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UvoD

1. Uvod

Virus mozaiky jabloné (Apple mosaic virus, ApMV), virus zlabkovitosti kmene jabloné
(4Apple stem grooving virus, ASGV), virus vrasCitosti kmene jabloné (Apple stem pitting virus,
ASPV) a virus chlorotické skvrnitosti listh jabloné (Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV)
predstavuji skupinu vyznamnych virovych patogent jabloni. Jejich pfitomnost byla potvrzena
po celém svété, tedy na vSech mistech, kde jejich hostitelé rostou ¢i se komercné péstuji.
Vyznam téchto patogent v rostlinolékaiském oboru spocivd zejména v jejich potencidlu
zpusobit nemalé vynosové ztraty pii péstovani jadrovin.

Z vyse uvedenych divodi je studium biologickych a molekuldrnich vlastnosti jablofiovych
vir velmi opodstatnéné, protoze jen s dokonalou znalosti vSech téchto oblasti je mozné
regulovat jejich pfirozeny vyskyt a tim snizit vznik moznych ztrat. V navaznosti na tyto nové
poznatky je nasledné¢ mozny rozvoj novych, ptipadné optimalizace jiz stavajicich detekénich
metod. Ty by mély umoznit spolehlivéjsi a citlivéjsi detekci zminénych viri, a na zakladé
toho by bylo mozné udé¢lat opatieni k zabranéni jejich dalSiho Sifeni.

Z téchto divodh se jednim z hlavnich cilii predkladané prace stala optimalizace metody
real-time RT-PCR, kterd by umoznila spolehlivou a citlivou detekci vSech studovanych virti a
zarovenn by mohla byt pouzita i pro jejich kvantifikaci v hostitelskych rostlinach, coz by
mohlo umoznit hlubs$i poznani biologie téchto patogenti. V ramci této prace byla nové
optimalizovana metoda také porovnavéana s konven¢nimi technikami (RT-PCR a DAS/DASI-
ELISA), aby bylo mozné posoudit jeji spolehlivost a pfipadné vyvodit urcitd doporuceni pro
zemédélskou praxi.

Nedilnou soucasti predkladané prace je 1 monitoring vyskytu studovanych virovych
patogeni na naSem Uzemi u planych i1 kulturné péstovanych jabloni a také studium

molekularni variability ziskanych izolatl jednotlivych virt.
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2. Védecké hypotézy a cile prace

Hlavni védeckou hypotézou predkladané prace byl predpoklad, ze distribuce viru mozaiky
jablong, viru zlabkovitosti kmene jabloné, viru vrascitosti kmene jablon¢ a viru chlorotické
skvrnitosti listli jablon¢ se v riznych rostlinnych organech jabloni 1i§i a zaroven dochazi i

k fluktuaci titru viri v rostlindch v pribehu celého roku.

Dil¢i hypotézou byl predpoklad, Ze hostitelské spektrum sledovanych virit je podstatné
Sirsi, nez se do dnesni doby piedpokladalo, avsak jejich mnozstvi v téchto rostlinach je natolik
nizké, ze znemoznuje jejich detekci pomoci bézné pouzivanych sérologickych a molekularné

genetickych technik.

Hlavnim cilem prace byla detekce a kvantifikace viru mozaiky jablon¢, viru zlabkovitosti
kmene jabloné€, viru vrascitosti kmene jabloné¢ a viru chlorotické skvrnitosti listii jabloné
v rostliné pomoci nékolika detek¢nich technik, jmenovité pomoci metody kvantitativniho RT-
PCR (qRT-PCR), dale za vyuziti konven¢ni metody RT-PCR a pomoci sérologickych metod
DAS/DASI-ELISA.

Dalsimi cili byly:
e monitoring vyskytu ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV na nasem Uzemi, a to u
kulturné péstovanych i planych rostlin

e studium molekularni variability u izolath ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV.
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3. Literarni reSerse

3.1.Vyznamné viry jabloni

Podle evropskych standardi na ochranu rostlin je v soucasnosti popsano devét virti a jim
podobnych agens, fytoplazem a viroidd, kterym by méla byt vénovéna pozornost a jejich
vyskyt na jablonich péstovanych v sadech by mél byt pravidelné monitorovan (tab. 1). Mezi
vyznamné viry jabloni patfi virus mozaiky jablon¢ (4Apple mosaic virus, ApMV), virus
zlabkovitosti kmene jabloné (Apple stem grooving virus, ASGV), virus vrascitosti kmene
jabloné (Apple stem pitting virus, ASPV) a virus chlorotické skvrnitosti listti jabloné (Apple
chlorotic leaf spot virus, ACLSV) (Anonym 3, 1999). Zminéné viry se Casto vyskytuji ve
smésnych infekcich (Mink, 1989) nejenom spolu, ale i s dal$imi viry, napft. s virem nekrotické
krouzkovitosti slivoné (Prunus necrotic ringspot virus, PNRSV) a s virem zakrslosti slivoné

(Prunus dwarf virus, PDV) (Petrzik a Lenz, 2002).

Tabulka 1. Vyznamné viry a jim podobna poskozeni jabloni dle standarda EPPO.

Nazev patogena/choroby ZKkratka Typ patogena
Virus mozaiky jabloné (Apple mosaic virus) ApMV
Virus zlabkovitosti kmene jablon¢ (Apple stem grooving virus) ASGV virus
Virus vrascitosti kmene jabloné (Apple stem pitting virus) ASPV
Virus chlorotické skvrnitosti listli jabloné& (4dpple chlorotic leaf spot virus) ~ACLSV
Apple scar skin viroid ASSVd viroid
Proliferace jablon¢ (Apple proliferation phytoplasma) AP fytoplazma
Rubbery wood, flat limb -
Horseshoe wound - virim podobné

Poskozeni plodt: chat fruit, green crinkle, bumpy fruit organismy

of Ben Davis, rough skin, star crack, russet ring, russet wart
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3.1.1. Virus mozaiky jabloné

Virus mozaiky jabloné¢ je celosvétové rozsiteny virus s velice Sirokym hostitelskym
spektrem (Fulton, 1972). Patogen byl pojmenovan po pfiznacich, které zplisobuje na jabloni,

prvnim hostiteli, na némz byl popsan (Brandford a Joly, 1933).

3.1.1.1. Klasifikace viru
ApMYV je tazen do podskupiny III rodu /larvirus spolu s PNRSV, Blueberry shock virus
(BIShV) a s Humulus japonicus latent virus (HILV) (Lee et al., 2002). Rod Ilarvirus obsahuje
19 virovych druhti, které jsou rozdéleny do sedmi hlavnich podskupin (I-VII) na zakladé
jejich sérologickych vlastnosti (van Regenmortel et al., 2000; Shiel a Berger, 2000). Ilarviry
se fadi do celedi Bromoviridae spolecné s pécti dalSimi rody (Alfamovirus, Anulavirus,
Bromovirus, Cucumovirus a Oleavirus), které jsou rozclenény na zakladé spolecnych

biologickych vlastnosti (Anonym 5, 2014).
3.1.1.2. Organizace genomu viru

ApMYV je izometricky virus ikosahedralniho tvaru s rozméry castic okolo 25 nm (Fulton,
1967; Gotlieb a Berbee, 1973; Hunter et al., 1959). Jedna se o viceslozkovy virus a pro vznik
infekce je nutné, aby vSechny ¢asti viru byly pfitomné v rostling.

Genom viru je sloZzen z pozitivné orientované jednovldkenné molekuly RNA, kterd je
rozdélena do tii genomickych RNA (RNA 1, RNA 2 a RNA 3) a jedné subgenomové RNA
(RNA 4) (Ribicki, 1995; Bol, 1999). RNA 1 a RNA 2 kéduji geny pro replikaci viru
v hostitelské buiice (Shiel a Berger, 2000). RNA 1 je vétsi a obsahuje 3476 nukleotidii (nt),
které koduji jeden otevieny ¢teci ramec (open read frame, ORF) koédujici polypeptid o 1046
aminokyselinach (aa) a o molekularni hmotnosti (Mr) 118416. Pravdépodobné¢ se jednd o gen
metyltransferazy a helikazy (Shiel a Berger, 2000). RNA 2 je dlouhd 2979 nt a také obsahuje
jeden ORF, ktery koduje peptid o velikosti 875 aa a o molekulové hmotnosti (Mr) 99866
(Shiel a Berger, 2000). RNA 2 pravdépodobné¢ koéduje gen RNA dependentni RNA
polymerazy (Buck, 1997). RNA 3 je velkd 2056 nt a obsahuje dva ORF, které koduji
pohybovy (movement protein, MP) a obalovy (coat protein, CP) protein. Prvni ORF je slozen
z 861 nt a koduje peptid o velikosti 286 aa, ktery predstavuje MP (Shiel et al., 1995). MP
hraje roli pfi pohybu viru z buiikky do buiiky a je translatovan piimo z RNA 3 (Alrefai ef al.,
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1994). Druhy ORF je dlouhy 654 az 669 nt a kdduje peptid o velikosti 218 az 223 aa (Petrzik
a Lenz, 2002), ktery vytvati CP, jenz je translatovan skrze subgenomickou mRNA (RNA 4),
ktera pochazi z RNA 3 (Alrefai et al., 1994). CP tvofi obal vSech tii genomovych ¢asti viru a
zéaroven hraje roli v mnoha krocich replikace viru a v iniciaci a Sifeni virové infekce (Jaspars,
1985; Ansel-McKinney a Gehrke, 1998; Bol, 1999).

V soucasnosti je pozornost vénovana vyzkumu sekvenéni variability CP izolati ApMV.
V minulych studiich byly identifikovany izolaty s inzerci 6 az 15 nukleotidd, coz by mohlo
mit za nasledek vytvoreni stabilni sekundarni struktury se tfemi vlasenkami. Tato inzerce byla
zatim potvrzena u izolati jabloni a hrusni, které byly porovnavany s izolaty rodu Prunus
(Petrzik, 2005; Petrzik a Lenz, 2002). V ramci fylogenetickych studii se neprokazalo, ze by
heterogenita izolati mohla souviset s geografickym plivodem izolati (Lee er al., 2002;
Thokchom et al., 2009). Pravdépodobnéjsi je proto roziazeni izolatl dle hostitelskych rostlin,
kde by jednu skupinu tvoftily jiz zminéné jadroviny a druhou ostatni hostitelské rostliny (napft.
Prunus spp., Humulus lupulus) (Grimova et al., 2013; Lee et al., 2002; Thokchom et al.,
2009).

3.1.1.3.  Hostitelské rostliny

ApMV byl identifikovan na dfevinnych 1 bylinnych hostitelich. Mezi ovocnaisky
vyznamné hostitele patii jabloné¢ (Malus domestica), hrusné (Pyrus communis), slivoné
(Prunus domestica), meruiky (Prunus armeniaca), broskvoné (Prunus persiaca), ttesné
(Prunus avium), mandlon¢ (Prunus amygdalus), jahodniky (Fragaria sp.), maliniky (Rubus
idaeus), ostruziniky (Rubus occidentalis), Cervené rybizy (Ribes rubrum) a lisky (Coryllus
avellana) (Anonym 1, 2003). Dal§imi nachylnymi druhy jsou chmel (Humulus lupulus), rize
(Rosa sp.) a ruzné druhy zrodu Prunus napi. P. cerasifera, P. instititia, P. mahaleb, P.
salicina, P. serulata, P. triloba, P. cerasus (Brunt et al., 1996; Neméth, 1986; Sweet, 1980).
Virus byl také nalezen na btizach (Betula pendula, B. papyrifiera, B. alleghaniensis),
jirovcich (desculus hippocastanum, A. x carnea), jetabech (Sorbus aucuparia), trnkéch
(Prunus spinosa) a hlozich (Crataegus sp.) (Fulton, 1972; Gotlieb a Berbee, 1973; Poldk a
Zieglerova, 1997). Mezi potencidlni hostitele patii kdouloné (Chaenomeles sp.) a miSpule
(Mespilus sp.), v nichz je ApMV pravdépodobné ptfitomny ve velice nizkych koncentracich

(Desvignes et al., 1999). ApMV byl také detekovan ve volné rostoucich plevelnych rostlinach
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v liskovém sadu, v némz byla potvrzena pfitomnost patogena u stromil. Mezi plevele, na
nichz byla pfitomnost viru potvrzena, patfi vochlice (Scandix sp.), pelynék cCernobyl
(Artemisia vulgaris), zvonek (Campanula sp.), Salvéj sporySova (Salvia verbenaca),
konopice (Galeopsis sp.), cernohlavek (Prunella sp.) a plamének plotni (Clemantis vitalba)

(Arli-Sokmen et al., 2005).
3.1.1.4. Prenos viru

Pfenos viru je mozny vegetativnim mnoZenim z infikovanych rostlin na zdravé a také
mechanickou inokulaci. Pfestoze ma virus velice Siroké spektrum hostitelskych rostlin neni
znam zadny vektor, ktery by ho pienasel (Fulton, 1952;). Pfenos ApMV byl pozorovan také
v piipad¢ srustu kotfent ve Skolkdch ovocnych dfevin (Hunter et al., 1958, Dhingra, 1972).
Stejnym zplisobem pravdépodobné dochézi i k pfenosu na plevelné rostliny v sadech (Arli-
Sokmen et al., 2005).

Cameron a Thompson (1986) ve své praci uvedli, ze pfenos ApMV semenem Ize
pozorovat na liskach, kdy se na novém porostu semenacu objevily ptiznaky ApMV. Virus byl
také detekovan v embryu a endospermu nezralého semene u jirovcl, ale po vyzrani uz se
virus nepodafilo detekovat (Sweet a Barbara, 1979). Aramburu a Rovira (2000) se zabyvali
prenosem viru pylem u lisek. Pfenos semenem a pylem vSak stile zlstava nepotvrzen
(Petrzik, 2005).

Pii pokusech na chmelu byl prokdzan pienos viru na cepeli noze, ktery byl pfedtim
v kontaktu s infikovanou rostlinou, pfipadn€¢ kontaktem listi chmelovych rostlin

(Pethybridge, 2002).
3.1.1.5.  Priznaky virové infekce

ApMYV je pivodcem mozaiky (zlutych nepravidelnych skvrn) na listech, ale mize se
projevit i nekrézou nebo byt latentni (Neméth, 1986). Ptiznaky viru se li§i u riznych virovych
kmenil nejen svou intenzitou, ale i konkrétnim projevem. Rozdily jsou i mezi jednotlivymi
hostitelskymi rostlinami. Pfiznaky se vétSinou neprojevi na celé rostling, ale ndhodné na
nekterych vétvich ¢i listech (Paunovic et al, 2011).

Na jablonich se nejcastéji objevuji typick¢é mozaikové skvrny, ale plody jsou

bezptiznakové (Petrzik a Lenz, 2011). U hrusni je infekce zcela bezptiznakova (Petrzik a
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Lenz, 2002), zatimco na peckovinich se vétSinou virus projevuje krouzkovitosti a
prouzkovitosti (Canova, 1960; Dhingra, 1972; Diekmann a Putter, 1996; Ellenberger, 1962;
Neméth, 1986; Posnette a Ellenberger, 1957). U lisek byvaji pfiznaky obdobné jako u jabloni
(Akbas et al., 2004).

K riznym projevim viru dochazi i u jednotlivych kultivart, vétSinou v souvislosti
s citlivosti dané odridy na ApMV (Anonym 2, 1991). Vliv na vyskyt pfiznak ma i vegetacni
obdobi a prubéh pocasi dan¢ho roku. Symptomy zpiisobené ApMV byvaji nejvyraznéjsi od
konce jara do zacatku léta. V pozd¢jSich obdobich roku se vytraceji (Lee et al., 2002).

3.1.1.6. Rozsifeni a ekonomicky vyznam viru

ApMV je celosvétové rozsiteny virus, ktery lze nalézt na planych, ale i kulturné
pestovanych rostlinach (Paunovic et al., 2011). Jak jiz bylo zminéno, virus se ¢asto vyskytuje
ve smésnych infekcich, na peckovinach spolu s PNRSV a PDV, u jadrovin s ASPV, ASGV a
ACLSYV (Petrzik a Lenz, 2002).

V Ceské republice se uvadi, ze vice nez 17 % jabloni v sadech, je virem infikovano. U
starSich sadli mtze byt napadeno i vice nez 50 % stromt (Svoboda a Polak, 2010). U hrusni
nebyl takto rozsahly vyzkum u nés nikdy proveden, ale pfi testovani 16 hrusni bylo nalezeno
13 pozitivnich (Petrzik a Lenz, 2002). V ptipad¢ peckovin byla na nasem uzemi realizovana
studie u plané rostoucich rostlin. Otestovano bylo celkem 162 myrobalanti, 86 slivoni, 56
trnek a 55 stromd tfes$ni a visni. Infekce ApMV byla potvrzena pouze na nékolika stromech,
konkrétné se jednalo o jeden myrobalan a tfi slivoné (Polak, 2007). Virus byl také detekovan
na deviti ze 72 testovanych stromti volné rostoucich jirovcil a na péti z 29 testovanych jerabu
(Polak a Zieglerova, 1997). Déle byla povedena rozsahla studie tykajici se vyskytu ApMV na
riznych kultivarech a klonech chmelu péstované¢ho na nasem uzemi. Pfitomnost viru byla
potvrzena na kultivarech Zlatan (10 pozitivnich/17 testovanych), Zatecky Cervendk (7/7),
Aromat (3/4), Sirem (3/3), Blato (7/7), Lucan (3/3), Petham Golding (8/20), Early Prolific
(3/10), Sacramento (5/10), Cobbs Golding (1/2), Early Bird Golding (1/2), Wye Early Bird
Golding (1/2), Atlas (1/1), Hiiller Bitterer (1/1),Northern Brewer (3/3), Brewers Gold (1/1),
Smooth Cone (1/1), Shinshu Wase (1/1), Fuggle N (4/4) a na Osvaldové klonu (35/58) (Polak
a Svoboda, 1989; Svoboda, 1993).
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Rozsahlé studie zabyvajici se vyskytem viru na jadrovindch byly realizovany také
v zahrani¢i. V LotySsku byla pfitomnost ApMV prokazéana na 22 % z 50 testovanych jabloni a
na 21 % z 36 testovanych hrusni (Pupola et al., 2011). V Rumunsku byl virus detekovan
pouze na jedné jabloni ze 17 testovanych stromu (Popescu et al., 2004). Obdobné nizky
vyskyt ApMV byl potvrzen také v Albanii, kde bylo infikovano 0,7 % ze 140 testovanych
stromd jabloni (Myrta et al., 2004). V Bosné a Hercegoviné se pfitomnost ApMV na 65
testovanych jablonich a 50 hruSnich nepotvrdila (Lolic et al., 2010). Naopak v Italii bylo
virem infikovano 77 % testovanych hrusni (Di Terlizzi et al., 1992). V Recku se
v jabloniovych sadech mira infekce ApMV pohybuje mezi 2,7 az 10,6 % (Varveri a Bem,
1995). V Maroku byl virus detekovan na ctyiech ze 100 studovanych jabloni (Afechtal et al.,
2010). V Tunisku byla ptitomnost ApMV potvrzena na 15 % ze 111 testovanych stromil
jabloni a na 11 % ze 106 testovanych hrusni (Mahfoudhi ef al., 2013). V piipad¢ Turecka se
vyskyt viru na jablonich velice li$il v jednotlivych regionech. Infekce ApMV se pohybovala
v rozmezi 1-68 % (Akbas a Ilhan, 2005; Caglayan et al., 2006; Dursunoglu a Ertunc, 2008;
Elibuyuk a Erdiller, 1998; Korkmaz et al., 2013; Uzunogullari a Ilbagi, 2009). Dale byl
monitoring na jablonich proveden v Syrii a infekce virem byla prokazana pouze u 0,2 %
z 1077 studovanych stroma (Ismaeil et al., 2006). V Jorddnsku byla pfitomnost ApMV
potvrzena u 16 stromti z 1565 testovanych jabloni (Salem et al., 2005). V Indii se rozsiteni
viru na jablonich lisilo dle toho, ve kterém regionu byl monitoring proveden. Thokchom et
al. (2009) ve své praci uvadi pouze 13 infikovanych stromt ze 198 testovanych, zatimco
Lakshmi et al. (2011) prokazal infekci ApMV na 26 % ze 78 testovanych stromtl.

Rozsiteni ApMV bylo studovano také u peckovin. V Itdlii byla pfitomnost ApMV
prokézéna u 21 % z 323 slivoni, 20 % z 370 broskvoni, 2 % z 1397 merunék a u 45 %
mandloni (Di Terlizzi, 1998). Ve Spanélsku byl virus detekovan na 1-3 % merungk, 2-7 %
slivoni, 4-15 % broskvoni, 3 % tfesni a na 14-17 % mandloni (Dominguez et al., 1998; Llacer
et al., 1986; Myrta et al., 2003; Pallas et al., 1998). V Turecku byla infekce ApMV potvrzena
na 22 % trnek a na 19 z 22 testovanych slivoni (Akbas a Degirmenci, 2010; Ilbagi et al.,
2008) V ramci monitoringu proveden¢ho v Alzirsku byl vyskyt viru prokazan u 1 % merunék
(testovano 109 stromu), 2 % broskvoni (91), 2 % slivoni (98), 2 % tiesni (64) a 3 %
myrobalant (24) (Rouag et al., 2008).
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Zdravotni stav lisek byl studovan ve Spanélsku, Polsku a Turecku. Ve Spanélsku byla
infekce ApMV prokazana u 97 % vzorkl z 320 testovanych lisek (Aramburu a Rovira, 2000).
V Turecku se vysledky vyrazné liSily v ramci dvou provedenych studii. Akbas et al. (2004)
uvadi, ze 73 % ze 150 testovanych lisek bylo ApMV infikovano, zatimco ve studii Akbase a
Degirmenciho (2009) byla pfitomnost viru potvrzena u 13,6 % z 1465 studovanych lisek.
V Polsku byl virus detekovan pouze na vzorcich z kultivaru Negret a na jednom stromu klonu
104E z celkem 27 testovanych kultivart a klont lisek (Kobylko et al., 2005).

Studie zabyvajici se rozSifenim ApMV na rostlindich chmele byly realizovany v USA.
V diive provedené studii byla infekce virem prokazana pouze na 1 % rostlin (Klein et al.,
1995). V dalsim monitoringu obdobného rozsahu byl virus detekovan na 29 % z200
testovanych rostlin (Postman et al., 2005). VUSA byl virus detekovan také na volné
rostoucich bfizach (Gotlieb a Berbee, 1973). Také v Némecku byla pfitomnost ApMV na
¢tyfech plané rostoucich btizach potvrzena (Gruntzig et al., 1996).

Ptesné informace o celkovych ekonomickych ztratach zptisobenych ApMV nejsou znamé.
Vyznamnym faktorem je vSak snizeni vynosu, které infekce zptisobi. U jabloni jsou uvadény
ztraty na vynosu ovoce 30 az 50 % (Thokchom et al., 2009). U chmelu se ztraty pohybuji
okolo 20 az 30 % (Gent, 2013), zatimco u lisek je u vir6znich stromt ztrata na vynosu otechil

pfiblizn€ 40 % (Postman, 2002).
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3.1.2. Virus Zlabkovitosti kmene jabloné

Virus zlédbkovitosti kmene jablon¢ (4Apple stem grooving virus, ASGV) je celosvétove
rozsifeny virus, ktery je vétSinou piivodcem latentni infekce predev$im u ovocnych dievin z
celedi Rosaceae (Neméth, 1986). Poprvé byl popsan na jabloni (Malus sylvestris) cv. Virginia
crab, kde byl pivodcem odumirani stroml a nekr6z pfti sristani roubti s podnozi (Lister et al.,

1965).

3.1.2.1. Klasifikace viru

Virus je tfazen do rodu Capillovirus spolu s Cherry virus A (CVA), a je jejim typovym
predstavitelem. Celed’ Betaflexiviridae zahrnuje kromé rodu Capillovirus dalsich 6 rodi
rostlinnych virt (Carlavirus, Citrovirus, Foveavirus, Tepovirus, Trichovirus a Vitivirus) a
skupinu 9 nezafazenych vird. Rad Tymovirales, jehoz ¢&leny jsou kromé &eledi
Betaflexiviridae 1 Celedi Alphaflexiviridae, Cammaflexiviridae a Tymoviridae, zahrnuje
predevsim rostlinné viry, ale n€kteti zastupci patii mezi mykoviry (Anonym 5, 2014).

Dnes jiz nepouzivanym synonymem pro ASGV je Citrus tatter leaf virus (CTLV), ktery
byl popsan na jinych hostitelich nez ASGV a byl povazovan za samostatny druh. Az
sekvenaci genomu virl bylo potvrzeno, Ze se jedna o stejné patogeny, které¢ byly na riiznych

hostitelich rizné pojmenovavany (Yoshikawa ef al., 1996; Magome et al., 1997).
3.1.2.2. Organizace genomu viru

ASGYV je vlaknity linearni virus s ¢asticemi o velikosti 600 — 700 nm x 12 nm, ktery ma
spiralovity tvar a-helixu (Lister a Bar-Joseph, 1981). Genom je tvofen pozitivné orientovanou
jednovladkennou RNA, kterd je slozena z 6496 nt a na 3 'konci je polyadenylovana (Yoshikawa
et al., 1992). RNA obsahuje dva piekryvajici se ORF (ORF 1 a 2), které¢ koduji virové
proteiny. ORF 1 koduje polyprotein o 241 — 242 kDa (2105 aa), ktery v sobé zahrnuje geny
pro methyltransferazu, helikazu, papainovou proteazu a RNA dependentni RNA polymerazu a
na C-konci je kodovan obalovy protein (coat protein, CP) o 27 kDa (Yoshikawa et al., 1992;
Ohira et al., 1995). V ORF 1 se vyskytuje také usek, kde neni kodovan zadny produkt. Tato
¢ast genomu je variabilni mezi riznymi izolaty viru, a proto je oznacovana jako V-region
(Magome et al., 1997). ORF 2, ktery je vlozen do ORF 1 v jiném c¢tecim ramci, koduje 36
kDa (320 aa) velky pohybovy protein (movement protein, MP) a virovou protedzu

(Yoshikawa et al., 1992; Magome et al., 1997). Virova strategie exprese genu tohoto viru
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vyuziva jak tvorby polyproteinu, pro ORF 2 a vétsi ¢ast ORF 1, tak subgenomické RNA pro
CP (Hirata et al., 2003; Tatineni et al., 2009).

3.1.2.3. Hostitelské rostliny
Virus byl do dnesni doby detekovan na jabloni (Malus sp.), hrusni (Pyrus communis, P.
pyryfolia), merunice (Prunus armeniaca), tteSni (Prunus avium), citrusech (Citrus sp.) a
aktinidii (Actinidia sp.) (Lister, 1970; Neméth, 1986; Sawamura et al., 1988; Yoshikawa et
al., 1992; Takahashi et al., 1990; Kinard et al., 1996; Lovisolo et al., 2003; Clover et al.,
2003). Byla popsana i piirozena infekce virem na okrasnych rostlinach, kterymi jsou lilie

(Lilium sp.) a bambus nebesky (Nandina domestica) (Inouye et al., 1979; Tang et al., 2010).

3.1.2.4. Prenos viru

ASGV je ptfenosny vegetativnim mnozenim infikovanych rostlin a také mechanickou
inokulaci. Zadny organismus nebyl zatim potvrzen jako pienase¢ viru a ani pienos pylem
nebyl prokdzan. U nékterych bylinnych hostiteld (Lilium sp., Chenopodium quinoa) byl
potvrzen pienos viru semenem (Inouye et al., 1979), ktery byl také popsan u Malus platycarpa

(Van der Meer, 1976).

3.1.2.5. Priznaky virové infekce

Na vétSin€ odrud jabloni je virova infekce bezptiznakova (Neméth, 1986). U citlivych
odrid jabloni muze dochdzet k poSkozeni xylému, které se projevuje ryhami ve dievé a
nekrézami lyka. Diky tomu je oslabena cela rostlina a snizuje se riist novych vyhonti (Nicket
et al., 2004). Mezi citlivé odridy patfi napf. kultivar Virginia crab, u kter¢ho dochazi
k odumirani a k nekr6zdm, pokud je na n€j naroubovan nebo naockovan infikovany kultivar
(Desvignes et al., 1999; Yanase et al., 1990). U citrusti virus zpasobuje nejcastéji poskozeni
pii sriistu roubli a ocek s podnozi, kde dochdzi k nekrozam a nasledné k oslabeni celych
rostlin (Miyakawa a Ito, 2000). Na mandarinkach se virus mize projevit krouzkovitosti ploda
a listi (Lovisolo et al., 2003). Podobné ptiznaky byvaji i na listech aktinidie, kde se objevuje i
chloroza (Clover et al., 2003).
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3.1.2.6. Rozsifeni a ekonomicky vyznam viru

ASGYV je latentni virus, jehoz vyskyt je pravdépodobné celosvétovy. VEtsi vyskyt viru lze
pozorovat v oblastech péstovani jabloni. Lister (1970, 1996) uvadi, Ze ptitomnost viru byla
potvrzena v Australii, Cing, Indii, Japonsku, Nizozemsku, Portugalsku, Italii, Velké Britanii,
Severni Americe a na Novém Zélandu. Infekce ASGV byla na celedi Rosaceae
zdokumentovana také v Brazilii (Betti et al., 1995). Na jadrovindch byl virus zkoumén
v mnoha zemich napt. v Polsku, LotySsku, Bosn¢ a Hercegoviné, Jordansku, Syrii, Egypté a
Maroku (Afechtal et al., 2010; Al-Jerb et al., 2005; Lolic et al., 2010; Paduch-Cichal a
Tomala, 2007; Pupola et al., 2011; Salem et al., 2005; Youssef et al., 2010).

Polék a Zieglerova (2001) uvadégji, ze rozsifeni viru na nasem Uzemi je znacné. V ramci
monitoringu byl vyskyt viru potvrzen u 44 % ze 420 testovanych stromil jabloni ze sadil a
skolek (Kundu, 2003b). V dalsi studii provedené v Ceské republice na jablonich bylo 67 % ze
40 sledovanych stromil infikovano ASGV (Kundu et al., 2003). Tato data potvrzuje také
Svoboda a Poldk (2010), kteti uvadéji, ze infekce ASGV na stromech v jablonovych sadech
dosahuje v CR vice nez 50 %.

V Polsku byl virus zachycen na piiblizn€ 40 % testovanych jabloni v produkénich sadech
(Paduch-Cichal a Tomala, 2007). V Bosn¢ a Hercegoviné byla provedena detekce viru
v mensim rozsahu a virus byl detekovan v 10 z 30 testovanych jablonia v 11 z 16 testovanych
hrusni (Lolic et al., 2010). Také v Ciné byl potvrzen vysoky vyskyt viru a to na 67 % jabloni
péstovanych v sadech v oblasti Shaanxi (Liu et al., 2013). Naopak v Jordansku bylo nalezeno
pouze 4,6 % infikovanych jadrovin z 1565 testovanych rostlin (1393 jabloni, 149 hrusni, 23
kdouloni) (Salem et al., 2005). V Maroku byla infekce detekovana také v mensim rozsahu. Ze
70 testovanych jabloni bylo pozitivnich na ASGV pouze 8 a z 30 testovanych hru$ni bylo
ASGYV infikovano pouze 6 stromu (Afechtal ez al., 2010). V Egypté byl monitoring proveden
v 9 sadech jadrovin a virus byl detekovan na 50 jablonich z 224 testovanych a u hrusni se
pritomnost ASGV potvrdila v 22 vzorcich ze 196 testovanych (Youssef et al., 2010). V Syrii
byl virus potvrzen na 24 (3,2 %) jablonich ze 754 testovanych a ASGV nebyl nalezen na
hrusnich a kdoulonich testovanych v této oblasti (Al-Jerb et al., 2005). Na citrusech (napf.
mandarinkach a pomerancich) v Japonsku byl virus detekovan pouze na 5 % vzorkd z 217

testovanych (Ito et al., 2002).
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Zhodnotit ekonomicky dopad infekce ASGV je slozité. Problémovy je vyskyt viru ve
Skolkéach, zvlasté u okrasnych jabloni (Malus sp.), kde mize dojit k thynu, ale i jen k
estetickému znehodnoceni stromka pifi roubovani a ockovéani. Podobné problémy byly
pozorovany i pii péstovani citrusii, kde pii infekci ASGV muze dojit k poSkozenim pfi

nekompatibilité¢ podnoze a roubu (Tahakara et al., 1988).
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3.1.3. Virus vrascitosti kmene jabloné

Virus vrasCitosti kmene jablon¢ (Apple stem pitting virus, ASPV) je jednim
z nejvyznamnéjSich latentnich virGi napadajicich jablon¢ a hru$né. Vyskytuje se celosvétove

v produkénich sadech jadrovin a miize byt plivodcem vyznamnych ekonomickych ztrat.

3.1.3.1. Klasifikace viru

ASPV je tazen do rodu Foveavirus spolu s dal§imi péti viry (napf. latentnim virem
merunky -Apricot latent virus, ApLV; virem chlorotické strakatosti broskvoné — Peach
chlorotic mottle virus, PCMoV a virem m¢lké vrascCitosti révy — Grapevine rupestris stem
pitting-associated virus, GRSPaV) a je jejim typovym ptedstavitelem. Tento rod stejné jako
jiz zminovany rod Capillovirus patii do Celedi Betaflexiviridae, kterd je zafazena do tadu

Tymovirales (Anonym 5, 2014).

3.1.3.2. Organizace genomu viru

ASPV je vléknity linedrni virus s helikalni strukturou a ¢asticemi o velikosti piiblizné 12-
15 nm na Sitku a 800 nm na délku. Jeho genom je tvofen jednovldkennou pozitivné
orientovanou RNA o délce 9 332 nt, jejiz 3” konec je polyadenylovan (Jelkmann, 1994;
Koganezawa a Yanase, 1990). Genom viru tvofi pét otevienych ¢tecich ramcti (ORF 1, 2, 3, 4
a 5) a také 135 nt dlouha variabilni nekddujici oblast pied polyA koncem. ORF 1 kéduje
proteiny zodpovédné za replikaci viru, a to metyltransferazu, helikdzu a RNA dependentni
RNA polymerazu (RdRp). V ORF 2, 3 a 4 je kodovan trojity blok genii nutnych pro pohyb
viru v rostling, tzv. pohybovy protein (Martelli ef al., 2007). Jedna se o jeden vétsi polypeptid,
ktery tvoii helikdzu a dva mensi peptidy predstavujici membranové pienasece. ORF 5 koduje
obalovy protein viru o velikosti 42 — 44 kDa (Jelkmann, 1994). Virus se celkové vyznacuje
velkou variabilitou genomu (Yoshikawa et al., 2001). Exprese genli probiha na 5 konci pfimo
a zbylé virové geny jsou exprimovany pomoci subgenomickych RNA (Martelli a Jelkmann,

1998).

3.1.3.3. Hostitelské rostliny

ASPV byl zatim popsan jen na uzkém okruhu hostitelskych rostlin. Mezi ovocnaisky

vyznamné hostitele patii jabloné (Malus sp.) a hrusné (Pyrus sp.). Mezi dal$i pfirozené
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hostitele, na nichz byl virus zachycen, patii kdouloné (Cydonia oblonga), hlohy (Crateagus
sp.) a jetaby (Sorbus sp.) (Neméth, 1986).

3.1.3.4. Prenos viru

Virus se nejCastéji prendsi vegetativnim mnozenim a kontaktem kotent (Jelkmann a
Paunovic, 2011). Zatim nebyl nalezen zadny vektor, ktery by patogena pienasel a ani pienos
semenem a pylem nebyl potvrzen. S urcitymi obtizemi Ize virus z jabloni a hrusni prenést
mechanicky na nachylné bylinné hostitele a zpét na ptirozené hostitele (Neméth, 1986; Van
der Meer, 1986; Leone et al., 1995). Virus ziskany z kdouloné se zatim mechanicky pienést

na bylinné hostitele nepodatilo (Paunovic a Rankovic, 1998).

3.1.3.5. Priznaky virové infekce

U komer¢né péstovanych odrid jabloni a hrusni je infekce ASPV vétSinou bezptiznakova.
U hrusni se mohou pfiznaky na téchto odriidach objevit v prvnich letech po vysadbé a
nasledné vymizi. Symptomy se obvykle projevuji na citlivych a indikatorovych rostlinach
(Desvignes et al., 1999). U jabloni dochazi k vréascitosti kmene a vétvi, pfipadné epinastii
list. Intenzita ptiznaka se 1i8i dle konkrétni odridy (Koganezawa a Yanase, 1990). U hrusni
se infekce ASPV projevuje chlorotickymi skvrnami podél zilek listi, které se objevuji na jare
a nejviditelnéjSimi se stavaji v priabéhu léta. U nékterych odrid hrusni se jednd spise o
nacervenalé ¢i nekrotizujici skvrny. Na plodech hrusni se infekce muze projevit povrchovymi
deformacemi, které jsou tvoreny sklerenchymatickymi buitkami, jez vypliuji duzninu plodu
(Cameron, 1989). V ptipadé¢ kdouloni patii mezi typické ptiznaky infekce ASPV vznik
sazovitych skvrn kruhovitého nebo podlouhlého tvaru nachazejicich se podél zilek listh a
rozvoj nazloutlych skvrn na listech. U plod dochazi ke zmenSeni a povrchovym deformacim

(Desvignes, 1971; Paunovic, 1995).

3.1.3.6. Rozsifeni a ekonomicky vyznam viru

ASPV je rozsiten celosvétoveé a lze ho nalézt vSude tam, kde se péstuji jablong, hrusné a
kdoulong.

V Ceské republice byl proveden rozsahly vyzkum vyskytu ASPV v jablofiovych sadech a
Skolkach. Vyskyt ASPV byl potvrzen u 27,86 % vzorki, tedy u 117 jabloni ze 420
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testovanych (Kundu, 2003b). Podobny monitoring vyskytu viru na jadrovinach byl proveden i
v dal§ich zemich napt. Lotyssku, Recku, Turecku, Maroku a Egypté (Afechtal et al., 2010;
Mathioudakis et al., 2010; Pupola et al., 2011; Sertkaya, 2010; Youssef et al., 2010). V Recku
byla potvrzena vysokd mira infekce ASPV na jablonich, bylo napadeno 123 ze 134
testovanych stromt. U hrusni byl virus detekovan v mensi mife, a to u 57 ze 111 testovanych
rostlin (Mathioudakis et al., 2010). V Bosné¢ a Hercegoviné byly zaznamenany podobné
vysledky. Vétsi vyskyt ASPV byl u jabloni, kde byl virus nalezen ve 45 z 65 testovanych
stromu a u hrusni byl virus detekovan pouze u 11 z 50 testovanych stromu (Lolic ef al., 2010).
Niz8i vyskyt viru byl potvrzen v Egypté, kde byl virus nalezen u 30 z 224 testovanych jabloni
a u 25 ze 196 testovanych hrusni (Youssef et al., 2010). Obdobné vysledky byly ziskany i
v Maroku, kde bylo infikovano ASGV 18 ze 70 jabloni a 8 z 30 sledovanych hrusni (Afechtal
et al., 2010). Naopak v Turecku byl u hrusni zaznamenan relativné vysoky vyskyt viru.
ASGV byl potvrzen u 60 % stromi ze 100 testovanych (Sertkaya, 2010). V Tunisku byl
monitoring zaméfen také na kulturné péstované hrusné a virus byl potvrzen u 18 ze 44
testovanych stromt (Mahfoudhi et al., 2011).

Zhodnotit ekonomicky dopad infekce ASPV je slozité. V ptipadé¢ hrusni a kdouloni
infikovanych ASPV mize u citlivych odriid dojit k pfimému poskozeni plodu a tim dojde ke
snizeni vynosu, ale v jednotlivych letech se ztraty 1isi (18 - 94 %) (Paunovic, 1995; Thomsen,
1989). Virova infekce ma vliv i na samotny rist stromii a tim muze dojit k ovlivnéni
ovocnaiské produkce. U napadenych stromli mize dojit ke sniZeni rstu vyhoni o 29 — 55 %
v pribéhu vegetace. Dochézi vSak k rozdilim mezi jednotlivymi roc¢niky a také odrtidami
(Cropley a Posnette, 1973; Thomsen, 1975). U hrusni dochazi k 5% sniZeni tvorby pupentl,
k 15 — 50% sniZeni nardstu nadzemni ¢asti v pribéhu vegetace a k 10 — 15% ztraté vitality

stromu ve Skolkdch (Lemoine a Michelesi, 1995).
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3.1.4. Virus chlorotické skvrnitosti listu jabloné

Virus chlorotické skvrnitosti listi jabloné (Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV) je
velice variabilni virus v rdmci symptomatologie, ale vétSinou je jeho infekce latentni. Vyskyt
viru byl do dnesni doby potvrzen na jadrovinach i peckovinach. Poprvé byl virus popsan ve
Velké Britanii na jablonich pfi pouziti indikatorové rostliny Malus platycarpa (Luckwill a
Campbell, 1959), ale pojmenovan byl ve stejné dobé v USA, kde byl virus vyizolovan z ruské
jabloniové podnoze a ptenesen na Malus platycarpa (Mink a Shay, 1959).

3.1.4.1. Klasifikace viru

ACLSYV je typovym ptedstavitelem rodu 7richovirus, kam je fazen spolu s dalSimi Sesti
viry napt. virem mozaiky broskvoné (Peach mosaic virus, PMV) a Apricot pseudo-chlorotic
leaf spot virus, APCLSV. Tento rod patii do Celedi Betaflexiviridae spolu s Sesti dalSimi rody
a deviti nezatazenymi viry. Celed’ Betaflexiviridae je soudasti tadu Tymovirales, stejné jako

celed Alphaflexiviridae, Gammaflexiviridae a Tymoviridae (Anonym 5, 2014).
3.1.4.2. Organizace genomu viru

ACLSYV je vlaknity linearni virus o velikosti ¢astic 12 x 720 nm. Jeho genom je tvofen
jednovldkennou pozitivné orientovanou RNA o délce ptiblizné¢ 7 500 nt, ktera je na 3 konci
polyadenylovana (Yoshikawa a Takahashi, 1988). Genom viru je rozd€len do tfi
prekryvajicich se ORF (ORF 1, 2, 3) (Sato et al.,, 1993). ORF 1 koéduje polyprotein
zodpovédny za replikaci viru o molekulové hmotnosti 217 kDa. V ORF 1 lze rozeznat
sekvence typické pro methyltransferazu, helikazu a RNA dependentni RNA polymerazu
(German et al., 1990). ORF 2 kéduje MP o velikosti 50 kDa a ORF 3 pro CP o molekularni
hmotnosti 22 kDa (German et al., 1990). ORF 1 je exprimovana ptimo, zatimco ORF 2 a 3
vyuzivaji pro piepis strategii subgenomické RNA (German et al., 1992; Candresse et al.,
1996). Genom ACLSV je zna¢n¢ variabilni, jak naznacuji studie, které byly dosud provedeny
u ruznych izolatd viru (Candresse et al., 1995; Al Rwahnih et al., 2004; Yaegashi et al.,
2007). Nejvetsi variabilita byla popsana v useku, kde se piekryva MP s CP. V piipadé MP
byla pozorovana variabilita na Grovni proteind, kde dochazi ke zménam jednotlivych
aminokyselin (Candresse ef al., 1995; German et al., 1997), zatimco CP je z tohoto pohledu

konservativnéjsi, ale méni se rozsah jeho elektroforetické pohyblivosti a dochézi tedy ke
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zménam v sekundérni struktute (Malinowski et al., 1998; Pasquini et al., 1998; Al Rwahnih et

al., 2004).

3.1.4.3. Hostitelské rostliny

ACLSYV byl popsan pievazné na dievinnych hostitelich. Z u nas ovocnarsky vyznamnych
druht byl virus detekovan na jablonich, hrus$nich, slivonich, broskvonich, merunkach,
tteSnich a visnich (Giunchedi, 2003; Lister, 1970; Myrta et al., 2003; Neméth, 1986).
Z dal$ich ovocnych dfevin ho Ize nalézt na mandlonich, trnkach, kdoulonich a mispulich.
Vyskyt ACLSV byl popsan 1 na planych a okrasnych rostlindch z ¢eledi Rosaceae napf.
hlozich (Crateagus sp.) a japonské merunce (Prunus mume) (Spiegel et al., 2005; Sweet,

1980).

3.1.4.4. Prenos viru

Virus je pfenasen vegetativnim mnoZenim, tedy o€kovanim a roubovanim (Németh, 1986).
ACLSV lze s obtizemi pienést mechanickou inokulaci na bylinné hostitele, ale poté je jiz
mozné ho prenaset mezi bylinnymi hostiteli snaz (Myrta et al., 2011). V soucasnosti neni
znam zadny vektor, ktery by virus pienasel a ani pfenos semenem a pylem nebyl zatim

potvrzen (Yoshikawa, 2001).
3.1.4.5. Priznaky virové infekce

Infekce ACLSV je vétSinou bezptiznakova, ale intenzita pfiznakli a zdvaznost poskozeni
zalezi vzdy na konkrétnim druhu rostliny a izolatu viru (Neméth, 1986). Na vétSiné
v soucasnosti kulturné péstovanych odridéach jadrovin je infekce ACLSV bezptiznakova. U
nékterych starSich odrid jabloni a hru$ni dochézi k tvorbé kruhovych zlutych skvrn na listech,
pfipadné plodech (Desvignes a Boyé, 1988; Cropley et al., 1963). U nejcitlivéjsich druht a
odrtd jadrovin bylo popsano i odumfeni stromu v ptipad¢, Ze doslo ke vzniku nekrotickych
skvrn na kmeni a vétvich stromu pii infekci ACLSV (Yanase 1974; Yanase et al., 1979). U
peckovin je infekce rovnéz nejCastéji bezptiznakova. Pokud uz se ptfiznaky na stromech
objevi, byvaji pfitomné na listech a plodech. U merun¢k se ptiznaky ACLSV objevuji
nejcastéji a jsou znamy jako onemocnéni pseudo-Sarka, protoze dochazi ke zmensSeni a

deformaci plodi, pfipadné ke vzniku Zluté krouzkovitosti pobliz listovych zilek (Myrta et al.,
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2003; Desvignes a Boy¢, 1988). Obdobné ptiznaky byly popsany i u broskvoni, tfesni a visni,

ale vzacné se mohou objevit i na slivonich (Desvignes, 1999; Jelkmann a Kunze, 1995).

3.1.4.6. Rozsifeni a ekonomicky vyznam viru

ACLSYV je rozsifen celosvétove, predevsim v oblastech péstovani jadrovin a peckovin, kde
se $ifi diky vegetativnimu mnozeni.

V Ceské republice byl virus detekovan téméf ve viech testovanych jablonich (celkem
otestovdno 72 stroml) a ve 28 ze 126 testovanych hrusni (Poldk et al., 1997; Poldk a
Svoboda, 2006). V Polsku bylo detekovano 63,9 % ACLSV pozitivnich jabloni ze 183
testovanych (Paduch-Cichal a Tomala, 2007). V Bosn¢ a Hercegoviné byl virus také
detekovan ve velké mife. Infekce ACLSV byla zaznamenana na 44 z 61 testovanych vzorka
jabloni a na 32 z 50 testovanych stroml hrusni (Lolic et al., 2010). Naopak v Litvé byl
ACLSV zaznamenan pouze na sedmi ze 422 testovanych jabloni (Stankiene et al., 2012).
Monitoring na jablonich a hrusnich byl proveden také v LotySsku, kde bylo ACLSV
infikovano 65 % z 50 testovanych stromt jabloni a 32 % z 36 stromt hrusni (Pupola et al.,
2011). V Recku bylo zaznamenano obdobné rozsifeni ACLSV. Virus byl detekovan na 66 %
ze 134 testovanych jabloni a na 21 % ze 111 sledovanych hrusni (Mathioudakis et al., 2010).
V Maroku byl virus zaznamenan na 26 stromech ze 70 testovanych jabloni a na 19 hrusnich
z 30 testovanych (Afechtal et al., 2010). V Tunisku byl monitoring proveden na 111
jablonich, 106 hrusnich a 31 kdoulonich. Infekce ACLSV byla potvrzena na 33 % stromil
jabloni a 45 % stromi hru$ni, avSak virus nebyl detekovan na z4dné kdouloni (Mahfoudhi et
al., 2011). V Iranu bylo testovano 1078 jabloni, 92 hrusni a 23 kdouloni. I zde nebyla
pritomnost viru potvrzena na zadné testované¢ kdouloni, ale ani na zadné ze studovanych
hrusni. Virus byl vSak detekovan u 200 stromil jabloni (Keshavarz et al., 2009). V Syrii byl
monitoring proveden na jadrovinach péstovanych v sadech a vyskyt viru byl potvrzen na 186
ze 754 sledovanych jabloni. Pfitomnost ACLSV nebyla opét prokdzéna na hrusnich ani
kdoulonich (Al-Jebr et al., 2005). Podobné vysledky byly ziskdny i z Jordanska, kde byl
vyskyt viru potvrzen u 3,4 % jadrovin z 1565 testovanych (1393 jabloné, 149 hrusni, 23
kdouloni) (Salem et al., 2005). Monitoring provedeny v Ciné byl zaméfen pouze na jabloné a

infekce ACLSV byla prokdzéana na 228 stromech (Duan et al., 2013).
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Také u peckovin byl proveden monitoring vyskytu ACLSV. Napiiklad v Indii byl virus
detekovan na 14 z 53 testovanych kulturnich i planych merunék (Rana et al., 2007).
V Turecku byl vyskyt viru sledovan u Sirsiho spektra peckovin. Celkem bylo otestovano 369
rostlin a u 51 znich byla infekce potvrzena. Mezi sledované hostitelské rostliny pattily
nektarinky (23), merunky (15), broskvoné (63), visné (18), slivoné (52) a tiesné¢ (198).
Infekce ACLSV byla prokdzana u 34 % nektarinek, 26 % merun¢k, 25 % broskvoni, 16 %
visni, 13 % slivoni a u 6 % tfe$ni (Ulubas a Ertunc, 2005).

Rozsahly monitoring vyskytu ACLSV byl proveden na Siroké skale hostitelskych rostlin
v Recku. Celkem bylo otestovano 723 rostlin. Virus byl detekovan z ovocnych dfevin na
jablonich, mandlonich, hruskéach, broskvonich, slivonich, kdoulonich a tfeSnich. Nebyl
potvrzen zadny pozitivni vzorek visné a merunky. Na okrasnych stromech a ketich byl virus
detekovan na Prunus cerasifera, Cydonia japonica, Rosa canina, Crateagus monogyna. U
plan¢ rostoucich rostlin se virus podafilo zachytit na Rubus sp., Cerasus nigra, Prunus
spinosa, Prunus pindicola, Prunus amygdaliformis, Rosa acicularis, Pyrus pyraster (Katsiani
etal., 2014).

Ekonomicky vyznam viru je slozit¢ zhodnotit. U vétSiny kulturné péstovanych jadrovin je
infekce bezptiznakova a pravdépodobné nedochazi k vyznamnym ztratdm na vynosech. U
peckovin dochézi ke ztratdm na vynosech, pokud jsou virovou infekci poskozeny ptimo plody
(Delbos a Dunez, 1988). Vyznamné jsou ztraty ve Skolkdch v piipadé, ze dojde
k inkompatibilité roubu a podnoZze nebo k zasychani pupenti, coz se vétSinou stdva u merunck

(Desvignes, 1999).
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3.2. Metody detekce virta jabloni

Rutinni testovani rostlinného materidlu na ptitomnost detailné¢ prostudovanych viri Ize
provadét nékolika metodami. V dne$ni dobé jsou jiz tyto techniky optimalizovany a provadéji
se dle provétenych protokoli.

Jednou znejdéle vyuzivanych metod je mechanickd inokulace pfislusné indikatorové
rostliny pufrem s rostlinnou S§tdvou z testovaného vzorku za pomoci karborunda. Timto
testem muze byt odhalena pfitomnost i nékolika vird najednou. Obdobnou metodou je
roubovani testovaného vzorku na indikatorovou rostlinu u vird, které se pienaseji
vegetativnim mnoZenim. Ve vétSin€ piipadu se jednd o viry ovocnych dievin (Waller et al.,
2002).

Dalsi moznosti pro detekci vira je vyuziti elektronové mikroskopie. Tato metoda je vSak
Casove 1 pracovné velmi naro¢nd, coz mélo za nasledek, ze je nyni vyuzivana spiSe pro
védecké ucely pfi identifikaci novych a neprozkoumanych virti.

V dnes$ni dobé jsou zminéné diagnostické techniky casto nahrazovany sérologickymi a
molekularné-genetickymi metodami, které jsou rychlé a relativné cenové dostupné. V piipadé
sérologie doSlo postupné k nahrazeni immunodifusnich a precipitacnich testi komercné
dostupnymi testy ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Waller et al., 2002). U
molekularné-genetickych metod existuji rtizné varianty RT-PCR (reverse transcription —
polymerase chain reaction) testli a hybridizacnich technik. V soucasnosti se také rozviji

vyuziti real-time RT-PCR pro detekci a kvantifikaci virt.

3.2.1. Detekce vybranych vira pomoci indikatorovvch rostlin

V ptipad¢ podezieni na vyskyt ApMV na jablonich je mozné provést mechanickou
inokulaci viru na délozni listky okurky (Cucumis sativus), které jsou péstovany ve skleniku.
Testy se vyhodnocuji po 20 dnech od inokulace, kdy se na listech maji objevit pfiznaky,
v podobé rozsahlych chlorotickych skvrn, zloutnuti podél zilek a zakrslosti listl. Dalsi
moznosti je vyuziti roubovani testovaného vzorku na dfevinné indikatory, jako je kultivar
jablon¢ cv. Golden Delicious nebo cv. Lord Lambourne. Pfi roubovani se pfitomnost/absence
patogena na rostlindich vyhodnocuje po dvou letech od zalozeni pokusu na zékladé
pritomnosti krémovych skvrn (Mink, 1987). Pro hrusné podobnd doporuceni nejsou

vypracovana. V pfipad¢ peckovin lze vyuzit roubovani na broskvonovou podnoz GF305
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anebo na kultivar Elberta (Desvignes, 1976; Anonym 4, 2000). Testy je mozné provadét ve
skleniku, kde se rostliny vyhodnocuji po tfech mésicich, anebo ve venkovnich podminkach,
kde k vyhodnoceni dochazi az po dvou letech. V obou piipadech se na listech indikatorovych
rostlin vytvareji zlutavé anebo svétle zelené skvrny, které mohou tvofit krouzkovitost nebo
prouzkovitost (Desvignes, 1976; Neméth, 1986). U peckovin je mozné vyuzit i mechanické
inokulace na bylinné indikéatorové rostliny, ale tyto testy maji relativné nizkou citlivost a
vétSinou je nutné je doplnit dalSimi laboratornimi testy. Mezi vyuzivané bylinné hostitele
patti Chenopodium quinoa, Ch. amaranticolor, C. sativus, Petunia hybrida, C. pepo, u nichz
se rozviji riizné druhy ptiznak.

U ASGYV je také mozné vyuzit mechanickou inokulaci na bylinné anebo roubovani na
dfevinné hostitele. Za nejlepsi dievinny indikator pro ASGV je povazovana Malus pumila cv.
Virginia crab, u n¢hoz se vyvinou vyrazné ptiznaky (nekrdzy, zlabkovitost kmene, zkraceni
vyhontl) (De Sequeira a Posnette, 1969). Dalsimi pouzitelnymi indikatory jsou M. sieboldii
MO065 (nekrézy) a M. micromalus GMAL273 (Mink et al., 1971; Howell et al., 1996). Tyto
testy se vétSinou provadéji ve venkovnich podminkach, ale pokud jsou pokusy pieneseny do
skleniku, je mozné pozorovat ptiznaky u M. pumila do 10 az 24 tydni a u M. micromalus do
2 az 4 tydnl od zalozeni pokusu (Howell et al., 1996). Jako bylinné indikatory pii indexovani
ve sklenicich lze pouzit Ch. quinoa (epinastie a zakrnéni listli, nekrdzy) a Phaseolus vulgaris
cv. Pinto, na némz se vyviji typické ptiznaky (fialovo-hnédé¢ skvrny nebo krouzky;
chlorotické skvrny) (Massart et al., 2011).

V ptipadé¢ ASPV je roubovani na dfevinné hostitele stile standardnim diagnostickym
testem (Anonym 3, 1999). Ve venkovnich podminkach se jednd o Casové narocny proces
trvajici dva az Ctyfi roky, nez se vyvinou piiznaky na listech, pfipadné plodech. Jako
indikéatorové dieviny se vyuzivaji M. pumila cv. Virginia Crab a Spy 227, Pyrus communis
cv. Jules d’Airolles, Beurre Bosc a Doyenne du Comice a Pyronia veitchii (Stouffer a
Fridlund, 1989). V piipad¢ roubovani a nasledném indexovani ve sklenicich se vyuziva M.
pumila cv. Virginia crab, Radient, Kola, Sparckler a Soy 227 a P. communis cv. Nouveau
Poiteau, Beurré bosc a Passe Crassane. Doba potfebna pro vznik pfiznakl se v tomto piipadé
zkracuje na 4 az 10 tydnt (Fridlund, 1980; Gilles a Bormans, 1989). 1zolaty ASPV mohou byt
také detekovany pomoci mechanické inokulace na bylinné indikatory Nicotiana occidentalis

subsp. obliqua a N. occidentalis cv. 37B (Van der Meer, 1986).
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V ptipadé¢ ACLSV u jadrovin mize byt pouzita celd fada dievinnych indikatorovych
rostlin pro roubovani. Mezi nejcastéji pouzivané patii Malus sylvestris cv. R12740-7A (tzv.
Ruské jablon), na niz se objevuji chlorotické skvrny na listech a deformuji se vyhony, a M.
platycarpa, na které se infekce projevuje nepravidelnou krouzkovitosti a prouzkovitosti listi.
Ob¢ jablon¢ je mozné pouzit pii pokusech ve sklenicich i ve venkovnich podminkach
(Jelkmann, 2004). Dal$imi dfevinnymi indikatory jsou M. micromalus cv. GMAL 273,
Cydonia oblonga cv. C 7/1 nebo Pigwa, Pyronia veitchii a Pyrus comunnis cv. Nouveau
Poiteau a Fieud 37. U peckovin se dfevinné indikatory péstuji ve sklenicich. Vyuziva se
hybrid Prunus tomentosa IR473 x IR474, ktery je vyhodnocovan po 12 tydnech ve 22 °C,
anebo Prunus persiaca GF305, rostouci 8 tydnt pti 20-25 °C (Jelkmann, 2001; Jelkmann,
2004).

V ptipadé¢ mechanické inokulace viru se jako bylinnd indikatorova rostlina vyuziva
Chenopodium quinoa, na niz se objevuji pii infekei chlorotické a nekrotizujici skvrny, a Ch.
amaranticolor, kde se infekce projevuje chlorotickymi skvrnami (Lister a Hadidi, 1971). Jako
dals$i mozna indikatorova rostlina se uvadi Nicotiana occidentalis, ale infekce ACLSV zde
muze byt bezptiznakova. Obvykle se vSak na listech objevuji chlorotické skvrny, piipadné
krouzkovitost. Problémem tohoto zpiisobu biologického indexovani je omezend citlivost

metody a tim snizend spolehlivost.

3.2.2. Sérologické testy

Pivodné byl ApMV pomoci sérologie detekovan difusnim testem v gelu (De Sequeira,
1967), ale v soucasnosti jsou vyuzivany komercné dostupné testy ELISA sriznymi typy
protilatek (Clark a Adams, 1977; Barbara et al., 1978; Torrance a Dolby, 1984). Jejich
spolehlivost se vSak v pribéhu roku méni a obdobi, kdy je testy mozné pouzivat, neni piilis
dlouhé. Spolehlivost je rovnéz zévisla na pouzitém rostlinném materialu (Torrance a Dolby,
1984).

V ptipadé ASGV byla optimalizaci ELISA testli vénovéana velkd pozornost, protoze virus
je pravdépodobné v rostliné piitomny v malém mnozstvi a je problematické ho detekovat. Dle
Fuchs et al. (1988) je mozné pro detekci pouzit listy pouze v jarnim obdobi, pozdéji jsou
vysledky nespolehlivé. Néktefi autofi doporucuji testy provadét s lykem novych vyhont, s
kvéty anebo s dormantnimi pupeny (Fuchs et al., 1988; Kundu et al., 2003). U in vitro

namnozenych jabloniovych vyhonii lze ASGV detekovat také pomoci imunologického
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tkanového otisku (immuno-tissue print), pokud infekci ASGV nelze zachytit testy ELISA
(Knapp et al., 1995).

Pro ASPV byly relativné nedavno vytvoieny monoklonalni protilatky, které je mozné
pouzivat pro double-antibody-sandwich ELISA (DAS-ELISA) pfi rutinni diagnostice ASPV u
jadrovin (Gugerli a Ramel, 2004). Do té doby byly vyuzivany pouze polyklonalni protilatky
pro experimentdlni ucely pifi pouziti technik jako je imunoelektronovd mikroskopie
(immunosorbent electron microscopy, 1IEM) nebo Western blot analyza (Jelkmann et al.,
1992; Paunovic et al., 1999).

Detekce ACLSV je mozna fadou sérologickych test jako je ELISA, imunologicky
tkanovy otisk (immuno tissue printing) anebo IEM (Flegg a Clark, 1979; Knapp et al., 1995;
Kerlan et al., 1981). Pro rutinni detekci ACLSV jsou vyuzivany rtizné varianty ELISA testt
s vyuzitim polyklondlnich 1 monoklonalnich protilatek (Poul a Dunez, 1989; 1990;
Malinowski et al., 1997). Spolehlivost zminénych testi se vSak lisi u raznych hostitelskych
rostlin a zaroven i v pribéhu vegetace v riznych rostlinnych organech (Detienne et al., 1980;
Knapp et al., 1995). U jadrovin je dobré testy provadét s mladymi listy v brzkém jarnim
obdobi anebo s kvéty (Flegg a Clark, 1979). V mirném klimatu je k testim u peckovin
doporucovano obdobi od kvétna do cervna, ale v pfipadé tfeSni a slivoni jsou testy
efektivnéjsi v ¢ervnu a Cervenci (KareSova a Paprstein, 2001; Cieslinska et al., 1995). Radou
autorti je pii sé€rologickych testech ELISA u peckovin doporu¢ovan odbér kvéti na jate,
piipadné ploda a lyka z mladych vyhont béhem 1éta (Barba a Clark, 1986; Cieslinska et al.,
1995; Llacer et al., 1985).

3.2.3. Molekularné-genetické techniky

Pro vSechny studované viry bylo vyvinuto mnoho rtiznych variant standardni RT-PCR
reakce a zaroven bylo vyvinuto i nékolik variant multiplex RT-PCR, kde je mozné studované
viry detekovat soucasné (Alrefai et al., 1994; Hassan et al., 2006; James, 1998; Jelkmann a
Keim-Konrad, 1997; Kinard et al., 1996, 1999; Kirby et al., 2001; Kundu, 2003b; Malinowski
et al., 1998; Menzel et al., 2002; Nemchinov et al., 1995; Paunovic a Jevremovic, 2004;
Rowhani ef al., 1995; Saade ef al., 2000; Sanchez-Navarro a Pallas, 1994). Casté je i spojeni
molekularnich metod se sérologickymi v IC-RT-PCR (immunocapture — reverze transcription
— polymerase chain reaction) (Candresse et al., 1998, 1995; Crosley et al., 1998; James et al.,
1999; Kirby et al., 2001; Nemchinov et al., 1995). Hybridiza¢nich technik byla navrzena také
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celd tada s variantami pro detekci jednotlivych virti i pro multiplex (Matic et al., 2008;
Herranz et al., 2005). V ptipadé ApMV a ACLSV na peckovinich byla vyvinuta také
multiplex mikrohybridizacni metoda, ale diagnosticky ¢ip neni zatim komercéné k dispozici
(Lenz a Petrzik, 2005). Pro ACLSV a ASPV byly navrzeny fluorogenické 3 minor groove
binder-DNA sondy, které 1ze pouzit pro real-time 5 nuclease RT-PCR detekci (Roussel et al.,
2005; Salmon et al., 2002).
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3.3. MozZnosti ochrany proti virim jabloni

Jelikoz je hlavnim zplGsobem pienosu vSech zminovanych virG jadrovin vegetativni
mnozeni, je ucinnou metodou ochrany prevence, tedy pouzivani certifikovaného rostlinného
materidlu, ¢imz se uCinn¢ zabrani pienosu viru. Certifikatni schémata sadby jsou
doporucovéana rtiznymi organizacemi zabyvajicimi se ochranou rostlin napt. IR-2/NRSP-5
(zndmy jako NCPN-FT: National Clean Plant Network for Fruit Trees) ve Spojenych Statech
Americkych anebo EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization)
v ramci evropskych zemi.

V piipadé, ze jsou rostliny virem jiz infikovany, je mozné vyuziti termoterapie,
chemoterapie nebo namnozeni rostlin z meristémovych kultur. Existuji publikované protokoly
pro jednotlivé viry, jak v téchto ptipadech postupovat (ApMV: Barba ef al., 1992; Bhardwaj
et al., 1998; Navarro et al., 1988; ASGV: James et al., 1997; De Sequeira a Posnette, 1969;
Wang et al., 2006; ASPV: Mink et al., 1998; Neméth, 1986; ACLSV: Campbell, 1968;
Cieslinska, 2002; Deogratias ef al., 1989; Welsh a Nyland, 1965; Hansen a Lane, 1985).
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4. Metodika

4.1. Optimalizace diagnostickych metod

4.1.1. Rostlinny material

Pro optimalizaci doby odbéru vzorkti pro jednotlivé detekéni metody studovanych virt
bylo zvoleno pét stromt jabloni s diive ovéfenou smésnou infekci ApMV, ASGV, ASPV a
ACLSV metodou RT-PCR. Jednalo se o odriady Rubin, Bohemia, Topaz, Angold a Idared ze
soukromé zahrady v okoli Suchdola. Stromy byly vysazeny v 70. letech a pteroubovéany v 80.
letech.

Z kazdého stromu bylo odebirano pét vzorka z raznych ¢asti stromu, aby byla ovéiena
rovnomérnd distribuce virGh na stromech. Vzorky byly odebirany ctyfikrat v pribehu roku
2014, pokazdé v jiném ro¢nim obdobi (bieznu/dubnu, Cervnu, zaii a prosinci). Vzdy byly
odebrany vzorky kazdého rostlinného materidlu (Iyko, pupeny, listy a kvéty), ktery byl

v daném obdobi na strom¢ piitomen.

4.1.2. Sérologicka metoda DAS/I ELISA

Pro sérologické testy byly pouzity specifické protilatky od firmy Agritest, Loewe a
Bioreba. Reakce byly provadény v 96 jamkovych prihlednych mikrotitratnich destickach
(Immuno ™, Nunc). Podrobné protokoly jsou popsany v nasledujicim textu.

1) Jamky desticek byly potazeny 100 pl potahovaciho pufru s polyklonalni protilatkou
ptislusného viru (zasobni roztok IgG byl fedén potahovacim pufrem dle navodu
vyrobce) a poté byly 2 hod inkubovany ve 37 °C. Po inkubaci byly desticky
Ctytikrat promyty promyvacim pufrem s vyuzitim HydroFlex™ microplate washer
— Software (Tecan) a piistroje Hydrocontrol ™ Tecan.

2) Z cCerstvého, ptipadné v chladnic¢ce pii 4 °C uchovavaného, rostlinného materialu,
odebrané¢ho ptiblizné z péti lista (pfipadné pupenti, kvéth anebo vétvicek) testované
rostliny byl pfipraven vzorek o hmotnosti 100 mg. V pfipad¢ vétvicek je nutné
skalpelem odstranit vrchni borku a odebirat pouze zelené 1yko. Mezi jednotlivymi
vzorky je tfeba skalpel desinfikovat. Ve tfeci misce bylo nasledné rozdrceno 100
mg piipraveného rostlinného materialu v 2 000 pl extrakéniho pufru (doporucené

fedéni vyrobcem kitu bylo 1:20).
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(a) Detekce ApMV s vyuzitim monoklondlnich protildtek od firmy Agritest:

100 pl vzorku bylo napipetovano v dupletech do jamek vcetné negativni a
pozitivni kontroly dodané vyrobcem protildtek. Do prvni dvojice jamek
bylo napipetovano pouze 100 pl extrakéniho pufru. Desticka byla nechana
ptes noc ve 4 °C. Druhy den byla desticka Ctyfikrat promyta a potazena
100 pl extrakéniho pufru s monoklondlnimi protilatkami (zasobni roztok
IgG byl fedén extrakénim pufrem dle ndvodu vyrobce) a byla ponechéna 2
hod ve 37 °C. Pak byla desticka znovu Ctyfikrat promyta. Do desticky bylo
napipetovdno 100 pl extrakéniho pufru s protilaitkami znacenymi
alkalickou fosfatazou (zasobni roztok IgG-AP byl fedén extrakénim
pufrem dle navodu vyrobce) a nasledovala inkubace 2 hod ve 37 °C. Poté
byla desticka Ctytikrat promyta.

(b) Detekce ASPV a ASGV s vyuzitim polyklonalnich protilatek od firmy

Bioreba: 100 pl vzorku bylo napipetovano v dupletech do jamek vcetné
negativni a pozitivni kontroly dodané vyrobci protilatek. Do prvni dvojice
jamek bylo napipetovano pouze 100 ul extrakéniho pufru. Desticky byly
nechany ptes noc ve 4 °C. Druhy den byly desticky Ctytikrat promyty. Poté
byly desti¢ky potazeny 100 pl extrakéniho pufru s protildtkami zna¢enymi
alkalickou fosfatazou (zasobni roztok IgG-AP byl fedén extrakénim
pufrem dle navodu vyrobce) a nechaly se 4 hod inkubovat ve 37 °C. Pak
byly desticky znovu Ctyfikrat promyty.

(c) Detekce ACLSV s vyuzitim polyklondalnich protiladtek od firmy Loewe: 50

ul vzorku bylo napipetovano v dupletech do jamek spolu s 50 ul
extrak¢éniho pufru s protilatkou znacenou alkalickou fosfatazou (zasobni
roztok IgG-AP byl fedén extrakénim pufrem dle ndvodu vyrobce). Stejny
postup byl 1 v pfipadé pouze extrakéniho pufru a pozitivni a negativni
kontroly. Desti¢ka byla nechana ve 4 °C. Druhy den byla destic¢ka Ctytikrat
promyta.

3) Do mikrotitracnich desticek bylo pfidano 100 pl substratového pufru se substratem

(4-nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate; 1 mg/ml). Po tfech hodinach
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byl vysledek vyhodnocen pomoci Magellan™ Data analysis software (Tecan) na

Tecan Sunrise ™ piistroji.

Pouzité chemikalie:

e Potahovaci pufr (pH 9,6) — 1,59 g Na,CO3 a 2,93 g NaHCOj; rozpustit v destilované
vod¢ a doplnit do 1 1. Uchovavat pfti 4 °C.

e Promyvaci pufr (pH 7,2 — 7,4) — 8 g NaCl, 2,9 g Na,HPO,4 x 12 H,0, 0,2 g KH,POy,
0,2 g KCl a 0,5 ml Tween 20 rozpustit v destilované vod¢ a doplnit do 1 1. Uchovavat
pti 4 °C.

e Extrakéni pufr (pH 7,4) — 20 g polyvinyl pyrrolidinu, 2 g bovine serum albuminu
rozpustit v 1 1 promyvaciho pufru. Uchovavat pii 4 °C maximaln¢ 1 tyden.

e Substratovy pufr (pH 9,8) — 97 ml diethanolaminu, 0,2 g MgCl, x 6 H,O rozpustit

v destilované vodé¢ a doplnit do 1 1. Uchovavat pti 4 °C.

4.1.3. Molekularni metoda RT-PCR

4.1.3.1. Izolace celkové RNA ,silika®“ metodou dle Rott a Jelkmann (2001)

100 mg Cerstvého ¢i zamrazeného biologického materialu, odebraného ptiblizné z péti lista
(ptipadné pupent, kvétl anebo vétvicek) testované rostliny, bylo pievedeno do tieci misky a
za pomoci tekutého dusiku rozdrceno na drobny prasek. Po odpateni dusiku bylo pfidano 1
000 pl grinding pufru, do néhoz byl pfed pouzitim piidan 2% metabisulfat sodny. Vznikly
homogenat byl pfeveden do mikrozkumavky. Po centrifugaci (6 000 RPM, 3 min, 4 °C) bylo
do nové mikrozkumavky pfevedeno 500 pl supernatantu a k nému bylo pfidano 100 pl 10%
N-lauronyl-sarkosinu. Vzorek byl inkubovan 10 min pfi teploté¢ 70 °C a v pribéhu inkubace
byl promichdvan kazdé 3 min na dotykové tfepacce. Poté byl inkubovan 5 min na ledu a
nasledovala centrifugace (13 000 RPM, 10 min, 4 °C). Do nové mikrozkumavky bylo
ptevedeno 300 pl supernatantu a ke vzorku bylo pfidano 150 pl chlazené¢ho absolutniho
etanolu, 300 pl roztoku jodidu sodného a 30 pl silika suspenze. Vzorek byl umistén na
horizontalni tiepacku (600 RPM), kde byl inkubovan 10 min pii laboratorni teploté. Po
centrifugaci (6 000 RPM, 1 min, 4 °C) byl supernatant odlit a peleta byla promyta 500 pl
promyvaciho pufru, tento krok se jednou opakoval. Po odstranéni supernatantu byla

mikrozkumavka suSena pii laboratorni teplot¢ zhruba 10 min. Peleta byla poté
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resuspendovana ve 150 pl sterilni ddH,O a poté nasledovala inkubace pti 70 °C po dobu 4

min. Po centrifugaci (13 000 RPM, 3 min, 4 °C) bylo ptfevedeno 120 ul supernatantu do nové

mikrozkumavky. Takto ziskany vzorek byl uskladnén v mrazicim boxu pii -21 °C nebo byl

hned pouzit pro dalsi analyzy.

Pouzité chemikalie:

Grinding pufr (pH 5,4 — pH upraveno kyselinou octovou) — 4 M guadinin
thiokyanat; 0,2 M octan sodny; 1 M octan draselny; 25 mM EDTA; 2,5% PVP
(w/V). Uchovavat pti 4 °C. Pfed pouzitim ptidat 2% metabisulfat sodny (w/V).

10% N-lauronyl-sarkosin (w/V). Uchovavat pfti 4 °C.

Jodid sodny — 0,75 g Na,SO; rozpustit ve 40 ml sterilni ddH,O a ptidat 36 g 6 M
Nal. Uchovéavat v tmavé lahvi pti 4 °C.

Ledovy absolutni etanol.

Promyvaci pufr (pH 7,5) — 10 mM Tris-HCI; 0,5 mM EDTA; 50 mM NaCl.
Pomoci autokldvu sterilizovat a poté pfidat absolutni etanol (50 % objemu).
Uchovavat pti 4 °C.

Silika suspenze (pH 2,0) — 30 g silika castic rozpustit ve 250 ml sterilni ddH,O,
suspenzi promichat a ponechat do druhého dne sedimentovat. Nasledujici den horni
fazi, ptiblizné 235 ml, odstranit a zbyly roztok doplnit vodou do 250 ml, opét
promichat a ponechat 5 hod sedimentovat. 220 ml horni faze odpipetovat a zbyly
roztok homogenizovat. Roztok sterilizovat pomoci autoklavu a uchovavat v tmavé
lahvi pti 4 °C.

Sterilni ddH,O

4.1.3.2. Stanoveni koncentrace a ¢istoty vyizolované celkové RNA

Mnozstvi a kvalita celkové RNA byla urena spektrofotometricky na pfistroji Nanodrop

2000 (ThermoScientific, USA) pfi vlnové délce 260 nm, respektive 280 nm (Azs = 1

koncentrace celkové RNA je 40 pg/ml; kvalita RNA je pomér Asgo/Azgo, doporucena hodnota

se pohybuje v intervalu 1,6 - 2,0).

4.1.3.3. Reverzni transkripce

34



METODIKA

Z vyizolované celkové RNA byla nésledné syntetizovana komplementarni DNA

(complementary DNA, cDNA). Reakce probihala v reakénim objemu 50 pl. Nejprve byl

pripraven premix o objemu 30 ul, ktery obsahoval:

X ul sterilni ddH,O

0,5 pl Primer "random" (zasobni roztok 1 pg/ul; findlni koncentrace 0,5 pg/pl;
Roche)

pfiblizné 750 ng celkové RNA.

Vzorek byl 5 min inkubovan pii 100 °C a poté 2 min na ledu. Nésledné bylo k premixu

pridano:
[ ]
[ ]

10 ul 5x First Strand Buffer (finalni koncentrace 1x; Invitrogen)

4,8 ul sterilni ddH,O

2,5 ul kazdého dANTP (zasobni roztok 10 mM; finalni koncentrace 0,5 mM;
ThermoFisherScientific)

2,0 ul DTT (zasobni roztok 0,1 mM; findlni koncentrace 4 mM; Invitrogen)

0,7 wl M-MuLV Reverse Transcriptase (zasobni roztok 200 U/ul; findlni
koncentrace 40 U/ul; ThermoFisherScientific).

Mikrozkumavka byla ponechiana ve 42 °C po dobu 55 min a poté byla inkubovana

pii 70 °C 10 min.

4.1.3.4. Polymerazova retézova reakce

Takto ziskand cDNA byla pouzita jako templat pro polymerdzovou fetézovou reakci

(PCR). Reakce PCR probihala v celkovém objemu 25 pl, ktery obsahoval:

18,05 pl sterilni ddH,O

2,5 ul 10x Dream Taq buffer (finalni koncentrace 1x; ThermoFisherScientific)

0,25 ul kazdého dNTP (zasobni roztok 10 mM; findlni koncentrace 0,1 mM;
ThermoFisherScientific)

0,5 ul reverzniho primeru (zasobni roztok 10 uM; finalni koncentrace 0,2 uM) —
tab. 2

0,5 pl forwardového primeru (zasobni roztok 10 uM; finalni koncentrace 0,2 uM) —

tab. 2
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e 0,2 ul DreamTaqg™ DNA Polymerase (zésobni roztok 5 U/ul; finalni koncentrace

0,04 U/ul; ThermoFisherScientific)
e 3 ul cDNA vzorku.
Pro PCR byl pouzit termocycler MJ Research PTC 200. Podminky béhem amplifikace

byly nésledujici: 94 °C 2 min; 35 cykld: denaturace 94 °C 30 s, annealing dle pouzitych

primerta 30 s (tab. 2), extenze 72 °C 1 min; kone¢na extenze 72 °C 7 min.

Tabulka 2. Optimalizované specifické primery pro detekci ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV metodou RT-

PCR. FP — forwardovy primer; RP — reverzni primer.

Teplota Délka
Virus Autor Nazev Typ Sekvence
annealingu  fragmentu
16178 FP 5’-TCC TGA GCA GTC GAG AAG TG-3"
ApMV Petrzik, unpublished 58 °C 464 bp
16129 RP 5’-CGT TAT CAC GTA CAA ATC CCT-3"
ACLSVIF FP 5’-TCG CGA ACA TAG CGATAC AG-3"
ACLSV Watpade et al., 2012 57°C 432 bp
ACLSVIR RP 5- ACG ACATTT TCG CCT CAT TC - 3°
5’- CCC GCT GTT GGA TTT GAT ACA
ASGVUs FP
CCTC - 3"
ASGV James, 1999 66 °C 499 bp
5" - GGA ATT TCA CAC GAC TCC TAA
ASGV2as RP
CCCTCC-3"
. ASPCs FP 5'-CTC TTG AAC CAG CTG ATG GC - 3'
Jelkmann a Keim-
ASPV 4 199 60 °C 264 bp
Konrad, 1597 ASPas RP  5'- ATA GCC GCC CCG GTT AGG TT - 3
4.1.3.5. Elektroforeticka separace a vizualizace nukleovych Kkyselin

Pro separaci PCR produkti byla vyuZzita souprava pro horizontalni elektroforézu (HE 33

Mini Submarine Unit, Basic, Amerscham Biosciences nebo MultiSUB Midi, Cleaver

Scientific Ltd). Nejdifive byla v mikrovlnné troubé rozvatena 1% agardza v 1x TBE pufru. Po

jejim ochlazeni na teplotu ptiblizné 60 °C byl do agardzy pridan roztok ethidium bromidu

(finalni koncentrace 0,5 pl/ml). Poté byl gel pielit do elektroforetické formy, do niz byl

vlozen hieben pro vytvarovani jamek. Gel byl ponechan pfiblizn¢ 30 min pii laboratorni

teploté, nasledné byl vyjmut hieben a forma s gelem byla umisténa do elektroforetické cely a
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ptevrstvena 1x TBE pufrem. 10 pl PCR produktu vzorku, negativni a pozitivni kontroly bylo
smichano s2 pl nanaSeciho barviva (6x DNA Loading Dye, ThermoFisherScientific) a
pirevedeno do jamek v gelu. Do prvni a posledni jamky bylo naneseno 2 pl standardu
molekulové hmotnosti (O GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder; ThermoFisherScientific).
Poté byla spusténa elektroforeticka separace nukleovych kyselin pfi intenzité¢ elektrického
nap¢ti zhruba 5 V/cm. Separace trvala pfiblizné¢ 45 minut. Po ukonceni elektroforetické
separace byly fragmenty vizualizovany na UV-transilumindtoru pii vlnové délce 260 nm.
Vysledné elektroforeogramy byly zdokumentovany automatickym dokumentacnim a

analytickym Bio-Imaging syst¢émem InGenius (Syngene).

Pouzité chemikalie:

e agaroza (SeaKem® LE Agarose; Lonza)

e cthidium bromid (1 mg/ml)

e TBE (Tris-borat-EDTA) — 108 g Tris 108, 55 g kyselina boritd, 40 ml 0,5 M EDTA
(pH 8,0) doplnit destilovanou vodou do 1000 ml (zasobni roztok = 10x).

4.1.4. Molekularni metoda qRT-PCR

4.14.1. Izolace, stanoveni koncentrace a Cistoty celkové RNA
Izolace celkové RNA byla provedena dle protokolu uvedeného v kapitole 4.1.3.1. Jeji

koncentrace a Cistota byla stanovena na zaklad€ postupu uvedeného v kapitole 4.1.3.2.

4.1.4.2. Navrh primera pro qRT-PCR

Pro qRT-PCR bylo tfeba navrhnout specifické primery pro detekci sledovanych vird. Pro
navrzeni primert byly pouzity virové sekvence dostupné v databazi NCBI (National Center
for Biotechnology Information), v piipadé ApMV se jednalo o kompletni nukleotidové
sekvence obalového proteinu, u ostatnich virt (ACLSV, ASPV, ASGV) byly pouzity
dostupné kompletni sekvence jejich celého genomu.

Primery byly navrzeny ru¢né pomoci programu Bioedit 7.2.5. (Ibis Biosciences, USA),
protoze sekvence vykazovaly znaCnou variabilitu a vyuziti programu Primer3 (Rozen a
Skaletsky, 2000) a BLAST (Altschul et al., 1997) se neprokazalo jako dostatecné efektivni
zpusob jejich desingu. Ovéfeni vlastnosti primert (délka 18-24 bp; Tm piiblizné 60 °C; G/C

okolo 50 %; GC clamp < 3; runs < 4) bylo provadéno pomoci programu OligoEvaluator™
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(Sigma-Aldrich Co.). In silico byla specifita primer ovéfena pomoci programu BLAST
(Altschul et al., 1997) a databaze NCBL.

In vivo byla ovéfena specifita primerd na nékolika vzorcich ¢cDNA zdravych a
infikovanych jabloni pomoci PCR (obr. 1). Reakce byla provedena dle protokolu uvedeného
v kapitole 4.1.3.4, s vyuzitim nové navrzenych primeri pro jednotlivé viry (tab. 3).

Vizualizace nukleovych kyselin byla provedena pomoci vertikdlni polyakrylamidové
elektroforézy (Maxigel G48, Whatman, Biometra). Nejdiive byl ptipraven 3,5%
polyakrylamidovy gel o nésledujicim slozeni:

e 7,7 ml sterilni ddH,O

e 1 ml 10x TBE pufru (slozeni v kapitole 4.1.3.5.)
e 1,3 ml 40% polyakrylamidu (Biorad)

e 100 ul 1% APS (Fluka, Biochemica)

e 10 ul TEMED (Sigma-Aldrich Co.).

Gel byl nalit mezi predpfipravend elektroforetickd skla a byl do néj zasunut hieben na
vytvarovani jamek. Po ztuhnuti gelu (zhruba 20 min) byla skla umisténa do elektroforetické
cely a prelita 1x TBE pufrem. Po vyjmuti hiebenu bylo do prvni a posledni jamky
napipetovano 5 pl standardu molekulové hmotnosti (O RangeRuler™ 20 bp DNA Ladder;
ThermoFisherScientific) a do ostatnich jamek 10 pl od kazdého vzorku s nanaSecim barvivem
6x DNA Loading Dye (ThermoFisherScientific). Poté byla spusténa elektroforeticka separace
nukleovych kyselin pii intenzité elektrického napéti zhruba 5 V/ecm. Separace trvala priblizné
45 minut. Po ukonceni elektroforetické separace byly fragmenty vizualizovany barvenim
stiibrem. Nejdfive byl polyakrylamidovy gel umistén na 20 min do 100 ml 10% kyseliny
octové. Poté byl tiikrat promyt sterilni ddH,O a vloZzen na 3 min do 100 ml 1% kyseliny
dusicné. Po opétovném promyti byl gel 17 min inkubovén v roztoku sttibra (100 mg AgNOs,
150 pl formaldehydu, 100 ml ddH,O). Po dal§im promyti byl gel vlozen do roztoku uhli¢itanu
sodného (3 g NaCOs, 150 pl formaldehydu, 6 pl 20% thiosulfanu sodného a 100 ml ddH,0),
kde doslo ke zbarveni DNA fragmentl. Poté byla barevna reakce ukoncena 3% kyselinou

octovou. Vysledné elekroforeogramy byly zdokumentovany pomoci skeneru.
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Tabulka 3. Optimalizované specifické primery pro detekci ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV pomoci

metody qRT-PCR. FP — forwardovy primer; RP — reverzni primer.

Teplota Délka
Virus Nazev Typ Sekvence
annealingu  fragmentu
ApMVXF1  FP 5'-CAAGCGAACCCGAATAAGG-3’
ApMV 67 °C 87 bp
ApMVXR1 RP 5-CTAACCTCCCAAGCTGTCC-3".
ACLSVF2 FP 5-GAGGCTCTATTCACATCTTG-3’
ACLSV 65 °C 148 bp
ACLSVR2 RP 5-CATCATCGCCATCTTCGTC-3"
ASGVF1 FP 5-GGATTTAGGTCCCTCTCAGC-3’
ASGV 65 °C 70 bp
ASGVRI1 RP 5-CTTGTTGAAGCACGTCTTCC-3".
ASPVF3 FP 5'-GAACTGCYGCAGAGGAAG-3’
ASPV 60 °C 104 bp
ASPVR3 RP 5-CATGYTTGTCCTTCTCYAC-3"

Obriazek 1. Test specificity primeri navrZenych pro tucely kvantitativni RT-PCR pro detekci ApMYV,
ASGV, ASPV a ACLSV. (A): ApMVXF1/ApMVXRI1 (87 bp); (B): ASGVFI/ASGVRI1 (70 bp); (O):
ASPVF3/ASPVR3 (104 bp) a (D): ACLSVF2/ACLSVR2 (148 bp). (M): DNA marker (O'RangeRuler 20 bp

DNA Ladder); (H): negativni kontrola ddH,O; (N1): negativni kontrola ziskana z viruprosté jablong;
(N2): negativni kontrola ziskand z viruprosté hrusné; (P1) a (P2): RT-PCR produkty ziskané z ApMV, ASGV,

ASPV a ACLSYV infikovanych jabloni. Agardzovy gel barveny etidium bromidem, vytvofeny pro lepsi grafickou

podobu se vzorky jiz diive testovanymi na polyakrylamidovém gelu.

4.1.4.3.

S 200 bp

S 100 bp

qRT - PCR

e (B)
00 bp

- 100 bp

4(D)

00 bp

S 100 bp

M

Detekce virti probihala pomoci Power SYBR® Green RNA-to-C7™ 1-Step Kit (Applied

Biosystems' ™). Reakce v kone¢ném objemu 10 pl méla toto slozeni:
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3,32 ul sterilni ddH,O

5 ul 2x Power SYBR® Green RT-PCR Mix

0,3 pl forwardového primeru (zasobni roztok 10 uM, finélni koncentrace 0,3 pM) —
tab. 3.

0,3 pl reverzniho primeru (zasobni roztok 10 uM, findlni koncentrace 0,3 uM) —
tab. 3.

0,08 ul 125x RT Enzym Mix

1 ul RNA (100 ng/ul).

Vzorky, negativni 1 pozitivni kontroly byly pipetovany v dupletech. Real-time RT-PCR

reakce probihala v termocykléru CFX96 Touc

h™ (Biorad) za téchto podminek: reverzni

transkripce 48 °C 30 min; aktivace polymerazy 95 °C 10 min; 40 cykla: denaturace 95 °C 15

s, annealing a extenze 60 °C 1 min. Po kazdém cyklu bylo zméfeno mnozstvi uvolnéného

barviva. Na konci byla stanovena kiivka tani v opakujicim se cyklu pii téchto podminkach:

denaturace 95 °C 15 s; annealing postupné od 60 — 95 °C.
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4.2.Kvantifikace vybranych vira

4.2.1. Rostlinny material

Tt1 vybrané odrtidy jabloni, jmenovité odridy Bohemia, Topaz a Rubin se smésnou infekci
vSemi Ctyfmi viry byly pouzity pro podrobnéjsi analyzy zaméfené na kvantifikaci virt
v rostlinném pletivu. V pribchu vegetace v roce 2015 byly z rostlin odebirany pupeny, listy,
kvéty a lyko. Listy byly v prubéhu vegetace odebirany kazdy mésic, lyko v bieznu, Cervnu,

fijnu a prosinci. Ostatni rostlinné organy v dobé, kdy se na stromé& vyskytuji.

4.2.2. Relativni kvantifikace jablonovych viru pomoci sérologickych technik

V ptipad¢ relativni kvantifikace virG pomoci metody DAS/DASI — ELISA byl postup
stejny jako v kap. 4.1.2., testované vzorky byly vSak pfipraveny jinym zpusobem. Navazka
rostlinného materidlu byla 200 mg. Vzorek byl rozdrcen ve tifeci misce spolu s 4000 pl
extrakéniho pufru, ¢imz vzniklo pocatecni fedéni 1:20. Dalsi fedéni byla ptipravena podle

nasledujiciho schématu:

Redéni Mnozstvi predchazejiciho Fedéni (ul) MnozZstvi extrakéniho pufru (ul)
50x 1200 1 600

100x 1 600 1 600
500x 800 3200

1 000x 1 600 1 600

5 000x 800 3200

10 000x 1 600 1 600
50 000x 800 3200
100 000x 1 600 1 600
500 000x 800 3200

41



METODIKA

4.2.3. Relativni kvantifikace jabloniovych viria pomoci RT-PCR

Relativni kvantifikace metodou RT — PCR byla provddéna podle protokolti uvedenych
v kap. 4.1.3., ale s rozdilnou ptipravou vzorkl v prvnim kroku izolace celkové RNA.

Navazka rostlinného materidlu byla 200 mg. Ta byla pievedena do tieci misky, kde byla
s pomoci tekutého dusiku rozdrcena. Po jeho odpateni bylo pfidano 2 000 pl grinding pufiu,
¢imz vzniklo fedéni 1:10. Ztéto koncentrace byla naslednd ftedéni piipravena podle

nasledujiciho schématu:

Redéni MnozZstvi predchazejiciho Fedéni (ul) MnozZstvi grinding pufru (ul)

50x 400 1 600
100x 800 800
500x 400 1 600

1 000x 800 800

5 000x 400 1 600
10 000x 800 800
50 000x 400 1 600
100 000x 800 800

Do dalsiho kroku izolace bylo pouZzito pouze 1 000 pl vzorku pfipraveného dle schématu.

Pti relativni kvantifikaci vira byla u vyizolované celkové RNA pied samotnou RT-PCR
reakci ovéfovana také jeji kvalita stanovenim integrity celkové RNA s vyuzitim semi-
denaturacni elektroforetick¢é separace RNA na horizontdlni agar6zové elektroforéze
(MultiSUB Midi, Cleaver Scientific Ltd.). 1% agardézovy gel byl piipraven rozpusténim
agardzy v 1x TBE pufru (sloZeni pufru v kap. 4.1.3.5.) v mikrovinné troub¢. Po ztuhnuti gelu
byl vzorek celkové RNA o koncentraci 100 ng/ul smichan s nanaSecim barvivem 2x RNA
Loading Dye (ThermoFisherScientific) a pfed nanesenim do gelu byl 10 min inkubovén pfti
teploté 70 °C a poté rychle zchlazen na ledu. Separace celkové RNA probihala 1 hodinu pfi

stejnosmérném napéti 4 — 6 V/cm. Po ukonleni separace byla nukleovd kyselina
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vizualizovana na UV-transiluminatoru pfi vlnové délce 260 nm (obr. 2). K vizualizaci RNA
molekul byl pouzit etidium bromid (kone¢na koncentrace 0,5 pg/ml). Fragmenty byly
porovnany s hmotnostnim standardem RiboRuler™ High Range RNA Ladder
(ThermoFisherScientific). Vysledny elektroforeogram byl zdokumentovan automatickym

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

Obriazek 2. Test integrity izolované celkové RNA. Na obrazku elektroforeogram polymerd RNA po separaci
na semidenaturacnim agar6zovém gelu. M: RiboRuler™ High Range RNA Ladder (ThermoFisherScientific);
T1-T4: vzorky celkové RNA po izolaci silika metodou dle Rott a Jelkmann (2001). Na gelu jsou patrné pro
kazdou RNA dva intaktni bandy, z nichz v¢€tsi reprezentuje RNA velké ribozomalni podjednotky a mensi RNA
malé ribozomalni podjednotky. Integrita RNA je u vSech testovanych vzorka (T1-T4) velmi dobra. Foto: L.

Grimova.

M T T2 LE T4
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4.2.4. Absolutni kvantifikace jablonovvch viri pomoci gRT-PCR

4.2.4.1. Izolace celkové RNA pomoci Spectrum™ Plant Total RNA kit

Celkova RNA byla izolovana pomoci komeréniho kitu Spectrum™ Plant Total RNA kit
(Sigma-Aldrich Co.). Uvedeny postup byl doporucen vyrobcem, slozeni roztokli neni
uvedeno.

Navazka rostlinného materidlu ¢inila 50 mg. Biologicky vzorek byl rozdrcen ve tieci misce
pomoci tekutého dusiku. Po jeho odpateni bylo k rostlinnému materialu ptidano 500 pl Lysis
Solution, do kterého bylo pifidano 5 pl 2-mercaptoethanolu, a vzorek byl promichdn na
vortexu (1 800 RPM) nejméne po dobu 30 s. Poté¢ nasledovala inkubace 4 min v 56 °C a
centrifugace (3 min, 14 000 g, 4 °C). Supernatant byl pteveden do Filtration column (soucast
komer¢niho kitu), kterd byla umisténa do 2 ml mikrozkumavky. Nasledovala opét

centrifugace (1 min, 14 000 g, 4 °C), po niz byla kolonka odstranéna a zbyly supernatant byl
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smichan se 750 ul Binding Solution. Vzorek byl promichan na vortexu (600 RPM, 30 s) a 500
ul smési bylo ptepipetovano na Binding column, kterda byla umisttna do 2 ml
mikrozkumavky. Po nasledné centrifugaci (1 min, 14 000 g, 4 °C) byl odstranén supernatant a
do kolonky byl pfidan zbytek smési, opet nasledovala centrifugace (1 min, 14 000 g, 4 °C).
Supernatant byl opét odstranén a do kolonky bylo pfidano 500 pl Wash Solution 1. Po
centrifugaci (1 min, 14 000 g, 4 °C) byl supernatant odstranén a bylo ptidano 500 ul Wash
Solution 2. Po centrifugaci (1 min, 14 000 g, 4 °C) byl opét odstranén supernatant a do
mikrozkumavky bylo znovu piipipetovano 500 ul Wash Solution 2. Po dalsi centrifugaci (1
min, 14 000 g, 4 °C) byl opét odstranén supernatant a centrifugace se zopakovala tzv. ,,na
sucho®. Nasledn¢ byla kolonka piemisténa do 2 ml mikrozkumavky a na stfed filtru kolonky
bylo napipetovano 50 ul Elution Solution. Vzorek byl ponechan jednu minutu pii pokojové
teploté a poté nasledovala centrifugace (1 min, 14 000 g, 4 °C). Takto vyizolovana celkova

RNA byla pouzita pro dalsi analyzy anebo byla uskladnéna v mrazicim boxu pfi -21 °C.
4.2.4.2. Stanoveni koncentrace, ¢istoty a kvality vyizolované celkové RNA

Koncentrace a Cistota vyizolované celkové RNA byla stanovena na zaklad¢ postupu
uvedeného v kapitole 4.1.3.2. Kvalita ziskané celkové RNA byla ovéfena podle protokolu

popsané¢ho v kapitole 4.2.3.

4.2.4.3. Priprava standardni kiivky pro kvantifikaci viri

42.43.1. Piiprava plazmidu

4.243.1.1. Ptiprava vzorki

PCR reakce probihala v objemu 25 ul a méla toto sloZeni:
o 16,05 pl sterilni ddH,O
o 2.5 ul 10x High Fidelity Buffer (finadlni koncentrace 1x; Invitrogen)
e 2 ul MgSO, (zasobni roztok 50 mM; findlni koncentrace 4 mM; Invitrogen)
e 0,25 pl kazdého dNTP (zasobni roztok 10 mM; findlni koncentrace 0,1 mM;
ThermoFisherScientific)

e 0,5 pl reverzniho primeru (zasobni roztok 10 uM; finalni koncentrace 0,2 uM) — tab. 3
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e 0,5 ul forwardového primeru (zasobni roztok 10 uM; finalni koncentrace 0,2 uM) —
tab. 3
e 0.2 pl Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity (zasobni roztok 5 U/ul; finalni
koncentrace 0,04 U/ul; Invitrogen)
e 3 ul cDNA vzorku.
Vzorek byl umistén do termocykleru a byl inkubovan za téchto podminek: 94°C 1 min;
30 cykla: denaturace 94 °C 30 s, annealing dle pouzitého paru primerii 30 s (tab. 3), extenze

68 °C 45 s; konecna extenze 68 °C 7 min.

Nasledovala separace PCR produktd (O'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder piipadné
O 'RangeRuler™ 20 bp DNA Ladder; ThermoFisherScientific) pomoci horizontalni agarézové
elektroforézy. Podrobny protokol je uveden v kapitole 4.1.3.5.

Poté byla provedena purifikace PCR produkti pomoci QlAquick gel extraction kit
MiniElute (Qiagen). Nejdiive byl vytiznut DNA fragment z gelu, umistén do mikrozkumavky
a zvazen. Poté byl do mikrozkumavky ptidan Buffer QG o tfech objemech hmotnosti
vytiznutého gelového nosice (100 mg odpovidalo 100 pl). Vznikla suspenze byla umisténa na
10 min do 50 °C a kazdé 3 min byla v ruce promichana. Pak byl do mikrozkumavky ptidan
isopropanol ve stejném objemu jako byla hmotnost vyfiznutého gelového nosi¢e (100 mg
odpovidalo 100 pl) a suspenze byla opét promichidna. Suspenze byla pfevedena
do mikrozkumavky, v niz byla umisténa kolonka s membranou a nasledovala centrifugace
(1 min, 17 900 g, 21 °C). Poté byla odstranéna vodni faze a do kolonky byl ptidan QG Buffer,
500 pl. Vzorek byl opét centrifugovan (1 min, 17900 g, 21 °C) a vodni faze byla opét
odstranéna. Pak bylo pfidano 750 pl PE Buffer a mikrozkumavka byla 3 min inkubovéana
pii laboratorni teploté. Poté byl vzorek opét centrifugovan (1 min, 17 900 g, 21 °C). Vodni
faze byla odstranéna a nasledovala centrifugace "na sucho" (1 min, 17900 g, 21 °C).
Po opétovném odstranéni vodni faze bylo pfiddno piimo na membranu 10 pl EB Buffer a
kolonka byla umisténa do mikrozkumavky a vzorek byl centrifugovan (1 min, 17 900 g,
21 °C). Poté byla suspenze pievedena znovu na membranu a byla 3 min inkubovéana pfi
laboratorni teploté. Nasledovala kone¢na centrifugace (1 min, 17 900 g, 21 °C). Purifikovany
vzorek DNA byl ihned pouZit pro dalsi analyzy, nebo byl uchovdvan v mrazicim boxu pfi -21

°C.
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4.243.1.2. Ligace pomoci StrataClone PCR Cloning Kit

Pro ligaci PCR fragmenti do plazmidovych vektori a jejich naslednou transformaci
do bakterialnich bun¢k byl pouzit kit StrataClone PCR Cloning Kit (Agilent Technologies,
USA). Uvedeny postup byl doporuc¢en samotnym vyrobcem.

Ligac¢ni smés obsahovala:

e 1,5 ul StrataClone Cloning Buffer
e 1 ul PCR produktu
e 0,5 ul StrataClone PCR Cloning Vector mix pSC-A-amp/kan

Ligacni smés byla pipetou promichéna a inkubovana 20 min pii laboratorni teploté. Poté
byl cely jeji objem (3 pl) preveden do mikrozkumavky k25 pl bakteridlnich bunék
StrataClone SoloPack Competent Cells (Agilent Technologies, USA). Nasledovala 30 min
inkubace na ledu. Poté byla mikrozkumavka umisténa na 45 s do 42 °C a nasledn¢ prudce
zchlazena na ledu (2 min). Ke vzorku bylo pfidano 250 ul LB Media, zahtatého na 42 °C.
Vzorek byl inkubovan ve 37 °C po dobu 1 hodiny za horizontalniho tiepani (600 RPM). Poté
bylo 100 pl vzorku pfeneseno na LB agardzové misky s ampicilinem (kone¢na koncentrace
100 pg/ml), na které bylo se zhruba 30 minutovym ptedstthem ptidano 40 pl 2% X-galu.
Misky s bakterialnimi buiikami byly inkubovany 12 hodin ve 37 °C.

Pouzité chemikalie:

e Roztok LB media (pH 7) - 20 g LB media rozpustit v 1 I ddH,O. Sterilizovat po dobu
20 min. Uchovavat pti 4 °C.

e LB agar6zové misky (pH 7) — 35 g LB agaru rozpustit v1 1 ddH,O. Roztok
sterilizovat po dobu 20 min. Poté pfidat 1 ml ampicilinu (100 mg/ml). Po rozliti

do misek uchovévat pii 4 °C.

42.4.3.1.3. Kontrola bakterialnich klont

Na miskach byly druhy den pozorovéany narostlé bilé kolonie bakterii, u kterych doslo
k transformaci vektoru a tim k poruseni genu pro -galaktosidazu a modré kolonie, u kterych
s nejveétsi pravdépodobnosti PCR produkt do vektoru inkorporovan nebyl, jelikoz u téchto
kolonii probihala exprese genu pro B-galaktosidazu, kterd nasledné Stépila substrat X-gal (obr.

3). Kompetentni buiiky, které viibec neobsahovaly plazmidovy vektor, na agaru nenarostly,
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coz bylo zpiisobeno nepiitomnosti genu bla Ap® pro syntézu B-laktamazy, ktery zajistuje
rezistenci k ampicilinu.

Pro ovéfeni této modro-bilé selekce byly bilé kolonie bakterii pouzity jako templat pro
PCR. Kolonie byly pfevedeny sterilnim paratkem z agaru, pfeneseny na novou Petriho misku
spevaiym LB médiem a nasledné¢ hrotem paratka pievedeny do ptedptipravené¢ho PCR
mastermixu.

Reak¢ni smés pro PCR meéla celkovy objem 25 ul a obsahovala:

e 19,75 ul sterilni ddH,O

e 2.5 ul 10x Dream Taq buffer (findlni koncentrace 1x; ThermoFisherScientific)

e 0,5 pl kazdého dNTP (zédsobni roztok 10 mM; finalni koncentrace 0,1 mM;
ThermoFisherScientific)

e 1 ul reverzniho primeru (zasobni roztok 10 uM; findlni koncentrace 0,2 uM) — tab. 3.

e 1 ul forwardového primeru (zasobni roztok 10 uM; findlni koncentrace 0,2 uM) — tab.
3.

o 0,25 ul DreamTaqg™ DNA Polymerase (zasobni roztok 5 U/ul; findlni koncentrace 1
U/ul; ThermoFisherScientific).

PCR reakce probihala pti nésledujicich podminkach: 94 °C 2 min; 35 cykla: denaturace
94 °C 30 s, annealing pii teplot dle pouzitych part primert (tab. 3) 30 s, extenze 72 °C 45 s;

konecéna extenze 72 °C 7 min.

Obrazek 3. Narostlé kolonie bakterii. Na misce
Ize pozorovat modré a bilé kolonie bakterii. Bilé
kolonie byly testovany pomoci PCR na

ptitomnost pozadovaného fragmentu genu.

Nasledovala separace PCR produkti pomoci horizontalni agarézové elektroforézy a jejich
vizualizace spole¢né se standardem molekulové hmotnosti (O GeneRuler™ 100 bp Plus DNA

Ladder ptipadné O RangeRuler’™ 20 bp DNA Ladder; ThermoFisherScientific). Podrobny
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protokol je uveden v kapitole 4.1.3.5. Pokud byly na vysledném elektroforeogramu ptitomné
fragmenty s nami predikovanou velikosti, byly kolonie bakterii pouzity pro dal§i analyzy.
Pokud nebyl na elektroforeogramu patrny zadny signal ¢i fragment velikostné¢ neodpovidal
naSim pozadavkim, byly tyto testované bakterie z pokusu vyiazeny. Klony bakterii obsahujici

specificky insert byly nasledné vyuzity pro izolaci plazmidu.
4243.14. Izolace plazmida

15 ml roztoku LB media zahiatého na teplotu 37 °C bylo pfevedeno spolu s 15 pl
ampicilinu (100 mg/ml) do 50 ml uzaviratelnych zkumavek. Poté se jedna bakterialni kolonie
nesouci ve svém plazmidu pozadovany insert sterilnim paratkem ptevedla z Petriho misky do
zkumavky. Ta byla inkubovéana ve 37 °C, za mirného tfepani (600 RPM), po dobu 12 hod.

Poté néasledovala izolace plazmidii, ktera byla provadéna pomoci GenElute™ Plasmid
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich Co.). 4 ml bakteridlniho roztoku byly postupné pievedeny do
mikrozkumavky a centrifugovany (12 000 g, 1 min, 21 °C). Supernatant byl odstranén a
peleta obsahujici bakterialni buniky byla resuspendovéana v 200 pl Resuspension Solution, do
kterého byl pted pouzitim ptidan 1 pl RNase A Solution. Nasledné bylo do mikrozkumavky
piidano 200 ul Lysis Solution a mikrozkumavka byla ihned mirn¢ promichana pfevracenim v
ruce. Po piidani 350 pl Neutralization/Binding Solutin byl roztok opét jemné promichan a
nasledovala centrifugace (12 000 g, 10 min, 21 °C). V prubehu centrifugace byla GenElute
Miniprep Binding column vlozena do mikrozkumavky, na filtr kolonky bylo ptidano 500 pl
Column Preparation Solution a nasledovala centrifugace (12 000 g, 1 min, 21 °C). Poté byl
odstranén supernatant, do kolonky se ptenesla suspenze z ptfedchoziho kroku a nésledovala
centrifugace (12 000 g, 1 min, 21 °C). Po odstranéni supernatantu bylo do mikrozkumavky
pridano 500 pl Optional Wash Solution a opét nésledovala centrifugace (12 000 g, 1 min, 21
°C). Po odstranéni supernatantu bylo ptfiddno do kolonky 750 pul Wash Solution a
mikrozkumavka byla centrifugovana (12 000 g, 1 min, 21 °C). Po opétovném odstranéni
supernatantu nasledovala centrifugace ,,na sucho* (12 000 g, 2 min, 21 °C). Kolonka byla
umisténa do nové mikrozkumavky a bylo do ni pfiddno 50 pl sterilni ddH,O. Po centrifugaci
(12 000 g, 1 min, 21 °C) byl vzorek uskladnén pfi -21 °C v mrazicim boxu anebo rovnou

pouzit pro dalsi analyzy.
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4.243.1.5. Linearizace plazmidi

Reakce probihala v reakéni smési o objemu 20 pl a jeji slozeni bylo nasledujici:

e 6 ul sterilni ddH,O

o 2 ul 10x Buffer Tango™ with BSA (ThermoFisherScientific)

e 2 ul Bam HI restrikéniho enzymu (zasobni roztok 10 U/ul; finalni koncentrace

2 U/ul; ThermoFisherScientific)

e 10 pl plazmidové DNA (100 ng/ul).
Inkubace probihala ve 37 °C 5 hod, poté byl do smési pfidan 1 ul restrikéniho enzymu Bam
HI (zasobni roztok 10 U/ul; findlni koncentrace 2 U/ul; ThermoFisherScientific) a inkubace
probihala dalsi 2 hodiny. Linearizované plazmidy byly uchovavany v mrazicim boxu pfti -21

°C anebo ihned pouzity pro dalsi analyzy.

4.243.1.6. Purifikace plazmidi od restriktdz a néslednd kontrola

plazmida

Ke vzorku linearizovaného plazmidu bylo pfidano:

e 1/20 objemu vzorku 0,5 M EDTA

e 1/10 objemu vzorku 3 M octanu sodného

e dvojnasobny objem vzorku absolutniho etanolu.
Reakéni smés byla umisténa do mraziciho boxu (-21 °C) na 1 hod, poté nasledovala
centrifugace (13000 g, 15min, 21 °C), po které byl odstranén supernatant. Do
mikrozkumavky bylo ptfidano 500 pl 70% etanolu a po promichéni nésledovala opét
centrifugace (13000 g, 10 min, 21 °C). Po odstranéni supernatantu byla peleta inkubovana 10
min. pii laboratorni teploté a nasledné resuspendovana v 50 pl sterilni ddH,O.

25 pl kazdého vzorku bylo vizualizovano pomoci horizontdlni agar6zové elektroforézy
spolu se standardem molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder;
ThermoFisherScientific). Podrobny protokol je uveden v kapitole 4.1.3.5. Pozadovana DNA
byla z gelu skalpelem vyfiznuta a poté byla provedena purifikace DNA pomoci QlAquick gel
extraction kit (Qiagen). Nejdiive byl vyfiznuty fragment z gelu umistén do mikrozkumavky a
zvazen. Poté byl do mikrozkumavky ptidan Buffer QG o tiech objemech hmotnosti

vytiznutého gelového nosice (100 mg odpovidalo 100 pl). Vznikla suspenze byla umisténa na
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10 min do 50 °C a kazdé 3 min byla v ruce promichana. Pak byl do mikrozkumavky ptidan
isopropanol ve stejném objemu jako byla hmotnost vyfiznutého gelového nosi¢e (100 mg
odpovidalo 100 pl) a suspenze byla opét promichana. Suspenze byla pievedena
do mikrozkumavky v niz byla umisténa kolonka a nasledovala centrifugace (1 min, 17 900 g,
21 °C). Poté byla odstranéna vodni faze a do kolonky bylo pfidano 500 pl QG Buffer. Vzorek
byl opét centrifugovan (1 min, 17 900 g, 21 °C) a vodni faze byla odstranéna. Poté bylo
piidano 750 pl PE Buffer a mikrozkumavka byla 3 min inkubovéna pfi laboratorni teploté.
Poté byl vzorek opét centrifugovan (1 min, 17 900 g, 21 °C). Vodni faze byla odstranéna a
nasledovala centrifugace ,,na sucho* (1 min, 17900 g, 21 °C). Po opétovném odstranéni
vodni faze bylo pridano pifimo na membranu 30 pl sterilni ddH,O a kolonka byla umisténa do
mikrozkumavky a vzorek byl centrifugovan (1 min, 17 900 g, 21 °C). Poté byla suspenze
pievedena znovu na membranu a byla 3 min inkubovana pfi laboratorni teploté. Nasledovala
konec¢na centrifugace (1 min, 17 900 g, 21 °C). Purifikovany vzorek DNA byl pouzit pro dalsi

postup ¢i byl uchovavan v mrazicim boxu pfi -21 °C.

42432, Ziskani fragmentd RNA na tvorbu standardni kifivky

4243.2.1. Transkripce plazmidové DNA na RNA

Ptepis DNA probihal od T3 plazmidového promotoru a byl proveden pomoci
MEGAscript® Kit, High Yield Transcription Kit (Applied Biosystems). Reakce probihala ve
smési o objemu 20 pl, kterd méla nasledujici slozeni:

o X ul sterilni ddH,O

e 2ul ATP
e 2ulUTP
e 2ulCTP
e 2ul GTP

e 2 ul 10x Reaction Buffer
o 2 ul Enzym Mix
e 1 pgplazmidové DNA.
Vzorek byl inkubovéan ve 37 °C, po dobu 6 hod. Poté byl uchovavan pii -21 °C v mrazicim

boxu anebo hned pouZit pro dalsi analyzy.
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4.24322. Purifikace RNA od plazmidové DNA

Reakce byla provedena pomoci DNA-free™ Kit, DNase Treatment and Removal Reagents
(Life Technologies). Vzorek byl smichan s /0x DNase Buffer I (1/10 objemu vzorku) a 0,5 ul
rDNase I. Poté byla mikrozkumavka promichana a inkubovana ve 37 °C po dobu 30 min.
Nasledné bylo ke vzorku znovu piidano 0,5 pl »DNase I a nasledovala inkubace ve 37 °C
30 min. V dalSim kroku byl ke smési ptfidan DNase Inactivation Reagent (1/10 objemu
vzorku). Smés byla promichana a ponechana v pokojové teploté po dobu 2 min. Nasledovala
centrifugace (10 000 g, 2 min, 21 °C) a supernatant s RNA byl pfeveden do nové

mikrozkumavky.

4.243.23. Stanoveni mnozstvi fragmentti RNA ve vzorku

Koncentrace RNA ve vzorku byla uréena spektrofotometricky pomoci spektrofotometru
Nanodrop 2000 (ThermoScientific, USA) pfi vlnové délce 260 nm (Azs = 1: koncentrace
celkové RNA je 40 pg/ml). Obdrzena koncentrace RNA (mg/l) byla vydélena molekuldrni
hmotnosti znamého fragmentu RNA (nA x 329,2 + nU x 306,2 + nC x 305,2 + nG x 345,2 +
159). Vysledna molarita vzorku po vynasobeni Avogadrovou konstantou (6,023 x 10%)

poskytla informaci o pfiblizném mnozstvi molekul RNA ve vzorku.

42.4.3.3. Optimalizace standardni kiivky

Vzorky se zndmym mnozstvim molekul RNA byly postupné desetinasobné nafedény a
pouzity do qRT-PCR, aby mohla byt stanovena efektivita standardni kiivky (E = slope =
—1/log), kterd by méla nabyvat hodnot 95 — 100 %. Aby bylo téchto hodnot dosazeno, byl
vybran optimélni rozsah fedéni. U standardni kiivky bylo nutné stanovit i spolehlivost R,
kterd by se méla blizit 100 %. Stanovovala se pii kazdém jednotlivém béhu qRT-PCR. Na
stanoveni t&chto hodnot byl pouzit CFX Manager'” software (Biorad) dodany piimo

vyrobcem k piistroji CFX96 Touch™ (Biorad).

4.2.4.4. Kvantifikace qRT-PCR
Samotna reakce probéhla podle postupu uvedeného jiz v kapitole 4.1.4.3, ale ke vzorkiim,
negativni a pozitivni kontrole byly pfidany jeSté¢ standardy v dupletech. Ty umoznily

vytvoreni standardni kiivky a tim 1 samotnou kvantifikaci.

51



METODIKA

Vyhodnoceni reakce bylo provedeno pomoci CFX Manager'™ software (Biorad), ktery
podle naméfenych hodnot Cr stanovil pocateéni mnozstvi RNA vldken ve vzorku ve vztahu

ke standardni kiivce. Zaroveti software stanovil spolehlivost (R?) a efektivitu (E) reakce.

4.2.4.5. Stanoveni referencniho genu na kontrolu transkripce RNA

v rostliné

U vzorkiit RNA, které byly pouzivany ke kvantifikaci sledovanych virti pomoci real-time
RT-PCR, byla provedena kontrola, zda transkripce RNA probihd v rostlin€ stabilné. Nejdiive
byl zvolen referencni gen, ktery by mél byt v rostliné transkribovan ve stalém mnozZstvi.
V naSich pokusech byl pouzit gen elongacniho faktoru-1 alfa (Elongation factor-1 alpha,
ELF1A). U vzorkii RNA bylo nésledn¢ kvantifikovano mnozstvi zminéného genu v pribehu
vegetace pomoci qRT-PCR, dle protokolu uvedeného v kapitole 4.1.4.3, za pouziti jiz diive
navrzenych primera (JaroSova a Kundu, 2010). Nutnosti bylo také navrzeni standardni kiivky

pro gen ELF1A. Podrobny protokol uveden v kapitole 4.2.4.3.
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4.3.Monitoring vybranych vira

Vyskyt ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV byl v letech 2012 az 2015 monitorovan prevazné
na jablonich. Jednalo se o jablon¢ z vysadby starych sadi z obdobi okolo 2. sv. vélky a ze
zahrad z 80. let predevsim z Prahy a okoli (tab. 4 a obr. 4; tab. I, kapitola Ptilohy). V pfipadé
zahrad byly vétSinou otestovany vSechny jabloné€, u sadii bylo dle jejich velikosti ndhodné
vybrano nékolik jedincti (fddoveé se u méné rozséhlych sadil jednalo o jednotky stromd, u
vétSich sadil pak o desitky stromtl). Dale bylo na pfitomnost studovanych virti testovano 46
planych volné rostoucich jabloni z okoli Prahy. Do monitoringu byly zahrnuty i jabloné
starych kulturnich odrid ze Skolky na jizni Moravé nedaleko Uherského Brodu. V ramci
monitoringu byla testovana na pfitomnost studovanych virii 1 fada dalSich rostlin z ¢eledi
Rosaceae, Corylaceae, Sapindaceae a Betulaceae, které by mohly byt pro viry hostitelské
(tab. 4). Pfednostné byly odebirany vzorky s pfiznaky vir6z, ale naprosta vétSina vzorka byla

bez ptiznakd.

Obrazek 4. Lokality v Praze a okoli, v nichZ byl proveden monitoring ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV u

jabloni. Oznaceni lokalit uvedeno v tab. I, kapitola Ptilohy.

53



METODIKA

Pro detekci byly vyuzivany pfedevsim listy. Odebrané vzorky byly uchovavany v lednicce
pfipadné v mrazicim boxu v zavislosti na mnozstvi vzorki a rychlosti jejich zpracovani.

Viry byly v rostlinném materidlu detekovany dvéma metodami. V jarnim a brzkém letnim
obdobi byla vétSinou pouzivana metoda RT-PCR, pifesny postup uveden v kapitole 4.1.3.
V pozdé¢jsich obdobich vegetace byla pouzita technika qRT-PCR, jejiz postup je popsan v
kapitole 4.1.4.

54



METODIKA

Tabulka 4. Hostitelské rostliny testované na pritomnost ApMV, ASGV, ASPV a ACLSYV v pribéhu let

2013 az 2015.
. . . . . Pocet
Hostitelska rostlina | Lokalita Typ vysadby vzorkil
Unétice zahrada 1 25
Unétice zahrada 2 9
Unétice zahrada 3 4
Praha (Vinor) sad 5
Praha (Bé&chovice) sad 9
Praha (Vysocany) sad 3
Praha (Motol) sad 7
Praha (Sedlec) sad 2
jabloi Praha (Vokovice) sad 11
Praha (Kozi hibety) sad 13
Praha (Lysolaje) sad 17
Tiché Udoli - Roztoky sad 8
Praha (Suchdol) - 13
Roztoky sad
Praha (Suchdol) sad 6
Uhersky Brod Skolka 57
viz tab. I, kapitola Pfilohy | voln¢ rostouci 46
Celkem 235
Uhersky Brod sad 10
Zabcice sad 9
« Podyji sad 11
kdoulon Shup sad 3
Bil¢ Karpaty sad 5
Celkem 38
miSpule Uhersky Brod sad 15
hrusen Praha (Troja) sad 3
slivon Praha (Troja) sad 12
aronie Praha (Troja) sad 4
liska Praha (Troja) sad 12
briza Praha (Suchdol) okrasna 4
skalnik Praha (Suchdol) okrasna 4
kdoulovec Praha (Suchdol) okrasna 5
Praha (Suchdol) okrasna 7
hloh Unétice okrasna 2
Celkem 9
jirovec Praha (Suchdol) okrasna 5
bez Statenice-Cerny Vil voln¢ rostouci 5
Celkem vzorki 351
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4.4.Studium molekularni variability

4.4.1. Vybér izolati
Pro studium molekulédrni variability bylo vybrano deset izolathi ApMV, devét izolath
ASGV a ASPV a osm izolath ACLSV (tab. 5). U kazdého studovaného viru pochazely tfi
vybrané izolaty ze tfi odrid jabloni (Bohemia, Topaz, Angold) ze soukromé zahrady
v Unéticich, které vykazovaly smésnou infekci viemi étyimi viry. Dalii izolaty byly vybrany

nahodné ze sadi, zahrad a volné rostoucich stromi.

Tabulka 5. 1zolaty ApMV, ASGV, ASPV a ACLSYV z jabloni, které byly vybrany na sekvenaci.

N/A — informace nejsou zndmé; XX — neni vyobrazeno na mapé

ﬁ(f).léti NCBI Odrida Typ vysadby Lokalita S)l:lia dnice Oznaceni
é??gfgigg i Bohemia zahrada Unétice ?2 ;ggg L, 1Z
f%ls\/;\é‘/gig;ﬁ/ Topaz zahrada Unétice i?l ;2323’ 1Z
fgls\/;\é‘/gigg'j/ Angold zahrada Unétice i?l ;23? } > 1Z
prngiggM N/A sad Praha (Suchdol)-Roztoky i?l ;;gg;’ 2S
é%ggfgi;gy N/A zahrada Unétice ?2 ;gg? i ’ 37
Q?XIV iso6/ Hammersteinovo Skolka Uhersky Brod ‘1‘3(7)3;‘2“3" XX
APAVISOTE skl skolka Uhersky Brod Doy
Il\%&)i\/IV iso8/ Borovinka skolka Uhersky Brod ‘1‘3(7)3;3‘3" XX
fgls\/;lfgi;(lﬁ/ N/A volné rostouci  Praha (Kozi Hibety u kaplicky) i?l ;;‘ggg’ 1P
f%ls\/;zgi;glo/ N/A sad Praha (Lysolaje — Housle) ?2 ;éggg’ 3S
éls,g\;é;gl/ Bohemia zahrada Unétice ?2 ;ggg L, 1Z
é,ls, g\; 81 322/ Topaz zahrada Unétice ?2 ;23(7)3’ 1Z
éls,g\;é;?/ Angold zahrada Unétice ?2 ;gg? i ’ 1Z
f?g;;é;%M N/A sad Praha (Suchdol)-Roztoky ig ;;gg;’ 28
f,ls,';\; 81325/ N/A zahrada Unétice i?l ;23? } ’ 3Z
SOUKS o P o 010D,
éls,g\;é%w N/A voln¢ rostouci  Praha (Kozi Hibety u kaplicky) ?2 ;;‘332’ 1P
éls,g\;é;?)g/ N/A volné rostouci  Praha (Kozi Hibety u kaplicky) ?2 ;;‘332’ 1P
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Tabulka 5. Pokracovani

:'i(f).léé.t(r NCBI Odrida Typ vysadby Lokalita g)l:l?a dnice Oznaceni
fls,'g\;é;(ig/ N/A sad Praha (Lysolaje — Housle) ?2 ;éggg’ 3S
f,ls,'g;; ;;%021/ Bohemia zahrada Unétice ?2 ;232 L 1Z
f’??;;;;%y Topaz zahrada Unétice ?2 ;232?’ 1Z
éjs“g%;gof / Angold zahrada Unétice ?2 ;gg? i ’ 1Z
Q/S;V iS04/ Gikulske skolka Uhersky Brod Tg:%;;g’ xx
Q/S:V iso3/ Borovinka skolka Uhersky Brod ngg;;g’ XX
f’]s"’g;;;gsgosw N/A sad Praha (Suchdol)-Roztoky ?2 ;;gg;’ 28
f?gx;;gsgog / N/A sad Praha (Suchdol)-Roztoky ?2 ;;gg;’ 28
f?gxtéz"f/ N/A sad Praha (Tiché Udoli)-Roztoky f 2: %gzgf ’ 1S
é,ls,g;;é%ogg/ N/A volné rostouci  Praha (Kozi Hibety u kaplicky) ?2 ;47‘332’ 1P
é"l(": 5L7S4\égl SO V Bohemia zahrada Unétice ?2 ;ggg L 1Z
é"l(": 514784\5291 802/ Topaz zahrada Unétice ?2 ;23(7)3’ 1Z
f,? 5L7S4\£91 Toy Angold zahrada Unétice ?2 ;23? } ’ 1Z
3%%54\5;91;04/ N/A sad Praha (Tiché Udoli)-Roztoky f 2: %gzgf ’ 1S
fg;s’g;;os NN sad Praha (Tiché Udoli)-Roztoky f 2: ;gzgf ’ 1S
fg;a\égijow N/A sad Praha (Suchdol)-Roztoky ? 2: ;;28; 28
€$5L7s4\égi§o7/ N/A sad Praha (Suchdol)-Roztoky ? 2: ;;28; 28
ﬁfALSV 1508/ 1 i mburske skolka Uhersky Brod Tg:%;;g’ xx

4.4.2. Priprava vzorka na sekvenaci

4.4.2.1. Priprava vzorku
Ptiprava vzorki probihala dle protokolu uvedeného v kapitole 4.2.4.3.1.1., avSak v PCR

reakci byly pouzity primery uvedené v tab. 6.
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Tabulka 6. Primery pouZité pi¥i pripravé vybranych vzorka na sekvenaci. FP — forwardovy primer; RP —

reverzni primer.

Teplota Délka
Virus Autor Nazev Typ Sekvence .
annealingu  fragmentu
87E5 FP 5-GGCCATTAGCGACGATTAGTC-3"
ApMV Petrzik a Lenz, 2002 57°C 821 bp
87Ed RP 5-ATGCTTTAGTTCCCTCTCCGG-3"
ACLSVs FP 5-TTCATGGAAAGACAGGGGCAA-3’
ACLSV Menzel et al., 2002 62 °C 677 bp
ACLSVas RP 5'-AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA-3"
ASGV5641 FP 5'- ATGAGTTTGGAAGACGTGCTTC-3'
ASGV Nickel et al., 2001 50 °C 755 bp
ASGV6396 RP 5'-CTGCAAGACCGCGACCAAGTTT-3'
Schwarz a Jelkmann,
1998 ASPV7956 FP 5'-ATGACTTCCAATGGATCCCA- 3'
ASPV 55°C 391 bp
Komorowska et al.,
ASPDEL RP 5'-CCCCACCATAAGCAGTGCCAGTTTCAAA-3'

2010

4.4.2.2.

Ligace pomoci StrataClone PCR Cloning Kit

Postup ligace je popsan v kapitole 4.2.4.3.1.2.

4.4.2.3.

Kontrola bakterialnich klonu

Kontrola bakteridlnich klont probihala dle protokolu uvedeného jiz v kapitole 4.2.4.3.1.3.

V PCR reakci vSak byly pouzity primery popsané v tab. 6.

4.4.2.4.

Izolace plazmidu

Izolace plazmidi je popsana v kapitole 4.2.4.3.1.4.

4.4.3. Analvza sekvenci

Ziskané plazmidy byly komercéné osekvenovany na automatickém sekvencnim analyzatoru

ve firmé¢ GATC Biotech. Pro oboustranné sekvenovani PCR produkti byly pouzity

univerzalni primery plazmidového vektoru M13R a M13F.

Ziskané sekvence nukleotidi byly analyzovany pomoci programu BioEdit 7.0.9 (Ibis

Biosciences, USA) a nasledn¢ porovnavany za vyuziti BLAST (Altschul et al., 1997).

Sekvence nukleotidil a od nich odvozenych aminokyselin byly porovnany mezi sebou a také
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sjiz publikovanymi sekvencemi uvedenymi v databazi NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (tab. 7). Byla stanovena procentudlni sekvencni identita izolatl
pomoci programu BioEdit 7.0.9 (Ibis Biosciences, USA). Sekven¢ni data, pouzitd v nasi
studii, jsou zvetfejnéna v databazi NCBI pod referencnimi Cisly LT574866 — LT574895
(tab. 6).

Tabulka 7. Izolaity ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV z databaze NCBI. Uvedené nukleotidové a od nich

odvozené aminokyselinové sekvence byly porovnavany se sekvencemi ziskanymi v této praci.

Virus Oznadeni v databazi NCBI  Zdroj izolitu Zemé ptivodu Oznaceni v disertacni praci

AY542540.1 jablon Belgie isol1 Bel
GQ131805.1 jablon Brazilie isol12 Bra
ApMV . . .
FJ429311.1 jablon Indie isol13 Ind
AF548367.1 jablon Korea iso14 Kor
LN901426.1 jablon Indie is010 Ind
FN599521.1 jablon Indie isol1 Ind
ASGV . * . .
JX885581.1 jablon Cina iso12 Chi
JX885578.1 jablon Cina iso13 Chi
AF438522.1 jablon Polsko is010 Pol
FJ619188.1 jablon Cina isol1 Chi
ASPV . .
KC791788.1 jablon Korea iso12 Kor
HM125159.1 jablon Cina iso13 Chi
AJ586642.1 jablon Italie Is09 Ita
AJ586641.1 jablon Turecko is010 Tur
ACLSV AJ586640.1 jablon Cina isol1 Chi
AJ586639.1 jablon Albanie iso12 Alb
GQ334197.1 jablon Kanada iso13 Can
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5. Vysledky

5.1.0ptimalizace diagnostickych metod

Za ucelem optimalizace diagnostickych metod byly v pribéhu roku 2014 odebirany vzorky
lyka, pupent, listd a kvéth z péti riznych mist na péti vybranych stromech jabloni. Z kazdého
stromu se smésnou infekci ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV bylo tedy ziskano pét vzorki pro
kazdy rostlinny material, v ptipad¢ lyka a listi i opakované v prubéhu roku.

V piipad¢ metody DAS/I-ELISA byl jako negativni vzorek vyhodnocen vzorek, u kterého
doslo k negativni reakci v obou opakovanich, tj. jeho hodnota absorbance byla nizsi nebo na
urovni pouzitych negativnich kontrol. Jako pozitivni vzorek byl vyhodnocen takovy vzorek,
jehoz hodnota absorbance byla u obou opakovani vyssi (tj. vice nez dvojndsobnd), nez je

primérnd hodnota absorbance negativni kontroly plus trojnasobek jeji smérodatné odchylky

(obr. 5).

Obriazek 5. Detekce ASGV a ASPV metodou DAS-ELISA. Vysledek testu DAS-ELISA na mikrotitracni
desticce, kde bylo testovano osm vzorkl na piitomnost ASGV a ASPV. Vzorky 7 a 8 byly vyhodnoceny jako

pozitivni na ptitomnost obou virG a vzorek 6 byl pozitivni pouze na ASPV. E — extrakéni pufr v dupletu; N —

negativni kontrola v dupletu; P — pozitivni kontrola v dupletu; 1-8 — vzorky v dupletech.
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U metody RT-PCR byl jako pozitivni vzorek vyhodnocen ten, u néhoz bylo mozné na
elektroforeogramu pozorovat fragment o stejné délce jako u pozitivni kontroly. Jako negativni
vzorek byl vyhodnocen ten, kde nebyl pozorovan zadny fragment anebo fragment

neodpovidal délkove (obr. 6).

Obrazek 6. Detekce ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV metodou RT-PCR. Zobrazeny jsou vysledné
elektroforeogramy ziskané pii detekci ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV pomoci specifickych primert
navrzenych pro ucely RT-PCR; (A): 161Z8/161Z9 (464 bp); (B): ASGVUs/ASGV2as (499 bp); (C):
ASPCs/ASPas (264 bp) a (D): ACLSVF1/ACLSVIR (432 bp). (M): DNA marker (O GeneRuler™ 100 bp Plus
DNA Ladder; ThermoFisherScientific); (H): negativni kontrola ddH,O; (N): negativni kontrola ziskana z
viruprosté jablong; (P1) a (P2): RT-PCR produkty ziskané z ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV infikovanych

jabloni. Agarézovy gel barveny etidium bromidem.

Vysledkem qRT-PCR reakce bylo rozliSeni pozitivnich a negativnich vzorki, podle toho,

zda byla ¢i nebyla zaznamenéna ptitomnost vyzafené fluorescence (obr. 7).
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Obriazek 7. Detekce ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV metodou qRT-PCR. Vyobrazen piiklad vysledkt qRT-
PCR pfi detekci (A): ApMV; (B): ASGV; (C): ASPV; (D): ACLSV. V piipadé pozitivnich vzorkd doslo
k vyzateni fluorescence, coz se na vysledném grafu projevilo rostouci kifivkou, zatimco u negativnich vzorkl
k vyzateni fluorescence nedoslo a kiivky téchto vzorkd zistaly v prubéhu reakce na urovni 0. RFU (relative

fluorescence unit) — relativni fluorescenéni jednotka.

Amplification (A) Amplification
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: ] . - 1500 T
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U ziskanych vzork bylo nésledné sledovano, u kolika testovanych vzorkid se infekce
jednotlivymi viry danou detekéni metodou potvrdila (tab. II, III, IV a V, kapitola Ptilohy).
Timto zplsobem byla stanovena spolehlivost dané metody v pribéhu roku v razném
rostlinném materialu. V pfipadé, ze byla pfitomnost viru potvrzena ve ¢tyfech az péti vzorcich
z péti testovanych (60 - 100 %), byla metoda povazovana za spolehlivou. V ptipad¢ detekce
viru ve dvou a méné vzorcich (0 — 40 %) byla metoda oznacena jako nespolehliva (tab. §) a
nelze ji v tomto obdobi nebo u tohoto rostlinného materialu doporucit pro rutinni testovani.
V ptipad¢ hodnot mezi 40 az 60 % byla metoda povazovana za spolehlivou, ale vzorek by mél
byt odebiran ze stromu rovnomérné, z vice nez 3 mist na stromé.

Testovanim vzorkl v pribéhu roku se ukazalo, ze nejspolehlivéjsi metodou pro detekci

vSech ctyf sledovanych virt je technika qRT-PCR. Tato metoda potvrdila vyskyt ApMV,
ASGV, ASPV a ACLSV v pribéhu celého roku a i u vzorkl z rizného rostlinného materialu.
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K drobnym nuancim do$lo pouze u testli na pfitomnost ASPV u listd a kvéti, ale ispéSnost se
1 v téchto ptipadech pohybovala okolo 70 %.

Pro detekci ApMV a ASGV se jako spolehliva potvrdila i metoda RT-PCR, ktera u téchto
vir poskytla celorocné dobré vysledky (64 — 100 %) a bylo mozné ji pouzit i pro detekci
patogenu v riznych rostlinnych organech. Tato technika se vSak neprokazala jako dostatecné
spolehliva pro detekci ACLSV v jarnim obdobi bez ohledu na pouzity rostlinny material (28 —
68 %). Také pii detekci ASPV z listi a kvéth nebyly dosazené vysledky presvédcéivé (24 —
68 %).

Naopak sérologickou techniku ELISA bylo mozné pro detekci ASPV a ACLSV z rtiznych
rostlinnych organti pouzit v pribéhu celého roku (64 — 100 %). Ke konci vegetacniho obdobi
se ale sniZila detekovatelnost virti z listd u ASPV na 40 % a u ACLSV na 12 %. Tato technika
se vSak ukézala jako zcela nevhodna pro detekci ApMV a ASGV zlyka, a to v prubéhu
celého roku. Také u listh bylo jeji pouziti omezeno, v ptipadé ApMV pouze na jarni obdobi
(100 %) a u ASGV na jaro a brzké 1éto (92 %). Podrobnéji jsou vysledky shrnuty v ptilozené
tab. 8 a v tab. II, III, IV a V (kapitola Ptilohy).

Na zéklad¢ ziskanych dat byla vypracovana tab. 9, ktera shrnuje spolehlivost jednotlivych
detek¢nich metod dle doby odbéru vzorku a druhu rostlinného materidlu. Z ni vyplyva, Ze
idedlnim materidlem pro detekci virl jsou listy odebrané v pribchu cervna. V nich lze viry

spolehlivé detekovat vS§emi metodami.
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Tabulka 8. Procentualni spolehlivost detekénich metod (ELISA, RT-PCR, qRT-PCR). Tabulka zobrazuje
v kolika procentech vzorki, bylo mozné virus detekovat v daném rostlinném materialu zvolenou diagnostickou

metodou v riznych obdobich roku.

Virus Rostlinny Termin Detekéni metoda
material  odbéru ELISA RT-PCR  qRT-PCR
pupeny 1L 96 % 88 % 96 %
Iv. 16 % 88 % 100 %
ok VI 56 % 96 % 100 %
yKo X 0% 88 % 100 %
ApMY XIL 0% 64 % 80 %
Iv. 100 % 100 % 100 %
listy VI 60 % 100 % 100 %
IX. 8 % 100 % 100 %
kvity Iv. 100 % 100 % 100 %
pupeny 1L 96 % 96 % 100 %
Iv. 48 % 64 % 100 %
ok VI 4% 88 % 100 %
yKo X 24 % 100 % 100 %
ASGY XII 0% 100 % 100 %
Iv. 92 % 100 % 100 %
listy VI 92 % 96 % 100 %
IX. 12 % 100 % 100 %
kvity Iv. 75 % 92 % 100 %
pupeny 1L 88 % 84 % 88 %
Iv. 100 % 92 % 100 %
ok VI 96 % 100 % 100 %
yKo X 100 % 96 % 100 %
ASPV XII 100 % 92 % 100 %
Iv. 92 % 48 % 76 %
listy VI 100 % 56 % 96 %
IX. 40 % 68 % 92 %
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Tabulka 8. Pokracdovani.

Virus Rostlinny Termin Detekéni metoda

material  odbéru ELISA RT-PCR  gRT-PCR

ASPV  kvéty IV. 80 % 24 % 68 %

pupeny 111 100 % 48 % 100 %

IV. 100 % 68 % 100 %

ko VL 64 % 92 % 100 %

ACLSY y IX 84 % 84 % 100 %

XII. 100 % 72 % 100 %

IV. 84 % 28 % 92 %

listy VI 100 % 72 % 100 %

IX. 12 % 84 % 100 %

kvéty IV. 100 % 48 % 100 %

Tabulka 9. Grafické znazornéni spolehlivosti detekénich metod (ELISA, RT-PCR, qRT-PCR). Tabulka
zobrazuje, kdy a v jakém rostlinném materialu je mozné virus spolehlivé detekovat zvolenou diagnostickou
technikou. (+) oznacuje pozitivni vysledek/ (-) oznacuje negativni vysledek.

Rostlinny material Pupeny Kvéty Listy Lyko
Termin odbéru II1. Iv. Iv. VL IX. Iv. VL IX. XIL
Virus Technika
DASI-ELISA + i 4 - - - - - -
ApMV  RT-PCR A A o o o i i A A
gRT-PCR + + A A A A A A A
DAS-ELISA + + A A - - - - -
ASGV  RT-PCR 4 4 4 4 4 + + + +
gRT-PCR s s A A A A 3 4 4
DAS-ELISA + 4 3 A - + o 4 +
ASPV RT-PCR +F - - - 4 4 + + +
gRT-PCR s s A A A A 3 4 4
DAS-ELISA + i A A -
ACLSV  RT-PCR - - -
qRT-PCR + + +
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5.2. Kvantifikace viru

Pti kvantifikaci virG bylo nutné, jak jiz bylo popsdno v metodice, postupovat riznymi
zpusoby. V ptipadé metod DAS/I-ELISA a RT-PCR byla kvantifikace provedena na zaklad¢
fedicich fad. Mnozstvi viru vrostliné bylo vyjadfeno relativné na zakladé schopnosti

detekovat virus ve vzorku o znamém tfedéni (obr. 8 a 9).

Obriazek 8. Vysledek testu DAS-ELISA pfri relativni kvantifikaci ASGV a ASPV. Na mikrotitracni desticce
je ukazka kvantifikace jednoho vzorku. E — extrakéni pufr v dupletu; N — negativni kontrola v dupletu; P —
pozitivni kontrola v dupletu; 7 — fedéni 20x v dupletu; 6 — fedéni 50x v dupletu; 5 — fedéni 100x v dupletu; 4 —

fedéni 500x v dupletu; 3 — fedéni 1 000x v dupletu; 2 — fedéni 5 000x v dupletu; 1 — fedéni 10 000x v dupletu.

66



VYSLEDKY

Obriazek 9. Vysledek testu RT-PCR pii relativni kvantifikaci ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV. Zobrazeny
elektroforeogramy fedéni jednoho vzorku; (A): ApMV, (B): ASGV, (C): ASPV a (D): ACLSV. M: DNA marker
(O'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder; ThermoFisherScientific). Agarézovy gel barveny etidium bromidem.

M
5000x 1000x 500x 100x 50x 10x% —50000: 10000x 5000x 1000x 500x 100x  50x 10x

e s s 404 bp

50000x 10000x 5000x 1000x 500x 100x 50x  10x D I oo T T S

v e (D GO @D
“-‘---."

V piipadé metody qRT-PCR, je mozné, jak uz nazev metody napovida, u vzorku stanovit
mnozstvi viru pfimo (absolutn€) pomoci standardni kiivky, ¢ehoz bylo v predkladané praci
vyuzito. Kvili tomu vSak neni mozné pfimé porovnavani ziskanych vysledkil ze vSech tii
metod. Z tohoto divodu jsou vysledky u kazdého viru rozdéleny na dvé Casti. V prvni ¢asti
jsou porovnavany vysledky ziskané metodou DAS/I-ELISA a RT-PCR a ve druhé ¢asti jsou
shrnuty vysledky z metody qRT-PCR.

52.1. ApMV

5.2.1.1. DASI-ELISA a RT-PCR

ApMV bylo mozné detekovat pomoci sérologick¢é metody DASI-ELISA v listech od
brzkého jara (biezen) az do brzkého 1éta (Cerven). Hodnoty, kdy bylo virus stale mozné
detekovat, dosédhly u mladych listd (duben) fedéni az 100 000x. V pritbé¢hu vegetace se vSak
koncentrace viru snizovala a v ¢ervnu dosahovaly maximalni mozné hodnoty fedéni 100x.
Naproti tomu pii detekci v Ilyku bylo mozné virus detekovat pouze v Cervnu, a to pfi
maximalnim fedéni 100x. V pupenech byl virus zachycen pfi fedéni az 5 000x, zatimco
v kvétech pii fedéni az 50 000x (tab. 10).

V piipadé techniky RT-PCR byla v listech nejvyssi hodnota fedéni, kdy byl virus v pletivu
jesté zaznamenan, zachycena také v jarnich mésicich (bfezen, duben), ale pouze pii fedéni
1 000x. Avsak touto technikou bylo mozné virus v listech detekovat az do fijna, i kdyz se

snizujicimi se hodnotami fedéni. V lyku bylo mozné virus detekovat ve vSech sledovanych
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mesicich, ale hodnoty fedéni, kdy bylo mozné virus stale detekovat, dosahovaly maximalné
hodnot 500x. V pupenech bylo maximalni dosazené fedéni 1 000x, zatimco v kvétech az
10 000x (tab. 10).

Ob¢ techniky naznacily, Ze se titr viru v pribéhu vegetace v rostlinné tkani sniZuje.
Rozchazely se vSak v tom, v kterém rostlinném materidlu je nejvyssi mnozstvi ApMV, zda

v listech (DASI-ELISA) nebo v kvétech (RT-PCR).

Tabulka 10. Relativni kvantifikace ApMV metodami DASI-ELISA a RT-PCR. Hodnoty maximalniho
fedéni, pfi nichz byl ApMV detekovan metodami DASI-ELISA a RT-PCR. Detekce byla provedena v rtiznych

rostlinnych materialech v pribéhu roku. (-) v daném mésici nebylo méfeni provedeno.

Rostlinny material Lyko Pupeny Listy Kvéty

Metoda 1 ELISA  RT-PCR | ELISA RT-PCR : ELISA  RT-PCR | ELISA RT-PCR |
Odrida Termin odbéru ; I : I
biezen L 0x 100x & 5000x 500x 1 10000x 1000x 1 5000x 1000x |
duben b - b - 1 10000x 1000x - - 5
kvéten : - - : - - 1 5000x 500x . - - :
&erven L 100x 500x 1 - - L 100x 100x @ - - i
Rubin Cervenec E - - E - - E 0x 500x E - - E
srpen ' - - ' - - ' 0x 100x - - '
Zafi i 0x 500x - - i - 50x - - |
fijen . - . - ; - 10x | - - ;
listopad E - - E - - E - - E - - E
prosinec o 0x 10x ! - - ! - - ! - - !
biezen ro20x 100x 1 5000x 1000x 50000x 1000x 1 10000x 10000x
duben ! - - ! - - ' 50000x 1000x ! - - !
kvéten ; - - ; - - i 10000x 1000x - - ;
cerven ' 100x 500x ! - - ! 500x 500x ! - - !
Bohemia cervenec E - - E - - E 20x 500x E - - E
srpen ' - - i - - | 0x 100x | - - |
i Poo0x 50x 1 - - ; - 50x - - ;
fijen : - - : - - : - 50x - - i
listopad E - - E - - E - - E - - E
prosinec L O0x 50x - - : - - : - - i
bfezen ro0x 100x ' 1000x 1000x ' 10000x 1000x ! 50000x  5000x !
duben : - - : - - 1 100000x 1000x 1 - - :
kvéten . - . - 1 10000x 100x @ - - i
Cerven 1 50x 100x | - - i 100x 100x | - - |
Topaz cervenec E - - E - - E 0x 500x E - - E
srpen i - - i - - i 0x 100x - - i
Z4if b0x 100x - - ; - 50x ¢ - - ;
jen E - - E - - E - 10x - - E
listopad ! - - ! - - ! - - ! - - !
prosinec L 0x 10x - - i - - i - - :

5.2.1.2. qRT-PCR
Standardni k¥ivka pro kvantifikaci byla pfipravovana v rozsahu 10' az 10" (obr. II,
kapitola Ptilohy). Efektivita reakci se pohybovala od 98 do 100 %. Koeficient determinace
(R?) nabyval hodnoty pfiblizné 0,98 (obr. I, kapitola Ptilohy). Teplota tani pro ApMV byla
stanovena na 78,5 °C (obr. III, kapitola Piilohy). Nejnizi detekovatelna hladina viru byla 10°
kopii.
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Na zéklad¢ dat (tab. 11) ziskanych metodou qRT-PCR bylo mozné pozorovat, ze
v pritbéhu vegetace (biezen-fijen) dochazelo v listech k poklesu titru ApMV. V jarnim obdobi
byl obsah viru v hodnotach 10'* kopii, zatimco na podzim 10''. Obdobnou fluktuaci bylo
mozné pozorovat i u lyka, kde bylo vSak nejvyssich koncentraci viru dosazeno vétSinou az
v Cervnu. Absolutné nejvyssi koncentrace viru byly naméfeny v kvétech a to v hodnotach

10,

Tabulka 11. Absolutni kvantifikace ApMV metodou qRT-PCR.

Ct - cyclus treshold; SQ - standard quantification; (—) v daném meésici nebylo méfeni provedeno.

Rostlinny material 1 Lyko 1 Pupeny 1 Listy 1 Kvéty :
| 1 1 1 |
| | | | !

. Termin 1 Ct SQ 1 Ct SQ 1 Ct SQ 1 Ct SQ :
Odrada v :
odbéru ! 1 1 1 !

biezen | 18,16 2,64x10™ 18,55 391x10™ [19,03 1,56x10" |- - !

duben - - I - - 116,80 9,17x10™ 1152 2,22x10"% |

kvéten - - I - 117,33 4,48x10" I- - !

Serven | 26,01 1,06x10% |- . 120,66 634x10" |- - |

Rubin cervenec | - - 1- - 127,10 1,84x10"2% - -
stpen !- - I- - 128,72 6,68x10" 1- . :

zati 12785 126x107 |- - 129,55 7,01x10" |- - ;

Hjen - - - - 129,87  1,15x10" - - |

listopad 1! - - [ - [ - 1. - '

prosinec ! 29,19 4,66x10" - - I B ' . |

bfezen 120,33 5,17x10° 19,42 2,99x10™ | 1828 2,54x10™ - - ;

duben - - - - 116,35 1,77x10% 117,08 8,40x10" |

kvéten : - : - :16,78 9,67x10" : - 5

Gerven 18,23 2,88x10™ - - 119,16 2,18x10" - - |

Bohemia  Servenmec ! - : - :24,05 3,04x10" : - 5
srpen - - . - 12578 484x107 |- - :

ZAi 123,13 7,83x107% - - 128,06 8,17x10" | - - ;

fijen - - - - 129,77 5,94x10" 1- - !

listopad ' - - : - - : - - : - - |

prosinec ; 28,75 7,06x10" - - | - - - - !

bfezen 128,61 1,06x10” 121,38 7,673x10” 119,71 842x10" 1- - !

duben |- - - - L1618 1,17x10° 114,88 3,68x10":

kvéten | - - '- - 1 17,40 5,89x10™ | - - |

Cerven 118,49 2,71x10™ 1- - 119,27  1,28x10™ 1- _ !

Topaz éervenec:- - : - :26,21 1,04x10" : - ;
stpen | - - |- - 127,23 2,55x102 | - - |

Z4H 122,01 2,14x10"° 1- - 128,04 1,06x10" 1- - 5

fijen - - . - 129,09 831x10" - - |
o

! :

. 1
listopad | - - |- - |- -
prosinec 128,36 831x10" 1- - 1- -

5.2.2. ASGV

5.2.2.1. DAS-ELISA a RT-PCR
V ptipadé ASGV nebyla detekce metodou DAS-ELISA piili§ spolehliva. V lyku nebylo
mozné virus detekovat s vyjimkou Cervna, ale i tak ve velmi nizkém fedéni 50x. U listi bylo

obdobi, kdy byla ptitomnost viru potvrzena, také velice kratké, pouze od bfezna do kvétna.
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Titr viru byl nejvyssi v bfeznu a dosahl hodnoty az 5 000x. Virus bylo mozné detekovat také
v pupenech, ale nepodatilo se ho detekovat touto metodou v kvétech. Naméteny titr viru byl u
pupenti 100x.

V ptipadé metody RT-PCR byla detekce viru vyrazné spolehlivéjsi. V Iyku bylo mozné
virus zachytit celoro¢né¢ a hodnoty fedéni byly az 1 000x, a to v ¢ervnu. V listech byl virus
detekovatelny po celé vegetacni obdobi (bfezen-fijen). Hodnoty fedéni se pohybovaly
v rozmezi 100x az 5 000x. Nizsi hodnoty byly naméfeny v bieznu, pak stoupaly ptiblizné¢ do
cervence a pak zaznamenaly opét pokles.

Obé tyto metody naznacily, ze titr viru v listech a lyku béhem roku fluktuoval a nejvyssi

byl v 1été. Co se tyka obsahu viru v jednotlivych rostlinnych organech, na zakladé ziskanych

vysledki (tab. 12), nelze potvrdit, ze by zde byly vyrazné rozdily.
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Tabulka 12. Relativni kvantifikace ASGV metodami DAS-ELISA a RT-PCR. Zobrazeny jsou dosazené
maximalni hodnoty fedéni, pfi nichz bylo mozné ASGV detekovat metodou DAS-ELISA a RT-PCR v rtiznych

rostlinnych materialech v pribéhu roku. () v daném meésici nebylo méteni provedeno.

Rostlinny materidl

Lyko

Pupeny

Listy

Kvéty

Metoda ELISA RT-PCR ELISA RT-PCR ELISA RT-PCR iELISA RT-PCRE

Odriida Termin odbéru | i i : :

bfezen P Ox 50x i 1000x 100x  : 1000x 500x i - -

duben b - b - ! 100x 1000x :  Ox 500x

kvéten - - - - ' 100x 500x ¢ - -

Cerven E 0x 500x E - - E 0x 100x E - - E

Rubin Cervenec i - - i - - i Ox 500x i - - i

srpen ! - - ! - - ! 0x 100x ! - - !

24Fi Loox 100x | - S s00x | - .

fijen L - - - - 500x | - -

listopad E - - E - - E - - E - - E

prosinec E 0x 100x E - - E - - E - - E

bfezen v Ox 100x  : 100x 100x & 5000x 100x . - - ;

duben ; - - ; - - 1 500x 100x & Ox 100x

kvéten b - b - ! 500x 500x i - -

cerven E 50x 1000x E - - E 50x 1000x E - - E

cervenec i - - i - - L Ox 1000x ! - - i

Bohemia | | | | |

srpen ! - - ! - - o Ox 1000x - - !

24 10X sox 1 - - 1000x | - -

Hjen b N - s00x | - -

listopad E - - E - - E - - E - - E

prosinec E Ox 50x E - - E - - E - - E

brezen E 0x 100x E 100x 50x E 1000x 100x E - - E

duben E - - E - - E 500x 1000x E 0x 50x E

kvéten E - - E - - 1 500x 500x 1 - - E

gerven 1 20x 1000x - - 1 20x 1000x i - -

cervenec ; - - ; - - N ¥ 5000x ! - - ;

Topaz | | | ' '

srpen ' - - ' - - ' 0x 1000x ! - - '

24 PO 100x ¢ - - b 1000x | - -

¥ijen . - . - . 1000x ! - -

listopad i - - i - - i - - i - - i

prosinec E 0x 100x E - - E - - E - - E
52.2.2. qRT-PCR

Standardni kfivka pro kvantifikaci byla pipravovana v rozsahu 10" az 10'® (obr. II,

kapitola Ptilohy). Efektivita reakci se pohybovala od 99 do 100 %. Koeficient determinace

(R?) nabyval hodnoty pfiblizn& 0,98 (obr. I, kapitola Pfilohy). Teplota tani pro ASGV byla

stanovena na 73,5 °C (obr. III, kapitola Piilohy). Nejnizi detekovatelna hladina viru byla 10

kopii.

Na zéklad¢ vysledka (tab. 13) ziskanych metodou qRT-PCR, lze fici, ze ke zménam

v obsahu ASGV v rizném rostlinném materidlu, ani v pribéhu vegetace nedoslo. Drobny
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rozptyl hodnot byl pozorovan u listl, kde se pfiblizné¢ od kvétna do cervence zvySovaly
naméfené koncentrace viru (z hodnot 10" na 10'%).

Tabulka 13. Absolutni kvantifikace ASGV metodou qRT-PCR.

Ct - cyclus treshold; SQ - standard quantification; (—) v daném meésici nebylo méfeni provedeno.

Rostlinny material ! Lyko ! Pupeny ! Listy ! Kvéty
, 1 1 1 1
Odrida  T&Min ¢t 8Q 1ct  SQ 1 Ct sQ Ict  SQ
odbéru 1 1 1

1
biezen 12536  1,44x10% 124,42  4,02x10% 123,63 74110 1 - -
1

1

1

1

1

duben - . :21,63 3,45x10" :22,24 2,15x10" :
kvéten |- - |- - 121,74 3,18x10™ | - - .
&erven 12544 1,84x108 1- - 12324 1,00x10™ 1 - - 1

, dervenec - - . - 123,32 9,42x10"” - - !
Rubin 1 1 1 5! 1
srpen |- - |- - 124,51 3,75x107 - - |

ZAf 12523 1,55x10° 1- - 12512 1,76x10" 1 - - 1
fijen : - : - :25,23 1,60x10" : - :
listopad | - - |- - |- - |- - \
prosinec 12531 2,02x10" 1- - I- - - - 1
brezen :25,60 1,65x10" :24,19 4,79x10 :23,59 7,66x10" : - :
duben |- - |- - 120,94 5,87x10" 21,87 2,87x10"
kvéten - - - - 122,05 2,49x10™ 1 - - 1
erven :22,89 1,31x10™ : - :22,61 1,63x10™ : - :
Bohemia  CeTvenee - - |- - 123,13 1,09x10™ | - - .
srpen - - - - 123,26 9,83x10" 1- - 1

ZAf :24,54 2,81x10" : - :23,42 8,67x10" : - :
fijen |- - |- - 124,54 291x107 | - - .
listopad 1 - - I- - I- - 1- - 1
prosinec  '2527 144x10"” - - ' - ' - !
bfezen ;24,19 4,80x10° 2530 2,04x10° 23,44  856x10"° |- - |
duben 1- - 1- - 121,86 2,90x10"™ 121,54 3,70x10™ 11
kvéten : - : - 121,90 2,80x10™ : - :
Gerven 23,82 637x10" | - - 122,32 2,04x10" | - - |
Topaz Cervenec I - - I- - 122,54 1,71x10" 1 - - 1
srpen . - . - 123,06 1,15x10™ Y- - !

zati 12401 553x10" | - - 12401 553x10° |- - :
fijen - - - - 125,11 1,60x10" 1 - - 1

: 1 1 1 1 1
listopad - - L - - - L - |

1 1 ]

prosinec 25,49  2,83x10"

5.2.3. ASPV

5.2.3.1. DAS-ELISA a RT-PCR

Sérologickou metodou DAS-ELISA bylo mozné detekovat ASPV v Iyku celorocné a
v listech po celou dobu vegetace. V lyku byla hodnota fedéni stabilni a dosahovala hodnoty
100x. V listech bylo této hodnoty dosazenou pouze v jarnich mésicich. Poté fedéni klesalo, az
doséhlo hodnoty 20x . V pupenech a kvétech byl virus detekovan pfi fedéni 100x.

Metodou RT-PCR byl virus také detekovan ve vSech druzich rostlinného materialu (tab.
14). V pupenech a kvétech byl ASPV detekovan pii fedéni ptiblizné 1 000x. V listech a Iyku
hodnoty fedéni fluktuovaly v pribéhu vegetace, ptipadné roku. U obou typl materialu bylo

maximalni fedéni zaznamenano v zafi (u listi byly hodnoty fedéni 1 000x, u lyka 5 000x).
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U obou sledovanych metod lze pozorovat, ze dochazelo ke zméndm koncentrace viru
v prubehu vegetace v listech. U lyka byla tato tendence patrna pouze u techniky RT-PCR. Na
zéklad¢ ziskanych dat nebylo mozné prokazat rozdily v obsahu viru v jednotlivych

rostlinnych materialech.

Tabulka 14. Relativni kvantifikace ASPV metodami DAS-ELISA a RT-PCR. Zobrazeny dosazené
maximalni hodnoty fedéni, pfi nichz bylo mozné ASPV detekovat metodou DAS-ELISA a RT-PCR v riznych

rostlinnych materialech v pribéhu roku. (—) v daném mésici nebylo méfeni provedeno.

Rostlinny materidl Lyko Pupeny Listy Kvéty

Metoda I ELISA RT-PCR : ELISA RT-PCR : ELISA RT-PCR ! ELISA RT-PCR :
Odrida Termin odbéru E E E E E
biezen ! 100x 500x ! 100x 500x | 100x 100x ! 100x 1000x

duben E - - E - - E 100x 1000x E - - E

kvéten . - E - - ! 100x 100x | - - E

gerven ' 100x 500x | - - ! 50x 100x | - -

cervenec E - - E - - E 50x 500x E - - E

Rubin I I I I i
srpen | - - | - - 1 50x 1000x | - - i

24 ! 100x  5000x | - -l sox 1000x | - -

fijen i - - i - - i 20x 500x i - - i

listopad E - - E - - E - - E - - E

prosinec i 100x 100x - - i - - i - - |

brezen 1 100x 500x i 500x 1000x i 100x 500x i 100x 1000x

duben - - ; - - ' 100x 1000x - - ;

kvéten ; - - ; - - ' 500x 500 - - ;

gerven ! 100x 1000x ! - - ' 50x 100x | - - i

. cervenec E - - E - - E 50x 500x E - - E
Bohemia I I I | i
srpen ! - - ! - - v 20x 1000x ! - - !

24 ! 100x  5000x | - -1 s0x 1000x | - -

fijen E - - E - - E 20x 500x E - - E

listopad i - - i - - i - - i - - i

prosinec  100x 100x - - : - - : - - :

biezen E 100x 500x E 100x 5000x E 100x 100x E 100x 100x E

duben b - : - - 1 100x 00x - - :

kvéten E - - E - - E 50x 100x E - - E

Cerven E 100x 1000x E - - E 50x 100x E - - E

Cervenec E - - E - - E 50x 500x E - - E

Topaz I I I I I
srpen ' - - ' - - ' 50x 500x ! - - '

24¥ ! 100x 1000x | - - 20x s00x | - -

Fijen - - - 20x 100x | - .

listopad E - - E - - E - - E - - E

prosinec E 100x 50x E - - E - - E - - E

5.2.3.2. qRT-PCR
Standardni kiivka pro kvantifikaci byla pfipravovana v rozsahu 10 az 10" (obr. II,
kapitola Ptilohy). Efektivita reakci se pohybovala od 98 do 100 %. Koeficient determinace
(R?) nabyval hodnoty pfiblizng 0,99 (obr. I, kapitola Pfilohy). Teplota tani pro ASPV byla
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stanovena na 77 °C (obr. III, kapitola P¥ilohy). Nejnizsi detekovatelna hladina viru byla 10*
kopii.

Metodou qRT-PCR byla stanovena stabilni hodnota ASPV v rostlinach. Pohybovala se v
hodnotach 10%° kopii v listech po celou dobu vegetace. V Iyku hladina viru byla celoroéné
10°, stejné jako v pupenech a kvétech na jafe.

Z vysledk, které jsou uvedeny v tab. 15, vyplyva, ze k fluktuaci ASPV v priibéhu roku ani

mezi riznymi typy rostlinného materidlu nedochazelo.

Tabulka 15. Absolutni kvantifikace ASPV metodou qRT-PCR.

Ct - cyclus treshold; SQ - standard quantification; () v daném meésici nebylo méfeni provedeno.

Rostlinny material : Lyko : Pupeny : Listy Kvéty
1 1 1
1 1 1
in , Ct S Ct S Ct S Ct S
Odrida Ter{nm | Q | Q | Q Q
odbéru 1

1
biezen 125,61 7,68x10% 12520 9,55x10% 12546 7,97x10%
1

! :

! :

! :

! :

E :

duben |- , 12832 1,06x10% 22,65  578x10% |
kvéten |- - - - 126,42 4,05x10% - - |
gerven 121,69 1,14x10" : - :24,32 1,78x10% : - !

q  Cervemec - - - - 25,15 9,90x10% |- - |
Rubin  pen  1- - - - 12633 430x10% | - ] ;
4t 12564 7,51x10%® 1- - 126,05 5,66x10% 1- - !
flen - - - - 126,11 544x10% |- - !
listopad | - - 1- - |- - |- - E
prosinec !27,92 1,57x10% 1. - 1 - 1 - !
bfezen 23,61 3,02x10” 24,60 146x10” 22,86 4,97x10” - - ;
duben - - - - 12544 8,09x10® 123,61  2,93x10% |
kvéten 1- - I- - 124,00 2,22x10%° 1- - !
Gerven 23,13 4,11x10” |- - 12475 131x10” |- y 5
Bohemia  Scrvenec - - - - 1252 9,57x10% |- - |
stpen. ! - - - - 126,08 5,53x10% 1I- - !

zaf 123,73 1,68x10” |- - 12691 3,15x10" |- - ;
fjen - - - - 126,44 433x10% - - ;
listopad 1 - - I- - I- - 1. - '
prosinec ' 24,35 1,.82x10”° '- - I - ' B |
bfezen 24,84 1,30x10” 24,76 1,31x10” ;2323 3.82x10% - - ;
duben 1 - - - - 12547  7,87x10% 122,85 5,00x10”
kvéten | - - - - 125,05 1,06x10” |- - |
gerven 24,08 2,10x10” - - 124,95 1,14x10% | - - :
Topaz éervenec:- - :- - :26,17 5,22x10% 1 - - i
stpen - - . - 12601 581x10% |- - ;

Z4H 12422 1,18x10% | - - 127,41 2,24x10% | - - :
fijen 1- - - - 127,35  2,33x10% 1- . i
listopad :- - . - r - I - |

. s | 1 1
prosinec ; 24,50 9,65x10 | - - |- - |- -

5.2.4. ACLSV

5.2.4.1. DAS-ELISA a RT-PCR
ACLSYV bylo mozné sérologicky detekovat celorocné v Iyku. Dosazené maximalni mozné

fedéni viru bylo pfiblizné¢ 100x s mimnym poklesem v ¢ervnu. V listech byl virus
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detekovatelny od biezna do srpna. Redéni na zadatku vegetace dosahovalo hodnot az 5 000x,
poté klesalo a v srpnu mélo hodnotu jen 20x. Pfitomnost viru bylo mozné také prokézat
v pupenech a kvétech. Redéni, pii kterém byl ACLSV detekovan v pupenech, mélo hodnotu
zhruba 500x. V kvétech byl virus zachycen pii nejvyssim fedéni, a to az 10 000x.

V ptipad¢ metody RT-PCR bylo v lyku mozné virus potvrdit také celoro¢né, ale pii nizsich
hodnotach fedéni (10x az 50x), zatimco v listech bylo mozné virus detekovat az od dubna
priblizné do fijna. Hodnoty fedéni se u listi béhem jara postupné navySovaly az na hodnotu
100x (500x), ktera byla stala béhem 1éta a pak béhem podzimu fedéni kleslo na hodnotu 10x.
V pupenech bylo mozné virus detekovat pii fedéni 50x.V kvétech byl virus potvrzen opét pfi
nejvyssich hodnotach fedéni, u této metody to bylo pii hodnotach 500x.

Obéma metodami se ukazalo (tab. 16), ze dochazelo ke zménam obsahu viru v listech

v prub¢hu vegetace. Také byly pozorovany rozdily v mnozstvi viru v jednotlivych rostlinnych

v
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Tabulka 16: Relativni kvantifikace ACLSV metodou DAS-ELISA a RT-PCR. Zobrazeny dosazené
maximalni hodnoty fedéni, pfi nichz bylo mozné ACLSV detekovat metodou DAS-ELISA a RT-PCR v rtiznych

rostlinnych materialech v pribéhu roku. () oznacuje, ze v daném meésici nebylo méteni provedeno.

Rostlinny materidl Lyko Pupeny Listy Kvéty

Metoda ELISA RT-PCR iELISA RT-PCRE ELISA RT-PCR ELISA RT-PCR
Odrida Termin odbéru . | : : |
bfezen i 100x 10x  : 100x 50x i 1000x Ox : 10000x 500x

duben E - - E - - E 500x 50x E - - E

kvéten b - P -1 1000x 50x 1 - - 5

Cerven E 50x 50x E - - E 100x 50x E - - E

Rubin Cervenec i - - i - - i 100x 100x i - - i
srpen ! - - ! - - ! 20x 100x ! - - !

zafi E 100x 50x E - - E 0Ox 50x E - - E

fijen E - - E - - E - 10x E - - E

listopad E - - E - - E - - E - - E

prosinec E 50x 50x E - - E - - E - - E

bfezen i 50x 10x  : 500x 50x i 1000x Ox © 5000x 500x

duben ; - - b - 1 1000x 100x - - ;

kvéten b - P -1 1000x 500x - - 5

cerven E 20x 10x E - - E 100x 100x E - - E

cervenec i - - i - - i 500x 500x ! - - i

Bohemia | | | | |
srpen ! - - ! - - ! 50x 500x ! - - !

zaF E 100x 50x E - - E 0x 50x E - - E

fijen - - - - - 0x - -

listopad E - - E - - E - - E - - E

prosinec E 100x 10x E - - E - - E - - E

brezen E 100x 10x E 1000x 50x E 1000x 10x E 5000x 50x E

duben E - - E - - E 500x 100x E - - E

kvéten E - - b - 1 5000x 100x - - E

&erven 1 50x 0x - - i 100x 50x - - :

ervenec ; - - b - i 100x 100x - - :

Topaz ' ' ' | |
srpen ' - - ' - - ' 50x 100x - - '

z4fi | 100x 50x 1 - -1 20x 0x 1 - - 5

fijen E - - E - - E - 10x E - - E

listopad i - - i - - i - - E - - E

prosinec E 100x 10x E - - E - - E - - E

5.2.4.2. qRT-PCR
Standardni kiivka pro kvantifikaci byla pfipravovana v rozsahu 10° az 10'* (obr. I,
kapitola Ptilohy). Efektivita reakci se pohybovala od 98 do 100 %. Koeficient determinace
(R?) nabyval hodnoty piiblizn& 0,99 (obr. I, kapitola Ptilohy). Teplota tani pro ACLSV byla
stanovena na 76 °C (obr. III, kapitola Pfilohy). Nejnizsi detekovatelna hladina viru byla 10*
kopii.
Obsah ACLSV v Iyku byl b&hem roku v rozmezi hodnot 10°-10"" a nejvyssi hodnoty byly

zaznamenany v ¢ervnu, po zbytek roku bylo mnozstvi viru stalé. V ptipadé listii byly béhem
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vegetace zaznamenany hodnoty v rozp&ti 10°-10'" a k narastu doglo v pribshu dubna az
Gervna. V pupenech byla hladina viru 10°, coZ odpovidalo mnoZstvi v listech a v Iyku ve
stejném obdobi. Nejvyssi naméfené hodnoty byly ziskany z kvéti, a to 10'? kopii.

Vysledky (tab. 17) z metody qRT-PCR potvrdily, ze k mirné fluktuaci viru v listech a lyku
v pritbéhu vegetace dochéazelo. Nariist koncentrace viru se v obou piipadech objevuje koncem
jara az zacatkem léta. Na zaklad¢ obdrzenych dat lze také konstatovat, Ze nejvyssi obsah viru

byl v kvétech.

Tabulka 17. Absolutni kvantifikace ACLSV metodou qRT-PCR.

Ct - cyclus treshold; SQ - standard quantification; (—) v daném meésici nebylo méfeni provedeno.

Rostlinny material : Lyko : Pupeny : Listy Kvéty
1 1 1
1 1 1
in , Ct S Ct S Ct S Ct S
Odrida Ter{nm | Q | Q | Q Q
odbéru 1

1
biezen 122,15 3,15x10%” 12228 2.87x10” 122,49 2,48x10” 1I-
. ! . 15,58  3,89x10%2

: 0o | !
prosinec ; 21,60 4,61x10 | - - |- -

! :

! :

! :

! :

i :

duben |- - 121,40 7.90x10" | i
kvéten | - - I - - 119,96  1,48x10" - - |
Gerven 122,92 2,53x10" : - :21,02 9,05x10" : - :

q  Cervemec - - - - 22,55 2,39x10% |- - |
Rubin pen 11— - - - L2171 427x10% | - - ;
74 12321 1,51x10” 1- - 121,51 4,91x10% I- - !
fjen |- - - - 122,79 2,01x10” |- - |
listopad | - - 1- - |- - |- - E
prosinec ! 22,49 248x10%” - - 1 - 1 - !
biezen | 24,95 447x10% 21,71 426x10” 20,69 943x10" - - ;
duben - - - - 11845 4,17x10" {1516  5,11x10" |
kvéten !- - I- - 120,91 1,12x10" I- - :
Gerven 1934 331x10" |- - 120,98 9.84x10" |- y 5
Bohemia  Cervenec - - - - 121,75 4,15x10% - - |
stpen I- - I- - 121,39 535x10% 1- - :

zaf 123,60 245x10” |- - 120,94 732x10” |- - ;
fjen - - - - 121,41 529x10% - - |
listopad 1 - - I- - I- - 1. - '
prosinec ' 23,56 1,18x10” '- - I - ' B |
bfezen ;22,81 1,98x10” 20,78 8,17x10” 21,98 545x10"° - - ;
duben I - - - - 120,59 9,72x10" 115,04  7,46x10" !
kvéten | - - - - 11933 338x10" - - |
gerven 21,27 9,33x10" - - 119,68 2,59x10" - - :
Topaz  Corvenee!- - - - 120,52 9,82x102(9) - -
srpen - - ' - I21,61 4,58x10 VC - '

Z4H 122,46 539x10” - - 12020 1,23x10"° - - :
fijen 1- - - - 119,36 221x10" 1- . i
listopad :- - . - r - :_ - |

! .
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5.3.Monitoring vybranych vira

Nejhojnéji byly v provedeném monitoringu zastoupeny jablon¢ (69 %). Ostatni rostlinné
druhy (hru$né, aronie, btizy, skalniky, kdoulovce, jirovce a bezy byly pfitomny v pfiblizné 1
%, s vyjimkou hloht (2,5 %) miSpuli (4,2 %), slivoni (3,3 %), lisek (3,3 %) a kdouloni
(11 %).

Ze vsech testovanych rostlin (tab. 18) se virovou infekci podatilo prokazat pouze na
stromech jabloni. Na ostatnich hostitelskych rostlinach (116 vzorkll) se vyskyt vird

nepotvrdil, coZ mize souviset s jejich niz§im zastoupenim v monitoringu (celkem 31 %).

Tabulka 18. Celkova mira infekce ApMV, ASGV, ASPV, a ACLSV u testovanych rostlin.

Hostitelska Pocet i Pocet rostlin infikovanych virem Poée’t
. testovanych zdravych
rostlina rostlin rostlin
ApMV  ASGV  ASPV  ACLSV smésna

jablonl 235 40 96 142 149 145 68
kdoulon 38 0 0 0 0 0 38
miSpule 15 0 0 0 0 0 15
hrusen 3 0 0 0 0 0 3
slivon 12 0 0 0 0 0 12
aronie 4 0 0 0 0 0 4
liska 12 0 0 0 0 0 12
briza 4 0 0 0 0 0 4
skalnik 4 0 0 0 0 0 4
kdoulovec 5 0 0 0 0 0 5
hloh 9 0 0 0 0 0 9
jirovec 5 0 0 0 0 0 5
bez 5 0 0 0 0 0 5
Celkem 351 40 96 142 149 145 184

Z 235 testovanych jabloni byla infekce alespoil jednim virem prokazana u 167 stromt (71
%). Pfitomnost vSech testovanych virti byla vyrazné vyssi u vzork odebranych z jabloni
ze zahrad a sadi, nez v ptipad¢ vzorkl ziskanych z voln¢ rostoucich stromi jabloni (tab. 19).
Mezi nejcastéji vyskytujici se virus v sadech patiil ACLSV (72 %), stejn¢ jako v zahradach,
kde vSak mira jeho infekce byla stejna s ASPV (76 %). Naopak u volné rostoucich stromt
jabloni se pfitomnost ACLSV neprokézala. V kulturnich vysadbach byl nejméné rozsiten

ApMV, konkrétné v zahradach infikoval 14 vzorki (37 %) a v sadech 15 stromt (16 %). U
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voln¢ rostoucich jabloni nebyla pfitomnost Zadného z virt vyssi nez 9 % (ASPV) a infikované

stromy jsou znazornény na obr. 10.

Obriazek 10. Lokality s volné rostoucimi jablonémi infikovanymi ApMV, ASGV a ASPV. Mapa zobrazuje,
ve kterych lokalitach testovanych volné rostoucich jabloni, byly nalezeny pozitivni vzorky na nécktery ze
studovanych virt.. V lokalité 1P nalezeny 2 pozitivni vzorky: 1x ASGV, 1x ApMV, ASGV a ASPV. V 2P pouze
jeden pozitivni vzorek (ASPV). V lokalité 3P nalezeny 2 pozitivni vzorky: 1x ASPV a 1x ASGV spolu s ASPV.

o
Unétice é

Smésnd infekce se vyskytovala ve 145 ptipadech (62 %). Smésné infekce byly velice
roz$iteny v sadech a zahradach, ale zatimco v sadech ptfevazovaly infekce tfemi a dvéma viry
(tab. VI, kapitola Ptilohy), v zahradach se vyskytovaly rovnomérné infekce dvéma az ¢tyfmi
viry. V pifipadé smésné infekce dvéma viry byly vice rozsifeny kombinace ASGV a ASPV,
ASGV a ACLSV nebo ASPV a ACLSYV, stejné tak u infekce tfemi viry byla vice zastoupena
varianta s uvedenymi viry nez smésnd infekce s APMV. U voln¢ rostoucich jabloni byl pomér

jednotlivych a smésnych infekci rovnomérny. (tab. VII, kapitola Ptilohy).

V sadu zjizni Moravy nedaleko Uherského Brodu bylo testovdno 57 stromi jabloni,

jednalo se o Siroké spektrum starych odrid, které byly na dvou rtiznych podnozich (semenac,
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A2). Na téchto stromech byla zaznamenana vysokd mira virové infekce (tab. VIII, kapitola
Ptilohy). Nejvice byl rozsiten ACLSV u 91 % vzorkt, nasledovan ASPV s 84 % napadenych
stromt, dale ASGV s potvrzenou infekci u 42 % jabloni a nejméné rozsifenym virem byl

ApMV (18 %). Jedinou zjisténou zcela zdravou odridou byla Jadernicka moravska.
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Tabulka 19. Celkova mira infekce ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV u jabloni. Data jsou rozdélena dle typu
vysadby (sady, zahrady, volné rostouci jablon¢ a Skolka).

Pocet / % - piedstavuje mnozstvi vzorkl infikovanych virem.

Jabloné (ggtljcoz) Celken; (::tsltitl)lvanych
Lokalita ApMV ASGV ASPV ACLSV

O
Tiché Udoli-Roztoky 0 0% sgor g3 g
Suchdol - Roztoky 3 85% 8; 10 0, 9é20 1 0103% 13
Lysolaje - Housle 6 1% 6; 1% 6; 1% 6; 1% 17
Koz Hrbety 233% 547% 233% 9;2% 13
Vokovice - Na Krutci 0(()) v 4 55% 7 38% 6 47% 11

Sady  Sedlec 0% 0% 100% 100% 2

Motol — Nad Kalvarii 0(()) ) 92% 7 15% 2 66% 7
Vyso€any - Klicany 0(()) 0, 0((), v, 0(()) %, 0((), v, 3
Béchovice - U Stacha 222% 5 65% 1 0(9) 0% 1 0(9) o 9
Vinor - Cténicky zamek 0(()) 0, 0((), v, 0(()) %, 0((), v, 5
Suchdol 4 4 4 3 6

67% 67% 67% 50%

12 18 22 23

Zahrada 1 - Unétice 48% 12% 88 % 9 % 25
o 1 2 3 2
Zahrady Zahrada 2 - Unétice 1% 2% 33% 229% 9
0 0 0 0
Zahrada 3 - Unétice ! 3 4 4 4

25% 75% 100% 100 %
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5.4. Studium molekularni variability

54.1. ApMV

Nukleotidové a od nich odvozené aminokyselinové sekvence izolati ApMV byly
na zaklad¢ procentudlni sekvencni identity porovnavany mezi sebou a také se Ctyimi
vybranymi izolaty ApMV z jabloni ptivodem z Belgie, Brazilie, Indie a Koreje, které byly
ziskany z databaze NCBI. Jednalo se o sekvence odpovidajici obalovému proteinu (coat
protein, CP) viru.

V ptipad¢ nukleotidli se sekvenéni identita mezi ¢eskymi izolaty pohybovala v rozmezi od
96 do 99 % (tab. IX, kapitola Ptilohy). V pfipad¢ porovnani i se zahrani¢nimi izolaty
nabyvala sekvencni identita hodnot od 92 do 99 %. Nejvice se od ceskych 1 ostatnich
zahraniCnich izolath odliSovaly izolaty z Koreje a Belgie, ale nizkou sekvenc¢ni identitu
vykazovaly 1 mezi sebou (92 %). Na Grovni aminokyselin se hodnoty pohybovaly v rozmezi
nabyval izolat z Koreje (83-84 %). Mezi ostatnimi izolaty se neobjevily tak vyrazné rozdily,
sekvencni identita byla 93-100 %. Mezi Ceskymi izolaty byla jesté vétsi podobnost (96-100
%), avSak spodni hranice se tykala jen jednoho izolatu ze starého sadu, iso10.

Na zakladé sekvencni identity genu pro CP nebyla u izolath ApMV pozorovana zadna
diverzita zakladajici se na jejich geografickém ptivodu, pfipadné na typu vysadby, ze které

pochazely.

5.4.2. ASGV

Nukleotidové a od nich odvozené aminokyselinové sekvence izolath ASGV byly
na zaklad¢ procentudlni sekvencni identity porovnavany mezi sebou a také se dvéma
indickymi a dvéma ¢inskymi izolaty ASGV z jabloni ziskanymi z databaze NCBI. Jednalo se
o sekvence odpovidajici CP viru.

V ptipad¢ nukleotidli byla sekvencni identita mezi ¢eskymi izolaty 99 % (tab. XI, kapitola
Ptilohy). Pfi porovnani se zahrani¢nimi izolaty mély Ceské izolaty s indickymi také sekvencni
identitu 99 %. S ¢inskymi izolaty vSak mély jak ceské, tak indické izolaty shodu jen 91-92 %,
zatimco identita ¢inskych izolatl mezi sebou byla 100 %. Na trovni aminokyselin se hodnoty
pohybovaly v rozmezi intervalu 96-100 % (tab. XII, kapitola Pfilohy). Niz§i podobnost

s ostatnimi 1izolaty opét vykazovaly cinské izolaty (96-98 %), ale také cesky izolat iso7
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z volng rostouciho stromu jabloné, mél s ostatnimi izolaty niz8i sekvencni identitu, a to 96-
99 %.

U ASGYV se také neprojevil na zakladé procentudlni sekvencéni identity genu CP Zadny
vztah mezi geografickym pivodem izolatd, piipadné mezi typem vysadby, ze které byly

odebirany.

5.4.3. ASPV

Nukleotidové a od nich odvozené aminokyselinové sekvence parcidlni Casti genu CP
izolatlh ASPV byly na zéklad¢ procentualni sekvenéni identity porovnavany mezi sebou a také
s polskym, korejskym a dvéma ¢inskymi izolaty ASPV z jabloni.

V ptipadé nukleotidii se sekvencni identita mezi ¢eskymi izolaty pohybovala v rozmezi 73
az 96 % (tab. XIII, kapitola Ptilohy). Nejvyssi shoda byla zaznamenana mezi izoldtem iso5 ze
Skolky z jizni Moravy s izolaty iso 2 a iso3, které oba pochdzeji ze stejné zahrady. Naopak
Pti porovnani ¢eskych izolatii se zahrani¢nimi sekvenc¢ni identita nabyvala hodnot mezi 69 az
81 %. Nejniz8i podobnost byla potvrzena mezi Cinskym izoldtem isol3 Chi a ceskym
zahradnim izolatem isol, nejvétsi pak mezi izolatem ze starého sadu iso7 a korejskym
izolatem iso12 Kor. Na trovni odvozenych aminokyselin se sekven¢ni identita mezi ceskymi
izolaty pohybovala mezi 77 az 98 % (tab. XIV, kapitola Ptilohy). Nejmensi podobnost
vykazoval izolat iso7 s zahradnim izoldtem iso3 a nejvétsi shodu mél opét izolat iso 5
s izolatem iso2. Pfi srovnani i se zahrani¢nimi izolaty bylo rozpéti sekvenc¢ni identity 70 az 88
zahradniho izolatu iso 3, naopak nejvétsi byla zaznamenéna u iso 7 s isol12 Kor, coz je stejné
jako v ptipad¢ nukleotidi.

V ptipadé¢ ASPV nebyla u procentudlni sekvencni identity parcialni ¢asti CP potvrzena
zadna diverzita mezi izolaty na zaklad¢é geografického piivodu nebo typu vysadby jabloni,
z nichz byly virové izolaty ziskany.

5.4.4. ACLSV

Nukleotidové a od nich odvozené aminokyselinové sekvence izolati ACLSV byly

na zaklad¢ procentualni sekvencni identity porovnavany mezi sebou a také s péti izolaty
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ACLSV z jabloni piivodem z Italie, Turecka, Albanie, Kanady a Ciny. Jednalo se o sekvence
odpovidajici ¢asti CP viru.

V piipad¢ nukleotidii se identita pohybovala v rozmezi od 80 do 95 % (tab. XV, kapitola
Ptilohy). Nejvyssi shoda byla mezi ¢eskym izolatem iso6 ze starého sadu a tureckym izolatem
is010 Tur. Naopak nejnizsi identita byla pozorovana mezi zahradnim izoldtem isol a
albanskym izolatem iso12 Alb. Na urovni aminokyselin CP se hodnoty pohybovaly v rozmezi
intervalu 90-99 % (tab. XVI, kapitola Ptilohy). Nejvyssi podobnost byla shledana opét u
¢eskym izolatem iso4 ze staré¢ho sadu. Z Ceskych izolati mél nejvétsi shodu izolat iso7 ze
staré¢ho sadu s izolatem iso8 ze Skolky z jizni Moravy.

U izolath ACLSV se na zakladé procentudlni sekvencni identity parcialni ¢asti genu CP
neprojevil zadny vztah mezi jejich geografickym piivodem nebo typem vysadby jabloni, ze

které virové izolaty pochazely.

84



DISKUZE

6. Diskuze

Z mnoha virti vyskytujicich se na jablonich patfi Ctyii ndmi studované viry, jmenovité
ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV, mezi ekonomicky velmi vyznamné patogeny (Desvignes,
1999), které mohou plisobit znacné ztraty na vynosech (Campbell, 1963; Posnette, 1963;
Schmidt, 1972; Zahn, 1996). Za hlavni zplsob pfenosu je u zminovanych vir povazovano
vegetativni mnozeni infikovaného rostlinného materidlu. Z tohoto dvodu je dostatek
spolehlivych biologickych, sérologickych a molekularnich metod na detekci virovych
patogenti v rostlinné tkani nezbytny (Hadidi et al., 2011). Jen na zakladé jejich spolehlivosti
mohou byt kontrolni strategie, mezi které patii detekce patogena, certifikace rostlinného
materidlu, eradikace mnozitelského materidlu, Slechténi na toleranci pfipadné rezistenci,
karanténa a dalsi, proti virovym patogeniim jabloni u¢inné. Na tomto zaklad¢ bylo v rdmci
predkladané disertani prace provedeno porovnavani riznych detekénich metod, jmenovité
ELISA, RT-PCR a qRT-PCR.

Ze ziskanych dat vyplyva, ze nejvhodnégjsi je pro detekci vSech Ctyf virtt pouziti metody
qRT-PCR, ktera poskytuje celoro¢né a u vSech testovanych rostlinnych materialt, jmenovité
u lyka, pupend, listi a kvét, spolehlivé vysledky. U zbylych dvou testovanych metod
(DAS/I-ELISA a RT-PCR) se schopnost detekovat sledované viry v pribéhu vegetace a
v riznych typech pletiv lisila a v n¢kterych ptipadech nebylo mozné viry detekovat vibec.
Zmény ve spolehlivosti detekce vird témito dvéma metodami v prib¢hu vegetace nebo u
riznych hostitelskych rostlin jsou popisovany fadou autorti, avSak je komplikované urcit
pri¢inu, zda dochazi ke skutecnym zménam v koncentraci virtt nebo se jednd o ovlivnéni
spolehlivosti metod inhibitory (Svoboda a Polak, 2010; Kundu, 2003a; Arntjen a Jelkmann,
2010), jejichz obsah v rostlinich se muze liSit v zavislosti na druhu rostlinného pletiva, ale
také béhem vegetace mize dochdzet ke zméndm v jejich obsahu (Fuchs, 1982; Stewart a
Nassuth, 2001). Ale vSe, co snizuje spolehlivost metody RT-PCR, by s velkou pravdépodobnosti
To vSak muze byt vysvétleno vyssi citlivosti metody qRT-PCR (Mumford et al., 2000; Weller et
al., 2000; Boonham et al., 2002, 2004; Korimbocus ef al., 2002).

Co se tyc€e rozdilnosti v detekovatelnosti viri mezi metodami DAS/I-ELISA a RT-PCR, jsou
pozorované nuance ve shodé¢ s jiz diive publikovanymi studiemi: sérologické testy jsou vyuzitelné

po kratsi dobu vegetace nez RT-PCR, optimalnich vysledkt dosahuji jen s mladymi listy a kvéty a
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jsou méng¢ citlivé nez RT-PCR (Torrance a Dolby, 1984; Kinard et al., 1996; Desvignes, 1999;
Kirby et al., 2001). Dle vysledkii uvedenych v predkladané praci predstavuje vyjimku detekce
ACLSV, kdy bylo mozné tento virus detekovat v jarnim obdobi pouze metodou DAS-ELISA,
zatimco metoda RT-PCR pfitomnost patogena v rostlinném pletivu neodhalila. Vysvétlenim by
mohlo byt, Zze doslo kovlivnéni RT-PCR reakce inhibitory, které nemusi byt v pfipad¢
sérologickych a molekularnich metod shodné.

Ma et al. (2008) uvadi, ze v rostlinném pletivu jsou pfitomné riizné chemické slouceniny,
které mohou puisobit jako inhibitory a tak mohou blokovat amplifikaci v pruibéhu PCR.
V jablonich byl prokazan vysoky obsah polysacharidii a fenolickych slouc¢enin (Schmitz a
Noga, 2000), které mohou blokovat reverzni transkriptazu ptipadné polymerazu pii RT-PCR,
pokud se je nepodaii odstranit béhem izolace RNA (Demeke a Adams, 1992; Staub et al., 1995
Pandey et al., 1996; Menzel et al., 2002). Ale také v ptipadé sérologickych test (ELISA) mize
vysoky obsah polyfenoll a polysacharidi v difevinach ovlivnit spolehlivost téchto testi (Mitra
a Kootstra, 1993). Zminovan¢ metody se mohou navzajem liSit 1 vcitlivosti k
jednotlivym inhibitorim obsazenym v rostlinach, coz by mohlo vysvétlit rozdily v jejich
spolehlivosti v pribéhu vegetace a i v riznych rostlinnych pletivech. Pti sérologickych testech
jsou vyuzivany rtizné druhy protilatek od vice vyrobct, které se mohou také navzajem lisit
v citlivosti na zmiflované blokanty a pravdépodobné i enzymy pouzivané¢ v RT-PCR testech
mohou mit rozdilnou citlivost k obsazenym necistotam.

Diivodem rtzné spolehlivosti detekénich testi by vSak také mohl byt rozdilny obsah virové
RNA detekované metodou RT-PCR a syntetizovaného virového proteinu, ktery je detekovan
sérologickou metodou ELISA. Replikace viru a syntéza proteinti nemusi v prubéhu vegetace,
piipadné v riznych rostlinnych tkanich, probihat rovnomérné a na stejné trovni.

Rada autorti také uvadi, Ze na pouZzivané detekéni testy mize mit vliv, Ze jednotlivé
rostlinné organy a pletiva se 1i8i v obsahu virti (Kryczynski et al., 1995; Menzel et al., 2002; Ma
et al., 2008). Také Fuchs et al. (1985) popisuje, ze k fluktuaci vird zrodd Ilarvirus a
Trichovirus dochéazi a béhem léta se snizuje obsah virit nasledkem vysokych teplot. Je vSak
dalezité¢ upozornit na fakt, Ze tyto zavéry byly u¢inény pouze na zéaklad¢ relativni kvantifikace
virh pomoci sérologickych ptipadn¢ RT-PCR metod. I v této praci pii relativni kvantifikaci
pomoci DAS/I-ELISA a RT-PCR testt dochazelo k fluktuaci koncentrace viri v prabéhu
vegetace, pfipadné mezi rdznymi rostlinnymi materialy. AvSak naSe vysledky z

absolutni kvantifikace virt pomoci qRT-PCR naznacuji, ze kvyraznym zméndm
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v koncentraci studovanych viri v pribéhu vegetace ani mezi rliznymi rostlinnymi materialy
nedochazi. Je nepravdépodobné, ze drobné zmény v koncentraci by samy o sobé mohly mit
tak vyrazny vliv na spolehlivost detekce pomoci zminénych testd. Vyjimku ziejmé tvori
ApMYV, u né¢hoz lze v pribéhu vegetace zmény v koncentraci pozorovat i pii pouziti qRT-
PCR. To sice nemd vliv na spolehlivost detekce touto metodou, ale spolehlivost dalSich
sledovanych detekcnich technik by to ovlivnit mohlo. V piipadé ACLSV se metodou qRT-
PCR potvrdilo, Ze nejvyssi koncentrace viru je v kvétech, coz naznacCovaly i vysledky
ze sérologického testu DAS-ELISA. Ze by se v kvétech mohly nékteré viry objevovat ve
vy$Sich koncentracich, jiz bylo nékterymi autory zminovano a doporucovali je proto
k diagnostickym testiim vir (Torrance and Dolby, 1984; Kinard et al., 1996; Desvignes,
1999; Kirby et al., 2001).

Na zakladé naSich vysledkl jasné vyplyva, ze zmény v detekovatelnosti patogenti jsou
s velkou pravdépodobnosti ovlivnény vice faktory, které na sebe vzajemné pisobi, a proto je
velice slozité urcit pticinu rozdilné spolehlivosti testovanych metod, coz ve své studii uvadéji
1 Mackenzie et al. (1997). Pti detekci a kvantifikaci virG pomoci molekuldrnich metod hraje
vyznamnou roli 1 samotnd izolace nukleovych kyselin. Pravé v ptipadé drevin, tedy i
ovocnych stromtl, je ziskani vysoce kvalitnich nukleovych kyselin bez, nebo jen
s minimalnim mnozstvim pfitomnych inhibitortt PCR reakce zcela zasadni (Korschineck et al.,
1991). V ramci této prace byly vyuzivany dvé izolaéni techniky, izolace kitem Spectrum™
Plant Total RNA (Sigma-Aldrich Co.) a izolace celkové RNA ,silika“ metodou dle Rott a
Jelkmann (2001). V ptipad¢ izolace z jabloni byly obé tyto metody vhodné a poskytovaly
RNA v dostacujici kvalité a Cistoté, ale izolace kitem méla vySsi vytéznost RNA. Jeji
nevyhodou je vSak vys$S§i cena, a pokud by mél byt tento typ izolace pouzit pro dalsi
hostitelské rostliny, bylo by nutné jeho spolehlivost vyzkouSet. Pfi izolaci kitem jsou
vyuzivany specidlni kolony, jez se mohou u nekterych rostlin zanést, diky vétSimu obsahu
polyfenolii a polysacharidii. Izolace ,silika® metodou, kterd je v nasi laboratoii b&zné
pouzivana, je naopak, na zaklad¢ naSich dlouholetych zkuSenosti, aplikovatelnd na Siroké

spektrum hostiteld (jablong, hrusné, jeraby, rod Prunus atd.).

Dulezitym faktorem pii diagnostice virt je také spravné a peclivé provedeni popsanych

postupli, coz lze potvrdit fadou kontrolnich mechanismi (spektrofotometrické stanoveni
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koncentrace a Cistoty RNA, stanoveni integrity celkové RNA atp.). Ty by mély byt vyuzivany
nejen pii optimalizaci jiz zavedenych metod do novych laboratoii nebo pfi jejich aplikaci na
nov¢ patogeny, jak je doporuCovano v certifikovanych metodikach (Sedlak et al., 2014;
Winkowska et al., unpublished [a]), ale také pifi zavedeném rutinnim testovani vzorkda.
V téchto ptipadech by se vSak jednalo o ndhodné kontroly omezeného poctu testovanych

vzorku.

Infekce u studovanych virit je vétSinou bezptiznakova (Neméth, 1986), a proto je pii
monitoringu jejich vyskytu nutné vyuzivat sérologické ptipadné molekularni metody (Waller
et al., 2002). 1 v piipad¢ monitoringu provedeného v ramci této prace byla vétSina testovanych
stromi bezptiznakovych nebo byly pfitomny jen velice mirné pfiznaky, které neumoziovaly
s jistotou potvrdit virovou infekci na daném stromé. Z tohoto divodu bylo testovani
pritomnosti virovych patogenii na stromech provedeno pomoci molekularnich metod RT-
PCR, ptipadn¢ qRT-PCR, které¢ maji vyssi citlivost a spolehlivost.

PrestoZze byl monitoring na jablonich proveden na relativné malém tzemi, i kdyz v dob¢
vysadby stromil (pied 60-80 lety) se nejednalo o tak siln€ zalidnéné a propojené iizemi, 1ze ho
povazovat za vyznamny a to nejen s ohledem na rtizné staii stromu, ze kterych byly vzorky
odebirany, ale také s ohledem na rizny ptvod stromt, protoze se jednalo o kulturné péstované
1 voln¢ rostouci jablong¢.

Testovanym vysadbam jabloni ze starych kulturnich sadii nebyla v minulosti vénovana
skoro Zadna tidrzba ani péce. Netestovaly se na pritomnost virovych patogenti, neni tedy znam
jejich zdravotni stav, avSak v souCasnosti Casto dochazi k jejich revitalizaci, a proto pro nas
bylo zajimavé potvrdit piitomnost virovych infekci a miru jejich rozsiteni. Studované viry se
§ifi na jablonich pravdépodobné pouze vegetativng, a jelikoz testované jabloiiové sady nebyly
udrzovany, jak uz bylo zminéno, tak se tam piipadné pfitomné viry rozsitily pravdépodobné
uz v dobé vysadby stromii.

Na zakladé vysledkti monitoringu se ukazalo, ze ve starych kulturnich vysadbach jabloni
jsou ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV velice rozsifeny (sady, zahrady). I v pfedchozich
studiich vyskytu vyznamnych virG jabloni na nasem tuzemi, se u kulturné péstovanych
jadrovin (ovocné sady), potvrdil jejich znacny vyskyt (Kundu, 2003b; Kundu et al., 2003;
Polék a Svoboda, 2006; Polak a Zieglerova, 2001; Polak et al., 1997; Svoboda a Polék, 2010).

U volné rostoucich jabloni nebyl zatim u nés a pravdépodobné ani jinde podobny monitoring
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proveden. Pfitomnost Sirokého spektra virti byla pozorovéana u voln¢ rostoucich peckovin, ale
do této studie nebyla zahrnuta detekce ASGV a ASPV. Vyskyt ApMV a ACLSV byl vsak
v ramci tohoto monitoringu potvrzen u velmi malého mnozstvi vzorkd, jednalo se o infekci
nekolika stromt z ptiblizné 300 testovanych (Poldk, 2007). Také v nami diive provedené
studii na planych volné rostoucich peckovinach nebyla infekce ApMV a ACLSV potvrzena
(Winkowska et al., unpublished [b]). U planych volné rostoucich stromil testovanych na
pritomnost vir v této praci byla zaznamenana infekce ojedin€le, ApMV bylo detekovano na
jednom, ASGV na tfech a ASPV na cCtyfech stromech. Pfitomnost ACLSV se nepodaftilo
prokazat na zadném z testovanych volné rostoucich stroml. Tyto vysledky ukazuji, ze
V ptipadé ASGV, ASPV a ACLSV zatim nebyl u jabloni popsan jiny zpiisob pfenosu vira
nez vegetativni cestou (Neméth, 1986; Fulton, 1952).

Velmi zajimavym byl pro nas vyskyt ApMV, ASGV a ASPV na n¢kolika volné rostoucich
stromech, jak uZz bylo zminéno vySe. Tato skutecnost naznacuje, Ze pienos vegetativhim
mnozenim neni jedinym zplisobem, jak se studované viry mohou §ifit. V ptipadé ApMYV neni
stale potvrzeno, zda se mize virus pienaset semenem nebo pylem. Na liskach a jirovcich byly
provadény studie zabyvajici se moznosti pfenosu semenem i pylem, ale jednozna¢né se tento
zpusob pienosu potvrdit nepodafilo (Aramburu a Rovira, 2000; Cameron a Thompson, 1986;
Postman a Mehlenbacher, 1994; Sweet a Barbara, 1979). Dalsi moznosti jak mohly byt
stromy infikovany, je 1 sriist kofent s pobliZ rostoucim stromem, ktery by mohl byt zdrojem
infekce. Tento zptisob Sifeni byl popsan u ApMV v ovocnych i okrasnych Skolkach (Hunter et
al., 1958, Dhingra, 1972) a pravdépodobné jsou timto zpiisobem infikovany i plevelné
rostliny v sadech (Arli-Sokmen et al., 2005). Na stanovistich, kde se infikované stromy
nachazeji, se vSak zadny dalSi jabloniovy strom nenachéazel. Ziskané vysledky zéaroven
naznacuji, ze ACLSV se $iii pouze vegetativnim rozmnozovanim a existence vektora nebo
jin¢ho zpiisobu pfenosu viru je zde nepravdépodobnd. Tento virus nebyl nalezen na zddném
z volné rostoucich stroml zato v sadech a zahradach se jednalo o nejrozsitenéjsi virus. Uz
Polék et al. (1997) uvadi, ze ACLSV neni zfejm¢ pienaSen zadnym vektorem, protoze u

ozdravenych stromt se reinfekce v podstaté neobjevuje.

Vétsina testovanych jabloni nevykazovala zadné ptiznaky virové infekce, coz by mohlo

naznacovat urcitou toleranci starych odrtd k virové infekcei. Jiz diive byly provedeny studie
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na starych odridach jabloni na moznou toleranci pfipadné rezistenci k bakteridlnim a
houbovym chorobam a v nékterych ptipadech byly tyto hypotézy i potvrzeny. Tyké se to
naptiklad spaly riizokvétych, padli jabloniového a strupovitosti jabloni (Kasa et al., 2005; Toth
et al., 2005 a, b; Balint et al., 2013). 1 z tohoto divodu byl monitoring zaméfen na starsi
vysadbu jabloni. Z vysledkil vSak vyplyva, ze vyskyt virli u starych jablonovych odrud je
znacny. Dobfte to 1ze demonstrovat na jablonové Skolce z jizni Moravy, kde bylo otestovano
velké mnozstvi kultivarti a pouze u jednoho (Jadernicka moravska) nebyl nalezen zadny ze
sledovanych virti. Ale jelikoz byl testovan pouze jeden strom tohoto kultivaru, neni mozné
potvrdit rezistenci této odridy. Bylo by nutné provést dalsi testy potvrzujici jeji ptipadnou

rezistenci.

Pfi monitoringu se nepodafilo zachytit zadny vyskyt zmiflovanych vird na méné obvyklych
hostitelich ¢i dosud netestovanych druzich. Jednou z moZznych pfi¢in je omezend velikost
lokality, kde byla tato pozorovani provadéna, ale i relativné omezeny pocet vzorkl (ptiblizné
100) vzhledem k pravdépodobné mnohem ojedinélejsimu vyskytu virt na téchto hostitelskych
rostlindch. Vyznam by mohla mit i pfedpokladanid niz$i koncentrace sledovanych virt
v téchto mén¢ znamych hostitelskych rostlindch (Desvignes et al., 1999). U ASPV a ASGV je
nezanedbatelné i to, ze zatim bylo potvrzeno jen uzké spektrum hostitelskych rostlin (Neméth,

1986; Yoshikawa, 2000).

U ApMV se v ramci analyzy nukleotidii genu pro CP neukazaly vyraznéjsi rozdily mezi
nasimi izolaty, a to i pfes jejich rizny ptvod, jak z volné rostoucich, tak kulturnich vysadeb.
Velkou sekvencni identitu vykazovaly ceské izolaty zjabloni i se 4 vybranymi izolaty
z jabloni ze zahranici. Tyto vysledky naznacuji, ze geograficky piivod nema vliv na variabilitu
genu pro CP. Tyto vysledky jsou v souladu s jiz dfive uveiejnénymi studiemi, které uvadéji,
ze pravdépodobnéji se budou izolaty lisit na riznych hostitelskych rostlinach (Grimova et al.,
2013; Lee et al., 2002; Thokchom et al., 2009).

Také u ASGV byla molekularni variabilita ¢eskych izolati velice nizka. Zaroven tyto
1zolaty vykazovaly velkou podobnost s indickymi izolaty z jabloni, ale od ¢inskych izolath, se
ob¢ skupiny izolatl odliSovaly vice. V diive provedené studii, mély indické izolaty vyraznou
shodu s italskymi a ukrajinskymi izolaty (98 - 99 %) a také zde se odliSoval ¢insky izolat

z jabloné. Do studie vSak byly zahrnuty i izolaty z hrusni riizného geografického ptivodu a
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vyraznéjsi rozdily se projevily spiSe na zéklad¢ hostitelské rostliny izolatu nez v piipadé
geografického puvodu (Ferreti et al., 2010). V praci Gadiou et al. (2010) byly porovnavany
sekvence nékolika izolatit ASGV z jabloni pochazejici z Indie, Ceské republiky, Srbska a
Turecka a byla mezi nimi vysoka sekven¢ni identita (90,6 — 91,8 %). Z téchto vysledku, a i na
zékladé nasi studie, lze vyvodit, ze je nepravdépodobné, ze geograficky ptivod izolatd hraje
v ramci variability nukleotid genu pro CP vyznamnou roli.

V ptipadé ASPV byla molekuldrni variabilita parcialni ¢asti genu pro CP mezi izolaty
vysSi ve srovnani se dvéma piedchozimi viry. Jelikoz se vSak jednalo jen o Cast genu
obalového proteinu, kterd mize byt variabilngjsi, tak je mozné, ze pfi porovnani celého genu
pro CP by rozdily nebyly tak vyrazné. Ani v pfipadé ASPV vSak nebylo mozné urcit, Ze by
na rozdilnost izolati mél vliv jejich riizny geograficky ptivod nebo v ptipadé ceskych izolath
zabyvajicich se molekularni variabilitou ASPV na trovni CP, nabyvala sekven¢ni identita
SirStho spektra hodnot. Ve studii porovnavajici izolaty zjabloni a hru$ni z Polska byla
sekvencni identita mezi 71 — 99 % (Komorowska et al., 2011). V praci Ferretiho et al. (2010)
byly srovnavany izolaty ASPV z hrusni a jabloni rtizného geografického ptivodu a shoda se
mezi izolaty pohybovala mezi 80 - 94 %. Pravdépodobné je to zpisobeno vyssi variabilitou
CP tohoto viru, ktera byla popsana i u n€kterych dalsich ¢lent celedi Betaflexiviridae (Alabi
et al.,2010; Teycheney et al., 2005).

Také u ACLSV byla pozorovana vyrazngjsi variabilita nukleotidli pro parcidlni ¢ast genu
CP, ale i tento virus patii do Celedi Betaflexiviridae. Nebyla vSak nalezena souvislost mezi
geografickym plivodem izolatl, pfipadné u ceskych izolath mezi typem vysadby. Také
v piedchozi studii variability MP a CP u izolatii z jabloni ze Srbska, Turecka, Ukrajiny, Ceské
republiky, Polska a Belgie byla sekvenéni identita izolatd 83,5 az 85 % a také nebyla
prokazana souvislost s geografickym pivodem izolati (Gadiou et al., 2010). V rozsahlé praci
Rana et al. (2010), byly porovndvany izolaty ACLSV z mnoha hostitelskych rostlin (jablon¢,
broskvoné, mandlonég, slivon¢ atd.) pochazejici z riznych geografickych oblasti. Sekvencni
identita odvozenych aminokyselin studovanych izolati nabyvala hodnot 87 az 100 %, ale ani
v této studii se nepodafilo prokadzat vztah mezi geografickym piivodem piipadné hostitelskou

rostlinou pti rozdé€leni izolatu.

91



ZAVER

7. Z.avér

V ramci disertani prace se podafilo optimalizovat metodu qRT-PCR pro spolehlivou
detekci a kvantifikaci ¢tyf vyznamnych virti, jmenovit¢ ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV, na
jablonich. V pribéhu roku byla spolehlivost techniky qRT-PCR pro detekci uvedenych virt
porovnavana s bézné uzivanymi detekénimi metodami (DAS/I-ELISA a RT-PCR), a to pfi
vyuziti rizného rostlinného materialu (lyko, pupeny, listy a kvéty). Ukazalo se, Ze metoda
gRT-PCR je pro detekci studovanych vird nejspolehlivejsi, bylo mozné ji pouzit celorocné a
se vSemi uvedenymi rostlinnymi materialy.

Kvantifikace ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV byla provedena také vSemi tfemi metodami.
Avsak u qRT-PCR se jednalo o absolutni kvantifikaci, zatimco metodami DAS/I-ELISA a
RT-PCR byla provedena relativni kvantifikace pomoci fedicich fad. Pfi relativni kvantifikaci
obéma metodami bylo u vSech virii mozné pozorovat zmény v koncentraci v pritbéhu roku a i
v zavislosti na pouzitém rostlinném materidlu. Metodou qRT-PCR se u ASGV, ASPV a
ACLSV nepotvrdilo, ze by v pribéhu roku dochédzelo ke zméndm v koncentraci vira
v rostlinach. U ApMV byly zaznamendny mirné zmény v obsahu viru v pribéhu roku
metodou qRT-PCR. Je proto pravdépodobné, Ze pouze koncentrace ApMV neni v prubc¢hu
roku v rostlinach stald a mohla by tedy ovliviiovat spolehlivost detek¢nich metod. Rozdily
v koncentraci virh v rizném rostlinném materialu byly metodou qRT-PCR zaznamenany
pouze u ACLSV, kde byl vyssi obsah viru v kvétech.

V rdmci monitoringu se podafilo ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV detekovat pouze ve
vzorcich z jabloni. Viry byly rozsifeny pifedevsim v kulturnich vysadbéch jabloni (v sadech a
zahradéach) a to bez ohledu na stafi vysadby. U voln¢ rostoucich stromt bylo rozsifeni virti
prokazatelné nizsi. Tyto vysledky naznacuji, ze velky vliv na Sifeni vird ma clovek pii
zakladani a udrzbé vysadby.

Pii studiu molekularni variability izolatd studovanych vir zjabloni se neukézaly
vyrazn€j$i rozdily mezi nami nové oskenovanymi izolaty a starSimi izolaty uvedenymi
v databazi NCBI. V ptipad¢ izolath ApMV a ASGV lze rozdily povazovat za minimalni a
nebyl u nich pozorovén ani zadny vztah ke geografickému ptivodu vzorkli nebo typu vysadby
jabloni (volné rostouci x kulturni). U ASPV a ACLSV byla rtiznorodost izolati vyssi, ale to

pravdépodobné souvisi s vyssi variabilitou genu CP téchto virli, protoZze ani v ptipad¢ izolata
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téchto dvou virti nelze nalézt n¢jaky vztah mezi geografickym plivodem izolati ¢i ptipadné

typem vysadby jabloni.
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Tabulka 1. Sady, zahrady a volné rostouci stromy v Praze a okoli testované na pfitomnost ApMV, ASGV,

ASPV a ACLSYV. Oznaceni je popisek lokality znazornéné na mapg.

Oznaceni Lokalita Pocet vzorka | Typ vysadby sou?al:isnice
1Z Unétice 25 zahrada 5 ?41§ESSI )
Sl ’ abads | 460
2o e |
IS | Tiché Udoli — Roztoky 8 sad 512-‘2‘;969551,
2S  |Praha (Suchdol) - Roztoky 13 sad 513-.257%69 17
3S  |Praha (Lysolaje — Housle) 17 sad 51(31%55262
4S  |Praha (Kozi Hibety) 13 sad 51‘31;‘%;11
58 Praha (Vokovice - Na Krutci) 11 sad 50.10227,

14.3508
6S Praha (Sedlec) 2 sad 51(31;7;;9969%
7S Praha (Motol - Nad Kalvarii) 7 sad 5?403626869,
8S Praha (Vysocany — Kli¢any) 3 sad 5?4151 fgz,
9S Praha (Béchovice - U Stacha) 9 sad 51 32726239%
10S Praha (Vinof — Cténicky zamek) 5 sad 51?1152198%
11S | Praha (Suchdol) 6 sad B
1P Praha (Kozi Hibety u kaplicky) 18 voln¢ rostouci 512?;4(‘)67%
2P |Praha (Tiché adoli) 5 volné rostouci | 05t
3P Praha (Udoli Unétického potoka) 15 volné rostouci 51224;2?;’
4P Praha (Sarka) 2 voln¢ rostouct 51(31;%51‘;1’
5P Praha (Cerveny vrch) 2 volng rostouci 51 3295713;;
6P Praha (Kozi Hibety) 4 volné& rostouci 50.14489,

14.36812




PRILOHY

Tabulka II. Vzorky testované na pritomnost ApMYV v pribéhu roku 2015. Tabulka zobrazuje kolik vzorkt z péti testovanych z kazdé jablonové odrudy, bylo danou
metodou v uvedeném mésici vyhodnoceno jako pozitivni na piitomnost ApMV. U vSech pouzitych odrid byla potvrzena pfi piedchozim testovani metodou RT-PCR smésna
infekce ¢tyimi viry — ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV. N/A — v daném obdobi nebylo méfeni provedeno.

ApMV  Datum odbéru HL/IV. VL IX. XII.

Detekéni metoda ELISA RT-PCR gqRT-PCR ELISA RT-PCR qRT-PCR ELISA RT-PCR gqRT-PCR ELISA RT-PCR ¢RT-PCR
Material Odrida

Rubin 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
pupeny Topaz 5/5 3/5 4/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Angold 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Idared 4/5 4/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Rubin 1/5 3/5 5/5 0/5 4/5 5/5 0/5 5/5 5/5 0/5 4/5 5/5
Bohemia 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 0/5 4/5 5/5 0/5 2/5 4/5
lyko Topaz 1/5 4/5 5/5 4/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 0/5 2/5 2/5
Angold 0/5 5/5 5/5 3/5 5/5 5/5 0/5 3/5 5/5 0/5 3/5 5/5
Idared 2/5 5/5 5/5 2/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 0/5 5/5 4/5
Rubin 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 1/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
listy Topaz 5/5 5/5 5/5 3/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
Angold 5/5 5/5 5/5 2/5 5/5 5/5 1/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
Idared 5/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
Rubin 4/4 4/4 4/4 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
kvéty Topaz 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Angold 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Idared 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A



PRILOHY

Tabulka III. Vzorky testované na pritomnost ASGV v prubéhu roku 2015. Tabulka zobrazuje kolik vzorki z péti testovanych z kazdé jablonové odridy, bylo danou
metodou v uvedeném mésici vyhodnoceno jako pozitivni na pfitomnost ASGV. U vSech pouzitych odrtid byla potvrzena pii pfedchozim testovani metodou RT-PCR smésna

infekce ¢tyimi viry — ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV. N/A — v daném obdobi nebylo méfeni provedeno.

ASGV Datum odbéru IIL/IV. VI. IX. XII.
Detekéni metoda ELISA RT-PCR qRT-PCR ELISA RT-PCR ¢RT-PCR ELISA RT-PCR ¢RT-PCR ELISA RT-PCR ¢RT-PCR
Material Odruda

Rubin 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 4/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
pupeny Topaz 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Angold 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Idared 4/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Rubin 3/5 2/5 5/5 0/5 3/5 5/5 2/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5
Bohemia 2/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 2/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5
Iyko Topaz 2/5 2/5 5/5 1/5 5/5 5/5 1/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5
Angold 3/5 3/5 5/5 0/5 4/5 5/5 1/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5
Idared 2/5 4/5 5/5 0/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5
Rubin 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 2/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
listy Topaz 3/5 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5 1/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
Angold 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
Idared 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
Rubin 2/4 2/4 4/4 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
kvéty Topaz 2/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Angold 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Idared 4/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
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Tabulka IV. Vzorky testované na pritomnost ASPV v pribéhu roku 2015. Tabulka zobrazuje kolik vzorkd z péti testovanych z kazdé jablonové odridy, bylo danou
metodou v uvedeném mésici vyhodnoceno jako pozitivni na pritomnost ASPV. U vSech pouzitych odriid byla potvrzena pii predchozim testovani metodou RT-PCR smésna

infekce ¢tyimi viry — ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV. N/A — v daném obdobi nebylo méfeni provedeno.

ASPV Datum odbéru IIL/IV. VI. IX. XI1I.
Detekéni metoda ELISA RT-PCR qRT-PCR ELISA RT-PCR qRT-PCR ELISA RT-PCR qRT-PCR ELISA RT-PCR qRT-PCR
Material Odruda

Rubin 4/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
pupeny Topaz 5/5 2/5 3/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Angold 3/5 4/5 4/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Idared 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Rubin 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
Bohemia 5/5 4/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
lyko Topaz 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
Angold 5/5 4/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 3/5 5/5
Idared 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5 5/5 5/5
Rubin 4/5 2/5 4/5 5/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 2/5 3/5 5/5 5/5 5/5 2/5 3/5 5/5 N/A N/A N/A
listy Topaz 4/5 2/5 5/5 5/5 3/5 5/5 2/5 4/5 5/5 N/A N/A N/A
Angold 5/5 3/5 3/5 5/5 0/5 5/5 3/5 2/5 5/5 N/A N/A N/A
Idared 5/5 3/5 4/5 5/5 1/5 4/5 3/5 3/5 3/5 N/A N/A N/A
Rubin 4/4 2/4 2/4 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Bohemia 3/5 0/5 4/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
kvéty Topaz 4/5 1/5 4/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Angold 4/5 1/5 4/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Idared 4/5 2/5 2/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
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Tabulka V. Vzorky testované na pritomnost ACLSV v prubéhu roku 2015. Tabulka zobrazuje kolik vzorku z péti testovanych z kazdé jablonové odrudy, bylo danou
metodou v uvedeném meésici vyhodnoceno jako pozitivni na pritomnost ACLSV. U vSech pouzitych odrid byla potvrzena pii predchozim testovani metodou RT-PCR smésna

infekce ¢tyimi viry — ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV. N/A — v daném obdobi nebylo méfeni provedeno.

ACLSV Datum odbéru IL/IV. VI. I1X. XII.
Detekéni metoda ELISA RT-PCR qRT-PCR ELISA RT-PCR ¢RT-PCR ELISA RT-PCR qRT-PCR ELISA RT-PCR qRT-PCR
Material Odrida

Rubin 5/5 0/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 0/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
pupeny Topaz 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Angold 5/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Idared 5/5 2/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Rubin 5/5 1/5 5/5 3/5 3/5 5/5 4/5 3/5 5/5 5/5 3/5 5/5
Bohemia 5/5 2/5 5/5 4/5 5/5 5/5 4/5 4/5 5/5 5/5 4/5 5/5
lyko Topaz 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 3/5 5/5
Angold 5/5 5/5 5/5 3/5 5/5 5/5 4/5 4/5 5/5 5/5 4/5 5/5
Idared 5/5 4/5 5/5 2/5 5/5 5/5 4/5 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5
Rubin 2/5 0/5 3/5 5/5 5/5 5/5 2/5 4/5 5/5 N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 0/5 5/5 5/5 3/5 5/5 0/5 5/5 4/5 N/A N/A N/A
listy Topaz 4/5 3/5 5/5 5/5 5/5 5/5 0/5 5/5 5/5 N/A N/A N/A
Angold 5/5 2/5 5/5 5/5 1/5 5/5 0/5 4/5 5/5 N/A N/A N/A
Idared 5/5 2/5 5/5 5/5 4/5 5/5 1/5 3/5 5/5 N/A N/A N/A
Rubin 4/4 0/4 4/4 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Bohemia 5/5 0/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
kvéty Topaz 5/5 4/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Angold 5/5 4/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Idared 5/5 4/5 5/5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A



PRILOHY

Tabulka VI. Smésné infekce v sadech a S§kolce. Zobrazen pocet ptipadli smésnych infekci ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV u jabloni péstovanych v sadech a ve skolce.

SKOLKA+SADY Uh.Brod 1S 2S 3S 4S 5S 6S 7S 8S 9S 10S 11S Celkem sady
4 viry ApMV, ASGV, ASPV, ACLSV 7 0(5/0(0(0(0|0]|0]2]0 3 10
ApMV, ASGV, ASPV 0 olof[1]oflololoflo]o]| o1 2
ApMV, ASGV, ACLSV 1 ololo|3|lo|o]|o]|o]|o]| 0] oO 3
3viry ApMV, ASPV, ACLSV 2 ololololololo|o|o] o] o 0
ASGV, ASPV, ACLSV 12 059|214 |1|2(0]3] 0 0 26
Celkem 15 0(5|10/5(4(1(2[0[3|0 1 31
ApMV, ASGV 0 oloflofololoflo]lo[o| o] o 0
ApMV, ASPV 0 ololo|ololo|lo]lo|o]| o] o 0
ApMV, ACLSV 0 oj(ojo|loOo|O|O]|O|O]|O]| O 0 0
2 viry ASGV, ASPV 2 oloflo|ol1|loflo]lo|o| o] oO 1
ASGV, ACLSV 2 ol1|1|2/lofloflo]o]o| o] o 4
ASPV, ACLSV 23 al2]1 |12t |3]0o]4]lo0]o0 18
Celkem 27 4 (3(2(3|3|1(3|0(4] 0 0 23
ApMV 0 0[(0|0(O0O(O0O|O0O[O0O]|O0]|O0O] O 0 0
1 vir ASGV 0 0[(0|0(O0O(O0O|O0O|O0O]|O0]|O0O] O 0 0
ASPV 2 3(0{0(0|1|0(0|0|O0] O 0 4
ACLSV 5 1,004 (1|0|1(0|0]| 0 0 7
0 detekovanych viri 1 0(0|5(1(2(0[1[3]0]| 5 2 19
Celkem rostlin 57 8 (131713112 |7 (39| 5 6 94

Vi



PRILOHY

Tabulka VII. Smésné infekce ostatni. Zobrazen pocet piipadi smésnych infekci ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV u jabloni péstovanych v zahradach a u volné rostoucich

jabloni.

1Z 27 37 Celkem zahrady Volné rostouci
4 viry ApMV, ASGV, ASPV, ACLSV |12 13 0
ApMV, ASGV, ASPV
ApMV, ASGV, ACLSV
3viry ApMV, ASPV, ACLSV
ASGV, ASPV, ACLSV
Celkem
ApMV, ASGV
ApMV, ASPV
ApMV, ACLSV
2viry ASGV, ASPV
ASGV, ACLSV
ASPV, ACLSV
Celkem
ApMV
1 vir ASGY
ASPV
ACLSV
0 detekovanych viri
Celkem rostlin

SN = O(=m OO = OO OO O O =

N - © @& @S| ©O O O O COINO © O O
N= © © QI m —= © = OoOfe|lw © o o

=
ek

e © @ @||m — — © = Ol@|0C © © O|@
Ao @ @ QM |[— © © O © OIN|IND ©O O O

N
9]
w
-}
=
=)}
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Tabulka VIII. Rozsifeni ApMV, ASGV, ASPV a ACLSYV u jabloni ze sadu u Uherského Brodu. Zobrazen
vyskyt ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV v ruznych odriidach a na dvou podnozich jabloni.

(+) virus byl detekovan; (-) virus nebyl detekovan.

Uhersky Brod VIRUS

PODNOZ | ODRUDA ApMV | ASGV | ASPV | ACLSV

Granat trebivlicky - + + +
Velimek cerveny - - +
Hammersteinovo + + +
Limburské - - -
Madame Gelopine - - +
Wessenrovo -
Reneta suxova -
Ananasova reneta - -
Vilémovo - -
Londynské - -
Ribstonské - +
Matcino - -
Kardinal Zihany - -
Sikulské + -
Lord Saiffielt - -
Paegasovo + +
Car Alexander - -
Booscopské ¢ervené + +
Jaderni¢ka moravska - -
semenaC | Gdansky hrandc - -
Boikovo - -
Gravstynské Cervené - -
Strachan bily - -
KniZzeci zelené - -
MiSenské - -
Strymka - -
Haklova muskatova reneta - +
Rechta¢ soudkovity - -
Eduardovo - +
Cervené tvrdé - -
Strymka Cervena - -
Gustavovo trvanlivé - -
Isabella Lousietta -
Pogac Cerveny +
Grahamovo - -
Cistecké +
Korunni princ Rudolf -
Zuckalmagliova Reneta - -
Borovinka -

||+

4|+ ]+ +

R e S

|+ [+ |+

||+

|+ +

] ]

Sibirské +
Lamberska Reneta - -
Kanadska Reneta - -
Bleinchemska Reneta + +

A2

e R e e e e e Ea R R

||+

viii



Tabulka VIII. Pokracovani

Uhersky Brod

VIRUS

PODNOZ

ODRUDA

ASGV

ASPV

ACLSV

A2

Bermské ruzové

_|_

J’_

Aurora

_|_

Malinové podzimni

Waterlické mramorové

++ |+

Bismarkovo

James Grieve

Gaskoniské sarlatové

Booscopské Cervené

||+ ]+

Sudetska reneta

Opat Bruno

Gravstynské

]| ]

Hedvabné ¢ervené letni

Bananové zimni

+

Booscopské

+

e A R S E R
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Tabulka IX. Procentualni sekvenéni identita nukleotidi genu CP u izolati ApMYV. Vybrané izolaty jsou uvedeny v tab. 7.

nt

ID 99% 99% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 96% 92% 98% 96% 92%
99% ID 99% 99% 98% 98% 97% 98% 99% 97% 93% 98% 97% 92%
9%  99% ID 99% 99% 99% 98% 98% 99% 96% 93% 99% 97% 92%
99%  99% 99% ID 99% 99% 98% 99% 99% 97% 93% 99% 97% 93%
99%  98% 99% 99% ID 99% 98% 99% 99% 96% 93% 99% 97% 92%
99%  98% 99% 99% 99% ID 98% 98% 99% 96% 93% 99% 96% 92%
8%  97% 98% 98% 98% 98% ID 99% 98% 96% 92% 98% 96% 92%
98%  98% 98% 99% 99% 98% 99% ID 98% 96% 93% 98% 96% 92%
99%  99% 99% 99% 99% 99% 98% 98% ID 96% 93% 99% 97% 93%
96%  97% 96% 97% 96% 96% 96% 96% 96% ID 92% 96% 97% 92%
92%  93% 93% 93% 93% 93% 92% 93% 93% 92% ID 93% 92% 92%
98%  98% 99% 99% 99% 99% 98% 98% 99% 96% 93% ID 97% 92%
96%  97% 97% 97% 97% 96% 96% 96% 97% 97% 92% 97% ID 93%

92%  92% 92% 93% 92% 92% 92% 92% 93% 92% 92% 92% 93% ID



Tabulka X. Procentualni sekven¢ni identita odvozenych aminokyselin genu CP u izolati ApMYV. Vybrané izolaty jsou uvedeny v tab. 7.

aa

PRILOHY

ID
99%
99%
100%
99%
98%
98%
98%
99%
97%
94%
99%
98%
84%

99%
ID
99%
99%
99%
99%
98%
98%
100%
97%
95%
100%
98%
85%

99%
99%
ID
100%
99%
98%
98%
98%
99%
97%
94%
99%
98%
84%

100%
99%
100%
ID
99%
99%
99%
99%
100%
97%
95%
100%
98%
85%

99%
99%
99%
99%
ID
98%
99%
99%
99%
96%
94%
99%
97%
84%

98%
99%
98%
99%
98%
ID
98%
98%
99%
96%
93%
99%
97%
84%

98%
98%
98%
99%
99%
98%
ID
98%
99%
96%
93%
99%
97%
84%

98%
98%
98%
99%
99%
98%
98%
ID
99%
96%
93%
99%
97%
84%

Xi

99%
100%
99%
100%
99%
99%
99%
99%
ID
97%
94%
100%
98%
84%

97%
97%
97%
97%
96%
96%
96%
96%
97%
ID
93%
97%
96%
84%

94%
95%
94%
95%
94%
93%
93%
93%
94%
93%
ID
94%
94%
83%

99%
100%
99%
100%
99%
99%
99%
99%
100%
97%
94%
ID
98%
84%

98%
98%
98%
98%
97%
97%
97%
97%
98%
96%
94%
98%
ID
84%

84%

85%
84%
85%
84%
84%
84%
84%
84%
84%
83%
84%
84%
ID



Tabulka XI. Procentualni sekvenéni identita nukleotidi genu CP u izolati ASGV. Vybrané izolaty jsou uvedeny v tab. 7.

nt

PRILOHY

ID
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
91%

91%

99%
ID
99%
99%
99%
99%
98%
99%
98%
98%
99%
91%

91%

99%
99%
ID
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
91%

91%

99%
99%
99%
ID
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
92%

91%

99%
99%
99%
99%
ID
99%
99%
99%
99%
99%
99%
91%

91%

99%
99%
99%
99%
99%
ID
99%
99%
99%
99%
99%
91%

91%

99%
98%
99%
99%
99%
99%
ID
99%
98%
99%
99%
91%

91%

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
ID
99%
99%
99%
91%

91%

Xii

99%
98%
99%
99%
99%
99%
98%
99%
ID
99%
99%
92%

92%

99%
98%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
ID
99%
91%

91%

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
ID
91%

91%

91%
91%
91%
92%
91%
91%
91%
91%
92%
91%
91%
ID

100%

91%

91%
91%
91%
91%
91%
91%
91%
92%
91%
91%
100%

ID
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Tabulka XII. Procentualni sekvenc¢ni identita odvozenych aminokyselin genu CP u izolati ASGV. Vybrané izolaty jsou uvedeny v tab. 7.

aa

ID 99% 99% 99% 100% 100% 98% 100% 100% 99% 100% 97% 97%
99% ID 99% 99% 100% 100% 98% 100% 100% 99% 100% 97% 97%
99%  99% ID 99% 100% 100% 98% 100% 100% 99% 100% 97% 97%
99%  99% 99% ID 100% 100% 99% 100% 100% 99% 100% 97% 97%
100% 100%  100% 100% ID 100% 98% 100% 100% 99% 100% 98% 98%
100% 100%  100% 100% 100% ID 98% 100% 100% 99% 100% 98% 98%
98%  98% 98% 99% 98% 98% ID 98% 98% 97% 98% 96% 96%
100% 100%  100% 100% 100% 100% 98% ID 100% 99% 100% 98% 98%
100% 100%  100% 100% 100% 100% 98% 100% ID 99% 100% 98% 98%
99%  99% 99% 99% 99% 99% 97% 99% 99% ID 99% 97% 97%
100% 100%  100% 100% 100% 100% 98% 100% 100% 99% ID 98% 98%
97%  97% 97% 97% 98% 98% 96% 98% 98% 97% 98% ID 100%

97%  97% 97% 97% 98% 98% 96% 98% 98% 97% 98% 100% ID

xiii



Tabulka XIII. Procentualni sekven¢ni identita nukleotidi parcialniho genu CP u izolati ASPV. Vybrané izolaty jsou uvedeny v tab. 7.

nt

PRILOHY

ID
76%
76%
78%
76%
78%
73%
76%
78%
71%
73%
71%

69%

76%
ID
94%
87%
96%
87%
75%
77%
79%
74%
74%
74%

73%

76%
94%
ID
86%
96%
87%
74%
75%
78%
73%
76%
73%

72%

78%
87%
86%
ID
87%
88%
76%
78%
80%
7%
74%
77%

73%

76%
96%
96%
87%
ID
87%
74%
77%
80%
74%
75%
75%

73%

78%
87%
87%
88%
87%
ID
77%
76%
80%
75%
75%
75%

73%

73%
75%
74%
76%
74%
77%
ID
77%
76%
80%
71%
81%

77%

76%
77%
75%
78%
77%
76%
77%
ID
76%
75%
73%
76%

76%

Xiv

78%
79%
78%
80%
80%
80%
76%
76%
ID
74%
75%
75%

74%

1%
74%
73%
7%
74%
75%
80%
75%
74%
ID
73%
91%

82%

73%
74%
76%
74%
75%
75%
1%
73%
75%
73%
ID
73%

74%

1%
74%
73%
7%
75%
75%
81%
76%
75%
91%
73%
ID

78%

69%

73%
2%
73%
73%
73%
77%
76%
74%
82%
74%
78%

ID
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Tabulka XIV. Procentualni sekven¢ni identita odvozenych aminokyselin parcialniho genu CP u izolati ASPV. Vybrané izolaty jsou uvedeny v tab. 7.

aa

ID
80%
79%
81%
80%
83%
82%
80%
87%
75%
74%
78%

74%

80%
ID
95%
86%
98%
88%
78%
82%
86%
75%
78%
78%

73%

79%
95%
ID
86%
96%
87%
77%
79%
84%
74%
81%
76%

70%

81%
86%
86%
ID
87%
92%
81%
86%
86%
80%
86%
83%

77%

80%
98%
96%
87%
ID
88%
78%
81%
86%
75%
79%
78%

73%

83%
88%
87%
92%
88%
ID
83%
84%
88%
80%
83%
82%

75%

82%
78%
77%
81%
78%
83%
ID
81%
87%
85%
76%
88%

79%

80%
82%
79%
86%
81%
84%
81%
ID
84%
80%
80%
83%

79%

XV

87%
86%
84%
86%
86%
88%
87%
84%
ID
82%
79%
84%

79%

75%
75%
74%
80%
75%
80%
85%
80%
82%
ID
79%
94%

83%

74%
78%
81%
86%
79%
83%
76%
80%
79%
79%
ID
82%

77%

78%
78%
76%
83%
78%
82%
88%
83%
84%
94%
82%
ID

86%

74%

73%
70%
7%
73%
75%
79%
79%
79%
83%
7%
86%

ID




Tabulka XV. Procentualni sekven¢ni identita nukleotidi parcialniho genu CP u izolati ACLSYV. Vybrané izolaty jsou uvedeny v tab. 7.

nt

PRILOHY

ID
83%
81%
82%
90%
94%
81%
82%
82%
93%
83%
80%

87%

83%
ID
87%
86%
83%
83%
86%
86%
87%
83%
86%
87%

82%

81%
87%
ID
91%
82%
81%
93%
91%
92%
81%
90%
92%

82%

82%
86%
91%
ID
82%
82%
92%
92%
91%
82%
91%
91%

81%

90%
83%
82%
82%
ID
93%
82%
82%
81%
91%
84%
82%

86%

94%
83%
81%
82%
93%
ID
81%
82%
81%
95%
83%
80%
87%

81%
86%
93%
92%
82%
81%
ID
94%
93%
81%
91%
93%

81%

82%
86%
91%
92%
82%
82%
94%
ID
94%
82%
93%
93%

82%

XVi

82%
87%
92%
91%
81%
81%
93%
94%
ID
82%
92%
94%

82%

93%
83%
81%
82%
91%
95%
81%
82%
82%
ID
82%
81%

86%

83%
86%
90%
91%
84%
83%
91%
93%
92%
82%
ID
91%

82%

80%

87%
92%
91%
82%
80%
93%
93%
94%
81%
91%
ID

81%

87%
82%
82%
81%
86%
87%
81%
82%
82%
86%
82%
81%

ID
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Tabulka XVI. Procentualni sekven¢ni identita odvozenych aminokyselin parcialniho genu CP u izolati ACLSV. Vybrané izolaty jsou uvedeny v tab. 7.

aa

ID
94%
93%
91%
98%
98%
91%
92%
91%
98%
92%
91%

98%

94%
ID
98%
93%
92%
92%
95%
95%
96%
91%
95%
96%

92%

93%
98%
ID
95%
93%
93%
97%
98%
98%
92%
98%
98%

93%

91%
93%
95%
ID
91%
91%
95%
96%
94%
90%
96%
95%

91%

98%
92%
93%
91%
ID
98%
91%
92%
91%
98%
92%
91%

98%

98%
92%
93%
91%
98%
ID
91%
92%
91%
99%
92%
91%

98%

91%
95%
97%
95%
91%
91%
ID
99%
97%
91%
98%
96%

91%

92%
95%
98%
96%
92%
92%
99%
ID
98%
91%
98%
97%

92%

XVii

91%
96%
98%
94%
91%
91%
97%
98%
ID
91%
96%
97%

91%

98%
91%
92%
90%
98%
99%
91%
91%
91%
ID
91%
91%

98%

92%
95%
98%
96%
92%
92%
98%
98%
96%
91%
ID
97%

92%

91%
96%
98%
95%
91%
91%
96%
97%
97%
91%
97%
ID

91%

98%

92%
93%
91%
98%
98%
91%
92%
91%
98%
92%
91%

ID
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Obrazky

Obrazek 1. Vysledné grafy pri absolutni kvantifikaci ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV metodou qRT-PCR.
(A): ApMV, (B): ASGV, (C): ASPV a (D): ACLSV. (x) jednotlivé vzorky; (o) standardy; (-) standardni kiivka;
Ct (cycle of treshold) - cyklus prahu.

32
) w| | (B)
E=99.7% E=99.1%
R2=10.986 R=0.993
SLOPE =3.275 28 SLOPE = -3.169
25
26
Ct g Ct
20 24 .
\
o, 22 >~ -
15 Ty
10 11 12 13 14 15 o
11 12 13 14 15
Log starting quantity Log Starting quantity
35 25
30 E=99.6% g E=99 %
*\ R2=0.989 20 R?=0.995
25 \ SLOPE = -3.245 ~ SLOPE = -3.346
o
Ct|20 Ct s
15
10
10
5 5
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 9 10 11 12 13 14
Log starting quantity Log starting quantity
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Obrazek II. Optimalizované standardni kiivky pro qRT-PCR. (A): standardni kiivka ApMV v rozsahu 10'-
10'%; (B): standardni kiivka ASGV v rozsahu 10'°-10'®; (C): standardni k¥ivka ASPV v rozsahu 10’-10"; (D):

standardni kiivka ACLSV vrozsahu 10°-10'*. RFU (relative fluorescence unit) — relativni fluorescenéni

jednotka.
A
(A) 2500 (B)
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2000
1500 iseh
3
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1000
1000
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o
=3
1000 8
o
n000
500
1015 1012 101! 10° 107 500 1014 1012 1010 108 106
0 _— . L N Negative control - S - i Negative control
0 10 cycLes 20 30 40 0 10 CYCLES 20 30 40
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Obriazek III. K¥ivky tani pro qRT-PCR. Hodnoty kiivek tani odpovidaji specificky délce fragmentt pri
amplifikaci (A): ApMV; (B): ASGV; (C): ASPV; (D): ACLSV specifickymi primery (tab. 3) pfi qRT-PCR

reakci.
Melt peak (A) Melt peak (B)
= 3
2 2
z z
= 4
-l 3
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