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Abstrakt

Tato prace se zabyva problematikou diagnostiky rostlinnych vird ovocnych plodin,
zejména metodou na principu real-time PCR. Tyto detekéni systémy jsou jednémi z
nejcitlivéjSich metod pro detekci vird (nejen) v rostlinach a pro nékteré viry, napt. LChV-1,
LChV-2, BRV, SMoV, SCV, jsou Vsoucasnosti i jedinym moznym zpusobem jejich
diagnostiky, nebot’ pro né€ neexistuji detekéni protilatky. V ramci diserta¢ni prace byly vyvinuty
a validovany multiplexni detekéni systémy pro viry maloplodosti tiesné¢ LChV-1 a LChV-2,
pro viry jahodniku SMYEV, SCV, SVBV, SMoV, SPV-1, StrV-1 a OLV-1 a pro viry rybizu
BRV a GVBaV. Pro jednotlivé viry byla provedena analyza dostupnych diagnostickych metod
a byly navrzeny nové detekéni systémy v multiplexnim uspotadani, které byly validovany pro
pouziti v moderni diagnostické laboratofi, kterd se musi fidit mezindrodnimi standardy pro
zajisténi vérohodného testovani. Validace prob¢hla dle valida¢niho schématu metodiky EPPO
PM 7/98 (5) Specific requirements for laboratories preparing accreditation for a plant pest
diagnostic activity. Béhem validace byly stanoveny vykonnostni parametry (Specificita,
senzitivita, opakovatelnost a reprodukovatelnost) pro jednotlivé PCR reakce. Zaroven bylo
ovéieno, ze specificita a senzitivita detekénich systémi konkrétnich vird je shodna
vV multiplexnim i v simplexnim uspotadani.

Pomoci validovaného systému pro detekci vird maloplodosti tfesné LChV-1 a LChV-2
byl proveden priizkum vyskytu viri v produkénich vysadbach tfesni a visni na izemi Ceské
republiky. Z vysledka testovani byla napf. zjisténa korelace mezi vyskytem LChV-2 a stafim
sledovanych stromti. Detekéni systémy pro testovani virtt jahodniku byly vyuzity béhem
hodnoceni hospodarské skodlivosti viru StrV-1 a pro monitoring pfitomnosti virt v rostlinném
materialu, ktery byl odebran napt. v produkénich vysadbach, v rostlinach uchovavanych v
technické izolaci v certifikaénim stupni superelita nebo v nakoupené sadbé. Diagnostickou
soupravou pro stanoveni virii rybizu byl zmapovan vyskyt virt BRV a GVBaV na uzemi CR.
Vyskyt jednotlivych virt byl v fadé€ testovanych materiala potvrzen.

Vysledky poukazuji na smysluplnost vyvoje danych detekénich systémil a monitorovani
jednotlivych virti v testovanych skupinach vzorka. Multiplexovani primerd pro detekci vice
virt jedné plodiny do jedné reakce navic cel¢€ testovani zjednodusuje, zrychluje a v neposledni
fadé zlevituje. Viechny diagnostické systémy byly poskytnuty laboratoti UKZUZ, ktera je jiz

vyuziva pro testovani zdravotniho stavu rostlin pfi kontrole rozmnozovaciho materialu.



Abstract

This thesis deals with the problem of diagnostics of plant viruses of fruit crops,
especially by the method based on the principle of real-time PCR. These detection systems are
one of the most sensitive methods for detection of viruses not only in plants and for some
viruses, e.g. LChV-1, LChV-2, BRV, SMoV, SCV, they are currently the only possible way of
their diagnosis as no detection antibodies for them exist. In the framework of this thesis,
multiplex detection systems were developed and validated for sweet and sour cherry viruses
LChV-1 and LChV-2, for strawberry viruses SMYEV, SCV, SVBV, SMoV, SPV-1, StrV-1
and OLV 1, and for currant viruses BRV and GVBaV. For each virus, an analysis of available
diagnostic methods was carried out, and new detection systems in a multiplex arrangement were
designed and validated for use in a modern diagnostic laboratory that must follow international
standards to ensure reliable testing. Validation was done according to the validation scheme of
EPPO PM 7/98 (5) Specific requirements for laboratories preparing accreditation for a plant
pest diagnostic activity. During the validation, the performance parameters (specificity,
sensitivity, repeatability and reproducibility) for each PCR reaction were determined.
Concurrently, it was verified that the specificity and sensitivity of the detection systems for
specific viruses were identical in both multiplex and simplex arrangements.

Using a validated system for the detection of LChV-1 and LChV-2, a survey of virus
occurrence in production plantations of cherries in the Czech Republic was carried out. The
results of the testing showed, for example, a correlation between the occurrence of LChV-2 and
the age of the monitored trees. The detection systems for strawberry virus testing were used
during a study of StrV-1 economic impacts and for monitoring the presence of the viruses in
plant material collected e.g. in production plantings, in nuclear stock kept in technical isolation
as super elite or in purchased seedlings. The presence of BRV and GVBaV viruses in the
territory of the Czech Republic was mapped using the currant virus diagnostic kit. Occurrence
of individual viruses was confirmed in many materials tested.

The results point to the usefulness of the development of the detection systems and
monitoring of individual viruses in the tested groups of samples. Moreover, multiplexing
primers for the detection of multiple viruses infecting one crop into one reaction simplifies,
speeds up and also makes the whole testing cheaper. All diagnostic systems were provided to
the laboratory of the UKZUZ, which already uses them to test the health status of plants during

the control of propagation material.
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1 Uvod

Jako kazdy zivy organismus, tak i rostliny jsou hostitelem viri, malych nebunéénych
parazitii, které u rostlin mohou vyvoldvat poskozeni, jenz je Casto dostacujici k tomu, aby
zpusobilo vyznamné finan¢ni ztraty v oblasti zemédé€lstvi - ovocnafstvi. Jak popisuje Strange a
Scott (2005) poskozeni plodin v disledku virovych chorob je obtizné piedvidat. Zavisi na
mnoha faktorech, jak se onemocnéni vyvine; napf. na tizemi, kde se virus vyskytuje, na kmeni
viru a jeho virulenci, na kultivaru a odolnosti hostitelské rostliny i na dob¢ infekce.

Je tedy namist¢ se zabyvat diagnostikou téchto patogenti, nebot’ efektivni diagnosticka
metoda muze ptispét k jejich véasnému odhaleni a zabranéni tak obrovskym ztratam nejen
v produk¢nich sadech. Ztraty mohou byt vyvolany napt. zakladanim porosti jiz infikovanym
rozmnozovacim materidlem nebo Sifenim virt zavlecenych do vysadeb pomoci jejich vektort.

Diagnostika rostlinnych viri méa své uplatnéni nejen pii kontrole zdravotniho stavu a
certifikaci rozmnoZzovaciho materidlu a monitoringu ptitomnosti vira v urcité lokalitg, ale 1 pii
dohledu nad zdravotnim stavem rostlin, které jsou objektem exportu a importu. Protoze pro
virové choroby rostlin neexistuje zadnd ucinna lécba, je jedinou ochranou proti jejich
rozsifovani prevence, jejimz zakladem je testovani rostlinného materidlu. Diagnostika virovych
onemocnéni rostlin nabyva na dillezitosti také ve spojeni s globalizaci obchodu (dohoda o
volném obchodu), mezinarodni obchodni vyménou rostlinného materidlu a rychlou zménou
klimatu, ktera podporuje ptenos virti, jejich hostitelll a vektorti ze zemi jejich ptirozeného
vyskytu do dal§ich zemi (Spak 2009; Jeong et al. 2014). Jak je vySe uvedeno, diagnostika
rostlinnych virli je v oblasti zemédélstvi vyznamna.

V predkladané disertacni praci je v prvni ¢asti literarni reSerSe uveden piehled
diagnostickych metod rostlinnych virti se zamétenim na jejich principy, pfednosti a nedostatky.
V druhé casti je pak k jednotlivym virim, které byly pfedmétem vyvoje detekcnich systému,
uvedena jejich stru¢na charakteristika a ptehled diagnostickych metod.

Na zaklad¢ aktudlni potfeby v oblasti diagnostiky byly pro vyvoj vybrany viry
viry strawberry mild yellow edge virus (SMYEV), strawberry crinkle virus (SCV), strawberry
vein banding virus (SVBV), strawberry mottle virus (SMoV) a strawberry polerovirus 1
(SPV-1) a viry rybizu blackcurrant reversion virus (BRV) a gooseberry vein banding associated
virus (GVBaV), pro které byly vyvinuty diagnostické metody na principu real-time PCR
v multiplexnim uspofadani. Dale byly zatazeny viry strawberry virus 1 (StrV-1) a olive latent
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virus 1 (OLV-1). Oba byly nalezeny béhem feseni projektu, ktery se zabyval problematikou
jahodnikovych virt. StrV-1 byl popséan jako nové objeveny virus a OLV-1 jako virus, ktery byl
v CR poprvé objeven v hostitelské rostling jahodniku (Franova et al. 2019).

Detekéni systémy byly validovany dle valida¢niho schématu metodiky EPPO PM
7/98 (5) Specific requirements for laboratories preparing accreditation for a plant pest
diagnostic activity. Veskeré testovani probihalo v laboratofi, ktera je akreditovana podle CSN
EN ISO/IEC 17025:2018 VSeobecné pozadavky na kompetenci zkusSebnich a kalibracnich
laboratofi. Problematice odborné zpusobilosti laboratoii je vénovana posledni ¢ast literarni

reSerse.
2 Literarni prehled

2.1 Diagnostické metody

Obecné 1ze k diagnostice viru fici, Ze pro viry ve srovnani s ostatnimi patogeny rostlin,
jako jsou houby a bakterie, které mohou byt diagnostikovany pomoci svételné mikroskopie,
ve své studii uvadi, ze mnoho diagnostickych laboratofi pro diagnostiku patogenti rostlin vyniké
v detekci a diagnostice kultivovatelnych patogent, jako jsou houby a bakterie, ale jen malo
laboratofi rutinné testuje nekultivovatelné patogeny, jako jsou viry.

Pro diagnostiku rostlinnych virG existuje celd Skala metod, které byly vyvinuty na
odlisnych principech. Jedna se napiiklad o metody zaloZzené na vizudlnim hodnoceni
symptomt, biologicky indexing, elektronova mikroskopie, sérologické a molekularni metody.
V soucasné dob¢ jsou pro diagnostiku nej€astéji vyuzivany metody sérologické a molekularné
genetické. Boonham et al. (2014) se ve své studii zminuje, ze obrovsky pfevrat v diagnostice
rostlinnych vird v 70. letech zptisobil objev sérologické metody ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay). Do tohoto objevu byla detekce virit provadéna pievazné odborniky
s dlouholetou praxi v symptomatologii, biologickymi metodami, které jsou zaloZeny na
pozorovani symptomil na citlivych odridach a v neposledni fadé€ také transmisni elektronovou

mikroskopii a precipitaénimi metodami.

2.1.1 Hodnoceni vizualnich priznaku
Diagnostickou metodu posuzujici zdravotni stav rostlin na zdkladé vizualniho
hodnoceni symptomt povazuje Jeong et al. (2014) za stale uziteCnou, avSak Ccasto
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vyhodnocenou s chybnymi vysledky, nebot’ ptiznaky podobné virézam mohou byt vyvolany i
abiotickymi faktory, kterymi jsou napt. reakce rostlin na nepiiznivé pocasi, nutri¢ni
nerovnovaha, a dal§imi biotickymi ¢initeli, jako jsou napi. poSkozeni zplsobené Skudci,
houbami nebo bakteriemi. Lima et al. (2012) vycet davodid, pro¢ nelze bezchybné
diagnostikovat infekce rostlinnych virti na zdkladé symptomu rozsifuje jest¢ o dalsi. Autor
uvadi, ze zalezi na odriid¢ rostlin, na kmeni viru, dale na skute¢nosti, ze riizné viry mohou u
stejnych druhti rostlin vyvolat podobné ptiznaky, symptomy mohou byt vyvolany synergickym
ucinkem vice virti nebo ptiznaky mohou byt velmi slabé anebo zadné. U rostlinnych virdz se
dost Casto setkavame s tim, Ze viry ptezivaji v rostlinach v latenci. Jedna se o obdobi, kdy neni
mozné diagnostikovat virus pomoci vizualniho rozpoznani ptiznakt (van der Want & Dijkstra

N 24

rostlinnych patogentl.

2.1.2 Biologicky indexing

Biologicky indexing, neboli testovani rostlin na dfevinnych nebo bylinnych
indikatorech, je metoda slouzici pfedev§im pro hodnoceni zdravotniho stavu rostlin pfi
certifikaci rozmnozovaciho materialu. Princip metody spoc¢iva v hodnoceni vizudlnich reakci
indikatorovych rostlin na pfitomnost patogena. Biologické testovani dievin se ve vétSing
pfipadl provadi metodou dvojitého o€kovani. Na podnoZ je naockovano ocko indikatorove
rostliny a asi po 14 dnech je pod toto ocko naockovano ocko testované rostliny. Indikatorem
jsou na testovany patogen citlivé odridy patficného ovocného druhu, na kterych se v kratké
dobé¢ objevuji viditelné symptomy. Byly vytvotreny podrobné seznamy citlivych odrid, napf.
EPPO certifikaéni schémata ptisluSnych ovocnych plodin.

Technika biologického indexingu je casové naro¢na, napi. pro jabloné je poZzadovana
doba testovani az dvé plodna obdobi (4 - 5 let). Metoda neni vhodna pro vétsi mnozstvi vzorki
a Vv ptipad¢ vird prezivajicich v latenci vykazuje fale$né negativni vysledky (Marinho et al.
1998; Bertozzi et al. 2002). Dalsi nevyhodou je prostorova naroc¢nost, nebot’ testovani musi
probihat v izolovanych prostorach, aby v pfipad¢ pozitivity testovanych vzorki nedochazelo k
zavleceni rostlinnych patogeni do okoli. Déle je nutné indikéatorové rostliny a podnoze
uchovavat v izolaci, aby bylo zabranéno pfistupu hmyzu (vektora vird), a tim byl zarucen jejich
bezvirdzni zdravotni stav. V ptipadé smiSenych infekci nemusi dojit k odliSeni jednotlivych
virt, piedevsim jsou-li viry ptibuzné (Marinho et al. 1998). Vysledky testovani mohou zaviset

také na klimatickych podminkach, kdy mohou ptiznaky na indikatorovych rostlinach vlivem
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vyssich teplot vymizet (Constable et al. 2013). Spolehlivost biologickych testi téz zavisi na
provedeni ockovani a nasledném pfijmuti ocka indikéatoru nebo testované rostliny. V ptipadé
vysokého procenta nepfijatych ocek, dochazi ke sniZzeni vérohodnosti negativnich vysledka (Al
Rwahnih et al. 2015).

Vyhodou biologického indexingu je, ze timto testovanim lze u ovocnych plodin odhalit
symptomy vyvolané viry neznamého plvodu, které neni mozné rutinné¢ detekovat
sérologickymi nebo molekularné genetickymi metodami (mimo metod High-Throughput
Sequcencing (HTS)). Vzhledem k tomu, ze se virus v indikatorové rostliné namnozi, se
povazuje metoda biologického indexingu za velmi citlivou. Nicméné nékteré viry, prestoze se
v hostiteli mnozi, nejsou schopny na hostitelské rostliné vyvolat symptomy, které by vedly
k identifikaci dané¢ho viru (Lopez et al. 2009). Metoda je také vhodna pro vyzkum biologickych

vlastnosti viru.

2.1.3 Elektronova mikroskopie

Dalsi detekéni metodou v oblasti rostlinné virologie je transmisni elektronova
mikroskopie (TEM). Elektronova mikroskopie neni v rutinni diagnostice rostlinnych virt
bézné pouzivana, a to jak z divodi finanéné naroénych pozadavkl na vybaveni, tak diky
nutnosti odborného vzdélani obsluhujiciho personalu, ktery musi mit zkusenosti s piipravou
preparati a jejich vyhodnocovanim. Dalsi nevyhodou je ¢asova naroc¢nost ptipravy vzorki i

vlastniho pozorovani (Rott et al. 2017).

2.1.4 Sérologické metody

Pfestoze se vySe zminéné metody pro diagnostiku vira stale pouzivaji, je v rutinnich
diagnostickych zkusebnich laboratofich celosvétove nejvice pouzivana imunochemicka metoda
ELISA (z angl. enzyme-linked immunosorbent assay). Jejim principem je rozpoznani
ptitomnosti antigenu detekovaného viru v rostlinném materialu prostiednictvim specifickych
protilatek. Neni detekovan pfimo komplex antigen-protilatka, ale zména barvy substratu, ktera
je vyvoléana plisobenim enzymu navazaného na dalsi protilatce. Protilatky, vétSinou se jedna o
protilatky tfidy IgG, jsou ziskdvany napi. opakovanou imunizaci Zzivoc¢ichii. Pokusnym
zvitatim (obratlovcim) je aplikovan antigen testovaného viru, ktery musi byt pfipraven
Vv dostate¢ném mnozstvi a Cistoté. Aplikace antigenu u pokusnych zvitat vyvold imunitni reakci,
na zéklad¢ které jeho imunitni buiiky produkuji protilatky, které jsou pak purifikovany z jeho

séra. Timto zpiisobem vznikaji polyklondlni protilatky, které rozpoznéavaji rizné epitopy na
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jednom antigenu na rozdil od monoklonalni protilatky detekujici pouze jeden epitop na antigenu
(Lima et al. 2012). Vesker¢ interakce antigen — protilatka probihaji za specifickych podminek
zpravidla v mikrotitra¢nich destickach s 96 jamkami.

Objevem metody ELISA doslo v 70. a 80. letech Kk velikému pokroku v oboru
diagnostiky rostlinnych vird. Az do poloviny 70. let byly hlavni sérologickou diagnostickou
metodou testy zalozené na interakci mezi proteiny ve formé virového antigenu s protilatkami
(napf. aglutinace v agaru, kapkové testy) (Spak 2009). ELISA je metoda zaloZen4 na platform,
kterou s drobnymi Gpravami lze vyuzit pro rozsahlou skupinu viri. Velkym kladem pro tuto
metodu je, ze pro pracovniky, ktefi tuto metodu provadéji, je dostacujici si osvojit metodu jako
takovou, neni potieba se ji ucit pro kazdy virus zvlast. Dalsi vyhodou je, ze vlastni reakce
probiha ve standardni 96jamkové desti¢ce, coz umoziuje zpracovani vice vzorki najednou i
ptipadnou automatizaci analyz (Vemulapati et al. 2014) a tim je uSetfena i doba potiebna
k provedeni testi. Dojde také ke snizeni nakladt jak na pracovni silu, tak i na laboratorni
material. VSechny tyto uspory nepochybné ptispivaji k vétsi dostupnosti a pouzitelnosti této
metody pro rutinni testovani v laboratotich (Boonham et al. 2014).

Nevyhody metody ELISA jsou napf. potieba vétsiho mnoZstvi testované¢ho vzorku
(oproti metodé PCR) nebo dlouhé inkubac¢ni doby. Vytvofeni nového diagnostického kitu pro
detekci vird je Casové zdlouhavé, zejména na piipravu protilatek, a ne vzdy je kit zaveden.
JestliZe se nepodati ziskat v dostatecném mnozstvi a €istoté antigen nového viru, ktery je nutny
pro piipravu protilatek, nelze virus touto metodou testovat. Také mlzZe dochazet k falesné
pozitivnim reakcim, coz je vyvolano nespecifickymi reakcemi nebo zk#izenou reaktivitou (Kfir
& Genthe 1993). Metoda neni vhodna k rozliseni kment virt, protoze jednak obalové proteiny
vird, které reaguji s pouzitymi protilatkami, mohou byt pro urcité rody vysoce konzervativni,
nebo znaky, které vedou k rozliSeni jednotlivych kmenti, nejsou vazany na obalovy protein viru
(Boonham et al. 2014). Diagnostiky na principu metody ELISA byvaji mén¢ citlivé a presné
nez techniky molekularné biologické. Noorani et al. (2013) uvadi, ze senzitivita metody ELISA
klesa vzhledem Kk nizkym titriim nebo pfitomnosti inhibi¢nich latek (polysacharidy, fenolické
latky) v rostling. ZlepSeni citlivosti metody ELISA Uspé$né ve své studii feSili Fegla a
Kawanna (2013), a to pridanim chemickych latek (0.1% Triton X-100, macerozym) do

extrak¢niho pufru.
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2.1.5 Molekulirné genetické metody

Jednou z hlavnich technik molekularni biologie, ktera se pouziva k diagnostice virovych
chorob rostlin, je polymerazova fetézova reakce (PCR — Polymerase Chain Reaction)
(Makkouk & Kumari 2006). Lopez et al. (2009) zminuje, ze metoda PCR se vSemi svymi
variantami je zdkladnim ndstrojem v diagnostice rostlinnych vird, at’ jiz samostatné nebo
prednostné v kombinaci s jinymi technikami.

Metoda je zalozena na principu enzymatického mnozeni vybrané sekvence DNA.
Amplifikace dané¢ho tseku DNA probiha cyklicky ve tfech teplotnich krocich: denaturace,
annealing (nasedani primeril) a elongace (syntéza novych molekul, prodlouzeni fetézce DNA).

Pro separaci a vizualizaci nove syntetizovanych amplikoni DNA se nej¢astéji pouziva
gelova elektroforéza s vyuzitim agar6zovych gell jako nosnych médii.

Pifedmétem piedkladané prace je vyvoj diagnostickych metod na principu real-time PCR
v multiplexnim uspofadani pro detekci rostlinnych vir,, zejména RNA virt. Proto se zde

Zminim pouze o relevantnich modifikacich metody PCR.

2.15.1 RT-PCR (Reverzni transkripce - polymerazova retézova reakce)

V piipad€ detekce RNA virli je nutné pted vlastni PCR zatadit reverzni transkripci.
Jedna se o enzymovou reakci, pii které dochazi k prepisu genetické informace z molekuly RNA
do molekuly cDNA (komplementarni DNA). Tato reakce probihd v pfitomnosti enzymu
reverzni transkriptaza, ktera syntetizuje k templatové molekule RNA komplementarni fetézec
DNA. Pocatkem syntézy je usek molekuly RNA, na ktery nasedaji primery (smés ndhodnych
hexanukleotidi nebo primery Oligo (dT)). cDNA pak muze vstoupit jako templat do PCR
reakce (Webster et al. 2004).

Metodu RT-PCR lze provést jedno- nebo dvoukrokové. Pfi jednokrokové (one-tube)
detekci probihd reverzni transkripce a PCR soucasné€ v jedné zkumavce. ProtoZe se béhem
jednotlivych kroki neotviraji reakéni zkumavky, je timto zplisobem sniZeno riziko kontaminace
PCR reakce. Nevyhodou tohoto postupu vSak je, ze piepsand cDNA je pouzita pouze pro
konkrétni PCR reakci a nemtze byt pouzita opakované. U dvoukrokové RT je vyssi riziko
kontaminace pfi otevirani zkumavek, to lze ale odstranit dodrzovanim zéasad spravné
laboratorni praxe (pouzivani Spicek s filtrem, oddélené mistnosti pro jednotlivé kroky RT-PCR,

dodrzovani hygieny v laboratoti) (Wacker & Godard 2005).
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2.1.5.2 Real-time PCR (kvantitativni PCR, qPCR)

Metody na principu real-time PCR jsou zavislé na povaze cilovych sekvenci primert a
sond vyuzivanych v testovani. Aby nebyla ohrozena citlivost testu, musi byt tyto sekvence
specifické pro cilovy virus a musi byt dobfe konzervovany napti¢ riznymi kmeny nebo typy
viru. Metoda real-time PCR na rozdil od konven¢ni PCR k vyhodnoceni vyslednych
amplikonti nevyuziva gelovou elektroforézu, ale v prubéhu kazdého cyklu PCR reakce je
zaznamenavana fluorescence, ktera je pfimo imérna mnozstvi amplifikovaného PCR produktu
(Watzinger et al. 2006). Zdrojem fluorescence mohou byt fluorescenéni barviva, ktera se vazou
na DNA, nikoliv na volny substrat. Pro detekci produktii PCR se vyuzivéa n¢kolik piistupi.
V piipad¢ diagnostiky rostlinnych vird jsou nejpouzivanéjsi techniky zalozeny na vyuziti
fluorescenéné znacenych sond, které se specificky vazou na cilovou sekvenci, nebo na
fluorescencnich barvivech, ktera se nespecificky vazou na dvoufetézcovou DNA. Pfestoze jsou
oba pftistupy potencialné rychlé a citlivé, jsou jejich principy testovani a vysledné naklady na

test odlisné (Dorak 2006).

2.1.5.2.1 Detekce PCR produktii pomoci interkala¢nich barviv

Pro zpiisob detekce pomoci nespecifické vazby barviva jsou pouzivéna barviva napf.
SYBR® Green nebo EvaGreen®, ktera se v ramci PCR reakce béhem syntézy novych
amplikont nespecificky vazou pouze do dvouvlaknové DNA (Popp & Bauer 2015). Béhem
kroktli annealingu a elongace se zvySuje mnoZzstvi navazaného barviva do nové syntetizovanych
fetézc DNA, které vede ke zvySeni intenzity fluorescence, kterd je méfena na konci kazdé
elongacni faze a odrazi pocet produkti PCR generovanych béhem amplifikacniho procesu.
Jakmile je DNA béhem PCR cyklu znovu denaturovana, molekuly interkala¢niho barviva jsou
uvolnény do roztoku, coz ma za nasledek pokles fluorescence (Watzinger et al. 2006).

K celkové intenzité¢ fluorescencniho signalu v pfipad€ pouziti interkalacnich barviv
ptispivaji 1 nespecifické produkty PCR nebo dimery primerl, coZz muize vést k nepfesné
kvantifikaci cilovych amplikonli. Proto se doporucuje na konci PCR reakce provést analyzu
teploty tani (melting analyza) PCR produktt, ¢imz dojde ke kontrole specificity
amplifikovanych fragmentd. Principem je, Ze nespecifické produkty maji jiny profil tani, coz je
dano jinym poctem vazeb vodikovych mustk (Dorak 2006).

Vyhodou pouziti interkalacnich barviv je, Ze vysledky nejsou ovlivnény mutacemi

Vv cilové sekvenci, coz muze byt prospesné pii detekci RNA vir, které se vyznacuji vysokou
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rychlosti mutaci (Watzinger et al. 2006). Nevyhodou je, ze pii pouZiti interkalac¢nich barviv

neni vyhodné provadét multiplexovani a detekci vice cilti v jedné reakci.

2.1.5.2.2 Detekce PCR produkti pomoci sond

Sondy ptedstavuji fluorescenéné znaCeny oligonukleotid, ktery béhem amplifikace
specificky naseda k cilové sekvenci hledaného viru. Existuje celé skala sond, ktera se lisi podle
typu pouzitého fluorescenc¢niho barviva nebo podle uspotadani (linedrni nebo strukturni). Jak
ve své studii uvadi Watzinger et al. (2006), v diagnostice vira se nejcastéji pouzivaji pravé
fluorescenné znacCené oligonukleotidové sondy, jako jsou napif. hydrolyzacni sondy,
hybridiza¢ni sondy nebo molekularni majaky (Molecular beacons).

Metody, které jsou predmétem této prace, byly vyvijeny real-time PCR s vyuzitim
hydrolyzac¢nich sond, proto zde budou podrobnéji popsany pouze tyto sondy.

2.1.5.2.3 Hydrolyzaéni sondy

Hydrolyzac¢ni sondy jsou oligonukleotidy, které maji na svych koncich kovalentné
navazany dva fluorochromy. Na 5’konci jsou oznaceny fluorochromem reportérem a na
3’konci zhaseCem fluorescence (quencher), ktery brani fluorescenci reportéru. Reportérova
¢ast sondy je excitovana absorbci svétla o vhodné vinové délce, v pfitomnosti zhasece je vSak
energie excitovaného stavu sondy pienesena na molekulu zhaseée a emise fluorescence
reportérem je potlacena. Tento fyzikalni jev se nazyva Forsteriv rezonancni energeticky pienos
(FRET) (Clegg 1995). Pienos energie funguje ucinné jen na velmi kratké vzdalenosti v fadu
nanometrtl a rychle klesa, kdyz se molekuly reportéru a zhasece od sebe vzdali. Uginkem
endonukleazové aktivity Taq polymerazy dojde k uvolnéni reportéru z oligonukleotidu
(degradace sondy), pienos energie do zhaSeci molekuly je zruSen a reportér za€ne emitovat
fluorescenci, kterd je zaznamenavana na konci kroku elongace béhem kazdého cyklu PCR.
Intenzita fluorescence piimo koresponduje s mnozstvim PCR produktu v reakci. Cim vice se
syntetizuje DNA, tim vice se zvySuje mnoZstvi uvolnénych reportérovych molekul, coZ vede k
vy$§imu signalu fluorescence (Holland et al. 1991; Mulhardt 2010).

Metody zalozené na pouziti sond jsou vice specifické. Vysoka specificnost je dana tim,
ze v reakci je nutné na vybrany usek genomu detekovaného viru navazat nejméné tii na sobé

nezavislé oligonukleotidy, dva specifické primery a sondu (Boonham et al. 2014).

18



2.1.5.3 Shrnuti — vyhody a nevyhody

Obdobnou dulezitost, jakou méd ELISA v diagnostice viri, v soucasnosti ziskavaji
metody na principu PCR, zejména real-time PCR. Pro tyto metody na principu detekce
nukleovych kyselin 1ze také, jako pro metodu ELISA, piipravit jeden hlavni protokol, ktery je
vhodny s men$imi upravami pro testovani Sirokého souboru vird. Testovani je mozné také
provadét ve vEétsim poctu najednou napft. s vyuzitim 96 jamkovych desti¢ek. Vyhodou PCR
oproti ELISA je, Ze Ize testy pro jednotlivé viry multiplexovat a detekovat tak vice vird v jedné
reakci soucasn¢. Metody na principu PCR se postupné zavadéji ve zkusebnich laboratotich po
celém svéte, kde, jak uvadi Boonham et al. (2014), se v poslednich letech Castéji dava prednost
metodam real-time PCR pied ELISA.

Z dtvodl castych kontaminaci nebyla zpocatku klasickd metoda PCR pouzivana pro
béznou rutinni diagnostiku. Ke kontaminacim dochazelo zejména béhem otevirani zkumavek,
kdy se z davodu separace fragmenti DNA pomoci gelové elektroforézy nanasely amplikony
ziskané probéhlou PCR reakci. Do prostfedi laboratofe se tak mohlo pfi otevieni zkumavek
Vv piipad¢ pozitivniho vysledku uvolnit malé mnozstvi DNA. Problém kontaminaci byl ¢aste¢né
vyfeSen zavedenim pfistroje real-time PCR, kdy vizualizace produktu probihd soucasné
s cyklovanim PCR a neni tedy potieba otevirat zkumavky s velkym mnozstvim amplifikované
DNA (Boonham et al. 2014). Jak popisuje Mumford et al. (2000), dalsi vyhodou detekce virt
metodu real-time PCR je, Ze neni potieba pracovat s barvivy pro vizualizaci amplikont v gelu,
napf. ethydium bromidem, ktery je povazovan za mutagen a kancerogen.

Metody na principu PCR (RT-PCR, real-time PCR) jsou citlivéjsi a spolehlivéjsi pro
nizké hladiny titru viru v rostlin€, dokonce 1 v pfitomnosti inhibi¢nich latek (polysacharidy,
fenolické latky) pochazejicich z rostliny (Bariana et al. 1994). Moderni metody izolace pomoci
kolonek problém inhibice viceméné eliminovaly. Nevyhodou PCR metod v klasickém
v simplexovém uspotadani (tj. jedna reakce zahrnuje test jednoho patogenu) je, Ze jsou drahé a
Casoveé naro¢né, zejména v piipadé potieby testovani vétsiho poctu vzorka (Wei et al. 2009).
Proto je vhodné tyto metody vyvijet v multiplexnim uspotadani, tj. v jedné reakci je testovano
nékolik riznych patogenti nardz. Tento zplsob se stava hojné vyuzivanou technikou, protoze

umoziuje rychlé, spolehlivé a nakladove piijatelné;si testovani (Thompson et al. 2003).

2.2 Odborna zpisobilost laboratori
V soucasné dobé¢ diagnostické laboratote podilejici se na detekci rostlinnych virti celi

rostoucim pozadavkiim na spravnost a ovétovani svych vysledku (Roenhorst et al. 2018). Tento
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fakt vede k tomu, Ze jsou laboratotfe pro provadéni specifickych zkousek akreditovany podle
normy ISO 17025 Vseobecné pozadavky na kompetenci zkusebnich a kalibra¢nich laboratofi.
Cilem akreditace je zajistit, aby vSechny testy v laboratoii byly provadény validovanymi
metodami, coz znamend, ze musi byt poskytnut objektivni dikaz, ze danéd zkouska je vhodna
pro zamysleny ucel testovani. Déle akreditace slouzi k prokazovani odborné zpusobilosti a
nestrannosti laboratofi poskytujicich sluzby v oblasti posuzovani shody, tzn. v oblasti
posuzovani kvality, bezpecnosti, zdravotni nezdvadnosti a spolehlivosti vyrobkil ¢i sluzeb.
Jedna se o oficialni uznani, ze tyto laboratofe jsou zplsobilé provadét specifické ¢innosti
(zkousky, testovani patogenil). Dokladem o akreditaci v Ceské republice je Osvéd&eni o
akreditaci, které vystavuje narodni akreditaéni organ - Cesky institut pro akreditaci, o. p. s.
(https://www.bozpinfo.cz/akreditacni-system-ceske-republiky).

Vzhledem k tomu, Ze je Ceské republika ¢lenem EU, plati v nasi zemi dalsi normy
(standardy), podle kterych se v laboratofich fidi diagnostika rostlinnych patogenti. Jedna se o
normy popsané Evropskou organizaci na ochranu rostlin (EPPO, European and Mediterranean
Plant Protection Organization): PM 7/84 (3) Basic requirements for quality management in
plant pest diagnostic laboratories (Zakladni poZadavky na jakost managementu v laboratotich
diagnostiky rostlinnych skidcti) a PM 7/98 (5) Specific requirements for laboratories preparing
accreditation for a plant pest diagnostic activity (Zvlastni pozadavky pro laboratofe ptipravujici
se na akreditaci diagnostiky rostlinnych skudct) (EPPO 2021a, 2021b). Ze standardu PM
7198 (5) vyplyva, ze v ptipadé diagnostiky zalozené na sérologickych nebo molekularné
biologickych metodach, lze test povazovat za validovany v pfipad€é, ze u metody byly
stanoveny jeji vykonnostni parametry: analytickd senzitivita, analytickd specificita,

opakovatelnost a reprodukovatelnost (Roenhorst et al. 2018).

2.3 Charakteristika a diagnostika vybranych vira
V dalsi ¢asti textu budou popsany charakteristiky virt, pro které byly vyvijeny nové

diagnostické metody na principu multiplexni real-time PCR.

2.3.1 Viry zpusobujici maloplodost tFe$né
V roce 2021 zaujimaly plodné vysadby tfesni 724 ha (z 802 ha celkem) a plodné
vysadby vis$ni 1 164 ha (z 1 242 ha celkem). Béhem roku 2020 se vyrobilo celkem 168,5 tisic

kust $kolkaiskych vypéstkil tiedni a 68 tisic kusii visni. Pro zajimavost, v roce 2020 se v Ceské
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republice vyprodukovalo celkem 7,5 tisic tun tiesni a 8,4 tisic tun vi$ni (Némcova & Buchtova
2021).

Vynos tfe$ni (Prunus avium L.) a vi$ni (Prunus cerasus L.) mohou vyznamné ovlivnit
viry LChV-1 (Little cherry virus -1 LChV-1) a LChV-2 (Little cherry virus -2 LChV-2), které
vyvolavaji virové onemocnéni maloplodost tfesné¢ (LChD — Little Cherry Disease). Ochrana
pfed témito patogeny spociva piedev§im v péstovani rostlin zalozenych ze zdravého
viruprostého rozmnozovaciho materidlu. Je velmi dualezit¢ dbat na kvalitu mnozitelského
materidlu a zakladat nové vysadby z testovan¢ho materialu, pochéazejiciho z certifikovanych
matecnic, protoze ztraty, které mohou viry vyvolat, mohou byt ekonomicky vyznamné. Mezi
hlavni ptiznaky onemocnéni LChD patfi netiplné dozravani a mensi velikost plodd, coz snizuje
stupeni jakosti plodu. Typicky nahotkla chut plodt charakteristickd pro maloplodost zpiisobuje,
7e plody nejsou vhodné ke konzumaci a tim jsou prakticky neprodejné. Zivotaschopnost

napadenych stromu se rychle snizuje.

2.3.1.1 Struc¢na charakteristika a symptomatologie vira LChV-1 a LChV-2

Viry maloplodosti tfesné LChV-1 a LChV-2 jsou taxonomicky zafazeny do celedi
Closteroviridae, LChV-1 pak do rodu Velarivius a LChV-2 do rodu Ampelovirus. Virové
gastice LChV-1 jsou velmi dlouhé a ohebné, jejich délka je 1 786 az 1 820 nm. Castice LChV-2
jsou vlaknité s délkou 1 667 nm a Sitkou 11,2 nm (Barba et al. 2015). Genom virQ je tvofen
jednou molekulou (+)ssRNA. Byly zvetfejnény kompletni genomové sekvence tech izolati
LChV-1 (Keim-Konrad & Jelkmann 1996; Jelkmann et al. 1997; Matic et al. 2009b; Candresse
et al. 2013). Genom viru zahrnuje 17 kb a je uspofadan do osmi otevienych ¢tecich ramci
(ORF). Kompletni genomovou sekvenci kmene USA6b Little cherry virus-2 (LChV-2) uréili
Rott a Jelkmann (2005), genom ma délku 15 045 nukleotidd a zahrnuje 11 otevienych étecich
ramcil.

Pfenos LChV-1a LChV-2 byl prokazan vegetativnim mnozenim podnozi, o¢kovanim
a roubovanim (Katsiani et al. 2015). V ptipad¢ viru LChV-2 byl jesté popsan pienos pomoci
vektoru Cervee javorového (Phenacoccus aceris) (Raine et al. 1986; Rott & Jelkmann 2001) a
cervce Pseudococcus maritimus (Mekuria et al. 2013).
Typickymi pfiznaky jsou malé plody trojihelnikového tvaru, nepfirozené Spicaté, nahotklé
chuti, neuplné vyzralé, svétle Cervené barvy (Eastwell & Bernardy 2001). V obdobi na ptelomu

l1éta a podzimu Ize na napadenych stromech pozorovat ¢ervenofialové az bronzové zabarveni
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listi. Toto obdobi je také vhodné pro odbér vzorki uréenych k detekei virt LChV-1a LChV-2,
nebot” jsou v infikovanych rostlinach vyssi titry vird (Osman et al. 2012). Viry maloplodosti
treSné se v rostliné Casto vyskytuji také v latentni formé, kdy se neprojevuji na rostlin¢ zadné

zietelné ptiznaky.

2.3.1.2 Diagnostika vira LChV-1a LChV-2

Dle riznych autorG jsou metody na principu PCR pro identifikaci virt LChV-1 a
LChV-2 v rostlinném materiadlu pouzivany nejéastéji. K dispozici jsou i jiné metody detekce
virt, které jsou zalozeny na odliSnych principech. AvSak tyto metody jsou pro rutinni
diagnostiku nevhodné. Metoda vizualniho hodnoceni symptomi je z diavoda latentnich a
nezietelnych ptiznakd infekce nedostacujici. Jak uvadi Schlesingerova (2012), biologicka
metoda na dievinnych indikatorech je spolehliva pouze pro virus LChV-2, nebot’ pfi testovani
izolath LChV-1 se pfiznaky projevuji velice slabé nebo viibec. V piipadé, Ze se symptomy
projevi, nelze jednoznaéné urcit, o ktery typ viru se jedna. Piipravou protilatek pro vyvoj
imunoenzymatickych metod se zabyval Matic et al. (2009a). Podafilo se jim pfipravit
antisérum, které bylo specifické, ale ne dostate¢né citlivé. V soucasné dobé tedy nejsou
dostupné komer¢ni kity pro detekci virt maloplodosti LChV-1 a LChV-2 na principu
sérologickych metod.

Na klasickou RT-PCR s gelovou separaci pro detekci virdi LChV-1, LChV-2 se zamé&fili
napt. Rott a Jelkmann (2001), Jelkmann et al. (2008), Schroder a Petruschke (2010), Cieslinska
a Morgas (2010) a Osman et al. (2012). Na vyvoji multiplexnich klasickych RT-PCR, ve
kterych byly viry maloplodosti kombinovany s dalSimi viry napadajicimi tfe$né€, se podileli
napft. Isogai et al. (2004), Noorani et al. (2013) a Zong et al. (2014). Dalsi modifikaci PCR
metod pro detekci viri LChV-1a LChV-2 je nested RT-PCR, kterou ve své praci uvadi Katsiani
et al. (2015) nebo real-time PCR zaloZena na pouZiti interkala¢niho barviva (Jelkmann et al.
2008; Zong et al. 2015). Metodu real-time PCR v simplexnim uspofadani pro detekci viru
LChV-1 ve své studii fesil Katsiani et al. (2018). Identita viru LChV-1 byla ovéfena také
pomoci HTS (Candresse et al. 2013). Pro virus LChV-1 byla vyvinuta detekéni technika
zalozena na jednokrokové izotermalni amplifikaci (reverse-transcription loop-mediated
isothermal amplification, RT-LAMP) (Tahzima et al. 2019). Mekuria et al. (2014) navrhl pro
detekci viru LChV-2 izotermalni metodu zaloZenou na principu rekombinazové polymerazové

amplifikace (reverse transcription-recombinase polymerase amplification, RT-RPA).
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2.4 Viry jahodniku

Péstovani jahodniku méa v Ceské republice dlouholetou tradici a v poslednich letech
doslo k vyraznému nartistu zajmu malospotiebitelt o sadbu jahodniku. V Ceské republice se v
roce 2018 vyrobilo ptiblizn¢ 7,3 milioni sadby jahodniku. O dva roky pozdéji v roce 2020 bylo
piipraveno 12,6 milioni sazenic jahodniku. V roce 2020 byly jahodniky péstovany na celkové
ploSe cca 1 625 ha a celkova sklizen se v roce 2020 pohybovala okolo 7 tisic tun (Némcova &
Buchtova 2021).

Rostliny jahodniki byvaji napadany riznymi skiidci, Sirokym spektrem hub nebo viry,
pro které bohuzel neexistuje ucinna chemickd ochrana, pouze ochrana preventivniho
charakteru. Ta je zajiSténa produkci viruprostého rozmnozovaciho materidlu, potlacenim
vyskytu vektorti a dodrZzovanim opatieni v ramci agrotechnickych zasaht (Babini et al. 2004).
Virovd onemocnéni jsou vyznamnym faktorem, ktery negativn€é ovliviluje vyrobu
certifikovaného sadbového materialu jahod. V Ceské republice se produkce rozmnozovaciho
materialu fidi zakonem ¢. 219/2003 Sb. a navazujici vyhlaskou ¢. 96/2018 Sbh. o mnozitelskych
porostech a rozmnoZzovacim materialu ovocnych roda a druhti a jeho uvadéni do ob&hu.

Na jahodnicich parazituje spousta virti, avSak nejvyznamngj$imi z ekonomického
pohledu jsou viry, které ovliviiuji vynos a produkei jahodniku v produkénich plochach. Mezi
ty fadime viry strawberry mild yellow edge virus (SMYEV), strawberry crinkle virus (SCV),
strawberry vein banding virus (SVBV) a strawberry mottle virus (SMoV) (Spiegel & Martin
1998).Thompson et al. (2003) ve své praci popisuje, Ze se ztraty na vynosech mohou pohybovat
od 30 % do 80 %. VySe ztrat zavisi na tom, zda viry v rostlin€ pfezivaji samostatné nebo v

komplexu s jinymi mSicemi pfenosnymi viry.
2.4.1 Struéna charakteristika a symptomatologie vira jahodniku

2.4.1.1 Virus okrajového Zloutnuti listi jahodniku - Strawberry mild yellow edge virus
(SMYEV)

Virus SMYEYV je zastupcem rodu Potexvirus, ¢eledi Alphaflexiviridae, jehoz genom je
tvofen jednou molekulou (+)ssRNA o velikosti 5 966 nukleotidi, pocitano bez
polyadenylového konce (Thompson & Jelkmann 2004). Castice viru jsou vlaknité o velikosti
480 x 13 nm (Jelkmann et al. 1990). Uspotadani genomu je typické pro potexviry, sklada se z
péti otevienych Ctecich ramct (ORF), které koduji gen pro virovou RNA dependentni RNA
polymerazu, triple gene block (TGB) a obalovy protein (Lamprecht & Jelkmann 1997).
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SMYEYV se stal se prvnim jahodnikovym virem, ktery byl klonovan a sekvenovan (Martin &
Tzanetakis 2006). Kompletni nukleotidové sekvence pochézely z izolatu D74 z Némecka a
MY 18 ze Severni Ameriky (Thompson & Jelkmann 2004).

Vyskytuje se po celém svéte, poprveé byl popsan v roce 1922 v Kalifornii. Je pfendsen
msSicemi Chaetosiphon fragaefolii perzistentnim zptisobem, vyZaduje dobu nabyvaciho sani a
ptenosu piiblizné 2 a 8 dni (Thompson & Jelkmann 2004). Virus je dale pfenasen roubovanim
(Lamprecht & Jelkmann 1997) ¢i vegetativnim mnoZenim. Neni zndma rezistence jahodniku k
viru SMYEYV, avsak existuji odridy, které jsou vii¢i viru tolerantni, virus v nich miize prezivat
v latenci a nezptsobuje zadné piiznaky. U citlivych kultivarti jahodniku se mohou vyvinout
priznaky — zakrslost, okrajova chlor6za nebo vyskyt drobnych plodi. Charakteristickym
symptomem je zloutnuti okraju listl, které zasahuje do mezizilkovych pletiv (Maas 1998;

Martin & Tzanetakis 2006).

2.4.1.2 Virus kaderavosti jahodniku - Strawberry crinkle virus (SCV)

Virus kadetavosti jahodniku, jehoz genom je tvotfen (-)ssRNA je taxonomicky zafazen
do rodu Cytorhabdovirus, ¢eledi Rhabdoviridae. Baciloformni viriony jsou velké 74-88 nm x
163-383 nm (Posthuma et al. 2000). Schoen et al. (2004) uvadi, ze genom viru SCV zahrnuje
14 547 nukleotidii a obsahuje sedm otevienych ¢tecich ramct (ORF) kédujicich N, P2, P3, M,
G, P6 a L proteiny. Genom viru sekvenoval i Koloniuk et al. (2018), ten analyzoval dva izolaty,
jejichz délky byly 14 545 a 14 559 nukleotidt.

Onemocnéni zplsobené timto virem bylo poprvé popsano v roce 1932 v Oregonu
(Zeller & Yaughan 1932). Virus je perzistentné prenaSen msicemi Chaetosiphon fragaefolii a
Chaetophon jacobi (Richardson et al. 1972), mechanickym pifenosem a vegetativnim
mnozenim. Latentni doba viru je za optimalnich podminek od 10 do 19 dnt. Pfi nizkych
teplotach ucinnost pienosu klesa, coz dokazuje nizky vyskyt viru v chladnéjSich produkénich
oblastech (Martin & Tzanetakis 2006).

Na citlivych kultivarech jsou priznaky viru charakterizované deformaci listu,
chlorotickymi skvrnami a zZloutnutim celych c¢asti listii. Dal$imi symptomy, které se mohou na
rostlinach objevovat, jsou zakrnélost, deformita rostlin (Maas 1998), snizeni vynosu jahod,

zmensSeni plodi a velikosti listt (Dara 2015).
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2.4.1.3 Virus lemovani Zilek jahodniku - Strawberry vein banding virus (SVBV)

Virus lemovani zilek jahodniku patii do rodu Caulimovirus, ¢eledi Caulimoviridae a do
skupiny dsDNA-RT virt. Nukleotidova sekvence viru se sklada z kruhové molekuly dsDNA s
jednim jednofetézcovym zlomem na kazdém vlakné DNA. Genom o velikosti kolem 8 kbp je
rozdélen do sedmi otevienych c¢tecich rdmcii. Izometrické Castice viru maji v primér okolo
45 nm (Petrzik et al. 1998; Hull 2002).

Podle reserse Chen et al. (2016) se virus vyskytuje po celém svéte. Je pienaSen msicemi
semiperzistentné Chaetosiphon sp. (Dickison et al. 2017) a roubovanim (Petrzik et al. 1998).
SVBYV vyskytuji jesté dalsi mSicemi ptenosné viry. Ve své studii Chen et al. (2016) popisuje
pfiznaky zplsobené SVBV v rostlinach lesnich jahodnikd. Ty se na rostlindch projevily
Zloutnutim podél hlavnich listovych zil, naristem kratSich stolonti, snizenim rlstu rostlin,

mens$imi plody a vyznamnym sniZzenim vynosu a kvality plodi.

2.4.1.4 Virus strakatosti jahodniku - Strawberry mottle virus (SMoV)

Virus strakatosti jahodniku z ¢eledi Secoviridae nebyl zatim taxonomicky zatazen do
ptislusného rodu. Zpocatku byl virus veden jako mirny kmen viru SCV. Pozd¢ji byl SMoV
uznan jako samostatny virus, a to na zakladé zptisobu prenosu msicemi, nebot’ je mSicemi
pfenasen semiperzistentné, zatimco SCV perzistentné (Thompson & Jelkmann 2003).

Viriony jsou izometrické, maji pfiblizn€ 28 nm v priméru. Genom viru je tvofen dvéma
segmenty (+)ssRNA. RNA1 je dlouhd 7 036 nukleotidi a RNA2 5 619 nukleotidii. RNAI
koduje polyprotein P1 s doménami pro putativni RNA helikdzu, C-proteazu a RNA-
dependentni RNA polymerazu. RNA2 koduje polyprotein P2, ktery obsahuje domény
souvisejici s pohybem viru a enkapsidaci a vykazuje podobnosti s doménou obalového proteinu
Satsuma dwarf virus (Thompson et al. 2002; Bhagwat et al. 2016). V soucasné dobé¢ jsou k
dispozici sekvence deviti izolatit SMoV nalezenych v Ceské republice (Koloniuk et al. 2018) v
Nizozemi (Thompson et al. 2002) a v Kanad¢ (Bhagwat et al. 2016).

SMoV je nejrozsifenjSim zastupcem skupiny msicemi pienosnych virti napadajicich
rostliny jahodniku, vyskytuje se po celém svété. Msicemi Chaetosiphon fragaefolii se prenasi
semiperzistentnim zptisobem, potifebna doba pro nabyti viru je 4 - 6 hodin a pro ptfenos 2 - 3
hodiny (Thompson & Jelkmann 2003). Cieslinska (2019) zmifuje, ze virus mohou pienaset i

msice Aphis gossypii.
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Thompson et al. (2002) ve své praci popisuje, ze ackoliv jsou vSechny druhy jahodnik
(v€etn¢ komerc¢nich odrad) k viru SMoV néchylné, virus se vétsSiné ptipadu vyskytuje latentné.
Projevi-li se pfeci jen n¢jaké symptomy, listy jsou malé, zkadefené, okraje nazloutlé, stoCené

smérem nahoru. Infikované rostliny mohou mit rGzicovity vzhled.

2.4.1.5 Strawberry polerovirus-1 (SPV-1)

Nalez SPV-1 je spojen s vyskytem onemocnéni odumirani jahodniku (strawberry
decline, SD), které bylo vyvolano synergickymi uc¢inky smiSené virové infekce, mezi jejiz
ptiznaky patii zakrnélé listy, Cervenani listd, kiehké kofeny a malé plody (Martin & Tzanetakis
2013; Xiang et al. 2015). Protoze toto onemocnéni na vychodnim pobiezi Kanady vazné
zasahlo skolkaisky primysl, zac¢al se jim Xiang et al. (2015) podrobnéji zabyvat a v roce 2013
identifikoval virus, ktery byl na zaklad¢ fylogenetické analyzy zatazen do rodu Polerovirus,
¢eledi Luteoviridae.

Monitorovanim SPV-1 u jahodnikd, které vykazovaly podobné pfiznaky s
onemocnénim strawberry decline, se zjistilo, Ze se virus SPV-1 ¢asto vyskytuje v koinfekci s
virem SMYEV (Xiang et al. 2015; Thekke-Veetil & Tzanetakis 2016). Na zaklad¢ své studie
Thekke-Veetil a Tzanetakis (2016) doporucuji virus zafadit mezi viry, které se rutinné testuji v
rozmnozovacim materialu, coz by mohlo vést ke snizeni jeho vyskytu a §ifeni v komercnich
vysadbach.

Vyskyt viru byl také popsan v Ceské republice a v Argenting (Luciani et al. 2016).

2.4.1.6 Strawberry virus 1 (StrV-1)

Strawberry virus 1 je jednim zvirt,, ktery byl objeven béhem fteSeni projektu
zabyvajicim se testovanim vird jahodniku molekularnimi metodami, konkrétné metodou HTS.
Virus byl zafazen do rodu Cytorhabdovirus, ¢eledi Rhabdoviridae. Uspotadani jeho genomu je
podobné ostatnim znamym rhabdoviram (Walker et al. 2011), s vyjimkou jedine¢ného ORF
(pojmenovaného P7) mezi geny G a L (Franova et al. 2019). Dals$i zminka o témze viru byla
zvefejnéna Ding et al. (2019), ktery ho nazval strawberry-associated virus 1 (SaV1). V roce
2021 He et al. uvedli, Ze nalezli virus, ktery je vzdalené ptibuzny se SaV1 a je genetickou
variantou StrV-1 (Franova et al. 2019).

Na infikovanych rostlindch se vétSinou typické symptomy nevyskytuji, zpravidla se
jedna o nespecifické projevy, jako jsou napi. ptedcasné Cervenani, nepravidelné prosvétlovani

zilek listh, zakrslost nebo nekrdzy. Virus je Casto v rostlinach ptitomen v latentni podobé, kdy

26



je diagnostikovan molekularnimi metodami, avSak na rostliné nejsou patrny zadné projevy,
které by poukazovaly na jeho pfitomnost. Jak uvadi Franova et al. (2019), msice Aphis fabae a
A. ruborum jsou hlavnim vektorem, které virus pfenasi. Dal§im zplsobem pienosu je

vegetativni mnozeni rostlin.

2.4.1.7 Olive latent virus 1 (OLV-1)

Olive latent virus 1 je dalSim virem, ktery byl detekovan béhem testovani jahodniki
molekularni metodou HTS (Franova et al. 2019). Jedna se o virus, ktery patii do skupiny I'V:
(+)ssRNA, do rodu Alphanecrovirus, ¢eledi Tombusviridae. Jeho genom je velky asi 3,7 kbp a
sklada se z péti otevienych ctecich ramcti (ORF), které koduji pét proteinti. ORF1 kodujici
23 kDa polypeptid se pravdépodobné ucastni replikace RNA (RNA-dependentni RNA
polymerédzu; RdRp). Pro pohyb mezi buitkami jsou potiebné malé peptidy o velikosti 8 kDa a
6 kDa, které jsou kédovany ORF2 a ORF3. ORF4 koéduje 30 kDa obalovy protein, ktery je
nezbytny pro sestaveni Castic viru a jejich systémové sifeni (Félix et al. 2007; Varanda et al.
2014) . Prvni zaznam o tomto viru pochazi z jizni Italie, kde byl detekovan v olivovniku Olea
europaea L. (Gallitelli & Savino 1985). Virus ma $iroky okruh hostitelskych druht, byl nalezen
napt. v tulipanech (Kanematsu et al. 2001) v raj¢atech (Borodynko et al. 2010) nebo v rostlinach
citrus (Martelli et al. 1996).

2.4.2 Diagnostické metody viri jahodniku

Aby rutinni diagnostika virti uréena pro kontrolu zdravotniho stavu rozmnoZovaciho
materidlu nebo napadenych rostlin v produk¢nich vysadbach jahodniku byla Gi¢innd, musi byt
rychla a ptesna. Spoléhat se na metody zaloZené na principu hodnoceni symptomt je z divodu
absence pfiznakil na rostliné jahodniku nedostacujici (Thompson et al. 2003). Viry mohou v
rostling pfezivat v latentni podobé¢, rostlina miZe byt ve fazi, kdy jesté nelze vizualné detekovat
pfiznaky viru nebo neni vhodné obdobi, napf. pfili§ vysoké teploty, kdy symptomy virli mizi.

Biologicky indexing na bylinnych indikatorech pro detekci virti jahodniku je sice
metodu velmi pfesnou, ale pfili§ pomalou a obtizné¢ pouzitelnou pro vétsi pocet vzorkti. Tato
metoda je vhodna pro zakladni vyzkum biologie virii ¢i pro testovani rostlin zatazenych jako
matecnice v certifikaénim schématu. Nevyhodou této metody je, ze u smiSenych jahodnikovych
infekci neni zaruceno, Ze bude ptenesen cely komplex virti ze zdrojové rostliny a bude zarucena

jejich ptesna identifikace (Thompson et al. 2003).
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Mikroskopické metody jsou obdobné jako biologické techniky vhodné pro vyzkum
biologickych vlastnosti virti jahodniku. Metody jsou pfili§ finanéné naro¢né a zdlouhavé pro
rutinni testovani velkého mnozstvi vzorki.

V soucasné dobé jsou sérologické metody pro rutinni diagnostiku rostlinnych virt
zadané, a to pro svou rychlost a cenu za jeden test. Tyto diagnostické metody lze aplikovat na
celou Skalu virG. Nevyhodou je, Ze pro piipravu protildtek ur¢enych k testovani musi byt k
dispozici v dostatecné kvalit¢ urCité mnozstvi testovan¢ho viru. Ze skupiny msSicemi
prenasenych jahodnikovych virti 1ze pouze SMYEV detekovat metodou ELISA, nebot’ virus
ma schopnost se v rostlin¢ vyskytovat v dostate¢né koncentraci nutné pro provedeni sérologické
detekce (Luciani et al. 2018). Komer¢né vyrabéné kity vyuzivajici imunochemickou metodu
ELISA jsou také dostupné pro testovani OLV-1.

Dle soucasného vyzkumu se pro diagnostiku virli jahodniku SMYEV, SCV, SVBV,
SMoV a SPV-1 a nové detekovanych StrV-1 a OLV-1 jevi jako nejvhodnéjsi molekularné
biologické metody. V odborné literatute se pro viry jahodniku setkdme se spoustou navrzenych
diagnostickych systémil na principech PCR v simplexnim nebo v multiplexnim uspotadani
(rizné kombinace virti). Protoze viry napadaji hostitelské rostliny vétSinou v komplexech, je
pro n¢ vhodné navrhnout diagnostiku v multiplexnim uspotadani, tedy detekovat vSechny viry
v jednom testu. Uvedla bych zde souhrnné literarni resersi metod na principu PCR pro v§echny
uvedené viry jahodniku v rizném multiplexnim uspotadani.

Thompson et al. (2003) navrhl pro viry SCV, SMYEV, SVBV a SMoV multiplexni RT-
PCR s gelovou vizualizaci amplikonti. Soucasti vyvoje detekéni metody jahodniku byla detekce
transkriptu pro gen ndh B, ktery slouzi jako marker pro kontrolu kvality izolace RNA a piipravy
cDNA. Klasickou metodu RT-PCR v simplexnim uspofadani pouzil Constable et al. (2010),
ktery sledoval ptitomnost viri (SCV, SMYEV, SVBV a SMoV) ve vzorcich jahodnikl v
zavislosti na ro¢nim obdobi. Chang et al. (2007) zaved] systém detekce SMYEV, SMoV a
SVBV na principu multiplexni RT-PCR s pouzitim templatu, ktery predstavoval soucasné
izolovanou celkovou DNA a RNA. Byla publikovana dalsi detekéni metoda pomoci klasické
multiplexni RT-PCR, kde byly spole¢né do detek¢niho systému zahrnuty viry SMYEV a SMoV
(Zhihong et al. 2006).

Byla navrZena real-time PCR detekce v simplexnim uspofadani se sondami TagMan a
interkala¢nim barvivem (SYBR Green I) pro viry SMYEV, SMoV a SCV v komplexu s dal§imi
patogeny jahodniku (houby, bakterie) (Cubero et al. 2009). Mumford et al. (2004) vyvinul pro
diagnostiku viru SCV metodu real-time PCR s vyuzitim TagMan sondy.
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Pro virus SPV-1 je z literatury znama jeho detekce pouze v simplexnim usporadani
(Thekke-Veetil & Tzanetakis 2016; Luciani et al. 2016). Pro detekci OLV-1 byly v odborné
literatuie popsany rizné modifikace metod zaloZenych na principu PCR, ty vSak byly vétSinou
pouzity pro testovani olivovniku, nikoliv jahodniku.

Izolace kvalitni RNA je Casto negativné ovlivnéna piitomnosti vysokych koncentraci
polysacharidi a fenolickych latek. Vzhledem Kk jeji Spatné kvalité mize dochazet v reakcich
RT-PCR k inhibicim, coz mize vést k falesn¢ negativnim vysledkim. Riznymi metodami

izolace RNA v rostlinach jahodniku se ve svych experimentech zabyval Yu et al. (2012).

2.5 Viry rybizu

Rybiz patii do skupiny ovocnych plodin ,,drobné ovoce®. Jeho péstovani ma v Ceské
republice dlouholetou tradici. Plocha plodnych produkénich vysadeb ¢erveného a bilého rybizu
v roce 2019 predstavovala 534 ha a ¢erného rybizu ¢inila 320 ha. K poloviné roku 2019 bylo z
téchto ploch celkem sklizeno 1 214 t ¢erveného a bilého rybizu a 264 t cerného rybizu. Béhem
roku 2018 se vyprodukovalo celkem 381 670 Skolkaiskych vypéstkl rybizu (Némcova &
Buchtova 2021).

Stejné jako rostliny jahodniku jsou rybizy napadany nebunéénymi orgasnismy viry, pred
nimiz neexistuje ochrana. Jedinym u¢innym opatienim je prevence v podobé produkce
bezvirdzniho rozmnozovaciho materidlu, potla¢eni vyskytu vektorti a dodrzovani vhodnych
agrotechnickych postupti (Babini et al. 2004). Kontrola zdravotniho stavu rybizu je v Ceské
republice dana zakonem ¢. 219/2003 Sb., na ktery navazuje vyhlaska ¢. 96/2018 Sb. o
mnozitelskych porostech a rozmnozovacim materidlu ovocnych rodii a druhii a jeho uvadéni do
ob&hu. Mezi dulezité viry, které mohou ovliviiovat kvalitu vysledné produkce rybizu, jsou viry

Blackcurrant reversion virus (BRV) a Gooseberry vein banding associated virus (GVBaV).
2.5.1 Stru¢na charakteristika a symptomatologie vira rybizu

2.5.1.1 Blackcurrant reversion virus (BRV, Virus zvratu rybizu)

Virus zvratu rybizu je taxonomicky zatazen do rodu Nepovirus, ¢eledi Secoviridae. Jeho
castice jsou izometrické a maji primér 27 nm. Genom viru je tvofen dvéma segmenty
(+)ssRNA; RNA1 a RNA2, které maji délku 7 700 a 6 700 nt. Obé RNA na svych 3" koncich
jsou polyadenylované. Na zakladé velikosti molekuly RNA2 je virus zafazen do tfeti

podskupiny nepovirt (Latvala et al. 1998).
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Prvni zminky o vyskytu viru pochazeji z Nizozemi a pozd¢ji z Anglie (Ptibylova et al.
2002). Virus je ptenasen roztocem vinovnikem rybizovym (Cecidophyopsis ribis) (Jones 2000)
a vegetativinim mnozenim rozmnozovaciho materialu (roubovanim a ockovanim). Pfestoze je
virus zatazen do rodu Nepovirus (viry pfenasené nematody), je prvnim zastupcem rodu, jehoz
vektorem nejsou nematoda, ale roztoci (Mazeikiené et al. 2019),

Pojmenovéani viru zvratu rybizu je odvozeno od symptomd, které virus na hostitelské
rostliné vyvolava. Jedna se o pfiznaky, vétSinou u listi, kdy se rostlina svym vzhledem tzv.
,havraci zpét k primitivnéj$im divokym formam rybizu. Napadené rostliny se nakonec stavaji
neproduktivnimi. Podle zdvaznosti pfiznaki na rostlinach se rozliSuji dvé formy onemocnéni,
Sovétského svazu. Listy vétSiny kultivart rybizu jsou obvykle méné pocetné, jejich velikost se
zmenSuje a listy diky vzniku nerovnomérné zoubkovanému okraji a protahlej§imu a uzsimu

tvaru svym vzhledem pfipominaji list koptivy (Jones 2000).

2.5.1.2 Gooseberry vein banding associated virus (GVBaV)

Virus GVBaV patii do rodu Badnavirus, ¢eledi Caulimoviridae a piedstavuje neobalené
baciliformni ¢astice, které méfi 30 x 120 nm (Jones et al. 2001). Jeho genom o velikosti
7,1-7,6 kb je zastoupen cirkularni dSDNA-RT a obsahuje tfi ORF. Funkce proteinu P1 neni
znama, P2 je spojen s virionem (virion-associated protein) a protein P3 je polyprotein tvoien
pohybovym proteinem, obalovym proteinem, aspartatovou protedzou a RT/RNazou domény
H1 (King et al. 2011).

Virus byl poprvé zaznamenan Blattnym v byvalém Ceskoslovensku (Converse 1987).
Vyskytuje se po celé Evropé a byl nalezen i v Severni Americe. Vektory, hlavné msSicemi Aphis
Grossulariae, Nasonovia ribisnigri a Hyperomyzus spp., je virus pienasen semiperzistentnim
zpusobem. Virus se snadno ptenasi také vegetativnim rozmnozovanim — roubovanim nebo
o¢kovanim (Converse 1987).

Pfi napadeni rostlin se onemocnéni projevuje charakteristickym chlorotickym
lemovanim listové Zilnatiny. U nékterych kultivari dochazi k vyznamnému sniZeni ristu a
vynosu (Xu et al. 2011). U angrestu se priznaky projevuji viditelnéji nez u ¢erného a ¢erveného
rybizu (Jones et al. 2001). Uginna kontrola onemocnéni zpiisobena virem GVBaV zavisi na
vysadbé zdravého rozmnozovaciho materialu a na kontrole a regulaci vyskytu msic (Jones
2000).

30



2.5.2 Diagnostické metody virii rybizu

Ze soucasného stavu poznatkll o virech rybizu BRV a GVBaV vyplyva, ze spole¢na
detekce téchto virti nebyla studovana, problematika detekce virt byla ve vétSing pripada feSena
samostatné, a to s vyuzitim metod zalozenych na principu PCR nebo elektronové mikroskopie.

Vyvojem detekénim metod na principu IC-RT-PCR (Immuno-capture reverse-
transcriptase PCR) pro diagnostiku viru BRV se zabyvali Latvala et al. (1997) a Lemmetty et
al. (1997). Jejich metodiku pozdé&ji pievzali Jones a McGavin (2002). Ti vyuzili jiz
publikovanou Lemmettyho sekvenci, pro jejiz amplifikaci navrhli nové primery s vyssi teplotou
annealingu. V ramci dalsi optimalizace metody pouzili nested PCR a upravili protokol pro
izolaci RNA. Analyzu viru zvratu rybizu studovala i Pfibylova et al. (2002). Virus detekovala
pomoci elektronové mikroskopie a RT-PCR s gelovou vizualizaci. Pozdé&ji virus sekvenovala
(Ptibylova et al. 2008). Metodou RT-PCR (BRYV), elektronovou mikroskopii a sekvenovanim
(GVBaV) zkoumal viry rybizu Besse et al. (2010). Dalsi metodou PCR pro detekci viru BRV
byla metoda real-time PCR s vyuzitim barviva SYBR Green (Zurn et al. 2019). V nedavné dob¢
byl vyskyt virit BRV a GVBaV ovéfen pomoci HTS (Rajaméki et al. 2019).

Jones et al. (2001) se béhem své studie viru GVBaV zabyval purifikaci a izolaci jeho
DNA jako vstupniho templatu pro jeho detekci metodou na principu klasické PCR. V ramci
studia variability genomu viru GVBaV provedl Petrzik et al. (2012) kompletni genomovou
sekvenaci izolatu viru ziskaného z ¢erveného rybizu. Xu et al. (2011) zjistoval sekvenovanim
a klonovanim genetickou rozmanitost viru GVBaV a jeho fylogenetické zatazeni do rodu

Badnavirus.

3 Cile a hypotéza disertacni prace

Cilem diserta¢ni prace je vyvoj a validace multiplexnich detek¢énich systému pro
vybrané viry ovocnych plodin na zaklad¢ aktudlnich pozadavki v oblasti diagnostiky

rostlinnych vird a jejich vyuziti v praxi.

Konkrétni cile disertacni prace byly formulovany takto:
» Vyvinout a validovat multiplexni detekéni systém zalozeny na principu real-time PCR
pro viry maloplodosti tfesn¢ LChV-1 a LChV-2.
* Vyvinout a validovat multiplexni detekcni systémy zalozené na principu real-time PCR
pro viry jahodniku SMYEV, SCV, SVBV, SMoV, SPV-1, StrV-1 a OLV-1.
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* Vyvinout a validovat multiplexni detekéni systém zalozeny na principu real-time PCR
pro viry rybizu BRV a GVBaV.

» Pomoci validovaného detekéniho systému pro viry maloplodosti tfesné LChV-1 a
LChV-2 provést pruzkum vyskytu virt v produkénich vysadbach tiéesni a visni.

» S vyuzitim validovaného detek¢niho systému pro viry jahodniku stanovit hospodarskou
Skodlivost StrV-1.

» Natizemi CR provést monitoring virti jahodniku SMYEV, SCV, SVBV, SMoV, SPV-1,
StrV-1a OLV-1,

* Pomoci validovaného detek¢niho systému pro viry rybizu BRV a GVBaV zmapovat
vyskyt vira v CR.

Prace je zaloZend na nasledujicich hypotézach:
* PCR reakce probihd v simplexnim uspofadani se stejnymi vykonnostnimi parametry
jako reakce v multiplexnim uspotadani a lze tak zvolit ekonomicky vyhodné testovani
vird v jedné reakci.

* Nov¢ objevené viry napadajici ovocné plodiny zplisobuji hospodatské ztraty.

4 Metodika

Pro vyvoj metod byly na zéklad¢ aktuédlnich potieb v oblasti rutinni diagnostiky vybrany
viry maloplodosti tfesné (LChV-1 a LChV-2), viry jahodniku (SMYEV, SCV, SVBV, SMoV,
SPV-1, StrV-1 a OLV-1) a viry rybizu (BRV a GVBaV).

Testovani vykonnostnich charakteristik real-time PCR reakce vSech vyjmenovanych
virl probihala podle postupu, ktery je doporucen organizaci EPPO ve standardé PM 7/98 (5)
Specific requirements for laboratories preparing accreditation for a plant pest diagnostic
activity. V ramci vyvoje a validace metod byly primarné¢ na syntetickych standardech testovany
nasledujici vykonnostni charakteristiky real-time PCR: specificita, senzitivita, opakovatelnost
a reprodukovatelnost. Splnénim vSech pozadavkl uvedenych v PM 7/98 (5) lze metodu na
molekularn€ biologickém principu povazovat za validovanou.

Pro navrh detekcnich systémil a jejich ovéfeni byly pouzivany rizné laboratorni metody
a postupy, jejichz metodika provedeni byla shodna pro vSechny skupiny vybranych vird.
V nésledujicim textu budou ptredstaveny kroky, které vedly k analyze vykonnostnich
charakteristik real-time PCR reakce - specificita, senzitivita, opakovatelnost a

reprodukovatelnost, nasledné budou popsany standardizované pracovni postupy pouzivané v
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akreditované laboratofi, podle kterych byly jednotlivé metody provadény. Na zavér kapitoly

bude uvedena metodika testovani vedouci k vyuziti ¢i ovéfeni detekénich systému v praxi.

4.1 Vykonnostni charakteristiky real-time PCR reakce

4.1.1 Specificita

Specificita pro vybrané viry byla nejprve ovétena in silico, poté s vyuzitim syntetickych
standardli a nasledné na pozitivnich a negativnich vzorcich urcité ovocné plodiny. V prvnim
kroku byla provedena reSer$ni analyza aktudlné pouzivanych detekénich metod. Pro kazdy
virus byly porovnany jeho dostupné sekvence v databazich a v odborné literatufe. Na zaklad¢
vysledk multiple-alignment analyz dostupnych sekvenci provedené v programu Vector NT]
Advance (Thermo Fisher Scientific) byly pro navrh primerti a sond vybrany nejvhodné&;jsi
oblasti virovych genomti. Pfi vybéru vhodné oblasti bylo primarné ptihliZzeno k tomu, aby tento
usek byl specificky pro dany patogen a zaroven dostate¢né konzervovany, aby byly detekovany
vSechny pfipadné kmeny konkrétniho viru. Navrzend cilova oblast byla jest¢ analyzovana
pomoci Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
aby byl vyloucen vyskyt této oblasti u piibuznych organizmu. Pro névrh primera a sond a pro
porovnavani jednotlivych sekvenci byl pouzit program Vector NT1 Advance (Thermo Fisher
Scientific).

ProtoZe byly detek¢ni systémy vyvijeny vZdy v multiplexu, byla specificita jednotlivych
sloZzek multiplexu testovana jak Vv simplexnim, tak i1 v multiplexnim uspotfadani. K tomuto
testovani slouzily syntetické standardy typu Ultramer. Pro dalsi analyzy bylo nezbytné, aby
PCR v simplexnim i multiplexnim uspofadani vykazovala 100% specificitu.

Pro zajiSténi maximalni specificity detekcnich systémil byly jesté systémy testovany na
vzorcich pochazejicich z rostlinného materialu. Materidl rizné povahy (produkéni vysadby,
rozmnoZzovaci materidl, vzorky pochazejici z genofondii, nakoupena sadba v obchodech) byl
odebran v riznych lokalitich Ceské republiky. Z rostlinného materialu byla izolovana RNA, ze
které byla pfipravena cDNA, ktera slouzila k dal$im analyzam, jejimz cilem bylo zachytit co
nejvice kmeni virt s odliSnou sekvenci. Variabilita sekvenci pak byla vyuzita v konkrétnich
ptipadech ke zvyseni specificity detekénich systémd, a to v ptipadé€ potfeby Gpravou systému

primert a sond.
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4.1.1.1 Viry zpisobujici maloplodost tieSné

Na zédklad¢ vysledkd literarni reSerSe byla provedena multiple-alignment analyza
vybranych sekvenci pro viry LChV-1 a LChV-2. V databazi GenBank byla pro navrh primert
a sond pro detekci viru LChV -1 jako referen¢ni sekvence vybrana sekvence ¢. Y10237 a pro
LChV-2 sekvence ¢. AF531505. V ptipad¢ viru LChV-2 se jednalo o sekvenci kmene USAGD,
kterou se ve své studii zabyvali Rott a Jelkmann (2005). Pomoci BLAST byla vylouc¢ena
pritomnost navrzené oblasti u ptibuznych virt. Navrzené primery byly samostatné bez sondy
vyzkouSeny na pozitivnich a negativnich vzorcich rostlinné povahy end-point PCR metodou
dle nize uvedenych postupti. Pro ovéfeni specificity byl pro detekci LChV-1 pouzit par primert
LCH1 7634F a LCH1 7942R (Jelkmann et al. 2008) a pro detekci LChV-2 par primera
LCV2LO2 a LCV2UP2. Amplikony u pozitivnich vzorkl byly vyfiznuty z gelu a purifikovany
kitem GeneAll Expin Combo GP. Ziskané fragmenty DNA byly sekvenovany pomoci

osmikapilarniho genetického analyzéatoru AB 3500.

4.1.1.2 Viry jahodniku

Pro analyzu variability dostupnych sekvenci jednotlivych viri jahodniku pochézejicich
z odborné literatury a databaze GenBank byla pouZzita metoda multiple aligment. Ze vSech
vybranych konzervovanych oblasti genomu izolath pro dany virus byly vybrany referencni
sekvence, které vykazovaly nejvyssi shodu. V Tabulce 1 je uveden piehled referenénich

sekvenci, které byly vybrany v GenBanku a nasledné pouzity pro navrh primerd a sond.

Tabulka 1. Referen¢ni sekvence pro viry jahodniku

Nazev viru Referenéni sekvence

SMYEV NC_003794, KR350471

SCV MH129615, MH129616, AY 331387
SVBV NC_001725, KX950840

SMoV NC_003445, KU200457

SPV-1 NC 025435

Strv-1 MK?211270, MK211271, MK211272
OLV-1 NC 001721

Pro ndvrh primerti a sond a pro ovéfeni specificity detekénich systémit StrawVir I,
uréeného pro multiplexni detekci vira SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1, a StrawVir 1l
pro viry StrV-1 a OLV-1 byl vytvofen soubor 422 vzorkl. Analyzované vzorky byly ziskany
z ruznych lokalit a byly rizného ptivodu - produk¢ni vysadby, nakoupena sadba, rozmnozovaci
materidl. VSechny odebrané vzorky listi byly ihned po odbéru Sokové zmrazeny tekutym
dusikem a ulozeny v -80 °C v 2ml mikrozkumavkach. Po ukonceni odbérti vzorka jahodniku
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byla pomoci uvedenych postupii nize ze zmrazenych vzorkl izolovana RNA a nasledné z ni
pfipravena cDNA. V pfipadé¢ potieby upravy detekéniho real-time PCR systému byla
provedena PCR reakce s vyuzitim gelové elektroforézy. Amplikony u pozitivnich vzorku byly

vytiznuty z gelu, piecistény a sekvenovany.

4.1.1.3 Viry rybizu

Bylo provedeno porovnani dostupnych sekvenci virti BRV a GVBaV ziskanych
Z odborné literatury a databaze GenBank. Jako referencni sekvence byla pro navrh primert a
sond pro BRV pouzita sekvence GenBank ¢islo NC 003509 pro segment 1 a NC 003502 pro
segment 2; pro GVBaV sekvence GenBank ¢islo NC 018105. Specificita real-time PCR
systému byla ovéfena na pozitivnich a negativnich vzorcich, které¢ byly ziskany z riznych
lokalit na izemi Ceské republiky. Celkem bylo odebrano 204 vzorki listd ¢erného, Eerveného
a bilého rybizu. Odbéry byly rozdéleny do 5 kategorii — produkéni vysadby, soukromé
zahradky, material pro vyzkumné ucely, nakoupena sadba, genofondy (genetické zdroje).

Z odebranych vzorkii byla izolovana RNA, nasledn¢ z ni pfipravena cDNA, ktera
slouZzila jako vstupni material do PCR reakce. Nejdiive byly vzorky testovany na pfitomnost
BRV a GVBaV metodou end-point PCR s gelovou vizualizaci na 1,5 — 3% agarézovém gelu
za pouziti tzv. vnéjSich primerd. Tyto primery amplifikovaly oblast genomu viru, uvnitt které
byly navrzeny primery a sondy detek¢niho systému pro real-time PCR reakci. Amplikony u
pozitivnich vzorkll byly vyfiznuty z gelu, pfeciStény a sekvenovany. Na zaklad€ srovnani
ziskanych sekvenci byl stanoven popis genetické variability kmena jednotlivych vird. Tato
informace byla zohlednéna pifi navrhu primerti a sond detekéniho real-time PCR systému v
multiplexnim uspofadani. Dale byla pomoci syntetickych standardii a pfirozené infikovanych

vzorku testovana specificita virt BRV a GVBaV v multiplexnim a simplexnim uspofadani.

4.1.2 Senzitivita

Pro kazdy detekéni systém byla pomoci syntetického standardu ptislusného viru
stanovena senzitivita. Ze syntetické pozitivni kontroly o zndmé koncentraci 1 pg/ul bylo pro
LChV-1 ptipraveno takové fedéni, aby bylo v PCR 20 000, 2 000 a 200 kopii/reakce a pro
LChV-2 26 000, 10400 a 5 200 kopii/reakce. Pro viry rybizu a jahodniku byla pfipravena
takova fedéni, kterd odpovidala nasledujicimu poctu kopii v PCR - 100 000, 50 000, 5000,
500, 50, 5 kopii/reakce. Koncentrace byla na kopie pfepocitina pomoci DNA Calculator;

http://www.molbiotools.com/dnacalculator.html.  Byla stanovena senzitivita jak v
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multiplexnim, tak v simplexnim uspofadani a analyticka senzitivita. Multiplexni systémy musi
mit srovnatelnou senzitivitu i kinetiku se simplexni reakci. Analytickd senzitivita byla
vzorky daného fedéni pozitivni s nezménénymi amplifikaCnimi parametry. Pro limitni fedéni
byla stanovena smérodatna odchylka a varia¢ni koeficient analyzovanych vzorkd.

Ze zavislosti hodnot Ct na koncentraci byla pro kazdy virus pomoci softwaru cykleru
Rotor-Gene Q 5 plex HRM Platform sestrojena kalibra¢ni kiivka. Ze sklonu amplifika¢nich
kiivek (M) byla ur¢ena hodnota u¢innosti amplifikace (Efficiency). Spolehlivost PCR reakce

byla dana korelaénim koeficientem linearni regrese (R?).

4.1.3 Opakovatelnost

Opakovatelnosti metody se rozumi stanoveni variability méfeni pii analyze vzorki,
kterou provadi stejnd osoba za identickych podminek. Pro kvalitativni analyzu byla
opakovatelnost stanovena jako procento pozitivnich nalezii ze vSech provedenych testi pro
kazdy virus. Opakovatelnost byla stanovena pfi limitnim fedéni syntetického standardu, které
bylo zjisténo pfi stanoveni analytické senzitivity. Pro vlastni analyzu byly pfipraveny tii série
v opakovani po osmi vzorcich o stejné koncentraci, které byly analyzovany v rdmci jednoho
PCR béhu za identickych podminek jednim pracovnikem.

U kazdé série byl stanoven variacni koeficient a celkovy primérny variacni koeficient
pro porovnani variability ziskanych hodnot Ct mezi jednotlivymi sériemi.
Pro kvantitativni stanoveni musi byt variaéni koeficient pro limitni fedéni < 2,5 %.
Pro kvalitativni stanoveni musi byt vysledky testli pro limitni fedéni pozitivni u vSech vzorki

(opakovatelnost 100 %).

4.1.4 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnosti se rozumi stanoveni variability métfeni pfi analyze vzorkd, které
nezavisle na sobé provadéji rizni pracovnici. Pro kvalitativni analyzu byla reprodukovatelnost
stanovena jako procento pozitivnich nalezi ze vSech provedenych testl pro kazdy virus.
Reprodukovatelnost byla ur¢ena pii limitnim fedéni syntetického standardu, které bylo zjisténo
pfi stanoveni analytické senzitivity. Pro analyzu byly pfipraveny tfi série v opakovani po osmi
vzorcich, které se analyzovaly ve tfech nezavislych PCR bézich provedenych riznymi

pracovniky.
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Pro kazdou sérii vzorkll byl stanoven varia¢ni koeficient, ktery slouzil pro porovnani
variability ziskanych hodnot Ct mezi jednotlivymi pracovniky. Opakovatelnost a
reprodukovatelnost poskytuje informace o urovni nejistoty vysledku testu (EPPO 2021b).

Pro kvantitativni stanoveni musi byt varia¢ni koeficient pro limitni fedéni <5 %.
Pro kvalitativni stanoveni musi byt vysledky testi pro limitni fedéni pozitivni u v§ech vzorkt

(reprodukovatelnost 100 %).

4.2 Pouzité laboratorni metody a postupy

Vlastni metodiku pro detekci rostlinnych vir v rostlinném materidlu lze rozdélit do
tiech fazi - preanalyticka faze - odbér vzorki, preprava vzorkl, ptijem vzorka do laboratofe,
analyticka faze - izolace RNA, reverzni transkripce, end-point PCR, real-time PCR reakce,

Sangerovo sekvenovani, izolace DNA z gelu a postanalyticka faze - vyhodnoceni, analyza dat.

4.2.1 Preanalyticka faze

Velice dulezitym a kritickym bodem v diagnostice rostlinnych virii je odbér vzorka, a
to jak z hlediska doby odbéru, tak i odebirané ¢asti rostlin. Aby byla zajisténa co nejvyssi
koncentrace viru Vv rostling, byl odbér rostlinného materialu provadén pievazné v jarnich
mésicich (bfezen az kvéten). V piipade¢ vir maloplodosti LChV-1 a LChV-2 a rybizovych virt
BRV a GVBaV byly odebirany letorosty nebo mladé listy. Pro detekci jahodnikovych virt
byly odebirdny mladé listy. Pro rutinni diagnostiku, kdy je potfeba testovat vzorky i béhem
roku, Ize rostlinny material odebirat az do konce fijna. Protoze se viry v rostlinach vyskytu;ji
nerovnomérné, byly vzorky listii nebo letorosti odebirany po celém obvodu stromu ¢i kete, ze
vSech svétovych stran. Celkem bylo odebirdno 8 -12 listii nebo 4 letorosty. U jahodniku byla
odebrana ze Ctyt trojcetnych listll vZdy jedna tfetina. Odebrané a nalezité oznacené vzorky byly
co nejrychleji dopraveny do laboratote, v pfipadé teplejSich dnli byly vzorky ihned po odbéru
vloZeny do ptedchlazené polystyrenoveé nddoby, a poté dopraveny do laboratote.

Po evidenci vzorkll byl rostlinny material okamzité zpracovan, nebo byl ve 2ml
zkumavkach Sokové zamrazen v tekutém dusiku a do doby zpracovani uchovan v mrazicim

boxu pii teploté -80 °C.

4.2.2 Analyticka faze
Z odebranych vzorkl byla izolovana celkova RNA, kterd byla reverzni transkripci

prepsana do cDNA. Ta byla podle potieby analyzovana bud’” metodou real-time PCR nebo
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end-point PCR. Vzorky ur¢ené k sekvenovani byly vytiznuty z gelu a purifikovany. Piecisténé

fragmenty DNA byly pouzity jako vstupni material pro Sangerovo sekvenovani.

4.2.2.1 lzolace RNA

Izolace RNA byla provedena komerénim kitem Ribospin™ Plant, (GeneAll
Biotechnology, Co., Ltd.) na bazi kolon podle navodu vyrobce. Homogenizace vzorku byla
provedena v tekutém dusiku s navazkou 50 mg. V piipad¢ ¢erstvého materialu byla z kazdého
listu odebréana c¢ast, ktera byla homogenizovéana v pfedem tekutym dusikem vymrazené treci
misce. U vzorkt, které byly ihned po odbéru zamrazeny, homogenizace probihala obdobné.
Natieny praSek v mnozstvi 50 mg byl pfenesen do 2ml zkumavky, do které bylo pfidano 450 pl
pufr RPL, obsah byl vortexem promichéan a inkubovan 3 minuty pfti laboratorni teploté. Smés
byla pfenesena pomoci usttizené Spicky na EzPure kolonku (zluta barva) a centrifugovana
2 minuty pfi otackach 12 000 RPM. 350 pl proteklého lyzatu bylo pieneseno do nové 1,5ml
zkumavky, do které bylo ptidano 350 ul 70% etanolu. 700 pl vzniklé smési bylo odebrano na
kolonku (typ W), centrifugovano 1 minutu pii 12 000 RPM. Protekld tekutina byla ze sbérné
zkumavky vylita a na kolonku bylo pfidano 500 pl pufru RBW. Vzorek byl centrifugovan
1 minutu pti 12 000 RPM, protekla tekutina byla opét odstranéna a na kolonku byla pfidana
smés 2 ul DNAse [ a 70 ul pufru DRB. Vzorek byl inkubovan 10 minut, na kolonku bylo
piidano 500 ul pufru RBW, prob¢hla dalsi inkubace vzorku 2 minuty, vzorek byl 1 minutu pfi
12 000 RPM centrifugovan. Protekla tekutina byla vylita do odpadu, na kolonku bylo ptidano
500 pl pufru RNW a byla centrifugovana 1 minutu pfi 12 000 RPM. Tento krok s piidavkem
pufru RNW byl zopakovan jest¢ jednou. Pro odstranéni zbytku pufru RNW byl vzorek
centrifugovan 1 minutu pti 12 000 RPM. Po stoceni byla kolonka typu W opatrné pfenesena do
nové 1,5ml zkumavky, na kolonku bylo pfidano 50 pl RNase-free vody, vzorek se nechal stat
1 minutu pii laboratorni teploté a nakonec byl centrifugovan 2 minuty pti 12 000 RPM. lhned
po izolaci byla pomoci spektrofotometru Nanodrop Lite stanovena koncentrace a Cistota
1zolované RNA (pomér absorbanci A260/A280). 1zolovand RNA by m¢la mit Cistotu alespon
1,8. Ziskana RNA byla po zméteni okamzit¢ zamraZena v mrazicim boxu pii teploté -80 °C a

dale pouzita pro dalsi krok - reverzni transkripci.

4.2.2.2 Reverzni transkripce
Pro ptipravu cDNA byly do 0,2ml PCR zkumavky pipetovany 4 ul nahodnych primera
o koncentraci 50 ng/ul (Roche), 1 ul 10 mM dNTPs (Genaxxon,), 1-5 pul celkové RNA (celkové
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mnozstvi RNA v reakci do 1 pg) a do celkového objemu rekéni smési 13 pl byla ptidana
RNAse-free voda. Smés ve zkumavce byla zahtata v PCR cykleru na 65 °C po dobu 5 minut.
Po uplynuti této doby byl vzorek prudce zchlazen ve vymrazeném kovovém stojanku a kratce
centrifugovan. Poté byly pfidany 4 ul 5x First-Strand Buffer, 2 ul 0,1 M DTT a 1 ul (200 U)
M-MLV reverzni transkriptazy (vSe je soucasti M-MLV Reverse Transcriptase, 200 U/ul
(Invitrogen)). Zkumavka s reak¢éni smési o objemu 20 pl byla vloZena zpét do cykleru, ve které
byl nastaven nasledujici teplotni profil: 37 °C/2 min, 25 °C/10 min, 37 °C/50 min a finalni
zchlazeni 4 °C. Takto ptipravena cDNA byla pouzita dal do vlastni real-time PCR reakce nebo

byla ulozena v mrazicim boxu v -20 °C.

4.2.2.3 Real-time PCR reakce

PCR reakce probihala ve 20 pl reakéni smési, kterd obsahovala 10 pl gPCR 2x Blue
Master Mix (Top-Bio), 7 ul RNAse free vody, 1 ul specifického premixu, jehoz soucasti
byly primery a sondy specifické pro konkrétni virus a 2 pl cDNA vzorku. Real-time PCR
analyza probihala v real-time PCR cykleru Rotor-Gene Q 5 plex HRM Platform (Qiagen)
s vyuzitim sond. V navrhnutych systémech byly dle ucelu pouzity sondy s nésledujicimi
fluorofory: FAM — zeleny kanal, HEX — zluty kanal, ROX — oranzovy kanal, Cy5 — ¢erveny
kanal a IRDye700 — karminovy kanal. Primery a sondy byly navrzeny tak, aby bylo mozné
pouzit univerzalni teplotni profil. Teplotni podminky PCR: po¢ate¢ni denaturace 94 °C 5 min,
50 cyklt: denaturace 94 °C 20 s, hybridizace primert 58 °C 20 s; ¢teni V pfisluSném barevném

kanalu, elongace 72 °C 20 s.

4.2.2.4 End-point PCR

PCR reakce probihala ve 20 pl reakéni smési, kterd obsahovala 10 ul qPCR 2x Blue
Master Mix (Top-Bio), 7 ul RNAse free vody, 1 pl specifického premixu, jehoz soucasti
byly primery specifické pro konkrétni virus a 2 ul cDNA vzorku. PCR analyza probihala v PCR
cykleru BIO-RAD, C1000 Touch. Teplotni podminky PCR byly: uvodni denaturace: 94 °C
5 min, 40 cykli: 94 °C 30 s, 58 °C 30 s, 72 °C 1 min, 1 cyklus: 72 °C 5 min a finalni chlazeni:
8 °C do manualniho ukonceni. Vzorky byly po ukonceni PCR reakce vizualizovany pomoci
gelové elektroforézy na 1,5% - 3% agar6zovém gelu, hustota gelu odpovidala velikosti

detekovaného amplikonu.
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4.2.2.5 Purifikace DNA fragmenti z gelu

Izolace DNA fragmentti byla provedena komer¢nim kitem GeneAll Expin Combo GP,
(GeneAll Biotechnology) na bazi kolon. Z gelu na UV prosvétlovaci byly vyfiznuty prouzky
odpovidajici testovanym virtim. Poté byly pieneseny do 1,5ml zkumavky a bylo ptidano 500 pl
pufru GB. Vyfiznuta ¢ast gelu se nechala pfi pokojové teploté rozpustit. Po rozpusténi
Vv piipad¢, ze byl izolovan fragment DNA kratsi nez 200 bp, bylo do zkumavky ptidano 100 pl
isopropanolu. Smés byla pfenesena na SV kolonku, kterd byla umisténa ve sbérné zkumavce.
Poté byla centrifugovana 1 minutu pii 12 000 RPM, protekla tekutina byla vylita a na kolonku
bylo ptidano 500 pl pufru GB. Opét probehla centrifugace 1 minutu pii 12 000 RPM, protekla
tekutina byla vylita a na kolonku bylo pfidano 700 ul pufru NW. Vzorek se nechal inkubovat
5 minut pfi laboratorni teploté a poté byl centrifugovan 1 minutu pfi 12 000 RPM, protekla
tekutina byla vylita a kolonka ve sbérné zkumavce bez piidavku dal§iho pufru byla
centrifugovdna 1 minutu pii 12 000 RPM, aby doslo k Gplnému odstranéni pufru NW. Po
stoceni se SV kolonka opatrné¢ vsunula do ¢isté 1,5ml zkumavky, na kolonku bylo ptidano
30-100 ul pufru EB (podle koncentrace PCR produktu) a byla 1 minutu inkubovana pfi
laboratorni teploté. Centrifugaci po dobu 1 minuty pii 12 000 RPM byla DNA eluovana do

zkumavky. Eluovana DNA byla ihned zamrazena v -20 °C nebo pouzita do sekvenacni reakce.

4.2.2.6 Sekvenovani PCR produkti

Sekvenacni reakce byla pfipravena pomoci kitu BigDye Terminator RR kit v3.1
(Thermo Fisher Scientific) nebo kitu Gerbera Sequencing Kit v3.1 (SEQme). Reakéni smés o
objemu 10 pl obsahovala 2 pl BigDye Terminator RR kit v3.1, 1 ul BigDye Seq buffer 5x, 1 pl
primeru (5 uM) a 6 ul PCR purifikovaného produktu. Pfipravena sekvenaéni reakce v 0,2ml
zkumavce byla vloZena do cykleru BIO-RAD, C1000 Touch. Teplotni podminky PCR reakce
byly: 1 cyklus: 95 °C 5 min, 35 cykla: 95 °C 30 s, 55 °C 20 s, 60 °C 4 min, finalni chlazeni
8 °C. Po ukonceni PCR béhu bylo k sekvenac¢ni reakci ptidano 45 ul SAM Solution a 10 pl
BigDye XTerminator Solution (Thermo Fisher Scientific). Vzorek byl ve vortexu tfepan
30 minut. Nasledné byl sto¢en 2 minuty ve stolni centrifuze a pipetovan do sekvenaéni desticky,
ve které byl analyzovan na osmikapildrnim genetickém analyzatoru ABI 3500 (Thermo Fisher

Scientific).
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4.2.3 Post-analyticka faze
V této fazi byla vyhodnocovana data ziskana real-time PCR, end-point PCR metodou a

sekvenovanim.

4.2.3.1 Real-time PCR

Vyhodnoceni real-time PCR reakce bylo provadéno odectenim hodnot Ct vzorki
Vv piislusném barevném kandlu. Soucasné byl vyhodnocovan i systém kontrol zajiStujici
validitu vysledka, zejména se jednalo o Interni kontrolu kvality (IPC), kontrolu kvality PCR
reakce (syntetickd pozitivni kontrola) a negativni kontrolu.

Interni kontrola kvality byla do testovani zafazena jednak pro kontrolu izolace RNA a
ptipravy cDNA a zaroven slouzila jako inhibi¢ni kontrola PCR reakce. Jednalo se o detekci
mitochondrialniho transkriptu Nad5. Protoze tento gen je pfitomen v kazdé rostliné a PCR
reakce kazdého vzorku musi vyjit pozitivné, 1ze na zaklad¢ vysledkl ziskanych dlouhodobym
testovanim mitochondrialniho transkriptu Nad5 definovat rozmezi hodnot Ct pro dany ovocny
druh. IPC byla testovana jako samostatna PCR reakce nebo v pfipad¢, ze byl v multiplexnim
usporadani volny karminovy kanal, byla testovana v multiplexu piimo s detekovanymi viry.

Synteticka pozitivni kontrola (synteticky standard pro konkrétni virus) byla komeréné
piipravena v podobé¢ tzv. ssDNA Ultrameru (IDT), jehoz sekvence pokryvala cilovou oblast
detekce daného viru. Ultramer byl z plivodni koncentrace 1 pg/ul nafedén na koncentraci
2 pg/ul a pouzit jako pozitivni kontrola pro pfipravu a priibéh PCR reakce. Pro testovani
syntetickych pozitivnich kontrol bylo definovano rozpéti hodnot Ct. Negativni kontrola (PCR
reakce bez ptidaného templatu, tzv. netemplatovana kontrola - NTC) byla testovana v kazdém

PCR béhu.

4.2.3.2 End-point PCR
Amplikony ziskané metodou end-point PCR byly po separaci na agarézovém gelu
hodnoceny na zékladé velikosti. Soubézné byly hodnoceny i pozitivni a negativni kontroly,

které byly zatazovany do kazdého PCR bé&hu.

4.2.3.3 Sekvenovani
Ziskané sekvence byly analyzovany v programu Chromas a porovnany se sekvencemi

uloZzenymi v databazi GenBank.
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4.3  Vyuziti detekénich systémii v praxi

4.3.1 Viry zpisobujici maloplodost ti‘eSné

Detekéni systém pro viry maloplodosti tfe$sné byl ovéfen na souboru vzorkd, které byly
odebrany pro testovani vira v ramci spoluprace s Ustfednim kontrolnim a zku$ebnim tstavem
zemédélskym (UKZUZ). Cilem bylo provést prizkum vyskytu virdt v riznych produkénich
vysadbach tfesni a vi$ni v Ceské republice. Dle standardizovanych postupii bylo odebrano a na
viry LChV-1 a LChV-2 v nasi laboratofi testovano celkem 222 vzorku. Byla hodnocena

ptitomnost virit LChV-1 a LChV-2 v zavislosti na odrud¢ a staii vysadby.

4.3.1.1 Metodika experimentu

Protoze se jednalo o spolupraci s UKZUZ, v nasi laboratofi byla testovana pouze &ast
vSech vzorkli odebranych v ramci prizkumu vyskytu virh maloplodosti tfesné. Nize uvedeny
postup bude popisovat pouze Cast experimentu, ktera byla provedena v na$i laboratofi.
V breznu 2021 bylo na tzemi Téchlovic, jedné z nejvétsich historickych péstitelskych oblasti
ttesni v Ceské republice, ve 37 riiznych vysadbach testovano po Sesti stromech. Jednotlivé
vysadby se od sebe lisily ve vybranych odrudach a ve staii stromd. Hodnoceny byly odrudy
treSni Kordia, Regina, Grace Star, Tamara, Napoleonova, Téchlovan, KareSova, Carmen a
Burlat. Co se tykalo stati vysadby, byly testovany stromy, které byly vysazeny mezi lety
1977 - 2019. Aby byla zajiSténa co nejvétsi reprezentativnost vzorku, byly ze vSech svétovych
stran z kazdého sledovaného stromu odebrany Ctyfti letorosty. Poté byly vyhony ponechéany rasit
pii laboratorni teploté¢ do fenologické faze BBCH 53, ve které dochazi k prasknuti pupent,
odd¢lovani Supin a ke zviditelnéni svétle zelenych ¢asti. V této fenofazi byly pupeny odebrany
do 2ml zkumavky a do doby zpacovani uskladnény pii -80 °C. VSechny takto zpracované
vzorky byly postupné testovany pomoci vyse uvedenych postupti. Pro detekei virt LChV-1 a

LChV-2 pouzila ob¢ pracovisté multiplexni real-time PCR systém vyvinuty v nasi laboratofi.
4.3.2 Viry jahodniku

4.3.2.1 Hodnoceni hospodarské Skodlivosti

Pro jahodniky byly navrZzeny dva diagnostické systémy, StrawVir I pro detekci virdl
SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 a StrawVir Il pro detekci virt StrV-1 a OLV-1. Béhem
let 2019 — 2021 byly pozorovany a detekénimi soupravami StrawVir I a StrawVir II testovany
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dveé skupiny (A, B) rostlin jahodniku, které byly zastoupeny dvéma odridami Karmen a
Darselect. V kazdé skupiné a odriid¢ byly hodnoceny StrVV-1 pozitivni rostliny a rostliny na
virus negativni. StrV-1 pozitivni rostliny byly uméle ockovany roubovanim listi pochazejicich
z infikovanych rostlin. U vSech rostlin byla hodnocena hospodaiska Skodlivost podle
nasledujicich parametri: vizudlni symptomy na rostling, nasada kvetl, hmotnost a velikost
plodl, obsah refraktometrické suSiny, pevnost duzniny a nartst zelené hmoty véetné poctu

$lahounu.

4.3.2.1.1 Testovani a priprava rostlin

Aby bylo zajisténo, ze vstupni rostliny nejsou infikovany nejvice rozsifenymi
jahodnikovymi viry, byl pfed zahajenim pokusu detekénim kitem StrawVir I a StrawVir II
testovan zdravotni stav v§ech pouzitych rostlin. Kit StrawVir |1 byl dale pouZzivan pfi kontrole
pfitomnosti StrV-1 v pozitivnich rostlinach. Timto kitem byly rostliny testovany dvakrat ro¢né,
pred a po ukonceni produktivni sezény jahodnikli. Vzorky byly odebirdny a zpracovany
laboratornimi metodami a postupy uvedenymi v kapitole 4.2.

Pro testovani hospodatské skodlivosti viru StrV-1 byly do kvétina€h nasazeny rostliny,
které byly testovany s negativnim vysledkem metodou real-time PCR na viry SMYEV, SCV,
SVBV, SMoV, SPV-1 a StrV-1 a metodou ELISA na viry RpRSV, SMYEV, ArMV, TBRV a
SLRSV. Pro testovani ELISA byly vyuZzity komer¢ni kity od firmy Bioreba. Viruprosté rostliny
byly umistény v izolaci, kde byly ochranény pifed moznymi okolnimi infekcemi. V dubnu 2019
bylo v ramci souboru rostlin A nasazeno a testovano na vyse uvedené viry celkem 104 rostlin
odridy Karmen a 104 rostlin odridy Darselect. Z tohoto poétu zlstalo k dispozici pro
roubovani celkem 92 rostlin odridy Karmen a 92 rostlin odridy Darselect. V ¢ervenci 2019
byly na rostliny roubovany listy pochazejici z donorovych testem ovéfenych StrV-1 pozitivnich
a StrV-1 negativnich rostlin Fragaria vesca klon EMK. U kazdé odrudy byla naroubovana vzdy
polovina rostlin pozitivnimi donorovymi rostlinami a polovina negativnimi. Naroubované
rostliny byliny pieneseny do dvou sit'ovych izolatorQ, pozitivni a negativni rostliny zvlast'.

Soubor rostlin B byl ptipraven obdobnym zptisobem, jako soubor A. Rostliny byly do
kvétinacl vysazeny v dubnu 2020, 50 rostlin odridy Karmen a 50 rostlin odriidy Darselect.
Prezivsi rostliny byly naroubovany v €ervenci 2020 a umistény do sitovych izolatort.
V Tabulce 2 je uveden pocet rostlin, které se ti¢astnily hodnoceni hospodaiské skodlivosti.
Celkem tedy bylo hodnoceno 114 rostlin, s tim Ze ve skupiné A probihalo hodnoceni ve dvou

letech.
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Tabulka 2. Pocet rostlin, které byly predmétem hodnoceni hospodarské skodlivosti,

uvedeno véetné odrud

Hodnocené rostliny (n) Darselect Darselect Karmen Karmen
Strv-1 (+) Strv-1 (-) Strv-1 (+) Strv-1 (-)
Skupina A — 1. rok 5 20 10 20
Skupina A — 2. rok 5 20 10 20
Skupina B — 1. rok 15 7 19 18
Celkem rostlin v ramci odridy 20 27 29 38
Celkem rostlin na odrudu 47 67
Celkem rostlin 114

4.3.2.1.2 Hodnoceni rostlin

4.3.2,1.2.1 Vizualni symptomy na rostliné

V obdobi od druhé poloviny dubna 2020 a 2021 byla provadéna kontrola symptoma 1x
za 14 dni az do konce plodnosti jahodniku. Hodnocen byl celkovy vzhled rostliny, symptomy
na listech, Slahounech, kvétech a plodech. Popis symptomi se provadél na zakladé

nasledujiciho hodnoceni: 0 bez ptiznakt, 1 ptiznaky, N nehodnoceno (v dobé prohlidky nebyla

hodnocena ¢ast rostliny k dispozici).

Skala hodnocenych p¥iznaki:

a) celkovy vzhled rostliny — zakrslost, rostlina celkové neprospiva

b) viditelné piiznaky na listech — chlorotické a nekrotické 1éze, mozaiky, skvrnitost,

Zloutnuti zilek, Zloutnuti listd

c) viditelné deformace listi — zaZeni, vraséitost, krouceni do stran, kadefeni, epinastie

(nerovnomérny rust vrchni strany listu, vlivem epinastie dochazi k jeho svinovani

smérem doll), vadnuti lista, délka fapiki, ozubeni listové Cepele

d) viditelné ptiznaky na kvétech — pocet a barva okvétnich listku, tvar a umisténi kaliSnich

listk

e) rust novych $lahounti — délka $lahount, nové se vytvaiejici rostlina na konci §lahounti

— abnormalni vzhled

4.3.2.1.2.2 Nasada kvéta

V obdobi kveteni se na rostlin€ jahodniku hodnotil pocet kvétli. Pro kazdou rostlinu se

zaznamenal pocet kveth a pocet kvetenstvi.
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4.3.2.1.2.3 Hmotnost a velikost plodua

Sbiraly se vSechny plody sledovanych rostlin ve skliziiové zralosti a vazily se na
¢asti plodu pomoci posuvného méfitka s presnosti na 1 mm. Plody se sklizely a vazily vcetné
kalisnich listkl a stopky. Na zaklad¢ své hmotnosti a velikosti byly plody tfidény dle obchodni
normy EU (€. 843/2002) do jakostnich tfid: Vybeér, 1. Jakost, II. jakost a nestandard.

4.3.2.1.2.4 Obsah refraktometrické susiny

Parametr méfeni obsahu refraktometrické suSiny (cukernatost) v plodech slouzil k
hodnoceni vnitini kvality plodd. Méfeni se provadélo pomoci digitdlniho refraktometru
H1 96801 (HANNA instruments, USA) v jednotkdch % Brix na principu optické metody
zalozené na lomu svétla. Cukernatost byla hodnocena u vsSech plodt, které byly zvazeny,

zméfeny a byly zafazeny do jakostni tiidy.

4.3.2.1.2.5 Pevnost duZniny
Dalsim znakem hodnoceni vnitini kvality plodi byla penetrace (pevnost plodit), ktera
byla méfena pomoci piistroje Durofel (Copa-Technology, Francie) v jednotkach durofel unit.

Pevnost plodl byla stanovena u vSech sebranych plod hodnocenych rostlin.

4.3.2.1.2.6 Narust zelené hmoty
V ramci tohoto parametru byla u kazdé rostliny hodnocena celkova hmotnost

nadzemnich ¢asti rostlin, hmotnost listli a pocet nové narostlych slahound.

4.3.2.2 Monitoring vird jahodniku na vizemi CR

Pro uéely zmapovéni vyskytu jednotlivych virti v populaci jahodniku na uzemi CR byl
sestaven soubor 422 vzorki, které pochazely z riiznych oblasti a pfedstavovaly rizny stupen
certifikovaného materialu. Nize budou popséana jednotlivd mista odbéru a uvedeny podminky,
za kterych byly odbéry provedeny.

V roce 2018 byl v Ceské republice v produkénich vysadbach zahdjen monitoring
ekonomicky vyznamnych virti jahodniku. Celkem bylo odebrdno 234 vzorkl a navstiveno
27 odbérovych mist, ktera se vyskytuji na uzemi Sesti krajii — Sttedoéesky, Ustecky, Hlavni
meésto Praha, Vyso€ina, Kralovéhradecky a Pardubicky. V kazdé lokalit¢ byly odebrany
minimalné 4 vzorky od jedné odridy. Vybirany byly minimalné 2 rostliny, které vykazovaly
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viditelné ptiznaky na listech jako napft. rizné mozaiky nebo chlordzy, zdeformované, zkadetené
nebo zakrslé listy, svétlé lemovani podél zilek a dvé rostliny, které se jevily jako bezptiznakové.

Na jaie v roce 2019 bylo ve 14 zahradnictvich a obchodnich fetézcich na uzemi
vychodnich a severovychodnich Cech nakoupeno celkem 278 rostlin jahodniku. Do testovani
byly zafazeny od kazdého prodejce a od kazdé odridy tfi rostliny. V ptipadé€, ze n¢které rostliny
vykazovaly symptomy, byly do testovani vybrany navic. Celkem bylo z poctu
278 nakoupenych rostlin testovano 108 vzorki jahodnikd.

Diagnostickymi soupravami byly testovany rostliny umisténé v technické izolaci, tzv.
matecnice v certifikacnim stupni Superelita. Pfednostné byly analyzovany viry, které se dle
vyhlasky 96/2018 Sb. nemusi povinnné testovat v rozmnozovacim materialu. Celkem bylo do

testovani zafazeno 80 rostlin.

4.3.3 Viry rybizu

Pfitomnost virt rybizu BRV a GVBaV byla testovana celkem v péti riiznych kategoriich
materialu. Nejvice rostlin  pochazelo z genofondu, kde byly v kvétnu 2019 odebrany listy
z celkem 74 rybizi. Jednalo se jak o rybiz Cerveny, ¢erny, bily, tak i o specialni odridu
nazyvanou Gabreta. Ve stejném obdobi byl také proveden odbér vzorki ze 38 rostlin
pochazejicich z péti produkénich vysadeb ¢erného nebo ¢erveného rybizu. Vybrané lokality se
nachdzely maximalné 10 km od Holovous. Dal$ich 31 rostlin pochazelo z riznych soukromych
zahradek na uzemi Ceské republiky. Vétsinou to byly rybizy, u nichZ nebyl znam ptivod, odrida
a ani rok vysadby. Rostliny byly odebirany v obdobi 5/2019 — 7/2019. Na jate 2019 bylo ve
14 zahradnictvich a obchodnich fetdzcich ve vychodnich a severovychodnich Cechach
nakoupeno 32 kontejnerovanych rostlin. Posledni testovanou skupinou bylo 31 rybizi, které
byly zafazeny do kategorie material pro vyzkumné tcely.

S vyjimkou vzorki ziskanych ndkupem sadby v obchodnich fetézcich a zahradnictvich
byly v ostatnich kategoriich pfednostné odebirany listy rybizu s viditelnymi pfiznaky,
typickymi pro viry BRV nebo GVBaV. Pro testovani BRV byly odebirany listy, které byly uzsi
a pocet listovych lalokti byl mensi nez u listh zdravého kete, zarezy listi byly hlubsi,
zoubkovani bylo osttejsi, list byl svym vzhledem podobny listu kopfivy (Obrazek 1). Vétve se
siln€ji vétvily, dochéazelo ke ,kfovitosti“ ket. DalSi ptiznaky, na zdklad€¢ kterych byly
odebirany vzorky, bylo fialové zbarveni mladych kvétnich pupenti. Pro analyzu GVBaV byly

prednostné odebirany listy, u kterych se projevovalo zluté lemovani listové Zilnatiny nebo rizné
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typy chloréz (Obréazek 1). Déle byly pro odbér listli vybirany rostliny se slabsimi a krat§imi

letorosty nebo rostliny mensiho rustu.

Obrézek 1. Ptiznaky viru BRV- kopfivovity vzhled listu (foto vlevo) a ptiznaky viru GVBaV

— chloréza (foto vpravo)

5 Vysledky a diskuze
Ptehled vysledku je usporadan podle diagnostickych systému, které byly navrhnuty pro

konkrétni skupinu virti.

5.1 Diagnosticky systém pro detekci vira zptsobujicich maloplodost tire$né

a jeho vyuziti v praxi
5.1.1 Vykonnostni charakteristiky multiplexni real-time PCR reakce

5.1.1.1 Specificita
V programu Vector NTI Advance byla provedena multiple-alignment analyza
vybranych sekvenci pro viry LChV-1 a LChV-2 a byly navrzeny primery a sondy, jejichz

finalni verze je uvedena v Tabulce 3.
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Tabulka 3. Primery a sondy pro detekci LChV-1 a LChV-2, v¢etné velikosti
amplifikovaného useku

LChV-1: 84 bp

Forward primer: GCYACTGATACTGATACGWCTAGCTCG

Reverse primer 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG

Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG

Sonda: FAM-AATACTTGCGAAACATGAAGAGCTCC-BHQ1

LChV-2: 149 bp

Forward primer: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG

Reverse primer 1: CACACGCCCCAAYTTCGTCAC

Reverse primer 2: CACACGTCCCATTTTTGTCACTAG

Sonda: HEX-CACCTGTTGCAACTCCATACTTTTGTAG-BHQ1

Sekvence primera a sond jsou chranény uzitnym vzorem ¢. CZ 32045 U1 a patentem
¢. CZ 308827 B6.

Pro LChV-1 byla pouzita sonda zna¢ena fluoroforem FAM a pro LChV-2 sonda s
fluoroforem HEX. Porovnanim sekvenci LChV-1 bylo zji$téno, Ze oblast genu pro obalovy
protein je konzervativnéj$i nez jiné oblasti, proto byly do tohoto Uiseku navrzeny primery a
sonda. Tuto oblast si pro navrh primert a sondy vybrali také Katsiani et al. (2018), ktefi se
zabyvali vyvojem real-time PCR reakce pro testovani LChV-1 v simplexnim uspotadani. Ti pro
zachyceni co nejvice izolatl viru zvolili v reakci celkem tii sady primera a sondu s ocekavanou
velikosti v§ech amplikonti 134 bp. V naSem ptipadé€ byla variabilita viru vyfeSena navrhem
degenerovanych primerQ. S primery, které¢ byly navrZeny také do oblasti genu pro obalovy
protein, ve své studii pracovali Glasa et al. (2015), Park et al. (2018) nebo Diaz-Lara et al.
(2020), ktefi revidovali a upravili systém publikovany Katsiani et al. (2018). V literatuie jsou
popsany i dalsi oblasti genomu LChV-1 vhodné pro navrh primerd (RdRp, HSP70h), ale
Vv téchto pfipadech se nejednalo Cisté¢ o analyzy urcené pro diagnostiku viru, ale o studie
zaméfujici se napi. na genetickou variabilitu, epidemiologii viru, charakterizaci jednotlivych
izolatti nebo evoluci viru (Katsiani et al. 2015; Lim et al. 2015; Tahzima et al. 2019). Pro navrh
primert a sond pro LChV-2 byl vybran tsek genu, ktery koéduje RNA-dependentni RNA
polymerazu (RdRp). Tuto oblast ve své praci zvolili i Wright et al. (2021), zatimco Park et al.
(2018) cilili své primery do oblasti genu pro protein p53.

Specificita systému byla ovéfena na pozitivnich a negativnich vzorcich, které byly pred
analyzou real-time PCR testovany metodu end-point PCR se sadou primert, kterd je uvedena
v Kapitole 4.1.1.1 Viry zptisobujici maloplodost tfesn¢. Nebyla pozorovana zadna amplifikace
S negativnimi vzorky rostlin tfe$ni a ani s netemplatovanou kontrolou (NTC), coz dokazuje
vysokou specificitu testu, ktera byla testovana jak v multiplexnim, tak simplexnim uspoiadani.

Pozitivni nalezy byly dale ovéteny sekvenovanim.
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5.1.1.2 Senzitivita

Pro vyhodnoceni senzitivity byly porovnany hodnoty Ct, které byly ziskany testovanim
syntetického standardu pro urcity virus v ruznych koncentracich v multiplexnim nebo
simplexnim usporadani. Z vysledki detekce uvedenych v Tabulkach 4 a 5 plyne, Ze hodnoty Ct
JSou pro oba viry v obou provedenich srovnatelné a ze multiplexovani nema vliv na vysledek
testu. Hodnota analytické senzitivity pro LChV-1 byla stanovena na 500 kopii/reakce, nebot’
pro koncentraci 200 kopii/reakce nebyly vSechny vzorky pozitivni. Na zaklad¢ vysledku
testovani senzitivity LChV-2, kdy pro fedéni 5200 kopii/reakce byla primérna hodnota
Ct 27,30, bylo provedeno dalsi testovani vzorku s nizs§i koncentraci a jako analyticka senzitivita
detekce byla stanovena koncentrace 650 kopii/reakce, u které vysly vSechny vzorky pozitivng.
Pro oba viry bylo pro jejich koncentraci odpovidajici analytické senzitivité metody provedeno
testovani (Tabulky 6 a 7), ze kterého byly uréeny primérna hodnota, smérodatna odchylka a
varia¢ni koeficient. Hodnoty varia¢niho koeficientu pro LChV-1 0,62 % a pro LChV-2 1,21 %

vypovidaji o nizké variabilité provedenych PCR reakci pro danou koncentraci.

Tabulka 4. Stanoveni senzitivity pro LChV-1 - vliv multiplexovani

Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Primér Primér SD Hodnota Ct
20 000 24,16 0,0150 24,18 24,02 0,0750 23,94
20 000 24,19 24,09
2 000 27,39 0,0638 27,34 27,54 0,1621 27,62
2 000 27,38 27,68
2 000 27,25 27,31
200 31,35 0,3679 30,72 32,35 0,7128 31,39
200 30,47 32,55
200 30,58 neg
200 30,47 33,10

Tabulka 5. Stanoveni senzitivity pro LChV-2 - vliv multiplexovani

Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Primér Primér SD Hodnota Ct
260 000 25,49 0,1300 25,36 25,32 0,0050 25,32
260 000 25,23 25,31
10 400 26,46 0,1050 26,57 27,03 0,1850 26,84
10 400 26,67 27,21
5200 27,96 0,2337 27,63 27,30 0,0860 27,20
5200 27,45 27,29
5200 27,48 27,41
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Tabulka 6. Stanoveni analytické senzitivity detekce LChV-1

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

S1 29,04 29,11 29,16 29,33 29,33 29,34 29,43 29,58
S2 29,07 29,24 29,26 29,28 29,28 29,34 29,43 29,51
S3 28,93 28,95 29,03 29,25 29,37 29,37 29,49 29,57
Primér 29,28 | Smérodatna odchylka 0,18 | Variagni koeficient  0,0062

Tabulka 7. Stanoveni analytické senzitivity detekce LChV-2

Série Ct hodnoty pro koncentraci 650 kopii/reakce

Sl 29,89 29,93 29,97 30,08 30,13 30,18 30,18 30,20
S2 29,49 29,68 29,70 29,76 29,77 30,07 30,11 30,83
S3 29,72 29,76 29,77 29,78 29,96 30,06 30,87 30,88
Praimér 30,03 | Smérodatna odchylka 0,36 | Variagni koeficient  0,0121

Ze ziskanych hodnot Ct metodou real-time PCR v multiplexnim uspofadani pro
jednotlivé koncentrace byla pro oba viry sestrojena kalibra¢ni kfivka a byly vyhodnoceny
parametry jako korelaéni koeficient R? a tginnost amplifikace (Efficiency). Hodnota
korela¢niho koeficientu pro LChV-1 byla 0,994 a u¢innost amplifikace 92 %; pro LChV-2 byl
korelacni koeficient 0,991 a ucinnost amplifikace 97 %. Zarazenim degenerovanych primeri
do PCR reakce pro detekci LChV-1 a LChV-2 by se dalo pfedpokladat, ze dojde ke snizeni
ucinnosti PCR reakce, ptesto vSak jsou hodnoty ucinnosti pro detekci LChV-1 podobné jako
méli ve své studii Katsiani et al. (2018) 96,7 % nebo Diaz-Lara et al. (2020) 107,9 %. U¢innost
PCR reakce pro detekci LChV-2 v simplexnim uspofadani, kterou ve své praci sledovali
Diaz-Lara et al. (2020), byla 106,8 %.

5.1.1.3 Opakovatelnost

Pro LChV-1 byla opakovatelnost stanovena pii fedéni syntetického standardu
500 kopii/reakce a pro LChV-2 pii fedéni syntetického standardu 650 kopii/reakce. Primérny
variani koeficient, ktery reflektuje interni nejistotu méfeni, byl vypocitan z Ct hodnot, které
pochézely ze tii nezavislych méteni, kterd byla provedena jednim pracovnikem laboratofe, na
stejném piistroji, stejnou metodou a za pouziti stejnych reagencii. Hodnoty Ct jsou uvedeny
v Tabulkach 6 a 7. Pro LChV-1 byla hodnota varia¢niho koeficientu 0,0059 + 0,0015, coz
odpovida variabilité testovani jednotlivych béhti 0,59 %. Varia¢ni koeficient pro LChV-2 byl
0,0107 £ 0,0050 s variabilitou testovani jednotlivych beht 1,07 % (Tabulky 8 a 9).

50



Tabulka 8. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce LChV-1

Série Prumér SD VK
S1 29,29 0,17 0,0057
S2 29,30 0,12 0,0042
S3 29,25 0,23 0,0079
Primérné hodnoty 29,28 0,17 0,0059
SD VK 0,0015

Tabulka 9. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce LChV-2

5.1.1.4 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla pro LChV-1 urcena pti fedéni 500 kopii standardu v reakci a
pro LChV-2 pti fedéni 650 kopii/reakce. Pro tato fedéni byla provedena tii nezavisla opakovani
Vv riznych bézich, pficemZz nebyly pozorovany 74dné vyznamné odchylky hodnot Ct.
Z vysledkti uvedenych v Tabulkach 10 a 11 je patrné, ze reprodukovatelnost metody vyjadiena
variacnim koeficientem pro LChV-1 je 0,87 % a pro LChV-2 je 1,71%. Tyto hodnoty jsou

nizké a poukazuji na skutecnost, Ze pouziti detekéniho systému v multiplexnim uspofadéani

Série Priumér SD VK
S1 30,07 0,12 0,0038
S2 29,93 0,39 0,0131
S3 30,10 0,46 0,0153
Primérné hodnoty | 30,03 0,32 0,0107
SDVK | 0,0050

riznymi pracovniky nema zasadni vliv na vysledky testovani.

Tabulka 10. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce LChV-1

Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

I/S1 28,89 29,05 29,05 29,13 29,22 29,22 29,23 29,43
1/S1 29,04 29,11 29,16 29,33 29,33 29,34 29,43 29,58
11/S1 29,44 29,50 29,55 29,59 29,66 29,69 29,73 29,85
1/S2 28,89 28,94 28,98 29,08 29,10 29,16 29,28 29,36
11/S2 29,07 29,24 29,26 29,28 29,28 29,34 29,43 29,51
11/S2 29,52 29,52 29,59 29,64 29,67 29,74 29,81 29,85
1/S3 28,91 28,94 29,02 29,08 29,20 29,28 29,28 29,39
11/S3 28,93 28,95 29,03 29,25 29,37 29,37 29,49 29,57
111/S3 29,33 29,37 29,41 29,46 29,50 29,63 29,72 29,75
Prameér 29,34 Smeérodatna odch. 0,26 Variaéni koeficient  0,0087
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Tabulka 11. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce LChV-2

Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 650 kopii/reakce

I/S1 29,89 29,93 29,97 30,08 30,13 30,18 30,18 30,20
1/S1 29,86 30,04 30,29 30,29 30,48 30,53 31,03 31,26
11/S1 29,13 29,31 29,50 29,59 29,67 29,74 30,14 31,74
1/S2 29,49 29,68 29,70 29,76 29,77 30,07 30,11 30,83
11/S2 29,61 29,65 29,80 29,8 29,86 29,89 30,05 30,32
11/S2 29,17 29,27 29,27 29,32 29,48 29,56 29,59 29,71
1/S3 29,72 29,76 29,77 29,78 29,96 30,06 30,87 30,88
11/S3 29,37 29,64 29,70 29,70 29,73 29,73 29,77 29,91
11/S3 29,05 29,09 29,12 29,18 29,28 29,38 29,44 29,47
Primeér 29,85 Smeérodatna odch. 0,51 Variacni koeficient 0,0171

Popis vyvoje systému pro real-time PCR detekci viritt LChV-1 a LChV-2, jeho validace
a pouziti jsou uvedeny v certifikované metodice ,,Real-time PCR detekce virt Little cherry
virus 1 (LChV-1) a Little cherry virus 2 (LChV-2) v biologickém materialu (Cmejla &
Valentova 2018a).

5.1.2 Vyuziti detekéniho systému pro diagnostiku vira zpusobujicich maloplodost
tireSné

Diagnosticky systém pro testovani vird maloplodosti tfesné¢ LChV-1 a LChV-2 byl
V praxi vyuzit pro sledovani vyskytu virii ve vybranych vysadbach tiesni v Ceské republice.
Metodika odbéru a provedeni je uvedena v kapitole 4.3.1.1. Metodika experimentu. Projekt byl
provadén ve spolupraci s Ustiednim kontrolnim a zkusebnim ustavem zemé&dé&lskym, ktery ve
své Casti odebranych vzorkt pouzil pro diagnostiku LChV-1 a LChV-2 vyse popsany detekéni
systém. Do testli provadénych na nasem pracovisti bylo zafazeno celkem 222 stromt, které se
vyskytovaly na uzemi Téchlovic. V ramci testovani bylo hodnoceno 9 odrtd a stafi stromu
v péti kategoriich. Vysledky jednotlivych testovani jsou shrnuty v Grafech 1 - 2.

V Grafu 1 byla sledovana ptitomnost viri ve vybranych odriidach. Testovany byly
odridy — Burlat, Carmen, Grace Star, KareSova, Kordia, Napoleonova, Regina, Tamara a
Téchlovan. Z Grafu 1 je patrné, Ze ve vSech odridach je nejvice rozsiten LChV-2 a u kazdé
odridy kromé& Napoleonovy, byly vzdy rostliny pozitivni na oba viry zaroven. Jako jedina
zdrava byla odrida Tamara, ale v tomto pfipad¢ je negativita této odridy déna patrné staiim
stromu, které bylo v kategorii 2 — 4 roky. Pfedpoklada se, ze ¢im je rostlina mladsi, tim je mensi
riziko vyskytu vird maloplodosti, nebot’ dle certifikaéniho schématu musi byt Skolkafské
vypéstky, které jsou pouzivany pro zakladani novych sadl, bez ptitomnosti virit LChV-1 a
LChV-2. Na stafi stromu versus vyskyt viri LChV-1 a LChV-2 poukazuje Graf 2. Z tohoto
grafu vyplyva, Ze ¢im starsi strom, tim se zvySuje procento pozitivity; toto tvrzeni plati pro oba
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viry. Teorii, pro¢ tomu tak je, miize byt n€kolik. Jak je vyse uvedeno, je povinnosti vysazovat
na viry negativni $kolkatské vypéstky, u mladych rostlin by se tedy tyto viry nemély vibec
vyskytovat. Obcasna pozitivita mladych stromti mize byt dana pouzitim rozmnoZzovaciho
materidlu ziskaného ze zahrani¢i. Vyskyt virdt mize pochazet i z podnozi nebo z rostlin, které
nebyly jestd ¥adné na viry maloplodosti testovany, at’ uz u nas v CR nebo v zahraniéni.
Duvodem, Ze rostliny nebyly testovany, je fakt, ze jesté nedavno nebyly k dispozici vhodné
detek¢ni systémy pro diagnostiku téchto virti. V minulosti tak nové vysadby mohly byt
zakladany LChV-1 a LChV-2 infikovanymi stromy. A protoze po celou dobu jejich rustu,
rostliny nevykazovaly zadné symptomy, nebyl divod rostliny na viry LChV-1 a LChV-2
testovat. V nedadvné dobé doslo v Téchlovicich k masivnimu vyskytu symptomd, které se
projevovaly vyraznou redukci velikosti a hotkosti plodii. Byl zahdjen prizkum virt, ktery

odhalil 100% ptitomnost LChV-2 ve starych vysadbach.
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Graf 1. Pfitomnost vird LChV-1 a LChV-2 u vybranych odrtd tfesni
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Graf 2. Zavislost pfitomnosti virt LChV-1 a LChV-2 na staii stroma tfesni

Tyto vystupy slouzily jako podklad pro odbornou zprdvu o rozsahu a vysledcich

cileného prizkumu vyskytu viri zptisobujicich maloplodost tiesné a visné v roce 2021.
5.2 Diagnosticky systém pro detekci vira jahodniku a jeho vyuZiti v praxi

5.2.1 Vykonnostni charakteristiky multiplexni real-time PCR reakce

Vykonnostni charakteristiky byly hodnoceny pro dva diagnostické systémy StrawVir I
a StrawVir II. Oba systémy byly navrzeny v multiplexnim uspotadani. StrawVir I v jedné reakci
detekuje viry SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 a StrawVir Il detekuje viry StrV-1 a
OLV-1. Jak uvadi Diaz-Lara et al. (2021) vybér real-time PCR metod pro detekci
jahodnikovych virl prezentovanych v odborné literatuie je velmi omezeny nebo metody nejsou
vibec navrzeny. V piipadé nové objevenych virli nejsou v literatufe k dispozici ani jiné
molekularni metody, napt. end-point PCR. Pro srovnani naseho systému pro multiplexni real-
time PCR byla nakonec vybrana pravé publikace zpracovana Diaz-Lara et al. (2021). Autofi ve
své studii provedli revizi dostupnych primeri pro viry jahodniku a navrhli detek¢ni systémy
pro real-time PCR v simplexnim uspofadani. U vSech testii stanovili u¢innost PCR reakce a

korela¢ni koeficient. Konkrétné 1ze z jejich publikace pro nase ti€ely vybrat data pro porovnani
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virat SMYEV, SCV, SMoV, SVBV a SPV-1. Jedna se o viry, které¢ jsou predmétem detekéniho

systému Straw Vir L.

5.2.1.1 Specificita

Pro jednotlivé viry byly nejdiive porovnany sekvence pochazejici z databazi nebo
odborné literatury. Pro navrh sond a primert byly vybrany ¢asti virovych genomt s co nejvice
konzervovanymi useky. Pro detekci SMYEV byl systém sond a primerii navrzen v 3'UTR
oblasti stejné jako pro SMoV, pro detekci SCV a OLV-1 v oblasti genu, ktery koduje RNA-
dependentni RNA polymerazu (RdRp), pro detekci SVBV v oblasti genu pro obalovy protein,
pro SPV-1 do genu pro serine-like proteasu a pro StrV-1 do oblasti L. Pro SCV jsou znamy dva
odli$né kmeny (SCV-A a SCV-B), kter¢ byly zohlednény v detekénim systému zatazenim dvou
sond, které amplifikovaly dva rizné useky. Vykonnostni parametry byly syntetickymi
standardy testovany pro oba izolaty viru zvlast. Pro srovnéni, Diaz-Lara et al. (2021) ve své
praci navrhli primery a sondy do nasledujicich usekd genomil virt (v zavorce je uvedena
velikost amplifikovaného useku): SMYEV (83 bp), SVBV (99 bp) a SPV-1 (61 bp) do oblasti
genu pro obalovy protein, SMoV (112 bp) do oblasi 3'UTR a SCV (175 bp) v oblasti genu,
ktery kdéduje RNA-dependentni RNA polymerazu (RdRp). Pro viry v multiplexni PCR reakci
StrawVir | byly pouzity sondy s nasledujicimi fluorofory: pro SMYEV fluorofor FAM, pro
SCV-A a SCV-B fluorofor HEX, pro SVBV fluorofor ROX, pro SMoV fluorofor Cy5 a pro
SPV-1 fluorofor IRDye700. Pro detekéni systém StrawVir 1l byl pro StrV-1 pouzit fluorofor
FAM a pro OLV-1 fluorofor HEX. Koneéné sekvence sond a primerit véetné velikosti
amplifikovaného tseku pro provedeni real-time PCR v multiplexnim uspotadani jsou uvedeny
v Tabulkach 12 a 13.

Specificita detekéniho systému pro jednotlivé viry byla ovéfena na pozitivnich a
negativnich vzorcich, které byly jiz diive testovany end-point PCR. Jednalo se o vzorky, které
pochazely z riiznych lokalit a byly odliSného plivodu. Na zdklad¢ vysledki testovani, kdy
pozitivni vzorky byly pozitivni a negativni vzorky byly negativni, Ize oba diagnostické systémy

StrawVir | a StrawVir Il vyhodnotit jako 100% specifické.
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Tabulka 12. Ptehled finalnich primerti a sond pro provedeni real-time PCR v multiplexnim
usporddani s vyuzitim diagnostického systému StrawVir I, uvedeno vcetné

velikosti amplifikovaného tiseku

SMYEV:
Forward primer:

Sonda:
SCV:

Sonda 1:

Sonda 2:
SVBV:
Forward primer:

Sonda:
SMoV:
Forward primer:
Reverse primer:
Sonda:
SPV-1:
Forward primer:
Reverse primer:
Sonda:

Reverse primer 1:
Reverse primer 2:

Forward primer 1:
Forward primer 2:
Forward primer 3:
Reverse primer 1:
Reverse primer 2:

Reverse primer 1:
Reverse primer 2:

88 bp

CCCTCCTGACGTACACAACAACTG
CCGTGAGGGAGGAGAATACGC
CCGTGAGGGAGGAGAATACAC
FAM-TACTCTAGTYGCCATCGAGGTACAGTGC-BHQ1
77 bp

ACAGTRTGCGCTTTAGAGGTTGTT
ACAGTGTGCGCTTTAGAGGTTATTC
ACAGTGTGCGCTTTAGAAGTTGTTC
ACCTGATTATCTCCCATYCCCATT
ACTTGATTATCCCCCATCCCCA
HEX-TCTCAATAYGATTGTACATACCGCAT-BHQ1
HEX-TCTCAATACGATTGCACATATCGCAT-BHQ1
102 bp

AATATCTGTCTTTACTTGATSATGAACTTG
CGTCTTCGCTGCTGCTGTAGTC
CATCTTCACTGCTGCTGCTGTAG
ROX-AGTTACAGGTACTTGTAGCAAAAGARATGA-BHQ2
114 bp

GTAGGACACCGGCTCTTGGYAGT
TTGGRTCGTCACCTGAYCTCG
Cy5-ACAGGWGGCACTGTTTACAGTGTTCC-BHQ3
69 bp

CAACTGGGGTCGTACACTCGC
GGCCAGCCGAATCCTTTGAC
IRDye700-ACCTACCCTGAACTCGCCGAACA-BHQ3

Sekvence primeri a sond jsou chranény uzitnym vzorem ¢. CZ 32879 Ul.
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Tabulka 13. Ptehled finalnich primerti a sond pro provedeni real-time PCR v multiplexnim
usporddani s vyuzitim diagnostického systému StrawVir II, uvedeno vcetné
velikosti amplifikovaného tiseku

StrV-1: 93 bp

Forward primer: AACGGATATTGTGGCGCRAA

Reverse primer: CCTGATGTTGTTKATATARCTGAGRTC

Sonda 1: FAM-AAACCTCTTACCATCATCTCGTAAA-BHQ1
Sonda 2: FAM-AARCCCCTCACCATCATYTCGTAA-BHQ1
OLV-1: 91 bp

Forward primer: TCTTGATGAATTACTCGGGCAGG

Reverse primer: CTCGAGTCCCGYAAGCTAAGTGG

Sonda: HEX-AAGAAGCGGTTGATAGTTTGTCGCA-BHQ1

5.2.1.2 Senzitivita

Pro kazdy wvirus byly porovnany Ct hodnoty jednotlivych koncentraci
(100 000 kopii/reakce — 5 kopii/reakce), které byly ziskany z analyz provedenych jak v
multiplexnim, tak simplexnim uspofdaddni. Na zdklad¢ srovnani bylo zjisténo, ze
multiplexovani nema vliv na vysledek analyzy, a Ze hodnoty Ct ziskané v simplexni reakci jsou
shodné s hodnotami Ct analyzovanych vzorkd v multiplexnim uspotadani. Dale byla pro kazdy
virus zvlast’ stanovena analyticka senzitivita detekce, ktera je definovana jako koncentrace
syntetického standardu, pro kterou byly vSechny testované vzorky pozitivni a mély minimalné
odlisnou amplifikaéni kiivku, coz odpovida nizké hodnoté smérodatné odchylky. Jak vyplyva
z Tabulek 14 — 21, skute¢ny limit detekce je pro vSechny viry niz$i. V nizkych koncentracich,
zejména 5 kopii/reakce, nejsou vSechny analyzy pozitivni a pro koncentraci 50 kopii/reakce
byla u vSech vzorkl nalezena pozitivita, ale vétSinou s vysokou smérodatnou odchylkou. Pro
vSechny viry byla stanovena hodnota senzitivity na 500 kopii/reakce, pti které byly vSechny
vzorky spolehlivé detekovany. Pro zvolenou koncentraci 500 kopii/reakce byly pro
analyzované vzorky stanoveny primérnd hodnota Ct, smérodatnd odchylka a variacni
koeficient. Pro vSechny viry jahodniku byly hodnoty varia¢niho koeficientu, ktery poukazuje
na miru variability provedenych PCR reakci nizsi nez 1,5 %. Ostatni parametry jsou uvedeny v

Tabulkach ¢islo 22 - 29 pro kazdy virus zvlast.
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Tabulka 14. Stanoveni senzitivity pro SMYEV - vliv multiplexovani

Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Primér Primér SD Hodnota Ct
100 000 21,92 0,0850 21,84 21,65 0,1100 21,54
100 000 21,75 21,76
50 000 22,66 0,0700 22,73 22,65 0,0250 22,67
50 000 22,80 22,62
5000 26,37 0,0350 26,41 26,09 0,0700 26,02
5000 26,44 26,16
500 30,17 0,2320 29,91 29,67 0,2763 29,70
500 29,70 29,39
500 29,65 29,49
500 30,10 30,11
50 33,15 0,2824 33,44 33,26 0,2795 32,97
50 33,29 33,01
50 33,90 33,43
50 33,41 33,63
5 35,85 0,2662 35,45 40,44 2,1675 neg
5 35,24 40,90
5 35,53 42,84
5 35,18 37,59

Tabulka 15. Stanoveni senzitivity pro SCV-A - vliv multiplexovani

Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Priamér Pramér SD Hodnota Ct
100 000 22,75 0,0750 22,68 22,52 0,1000 22,62
100 000 22,60 22,42
50 000 23,65 0,0700 23,72 23,33 0,0200 23,31
50 000 23,79 23,35
5000 27,59 0,1800 27,41 27,27 0,0850 27,35
5000 27,23 27,18
500 30,95 0,3427 30,89 31,11 0,3566 30,80
500 30,61 30,78
500 31,43 31,65
500 30,58 31,22
50 34,89 0,6189 34,78 35,34 0,9059 34,99
50 34,89 35,25
50 35,52 34,33
50 33,80 36,80
5 neg 0,3250 38,13 46,86 47697 neg
5 38,45 52,35
5 neg 47,50
5 37,8 40,72
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Tabulka 16. Stanoveni senzitivity pro SCV-B - vliv multiplexovani

Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Priamér Pramér SD Hodnota Ct
100 000 21,94 0,0250 21,92 21,91 0,0450 21,95
100 000 21,89 21,86
50 000 23,12 0,0650 23,19 22,88 0,0200 22,86
50 000 23,25 22,90
5000 27,22 0,1350 27,09 26,73 0,0100 26,74
5000 26,95 26,72
500 30,34 0,1863 30,20 29,81 0,2381 29,82
500 30,05 30,18
500 29,98 29,68
500 30,42 29,54
50 32,66 0,3851 33,28 33,71 0,4156 33,09
50 33,64 34,11
50 33,56 34,07
50 33,25 33,58
5 40,48 2,4150 38,07 46,32 neg
5 neg neg
5 neg neg
5 35,65 46,32
Tabulka 17. Stanoveni senzitivity pro SVBV - vliv multiplexovani
Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Primér Primér SD Hodnota Ct
100 000 21,56 0,0100 21,57 21,88 0,0450 21,92
100 000 21,58 21,83
50 000 22,28 0,1200 22,40 22,79 0,1200 22,91
50 000 22,52 22,67
5000 25,90 0,1150 25,79 25,85 0,1150 25,96
5000 25,67 25,73
500 30,02 0,2823 29,88 29,47 0,1776 29,68
500 29,40 29,27
500 30,13 29,32
500 29,96 29,61
50 32,87 0,4288 32,60 33,95 1,8428 32,24
50 32,01 32,35
50 33,12 34,46
50 32,39 36,75
5 35,72 0,7345 34,87 neg
5 34,88 neg
5 33,71 neg
5 35,17 neg
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Tabulka 18. Stanoveni senzitivity pro SMoV - vliv multiplexovani

Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Primér Primér SD Hodnota Ct
100 000 18,67 0,3050 18,98 19,02 0,0050 19,01
100 000 19,28 19,02
50 000 19,78 0,2750 20,06 19,90 0,0300 19,87
50 000 20,33 19,93
5000 23,49 0,0750 23,42 23,19 0,1050 23,29
5000 23,34 23,08
500 26,65 0,0526 26,72 26,42 0,2148 26,16
500 26,75 26,30
500 26,79 26,50
500 26,70 26,73
50 29,84 0,3009 30,02 29,35 0,6038 30,39
50 30,53 29,13
50 29,91 28,94
50 29,78 28,95
5 32,38 0,5530 32,77 34,27 1,1834 34,68
5 32,88 33,88
5 32,19 35,89
5 33,62 32,64
Tabulka 19. Stanoveni senzitivity pro SPV-1 - vliv multiplexovani
Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Pramér Pramér SD Hodnota Ct
100 000 19,00 0,0750 18,93 18,90 0,0350 18,93
100 000 18,85 18,86
50 000 19,77 0,0400 19,81 19,84 0,0050 19,84
50 000 19,85 19,83
5000 23,06 0,0400 23,10 23,08 0,0450 23,12
5000 23,14 23,03
500 26,60 0,1433 26,71 26,22 0,2172 25,91
500 26,87 26,13
500 26,82 26,44
500 26,53 26,41
50 30,02 0,3128 29,97 29,54 0,1105 29,44
50 30,41 29,68
50 29,53 29,61
50 29,93 29,42
5 33,63 0,3861 33,09 32,25 0,2641 31,97
5 32,89 32,68
5 neg 32,19
5 32,75 32,14
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Tabulka 20. Stanoveni senzitivity pro StrV-1 - vliv multiplexovani

Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Primér Primér SD Hodnota Ct
100 000 22,29 0,0650 22,36 22,85 0,0300 22,82
100 000 22,42 22,88
50 000 23,90 0,1950 23,71 24,04 0,1650 24,20
50 000 23,51 23,87
5000 27,36 0,2200 27,14 27,33 0,1950 27,13
5000 26,92 27,52
500 30,59 0,3016 30,76 30,57 0,1842 30,61
500 31,17 30,38
500 30,91 30,43
500 30,38 30,85
50 36,02 0,5265 35,57 35,78 0,9383 34,46
50 35,62 35,91
50 35,93 37,10
50 34,69 35,64
5 37,82 0,6180 37,49 39,64 2,0957 37,23
5 36,77 neg
5 38,32 39,36
5 37,03 42,34

Tabulka 21. Stanoveni senzitivity pro OLV-1 - vliv multiplexovani

Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Pramér Pramér SD Hodnota Ct
100 000 23,77 0,2450 23,53 23,59 0,2700 23,32
100 000 23,28 23,86
50 000 24,54 0,1150 24,43 25,05 0,0150 25,03
50 000 24,31 25,06
5000 27,59 0,0250 27,57 28,68 0,2600 28,94
5000 27,54 28,42
500 31,35 0,2705 31,67 31,71 0,2459 32,02
500 31,53 31,42
500 31,72 31,87
500 32,08 31,52
50 34,32 0,9103 35,33 35,48 0,4889 35,07
50 36,75 neg
50 35,42 35,21
50 34,81 36,17
5 neg neg 41,32 0,0000 neg
5 neg 41,32
5 neg neg
5 neg neg
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Tabulka 22. Stanoveni analytické senzitivity detekce SMYEV

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

S1 29,54 29,77 29,62 29,77 29,27 29,14 29,93 29,50
S2 29,55 29,72 29,34 29,32 29,93 29,32 29,7 29,44
S3 29,82 29,42 29,52 29,72 29,76 29,23 29,24 29,86
Primér 29,56 | Smérodatna odchylka 0,23 | Variagni koeficient  0,0079
Tabulka 23. Stanoveni analytické senzitivity detekce SCV-A

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

S1 30,51 30,05 30,04 30,52 30,15 30,15 29,93 30,26
S2 30,40 30,24 30,07 30,15 30,29 30,20 30,32 30,38
S3 30,24 30,39 30,16 30,36 30,09 30,25 30,44 30,32
Praimér 30,25 | Smérodatna odchylka 0,15 | Variagni koeficient  0,0050
Tabulka 24. Stanoveni analytické senzitivity detekce SCV-B

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

Sl 29,26 29,46 29,82 29,92 30,05 29,78 29,87 29,77
S2 29,67 29,27 29,47 29,48 29,77 29,47 29,82 29,59
S3 29,66 29,70 29,37 29,49 29,94 29,76 30,08 29,62
Primér 29,67 | Smérodatna odchylka 0,22 | Variaéni koeficient  0,0075
Tabulka 25. Stanoveni analytické senzitivity detekce SVBV

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

S1 28,63 28,76 29,16 29,15 28,94 29,02 28,91 28,89
S2 28,63 28,86 28,90 29,07 29,00 29,08 28,84 29,10
S3 29,51 29,37 28,93 29,06 29,08 29,04 29,32 28,90
Praimér 29,01 | Smérodatna odchylka 0,20 | Variagni koeficient  0,0071
Tabulka 26. Stanoveni analytické senzitivity detekce SMoV

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

S1 26,36 26,31 26,31 26,38 26,26 26,37 26,29 26,19
S2 25,96 26,31 26,03 26,31 26,32 26,26 25,98 26,21
S3 26,30 26,23 26,27 26,16 26,44 26,60 26,32 26,31
Primér 26,27 | Smérodatna odchylka 0,14 | Variagni koeficient  0,0052
Tabulka 27. Stanoveni analytické senzitivity detekce SPV-1

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

Sl 26,23 26,18 25,94 25,95 25,94 26,19 26,30 26,29
S2 26,57 26,24 26,09 26,20 26,37 26,27 25,79 26,18
S3 26,49 26,32 26,28 26,42 26,51 26,25 26,21 26,46
Prameér 26,24 | Smérodatna odchylka 0,19 | Varia¢ni koeficient 0,0072
Tabulka 28. Stanoveni analytické senzitivity detekce StrV-1

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

S1 30,29 30,19 29,88 31,04 30,33 30,47 30,46 31,27
S2 29,42 30,16 29,79 30,46 29,63 30,20 29,91 30,09
S3 30,02 30,44 30,33 30,72 30,57 30,64 29,77 30,21
Primér 30,26 | Smérodatna odchylka 0,42 | Variagni koeficient  0,0138
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Tabulka 29. Stanoveni analytické senzitivity detekce OLV-1

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

S1 32,03 32,23 31,40 32,22 31,38 31,52 31,27 31,01
S2 31,38 31,63 32,33 31,75 31,71 31,56 31,88 31,58
S3 32,35 31,50 32,02 31,41 31,90 31,79 32,20 31,81
Praimér 31,74 | Smérodatna odchylka 0,36 | Variagni koeficient  0,0112

Pro kazdy virus byla sestrojena kalibracni kfivka, stanovena hodnota uUCinnosti
multiplexni PCR reakce a vypocitan korelacni koeficient. Hodnoty u¢innosti jednotlivych PCR
reakci se pohybovaly od 84 % do 107 %. Konkrétni hodnoty a kalibra¢ni kiivky jsou uvedeny
na Obrazcich 2 - 9. Nejnizsi G€innost byla zjiSténa pro virus SCV-A, a to 84 %, coz vSak
nemélo zasadni vliv na vykonnostni parametry detekce. U¢innost PCR reakce pro SCV-B byla
91 %, coz se blizi k hodnoté ucinnosti 90 %, kterd je povazovéna za hrani¢ni hodnotu
odpovidajici spolehlivému pribéhu PCR reakce. Ve dvou ptipadech byla prekro¢ena hodnota
ucinnosti 100 %, bylo to pro viry SMoV (105 %) a pro SPV-1 (107 %). Dalsim krokem bylo
stanoveni korelaéniho koeficientu linearni regrese (R?). Na zikladé ziskanych hodnot
korela¢niho koeficientu pro PCR reakci jednotlivych virt, které byly v rozmezi od 0,991 do
0,999, Ize detekeni systémy Straw Vir I a StrawVir 11 vyhodnotit jako dostate¢né robustni pro
diagnostiku vir jahodniku. Porovnanim nasich ziskanych hodnot s hodnotami, které ve své
studii uvadi Diaz-Lara et al. (2021), jsme zjistili, Ze hodnoty korela¢nich koeficientli a i¢innosti
jsou srovnatelné. Porovnéani jsme provedli pro viry SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1.
Hodnoty uc¢innosti ziskané v publikaci se pohybovaly v rozmezi od 92 % do 105 % a hodnoty
korela¢niho koeficientu v rozmezi od 0,984 do 0,998 (Diaz-Lara et al. 2021).
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Obrazek 2. Vlevo jsou uvedeny amplifika¢ni kiivky —
zavislost intenzity fluorescence na cyklu reakce pro SMYEV,
vpravo je uvedena kalibra¢ni kiivka — zavislost hodnot Ct na
koncentraci pro SMYEV
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Obrazek 3. Vlevo jsou uvedeny amplifikacni
ktivky - zavislost intenzity fluorescence na cyklu reakce pro
SCV-A, vpravo je uvedena kalibracni kiivka — zavislost
hodnot Ct na koncentraci pro SCV-A
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Obrazek 4. Vlevo jsou uvedeny amplifikaéni
ktivky — zavislost intenzity fluorescence na cyklu reakce pro
SCV-B, vpravo je uvedena kalibra¢ni kiivka — zavislost

20
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hodnot Ct na koncentraci pro SCV-B
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Obrazek 5. Vlevo jsou uvedeny amplifikaéni
kiivky — zavislost intenzity fluorescence na cyklu reakce pro
SVBYV, vpravo je uvedena kalibra¢ni kifivka — zavislost
hodnot Ct na koncentraci pro SVBV
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Obrazek 6. Vlevo jsou uvedeny amplifikacni
ktivky — zavislost intenzity fluorescence na cyklu reakce pro
SMoV, vpravo je uvedena kalibracni — zavislost hodnot Ct
na koncentraci pro SMoV
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Obrazek 7. Vlevo jsou uvedeny amplifikacni
ktivky — zavislost intenzity fluorescence na cyklu reakce pro
SPV-1, vpravo je uvedena kalibracni — zévislost hodnot Ct
na koncentraci pro SPV-1
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Obrazek 8. Vlevo jsou uvedeny amplifikacni
ktivky — zavislost intenzity fluorescence na cyklu reakce pro
StrV-1, vpravo je uvedena kalibra¢ni — zavislost hodnot Ct
na koncentraci pro Strv-1
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Obrazek 9. Vlevo jsou uvedeny amplifikacni
ktivky — zavislost intenzity fluorescence na cyklu reakce pro
OLV-1, vpravo je uvedena kalibra¢ni — zavislost hodnot Ct
na koncentraci pro OLV-1

5.2.1.3 Opakovatelnost

Stanoveni opakovatelnosti bylo provedeno pro vSechny viry pii stejném fedéni
syntetického standardu 500 kopii/reakce. Celkem byly analyzovany jednim pracovnikem, na
stejném pristroji, stejnou metodou a za pouziti stejnych reagencii tfi nezavislé sady vzorkd po
osmi. Jednotlivé hodnoty Ct pouzité pro vypocet statistickych parametrti pro stanoveni
opakovatelnosti jsou shodné s hodnotami Ct vybranymi pro stanoveni analytické senzitivity a
jsou uvedeny v Tabulkach 22 - 29. V Tabulkach 30 — 37 jsou pro jednotlivé viry prezentovany
statistické parametry, zejména pak pramérny variacni koeficient, ktery odrazi interni nejistotu
meétfeni. Pro SMYEV byla hodnota variaéniho koeficientu 0,0079 + 0,0005, coz odpovida
variabilité testovani jednotlivych béhu 0,79 %. Variabilita pro SCV-A byla stanovena na
0,46 %, pro SCV-B 0,70 %, pro SVBV 0,60 %, pro SMoV 0,42 %, pro SPV-1 0,59 %, pro
StrV-1 1,15 % a pro OLV-1 1,05 %.

Tabulka 30. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce SMYEV

Série Prumér SD VK

S1 29,57 0,25 0,0084
S2 29,54 0,21 0,0072
S3 29,57 0,24 0,0081
Priumérné hodnoty | 29,56 0,23 0,0079

SD VK | 0,0005
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Tabulka 31. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce SCV-A

Série Primér SD VK
S1 30,20 0,20 0,0067
S2 30,26 0,11 0,0035
S3 30,28 0,11 0,0037
Primérné hodnoty 30,25 0,14 0,0046
SD VK 0,0015
Tabulka 32. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce SCV-B
Série Primér SD VK
S1 29,74 0,24 0,0081
S2 29,57 0,17 0,0057
S3 29,70 0,21 0,0072
Primérné hodnoty 29,67 0,21 0,0070
SD VK | 0,0010

Tabulka 33. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce SVBV

ké parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce SMoV

Série Prumér SD VK
S1 28,93 0,17 0,0059
S2 28,94 0,15 0,0052
S3 29,15 0,21 0,0071
Primérné hodnoty 29,01 0,18 0,0060
SD VK 0,0008
Tabulka 34. Statistic
Série Pramér SD VK
S1 26,31 0,06 0,0023
S2 26,17 0,15 0,0056
S3 26,33 0,13 0,0048
Primérné hodnoty 26,27 0,11 0,0042
SD VK 0,0014

Tabulka 35. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce SPV-1

Tabulka 36. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce Strv-1

Série Prumér SD VK
S1 26,13 0,15 0,0057
S2 26,21 0,21 0,0080
S3 26,37 0,11 0,0041
Primérné hodnoty 26,24 0,16 0,0059
SD VK 0,0016

Série Primér SD VK
S1 30,49 0,42 0,0139
S2 29,96 0,32 0,0105
S3 30,34 0,30 0,0100
Primérné hodnoty | 30,26 0,35 0,0115
SD VK 0,0017
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Tabulka 37. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce OLV-1

5.2.1.4 Reprodukovatelnost

Pii shodném tedéni 500 kopii konkrétniho standardu na reakci byla pro vSechny viry
stanovena reprodukovatelnost detekéniho systému. Pro tifi pracovniky laboratofe byly
pfipraveny tii sady po osmi vzorcich. Z hodnot Ct byl pro kazdy virus vypocitan variacni
koeficient, jehoz hodnota se ocekévala nizsi nez 5 %. Pro vSechny viry byl varia¢ni koeficient
niz8i, coz vede k zavéru, ze detek¢éni systémy StrawVir | a StrawVir Il v multiplexnim

usporadani jsou robustni a jejich aplikace do praxe riznymi pracovniky neovliviiuje vysledky

Série Prumér SD VK
S1 31,63 0,43 0,0137
S2 31,73 0,27 0,0084
S3 31,87 0,30 0,0094
Primérné hodnoty | 31,74 0,33 0,0105
SD VK 0,0023

testovani. Vysledky jsou uvedeny v Tabulkach 38 — 45.

Tabulka 38. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce SMYEV

Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce
I/S1 29,54 29,77 29,62 29,77 29,27 29,14 29,93 29,50
1/s1 29,47 29,61 29,94 29,63 29,97 29,82 29,81 29,88
11/S1 29,80 29,47 29,66 29,88 29,54 29,95 29,35 29,29
1/S2 29,55 29,72 29,34 29,32 29,93 29,32 29,70 29,44
11/S2 29,58 29,92 29,58 29,91 29,99 29,78 29,62 29,86
11/S2 29,56 29,52 29,67 29,88 29,84 30,04 29,69 29,54
1/S3 29,82 29,42 29,52 29,72 29,76 29,23 29,24 29,86
11/S3 29,47 29,82 29,42 29,55 29,76 29,92 29,95 29,65
11/S3 29,02 29,62 29,81 29,32 29,66 29,82 29,92 29,50
Praimeér 29,65 Smeérodatna odch. 0,23 Variaéni koeficient 0,0078
Tabulka 39. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce SCV-A
Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce
I/S1 30,51 30,05 30,04 30,52 30,15 30,15 29,93 30,26
1/S1 30,45 30,42 29,91 30,52 30,04 30,58 30,47 30,48
11/s1 30,74 30,70 30,56 30,38 30,75 30,57 30,65 30,52
1/S2 30,40 30,24 30,07 30,15 30,29 30,20 30,32 30,38
11/S2 30,58 30,51 30,24 30,43 30,37 30,47 30,34 31,09
11/S2 30,61 30,78 30,87 30,04 30,51 30,52 30,95 30,85
1/S3 30,24 30,39 30,16 30,36 30,09 30,25 30,44 30,32
11/S3 30,96 30,22 30,38 30,65 30,63 30,50 30,38 30,66
111/S3 30,58 30,56 30,11 30,07 30,38 30,42 30,30 30,09
Primeér 30,41 Smérodatna odch. 0,25 Variacni koeficient  0,0082
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Tabulka 40. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce SCV-B

Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce
I/S1 29,26 29,46 29,82 29,92 30,05 29,78 29,87 29,77
1/S1 30,08 29,83 29,76 29,84 29,73 29,40 29,84 29,62
11/s1 29,61 29,54 30,04 29,95 29,31 30,26 29,99 29,31
1/S2 29,67 29,27 29,47 29,48 29,77 29,47 29,82 29,59
11/S2 29,99 29,61 29,85 29,63 29,74 29,68 29,44 30,05
11/S2 29,58 29,93 30,00 29,92 29,81 30,27 29,87 30,07
1/S3 29,66 29,70 29,37 29,49 29,94 29,76 30,08 29,62
11/S3 29,73 29,51 29,95 29,40 29,53 29,83 30,07 29,62
111/S3 29,70 29,71 29,52 29,96 29,90 29,94 29,68 29,60
Primér 29,74 Smérodatna odch. 0,23 Variaéni koeficient 00,0078
Tabulka 41. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce SVBV
Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce
1/S1 28,63 28,76 29,16 29,15 28,94 29,02 28,91 28,89
11/S1 29,80 28,96 29,50 29,24 29,17 29,38 29,10 29,33
11/S1 29,12 29,09 29,25 28,92 29,17 29,08 29,05 29,19
1/1S2 28,63 28,86 28,90 29,07 29,00 29,08 28,84 29,10
11/S2 29,50 29,12 29,34 29,68 29,16 29,19 29,31 29,16
11/S2 29,10 29,26 29,30 29,12 29,27 29,69 29,46 29,39
1/S3 29,51 29,37 28,93 29,06 29,08 29,04 29,32 28,90
11/S3 29,12 29,15 29,24 29,34 29,50 29,37 29,20 29,56
111/S3 29,25 29,51 29,34 29,33 29,48 29,19 28,73 29,33
Primeér 29,18 Smeérodatna odch. 0,24 Varia¢ni koeficient 0,0081
Tabulka 42. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce SMoV
Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce
1/S1 26,36 26,31 26,31 26,38 26,26 26,37 26,29 26,19
11/S1 26,38 26,45 26,30 26,49 25,95 25,88 26,23 26,18
11/S1 26,57 26,24 26,46 26,31 26,52 26,41 26,72 26,37
1/S2 25,96 26,31 26,03 26,31 26,32 26,26 25,98 26,21
11/S2 26,36 26,34 26,50 26,24 26,45 26,31 26,33 26,15
11/S2 26,54 26,79 26,56 26,63 26,57 26,57 26,61 26,78
1/S3 26,30 26,23 26,27 26,16 26,44 26,60 26,32 26,31
11/S3 26,20 25,96 26,14 26,06 26,36 26,48 26,32 26,19
111/S3 26,57 26,86 26,83 27,04 26,85 26,76 27,01 26,49
Praimeér 26,39 Smeérodatna odch. 0,24 Variaéni koeficient 0,0092
Tabulka 43. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce SPV-1
Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce
I/S1 26,23 26,18 25,94 25,95 25,94 26,19 26,30 26,29
1/S1 26,33 26,36 26,25 26,19 26,26 26,43 26,22 26,17
11/S1 26,76 26,85 26,75 26,76 26,28 26,67 26,28 26,39
1/S2 26,57 26,24 26,09 26,20 26,37 26,27 25,79 26,18
11/S2 25,99 26,09 26,22 26,38 26,22 26,02 26,19 26,13
111/S2 26,77 26,42 26,50 26,55 26,94 26,41 26,59 26,36
1/S3 26,49 26,32 26,28 26,42 26,51 26,25 26,21 26,46
11/S3 26,33 25,94 26,34 26,26 26,63 26,57 26,28 26,21
111/S3 26,64 26,91 26,83 26,72 26,82 26,88 26,32 26,58
Primeér 26,37 Smeérodatna odch. 0,26 Variacni koeficient  0,0098
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Tabulka 44. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce StrV-1

Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

I/S1 30,29 30,19 29,88 31,04 30,33 30,47 30,46 31,27
1/S1 30,87 30,83 31,55 30,46 29,83 30,85 29,39 31,23
11/S1 30,36 30,32 31,25 31,01 30,89 31,30 30,21 29,84
1/S2 29,42 30,16 29,79 30,46 29,63 30,20 29,91 30,09
11/S2 31,87 31,41 30,15 31,97 31,95 32,36 31,53 32,26
11/S2 31,48 31,22 31,14 31,11 30,51 29,71 30,97 30,53
1/S3 30,02 30,44 30,33 30,72 30,57 30,64 29,77 30,21
11/S3 30,72 30,20 30,77 30,67 30,33 30,65 31,52 30,34
11/S3 30,20 31,25 30,43 31,15 30,50 30,47 31,68 31,25
Primeér 30,68 Smeérodatna odch. 0,66 Variacni koeficient  0,0215

Tabulka 45. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce OLV-1

Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

1/S1 31,92 31,78 32,30 31,77 32,63 31,43 32,00 31,37
1/s1 31,71 31,83 31,81 31,82 32,07 31,09 31,41 32,29
11/s1 32,03 32,23 31,40 32,22 31,38 31,52 31,27 31,01
1/S2 31,88 31,29 31,49 32,26 31,80 31,89 32,17 31,61
11/S2 32,13 31,35 31,63 32,25 31,42 31,52 31,48 31,78
11/S2 31,38 31,63 32,33 31,75 31,71 31,56 31,88 31,58
1/S3 32,03 31,71 32,00 31,26 31,88 31,90 32,10 31,73
11/S3 31,94 31,31 31,47 32,07 31,70 31,52 31,16 32,04
111/S3 32,35 31,50 32,02 31,41 31,90 31,79 32,20 31,81
Primér 31,76 Smérodatna odch. 0,34 Variacni koeficient 0,0108

Popis vyvoje systému pro real-time PCR detekci vira SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a
SPV-1, jeho validace a pouziti jsou uvedeny v certifikované metodice ,,Real-time PCR detekce
virtl Strawberry mild yellow edge virus (SMYEV), Strawberry crinkle virus (SCV), Strawberry
vein banding virus (SVBV), Strawberry mottle virus (SMoV) a Strawberry polerovirus-1
(SPV-1) v biologickém materialu“ (Cmejla & Valentova 2020). Detekéni systém pro tyto viry
byl zformulovan do podoby uZivatelsky pfijemné diagnostické soupravy StrawVir I (funkcni
vzorek) a pro viry StrV-1 a OLV-1 do soupravy Straw Vir II, které obsahuji v§echny reagencie
a standardy pro jednoduché pouziti. Validace detek¢niho systému pro OLV-1 je popséna
Vv publikaci ,,Vyvoj a validace diagnostického real-time PCR systému pro detekci olive latent

viru 1 (OLV-1) v rostlinach jahodniku* (Valentova et al. 2021a).
5.2.2 Vyuiiti detek¢éniho systému pro diagnostiku vira jahodniku

5.2.2.1 Hospodarska Skodlivost
Béhem feSeni projektu, ktery se zabyval problematikou vird jahodniku, byl metodou

HTS nalezen novy virus StrV-1. Do budoucna se da piedpokladat, ze se metoda HTS diky
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snizovani nakladii na jeji provedeni stane diilezitou a hojné vyuzivanou metodou pro testovani
zdravotniho stavu rostlin. Problém vsak je, do jaké miry jsou nové nalezené viry pro rostliny
nebezpecné a jak vyznamné mohou na rostlinach vyvolavat hospodarské ztraty. Proto bylo
dalezité zjistit, jak zavazna bude hospodarska Skodlivost StrV-1 v piipad¢ jeho rozsifeni v
porostech jahodniku. Detekéni systémy StrawVir I a StrawVir II byly pouzity pfi zahajeni
pokusu pro testovani zdravotniho stavu rostlin (skupina A i B), které byly predmétem
hodnoceni hospodaiské Skodlivosti. StrawVir II byl jesté vyuzit pro testovani pfitomnosti
sledovaného StrV-1 v rostlinach v jarnich a podzimnich meésicich po celou dobu feSeni
projektu. Skupina rostlin A byla sledovana 3 roky a byla testovana celkem pétkrat, skupina B
byla predmétem testovani 2 roky, testovani probéhlo 3x. Grafické znazornéni vysledkid pro
sledovanou skupinu A a B je uvedeno v Grafech 3 a 4, ze kterych je patrné, ze relativni virova
naloz StrV-1 se v jahodnicich na jafe oproti podzimu zvySuje. Na zaklad¢ testovani jahodnik
diagnostickym kitem StrawVir II jsme dosli k zdvéru, ze nami navrzeny detekéni systém je
funkéni a vysledky testovani koreluji s faktem, Zze koncetrace virtl je v jarnich mésicich, kdy

dochazi k intenzivnimu rastu rostlin, vyssi, nez je tomu na podzim.
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Pocet mésicu po infekei

Darselect Karmen

Graf 3. Relativni virova naloz vztazena K expresi mitochondrialniho genu Nad5 (referencniho
genu) pro skupinu vzorkt A, ktera byla zastoupena jahodniky, které byly v ramci hodnoceni
hospodarské skodlivosti testovany na pritomnost StrV-1 v obdobi od zati 2019 do zaii 2021.
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Graf 4. Relativni virova naloz vztazena k expresi mitochondrialniho genu Nad5 (referen¢niho
genu) pro skupinu vzorki B, ktera byla zastoupena jahodniky, které byly v ramci hodnoceni
hospodaiské skodlivosti testovany na piitomnost StrV-1 v obdobi od zaii 2020 do zati 2021

Metodika provedeni experimentu, jehoz vysledkem je stanoveni hospodarské
Skodlivosti StrV-1 v jahodnicich je uvedena v kapitole 4.3.2.1 Hodnoceni hospodaiské
skodlivosti. Béhem pokusu byly hodnoceny parametry: vizualni symptomy na rostling€, nasada
kvétl, hmotnost a velikost plodli, obsah refraktometrické susiny, pevnost duzniny a narist
zelené hmoty veetné poctu Slahouni. Vysledky jednotlivych parametr byly vyhodnoceny ze
169 méteni. Rostliny ve skupiné A byly sledovany dva roky, ve skupiné B jeden rok. V pribéhu
hodnoceni hospodaiské Skodlivosti v obou skupindich A i B bylo pro odriidu Darselect
provedeno celkem 25 méfeni u StrV-1 (+) rostlin a 47 u StrV-1 (-); pro odrudu Karmen byly
hodnoceny parametry u 39 StrV-1 (+) jahodnika a 58 StrV-1 (-).

Po celou dobu experimentu byly vsechny rostliny pravideln¢ sledovany z hlediska
vyskytu symptomu. Na rostlindch odriidy Darselect ani Karmen nebyly pozorovany Zadné
ptiznaky, které by souvisely s infekci StrV-1.

Vysledky hodnoceni kveteni jsou uvedeny v Tabulce 46. Celkem bylo na pokusnych
rostlinach zaznamenano 1035 kvétenstvi a 5148 kvéth. Nastup kveteni nebyl infekei StrV-1
ovlivnén ani u jedné odridy. Data u odriidy Darselect ukazala vyznamné snizeni primérného
poctu kvétenstvi o 23,6 % (p = 0,047) v infikovanych rostlinach, coz se odrazilo ve sniZeni

pramérného poctu kvéth na rostlinu o 16,5 % (nevyznamné). V piipad¢ odridy Karmen doslo
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vyznamné Ke snizeni primérného poctu kvétenstvi a kvétt na rostlinu 0 29,6 %, resp. 27,4 %
(p = 0,007 a p =0,004).

Tabulka 46. Vliv infekce StrV-1 na kveteni jahod u odriid Darselect a Karmen

Primérny pocet Pramérny pocet Primeérny podet
Odrida Strv-1  n kvétenstvi ramerny poce rumerny pocet,
. kvéti na rostlinu kvétu v kvétenstvi
na rostlinu
Darselect

Strv-1(+) Median 40 16,0 4,3
n=25 Prumér 45 18,0 43
SD 2,7 9,1 1,0
Strv-1(-) Median 6,0 22,0 3,8
n =47 Prumér 5,9 21,6 3,9
SD 2,8 8,1 0,9

Pomér prumért (+)/(-) 76,4 % 83,5 % 1113 %

t-test p hodnota 0,047 0,099 0,056
Karmen

Strv-1(+) Median 4,0 28,0 5,6
n=239 Primér 53 31,0 6,4
SD 3,3 15,9 2,1
Strv-1 () Median 7,0 41,0 5,8
n=>58 Primér 7,5 42,7 6,5
SD 45 22,4 2,2

Pomér praméra (+)/(-) 70,4 % 72,6 % 99,4 %

t-test p hodnota 0,007 0,004 0,926

V Tabulce 47 jsou shrnuty vysledky z hodnoceni parametri tykajicich se sklizenych
plodi. Celkem bylo hodnoceno 1315 plodii pro odridu Darselect a 2174 pro odriidu Karmen.
U odrady Darselect nebyly zaznamenany mezi infikovanymi StrV-1 a Kontrolnimi rostlinami
vyznamné rozdily v hodnocenych parametrech - primérna hmotnost a pramér plodd, pomér
plodi ke kvétim, pevnost, obsah cukru a kvalita plodi. Vyraznéji se lisila data pro primérny
pocet plodu na rostlinu a primérnou sklizeni z rostliny. Z vysledku dat vsak vylyva, ze nedoslo
k vyznamnému poklesu obou parametr (14,5 %; 11,7 %). Pfitomnost StrV-1 u odridy Karmen
vyznamné ovlivnila hmotnost ploda a primérny pocet plodi a vynos na rostlinu. Data potvrdila
snizeni parametrd hmotnost plodt o0 5 % (p = 0,049), primérného poctu plodd na rostlinu 0
27,6 % (p = 0,0009) a tim i vynosu na rostlinu 0 31,8 % (p = 0,0004). Ve srovnani s kontrolnimi
rostlinami byly parametry primérna pevnost, cukernatost a obsah cukru v plodech mirn¢ (i kdyz
vyznamn¢) vyss$i u pozitivnich StrV-1 rostlin odriidy Karmen.

Vysledky hodnoceni tykajici se méfeni nartstu zelené hmoty a poctu nové narostlych
Slahounti jsou shrnuty v Tabulce 48. V piipadé odridy Darselect data ukazuji, Zze

k vyznamnému sniZzeni o 25,8 % (p = 0,027) doslo u hodnoty primérné hmotnosti nadzemnich
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¢asti rostliny. Zatimco primérnd hmotnost listli byla sniZena pouze o 9,2 % (nevyznamné).
Rozdilna dynamika téchto dvou parametrti méla za nasledek vyznamné (p = 0,005) zvySeni
poméru hmotnosti listd k hmotnosti rostliny o 15 % u StrV-1 infikovanych rostlin. U odrady
Karmen byla pro vSechna méteni primérna hmotnost nadzemnich ¢asti rostliny a primérna
hmotnost listd vyrazn¢ a jak vyplyva z dat, tak i vyznamné niz$i. Primérnd hmotnost
nadzemnich ¢asti rostliny klesla 0 40 % (p = 0,0003) a prumérna hmotnost listi o 41,4 %
(p = 0,00001). U obou odrud doslo k vyznamnému snizeni po¢tu §lahounti u Darselect 0 49,2 %

(p =0,004) a Karmen o 42,3 % (p =0,0027).
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Tabulka 47. Vliv infekce StrV-1 na parametry hodnocené v ramci hospodaiské skodlivosti: pomér plodu ke kvétim, hmotnost a velikost plodu,
obsah refraktometrické susiny, pevnost duzniny plodi a jakostni tfida plodt u odrid Darselect a Karmen

Plod/kveét Priumérny Prumérna Priumérna Primérna Prumérna Priumérna Prumérna
Odrida Strv-1 " pocet plodii na sklizei na hmotnost velikost plodu pevnost plodu  cukernatost jakostni tfida
(Ip0ia) rostlinu rostlinu () plodu (g) (mm) (Durofel) (% Brix) (1-4)
Darselect
StrV-1 (+) Median 0,91 16,0 159,30 9,7 28,1 44,5 7,2 2,0
n=25 Primér 0,98 16,4 191,10 11,6 28,7 44,4 7,3 1,8
SD 0,27 6,7 88,63 7,8 7,4 9,0 2,2 0,9
StrVv-1(-) Median 0,88 20,0 185,60 9,3 27,1 44,0 7,2 2,0
n=47 Primér 0,93 19,2 216,37 11,2 27,9 43,5 7,3 1,9
SD 0,27 6,8 94,46 8,1 74 8,5 2,1 1,0
Pomér praméru (+)/(-)  105,4 % 85,5 % 88,3 % 103,3 % 102,7 % 102,1 % 100,5 % 95,7 %
t-test p hodnota 0,462 0,105 0,280 0,430 0,085 0,081 0,785 0,131
Karmen
StrV-1 (+) Median 0,59 16,0 115,1 6,5 24,6 26,5 6,9 2,0
n=239 Pramér 0,64 18,3 141,1 7,7 25,2 27,5 7,3 2,3
SD 0,23 8,2 77,9 5,2 7,5 9,2 2,7 1,0
Strv-1(-) Median 0,61 22,0 196,6 6,9 24,6 25,0 6,7 2,0
n=>58 Primér 0,63 25,2 207,0 8,2 25,3 26,0 7,0 2,2
SD 0,19 11,5 91,5 57 7,6 8,2 2,5 1,0
Pomér primért (+)/(-)  101,3 % 72,4 % 68,2 % 94,1 % 99,5 % 106,1 % 103,7 % 104,7 %
t-test p hodnota 0,851 0,0009 0,0004 0,049 0,737 0,0001 0,032 0,025
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Tabulka 48. Vliv infekce StrV-1 na ristové parametry odrid Darselect a Karmen.

Primérna Primérna Pomér hmotnosti Priumérny
Odrida StrvV-1 n hmotnost hmotnost i . pocet
. e o listi/rostlina . o
rostliny (g) listu (Q) Slahounii
Darselect

Strv-1(+) Median 58,8 51,6 0,776 1,0
n=25 Primér 75,6 56,0 0,767 1,5
SD 37,9 24,7 0,112 1,6
Strv-1 (-) Median 89,9 59,5 0,667 3,0
n =47 Primér 101,9 61,7 0,667 2,9
SD 49,9 20,5 0,174 2,1

Pomér praméra (+)/(-) 74,2 % 90,8 % 115,0 % 50,8 %

t-test p hodnota 0,027 0,309 0,005 0,004

Karmen

Strv-1 (+) Median 59,1 33,5 0,596 2,0
n=239 Pramér 69,8 38,9 0,625 2,9
SD 445 19,4 0,199 2,8
Strv-1 () Median 89,0 56,3 0,584 4,0
n=>58 Promér 116,2 66,3 0,612 51
SD 75,1 36,3 0,140 3,7

Pomér praméra (+)/(-) 60,0 % 58,6 % 102,2 % 57,7 %

t-test p hodnota 0,0003 0,00001 0,725 0,0027

Na zaklad¢ vysledkti hodnoceni hospodarské Skodlivosti vyplyva, Ze bezptiznakova
infekce StrV-1 muze vést ke ztratam na vynosu jahod az o 32 % v zavislosti na odridé a dalSich
sezonnich podminkach. Pravdépodobné hlavni pfi¢inou snizeni vynosu bylo dano niz§im
poctem kvétenstvi na rostlinu. Detailngjsi vysledky jsou uvedeny Vv publikaci snazvem
»Symptomless infection by strawberry virus 1 (StrV-1) leads to losses in strawberry yields*
(Valentova et al. 2022). Ceskému &tenéfi byly poznatky o novém viru jahodniku StrV-1 a jeho
hospodarské Cinnosti piedstaveny v recenzované publikaci v Zahradnictvi (Valentova et al.

2021b).

5.2.2.2 Monitoring viru jahodniku

Zastoupeni jednotlivych virli v jahodnicich pochazejicich z produkénich vysadeb je
uvedeno v Grafu 5. Z vysledki je patrné, Ze se v jahodnikovych porostech nejcastéji vyskytoval
SCV. Naopak SVBYV nebyl ve vysadbach zachycen viibec. Co se tyka vira SPV-1, StrV-1 a
OLV-1, pro které neplati povinnost testovani pro kontrolu zdravotniho stavu rostlin podle
vyhlasky 96/2018 Sb., byl nejcastéji nalezenym virem SPV-1. Vzhledem Kk tomu, ze procento
vyskytu viru je 15 %, bylo by vhodné se zabyvat doporucenim, které ve své studii navrhuji
Thekke-Veetil a Tzanetakis (2016) a zafadit virus do testovaciho schématu pro kontrolu
zdravotniho stavu. Nizké procento vyskytu OLV-1 svéd¢i o tom, Ze je jeho hlavni hostitelskou

rostlinou olivovnik a jahodnik je napadan pouze okrajove.

76



20
18
16
14
12
10

Zastoupeni virt jahodniku v %

SMYEV SCV SVBV SMoV SPV-1 Strv-1 OLV-1

Graf 5. Procentualni zastoupeni virai SMYEV, SCV, SVBV, SMoV, SPV-1, StrV-1a OLV-1

v jahodnicich pochazejicich z produkénich vysadeb

Byl proveden prizkum pfitomnosti virdt v nakoupené sadbé v zahradnictvich a
v obchodnich fetézcich. Konkrétni vysledky jsou uvedeny v publikaci ,,Vyskyt virit v
sazenicich jahodniku zakoupenych v Ceské republice” (Valentova et al. 2019). Detekénim
systémem StrawVir I a StrawVir Il bylo testovano 108 jahodnikid. VSechny vzorky kromé ¢tyt
rostlin byly na testované viry negativni. Ve tfech rostlinach odriidy Senga Sengana, které byly
nakoupeny ve stejném obchodnim fetézci, byl detekovan SCV. Navic byl jeste v jedné rostliné
v koinfekci nalezen SMoV. Ctvrta rostlina odriida Honeoye pochézejici ze zahradnictvi byla
infikovana SCV. Zajimavé je, Ze ani jedna ze Ctyf pozitivnich rostlin na vySe uvedené viry
nevykazovala symptomy.

Analyza vzorkd z rostlin uchovavanych v technické izolaci v certifikaénim stupni
superelita potvrdila o¢ekavany vysledek. Viry jahodniku, které jsou uvedeny na seznamu vird,
na které se testuje rozmnozovaci material, se v rostlinach nevyskytovaly. Soucasné nebyly
detekovany ani viry SPV-1a OLV-1. Ve 43,8 % rostlin byl v§ak zjistén pozitivni nalez StrV-1,
coz vede spolecné s vysledky testovani hospodarské skodlivosti viru k zavéru, zda by nebylo
vhodné tento virus zafadit na seznam virti uréenych pro testovani rozmnozovaciho materialu.

Diagnostické soupravy StrawVir I a Il byly také pouzity pii studiu noveé objeveného viru

jahodniku Strawberry Virus A (StrVA) (Koloniuk et al. 2022). V ramci vyzkumu byl v
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jahodnicich sledovan vliv smisenych infekci na charakterizaci biologickych vlastnosti StrVA
a na ovliviiovani zdravotniho stavu rostlin.

Soupravy byly také poskytnuty norskym kolegtim pro feSeni spole¢ného mezinarodniho
projektu snazvem ,Healthy berries in a changing climate: development of new
biotechnological procedures for virus diagnostics, vector studies, elimination and safe

preservation of strawberry and raspberry*.
5.3 Diagnosticky systém pro detekci viri rybizu a jeho vyuZziti v praxi
5.3.1 Vykonnostni charakteristiky multiplexni real-time PCR reakce

5.3.1.1 Specificita

Po porovnani dostupnych sekvenci viri BRV a GVBaV byla vybrana pro oba viry
nejkonzervovanéjsi oblast jejich genomu, do které byly navrzeny primery a sondy. Pro detekci
BRYV byly primery a sondy navrzeny do 3' UTR oblasti, ktera je pfitomna u obou segmentt
RNA1 a RNA2 genomu viru. Sekvence segmentt jsou dlouhé 1360 a 1363 nt (pro RNAI a
RNAZ2). Lehto et al. (2004) uvadi, ze 3' UTR oblasti RNA1 a RNA2 jsou vzajemné identické
294,1-98,8 % (podle typu analyzovaného izolatu). Primery pro detekci GVBaV byly navrZzeny
do oblasti ORF3, coz je nejprosekvenovangjsi oblast virového genomu. Piestoze se GVBaV
fadi mezi DNA viry, byla vstupnim materidlem do PCR reakce celkovd RNA. Mohlo tak dojit
Kk soucasné detekci obou virti v jedné reakci. Primery pro end-point PCR (tzv. vnéjsi primery)
slouzily pro kontrolu funkénosti systému primerti a sond uré¢eného pro real-time PCR metodu.
Sondy a primery pro real-time PCR byly navrzeny uvniti useku sekvence viru BRV nebo
GVBaV, ktery byl amplifikovdn metodou end-point PCR. Sondy pro BRV byly znaceny
fluoroforem FAM a pro GVBaV fluoroforem HEX, coz umoznilo provést multiplexovani.
Kone¢né sekvence sond a primerti vCetné velikosti amplifikovaného tseku jsou uvedeny

v Tabulce 49.
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Tabulka 49. Ptehled finalnich primerd a sond pro detekci BRV a GVBaV, véetné velikosti
amplifikovaného useku

BRV: Sekvence + velikost amplifikovaného useku

Vnitfni primery + sonda 85 bp

Forward primer: ACTTGGGAGACAAAGTCTCATCC

Reverse primer: GGTARGGGTTTGCTAATAATGAGC

Sonda: FAM-CTACTTGCCCTATCAGTAGGGATGGGA-BHQ1
Vnéjsi primery: 632 bp

Forward primer: GRGGTTTCAAGGGATGTCATCA

Reverse primer: ATCAGGCTCGGAAGCAGTARACC

GVBaV:

Vnitini primery + sonda 111 bp

Forward primer: CCGCAGMACAGGAAGAGATYCT

Reverse primer 1: GGGCCTGGGCTTCCAGC

Reverse primer 2: TTTGGACCTGGGCTTCTAGC

Sonda: HEX-ATCCTTCGTTCYTTGGGCTGGACCTC-BHQ1
Vnéjsi primery: 222 bp

Forward primer: AGCTGCGGTTCGGGAGATG

Reverse primer: CGAATCATTTATGGTGAAGTCATCC

Metodou end-point PCR s pouzitim sady vnéjSich primert byly testovany vzorky, které
byly odebrany uzemi Ceské republiky. Nalezené pozitivni a negativni vzorky pak slouzily k
ovéteni specificity diagnostického systému na principu real-time PCR. Specificita navrzeného
systému byla 100%, protoze vysledky testovani obou metod byly shodné, pozitivni vzorky byly
pozitivni a negativni vzorky byly negativni. Z celkového poctu 204 odebranych rostlin, ze
kterych byla izolovana RNA, bylo nalezeno 103 vzorku pozitivnich na pfitomnost BRV a

62 vzorkt pozitivnich na pfitomnost GVBaV.

5.3.1.2 Senzitivita

Pro analyzu vlivu multiplexovani byly porovnany vysledky detekce virt BRV a GVBaV
Vv simplexnim a multiplexnim uspofadani pii rlznych koncentracich syntetické pozitivni
kontroly. Z vysledkt uvedenych v Tabulkach 50 a 51 vyplyva, Ze hodnoty Ct jsou pro oba viry

V obou provedenich srovnatelné a Ze mulitplexovani nema negativni vliv na vykonnost testu.
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Tabulka 50. Stanoveni senzitivity pro BRV - vliv multiplexovani

Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Primér Primér SD Hodnota Ct
100 000 20,95 0,3300 20,62 20,42 0,0650 20,35
100 000 20,29 20,48
50 000 21,71 0,1100 21,60 21,56 0,0000 21,56
50 000 21,49 21,56
5000 25,56 0,1600 25,40 25,45 0,0800 25,37
5000 25,24 25,53
500 29,40 0,1901 29,34 29,29 0,1320 29,26
500 29,53 29,10
500 29,02 29,47
500 29,39 29,31
50 32,56 0,3387 32,78 32,72 0,4565 31,96
50 33,34 33,13
50 32,47 33,01
50 32,75 32,78
5 34,87 0,4447 35,17 36,93 0,0100 neg
5 34,69 36,94
5 35,85 neg
5 35,26 36,92

Tabulka 51. Stanoveni senzitivity pro GVBaV - vliv multiplexovani

Redéni Simplex Multiplex
kopie/reakce | Hodnota Ct SD Primér Primér SD Hodnota Ct
100 000 21,87 0,0950 21,78 22,00 0,1050 22,10
100 000 21,68 21,89
50 000 22,91 0,0800 22,99 22,91 0,1000 23,01
50 000 23,07 22,81
5000 26,04 0,2100 26,25 26,39 0,3800 26,01
5000 26,46 26,77
500 29,96 0,1677 30,17 30,20 0,1339 30,38
500 30,27 30,24
500 30,39 30,01
500 30,07 30,16
50 34,14 0,2977 33,82 33,44 0,6520 34,30
50 33,44 33,09
50 33,62 32,59
50 34,08 33,78
5 35,45 0,1450 35,45 36,93 2,3344 neg
5 35,57 40,23
5 35,21 35,36
5 35,56 35,20
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Z hodnot Ct, které¢ odpovidaly testovanym koncentracim syntetického standardu
prislusného viru, byla sestrojena kalibra¢ni kiivka a byly vyhodnoceny parametry - korelacni
koeficient R? a Gi¢innost amplifikace (Efficiency). Hodnota korela¢niho koeficientu pro BRV
byla 0,998 a uc¢innost amplifikace 85%; pro GVBaV byla hodnota korela¢niho koeficientu
0,996 a ucinnost amplifikace 93 %. Na Obrazcich 10 a 11 jsou ukazény amplifikacni a

kalibra¢ni kiivky pro jednotliva fedéni.

— Cycling AGreen (Page 1}
. | R=n,39807
By =0,99615

——— =} 3

3,750
B=39,187
Efficiency=0,85

Obrazek 10. Vlevo jsou wuvedeny amplifikaéni
ktivky — zavislost intenzity fluorescence na cyklu reakce pro
BRYV, vpravo je uvedena kalibra¢ni kfivka — zavislost hodnot
Ct na koncentraci pro BRV

Cycling A.Yellow (Page 1):
R=0,99809
12=0,99619

507
B=43,854
Efficiency=0,93

Obrazek 11. Vlevo jsou uvedeny amplifikac¢ni
ktivky — zavislost intenzity fluorescence na cyklu reakce pro
GVBaV, vpravo je uvedena kalibracni kiivka — zavislost
hodnot Ct na koncentraci pro GVBaV

103
Threshokd

A,

Pro oba viry byla stanovena analyticka senzitivita pfi koncentraci syntetického
standardu 500 kopii/reakce, pro BRV s variacnim koeficientem 0,47 % a pro GVBaV 0,68 %
(Tabulky 52 a 53).
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Tabulka 52. Stanoveni analytické senzitivity detekce BRV

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

Sl 28,79 28,66 28,65 28,55 28,85 28,66 28,74
S2 28,61 28,56 28,82 28,97 28,77 28,65 28,82
S3 28,77 28,87 28,41 28,81 28,86 28,81 28,48
Primér 28,71 | Smérodatna odchylka 0,13 | Variagni koeficient  0,0047
Tabulka 53. Stanoveni analytické senzitivity detekce GVBaV

Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

Sl 29,63 29,66 29,70 29,46 29,84 29,43 29,72
S2 29,86 29,86 30,17 29,78 30,16 30,16 29,68
S3 29,76 29,81 29,35 29,98 29,74 29,83 29,72
Primeér 29,77 | Smérodatna odchylka 0,20 | Varia¢ni koeficient 0,0068

5.3.1.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla pro viry BRV a GVBaV stanovena pii fedéni
odpovidajiciho syntetického standardu 500 kopii na reakci. Pro vypocet priimérného variaéniho
koeficientu, ktery odrdzi interni nejistotu méfeni, byly pouzity hodnoty Ct pochazejici ze tii
nezavislych méfeni. Hodnoty Ct jsou shodné s hodnotami pro stanoveni analytické senzitivity
a jsou uvedeny v Tabulkach 52 a 53. Analyza byla provadéna jednim pracovnikem, stejnou
metodou, za pouZiti stejnych reagencii a na stejném pfistroji. Pro BRV byla hodnota varia¢niho
koeficientu 0,0045 + 0,0011, coZ odpovidé variabilité¢ testovani jednotlivych béha 0,45 %.
Varia¢ni koeficient pro GVBaV byl 0,0057 + 0,0009, s variabilitou testovani jednotlivych béhi

0,57 % (Tabulky 54 a 55).

Tabulka 54. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce BRV

Tabulka 55. Statistické parametry pro stanoveni opakovatelnosti detekce GVBaV

Série Prumér SD VK
S1 28,69 0,09 0,0031
S2 28,74 0,12 0,0043
S3 28,70 0,17 0,0059
Primérné hodnoty 28,71 0,13 0,0045
SD VK 0,0011

Série Prumér SD VK
S1 29,66 0,14 0,0046
S2 29,92 0,20 0,0067
S3 29,74 0,17 0,0056
Primérné hodnoty | 29,77 0,17 0,0057
SD VK 0,0009
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5.3.1.4 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla stanovena pro oba viry s vyuzitim shodného fedéni 500 kopii
konkrétniho standardu v reakci. Reprodukovatelnost metody byla urcena variaénim
koeficientem, ktery byl vypocitdn ze vSech méfeni v riznych PCR bézich, které provadéli tii
rizni pracovnici, a to s vysledkem pro BRV 1,31 % a pro GVBaV 0,67 %. Na zéklad¢ vysledkt
hodnot Ct (Tabulky 56 a 57), u kterych jsme zaznamenali malé odchylky, 1ze konstatovat, ze
detek¢ni systém v multiplexnim uspotadani pro detekci obou vird je robustni a jeho aplikace

do praxe riznymi pracovniky neovlivituje vysledky testovani.

Tabulka 56. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce BRV

Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

I/S1 28,94 28,95 28,98 28,78 29,04 29,24 29,08 28,86
1/S1 28,79 28,66 28,65 28,55 28,85 28,66 28,63 28,74
11/s1 28,66 28,48 28,47 28,38 28,44 28,93 28,89 28,55
1/S2 29,17 29,19 28,66 28,81 29,14 29,11 28,82 29,22
11/S2 28,61 28,56 28,82 28,97 28,77 28,65 28,73 28,82
11/S2 28,50 28,47 28,78 28,74 28,53 28,34 28,57 28,47
1/S3 29,26 29,19 28,73 28,93 28,88 28,77 29,18 29,11
11/S3 29,47 29,82 29,42 29,55 29,76 29,92 29,95 29,65
111/S3 28,44 28,73 28,84 28,57 28,57 28,68 28,55 28,23
Primér 28,87 | Smérodatné odch. 0,38 | Varia¢ni koeficient  0,0131

Tabulka 57. Stanoveni reprodukovatelnosti detekce GVBaV

Béh/Série Ct hodnoty pro koncentraci 500 kopii/reakce

1/S1 29,54 29,74 29,68 29,41 29,64 29,51 29,72 29,68
1/S1 29,63 29,66 29,70 29,46 29,84 29,43 29,80 29,72
1/s1 29,84 29,85 29,85 29,76 29,83 29,84 29,73 29,43
1/S2 29,46 29,94 29,98 29,78 29,38 30,01 29,62 29,84
11/S2 29,86 29,86 30,17 29,78 30,16 30,16 29,67 29,68
11/S2 29,94 30,28 29,59 29,78 29,72 29,81 29,83 29,97
1/S3 29,79 29,93 29,61 29,92 29,83 29,74 30,30 29,68
11/S3 29,76 29,81 29,35 29,98 29,74 29,83 29,75 29,72
11/S3 29,94 29,69 29,94 29,65 29,59 30,20 29,97 29,79
Praimeér 29,78 Smeérodatna odch. 0,20 Variaéni koeficient 0,0067

Popis vyvoje systému pro real-time PCR detekci virt BRV a GVBaV, jeho validace a
pouziti jsou uvedeny v certifikované metodice (Valentova et al. 2020). Detekéni systém
v multiplexnim uspotadani byl sestaven do diagnostické soupravy RibesVir (funkéni vzorek),

ktera obsahuje vSechny reagencie a standardy pro jednoduché pouziti.

5.3.2 Vyuziti detekéniho systému pro diagnostiku viri rybizu
Béhem feSeni projektu zabyvajicim se navrhem diagnostického systému pro detekci viri

rybizu byl vytvotfen soubor 204 vzorkii. Souhrnné vysledky testovani viri BRV a GVBaV jsou
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uvedeny v Tabulkach 58 a 59. Z Tabulky 58, kde jsou vysledky rozdéleny podle zdroje
materidlu, vyplyva, Ze polovina vSech testovanych rostlin byla pozitivni na BRV. Nejvétsi
vyskyt BRV 84 % byl zaznamenan v produk¢nich vysadbach, kde naopak byl zaznamenan
témet nejnizsi vyskyt GVBaV (21 %; nejméné GVBaV bylo nalezeno v materialu pro
vyzkumné ucely 19 %). Celkové bylo GVBaV infikovano 30 % vSech testovanych vzork.
V 17 % vsech vzorku list rybizu byly nalezeny oba viry zaroven, nejvice koinfekei pochazelo
Z neprodukc¢nich vysadeb — soukromych zahradek. Ve vzorcich, které pochazely z nadkupt
sadby v obchodnich fetézcich a zahradnictvich, byl detekovan pouze GVBaV (27 %).

Z Tabulky 59 je patrné, Ze na Cerném rybizu se Castéji vyskytuje BRV (58 %) oproti
GVBaV (7 %). Nalez obou virt v ¢erveném rybizu je shodny, obéma viry byla nakazena
polovina vSech testovanych rostlin cerveného rybizu, v koinfekci se viry vyskytovaly ve 27 %.
Podobné je tomu u bilého rybizu, kdy bylo zaznamenano 60% zastoupeni obou virti, v koinfekci
se vyskytovaly ve 40 %. V piipadé ptivodni Sumavské odrudy cerveného rybizu "Gabreta” byly
vzorky pozitivni pouze na GVBaV (20 %).

Tabulka 58. Souhrnné vysledky testovani virat BRV a GVBaV v zavislosti na zdroji materialu

. . Pozitivni Pozitivni Koinfekce

Zdroi materiglu Pocet | Pocet BRV GVBaV BRV a GVBaV

J vzorka | lokalit

pocet % pocet % pocet %
Produkéni vysadby 38 4 32 84 8 21 6 16
Soukromé zahradky 31 9 12 39 16 52 8 26
Vyzkumné ucely 31 1 15 48 6 19 5 16
Nakoupena sadba 30 14 0 0 8 27 0 0
Genofondy 74 1 44 59 24 32 15 20
Celkem 204 29 103 50 62 30 34 17

Tabulka 59. Vysledky testovani viri BRV a GVBaV v zavislosti na druhu rybizu

Druh rybiza Potet Pozitivni BRV Pozitivni GVBaV KO'”fGe\k/g*a?/RV a
VR pocet % pocet % pocet %
Cerny rybiz 86 50 58 6 7 4 5
Cerveny rybiz 88 44 50 44 50 24 27
Bily rybiz 15 9 60 9 60 6 40
Gabreta 15 0 0 3 20 0 0
Celkem 204 103 50 62 30 34 17

V ramci zji§tovani genetické variability virti v Ceské republice byly pozitivni vzorky

(ziskané metodou end-point PCR) sekvenovany pomoci Sangerova sekvenovani a bylo ziskano
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celkem 84 sekvenci BRV a 81 GVBaV. Podrobnéjsi vysledky jsou uvedeny v publikaci
,»QGenetickd variabilita vir rybizu blackcurrant reversion virus (BRV) a gooseberry vein

banding associated virus (GVBaV) V Ceské republice* (Podlipny et al. 2021).

6 Zavéry a vyuZiti poznatku v praxi
Jednotlivé body jsou usporadany podle diagnostickych systému, které byly navrhnuty

pro konkrétni skupiny virti.

6.1 Navrh a validace detekéniho systému na principu real-time PCR v
multiplexnim usporadani pro viry maloplodosti tfesné LChV-1 a
LChV-2 v rostlinném materialu.

Pro viry maloplodosti tiesné¢ LChV-1 a LChV-2 byl navrzen a validovan detekéni
systém v multiplexnim uspofadani, ktery v soucasné dob¢ dle certifikované metodiky ,,Real-
time PCR detekce viru Little cherry virus 1 (LChV-1) a Little cherry virus 2 (LChV-2) v
biologickém materialu® (Cmejla & Valentova 2018a) vyuziva pro kontrolu zdravotniho stavu
rostlin laborato Ustiedniho kontrolniho a zkugebniho ustavu zemédélského (Odbor diagnostiky
Skodlivych organismi rostlin).

Detekéni systém byl v roce 2021 pouzit pro testovani vir maloplodosti tfeSné v ramci
spole¢né studie s UKZUZ, ktera byla podpoiena prostiedky z Narodniho akéniho planu a byla
zamé&fena na rozsah vyskytu, na epidemiologii a na riziko $ifeni vira LChV-1 a LChV-2 na
{izemi naseho statu a jejich zavlékani do CR.

Navrzeny systém primerd a sond je chranén patentem ¢. CZ 308 827 ,,Sada pro detekci
viri LChV-1 a LChV-2 v biologickém materialu® (Cmejla et al. 2021) a uzitnym vzorem
&. CZ 32 045 (Cmejla & Valentova 2018b).

6.2 Vyvoj a validace detekéniho systému na principu real-time PCR v
multiplexnim uspofadani pro viry jahodniku SMYEV, SCV, SVBV,
SMoV, SPV-1, StrV-1 a OLV-1 v rostlinném materialu.

Detekce vybranych virti jahodniku SMYEV, SCV, SVBV, SMoV, SPV-1, StrV-1 a
OLV-1 byla rozdélena do dvou diagnostickych systému v multiplexnim uspofadani, detek¢ni
systém Straw Vir I, ktery detekuje v jedné reakci viry SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 a
StrawVir II detekujici viry StrV-1 a OLV-1. Oba systémy byly uspésné validovany a

implementovany v laboratoti Ustfedniho kontrolniho a zku$ebniho Gstavu zemédélského
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(Odbor diagnostiky $kodlivych organismii rostlin). Laboratof UKZUZ ma k dispozici pro
kazdy detekéni systém diagnostickou soupravu (funkéni vzorek), ktera obsahuje v zakladnim
baleni reagencie pro provedeni 100 testii o reakénim objemu 20 pl.

Vlastni postup diagnostiky virdt vcéetné vysledkti validace detekéniho systému
StrawVir | je uveden v certifikované metodice ,,Real-time PCR detekce vird Strawberry mild
yellow edge virus (SMYEYV), Strawberry crinkle virus (SCV), Strawberry vein banding virus
(SVBV), Strawberry mottle virus (SMoV) a Strawberry polerovirus-1 (SPV-1) v biologickém
materialu® (Cmejla & Valentova 2020) a sekvence primert a sond jsou chranény uZitnym
vzorem ¢. CZ 32 879 ,Sada pro detekci vira SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a SPV-1 v
biologickém materialu“ (Cmejla & Valentova 2019).

Diagnostické soupravy Straw Vir I a I byly také vyuzity pro testovani rostlin a sledovani
pritomnosti viru StrV-1 v jahodnicich béhem hodnoceni hospodaiské sSkodlivosti StrV-1,
vysledky jsou uvedeny v publikacich ,,Symptomless infection by strawberry virus 1 (StrV-1)
leads to losses in strawberry yields“ (Valentova et al. 2022) a v ,Strawberry virus 1
(StrV-1) - vyskyt a hospodaiska $kodlivost nového viru jahodniku v Ceské republice®
(Valentova et al. 2021b).

Validace detek¢éniho systému pro OLV-1 provedena kitem StrawVir Il je popsana v
publikaci ,,Vyvoj a validace diagnostického real-time PCR systému pro detekci olive latent
viru 1 (OLV-1) v rostlinach jahodniku* (Valentova et al. 2021a). Ob¢ soupravy nasly uplatnéni
pro testovani zdravotniho stavu nakoupené sadby jahodniku v zahradnictvich a obchodnich
fetézcich.Vysledky jsou shrnuty v publikaci ,,Vyskyt virl v sazenicich jahodniku zakoupenych
v Ceské republice™ (Valentova et al. 2019).

Oba detekéni systémy byly dale pouzity pii identifikaci a charakterizaci novée
nalezeného viru Strawberry Virus A (Koloniuk et al. 2022), pfi monitoringu a studiu
biologickych vlastnosti a vektorti SPV-1 (Franova et al. 2021) a dale jsou vyuzivany norskymi
kolegy pfi feseni spoleéného mezinarodniho projektu TACR & TO01000295: Healthy berries
in a changing climate: development of new biotechnological procedures for virus diagnostics,
vector studies, elimination and safe preservation of strawberry and raspberry.
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6.3 Vyvoj a validace detekéniho systému na principu real-time PCR v
multiplexnim usporadani pro viry rybizu BRV a GVBaV v rostlinném

materialu.

Byl navrzen detekéni systém v multiplexnim uspotfadani pro BRV a GVBaV, ktery
pouzivaji v laboratofi Ustfedniho kontrolniho a zkuSebniho Gstavu zemédélského (Odbor
diagnostiky Skodlivych organismu rostlin) napft. ke kontrole zdravotniho stavu rozmnoZzovaciho
materialu rybizu nebo angrestu podle certifikované metodiky ,,Real-time PCR detekce vira
Blackcurrant reversion virus (BRV) a Gooseberry vein banding associated virus (GVBaV) v
biologickém materidlu“ (Valentova 2020).

Detekéni systém muze byt dodan ve formé funkéniho vzorku: RibesVir qPCR-RG
detekéni kit — diagnosticka souprava pro soucasnou real-time PCR detekci viri BRV a GVBaV
v biologickém materidlu. Funkéni vzorek v zékladnim baleni pfedstavuje reagencie, které jsou
ve zkumavkéch uloZzeny v papirové krabicce a lze s nimi provést 100 testli o reakénim objemu
20 pul.

Pomoci detekéniho Kitu byla testovana geneticka variabilita virai BRV a GVBaV

(Podlipny et al. 2021) a na uzemi Ceské republiky byl proveden monitoring virdi rybizu.

/ Publikace a ostatni vystupy

Souhrn publikaci a vystupt, které jsou podkladem pro diserta¢ni préci.

7.1 Impaktované publikace

Valentova L, Rejlova M, Franova J, Cmejla R. 2022. Symptomless infection by
strawberry virus 1 (StrVV-1) leads to losses in strawberry yields. Plant Pathology 71:1220-1228.
IF 3,132

Koloniuk I, Pfibylova J, Cmejla R, Valentova L, Franova J. 2022. Identification and
Characterization of a Novel Umbra-like Virus, Strawberry Virus A, Infecting Strawberry
Plants. Plants 11:643. IF 4,827

Franova J, Lenz O, Ptibylova J, Cmejla R, Valentova L, Koloniuk I. 2021. High
Incidence of Strawberry Polerovirus 1 in the Czech Republic and Its Vectors, Genetic
Variability and Recombination. Viruses 13:2487. IF 5,811
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7.2 Metodiky

Cmejla R, Valentova L. 2018. Real-time PCR detekce virti Little cherry virus 1
(LChV-1) a Little cherry virus 2 (LChV-2) v biologickém materialu. Certifikovana metodika.
Holovousy: VSUO. ISBN 978-80-87030-57-8.

Cmejla R, Valentova L. 2020. Real-time PCR detekce virti Strawberry mild yellow
edge virus (SMYEYV), Strawberry crinkle virus (SCV), Strawberry vein banding virus (SVBV),
Strawberry mottle virus (SMoV) a Strawberry polerovirus-1 (SPV-1) v biologickém materialu.
Certifikovana metodika. Holovousy: VSUO. ISBN 978-80-87030-75-2.

Valentova L, Cmejla R. 2020. Real-time PCR detekce virti Blackcurrant reversion virus
(BRV) a Gooseberry vein banding associated virus (GVBaV) v biologickém materialu.
Certifikovana metodika. Holovousy: VSUO. ISBN 978-80-87030-74-5.

7.3 Primyslové chranéné vystupy

7.3.1 Patent
Cmejla R, Valentova L, Bohunicka M, Suché J. 2021. Sada pro detekei vird LChV-1 a

LChV-2 v biologickém materialu. Ufad primyslového vlastnictvi CR, Ceska republika.
CZ 308827 B6.

7.3.2 Uzitny vzor

Cmejla R, Valentova L. 2019. Sada pro detekci virat SMYEV, SCV, SVBV, SMoV a
SPV-1 v biologickém materialu. Ufad primyslového vlastnictvi CR, Ceska republika.
CZ 32879 U1

Cmejla R, Valentova L, Bohunicka M, Sucha J. 2018. Sada pro detekci vird LChV-1 a
LChV-2 v biologickém materialu. Utad pramyslového vlastnictvi CR, Ceska republika.
CZ 32045 U1

7.4 Funkéni vzorek

Valentova L, Cmejla R. 2020. StrawVir I qPCR-RG detekéni kit — diagnosticka
souprava pro soucasnou real-time PCR detekci virt jahodniku SMYEV, SCV, SVBV, SMoV
a SPV-1 v biologickém materialu. Funkéni vzorek. Holovousy: VSUO.

Cmejla R, Valentova L. 2021. StrawVir Il gPCR-RG detekéni kit — diagnosticka
souprava pro soucasnou real-time PCR detekci virti jahodniku StrV-1 a OLV-1 v biologickém
materialu. Funkéni vzorek. Holovousy: VSUO.
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Valentova L, Rejlova M, Podlipny J, Cmejla R. 2020. RibesVir qPCR-RG detekéni kit
— diagnosticka souprava pro soucasnou real-time PCR detekci vira BRV a GVBaV v

biologickém materialu. Funkéni vzorek. Holovousy: VSUO.

7.5 Ostatni publikace

Valentova L, Rejlova M, Cmejla, R. 2021. Vyvoj a validace diagnostického real-time
PCR systému pro detekci olive latent viru 1 (OLV-1) v rostlinach jahodniku. Védecké prace
ovocnarské, 27: 1-13.

Valentova L, Rejlova M, Franova J, Cmejla, R. 2021. Strawberry virus 1
(StrV-1) - vyskyt a hospodaiska kodlivost nového viru jahodniku v Ceské republice.
Zahradnictvi, 20: 46-49.

Podlipny J, Valentova L, Rejlova M, Cmejla, R. 2021. Geneticka variabilita vir rybizu
blackcurrant reversion virus (BRV) a gooseberry vein banding associated virus (GVBAV) v
Ceské republice. Védecké prace ovocnaiské, 27: 14-24.

Valentova L, Rejlovdi M, Cmejla, R. 2019. Vyskyt viri v sazenicich jahodniku
zakoupenych v Ceské republice. Védecké prace ovocnaiské, 26: 189-199.

8 Finan¢ni podpora
Diserta¢ni prace byla vypracovana v ramci feseni projektii:

e TJ02000159 Vyvoj a validace souprav pro diagnostiku vybranych rostlinnych virti
Projekt byl financovan Technologickou agenturou CR (TACR).
Role v projektu: hlavni fesitel
Anotace: Cilem projektu bylo navrhnout a validovat diagnostickou soupravu na principu real-
time PCR v multiplexnim uspoiadani pro detekci virti rybizu BRV a GVBaV. Souprava byla
vyuzita pro monitoring virti a zmapovani genetické variability viri BRV a GVBaV na tzemi
Ceské republiky. Na zakladé vyslednych parametri detekéniho systému na principu real-time
PCR (specificita, senzitivita, opakovatelnost a reprodukovatelnost) byly diagnostické soupravy

validovany pro laboratore UKZUZ.

e QK1920245 Vyzkum rozSifeni, biologickych vlastnosti a Skodlivosti virt
identifikovanych v rostlinach jahodniku pomoci nejnovéjSich diagnostickych metod
(NGS, PCR) jako podklad pro ptipravu legislativy
Projekt byl financovan Nérodni agenturou pro zemédélsky vyzkum MZe CR (NAZV)
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Role v projektu: spolufesitel

Anotace: Byl provadén navrh a validace nového diagnostického systému na principu real-time
PCR v multiplexnim uspofadani pro detekci vira jahodniku SMYEV, SCV, SVBV, SMoV,
SPV-1, StrV-1a OLV-1.V ramci feSeni projektu byl navrzenym detekénim systémem proveden

monitoring jednotlivych virg.

e TOO01000295 Healthy berries in a changing climate: development of new
biotechnological procedures for virus diagnostics, vector studies, elimination and safe
preservation of strawberry and raspberry

Mezinarodni projekt financovany Technologickou agenturou CR (TACR).

Role v projektu: spolufesitel

Diagnosticky systém StrawVir I byl valildovan na pracovisti v Norsku. Nasledné byl detekéni
kit pouzit pro zmapovani vyskytu vir jahodniku na tzemi Norska.

e Studie Vyskyt, epidemiologie a riziko §ifeni vira LChV-1 a LChV-2 v podminkach CR
a jeho zavlékani do CR.

Studie byla financovana MZe z Narodniho akéniho planu pro bezpecné pouZzivani pesticidil
Role v projektu: spoluiesitel

Anotace: Predmétem studie bylo provést analyzy vzorki tfesni laboratorni metodou, ktera
probihala dle certifikované a pln¢ validované metodiky. Na zaklad¢ zjiSténych vysledki
ptitomnosti virt LChV-1 a LChV-2 ve vzorcich byla navrZzena doporuceni pro statni spravu a

pro péstitelskou vetejnost.
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9 Seznam pouzitych zkratek

ZKratka Anglicky nazev Cesky nazev

ArmMv Arabis mosaic virus Arabis mosaic virus

BBCH Biologische Bundesanstalt, Biologische Bundesanstalt,
Bundessorenamt and Chemical Bundessorenamt and Chemical
industry industry

BLAST Basic Local Alignment Search Tool Basic Local Alignment Search Tool

bp pair of bases par bazi

BRV blackcurrant reversion virus virus zvratu rybizu

cDNA complementary  deoxyribonucleic komplementarni deoxyribonukleova
acid kyselina

CP coat protein bilkovinny obal

Ct cycle of treshold cyklus prahu

DNA deoxyriboluncleic acid deoxyribonukleova kyselina

dNTPs deoxyribonucleotide triphosphate deoxyribonukleotid trifosfat

dsDNA double-stranded deoxyribonucleic dvouvlaknova deoxyribonukleova
acid kyselina

dsRNA double-stranded ribonucleic acid dvouvlaknova ribonukleova kyselina

DTT dithiothreitol dithiothreitol

ELISA enzyme linked immunosorbent assay imunoenzymaticka testovaci metoda

EMK East Malling clone East Malling klon

EPPO European plant protection Evropska organizace pro ochranu
organization rostlin

FRET Forster resonance energy transfer Forsteriiv rezonan¢ni energeticky

pienos

GVBaV gooseberry vein banding associated virus svétlezeleného lemovani zilek
virus

HTS High-Throughput Sequcencing masivni paralelni sekvenovani

IC-RT-PCR  Immuno-capture RT- PCR Immuno-capture RT- PCR

109G immunoglobulin G imunoglobulin G

IPC internal positive controls interni kontrola kvality

kbp pair of 1 000 bases tisic para bazi

kDa kiloDalton kiloDalton

LChD Little Cherry Disease onemocnéni maloplodost tfesné

LChV-1 little cherry virus 1 virus maloplodosti tie$né 1

LChV-2 little cherry virus 2 virus maloplodosti tfesn¢ 2

M-MLV RT Moloney Murine Leukemia Virus M-MLV reverzni transkriptaza
Reverse Transcriptase

MP movement protein movement bilkovina

nt nucleotide nukleotid

NTC no template control netemplatovana kontrola

OoLV-1 olive latent virus 1 olive latent virus 1

ORF open reading frame otevieny ¢teci rdmec

PCR polymerase chain reaction polymerazova fetézova reakce

gPCR quantitative PCR kvantitativni PCR

RdRp RNA dependent RNA polymerase RNA dependentni RNA polymeraza

RNA ribonucleic acid ribonukleova kyselina

RPM rounds per minute otaCky za minutu

RpRSV raspberry ringspot virus raspberry ringspot virus
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ZKratka Anglicky nazev Cesky nazev
RT reverse transcription reverzni transkripce
RT-LAMP RT - loop-mediated isothermal RT - loop-mediated isothermal
amplification amplification
RT-PCR reverse transcription polymerase reverzni transkripce - polymerazova
chain reaction fetézova reakce
RT-RPA reverse  transcription-recombinase reverzni transkripce -
polymerase amplification rekombinazova polymerazova
amplifikace
SaVvl strawberry-associated virus 1 strawberry-associated virus 1
SCV strawberry crinkle virus virus kadefavosti jahodniku
SD strawberry decline chiadnuti jahodniku
SD standard deviation smérodatna odchylka
SLRSV strawberry latent ringspot virus virus latentni krouzkovitosti
jahodniku
SMoV strawberry mottle virus virus strakatosti jahodniku
SMYEV strawberry mild yellow edge virus virus okrajového Zloutnuti listl
jahodniku
SPV-1 strawberry polerovirus-1 strawberry polerovirus-1
SSRNA Single-strand ribonucleic acid jednovlaknova ribonukleova
kyselina
Strv-1 strawberry virus 1 strawberry virus 1
StrVA strawberry virus A strawberry virus A
SVBV strawberry vein banding virus virus lemovani zilek jahodniku
Taqg DNA polymerase from Thermus DNA polymeraza z Thermus
aquaticus aquaticus
TBRV tomato black ring virus tomato black ring virus
TEM transmission electron microscopy transmisni elektronova mikroskopie
TGB triple gene block triple gene block
UKZUZ Central Institute for Supervising and  Ustiedni kontrolni a zkusebni Gistav
Testing in Agriculture zemé&delsky
UTR untranslated region nepiekladana oblast
VK coefficient of variation variacni koeficient
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