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Abstrakt

Bakalarska prace je zaméfena na pienos rostlinnych virtt mSicemi. Msice jsou
celosvétové nejrozSifenéjSim a nejzasadnéjSim prenaseCem rostlinnych virt.
Zpisobuji znacné ztraty na vynosech zeméd¢€lskych plodin i ovocnych dievin.

Cilem prace je ovéfeni pritomnosti viru v hmyzim vektoru. Izolovana virova
RNA byla pouzita pro reverzni transkripci k syntéze cDNA (complementary DNA).
Ziskana cDNA slouzila jako templatové vlakno pro PCR. Na zakladé vysledku PCR

byl detekovan virus Sarky v msici Svestkové (Hyalopterus pruni).

Klic¢ova slova: ptenos rostlinnych vird; perzistentni pfenos; neperzistentni pienos;
vektor; mSice

Abstract

The bachelor thesis is focused on transmission of plant viruses by aphids.
Aphids are the most wide-spread and the most important vectors of plant viruses.
They cause considerable yield losses of crops and fruit trees.

The aim of the thesis is to verify the presence of the virus in the aphid vector.
Isolated RNA was used for reverse transcription for the synthesis of cDNA
(complementary DNA). Acquired cDNA served as a template strain for PCR. The
result of PCR method confirmed the presence of Plum pox virus in Hyalopterus

pruni.

Key words: transmission of plant viruses; persistent transmission; non-persistent
transmission; vector; aphid
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1 UVOD

Viry jako patogenni agens mohou byt piendSeny hadatky, roztoci,
infikovanym osivem, ¢i mize dojit k transportu virh pomoci roubovani nebo
prenos hmyzimi vektory. Pfenaset viry mohou druhy hmyzu skousacim ustnim
ustrojim, jako napiiklad brouci, housenky nebo larvy dvoukiidlych. NejéastéjSimi
prenasSeci rostlinnych vird jsou vSak druhy s bodavé sacim ustrojim, a to hlavné
ttasnénky, kiisi, molice, plostice, Cervci, Stitenky a nejveétsi skupinu tvorici msice.

MSice jsou nejzndméj$im a nejrozSifenéjSim hostitelem a pfenasecem
rostlinnych vir ze vSech hmyzich skiidcii. Mohou pienéset desitky az stovky vird, a
tim negativné ovliviiuji velké mnozstvi rostlin. Vyskyt nékterych druhtt msic byl
prokazan az na tisici riiznych druzich rostlin. Pfi séni rostlinnych tekutin ziskéavaji
msice viry, a ty se v zavislosti na zplisobu mnozeni ve vektoru déli bud’ na
perzistentné nebo neperzistentné prenasené viry.

Msice jsou schopny tvofit velké kolonie s mnoha generacemi za rok. Tento
jev znaéné zvySuje efektivitu a rychlost pfenosu virt. V zemédélstvi piisobi mSice
nejveétsi Skody na kulturnich plodinach a v ovocnych sadech. Viry piendsené
msicemi mohou zplsobovat napf. virové zloutenky a mozaiky cukrové fepy,
zakrslost je¢mene, prenaseji virdzy bramboru, tabaku, zeleniny, kostalovin, obilnin
atd. U ovocnych stromli z rodu Prunus pifenaseji virus zpusobujici karanténni
chorobu, sarku peckovin.

V soucasné dobé¢ existuje mnoho zptisobli ochrany rostlin proti msicim, at’ uz
je to chemické ¢i biologicka ochrana, nebo Slechténi na resistenci proti virovym
chorobdm zplsobenymi pravé timto Skodlivym hmyzem. I pfes vSechno, co dnes
vime, zlstdvd mnoho véci neprobadanych a potrva jeste dlouhou dobu, néz se
zefektivni boj proti témto vyznamnym zemeédélskym skadcim.

Bakalatrskd prace shrnuje soucasny stav védeckych poznatkii o pienosu
rostlinnych vir msicemi. V praktické ¢asti bude otestovana metodika identifikace

viru ve hmyzim vektoru.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Taxonomie a rozsireni msic
MsSice jsou drobny hmyz patici do ¢eledi Aphididae (mSicoviti). Tato celed’ je

dale tazena do nadCeledi Aphidoidea (mSice) v tadu Hemiptera (poloktidli).
Predstavuji hlavni Skidce zemédélskych plodin. Poskozuji rostliny pfenosem
virovych onemocnéni pii sani rostlinnych tekutin (Ogawa a Miuru, 2014).

V ramci nadceledi Aphidoidea (msSice) bylo popsano vice nez 4 700 druht.
Nekteti autofi fadi vSechny zastupce nadceledi Aphidoidea pouze do jedné celedi,
zatimco néktefi je rozclenuji az do 11 dil¢ich celedi. Jednotlivi pfislusnici
Aphidoidea jsou charakterizovani podle jejich Zivotnich cykll, ve kterych mohou
stfidat taxonomicky odlisné hostitelské rostliny. MSice je mozno nalézt na listech,
vyhoncich nebo pupenech. Nekteré ziji 1 v ponékud zvlastnich prostiedich, naptiklad
v rozkladajicim se rostlinném materidlu nebo na zemi v ukrytu postaveném
mravenci, Snimiz jsou asociovany. Prevazna c¢ast druht msSic je v riznych
generacich polymorfni a mohou se mnozit riznymi zpusoby (Gillott, 2005).

V Ceské republice se vyskytuje ptiblizné 680 druhtt msic. Zhruba 60 druht
k nam bylo zavledeno z jinych &asti svéta. Skody na polnich plodinach na nagem

uzemi zpusobuje ptiblizné 50 druhtt msic (Fry¢ a Rychly, 2015).

2. 2 Morfologie mSic

Msice dosahuji rozmért od 0,2 do 8 mm. Té¢lo (obr. 1) je mekké, malo
sklerotizované¢ a protahlé, n&které druhy mohou mit télo zplostéle. Maji
nepohyblivou hypognétni hlavu, pfirostlou k predohrudi. Ustni tstroji je bodavé saci.
Délka chobotu (rostrum) se u jednotlivych druhi lisi. Nitkovita tykadla se skladaji
z 3 — 6 ¢lankl a jsou na nich umistény ¢ichové receptory (senzoria, rhinaria). Na 5.
nebo 6. Clanku zadeCku vyrastaji u vétSiny msSic sifunkuly. Té€lo je zakonceno
chvostkem (caudo), ktery je zarovei poslednim zadeckovym clankem.

Blanita kiidla s podélnou zilnatinou a plamkou (stigma) byvaji bezbarva, ale
mozné jsou i vyjimky. Pfedni kiidla jsou vétsi nez zadni a u oktidlenych forem jsou
skladany stiechovité. Castéji se viak vyskytuji bezkiidli jedinci. Na téle vyristaji

Stétiny nebo chloupky riiznych tvari, rizného poctu a velikosti (Fry¢, 2015).



Neékteré druhy produkuji ve specialnich zlazach voskovité bila vldkna. Jako
priklad 1ze uvést vinatku krvavou (Eriosoma lanigerum). Nejcastéjsi zbarveni msic je
zelené a Cerné, nicmén¢ mohou se vyskytovat 1 Sed¢, hnéd¢, rizove, cervené ¢i zluté

zbarvené varianty (Day a Spring, 2002).
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Obr. 1: Dorzalni pohled na oktidlenou sami¢ku (Fry¢, 2015).

2. 3 Bionomie msic

MSice se mohou rychle reprodukovat pomoci jedineéné a komplexni
strategie. Obvykle pfezimuji vajicka (obr. 2), ze kterych se na jafe lihnou samicky
tzv. zakladatelky (fundatrix). Tyto samicky poté prostfednictvim partenogeneze (z
neoplozenych vajicek) zakladdaji novou generaci, v podstaté se klonuji bez péafeni.
Jednou ze strategii k rozmnozovani je také tzv. ,skrytd generace® (telescoping
generations). Jedna se o mladé nymfy, které jiz uvniti matefského samiciho téla
nesou vajicka pro novou generaci. Vyse zminéné vlastnosti umoziiuji msicim rychlé
namnozeni do vysoké populacni hustoty béhem vegetaéniho obdobi (Warren a
Schalau, 2014).

Prvni generace mSic jsou bezktidlé. Teprve kdyZ se kolonie za¢ne rozristat a
shlukovat, mohou byt produkovany okiidlené¢ formy. Oktidlené formy se st¢huji na
nové hostitelské rostliny, kde znovu zac¢inaji vytvaret kolonie. Z téchto generaci tak
vznika obrovské mnozstvi populaci v prubéhu celého léta (Klass, 2012). U mnoha

druhtt mSic se také mohou za teplého pocasi vyvinout standardné se rozmnoZzujici



jedinci pfimo z nové narozenych nymf. Tento proces trva pfiblizn¢ 7 az 8 dni.
Béhem nékolika dalsich tydnd tak miize jedna samice vyprodukovat az 80 potomkd.

Populace mSic se tak zvySuje velkou rychlosti (Flint, 2013).
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Obr. 2: Schéma vyvoje dicyklickych (hostitele ménicich) mSic v pribéhu roku
(Sefrova, 2006).

Na konci podzimniho obdobi samicky plodi jednu generaci obou pohlavi.
Pohlavnim rozmnozovanim jsou produkovéana vajicka, kterd piezimuji. Z téchto
vajicek se na jafe vylihnou samicky, nakladou vaji¢ka a umiraji. Cely tento cyklus se

kazdoro¢né opakuje (Sutherland, 2006).

2.4 Vyznam a Skody zptsobené mSicemi
VeétSina mSic poskozuje hostitelské rostliny sdnim. Pii krmeni nabodévaji
rostlinu a injekénim zplsobem mohou pomoci sekrece slin pifenaSet rostlindm

nebezpecné viry. Infikované rostliny zakriiuji, deformuji se listy a plody nebo



vznikaji halky na listech, stopce a dokonce i1 kofenech. MSice také vylucuji lepkavou
latku obsahujici cukr znamou, jako ,,medovice”. Medovice muze pokryvat listy,
veétvicky a plody rostlin. Pozdéji se na tomto substratu, bohatém na sacharidy,
vytvoii cerny plisiovy povlak, ktery snizuje funkci fotosyntetického aparatu
(Hoover, 2004). Cerné zbarveni pak puisobi nevzhledn& a ve spojeni s medovici
snizuje kvalitu trzni produkce ovoce a zeleniny (Klass, 2012).

4000 druht mSic mirného pésu kolonizuje ptiblizné 25 % vSech druht rostlin.
Navic témét 50 % hmyzem pienosnych vird (275 z 600) je transportovano praveé
msSicemi. Hill (1987) ve své analyze uvadi, Zze ze 45 nejvyznamnéjSich Skiadct 6
hlavnich polnich plodin mirné¢ho pasu (kukufice, pSenice, brambory, cukrova fepa,

pSenice, rajcata) tvoii 26 % pravé msice (tab. 1).

Tab. 1: Vybrané druhy msic a choroby které¢ zptisobuji

Vektor - ¢esky | Vektor - latinsky Plodina Choroba

. . Brevicoryne < Virus zapadni zloutenky fepy
MsSice zelna brassicae Repka (BWYV)
MsSice Rhopalosiohum padi | Jecmen Virus zluté zakrslosti jeCmene
sttemchova pajosiphim p (BYDV)
Msice makova Aphis fabae ?e;l;rova Virus zloutenky fepy (BYV)
Msice = Aphis nasturtii Brambor S-vir6za bramboru (SVY)
feSetlakova

. i Brachycaudus Slivon & .
MsSice slivova helichrysi Svestka Sarka Svestky (PPV)
Msice MvZUS persicae Brambor Virova svinutka
broskvofiovi yzusp bramboru (PLRV)
Kyjatka zahradni Macr03|_phus Brambor M-vir6za bramboru (PVM)

euphorbiae

Msice chmelova | Phorodon humuli Brambor Y -vir6za bramboru (PVY)
Kyjatka . . . . . .
hrachové Acyrthosiphum pisum | Vojtéska Virus mozaiky vojtésky (AMYV)

Zdroj: Rostlinolékaisky portal, http://eagri.cz

V Evropé¢ skodlivym plisobenim msic vznikaji primérné rocni ztraty 700 000

tun na vynosech pSenice a 850 000 tun na bramborach. U cukrové fepy jsou ztraty
nejvetsi. Mohou se blizit az ke 2 000 000 tun (Dedryver et at., 2010), jelikoz se zde
vyskytuje virus zloutenky ftepy, ktery zpisobuje pokles vynosu o 50 % a virus
mirné¢ho zloutnuti fepy, u n&jz se ztraty pohybuji okolo 35 %. Tyto viry jsou
prenaseny dvéma hlavnimi druhy msic: msici makovou (Aphis fabae) a msici

broskvonovou (Myzus persicae) (Albittar et al., 2016).
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Pro plodiny mirného pasu maji mSice nesporné vétsi hospodaisky vyznam.
Jejich zastoupeni je zde o mnoho vyssi nez v tropickych ¢i subtropickych pasmech.

Naptiklad pro ryzi jsou mSice pouze drobnymi skudci (Dedryver et al., 2010).

2. 5 Pienos viru mSicemi
2. 5. 1 Ustni ustroji msic

Jak jiz bylo zminéno, msice jsou hmyz s bodavé - sacim Ustnim ustrojim.
Hlavni ¢asti tohoto typu ustniho Ustroji je stilet, na ktery ze svrchni strany ptiléha
horni pysk (labrum), ze strany spodni je cely stilet kryt spodnim pyskem (labium).
Labrum je trojuhelnikovitého tvaru a pokryva celou zakladnu stiletu. Labium je
trubkovity organ tvofeny komplexni svalovinou, kterd umoziiuje zuzovéani a
zkracovani stiletu pii jeho zavadéni do rostliny. V drazce, ktera probiha po celé délce

ptedni strany labia, je pak cely stilet ulozen (Uzest et al., 2010).

(=)

\ \\ 1 Food Canal
Salivary
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Obr. 3: Schématické znazornéni distalni ¢asti stiletu (Brault et al., 2010).
Samotny stilet se skladd ze dvou vné&jSich mandibularnich stiletd, které
obklopuji dva vnitfni maxilarni stilety (obr. 3). VSechny Ctyii stilety maji tvar jehlic

dlouhych 400-700 mikroni a jsou tvoteny kutikuldrnimi strukturami. Mandibulérni
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stilety maji funkci ,,pronikajici“ a ,,vodici“. Pfi nabodnuti vedou maxiliarni stilety
smérem K hlubs§im tkdnim. Maxiliarni stilety jsou vyrazné namifeny na dolni
koncetiny a maji slozitou vnitini strukturu. Po celé délce vnitini strany téchto stilet
jsou podélné ryhy a drazky, které mohou byt zavieny pomoci komplexnich
zémkovych struktur, tzv. ,ziplock® zpisobem. Jakmile je stilet uzavien, kanalky
vedouci k velkému potravnimu a malému slinnému kanalku zistanou prazdné.
Potravni a slinné kanalky probihaji celym stiletem oddélené, spojuji se az v jeho

distalni ¢asti (obr. 4). Vnitini plochy obou maxiliarnich stiletd jsou asymetrické.

Slinny kanalek je pouze v jednom ze dvou stiletd, druhy je uzavien pomoci ryhy
(Brault et al., 2010).

Obr. 4: Maxiliarni $picka stiletu. Potravni kanalek (FC), slinny kanalek (SC), spole¢ny
kanalek (CC) (Brault et al., 2010).

2. 6 Zpusoby prenosu viru

Msice jsou jiz dlouhou dobu pfedmétem intenzivniho védeckého vyzkumu. Je
to dano zejména tim, Ze maji komplexni Zivotni cyklus se stfidajici se asexudlni a
sexualni generaci a vykazuji pozoruhodnou fenotypovou plasticitu. Dal§im divodem
zkoumani msSic je nepochybné fakt, Ze jsou zdaleka nejCastéjsim vektorem
rostlinnych virtl. V zavislosti na jednotlivych druzich virti a rozdilnych vlastnostech
mSic byly zaznamendny rtizné modely interakci mezi mSici a virem.

RozliSeni zplisobd interakce mezi riznymi druhy vird a vektori bylo
provedeno na zakladé meéteni Casovych usekii potfebnych pro =ziskani viru
z infikované rostliny a jeho naockovani do nového zdravého hostitele. Stejné tak byla
meéfena 1 doba, po kterou zistal virus ve vektoru infek¢éni (tab. 2). Na zakladé

ziskanych vysledka byly definovany ti hlavni zptsoby pienosu (Brault et al., 2010)
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virti: neperzistentni (non-persistent), semiperzistentni (semi-persistent) a perzistentni

(persistent) pienos.

Tab. 2: Zpusoby ptenosu rostlinnych vird (Brault et al., 2010).

Cirkulativni Necirkulativni
Zpusob pienosu
Propagativni | Nepropagativni | Neperzistentni | Semiperzistentni
Doba pro ziskani | Minuty az Minuty az Sekundy az Sekundy az
viru hodiny hodiny minuty hodiny
Doba pretrvani ve v v Sekundy az Minuty az
Dny az mésice | Dny aZ mésice . .

vektoru minuty hodiny
Doba potiebnd k | Minuty az Minuty az Sekundy az Sekundy az
prenosu hodiny hodiny minuty hodiny
Spojeni s Vnéjii Vhitini Vnéjii Vnéjii
vektorem
Replikace ve
vektoru Ano Ne Ne Ne
Potieba HC Ne Ne Anoine Anoine

2. 6. 1 Perzistentni prenos viru

Do kategorie perzistentniho neboli cirkulativniho pienosu patii viry, které
¢ast svého Zivotniho cyklu stravi v téle ptenasece (obr. 5). Pfi perzistentnim pfenosu
prochdzi pozity virus stfevnim epitelem stfedni nebo distalni ¢asti traviciho traktu a
nasledné je uvoliovan do hemolymfy. Odsud se mohou nékteré druhy virG premistit
az do riznych organd, véetné organd reprodukénich a jsou tak dale prenaSeny na
potomky msice.

Z hemolymfy se musi viry dostat do slinnych Zlaz a poté do slin. Teprve ty
jsou nao¢kovany do zdravého hostitele a je tak zahdjena nové infekce. U rostlinnych
virh oznaCujeme tento Casovy usek, tedy dobu potiebnou k dokonceni vyse
popsaného cyklu, jako inkubacni dobu ¢i latentni obdobi. Délka latentniho obdobi se
pohybuje od né€kolika hodin do n€kolika dni. Konkrétni Casové rozpéti je dano tim,
jak dlouho virus setrva v téle vektora (kterymi organy se pohybuje) nebo miize byt
ovlivnéno riznymi fyzikalnimi faktory, napiiklad teplotou. VétSina perzistentné
pfenasenych virti pietrvava v téle hmyzu az do konce jeho zivota (Brault et al.,
2010).

Prikladem perzistentné pienasenych virt jsou rody Enamovirus, Luteovirus,

Polerovirus, Umbravirus z ¢eledi Luteoviridae.
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Obr. 5: Modely perzistentniho a neperzistentniho ptenosu viru v msici (Brault et al., 2010).

Perzistentné pfenasené viry maji velmi maly vliv na fyziologii hmyzu.
Pfitomnost v téle vSak muze byt velmi dobfe detekovana imunitnim systémem, tudiz
neni mozné ptimy vliv viru na kondici a chovani msic tplné vyloucit (Gutiérrez et
al., 2013).

V ramci perzistentniho zptisobu pfenosu virti mohou byt jesté vyclenény dva
odli$né principy interakce. Cirkulativni nepropagativni pfenos a prenos cirkulativni

propagativni (Dietzgen et al., 2016).

2. 6. 1. 1 Perzistentni propagativni pienos

Propagativni viry se 1i8i od nepropagativnich tim, Ze se virus replikuje ve
vektoru (Stafford et al., 2012). Jinak jsou v mnoha aspektech podobné jako je ziskani
nebo cesta pohybu viru v ramci pienasece.

Hlavni rozdil vSak je, Ze jakmile je mSice infikovéana, vir zlstane po zbytek
zivota ve vektoru. Virus miize byt pfenaSen na potomstvo prostiednictvim
transovarialniho pfenosu. To znamena Ze se virus dostane do vaji¢ek a pak i do dalsi
generace.

U propagativnich rostlinnych virG byla pozorovadna jistd podobnost se
zivoc¢isnymi viry prenasenymi komary. V obou piipadech virus do msice vstupuje

pres slinné zlazy a replikuje se ptimo v téle (Ng a Perry, 2004). S tim souvisi i fakt,
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Ze jsou msice, které transportuji rostlinné viry propagativni cestou, striktné omezeny
pouze na ¢eled’ Rhabdoviridae. ktera zahrnuje viry schopné zptisobovat onemocnéni
jak u savcd, tak u rostlin.

Pfesné¢ je mozné zplsob pienosu rhabdoviri hmyzem oznacit jako
horizontalni perzistentni propagativni, coz znamena, ze virus se musi replikovat ve
vektoru je§té pred prenosem na hostitele. Usp&iné dokondeni transportu viru k
cilovém hostiteli je podminéno nckolika skutecnostmi. Predné je vyzadovana
interakce hmyzu a riznych virovych faktord. Virus musi byt také zachycen v
takovém pienaseci, ktery jej pienese ke spravnému kompatibilnimu hostiteli, tedy k
rostlinam (u rostlinnych virtl)) nebo obratloveim (u vird zivoc¢iSnych). Nutnost
prichodu viru sttevem hmyzu se mize v rdmci celého procesu pienosu jevit jako
komplikace, nicméné pfechodem viru pies stfevni sténu do hemolymfy je zvySena
ucdinnost celého transportu a také je umoznéno pienaseni rhabdovird jinymi vektory,
nez témi pro tuto Celed’ specifickymi. Pfitomnost viru v organismu vektoru vsak
nemusi nutné znamenat, Zze bude k hostiteli pfenesen. Napiiklad Sowthistle yellow
vein virus (SYVV) se nachazi v ruznych tkanich nevektoru (hmyz, ktery virus
nepienasi a neni typicky primarni pfenase¢) ale neni pfitomen ve slinnych zlazach,
tudiz nemiize byt inokulovan do rostliny. V jinych nevektorech se virus hromadi

pravé ve slinnych zlazach, ale pfenasen neni (Hogenhout et al., 2003).

2. 6. 1. 2 Perzistentni nepropagativni prenos

Viry, patiici do celedi Luteoviridae, Nanoviridae a Geminiviriade, jsou
pfenaSeny obligatnim ,nepropagativnim® zplisobem. Termin nepropagativni je
uveden v uvozovkach, protoZe neni zatim zcela zndmo, zda se nékteré ¢i vSechny
tyto viry mohou replikovat v hmyzim vektoru. Nicméné je ziejmé, Zze se Zadny
doposud studovany virus z téchto ¢eledi nemtize namnozit natolik efektivné, aby
bylo mozné hmyz oznadit jako reproduktivniho hostitele vira (Gray et al., 2014).
Vektofti jsou schopni virus ptenasSet v podstaté po cely sviij zivot, ale protoze se virus
v téle hmyzu nereplikuje, je intenzita pfenosu postupné snizovana (Whitfield a
Rotenberg, 2015). N¢které studie jednoznaéné prokazuji, Ze ucinnost pienosu
nanovird, luteoviri a geminivir mSicemi a molicemi uzce souvisi s teplotou, av§ak
zasadni mechanismy byly doposud jen malo prozkoumany (Blanc a Michalakis,
2016).
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Interakce viru s hmyzem, a tedy i Sifeni v jeho organismu jsou nejlépe
charakterizovany u pienosu luteovird (Gray et al., 2014). Luteoviry jsou pomé&rné
malé, jednoduché dvacetisténné viriony, které do msice vstoupi tehdy, kdyz se zivi
floémem infikované rostliny, tedy pfes zazivaci trakt (Reinbold et al., 2003). Z
ustniho ustroji je virus transportovan do stieva, kde pomoci endocytézy pronikd az
do sttevniho epitelu. Vacek obsahujici virus se pak spoji s plazmatickou membranou.
Tim je virus uvolnén, snadno prochazi bazalni membranou do hemocoelu a je dale
transportovan do piislusnych slinnych zlaz (Liu et al., 2006). Odtud je pak vstiikovan
do nové rostliny béhem krmeni. Pfestoze neni virus v pfenaseci replikovan, mize byt

infekéni nékolik dni nebo v nékterych piipadech i po cely zivot (Sicard et al., 2016).

2. 6. 2 Semiperzistentni pi‘enos

Viry pfenaSené msicemi semiperzistentnim zpisobem se vyskytuji v péti
rodech: Caulimovirus, Closterovirus, Sadwavirus, Sequivirus, Waikavirus (Nault,
1997). Pravdépodobné nejlépe charakterizovanymi semiperzistentné pienasenymi
viry jsou rody Caulimovirus a Closteovirus (Ng a Perry, 2004).

Ziskéavani viru je zalezitosti n€kolika minut, uc¢innost virovych ¢astic se vSak
muze zvySovat v zavislosti na délce procesu krmeni msice (Palacios et al., 2002).
Virus mizZe byt v mSici uchovan po dobu nékolika hodin az dnd. Stejné jako u
neperzistentniho ptrenosu nepotiebuji viry latentni obdobi, tedy nejsou pfitomny v
hemolymf€ a ani nemohou byt pieneseny do télni dutiny (hemocoelu) (Katis et al.,
2007).

Virus je efektivnéji ziskavan, kdyz msice saje, nez kdyz pielétava z rostliny
na rostlinu a zkusmo nabodéva rostlinna pletiva. Zachyceni viru z hostitelské rostliny
se d&je prostfednictvim mechanismut spojenych s virovym CP (Capsid protein). Virus
je umistén v chitinovych lamelach stén stiletu (Ng a Zhou, 2015). Takovym msicemi
semiperzistentné ptrenaSenym virem je napiiklad virus mozaiky kvétaku (CaMV),
ktery byl na pocatku fazen do skupiny virt transportovanych neperzistentné (Raccah
a Fereres, 2009).

Situace je vSak ponc€kud odliSna v ptipadé, kdy jsou semiperzistentni viry
pfenaSeny molicemi. Imunofluorescenéni konfokalni mikroskopie prokazala, ze
naptiklad Crinivirus Lettuce infectious yellow virus (LIYV) je uchovavan v horni
¢asti traviciho traktu molice. LIYV viriony jsou tedy z molice na rostlinu pfenaseny

pravdépodobné pii vyvrhovani potravy, ne jako u vySe zminéného CaMV, ktery je
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do rostliny inokulovan vymésky slinnych Zlaz mSice. Tento rozdilny zpusob
introdukce viru do hostitele souvisi také s tim, ze molice maji oddélené maxiliarni

stilety od slinnych kanalka (Dietzgen et al., 2016).

2. 6. 3 Neperzistentni prenos

Neperzistentni zplisob pienosu virll je také jinak oznacovan jako pienos
necirkulativni. Do kategorie neperzistentné prenaSenych virti spadaji nasledujici
rody: Potyvirus, Carlavirus, Caulimovirus, Cucumovirus, Alfamovirus a Fabavirus.
Viry vSech téchto rodu jsou pfendseny hlavné msicemi, ale né€kolik viri z rodu
Carlavirus a z ¢eledi Potyviridae je pfenaseno molicemi (Fereres, 2000).

Neperzistentni ptenos rostlinnych virti je vSak spise typicky pro msice. MSice
si totiz voli rostlinu vhodnou ke krmeni pomoci zkusmych nabodévani rostlinnych
pletiv. Jednotlivé ndhodné vpichy mohou trvat pouze n¢€kolik vtefin ¢i minut.

Pro vysvétleni principu neperzistentntho pienosu byly navrzeny dvé
hypotézy. Prvni z nich je tzv. "stylet-borne" hypotéza (Kennedy et al., 1962). Podle
ni jsou virové Castice umistény na Spicce stiletu, tedy na vnéj$im nebo vnitfnim
povrchu distalni ¢asti maxiliarniho kanalku. MSice by pak putsobila jako "létajici
jehla™ - viriony jsou tedy mechanicky pfipojeny ke stiletu nebo od né&j odpojeny pfi
kazdém jednotlivém nabodnuti. Druhou navrzenou teorii je tzv. "ingestion-egestion”
hypotéza (Gamez a Watson, 1964), ktera msice popisuje spiSe jako "létajici
stiikacky". Predpoklada se totiz, Ze jsou viriony mSici ziskavany tehdy, kdy pfi sani
pfijima obsah bunky. Zdrava rostlina je pak naoCkovana pozd¢ji pii procesu
intracelularniho vyplavovani. Tato "ingestion-egestion" hypotéza je stile povazovana
za vhodnéjsi pro vysvétleni problému neperzistentniho zptisobu ptenosu virti (Martin
etal., 1997).

V souCasné dob¢ je stidle nejasné, zda by meélo byt rozliSovani mezi
neperzistentnim a  semiperzistentnim pfenosem zachovdno v  kategorii
neperzistentniho pirenosu. Je totiz zfejmé, Ze toto rozdéleni nevykazuje zadné
kvalitativni rozdily v mechanismu vztahu mezi hmyzem a virem. Z toho divodu
(Pirone a Blanc 1996) navrhli vhodnéjsi roz¢lenéni neperzistentniho mechanismu
transportu virt, které interakci viru a vektoru popisuje z molekularniho hlediska.
Byly navrzeny dvé odlisné strategie neperzistentniho pienosu viru (obr. 5) a to
"capsid strategy" a "helper strategy”. V procesu “capsid strategy"” virus interaguje s

vektorem pies svij obalovy protein (CP). ,Helper strategy” piedstavuje interakci
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vektoru a viru, ktera je zprostfedkovana jinym, virem kdédovanym nestrukturnim
proteinem, obecné ozna¢ovanym jako "helper component™ (HC) (Brault et al., 2010).
Tento pomocny protein byl poprvé popsan u Potyvird, pozdé¢ji také u jinych, na
stiletu pienasenych vir, v¢etné Caulimovird (Lung a Prione, 1974; Kassanis a
Govier, 1971; Fereres a Moreno, 2009).

2. 7 VIiv rostlinnych viri na chovani pirenaseci

Virem zpusobené biochemické a fyziologické zmeény v napadené rostling
ovlivituji hostitelské preference hmyziho vektoru (Mauck et al., 2014). Virem
infikované rostliny jsou pak pro pfenasece atraktivngjs$i nez rostliny prosté nakazy.
Viry si tak samy zajisti dalsi §ifeni a také se prodluzuje délka zivota hmyzu (Pérez a
Eigenbrode, 2011).

Rostliny infikované virem bronzovitosti rajcete (TSWYV) byly pro tfasnénku
zapadni  (Frakliniella occidentalis) pfitazlivéjsi, nez nenapadené rostliny.
Neinfikované samicky tfasnének pro krmeni a stejné tak kladeni vajicek zcela jasné
upfednostiiovaly virem infikované rostliny (Stafford et al., 2011).

U neperzistentné pienaSen¢ho viru mozaiky okurek (CMV) maji zmény
pisobené virem vliv na potladeni signalni drahy kyseliny jasmonové. Tato kyselina
ovliviiuje proteiny nutné pro interakci mezi virem a vektorem, ¢imZ se zvySuje
vykonnost a efektivita pfenosu (Carmo-Sousa et al., 2014). U viru zluté svinutky
listd rajéete (TYLCV), ktery patii do rodu Geminivirus, byl prokazan vliv na chovani
molice. Manipulace s télem pfenasece, tak mize zvysit intenzitu prenosu viru (Liu et
al., 2013).

Jsou vSak také znadmy pfipady, kdy snizend kvalita rostliny nevedla ke
zvySeni rychlosti pfenosu viru (Mauck et al., 2014). Luteoviry ovliviiuji chovani
mSice naprosto opacnym zpusobem. Po ziskani luteoviru preferuje msice zdravé
rostliny, zatimco msice nevirulentni ma sklon davat pfednost napadenym rostlinam

(Ingwell et al., 2012).
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3 CiLE PRACE

Cilem prace bylo analyzovat soucasny stav poznatkti o pienosu rostlinnych
viri mSicemi ve formé literarni reSerSe. DalSim cilem bylo izolovat virus Sarky
peckovin (PPV) z hmyziho pifenasece. Vysledky byly formou diskuze porovnany
s diive publikovanymi vysledky izolace fytopatogennich virti a viru PPV v hmyzich
vektorech.
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4 MATERIAL A METODIKA

4. 1 Odbér vzorku msic

Vzorky msice $vestkové (Hyalopterus pruni) byly nasbirany v ¢ervnu roku
2016 V jiznich Cechach u vesnice Dlouha Ves. Konkrétni misto odbéru, stary ovocny
sad, se nachazi vedle nové jablonové vysadby za obci na piesnych soufadnicich
49°06'13.0"N 14°08'32.7"E.

Na stanovisti byly vybrany stromy slivon¢ Svestky (Prunus domestica)
s typickymi pfiznaky napadeni virem Sarky (Plum pox virus, PPV). Z lista téchto
stromi byly odebrany tfi vzorky msic do pfedem pfipravené zkumavky se
stabilizaénim roztokem RNALater Solution. Vzorky byly uchovany v mrazaku pfi -
20 °C.

4. 2 l1zolace RNA

RNA byla extrahovdna metodou, jejimz zékladem je ¢inidlo TRI Reagent.
Vysledny izolat tvofi bud’ samotnd celkova RNA, nebo je v ném zastoupeno jak
RNA, tak i DNA a proteiny. VSechny tyto slozky lze ziskat i z malého mnozstvi
tkané. RNA je izolovdna neporuSend, kontaminace hotového izolatu DNA a

bilkovinou je minimalni.

Postup:

1. Vzorky msic byly vlozeny do mikrocentrifuga¢ni zkumavky o objemu 1,5
ml. Do zkumavky byl pfiddn 1 ml TRI Reagent pfedehiaty na 60 °C a celd suspenze
byla homogenizatorem rozmélnéna. Homogenizované vzorky byly inkubovany 5
minut pii pokojové teplote.

2. Homogenaty byly odstiedény pii 3000 rpm 20 minut pii 4 °C. Poté byl
tekuty supernatant odpipetovan do novych zkumavek a bylo pfidano 200 pl
chloroformu, 15 sekund byly zkumavky michany a 5 minut inkubovany pii
laboratorni teploté. Nasledné byly 15 minut centrifugovany pii 12 000 rpm a 4 °C.
Tento krok byl dvakrat opakovan.
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3. Supernatant byl pfeveden do novych zkumavek a bylo pfidano 500 pl 2 —
propanolu a 500 ul 1,2 M NaCl. Vse bylo promichano a inkubovano pfi laboratorni
teploté 10 minut. Poté nasledovalo odstiedéni pti 12 000 rpm a 4 °C 10 minut.

4. Tekuty supernatant byl znovu odstranén a pelet promyt pfidanim 1000 pl
75 % ethanolu. Vzorky byly promichany na vortexu a centrifugovany 5 minut pfi
8 500 rpm a 4 °C. Tento krok byl znovu dvakrat opakovan.

5. V termobloku byly zkumavky vysuseny a k peletu RNA bylo pfidano 20 pl
DEPC — MQ water a 1 pl inhibitoru RNazy. Vzorky byly poté inkubovany v
termostatu 10 minut pii 60 °C

6. Vyizolovana RNA byla uchovana v mrazaku pii — 80°C.

4. 3 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je enzymova reakce, pii které dochazi k piepisu
genetické informace zRNA do DNA. Je katalyzovdna enzymem reverzni
transktiptazou, kterou midzeme najit u mnoha retroviri. K amplifikaci RNA se
pouzivd RT — PCR, coz je modifikace klasické PCR metody. V kone¢ném vysledku
ziskdme z RNA molekulu DNA oznacovanou jako cDNA, kterd je komplementarni

s puvodni RNA.

Postup:

1. Do mikrozkumavky byla nejprve piipravena smés 6 pul nuklease free H20 a
3 ul oligo (dT) 15 primeru. Tato smés byla rozpipetovana do tfi zkumavek po 3 pl a
nasledné byly ptidany do kazdé zkumavky 3 pl vyizolované RNA. Ptipravené
vzorky byly vlozeny do termocykleru na 5 minut pfi teploté 70 °C.

2. Do nové zkumavky byla piipravena reakéni smés, ktera se pripravovala za
stalého chlazeni (tab. 3).

Tab. 3: Slozeni reakéni smési

Slozky reakéni smési MnoZstvi (ul)
Nuclease free H,O 6,6
dNTP 1
5x RxN pufr 4
MgCl, 2,4
RT enzym 1
15
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3. Reak¢ni smés byla promichana a rozpipetovana po 15 pl do vsech tii
zkumavek s RNA. Vzorky byly vlozeny do termocykleru na 60 minut pii 42 °C, kde
probéhla reverzni transkripce. Vysledné vzorky s cDNA byly pouzity pro PCR.

4. 4 Polymerazova retézova reakce — PCR
Metoda PCR slouzi k mnohonasobné amplifikaci specifického tseku DNA.

Amplifikovany usek DNA je na obou koncich ohranien primery, pfednim tzv.
,forward* primer a zadnim tzv. ,,reverse® primer. Tyto primery jsou komplementarni
k 3'a 5" konci dané¢ho useku. Samotnou syntézu provadi termostabilni DNA
polymeraza, ktera syntetizuje nové vlakno DNA.

Pro amplifikaci DNA byly pouzity specifické primery P1 a P2 pro detekci
viru Sarky o velikosti amplikonu 243 bp (Wetzell et al., 1991).

Tab. 4: Seznam pouzitych primerti

Primer (243 bp) Sekvence primeru

P1 (Reverse) 5'-ACCGAGACCACTACACTCCC-3’
P2 (Forward) 5-CAGACTACAGCCTCGCCAGA-3'
Postup:

1. Do zkumavky byla ptipravena reakéni smés slozena z Nuclease free H20,

PPP master mixu, specifickych primerti a 1 ul templatu cDNA.

Tab. 5: Slozeni reakéni smési pro PCR

SloZKky reak¢ni smési MnoZstvi (ul)
PPP Master mix 10

Primer 1 0,5

Primer 2 0,5

Nuclease free H20 8

cDNA 1

2. Zkumavky obsahujici 19 pl reakéni smési a 1 ul cDNA byly vlozeny do
termocykleru. Kazda reakce mimo uvodni denaturaci a zavérecnou elongaci
probihala ve 40 opakovani v tomto pofadi: ivodni denaturace pii 94 °C po dobu 2
minut, denaturace pii 94 °C po dobu 30 sekund, annealing pii 60 °C po dobu 30
sekund, elongace pii 72 °C po dobu 72 minut a zavére¢na elongace pii 70 °C po
dobu 10 minut.

3. Po ukonceni PCR reakce byly vysledné vzorky ulozeny Vv lednici pii 4 °C.
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5.5 Agarozova elektroforéza

Agarozova elektroforéza patii mezi separacni techniky slouzici k analyze
proteind a nukleovych kyselin a vizualizaci separovanych fragmentt. Princip metody
je v pohybu zaporn¢ nabitych molekul DNA v elektrickém poli. Nositelem
zéporného naboje v molekule DNA jsou piedev§im fosfatové skupiny, které

Vv elektrickém poli smétuji ke kladnému naboji (anode).

Postup:

1. Na predvazkach byly v Erlenmayerové bance navdzeny 2 gramy 2 %
agardézy a bylo pifidano 100 ml 1x TBE pufru. Takto pfipravena smés byla
promichéna a vlozena do mikrovinné trouby.

2. Po rozpusténi agarozy byla smés ochlazena. Do smési bylo ptidano 4,5 ul
ethidium bromidu a gel byl vylit do formy s vani¢kou a hiebenem.

3. Po ztuhnuti gelu byl hieben vyndan a vanicka s gelem byla vlozena do
elektroforetické vany, tak aby jamky po hitebinku byly u zaporného pdlu. Vana byla
poté zalita TBE pufrem.

4. Do prvni a posledni jamky bylo napipetovano 15 pul velikostniho markeru
(Ladder 100 bp), ktery slouzi pro porovnani velikosti separovanych DNA fragmentu.

5. Do dalsich jamek bylo napipetovano 15 pl vzorki z PCR reakce
s amplifikovanou cDNA.

6. Elektroforéza probihala 90 minut pii nap&ti 90 V.

7. Po skoncCeni elektroforézy byly vysledky pozorovany pomoci UV —

transluminatoru.
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5 VYSLEDKY

Dil¢i cil bakalaiské prace spocival v ovéfeni vhodnosti vybraného
metodického postupu pro detekci viru sarky v msici.

Z odebranych msic uchovanych v RNALateru se pomoci ¢inidla TRI Reagent
s uspéchem podaiilo vyizolovat virovou RNA. Tato RNA byla pouzita jako templat k
reverzni traskripci pro vlastni syntézu cDNA.

K amplifikaci ¢cDNA prostfednictvim PCR byly vyuzity dva specifické
primery P1 a P2, uréené ptimo k detekci viru Sarky. Délka amplikont, ziskanych
pouzitim téchto primerit je 243 bp. Vysledné produkty PCR byly pii agar6zové
elektroforéze srovnavany s velikostnim standardem 100 bp DNA Ladder (obr. 6).

Ze ziskanych kladnych vysledkli a uvedeného obrazku 6 je také patrné, ze

zvolena metodika je pro detekci viru v hmyzim vektoru vhodna.

Marker PPV1 PPV2  PPV3

«— 1000 bp

<«—— 500 bp
<«—— 243bp

<«—100 bp

Obr. 6: Vysledek PCR reakce se specifickymi primery P1 a P2 pro PPV.
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6 DISKUZE

Pokus byl provadén na vzorcich msice Svestkové (Hyalopterus pruni) z
infikovanych stroma slivoné §vestky (Prunus domestica) s prokazatelnymi piiznaky
virové choroby Sarky peckovin. Pfirozenym hostitelem msice Svestkové jsou ovocné
stromy z rodu Prunus a trst’ rakosovita (Askar a EI-Hussieni, 2015).

Jarosova et al. (2009) doporucuje ke konzervaci vzorkti msic ethanol. Pouziti
této latky je vSak vyhovujici pouze v pfipadé, je-li mezi odbérem msic a samotnou
izolaci del$i Casova prodleva. Nevyhoda tohoto zptlisobu spociva ve ztraté¢ zbarveni
povrchu téla mSice. Tim je znesnadnéno zatrazeni jedincii do konkrétniho druhu. Z
tohoto diivodu byl pro uchovani vzorki msic pouzit stabilizani roztok RNALater
Solution. Toto reakéni ¢inidlo je vhodné jak pro zachovani ptivodniho zbarveni msic
a jejich stabilizaci, tak pro ochranu bunééné RNA. RNALater minimalizuje nutnost
okamzitého zpracovani vzorkl ¢i mrazeni vzorkd v kapalném dusiku pro pozdéjsi
pouziti. MSice tedy mohou byt uloZeny pfi teploté - 20 °C az - 80 °C aniZ by byla
ohrozena kvalita nebo mnozstvi RNA pro naslednou izolaci.

RNA byla izolovdna vysoce u¢innou metodou za pomoci reakéniho ¢inidla
TRI Reagent (TRIzol) vyvinutého Chomczynskim (1993). TRIzol je smési guanidin
thiokyanatanu a fenolu v mono-fazovém roztoku a je vhodny pro rychlou simultanni
izolaci jak RNA, tak DNA a proteint, které¢ je mozné extrahovat 1 z velmi malého
mnozstvi tkani. Kladné vysledky pouziti této latky zaznamenal také Saponari et al.
(2008) pii detekci viru CTV (Citrus tristeza virus) v msici bavinikové (Aphis
gossypii). Podobné tspésna byla i detekce Y-viru bramboru (PVY) z msSice
broskvonové (Myzus persiae), msice bavinikové (Aphis gossypii) a kyjatky zahradni
(Macrosiphum euphorbiae), kterou provedli Kim et al. (2016).

Metodou RT-PCR a naslednou vizualizaci vyslednych produkti na
agarézovém gelu byla ovéfovana piitomnost viru ve vektoru. Pro tento postup byly
vyuzity specifické primery P1 a P2, navrzené Wetzelem et al. (1991), uréené piimo k
identifikaci viru Sarky. Pouzitim téchto primert byly ziskany amplikony 0 velikosti
243 bp. Zminéné primery slouzi jako univerzalni pro detekci vSech kmenti viru
Sarky. Doporucuje je i evropskd organizace pro ochranu rostlin EPPO ve svych
publikacich pro diagnostiku PPV (Plum pox virus) (Normes OEPP EPPO Standards,
2004). Pozitivni vysledky vyuziti primerd P1 a P2 zaznamenali také Olmos et al.
(1997), kteti identifikovali PPV v msici bavinikové (Aphis gossypii) za pomoci
heminested PCR (H-PCR), print-capture PCR (PC-PCR) a také prostfednictvim
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kombinace téchto dvou metod, tedy heminested-print-capture-PCR (H-PC-PCR).
Olmos et al. (2005) vyuzili tyto primery také pro nested RT-PCR a real-time RT-
PCR, a tak opctovné potvrdili vyskyt viru Sarky v mSici, tentokrat vSak v msSici
broskvonové (Myzus persicae).

Primery Pl a P2 byvaji Castéji vyuzivany pii detekci rostlinnych virt
z rostlinného materialu, nez K detekci virt z hmyzich vektort. Manachini et al.
(2004) provadeli transmisni testy viru Sarky pomoci mSice hnizdotvorné
(Brachycaudus schwartzi) a msice chmelové (Phorodon humuli). Cil pokusu
spocival v ovéteni, zda jsou mSice schopny pienést virus Sarky z listii broskvoné
obecné (Prunus persica) infikovanych kmenem PPV-M na listy zdravé.
Prostfednictvim metody RT-PCR potvrdili pfitomnost viru Sarky v inokulovanych
listech. Z provedeného pokusu je ziejmé, ze pokud msice byla schopna virus pienést,
musel v ni byt patogen nutné ptitomen. Kdyby tedy autofi otestovali jimi pouzité
msice na pritomnost viru Sarky, naptiklad pomoci RT-PCR, pravdépodobné by
dosahli stejného vysledku, jaky pfinesla 1 nami pouzitd metodika. Capote et al.
(2010) provadéli podobny vyzkum také na pienos kmene PPV-M. Pro metodu RT-
PCR vyuzili primery P1 a P2 jako univerzalni, tedy pro potvrzeni pouhé ptitomnosti
viru Sarky a na zéklad¢ téchto kladnych vysledki si pro identifikaci konkrétniho

kmene navrhli vlastni primery.
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7 ZAVER

V prvni Casti prace byla zpracovana literarni reSerSe shrnujici obecné
poznatky o msicich jako vektorech s diirazem na zpisoby pienosi rostlinnych vird.

Pro praktickou cast prace byl zvolen metodicky postup detekce rostlinného
viru v téle hmyzu, konkrétné msice Svestkové (Hyalopterus pruni). Vzorky msic byly
odebrany ze stromu slivoné Svestky (Prunus domestica) s viditelnymi pfiznaky
napadeni virem Sarky Svestky.

Virova RNA byla izolovana pomoci metody vyuZzivajici reak¢ni ¢inidlo TRI
Reagent. Ziskanda RNA byla pouzita jako templatové vldkno pro RT-PCR.
Pfitomnost viru Sarky v mSici Svestkové byla prokdzéna na zdklad¢ vyuziti
specifickych primerd pro detekci viru Sarky. Odpovidajici velikost amplikoni byla
potvrzena vizualizaci PCR produktii na agar6zovém gelu.

Pozitivni vysledek potvrzuje vhodnost uzité metodiky pro detekci rostlinnych
vird v téle msice.

Tato metodika muze byt uplatnéna naptiklad pii identifikaci konkrétniho
kmene viru Sarky nebo pii monitorovani vyskytu virulifernich msic u ovocnych
stromt ¢i ostatnich zemédélskych komodit. I kdyZ chemicka ochrana proti msicim
infikovanych PPV neni efektivni, u ostatnich polnich plodin by v¢asna signalizace
mohla pomoci ke zlepSeni ochrannych opatfeni proti Sifeni pienaSect rostlinnych

vira.
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