2009; Elibiiyiik, 2004) a zatim nepiedstavuje vEétsi hrozbu pro zdejsi ovocnou
produkci. Sarka je nejroziifen&j§im virovym onemocnénim v provincii Ankara, kde je b&zni
na merutikach, $vestkach a broskvonich (Caglayan a kol., 2013). Ankara vsak nepatii k hlavnim

ovocnaiskym oblastem a v komerénich sadech se zde péstuji spiSe tfesné a visné (Elibiiyiik, 2004).

Nejbéznéjsim kmenem je zde PPV-T skodici nejvice na $vestkach. Vyskytuje se zde i PPV-M
a PPV-D na Svestkach, merufikach a broskvonich. V mésté Bursa v oblasti Isparta byl potvrzen
jeden ptipad infekce slivy japonské kmenem PPV-Rec (Candresse a kol., 2007). Turecko je
doposud jednou ze tii evropskych zemi s vyskytem PPV infikovanych mandloni
(Akbas a kol., 2011; Karabacak a Ilbagi, 2011; Ilbagi a Citir, 2014). Jednotlivé se vykytujici staré
mandloné infikované PPV-T s projevy systemické infekce v podobé chloréz, nekroz, mozaiky
a deformace listd, jejich opadu, chiadnuti vétvi a pfed¢asného opadu ploda byly pomérné nedavno
zaznamenany V oblastech Babaeski (Kirklareli), Corlu (Tekirdag) a Kesan (Edirne) (Ilbagi a Citir,
2014).

3.3.5. Molekularni charakteristika viru Sarky Svestky

Plum pox virus se fadi k virim s jednovlaknovou linearni RNA s pozitivni polaritou (+ssRNA).
Jejich mRNA je sama o0sobé infekéni aslouzi piimo jako matricni RNA k translaci
(Baltimore, 1971). Virové ¢astice maji tvar zahnutych, neobalenych vlaknitych tycinek s helikalni
symetrii. Jsou dlouhé ptiblizné 680 az 900 nm s praimérem 11 — 15 nm (Riechmann a kol., 1992;
Barnett, 2012). Nukleova kyselina PPV je jedind molekula pravoto¢ivé RNA, na jejimz 3¢ konci
je vazana terminalni polyA sekvence ana 5° konci VPg protein (Viral protein genome-linked)
namisto typické cepicky. Molekula RNA se sklada zhruba z 9741 - 9795 nukleotidii dlouhého
vlakna chranéného zhruba 2000 spiralovité uspofadanymi podjednotkami kapsidového proteinu
CP, ktery tvofi jednovrstevny vnéjsi plast. Plastovy protein se muze liSit mezi jednotlivymi
virovymi kmeny i jejich izolaty (Riechmann a kol., 1992; Lopez-Moya a kol., 2000; Urcuqui-
Inchima, 2001; Glasa a kol., 2013).
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3.3.5.1. Organizace genomu a strategie exprese viru $arky Svestky

Strategie exprese PPV je typicka pro cely rod Potyvirus. Jejich polycistronicky genom obsahuje
nepiekladané oblasti (untranslated region, UTR), jez lemuji dlouhy otevieny cteci ramec
(Large Open Reading Frame), kodujici polypeptidovy prekurzor s molekulovou hmotnosti
~ 355 kDa. Tento polyprotein je poté v deviti riznych mistech autokatalyticky Stépen 3 virovymi
proteazami P1, HC-Pro a Nla-Pro na produkty, které jsou dale upravovany na 10 mensich
funkénich produkta: P1, HC-Pro, P3, 6K;, CI, 6K, VPg, NIb, Nla-Pro, kodujici RNA-
dependentni RNA polymerazu (RdRp), a obalovy protein CP (Riechmann a kol., 1992). Dalsi,
protein PIPO je exprimovan dle druhého, malého ¢teciho ramce (Pretty Interesting Potyviridae
ORF) jako fuzni protein s P3. VSech 10 virovych proteind se podili na amplifikaci genomu
a s vyjimkou 6K1, 6K2 a P3 se v§echny vazi na RNA (Urcuqui-Inchima, 2001; Chung a kol., 2008;
Verma a kol., 2013).

Tyto nové exprimované proteinové produkty jsou oznaCovany jako determinanty virulence.
Mnohé z nich jsou multifunkéni a ke své aktivite vyzaduji pfisnou regulaci posttranslacnimi
modifikacemi. Determinanty virulence se vyznamné podileji na procesu infekce, fidi replikaci,
Sifeni v hostiteli a také proces blokace RNA silencingu, ktery slouzi jako ochranny systém

hostitele, jehoz cilem je pravé inhibice produkce téchto virovych proteint (Garcia a kol., 2014).

Usp&na infekce je vysledkem fady kompatibilnich interakci mezi virovymi a hostitelskymi
faktory, které tidi cely zivotni cyklus téchto obligatnich vnitrobuné¢nych paraziti — virovou
translaci a replikaci, skladani viriont, pohyb na kratkou vzdalenost z buiiky do butiky i na vétsi
vzdalenost skrze vaskularni systém rostliny. Béhem ranych fazi infekce dochazi v hostitelskych
bunkach k pfestavbam bunééného obsahu i membran a za Ucasti virovych proteini k formaci
virosomd. Jsou to cytoplazmatické ultrastruktury tvaru vétrniku, jez pfipominaji cylindrické
inkluze a plni funkci virovych tovaren. Tyto membranové vezikuly obsahuji replika¢ni komplexy
abéhem infekce se premistuji z buiikky do bunky. Ohrani¢enim membranou virosomy zvysuji
efektivitu replikace a chrani se pied hostitelskym ochrannym systémem, véetné ptisobeni proteaz
a nukleaz. Replikace zahruje fadu komplexnich interakci a signalizaci mezi viriony a buifikou.
Virova RNA je replikovaina RNA-dependentni RNA polymerazou NIb (~ 59,8 kDa),
ktera jako primer vyuziva uridylovany VPg. Syntéza proteint, replikace i skladani viriont vyzaduje
energii, kterou systému poskytuji shluky mitochondrii v blizkosti virosomi (Lépez-Moya a kol.,
2009).

P1 (~ 32,4 kDa) je serinova proteaza nachazejici se na zacatku virového genomu. Katalyzuje
své vlastni vyStépeni z polyproteinu. V bunice je lokalizovana na cytoplazmatickych inkluzich.

Ze vsech produkti je nejvice variabilni a to jak ve své délce, tak ve své aminokyselinové sekvenci.
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Praveé tato variabilita je pfi¢inou vysoké adaptivity viru k hostitelim a celkového evolu¢niho
uspéchu rodu Potyvirus. Pl protein ma zasadni vliv na interakci viru a hostitele, napiiklad
na rychlost zmnozeni viru v burice, Sifeni z buiiky do bunky, infekénost a symptomatiku viru
(Lopez-Moya a kol., 2000; Adams a kol., 2005, 2007; Valli a kol., 2007). P1 protein také zesiluje
schopnost proteinu  HC-Pro potlacovat RNA interferenci a zvySuje patogenitu virt
béhem synergickych interakci (Valli a kol., 2007).

HC-Pro (~ 52 kDa) je nestrukturni multifunkéni protein se tfemi doménami. Je nezbytny
pro virovy infekéni cyklus vSech zastupcl Potyvirus, zvlasté pro interakci s hostitelskymi
i jinymi virovymi proteiny. Ugastni se mnoha procestl, piedstavuje cysteinovou proteazu, potlacuje
RNA interferenci a v kooperaci s CP usnadiiuje systémovy pohyb viru zvySenim limitni velikosti
molekul (size exclusion limit, SEL), schopnych prochazet skrz cytoplazmaticky prstenec
neboli rukav plasmodesmat. HC-Pro hraje vyznamnou roli V pfenosu viru vektory. Ta spociva
ve vazbé HC-Pro jak na virové ¢éstice, tak na stilety mSice, ¢imz vytvoii mustek a zajisti zadrzeni
virionll v maxilarni duting. Tato kratkodoba reverzibilni vazba je nutna a dostate¢na k ptenosu viru
zjedné rostliny na druhou (Riechmann a kol., 1992; Blanc a kol., 1997, 1998). HC-Pro
také zprostiedkuje virovy synergismus V piipadé koinfekce vice viry (Lopez-Moya a kol., 2000;

Hasio w-Jaroszewska a kol., 2013; Verma a kol., 2013).

Nla-Pro (~ 27,7 kDa) je sekvencné specificka proteaza, ktera piedstavuje C-koncovou doménu
Nla arozezndva nejméneé 6 Stépnych mist virového polyproteinu, ktery je dale zpracovavan
v cytoplasmé buiiky. Nla-Pro rozpoznava specifickou konzervativni sekvenci 7 aminokyselin,
ve které rozstépi vazbu glutaminu s nasledujici aminokyselinou (nejc¢astéji serin, threonin, alanin)
(Mathur akol., 2012; Verma akol., 2013). Aktivni mista této proteazy tvoii heptapeptidova
sekvence ohraniéujici kazdé $t€pné misto s trojici aminokyselin His-Asp-Cys. Mutace Vv této oblasti
vede ke kompletni ztraté katalytické funkce (Riechmann a kol., 1992). Piesna lokalizace Nla-Pro
Vv jadrech infikovanych bunék je stale diskutovana. Jeji akumulace se jevi jako krystalické bunécné
inkluze a to pfedevs§im ke konci virového infekéniho cyklu. Nla-Pro nespecificky degraduje
hostitelskou dSDNA, ¢imz se vyrazné podili na pribéhu infekéniho cyklu (Lépez-Moya a kol.,
2000; Sochor a kol., 2012).

Oblast P3 — 6K; koduje dva membranové proteiny. Je kliCova pro zmnozeni viru v bunce.
Uvnitt cistronu P3 se nachdzi druhy, ¢teci ramec potyvirt. Z cistronu P3 jsou exprimovany dva
rizné proteiny. Prvni, P3 protein (~ 41,5 kDa) je exprimovan dle hlavniho ¢teciho ramce, a druhy
fazni protein P3N-PIPO dle druhého ¢teciho ramce. P3 protein je lokalizovan v endoplazmatickém
retikulu a zcela postradd RNA vazebnou aktivitu. Ze vSech zminénych virovych proteind,
P3 patii k tém nejméné prozkoumanym. Jeho piesna funkce neni zatim zcela pochopena.

Pravdépodobné se podili na virové amplifikaci, pohybu a akumulaci virion v hostiteli a
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také na rozvoji symptomu Sarky, coz uzce souvisi s interakcemi P3 a proteinti hostitelské bunky.
Funkce proteinu 6K; je stale nedostatetné prozkoumana, ale piedpoklada se jeho role v procesu
virové replikace a v pohybu z buiiky do buniky (Lépez-Moya a kol., 2000; Hillung a kol., 2013).

PIPO protein je exprimovan dle druhého, malého ¢teciho ramce, jako fuzni protein P3N-PIPO
spojenim aminokyselin na N konci P3 s nové syntetizovanymi aminokyselinami z druhého ¢teciho

ramce (Yusuke a kol., 2013).

Cl oblast je lokalizovana v centralni ¢asti polyproteinu a koduje CI (~ 70 — 71,4 kDa), protein
cytoplasmatickych inkluzi, jez patfi do skupiny movement proteinti a ma také funkci RNA helikdzy
a nukleotidtrifosfatdzy. N” termindlni oblast obsahuje tiseky s ATP4sovou aktivitou, nezbytné
pro replikaci viriond a pravdépodobné také pro jejich pohyb mezi bunkami (Riechmann
akol., 1992). CI protein tvoii agregaty podobné cylindrickym inkluzim, jez jsou pozorovatelné
elektronovym mikroskopem v cytoplazmé infikovanych bunék, nejcastéji v blizkém okoli

plasmodesmat (Lopez-Moya a kol., 2000; Verma a kol., 2013).

6K, peptid (~ 21,7 kDa) nema zadnou enzymatickou funkci, avSak jeho role ziejmé spociva
v tvorbé 6K,-VPg nebo 6K,-Nla polyproteinu, ktery umoziiuje zacileni a nasledné ukotveni
replikaéniho aparatu k membrané, v jejiz blizkosti se replikace odehrava (Riechmann a kol., 1992;
Lépez-Moya a kol., 2000).

VPg je multifunkéni globularni protein, jez se ptes tyrosinovy zbytek kovalentn€ vaze na 5 konec
virové RNA, kde nahrazuje obvyklou strukturu methyl-guanosinové cepicky (Riechmann
akol., 1992). VPg bsahuje jaderny lokaliza¢ni signal nutny k zahajeni replikace a také sekvencéné
nespecifickou RNA-vazebnou doménu, kterou se vaze na nové transkribovanou virovou RNA
ihned po jeji syntéze. Ve struktufe je pomérné variabilni, protoZe jeho Siroké moznosti interakce

vyzaduji velkou flexibilitu (Léonard a kol., 2000; Grzela a kol., 2006; Verma a kol., 2013).

CP protein (~ 29,8 kDa) neboli plastovy ¢i kapsidovy protein je slozeny ze tii domén. Obsahuje
N aC’ termindlni domény exponované na povrchu virionu avnitini oblast (core region),
ktera vaze RNA. N’ termindlni oblast obsahuje vysoce konzervativni motiv DAG (specificka
sekvence, asparagova kyselina - alanin - glycin), jez hraje roli v mechanismu $ifeni vektory.
Mimo jeho hlavni enkapsida¢ni funkci je CP protein, podobné jako HC-Pro, schopny zvétsit limitni
velikost molekul (SEL) prochazejicich cytoplazmatickym prstencem. Dale se podili na pohybu
virionil mezi butikami, na jejich systematickém pohybu v rostliné a také na regulaci amplifikace
virové RNA. Mutacemi v centralni oblasti CP vznikaji nefunkéni viriony (Lopez-Moya a kol.,
2000; Verma a kol., 2013).
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3.3.6. Zpiisoby ochrany pred virem Sarky Svestky

PPV ma velkou muta¢ni schopnost a diky Sifeni vektory a Sirokému okruhu hostitelt jej 1ze jen

obtizné kontrolovat. Strategie kontrolnich opatifeni jsou trojiho typu.

Prvnim je profylaxe, jejimz cilem je redukovat nebo eliminovat zdroje virového inokula. Propagace
certifikovaného péstitelského materialu, karantény,eradika¢ni programy, pravidelné inspekce
ve skolkéch i sadech a preventivni plos$né testovani jsou soucasti této strategie, kterd predstavuje
spiSe momentalni kratkodobou ochranu. Také lokalizaci vysadeb mimo plo$ny vyskyt Sarky
a dodrzovanim bezpeénostnich vzdalenosti minimalné 600 metrd od znamych zdroji infekce,
pouzivanim insekticidli, desinfekci pouzivaného naradi, 1écbou mineralnimi oleji (Vidal a kol.,
2010, 2013) nebo pétovanim po ochranymi sit€émi lze snizit rychlost a intenzitu Sifeni PPV V jiz

nakazenych oblastech (EPPO, 2004; IPPC, 2012)

Druhou a zaroven jedinou dlouhodobou strategii a definitivni budouci ochranou viéi PPV je
hledani zdroju rezistence a Slechténi genotypu slivoni odolnych k infekci (Kegler a kol., 1998;
Pascal a kol. 2001; Rubio a kol., 2003, 2005, 2013; Martinez-Gomez a kol., 2004a, 2004b;
Decroocq a kol., 2005; Bassi, 2006; Bassi a Audergon, 2006; Llacer a Cambra, 2006; Badenes
a Llacér, 2006; Karayiannis, 2006; Krska a kol., 2006; Hartmann a Neumiiller, 2006; Vidal
a kol., 2010; Rubio-Cabetas a kol., 2010; Salava a kol, 2013; Caglayan, 2013; Milusheva
a kol., 2015).

Je-li ve vysadbé piitomen zdroj infekce, Ize rychlost a intenzitu Sifeni viru pouze zpomalit nikoliv
vSak zastavit. Nejohrozen&jsi jsou Cerstvé vysadby, nebot mladé rostliny jsou k infekci
nejnachylngjsi (Németh, 1994; Pascal a kol., 2001). Vyse zminéné strategie ochrany jsou uspésné
pouze tehdy, jsou-li prosazovany jesté pted samotnou introdukci viru do dané oblasti a jsou-li

v pripad€ nahlého vypuknuti Sarky striktné dodrzovany.

Dal$im pomérné neefektivnim agronomickym feSenim, které vSak neumoznuje kontrolu Sifeni
PPV, je vysazovani tolerantnich kultivari. Ani tyto ,,agronomicky rezistentni* odriidy vSak nejsou
chranéné vuci infekci. Virus je infikuje, ale rostliny potlacuji projevy onemocnéni a nedochazi
Kk poskozeni plodi a velkym ekonomickym ztratam. Infikovana pletiva reaguji rychlym thynem
ale zaroven umoziuje vznik neviditelného rezervoaru. Piikladem je situace z pocatku 80. let
na Slovensku, kde distribuce PPV infikovanych tolerantnich Svestek umoznila pozdéjsi rapidni
rozsitfeni PPV-Rec (Gadiou a kol., 2008).
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3.3.7. Virus Sarky Svestky na mandlonich

Mandlon obecna je nékterymi autory povazovana za ojedinélého hostitele PPV, ale situace je
v mnoha zemich nejasna. Suti¢ (1999) uvadi, e prestoze mandlofi neni piirozenym hostitelem
PPV, mohou jeji mladé semenace slouzit jako indikatorové rostliny. Kolber (2001) zatadila PPV
K nejzavaznéjsim patogenim mandloni a upozornila na pravdépodobnost jeho vyskytu
ve vysadbach v Mad’arsku, Bulharsku, Rusku i Ceské republice. Potvrzené piipady pfirozené PPV
infikovanych mandloni obecnych jsou ve svété presto spise vyjimecné. Vyskyt PPV na mandloni
obecné a blizce piibuzné mandloni trojlaloéné a visni zlaznaté byl prokazan v Bulharsku
(Kamenova a Milusheva, 2005; Topchiiska, 1996) a na mandlonich obecnych pozdéji
i v Rumunsku (Macovei a Diaconu, 2001).

Viseni zlaznata je povazovana za mozného hostitele PPV a vhodnou indikatorovou rostlinu,
naopak mandloni trojlaloéna je tolerantni k PPV-M, -D, -C, a -EA (Kalinina a kol., 2007a).
Sebestyen (2008) potvrdil infekci PPV na visni Zlaznaté v Madarsku. V Madarsku byly
v roce 2003 zaznamenany 3 piipady PPV infikovanych mandloni, u 2 mandloni obecnych byl
potvrzen kmen PPV-M a na jedné divoké mandloni PPV-D (Kélber a kol., 2003).

Aktualni zpravy o PPV infikovanych mandlonich pochazi z Turecka. V roce 2010 bylo 1,92 %
zkoumanych stromd vyhodnoceno jako PPV pozitivnich (Karabacak a Ilbagi, 2011). Dal§imi
potvrzenymi patogeny ve vzorcich byly PNRSV v 81, PDV v 11 a jejich koinfekce ve 4 ptipadech
(Ilbagi a Citir, 2014). Ve stejném roce byl PPV detekovan v 1,32 % testovanych mandloni. Vzorky
pochazely ze 4 starych mandloni z provincie Tekirdag (Akbas a kol., 2011). Pozd&ji bylo
5 PPV pozitivnich vzorkd z roku 2010 podrobeno fylogenetické analyze, ktera potvrdila
95,82 az 96,61% identitu s izolaty kmene PPV-T.

Kromé Madarska, Bulharska, Rumunska a Turecka nebyla zatim v dal$ich evropskych zemich,
kde se mandloné péstuji, infekce PPV prokézana (Dallot a kol., 1997; Safafova a kol., 2017).
Mimo Evropu byly mandlong infikované PPV zaznamenany pouze Vv Cile, kde byla infekce
potvrzena v 2,6 % ptipadi testovanych stromt (Herrera a kol., 1994, 2013). Pouze kmeny PPV-M,
-D a -T v soucasnych podminkach infikuji mandloné (Pribék a kol., 2001; Kolber a kol., 2003;
Damsteegt a kol, 2007a; Ilbagi a Citir, 2014).

PPV lze na mandlon¢ experimentalné pienést roubovanim na infekéni podnoze nebo také inokulaci
vektory (Dallot a kol., 1997; Petrov a Stoev, 2011). Damsteegt a kol. (2007a) infikovali
v obdobnych experimentech mandlon obecnou a nékolik pfibuznych druhti kmeny PPV-D a -M.

ViSen zlaznatou lze roubovanim inokulovat PPV-D. Mandlon trojlalo¢na vykazuje po inukulaci
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msSicemi i roubovanim charakteristické chlorézy kolem zilnatiny a svinovani listi. Mandlon

Davidovu lze také infikovat, avSak bez zietelnych vizualnich symptomd.

Po inokulaci mandloné vétSinou nevykazuji poSkozeni ploda a nedochazi ke ztratam urody. Ziidka
projevuji symptomy Sarky na listech, napfiklad nerovnomérné nekrézy zilnatiny nebo svétlé
skvrny. Tyto projevy jsou snadno zaménitelné s jinymi virézami indukujicimi podobné symptomy
(Festi¢, 1978; Németh, 1986; Llacer a Cambra, 2006; Damsteegt a kol., 2007a; Sochor a kol., 2012;
Safafova a kol., 2017). Obecné citlivéjsi jsou mladsi nezli star$i dlouho plodici stromy (Festi¢
1978, 1980; Garcia a kol., 2014). Vnimavost mandloni k PPV je ovlivna fadou faktorti - kmenem
aizolatem viru, kultivarem a stavem hostitele a ekologickymi podminkami. S ménicim se
prosttedim se miZze zménit okruh hostitelt, rychlost a intenzita Sifeni i zavaznost Skod,

zpusobenych infekci PPV.

Diive nebyla mandlonim v souvislosti s epidemiologii PPV vénovana pfili§ velka pozornost.
Az se zavedenim primyslového péstovani v nékterych oblastech vyvstala potieba zvazit rizika
soucasna i potencialni, jeZ mohou nastat se zménou klimatu ¢i introdukci novych virulentnéjsich
kmend PPV. Je proto nutné dostatecné informovat soukromé i komerc¢ni péstitele o nebezpecich,

které Sarka $vestky predstavuje (Petrov a Stoev, 2011).

Vzhledem K nepiili§ vhodnému klimatu pro péstovani neni mandlofi obecnd v Ceské republice
ekonomicky vyznamna, ani nepfedstavuje vétsi rizika v epidemii PPV nebo jako virovy rezervoar.
Mandlon je u nas péstovana pouze jednotlivé na soukromych zahradach a sadech nebo kolem cest.
Vétsi vysadby nachazejici se na nékterych nejteplejSich lokalitach jizni Moravy nebo Polabi maji

spise esteticky nezli ekonomicky vyznam, zvlasté v obdobi kveteni (Saffova a kol., 2017).

Prestoze neni aktualn¢ Sarka Svestky na mandlonich vaznym problémem evropské ovocné
negativni dopad do budoucna. Mandlon¢ mohou Vv zemich s dlouhodobym vyskytem Sarky
prozatim plnit funkci rezervoaru, ze kterého muze pifi zmeén€ ekologickych pomeérd dojit
K rapidnimu $ifeni do mnohem vétsiho okruhu hostitelt a pravdépodobné i ke zhorSeni $kod
na jednotlivych plodinach. I malé¢ mandloniové vysadby a solitérni stromy na soukromych
pozemcich mohou vytvorit cestu pro pozdéjsi rychlou disperzi patogena do doposud nezasazenych
oblasti nebo zapficinit vétsi zamoteni v oblastech s momentalné lokalnim vyskytem nékterych

kmenu.

3.3.7.1. Rezistence mandloni k viru Sarky Svestky

Absence rozsahlych reprodukénich bariér u mandloni umoziuje vyuziti jejich bohatého genofondu

ve Slechtitelstvi (Browicz a Zohary 1996; Gradziel a kol., 2001). Mnoho zemi se nyni zaméiuje
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na vyvoj PPV rezistentnich genotypt slivoni. Tyto snahy kombinuji klasické slechtitelské postupy
s novymi biotechnologickymi pfistupy, jako naptiklad genetickou transformaci vyuzivajici RNA

silencingu (Ravelonandro a kol. 1997, 2000; Scorza a Ravelonandro, 2006).

Zatim neni znam Zzadny zdroj rezistence mezi broskvonémi (Rubio a kol., 2012), ale ptipady
urcitych stupnu rezistence k riznym kmeniim PPV byly zaznamenany u klonu P1908 mandloné
Davidovy (Decroocq a kol., 2005; Bassi, 2006), a n¢kterych kultivart mandloné obecné (Pascal
a kol. 2001; Martinez-Gémez a kol., 2004a, 2004b; Rubio-Cabetas a kol., 2010; Salava a kol.,
2013) a mandlobroskvoné, napiiklad GF677 (P. dulcis x P. persica) nebo Cadaman (P. davidiana
x P. persica) (Kegler a kol., 1998; Rubio a kol., 2003, 2005; Llacer a Cambra, 2006).
Broskvomandloné (P. dulcis x P. persica) byly vyuzivany pro $lechténi rezistentnich podnozi
napiiklad ve Francii, (Bernhard, 1949), v USA (Kester a Hansen, 1966), ve gpanélsku
(Felipe, 1975) a v byvalé Jugoslavii (Vlasic, 1977). Mandlonovy kultivar ,,Garrigues*
po naroubovani indukuje rezistenci k PPV-D na citlivych GF305 broskvoiiovych podnozich
a lze jej vyuzit jako ptirozenou ochranu vic¢i PPV na broskvonich (Rubio a kol., 2003, 2013).

3.3.8. Metody detekce viru Sarky Svestky

Rostliny podezielé z infekce PPV lze provéfovat nékolika zptisoby — metodami (1) biologickymi,
(2) sérologickymi nebo (3) molekularnimi. Volba vhodné diagnostické metody se odviji od mozné
Casové i finan¢ni investice, celkového stavu a mnozstvi provéfovanych rostlin, jejich dal§imu ucelu
a také na typu a kvalit¢ vzorkl (Lopez a kol. 2009). Spolehlivd metoda musi byt citliva
a specificka, zvlastné pro posuzovani zdravi rostlin uréenych k vegetativnimu mnozeni (Helguera
a kol., 2001), a vysledky je nutné ové&fovat vzdy kombinaci minimalné 2 riznych metod. Ve vSech

ptipadech musi byt v testovani zahrnuty i pozitivni a negativni kontroly (EPPO, 2004; IPPC, 2012).

(1) Biologické testovani (indexing) spociva v roubovani zkoumané rostliny na indikatory -
semenacky citlivé k infekci (Desvignes, 1999). Tento postup vsak neidentifikuje virovy kmen,
nedetekuje kmeny, které nevyvolavaji symptomy, je Casové naro¢ny, vyzaduje specializované
skleniky, symptomy jsou variabilni jejich hodnoceni je subjektivni (Damsteegt a kol., 1997,
2007b; Gentit, 2006). K biologické detekci PPV na slivonich se uziva nejcastéji broskvon
(cv. GF305), ktera je vhodna také K testovani rezistence slivoni k PPV (Rubio a kol., 2003, 2013),
dale myrobalan (cv. GF31), P. persica x P. davidiana (cv. Nemaguard), nebo viSeni plstnata
(EPPO, 2004; IPPC, 2012).

(2) V sérodiagnostice byly nejdiive dominantni primitivni metody precipitace protilatek s virovymi

antigeny. Existuje cela tada jejich modifikaci vhodnych K rostlinné diagnostice (Dounin a Minoiu,
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1968; Schade, 1969, 1971; Casper, 1975). Vyhodami jsou nizké naklady a nenaro¢nost provedeni.
Nevyhodami jsou hodnoceni malého poctu vzorkd, pozadavek vysoké koncentrace virovych
antigeni a velka spotfeba pouzitého materidlu (Lopez a kol. 2009; Boonhama kol., 2014).
Imunoenzymatické stanoveni (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) je dodnes
nejpouzivanéjsi metodou, umoznujici jak kvantitativni tak kvalitativni stanoveni viru. Zavadeni
,double-antibody sandwich* (DAS-ELISA) (Voller a kol., 1976; Clark a Adams, 1977) znamenalo
v diagnostice znaéné zjednoduSeni. Pro nenaro¢nost provedeni, rychlost, dobrou
reprodukovatelnost a komer¢ni dostupnost piistrojii i reagencii se ELISA rychle stala standardni
metodou ve fytosanitarni diagnostice. Jeji citlivost se odviji od druhu zkoumaného organismu,
Cerstvosti vzorku a koncentraci antigenu. Principem ELISA je reakce polyklonalnich
(Dunez, 1977; Adams, 1978) nebo vice specifickych monoklonalnich protilatek (Navratil
akol., 1992; Cambra a kol., 1994; Boscia a kol., 1997) s virovymi antigeny. Casto vyuZzivanou
variantou je také DAS indirect-ELISA (DASI-ELISA), nazyvana také ,,triple-antibody sandwich*
(TAS-ELISA) (Cambra a kol., 1994, 2006¢). ELISA je vhodna k plosnému testovani velkého poctu
vzorku (Lopez a kol. 2009). Metoda vsak nedetekuje velmi nizké koncentrace viru a proto je
nespolehliva v pfipadech vzorka sbiranych mimo vegetaéni obdobi nebo v horkych letnich dnech,
kdy koncentrace viru v rostlinach klesa. Je také nutné zvazit jeho nerovnomérnou distribuci
a vzorky odebirat nejméné ze 4 riiznych mist v internich oblastech koruny stromu (EPPO, 2004;

IPPC, 2012; Boonham a kol., 2014; Martinelli a kol., 2015).

(3) Metody zalozené na detekci nukleové kyseliny jsou povazovany za nejcitlivéjsi. Umoziiuji
detekovat i nekultivovatelné patogeny, jako jsou viry a nékteré bakterie nebo fytoplazmy.
Tyto metody jsou uzivany bud’ k univerzalni identifikaci viru nebo jeho specifického kmene
(Wetzel a kol., 1991b). Polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction, PCR) zalozené
na mnohonasobné amplifikaci specifickych usekii nukleové kyseliny v kombinaci s reverzni
transkripci umoznuji citlivou, pfesnou a rychlou detekci RNA virti. Pfedchazi jim peclivy odbér
vzorkt, jejich okamzité uskladnéni a zajiSténi Cerstvosti zamrazenim (Lopez a kol., 2009;
Martinelli a kol., 2015). Nejspolehlivéjsi jsou v hodnoceni vzorkl sesbiranych na jafe (Mekuria
akol.,, 2013). PCR metody dokazi detekovat cilovou sekvenci i ve smésnych infekcich
nebo detekovat vice patogenti soucasné. Pfes své mnohé prednosti maji i nevyhody - pomérné
vysoka cena piistroju i reagencii, riziko falesnych negativnich vysledkti pfi nedostate¢né kvalité
reagencii nebo degradaci cilové sekvence, falesnych pozitivnich vysledkd v dusledku kontaminace
mezi vzorky nebo také nespecifické produkty ¢i artefakty diky Spatnému nasednuti primert
(Lopez a kol., 2009; Martinelli a kol., 2015). Existuje mnoho variant a kombinaci téchto metod,
které jsou hojné vyuzivany v diagnostice - nested PCR (nPCR), cooperative PCR (Co-PCR),
multiplex PCR (M-PCR), reverzni transkripce s naslednou PCR (RT-PCR), real-time PCR,
immunocapture RT-PCR (IC-RT-PCR) a dalsi (Levy a Hadidi, 1994; Candresse a kol., 1998;
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Olmos a kol., 1997; Mekuria a kol., 2003). Nejpouzivangjsi k detekci PPV je real-time-RT-PCR,
ktera po zpétném piepisu z RNA do DNA soubézné amplifikuje i detekuje cilovou sekvenci.
Tim odpada potieba dal§iho zpracovani vysledkt, napiiklad gelovou elektroforézou, a tim
se snizuje i Casova naro¢nost a riziko kontaminace. Metoda ma citlivost srovnatelnou s ELISA
(Martinelli a kol., 2015). Citlivost a specifita mohou byt jes$té¢ zvySeny v kombinaci s nPCR
(Helguera a kol., 2001), ktera ve dvou postupnych amplifikacich vyuziva 2 pary primerd.
Tento postup jednak zvysuje riziko kontaminace (Roberts, 1996) a neni vyloucena ani interference
mezi primery (Lopez a kol., 2009; Martinelli a kol., 2015). Nékteré metody mohou simultanné
detekovat vice vira najednou a slouzi proto k praktickému a spolehlivému rutinnimu testovani,

napiiklad M-PCR (Lopez a kol., 2009).

4. MATERIAL a METODY

4.1.Biologicky material

V ramci bakalafské prace bylo analyzovano celkem 62 stromt, ztoho 48 mandloni obecnych,
5 §vestek domacich, 5visni obecnych, 2 broskvoné¢ obecné, 1 meruika obecna, 1 hybrid
broskvoii X M49 a 1hruSefi obecna (Pyrus communis). Stromy byly nékolikrat vizudlné
prohlédnuty béhem kvéteni a nasledné po vyvoji listd. Byly nalezeny stromy se symptomy vir6z
i bezpiiznakové stromy rostouci v blizkosti zdroje infekce, a z nich byly nahodné sesbirany vzorky

list nebo kvétd. Testované stromy pochazi ze 4 lokalit, souhrn viz Tabulka ¢. 1:

(1) Slatinice (Kaple — Celechovice) - vysadba podél silnice, 29 vzorkii listi mandloni,

(2) Lednice (genové zdroje MENDELu), celkem 11 vzorku listt, konkrétné ze 4 mandloni,
2 broskvoni, 2 $vestek, meruiiky, hrusné a hybridu broskvon x M49,

(3) Horni Véstonice — vysadba podél silnice, 3 vzorky listd mandloni,

(4) Hustopeée — mandlonové sady Stary vrch a Kamenny vrch u Kurd&jova, 12 vzorka kvéta
mandloni.

(5) Holovousy — celkem 8 vzorkd listti z 5 vi$ni a 3 $vestek.

ey s

dodnes stfedoevropskou raritou. Jde 0 pozistatky rozsahlych sadl zalozenych roku 1949 na plose
pies 9 hektard. Postupné se sady rozSifovaly a v dobé nejvétsiho rozmachu, v Sedesatych letech
minulého stoleti, mély rozlohu kolem 185 hektarG a &italy kolem 50 000 stromu. Ztrata zajmu
omandle i postupné nahrazovani mandloni merufikami vedlo Kk zanedbani a chatrani

neudrzovanych sadu, které byly postupné obnovovany a revitalizovany az od roku 2007 diky
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iniciativé obce Hustope¢e. Dnes jsou tamé&jsim nejcastéji péstovanym Kultivarem ,,Hustopece

(Cechova a kol., 2015). Mandloné na nasem tizemi kvetou zhruba od biezna do dubna.

Vzorky byly kratkodobé uchovavany pii v hlubokomrazicim boxu pi#i -67 °C, pro dlouhodobé

uchovavani byly nejdiive lyofilizovany.

Obrazek &. 5: Fotografie mandloni z lokalit Hustopece (vlevo) a Slatinice (vpravo) (D. Safafova)

Tabulka €. 1: Seznam vzork z vybranych lokalit

typ vzorku | datum sbéru lokalita druh celkem
shéru stromu vzorki
kvét 29.3.2015 Hustopece P. dulcis 12
6.6.2015 Kaple, Celechovice 29
P. dulcis
Horni Véstonice P. dulcis 3
28.7.2015
P. dulcis 4
Lednice P. domestica 2
list (genové zdroje) P. armeniaca 1
28.7.2015 P. persica 2
P. persica x M49 1
27.7.2015 Holovousy P. cerasus 5
P. domestica 3
celkovy pocet vzorki mandloni 48
celkovy pocet vzorki 62

Vzorky byly testovany na ptitomnost Plum pox virus (PPV) z ¢eledi Potyviridae a Prunus necrotic

ringspot virus (PNRSV) a Prune dwarf virus (PDV), oba nalezici do ¢eledi Bromoviridae.
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4.2.Metody

4.2.1. 1zolace RNA

4.2.1.1. 1Izolace celkové RNA z listi (“silica capture”)

Pro izolaci celkové RNA z listd byla uzita metoda izolace nukleovych kyselin na silikagelu,

tzv. Silica capture, modifikovany postup podle Cieslinska a kol. (2004).

Pied vlastni izolaci bylo tieba pfipravit pracovni roztoky, Viz Slozeni pouZzitych roztokd.
Do zkumavky s lyofilizovanymi vzorky bylo pfidano 1,5ml PBS — TPO pufru a material byl
homogenizovan V piistroji FastPrep (MP Biomedicals) po dobu 40 s, pti 6 M/S. Zhomogenizovany
rostlinny materidl byl centrifugovan 2 min pfi 12 000 rpm a 4°C. V mezicase byla piipravena
pracovni suspenze oxidu kiemiéitého. V mikrozkumavce bylo smichano 40 ul SC pufru
a 900 ul pufru L6, zkumavka byla zvortexovana do mlééného zakaleni a ponechana 10 min stat
pii pokojové teploté. K suspenzi bylo dale pfidino 50 pl supernatantu  (extraktu)
z homogenizovanych vzorkii asmés byla opét zvortexovana. Prebytek supernatantu byl
pro pozdé€jsi pouziti dlouhodobé uchovavan pii teploté¢ — 67 °C. Mikrozkumavky se smési
L6 a SC pufru byly ponechany 10 min stat pii pokojové teploté, poté znova zvortexovany
a centrifugovany 16 s pti 12 000 rpm. Pomoci vyvévy (Vakuova pumpa, MILLIPORE) byl pomoci
Spi¢ky opatrné odstranén supernatant. K sedimentu bylo ptidano 900 pl pufru L2, smés byla
zvortexovana a opétovné centrifugovana 16 spii 12 000 rpm. Supernatant byl vyvévou znovu
odstranén a cely krok promyvani pufrem L2 byl byl zopakovan. K sedimentu bylo ptidano
900 ul 70% etanolu vychlazeného na 4 °C, zkumavky byly zvortexovany a centrifugovany
16 s pii 12 000 rpm. Etanol byl poté odstranén vyvévou a cely krok byl zopakovan. Nasledné bylo
k sedimentu pfidano 900 ul acetonu azkumavky byly vortexovany a centrifugovany
16 s pii 12 000 rpm. Aceton byl odstranén vyvévou a zbyly sediment byl vysousen po dobu 5 min
Vv oteviené zkumavce umisténé v termobloku pii teploté 56 °C. K sedimentu bylo pfidano
50 pl sterilni deionizované vody, zkumavky byly kratce zvortexovany, centifugovany a inkubovany
10 min pii 56 °C vtermobloku. Poté byly zkumavky kratce zvortexovany a centrifugovany
16 s pfi 12 000 rpm. Vodna faze s eluovanou RNA byla opatrné odpipetovana, aniz byl $pi¢kou
porusen sediment, a ptevedena do novych mikrozkumavek. Koncentrace a cCistota izolované¢ RNA
byla stanovena spektrofotometricky pomoci NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Vyizolované

vzorky RNA byly pro pozdgjsi praci uchovany pii teploté -67 °C.
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4.2.1.2. lzolace celkové RNA z kvéta

Izolace celkové RNA z kvéti byla provedena pomoci NucleoSpin® RNA Plant kitu (Macherey-
Nagel). Jednotlivé lyofilizované vzorky mandlonovych kvétd byly umistény do zkumavek
a k rostlinnému materialu bylo napipetovano 350 ul pufru RA1 a 3,5 pl B-merkaptoetanolu. VVzorky
byly poté homogenizovany V pfistroji FastPrep (MP Biomedicals) po dobu 40s, pii 6 M/S.
Zkumavky se vzorky byly nasledné centrifugovany 20 s pti 11 000 X g a poté kratce zvortexovany.
NucleoSpin® filtrovaci kolony byly poté umistény do sbérnych zkumavek. Vzorky homogenati
byly napipetovany na filtry jednotlivych kolon a zkumavky byly centrifugovany 1 min
pii 11 000 x g. NucleoSpin® RNA Plant kolony byly umistény do sbérnych zkumavek a byl
na né napipetovan lyzat. Vzorky byly centrifugovany 30 spii 11 000 x g. Kolony byly poté
umistény do novych sbérmych 2ml zkumavek. Pro odsoleni silica membrany bylo na kolonu
napipetovano 350 pl MDB pufru avzorky byly centrifugovany 1 min pfi 11 000X g. V nové
zkumavce byla mezitim pfipravena reakéni smés K odstranéni kontaminujici DNA. Smés byla
promichana pipetovanim. Do stfedu silica membrany bylo opatrné¢ napipetovano 95ul ptipravené
reak¢ni smési a vzorky byly inkubovany 15 min pii pokojové teploté. Nasleduje promyvani silica
membrany ve tfech krocich. Pro prvni promyti bylo do kolony napipetovano 200 ul RAW?2 pufru,
ktery inaktivuje rDNazy. Vzorky byly centrifugovany 30 spii 11 000X g a poté byly kolony
umistény do novych sbérnych zkumavek. V druhém kroku bylo na kolony pipetovano
600 pl RA3 pufru, vzorky byly opét centrifugovany 30 spii 11 000 x g, sbérné zkumavky byly
vyprazdény a kolony do nich zpét umistény. K tietimu promyti bylo na kolony naneseno
250 ul RA3 pufru a vzorky byly centrifugovany 2 min pii 11 000x g pro Gplné vysuSeni
membrany. Kolona byla posléze umisténa do nové 1,5ml sbérné zkumavky. V poslednim kroku
byla RNA eluovana do 60 pl sterilni deionizované vody aplikované na kolonu. Zkumavky byly
centrifugovany 1 min pfi 11 000 x g. Koncentrace a kvalita vyizolované RNA byla métena
spektrofotometricky pomoci NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Vzorky byly pro pozdéjsi praci

uchovavany v hlubokomrazicim boxu, pfi teploté - 67 °C.

4.2.2. Reverzni transkripce

Pro piepsani virové RNA do komplementarni DNA (cDNA) byla provedena reverzni transkripce
za pouziti primeru PolyT(18) areverzni transkriptizy AMV Reverse Transcriptase (Promega).
S ohledem na pocet analyzovanych vzorkt byly namichany 2 reakéni smési (premix | a Il). Cely
postup byl provadén za sterilnich podminek v laminarnim boxu a vzorky i ptipravené chemikalie
byly drzeny na ledu, aby nedoslo k nezadoucim zménam v chemikaliich a degradaci virové RNA.

Prvni reakéni smés (premix I) byla pfipravena smichanim reagencii, slozeni viz Tabulka ¢. 2.
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Smés byla kratce zvortexovana, stoCena na  minicentrifuze @  rozpipetovana
do 0,5ml PCR mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky byly pfidany 3 pul RNA vzorku.
Mikrozkumavky byly zcentrifugovany a inkubovany 5 min pii 70 °C v termobloku. Mezitim byla
pfipravena druha reakéni smés (premix II), slozeni viz Tabulka ¢. 2. Po inkubaci v termobloku byly
mikrozkumavky ihned pfemistény na led. Ke vzorkiim bylo pfidano 27 pl druhé reakéni smési
a mikrozkumavky byly nasledné umistény do termobloku, kde probihala reverzni transkripce

po dobu 60 min, pfi teploté 42 °C.

Tabulka ¢. 2: SloZeni reak¢énich smési pro reverzni transkripci

- koncentrace kone¢na
ChEibe pracovniho roztoku koncentrace 1 test [ul]
Premix |
voda (dEPC) - - 9
primer PolyT(18) 20 pmol/pl 0,5 pmol/ul 1
objem vzorku [ul] 3
celkovy objem reakcéni smési [ul] 10
Premix 11
voda (dEPC) - - 15,5
pufr (AMV-RT-PCR) 5 x 1 x 8
dNTP mix 10 mM 500 uM 2
Ribonuklase ('Fr;'lll'gs'fﬂ; 40 U/l 20 U/l 05
AMV RT pol 10 U/l 10 U/ul 1
celkovy objem reakcéni smési [ul] 27
objem reakce [ul] 40

4.2.3. Detekce Plum pox virus (PPV)

Pro detekci PPV byla pouzita RT-PCR podle Wetzel a kol. (1992). PPV byl v ziskané cDNA
detekovan s pouzitim primerd PPV1, PPV2 a s pouzitim polymerdzy MyTaq™ DNA Polymerase
(Bioline). Byla pfipravena reakéni smés S ohledem na pocet analyzovanych vzorkd, slozeni
viz Tabulka ¢. 3. Reakéni smés byla rozpipetovana po 17 ul do 0,2ml PCR zkumavek. K reakéni
smesi byly nasledné pfidany 3 ul cDNA, mikrozkumavky byly vlozeny do teromocykleru a byla
provedena PCR reakce, podminky viz Tabulka ¢. 4.
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Tabulka €. 3: Slozeni reakéni smési pro PCR (detekce PPV)

chemikilie | o rostoku | koncentrace | 15t
voda - - 13,4
pufr 5 x 1 x 4
primer PPV1 20 pmol/ul 0,2 uM 0,2
primer PPV2 20 pmol/ul 0,2 uM 0,2
Taq pol 5U/ul 1 U/reakce 0,2
objem reakcni smési [ul] 18
objem vzorku [pl] 2
celkovy objem reakce [ul] 20

Tabulka ¢. 4: Teplotni podminky a ¢asovy profil PCR (detekce PPV) dle Wetzel a kol. (1992)

krok ¢&. | teplota [°C] |¢&as [min] | po&et cykla
1 94 3 1
2 94 0,5
3 62 0,5 40
4 72 0,5
5 72 10 1

4.2.4. Detekce Prune dwarf virus (PDV)

Prune dwarf virus byl detekovan pomoci MyTaq™ One-step RT-PCR kitu (Bioline) dv&ma
riznymi postupy, ato dle JaroSova a Kundu (2010b) s pouzitim primerd PDV2F a PDVZ2R,
a podle Mekuria akol. (2003) s pouzitim primert PDV1F aPDV1R. V obou piipadech byla
nejdiive namichana reak¢éni smés S ohledem na pocet analyzovanych vzorkl. Postup byl provadén
za sterilnich podminek, chemikalie a vzorky byly drzeny na ledu. Reakéni smés byla ptipravena
napipetovanim jednotlivych reagencii, slozeni viz Tabulka ¢. 5., anasledné byla rozpipetovana
po 22 ul. K reakéni smési ve zkumavce pak byly ptidany 3 ul RNA vzorku. Smés byla
zcentrifugovana a zkumavky byly umistény do termocykleru. RT-PCR reakce probihala
za podminek dle Jarosova a Kundu (2010b) nebo dle Mekuria a kol., (2003) — viz Tabulky ¢. 6 a 7.
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Tabulka ¢. 5: SloZeni reak¢ni smési pro OneStep RT- PCR (detekce PDV)

gl pral(:\?lfiilr:};iﬁoku koﬁilé‘;lctllfgce 1 test [ul]
voda - - 7.5
pufr 2 x 1 x 12,5
primer F 20 pmol/ul 0,4 uM 0,5
primer R 20 pmol/ul 0,4 uM 0,5
reverzni transkriptaza 5U/ul 2,5 Ulreakce 0,5
RiboSafe RNase inhibitor 5 U/ul 2,5 Ulreakce 0,5
objem reak¢ni smési [ul] 22
objem vzorku [ul] 3
celkovy objem reakce [ul] 25

primer F (forward):
primer R (reverse):

Vysvétlivky:

PDV1F nebo PDV2F
PDV1R nebo PDV2R

Tabulky ¢. 6 a 7 : Teplotni a ¢asovy prubéh OneStep RT- PCR reakce dle Jarosova a Kundu

(2010b) (vlevo) a dle Mekuria a kol. (2003) (vpravo)

krok &. | teplota [°C] | €as [min] | pocet cyKli
1 48 30 1 krok ¢. | teplota [°C] | €as [min] | po&et cykli
2 95 2 1 1 94 1 1
3 95 0,5 2 94 0,5
4 60 0,5 40 3 56 0,5 35
) 72 0,5 4 72 0,5
6 72 7 1 5 72 5 1

4.2.5. Detekce Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)

Pro detekci PNRSV byla pouzita RT-PCR podle Marbot akol. (2003) s pouzitim primert
PNRSV 10F a PNRSV 10R a MyTagq™ One-Step RT-PCR kitu (Bioline). Reakéni smés byla

namichana do 1,5ml mikrozkumavky, slozeni viz Tabulka ¢. 5 ato Sohledem na pocet

analyzovanych vzorkl. Prace byla provadéna za sterilnich podminek, chemikalie a vzorky byly

drzeny na ledu. Smés ve zkumavce byla kratce zvortexovana, stoena na minicentrifuze

a rozpipetovana po 22 pl do 0,2ml PCR mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky byly pfidany

3 ul RNA vzorku. Mikrozkumavky byly zcentrifugovany a umistény do termocykleru. PCR reakce

probihala za modifikovanych podminek podle Marbot a kol., 2003 — viz Tabulka ¢. 8.
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Tabulka ¢. 8: Teplotni podminky a ¢asovy profil OneStep RT-PCR dle Marbot a kol. (2003)

krok &. | teplota [°C] |&as [min] | po&et cykli
1 45 20
2 95 2 1x
3 95 0,5
4 55 0,5 39
5 72 0,5
6 72 7 1x

Tabulka ¢. 9: Prehled primert pouzitych k jednotlivym detekcim

typ nazev sekvence primeru velikost citace
primeru primeru 5'-3° produktu (bp)
F PPV1 CCCTCACATCACCAGAGCCA 243 Wetzel
R PPV2 CAGACTACAGCCTCGCCAGA a kol.(1992)
F PDV 2F CGATTGGTTAACTCACTTTG 812 JaroSova
R PDV 2R AGCAGCATTTCCAACTACGA a Kundu
(2010Db)
F PDV1F GTATGATATCTCGTACCGAG 241 Mekuria
R PDVIR CTGGCTTGTTTCGCTGTGAA a kol. (2003)
F PNRSV 10F TTCTTGAAGGACCAACCGAGAGG Marbot a kol.
R PNRSV 10R | GCTAACGCAGGTAAGATTTCCAAGC 348 (2003)

4.2.6. Elektroforeticka separace v agarézovém gelu

Produkty PCR reakce byly detekovany pomoci elektroforetické separace v 1,5% agarézovém gelu
v TAE pufru. Zasobni roztok 1,5% agarézového gelu byl pfipraven smichanim 3,5 g agarozy
(Agarose I, AMRESCO) a300ml 1x TAE pufru ajejim rozvafenim V mikrovinné troubg.
Rozvafeny gel byl okamzité pouzit, nebo byl dlouhodobé uchovavan v chladni¢ce pii 4 °C
pro pozd&jsi pouziti. 50 ml rozehiaté agardzy bylo smichano se 3 ul fluorescenéniho barviva
GoodView (GoodView™ Nucleic Acid Stain, SBS Genetech) agel byl poté nalit
do elektroforetické vanic¢ky s vlozenymi hiebinky a ponechan tuhnout zhruba 45 min pii pokojové
teploté. Gel byl nasledné prelit 1x TAE pufrem. Po vyjmuti hiebinku, byly do prvni jamky
napipetovany 2 pl standardu molekulové hmotnosti GeneRuler 100bp DNA (Fermentas),
do dalSich jamek bylo pipetovano 5 pul jednotlivych PCR  produktd  smichanych
se 2 ul 0,1% bromfenolové modii. Elektroforeticka separace probihala pfi 70 — 80V po dobu 30 —
45 min. Vysledek byl vizualizovan anasledn¢ dokumentovan na UV trasluminatoru pomoci

dokumentacniho zafizeni Syngene (G:BOX, Syngene).
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4.3.Pouzité chemikalie a roztoky, pristroje, laboratorni vybaveni

Veskeré chemikalie, roztoky a pfistroje, které byly pfi praci pouZivany, jsou uvedeny abecedné

sefazené V nasledujicich podkapitolach.
4.3.1. Pouzité chemikalie a roztoky

0,1% roztok bromfenolové modii v 30% glycerinu, Promega

0,1M Tris/Cl, pH 6,4 (2,42 g Tris, 160 ml vody, doplnéno vodou na 200 ml, pH 6,4)

70% etanol

Agarose I™, Biotechnology Grade, AMRESCO

AMV Reverse Transcriptase, Promega

deionizovana voda

Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder, Fermentas

GoodView™ Nucleic Acid Stain, SBS Genetech

L2 pufr (60 g guanidin thiokyanat, 50 ml 0,1M Tris, pH 6,4)

L6 pufr (30 g guanidin thiokyanat, 25 ml 0,1M Tris, pH 6,4, 5,5 ml 0,2M EDTA, pH 8,0, 0,65 g
Triton X-100)

Suspenze oxidu kfemiéitého — SC (60 g oxidu kiemicitého (Sigma S5631), 0,5 | vody, po 24 hod
odstranéno 430 ml tekuté ¢asti nad sedimentem, doplnéno na 500 ml, protfepano, nechano 5 hod
sedimentovat, odstranéno 440 ml tekuté ¢asti, zbytek promichan a ptidano par kapek 32% HCI pro
ustaleni pH na hodnoté 2, suspenze sterilizovana autoklavovanim

PBS — T (0,5 ml 10% roztoku Tween-20, 100 ml PBS)

PBS — TPO (2 g PVP-40 a 0,2 g ovalbuminu rozetieno s malym mnozstvim PBS — T a doplnéno
roztokem PBS — T na 100 ml)

PBS pufr (800 ml vody, 8 g NaCl, 7,2 g Na,HPO, x 2 H,0, 0,2 g KH,PO, a 0,2 g KCI, pH 7,4
a doplnéno vodou na 1 1)

rRNasin ® RNase inhibitor, Promega

TAE pufr 1x

MyTaq™ DNA Polymerase (Bioline)

TBE pufr 10x (108 g Tris base, 55 g kyseliny borité, 40 ml 0,5M EDTA, doplnéno vodou na 1 1,
pH 8)
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4.3.2. Pristroje a laboratorni vybaveni

Analytické vahy A&D EK 200G, A&D Co. Ltd.

Centrifuga Biofuge pico, Heraeus

Centrifuga Spectrafuge 24D, Labnet

Elektroforeticka komora HU 10 (Scie-Plas)

Homogenizator FastPrep-24, MP Biomedicals

Laminarni box PV-100, Telstar

Mikrovlnna trouba MA 85050, OTF

Minicentrifuga Spectrafuge™ MINI, Labnet

Minicentrifuga Prism™ Mini Centrifuge, Labnet

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific

Ptistroj na tvorbu ledu Icematic F100, Compact Ice flakem, Gemini FV
Termoblok Mixing Block MB-102, Bioer

Termocykler T100™, BIO-RAD

Termocykler T-Personal, Biometra

UV Transluminator Syngene G:BOX, dokumenta¢ni systém Gene Snap, Herolab
UV transluminator UVT-14 L, Herolab

Vahy AND EK-200G, A&D Co. Ltd.

Vakuova pumpa XF54 230 50, Millipore

Vortex TTS 2 Yellowline, Maneko

Zdroj stejnosmérného proudu Power Station 300, Labnet a MP-250V, BioTech
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5. VYSLEDKY

V ramci této bakalatské prace bylo analyzovano celkem 62 stromtl, z toho 48 mandloni obecnych
(P. dulcis (Mill.) D. A. Webb), ze kterych byly 4 vzorky poskytnuty z genovych zdroji (Lednice)

a zbyvajicich 44 vzorki bylo sesbirano na 4 riiznych lokalitach v Ceské republice.

Z 12 mandloni pochazejicich ze dvou sadli v Hustopecich byly na konci biezna sesbirany vzorky
kvéti s atypickym zbarvenim. Z mandlonové vysadby kolem silnice mezi obcemi Kaple
a Celechovice bylo pogatkem &ervna odebrano 29 vzorka listd. Z mandloni z Hornich Véstonic
byly na konci Cervence ziskany 3 vzorky. Dalsich 14 testovanych stromt piedstavovalo 5 §vestek
domacich (P. domestica L.) zastoupenych 2 vzorky z genovych zdroju a 3 vzorky z obce
Holovousy, dale 5 visni obecnych (P. cerasus subsp. eucerasus var. caproniana) z obce Holovousy
a 2 broskvoné obecné (P. persica L.), meruiika obecna (P. armeniaca L.) a hybrid broskvon x M49,
jejichz vzorky pochazely rovnéz z genovych zdrojii. Jako negativni kontrola byla pouzita hrusen

obecna (Pyrus communis) (viz Tabulka €. 1).

Ptiblizn¢ dvé tietiny testovanych mandloni (31/48) byly bezptiznakové. Jedna mandlon z Hornich
Véstonic projevovala na listech symptomy mozné virové infekce, jako jsou chlordézy, mozaika
a zesvétleni nervatury. Mandlong z této lokality rostly pod infekénim tlakem PPV-D, kterym byly
infikovany okolni slivon€. Také barevné anomadlie kvétd 12 mandloni z Hustope¢i mohly byt
projevem virové infekce. 4 mandlong, jejichz vzorky pochazely z genovych zdroju, projevovaly

na listech ve dvou ptipadech Zloutnuti a v dalSich ptipadech chlorotickou nebo bilou mozaiku.

Detekce Plum pox virus

K detekci PPV byla pouzita standardni metoda RT-PCR podle Wetzel a kol. (1992). Testovano
bylo celkem 34 mandloni obecnych. Jednalo se o 4 mandloné z genovych zdroja Lednice,
10 vybranych mandloni z Hustopec¢i s atypicky zbarvenymi kvéty, 3 mandloné z Hornich Véstonic
a dale 17 mandloni z vysadby podél cesty mezi obcemi Kaple a Celechovice. Pfitomnost PPV byla
hodnocena také na dalSich 14 slivonich. Jednalo se o 5 vi$ni obecnych a 3 $vestky domaci
z Holovousii a 2 Svestky domaci, 2 broskvoné obecné, merunka obecna a broskvon x M49
z genovych zdroji v Lednici (viz Tabulka ¢. 10). V souboru celkem 48 zkoumanych stromt nebyl
PPV detekovan v zadném piipade, prestoze nekteré rostliny vykazovaly barevné diskolorace a
symptomy podobné virové infekci. Mezi né€ pattila mandloni z Hornich Véstonic s Sarce podobnymi
symptomy na listech, 10 mandloni z Hustopeci s atypickym zbarvenim kvéti a 4 ptiznakové

mandloné z genovych zdroju, které nesly na listech znamky Zloutnuti a také chlorotickou mozaiku.
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Obrazek ¢. 6: Priklad detekce PPV

GR 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 GR

(GR: GeneRuler 100 bp DNA ladder, Fermentas, 101-113 testované vzorky, 114 : PPV pozitivni

kontrola)

Tabulka ¢. 10: Detekce PPV, PDV a PNRSV ve vzorcich

sbér RT-PCR detekce vira
typ datum lokalita druh celkem PPV PDV PDV | PNRSV
vzorku stromu vzorkii (a) (b)
kvét | 29.3.2015 | Hustopece P. dulcis 12 0/10 0/0 12/12 0/0
6.6.2015 Kaple, P. dulcis 29 0/17 3/28 17 /28 5/18
Celechovice
Horni P. dulcis 3 0/3 0/0 1/3 0/3
28.7.2015 | Véstonice
P. dulcis 4 0/4 0/0 0/4 0/4
P. domestica 2 0/2 0/0 0/2 0/2
list P. armeniaca 1 0/1 0/0 0/1 0/1
28.7.2015 |  Lednice P. persica 2 0/2 0/0 0/2 0/2
P. persica x 1 0/1 0/0 0/1 0/1
M49
27.7.2015 | Holovousy P. cerasus 5 0/5 0/2 2/5 5/5
P. domestica 3 0/3 0/0 3/3 1/3
celkovy pocet stromi 62 0/48 3/30 35/61 | 11/39
celkovy poc¢et mandloni 48 0/34 3/28 | 30/47 5/25
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Detekce Prune dwarf virus

K detekci PDV byly pouzity dva postupy RT-PCR ato podle (1) Jarosova a Kundu (2010b)
a (2) Mekuria a kol. (2003).

(1) V ptipad¢ detekce dle Jarosova a Kundu (2010b) bylo testovano celkem 61 stromi, z toho
47 mandloni obecnych. Jednalo seo 12 mandloni z Hustopedi, 28 z Kaple Celechovice,
3 z Hornich Véstonic a 4 z genovych zdroju. Zbyvajicich 14 stromi piedstavovalo 5 $vestek
domacich (P. domestica L.) zastoupenych 2 vzorky z Lednice a 3 vzorky z obce Holovousy, dale
5 visni obecnych (P. cerasus subsp. eucerasus var. caproniana) ze stejné lokality a 2 broskvoné
obecné (P. persica L.), meruitka obecna (P. armeniaca L.) a hybrid broskvoni x M49 se vzorky
z genovych zdroju (viz Tabulka ¢. 1). Vice nez tietina (17/47) testovanych mandloni vykazovala
n¢jaké zmeény zbarveni kvétl nebo listl, které mohly byt bud’ fyziologického ptivodu, nebo mohly
byt zplisobeny nékterym virovym onemocnénim. V souboru celkem 61 testovanych stromu byl
PDV potvrzen v 35 znich. Infekce PDV byla zaznamenana na 30 mandlonich, tedy pfiblizné
v 63,8 % mandloni. 100 % mandloni z Hustopeci a vice nez 60 % (17/28) z vysadby vedle Kaple-
Celechovice bylo PDV pozitivnich. 1 ze 3 mandloni z Hornich Véstonic byla také infikovéna.
Vsechny stromy ptivodem z genovych zdrojt, byly vyhodnoceny jako negativni. Z obce Holovousy
byly vSechny 3 $vestky a 2 z 5 vi$ni pozitivni (viz Tabulka ¢. 10).

(2) V pripadé druhé metody detekce dle Mekuria a kol. (2003) bylo testovano celkem 30 stromd.
Jednalo se o 28 mandloni pavodem z lokality Kaple-Celechovice, a 2 vi§né z obce Holovousy
(viz Tabulka ¢. 1). PDV byl zjistén pouze ve 3 z 28 testovanych mandloni. Jednalo se o odlisné
mandloné¢ nezli potvrdila druha, citlivéjsi metoda detekce dle JaroSova a Kundu (2010b).

(viz Tabulka ¢. 10)

Obrazek ¢&. 7: Priklad detekce PDV

GR 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115

(GR: GeneRuler 100 bp DNA ladder, Fermentas, 101 - 115 : jednotlivé vzorky, Sipky znaci
oc¢ekavané produkty)
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Detekce Prunus necrotic ringspot virus

K detekci PNRSV byla pouzita metoda RT-PCR podle Marbot a kol. (2003). Testovano bylo
40 stromi. 25 z nich predstavovaly mandloné ze 3 lokalit — 18 znich pochazelo z Kaple-
Celechovice, 3 zHornich Véstonic a 4 z Lednice. Zbyvajicich 14 testovanych stromi bylo
5 $vestek domacich (P. domestica L.) zastoupenych 2 vzorky z genovych zdroju a 3 vzorky z obce
Holovousy, dale 5 visni obecnych (P. cerasus subsp. eucerasus var. caproniana) z téze lokality
a 2 broskvoné obecné (P. persica L.), merufika obecna (P. armeniaca L.) a hybrid broskvoi x M49,
se vzorky z genovych zdroji (viz Tabulka ¢. 1). Z celkového poétu 40 stromi, 11 znich bylo
vyhodnoceno jako pozitivnich na pfitomnost PNRSV. Virus byl detekovan ve 20 % hodnocenych
mandloni (5/25), dale na v§ech testovanych visnich (5/5) a na 1/5 $vestek (viz Tabulka ¢. 10).

Obrazek ¢. 8: Priklad detekce PNRSV

GR 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110

(GR: GeneRuler 100 bp DNA ladder, Fermentas, 101 — 110: jednotlivé vzorky, Sipka znaci
oc¢ekavané produkty)

Vyskyt PPV nebyl potvrzen na zadné ze 4 zkoumanych lokalit. Mandloné pochazejici z Hustopeci
byly infikovany pouze PDV a to ve vSech 12 piipadech. Na 28 testovanych mandlonich z Kaple -
Celechovice byly v piipadé prvni metody detekovany 3 jednotlivé infekce PDV a v piipadé druhé,
citlivéj§i metody 17 pozitivnich ptipadi PDV infekce. Koinfekce PDV a PNRSV byla
zaznamenana v 5 ptipadech. Z 3 mandloni rostoucich v Hornich Véstonicich byla pouze
1 infikovana PDV. U 4 mandloni, jejichz vzorky byly poskytnuty z genovych zdroji, nebyla

prokazana infekce ani jednim ze tii virt.
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6. DISKUZE

MV werw

Plum pox virus z rodu Potyvirus patii k nejnebezpé&tnéjsim patogenum peckovin, infikuje mnohé
zastupce rodu Prunus a zptsobuje na nich nelécitelné onemocnéni Sarka $vestky vazné ohrozujici
celosvétovou ovocnou produkci. Mandloii obecna byva pouze vzacné pfirozené infikovana PPV
ato bez vyraznych symptomui. Slabé symptomy mohou byt Casto zcela ptehlédnuty. Ojedinélé,
Sarce podobné symptomy, nejsou spolehlivym indikatorem infekce PPV a pfitomnost viru musi byt
potvrzena kombinaci vice detekénich metod. Nékdy mohou byt zaménény za velmi obdobné
symptomy ACLSV, které jsou proto <¢asto nazyvany ,pseudosarkou” (Posnette
a Ellenberger, 1963). Ptipady vyskytu intenzivnich symptomu Sarky Svestky jsou na mandlonich
velmi vyjimecné (Ilbagi a Citir, 2014).

Aktualni pifipady mandloni prokazatelné infikovanych virem Sarky Svestky byly ohlaseny
v Turecku. V regionu Trakya bylo vroce 2010 potvrzeno 5 piipadi a o 4 roky pozdé&ji dalSich
5 (Karabacak a Ilbagi, 2011; Ilbagi a Citir, 2014). Také v provincii Tekirdag byly v roce 2010
potvrzeny 4 piipady (Akbas a kol., 2011). Mezi zem¢ kde byly PPV pozitivni mandloné jiz dfive
zaznamenany patii Mad’arsko (Kolber a kol., 2003), Bulharsko (Topchiiska, 1996; Kamenova
a Milusheva 2005) a Rumunsko (Macovei a Diaconu, 2001). Jedna se 0 oblasti s dlouhodobym
vyskytem hned nékolika kmenti PPV a Sirokym okruhem jeho teplomilnych hostiteld. Infekce vSak
byly potvrzeny pievazné na zakladé ELISA testovani, mén¢ Casto i RT-PCR detekce a jsou proto
nutné aktudlngjsi informace. Mimo Evropu jsou znamy piipady pouze z Cile (Herrera
a kol., 1994, 2013).

Nékteré piibuzné druhy mohou byt také infikovany PPV. ViSenn zlaznata, mandlon trojlalo¢na
amandlon Davidova byly infikovany PPV, avSak srizné intenzivnimi symptomy
(Topchiiska, 1996; Kamenova a Milusheva, 2005; Damsteegt a kol, 2007a; Kalinina a kol., 20073;
Sebestyen, 2008; Decroocq a kol., 2005; Bassi, 2006).

Globaln¢ ma mandloni obecnd i jeji divoké ¢i okrasné druhy velky vyznam ve S$lechtitelstvi
zaméfeném na vyuzivani gend rezistence k PPV a vyvoji novych genotypu slivoni (Kegler a
kol., 1998; Rubio a kol., 2003, 2005; Llacer a Cambra, 2006; Decroocq a kol., 2005; Bassi, 2006;
Pascal a kol. 2001; Martinez-Goémez a kol., 2004a, 2004b; Rubio-Cabetas a kol., 2010; Salava a
kol., 2013).

V ramci experimentalni ¢asti této bakalarské prace bylo celkem 62 stromt, z toho 48 mandloni
obecnych (P. dulcis (Mill.) D. A. Webb) hodnoceno na pfitomnost 3 vyznamnych virtt mandloni.
Hlavnim cilem bylo zhodnotit vyskyt PPV na mandlonich s ohledem na mandloii jako pfirozené¢ho

hostitele a potencialni rezervoar viru. Vybrané mandlong, ze kterych byly vzorky k detekcim
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sesbirany, pochazely ze 4 lokalit: Kaple - Celechovice - vysadba podél silnice, Lednice
(genové zdroje MENDELU), Horni Véstonice — vysadba podél silnice a Hustope¢e — mandlonovy
sad (Mandlonova stezka). Ptiblizné¢ dvé tfetiny vSech testovanych mandloni (31/48) byly zcela
bezptiznakové a vzorky znich byly odebrany nahodné. Ttetina mandloni naopak vykazovala
symptomy mozné virové infekce - atypické zbarveni kvéti, chlorézy a zlutou mozaiku na listech
nebo zesvétleni jejich nervatury. Nékteré mandloné rostly i desitky let v bezprostfedni blizkosti
$vestek a myrobalanti prokazatelnd infikovanych PPV-D (Safafovd a kol., 2017). Dalsimi
14 hodnocenymi stromy byly 2 Svestky domaci (P. domestica L.) a 5 visni obecnych
(P.cerasus subsp. eucerasus var. caproniana) z Holovoust, 2 $vestky domaci, 2 broskvoné obecné
(P. persica L.), merurika obecna (P. armeniaca L.) a hybrid broskvon x M49, v§echny z genovych
zdroju (Lednice). Také nékteré z téchto slivoni byly pfiznakové a vyskytovaly se v bezprostiedni

blizkosti testovanych mandloni.

V souboru celkem 48 vzorkti mandloni byla testovana pfitomnost vird Plum pox virus (PPV)
z Celedi  Potyviridae, Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) aPrune dwarf

virus (PDV), oba z ¢eledi Bromoviridae.

Vyskyt PPV nebyl potvrzen na zadném z hodnocenych stromd. Byly vSak nalezeny jednotlivé
i smésné infekce PDV a PNRSV. Mandloné z Hustopeci byly infikovany pouze PDV a to ve vSech
12 piipadech. Na 28 testovanych mandlonich z Kaple - Celechovice byly v piipadé prvni metody
detekovany 3 jednotlivé infekce PDV a v piipadé druhé, citlivéjsi metody 17 ptipadd. Smesna
infekce PDV a PNRSV byla zaznamendna v 5 pfipadech mandloni z této lokality. Ze tii mandloni
rostoucich v Hornich Véstonicich pouze jedna byla infikovana PDV. U 4 mandloni, jejichz vzorky
byly poskytnuty z genovych zdroji Lednice, nebyla prokazana infekce ani jednim z hledanych
virt. PNRSV byl dale detekovan na 1 Svestce a 5 visnich z obce Holovousy. PDV byl

mimo mandloni potvrzen pouze na 3 §vestkach a 2 visnich taktéz z obce Holovousy.

Zvoleny postup detekce PPV neni piili§ spolehlivy, jelikoz ¢asto poskytuje nespecifické produkty.
Metoda detekce PDV dle JaroSova a Kundu (2010b) se prokazala byt citlivéjsi nezli metoda
dle Mekuria a kol. (2003). Vysledky obou detekci by mély byt idedlné ovéfeny jinou metodou

testovani nebo sekvenovanim.

Vysledky virovych detekci vyvratily mandloni obecnou jako mozného piirozeného hostitele viru
Sarky $vestky v Ceské republice, jak dfive navrhla Kélber (2001). Mandlofi na nagem tzemi neni
péstovana ve velkém rozsahu a ma spiSe okrasny vyznam. Zdejsi klima sice dovoluje péstovani

mandloni, ale jarni mraziky a vlhké pocasi znehodnocuji jejich turodu.

Predominantnim kmenem PPV je v Ceské republice Dideron, ale lokalné se vyskytuji také Marcus

a Recombinant. Testované mandloné rostly v oblastech, kde byly dlouhodobé vystaveny infekci
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PPV-D, pfesto vSak nebyly infikovany. Do soucasnosti neni na nasem uzemi znam historicky
zadny pripad Sarky Svestky na mandlonich, pfestoze v sousednich zemich byla tato situace

n¢kolikrat popsana.

Safafova a kol. (2017) provadéli skreening véts§iho poétu vzorkd zrtiznych lokalit a dospéli
ke stejnému zavéru - mandlon obecna nehraje v soucasnosti roli v epidemiologii PPV na nasem
uzemi. Situace se vSak mulze zhorSit se zménou ekologickych poméri nebo rozsifenim novych
izolatd viru. Také zajem o mandloné postupné vzrista a tim se zvySuje i riziko zavleceni dalSich

kmenti viru do jimi doposud nezasazenych oblasti.

Pfitomnost symptomd na mandlonich neni spolehlivym indikdtorem PPV infekce a mohla byt
pravdépodobné zplisobena jinym patogenem, napiiklad ACLSV. Ten indukuje symptomy velmi

podobné sarce (,,pseudosarka®).

Obrazek &. 9: Symptomy ,,pseudosarky* na listech mandloni obecnych (foto D. Safafové)
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7. ZAVER

PPV vyvolavad na ovocnych dfevinach rodu Prunus zivazné onemocnéni Sarka Svestky. Role
mandloni jako rezervoaru PPV stéle neni zcela jasnd, pfestoze vyskyt PPV infikovanych mandloni
byl v nékolika sousednich zemich ohlasen. Mandlon& prozatim nepfedstavuji v Ceské republice
zavazné epidemiologické riziko. Za vhodnych podminek mohou byt mandloné hostiteli
experimentalnimi (Dallot a kol., 1997; Damsteegt a kol., 2007a; Petrov a Stoev, 2011). Pouze
kmeny PPV-M, -D a -T nyni infikuji mandlon¢ v Turecku (Kolber a kol., 2003; Ilbagi
a Citir, 2014), Madarsku (Ko6lber a kol.,, 2003), Bulharsku (Topchiiska, 1996; Kamenova
a Milusheva 2005), Rumunsku (Macovei a Diaconu, 2001) a Cile (Herrera a kol., 1994, 2013).

V soubou 62 testovanych vzorkd, ztoho 48 mandloni obecnych, ptivodem zrtznych lokalit
Ceské republiky nebyla v zadném ptipadé zjisténa infekce timto zavaznym virem, piestoze velka
¢ast z testovanych stromti vykazovala symptomy néjakého virového onemocnéni. Ve vzorcich vSak
byly potvrzeny ptipady jednotlivych i smésnych infekei PDV a PNRSV, které patii k nejcastéjsim
virovym patogentiim mandloni. Koinfekce PNRSV a PDV byla zaznamenana na 5 mandlonich,
jednotlivé infekce PNRSV pouze na 5 visnich a 1 Svestce. PDV byl detekovan na vSech
12 mandlonich z Hustopeéi, 1 mandloni z Holovous a celkem z 28 mandloni z Kaple - Celechovice
byla jeho piitomnost potvrzena ve 3 piipadech prvni metodou a v 17 piipadech druhou metodou.

PDV infikoval také 3 Svestky a 2 vi$n€ rostouci v obci Holovousy.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

6K, 6 kDa protein 1

6K, 6 kDa protein 2

ACLSV Apple chloritic leafspot virus, virus chlorotické skvrnitosti jabloné
ApMV Apple mosaic virus, virus mozaiky jabloné

bp base pairs, pary bazi

Cl protein cytoplasmatickych / cylindrickych inkluzi

CP coat / capsid protein, plastovy / kapsidovy protein

DNA deoxyribonukleova kyselina

DAS-ELISA double antibody sandwich ELISA

ELISA enzym-linked immunosorbent assay

f-primer forward primer, ptimy primer

HC-Pro helper component-proteinase

ICTVdB The International Committee on Taxonomy of Viruses database
kDa jednotka ’kilodalton’

MPs movement proteins, movement proteiny

Nla protein nuclear inclusion a, protein jadernych inkluzi a

NIb protein nuclear inclusion b, protein jadernych inkluzi b

ORF open reading frame, otevreny cteci ramec

P1 P1 proteinaza

P3 P3 protein

PCR polymerase chain reaction, polymerazova retezova reakce

PIPO Pretty Interesting Potyviridae ORF

PPV Plum pox virus, virus Sarky $vestky

PDV Prune dwarf virus, virus zakrslosti slivoné

PNRSV Prune necrotic ringspot virus, virus nekrotické krouzkovitosti tfesné
RNA ribonukleova kyselina

rpm otacky za minutu

r-primer reverse primer, zpétny primer

RT reverse transkriptase, reverzni transkripce

VPg viral genome-linked protein, protein spojeny S virovym genomem
SSRNA(+) pozitivné orientovana jednovlaknova RNA

UTR untranslated region, nepfeladana oblast genomu

SEL size exclusion limit, limitni velikost molekul prochazejicich skrz cytoplazmaticky

prstenec plasmodesmat
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Introduction

Plum pox virus (PPV) is ranked among the top ten plant viruses in molecular plant
pathology and it is the most important virus infecting stone fruit trees (Prunus spp.).
Almond (Prunus dulcis L.) is accepted generally as a host plant, but the current
situation is not clear. It is believed that PPV infected almond trees show only a few
symptoms, the infections reported from various countries are sporadic.

It is unclear if almond could be infected naturally or only due to use of PPV-infected
rootstock as the both possibilities have been reported. The susceptibility of almonds i AT i et

to PPV could be the result of specific interactions between PPV strain, almond Locality e R VI RS A5y
cultivar, rootstock/scion combinations and climatic conditions.

B ey

- 5
Almond plantations: (a) orchard, Stary vrch; (b) Almond s street, Horni Viéstonice

Orchards
. Hustopeée - Stary vrch 665 0/62  10/62 3/62 o/62
Aim Of work Hustopeée—Kamennyvrch 150 0/10  0/10 0/10 0/10
Survey of almond plantations in the Czech Republic ;’E":E’ Petin 200 oz 9z 923 023
N " t
for PPVinfections. K"“‘ rees 0 o s e o
A \ . aple
Determination of the importance of almonds in Pe
- Horni Véstonice 105 0/20 /20 5/20  2/20
Physiologicalflower natural PPV spread.
iseoloration Germplasm
Lednice 10 0/5 0/5 1/5 0/5
Total number of trees 1190 0/148 26/148 25/148 2/148

Results

The results of our analyses showed that despite the symptoms observed, PPV was not
detected in any of the analysed almond trees. PPV-D strain presence was detected only in
surrounding plums and myrobalanes.

Symptom occurrence was not a reliable indicator of PPV infections. Although some
almond trees showed intensive symptoms (vein clearing, yellow mosaics and chlorotic
rings), and they were evaluated as PPV suspicious by antigen-antibody reaction
(AgriStrip), the presence of PPV was not confirmed by the RT-PCR tests but Apple
chlorotic leaf spot virus (ACLSV), the known causal agent of ‘pseudopox’ disease, was
detected. The flowers discolorations were noticed too, but their presence could be
associated with the ilarviruses, Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) and Prune dwarf
virus (PDV). These viruses were also detected in almond trees showing yellow mosaics on
leaves, and in non-symptomatic trees.

ACLSV associated symptoms

Material and Methods

P. dulcis plantations: six localities - orchards in Hustopee (Kamenny vrch, Stary
vrch) and Prague (Petfin); germplasm collection in Lednice; and trees around roads
in Kaple and Horni Véstonice - were visually inspected for the symptoms of virus
infection in 2015-2016. Conclusions
Sampling was done randomly and from symptomatic trees; flowers or leaves were
collected. Symptomatic plums, myrobalanes or apricots from the same locality were
selected as positive controls.

Total RNA was extracted using a silica capture method (leaves) or by NucleoSpin

Our study indicates that even when grown under high PPV-D
infection pressure, even over a period from ten to fifty years,
almond trees were not naturally infected by PPV.

RNA isolation kit, Macherey-Nagel (flowers). PPV-like symptomsare not a reliable indicator of PPV infections.
PPV screening was done by RT-PCR using P1 and P2 primers according to Wetzel et The almond trees do not appear to represent any potential risk as
al. (1991) and IC-RT PCR according to Glasa et al. (2002); strains were identified as | etlne b et

a reservoir for the existing isolates of PPV or play a role in virus

described by Subr et al. (2004). Symptomatic plants were fast screened using PPV
AgriStrip (Bioreba) prior to RT-PCR. Detection of other viruses commonly infecting
almonds was carried using MyTag One-step RT-PCR kit as follows: PDV as described
by JaroSova et Kundu (2010) and Mekuria et al. (2003), PNRSV (Mekuria et al.,
2003); and for ACLSV using PDO nested RT-PCR (Foissac et al., 2005)

spread under conditionsin the Czech Republic.
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