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Summary

Apple mosaic virugApMV), Apple stem grooving viruASGV), Apple stem pitting
virus (ASPV) andApple chlorotic leaf spot viruACLSV) are economically the most
important viruses in pome fruit trees, which aretritbuted worldwide and can caused
significantly yield reduction. The major controkategies (namely pathogen detection,
exclusion by crop certification or quarantine, e¢ohin infected orchards by eradication
from infected cultivars and rootstocks, etc.) rélgavily on accurate and sensitive
detection methods and on perfect knowledge of pgths.

In the doctoral thesis the diagnostic method qtethte RT-PCR (qRT-PCR) was
optimized for detection and quantification of fatudied viruses. The results suggested
that gRT-PCR method was the most reliable technigusomparison with conventional
diagnostic methods DAS/I-ELISA and RT-PCR.

In our study the concentration of ASGV, ASPV andlL&Y, measured by qRT-PCR,
were stable during vegetation and in different plassue. Only the concentration of
ApMV changed during vegetation in leaves and inbark. This result indicates that
changes of virus concentration observed by DASASALand RT-PCR in plant tissues
are caused by other way (inhibitors, plant senesgelower sensitivity, ect.) than by
changes of virus concentrations in plant.

Under the monitoring (at all 427 trees were testedjps showed, that studied viruses
were more spread in orchards and gardens therdrapple trees.

Selected virus isolates from wild apple trees apples from orchards and gardens
were sequenced and molecular variability was studiéso with already published
isolates. However individual isolates of studieduses were similar. The variability

associated with geographic origin or with type lafnting has not been confirmed.
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1. Piehled o sodasném stavu poznani

Virus mozaiky jablod (Apple mosaic virus, ApMV), virus Zlabkovitosti kmene
jablorg (Applestemgroovingvirus, ASGV), virus vrasitosti kmene jablo# (Applestem
pitting virus, ASPV) a virus chlorotické skvrnitosti lisfablort (Applechlorotic leaf spot
virus, ACLSV) jsou celosttové rozSteni patogeni (Fulton, 1972), kepisobuji zn&né
ekonomické ztraty na jablonich (Mink, 1989). Infekavedenymi viry je ve &Sing
pripadi latentni, na napadenych rostlinach se neobjeaghe piznaky, ale mze dojit
k vyznamnému snizeni vynbs(Neméth, 1986). U s#snych infekci se ztraty ip
péstovani jabloni na naSem Gzemi pohybuji okolo 4@¢S#oboda a Polak, 2010), coz
potvrzuji i zahranini studie, kde jsou uvédy hodnoty sniZzeni vynosu wgiovanych
direvin az 60 % (Menzedt al., 2002). Roz$éni €chto vini v sadech jadrovin na Uzemi
CR je zn&né. Uvadi se, ze zhruba 50 %sfovanych jabloni a 20 % hrusni je infikovano
uvedenymi viry (Svoboda a Poléak, 2010). Pokud sepsggmy u gkterého z viéi objevi,
jsou velice variabilni (EPPO, 1991).

Prenos vySe uvedenych wirprobihd vegetativnim mnoZenim nebo mechanicky
(Neméth, 1986). U Zzadného z nich neni znam vektery by jej genasel (Fulton, 1972).
Nebyl potvrzen ani ffenos vifi mezi jablogmi pylem nebo semeny (Neméth, 1986).
Ochranou ped €mito viry je p‘edevSim prevence. Pokud je uz rostlina virem napgde
neni mozné ji vylé&t. Vyuziti zdravého mnozitelského materialu, jakyegetativnim tak
generativnim mnoZeni rostlin, by prot@lmbyt samo#ejmosti (EPPO, 1999).

Hostitelsky okruh ApMYV je velice Siroky a zahrngglinné i devinné hostitele. Mezi
hostitelské rostliny vyuzivané v ovodsti pati jablore (Malus domesticus hrusri
(Pyrus communiy, slivorg (Prunusdomesticul broskvor (Prunuspersiacg, meruiky
(Prunusarmeniacg, tieSrg a visré (Prunusavium), mandlor (Prunusamygdaluy, lisky
(Corylus avellang, jahodniky Fragaria sp.), maliniky Rubusideaug, ostruziniky
(Rubus occidentaliy a rybizy Ribes rubrum)(Crop protection compedium, 2003).
ACLSV napadéa také Siroké spektrum rostlin, z ovatngievin se jedna o jadroviny
(Malussp. aPyrus sp.) a peckoviny Rrunus domesticusP. persiaca P. armeniaca
P. avium (Neméth, 1986). ASPV a ASGV byly zatim popsaigdevsim na jadrovinach
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(Malus sp. aPyrus sp.) (Neméth, 1986). ASPV byl vSak detekovan i kauloni
(Cydoniaoblongg (Mathioudakiset al., 2006) a fitomnost ASGV byla popsana také na
broskvoni P. persiacg (Takahashetal., 1990).

Diagnostika &chto vini nemize byt provasina na zéaklatl symptomatiky, protoze jak
jiz bylo uvedeno vyse, ffznaky jsou velice variabilni a&tsinou nejsou &bec patrné
(Astieretal., 2007). Biologicka metoda indikatorovych rostlirlektronova mikroskopie
nemohou byt vyuZity ip rutinni diagnostice pro svofiasovou narénost. Jedna se spiSe o
metody pro ¥decké égely (Walleretal., 2002). V sotasnosti se meziginé pouzivané
diagnostické metodyadi imunochemické a molekularni metody (Meneghl., 2002).
Komplikaci @i diagnostice je vSak nizka koncentracaiwirrostline (Matic et al., 2008).
DalSi problém, ktery se fp vyuziti téchto metod objevuje, je jejich premliva
spolehlivost v pibéhu vegetani doby. To niZze byt zgisobeno skutsmym kolisanim
mnoZzstvi vifi v riznychgéastech rostliny &hem roku (Leestal., 2002) aneboiftomnosti
latek inhibujicich pouzité diagnostické metody,réteostliny Ehem vegetace produkuji
v odliSném mnozstvi (Thokchoatal., 2009). Z tohoto ivodu se v satasnosti u mnoha
virovych chorob (virus zakrslosti slivenvirus nekrotické krouzkovitosti slivéh rozviji
diagnostika a kvantifikace patogena pomoci kvatitith PCR, coz umafuje utit

kolisani mnozstvi viru v rostlin(JaroSova a Kundu, 2010; Martaital., 2003).



2. Védecke hypotézy a cile prace

Hlavni wdeckou hypotézou ipdkladané prace byli@dpoklad, Ze distribuce viru
mozaiky jablo®, viru Zlabkovitosti kmene jabl@n viru vragitosti kmene jablo& a viru
chlorotické skvrnitosti list jablort se v fiznych rostlinnych organech jabloni liSi a
zarovei dochazi i k fluktuaci titru vi v rostlinach v piibéhu celého roku.

Dil¢i hypotézou byl fedpoklad, Ze hostitelské spektrum sledovanyadhjeipodstati
SirSi, nez se do dnesni dobkegpokladalo, avSak jejich mnozstviéehto rostlinach je
natolik nizké, Zze znemaaje jejich detekci pomocidiné pouzivanych sérologickych a

molekularré genetickych technik.

Hlavnim cilem prace byla detekce a kvantifikaceuvimozaiky jablos, viru
Zlabkovitosti kmene jablan viru vragitosti kmene jablo# a viru chlorotické skvrnitosti
listd jablorg v rostlinach pomoci&kolika deteknich technik, jmenowit pomoci metody
kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR), dale za vyuziti kenini metody RT-PCR a pomoci
sérologickych metod DAS/DASI-ELISA.

DalSimi cili byly:

e monitoring vyskytu ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV na nagdizemi, a to u
kulturré péstovanych i planych rostlin

e studium molekularni variability u izoApMV, ASGV, ASPV a ACLSV.



3. Material a metody

V ramci prace byla optimalizovana detek metoda real-time RT-PCR (qRT-PCR)
pro ¢tyfi vybrané viry jadrovin, jmenowtpro virus mozaiky jablah(Apple mosaic virus
ApMV), virus Zlabkovitosti kmene jabl@én(Apple stem grooving VirysASGV), virus
vrasgiitosti kmene jablo# (Apple stem pitting virysASPV) a virus chlorotické skvrnitosti
jablons (Apple chlorotic leafspot virysACLSV) pomociPower SYBR Green RNA-to-
C:™ 1-Step Kit(Applied Biosystem®"). Pro tuto metodu byly navrzeny primery, které
byly specifické pro detekci vySe uvedenychivir

Nasledd byla optimalizovand gRT-PCR metoda porovnavana al&mi
diagnostickymi metody (RT-PCR a DAS/I-ELISA), abg sikazalo, zda se lisi ve
schopnosti detekce jednotlivych patogiefa to s pihlédnutim na i¥zné faze vegetace
vlivem senescence rostlinnych orgamebo v tiznych rostlinnych organech, kddize byt
detekce ovliveina gitomnosti terpein a dalSich latek). &em roku byly odebirany
pupeny, kéty, listy (3krat Bhem vegetace) a Iyko (4krathem vegetace) zép odrad
jabloni (Rubin, Bohemia, Topaz, Angold a Idared¥sesnou infekci vSemityimi viry.
Sérologické testy byly provédy komeenimi protilatkami od firmy Agritest (ApMV),
Bioreba (ASGV, ASPV) a Loewe (ACLSV). Celkova RNAopRT-PCR reakci byla
izolovana ,silika“ metodou dle Rott a Jelkmann (2RCPro detekci vir byly pouzity jiz
diive publikované primery (161728 a 16179, Petrzikpuinlished; ASGVUs a ASGV2as,
James, 1999; ASPCs a ASPas: Jelkmann a Keim-Koh€&Y,, ACLSVF1 a ACLSVR1,
Watpadeet al., 2012).

Optimalizovana metoda gRT-PCR byla aplikovana takémci studie kvantifikace
vybranych vifi v rostlinach jabloni v @ibéhu vegetaniho obdobi. Pro tentocél byly
optimalizovany standardnitikky pro absolutni kvantifikaci studovanych wirZarovei
byla optimalizovana detekce refetaefho genu. Pro kvantifikaci byl pouzit rostlinny
material ze fi odnid jabloni (Rubin, Bohemia a Topaz). Vzorky (pupelisty, kvéty,
lyko), pokud se na strohrwyskytovaly, byly odebirany jednouésicné. Vzorky jabloni
byly v pribéhu roku zarovié testovany sérologickymi (DAS/I-ELISA) a konverimi

molekularg genetickymi technikami (RT-PCR). Zacalem stanoveni relativni
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koncentrace jednotlivych virv riznorodém testovaném materialu odebiranériemych
vegeténich obdobich, byl homogenat zrostlinnych pletia m&atku jednotlivych
izolaénich technik vZdy &kolikrat naedén, ¢cimz byla vytvdena tzv. koncenttai fada
(RT-PCR: 10x, 50x, 100x, 500x, 1 000x, 5 000x, D®X) 50 000x, 100 000x; DAS/I-
ELISA: 20x, 50x, 100x, 500x, 1 000x, 5 000x, 10 ©0B0 000x, 100 000x, 500 000x).
Cilem pokusu bylo uit, zda dochéazi k podstatnym vykim v koncentraci jednotlivych
virt (obdoba metody gRT-PCR).

Zarovei v letech 2012-2016 probihal monitoring sledovanyeti na celkem 427
rostlinach. Pevazi se jednalo a jablén(311) fizného fivodu, dale byly do monitoringu
zahrnuty kdoulo# (38), miSpule (15), slivan(12), lisky (12), hru&n(3), aronie (4), Hzy
(4), skalniky (4), kdoulovce (5), jirovce (5), begy) a hlohy (9). Testované jabkon
pochézely z kulturnich vysadebi¢pazié Slo o staré sady a zahrady, ale zahrnuty byly i
jablotiové aleje nebo Skolky) a do tédbyly zahrnuty i vol® rostouci stromy jabloni
raizného sté. Odebrané vzorky byly testovany RT-PCR nebo qRZRPnetodou.

Neékteré vzorky jabloni, u nichZ bylarippomnost patogenpotvrzena, byly pouzity
jako zdroj virovych izoldt pro studium molekularni variability studovanychrivi
Konkrétre byly osekvenovany geny pro obalovy proteintvipomoci jiz dive
navrzenych primér (87E5 a 87K, Petrzik a Lenz, 2002; ASGV5641 a ASGV6396,
Nickel et al, 2001; ASPV7956 a ASPDEL, Schwarz a Jelkmann8 E8omorowskaet
al., 2010; ACLSVs a ACLSVas, Menzet al, 2002). Takto ziskané sekvence byly
porovnavany pomoci programu BioEdit 7.0.9 (lbis ®iences, USA) mezi sebou a i
s izolaty zjabloni tzného geografického tgodu, které byly uviejnény na NCBI.
Fylogenetické analyzy byly provedeny na zaklatilukové analyzy dat pomoci metody
Neighbour-joining algoritmu (Saitou andei, 1987) za vyuZiti programu Clustal X
algorithm, version 2.0 (Larkinet al, 2007) s bootstrap hodnotou 1000 replikaci
(Felsenstein, 1985).



4. Vysledky a diskuze

Z mnoha vifi vyskytujicich se na jablonich pagtyii nAmi studované viry, jmeno¥it
ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV, mezi ekonomicky nejvyzna#si patogeny &hto
direvin (Desvignes, 1999). Za hlavnitigob genosu je u znfiovanych vifi povazovano
vegetativni mnoZzeni infikovaného rostlinného materi Z tohoto évodu je dostatek
spolehlivych biologickych, sérologickych a molekuifth metod na detekci virovych
patogeid v rostlinné tkani nezbytny (Hadidi et al., 2011)en na zé&klad jejich
spolehlivosti mohou byt kontrolni strategie pratovym patogefim jabloni @inné.

Z vysledkh porovnani jednotlivych detékich metod vyplyva, Ze nejspolehdjsi
metodou je metoda qRT-PCR, kterou lze pouzit kkdéteSech étyt vird v pribéhu
celého roku a na vSechny rostlinné organy bez jaltgic potizi. Ri pouziti metod DAS/I-
ELISA a RT-PCR dochazi ke Zmam detekovatelnosti ¥ir jak v pfibéhu vegetace, tak
mezi iznymi rostlinnymi organy. Metodu DAS/I-ELISA lze lapnit véasném jarnim
RT-PCR lIze pro detekci pouzivat od jara do brzkgbdzimu, avSak vifpact ACLSV a
ASPV neposkytuje zcela spolehlivé vysledky niaja

Co se tyka rozdilnosti v detekovatelnostiivinezi metodami DAS/I-ELISA a RT-
PCR, jsou pozorované nuance ve shedliz dive publikovanymi studiemi: sérologické
testy jsou vyuzitelné po kratsi dobu vegetace nEPRR, optimalnich vysledkdosahuji
jen s mladymi listy a ksty a jsou méa citlivé nez RT-PCR (Torrance a Dolby, 1984;
Kinard et al, 1996; Desvignes, 1999; Kirlat al, 2001).

Zmeny ve spolehlivosti detekce vit¢mito dwma metodami v gibéhu vegetace nebo
u riznych hostitelskych rostlin jsou popisovéiaglou autak, avSak je komplikované &it
pri¢inu, zda dochéazi ke skéteym zrménam v koncentraci vir nebo se jedna o ovligni
spolehlivosti metod inhibitory (Svoboda a Polak,1@0 Kundu, 2003a; Arntien a
Jelkmann, 2010)

Nami ziskana data z kvantitativni techniky gRT-P@Bzn&uji, Zze pozorované
vykyvy koncentrace vir u sérologickych metod a techniky RT-PCR nejsotisepeny

zménami v koncentraci samotnych #iwv rostlinach, ale ze spiSe dochazi k owivin

9



spolehlivosti detednich metod, a toigjmé piitomnosti inhibinich latek v testovaném
materialu, senescenci rostlinného materidlu ansba jpouZivané metody ovligmy
dalSimi vlivy, které nejsou zatim objasry. Vyjimku tvaii ApMV u néhoz byla znina
koncentrace viru ¢hem roku pozorovana i metodou gRT-PCR, aléesfp bylo mozno
virus touto metodou detekovatéiem celého roku. Vifpad ACLSV nebyly
zaznamenany zény v koncentraci viru v @ibéhu vegetace, ale nejvyssi obsah viru byl
metodou gRT-PCR zaznamenan ¢tech.

V ramci monitoringu se potido potvrdit vyskyt vii pouze u stroti jabloni. Z 311
testovanych jabloni byla infekce alegpednim virem prokadzana u 196 stribrf63 %).
Smesné infekce byly potvrzeny ve 15@ipadech (48 %) a byly velice roSiny v sadech
a zahradach.i®omnost vSech testovanych wibyla vyrazg vySSi u vzork odebranych
z jabloni ze zahrad a sadnez v pipads vzorki, ziskanych z vokh rostoucich stroin
jabloni. | v gedchozich studiich vyskytu vyznamnychivjabloni na naSem Uzemi, se u
kulturré péstovanych jadrovin (ovocné sady), potvrdil jejichamy vyskyt (Kundu,
2003b; Kundwet al., 2003; Polak a Svoboda, 2006; Polak a Ziegler208;; Polalet al,
1997; Svoboda a Polak, 2010).

Mezi nefasgji vyskytujici se vir v sadech pat ACLSV (79 %), stejit jako
v zahradach, kde v3ak mira jeho infekce byla stgi@&PV (76 %). Naopak u vain
rostoucich strornjabloni se fitomnost ACLSV neprokézala. V kulturnich vysadbégh
nejmért rozSten ApMV, konkrétg v zahradach infikoval 14 vzolk(37 %) a v sadech
25 stronti (17 %). U volrk rostoucich jabloni nebylatipomnost zadného z virvyssi nez
9 % (ASPV).

Sekverini identita nukleotid a od nich odvozenych aminokyselin pro gen obalovéh
proteinu byla u nami ziskanych virovych izdlak jabloni vysokd a to u vSech
sledovanych vit. Ani vjednom pipact nebyl pozorovan rozdil mezi kulturnimi a
planymi izolaty. Sekvami identita &hto izolafi se ani vyraz& neliSila od jiz dive
publikovanych izolét z jabloni ziskanych z NCBI. Nebyl tedy potvrzedifavztah mezi
geografickym gvodem izolat, coz naznély i jiz dtive provedené studie (Ferreti al,
2010; Gadiotet al, 2010; Grimovétal., 2013; Komorowskat al, 2011).
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5. Zavéry a doporuéeni

V ramci disertani prace se podito optimalizovat metodu qRT-PCR pro spolehlivou
detekci a kvantifikacétyi vyznamnych vill, jmenovit ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV,
na jablonich. Ukazalo se, Ze metoda qRT-PCR je g@etekci studovanych wir
nejspolehli¥jsi, bylo mozné ji pouzit celotaé¢ a se vSemi uvedenymi rostlinnymi
materialy.

Pti relativni kvantifikaci DAS/I-ELISA a RT-PCR metod bylo u vSech vir mozné
pozorovat zrény v koncentraci v fibéhu roku a i v zavislosti na pouzitém rostlinném
materialu. Metodou qRT-PCR se u ASGV, ASPV a ACL®&potvrdilo, Ze by v fibéhu
roku dochazelo ke z&nam v koncentraci Mir v rostlinach. U ApMV byly zaznamenéany
mirné znény v obsahu viru v fibéhu roku metodou qRT-PCR. Je proto prgabobné,
Ze pouze koncentrace ApMV neni vilp¢hu roku v rostlinach stald a mohla by tedy
ovliviiovat spolehlivost detékich metod. Rozdily v koncentraci #ir v rizném
rostlinném materidlu byly metodou qRT-PCR zaznamgngouze u ACLSV, kde byl
vysSi obsah viru v Ktech.

V rdmci monitoringu se potitgo ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV detekovat pouze ve
vzorcich zjabloni. Viry byly roz&ny gedevSim v kulturnich vysadbach jabloni (v
sadech a zahradach) a to bez ohledu nd wfdadby. U vold rostoucich stroin bylo
rozsieni vini prokazatel& nizSi. Tyto vysledky naziaji, Ze velky vliv na &eni viti ma
¢lovek pii zakladani a adrzbvysadby stror.

Pri fylogenetickych analyzach a studiu molekularntiaility izolati studovanych
vird z jabloni se neukéazaly vyragai rozdily mezi ndmi navosekvenovanymi izolaty a
starSimi izolaty uvedenymi v databdzi NCBI. ¥pad izolath ApMV a ASGV lze
rozdily povazovat za minimalni; nebyl u nich poza@mo ani zadny vztah ke
geografickému fivodu vzorki nebo typu vysadby jabloni (v@mostouci x kulturni). U
ASPV a ACLSV byla tiznorodost izoldt vySsi, ale to pravghodobré souvisi s vySsi
variabilitou genu CPéthto vini, protoze ani vfipadt izolati téchto dvou vifi nelze

nalézt vztah mezi geografickyniiypodem izolah pripadré typem vysadby jabloni.
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