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SOUHRN

Bakalarska prace je zaméiena na vyskyt vyznamnych vird slivoni — Svestky domaci (Prunus
domestica L.), myrobalanu (P. cerasifera Ehrh.) a trnky obecné (P. spinosa L.) v kulturnim

a planém patosystému.

Teoreticka Cast se zabyva nejprve stru¢nou charakteristikou zkoumanych druht rodu Prunus
a kratce popisuje zpisoby detekce rostlinnych virti. Déle jsou charakterizovany viry, které se
na nasem uzemi na slivonich vyskytuji, popfipadé hrozi jejich rozsiteni do Ceské republiky
Z jinych statd. Konkrétné jde o viry Plum pox virus (PPV), Prune dwarf virus (PDV), Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV), Apple mosaic virus (ApMV), American plum line pattern
virus ( APLPV), Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Apricot pseudo-chlorotic leaf spot
virus (APCLSV), Peach mosaic virus (PcMV), Cherry virus A (CVA), Arabis mosaic virus
(ArMV), Cherry rasp leaf virus (CLRV), Raspberry ringspot virus (RRSV), Tomato ringspot
virus (ToRSV) a Tomato black ring virus (TBRV).

Prakticka ¢ast je zaméfena na detekci virt slivoni ve vzorcich pochazejicich z plané nebo
zplanéle rostoucich stromt, Svestek, myrobalanti a trnek. Konkrétn¢ byly testovany viry PPV,
PDV, PNRSV a viry z ¢eledi Betaflexiviridae. Byla potvrzena ptitomnost PPV a ACLSV.
Plum pox virus, kmen PPV-D, se podafilo detekovat na vSech zkoumanych lokalitach v deviti
z celkového poctu 28 vzorkt, naproti tomu ACLSV byl detekovan pouze ve ¢tyfech vzorcich
na dvou lokalitach. Fylogeneticka analyza ¢tyf izolath ACLSV potvrdila jejich specifitu. PDV

ani PNRSV nebyly detekovany v zddném z testovanych vzork.



SUMMARY

The bachelor thesis is focused on the occurrence of important viruses of plums — plum
(Prunus domestica L.) myrobalane (P. cerasifera Ehrh.) and blackthorn (P. spinosa L.)

in cultural and wild pathosystem.

The theoretical part at first briefly characterizes target species of Prunus genera and describes
in short plant virus detection. Then the characterization of viruses follows, the viruses
described are those which are known to be present in plums in our region or the risk of their
spreading into the Czech Republic exists. Concretely, the aim is concerned to Plum pox virus
(PPV), Prune dwarf virus (PDV), Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Apple mosaic
virus (ApMV), American plum line pattern virus ( APLPV), Apple chlorotic leaf spot virus
(ACLSV), Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus (APCLSV), Peach mosaic virus (PcMV),
Cherry virus A (CVA), Arabis mosaic virus (ArMV), Cherry raspleaf virus (CLRV),
Raspberry ringspot virus (RRSV), Tomato ringspot virus (TORSV) and Tomato black ring
virus (TBRV).

Experimental part is focused on detection and identification of viruses in set of wild growing
plums, myrobalan and blackthorn trees coming from three different localities. The tested
viruses were PPV, PDV, PNRSV and viruses of the family Betaflexiviridae. Plum pox virus
(strain PPV-D) was detected in all localities tested in nine of 28 samples. Apple chlorotic
ringspot virus was found to be present only in four samples in two localities. Phylogenetic
analysis of these four isolates of ACLSV confirmed their specificity. Neither PDV nor
PNRSV were detected in the set of samples tested.
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1 UVOD

Slivoné, zejména S$vestka domaci (P. domestica L.), jsou vyznamnymi hospodatiskymi
plodinami mirného pasma. Virové infekce, predevsim Sarka $vestky zpusobovana virem Plum
poX Virus, devastuji stromy v kulturnich vysadbach a ¢asto tak vyrazné snizuji trodu a kvalitu

sklizenych plodi.

Projevy virového onemocnéni se u peckovin mohou zna¢né liSit v zavislosti na kultivaru,
dané konkrétni populaci viru a vnéjSich podminkach. Pfiznaky jsou patrné zejména na listech
v podobé svétle zelené az nazloutlé mozaiky, teéek ¢i skvrn, mnohdy i nekrotickych. Viry
mohou zpiisobovat také zakrsly vzrist, snizeni celkové vitality hostitelského stromu az jeho
uhyn. Plody z napadenych stroml byvaji ¢astecné ¢i zcela znehodnocené. Viry se Sifi
vegetativné, fada z nich také vektory, kterymi mohou byt rizné druhy hmyzu a jini bezobratli.
Z téchto skuteCnosti je zfejma nutnost preventivnich opatfeni, zejména pouzivani

vysadbového a mnozitelského materidlu, ktery byl testovan a shledan viruprostym.

V ramci literarniho piehledu této prace je uveden strué¢ny popis zkoumanych druhii slivoni,
charakteristika jejich nejvyznamnégjSich virii a obecné zplsoby detekce rostlinnych viri.
Experimentalni ¢ast pojednava o detekci vira slivoni vyznamnych pro Ceskou republiku,

piicemz ptitomnost téchto virl byla zkouméana ve zplan€lych a planych patosystémech.



2 CILE PRACE

e Vypracovani reSerSe na téma ,,Viry slivoni v kulturnim a planém patosystému*
e Detekce a identifikace viri ve vybraném souboru vzorkii odebranych v produkénich

vysadbach a z plan¢ rostoucich stroma slivoni
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika rodu Prunus

Rod Prunus je rozsahlym rodem opadavych, vzacné stalezelenych dievin stromovitého ¢i
ketovitého vzristu se stfidavymi listy, které byvaji jednoduché s pilovitym okrajem. Kvéty
vyrustaji jednotlivé, poptipad¢ ve svazeccich nebo hroznech, jejich barva se pohybuje od bilé
po Cervenou. Plodem je obvykle masita jednosemenna peckovice kulovitého ¢i elipsoidniho
tvaru. Jedna se o velmi nepfehledny taxon, ktery byva nékdy délen do vice samostatnych
rodl. Na severni polokouli je zndmo pfiblizn¢ 300 druhti rodu Prunus, mezi néz patii velké
mnozstvi ovocnych dfevin, které se vyznamné podileji na zemédélské produkci, jako
napiiklad tfeSeri obecna (Prunus avium), merufika obecna (P. armeniaca), slivon $vestka
(P. domestica), mandlon obecna (P. dulcis) nebo broskvon obecna (P. persica)
(Horacek, 2007). Tato prace je zaméiena na slivoné neboli tzv. modré prunusy, do nichz jsou
fazeny nasledujici druhy: slivon $vestka (P. domestica), myrobalan (P. cerasifera) a slivon

trnka (P. spinosa).

3.1.1 Taxonomické zarazeni
Z hlediska taxonomického zatazeni je rod Prunus soucasti Celedi rizovité (Rosaceae), tiidy
dvoudéloznych rostlin (Magnoliopsida), jez patii do odd€leni krytosemennych rostlin

(Magnoliophyta).

3.1.2 Vybrani zastupci

Slivon $vestka (Prunus domestica L.)

Slivont Svestka, nebo také Svestka domaci, je vyznamnym, 3 aZ 10 m vysokym ovocnym
stromem s eliptickymi az podlouhlymi listy, které jsou v dospélosti ze spodni strany jemné
chlupaté. Kvéty rostou samostatné nebo ve svazcich po 2 — 4, zbarveny jsou bile a objevuji se
zpravidla v dubnu jesté pted olisténim. Plody byvaji vejcité¢, modré, modrocerné nebo fialové
barvy. Masitd duzina ma obvykle sladkou chut (Horagek, 2007). V Ceské republice je
vysazovana v ramci zemédélské produkce, sklizen mtze byt rovnou proddvana, popiipadé
pouzita na vyrobu dzemti, suSené¢ho ovoce i alkoholu. Stromy ponechané v byvalych sadech ¢i
zahradach zplanuji. Jedna se o hexaploida vzniklého pravdépodobné mezidruhovym kiiZenim,

2n=48 (Crane a Lawrence, 1947).
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Slivon trnka (Prunus spinosa L.)

Slivon trnka, nebo také trnka obecna, je vétSinou opadavy ket (1 — 4 m), vyjimecné strom
dortstajici vySky az 8 m. Kefovita forma byva husté vétvena. Listy jsou vejcitého, az
eliptického tvaru, na okrajich vroubkované. Slivon trnka kvete v bfeznu a dubnu malymi
bilymi kvéty, mé kulaté plody o priiméru 1 az 2 cm, barva fialova az modrocerna, kyselé chuti
(Horagek, 2007). Trnka neni ekonomicky vyuZivana, roste plané téméf na celém tuzemi Ceské
republiky, zejména v teplejSich oblastech, je mozné ji nalézt predevSim na kfovinatych

stranich, pfi okrajich lesti, na mezich a podél cest (botany.cz).
Myrobalan (Prunus cerasifera Ehrh.)

Myrobaléan, nebo také slivon tiesnova, je opadava drevina kefovitého ¢i stromovitého vzristu
(4 — 8 m). Ma vejcité az ovalné listy a bilé, nékdy rizové kvéty, které se objevuji pred listy —
V bieznu az dubnu. Plody jsou kulovité, Zluté, cervené nebo modré barvy. Na naSem uzemi je
péstovana jako okrasna rostlina v sadech, nebo zahradkati pro své sladké plody, snadno
zplanuje (Horacek, 2007). Je vyuzivana také jako podnoz pro slivy a merunky (Llacer

a Cambra, 2006).

3.1.3 Produkce v CR

V Ceské republice je slivon $vestka vyznamnym ovocnym stromem v zemédélské produkci
ajeji péstovani ma dlouholetou tradici. Po jablkach ptedstavuje druhou nejvyznamnéjsi
komoditu ovocnaiské produkce v CR. Vyméra §vestkovych sadii za posledni 4 roky vzrostla
z 1 811 ha (rok 2010) na 2 126 ha (2014), a pocet stromti (Svestky pravé) u velkopéstiteli
i malopéstiteld se od roku 2007 pohybuje kolem 2,1 milionti (viz Tabulka 1). Celkova sklizen
Svestek kolisa v zavislosti na klimatickych podminkach a zdjmu odbératelli v letech 2007 —

2013 kolem 18 000 t, viz Tabulka 2.

Tabulka 1: Poget stromil §vestek v CR (v mil. ks) (podle Buchtové, 2014)

Rok 2007 | 2008 | 2000 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013
Svestky pravé 2148 | 2088 | 2100 | 2113 | 1967 | 2141 | 2158
Ostatni Svestky, | ) 59, | 1497 | 1348 | 1288 | 1426 | 1446 | 1,255
slivy, renklody
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Tabulka 2: Celkova sklizeii $vestek v CR (Buchtové, 2014)

Rok 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013
Svestky pravé [t] | 19042 | 16427 | 24211 | 14135 | 17382 | 14811 | 20134
Ostatni Svestky, 14367 | 13494 | 17815 | 9943 | 12039 | 10438 | 11551
slivy, renklody [t]

3.1.4 Rostlinny material jako zdroj infekce
Vyskyt a Sifeni rostlinnych virh v ovocnych sadech ma za nésledek zna¢né ekonomické
ztraty. Proto je mnoZeni vysadbového materidlu a produkce zdravych certifikovanych stromt
uréenych k prodeji kontrolovano ufednimi orgény (Statni rostlinolékaiska sprava — SRS,
Ustiedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédélsky — UKZUZ). Do prodeje se mohou dostat
pouze rostliny, které byly testovany na pfitomnost virti, viroidd, fytoplazem a ostatnich
Skiidel napadajicich dany druh, a byly shledany zcela zdravymi. Slivoil Svestka je testovana
na ptitomnost nasledujicich vira: ACLSV, ApMV, CGRMV, MLRSV, PPV, PDV, PNRSV,
SLRSV, TBRV. K detekci patogenti se v souladu s legislativnimi opatfenimi vyuziva zejména

inokulace dievitych 1 bylinnych indikatort, test ELISA a molekularni metody (EPPO, 1990).

3.2 Charakteristika vira infikujicich slivoné

3.2.1 Rostlinné viry a jejich detekce
Rod Prunus obsahuje celosvétové vice nez 400 rtiznych druhi ovocnych, plané rostoucich
i okrasnych dfevin, coz se odrazi v rozsahlém poctu patogent, potazmo také vird infikujicich
tuto skupinu rostlin. Napadené rostliny vétSinou vykazuji typické ptiznaky virové infekce,
které se objevuji zejména na mladych listech. Zmény vSak mohou byt pozorovatelné také
na jinych castech rostliny. Listy byvaji skvrnité, pokroucené, zakrslého vzriistu, objevuje se
chlorotickd mozaikovitost, popfipadé i1 perforace. Virova infekce mize mit za nasledek
opozdéné, nebo naopak predcasné kveteni, ovliviiuje kvalitu 1 dozravani plodi a neziidka
zhorSuje celkovy stav rostliny. Symptomy se mohou ¢asto velmi lisit v zavislosti na kmenu
a konkrétnim izolatu viru, genotypu hostitelské rostliny a vnéjSich podminkdch (Uyemoto

a Scott, 1992).
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Vysoka geneticka variabilita je charakteristickou vlastnosti virti a souvisi s jejich potifebou
prezit v neustavajicim boji virus-hostitel. I RNA viry napadajici rod Prunus tedy vyuzivaji
vSechny znamé zplsoby zvySovani genetické variability (Domingo a Holland, 1997).
Zejména vysoka frekvence mutaci (nejvyssi frekvence mezi veSkerymi Zivymi organismy)
a rekombinaci, pfeusporadani genomu a extrémné kratkd generacni doba zajiStuje neustaly
vznik mutantnich klonti (Jridi a kol., 2006), které se dale mnozi a vznikaji geneticky variabilni
populace téhoz virového druhu, tzv. 'quasispecies’. Jejich vyvoj velmi zavisi na velikosti

puvodni populace, kterd infikovala hostitelskou rostlinu.

Rostlinné viry mohou byt detekovany nékolika zpiisoby. Nejjednodussi, ale také nejvice
zavad¢jici, je pozorovani piiznakll na zkoumanych rostlinach. Doporu¢ovanymi zpisoby
detekce jsou v dnesni dob¢é molekularni a sérologické metody a detekce pomoci biologickych

indikatort (Garcia a kol., 2014).

Jako biologické indikatory jsou vyuzivany takové druhy rostlin, u nichz je empiricky zjistén
vyskyt typickych ptiznakt. Béhem produkce vysadbového materialu jsou pouzivany dievinné
indikatory pro kontrolu kandidatnich rostlin na matecnice. Metoda spociva v naockovani
roubu z testované rostliny na indikatorovou rostlinu. Dievinnych indikatort je cela fada,
napiiklad semenace broskvoné (P. persica GF305), odrida $vestky domaci 'Ersingerska' ¢i
viSeni plstnatd (P. tomentosa). Testy na dfevinnych indikatorech jsou zdlouhavé, trvaji
minimalné 2 roky. Bylinné indikatory jsou vyuzivany jako dopln&k jinych diagnostickych
metod. Mezi bylinné indikatory patii naptiklad merlik ¢ilsky (Chenopodium quinoa, Willd.),
okurka seta (Cucumis sativus, L.), tykev velkoploda (Cucurbita maxima, Duch.), tabak
(Nicotiana clevelandii, Gray) ¢i petanie (Petunia hybrida, Vilm.) (EPPO, 1990).

Nejrozsitenéj$im laboratornim testem je tzv. ELISA test ( 'Enzyme-linked ImmunoSorbent
Assay' ), coz je sérologickd metoda vyuZivajici specifické reakce protilatky a antigenu
(vtomto piipadé obalovy virovy protein). Protilatky, obvykle ziskavané z krve
imunizovaného zivocicha (kralici, mysi), jsou navazany na stény jamek mikrotitracni desky.
Do téchto jamek jsou poté naneseny vzorky. Pokud je dany virus pfitomen, navaze se
na protilatky upevnéné na sténach jamky. Po promyti jsou do jamek desky naneseny
protilatky s navdzanym enzymem, které nasedaji na antigen. Pokud virus pfitomen neni, jsou
protilatky s enzymem odstranény b&hem nésledného, kone¢ného promyvéni. V poslednim
kroku je do jamek pipetovan substrat pro dany enzym, ktery tento substrat specificky rozlozi

a zviditelni tak barevnou reakci pozitivni vzorek (schéma, viz Obrazek 1).
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Obrazek 1: ELISA — schéma

Yyy Ltrelo ??

Protilatky proti Protilatky s navazarmm Protilatky spojené s
obalovémm proteinu antigenem ENZVITEM Navazané na
vin navazané na antigen
sténachjamky
Pfidani anavazani PozloZeni substratu
bezbarvého substratu enzymetnna barg"'nj.'
produkt
Legenda:
T :::ii’ff:ﬁ;};u‘lialm'emupmtemu \ 4 Antigen (obalovy virovy protein)

Substrat pro enzym konjugovany s

protilatkou

Protillatka konjugovana s enzymem [
(napf. alkalickou fosfatazou)

Ve vyzkumnych 1 detekénich laboratofich jsou vedle ELISA testu hojné vyuzivané
molekularni metody, zejména polymerazova fetézova reakce (PCR) a jeji modifikace. Princip
PCR spoc¢iva v namnozeni kratkého useku DNA ohrani¢eného specifickymi primery.
V piipadé RNA virt je PCR provdadéna s cDNA vytvofenou béhem reverzni transkripce.
Produkty PCR jsou na zéklad¢ své velikosti (molekulové hmotnosti) separovany v prubéhu

gelové elektroforézy vlivem stejnosmérného elektrického proudu a nésledné detekovany.
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3.2.2 Celed Potyviridae

Celed Potyviridae je skupinou virt infikujicich rostliny. Zahrnuje celkem 7 rodi, véetné
nejobsahlejs$iho rodu rostlinnych virt — rod Potyvirus (Fauquet a kol., 2005). Jediny
potyvirus, ktery napada prunusy je virus Sarky Svestky (Plum pox virus, PPV) (Damsteegt
a kol., 2007).

Virové Castice zastupcu ¢eledi Potyviridae jsou neobalené a vlaknité. Jejich délka se pohybuje
mezi 650 a 900 nm a pramér ¢ini 11 — 15 nm. Zastupci vétsSiny roda této celedi, véetné rodu
Potyvirus, maji genom tvofen jedinou molekulou jednovlaknové pozitivné orientované RNA

o délce 9,3 az 10,8 kb (King a kol., 2011).

Zastupce této Celedi, ktery bude v nasledujicim textu charakterizovan — Plum pox virus — je
virus s velice vyznamnym ekonomickym dopadem. Velka cast sklizné peckovin, zejména
Svestek, je neprodejnd kvili vyskytu piiznakl infekce na plodech. Odhadované finan¢ni ztraty
spojené s timto onemocnénim ¢ini za poslednich 30 let globalniho vyskytu 10 miliard euro.
Do tohoto odhadu jsou zapocitany také vydaje na prizkum rozsiteni, kontroly sadatského
materialu a rizné programy na vymyceni Sarky Svestky (Cambra a kol., 2006). V boji proti
puvodce onemocnéni, moznostech jeho detekce, zplisobu pienosu, hostitelském okruhu

a moznych opatienich proti dalSimu Sifeni.

3.2.2.1 Plum pox virus, PPV

Virus Sarky Svestky (Plum pox virus, PPV) je fazen do rodu Potyvirus a zpisobuje jedno
Z nejvice devastujicich onemocnéni peckovin — Sarku Svestky. Virus Sarky Svestky napada
veSkeré kulturni ovocné druhy peckovin z rodu Prunus (Llacer a Cambra, 2006). Kromé toho
pfirozené infikuje také fadu okrasnych a planych druht, které se stavaji rezervoarem viru
a predstavuji tak zdroj Sifeni na druhy ovocné (James a Thompson, 2006). K PPV jsou
vnimavé 1 mnohé bylinné druhy, z nichZ nékteré jsou hojné vyuzZivany ve vyzkumnych
laboratofich. Piikladem muize byt Nicotiana clevelandii, N. benthamiana, Pisum sativum nebo
Chenopodium foetidum (Llacer, 2006).

Sarka $vestky je Siroce rozsifena, dosud nebyla zaznamenana pouze v Australii, na Novém
Z¢élandu, v Jizni Africe a Kalifornii (EPPO, 2013). Nejvice postizenymi oblastmi je stiedni
avychodni Evropa — v Bulharsku, Ceské republice, Slovensku, Madarsku, Moldavsku,
Rumunsku, Srbsku, Bosné a Hercegoving€, Chorvatsku, Polsku a Némecku se tento virus

vyskytuje na celém Uzemi nebo ve vétSiné oblasti (Jarausch, 2006; Jevremovi¢ a Paunovic,
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2014; Dulic-Markovic a Jevremovi¢, 2006; Kolber a Neméth, 2001; Malinowski, 2006; Mati¢
a kol., 2006; Mikec a kol., 2006; Varveri, 2006).

Priznaky Sarky Svestky se mohou objevit na listech, okvétnich listcich, plodech i peckach,
pfi¢emz jejich intenzita se lisi podle PPV kmenu, druhu infikované dfeviny, lokality a ro¢niho
obdobi. Nejpatrnéjsi jsou symptomy zjara na mladych listech. Typickymi ptiznaky infekce
jsou svétle zelené mozaiky, chlorézy ve formé prouzki, tecek ¢i krouzki. Pfiznaky jsou
obzvlaste viditelné, pokud ptidrzime list proti svétlu. Plody napadenych stromi mohou byt
deformovany. Objevuji se na nich skvrny a krouzky, které byvaji svétlé, ale mohou i hnédnout
az nekrotizovat (EPPO, 2004). Vzhled ani chut’ takto postizenych plodl nejsou uspokojivé,
¢imz se 1 velka ¢ast irody miliZe stat neprodejnou. Alkohol vyrobeny z takovych plodii miva
nepiijemnou ptichut. Symptomatické plody také ¢asto pred¢asné opadavaji (Llacer a Cambra,
2006). Nepiijemna chut’ plodii miize byt u vnimavych odrid zptisobena zvySenym obsahem
organickych kyselin a snizenym obsahem cukri, jak bylo zjiSténo na silné¢ vnimavé odridé
Svestky domaci 'PoZegaca' infikované kmenem PPV-Rec (Usenik a kol., 2015). Typické

ptiznaky infekce virem PPV jsou patrné na Obrazku 2.

Obrazek 2: Piiznaky arky $vestky na listech a plodech §vestky (foto: D. Safafova)

PPV se $ifi na dlouhé vzdalenosti infikovanym rostlinnym materidlem (podnozemi, rouby).
Lokalné je prendien hmyzimi vektory, a to zejména riiznymi druhy msic, konkrétng v Ceské
republice to jsou msice broskvonova (Myzus persicae, Sulzer), msice Svestkova (Hyalopterus

pruni, Geoffroy), msice slivova (Brachycaudus helichrysi, Kaltenbach), msice bodlakova
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(Brachycaudus cardui, L.), msice chmelova (Phorodon humuli, Schrank) a msice vojtéskova

(Aphis craccivora, Koch) (Navratil a Safafova, 2015).

V soucasné dob¢ je znamo 9 kment viru Sarky Svestky, z nichz nejvice rozsifené jsou kmeny

PPV-D, M a Rec (Garcia a kol., 2014).

Nejprve byly identifikovany kmeny PPV-D (Dideron) a PPV-M (Marcus) za pouziti
polyklonalnich protilatek (Kerlan a Dunez, 1979). PPV-D je Siroce rozsifen na $vestkach
a merunikach, PPV-M pak hlavné na broskvonich, ale také na meruiikach (Garcia a kol., 2014)
PPV-D naopak broskvon¢ bézné nenapada (Candresse a kol., 1998). U kmenu PPV-M
objevena existence dvou fylogenetickych vétvi, jedna pochazejici ze Stiedomoii (PPV-Ma)

a druha ze stfedni a vychodni Evropy (PPV-Mb) (Dallot a kol., 2011).

Rekombinantni kmen (PPV-Rec) nebyl dlouhou dobu detekovan, nebot je sérologicky
nerozliSitelny od PPV-M. Vznikl rekombinaci mezi kmeny PPV-D a PPV-M, piicemz

rekombinacni zlom byl lokalizovan v oblasti genu P3 (Glasa a kol., 2004).

V pribéhu studia PPV byly popsany dalsi, vétSinou minoritni kmeny viru Sarky Svestky.
Kmen PPV-EA (EI Amar) byl objeven v Egypte (Wetzel a kol., 1991) a nehraje
Vv epidemiologii PPV vétsi roli. Kmen PPV-T (Turkey) byl detekovan prozatim pouze
V Turecku, pobliz Ankary na Svestkach a meruiikach (Serce a kol., 2009) a nové v Albanii
(Palmisano a kol., 2015). PPV-C (Cherry) byl popsan jako prvni kmen napadajici tfe$né
avisn¢ (Kalashyan a kol., 1994). Kmen PPV-CR (Cherry Russian), taktéZ infikujici tée$né
avisné, byl popsan v Rusku (Chirkov a kol., 2013; Glasa a kol., 2013). Kmen PPV-W
(Winona) byl popsan v Kanad¢é (James a kol., 2003) a pozdéji byla jeho ptfitomnost potvrzena
v Litve (Glasa a kol., 2011) a Rusku (Sheveleva a kol., 2012). Nejnovéji detekovany je kmen
je PPV-An (Palmisano a kol., 2012).

V Ceské republice byla zatim potvrzena piitomnost pouze tif nejrozsifengjsich kmenti — PPV-
D, PPV-M a PPV-Rec (Navratil a Safafova, 2015). Na celém uzemi je nejvice zastoupen
kmen PPV-D infikujici zejména Svestky, ale také myrobalany a merunky (Navratil a kol.,
1998; Gadiou a kol., 2008). PPV-M ma rozsahly vyskyt na jizni Moravé v broskvonovych
sadech, také se zde objevuje na merunikdch a sporadicky na myrobalanech nachazejicich
se v okoli infikovanych broskvonovych sadi (Safafova a kol., 2011). PPV-Rec byl zatim
detekovan pouze na jizni Morave, kde se vyskytuje masivné ve dvou Svestkovych sadech,

odkud se pomalu §iii (Gadiou a kol., 2008; Safafova a kol., 2012).

18



3.2.3 Celed’ Bromoviridae
Celed Bromoviridae je ¢eledi rostlinnych virt. Slivoné byvaji napadany viry z rodu llarvirus,
jednoho z Sesti rodu patiici do této ¢eledi — konkrétné viry Prunus necrotic ring spot virus
(PNRSV), Prune dwarf virus (PDV), Apple mosaic virus (ApMV) a American plum line
pattern virus (APLPV) (Fauquet a kol., 2005).

Virové Castice zastupci ¢eledi Bromoviridae jsou neobalené, sférického nebo baciliformniho
tvaru o priméru pfiblizné¢ 30 nm. Genom se skladd ze tfi jednovldknovych pozitivné
orientovanych molekul RNA oznacovanych jako RNA1, RNA2 a RNA3, z nichz kazda je
obalena vlastni kapsidou (Fauquet a kol., 2005). Délka genomickych RNA viri rodu Ilarvirus
se pohybuje od 1,6 do 3,5 kb (Di Terlizzi a kol., 2001; Guo a kol., 1995; Pallas a kol., 2012;
Rampitsch a Eastwell, 1997; Sanchez-Navarro a kol., 1997; Shiel a Berger, 2000; Shiel a kol., 1995).

Zastupci rodu llarvirus byli povazovani za latentni viry, coz vyustilo v podcenéni jejich
vyznamu coby patogenli ovocnych stroml. Nicméné je faktem, Ze mohou pisobit znatelné
ekonomické ztraty — zejména PDV a PNRSV, které ve smésné infekci zptsobuji u broskvoni

tzv. peach stunt disease a vyrazn¢ snizuji vynos z napadenych stromi (Uyemoto a Scott, 1992).

3.2.3.1 Prune dwarf virus, PDV

Virus zakrslosti slivoné (Prune dwarf virus, PDV) ptirozené infikuje zastupce rodu Prunus,
zejména se objevuje u tieSni a visni (Pallas a kol., 2012). Jeho rozsiteni je rozsahlé, vyskytuje
se v oblastech mirného pasma, kde jsou péstovany prunusy (Adams a Antoniw: DPVWeb).
Mezi ptiznaky zpisobované infekci PDV patii chlordézy a nekrozy listli. Nazev byl odvozen
od deformace listd a zakrslého vzristu zpisobeného timto virem na $vestce domaci (Uyemoto
a Scott, 1992). PDV se ale Casto vyskytuje ve smésné infekci s jinymi viry, takze je obtizné
popsat symptomy, které jsou zpusobeny pravé jen PDV (Fry a Wood, 1971). K pienosu viru
dochazi infikovanym rostlinnym materidlem (rouby) (Diekmann a Putter, 1996), ale také
pylem a semeny (Greber a Teakle, 1992; Mink, 1993). V Ceské republice byl detekovan
na tteSnich, visnich, myrobaldnech, Svestkadch a trnkach, je predpokladano jeho celoplosné
roz§iteni (Blattny, 1958; Paulechovd a Baumgartnerovéa, 1970; Navratil a Safafova, 2010;

Polék a kol., 2007; Sucha a Svobodova, 2010).

3.2.3.2 Prunus necrotic ring spot virus, PNRSV
Virus nekrotické krouzkovitosti slivoné (Prunus necrotic ring spot virus, PNRSV) infikujici
zastupce rodu Prunus je Siroce rozSifen v oblastech s mirnym podnebim, kde jsou prunusy

péstovany (Adams a Antoniw: DPVWeb). Priznaky vyvolané infekci PNRSV se objevuji
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na listech v podob¢ chlor6éz a nekrdz, které maji tvar krouzki, skvrn ¢i linek. Celkové se
podobaji symptomiim zptisobenym virem zakrslosti slivon¢ (PDV). U nékterych hostitelskych
rostlin mize zpiisobovat opozdéné puceni, odumirani celych listi a kvétd. Infekce mize mit
za nasledek celkové oslabeni rostliny (Diekmann a Putter, 1996). PNRSV je pienosny
vegetativné, pylem a semeny (Amari a kol., 2009; Aparicio a kol., 1999; Mink, 1993).
V Ceské republice byla infekce PNRSV zaznamenana na tie$nich, visnich, myrobalanech,
Svestkach a trnkach (Blattny, 1958; Paulechovéd a Baumgartnerova, 1970; Navratil a Safafova,

2010; Polak, 2007; Sucha a Svobodova, 2010).

3.2.3.3 Apple mosaic virus, ApMV

Virus mozaiky jablon¢ (Apple mosaic virus, AMV) infikuje zastupce rodu Prunus, zejména
merunky, tieSné, Svestky a broskvoné. Objevuje se zejména v Evropé (byva nazyvan také
European pattern line virus), v Americe je jeho vyskyt spiSe vzacny. Pfiznaky infekce ApMV
maji podobu nazloutlé mozaiky na listech (Diekmann a Putter, 1996). Pfenos probihd podle
soucasnych poznatkil pouze vegetativng (Pallas a kol., 2012). V Ceské republice byla infekce

ApMYV detekovana na plan¢ rostoucich Svestkach a myrobalanech (Polak, 2007).

3.2.3.4 American plum line pattern virus, APLPV

American plum line pattern virus (APLPV) napada zastupce rodu Prunus, jako japonské
slivy, broskvoné a tfesn¢ (Pallas a kol., 2012). APLPV byl donedavna povazovan vyhradné
za americky virus, ale od roku 2002 se objevily zpravy o jeho vyskytu i mimo Ameriku, a to
v Italii, Albanii, Tunisu (Myrta a kol., 2002), Palestiné (Alayasa a kol., 2003) a Libanonu
(Choueiri a kol., 2006). Symptomy infekce APLPV silné pfipominaji symptomy zpiisobené
ApMV (mozaiky na listech nazloutlé¢, az krémové barvy), APLPV je proto povazovan
za americkou obdobu ApMV, vyskytujiciho se hlavné v Evropé (Diekmann a Putter, 1996).

V Ceské republice nebyla jeho piitomnost dosud potvrzena.

3.2.4 Celed’ Betaflexiviridae
Celed’ Betaflexiviridae je skupinou rostlinnych vird. Zastupci rodi Capillovirus a Trichovirus
jsou patogeny slivoni — jedna se o nasledujici viry: Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV),
Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus (APCLVS), Peach mosaic virus (PMV) a Cherry
virus A (CVA) (Martelli a kol., 2007).

Virové Castice zastupcti této celedi se vyznacuji vldknitym tvarem o délce od 470 do 1000 nm
a priméru 12-14 nm. Genom je ptedstavovan jedinou jednovlaknovou pozitivné orientovanou

molekulou RNA o velikosti 6 az 9 kb (Martelli a kol., 2007).
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Ackoliv zastupci ¢eledi Betaflexiviridae nepusobi takové Skody na sklizni peckovin jako PPV,
PNRSV ¢i PDV, piesto nelze jejich ekonomicky vliv zcela zanedbat. Diikkazem muzou byt
rozsahlé Skody, které zptuisobuje Peach mosaic virus v broskvonovych sadech v Kalifornii ¢i
Mexiku (Uyemoto a Scott, 1992; Oldfield a kol., 1995).

3.2.4.1 Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV

Virus chlorotické skvrnitosti jablon¢ (Apple chlorotic leaf spot virus je ¢lenem rodu
Trichovirus. Pfirozené infikuje fadu zastupct celedi Rosaceae, kromé rodu Prunus také rody
hrusen (Pyrus) a jablon (Malus) (Diekmann a Putter, 1996). Na $vestkach mutize zpusobovat
onemocnéni '‘plum bark split' a 'pseudopox’, které se projevuje podobnymi ptiznaky jako Sarka
Svestky (Dunez a kol., 1972). Vyskyt ACLSV je rozsdhly, byl detekovan v tad€ zemi
(Al Rwahnih a kol., 2004; Cieslinska a kol., 1995; German a kol., 1990; German-Retana
a kol., 1997; Mandic a kol., 2007; Niu a kol., 2012; Pasquini a kol., 1998) pravdépodobné se
vyskytuje ve vSech oblastech, kde se péstuji jabloné¢ (Adams a Antoniw: DPVWeb). Virus
je pfenosny mechanicky, vektorovy pfenos neni prozatim znam (Adams a kol., 2004).
V Ceské republice byl ACLSV detekovan na jablonich, $vestkach a tfe$nich (KareSova
a Paprstein, 2001), dale také na plan¢ rostoucich $vestkdch a myrobalanech (Poldk a kol.,

2007).

3.2.4.2 Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus, APCLSV

APCLSV je nedavno popsany a dosud malo znamy virus rodu Trichovirus infikujici fadu
zastupci rodu Prunus (meruiky, Svestky, japonskou slivu a broskvoné€). Vyskytuje
se Vv mnoha evropskych statech (Candresse a kol., 2011), ale jeho vyskyt neni omezen pouze
na Evropu - byl detekovan také v Ciné (Niu a kol., 2012). Pfiznaky zptisobované pouze
APCLSV je obtizné urcit, nebot’ se velmi Casto vyskytuje ve smésné infekci s ACLSV
(Liberti a kol., 2005; Niu a kol., 2012). K ptenosu viru dochazi mechanicky a vegetativné
(Liberti a kol., 2005). V Ceské republice byl neddvno detekovan na §vestce domaci (Safafova
a Navratil, 2012).

3.2.4.3 Peach mosaic virus, PcMV

Virus mozaiky broskvon¢ (Peach mosaic virus, PcMV) je fazen do rodu Trichovirus
a infikuje vSechny ekonomicky vyznamné zastupce rodu Prunus (Nemeth, 1986). PcMV
zpiisobuje onemocnéni 'peach mosaic', které se projevuje opozdénym pucenim, zakrslym
vzrustem, deformacemi a skvrnitosti listd (Martelli a kol., 2007). Toto onemocnéni je Siroce

rozSifeno v Severni Americe, zejména u broskvoni (Oldfield a kol., 1995; Pine, 1976),

21



zatimco mimo Severni Ameriku nebyl jeho vyskyt zatim potvrzen (EPPO, 2013). Jako jediny
ze zminovanych zastupct ¢eledi Betaflexiviridae je pienosny vektorem — rozto¢em Eriophyes
insidiosus, Keifer & Wilson (Gispert a kol., 1998; Wilson a kol., 1955). Na tizemi Ceské
republiky nebyl PcMV detekovan.

3.2.4.4 Cherryvirus A, CVA

Cherry virus A (CVA) nalezi do rodu Capillovirus. Jeho hlavnimi hostitelskymi rostlinami
jsou tfesné a visn€, na nichz se vyskytuje po celém svété, ¢asto ve smésné infekei (zejména
s PNRSV, PDV, ACLSV, CGRMV, CNRMV, LChV1, LChV2) (Isogai a kol., 2004; Kirby
a kol., 2001; Komorowska a Cieslinska, 2004; Mandic a kol., 2007; Noorani a kol., 2010;
Sabanadzovic akol., 2005). Infekce ostatnich zastupct rodu Prunus nejsou tak casté, ale
objevuji se (Barone a kol., 2006; Svanella-Dumas a kol., 2005). CVA bézné nevyvolava
na napadenych rostlinach ptiznaky, ale v koinfekci s jinym virem mize plsobit synergisticky
a pusobit Skody (Marais akol., 2012). Virus je zfejmé pienosny pouze mechanicky
a vegetativng, vektorovy pienos nebyl zatim popsan (Adams a kol., 2004). V Ceské republice
se CVA vyskytuje, poprvé byl detekovan na tfesnich (Grimova a kol., 2010) a pozdé¢ji byla

jeho piitomnost potvrzena také na $vestkach (Safafova a kol., 2013).

3.2.5 Celed Secoviridae

Celed Secoviridae je &eledi rostlinnych viri, ktera byla oficialné ustanovena teprve nedavno
(King a kol., 2011). Sdruzuje byvalé ¢eledi Comoviridae a Sequiviridae a difive nezafazené

rody Cheravirus, Sadwavirus a Torradovirus.

Virové ¢astice zastupct této Celedi jsou neobalené, maji sféricky tvar a primér ptiblizné 25 —
30 nm. Genom je piredstavovan 1 nebo 2 jednovldknovymi pozitivn¢ orientovanymi
molekulami RNA — jednoslozkovy genom maji pouze viry podceledi Sequivirinae,
dvouslozkovy genom je charakteristicky pro zastupce podceledi Comovirinae a rodi
Cheravirus, Sadwavirus a Torradovirus (Sanfagon a kol., 2009). Celkova velikost genomu se
pohybuje od 9 do 12 kb (Adams a Antoniw: DPVWeb).

Slivoné€ nejsou piili§ béznymi hostiteli této skupiny virh — Castéji napadaji ostatni zastupce
rodu Prunus, jejich vyznam je ale natolik velky, ze jsou zahrnuty do kontroly vysadbového
materialu (EPPO, 1990).
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3.2.5.1 Arabis mosaic virus, ArMV

Arabis mosaic virus je ¢lenem rodu Nepovirus, mezi jehoz hlavni hostitele patii réva vinna
(Vitis vinifera, L.), jahodnik (Fragaria spp., L.), ostruzinik (Rubus spp., L.), revenn (Rheum
spp., L.) a bez ¢erny (Sambucus nigra, L.) (EPPO, 2013). Jeho vyskyt byl potvrzen v Evropé,
Americe i Asii (Iwaki a Komuro, 1974; Lister, 1960; Lockhart a kol., 2006; Rakhshandehroo
a kol., 2006; Yardimci a Culal, 2009). Nejbézné&jsi ptiznaky ArMV jsou patrné na listech
(chlorotické skvrny, deformace). Na vinné révé miiZe tento virus pusobit tzv. 'fanleaf disease'
a zpusobovat tak rozsahlé skody. ArMV je pfenosny semeny a pudou, pficemz vektorem je
hlistice druhu Xiphhinema diversicaudatum (Mycoletzky) (Brown a kol., 1995; Mink, 1993).

V Ceské republice nebyl zatim tento virus na modrych prunusech objeven.

3.2.5.2 Cherry rasp leaf virus, CLRV

Cherry rasp leaf virus (CRLV) patii do rodu Cheravirus, ktery diive nebyl taxonomicky
zafazovan do zadné Celedi (Fauquet a kol., 2005). Jeho hostitelsky okruh je pomérné rozsahly
a naleZi dongj, mimo jiné, také prunusy. Je znam piirozeny vyskyt CLRV na tfeSnich
a broskvonich (Hansen a kol.,, 1974). Co se tyCe geografického rozsifeni, CLRV byl
zaznamenan v Severni Americe a na Novém Zélandu, v Evropé potvrzen zatim nebyl (Hansen
a kol., 1974; Jones a Wood, 1978). Mezi pfiznaky pozorované na tfe$nich patii zejména
vyristky na spodni strané listll (tzv. enace), ale infekce se miiZze projevovat také celkovym
oslabenim stromu aZz jeho thynem (Uyemoto a Scott, 1992). Pfenos viru pudou je stejné jako
u ostatnich vird z rodu Nepovirus zajistén hlisticemi, konkrétné druhy Xiphinema americanum
(Cobb.) a X. rivesi (Dalmasso) (Brown a kol., 1995), dale je virus pfenosny také semeny
(Mink, 1993). Na nasem uzemi nebyl CLRV na slivonich detekovan.

3.2.5.3 Raspberry ringspot virus, RRSV

Raspberry ringspot virus (RRSV), ¢len rodu Nepovirus, infikuje zejména ostruzinik, ale také
treSng, jahodnik, révu vinnou a dalSi hostitelské rostliny riznych celedi. Vyskytuje se
pfevazné v evropskych zemich, ale byl detekovan také v Turecku a Kazachstanu (EPPO,
2013). RRSV je destruktivni zejména u révy vinné v Némecku a Svycarsku, kde je spolu
sviry Grapevine fanleaf virus a Arabis mosaic virus puvodcem tzv. 'grapevine fanleaf
disease'. Na tfeSnich infikovanych RRSV se objevuji symptomy jako listy mensi velikosti
s vyraznymi hrbolky na spodni strané listli (enacemi), infekce miZe ale mit vaznéj$i projevy
a vést az k odumfeni celého stromu (Wetzel a Krczal, 2007). RRSV je pfenosny semeny
a pudou, pticemz vektorem jsou hlistice druhti Longidorus elongatus (de Man), L. macrosoma

(Hooper) a Paralongidorus maximus (Biitschli) (Mink, 1993).
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3.2.5.4 Tomato ringspot virus, TORSV

Tomato ringspot virus (TORSV) nalezi do rodu Nepovirus a vyznacuje se Sirokym okruhem
hostitelti. Vyznamny je zejména tim, ze se vyskytuje a pusobi $kody na jabloni (Malus
domestica, Borkh.), vinné révé, ostruziniku maliniku (Rubus idaeus, L.) a také na raznych
druzich rodu Prunus (Uyemoto a Scott, 1992). Jeho rozsifeni neni ziejmé piili§ velké,
vyskytuje se zejména v Severni Americe, v oblastech mirného klimatu, kde je pfitomny jeho
vektor (ze skupiny hlistic) (Adams a Antoniw: DPVWeb). Mimo Ameriku byl zaznamenan jen
sporadicky vyskyt, a to zejména na pelargonii (Christensen a Paludan, 1978; Rydén, 1972),
ale 1 jinych hostitelich (Iwaki a Komuro, 1971; Fry a Wood, 1978). Na prunusech, vcetné
Svestek a myrobalanti, zptisobuje ToRSV onemocnéni 'brownline disease' (Auger, 1989;
Mircetich a Hoy, 1981), které se nejprve projevuje zpomalenym ristem koncovych vétévek,
postupné dochdzi k opadu listl, odumirani koncovych vyhonkii a mize dojit az k thynu
stromu (Hoy a kol., 1984). Jako vSechny nepoviry také ToRSV je pfendSen v pidé¢ hlisticemi,
konkrétné druhy Xiphinema americanum (Cobb.) a X. rivesi (Dalmasso) (Brown a kol., 1995).
Pienos probiha také semeny (Mink, 1993). Vyskyt ToORSV v Ceské republice nebyl dosud

zaznamenan.

3.2.5.5 Tomato black ring virus, TBRV

Tomato black ring virus (TBRV) je fazen do rodu Nepovirus s rozsahlym okruhem hostiteld
zahrnujicim kromé prunusi také révu vinnou, ostruzinik, jahodnik, zastupce celedi
Solanaceae a dalsi (Brunt a kol., 1996, Harrison, 1957; Pospieszny a kol., 2004). Virus je
Siroce rozsiten v Evropé, méné pak v Asii a Americe (EPPO, 2013). Piiznaky zptuisobované
infekci TBRV se objevuji zejména na listech v podobé chlordz, nekroz, zesvétleni zilek
a deformaci (Brunt a kol., 1996). Ptenos zajist'uji had’atka Longidorus attenuatus (Hooper),
L. elongatus (de Man) (Brown a kol., 1995). Pfitomnost TBRV na naSem tzemi nebyla

na prunusech zaznamenana.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

V ramci bakalaiské prace bylo testovano 28 stromu druhd Prunus domestica, P. spinosa
a P. cerasifera. Vzorky listi byly odebrany na lokalitach: Pfirodni rezervace Maly Kosif, okr.
Olomouc (9. 9. 2014), Narodni park Podyji a pobliz obce Sumice, Zlinsky kraj (19. 9. 2014),

seznam vsech vzorkt je uveden v Tabulce 3.

Jednotlivé vzorky byly kratkodobé uchovavany v chladnicce pti 4 °C, pro dlouhodobéjsi
uchovavani bylo asi 80 mg listi umisténo do 2 ml zkumavky a lyofilizovano pii — 50 °C
po dobu 24 hodin. Poté byly zkumavky s listy okamzité uzavieny a lyofilizované vzorky pak

byly uchovavany pii — 70 °C.

Vzorky byly testovany na pfitomnost nasledujicich vira: Plum pox virus (PPV), patiici
do celedi Potyviridae, Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV) —
oba nalezici do ¢eledi Bromoviridae a viry z rodt Trichovirus, Capillovirus a Foveavirus

patiicich do ¢eledi Betaflexiviridae.

4.2 Metody
4.2.1 lzolace RNA

Pro izolaci celkové RNA byla pouzita metoda izolace nukleovych kyselin na silikagelu,
tzv. Silica capture, modifikovany postup podle Cieslinska (2004). Pted vlastni izolaci bylo
nutné pfipravit potfebné pracovni roztoky, jejichZ sloZeni je uvedeno v podkapitole SloZeni

pouzitych roztoki.

Do zkumavky s lyofilizovanym materialem bylo pfidano 1,4 ml PBS — TPO pufru a vzorek
byl homogenizovan pomoci homogenizatoru FastPrep (MP Biomedicals) po dobu 5 min, pfi
5 M/S. Zhomogenizovany rostlinny material byl centrifugovan 2 min pifi 12 000 rpm.
V mezi€ase bylo v mikrozkumavce smichano 40 pl SC pufru a 900 ul pufru L6, zkumavka
byla zvortexovana do mlécného zakaleni a ponechédna stat pfiblizn¢ 10 minut pii pokojové

teploté. K takto pfipravené suspenzi bylo pfidano 50 pl supernatantu homogenizovaného listu.
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Tabulka 3: Seznam vzorka

5 5 Datum
Cislo vzorku | Cislo izolace Lokalita Druh stromu |sbéru

1 93 Maly Kosif Prunus spp. 9.9.2014
2 96 Maly Kosit P. domestica 9.9.2014
3 97 Maly Kosif P. cerasifera 9.9.2014
4 98 Maly Kosif P. domestica 9.9.2014
5 99 Maly Kosif P. cerasifera 9.9.2014
6 101 Maly Kosif P. spinosa 9.9.2014
7 103 Maly Kosit P. cerasifera 9.9.2014
8 104 Maly Kosif P. spinosa 9.9.2014
9 105 Maly Kosif P. spinosa 9.9.2014
10 107 Maly Kosit P. domestica 9.9.2014
11 113 Maly Kosif P. cerasifera 9.9.2014
12 114 Maly Kosit P. cerasifera 9.9.2014
13 150 Sumice P. domestica 19.9.2014
14 152 Sumice P. cerasifera  |19.9.2014
15 153 Sumice P. domestica 19.9.2014
16 154 Sumice P. domestica  [19.9.2014
17 155 Sumice P. domestica 19.9.2014
18 156 NP Podyji P. spinosa 19.9.2014
19 158 NP Podyji P. domestica 19.9.2014
20 159 NP Podyji P. spinosa 19.9.2014
21 160 NP Podyji P. spinosa 19.9.2014
22 161 NP Podyji P. spinosa 19.9.2014
23 162 NP Podyji P. spinosa 19.9.2014
24 164 NP Podyji P. spinosa 19.9.2014
25 165 NP Podyji P. spinosa 19.9.2014
26 174 NP Podyji P. domestica 19.9.2014
27 177 NP Podyji P. cerasifera 19.9.2014
28 178 NP Podyji P. domestica 19.9.2014

Piebytek supernatantu byl uschovan pro pozdéjsi pouziti a uchovavan pii teploté — 80 °C.
Vzorek se smési L6 a SC pufru byl zvortexovan a ponechéan stat 10 min pfi pokojové teploté.
Poté byl opét vortexovan, centrifugovan 16 s pfi 12 000 rpm a pomoci vyvévy (Vakuova
pumpa, MILLIPORE) byl odstranén supernatant. Sediment byl promyt 900 ul pufru L2,
vortexovan, opétovné centrifugovan po dobu 16 s pii 12 000 rpm. Supernatant byl znovu
odstranén vyvévou a cely tento krok promyvani pufrem L2 byl zopakovan (pfidani 900 pl L2,
vortexovani, centrifugace 16 s pii 12 000 rpm a ostranéni supernatantu vyveévou). Nésledné

bylo k sedimentu za ucelem promyti pfidano 900 pl 70% ethanolu vychlazeného na 4 °C,
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zkumavka byla zvortexovana a centrifugovana po dobu 16 s pii 12 000 rpm, supernatant
odstranén pomoci vyveévy a krok promyvani ethanolem byl opakovan. Poté bylo k sedimentu
pridano 900 pl acetonu, vzorek byl zvortexovan a centrifugovan po dobu 16 s pti 12 000 rpm.
Supernatant byl opét odstranén vyvévou. Pelet byl nasledné v oteviené zkumavce vysusen
v termobloku po dobu asi 5 min pii 56 °C. Nakonec byla RNA uvolnéna do vodné faze:
k sedimentu bylo ptidano 50 pl sterukba deionizované vody, vzorek byl kratce zvortexovan
a inkubovan 10 min v uzaviené zkumavce pii 56 °C v termobloku. Poté byla zkumavka kratce
zvortexovana a stocena 16 s pti 12 000 rpm. Vodna faze obsahujici RNA byla odpipetovana
a prevedena do nové mikrozkumavky. Koncentrace a kvalita izolované RNA byla stanovena
pomoci spektrofotometru (NanoDrop 1000, Thermo Scientific), a RNA byla dlouhodobé

uchovavéna pii teploté — 70 °C.

4.2.2 Detekce viru Sarky Svestky (PPV)

Pro detekci viru Sarky $vestky byla pouzita RT-PCR podle Wetzel a kol. (1992), typizace
zjisténych izolatd byla nasledné provedena podle Subr a kol. (2004).

V prvnim kroku byla provedena reverzni transkripce za pouziti specifického PPV1 (detekce)

nebo random primert (typizace) pro prepsani RNA viru do cDNA.

Nejprve byly s ohledem na pocet analyzovanych vzorkid namichany 2 reakéni smeési (tzv.
premixy). Cely postup byl provadén za sterilnich podminek v laminarnim boxu. Zkumavky
byly drZeny na ledu, aby nedoslo k neZddoucim zménam v chemikaliich a vzorcich. Premix I
byl pfipraven napipetovanim reakénich polozek do 1,5ml mikrozkumavky, slozeni viz

Tabulka 4.

Sm¢és byla kratce zvortexovana, stocena na minicentrifuze a po 10 pl rozpipetovana do 0,5 ml
zkumavek. Do kazdé zkumavky bylo pfidano po 3 pul RNA vzorku. Zkumavky byly
zcentrifugovany a inkubovany 5 min pii 70 °C v termobloku, poté byly zkumavky ihned
premistény do ledu. Ke vzorkiim bylo poté pfiddno 27 pl druhé reakéni smési, sloZeni viz
Tabulka 4. Zkumavky pak byly umistény do termobloku, reverzni transkripce probihala
po dobu 60 min, pfi teploté 42°C pii pouziti specifického primeru anebo 37 °C pfi pouziti

random primeru.

PPV byl nasledné detekovan v ziskané cDNA pomoci PCR s pouZitim primertd PPV1 a PPV2.
Byla pfipravena reakéni smés Sohledem na pocet analyzovanych vzorkd, slozeni viz

Tabulka 5, ktera byla rozpipetovana po 22 pl do 0,2ml PCR zkumavek. K reakéni smési byly
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piidany 3 ul ¢cDNA. Zkumavky byly jemné protiepany, stoCeny na minicentrifuze a vlozeny
do teromocykleru. PCR reakce byla provedena za modifikovanych podminek podle Wetzel
a kol. (1992), viz Tabulka 7.

Typizace viru Sarky Svestky byla dokoncena pomoci specifickych PCR vyuzivajici jako
templat cDNA vytvofenou pomoci reverzni transkripce s random primery. Byly pouzity tfi
kombinace primert mD5/mD3 pro identifikaci kmenu D, mM5/mM3 pro kmen M
a mD5/mM3 pro kmen Rec. Byly pfipraveny tii reakéni smési, jez se lisily pouze pouzitou
kombinaci primerd, slozeni viz Tabulka 6. Smési byly kratce zvortexovany, stoCeny
na minicentrifuze a rozpipetovany po 22 pl do 0,2ml PCR zkumavek, do kterych bylo pridano po 3 pl
reverzniho transkriptu. Zkumavky byly jemné protfepany, stoCeny na minicentrifuze
a vlozeny do termocycleru, PCR reakce probihala za podminek podle Subr a kol. (2004), viz
Tabulka 8.

Tabulka 4: Slozeni RT reakénich smési pro jeden vzorek (detekce PPV)

Polozka Koncentrace Konecéna | Pipetovano
pracovniho roztoku | koncentrace | na 1 test [pl]
Premix |
H,O 9
Primer 1* 20 pmol/pl 0,5 uM 1
Premix Il
H.0 15,5
RT-PCR buffer |5x 1x 8
dNTP 10 mM 500 uM 2
Ribnuklase inh. |40 U/ul 20 U/reakce 0,5
AMV RT Pol 10 U/ul 10 U/reakce 1

*Primer 1 — PPV1 (detekce PPV) / Random primer (typizace PPV)
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Tabulka 5: Slozeni PCR reak¢éni smési pro jeden vzorek (detekce PPV)

Polozka Koncentrace Konecna | Pipetovano
pracovniho roztoku | koncentrace | na 1 test [pl]

Pufr 10x 1x 2,5
MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,5
H,O 14,68
dNTP 2mM 200 uM 2,5
f primer* 20 pmol/ul 0,25 uM 0,31
r primer** 20 pmol/pl 0,25 uM 0,31
Taq pol 5U0/ul 1 Ulreakce 0,2

*f primer — PPV1
**r primer — PPV2

Tabulka 6: Slozeni PCR reak¢ni smési pro jeden vzorek (typizace PPV)

Polozka Koncentrace Kone¢na Pipetovano

pracovniho roztoku | koncentrace | na 1 test [pul]
Pufr (MyTaq pol.) 10x 1X 5
H,O 16,25
dNTP 2mM 200 pM 2,5
f primer* 20 pmol/ul 0,25 uM 0,25
r primer** 20 pmol/pl 0,25 uM 0,25
MyTaqg Polymerase |5 U/ul 1,25 Ulreakce 0,25

*f primer — kmen PPV-D: mD5; kmen PPV-M: mM5; kmen PPV-Rec: mD5
*r primer — kmen PPV-D: mD3; kmen PPV-M: mM3; kmen PPV- Rec: mM3

Tabulka 7: Podminky PCR (detekce PPV)

Teplota[°C] | Cas | Polet cykli
94 3 min 1
94 30s
62 30s 40
72 30s
72 10 min

Tabulka 8: Podminky PCR (typizace PPV)

Teplota[°C] | Cas | Polet cykli
94 3 min 1
94 45s
60 30s 35
72 60 s
72 7 min 1
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4.2.3 Detekce PDV
Pro detekci Prune dwarf virus, PDV byla pouzita RT-PCR provedena dvéma postupy, a to
podle Lenz a kol. (2008) s pouzitim primerd PDV 2 a PDV 2R, a podle Mekuria a kol. (2003)
s pouzitim primert PDV1F a PDVI1R.

V obou pfipadech byla nejprve namichdna reak¢ni smés s ohledem na pocet analyzovanych
vzorkll. Postup byl provadén za sterilnich podminek, chemikélie a vzorky byly drzeny
naledu. Premix byl pfipraven napipetovanim reakénich komponent do 1,5ml
mikrozkumavky, slozeni viz Tabulky 9 a 10. Smés ve zkumavce byla kratce zvortexovana,
stoCena na minicentrifuze a rozpipetovana po 22 ul (Lenz a kol., 2008) nebo po 17 ul
(Mekuria a kol., 2003). Do kazd¢ zkumavky byly pfidany 3 pl RNA vzorku. Zkumavky byly
zcentrifugovany a umistény do termocykleru. PCR reakce probihala za podminek podle Lenz
a kol., 2008 a podle Mekuria a kol., 2003 — viz Tabulka 11, podminky se lisily pouze teplotou

nasedani primerd.

4.2.4 Detekce PNRSV
Pro detekci Prunus necrotic ringspot virus, PNRSV byla pouzita RT-PCR provedena dvéma
postupy. Prvni postup podle Lenz a kol. (2008) s pouzitim primertt PNRSV 2 a PNRSV 2R,
druhy podle Marbot a kol. (2003) s pouzitim primertt PNRSV 10F a PNRSV 10 R.

V obou pfipadech byla nejprve namichana reakéni smés s ohledem na pocet analyzovanych
vzorkll. Postup byl provadén za sterilnich podminek, chemikalie a vzorky byly drZeny
naledu. Premix byl pfipraven napipetovanim reakénich komponent do 1,5ml
mikrozkumavky, slozeni viz Tabulky 9 a 10. Smés ve zkumavce byla kratce zvortexovana,
sto¢ena na minicentrifuze a rozpipetovana po 22 ul (Lenz a kol., 2008) nebo po 17 pl (Marbot
a kol.,, 2003). Do kazdé zkumavky byly pfidany 3 pl RNA vzorku. Zkumavky byly
zcentrifugovany a umistény do termocykleru. PCR reakce probihala za podminek podle Lenz
a kol., 2008 nebo za modifikovanych podminek podle Marbot a kol., 2003 — viz Tabulka 11,

podminky reakce se liSily pouze teplotou nasedani primert.
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Tabulka 9: Slozeni RT-PCR reak¢ni smési pro jeden vzorek (detekce PDV a PNRSV — Lenz a

kol., 2008)
Polozka Koncentrace Kone¢na Pipetovano
pracovniho roztoku | koncentrace |na 1 test [pl]
RT-PCR buffer 5X 1x 5
H.O 13,6
dNTP 10 mM 200 uM 0,5
Primer 1* 20 pmol/pl 1 mM 1,25
Primer 2** 20 pmol/pl 1 mM 1,25
AMV RT Pol 10 U/ul 2 Ulreakce 0,2
Ribnuklase inh. 40 U/ul 20 U/reakce 0,2
Taq Pol 50/l 1 U/reakce 0,2

* Primer 1 — PDV 2 nebo PNRSV 2
**Primer 2 — PDV 2R nebo PNRSV 2R

Tabulka 10: Slozeni RT-PCR reakéni smési pro jeden vzorek (detekce PDV a PNRSV

— Mekuria a kol., 2003 a Marbot a kol., 2003)

Polozka Koncentrace Kone¢na Pipetovano
pracovniho roztoku | koncentrace |na 1 test [pl]

RT-PCR buffer 5x 1x 5
H,0 9,3
dNTP 10 mM 200 uM 0,4
Primer 1* 20 pmol/pl 0,4 uM 0,4
Primer 2** 20 pmol/pl 0,4 uM 0,4
Rnase inhibitor 40 U/reakce 10 U/reakce 0,25
AMV RT Pol 10 U/ul 10 U/reakce 1
Taq Pol 5U/ul 1,25 U/reakce 0,25

*Primer 1 — PDV1F nebo PNRSV 10F
**Primer 2 — PDV1R nebo PNRSV 10R

Tabulka 11: Podminky RT-PCR (detekce PDV a PNRSV — Lenz a kol., 2008 a Mekuria

a kol., 2003)

Teplota [°C] |Cas Pocet cykli
42 45 min 1
95 5 min 1
95 30s

60/56/55* 30s 35

72 1 min
72 7 min 1

*Podminky RT-PCR se ligily pouze teplotou nasedani primert (Lenz a kol., 2008 — 60 °C,

Mekuria a kol., 2003 — PDV 56 °C, PNRSV 55 °C).
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4.2.5 Detekce viru celedi Betaflexiviridae
Pro detekci vird z Celedi Betaflexiviridae byla pouzita PDO nested-RT-PCR podle Foissac
a kol. (2005). Nejprve byla ptipravena reakéni smes pro RT-PCR napipetovanim reak¢nich
slozek do 1,5ml zkumavky, sloZeni viz Tabulka 12. Smés byla kratce zvortexovana, stocena
na minicentrifuze a po 22 ul rozpipetovana do 0,2ml zkumavek. Do kazdé zkumavky byly
piidany 3 ul RNA vzorku. Zkumavky byly zcentrifugovany a umistény do termocykleru. RT-
PCR probihala za podminek podle Foissac a kol. (2005), viz Tabulka 14.

V druhém kroku byly viry z éeledi Betaflexiviridae detekovany v ¢cDNA ziskané z pfedchozi
RT-PCR pomoci nested PCR s pouzitim dvou kombinaci primeru: PDO-F2i/PDO-R1i
(zaméfené na detekci viri ACLSV, ASPV, CVA, CGRMV a ASGV) anebo NT1/NT3
(zaméfené na detekci APCLSV). Byly pfipraveny dvé reakéni smési liSici se pouzitymi
primery. Reakéni komponenty byly napipetovany do 1,5ml zkumavky, slozeni viz
Tabulka 13. Smés byla kratce protiepana, stoéena na minicentrifuze, rozpipetovana po 22 pl
a do kazdé byly ptidany 3 pl cDNA z predchozi RT-PCR. Zkumavky byly zcentrifugovany
a vlozeny do termocykleru. PCR reakce byla provedena za podminek podle Foissac a kol.
(2005), viz Tabulka 15. Podminky reakce se lisily jen teplotou nasedani primert, a to 42°C
pro PDO-F2i/PDO-R1i, 58°C pro NT1/NT3.

Tabulka 12: Slozeni RT-PCR reakéni smési pro jeden vzorek (detekce vira celedi
Betaflexiviridae)

Koncentrace “ . .
. . Konecna Pipetovano
Polozka pracovniho
koncentrace |na 1 test [pl]

roztoku
RT-PCR buffer 5x 1x 5
H.0 12,35
dNTP 10 mM 200 uM 0,5
Primer PDO-F1i 20 pmol/pl 1 mM 1,25
Primer PDO-R3i 20 pmol/pl 1 mM 1,25
Primer PDO-R4i 20 pmol/pl 1 mM 1,25
AMV RT Pol 10 U/ul 2 U/reakce 0,2
MyTaq Pol 5 U/l 1 U/reakce 0,2
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Tabulka 13: Slozeni nested PCR reakéni smési pro jeden vzorek (detekce vird celedi

Betaflexiviridae)

Polozka Koncentrace Konecéna Pipetovano

pracovniho roztoku | koncentrace |na 1 test [pl]
H,O 10,7
Pufr 10x 1X 2,5
MgCl, 25 mM 2,8 mM 2,8
dNTP 2 mM 200 uM 2,5
f primer* 20 pmol/pl 1 uM 1,25
r primer** 20 pmol/ul 1 uM 1,25
Taq pol 1 U/ul 1 U/reakce 1

*f primer — PDO-F2i nebo NT1
**r primer — PDO-R1i nebo NT3

Tabulka 14: Podminky RT-PCR (detekce vira ¢eledi Betaflexiviridae)

Teplota [°C] |Cas Pocet cykli
42 45 min 1
95 3 min 1
95 30s
42 30s 35
72 30s
72 7 min 1

Tabulka 15: Podminky nested PCR (detekce virt ¢eledi Betaflexiviridae)

Teplota | Cas Pocet
[°C] [min]  |cykli
95 3 1
95 0,5
X* 0,5 30
72 0,5

*42°C pro PDO-F2i/PDO-R1i, 58°C pro NT1/NT3.

33




Tabulka 16: Seznam pouzitych primert

Velikost PCR

Primer Sekvence 5' - 3" Reference
produktu [bp]
PPV1 CCCTCACATCACCAGAGCCA
PPV2 CAGACTACAGCCTCGCCAGA 243 Wetzel a kol., 1992
PDO-F1i | TiTTYATKAARWSICARYWIiTGIAC*
PDO-R3i | GCRCACATRTCRTCICCiGCRAAIIA* 446/631
PDO-R4i | ARiYiCCATCCRCARAAMITIGG* _

- —— - - Foissac a kol.,
PDO-F2i | GCYAARGCIGGICARACIYTKGCITG* 262 2005
PDO-R1i TCHCCWGTRAAICKSATIAIIGC*

NT1 ARATACTYTCMARYTGTCTRC* )18
NT3 ATKATTTTYTCATCCCABCCY*
PDV 2 CGATTGGTTAACTCACTTTG 61
PDV 2R AGCAGCATTTCCAACTACGA
PNRSV 2 CGATTGGTTAACTCACTTTG Lenz a kol., 2008
833
PNZFEQSV GGGGCATCCACAACTTCAC
PDV-1-F GTATGATATCTCGTACCGAG ou1 Mekuria a Kol.. 2003
PDV-1-R CTGGCTTGTTTCGCTGTGAA
PTS_?’ TTCTTGAAGGACCAACCGAGAGG
PNRSV 348 Marbot a kol., 2003
1o |GCTAACGCAGGTAAGATTTCCAAGC
mD5 TATGTCACATAAAGGCGTTCTC | 904 (('fs ”r:][liﬂsg)/ 605
mD3 GACGTCCCTGTCTCTGTTTG 664 (s mD5) §
Subr a kol., 2004
mM5 GCTACAAAGAACTGCTGAGAG 459 (s mM3)
mM3 CATTTCCATAAACTCCAAAAGAC | +° (?smmMDSS))/ 605

*i=inosin;Y=C, T;K=G, T;R=A,GW=AT;S=G,C;M=C,A;H=AT,C

4.2.6 Elektroforeticka separace

Produkty PCR reakce byly detekovany pomoci elektroforetické separace na 1,5% agarézovém

gelu.

Zasobni roztok 1,5% agar6zového gelu byl pfipraven smichanim 3,5 g agardzy (Agarose I,

AMBRESCO) a 300 ml 1x TAE pufru a jejim rozvafenim v mikrovlnné troub&. Rozvateny

gel byl okamzité pouzit anebo byl ponechén vychladnout a dlouhodobé uchovéavan v lednici

pti 4 °C. Ze zasobniho rozvateného roztoku bylo odlito 50 ml agar6zy do kadinky. Po mirném

vychladnuti byly pfidany 3 pl fluorescenéniho barviva GoodView (GoodView™ Nucleic
Acid Stain, E. coli) anebo 3 ul GelRed (GelRed™ Nucleic Acid Stain, Biotium) a roztok byl
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peclivé promichan. Tekuty gel byl poté nalit do pfipravené elektroforetické vanicky
s hiebinky a ponechan 30 az 45 min pfi pokojové teploté ztuhnout. Po ztuhnuti byl gel prelit
Ix TAE pufrem po rysku vyznacenou na elektroforetické komote a hiebinky byly z gelu
vyjmuty.

Do prvni jamky byly napipetovany 2 ul standardu molekulové hmotnosti GeneRuler 100bp
DNA (Fermentas), do dalSich jamek bylo pipetovano 5-7 pl jednotlivych PCR produkta

smichanych se 2 pl 0,1 % bromfenolové modti.

Elektroforéza byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného proudu pii napéti 70 — 80V a DNA
byla separovana 30 — 45 min. Poté byl gel vyjmut z elektroforetické vany a vysledek
elektroforetické separace byl vizualizovan a nasledné dokumentovan na UV trasluminatoru

pomoci dokumenta¢niho zatizeni Syngene (Transluminator G:BOX, Syngene, firma Herolab).

4.2.7 Sekvenovani

Byly sekvenovany 4 vzorky pozitivni na ptitomnost virt ¢eledi Betaflexiviridae (pouzité
primery PDO-F2i, PDO-R1i) — vzorky ¢. 15, 16, 17, 19 viz Tabulka 3: Seznam vzorki.

4.2.7.1 lzolace PCR produktu z gelu
Izolace PCR produktu z gelu byla provedena pomoci kitu QIAquick® Gel Extraction Kit,

QIAGEN, podle postupu popsaného v QIAquick Spin Handbook 07/2002, QIAGEN.

Byl ptipraven 1% agarézovy gel, 75 ml gelu bylo smichano s 5 pl 1% ethidium bromidu
a nalito do pfipravené elektroforetické vanic¢ky s hiebinkem. Po ztuhnuti byl gel ptelit 1x TAE

pufrem po rysku vyznacenou na elektroforetické komote a hiebinky byly z gelu vyjmuty.

Do prvni jamky byly napipetovany 2 pl standardu molekulové hmotnosti GeneRuler 100bp
DNA (Fermentas), do dal$ich jamek byl nanesen veSkery PCR produkt smichany s 5 pl 0,1%

bromfenolové modri. Elektroforeticka separace byla provedena pii 80 V, po dobu 30-45 min.

Gel byl poté umistén na UV translumindtor ureny pro vyfrezdvani z gelu a sterilnim
skalpelem z n¢ho byl vyfiznut PCR produkt. Vytiznuty gel byl umistén do oznacené 1,5 ml
mikrozkumavky typu eppendorf. Na kazdy vzorek byl pouzit novy skalpel, aby se zabranilo
kontaminaci. Byla zjisténa vaha gelu ve zkumavce a piidan QG pufr v poméru 3 - 1 (300 pl
QG pufru na 100 ug gelu). Zkumavky byly inkubovany 10 min pii 50 °C v termobloku,
do uplného rozpusténi gelu. Byl pfidan 1 objem izopropanolu (pfi navazce 100 pg — 100 pl
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izopropanolu). Byla pfichystdna kolonka pro izolaci DNA (fialovd kolonka byla vlozena
do sbérné zkumavky). Smés byla napipetovana na kolonku a kolonka byla centrifugovana
po dobu 1 min p#i 13 000 rpm. Ze sbérné kolonky bylo vylito, co proteklo a do kolonky bylo
piidano 500 ul pufru QG. Kolonka ve sbérné zkumavce byla centrifugovédna 1 min pfi
13 000 rpm. Nakonec byla kolonka umisténa do nové 1,5 ml zkumavky a bylo do ni
napipetovano 30 pl destilované vody. Zkumavka s kolonkou byla opét centrifugovana 1 min

pti 13 000 rpm.

Koncentrace izolované DNA byla zmétena pomoci fluorimetru (Fluorimetr DyNA Quant 200,
Hoefer).

Izolovana DNA byla dlouhodob& uchovavana pii — 70 °C.

4.2.7.2 Sekvenaéni znaceni

Sekvenacni znaceni bylo provedeno pomoci komeréniho kitu (Big Dye Terminator v. 3.1
Cycle Sequencing kit, Applied Biosystems), podle pokynii vyrobce. Pro v§echny vzorky byla
pifipravena reak¢éni smés, slozeni viz Tabulka 17. Templatova DNA byla nafedéna podle
koncentrace zméfené fluorimetrem tak, aby bylo v 6 ul pfitomno 20 — 25 ng DNA. Jako
sekvenéni primery byly pouzity PDO-F2i, PDO-R1i. PCR reakce probihala za podminek
uvedenych v Tabulce 18. Sekvenacni analyza byla provedena genetickym analyzatorem ABI

PRISM 3730 na UEB AV CR, Olomouc.

Tabulka 17: Slozeni reakéni smési pro sekvenac¢ni znaceni

Polozka Pipetovano na 1 test [pul]
Pufr 10x 1
BigDye 1
Primer (1,6 pmol/ul) 2
DNA 6

Tabulka 18: Podminky PCR pro sekvenac¢ni znaceni

Teplota Cas Pocet cykli
96 1 min 1
96 10s
50 5s 35
60 4 min
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4.2.7.3 Analyza sekvenci
Vystupy ze sekvenatoru byly sestaveny do vyslednych kontiglh pomoci programu SeqMan

Lasergene (Dnastar, Inc.) a poté¢ identifikovany prostfednictvim programu BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Sekvence izolath byly porovnany mnohocetnym
alingmentem se sekvencemi ACLSV dostupnymi v databazi GenBank v programu ClustalW
vV MEGA 6 (Tamura a kol., 2013). Takto byla sestavena matice, na jejimz zaklad¢ byla
provedena fylogeneticka analyza neighbor-joining metodou v programu MEGA 6. Vysledny

fylogeneticky strom byl vizualizovan pomoci programu Tree Explorer (MEGA 6).
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4.3 Pouzité chemikalie a roztoky, pristrojové vybaveni
Veskeré chemikalie, roztoky a pfistroje, které byly pouzivany, pfi provadéni experimentli pro

tuto bakalai'skou praci jsou uvedeny abecedn¢ sefazené v nasledujicich podkapitolach.

4.3.1 Pouzité chemikalie a roztoky

0,1% bromfenolova modf v 30% glycerinu

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

70% ethanol

96% ethanol

Agarose I, AMBRESCO

AMYV Reverse Transcriptase, Promega

Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing kit, Applied Biosystems

dNTP Mix, Fermentas

GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain, Biotium

Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder, Fermentas

GoodViewTM Nucleic Acid Stain, SBS Genetech

Isopropanol

L2 pufr (60 g GuSCN rozpusténo v 50 ml 0,1M Tris, pH 6,4 ve vodni 1azni, 62 — 64 °C)

L6 pufr (30 g GuSCN rozpusténo v 25 ml 0,1M Tris, pH 6,4 ve vodni 14zni, 62 — 64 °C,
ptidano 5,5 ml 0,2M EDTA, pH 8,0 a 0,65 g Tritonu X-100)

Oxid kiemicity — SC (60 g oxidu kfemicitého rozpusténo v 0,5 1 vody, nechédno stat pies noc,
po 24 hodinach odstranéno 430 ml tekuté ¢asti nad sedimentem, doplnéno na 500 ml,
protiepano, nechano 5 hodin sedimentovat, poté odstranéno 440 ml tekuté Casti, zbytek
promichéan a pfidano par kapek 32% HCl pro ustileni pH na hodnoté 2, suspenze byla
sterilizovdna autoklavovanim

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

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

PBS pufr (v 800 ml vody rozpusténo 8 g NaCl, 7,2 g Na,HPO,*2H,0, 0,2 g KH,PO,a 0,2 ¢
KCl, zkontrolovano pH zda odpovida hodnoté¢ 7,4 a doplnéno vodou na 1 1)

QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen

rRNasin ® RNase inhibitor, Promega

sterilni deionizovana voda
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TAE pufr 50x (242 g Tris base, 57,1 ml ledové kyseliny octové, 37,2 g Na,EDTA*2H,0,
doplnéno vodou na 1 1 a pH upraveno na 8,5)

Taq DNA Polymerase, Biolabs

TBE pufr 10x (108 g Tris base, 55 g kyseliny borité, 40 ml 0,5M EDTA, doplnéno vodou

na 11 a pH upraveno na 8)

4.3.2 Pristrojové vybaveni
Centrifuga Multi-Spin MSC-3000, BIOSAN
Centrifuga Spectrafuge 24D, Labnet
Fluorimetr DyNA Quant 200, Hoefer
Homogenizator FastPrep-24, MP Biomedicals
Icematic F100, Compact Ice flackers, Gemini BV
Laminarni boc PV-100, Telstar
Lyofylizator PowerDry PL 3000, Thermo electron corporation
Michacka laboratorni, RCT basic, IKA ®
Mikrovinna trouba
Minicentrifuga Prism Mini, Labnet
NanoDrop 1000 Thermo Scientific Spectrophotometer
pH metr — pH Microprocessor pH Meter, HANNA instruments
Souprava pro elektroforézu
Termoblok DRI-BLOCK® DB-20, Techne
Termocykler T100 Thermal Cycler, BIO-RAD
Termocykler T-personal, Biometra
UV Translumindtor G:BOX, dokumentacni systém Syngene
Vahy analytické METTLER AE 240
Vahy AND EK-200G, A&D Co. Ltd.
Vakuova pumpa Vacuum Pump XF54 230 50, MILLIPORE
Vortex MS1 Minishaker, IKA ®
Vortex MS2 Minishaker, IKA ®
Zdroj elektrického napéti MP-250V, BioTech
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5 VYSLEDKY

V ramci experimentalni ¢asti bakalatské prace bylo testovano 28 vzorkl ze stromi Svestky
domaci (Prunus domestica), trnky obecné (P. spinosa) a myrobalanu (P. cerasifera). Jednalo
se o plané ¢i zplang€lé stromy rostouci ve starych sadech a podél okraji cest, z nichz n¢které
byly bezptiznakové, jiné naopak vykazovaly zietelné symptomy virové infekce. Testované

myrobaldny a trnky pochézely z lokalit, které se nenachazely v blizkosti zamotenych sadi.

V jednotlivych vzorcich byla provedena detekce nasledujicich virt: virus Sarky Svestky (Plum
pox virus, PPV), virus nekrotické krouzkovitosti slivon¢ (Prunus necrotic ring spot virus,
PNRSV), virus zakrslosti slivoné¢ (Prune dwarf virus, PDV)a viry z rodd Trichovirus,

Capillovirus a Foveavirus patiicich do ¢eledi Betaflexiviridae.

5.1 Detekce PPV
K detekci PPV byla pouzita standardni metoda RT-PCR podle Wetzel a kol. (1992).

V souboru vzorki, z nichz nékteré vykazovaly typické ptiznaky infekce PPV (viz Obrazek 3,
Obrazek 4), byl virus Sarky $vestky detekovan v deviti z celkového pocétu 28 vzorkd. A to,
ve ttech Svestkach (Cislo vzorku 2, 4 a 10) a u dvou myrobalanii (Cislo vzorku 5 a 12)
pivodem z Malého Kosite, ve tfech Svestkach (Cislo vzorku 19, 26 a 27) z NP Podyji,

a Vv jedné $vestce (&islo vzorku 13) ze Sumic (viz Obrazek 4).

Obrazek 3: Pfiznaky na listech Svestky domaci
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Obrazek 4: Detekce viru Sarky Svestky

(L: GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas; 1 — 28: jednotlivé vzorky ¢. 1 — 28; B: blank; Sipka
oznacuje specificky produkt)

Pomoci specifické RT-PCR s pouZzitim primertit mDS, mMD3, mMS5 anebo mM3 byl u vSech
pozitivnich vzorktl ziskdn produkt, ocekavané velikosti 243 bp, pouze v PCR s pomoci
primert mD5 a mD3. Detekované izolaty PPV proto piisluseji ke kmeni PPV-D (viz
Obrazek 5).
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Obrazek 5: Typizace izolath PPV pomoci specifické RT-PCR podle Subr a kol. (2004)

L 2 + 5 1¢ 112 13. 19 26 28 B 2 4 5§ 10 12

2 e - ey -
.o
) mMS/mM3 ~ mD5/mD3

mD5/mD3 S mD35/mM3

(L: GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas; ¢isla oznacuji jednotlivé pozitivni vzorky; B: blank)
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5.2 Detekce PDV
K detekci PDV byly pouzity dva postupy RT-PCR, prvni podle podle Lenz a kol. (2008)

a druhy podle Mekuria a kol. (2003). Ani v jednom ptipadé nebyl ziskan produkt (viz
Obrazek 6).

Obrazek 6: Piiklad detekce PDV

rE 3 2 3 % BH5 6 7T 8§ 9 20°:F. A2 B 18 14

(L: GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas; 1 — 14: jednotlivé vzorky ¢. 1 — 14; B: blank)

5.3 Detekce PNRSV
Stejné jako u detekce PDV, byly také u detekce PNRSV pouzity dva postupy RT-PCR —

podle Lenz a kol. (2008) a Mekuria a kol. (2003). Specificky produkt nebyl ziskan ani

V ramci prvniho, ani v ramci druhého postupu (viz Obrazek 7).

Obrazek 7: Priklad detekce PNRSV

E r 2 3 % 3 6 7 % 9 10 11 AL B 13 24

(L: GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas; 1 — 14: jednotlivé vzorky ¢. 1 — 14; B: blank)

43



5.4 Detekce viru ¢eledi Betaflexiviridae

K detekci vird celedi Betaflexiviridae byla pouzita RT-PCR a nasledna nested PCR
s polyvalentnimi degenerovanymi oligonukleotidy (PDO) podle Foissac a kol. (2005).
Produkty o ocekavané velikosti 362 bp byly ziskany u 4 vzorkd, z nested PCR provedené
s primery PDO-F2i/PDO-R1i (viz Obrazek 9). Tti z pozitivnich vzorkl byly ptivodem ze
$vestek domacich rostoucich pobliz obce Sumice (vzorky &. 15, 16 a 17) a &tvrty vzorek
pochazel ze Svestky domaci z Narodniho Parku Podyji. Tyto stromy vykazovaly na listech
chlorotické mozaiky, podobné infekci PPV (viz Obrazek 8).

Obrazek 8: Priznaky ACLSV na listech zplanélé Svestky

Obrazek 9: Priklad detekce betaflexiviri pomoci PDO nested PCR s pouzitim nested
primert PDO-F2i/PDO-R1i

L 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 B

A AR A B8 B 2SI QN ’...‘ '

(L: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas; ¢isla oznacuji testované vzorky; B: blank)
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Vzorky byly dale sekvenovany za pouziti specifickych primertt F2i a R1i, ve vSech piipadech se
podaiilo ziskat sekvence o velikosti 350 bp. Sekvence vykazovaly vzajemnou identitu v rozsahu
84-93%. Jejich porovnanim se sekvencemi z databdze GenBank pomoci BLAST bylo u vsech
prokazano, ze se jedna o sekvence viru Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV). Izolaty 153, 154, 155
a 158 (vzorky &. 15, 16, 17 a 19) se nejvice podobaly izolatim ACLSV z Cerné hory, infikujicich
P. persica. Nejvyssi identitu 84%, 85%, 81%, respektive 86% vykazovaly s izolatem ACLSV 369/11
(Acc. No. KF534759.1). Po zkraceni sekvenci na délku 289 bp, tj. bez okrajovych ¢asti prislusejicich
amplifikaénim primerim vykazoval izolat 153 (vzorek €. 15) nejvyssi 84% identitu s izolatem
ACLSV Z3 (Acc. No. IN634761) ptvodem z Ciny infikujici P. persica. Izolat 154 (vzorek &. 16)
vykazoval 85% identitu se sekvenci ACLSV P863 (Acc. No. M58152) ziskané ve Francii ze $vestky
domaci. Sekvence 155 (vzorek €. 17) vykazovala 75% identitu se sekvenci ACLSV PBM1 (Acc. No.
AJ243438) pochazejici z Némecka infikujici P. domestica. Izolat 158 (vzorek ¢. 19) vykazoval 83%
identitu s jiz zminénou sekvenci ACLSV PBMI (Acc. No. AJ243438) ptivodem z Némecka.

Fylogeneticka analyza Ceskych izolath ziskanych vtéto praci a sekvenci ACLSV dostupnych
Vv databazi Genbank, zaloZena na sekvencich o délce 289bp potvrdila jejich odlisnost (viz Obrazek 10).
Jednotlivé izolaty se v dendrogramu sdruzily do vétSiho poctu statisticky prikaznych i statisticky
nepriikaznych skupin. Ceské izolaty vytvofily statisticky prikaznou samostatnou vétev. Nejblize
piibuzné knim jsou skupiny izoldti ACLSV ziskanych z Prunus persica vCerné Hofe,
az P.domestica v Némecku, dale také francouzské izolaty z P. armeniaca, se kterymi vytvorily

samostatnych klastr.

Ve fylogenetickém stromu jsou ziejmé i dalSi vyrazné skupiny. Druhou skupinu tvoii izolaty
z hostiteltt P. avium, P. persica a Crategus pinnatifida pochazejicich z riiznych zemi Evropy. Treti
skupina zahmuje zejména izolaty zMalus domestica piivodem z asijskych zemi (Cina, Indie,
Japonsko) a tfi izolaty z odlisnych hostitelskych rostlin (P. avium, P. domestica, Vitis vinifera)
z Francie a Italie. Ctvrta skupina je tvofena izolaty z P. persica a P. domestica z Ciny, Japonska, USA

a Francie. Posledni skupina sdruzuje izolaty z Pyrus spp. pochazejicich z Ciny.

Z fylogenetického stromu izolath ACLSV vyplyva jista hostitelska a geograficka specifita. Izolaty
ze Svestek ziskané v rdmci této prace vytvorily zieteln¢ jeden klastr, podobné vytvarely samostatné
klastry izolaty ACLSV infikujici jablon¢ (Malus spp.), merunky (P. armeniaca) anebo broskvoné
(P. persica). Hostitelskou specificitu naznacuje i fakt, ze boostrap hodnoty nabyvaji vysokych hodnot

az u koncovych vétvi, ze stejného diivodu ale nelze usuzovat na presnéjsi fylogenetické vztahy.
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Obrazek 10: Fylogeneticky strom izolati ACLSV

367/11 (KF534757.1) ME

372/11 (KF534761.1) ME

369/11 (KF534759.1) ME Prunus persica
371/11 (KF534760.1) ME
94 368/11 (KF534758.1) ME

PMB1-Ger (AF413949.1) DE )
4'100 PBMI (AJ243438 1) DE ] Prunus domestica
P2-Frab (AF413943.1) FR

P863 (M58152.1) FR
100 ( ) Prunus domestica

100

P1-Fra (AF413941.1) FR
77 | p2-Fraa (AF413942.1) FR
82 153 Cz
— 1 e
- Prunus domestica
92 154 Cz
{ 155C2
|— A4-Ch (AF413957.1) FR
M 1er Alc-Fra (AF413929.1) FR Prunus armeniaca
A2-Spa (AF413930.1) ES
SY01 (KM207212.1) CN Crategus pinnatifida
100 [ VI1-Fra FR (AF413933.1) P avi
L 375/11 (KF534762.1) ME P pers
100 | S2-lta (AF413936.1) IT
L s3.ta (AF413937.1) IT
% |V2-Hun (AF413934.1) HU
Q1-? (AF413953.1) Prunus avium
Balatonl (X99752.1) FR
AC-ind (HE980332.1) IN
_| MS (KC847061.1) CN Malus domestica
QD-13 (KJ522693.1) CN
Ch (Y15889.1) IT Vitis vinifera
A4 (AB326223.1) JP M dom
ACLSV-FR (AF413955.1) FR P avi
100 [—P3-Fra (AF413944.1) FR P dom
L X2-Fra (AF413950.1) FR M dom
— P205-Jap (AF413951.1) JP M dom
100 Lp2oos (D14996.1) JP M dom
S6-Usa (AF413940.1) US P pers
S1-Fra (AF413935.1) FR P pers
P7-Jap (AF413948.1) JN P dom
Z1 (JN634760.1) CN P pers
P6-Jap (AF413947.1) JN P dom
78 Z3 (JN634761.1) CN P pers
JB (KC935956.1) CN

93 KMS (KC935954.1) CN Pyrus spp.
100 YH (KC935955.1) CN

82 ] Prunus persica

100 |

99

(JN790294.1) APCLSV Babce CZ P dom

| |
0.02
Izolaty jsou popsany oznaGenim izolatu, Accession number, zemi ptvodu a hostitelem. Mgfitko
predstavuje 0,02 substituci na pozici, zoubrazeny hodnoty bootstrap > 70. Jako outgroup pouzit izolat
APCLSYV, izolat Babce (JN790294.1).

Pouzité zkratky: CN (Cina), CZ (Cesk4 regublika), ES (Spanélsko), FR (Francie), HU (Mad’arsko), IN
(Indie), IT (Italie), JN (Japonsko), ME (Cerna Hora), DE (Némecko), US (Spojené Staty), M dom
(Malus domestica), P avi (Prunus avium), P dom (P. domestica), P pers (P. persica)
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6 DISKUZE

PPV je na celém tzemi Ceské republiky Siroce rozsifen (Navratil a Safafova, 2015).
Nejbéznéjsim hostitelem jsou Svestky domaci a myrobalany, a to jak v sadech a soukromych
zahradach, tak pfi okrajich cest (Navratil a kol., 1998; Polak, 2007; Polak a Kominek, 2009).
Trnky infikované PPV se objevuji pfevazné v blizkosti napadenych kulturnich stromt
a predstavuji tedy sekundarni zdroj infekce (Polak, 1997; Polak, 2002). V Evropé je vyskyt
PPV velice Casty, zejména vychodni a stfedni ¢ast kontinentu je siln¢ zamotena (Jarausch,
2006; Jevremovi¢ a Paunovi¢, 2014; Dulic-Markovic a Jevremovié, 2006; Kolber a Neméth,
2001; Malinowski, 2006; Mati¢ a kol., 2006; Mikec a kol., 2006). V ramci této bakalarské
prace byl PPV (podle ocekéavani) detekovan, a to u 63,6 % testovanych Svestek
(P. domestica), u 28,6 % myrobalani (P. cerasifera). U Zzadné ze zkoumanych trnek
(P. spinosa), ale jeho pritomnost prokazana nebyla, coz odpovida aktualné popisované situaci
v Ceské republice. Viechny detekované izolaty PPV byly uréeny jako kmen PPV-D, coZ se
shoduje s dosud provedenymi studiemi. PPV-D je na naSem tGzemi nejrozsifenéj$im kmenem
PPV (Gadiou a kol., 2008; Navratil a kol., 1998; Safafova a kol., 2012), zatimco PPV-M
a PPV-Rec se objevuje pouze na jizni Moravé (Gadiou a kol., 2008; Polak a Kominek, 2009;
Safafova a kol., 2012). PPV-M je navic u $vestek a myrobaldni velmi vzacny, vyskytuje se
zejména u broskvoni, popiipadé merundk (Polék, 2002; Safatova a kol., 2011; Safatova a kol.,

2012).

PDV a PNRSV se v Ceské republice historicky vyskytoval relativné Gasto (Blattny, 1958;
Paulechova a Baumgartnerova, 1970), coz bylo potvrzeno v poslednich letech. Jeho vyskyt
byl zaznamenan na tfeSnich a viSnich (Navratil a Safafova, 2010), Svestkach, myrobalanech
i trnkach (Polak, 2007). V evropskych zemich, zejména jizni Evropé€ byl zjistén vyssi vyskyt
PDV a PNRSV, nez je tomu v Ceské republice. Naopak PPV je v zemich jizni Evropy méné
Casty, nez na nasem uzemi, potazmo v celé stiedni a vychodni Evropé (Myrta a kol., 2003).
Navzdory o¢ekavani zjisténé vysledky toto nepotvrzuji, v ramci této prace nebyla piitomnost

PDV ani PNRSV prokazéana v Zddném z testovanych vzorki.

ACLSV byl v rdmci této prace detekovan u ctyf vzorkl, vSechny pochazely z kulturnich
Svestek domacich, coz odpovida dosud publikovanym zjiSténim. Sporadicky vyskyt ACLSV
na $vestkach byl v Ceské republice jiz diive zaznamenan v genofondové sbirce (Karesova
a Paprstein, 2001). Ziidka infikuje také plané rostouci $vestky a myrobalany, zatimco u trnek

nebyl zaznamendn (Polédk, 2007). Podobné situace byla popséna i v dalSich evropskych
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zemich (Cieslinska a kol., 1995; German a kol., 1990; German-Retana a kol., 1997; Mandic
a kol., 2007; Pasquini a kol., 1998; Al Rwahnih a kol., 2004).

Fylogeneticka analyza ziskanych izolath ACLSV potvrdila jeho odliSnost od dosud zjisténych
sekvenci a dfive popisovany vysoky stupenn genetické variability. Ze ziskaného
fylogenetického stromu je rovnéz patrny Siroky hostitelsky okruh ACLSV a jisty stupen
hostitelské specifity, ktery je dan genetickym rozriznovanim jednotlivych izolati viru
Vv souvislosti s pfizplisobovanim se hostiteli. Mira hostitelské a geografické specifity
a kol., 2014; Katsiani a kol., 2014; Rana a kol., 2010). Z provedené analyzy vSak nejde
usuzovat na hlubsi evolu¢ni vztahy, coz naznacuji boostrap hodnoty, které¢ potvrzuji pouze
koncové vétve fylogenetického stromu. Pro pozici zjisténych izolatd by tedy bylo vhodné

analyzovat delsi useky genomu ACLSV.
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7 ZAVER

V ramci této bakalaiské prace bylo analyzovano 28 stromt rodu Prunus, konkrétné 11 Svestek
(P. domestica), 7 myrobalant (P. cerasifera) a 10 trnek (P. spinosa). Vzorky pochazely
ze zplanélych a planych stromt, které se nevyskytovaly v blizkosti hospodarsky vyuzivanych
sadu. Byla testovana piitomnost vird Plum pox virus, Apple chlorotic leaf spot virus, Prune
dwarf virus, Prunus necrotic ringspot virus a zastupcu Celedi Betaflexiviridae. Viry byly
detekovany pouze na Svestkach a myrobaldnech, nikoli na trnkéch. V celém souboru vzorki
byl prokazan vyskyt PPV, a to u 63,6 % Svestek a 28,6 % myrobalanti. PPV byl detekovan
na vsech zkoumanych lokalitach a vzdy se jednalo o kmen PPV-D. V ramci experimentt byla
potvrzena také pritomnost méné béZzného ACLSV, ktery byl zaznamenan na tfech Svestkach
ze Sumic a jedné $vestce z Néarodniho Parku Podyji. Ziskané izolaty byly sekvenovany
a fylogeneticky analyzovany. Z vypracovaného fylogenetického stromu byl patrny urcity
stupenl hostitelské specifity izolatd, evolucni vztahy vSak nebylo mozné hodnotit. Vysledky
potvrzuji Siroké rozsifeni PPV-D na slivonich a pfinaSeji zajimavé moznosti dalSiho studia

tykajiciho se ACLSV detekovaného na zplanélych Svestkach.
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