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ABSTRAKT

Disertacni prace ,,Moznosti vyuziti antivirotik v procesu eliminace vird u ¢esneku
kuchynského* byla zamétfena na studium vlivu tfi antivirotik, acycloviru, rimantadinu
nebo zidovudinu, pro jejich mozné pouziti v procesu chemoterapie v kombinaci
s meristémovou kulturou pro eradikaci virt Onion yellow stripe virus, Leek yellow
stripe virus, Garlic common laten virus a Shallot latent virus v podminkach in vitro.

Antivirotika byla aplikovana vzdy jednotlivé do kultivacniho média a sledovany
byly dvé koncentrace (25 nebo 50 mg.I™"). Doba piisobeni antivirotik byla dva tydny.
Prosta merist¢émova kultura byla zvolena jako kontrolni metoda. Ve vSech variantach
bylo pouzito Murashige a Skoog medium.

Prvni rok prace byly chemoterapii oSetieny rostliny ¢esneku odrudy 'D'Alsace
Freres' kultivované in vitro, které byly jiz jednou, netspé$né, oSetieny metodou
meristémovych kultur. Pfitomnost virovych patogenti byla detekovana metodou ELISA.
Jako nejefektivnéjsi varianta pro eliminaci sledovanych virt byla varianta aplikace
rimantadinu v koncentraci 50 mg.I™.

Pro dal$i c¢asti experimentu byla pro detekci pfitomnosti sledovanych vird
optimalizovana citlivéj§i metoda reverzné-transkripéni polymerazové fetézové reakce
(RT-PCR), a to vCetné navrzeni a ovéfeni primerd pro detekci viru Garlic common
latent virus (GCLV).

Druhy rok byly chemoterapii oSetfeny izolované meristémy s ponechdnim
jednoho listového primordia o velikosti 0,8 mm. Explantaty odrid ¢esneku 'Blanin’,
"Sukoradsky” a ‘Japo” vSak neregenerovaly ani u kontrolni varianty a chemoterapie
nemohla byt hodnocena.

V dal$ich dvou letech byly chemoterapii oSetfeny jednotlivé strouzky cesneku
odridy "Unikat’. U rostlin byla pfed oSetfenim provedena detekce pfitomnosti virovych
patogend a pouze jedna rostlina byla vSech sledovanych vird prosta. Pfi vyhodnoceni
jednotlivych variant oSetfeni bylo zjisténo, ze pro eliminaci sledovaného komplexu virti
je nejefektivn&jsi pouziti acycloviru v koncentraci 25 mg.l", a to rovn&Z z pohledu
ekonomického.

V disertacni praci byla dale zahdjena optimalizace relativni kvantifikace viru
Garlic common latent virus. Po pfetestovani souboru izolatt negativnich na pfitomnost
viru dle RT-PCR bylo detekci metodou Real-Time PCR pozorovano vyssi procento
izolatl pozitivnich na pfitomnost GCLV. Optimalizace metody pro dalsi viry bude

pfedmétem dalSich vyzkum?.



ABSTRACT

The dissertation ,,Moznosti vyuziti antivirotik v procesu eliminace vird u ¢esneku
kuchynského* is focused on the effect of three antivirals (acyclovir, rimanatadine or
zidovudine) for their potencial use in the process of chemotherapy in the combination of
meristem culture method as a possible method for Onion yellow stripe virus, Leek
yellow stripe virus, Garlic common laten virus and Shallot latent virus eradication in in
vitro conditions.

Antivirals were always applied separately into cultivation media and two amounts
of antivirals (25 or 50 mg.I™) were used. The treatment time was two weeks. Meristem
culture only was a control method. Murashige and Skood medium was used for all
variants.

During the first year, young plants of the variety 'D'Alsace Freres' cultivated in
vitro were treated with chemotherapy. These plants had been treated with the meristem
culture only in the past but the treatment hadn’t been successful. The virus presence was
detected with the ELISA method.

Rimantadine variant in the amount of 50 mg.I™ was the most effective variant for
the monitored virus’s elimination.

More sensitive method reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
was optimized for monitored viruses in the next parts of this work. Garlic common
latent virus (GCLV) primers were designed as well.

During the second year, the chemotherapy was applied on explants with the size
0.8 mm during meristem culture. Explants of the varieties 'Blanin’, "Sukoradsky” and
"Japo’, however, did not regenerate and the chemotherapy could not be evaluated.

In the next two years of the work, the chemotherapy was applied on individual
cloves of the "Unikat” variety. Whilst detecting the presence of viruses in plants prior
the treatment, it was established that only one plant was free from all the monitored
viruses. After treatment, acyclovir variant in amount of 25 mg.I™ was evaluated as the
most effective variant for the virus complex elimination, and also from the economical
point of view.

Real-Time PCR method for viruses’ detection has been started in the dissertation.
The detection of GCLV was optimized from the start. Isolates which had been negative
for the GCLV presence after RT-PCR were tested with Real-Time PCR. A higher
percentage of GCLV positive plants were detected with Real-Time PCR. Real-Time
PCR optimization for other viruses will be the objective of futur experiments.
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1 UVOD

Cesnek kuchyiisky (Allium sativum L.) patfi k nejstar§im kulturnim plodinam,
které provazi lidstvo jiz od davnych dob. Je fazen do ¢eledi Alliaceae (Cesnekovité),
kterd zahrnuje dal$i hospodaisky vyznamné plodiny (pfedev$im cibuli, pér nebo
pazitku). Svétove je ¢esnek druha nejvyznamnéjsi plodina z rodu Allium. Je cenén jako
zelenina, koteni, ale také jako 1éCiva rostlina, pfedevSim pro své antibiotické ucinky.
Diky pozitivnimu vlivu ¢esneku na zdravi ¢lovéka jeho popularita a péstovani neustale
stoupa.

Péstovani a vynos Cesneku negativné ovlivituji virové patogeny. Viry pusobi na
kvalitu i kvantitu produkce ¢esneku, coz miize vést k vysokym ekonomickym ztratam.
Je zndmo n&kolik patogennich virti, které se vyskytuji ve vSech oblastech péstovani
¢esneku. Ve mnoha ptipadech je ¢esnek infikovan komplexem dvou a vice virt. K
nejdilezitéj$im rodim vird napadajicich Cesnek a cely rod Allium patii rody Potyvirus
(Onion yellow dwarf virus a Leek yellow stripe virus), Carlavirus (Garlic common
latent virus a Shallot latent virus) a Allexivirus, a dale také Fijivirus (Garlic dwarf
reovirus). Cesnek mohou napadat také dalsi viry, nemaji ale ekonomicky vyznam a
jejich vyskyt je vétsinou pouze lokalniho charakteru.

Vegetativni mnoZeni a vektorovy prenos jsou hlavni zplsoby Sifeni virovych
chorob. Vzhledem k tomu, Ze ¢esnek je mnozen vyhradné vegetativné, jsou virové
choroby u této plodiny zavazny problém. Virové choroby se u cesneku projevuji
prevazné mozaikami, prouzkovitosti, zakrslosti a celkové oslabenym vyvojem rostlin.
Jednotlivé viry mohou také zlstat v latentni formé a vizualni ptiznaky se neobjevuyji.

Jednou z cest vedoucich k eliminaci virovych patogent je ozdravovani ¢esneku
v podminkach in vitro. K metodam, které jsou v souc¢asnosti vyuzivany, patii predevsim
meristémové kultury, termoterapie, chemoterapie, kryoterapie, nebo nejéastéji jejich
kombinace.

Tato prace je zaméfena na vyzkum chemoterapie vV kombinaci s meristémovou
kulturou a studium novych latek, které by mohly byt G¢inné pro eliminaci virovych
patogent u Cesneku. V literatufe se jiz nachdzeji informace o eliminaci virti u riznych
druhti rostlin pravé pomoci chemoterapie (napt. Malus domestica, Vitis vinifera, Cynara
Kolymu, Fragaria Virginiina, orchideje, Allium sativum).

U cesneku kuchynského byly ale zatim experimenty S eliminaci virG provadény

pouze s vyuzitim antivirotika ribavirin. Ribavirin byl primarné pouzivan v humanni

13



medicing k 1é¢bé hepatitidy C, nemoci dychacich cest a chiipky. Ozdravovani je v této
praci rozsitfeno o pouziti novych, v rostlinolékatstvi dodnes i nepouzivanych chemikalii,
u kterych je predpoklad, ze by mohly vést k eliminaci virovych patogenti Cesneku.
Jedna se o latky, které maji v humdnni mediciné¢ podobné ucinky jako ribavirin, tzn.

antivirotické.
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2 CiL

Cilem prace je experimentalné ovétit vliv latek s antivirovymi ucinky pro jejich
mozné pouziti pfi eliminaci virti u ¢esneku kuchynského (Allium sativum L.). Prace je
konkrétné zaméfena na eliminaci komplexu ¢tyt virti napadajicich ¢esnek (Onion yellow
dwarf virus, Leek yellow stripe virus, Garlic common latent virus a Shallot latent virus).

K jednotlivym dil¢im cilim, které povedou k ozdraveni vybranych genotypt
Cesneku kuchynského, patii prevod rostlin ¢esneku kuchynského do aseptickych
podminek, detekce pritomnosti virovych patogenti v rostlindich pifed procesem
chemoterapie, samotna aplikace chemoterapie, detekce pfitomnosti virovych patogenti
v rostlinach po oSetieni chemoterapii a celkova evaluace UspéSnosti oSetieni.
Pozorovani zdravotniho stavu rostlin jak z pohledu mikrobialnich infekci, tak z pohledu

vlivu antivirotik na kondici rostlin je poslednim dil¢im cilem prace.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Obecna charakteristika ¢esneku kuchyiiského (Allium sativum L.)

Cesnek kuchyiisky je svétové druhd nejvyznamnéj§i plodina rodu Allium.
V mnoha svétovych kuchynich je vyuzivan jako kofeni a zelenina (Brewster, 2008). Je
pravdépodobné jednou z nejstarSich rostlin, kterou ¢lovek sbiral, konzumoval a zacal
ucelové zkulturnovat (Jureva a Kokoreva, 1992). Popularita a péstovani ¢esneku od
sedmdesatych let 20. stoleti stoupa, a to predevSim diky jeho pfiznivym vlivim na
zdravi ¢loveka (Brewster, 2008).

Puvod ¢esneku (Allium sativum L.) je lokalizovan Vv centralni Asii, kde se vyvinul
pravdépodobné z planého druhu Allium longicuspis Regel. N¢které studie ovSem uvadi,
ze A. longicuspis je zcela odlisny druh, ktery se stejné jako A. sativum vyvinul z druhu

Allium tuncelianum (Brewster, 2008).

3.1.1 Klasifikace ¢esneku

Cesnek je fazen do rodu Allium (esnek), Geledi Alliaceae (Eesnekovité), fadu
Aspargales (chiestotvaré), tiidy Liliopsida (jednod¢lozné) a oddéleni Magnoliophyta
(krytosemenné) (Brewster, 2008).

Fritsch a Friesen (2002) déli ¢esnek na skupiny:
Longicuspis — skupina z centralni Asie vybihajici do kvétu a tvofici mnoho malych
pacibulek, pricemz nekteti zastupci produkujici fertilni osivo,
Sativum — skupina ze Sttedomofti zahrnujici palic¢aky i nepali¢aky,
Ophioscorodon — skupina ze stfedni a vychodni Evropy S dlouhymi stonky a malym
poctem vétsich pacibulek,
Pekingska — ¢inska skupina vyvinuta z A. longicuspis, rostliny jsou mensi a produkujici
maly pocet vétsich pacibulek,
Subtropicka — skupina z Indie, Vietnamu, Myanmaru, s malymi cibulemi, selektovana

pro konzumaci Cerstvych listi.
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Klasifikace dle Kuznécova (Kona a Konova, 2005):
ssp. Sagitatum — Cesnek palic¢ak s tiemi ekotypy — Stfedoasijsky, Kavkazsko-karpatsky a
Vychodo-stiedomotsky,
ssp. Vulgare — cCesnek nepalicak s tiemi ckotypy — Kontinentalni, Jihomoisky a

Jihorusky.

3.1.2 Morfologie ¢esneku

Cesnek je viceleta plodina, u nas péstovany jako jednoleta nebo dvouleta zelenina.
Jako u vsech zastupcti rodu Allium je i u Cesneku tvoren svazcity kofenovy systém.
Dé¢lena cibule je slozena ze strouzkii (metamorfované baze listd) (Zaborsky 1992)
vyrustajicich z podpu¢i (zkraceny stonek) (Pode$va 1959, Luzny a Vasko 1982).
Strouzky jsou zasobni a rozmnoZovaci organy, které se vyvinuly z kolateralnich pupent
(Zaborsky 1992). Duzina je tvofena zdsobnim pletivem duznatého listu. Velikost a
pocet strouzkl jsou odridové znaky. Strouzky jsou spojeny prusvitnymi jemnymi
suknicemi (6 — 10) v kompaktni cibuli.

Uvnitf kazdého strouzku se nachazi ristovy vrchol chranény duZnatym zasobnim
listem. Jsou v ném obsazeny ziviny nezbytné pro vyvoj mladych rostlin ¢esneku. Je
slozen ze stfiSkovité usporadanych zékladu listl s poctem odpovidajicim definitivnimu
poctu vnéjsich listt (Block, 2010 in Sapakova, 2013).

Listy ¢esneku jsou ploché, Zlabkovité, svétle aZ sivo zelené a ojinéné, s listovymi
pochvami, které objimaji kvétni stvol. Pocet listi je 4 az 16 (Podesva 1959, Luzny a
Vasko 1982).

Kvétni stvol je u pali¢akt 0,8 az 1 m vysoky, také vyrustajici z podpuci, ukonceny
lichookolikem fidce rozloZenych sterilnich kvitkd, ktery je obalen v toulci. Jednotlivé
kvéty jsou slozeny z 6 okvétnich listkil zelenavé bilé az rizové barvy. Podle Kuznécova
plan¢ formy ve své domoviné ve stfedni Asii v nadmotskych vyskach 3000 metra
kvetou a tvoii semena. Kulturni formy ale semena netvoii. U sterilnich forem byvaji
prasniky zlutozelené, smrsténé, matné, v normalnim stavu Cervenofialové, lesklé. Mezi
jednotlivymi kvéty se nachazeji duznaté vegetativni utvary — pacibulky, které mohou

rovnéz slouzit k vegetativnimu mnozeni (Petiikova, 2006).
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3.1.3 Obsahové latky ¢esneku

Rod Allium obsahuje slouceniny siry, které mu dodavaji typicky zapach a
Stiplavost, glykosidné vazané silice, fytoncidy, vitaminy A, C, D, skupiny latek podobné
pohlavnim hormontim, jod a dal§i mineralni latky a stopové prvky. Dulezity je obsah az
0,4 % alliinu, ktery je mechanickym narusenim Cerstvé tkané za ucasti enzymu alliinasy
ménén na allicin, latku davajici ¢esneku typickou chut’ a zapach (Brewster, 2008; Kona
a Konova, 2005). K latkam antibiotické povahy nalézajicim se v Cesneku patii také
garlicin a ajoen (produkovany z allicinu, s vétsi chemickou stabilitou, Hassan, 2004).
Dale obsahuje latky s vlastnostmi insulinu. Suché cibule obsahuji asi 30 az 40 % suSiny
(Kona a Konova, 2005).

3.1.4 Pouziti, vyznam ¢esneku

Cesnek je u nas pouzivan jako zelenina, kofeni, ale v hojné mife také jako 1é¢iva
rostlina. Cesnek ma antisklerotické uginky, snizuje vysoky krevni tlak, ma
protinadorové ucinky a plsobi proti tromboze, déale Cesnek snizuje tvorbu krevnich
desti¢ek (Li, 2000). Rozsifuje cévy a brani vzniku tukovych usazenin na sténach cév.
Snizuje hladinu cholesterolu a urychluje jeho vyplavovani z téla (Kovicka, 1998; Kona
a Konova, 2005). Bown (2002) uvadi uzivani ¢esneku jako prevenci proti infekcim a
chfipce, bronchitidé a ¢ernému kasli, a jeho diaforetické ucinky. Cesnek ma pozitivni
vliv na 1é¢bu diabetu, rakoviny a astmatu.

Mimotadné cenénou vlastnosti Cesneku jsou jeho antibakterilni, antimikrobidlni,
antivirové a protiplisiiové ucinky (Brewster, 2008; Hassan, 2004).

Celkové blahodarny vliv ma na travici Gstroji (proti nadymani, kie¢im a

podporuje traveni).

3.1.5 Choroby a Skiidci ¢esneku

K fyziologickym poruchdm cesneku patii zasychani Spicek listl (napf. vlivem
poskozeni kofenového systému, nedostatkem dusiku, suchem ¢i vykyvy teplot),
vytvafeni pacibulek v riznych mistech pseudostonku u skupiny odriid polovybihajicich
do kvétu, sluneéni tzeh (Rod a kol., 2005; Stavélikova in Dusek, 2012) a porucha zvana

»waxy breakdown®. K tomuto poskozeni dochazi pravdépodobné vlivem vysokych
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teplot béhem péstovani ¢i po sklizni nebo vlivem Spatné ventilace a nizkého obsahu
kysliku béhem skladovani. Strouzky jsou zapadlé, scvrklé, jantarové barvy dochazi k
méknuti (Schwartz a Mohan, 2006).

Houbové choroby vyskytujici se na Cesneku jsou fusariova hniloba (patogen
Fusarium oxysporum), modra hniloba (patogeny rodu Penicillium), rzivost cibule
(patogen Puccinia alli), bila hniloba cibule (patogen Sclerotium cepivorum), sazovitost
Cesneku (patogen Helmithosporium allii), plisnovitost cibule (patogen Peronospora
destruktor — pliseni cibulova) (Rod a kol., 2005), dale padli zptusobené patogenem
Leveillula taurica) a dalsi patogeny jako Alternaria porri, Cercospora duddiae
(Brewster, 2008) a Stemphylium vesicarium (Suheri a Price, 2000).

K chorobam cesneku bakteridlniho pivodu patfi fytoplasmova Zloutenka aster
(Candidatus Phytoplasma asteris) a mékka bakteriova hniloba cibule (Erwinia
carotovora) (Taborsky a Sedivy, 1997).

Mezi $ktdce napadajici Cesnek patii had’atko zhoubné (Dityenchus dipdsaci),
houbomilka ¢esnekova (Suillia univittata), vrtalka pérova (Phytomyza gymnostoma),
tfasnénka zahradni (Thrips tabaci), kvétilka cibulova (Delia antiqua), vlnovnik
Cesnekovy (Aceria tulipae), molik c¢esnekovy (Acrolepiopsis assectella), larvy
(dratovci) kovatikovitych — Elateridae (Rod a kol., 2005), msSice broskvonova (Myzus
persicae) (Eastop a kol., 2005), kotfenohub zhoubny (Rhizoglyphus echinopus) (Bielska,
1975), chiestovnicei rodu Lirioceris (Berti a Rapilly, 1976) a krytonosec cibulovy
(Oprohinus suturalis) (Tyméenko, 1987) a cibulovky rodu Eumerus (Brewster, 2008).

3.2 Virové choroby

Pojem ,,virus* byl dlouho synonymem pro jed, ,poison. Pfiznaky virovych
chorob byly piivodné povazovany za bakteridlni infekce. V roce 1892 Iwanovwski
prokézal, Ze filtrat z rostlin tabdku infikovanych tabdkovou mozaikou (v roce 1886
popsan Mayerem) je i po filtraci pro bakterie neprostupnym filtrem stale infekcni.

V roce 1898 pokus zopakoval Beijerinck a infekéni agens nazval ,,contagium vivum
fluidum* (z lat. nakazliva zivouci tekutina). Tento okamzik je oznaCovén jako pocatek
virologie. AZ s rozvojem elektronovych mikroskopt (Kausche a kol, 1939) a rentgenu

(Bernal a Fankuchen, 1937) mohla byt popsana struktura vira (Hull, 2004).

Viry jsou nebunécné Zivé organismy, které se mohou rozmnozovat pouze
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v hostitelskych (metabolicky aktivnich) bunkach a zplisobovat onemocnéni. Jsou to
intrabunécni parazité. Viry jsou slozeny z nukleové kyseliny (DNA nebo RNA)

a bilkovinného obalu (kapsid). Tento komplex je také nazyvan nukleokapsid. Jako
virion je oznacena jednotliva virova Céstice viru schopna infikovat a mnozit se v
hostitelské buiice. VétSina zivoc¢iSnych virih ma kolem nukleokapsidu jesté
lipoproteinovy obal, coz vytvaii tzv. obalené viry. Viry nemaji vlastni aparat pro
syntézu bilkovin ani metabolicky aparat. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 25 nm
az 400 nm a témét vSechny jsou submikroskopické, pozorovatelné pouze v
elektronovém mikroskopu. Viry pfedstavuji velmi heterogenni skupinu mikroorganismu
jak v §ifi hostitel, tak ve struktufe a reprodukci. Genom rostlinnych virG obvykle
plni funkce zajistujici jejich replikaci a $ifeni, tzn. procesy nezbytné k pteziti viru
(Agrios, 2005; Astier a kol., 2007; Rosypal, 2002).

3.2.1 Taxonomie viru

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) je vybor zaloZeny
v roce 1962 zabyvajici se klasifikaci virQ, ktery fadi viry do tada, celedi a rodi. Cilem
vyboru ICTV je vyvoj ustaleného univerzalniho taxonomického schématu s cilem
popsat vSechny znamé viry (Hull, 2004). Databaze ICTV (ICTVdB) nyni obsahuje vice
nez 2800 druht virl uspotadanych v 455 rodech a 103 celedich (ICTV, 2015).
V soucasné praxi je také pouzivana Baltimorova klasifikace z roku 1971, kterad

rozdé€luje viry do skupin dle nukleové kyseliny tvofici jejich genom.

3.2.2 Charakteristika rostlinnych vira (fytovira)

Rostlinné viry tvofi asi polovinu vSech popsanych virt. Fytoviry jsou
vnitrobunééni obligatni parazité, ktefi az na vyjimky nemaji schopnost prekondvat
celulozové bunécné stény. Rostlinné viry se liSi od jinych rostlinnych patogent
velikosti, tvarem, ale i1 jednoduchosti svého chemického slozeni, fyzikalni strukturou,
mnozenim, translokaci v hostiteli a symptomy. Fytoviry se skladaji z5 az 40 % z
nukleové kyseliny (DNA nebo RNA), ktera vzdy nese infekénost a z 60 az 95 % z

proteini, které samotné infekéni nejsou. Kapsid netvofi pouze ochranny plast nukleové
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kyseliny, ale zvysSuje také jeji infekénost, ovlivituje ptenositelnost viru vektorem a
druhy ptiznak, které zpisobuje (Agrios, 2005).

Genom vétSiny rostlinnych virt je tvoien pozitivni RNA (Nagy a Pogany, 2011;
Rosypal a kol., 2002). Jedna se o nejvétsi skupinu virovych patogenii rostlin, které
zpuisobuji zavazné choroby ekonomicky vyznamnych rostlin.

Jak uvadi Scholthof a kol. (2011) jsou z védecko-ekonomického pohledu
nejvyznamnéj$i rostlinné viry Tobacco mosaic virus, Tomato spotted wilt virus, Tomato
yellow leaf curl virus, Cucumber mosaic virus, Potato virus Y a X, Cauliflower mosaic

virus, African cassava mosaic virus a Plum pox virus, Brome mosaic virus.

3.2.3 Napadeni buiiky virem

Reprodukéni cyklus virh mé pét fazi: adsorpce na builku, penetrace (prinik) do
buiky, uvolnéni a replikace virového genomu, skladani (maturace, zrani) virionl a
uvolnéni novych viriont z buiiky (Rosypal, 2002).

Jelikoz rostlinnd bunka nemé na svém povrchu specifické receptory, které by
vazaly protein kapsidu, k priniku viru do bunky rostlin dochazi pasivnim zplisobem (na
rozdil od zivociSnych a bakteridlnich virt1), zpravidla pfi mechanickém poskozeni,
poranéni bunééné stény. Proto se u rostlinnych virl uplatiuje vektorovy ptenos. Pokud
je ovSem poskozeni tak velké, Ze umird hostitelskd buiika, nepfeziva v ni ani vir. Jen

zcela ojedinéle mohou viry proniknout do rostliny priaduchy (Agrios, 2005).

3.2.4 Pohyb viru v rostliné

V rostling se vir pohybuje v ramci jedné buriky, symplasticky mezibuné¢nymi
prostory spojujicimi cytoplasmu sousednich bunék (plasmodesmata) a cévnimi svazky
je vir transportovan systematicky. Tento transport je fizen specifickymi (transportnimi)
proteiny, které jsou kodovany virovym genomem a hostitelem (movement proteins,
MPs) (Fernandez-Calvino a kol., 2011; Mahy a Van Regenmortel, 2010).

Pohyb viru v buiice je periferni a je nezbytny pro Sifeni virového genomu pfes
plasmodesmata do sousednich bunék. V rostlin€ se vir §ifi cévnimi svazky. U vSech
ekonomicky vyznamnych virovych infekci jsou viry Siteny floémem do celé rostliny.

Vir se multiplikuje v kazdé parenchymatické buiice, kterou infikoval. V listovém
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parenchymu se vir pohybuje pfiblizn¢ 1 mm (8 az 10 bun¢k za den). Nékteré viry
mohou byt transportovany také xylémem. Pro rozvoj systémové infekce je u nékterych
virll nutnd piitomnost plastového proteinu (coat protein, CP), mize jej vSak imitovat
jiny virovy protein nebo protein hostitele (Agrios, 2005; Mahy a Van Regenmortel,
2010).

3.2.5 Replikace viri

Vir pronika do rostlinné bunky pouze pies mista mechanického poskozeni (napf.
prenos vektorem). Do bunééné cytoplazmy pronikd pouze virova nukleova kyselina,
spojuje se s ribozomy a pomoci RNA polymerazy a jinych proteind, nutnych
k replikaci viru, zpusobuje pienos genetické informace virt do rostlin. Replikace
probiha nejcastéji na membranach endoplazmatického retikula. U +ssRNA virl je

virovd RNA infek¢éni sama o sob€ (Rosypal a kol., 2002).

3.2.6 Prenos a §ifeni viru mezi hostiteli

Jednotlivé viry mohou byt pfenaseny jednim nebo n&kolika zpiisoby. Sifeni vird je
Casto spojeno s ¢innosti ¢loveka, predevsim pii vegetativnim mnozeni reprodukéniho,
jiz infikovaného materialu. K pfenosu vird miize dochézet také generativni cestou.
V semenech byvaji viry vdzany na embrya, endosperm a testu. Pravdépodobnost
pfenosu virti Semeny je v porovnani s vegetativnim $ifenim niz§i. Viry mohou byt
pfenadSeny také pylem. Pfenos houbami (pfes kofeny rostlin) je prokdzadn u minimalné
30 rostlinnych virG. Nejcastéji se jedna o rody Polymyxa, Spongospora a Olpidium
(Agrios, 2005). Dalsim zpusobem pienosu viru mize byt pienos mechanicky.
Uskutecniuje se pomoci nafadi, stroji, pfipadné mechanickym tfenim listd o sebe.
Mechanicky pfenost byva vyuzivan u experimentalnich rostlin a pro detekci virovych

patogenti (Hull, 2004; Sefrova, 2006).

3.2.7 Prenos viri pomoci vektori

K pifenosu viru dochazi nejcastéji pii piijmu potravy, ale také napiiklad pouhym

dotykem, nebo kladélkem. NejcastéjSimi prenaseci je hmyz, ktery Casto stiida hostitele.
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A dale hmyz s bodavé sacim nebo kousacim Ustnim ustrojim. Patfi k nim nejcastéji
mSice, mery a kiisi. Mezi vektory dale patii Clenovci, rozto¢i a parazitické houby.
Epidemiologicky vyznam maji ptidni had’atka (tfida hlistice, Nematoda) (Mahy a Van

Regenmortel, 2010). Pienos viru vektory lze rozd¢lit na perzistentni a neperzistentni.

Perzistentni pfenos

K pienosu je potieba dlouhého sani. Vir se dostava potravou do téla pfenasece do
zazivaciho traktu, hemolymfy a slinnych zlaz. Projde celym télem vektora a odtud
kousacim nebo sacim Ustrojim infikuje dalsi rostliny. Vektor si ponechéva infek¢énost po
dlouhou dobu, i cely zZivot. Pokud se vir ve vektoru mnozi, jedna se o propagativni typ,
pokud se nemnozi, hovoiime 0 cirkulativnim pfenosu. Nejvetsi koncentrace
perzistentnich virt je v cévnich svazcich. Zvlastni ptipad je transovarialni pfenos u msic
z matky na potomstvo. Pokud je doba nutna k prichodu viru t€lem vektora kratsi nez 3
hodiny, jedna se o semiperzistentni zptisob (Mahy a Van Regenmortel, 2010; Sefrova,

2006).

Neperzistentni pienos
K pfenosu viru staci kratkd doba sani (asi do minuty). Vektor si infekcnost
uchovava jen kratkou dobu (max. n€kolik hodin). Pfenos probihd mechanicky sacim

nebo kousacim ustrojim vektora (Mahy a Van Regenmortel, 2010; Sefrova, 2006).

3.2.8 Symptomy virovych chorob

Pokud je hostitelska buiika citliva k infekei (v misté infekce se objevuji lokalni
pfiznaky), dochazi ke zmé&nam v jejim metabolismu a dochazi k zacatku reprodukce
viru (objevuji se systémové ptiznaky). Vysledkem interakce vir — hostitel je choroba.

Dle reakce rostlin rozliSujeme imunitu (viry se nemnoZzi, nejsou pozorovany
ptiznaky napadeni virem, pfitomnost viru neni mozné dokazat — rostlina neni hostitelem
viru), rezistenci (rostlina je hostitelem viru, ale bez viditelnych pfiznakti napadeni
virem), toleranci neboli snasenlivost (vir se v hostiteli mnozi, ma ptiznaky napadeni, ale
ty nejsou silné, Casto latentni, a nezpisobuji vazné ekonomické ztraty) a vnimavost (vir
se v hostiteli siln¢ mnozi, objevuji se typické pfiznaky choroby, jsou zde casté
ekonomické ztraty). Hypersenzitivita je reakce, kdy jsou pfiznaky limitovany pouze na
napadenou bunku a jeji okoli, projevuje se nekrotickymi lokalnimi 1ézemi (Hull, 2004).

23



Choroba se vyznacuje mnozenim viru, poSkozenim funkci rostliny a naslednym
projevem symptomu. Jejich pfitomnost se projevuje charakteristickymi vizualnimi
piiznaky, jako jsou barevné zmény (svétlezelené, bilé nebo zluté — ztrata chlorofylu a
jinych pigmentti, mozaiky, zloutenky, pruhy, kresby), nekrézy na listech, zmény tvaru
(deformace, zakrslost, krouceni listlt), vadnuti, nizs$i vynos, zhorSené chut'ové vlastnosti
a skladovatelnost a snizeni imunity vi¢i dalsim napadenim. Viry obvykle zkracuji délku
Zivota rostlin, pouze na virovou infekci ale rostliny umiraji ziidka.

Uvedené priznaky mohou byt pozorovany na Castech rostlin (lokélni), nebo na
celych rostlinach (systematické). NejCastéji se symptomy objevuji na listech, mohou se
ale také vyskytovat na stoncich, plodech, kofenech nebo kvétech.

Pfiznaky se mohou vyskytovat jen v nékteré fazi zivota rostliny a vlivem
podminek prostfedi mohou na ¢as vymizet (napf. vysoka ¢i nizka teplota). Mnoho vird
je ovSem latentnich a neprojevuji se zddnymi viditelnymi piiznaky.

Ptiznaky se objevuji nejen na Urovni makroskopické, ale také histologické a

cytologické (Agrios, 2005; Hull, 2004).

3.3 Metody detekce virovych chorob

V minulosti byly detekce virovych chorob zaloZeny pouze na zékladé
specifickych symptomi, jako jsou lokalni 1éze nebo typické symptomy na testovacich
rostlindch. Pozd&ji byly vyvinuty preciznéj§$i metody — sérologické metody a
elektronova mikroskopie (vizualni identifikace virovych ¢astic) a nejnovéji molekularni
metody (Salomon, 2002), které jsou v detekci jesté citlivéjsi (Lunello, 2005; Sanjeev a
kol., 2007; Sutarya a Van Dijk, 1994).

3.3.1 Vizualni metody

Tradiéné pouzivané kontroly porostli Cesneku jsou zaloZeny na vizudlnim
hodnoceni rostlin. Tato metoda je vSak Casto nepfesna a nespolehlivd, protoZe nckteré
rody vird nemusi v hostiteli vyvolat Zadné symptomy. Naopak nékteré viry mohou
vyvolavat podobné ptiznaky, a proto miize dojit k jejich zdméné. (Rabinowitch, Currah,
2002). Dalsim problémem muze byt to, ze pfiznaky virovych chorob mohou byt

podobné piiznakim deficitu Zzivin, poskozeni vlivem S$patného pocasi, vlivem
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zne€isténého ovzdusi, poskozeni pesticidy nebo poskozeni biotickymi ¢initeli (Naidu a
Hughes, 2003).

3.3.2 Biologické metody

Principem biologickych metod je pfenos viru na indikatorové rostliny (nejéastéji
tabak, rajce, merlik, bobovité rostliny) (Hull, 2004). Pfenos mize byt mechanicky
(ptenos mizou na bylinné indikatory), vektorovy nebo pifenos roubovanim na
jsou pouzivany jak pro diagnostiku, tak pro udrzeni virovych kultur (Hull, 2004; Naidu
a Hughes, 2003).

3.3.3 Sérologické metody

Imunologické metody jsou citlivé, specifické a velmi piesné. Patii
K nejpouzivanéj§im  diagnostickym metodam pro detekci rostlinnych  vird.
K nejspolehlivéjs§im a nejcastéji pouzivanym technikdm patii diagnosticka
imunoenzymaticka metoda ELISA (z anglického Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay). Vyznacuje se vysokou specifi¢nosti a citlivosti, je zde moznost detekce vice
virll najednou (smésné antiséra). Pomoci testu ELISA Ize ziskat i udaje o sérologické
ptibuznosti izolatl vird. Principem je specificka reakce antiséra (protilatky)
s homolognimi antigeny, tzn. s danym virem. Reakce je vyhodnocena
spektrofotometricky. Testovani trva od nékolika hodin az dva dny (Hull, 2004;
Salomon, 2002; Smékalova a kol., 2010).

V rostlinné virologii je pouzivana varianta DAS—ELISA test (Double antipody
sandwich-ELISA), ktera je zaloZena na principu dvojité reakce protilatka — antigen

(Dovas a kol., 2001a; Conci a kol., 1999).

3.3.4 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie poskytuje velmi cenné informace o morfologii virovych
¢astic. Principem je identifikace virQl vizualizaci izolovanych virioni obarvenych

protilatkami (Dovas a kol., 2001a; Matthews, 1991). Je to velice citliva a presna
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metoda, nicméné velmi naro¢na na vybaveni, kvalifikované specialisty a finance, proto

je méné Casto vyuzivana (Naidu a Hughes, 2003; Salomon, 2002).

3.3.5 Molekularni markery

Pfi testovani virovych chorob pomoci molekularnich markert jsou detekovany
virové nukleové kyseliny (DNA nebo RNA). Zakladem pro vétSinu molekularnich
identifika¢nich systému je polymerazova fFetézova reakce (dale jen PCR z anglického
. Polymerase Chain Reaction ) (Smarda a kol., 2005).

PCR je metoda, pifi které jsou amplifikovany fragmenty virové DNA, popf.
cDNA, o znamé sekvenci. Zakladem je opakovana denaturace dvoufetézcové DNA
(dsDNA) za ptitomnosti specifickych oligonukleotidu, které slouzi jako primery pro
naslednou syntézu nového fetézce DNA za ptitomnosti DNA polymerazy. Tyto primery
vymezuji sledovany tsek DNA. Pro standardni PCR jsou pouzivany dva specifické
primery — kodujici (nebo také forward) a antikodujici (nebo také reverse). Velikost
primerd je vétSinou mezi 18 az 25 bazemi. Termostabilni polymerazy pouzivané pro
syntézu DNA jsou izolované nebo odvozené z termofilnich organismt (Thermus
aquaticus), které odolavaji teplotam, pii nichz DNA denaturuje Hull, 2004; Mullis a
kol., 1986; Wolfe a Liston, 1998).

PCR je sloZena ze tii na sebe navazujicich teplotnich krokd. V prvnim kroku pfi
vysoké teploté (92 az 95 °C, Sambrook a kol., 1989) dochazi k denaturaci DNA a z
dsDNA vznikaji dvé oddélené jednotetézcové DNA (SSDNA). Ve druhém kroku —
hybridizace primert (nasedani primert, annealing) — je teplota snizena (55 az 75 °C,
Sambrook a kol., 1989) a pro vysledek PCR je zasadni. Specifické oligonukleotidy
hybrydizuji se svou komplementarni sekvenci na templatové DNA a nasleduje treti krok
— syntéza (extenze) nové DNA za ucasti DNA polymerazy (Hull, 2004). Teplota je
obvykle v rozmezi 72 az 78°C (Sambrook a kol., 1989). Teplotni cykly jsou provadény
v termocyklerech, pfistrojich, kde je teplota ménéna automaticky Vv Casové

naprogramovanych intervalech (McPherson a kol., 2006).

3.3.5.1 Reverzné transkripéni PCR (RT-PCR)

Reverzné transkripéni PCR je typ PCR, pii niZ dochazi nejdiive k prepisu
genetické informace z molekuly RNA do DNA (cDNA, complementary DNA) za
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pomoci enzymu reverzni transkriptazy, protoze RNA nemuze slouzit jako templat pro
PCR. Jelikoz vétsina rostlinnych virt obsahuje genetickou informaci v podobé RNA, je
tato metoda vyuzivana pravé pro detekci rostlinnych virovych patogend.

V prvni fazi je nutna izolace celkové RNA piislusného vzorku (jedna se o smés
t-RNA, rRNA, mRNA a virové RNA), pficemz vysledna izolovand RNA je velmi
vysoké Cistoty. Po ni nasleduje prepis (transkripce) RNA do cDNA, ktera jiz vstupuje
degradaci enzymy RNazami, které jsou kontaminanty nejen vzorku, ale také chemikalii
a pracovnich nastroji. Tyto enzymy rovné€Z odolavaji i b&ézné sterilizaci, jejich
inaktivace je mozna napf. pomoci latky DEPC (diethylpyrokarbonat) (Smarda a kol.,
2005).

3.3.5.2 Kovantitativni PCR (Real-Time PCR)

Jedna se o metodu PCR umoziujici ptimou identifikaci PCR produktii v prubéhu
reakce. Kvantifikace je provadéna prostfednictvim detekce a fluorescenéniho signdlu
Vv zafizeni, které umoziuje nejen cyklické stiidani teplot, ale také detekci fluorescence a
monitorovani postupu PCR v redlném case. Produkty jiz neni nutné detekovat
elektroforeticky (Smarda a kol., 2005). Existuji tfi obecné metody zaloZené bud’ na
pouziti interkala¢niho barviva vézajiciho se na DNA, nebo fluorescencné znacenych
sond vézajicich se na stiedni Cast amplifikovaného produktu nebo fluorescencné
znaénych primert (Logan a kol., 2009; Smarda a kol., 2005). Lunello a kol. (2004)
uvadi, ze napiiklad pouziti Real-Time RT-PCR testu na bazi Tagman sond je az 10° krat
citlivéjsi neZ test DAS-ELISA pro detekci virt LYSV a OYDV.

3.4 Virové patogeny ¢esneku

Cesnek napada fada virt,, které jsou rozsifené po celém svétd a zptisobuji vazné
ztraty na vynosu plodin a zhorSeni jejich kvality (Bai a kol., 2010; Bos, 1982; Dovas,
2001; Delecolle a Lot, 1981). Vyzkum virovych infekci ¢esneku zacal ve dvacatych
letech 20. stoleti v USA, kdy bylo detekovéno zloutnuti, mosaiky a zakrslost (odtud
onion yellow dwarf) jako virova choroba na cibuli (Melhus a kol., 1929 in Bos, 1982;
Henderson, 1935 in Bos, 1982). Od této doby vznikda mnoho praci zabyvajicich se viry

napadajici zastupce rodu Allium. V Ceské republice, resp. v Ceskoslovensku, se
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vyzkumem téchto virti zabyvali napf. Novak (1959), Blattny (1961), Spanik a kol.
(1961), Havranek (1971), Bréak (1975), Klukackova a kol. (2004), Navratil a kol.
(2005).

Je zndmo nékolik patogennich virti ¢esneku, z toho ve vétSing piipada je Cesnek
infikovan komplexem dvou a vice vira (Delecolle and Lot, 1981; Smékalova a kol.,
Potyvirus (Onion yellow dwarf virus a Leek yellow stripe virus), Carlavirus (Garlic
common latent virus a Shallot latent virus) a Allexivirus (Mite-borne viruses) (Keller a
kol., 2012). Na ¢esneku se mohou vyskytovat i dalsi viry, maji v§ak pouze velice maly
nebo lokalni vyznam (Diekmann, 1997; Bos, 1982).

Vzhledem k tomu, Ze cesnek je mnozen vyhradné vegetativné, jsou virové
choroby u této plodiny zavaznym problémem. Jak uvadi mnoho autord (Carfune a kol.,
2006; Canavelli a kol., 1998; Lot a kol., 1998; Walkey a Antill, 1989), nejvyznamng;jsi
ztraty na vynosu ¢esneku jsou zptsobeny celym komplexem virti.

Komplex téchto hlavnich virt se u cesneku projevuje prevazné mozaikami,
prouzkovitosti, Zloutnutim, zakrslosti a celkovym oslabenym vyvojem rostlin. Viry maji
Spatny dopad nejen na jedince, ale i na cely porost a hraji dilezitou roli ve vynosu.
Nékteré viry mohou zistavat v latentni formé (Conci a kol., 2002; Caciagli, 2008; Van

Dijk, 1993; Dovas a Vovlas, 2003).

3.4.1 Rod Potyvirus

Rod Potyvirus je jeden z osmi roda patiicich do ¢eledi Potyviridae, ktera byla
objevena a vyhlaSena v roce 1959. Tato celed’ je nejpocetnéjsi skupinou rostlinnych
virt, fadime k ni 146 druht. (Agrios, 2005; Hull, 2004; ICTV, 2015; Khan, Dijkstra,
2002). Mnoho z nich zpisobuje zna¢né ztraty u zemédélskych, zahradnich i1 okrasnych
plodin (Chen a kol., 2001; Dovas a kol.,, 2001). Nazev rodu a jeho zakladni
charakteristika jsou odvozeny od typového ¢lena Y viru bramboru (Potato virus Y,
PVY) (ViralZone, 2015).

Virové ¢astice rodu Potyvirus jsou vlaknité o rozmérech 11-15 nm x 680-900 nm.
Genom rodu Potyvirus je koédovan jednofetézcovou pozitivni RNA o velikosti piiblizné
10000 nukleotidt, ktery byva obklopeny témét 2000 kopiemi coat proteinu (CP). Tento
fetézec obvykle koduji geny oznacované jako HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, Nla, VPg,
NIb, CP (Urcuqui-Inchima a kol., 2001). Sifeni viru v hostiteli se uc¢astni nékolik
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proteini, zadny ale neni jednoznacné klasifikovan jako fidici. V cytoplazmé
infikovanych bunék je mozno pozorovat typické spiralovité inkluze slozené z molekul
helikazy (Rosypal, 2002; Agrios, 2005).

Viry rodu Potyvirus jsou téméf vyhradné pienosné msSicemi neperzistentnim
zptsobem, k nejvyznamngj§im rodtim patéi Aphis, Myzus a Macrosiphium. Usp&sny
ptenos je zajiStovan predevsim polyfagnimi vektory (napt. Myzus persicae, napadajici
také ¢esnek). Proces pienosu viru msicemi je zajiStovan tzv. helper proteinen (HC-Pro)
a proteinem kapsidu (CP), které jsou kodovany virovym genomem (Agrios, 2005;
Raccah a kol., 2001). Ngkteti zastupci jsou piendseni osivem (Agrios, 2005; Hull,
2004).

Symptomy se projevuji jako mozaiky, skvrnitosti, chlorotické krouzky nebo
barevné naruSeni na listech, kvétech, plodech a stoncich. VétSina zastupct zpusobuje
zakrslosti, deformace a nekrézy riznych rostlinnych pletiv a drasticky redukuje vynosy
(Agrios, 2005). Ramirez-Malagoén a kol. (2006) uvadi, ze rostliny ¢esneku prosté vird
rodu Potyvirus vykazuji v polnich podminkach delsi stonky s vétsi Cerstvou i susenou
hmotnosti cibule a také vyssi vynos.

K vyznamnym virdm tohoto rodu napadajicim ¢esnek patii Onion yellow dwarf
virus (OYDV) a Leek yellow stripe virus (LYSV). K dal$im, pfedevs§im ekonomicky
vyznamnym virim, patii z globalniho pohledu napf. Zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV) a Plum pox virus (PPV) (Raccah a kol., 2001).

3.4.1.1 Onion yellow dwarf virus (OYDV) — vir Zluté zakrslosti cibule

OYDV je hlavni virovy patogen cibule a ¢esneku (Arya, 2006; Lot a kol., 1998),
ktery byl primarn¢ detekovan na rostliné Allium cepa L. (Melhus a kol., 1929). OYDV
je kosmopolitn¢ se vyskytujici vir, ktery napada cely rod Allium (Chen a kol., 2003;
Van Dijk, 1993). Celosvétové se jednd o hlavniho zastupce virového komplexu na
cesneku (Lot a kol., 1998). Bézné se vyskytuje na cibuli, Salotce a ¢esneku, ale i na
dalsich, také okrasnych, druzich (Diekmann, 1997; Salomon a kol., 1996). Kromé& mSic
je tento vir Sifen pfedevSim mnozitelskym materidlem. Pieziva v infikovanych cibulich,
strouzcich, pacibulkach, ve vytrvalych zelenindch, v okrasnych a volné rostoucich

druzich rodu Allium.
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Genom

Genom OYDV je kédovan jednoietézcovou pozitivni RNA o velikosti ptiblizné
10459 nukleotida. Tento fetézec koduje 10 genti, které se nazyvaji P1 protein, HC-Pro
protein, P3 protein, 6K1 protein, CI protein, 6K2 protein, \VPg protein, Nla-Pro protein,
NIb protein a CP protein (Celli a kol., 2013). Jedna se o jeden z nejagresivnéjsich vird,
ktery je celosvetove rozsiten (Chen a kol., 2003; Van Dijk, 1993).

Symptomy

Symptomy se objevuji nejprve na listech rostoucich pfimo z infikovanych cibuli
jako cetné kratké zluté prouzkovani na bazi. Pfiznaky primérni infekce objevujici se na
listech se pozd&ji v sezoné ztraci a listy se jevi jako zdravé. S vyvojem nemoci
infikovanych listl ptichazi brzy kompletni chlordza, ¢astecné zplosténi a zkrouceni list
a listy nabyvaji neobvyklého vzhledu. Uzké prouzky se objevuji také na kvétnich
stoncich, které se krouti. Dal§im symptomem je zpomaleny rust a zakrslost. To vedlo
K pojmenovani choroby Onion yellow (Bos, 1982). Rostliny infikované OYDV vytvafi
deformovana kvétenstvi nebo kvétenstvi se sterilnimi kvéty a netvoii semena (Suti¢ a
kol., 1999). U cibule mohou vést virové infekce ke kompletni sterilité rostlin uréenych
pro produkci osiva - semenaiského porostu (Larson a Walker, 1944). Infekce OYDV
zhorSuje skladovatelnost, béhem niz dochézi k predéasnému raseni (Diekmann, 1997).
U cesneku se symptomy neprojevuji tak siln€ jako u cibule. Prvotni pfiznaky se objevuji
na listech. Na Cesneku se vytvareji velice slabé chloroticke, svétle zluté az Zlutozelené
podélné pruhy. Mohou ptechazet ve Zlutou mozaiku. Je redukovéna velikost cibuli a
rust nadzemni casti (Diekmann, 1997). Dle autorti Celli a kol. (2013), Conci a kol.
(1999) a Van Dijk (1993) jsou izolaty viru z cibule a ¢esneku odlisné. Izolaty z Cesneku
infikuji pouze Cesnek, izolaty z cibule infikuji pouze cibuli. Navratil a kol. (2007)
nicméneé zjistili, Ze izolat OYDV z Cesneku je mozné inokulovat na cibuli.
Pokud se OYDV vyskytuje v kombinaci s jinymi viry, zpisobuje vétsi poskozeni a

ztraty. Priznaky jsou Cetnéjsi a vyrazné€jsi v chladném pocasi (Diekmann, 1997).

Vyskyt

Smékalova a kol. (2010) detekovali OYDV v 80 % z 648 testovanych vzorki
esneku z Oddéleni genové banky v Ceské republice. Klukackova a kol. (2007) zjistila
ptitomnost OYDV u péti Ceskych genotypt ¢esneku v 74 %. Dovas a kol. (2001b)
detekovali OYDV na rostlinach &esneku v Recku v 98,5 %, Dovas a Vovlas (2003) v
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Jizni Italii v 98 %, Chodorska a kol. (2014) v Polsku. V nékterych mistech v byvalé
Jugoslavii byl OYDV detekovan ve 40 % testovaného souboru (Suti¢ a kol., 1999).
Shahraeen a kol. (2008) detekovali v Iranu OYDYV na ¢esneku v 91,4 %. Dle Bai a kol.
(2010) je mira rozsifeni infekce OYDV 52 % v Evropé a 86 % v Asii. Vir byl
detekovan také na Novém Zélandu (Ward a kol., 2009), v Australii (Sward, Brennan,
1994), v Indii (Gawande a kol., 2013), v Indonésii (Sutarya a Van Dijk, 1994) v Brazilii
a Japonsku (Fajardo a kol., 2001; Takaichi a kol., 1998). Vétsina autort pfitom uvadi,

ze procento rostlin pozitivnich na OYDYV se lisi dle jednotlivych genotypii cesneku.

3.4.1.2 Leek yellow stripe virus (LYSV) — vir Zluté prouZkovitosti poru

Podobné ptiznaky jako ptiznaky OYDV na cibuli popsal Bremer (1937) na péru
(Zluté prouzkovani, vadnuti a kadefeni listi, snizeni kvality a vynosu). Bylo ale zjisténo,
Ze tento vir neni patogenni na cibuli a Salotce (Bos, 1982) a sérologicky je pouze
vzdalené podobny OVDV. Vir byl popsan a pojmenovan jako Leek yellow stripe virus
(Bos a kol., 1978a). Vyskyt v Ceskoslovensku byl pozorovéan a vizualné popsan v roce
1959 (Novak, 1959). Na cCesneku byl poprvé popsan v praci Walkey a kol. (1987).
Napada vyhradné rod Allium, pfedevSim cesnek a por (Diekman, 1997; Bai a kol.,
2010). Viibec neinfikuje A. fistulosum (Suti¢ a kol., 1999). Lot a kol. (1998) a Van Dijk

(1993) uvadi, ze LYSV z poru nemiize infikovat, nebo pouze vyjimecné, cesnek.

Genom

Genom LYSV je kdédovan jednotetézcovou pozitivni RNA o velikosti piiblizné
10142 nukleotidt. Tento fetézec koduje 10 gentl, které se nazyvaji P1 protein, HC-Pro
protein, P3 protein, 6K1 protein, Cl protein, 6K2 protein, Nla-VPg protein, Nla-Pro
protein, NIb protein a CP protein (Chen a kol., 2001).

Symptomy

Jednoduse rozpoznatelné chlorotické skvrny se nejprve objevuji na bazi listi a
postupné se $ifi az k vrcholu, objevuji se mozaiky. Béhem vyvoje choroby se tyto zluté
pruhy §if, az pokryji cely list a ptichazi kompletni chloréza. Cepele listil jsou vras¢ité a
zkroucené, listy jsou hrubé a vice kiehké. Rostliny maji pomaly rist, jsou vice
stresovany a umiraji béhem zimy nebo jara. Stonky infikovanych rostlin jsou tenké,

zakrslé a svétlejsi a podstatné redukované kvality. Jsou citlivé na mraz (Spatn¢ snasi
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ranni mrazy) a umiraji bud’ v zimé nebo v piedjaii (Bai, 2010; Diekman, 1997; Suti¢ a
kol., 1999). U cibuli se objevuje hnédnuti (Bai a kol., 2010) a snizeni hmotnosti (Lot,
1998). Vir je pfenaSen msicemi (Myzus persicae nebo Aphis fabae) nebo mechanicky
(Lunello a kol., 2002, 2007). 1 kdyz k infekci dochazi béhem vegetace, mohou se
symptomy objevit az v ¥jnu (Suti¢ a kol., 1999).

Vyskyt

Smékalova a kol. (2010) detekovali LYSV v 65 % z 648 testovanych vzorkl
¢esneku. Klukackova a kol. (2004) zjistila primérnou pfitomnost LYSV ve vzorcich
z Oddgleni genové banky v 61 % a u &esneku pochazejiciho z Ciny dokonce v 87 %.
Naproti tomu Barg a kol. (1994) detekovali LYSV pouze v nékolika vzorcich ze
souboru vzorki Gesneku pochazejicich z Jizni a Jihovychodni Asie (kromé Ciny).
Dovas a Vovlas (2003) detekovali LYSV v 83% v Jizni Italii, Dovas a kol. (2001b)
Vv 83,7 % v Recku. Conci a kol., (2002) detekovali v Argentind LYSV v &esneku od 78
do 90 %, pouze Vv jedné provincii vV 34 % (pravdépodobné diky nizsi teploté a silnému
vétru, ktery brani vyvoji a pohybu msic ptenasejicich vir). Van Dijk (1993) detekoval
LYSV v ¢esneku pochazejicim z celého svéta 20% ptitomnost a 45% ptitomnost u
plané rostoucich cesnekii z genové kolekce v Nizozemsku. Vyskyt LYSV byl zjistén
Vv Australii, v Jizni Americe (Diekmann, 1997), v USA (Testen a kol., 2014). Na Novém
Zélandu byl v roce 1981 detekovan vir Garlic yellow strike virus (GYSV) (Mohamed a
Young, 1981), pozdé&ji bylo ov§em potvrzeno, Ze se jedna pouze o jiny kmen viru

LYSV(Wei, 2006). GYSV je tedy synonymum pro LYSV (Ward a kol., 2009).

Redukce vynosu pilisobenim patogent rodu Potyvirus

Vyskyt virti rodu Potyvirus infikujicich ¢esnek je celosvétovy problém, protoze
zpusobuje snizeni vynosu napadenych komodit a jelikoz se ¢esnek mnozi vyhradné
vegetativné, problémem jsou chronické infekce (Lot a kol., 1998).

OYDV miuze zpusobovat az 60 a vice procentni ztraty (Lot a kol., 1998; Elnagar a
kol., 2009). Suti¢ a kol. (1999) uvadi, Ze vynosy zeleniny u jednoletych rostlin mohou
byt redukovany az o 25 %, kdezto potenciondlni vynos semen muze byt zredukovan na
50-75 %. Dle Lunella a kol. (2007) mize infekce LYSV redukovat hmotnost a obvod

¢esneku az o 74 %.
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Lot a kol. (1998) se zabyvali infekci OYDV, LYSV a jejich smisenou infekci na
cesneku. Zjistili, ze pfiznaky LYSV se objevuji pozdéji nez piiznaky rostlin napadenych
OYDV nebo spoleé¢nou infekci OYDV a LYSV. Délka listd napadenych rostlin byla
prokazatelné nizsi u vSech typt infekce oproti neinfikovanym rostlinam, hmotnost
cibuli byla redukovana v zavislosti na genotypu a infekci o 18-85 %. Nejvyssi ztraty
byly zaznamenany u smésné infekce (56-85 %), u infekce OYDV 30-65 %, u infekce
LYSV 17-59 %. Dalsi rok byly vysazeny infikované cibule a ztrata na hmotnosti cibule
byla jeste vétsi (42-71 % OYDV, 39-62 % LYSV, 80-91 % smésna infekce).

3.4.2 Rod Carlavirus

Rod Carlavirus patii do ¢eledi Betaflexiviridae a je do né&j fazeno 52 virt. Nazev
rodu je odvozen od typového ¢lenu Carnation latent virus.

Virové Castice jsou vlaknité o rozmérech 12-13 nm x 470-1000 nm (ICTV,
2006a). Genom rodu Carlavirus je kodovan jednovlaknovou pozitivni RNA o velikosti
7400 az 9100 nukleotidd, ktery je obklopen 1600-2000 kopiemi obalového proteinu
(tzv. CP) (Ryu a Lee, 2008 in Mahy a Regenmortel, 2010). Tento fetézec koduje Sest
genu: RdRp, TGB 1, TGB 2, TGB 3, CP a cystein-rich protein (ViralZone, 2016;
Zavriev, 1999 in Hull, 2004). VétSina zastupct rodu Carlavirus vykazuje velmi mirné a
slabé ptiznaky nebo mohou byt latentni, Casto se objevuji pouze sezénné nebo brzy po
infekci mizi. Nékteré ovSem zpusobuji zavazna onemocnéni (napf. Pea streak virus
nebo Poplar mosaic virus), nékteré pusobi synergicky sjinymi viry a jejich
spolupiisobenim dochazi k velkému poskozeni plodiny. Napft. pfitomnost zastupcti rodu
Carlavirus zvysuje ztraty zpusobené rodem Potyvirus (Paludan, 1980; Sako, 1989).
K vétsimu poskozeni mize dochazet u brambor, luskovin nebo bortivek.

Viry tohoto rodu jsou prenaSeny primarné msicemi neperzistentné nebo
vegetativnim mnoZenim, mechanicky, molicemi a vyjimec¢né osivem (Agrios, 2005;
Ryu a Lee, 2008 in Mahy a Regenmortel, 2010). Hostitelsky je rod Carlavirus méné
specificky nez Potyvirus (Katis a kol., 2012).

K vyznamnym zastupcim napadajicim rod Allium patti Garlic common latent
virus (GCLV) a Shallot latent virus (SLV).
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3.4.2.1 Garlic common latent virus (GCLV)

GCLV byl poprvé popsan ve Francii (Delecolle a Lot, 1981) a Némecku
(Graichen a Leistner, 1987) a pojmenovan jako Garlic latent virus — GLV. Pozdé&ji byl
pfejmenovan na Garlic common laten virus (Van Dijk, 1993), aby se ptedeslo jeho
zaméné s virem detekovanym v Japonsku (Lee a kol., 1979), pojmenovanym taktéz
GLV. Bylo totiz zjisténo, ze GCLV z Japonska je kmen viru Shallot latent virus
(Tsuneyoshi a kol., 1998). Ve Francii a Némecku jsou stale pouzivana synonyma GLV
(Katis a kol., 2012).

GCLYV napada primarné¢ ¢esnek, ale ma Siroky okruh hostitelti v ¢eledi Alliaceae a
dale v ¢eledich Amaranthaceae, Chenopodiaceae a Solanaceae (ICTV, 2006b). Bézné
se vyskytuje ve zdanlivé zdravych rostlindch (Suti¢ a kol., 1999). Vir je pfenasen
mechanicky nebo hmyzem, Sifeni viru ale zptisobuje hlavné vegetativni zpisob mnozeni

(Barg a kol., 1994, 1997).
Genom

Genom GCLV je kodovan jednotetézcovou pozitivni RNA o velikosti piiblizné
8638 nukleotidi (Wylie a kol., 2012). Tento fetézec koduje 6 genli: gen pro replikazu,
triple gene block 1, TGB-2, TBG-3, CP protein, GCLV_gp6 (nucleid acid binding

protein).

Symptomy
Casto se vyskytuje v latentni formé a vétdinou v hostitelské rostling nevyvolava

zadné symptomy. Dle Graichena (1991) zesiluje symptomy zpisobené rodem Potyvirus.

Vyskyt

Dle autora Diekmann (1997) je GCLV rozsifen v Evropé, Americe, Indii, Cing,
dle Barg a kol. (1997) a také v Asijskych zemich. Klukackova a kol. (2004) testovali
111 vzorkid Cesneku z riznych komodit. GCLV byl z 93 % detekovan ve vzorcich
z Genové banky a z33 % ve vzorcich komeréné¢ vyprodukovaného cesneku. V
importovaném ¢inském cesneku nebyl tento vir detekovan. Klukdckova a kol. (2007)
dale testovali 5 ¢eskych genotypti ¢esneku na pritomnost GCLV. Z celkového poctu 463
rostlin byla zji§téna piitomnost viru vV priméru u 99,6 %. U cesneku importovaného

z Ciny nebyla piitomnost GCLV zjidténa. Smékalova a kol. (2010) detekovali GCLV
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v 82 % z 648 testovanych vzorkt. Senula a kol. (2000) testoval 100 vzorkt ¢esneku, u
kterych byla ve vice jak 90 % zjisténa piitomnost GCLV. Dovas a Vovlas (2003)
detekovali pritomnost viru v Jizni Italii mezi 23-98 %. Dovas a kol. (2001b) detekovali
GCLV vV centralni a jizni ¢asti Recka. P¥itomnost viru byla potvrzena také na Novém
Z¢landu (Ward a kol., 2009), v Oregonu (Gieck a kol., 2007), v Brazilii (Fajardo a kol.,
2001), v Mexiku (Pérez-Moreno a kol., 2006) a v Turecku (Fidan a Baloglu, 2009). V
Iranu byla zjistén piitomnost viru pouze Vv jednom z deviti testovanych regiont
(Shahraeen a kol., 2008).

3.4.2.2 Shallot latent virus — SLV (latentni vir Salotky)

Prvni zpravy o viru Shallot latent virus pochazeji z Holandska, kde byl popsan na
A. cepa var. ascalonicum (Bos a kol., 1978b). O rok pozdéji byl v Japonsku izolovan
vir GLV (Lee a kol., 1979) na ¢esneku, u né¢hoz bylo ale zjisténo, Ze se jedna o kmen
SLV infikujici ¢esnek (Tsuneyoshi a kol., 1998). V ptirodnich podminkach je okruh
hostiteli omezen na celed” Alliaceae, uvadéno je az 80 druht (cibule, por, Cesnek,
Salotka, cibule zimni). Vir je S§ifen mechanickym zpisobem nebo mSicemi

neperzistentnim zptisobem (Sutié a kol., 1999).

Genom

Genom SLV je kodovan jednofetézcovou pozitivni RNA o velikosti pfiblizné
8371 nukleotidd. Tento fetézec koduje 6 gent: gen pro replikazu, triple gene block 1,
TGB-2, TBG-3, CP protein a NABP (nucleid acid binding protein) (Wylie a kol., 2012).

Symptomy

Symptomy se na hostiteli projevuji stejnym zptuisobem jako u GCLV. Vir se
vyskytuje Vv latentni formé, pokud se vyskytuji slabé symptomy na cesneku, cibuli,
Salotce a poru, vytvaii se svétle zelené prouzkovani na listech (Diekmann, 1997). Sutié
a kol. (1999) uvadi, ze na Salotce zustava vir bez piiznakt. V kombinaci s LYSV
zpusobuje tézkou chlorézu nebo bilé pruhovani listl, n€ékdy mize dojit aZz k uhynu.

(Paludan, 1980).
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Vyskyt

SLV je rozsiten v zemich Asie a Evropy (Van Dijk, 1993; Barg a kol., 1994) a
zaznamy o vyskytu jsou také z Mexika (Barg a kol., 1997) a z Brazilie (Mituti a kol.
(2011 a 2015). Lze ho povaZzovat za celosvétové se vyskytujici (Bos, 1982 in Suti¢ a
kol., 1999). Smékalova a kol. (2010) detekovali SLV v 83 % z 648 testovanych vzorkii.
Klukéackova a kol. (2007) zjistila primérnou ptitomnost SLV Vv péti genotypech cesneku
u 81 % testovanych vzorkt. Dovas a Vovlas (2003) testovali 120 rostlin ¢esneku a

ptritomnost SLV byla potvrzena pouze u né¢kolika malo vzorki.

3.4.3 Rod Allexivirus

Tento rod je fazen do ¢eledi Flexiviridae. Do rodu Allexivirus patii skupina blize
nespecifikovanych vir oznaovana souhrnnym nazvem Mite-borne viruses. Na rodu
Allium byly poprvé popsany v Némecku (Razvjzkina, 1971 in Dovas a kol., 2001b).
Prvni zminky o rodu Allexivirus pochazeji z Ruska, kde byl v roce 1992 analyzovan
izolat viru z Salotky a pojmenovan jako Shallot virus X (ShVX) (Zavriev, 2008 in
Mahy, Regenmortel, 2010). Rod dostal své jméno podle okruhu hostitell, ktery napadé
(Celed Alliaceae) a typového ¢lenu Shallot virus X (ShVX) a byl vyhlasen v roce 1998.
Bai a kol. (2010) uvadi pro tento rod také synonymum Green X virus genus.

Patii zde viry Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV), Garlic mite-borne
latent virus (GarMbLV), Garlic virus A, B, C, D, E, X, Shallot virus X (Zavriev, 2008
in Mahy, Regenmortel, 2010).

Rod Allexivirus infikuje pfedevs§im Cesnek, cibuli, Salotku, pér a divoce rostouci
druhy jako A. ampeloprasum (Diekmann, 1997; Zavriev, 2008 in Mahy, Regenmortel,
2010). Viry jsou pfenaseny mechanicky nebo rozto€i, nejbézné&jsi je Aceria tulipea
(Zavriev, 2008 in Mahy, Regenmortel, 2010; Kang a kol., 2007).

Genom

Virové ¢astice jsou flexibilni, vldknité, o délce piiblizné 800 nm a priméru 12 nm
(Agrios, 2005; Zavriev, 2008 in Mahy, Regenmortel, 2010). Genom rodu Allexivirus je
tvofen jednofetézcovou pozitivni RNA o velikosti ptiblizné 9000 nukleotidu, ve které je

Sest riznych ORF (Kanyuka a kol., 1992).
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Symptomy

Piiznaky a poskozeni jsou obvykle velmi mirné a ¢asto bez symptomii. Casto jsou
soucasti komplexu virti, ale vzhledem k tomu, Ze nezpiisobuji vazna onemocnéni a
nejsou ekonomicky vyznamné, neni jim vénovana vétsi pozornost (Dovas a kol., 2001;
Zavriev, 2008 in Mahy, Regenmortel, 2010). Carfune a kol. (2006) pozorovali vliv
Garlic virus A a C na vynos ¢esneku a zjistili, ze Garlic virus C zpusoboval pouze
mirné nebo nezpusoboval zadné poSkozeni. Naproti tomu Garlic virus A zpusobil u
dvou odrid 14-32% redukci hmotnosti cibuli a 6-11% redukei priiméru cibuli

V porovnani s kontrolou.

Vyskyt

Jmenované viry jsou rozsifeny kosmopolitngé, obzvlasté v regionech, kde jsou
péstovany cibuloviny. Diky snadnému pfenosu u vegetativné mnozenych cibulovin a
ptitomnosti roztoct je vyskyt téchto vir v Evropé a Asii vysoky (hlavné u Cesneku a
Salotky) (Diekmann, 1997). Zaznamy o vyskytu jsou z Brazilie (Melo Filho a kol.,
2004), Argentiny (Conci a kol., 2003), Japonska (Takaichi a kol., 1998), Ciny, Koreje,
Thajska, Ruska, Holandska, Francie a Velké Britanie (Zavriev, 2008 in Mabhy,
Regenmortel, 2010), Némecka (Barg a kol., 1994), Slovinska (Barg a kol., 1997) a
Recka (Dovas a kol., 2001b). V Ceské republice byl Garlic mite-borne filamentous
virus detekovan autorkami Leisova-Svobodova a Karlova—Smekalova (2011).
Z padesati testovanych vzorkd byl detekovan v 88 % Vv prvnim roce testovani, ve

druhém roce v 92 %.

3.4.4 Rod Fijivirus

Tento rod patii do Celedi Reoviridae. Dle Astier a kol. (2007) ma 8 popsanych
druhti. Typovy ¢len je Fiji disease virus (Khan, Dijkstra, 2002, Caciagli, 2008 in Mahy,
Regenmortel, 2010). Genom fijivirt je tvofeny dsRNA (Agrios, 2005). VSechny zndmé
fijiviry obsahuji 10 linearnich genomickych RNA (S1-S10), které jsou dvoufetézcové,
velikost téchto RNA je piiblizné v rozmezi 1400 az 4500 pard bazi (Zhang a kol.,
2008).

37



3.4.4.1 Garlic dwarf reovirus (GDV)

Virové ¢asti jsou ikosahedrické, dvouvrstevné, o pruméru 65 - 70 nm. RNA je
dvouretézcova, segmentovana. Vir neni pfenaSen mechanicky, ale vektor prenasejici
tento vir neni dosud znam. Pravdépodobné se jedna o skakavy hmyz. Vir je §ifen také
infikovanym materidlem. Hostitelem viru je ¢esnek. Doposud je na ¢esneku omezena
distribuce viru a vir se vyskytuje jen omezen¢, ale ma vysoky potencidl pro zni¢eni
urody Cesneku. Prvotni ptfiznaky se projevuji Cervenanim koneckii bazalnich lista.
VétSina napadenych rostlin neprodélavd normaélni vyvoj. Prilezitostné mulze vyvoj
probihat normalnég, ale pozdéji se bud’ netvofi internodia, nebo jsou zkracena. Rostliny
mohou mit véjitovity vzhled. V nékterych piipadech se mize zdat, ze napadené zakrslé
rostliny se znovuobnovi, uzdravi. Nicméné nové listy se opét objevuji se zkracenymi
internodii. VétSina silné zakrslych listi byva zbarvena tmavozelené. Na Zzilnatiné se
mohou objevovat zdufeniny, nadorky. Cibule napadenych rostlin maji hruskovity tvar,
jsou svrastélé, scvrklé, s houbovitou, porézni strukturou. I kdyz nékteré strouzky maji
normalni velikost, vétSina jich je malych. Pfitomnost viru byla zatim omezena pouze na

aredl jizni Francie (Diekman, 1997).

3.5 Metody eliminace rostlinnych viri v podminkach in vitro

Rostlinné viry je mozné eliminovat né€kolika metodami. Jedna se o metodu
meristémovych kultur, termoterapii, chemoterapii, kryoterapii a jejich kombinaci.
Neékteré zdroje uvadéji také jako moznou metodu eliminace rostlinnych virt

elektroterapii nebo vyuziti rostlinnych silic.

3.5.1 Meristémové kultury

Meristémové kultury jsou vyuzivany pro produkci viruprostého materidlu jiz
mnoho let. Tato metoda se poprvé objevuje v pracich Morel a Martin (1952, 1955) u
brambor a dahlie. Meristémové bunky tvofi prostredi, které neni vhodné pro mnozeni
virta, tudiz zde jejich koncentrace byva nejnizsi. Virové Castice, které mohou byt
pfitomny ve vaskuldrnim systému, se mohou do bunék meristému dostat pouze
mezibunéénymi prostory, coz je velmi pomaly proces (Lizarraga a kol., 1986).

U explantatovych kultur je tato metoda nejvice pouzivana a nejlépe propracovana
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(Novak, 1990). Meristémovych bunck je vSak malo a jsou tézko oddélitelné od
infikovanych bun¢k (Ma a kol., 1994). Pro praxi plati, ze ¢im je primarni explantat

mensi, tim je pravdépodobnéjsi vznik viruprostého jedince. Na druhou stranu ¢im je

cwwr

Metoda eliminace virti u rodu Allium L. je znama od 60. let 20. stoleti (Havranek,
1972; Kanichi a kol., 1969). V meristtmovém pletivu Cesneku nejsou embryonalni
buniky napadeny nebo témeéf vitbec napadeny virovymi infekcemi, na rozdil od virem
infikovanych strouzkl a jinych rostlinnych tkani. Z toho divodu mohou byt rostliny
péstované z meristémové kultury viruprosté (Novak, 1990; Ohkoshi, 1991; Ma a kol.,
1994). Nejlepsi obdobi k odebirani meristému je podle Havrankova, Havranek (1987)

prosinec az leden.

Ondrusikova a kol. (2009) eliminovali komplex virtt u 10 odrid c¢esneku
kuchyfiskéo pochézejiciho z Oddéleni genové Banky VURV v.v.i. v Olomouci pomoci
meristémovych kultur. Velikost meristému byla 0,8 mm. Pro kultivaci meristému bylo
zvoleno MS médium s piidavkem NAA. Dva az tii mésice po jejich kultivaci byly
odebirany vzorky listovych Cepeli a testovany metodou ELISA. Autofi zjistili, Ze
nejvice perzistentni vir byl GCLV (uspésnost eliminace pod 50 %), naopak Vv ptipadé
eliminace OYDV, LYSV a SLV byla tGspésnost vysoka (v priméru 70-80 %).

Nausova a kol. (2008) eliminovali metodou meristémovych kultur komplex vird
u 20 odrtid &esneku pochazejiciho z oddéleni Genové Banky VURV v Olomouci.
Velikost meristémi byla 0,8 mm. Pro kultivaci meristémil bylo zvoleno MS médium
s pfidavkem NAA. Dva azZ tifi mésice po kultivaci byly odebirany vzorky listovych
cepeli a testovany metodou ELISA. Prikazné rozdily v eliminaci vird byly pozorovany
LYSV a SLV byly eliminovany s vysokou usp&snosti.

Ramirez-Malagon a kol. (2006) uvadi, ze 1écbu pomoci metody meristémovych
kultur prezilo v priméru 41,7 % explantati odriady "Taiwan” a 34,3 % "Chileno” a u
obou téchto kultivar byla uspésnost eliminace virt z rodu Potyvirus 64 %. Pro detekci
virt byla pouzita metoda ELISA. Jako kultivaéni médium bylo zvoleno Gamborgovo B-
5 medium (0,5 mg.I" 2-iP, 0,1 mg.I"* NAA, 0,8 % agar, pH 5,8).

Patefia a kol. (2005) nejprve izolovali ze strouzkil explantaty velikosti 15-20 mm

x 1,5 mm a po mésici probehla izolace meristému o velikosti 0,3 az 0,5 mm. Strouzky
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byly pfedtim oSetieny teplotou 5°C po dobu 1 az 4 tydnii a naslednym umisténim ve
vodé¢ o teploté¢ 50°C po dobu dvou hodin. Rostliny testované po prvni mikropropagaci
nebyly ozdraveny, kdezto po druhé mikropropagaci byla uspéSnost v produkci
viruprostého materialu 75 %. Sest z osmi skupin ¢esneku pouzitych v experimentu bylo
negativnich na pfitomnost virt OYDV, LYSV, GCLV, SLV, MbFV a viry ¢esneku A,
B, C a D. Pro detekci virovych patogenti byly pouzity metody ELISA, RT-PCR a
elektronova mikroskopie.

Conci a kol. (2005) kultivovali izolované meristémy argentinskych odrud ¢esneku
s jednim primordiem (0,3 mm) na médiu D1 (Conci a kol., 1986) pii uspésnosti
regenerace 80-90 %. Procento ozdraveni bylo zavislé na viru a na jednotlivych
genotypech ¢esneku. Celkové bylo kultivovano 11 odriid a detekovéana byla pfitomnost
OYDV, LYSV, GCLV, SLV, a GarMbFV. Jako nejlépe eliminovatelné byly
vyhodnoceny viry OYDV a LYSV (az 100 %).

Senula a kol. (2000) izolovali apikalni meristémy s jednim primordiem o velikosti
0,3 az 0,8 mm z ¢esneku pochazejiciho z genové banky v Gaterslebenu (Némecko).
Meristémy byly kultivovany na MS médiu s vitaminy podle Moricony a kol. (1990).
Metodou ELISA bylo testovano 631 rostlin a byly sledovany viry OYDV, LYSV,
GCLV, SLV a MbFV. Primérn¢ bylo ozdraveno 37,7 % rostlin prvni rok a 26,6 %
rostlin druhy rok. Nejcastéji se vyskytujicim virem u pozitivnich vzorka byl GCLV,
kolem 50 %. Ostatni viry byly eliminovany ve vysokém procentu (OYDV se
u pozitivnich izolati vyskytoval praimérné v 5 az 13 %, LYSV v 7 az 12 %). Vysledky
byly potvrzeny metodou imuno-elektronové mikroskopie. Pfi vyzkumu bylo také
zjisténo, ze meristémy o velikosti kolem 1 mm se dvéma az tfemi primordii
regenerovaly a rostly daleko 1épe (v 90-100 %) oproti menSim explantatim.

Bruna (1997) izolovala meristémy ¢esneku chilského kultivaru "Rosado-INIA’

o velikosti 0,5 az 0,8 mm, které byly dale kultivovany na médiu obsahujicim
makroprvky Gamborg 5 média a mikroprvky a vitaminy MS média. Za tii mésice byly
rostliny ptfevedeny do skleniku a metodou ELISA byl detekovan vir OYDV. Osetfeni
bylo efektivni, podafilo se ziskat 65 % zdravych rostlin.

Sidaros a kol., (2004) vyhodnotili jako nejlepsi médium pro regeneraci a
Zivotaschopnost izolovanych meristémi MS médium s piidavkem 0,5 mg.I! BA. Jejich
vyzkum byl zaméfen také na velikost excitovanych meristémi. Meristémy odrid
"Chinese’, ‘Italien” a "Balady” byly kultivovany ve velikostech 1, 3, a 5 mm. Jako

nejoptimalngjs$i byla vyhodnocena varianta 3 mm. Nejlepsi regenerace byla u jedincii
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velikosti 5 mm, eliminace virG vSak pfi této velikosti nebyla efektivni. Produkce
viruprostych rostlin byla nejefektivnéjsi (33,3 %) u odriidy 'Chinese” a velikosti

explantati 3 mm.

3.5.2 Chemoterapie

Principem chemoterapie je pouziti specidlnich latek polysacharidové nebo
bilkovinné povahy — antivirotik, které zasahuji do rozmnozovani nukleovych kyselin
viri a tim zastavuji nebo omezuji jejich replikaci. V praxi jsou napiiklad vyuzivany
nebo testovany latky ribavirin (Ramirez-Malagon a kol., 2006; Cieslinska, 2007,
Kftizan a kol., 2013), acyclovir (Weiland a kol., 2004; Navacchi, 2005), zidovudine, 2,
4-dioxohexahydro-1, 2, 5-triazine (DHT) (Sanjeev a kol., 2007), amantadine (Horst
and Cohen, 1980; Phillips, 1990), azacytidine, dicyanamide (Pupola a kol., 2009),
guanazolo, adenine analogue, hypoxanthine analogues (Matthews, 1953),
6-azauracil (1,2,4-triazine-3,5-dione), vidarbine (adenine arabinoside), quanidine
(aminomethanamidine) (Phillips, 1990). Antivirové latky mohou byt pouzity ve fazi
pfedpisobeni na rostlinu, izolovany ristovy vrchol nebo aplikaci do kultivaénich médii
(Novak, 1990). Nevyhodou chemoterapie u ¢esneku mize byt dle Rabinowitch, Currah
(2002) moznost zpusobeni mutaci V kultivovanych tkanich, a tudiz zména
zemédélskych vlastnosti ¢esneku. Pouziti chemoterapie ke snizeni replikace virti neni

doporu¢ovano u experimentti provadénych ve volné pudé.

3.5.2.1 Ribavirin (Virazole)

Chemicky se jedna o 1-((2R,3R/4S5R) -3, 4 - dihydroxy - 5 -
(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl) - 1H - 1,2,4 -triazole - 3 - ekarboxamid)
Ribavirin je nejcasteji vyuzivané antivirotikum pro eliminaci rostlinnych virg.
Jedna se o syntetickou latku, strukturalné podobnou guaninu, nevyskytujici se v ptirodé.
V roce 1972 byly poprvé publikovany vyzkumy o jeho schopnosti inhibovat replikaci
Sirokého spektra RNA a DNA virti z riznych Celedi (Sidwell a kol., 1972). Spektrum
aktivity ribavirinu zahrnuje 1é¢bu respiracnich onemocnéni a chiipky, spalnic¢ek, herpes

vird, hepatitidy C a hemoragické horecky.
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Antiviroticky ucinek ribavirinu (aktivni forma je ribavirin trifosfat) spociva
Vv inhibici virové polymerazy, celkem je ale ptedpokladano pét riznych ucinkt
vysvétlujicich vlastnosti ribavirinu. Mezi pfimé ucinky patii inhibice polymerazy
a letalni mutageneze, mezi nepiimé potom inhibice inosine monofosfat dehydrogenazy

a rizné imunomodulacni efekty (Mestrovi¢, 2015).

3.5.2.2 Acyclovir (syn. Aciclovir, Acycloguanosine, ACV)

Chemicky nazev dle Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii (IUPAC) je 2-amino-

9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-6,9-dihydro-3H-purin-6-one (DrugBank, 2015a)

Acyclovir je na svété nejrozsifenéjsi predepisovany antiviroticky 1€k pattici do
skupiny syntetickych nukleosidovych analogh (Larsen, 2015). Byl objeven
v sedmdesatych letech 20. stoleti a poprvé byl piedepsan v roce 1983. Zakladem pro
syntézu acycloviru byla moiska houba Cryptotethya crypta (Laport a kol., 2009).
Acyclovir je primarné pouzivan pro 1é¢bu herpes simplex, prvni dny je podavan pii
pasovém oparu a také pti opakujicich se infekcich genitalnich oparti, dale pro 1écbu
planych nestovic. Je prodavan pod obchodnimi nazvy napt. Zovirax, Zoral, Acivir
(Larsen, 2015).

Acyclovir je inhibitor virové polymerdzy (Gnann a kol., 1983). K aktivaci
acycloviru je nutnd jeho pfeména na acyclovir monofosfat za pomoci virem kédovaného
enzymu thymidine kinase (TK). Tento krok neprobihd u zdravych bunék, coz acycloviru
dodava jeho specificnost. Acyclovir monofosfat je dale pfeménén na aktivni trifosfat

formu pomoci bunéénych enzymd.

3.5.2.3 Rimantadin (Rimantadine, Rimantadine Hydrochloride)

Nazev dle Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii (IUPAC) je
1-(adamantan-1-yl)ethan-1-amine (DrugBang, 2015b)

Rimantadin je inhibitor RNA syntézy, ktery je pouzivan jako antivirotickd droga
pro 1é¢bu chiipky A. Jeho obchodni nazev je téz Flumadine. Objeven byl v roce 1963,
jako 1ék byl schvalen v roce 1994. Jedna se o syntetickou latku fazenou do skupiny
cyklickych aminti. Pfesny mechanismus 0c¢inku rimantadinu neni plné¢ znam. Jeho

ucinek je predpokladan v inhibici replikacniho cyklu viru nebo piipadné Vv inhibici
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tvorby kapsidu (coat proteinu) viru (DrugBank, 2015b). Podle dalsiho zdroje ptisobi na
proteinovy kandl chiipkovych virli, ¢imz znemoziuje jejich replikaci (Velky lékatsky

slovnik, 2008).

3.5.2.4 Zidovudin (zidovudine, azidothymidine)

Nazev dle Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii (IUPAC) je
1-[(2R,4S,5S)-4-azido-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]-5-methyl-1,2,3,4-
tetrahydropyrimidine-2,4-dione (DrugBank, 2015c)

Zidovudin je typ antiretroviralni drogy pouzivany k 1é¢bé HIV/AIDS infekce. Pod
obchodnim ndzvem znam téZ jako Retrovir. Byl prvnim lékem, ktery signifikantné
redukoval replikaci viru (Wright, 1986). Zidovudin virovou replikaci zpomali, ale Gplné
nezastavuje (Jeffries, 1989). Inhibuje enzym reverzni transkriptazu.

Zidovudin je synteticky analog pyrimindinu zndmy jako inhibitor retrovirti
u savcl, ale v oblasti eliminace rostlinnych virG nebyl vice zkouman (Ram a kol.,
2005).

Zidovudin je vtéle konvertovan na aktivni formu zidovudin trifosfat. Takto
aktivni forma je podobnd sloZce thymidin trifostat, kterou potiebuje vir HIV k tvorbé
nové DNA. Pii reverzni transkripci je misto thymidin trifosfatu vyuzita pravé aktivni

forma zidovudin trifosfat (DrugBank, 2015c).

3.5.2.5 Praktické vyuziti antivirotik pro eliminaci virovych patogent u rostlin

KfiZan a kol. (2010) uvadéji, ze uspésnost eliminace virti u odrid ¢esneku je pfi
ozdraveni metodou meristémovych kultur v rozmezi 25 az 45 %, kdezto pfi pouZiti
chemoterapie s ribavirinem (25 mg.I™") a nasledné izolaci meristému v rozmezi 47 az
89 %.

Ramirez-Malagon a kol. (2006) pouzili pro chemoterapii u ¢esneku ribavirin
Vv koncentraci 205 pM. Aplikovali jej do média uréeného pro kultivaci meristémui
izolovanych z ¢esnekovych strouzk odrid "Taiwan” a 'Chileno’. Pfestoze oSetfeni
piezilo vSech 5000 rostlin, nebyla metoda pro obé ozdravované odridy pftilis efektivni

(27 % a 34,8 % viruprostych rostlin).
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Senula a kol. (2000) kultivovali meristémy cesnekii z genové banky
v Gaterslebenu na médiu s pfidavkem ribavirinu v mnozstvi 50 mg.I" a 100 mg.I™". Na
tomto médiu byly meristémy kultivovany 6 tydnt pii 25°C. Ribavirin redukoval
regeneraci rostlin, nicméné eliminaci virt hodnoti autofi jako efektivni. Aplikace 50
mg.I™ ribavirinu do média zvysila pocet viruprostych rostlin primémé az o 50 %. Viry
GCLV a SLV byly vyznamné redukovany. GCLV poklesl z 66,5 % ke 22,2 % a SLV
223,7 % ke 2,8 %. U OYDV, LYSV a MbFV nebyl pokles viru vyznamny. Pouzitim
100 mg.l'1 ribavirinu bylo dosazeno 100% viruprostych jedinci, rostliny byly ale diky

pusobeni ribavirinu hyperhydratované a pro dalsi kultivaci jiz nepouzitelné.

Sidaros a kol. (2004) osetfili chemoterapii s pouzitim ribavirinu odridy ¢esneku
"Chinese’, a ‘Balady’. Prvnich 10 dni byly kultivovany vrcholové meristémy o velikosti
3 mm na médiu bez ribavirinu, nasledovala kultivace na médiu s ribavirinem v mnozstvi
50 mg.I" po dobu 6 tydnii. Nasledn& byly opét izolovény riistové vrcholy o velikosti 0,1
az 0,2 cm. OSetfeni ribavirinem prezilo vSech 20 jedincl z kazdé odriidy a naslednou

inokulaci na Ch. amaranticolor a bylo potvrzeno 100 % ozdravenych jedincu.

Fletcher a kol. (1998) eliminovali viry OYDV a SLV pomoci ribavirinu
v kombinaci s termoterapii u dvou odrid Salotky. Ribavirin byl aplikovan do média
v koncentraci 50 mg.I"". Rostliny (resp. bazalni diskové segmenty) byly kultivovany pii
relativné vysoké teploté (35 °C svétlo/31 °C tma) a pouze 4 hodiny ve tmé. Po piirastku
do 2 az 3 cm byly rtstové vrcholy odstranény a kultivovany jiz na médiu bez ribavirinu
a pfi béZném svételném rezimu a teploté 24 °C. OSetfenim bylo ziskano 60 % a 62 %

rostlin negativnich na ptitomnost sledovanych vird.

Guta a kol. (2011) pouzili pro eliminaci virt GVA a GLRaV-1 u révy ribavirin
v koncentraci 80 umol.l'l. Doba ptisobeni byla 30, 60 nebo 90 dni. Chemoterapii byly
oSetfeny axilarni pupeny a apikalni vrcholy. U obou variant nebyl zji§tén negativni vliv na
vitalitu rostlin, fytotoxicita se projevila az pfi testovani koncentrace 120 umol.l‘l. V ptipadé
GVA bylo pti dobé pusobeni 60 dni dosazeno 33 % zdravych rostlin zaloZenych
z vrcholovych meristémt a 100 % zdravych rostlin z axilarnich pupenii pfi dob€ piisobeni
30 dni. GLRaV byl eliminovan pouze u rostlin zaloZzenych z axilarnich pupent a pii 30

dennim pusobeni ribavirinu (11 %). Viry byly detekovany metodou ELISA.
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Danci a kol. (2012) zkoumali vliv ribavirinu a jeho koncentrace (10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50 mg.l'l) na redukci vira u bramboru (PVS: Potato virus S, PVY:
Potato virus Y, PVX: Potato virus X, PLRV: Potato leaf roll virus). Po 6 az 8 tydnech
byly vzorky testovany metodou ELISA. Vyssi koncentrace ribavirinu zptsobovaly
fytotoxicitu, ale pouziti koncentrace 35 mg.I" bylo pro eliminaci vird efektivni a
nemé¢lo negativni vliv na rostliny. Stevenson a Monette (1983) také pozorovali

fytotoxicitu ribavirinu pii pouZiti koncentrace 40 az 50 mg.l'l u rostlin révy.

Faccioli a Colalongo (2002) aplikovali jako chemoterapii pro eliminaci virQ
Potato virus Y a Potato leafroll virus 100 mg.I* DHT a 50 mg.I" ribavirinu. Po
¢tyfech tydnech piisobeni byly rostliny testovany metodou ELISA, ale oSetfeni nebylo
efektivni. Nicméné pti osmitydennim o$etieni chemoterapii bylo dosazeno az 50 % viru
prostych rostlin. Statisticky prikazny vliv na uspésnost eliminace byl mezi jednotlivymi

odrudami.

Weiland a kol. (2004) pouzili pro eliminaci Grapevine fanleaf virus u odrady révy
‘Zalema’ acyclovir nebo ribavirin v koncentracich 20 mg.I". Eliminace viru pomoci
ribavirinu byla efektivni, detekci po chemoterapii bylo zjisténo (metodou ELISA) 94 %
viru prostych jedinci a nebylo pozorovano zadné poskozeni rostlin. V pribéhu
kultivace byl pozorovan pouze zvySeny vyskyt Zloutnuti. Naproti tomu oSetfeni
acyclovirem efektivni nebylo a rhst stonki a nasledné kofenéni byly oSetfenim
negativné ovlivnén. Pfi kultivaci byl také pozorovan vyskyt apikalnich nekroz. Obé

chemikalie nemély vliv na hyperhydrataci rostlin.

Navacchi a kol. (2005) pouzili acyclovir a ribavirin v kombinaci s termoterapii a
metodou meristémovych kultur pro eliminaci virti u péti odrud artyCoku. Rostliny byly
nejprve kultivovany 20 dni pii teploté 38/34°C, poté byly izolovany meristémy
o velikosti 0,3-0,5 mm a dale kultivovany na médiu s ribavirinem (20 mg.l") a
acyclovirem (50 mg.I"). Po 90 dnech byly rostliny testovany metodou rostlinnych
indikétort. I pfes kombinaci vSech metod nebyl ziskan témét zddny zdravy rostlinny

material a eliminace virt u arty¢oku byla vyhodnocena jako velmi obtizna.

Pupola a kol. (2009) testovali latky ribavirin (30 mg.I™"), azacytidine a

dicyanamide (25 mg.I™) pro eliminaci viru Raspberry bushy dwarf idaeovirus (RBDV)
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u rostlin maliniku, kde byl vir netispé$né eliminovan metodou meristémovych kultur. Po
prvnim testovani bylo sice dosazeno viruprostych rostlin, avSak pfi testovani rostlin po
paté subkultivaci, byl RBDV vV rostlinach opét detekovan. Nasledna chemoterapie byla
provedena aplikaci antivirotik do média pro multiplikaci a rostliny byly na tomto médiu
ponechany 25 dni. Po oSetieni ribavirinem byl pozorovan prokazateln¢ vyssi vyskyt
nekroz oproti kontrolni varianté i proti dal$im variantdm oSetfeni a eliminace viru
nebyla efektivni. Jako uspéSné bylo hodnoceno pouze oSetieni azacytidinem a
dicyanamidem

u jednoho ze tfi testovanych soubori rostlin.

Caner a kol. (1985) in Ram a kol. (2004) sledovali inhibi¢ni efekt acycloviru na
vir Bean golden mosaic virus infikujici Phaseolus lunatus. Zadny efekt acycloviru na
eliminaci rostlinnych vird naopak ve svych pracich popisuji Park a kol. (1994) u viru

Potato virus S a Vcelar a kol. (1992) u viru Ornithogalum mosaic potyvirus.

Kolektiv autord Ram (2005) pouzili pro eliminaci viru Chrysanthemum B
carlavirus (CVB) metodu meristémovych kultur a chemoterapii za pouziti latek
acyclovir, zidovudin, amantadind, 5-bromouracil a 2-thiouracil v koncentracich 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35 a 40 mg.I". Chemoterapii byly rostliny oSetieny az ve fazi
kofenéni in vitro aplikaci do kofeniciho média. Nejvice efektivni bylo oSetfeni 2-
thiouracilem v koncentraci 40 mg.I™. Bylo dosazeno 40 %, resp. 26,7 % negativnich
rostlin (detekce metodami ELISA a RT-PCR). Osetienim acyclovirem (30 mg.I™),
amantadinem (40 mg.l™) a zidovudinem (35 mg.I™) bylo dosaZzeno 20 az 30 %, resp. 10
az 20 % rostlin negativnich na pfitomnost viru. Pfi pouZiti vy$Sich koncentraci byla

pozorovana fytotoxicita a rostliny do tfech tydnli odumiraly.

Sanjeev a kol. (2007) eliminovali Indian citrus ringspot virus (ICRSV) v citrusu
Kinnow (Citrus nobilis Lour x C. deliciosa Tenora) za pouziti chemikalii acyclovir
(acycloguanosine), zidovudin (azidothymidine), DHT, ribavirin a 2-thiouracil
v koncentracich (5 az 25 mg.I™). Antivirotika byla aplikovana do média pro kultivaci
nodalnich segmentt. Maximum (37 %) viru prostych rostlin bylo ziskano aplikaci

ribavirinu v koncentraci 25 mg.I™, nasledoval 2- thiouracil v koncentaci 25 mg.I™
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(21,4 %) a acyclovir v koncentraci 25 mg.I™" (20,8 %). Ogetieni zidovudinem a DHT
nebylo efektivni. V piipadé koncentrace zidovudinu 25 mg.l? bylo po testovéani

metodou ELISA 11,11 % vzorkd viru prostych, test RT-PCR to ovSem vyvratil.

3.5.3 Termoterapie

Pti termoterapii jsou rostliny podrobeny plsobeni zvySenych teplot. Pfi teplotach
nad 38 °C je mnozeni virii v rostlinnych buiikach redukovéno nebo zcela zastaveno.
Zaroven rostlinné meristematické buniky pokracuji v déleni a replikaci spiSe pomaleji.
Muze ovsem dojit také ke zpomaleni rdstu rostliny a k somatickym mutacim (Novak,
1990; Rabinowitch, Currah, 2002). Spojenim meristémové kultury s termoterapii je
Sance na regeneraci a vznik viruprostého materialu zvySena (Bertaccini a kol. (2004;
Conci a kol., 2005). Na pracovisti Mendeleum bylo v ptedeslych projektech potvrzeno,
ze termoterapie pro eliminaci vird u ¢esneku je drazsi a méné efektivni nez napiiklad

chemoterapie s pouzitim antivirotika ribavirin (Kfizan a kol., 2013).

3.5.4 Kryoterapie

Kryoterapie vyuziva kryoprezervaéni procedury (uskladnéni v kapalném dusiku
pii -196°C) jako zékrok, ktery selektivné zlikviduje infikovand rostlinnd pletiva a
ponechd jen zdravy apikélni meristém (tzv. ,,cryoknive®). Meristematické buniky jsou
nejodolnégjsi ke kryoprezervacnim postuptiim, protoze jsou mén¢ hydratované. Princip je
shodny s metodou meristémovych kultur. Nevyhodou je nutna piitomnost zdravého

pletiva (meristému) (Brison a kol., 1997; Wang a kol., 2006).

3.5.,5 Elektroterapie

Nekteré publikace uvadéji jako moznou metodu pro eliminaci vird také
elektroterapii (AlMaari a kol., 2012; Hormozi-Nejad a kol., 2010; Bayati a kol., 2011).
Casti rostlin jsou pii tomto postupu umistény do vaniéky na elektroforézu se sterilnim
roztokem chloridu sodného a nasledné je Spustén elektricky proud. Po tomto kroku

obvykle nasleduje izolace meristému.
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3.5.6 Silice

V poslednich letech jsou pro eliminaci fytoviri zkoumény ucinky rostlinnych
silic. Jedna se napiiklad o silice rodu Teucrium (Bezi¢ a kol., 2011), druhti rodu
Lamiaceaea (Bezi¢ a kol., 2013), Satureja montana L. ssp. Variegata (Dunki¢ a kol.,
2010), Melaleuca alternifolia (Bishop, 1995), Plectranthus tenuiflorus (Othman a
Shoman, 2004).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material

Prvni rok feseni (2011) disertacni prace byla chemoterapie aplikovana na rostliny
Cesneku, které byly ozdravovany v ramci projektu NAZV QH71228 (,,Ozdraveni
domacich genotypll Cesneku za ucelem jejich uchovani metodou kryokonzervace®).
Tyto rostliny byly kultivovany a multiplikovany v in vitro podminkach v ramci
zminéného projektu, ale metodou meristémovych kultur nebyly dle testovani metodou
ELISA od virovych chorob uspésné ozdraveny. Jednalo se o soubor rostlin staré
francouzské odrudy 'D'Alsace Freres'. Pro experiment byly vybrany rostliny, u kterych
byla zjiSténa pfitomnost sledovanych virt (OYDV, LYSV, SLV, GCLV). Odrida
'D'Alsace Freres' je pali¢ak s hodné malymi pacibulkami. Rostlina je stfedné silna a ma
zelené vzpiimené listy. Cibule je kulovitda s vystouplym podpu¢im a bézovymi
obalovymi suknicemi. Strouzky jsou Cervené, pravidelné usporfddané v primérném

poctu 5 az 6 ks (Obr. 1). Do genové kolekce v Olomouci byla zatazena v roce 1966.

L
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Obrazek 1 Genotyp ¢esneku 'D’Alasce Freres” (autor fotky: Ing. Stavélikova, Ph.D.)

Ve druhém roce (2012) bylo pracovano s odriidami dodanymi Oddélenim genové
banky VURV v.v.i. v Olomouci. Jednalo se o odréidy ‘Blanin’, "Sukoradsky” a “Japo".
Odrtida "Sukoradsky” je polovybihajici do kvétu, pacibulky mé v riznych ¢astech

pseudostonku. "Sukoradsky’ je stfedné silna rostlina se vzpiimenymi zelenymi listy,
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které maji v prifezu tvar V. Cibule je Siroce ovalna se smetanovymi obalovymi
suknicemi, s 11 az 15 Cervenymi strouzky, které jsou usporadany pravidelné¢ ve vice
véjifovitych skupinach (IPGRI ECP/GR, AVRDC 2001).

Ozimy pali¢ak odriady 'Blanin” ma cibule stfedn¢ velké, barva vnéjSich suknic je
Sedobild s nevyraznymi fialovymi skvrnami. Uspofddani strouzkd v cibuli je
nepravidelné, jsou stiedné velké v poctu 6 az 12. Listy jsou kratké, polovzpiimené,
tmav¢ zelené. Odrida dava stfedni vynosy, hmotnost cibule je stiedni, skladovatelnost
velmi vysokd (Kozdk, 2015). Diky pozdnimu raSeni neni tato odrida napadana
houbomilkou ¢esnekovou. V soucasné dobé je povolena odriida 'Blanin II" (Véstnik
UKZzUZ, 2015).

"Japo’ je jarni uzkolisty nepalicdk. Cibule jsou kulovité, velké, bilé, pravidelného
tvaru. Strouzky jsou uspofadany nepravidelné¢ v poctu 8 az 13. Listy jsou stfedné
dlouhé, vzptimené, syté zelené, rostliny jsou mohutné. "Japo” je velmi vynosna pozdni
odrida (sklizen az zaCatkem srpna) s velmi vysokou skladovatelnosti (Kozak, 2015).

V soucasné dobé je povolena odriida "Japo II" (Véstnik UKZUZ, 2015).

Treti a ¢tvrty rok (2013 a 2014) byly pro experiment vybrany genotypy ¢esneku
"Unikat” a "Dukat” pochazejici z firmy Moravoseed CZ a.s. Z divodu mikrobialnich
infekci ale nebyl genotyp 'Dukat” usp&$né pieveden do aseptickych podminek ani
Vv jednom roce a v praci neni hodnocen.

"Unikat” (Obr. 2) je genotyp ozimého pali¢aku s hmotnosti cibule v rozmezi 75 az
85 g. Barva vngjSich suknic je Seda, barva strouzku fialova. Pocet stiedné¢ velkych
strouzkll v cibuli je 8 az 13. Genotyp je popisovan jako velmi dobfe skladovatelny a

dobfte pfezimuje.
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Obrazek 2 Genotyp ¢esneku "Unikat’

4.2  Zivné pady (média)

Jako zakladni zivna puda bylo pouzito médium Murashige a Skoog (1962), dale
MS. Antivirotika byla aplikovana do zivnych pud po sterilizaci v autoklavu. Byly
pouzity Ctyii obmény MS média — kontrolni varianta (C0), dva zplsoby aplikace

chemoterapie (CA a CB) a médium pro naslednou kultivaci (C1).

a) Piiprava média — kontrolni varianta (CO)

V destilované vod¢ byl nejprve rozvaien agar (Plantagar S 1000, B&V srl, Parma,
Italie) v mnozstvi 6 g na litr média. Pro ptipravu MS média bylo pouzito smési
Murashige&Skoog medium Including Vitamins (Duchefa Biochemie, Haarlem,
Nizozemsko) v mnozstvi 4,40519 g.1™, dale byla pfidana sachardza (30 g na litr média),
myo-inozitol (0,1 g na litr média) a 1 ml Sirokospektralniho antibiotika (ProClin 200,
SUPELCO Analytical, USA). Pti zakladani primarnich kultur z podzemnich organt
rostlin je antibiotikum v pocate¢ni fazi vhodnou slozkou média. Nakonec bylo médium
doplnéno do jednoho litru destilovanou vodou a upraveno na pH 6. Takto pfipravené
médium bylo davkovano do Sirokohrdlych zkumavek (Obr. 3a), uzavieno vickem a

autoklavovano.

b) Ptiprava média CA — chemoterapie (A25, A50, R25, R50, Z25, Z50)
Postup piipravy média pro chemoterapii byl stejny jako u kontrolni varianty s tim

rozdilem, Ze médium bylo autoklavovano v jednolitrovych Erlenmeyerovych barnkach.
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Po sterilizaci bylo do média pfidano antivirotikum pomoci sterilniho filtru s velikosti
p6rt 0,22 ym a nasledné¢ davkovano do Sirokohrdlych zkumavek. Prazdné zkumavky
byly pfed plnénim uzavieny a autoklavovany. Davkovani antivirotika a nésledné

davkovani média do zkumavek probihalo v laminarnim boxu.

¢) Priprava média CB — chemoterapie (A25, A50, R25, R50, Z25, Z50)

Stejnym postupem, jakym bylo pfipraveno médium CA, bylo pfipraveno médium
CB. Médium jests navic obohaceno o 0,5 mg.I BA, 0,1 mg.I'* NAA a 0,5 mg.I* GA3 a
ProClin 200 jiz ptidan nebyl. Médium bylo poté davkovéano do uzkohrdlych zkumavek.

d) Ptiprava média C1 — nasledna kultivace

Postup piipravy byl stejny jako u kontrolni varianty, ale médium bylo obohaceno
0 rostlinné regulatory 0,5 mg.1™ BA (benzyladenin), 0,1 mg.I* NAA (o-naftyloctova
kyselina) a 0,5 mg.I"" GA3 (kyselina giberelova). ProClin 200 byl do média pfidavan na
zacatku kultivace meristémi nebo pouze v pfipadé vyskytu bakteridlnich infekci. Po
ptipravé bylo médium davkovano do tzkohrdlych zkumavek (Obr. 3b), uzavieno a

autoklavovano.

4.3 Prevod rostlin do aseptickych podminek

Ptevod rostlin do aseptickych podminek probihal od listopadu do bfezna. Cibule
Cesneku byly dé€leny na jednotlivé strouzky, které byly ndsledné zbaveny obalovych
Supin. Takto pfipravené strouzky byly oSetfeny vlaznou vodou se smacedlem (Jar) a
Vv aseptickém prostiedi laminarniho boxu povrchové desinfikovany 0,2% chloridem
rtutnatym po dobu 13 minut. Nasledovalo tfikrat opakované promyvani strouzkl ve

sterilni destilované vodé.
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Obrizek 3 Sirokohrdlé (a) a izkohrdlé (b) zkumavky pro in vitro kultivaci ¢esneku

4.4 Chemoterapie v kombinaci s meristémovou kulturou

Latky acyclovir, rimantadin a zidovudin byly zvoleny jako antivirotika pro
chemoterapii a byly aplikovany do Zivnych pid. Pozorovano bylo celkem Sest variant
chemoterapie ve tiech zpusobech pusobeni antivirotik plus kontrolni varianta.

Koncentrace antivirotik v jednotlivych variantach byla nasledujici:

A25 — acyclovir v mnozstvi 25 mg.I™"
A50 — acyclovir v mnozstvi 50 mg.I™
R25 — rimantadin v mnoZstvi 25 mg.1™
R50 — rimantadin v mnozstvi 50 mg.1™
725 — zidovudin v mnozstvi 25 mg.1™

Z50 — zidovudin v mnozstvi 50 mg.1™

Pusobeni antivirotik na mladé rostliny neuspéSné ozdravené meristémovou
kulturou
V prvnim roce experimentu, kdy byly pouzity mladé rostliny ¢esneku odridy

'D'Alsace Freres' vin vitro kultufe jiz jednou ozdravované, nebyly izolovany
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meristémy. Rostlindm byly pifi pasdZzovani pouze zakraceny listové Cepele, ptipadné
koteny (Obr. 4) a rostliny byly umistény po dobu dvou tydni na médium CB
s antivirotiky (varianty A25, A50, R25, R50, Z25 nebo Z50). Nasledovala kultivace
rostlin na C1 médiu bez antivirotik. Pii dalsi subkultivaci (za 6 tydnt) byly odebrané
listové Cepele testovany metodou ELISA. Celkem bylo na pfitomnost viri OYDV,
LYSV, SLV a GCLV otestovano 84 rostlin, kazda varianta obsahovala 14 rostlin.

Pisobeni antivirotik na izolované ristové vrcholy

Tato varianta byla pouzita ve druhém roce experimentu u odrid ‘Blanin’,
"Sukoradsky” a "Japo’. U této varianty byla antivirotika aplikovana do média C1 (tzn.
CB médium), tzn. jednalo se o plsobeni antivirotik na izolované riistové vrcholy.
Povrchové dezinfikované strouzky byly nejprve ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu
prevedeny na piipravend média (C0) a pribézné byly vytfizeny infekce. Béhem
prorustani strouzku v in vitro kultufe byly odebirany listové Cepele strouzki, které byly
nasledné testovany na pfitomnost sledovanych vird (OYDV, LYSV, SLV a GCLV).
Testovan byl vzdy jeden strouzek z cibule. U prvnich deseti cibuli byly otestovany
strouzky vSechny. Jelikoz byla piitomnost virti u vSech strouzkll v ramci jedné cibule
shodna, byl nésledné testovan pouze jeden strouzek z cibule. Tento zplisob byl zvolen
také z hlediska finan¢niho.

Po dvou az trech tyden (po narlstu listovych Cepeli min. 3 cm) nasledovala
izolace meristémi s ponechanim jednoho listového primordia (0,8 mm). lzolace
rustovych vrcholid byla provadéna za pomoci binokularni lupy, skalpele a pinzety.
Rustové vrcholy byly dale dva tydny kultivovany na médiich CB s antivirotiky
(varianty A25, A50, R25, R50, Z25 nebo Z50). Nasledovala kultivace na médiu C1 bez
antivirotik. Zpocatku kazdé ¢tyti tydny, pozdéji kazdych Sest tydnt, byly mladé rostliny

pasazovany na nové médium.

Pusobeni antivirotik na strouzky
Tato varianta bylo pouZita ve tfetim a ¢tvrém roce u odrady "Unikat’. Povrchové
dezinfikované strouzky byly ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu pievedeny na

ptipravena média CA s antivirotiky (varianty A25, A50, R25, R50, Z25 nebo Z50) nebo

bez antivirotik (kontrolni varianta).
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Béhem prorustani strouzkt v in vitro kultufe byly odebirany listové Cepele strouzku
Z kontrolni varianty, které byly nasledné testovany na ptitomnost sledovanych virt
(OYDV, LYSV, SLV a GCLV). Testovan byl vzdy jeden strouzek z cibule. U prvnich
deseti cibuli byly otestovany strouzky vSechny. Jelikoz byla pfitomnost vird u vsech
strouzkd v ramci jedné cibule shodna, byl nasledné testovan pouze jeden strouzek
z cibule. Tento zpusob byl zvolen také z hlediska finan¢niho.

Doba piisobeni antivirotik byla dva tydny, poté nasledovala izolace meristémul
S ponechdnim jednoho listového primordia (0,8 mm). Izolace meristému byla provadéna
za pomoci binokularni lupy, skalpele a pinzety. Néasledovala kultivace meristémi na MS
médiu s ptidavkem rostlinnych regulatorti bez antivirotik (C1). Zpocatku kazdé ctyti

tydny, pozdéji kazdych Sest tydnt, byly mladé rostliny pasaZovany na nové médium.

Obrazek 4 Pisobeni antivirotik na mladé rostliny ¢esneku neispésné ozdravené meristémovou

kulturou
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45 Kontrolni varianta

Jako kontrolni varianta byla zvolena prostd izolace meristému (meristémova
kultura). Prakticky se ovSem jedna o izolované ristové vrcholy, protoze meristémy byly
odebirany s ponechdnim jednoho listového primordia a velikosti 0,8 mm. Pfipravené,
povrchové dezinfikované strouzky byly ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu
umistény na zivnou ptidu bez antivirotik (CO médium). Strouzky byly takto kultivovany
dva tydny. Nasledné byly odebirany rastové vrcholy. Dalsi kultivace probihala na MS
médiu s pfidavkem rostlinnych regulatorti bez antivirotik (C1). Zpocatku kazdé ctyti

tydny, pozdéji kazdych Sest tydnd, byly mladé explantaty pasazovany na nové médium.

V prvnim roce experimentu byly hodnoceny pouze jednotlivé varianty

chemoterapie bez kontroly.

Obrazek 5 Izolovany ristovy vrchol (meristém s ponechanim jednoho az dvou zakladu list). Foto:

Ing. NauSova

4.6 Kultiva¢ni podminky

Experiment byl lokalizovan v in vitro laboratoii Mendeleum - Gstavu genetiky, ZF
MENDELU v Lednici. Celda kultivace rostlin probihala pii teplot¢ 21+1° C a
fotoperiodé 16 hodin svétlo/8 hodin tma. K osvétleni byly pouzity zéafivkové trubice

S intenzitou 20,25 ;,Lmol.m'z.s'l.
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4.7 Prvni rok experimentu

4.7.1 Pusobeni antivirotik na mladé rostliny netspésné ozdravené

meristémovou kulturou

Pro oSetfeni chemoterapii byly prvni rok experimentu pouzity rostliny ¢esneku
odridy 'D'Alsace Freres' infikované komplexem virovych patogent, které byly
V minulosti netspéSné ozdravovany za pomoci meristémovych kultur. Rostliny byly po
celou dobu kultivovany a multiplikovany na C1 médiu. Pro chemoterapii byla
piipravena média s obsahem antivirotik a rastovych regulatord (CB) a rostliny byly na
téchto médiich kultivovany dva tydny. Poté byly pasaZzovany opét na C1 médiu. Po
aplikaci chemoterapie s vyuzitim novych antivirotik byly rostliny ptetestovany metodou
ELISA (na pracovisti Mendeleum pro Cesnek zavedena a pouzita v projektu NAZV
QH71228) a vysledky byly vyhodnoceny samostatné. Metoda ELISA byla pouzita

pouze V prvnim roce experimentu.

4.7.2 Detekce viru metodou ELISA

Testovani bylo provedeno podle metodiky firmy Bioreba (Reinach, Svycarsko).
Listové cepele cesneku kultivovaného in vitro (navazka min. 0,25 g) byly
homogenizovany poloautomatickym homogenizérem a k testovani byly pouZity sady
testovacich sér (IgG + konjugat) pro jednotlivé viry a lyofilizované pozitivni a negativni

kontroly od firmy Bioreba. Absorbance byla méfena pii 405 nm.

PotaZeni desticek protilatkami

Plastové desticky, na nichZ bylo testovdno, byly potazeny potahovacim pufrem.
Jedna desticka slouZila k otestovani 10 rostlin na vSechny ¢tyii viry. Pufr byl vyroben
tak, ze v 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 1,59 g Na,CO3; + 2,93 g NaHCO3; +
0,2 g NaN3 a jeho pH bylo upraveno na 9,6 (pH je upravovano piidavkem NaOH nebo
HCI). Roztok byl namichan doptedu, protoZe jej lze uchovavat az jeden tyden pfi
teplot¢ 4 °C. Na jednu desticku bylo potfeba 20 ml tohoto roztoku. IgG

(imunoglobuliny tfidy G) byl fedén potahovacim pufrem dle ndvodu dodavatele
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(1000krat). Do kazdé jamky v desticce (i na blank) bylo napipetovano 200 pl. Desticky
byly inkubovany ptes noc pfi teploté 4 °C.

Ptiprava promyvaciho pufru (PBS) a promyvani

V 5 litrech destilované vody bylo rozpusténo:

409 NaCl
145¢ Na,HPO,4
19 KH,PO,
19 KCI

19 NaN3
2,5ml Tween 20

pH tohoto pufru bylo upraveno na 7,4 (ptfidavkem NaOH nebo HCI). V promyvacce
(Tecan Columbus Plus, Minnedorf, Svycarsko) byly desti¢ky timto pufrem promyvany
tiikrat po tfech minutach. Poté byly desticky vyjmuty a zbaveny zbytku roztoku

oklepanim o filtra¢ni papir. Desticky 1ze uchovat v mrazaku. PBS lze uchovat tyden.

Ptiprava extrak¢niho pufru
V 500 ml PBS bylo rozpusténo 1 g polyvinylpyrolidonu (PVP) + 2,5 g albuminu
(vajecny, hovézi sérovy). Na jednu desticku bylo potieba 250 ml tohoto pufru. Tento

roztok bylo nutno michat denné Cerstvy.

Ptiprava rostlinného materialu

Odebrané listové cepele (ptiblizné 0,25 g) v uzaviratelnych saccich byly zality 5
ml extrakéniho pufru; byly homogenizovéany a dvé hodiny inkubovéany. Do jednotlivych
jamek v destickach bylo naneseno 200 pl tohoto roztoku. Byla zatazena pozitivni a
negativni kontrola a slepy vzorek (blank), na ktery byl nanesen pouze extrak¢éni pufr.

Takto ptipravené desticky byly inkubovany pii 4 °C pies noc.
Promyvani
V promyvacce byly desticky promyvany PBS pufrem tfikrat po tfech minutach.

Poté byly desticky vyjmuty a zbaveny zbytku roztoku oklepanim o filtracni papir.

Protilatky znacené enzymem
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V 1000 ml PBS bylo rozpusténo 2 g albuminu + 20 g PVP. Tento roztok se
nazyva konjugacni pufr a jeho spotieba na jednu desticku byla 20 ml. Pufr musel byt
ptipraven denné cerstvy. V konjuga¢nim pufru byl fedén konjugit dle navodu
dodavatele (1000krat) a pipetovan v mnozstvi 200 pl do kazdé jamky v desticce. Na
konjugéat bylo nutné pouzit zvlastni nadobi nepouzivané na jinou cinnost. Inkubace

trvala pies noc pii 4 °C.

Promyvani

V promyvacce byly desticky promyvany PBS pufrem pétkrat po tfech minutach.
Poté byly desticky vyjmuty a zbaveny zbytku roztoku oklepanim o filtraéni papir.
Enzymaticka reakce

V 1000 ml mirné zahtaté destilované vody bylo rozpusténo 97 ml diethanolaminu
+ 0,2 g NaN3 a pH upraveno na 9,8 (koncentrovanou HCI). Tento roztok je nazyvan
substratovym pufrem a je temperovany. Na jednu desticku je tieba 20 ml tohoto pufru.
Pufr Ize uchovavat nékolik tydnl v tmavé lahvi pfi teploté 4 °C. Bylo ptidano 0,75 mg
p-nitrophenylphosphatu na 1 ml substratového pufru. Do kazdé jamky bylo pipetovano
200 pl roztoku.

Me¢fteni absorbance probihalo pfi vinové délce 405 nm na spektrofotometru
Sunrise (Tecan, Rakousko) a reakce byla vyhodnocovana po 60 minutach. Reakeci je
mozné zastavit pridavkem 50 pl 3M roztoku KOH do kazdé jamky.

Jako pozitivni byly hodnoceny izolaty s primérmou hodnotou absorbance
presahujici 0,100 a zaroven prekracujici praimérnou hodnotu tii negativnich izolatt (dle

metodiky Bioreba).
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Obrazek 6 Vysledna barevna reakce detekce ELISA, Zluta poli¢ka jsou pozitivni

4.7.3 Testovani Cesneku reverzné transkripéni polymerazovou fetézovou

reakci (RT-PCR) a porovani s vysledky metody ELISA

Na pracovisti Mendeleum byly molekularni metody Uspé$né pouzivany pro
detekci virovych patogenti u révy vinné a ovocnych dievin, pro Cesnek tato metoda
detekce pivodné optimalizovana nebyla. V ramci disertacni prace byla optimalizovana
tato metoda také pro detekci vird u ¢esneku, piedevsim z diivodu vyssi citlivosti metody
(Sanjeev a kol., 2007). V prvnim roce experimentu bylo testovani metodou RT-PCR
zapocato v ramci projektu ,, Testovani rostlin ¢esneku na pfitomnost viri metodou RT-
PCR po ozdraveni chemoterapii financované¢ho Interni grantovou agenturou. Jako
rostlinny material pro zavedeni metody bylo vybrano 100 in vitro multiplikovanych
rostlin ¢esneku odridy "Lukan’, které byly dle vysledka testovani metodou ELISA (v
ramci zminéného projektu NAZV) negativni na pritomnost sledovanych vird (OYDV,
LYSV, SLV, GCLV). Po uspésné optimalizaci a detekci virt metodou RT-PCR

nasledovalo u té€chto izolatd porovnani obou metod.
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4.7.3.1 Odér rostlinného materialu a izolace RNA

Pro izolaci RNA byly pouzity listové ¢epele rostlin kultivovanych in vitro, které
byly odebirany pii pasazovani. Navazka Cinila 100 mg. Listové Cepele byly ulozeny do
hluboko mraziciho boxu na ptedem, nejlépe pies noc, vymrazené tieci misky s tloucky a

mrazeny minimalné jednu hodinu.

Jelikoz jsou pozadavky na kvalitu izolované RNA pomérn¢ vysoké, je pro izolaci
RNA piinosné pouzivat komeréni kity. Dodavané kolony s kiemicitou membranou
specificky zachytavaji molekuly RNA. K vyhodam patfi také eliminace sekundarnich
metabolitd z rostlinnych pletiv (Eichmeier, 2013).

Pro izolaci rostlinné RNA byl pouzit izolac¢ni kit SpectrumTM Plant Total RNA
Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) dle pfilozeného protokolu od vyrobce. Pti jedné
izolaci bylo obvykle pracovano se 16 rostlinami ¢esneku a velmi dilezité bylo znaceni
mirkozkumavek v kazdém kroku, aby nedoslo k zaméné izolatd.

Listové Cepele vymrazené ve tfecich miskach byly tlouckem homogenizovany a
pouzity pro izolaci celkové RNA. Tésné pred homogenizaci listovych ¢epeli bylo do 2
ml mikrozkumavek napipetovano 500 pl lytického roztoku a 5 ul 2-merkaptoetanolu.
Prace s merkaptoetanolem (az do druhého promyvani promyvacim roztokem 2)
probihala v digestofi. 100 mg dokonale zhomogenizované listové Cepele bylo pievedeno
do téchto mikrozkumavek. Nésledovalo protfepani smési na tfepacce (30 sekund pfi
1400 rpm) a inkubace pfi teploté¢ 56 °C po dobu 4 minut v termobloku. Nasledujici
centrifuga¢ni kroky byly provadény pfi rychlosti 16000 g.

Prvni odstfedéni probihalo po dobu tfi minut (do vytvoreni pelet z bunééného
odpadu). Vznikly supernatant byl odpipetovan do modré filtracni kolony, kterad byla
umisténa ve 2ml sbérné mikrozkumavce, a nasledovalo odstfedéni po dobu 1 minuty.
Kolony i mikrozkumavky pouzivané od tohoto kroku byly soucasti izola¢niho kitu. Po
odstfedéni byla filtracni kolona odstranéna a do vyc€isténého lyzatu bylo napipetovano
500 pl vazaciho roztoku a smés byla pomoci pipety fadné€ promichana.

Pro nésledujici krok byly ptipraveny nové mikrozkumavky s vdzacimi kolonami
(Cervené). Na vazaci kolonu bylo napipetovano 700 pl fadné promichané smési.

Nasledujici krok byl 2x po sobé zopakovan. Izolaty byly odstfedény po dobu

jedné minuty (navazani RNA na membrénu Cervené kolony), tekutina odlita a kazda
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mikrozkumavka oklepana 0 Cisty savy papir. Poté byly kolony umistény zpét do
mikrozkumavek.

Prvni promyvani kolon promyvacim roztokem byl dalsi krok izolace. 500 pl
promyvaciho roztoku 1 bylo napipetovano na vazaci kolonu, na kterou byla
v predchozim kroku navazana RNA. Izolaty byly odstifedovany 1 minutu, poté byla
tekutina z mikrozkumavky odlita a mikrozkumavka byla opét oklepana o Cisty savy
papir. Kolona byla vracena do mikrozkumavky a byl ptidan ziedény promyvaci roztok 2
(500 pl). Po odstfedéni (1 minuta) byla tekutina opé€t vylita a mikrozkumavka oklepana
o Cisty savy papir. Promyvani promyvacim roztokem 2 bylo jednou opakovano.

Po promyvani nasledovalo suSeni kolony. Mikrozkumavka s kolonou byla minutu
centrifugovéna, aby bylo dosaZeno dokonale suché vazaci kolony.

Vymyvani RNA byl posledni krok izolace. Suché vézaci kolona byla pfemisténa
do nové mikrozkumavky a bylo pfidano 50 ul elu¢niho roztoku pfesné na stied vazaci
matrice na koloné. Po minutové inkubaci pii pokojové teploté nasledovalo minutové
odstfedéni v centrifuze. Krok byl jednou identicky opakovan.

Do vyizolované RNA byl pfidan 1 pl RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor (Invitrogen, USA) a to kviili zamezeni degradace RNA pfi uchovavani RNA

na delsi dobu.

4.7.3.2 Méreni koncentrace RNA fluorometricky

Koncentrace vyizolované RNA byla méfena fluorometricky kitem Quant-iTTM
RiboGreen® RNA Reagent (Invitrogen, USA). RNA byla natedéna pufrem 1x TE
(zésobni roztok 20x TE je soucdsti kitu) v poméru 1:199. Pufrem 1x TE byl pfipraven
200x tfedény roztok barviva RiboGreen®. 50 ul fedéné RNA bylo smichano s 50 pl
fedéného barviva, promichéno a preneseno do sklenéné kyvety. Koncentrace RNA byla
meétena flourometricky pfistrojem ModulusTM Single Tube Fluorometer 9200-000
(Turner BioSystems, Sunnyvale, USA) pfi zvoleném modrém filtru. Vinova délka
maxima pro excitaci je 500 nm pro vstupujici zafeni, emisni maximum pii navazani
fluorofor na RNA je 525 nm. Koncentrace RNA v nezndmych vzorcich byla
vyhodnocena na zéklad¢ extrapolace ziskanych hodnot fluorescence do kalibra¢ni
ktivky. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena fedénim standardniho roztoku RNA, ktery je

soudasti kitu.
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4.7.3.3 Sjednoceni koncentraci RNA pred reverzni transkripci

Izolaty RNA byly pfed reverzni transkripci sladény na jednotnou koncentraci.
Vytézek izolaci kitem SpectrumTM Plant Total RNA Kit (Sigma, St. Louis, USA) se
pohyboval v rozmezi 50 az 100 ng.ul™. Koncentrace RNA izolati byla vzdy
standardizovana na 50 ng.ul™. Pokud byla koncentrace izolatd niZsi, byla provedena
nova izolace RNA (nejdrive vSak za Ctyii tydny od posledniho odbéru listovych Cepeli,

aby byly rostliny zregenerovany).

4.7.3.4 Reverzni transkripce

Po izolaci RNA nésledovala reverzni transkripce (RT). Pfi RT byly izolaty
prepsany na cDNA (complementary DNA) za uziti enzymu reverzni transkriptdzy M-
MLV RT (RevertAidTM Reverse Transcriptase; Fermentas, Vilnius, Litva). Prvnim
krokem RT byla denaturace (5 min 95 °C), vzorek byl tvofen 12 ul HPLC vody, 2 pl
celkové RNA a 0,5 pl random primer p(dN)s (Roche, Manheim, Némecko).
Nésledovala syntéza cDNA (10 min 25 °C a 1 hod. 42 °C), pted kterou bylo do izolatu
priddno 10 pl reakéni smési obsahujici 5 pul RT pufru (5x, dodavany s reverzni
transkriptazou, Fermentas); 1,25 ul (10mM) dNTPs (deoxynucleotide triphosphates)
(Invitek, Berlin, Némecko); 0,5 ul reverzni transkriptazy (200 U/ul, Fermentas), zbytek
do 10 pl tvotila HPLC voda.

4.7.3.5 Polymerazova retézova reakce

2 ul ziskané cDNA byly pouZity do polymerdzové fetézové reakce (PCR).
Celkovy objem reakéni smési €inil 25 pl a obsahoval: HPLC vodu, 0,5 pl (10mM)
dNTPs (Invitek, Berlin, Némecko); 0,75 ul (10 uM) kazdého primeru; 2,5 ul pufru
(dodavaného s polymerazou); 0,1 ul 5 U/ul Taq DNA polymerazy (New England
Biolabs, Hitchin, UK). Sekvence primeri pro detekci virai OYDV, LYSV, SLV a
GCLV (Tab. 1) byly pouzity dle publikace Leisova—Svobodova a Karlova—Smekalova
(2011). Pouzité primery byly syntetizovany firmou VBC-Biotech (Wien, Rakousko).
Teplotni rezim PCR byl zpocatku pro vSechny viry stejny: 94 °C 5 min.; nasledovalo 40
cykli 94 °C 30 sek., 47 °C 30 sek., 72 °C 45 sek.; po cyklovani nasledovalo 72 °C 7

minut.
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Tabulka 1 Sekvence primeru pro detekci OYDV, LYSV, SLV, GCLV

Onion yellow dwarf virus

OYDVS8IF: 5-TTTAGCACGTTACGCATTCGA-3’

Onion yellow dwarf virus

OYDVSIR: 5'-TTACCATCCAGGCCAAACAA-3’

Leek yellow stripe virus

LYSV81-410F: 5'-AAGAACACCAGTTAGAGCGCG-3’

Leek yellow stripe virus

LYSV81-535R: 5'-TGCCTCTCCGTGTCCTCATC-3"

Shallot latent virus

SLV81-569F: 5'-AACAAAGCAGCGATTCAACC -3°

Shallot latent virus

SLV81-730R: 5'-ACATCCGAAGAAACCTCCAGT -3’

Garlic common latent virus

GCLV2F:5’-CGACCACCTGCTGGTTGG -3°

Garlic common latent virus

GCLVI1R: 5-TCAAGTGGCTGCACACAAGC -3’

4.7.3.6 Vizualizace PCR produkti

Po PCR byly izolaty elektroforeticky separovdny na 2% agarézovém gelu.
Velikosti vyslednych produktt byly nasledujici: OYDV 132 pb; LYSV 126 pb; SLV
160 pb; GCLV 106 pb. Pro pfipravu gelu byla pouzita agaréza (Serva, Heidelberg,
Némeck) a 1x roztok pufru TAE (TAE 50krat: 2M Tris baze; 2M ledova kyselina
octova; 50 mM EDTA; Sambrook a kol., 1989). Pro obarveni izolati bylo pouzito
barvivo GelRed (Biotium, Hayward, USA), které bylo ptidano do gelu po rozvateni,

v davce 5 ul na 100 ml gelu. Izolaty byly na gel davkovany spolu se 7 ul nanaseciho
pufru s 50% glycerolem a barvivem Orange G. Na gel byl pfidavan velikostni standard

1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Darmstadt, Némecko). Elektroforéza byla spusténa

na 100 V po dobu 45 minut az jedné hodiny.

4.8 Druhy rok experimentu

4.8.1 Detekce viru prred aplikaci chemoterapie a izolaci meristému

V experimentu bylo pracovano celkem s 74 strouzky Cesneku odrady “Blanin’,
které byly déleny z 10 cibuli, s 210 strouzky ¢esneku odridy "Sukoradsky’, které byly
déleny z 18 cibuli a se 100 strouzky cesneku odriidy "Japo’, které byly déleny z 8 cibuli.
Kazda cibule byla testovana na pfitomnost viri OYDV, LYSV, SLV a GCLV pred

procesem ozdravovani metodou RT-PCR. Jako materidl pro zjiSténi pfitomnosti virti v

rostlinach ¢esneku slouzily mladé listové Cepele.
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4.8.2 Chemoterapie: piisobeni antivirotik na izolované ristové vrcholy

Béhem fijna 2011 az tnora 2012 byly do aseptickych podminek pievedeny
odridy cesneku "Blanin’, "Sukoradsky” a "Japo’. Jednotlivé strouzky byly kultivovany
na médiu CO a postupné byly vytiidény infekce (Tab. 7 v kapitole Vysledky). Pii
velikosti listdh minimalné 3 cm byly izolovany rustové vrcholy (0,8 mm). Izolované
rastové vrcholy byly dale dva tydny kultivovany na médiu CB s antivirotiky (Ptasobeni
antivirotik na izolované rastové vrcholy). Explantaty byly nasledné kultivovany na
médiu C1 a kazdé 4 tydny pasdZzovany na nové médium.

Celkové bylo izolovano 50 riastovych vrcholi odridy ’'Blanin’, které byly
kultivovany na médiu CB s antivirotiky. Kazd4 varianta obsahovala 7 rostlin (A2S,
A50, R25, R50, Z25, Z50 a kontrola).

Celkové bylo vyizolovano 175 rastovych vrcholi odridy "Sukoradsky’, které byly
kultivovany na médiu CB s antivirotiky. Kazda varianta obsahovala 25 rostlin (A25,
A50, R25, R50, Z25, Z50 a kontrola).

Celkové bylo vyizolovano 91 riastovych vrcholi odridy ‘Japo’, které byly
kultivovany na médiu CB s antivirotiky. Kazda varianta obsahovala 13 rostlin (A25,
A50, R25, R50, Z25, Z50 a kontrola).

Po dvoutydenni kultivaci na médiu CB santivirotiky byly explantaty dale
kultivovany na médiu C1 bez antivirotik a nasledné kazdé 4 tydny pasédzovany.

Kazda cibule byla testovana na pfitomnost vira OYDV, LYSV, SLV a GCLV
pred procesem ozdravovani metodou RT-PCR. Jako material pro zjisténi pfitomnosti

vira v rostlinach ¢esneku pied osetfenim slouzily mladé listové cepele.

4.9 Treti a ¢tvrty rok experimentu

4.9.1 Detekce viru pired a po aplikaci chemoterapie a izolaci meristému

V experimentu bylo pracovano celkem S 651 strouzky ¢esneku odriidy "Unikat’,
které byly déleny z 63 cibuli. Kazda cibule byla testovdna na ptfitomnost virt OYDV,
LYSV, SLV a GCLV pted procesem ozdravovani metodou RT-PCR. Jako material pro

zjisténi pfitomnosti virdl v rostlinach ¢esneku slouzily mladé listové cepele.
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4.9.2 Chemoterapie: piisobeni antivirotik na strouzky

Pocty strouzkl ptevednych do aseptickych podminke u jednotlivych variant (A25,
A50, R25, R50, Z25, Z50 a kontrola) jsou zobrazeny v Tab. 2. Vlivem mikrobialnich
infekci, pfipadné Spatnou izolaci meristéml nebo neprortistinim meristému byly pocty
jedinct v jednotlivych variantach snizeny. Konecné pocty jedincti ve vSech variantach

jsou uvedeny v kapitole Vysledky.

Tabulka 2 Terminy a pocty strouzki odridy ¢esneku "Unikat” pfevednych do aseptickych

podminek u jednotlivych variant

termin/varianta A25 A50 R25 R50 725 Z50 Co

6.11.2012 0 0 24 24 24 24 20
5.12.2012 24 24 0 0 0 0 14
7.1.2013 24 24 0 0 0 0 0
27.2.2013 11 11 11 11 11 11 16
13.3.2013 12 12 12 12 12 12 13
10.2.2014 19 19 19 19 19 19 42

21.2.2014 17 17 17 17 17 17 0
celkem 107 107 83 83 83 83 105

Postupy izolace celkové rostlinné RNA, fluorometrické méteni koncentrace RNA,
sladéni koncentraci RNA pied reverzni transkripci a reverzni transkripce byly shodné

jako v prvnim roce feSeni.

4.9.3 Polymerazova retézova reakce

Po reverzni transkripci byly 2 ul ziskané cDNA pouZity do polymerazové
fetézové reakce (PCR). Celkovy objem reakéni smési €inil 25 pl a obsahoval: HPLC
vodu, 0,5 pl (10mM) dNTPs (Invitek, Berlin, Némecko); 0,75 ul (10 uM) kazdého
primeru; 2,5 pl pufru (dodavaného s polymerazou); 0,1 ul 5 U/ ul Tag DNA
polymerazy (New England Biolabs, Hitchin, UK). Sekvence primert OYDV, LYSV a
SLV (Tab. 1) byly pouzity dle publikace Leisova—Svobodova a Karlova—Smekalova
(2011).

Primery pro detekci viru GCLV dle Leisova—Svobodova a Karlova—Smekalova
(2011) nebyly ani po tprave teplotniho rezimu pro dalsi testovani vhodné, jelikoz se pti

vizualizaci objevovalo mnoho nespecifickych produkti o riznych velikostech
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(Vysledky, Obr. 17). Nové primery pro detekci viru GCLV navrzené ve spolupraci s
Ing. Eichmeierem, Ph.D. jsou uvedeny v Tabulce 2.

Teplotni rezim PCR byl optimalizovan pro jednotlivé viry:

Pro viry OYDV a SLV:
94 °C 5 min.; 40 cykli 94 °C 30 sek., 56 °C 45 sek., 68 °C 50 sek.; nasledovalo 68 °C 7

minut.

Pro viry GCLV a LYSV:
94 °C 5 min.; 40 cykla 94 °C 30 sek., 48,5 °C 30 sek., 68 °C 45 sek.; nasledovalo 68 °C

7 minut.

4.9.4 NavrZeni primeri pro detekci viru Garlic common latent virus

Pro detekei viru GCLV byly piivodné pfevzaty primery z publikace
Leisova—Svobodova a Karlova—Smekalova (2011). Po optimalizaci PCR (zména
polymeraz, uprava koncentrace MgCl,, zména teploty annealingu) neposkytovala
detekce prokazatelné vysledky, ziskané produkty nebyly jednozna¢né a spolehlivé
vyhodnotitelné. Proto byly pro detekci viru GCLV navrZzeny nové primery (Tab. 3).
Primery byly navrhovany v programu CLC Main Workbench 5.0 (CLC Bio, Aarhus,
Dansko) a FastPCR (Helsinki, Finsko). Tyto primery amplifikuji segment genomu,
ktery koduje ¢ast genu pro CP (coat protein) a ¢astecné také gen NABP (nucleic acid
binding proteins). Primery amplifikuji produkt o celkové velikosti pfiblizné¢ 782 part
bazi. S novymi primery byla pretestovana celd kolekce izolatl rostlin ¢esneku po

procesu ozdraveni.

Tabulka 3 Sekvence primeri pro detekci GCLV

Garlic common latent virus GCLVEAMK rev: 5'-CACGCC CTATCACACAA -3’
Garlic common latent virus GCLVEAMK fwd: 5'-TAAGAAGTTCCAGGCAGACA-3’
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4.9.4.1 Vizualizace PCR produkti

Po PCR byly izolaty elektroforeticky separovany na 1,5% agar6zovém gelu.
Postup vizualizace PCR produkti byl shodny jako prvni rok.

4.9.5 Relativni kvantifikace viru Garlic common latent virus (Real-Time
PCR)

Pro potvrzeni negativnich vysledkli pro pfitomnost viru GCLV dle RT-PCR po
oSetfeni chemoterapii nebo prostou izolaci meristému byla optimalizovana metoda
kvantitativni polymerazové ftetézové reakce. Byla navrzena nova sada primeri a
TagMan sonda z oblasti genu kodujici coat protein. Predpokladana velikost fragmentu

(amplikonu) je 212 pb. Real-time analyzy probihaly v termocykleru Rotor-Gene 3000.

4.9.5.1 Optimalizace detekce viru GCLV metodou Real-Time PCR

Pro testovani bylo vybrano nejprve 5 izolati, které byly dle RT-PCR negativni na
pritomnost viru GCLV a 5 izolatd, které byly pozitivni. Pro ovéfeni nasledovala rovnéz

klasicka PCR s pouzitim primerti navrzenych pro Real-Time PCR.

Real-Time PCR: Celkovy objem reakéni smési ¢inil 20 pl a obsahoval: HPLC vodu,
10 pul 2x HoTaq Real-Time PCR kitu (MCLAB San Francisco, USA); 0,8 pl (10 uM)
kazdého primeru; 0,4 pul 100 uM sondy Eurofins Genomics (Ebersberg, Némecko) a 2
ul cDNA. Primery jsou uvedeny v Tabulce 4. Teplotni rezim byl nastaven dle pokynt

vyrobce.

Tabulka 4 Primery navrZené pro Real-Time reakci

Garlic common latent virus GCLV_AE fwd: 5" -AATATGACAGCAGGTGAG -3’

Garlic common latent virus GCLV AE rev: 5" -ATTTAGCAGTGATAGCGG -3’

Sonda GCLV AE TP:5" -AATGGAGGGTTTGAGACTGGGA 3’

Klasicka PCR detekce pomoci primeru pro Real-Time PCR: Celkovy objem reakéni
smési ¢inil 20,8 pl a obsahoval: HPLC vodu; 1,2 pl (25 mM) MgCl; (dodavany
S polymerdzou); 0,2 pl (10mM) dNTPs (Invitek, Berlin, Némecko); 1 pl (10 uM)
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kazdého primeru; 4 pl 5x Colorless pufru (dodavaného s polymerazou); 0,2 pl
GoTaqG2 Hot Start polymerazy (Promega, Fitchburg, USA); 0,7 ul 5x Green Flexi
pufru (dodavany s polymerazou). Teplotni reZim byl nasledujici:

95 °C 3 min.; 40 cykla 95 °C 40 sek., 49 °C 40 sek., 72 °C 40 sek.; nasledovalo 72 °C 7

minut.

495.2 Metodika sekvenovani

Pro potvrzeni, Ze navrzené primery pro Real-Time PCR detekuji opravdu vir

GCLV, byly produkty vzniklé po reakci Real-Time PCR sekvenovany.

Purifikace DNA pro sekvenaci: Pro purifikaci DNA pifed sekvenaci byl pouzit kit
NucleoSpin®Gel a PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL, Duren, N&mecko) dle
protokolu od vyrobce, pricemz amplifikované fragmenty byly vyfiznuty piimo z

agarozového gelu.

Sekvencovani PCR produkti: K sekvencovani bylo vyuzito kitu BigDye® Terminator
v3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, USA). Sekvena¢ni reakce tzv. cycle sequencing
(asymetrickd PCR s vyuzitim jednoho primeru) byla pfipravena z Ready Reaction Mix
2 pl, primer 3,2 pmol (0,4 pl 10mM primeru), Skrat Sequencing Buffer 4 pl, celkovy
objem reakce byl 20 pl. Dle koncentrace purifikované DNA byl dopocitan objem vody.
Pottebné mnozstvi templatu by mélo spliiovat podminku alespoit 10 ng DNA/100 pb
produktu.

Teplotni program sekvenacéni reakce byl nésledujici:
96 °C 1 min-ivodni denaturace, 96 °C 20 sec, klesani teploty 1 °C/sec az na 50 °C 15
sec, zvySovani teploty 1 °C/sec, 60 °C 4 min, tento cyklus byl opakovan 30krat,

zavérecny krok klesani teploty 1 °C/sec na 4 °C.

Po ukonceni sekvenacni reakce byl k izolatu pfidan ptislusny objem roztoku SAM
(90 pl/20ul izolatu) a 20 pl XTerminatoru/20 pl izolatu. Nasledovalo intenzivni
vortexovani asi 10 min. Po dokonalé homogenizaci byly izolaty centrifugovany pfi
1000 g po dobu 2 minut. Supernatant o objemu 15 pl byl pfemistén do nové ABI 310

mikrozkumavky. Takto pfipraveny izolat byl podroben automatickému sekvencovani na
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genetickém analyzatoru ABI-PRISM 310 (Applied Biosystems, Carlsbad, USA).

Sekvenace probéhla za vyuziti amplifikacniho reverse primeru.

4.10 Pouzité statistické metody

K vyhodnoceni pritkkaznosti rozdili mezi jednotlivymi variantami byla pouzita
Analyza rozptylu. Prikaznost rozdili byla testovana na hladin€ vyznamnosti a=0,05)
Duncanovym testem (Duncan’s multiple range test, MRT). Vysledky byly analyzovany
v programu Statistica 10 (StatSoft, Oklahoma, USA).
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5 VYSLEDKY

5.1 Chemoterapie: Piisobeni antivirotik na mladé rostliny neaspésné

ozdravované meristémovou kulturou

Jednalo se o aplikaci chemoterapie na rostliny odrady 'D'Alsace Freres'
kultivované in vitro, které byly v minulosti neuspé$né¢ ozdravené metodou
meristémovych kultur. Vysledky testovani metodou ELISA po aplikaci chemoterapie

jsou graficky znazornény na Obr. 7 az 10 .

OYDYV prosté rostliny ¢esneku po procesu
chemoterapie

100 - a
80 -
60 - b
40 -

20

Procento negativnich rostlin

A25 A30 R25 R50 725 750
varianta

Obrazek 7 Procento ozdravenych rostlin odridy 'D'Alsace Freres' od viru OYDYV po chemoterapii

Odlisnad pismena znaci statisticky prikazné rozdily mezi variantami dle Duncanova

testu (MRT).

Obr. 7 znazornuje procento rostlin odrudy ¢esneku 'D'Alsace Freres', které byly
uspésné ozdraveny od viru OYDV chemoterapii s pouzitim acycloviru, rimantadinu
nebo zidovudinu v koncentracich 25 mg.1™ (A25, 251, Z25) nebo 50 mg.I™* (A50, R50,
Z50). Nejvyssiho poctu ozdravenych rostlin (90 %) bylo dosazeno pouZzitim
rimantadinu v koncentraci 50 mg.I™. Statisticky priikazng mén& efektivni bylo pouze
pouziti acycloviru v koncentraci 25 mg.I™" (54 %), ostatni varianty chemoterapie byly
pro eliminaci OYDV efektivni. Variantou A50 bylo dosazeno 81 % ozdravenych
jedinct, variantou R25 83 %, variantou Z25 i Z50 shodné 75 %.

71



LYSV prosté rostliny ¢esneku po procesu
chemoterapie

100

60 -
40 -

20

1
o

Procento negativnich rostlin

A25 A30 R25 R50 725 750
varianta

Obrazek 8 Procento ozdravenych rostlin odridy 'D'Alsace Freres' od viru LYSV po chemoterapii

Odlisnad pismena znaci statisticky pritkazné rozdily mezi variantami dle Duncanova

testu (MRT).

Obr. 8 znazorfiuje procento rostlin odridy ¢esneku 'D'Alsace Freres', které byly
uspésné ozdraveny od viru LYSV chemoterapii s pouzitim acycloviru, rimantadinu
nebo zidovudinu v koncentracich 25 mg.I* (A25, R25, Z25) nebo 50 mg.I™ (A50, R50,
Z50). Nejvyssiho pottu ozdravenych jedincti bylo dosazenou pouzitim 50 mg.l™
acycloviru (63 %) nebo rimantadinu (61 %). Statisticky prikazny rozdil v eliminaci viru
LYSV byl pozorovan mezi variantami A50, R50 a mezi variantou A25 (11 %). Ostatni
varianty byly pro eliminaci LYSV mén¢ efektivni (R25 40 %, Z25 44 %, Z50 36 %).
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SLV prosté rostliny ¢esneku po procesu
chemoterapie
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Obrazek 9 Procento ozdravenych rostlin odridy 'D'Alsace Freres' od viru SLV po chemoterapii

Odlisnad pismena znaci statisticky priikkazné rozdily mezi variantami dle Duncanova

testu (MRT).

Obr. 9 znazornuje procento rostlin odridy ¢esneku 'D'Alsace Freres', které byly
uspésné ozdraveny od viru SLV chemoterapii s pouzitim acycloviru, rimantadinu nebo
zidovudinu v koncentracich 25 mg.I" (A25, R25, Z25) nebo 50 mg.I™ (A50, R50, Z50).
Nejvyssi procento ozdravenych rostlin (85 %) bylo pozorovano po oSetieni variantou
s 50 mg.l'1 rimantadinu. Statisticky prokazateln¢ niz8i procento rostlin bylo ozdraveno

variantou s 50 mg.I™ zidovudinu (46 %).
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GCLV prosté rostliny ¢esneku po procesu
chemoterapie
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Obrazek 10 Procento ozdravenych rostlin odriidy 'D'Alsace Freres' od viru GCLV po chemoterapii

Obr. 10 znazoriiuje procento rostlin odridy ¢esneku 'D'Alsace Freres', které byly
uspésné ozdraveny od viru GCLV chemoterapii s pouzitim acycloviru, rimantadinu
nebo zidovudinu v koncentracich 25 mg.I" (A25, R25, Z25) nebo 50 mg.I™ (A50, R50,
Z50). Mezi jednotlivymi variantami nebyly pozorovany statisticky prikazné rozdily.
Variantami A25, R25 a R50 bylo dosazeno shodné 90 % ozdravenych rostlin, variantou
A50 80 %, variantami Z25 a Z50 75 % a 82 %.

Jak je patrné z Obr. 7 az 10, dvoutydenni aplikace antivirotika rimantadin
v koncentraci 50 mg.I™ (R50) méla u odridy desneku 'D'Alsace Freres' nejlepsi efekt na
eliminaci OYDV a SLV, spolu s variantou A50 u viru LYSV a spolu s variantami A25 a
R25 u viru GCLV. Zadné z antivirotik nemé&lo béhem ani po uplynuti doby aplikace
negativni vliv na zdravotni stav nebo vitalitu rostlin. Rostliny péstované v in vitro
podminkach nevykazovaly Zadné odli$nosti oproti rostlindm kultivovanym na bézZném

médiu (C1).

5.2 Srovnani vysledki testovani in vitro rostlin ¢esneku kuchynského na

pritomnost viri metodou ELISA a metodou RT-PCR

V prvnim roce experimentu byla metoda ELISA porovnana s metodou RT-PCR
pro detekci vira OYDV, LYSV, SLV a GCLV (kap. 4.7.2). Listové Cepele sta rostlin

cesneku odridy "Lukan kultivovaného in vitro byly testovany obéma metodami.
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Dle vysledku testovani metodou ELISA byla ptitomnost viru OYDV v rostlinach
detekovana ve 20 % rostlin, kdezto metoda RT-PCR byla schopna detekovat az 36 %
pozitivnich rostlin. Vir LYSV byl metodou ELISA detekovan v 39 %, metodou RT-
PCR v 66 % testovanych rostlin. GCLV metoda ELISA potvrdila u 13 % rostlin,
metoda RT-PCR u 29 % testovanych rostlin. V piipad¢ vSech tii vird byl mezi
sérologickou a molekularné-genetickou metodou potvrzen statisticky pritkazny rozdil
(Obr. 11). Jediny vir, ktery nebyl detekovan u vice vzorki metodou RT-PCR (22 %)
nezli metodou ELISA (23 %), byl vir SLV.
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I |
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Rostliny pozitivni na pfitomnost vira v %
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Obrazek 11 Srovnani detekce virovych patogenii metodou ELISA a RT-PCR u 100 rostlin ¢esneku

kuchynského kultivovaného in vitro

Odlisnad pismena znaci statisticky pritkazné rozdily mezi variantami dle Duncanova

testu (MRT).

Molekularni metoda RT-PCR tedy byla dle ptedpokladu citlivéjsi a odhalila vice
virovych infekci. Pro dalsi detekci virovych patogenii u ¢esneku byla pro disertacni

praci pouzita metoda RT-PCR.
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5.3 Zjisténi pritomnosti viri pred aplikaci chemoterapie a meristémové kultury

‘Blanin’, "Sukoradsky’, "Japo” (druhy rok reSeni disertacni prace)

Pti testovani 10 rostlin odridy 'Blanin, 18 rostlin odridy "Sukoradsky” a 8 rostlin
odridy "Japo” bylo zjisténo, ze vSechny Ctyfti sledované viry byly pfitomny ve vSech
testovanych rostlinach u vSech tfi odriid. Cely komplex virt OYDV, LYSV, SLV
GCLYV byl tedy detekovan ve 100 procentech.

"Unikat’ (tfeti a ¢tvrty rok disertacni prace)

Pti testovani 63 rostlin ¢esneku odridy "Unikat” pred aplikaci chemoterapie bylo
metodou RT-PCR zjisténo, Zze pouze v jedné rostliné nebyl pfitomen zadny ze
sledovanych viri (OYDV, LYSV, SLV, GCLV). Pro oSetieni chemoterapii mohly byt
tudiz pouzity vSechny cibule kromé této jedné. Naopak vSechny Ctyfi sledované viry
byly detekovany v deviti rostlindch (Tab. 5). Nej¢astéji se vyskytujicim virem byl SLV
(97 %), dale GCLV (57 %), OYDV (43 %) a LYSV (35 %). Nejcast&ji byly rostliny
infikovany kombinaci dvou virt (42,9 %), viz Tab. 5, z toho byla nejvétsim podilem
zastoupena dvojce virdt SLV + GCLV (témét 24 %), viz Tab. 6.

Tabulka 5 Kombinace smésnych infekei v rostlinach ¢esneku odriidy "Unikat”

Virové infekce ¢esneku odriidy "Unikat’ Pocet polozek %

zdravé rostliny 1 1,6

rostliny inflkované jednim virem 11 17,4
rostliny inflkované dvéma viry 27 42,9
rostliny inflkované tfemi viry 15 23,8
rostliny inflkované ¢tyfmi viry 9 14,3
celkem 63 100
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Tabulka 6 Kombinace virovych patogenii v rostlinach ¢esneku odridy "Unikat”

Infekce jednim virem Pocet polozek %
oYbDVv 1 1,6
LYSV 0 0
SLV 10 15,9
GCLV 0 0
Dvojité infekce Pocet polozek %
OYDV + LYSV 0 0
OYDV + SLV 5 79
OYDV + GCLV 0 0
LYSV + SLV 7 79
LYSV + GCLV 0 0
SLV + GCLV 15 23,8
Trojité infekce Pocet polozek %
OYDV + LYSV + SLV 3 4,8
OYDV + LYSV + GCLV 0 0
OYDV + SLV + GCLV 9 14,2
LYSV + SLV + GCLV 3 7,8

Jak bylo zminéno jiz v kapitole Materiadl a metodika, bylo pivodnim zamérem
provést podobny sled testovani i u odridy "‘Dukat’. Z divodu mikrobialnich infekci jej
ale nebylo mozné pievést do aseptickych podminek ani v jednom roce a v praci neni
hodnocen. Diky mikrobialnim infekcim nebylo ani mozné odebrat listové Cepele pro

testovani pritomnosti virovych patogenii pted ozdravovanim.

5.4 Chemoterapie: Piisobeni antivirotik na izolované rustové vrcholy odrid
"‘Blanin’, "Sukoradsky’a "Japo” (druhy rok reSeni diserta¢ni prace)

Kultivace rustovych vrchol nebyla uspés$nd, ani u jedné z variant nebylo
dosaZeno prorustani explantat (Tab. 7). Prorastani bylo pozorovano pouze na zacatku
kultivace u 11 izolovanych vrcholi, u kterych vSak nasledné doslo k zastaveni ristu.
Pasazovani bylo nasledn¢ zkraceno na dva tydny, bylo pfipraveno nové médium
(médium i zasobni roztoky byly pfipraveny jinou osobou, aby byl vyloucen lidsky
faktor), ale ani po téchto modifikacich nebylo pozorovano proristani explantati. Na
explantatech nebylo pozorovano zadné poskozeni (napf. hnédnuti, zasychani nebo

mikrobialni infekce).
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Dalsi rok bylo proto pfistoupeno V laboratofi jiz k ovéfenému zpiisobu aplikace
antivirotik, tzn. aplikace antivirotik do média CO (tzn. CA médium), média uréeného
pro primarni kultivaci celych strouzk (Plsobeni antivirotik na strouzky), ktery byl

zaveden pfi feSeni projektu NAZV.

Tabulka 7 Prevody strouzka a vyhodnoceni rastu odrid ‘Blanin’, "Sukoradsky” a "Japo”

Blanin celkem A25 A50 R25 R50 225 Z50 CO
pocet zalozenych strouzkli 74 - - - - - - -
pocet mikrobialnich kontaminaci 24 - - - - - - -
pocet izolovanych meristémil 50 7 7 7 7 7 7 8
prorostlé meristémy 3 1 0 0 2 0 0 0
Sukoradsky celkem A25 AS0 R25 R50 225 Z50 CO
pocet zaloZenych strouzkii 210 - - - - - - -
pocet mikrobialich kontaminaci 35 - - - - - - -
pocet izolovanych meristémil 175 25 25 25 25 25 25 25
prorostlé meristémy 3 0 O 0 0 0 0 3
Japo celkem A25 A50 R25 R50 225 Z50 CO
pocet zalozenych strouzkli 100 - - - - - - -
pocet mikrobialnich kontaminaci 9 - - - - - - -
pocet izolovanych meristémut 91 13 13 13 13 13 13 13
prorostlé meristémy 5 1 0 0 2 0 0 2

5.5 Chemoterapie: Pisobeni antivirotik na strouzky

V poslednich dvou letech pokusu bylo do aseptickych podminek pievedeno a
chemoterapii nebo prostou izolaci meristému osetfeno celkem 651 strouzk odrudy
"Unikét’. Pocet prevednych strouzkl a pocet mladych rostlin, u kterych byla kultivace
uspésna, a které byly nasledné testovany na pfitomnost vir po oSetfeni, je zndzornén v

Tab. 8. Celkem bylo testovano 209 rostlin po oSetfeni.

Tabulka 8 Pocet pirevedenych strouzkii odriudy ¢esneku "Unikat” u jednotlivych variant

varianta A25 A50 R25 R50 225 Z50 CO
pocet zalozenych strouzkli 107 107 83 83 83 83 105
pocet mikrobialnich infekci 76 74 35 26 32 26 50
pocet izolovanych meristémil 31 33 48 57 51 57 55

neprorostlé meristémy, kontaminace 0 0 20 31 21 33 18
konecny pocet testovanych rostlin 31 3 28 26 30 24 37
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Uspé&snost eliminace ¢étyt sledovanych virovych patogend je znazornéna v grafech 6 az
10.

OYDYV prosté izolaty Cesneku po procesu chemoterapie
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Obrazek 12 Procento ozdravenych rostlin odriidy ¢esneku "Unikat” od viru Onion yellow dwarf

virus

Odlisna pismena znaci statisticky prikazné rozdily mezi variantami dle Duncanova
testu (MRT).

Eliminace viru Onion yellow dwarf virus byla uspé$na s pouzitim vSech variant
osetfeni. I pfesto, ze byla sledovéana vyssi Gspésnost eliminace OYDV v piipad€ pouziti
antivirotika acyclovir, rimantadin a ¢aste¢né zidovudin, nepodafil se prokazat statisticky
prikazny rozdil mezi prostou meristémovou kulturou (81 % ozdravenych jedincti) a
aplikaci chemoterapie. Statisticky prikazny rozdil byl pozorovan pouze mezi aplikaci
zidovudinu Z50 v koncentraci 50 mg.I™* (63 %) a jeho polovieni koncentraci Z25 (93
%), dale pak mezi Z50 a obéma koncentracemi rimantadinu (R25 90 % a R50 93 %) a
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mezi Z50 a aplikaci 25 mgl™ acycloviru (A25 91 %). Z celkového podtu 120
provedenych testl bylo 85 % izolatd negativnich na ptitomnost OYDV.

LYSV prosté izolaty €esneku po procesu chemoterapie
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Obrazek 13 Procento ozdravenych rostlin odriidy ¢esneku "Unikat” od viru Leek yellow stripe virus

Pii aplikaci antivirotik pro eliminaci viru Leek yellow stripe virus bylo
pozorovano 100 % ozdravenych rostlin po oSetfeni zidovudinem v obou koncentracich
(25 mg.I™" Z25, 50 mg.I™" Z50). Aplikaci acycloviru v koncentraci 25 mg.I"* (A25) bylo
dosazeno 90 % ozdravenych rostlin, v koncentraci 50 mg.I* (A50) potom 79 %. Po
aplikaci rimantadinu bylo vyhodnoceno 80 a 81 % rostlin jako ozdravenych (R25 90 %
a R50 93 %). Pouziti kontrolni metody (C0), metody meristémovych kultur, bylo pro
eliminaci viru LYSV také uspésné. Bylo pozorovano 86 % ozdravenych rostlin.

Z celkového poctu 110 provedenych testl bylo 87 % izolatt negativnich na pfitomnost
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LYSV. Mezi jednotlivymi variantami oSetfeni nebyly pozorovany statisticky pritkazné

rozdily.
SLV prosté izolaty Cesneku po procesu chemoterapie
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Obrazek 14 Procento ozdravenych rostlin odriidy ¢esneku "Unikat” od viru Shallot latent virus

Odlisnad pismena znaci statisticky pritkazné rozdily mezi variantami dle Duncanova
testu (MRT).

Nejvyssiho poctu rostlin ozdravenych od viru Shallot latent virus bylo
pozorovano u rostlin oSetfenych acyclovirem A25 v koncentraci 25 mg.l™ (86 %).
Statisticky prukazny rozdil byl pozorovan mezi variantou A25 a variantami A50 (57 %),
725 (46 %), Z50 (58 %) a kontrolni variantou CO (51 %). Pouzitim rimantadinu
v koncentracich 25 mg.1™ a 50 mg.I" bylo dosazeno 64 a 65 % ozdravenych rostlin.
Z celkového poctu 208 provedenych testli bylo 61 % izolatl negativnich na pfitomnost
SLV.
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GCLV prosté izolaty Cesneku po procesu chemoterapie
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Obrazek 15 Procento ozdravenych rostlin odriidy ¢esneku "Unikat” od viru Garlic common latent

virus

Odlisna pismena znaci statisticky prikazné rozdily mezi variantami dle Duncanova
testu (MRT).

Pro testovani GCLV byl pouzit nové navrzeny detekéni systém, jehoz vyvoj a
ovéteni je popsan v kapitole 4.9.4. Po aplikaci chemoterapie a meristémové kultury bylo
pozorovano nejvice ozdravenych rostlin od viru Garlic common latent virus u varianty
acycloviru v obou koncentracich (A25 100 %; A50 92 %) a u varianty zidovudinu (Z 25
85 %; 7250 94 %). Nasledovala kontrolni varianta CO (80 %). Oproti vSem variantam
osetfeni bylo aplikaci rimantadinu v obou koncentracich eliminovano prokazateln¢ nizsi
procento rostlin (R25 58 %; R50 40 %). Z celkového poctu 150 provedenych testi bylo

80 % izolatd negativnich na ptfitomnost GCLV.
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Obrazek 16 Procento ozdravenych rostlin odridy ¢esneku "Unikat” od sledovaného komplexu vira

Odlisnad pismena znaci statisticky prikazné rozdily mezi variantami dle Duncanova

testu (MRT).

Jak je patrné z Obr. 16, jako nejefektivngj$i antivirotikum pro eliminaci
sledovaného komplexu virii byl acyclovir v koncentraci 25 mg.I™ (A25). Celkové bylo

po oSetieni touto variantou dosazeno 81 % jedinct prostych vsech sledovanych virti.

5.6 Nové systémy pro detekci a kvantifikaci viru Garlic common latent virus

Pro detekci viru GCLV byly ptivodné pievzaty primery z publikace Leisova—
Svobodova a Karlova—Smekalova (2011). Detekce viru GCLV témito primery vSak ani
po optimalizaci PCR (zména polymerdz, Gprava koncentrace MgCl,, zména teploty
annealingu) nebyla spolehlivé vyhodnotitelna (Obr. 17). Z dtivodu potieby zvysit
presnost a vérohodnost vysledkti byly proto pro detekci viru GCLV navrzeny nové
primery (Tab. 2). Snové navrzenymi primery (Obr. 18) byla pfetestovana a

vyhodnocena cela kolekce izolatl ¢esneku.
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Obrazek 17 Vizualizace produktii na agarézovém gelu po detekci viru Garlic common latent virus

metodou RT-PCR dle primera Leisova-Svobodova a Karlova—Smekalova (2011).

Velikost produkti PCR je pfiblizné 106 pard bazi. Produkty s velikosti pod 100 parii
bazi jsou dimery primerQ.; 24 az 36, 4, 14 — testované rostliny ¢esneku; (-) — izolaty
negativni na pfitomnost viru GCLV; (+) — izolaty pozitivni na pfitomnost viru GCLV;
M —1 Kb Plus DNA Ladder ; N — negativni kontrola; P — pozitivni kontrola; Bla — slepy
vzorek
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Obrazek 18 Vizualizace produkti na agarézovém gelu po detekci viru Garlic common latent virus

metodou RT-PCR s pouZitim navrZenych primera.

Velikost produktli PCR je pfiblizn€¢ 782 parh bazi. Produkty s velikosti pod 100 part
bazi jsou dimery primerti; 1 az 16 — testované rostliny ¢esneku; (+) — izolaty pozitivni
na piitomnost viru GCLV; M — 1 Kb Plus DNA Ladder; N — negativni kontrola; P —

pozitivni kontrola; Bl — slepy vzorek

5.6.1 Relativni kvantifikace viru Garlic common latent virus (Real-Time
PCR)

V ramci procesu ozdravovani mize mnohé zasadni informace pfinést detek¢ni
systém, kterym by bylo mozné kvantifikovat mnozstvi virovych partikuli
Vv analyzovanych pletivech. Tuto schopnost skytaji metody Real-Time PCR, pficemz

dobte fungujici systém umozni vyssi efektivitu detekce (odpada potieba provadét
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separaci amplionti na agar6ze). Real-Time PCR Detekéni systém byl navrzen opét na
GCLV.

Po detekci péti izolath pozitivnich na pfitomnost viru GCLV a péti izolath
negativnich byla metodou Real-Time PCR u pozitivnich vzorkd pfitomnost viru
jednoznacné potvrzena u tii izolatd (v Tabulce 9 vyznaleny tu¢né). U negativnich
izolatd nebyly vysledky zcela jednozna¢né ani po opakovani (Tab. 9). S primery
navrzenymi pro Real-Time PCR byl proto piipraven mastermix pro béznou PCR
(mysleno v této praci, kap. 4.7.2.5) a produkty byly vizualizovany na 1,2% agarézovém
gelu. Pro srovnani byl také pfipraven mastermix pro béznou PCR s pouzitim GoTaqG2

Hot Start polymerazy (Promega, Manheim, Némecko; viz Tab. 9, posledni sloupec).

Tabulka 9 Rozdilnost vysledki detekce viru GCLYV p¥i pouZiti riznych metod

izolat |RT-PCR_NEB|Real-Time |Real-Time 2| vizualizace gel| RT-PCR _HotStart
1 P N N P P
2 P P P P P
3 P P P P P
4 P P P P P
5 P N N P P
6 N N N P P
7 N P N P P
8 N P N P P
9 N N P P P
10 N N P P P

P — pozitivni na GCLV

N — negativni na GCLV

RT-PCR_NEB — detekce viru s pouzitim Taq DNA polymerazy (New England Biolabs)
Real-Time — Real-time PCR prvni béh

Real-Time 2 — opakovani s pouzitim Taq DNA polymerazy (New England Biolabs)
Vizualizace_gel — vizualizace PCR produkti po reakci Real-Time PCR na 1,2%
agardzovém gelu

RT-PCR_HotStart — detekce viru s pouzitim GoTaqG2 Hot Start polymerazy (Promega)
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5.6.2 Sekvenace: Objasnéni nejednozna¢nych vysledki pri detekci viru
GCLV

Jelikoz doslo k rozporu mezi vysledky RT-PCR a vysledky Real-Time PCR, byly
vybrany tii rizné izolaty pozitivni na piitomnost GCLV z druhého béhu Real-Time
PCR (tzn. Real-Time 2 v Tab. 9), které byly po vizualizaci na gelu osekvenovany.
Jednalo se o izolaty 2, 3, 4, (viz Tab. 9, sloupec ,,vizualizace gel”). Tento zptsob
detekce vykazoval nejvice pozitivnich izolatt.

Sekvenaci bylo potvrzeno, ze navrzené primery amplifikovaly ocekdvany

fragment viru GCLV.

5.6.3 Validace Real-Time PCR

Tabulka 10 Pf¥iklad detekce viru GCLV metodou Real-Time PCR u nahodnych 15 izolati ¢esneku
odrudy "Unikat’

No. Name Type Ct
1 31.1./7 Unknown 34,29
2 31.1./13 Unknown 36,21
3 31.1./11 Unknown
4 15.5./16 Unknown 33,21
5 16.9./11 Unknown 30,7
6 31.1./16 Unknown
7 31.1./8 Unknown 25,16
8 4.2./5 Unknown
9 31.1./9 Unknown 27,64

10 18.9./4 Unknown 32,93

37 4.2.16 Unknown

38 4.2.13 Unknown 37,73

39 20.9./3 Unknown 32,79

40 4.2./18 Unknown

41 25.4./14 Unknown

42 31.1./1 Negative Control

43 Bla Unknown

44 Bla Unknown

45 24.9./15 Positive Control 19,67

Jako pozitivni reakce jsou vyhodnoceny izolaty, u kterych byla protnuta prahova
hodnota Ct (cycle threshold).

Ct < 29 silné pozitivni reakce
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Ct 30 — 37 pozitivni reakce
Cts 38 — 40 slaba reakce indikujici minimalni mnozstvi nukleové kyseliny, kterd

reprezentuje infekci. Na takto nizké Girovni se v§ak muiize jednat i 0 kontaminace
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Obrazek 19 Priklad pribéhu Real-Time PCR u nahodnych 15 izolatu ¢esneku odridy "Unikat”
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5.6.4 Porovnani vysledki metody RT-PCR a metody Real-Time PCR pro
detekci viru GCLV

Pti detekci viru GCLV metodou RT-PCR s pouzitim Taq DNA polymerazy (New
England Biolabs) bylo celkem 121 izolati ¢esneku vyhodnoceno jako negativni. Soubor
téchto izolatt (negativnich na pfitomnost GCLV) byl nasledné otestovan validovanou
metodou Real-Time PCR. Po Real-Time PCR byly produkty jest¢ pro kontrolu
elektroforeticky separovany na 1,2% agarézovém gelu (Obr. 20). Po detekci 121 izolati
¢esneku metodou Real-Time PCR bylo zjisténo, ze pouze 68 (56 %) izolati ze 121 bylo
negativnich na ptitomnost viru GCLV. U zbyvajicich 52 izolati byla zjisténa pozitivni
reakce (Pfiloha ¢. 1). Rozdilnost metod RT-PCR a Real-Time PCR je dokumentovana

také prostiednictvim agardzového gelu (Obr. 21).

Obrazek 20 Priklad vizualizace produkti PCR na agarézovém gelu po detekcei viru Garlic common

latent virus metodou Real-Time PCR.

Velikost produktii PCR je pfiblizné 193 pari bazi; 1 az 15 — testované izolaty Cesneku;
(+) — izolaty pozitivni na ptitomnost viru GCLV; (-) — izolaty negativni na pfitomnost
viru GCLV; M — 1 Kb Plus DNA Ladder ; N — negativni kontrola; P — pozitivni

kontrola; Bla — slepy vzorek
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Porovnani RT-PCR a Real-Time PCR u viru GCLV
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Obrazek 21 Porovnani detekce pritomnosti viru GCLV metodou RT-PCR a metodou Real-Time
PCR

Z Obr. 21 je patrné, ze metoda Real-Time PCR byla pro detekci viru GCLV
u ¢esneku odridy ‘Unikat” citlivéjsi a odhalila vice infekei u vSech variant. Lze tedy
konstatovat, ze puvodni UspéSnost chemoterapie varianty A25 byla snizena ze 100 %
izolatl negativnich na pfitomnost viru GCLV na 73 %, u varianty A50 bylo sniZeni
z 92 % na 46 %, u varianty R25 z 58 % na 29 %, u varianty R50 ze 40 % na 20 %, u
varianty Z25 z 85 % na 50 %, u varianty Z50 z 94 % na 72 % a u kontrolni metody (CO,
prostd meristémova kultura) z 80 % na 38 %. Pro eliminaci komplexu virdi u ¢esneku
zustava 1 pii detekci pomoci Real Time PCR nejefektivnéjS$i variantou pouZiti

acycloviru v koncentraci 25 mg.I™.
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6 DISKUSE

6.1 Invitro kultivace rostlinného materialu

V experimentu bylo pracovano celkem s Sesti odridami ¢esneku kuchynského.
Kromé¢ jedné francouzské odridy byly pouzity odridy Ceské. In vitro kultivace rostlin
vSech odriid probihala ve stejnych podminkach. Béhem kultivace bylo zjisténo, ze ne
vSechny odridy stejného rostlinného druhu, v tomto ptipad¢ Cesneku kuchynského, je
mozné v aseptickych podminkach stejné¢ uspesné kultivovat. Prvni rozdily nastaly jiz
v ptevodu rostlin do aseptickych podminek. V in vitro laboratofi Mendeleum-tstavu
genetiky, ZF MENDELU v Lednici bylo dlouholetymi pozorovanimi zjisténo, ze
nejucinngjsi latkou pro povrchovou desinfekci rostlinného materialu je aplikace 0,2%
roztoku chloridu rtutnatého (Kftizan a kol., 2004; Nausova a kol., 2008; Ondrusikova
a kol., 2009). Toto bylo potvrzeno obzvlasté u explantati podzemnich organt (cibule,
hlizy, kofeny). Nicméné i tato povrchova desinfekce byla u odridy '‘Dukat” ve dvou
letech neuc¢inna a cela varianta byla znehodnocena mikrobialnimi infekcemi. Naopak u
odrid "Japo” a "Sukoradsky” byly ztraty vlivem mikrobialnich infekci minimalni (9 % a

16 %).

Nekteti autofi praci zabyvajicich se eliminaci virti v ¢esneku castecné predchazeji
problému mikrobidlnich kontaminaci tim, ze po povrchové desinfekci ihned izoluji
apikalni meristémy (Bruna, 1997; Senula a kol., 2000) nebo mensi explantaty, které
jsou kultivovany, a k izolaci samotného meristému dochazi pozd¢ji. Ramirez-Malagon
(2006) ovsem uvadi, ze kontaminace snizeny nebyly a dochazelo pouze k tomu, ze
infekce byly pozorovany v krat§im ¢asovém horizontu. Pfi pfimé izolaci meristéml, bez
kultivace celych strouzki, nebyl pozorovan zadny rist explantatli, ani po naslednych,

CastéjSich subkultivacich na nové médium.

Dal$im opatfenim zvySujicim uspésnost kultivace rostlin ¢esneku nebo snizeni
nasledné hyperhydratace je predkultivace strouzka ¢esneku pii nizkych teplotach (0-11
°C) po dobu jednoho tydne az né¢kolika mésicti (Patefia a kol., 2005; Shiboleth a kol.,
2001). Jak uvadi Havrankova, Havranek (1987), nejlepsi obdobi pro excizi apikalnich
meristému je prosinec az leden. Tento termin podporuje Brewster (2008), ktery uvadi

teplotu potiebnou k ptekonani dormance ¢esneku v rozmezi 5 az 10 °C. Pokud jsou tedy
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cibule ¢esneku po sklizni spravné skladovany (dle Petiikova a kol. (2006) pti 0-5 °C a
65% vlhkosti) a meristémy izolovany v zimnim obdobi, dochazi k oSetfeni chladem za

piirozenych podminek.

6.2 Zjisténi pritomnosti virovych patogeni pred chemoterapii

Pro prvni rok experimentu byl vybran pouze material, u kterého byla detekovana
pfitomnost vSech ¢tyf sledovanych vira — OYDV, LYSV, SLV a GCLV. Jednalo se
o material, ktery byl neuspésné¢ ozdravovan metodou izolace meristému, coz bylo
zjisténo detekci metodou ELISA. V dalSich letech experimentu byla vyhodnocena
ptitomnost virtt pfed chemoterapii u rostlin odrid cesneku 'Blanin’, "Sukoradsky’,
‘Japo’ a "Unikat’, pochazejicich a vypéstovanych v Ceské republice, na kterou byla

aplikovana hlavni ¢ast experimentu.

U odrtd 'Blanin’, "Sukoradsky’a "Japo” byl cely komplex viri detekovan u 100 %
testovanych rostlin. V testovaném souboru odridy "Unikat” byla pouze jedna rostlina
prosta vSech Ctyf studovanych viri. Naopak piitomnost celého komplexu virt byla u
této odrudy detekovana pouze u 14 % rostlin. Karlova a kol. (2009) detekovali
Vv souboru 104 genotypt pouze jeden genotyp, kde nebyla zjisténa ptitomnost vird. U 50
genotypl byly detekovany vSechny Ctyfi sledované viry. Klukackova a kol. (2004)
detekovali v ¢esneku z Oddéleni genové banky komplex vSech ¢tyt virti u 18 %.

V predkladané praci byly rostliny odridy "Unikat nejcastéji infikovany kombinaci
dvou virt (42,9 %), z toho byla nejvétsim podilem zastoupena dvojce vira SLV +
GCLV (téméf 24 %). Tuto nejcastejsi kombinaci virt potvrzuji také Smékalova a kol.
(2010). U trojitych infekci byla nejcastéjsi kombinace OYDV spolu s GCLV a SLV,

coz take souhlasi s vysledky autorit Smékalova a kol. (2010).

Jak je patrné z vysledku testovani odridy "Unikat’, castéji vyskytujici se skupinou
virt byl rod Carlavirus, SLV byl pfitomen témét v celém souboru testovanych rostlin,
GCLV u 57 % testovaného souboru. Kombinace pfitomnosti obou studovanych
zastupct tohoto rodu (GCLV a SLV) byla také viibec nejCastéjsi vyskytujici se
kombinaci. Vysokou miru piitomnosti viru SLV v rostlinach &esneku v Ceské republice
potvrzuji ve svych pracich také Klukackova a kol. (2007) a Smékalova a kol. (2010).
Vysoky vyskyt viri SLV a GCLV je potvrzen také v Némecku (Senula, 2000), Indii,
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Indonésii, Koreji a Nepalu (Barg a kol., 1994). V rozmezi 23 % az 98 % byl GCLV
detekovan v Jizni Italii (Dovas a Volvas, 2003). Naopak u cesneku importovaného
z Ciny Klukackova a kol. (2007) nezjistili pfitomnost viru GCLV a u &esneku
importovaného ze Spanélska, nebyla potvrzena piitomnost viru SLV. Také na jihu Italie
byl SLV detekovan pouze u nékolika vzorkl z testovaného souboru. Nizky vyskyt virti
rodu Carlavirus potvrzuje z Brazilie také Mituti a kol. (2011) a Mituti a kol. (2015) a
nizky vyskyt viru GCLV byl pozorovan u rostlin z Tchaj-wanu a Thajska (Barg a kol.,
1994). V Mexiku byly GCLV a SLV detekovany ve 32 % a 21 % testovaného souboru
(Pérez-Moreno a kol., 2006). Daniels (1999) detekoval GCLV na izolatech z Brazilie a

Ciny v mite do 4 %.

Piitomnost patogenti rodu Potyvirus byla dle vysledku této prace oproti rodu
Carlavirus u genotypu "Unikat” nizsi. V testovaném souboru byl vir OYDYV piitomen
u 43 % izolati a vir LYSV u 35 %. Nizsi vyskyt rodu Potyvirus ve srovnani s rodem
Carlavirus v Ceské republice potvrzuje také Klukadkova a kol. (2007). Nizkou
frekvenci viru OYDV (do 40 %) ve svych pracich zjistili také Daniels (1999), Fajardo a
kol. v Brazilii, (2001) a Takaichi a kol. (1998) v Japonsku. V kontrastu k témto
vysledkim udava Van Dijk (1993), Zze je Cetnost vyskytu rodu Potyvirus u ¢esneku
vyss§i nez rodu Carlavirus, a to z divodu efektivnéjsiho pienosu virt. To je potvrzeno
také autory Mituti a kol. (2015) z Brazilie a Dovas a kol. (2001b), kteti zjistili, ze
OYDV a LYSV jsou nejrozsifendjsi virové patogeny ¢esneku v Recku. Dovas a Volvas
(2003) potvrzuji piitomnost OYDV u 98 % testovaného souboru ¢esneku a LYSV u 83
% v Jizni Italii, Sutarya a Van Dijk (1994) 87% vyskyt OYDV a 19% vyskyt LYSV na

ostrové Java v Indonésii.

Rozdilnosti ve vyskytu viri jak rodu Carlavirus, tak Potyvirus mohou byt
zpusobeny odlisnymi geografickymi podminkami, ve kterych je ¢esnek péstovan, ale i
jeho piivodem. Jak uvadi Fritsch a Friesen (2002), je ¢esnek kuchyiisky délen, mimo
jiné dle svého geografického ptivodu, do péti odlisnych skupin. Vliv na vyskyt infekei
mohou mit také jednotlivé odrudy ¢esneku. Naptiklad Klukackova a kol. (2007) zjistili,
ze v péti testovanych Ceskych odridach, dodanych stejnym producentem, byly dvé
odridy prokazatelné¢ méné infikovany, naopak jedna odrida byla infikovana vice
souborem virt OYDV, LYSV, SLV a GCLV. Zajimavé jsou také vysledky prace

Klukackova a kol. (2004), kde bylo zjiSténo, ze napadeni Cesneku pochazejiciho od
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Ceskych producent bylo vyznamné nizs$i u Cesneku z Oddéleni genové banky a

importovaného ¢esneku z Ciny.

6.3 Porovnani testovani metodou ELISA a RT-PCR

Pro tuto ¢ast experimentu bylo vybrano sto rostlin ¢esneku kuchyniského odrady
"Lukan” kultivovaného in vitro, u kterych byla zjistovana pritomnost virovych patogenti
OYDV, LYSV, GCLYV a SLV. Jednotlivé rostliny byly testovany nejprve sérologickou
metodou ELISA a nasledné molekularné-genetickou metodou RT-PCR.

Vysledky obou metod detekce byly porovnany a jak je patrné z vysledd, metoda
RT-PCR byla schopna detekovat prokazatelné vice pozitivnich vzorkidl u tii ze Ctyf
testovanych virG (krom&€ SLV). Vys§i citlivost molekularnich metod potvrzuji dalsi
autofi, jako napf. Lunello a kol. (2004) a Sanjeev a kol. (2007). Dovas a kol. (2001a)
uvadi citlivost metody az 10% — 10* krat vys§i nez ELISA. Leisova—Svobodova a
Karlova—Smekalova (2011) testovaly 50 genotypt ¢esneku. Jejich vysledky potvrzuji
ptitomnost OYDV v 54 % testovanych rostlin pii pouziti detekéni metody ELISA,
metodou Real-Time RT-PCR bylo ovsem detekovano 100 % pozitivnich rostlin. U viru
LYSV bylo ELISA metodou detekovano 42 % pozitivnich rostlin, metodou Real-Time
RT-PCR 62 % pozitivnich rostlin.

Kromé vyssi citlivosti je dalSi vyhodu PCR moZznost navrzeni primeri se SirSim
detekénim spektrem neZ jsou antiséra, mensi Casovd naro¢nost RT-PCR, nizsi riziko
kontaminaci (Dovas a kol., 2001a) a niz§i gramaZ materialu, ktery je pro testovani
potfebny, coz je u rostlin kultivovanych in vitro podstatné (Leisova—Svobodova a
Karlova—Smekalova, 2011).

Jako nevyhodu molekularnich metod uvadi Lunello a kol. (2005) vysoké finan¢ni
naklady. Naklady spojené s detekci virt v laboratofich Mendeleum-tstavu genetiky
(vyjma naklada spojenych s lidskou praci) ovSem vychazeji ptiblizné ve stejné hodnot¢,
jako naklady spojené s testovanim metodou ELISA. Dalsi nevyhodou molekuldrnich
metod mohou byt Spatné navrzené primery. To dokladuje prace Klukackova a kol.
(2004). Material pochazejici z Oddéelni genové banky, supermarketu a od Ceskych
pestitell byl testovan na ptitomnost viru OYDV. Dle ELISA testu byl vir dle ptivodu
pfitomen v 92 %, 100 % a 53 %. Pro RT-PCR byly pouzity riizné primery — OYD-
UP/OYD-DW- zde byl vir detekovan v 88 %, 100 % a 53 % a primeryOL2/OR1 — zde
byla pfitomnost viru 0,2 %, 0 % a 0 %. V tomto piipadé¢ byla metodou ELISA
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detekovana vyssi Cetnost vyskytu viru OYDV. Jak uvadi Klukackova a kol., (2004),
divodem vyssi citlivosti metody ELISA muze byt variabilita sekvenci kodujicich
obalovy protein mezi riznymi izolaty viru OYDYV, pfedevSim mezi izolaty evropskymi

a asijskymi.

6.4 Eliminace viri u ¢esneku kuchyinského

6.4.1 Chemoterapie v kombinaci s merist¢émovou kulturou

a) odrada 'D'Alsace Freres'

V této praci byly studovany a hodnoceny ucinky t#i antivirotik, acyclovir,
rimantadin a zidovudin pro eliminaci rostlinnych virt ztidka pouzivanych. Jak je patrné
z vysledkt, u genotypu 'D'Alsace Freres', u které¢ho byla antivirotika aplikovana ve fazi
mladych rostlin kultivovanych in vitro, bylo pouZiti rimantadinu v koncentraci 25 mg.I™*
nejefektivnéjsi. Rimantadin pfitom dle dostupnych literarnich zdroji nebyl zatim pro
ucely eliminace rostlinnych virovych patogenti viibec pouzit. Jelikoz ale byly rostliny
dale pfedany spolupracujici organizaci, nebylo mozné je pozd&ji pretestovat
zavedenymi metodami RT-PCR. Pokud by k testovani doslo, je mozné, Ze procento

rostlin s eliminovanymi viry by bylo nizsi.

b) odridy ‘Blanin’, "Sukoradsky’ a "Japo’

Aplikace antivirotik do média ur€eného pro kultivaci izolovanych ristovych
vrcholl v této praci nebyla uspésna. Z celkového poctu 316 izolovanych ristovych
vrcholli u odriid ‘Blanin’, "Sukoradsky” a "Japo” byla dalsi kultivace Gspésna pouze u 11
rostlin. Neregenerovaly ani explantaty varianty bez pouZiti antivirotik (prostd izolace

meristému).

Diivodem mohla byt vysokd citlivost mladych explantati na relativné vysoké
koncentrace antivirotik. Tento zavér by korespondoval s vysledky publikace Senula
a kol. (2000), pokud by ovSem riistové vrcholy varianty bez antivirotik regenerovaly.
Senula a kol. (2000) zjistili, Ze po Sestitydennim pisobeni ribavirinu aplikovaného
v médiu pro meristémy byla regenerace rostlin redukovéana, nicméné¢ eliminaci viri byla

efektivni. Pouzitim 100 mg.I” ribavirinu bylo dosazeno 100 % viru prostych jedinc,
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rostliny byly ale diky plsobeni ribavirinu hyperhydratované a jiz nepouzitelné. Tento
fakt u ¢esneku ale nepotvrzuje studie Ramirez-Malagon a kol. (2006), kde pti osetfeni
ribavirinem nedoslo ke snizené regeneraci mladych rostlin.

Toxicitu a Spatnou regeneraci explantatd riznych druhti rostlin po aplikaci vyssich
koncentraci antivirotik v kultiva¢nich médiich sledovali také napt. Vescan a kol. (2011).
Pozorovali, ze explantaty §vestky po aplikaci ribavirinu (50 nebo 100 mg.1™) normalng
regenerovaly az tifi mésice po oSetfeni. Stevenson a Monette (1983) pozorovali
fytotoxicitu ribavirinu pf pouZiti koncentrace 40 az 50 mg.™? u révy. Toxicitu
ribavirinu
u révy v koncentraci 120 pmol.I" (pfiblizng 30 mg.l™) potvrzuje také Guta a kol.
(2011). Weiland a kol. (2004) sledovali po aplikaci 20 mg.I" acycloviru u révy
negativni vliv na rist stonkli a kofenéni a také zvySeny vyskyt apikdlnich nekroz.
Pouziti ribavirinu pfi stejné koncentraci melo za nésledek zvySené Zloutnuti rostlin, ale
rostliny byly mén¢ oslabeny nez pti pouziti acycloviru. Pupola a kol. (2009) pozorovali
pi eliminaci vird pouzitim ribavirinu (30 mg.1™) u jahodniku prokazateln& vyssi vyskyt
nekr6z oproti kontrolni varianté 1 oproti dal§im oSetfenim (azacytidine a dicyanamide
V koncentracich 25 mg.l'l). V koncentraci latek acyclovir, zidovudin, amantadin,
5-bromouracil a 2-thiouracil nad 30 mg.I"* byl sledovén inhibiéni efekt a odumirani
u rostlin chryzantém (Ram a kol., 2005). Sanjeev a kol. (2007) aplikovali pro eliminaci
vira v citrusu Kinnow (Citrus nobilis Lour x C. deliciosa Tenora) acyclovir, zidovudin,
DHT, ribavirin nebo 2-thiouracil v koncentracich (5 az 25 mg.I™"). Vsechny latky ve
vSech koncentracich mély negativni vliv na tvorbu vyhonti a koncentrace 10 mg.l'1 a
vyssi snizovaly Gspé$nost roubovani. Nepublikované vysledky na Mendeleum-tstavu
genetiky také potvrzuji negativni vliv dlouhodobého putisobeni ribavirinu v koncentraci

25 mg.I™" na podnozové odridy ovocnych dievin.

Danci a kol. (2012) zkoumali vliv ribavirinu a jeho koncentrace (10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50 mg.I") na redukci vird u bramboru. Koncentrace od 40 mg.l™
zpuisobovaly fytotoxicitu, ale pouZiti koncentrace 35 mg.l™ bylo pro eliminaci virt
efektivni a nemélo negativni vliv na rostliny. Naopak Faccioli a Colalongo (2002)
nepozorovali ani pfi osmi tydennim ptsobeni 100 mg.I" DHT s 50 mg.I™ ribavirinu na
rostliny odriid bramboru negativni vliv téchto latek. Negativni Uc¢inek plsobeni
ribavirinu (20 mg.I'") u odriid broskvon& a meruiiky nepozorovali ani K¥izan a kol.

(2013) nebo Hauptmanova a Polak (2011) u $vestky a merutiky (5 az 10 mg.I™).
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Pfi¢inou témér nulové regenerace rostlin cesneku nemohlo byt teoreticky ani
Spatn¢ pripravené médium. Médium bylo pfipravovano pribézné dvémi osobami, stejné
tak napft. zasobni roztoky. Neni tedy pftili§ pravdépodobné, ze by bylo médium chybné
namichano zaroven dvéma osobami. Mikrobialni infekce u téchto rtstovych vrchola
pfitom pozorovany témét nebyly. Experiment byl zakladan od ptilky fijna do pili Gnora,
tedy v nejvhodné&jsim terminu. Je mozné, Ze sledované odridy ¢esneku nebyly vhodné
pro kultivaci in vitro. Nevhodnost nékterych odrad pro kultivaci v aseptickym
podminkach jsme zjistili také v ramci projektu NAZV QH71228: ,,Ozdraveni domacich
genotypu Cesneku za ucelem jejich uchovani metodou kryokonzervace*, ktery byl v in

vitro laboratoti ZF MENDELU feSen V letech 2007 az 2012.

¢) U odriidy "Unikat” byla antivirotika aplikovana do média pro primérni kultury
Cesneku (tzn. celé, desinfikované strouzky). Tato metoda aplikace antivirotik byla
ovéiena jako u¢inna v prubehu feseni vySe zminéného projektu NAZV. Také Senula a
kol. (2000) uvadi tuto metodu jako moznou alternativu v ptipadé Spatné regenerace
ptili§ malych explantatd. Pii pusobeni acycloviru, rimantadinu nebo zidovudinu po
dobu dvou tydnii v koncentracich 25 nebo 50 mg.I™" nebyl pozorovan negativni vliv
antivirotik na rast rostlin primarnich kultur a negativni vliv nebyl pozorovan ani
u regenerujicich izolovanych ristovych vrcholt ve srovnani s kontrolou.
U nezregenerovanych rastovych vrcholll byly pfi¢inou netispéchu pirevazné mikrobidlni

kontaminace, ptipadné€ naruseni explantatu pracovnimi nastroji pfi manipulaci.

Pozitivni U¢inek rimantadinu na eliminaci virlt pozorovany u odriady 'D'Alsace
Freres' byl potvrzen také v pfipadé eliminace viru OYDV u odridy "Unikat’,
prokazatelné méné byl tento vir eliminovan pouze variantou Z25. Naopak eliminace
viru GCLV byla obéma koncentracemi rimantadinu prokazateln€ niz$i nez u vSech
ostatnich variant. Eliminace viru LYSV byla nejefektivnéj$i pouzitim zidovudinu
v obou koncentracich. Zidovudin by pfitom vzhledem k popisovanému mechanismu
ucinku nemél na rostlinné viry pfili§ G€inkovat. Je mozné, Ze jeho ucinek nemusi byt
cilen pouze na reverzni transkriptatu retrovird, ale 1 na jiné enzymy dilezité v Zivotnim
cyklu rostlinnych RNA vird. Pro eliminaci viru SLV byla prokazatelné nejefektivné;si

cv v

varianta A25. UspéSnost eliminace viru SLV byla ve srovnéni s ostatnimi viry nejnizsi.
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Pro eliminaci celého komplexu sledovanych virt bylo jako nejucinnéjsi
vyhodnoceno pouziti acycloviru v koncentraci 25 mg.I™. Pouzitim této latky bylo
dosazeno 81 % sledovanych vird prostych rostlin. Aplikaci acycloviru lze doporucit
také z pohledu praktického a ekonomického. Latky rimantadin a zidovudin bylo na trhu
problematické obstarat a v porovnani s acyclovirem (nebo napf. ribavirinem) jsou tyto

dvé latky ptiblizné dvacetkrat nakladng;jsi.

V literatufe se zatim neobjevily publikace o eliminaci viri u cesneku
kuchyniského pouzitim jiného antivirotika nez ribavirinu. Ribavirin Ize komeréné potidit
za priblizné stejnou cenu jako acyclovir. Jeho u¢innost pro eliminaci virovych patogent
u Cesneku byla potvrzena napt. Kfizanem a kol. (2010), kteti doséhli koncentraci 25
mg.I"" v kombinaci s meristémovymi kulturami 47 az 89 % ozdravenych rostlin.

Nejproblematiétéjsi piitom byla eliminace viru GLCV. Z pohledu eliminace hodnoti vir

Senula a kol. (2000).

Naopak Ramirez-Malagon a kol. (2006) vyhodnotil pouziti ribavirinu v 205 uM
koncentraci (coZ je 50 mg.l™ p¥i molarni hmotnosti ribavirinu 244,2 g.mol™) pii
uspésnosti ozdraveni 27 % a 34,8 % jedinct u dvou odrud cesneku jako neefektivni.
Senula a kol. (2000) pozorovali po Sestitydennim oSetfeni ribavirinem v koncentracich
25 mg.I™ a 50 mg.I"* s kombinaci meristémovych kultur vyznamnou redukci vira GCLV
a SLV, ovSem u viri OYDV a LYSV nebylo oSetfeni efektivni. Po Sestitydennim
oSetfeni ribavirinem s kombinaci meristémovych kultur vyhodnotili Sidaros a kol.

(2004) eliminaci virti u dvou odrtd ¢esneku jako 100%.

Vysledky této prace ovsem podporuji publikace zabyvajici se eliminaci virovych
patogent stejnych rodt. V praci Caner a kol. (1985) in Ram a kol. (2004) byl zjistén
inhibi¢ni efekt acycloviru na vir Bean golden mosaic virus (rod Potyvirus) infikujici
Phaseolus lunatus. Koncentraci acycloviru 30 mg.I™ pro eliminaci viru Chrysanthemum
B carlavirus (rod Carlavirus) hodnotil kolektiv autord Ram (2005) jako tieti
nejefektivngjsi po osetfeni 2-thiouracilem (40 mg.I™) a zidovudinem (35 mg.I™). Tyto
vysledky jsou ale v kontrastu s dal§imi autory, zabyvajicimi se stejnymi rody virt.
Nulovy efekt acycloviru na eliminaci rostlinnych virti ve svych pracich publikuji Park a
kol. (1994) u viru Potato virus S (rod Carlavirus) a Vcelar a kol. (1992) u viru

Ornithogalum mosaic potyvirus (rod Potyvirus). Kolektivu autor Sanjev (2007) se
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podatilo pii eliminaci viru Indian citrus ringspot virus (rod Mandarivirus) dosahnout 37
% viru prostych rostlin pii pouziti ribavirinu, 21,4 % 2- thiouracilu a 20,8 % acycloviru
Vv koncentracich 25 mg.l'l. Osetieni zidovudinem a DHT nebylo efektivni.

Také Weiland a kol. (2004) uvadi, Ze o3etieni acyclovirem v koncentraci 20 mg.I™
nebylo v pfipadé eliminace viru GFLV (rod Nepovirus) efektivni. Autorim Navacchi a
kol. (2005) se pouzitim acycloviru v kombinaci sribavirinem, termoterapii a
meristétmovymi kulturami také nepodafilo dosdhnout zdravych jedinct artyCoku

(Artichoke latent virus, rod Nepovirus).

6.4.2 Kontrolni varianta (meristémové kultury)

V porovnani s nékterymi variantami chemoterapie lze konstatovat, Ze eliminace
virh prostou meristémovou kulturou byla u cesneku odridy "Unikat” GspéSna. U
eliminace komplexu ¢étyf studovanych virti byla tato metoda statisticky prokazatelné
méné u&inna pouze v porovnani s variantou acycloviru (25 mg.I™). Ani u jednoho viru
ovsem nebylo dosazeno pomoci této metody nejlepSich vysledkli. Vzhledem k relativné
nizké cené acycloviru je proto pro eliminaci komplexu vira OYDV, LYSV, GCLV a

SLV vhodnéjsi pouziti chemoterapie v kombinaci s meristémovou kulturou.

V této praci byla regenerace izolovanych explantatt s velikosti 0,8 mm primérné
63 %. V minulosti probihaly na Gstavu Mendeleum experimenty s velikosti explantatu,
ovSem pii velikostech mensich jak 0,8 mm dochazelo Kk velmi nizké regeneraci
usp&Sné eliminace virlh u cesneku pomoci meristémovych kultur pravé velikost
explantatu. Pouze u explantat velikosti 0,3 az 0,5 mm dosahli 26,7 % viru prostych
jedincu, pii velikosti 2 az 3 mm byla uspésnost eliminace prokazatelné nizsi. Na druhou
stranu je regenerace a nasledny rist explantatt o velikosti 1 mm vyrazné leps$i, kolem
90 az 100 % (Senula a kol., 2000). Coz nepotvrzuje Conci a kol. (2005), ktefi dosahli
pti velikosti explantatu 0,3 mm 80 az 90% regenerace. Sidaros a kol. (2004) naopak
hodnotili velikosti explantatt 1, 3 nebo 5 mm. Nejlep$i regenerace byla pozorovana u
velikosti 5 mm, ovSem bez efektu eliminace virG. Té bylo dosaZeno pfi 3mm velkych

explantatech ve 33,3 %.
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Pomoci prosté meristémové kultury bylo v pfedkladané praci eliminovéano pies 80
% patogenti rodu Potyvirus a vir Garlic common latent virus, vice perzistentni byl vir
SLV. Niz8i tispéS$nost v eliminaci patogent rodu Carlavirus potvrzuji také dalsi autofi.
Ondrusikova a kol. (2009) eliminovali komplex vira metodou meristémovych kultur pii
velikosti explantatu 0,8 mm u 10 odrid cesneku. Autofi zjistili, Ze nejvice perzistentni
vir byl GCLV (uspésnost eliminace pod 50 %), naopak v piipad¢ eliminace OYDYV,
LYSV a SLV byla uspésnost vysoka (v pruméru 70 az 80 %). Senula a kol. (2000)
izolovali apikalni meristémy s jednim primordiem o velikosti 0,3 az 0,8 mm. Dle
testovani bylo prvni rok primémé ozdraveno 37,7 % rostlin, ve druhém roce byl jiz
pocet ozdravenych jedinci nizsi (26,6 %). Nejcastéji se vyskytujicim virem u
pozitivnich vzorkl byl GCLV, kolem 50 %.

Conci a kol. (2005) potvrzuji vysokou uspésnost eliminace virat OYDV a LYSV
pouzitim meristémovych kultur u vétSiny sledovanych odrid. Metodou meristémovych
kultur dosahli Ramirez-Malagén a kol. (2006) uspésnost 64 % v eliminaci vira OYDV a
LYSV. Bruna (1997) izolovala meristémy ¢esneku chilského kultivaru "Rosado-INIA’

o velikosti 0,5 az 0,8 mm, oSetienim bylo ziskdno 65 % OYDYV prostych rostlin.

Patefia a kol. (2005) provedli izolaci meristému dvakrat u jednoho jedince. Po
prvni preparaci (15 az 20 mm x 1,5 mm) byla vétSina jedinch pozitivni na pfitomnost
virti, po druhé preparaci (0,3 az 0,5 mm) se jim podafilo ozdravit 75 % vzorkl od vir

OYDV, LYSV, GCLV aSLV.

Dle vysledkii a prostudované literatury zavisi uspéSnost eliminace virovych
patogent Cesneku nejen na velikosti izolovaného explantatu, ale také na odradé
¢esneku. Obecné lze ovSem konstatovat, Ze velikost explantatti 0,8 az 1 mm je vhodna

jak z pohledu eliminace virovych patogend, tak z pohledu regenerace rostlin.

6.5 Relativni kvantifikace viru Garlic common latent virus (Real-Time PCR)

Nad ramec plvodni metodiky byl do prace zatazen experiment detekce viru
GCLV metodou Real-Time PCR. Dle vysledku studované literatury je vhodné potvrzeni
negativnich reakci dal$i metodou detekce (Leisova—Svobodova a Karlova—Smekalova,
2011; Lunello a kol., 2004; Sanjeev a kol., 2007). Jelikoz je metoda ELISA, ktera je na

pracovisti Mendeleum pro detekci virovych patogenti Cesneku zavedena, casove
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potvrzeni negativity aplikovat metodu Real-Time PCR. Dal§im divodem pro zvoleni
této metody byla moznost detekce virovych patogenl z izolatl, které jsou ulozeny
V hluboko mrazicim boxu ve formé RNA. Dlouhodoba kultivace ¢esneku v in vitro
podminkach neni zcela GspéSna a v pribé¢hu kultivace dochazi k vypadkiim rostlin a
vSechny rostlinné vzorky jiz nemusi byt k dispozici.
2004; Ondrusikova a kol., 2009; Senula a kol., 2000), byla relativni kvantifikace
zapocata prave s timto virem. Dle vysledkt je patrné, ze metoda relativni kvantifikace je
citlivéjsi nez metoda reverzné transkripéni polymerazové fetézové reakce. Pokud by
byly vysledky vyhodnoceny dle testovani Real-Time PCR, byla by tspésnost ozdraveni
prokazatelng niz&i. Metoda chemoterapie s pouZitim acycloviru v koncentraci 25 mg.I™
je ale i ptes tento fakt hodnocena jako nejefektivngjsi.

Detekce virat OYDV, LYSV a SLV metodou Real-Time PCR jiz v této praci

nebyla optimalizovana a bude pfedmétem dal$iho vyzkumu.
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7 ZAVER

V disertacni praci ,,Moznosti vyuziti antivirotik v procesu eliminace viri u
¢esneku kuchynského* byl studovan vliv antivirotik acyclovir, rimantadin a zidovudin
na eliminaci komplexu nejrozsitenéjsich virti u ¢esneku. Sledovana byla pfitomnost virt
Onion vyellow dwarf virus, Leek yellow stripe virus, Shallot latent virus a Garlic
common laten virus. Prvni rok feSeni byla antivirotika aplikovdna do média pro
multiplikaci Cesneku. Rostliny, které byly podrobeny oSetieni, byly mladé rostliny
odridy 'D'Alsace Freres' regenerované z izolovanych rtstovych vrchold, u kterych byla
pfed zacatkem experimentu metodou ELISA detekovana pfitomnost vSech Ctyf
sledovanych virovych patogeni. Dle vysledkii testovani metodou ELISA byla
nejefektivnéjsi variantou pro eliminaci sledovaného komplexu viri aplikace
rimantadinu v koncentraci 50 mg.I™ a po dobu piisobeni dvou tydni.

V disertacni praci byl pozorovan také vliv chemoterapie na izolované rostlinné
vrcholy velikosti 0,8 mm u odrid "Blanin’, "Sukoradsky” a "Japo” pochazejicich
z Oddéleni genové banky VURV v.v.i. v Olomouci. Nicmén& ani u jedné odridy
nedoslo téméf k zadné regeneraci explantatli, a to ani u kontrolni varianty (prosté
meristémové kultury bez pouziti antivirotik). Vzhledem k opakovanym problémim u tii
odrid, byla tato metoda vyhodnocena jako nevhodna, a to v kontrastu s vysledky
nékterych dalSich autorti, kteti se eliminaci vird u cesneku ve svych publikacich
vénovali. Na druhou stranu se mnoho publikaci shoduje s jednim z vysvétleni tohoto
jevu, a to, ze vliv na uspésnost kultivace ma také odrida.

V dalSich letech experimentu byla chemoterapie aplikovdna na ociSténé,
povrchové desinfikované strouzky cesneku odridy ‘Unikdt” dodaného firmou
Moravoseed CZ a.s. Po dvoutydennim pusobeni nasledovala izolace explantatii velikosti
0,8 mm. Tato metoda aplikace chemoterapie byla vyhodnocena jako efektivni a je
mozné ji doporucit jako postup chemoterapie pro ¢esnek kuchyiisky. Regenerované
rostliny byly nasledné testovany metodou RT-PCR, pficemZ metoda byla pro detekci
viru Garlic common latent virus optimalizovana, a to vetné navrzeni primerd. Po
vyhodnoceni detekce bylo zjisténo, Ze nejefektivnéjsi varianta pro eliminaci komplexu
virG u &esneku odriidy “Unikat” byla s pouzitim acycloviru v koncentraci 25 mg.I™*
(A25). Tato varianta byla nejefektivnéjsi i u viru Shallot latnet virus, ktery byl celkoveé

nejméné eliminovan. Uginek rimantadinu byl sice v piipadé eliminace rodu Potyvirus
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u odrady "Unikat” témét porovnatelny s acyclovirem, ale pro eliminaci rodu
Carlavirus jiz tento ucinek potvrzen nebyl. V porovnani s ostatnimi variantami je
pouziti acycloviru také vyrazn¢ ekonomictéj$i. Pro eliminaci vird u cesneku
kuchyfiského je tedy nejasinngjsi aplikace acycloviru v koncentraci 25 mg.I*
v kombinaci s meristémovou kulturou. Pro dalsi vyzkum by bylo vhodné snizovat
koncentrace antivirotik v médiu a naopak zvySovat dobu pusobeni, jak je v literatufe
uvedeno napf. u ribavirinu.

Z diivodli potvrzeni vysledk testovani metodou RT-PCR, resp. pro ovéteni
skutecné negativity izolati na pfitomnost virovych patogend, byla pro tuto detekci na
pracovisti Mendeleum optimalizovana metoda Real-Time PCR. Jelikoz literatura uvadi
pravé pro néj. Ze ziskanych vysledkd, stejné tak jako z vysledkd prezentovanych
Vv ruznych literarnich zdrojich, vyplyva, ze GspéSnost eliminace virové infekce je silné
zavisla od pouzité¢ho systému pro detekci danych virti. Jak se v pribéhu diserta¢ni prace
tyto metody zdokonalovaly, procento ozdravenych rostlin klesalo. Jak je patrné
z vysledkti, metodou Real-Time PCR bylo detekovano vice virovych infekei nez
metodou RT-PCR. Pro detekci viru GCLV u ¢esneku Ize tedy pro mozné potvrzeni ¢i
vyvraceni jeho pfitomnosti doporucit detekci pomoci Real-Time PCR. Vzhledem
k pozorovanym vlastnostem detek¢éniho systému Real-Time PCR pro GCLV by bylo
vhodné soustfedit se v nasledném obdobi na navrZeni podobnych systému na detekci

dalsich tfi sledovanych vird.

102



8 SOUPIS BIBLIOGRAFICKYCH CITACI

AGRIOS, G., N. 2005. Plant pathology. 5th edition. Burlington. Elsevier Academic
Press. 922 s. ISBN: 978-0-12-044565-3.

ALMAARRI, K., MASSA, R., A ALBISKI, F. 2012. Evaluation of some therapies and
meristem culture to eliminate Potato Y potyvirus from infected potato plants.
Plant Biotechnology. 29(3), 237 — 243. ISSN 1347-6114.

ARYA, M., BARANWAL, V., K., AHLAWAT, Y., S., A SINGH, L. 2006. RT-PCR
detection and molecular characterization of Onion yellow dwarf virus associated
with garlic and onion. Current Science, 91(9), 1230 — 1234. ISSN 0011-3891.

ASTIER, S. 2007. Principles of plant virology. Effield: Science Publishers. 472 s.
ISBN 2-7380-0937-9.

BAI, Y., ZHANG, W., LI, X., SHEN, Y., GAO, Y., FAN, G., GENG, H. A MENG, X.
2010. Advances in Research of Garlic Virus Diseases. Journal of Northeast
Agricultural University. 17(2), 85 —92. ISSN 1006-8104.

BALTIMORE, D. 1971. Expression of animal virus genomes. Bacteriol Rev. 35(3), 235
—41. ISSN 0005-3678.

BARG, E., LESEMANN, D., E.,VETTEN, H., J. A GREEN S., K. 1997. Viruses of
alliums and their distribution in different Allium crops and geographical regions.
Acta Hort. 433, 607 — 616. ISSN 2406-6168.

BARG, E., LESEMANN, D., E.,VETTEN, H., J., GREEN, S., K. 1994. Identification,
partial characterization and distribution of viruses infecting Allium crops in South
and South-eat Asian countries. Acta Hort. 358, 251 — 258. ISSN 2406-6168.

BAUDYS, E. 1935. Hospodaiska fytopathologie. VSZ, Brno, 624 s.

BAYATI, S., SHAMS-BAKHSH, M. A MOINI, A. 2011. Elimination of Grapevine
virus A (GVA) by cryotherapy and electrotherapy. Journal of Agricultural
Science and Technology. 13, 442 — 450. ISSN 2345-3737.

103



BERNAL, J. D., A FANKUCHEN 1. 1937. Structure types of protein 'crystals” from
virus-infected plants. Nature (London) 139, 923 — 924. In: HULL, R. 2004.
Matthews’ Plant Virology. Fourth edition. Elsevier: USA. ISBN 0-12-361160-1.

BERTACCINI, A., BOTTI, S.,, TABANELLI, D., DRADI, G., FOGHER, C,,
PREVIATI, A. A DA RE, F. 2004. Micropropagation and establishment of mite-
borne virus-free garlic (Allium sativum). Acta Hort. 631, 201 — 206. ISSN 2406-
6168.

BERTI, N. A RAPILLY M. 1976. Faune d'lran. List d'especes et revision du genre
Lilioceris Reitter (Col. Chrysomelidae). Annales de la Société Entomologique de
France (Nouvelle série), 12, 31 — 73. ISSN 2168-6351.

BEZIC, N., DUNKIC, V. AELMA, V. 2013. Antiphytoviral Activity of Essential Oils
of Some Lamiaceae Species and There Most Important Compounds on CMV and
TMV. In: Microbial pathogens and strategies for combating them: science,
technology and education. s. 982 — 988. Formatex Research Center. ISBN 978-
84-942134-0-3.

BEZIC, N., VUKO, E., DUNKIC, V., RUSCIC, M., BLAZEVIC, I. A BURCUL, F.
2011. Antiphytoviral activity of sesquiterpene-rich essential oils from four
Croatian Teucrium species. Molecules. 16(9), 8119 — 8129. ISSN 1420-3049.

BIELSKA, 1., 1975. Parametry demigraficzne Rhizoglyphus echinopus (E i R) i
Rhizoglyphus robini C. w zaleznosci od temperatury, wilgotnosci i pozywienia.
Zesz. probl. Post. Nauk roln. 171, 179 — 188. ISSN 0084-5477.

BISHOP, C., D. 1995. Antiviral activity of the essential oil of Melaluca alternifolia
(Maiden & Betche) cheel (tea tree) against tobacco mosaic virus. J. Essent. Qil
Res. 7, 641-644. ISSN 2163-8152.

BLATTNY, C. 1961. La variabilité du niveau du virus de la jaunisse chez Allium
ampeloprasum L. subsp. Porrum L. (Regel.). Biol. Plant. Praha. 3, 34 — 38.

BLOCK, E. 2010. Garlic and other Alliums: The lore and the science. Royal Society of
Chemistry, Cambridge, 480 s. ISBN: 978-1-84973-180-5.

104



BOS, L. 1981. Leek yellow stripe virus. Descriptions of Plant Viruses. Association of
Applied Biologists. 240, 4.

BOS, L. 1982. Viruses and virus diseases of Allium species. In: IV Conference on

recent Advances in Vegetable Virus Research. 127, 11 — 30.

BOS, L., HUUBERTS, N., HUTTINGA, H., A MAAT, D., Z. 1978a. Leek yellow
stripe virus and its relationships to onion yellow dwarf virus; characterization,
ecology and possible control. Netherlands Journal of Plant Pathology, 84(5), 185
—204. ISSN 0028-2944.

BOS, L., HUTTINGA, H. A MAAT, D., Z. 1978b. Shallot latent virus, a new
carlavirus. Neth. J. Plant Pathol. 84, 227 — 237. ISSN 0028-2944.

BOWN, D. 2002. The Royal Horticultural Society. New Encyclopedia Herbs a Their
Uses. 2. vydani, London: Dorling Kindersley. 448 s. ISBN 0-7513-3386-7.

BRCAK, J. 1975. Garlic mosaic virus particles and virus infections of some wild

Allium species. Ochr. Rostl. 11, 237 — 242.

BREMER, H. 1937. Uber die bisher falschlich ,,Zwiebelroz* genannte Gelbstreifigkeit
an Zwiebelsamentragern. Phytopath. Z. 10, 79 — 105.

BREWSTER J., L. 2008. Onions and Other Vegetable Alliums. 2nd edition. No. 15.
CABI. 454 s. ISBN 978-1-84593-399-9.

BRISON, M., BOUCAUD, M., T., PIERRONNET, A., DOSBA, F. 1997. Effect of
cryopreservation on the sanitary state of a cv Prunus rootstock experimentally
contaminated with Plum Pox Potyvirus. Plant Sci. 123, 189 — 196. ISSN: 0168-
9452.

BRUNA, A. 1997. Effect of thermotherapy and meristem-tip culture on production of
virus-free garlic in Chille. Acta Hort. 433, 631 — 634. ISSN 2406-6168.

CACIAGLI, P. 2008. Vegetable Viruses. In: MAHY, B., V., J. A VAN
REGENMORTEL M., H., V. 2010. Desk Encyklopedia of Plant And Fungal
Virology. Academic press. Elsevier (USA). ISBN 978-0-12-375148-5.

105



CAFRUNE, E., PEROTTO, M., C. A CONC,I V., C. 2006. Effect of Two Allexivirus
Isolates on Garlic Yield. Plant Disease 90(7), 898 — 904. ISSN 0191-2917.

CANAVELLI, A., NOME, S., F. A CONCI, V., C. 1998. Efecto de distintos virus en la
produccion de ajo (Allium sativum) Rosado Paraguayo. Fitopatol. Bras. 23, 354 —
358. ISSN 1678-4677.

CANER, J., DE FAZIO, G., ALEXANDRE, M., A., V., KUDAMATSU, M,
AVICENTE, M. 1985. Acao dos quimicoterapicos antivirais no control do virus
do mosaico dourado do feijoeiro, em Phaseolus lunatus. Arg. Inst. Biol. 52, 1 — 4,
39-43.

CELLI, M., G., TORRICO, A., K., KIEHR, M., CONCI, V., C. 2013. Striking
differences in the biological and molecular properties of onion and garlic isolates
of onion yellow dwarf virus. Archives of virology, 158(6), 1377 — 1382. ISSN
1432-8798.

CIESLINSKA, M. 2007. Application of thermo- and chemotherapy in vitro for
eliminating some viruses infecting Prunus sp. fruit trees. Journal of Fruit and
Ornamental Plant Research. 15, 117 — 124,

CONCI, V., C., HELGUERA, M., A NOME, S., F. 1999. Serological and biological
comparison of onion yellow dwarf virus from onion and garlic in Argentina.
Fitopatol. Bras. 24, 73 — 75. ISSN 1678-4677.

CONCI, V., C., LUNELLO, P., BURASCHI, D., ITALIA, R., R., A NOME, S,, F.
2002. Variations of Leek yellow stripe virus concentration in garlic and its
incidence in Argentina. Plant Disease. 86(10), 1085 — 1088. ISSN 0191-2917.

CONCI, V., C.,PEROTTO, M., C., CARFUNE, E. A LUNELLO, P. 2005. Program for
Intensive Production of Virus-Free Garlic Plants. Acta Hort. 677,195 — 200. ISSN
2406-6168.

Cesnek kuchymisky. MoravoSeed. [online]. © 2010 — 2015 [cit. 2015-10-20]. Dostupné

z: http://moravoseed.cz/index.php?stranka=sortiment&kategorie=1&druh=22

106



DANCI, M., DANCI, O., MIKE, L., BACIU, A., OLARU, D., PETOLESCU, C,,
BERBENTEA F., DAVID I. 2012. Production of virus free potato plantlets. The
Journal of Horticultural Science and Biotechnology. 16(1), 232 — 238.

DANIELS, J., 1999. Occurrence of viruses in garlic in the state of Rio Grande de Sul.
Brazil. Fitopatol. Brasil. 24(1), 91. ISSN 0100-4158.

DELECOLLE, B. A LOT, H. 1981. Identification of three viruses infected garlic by

immunoelectronmicroscopy. Agronomie. 1, 763 — 770.

DIEKMANN, M. 1997. FAO/IPGRI Technical Guidelines for the Safe Movement of
Germplasm. No. 18. Allium spp. Food and Agriculture Organization of the United
Nations, Rome/International Plant Genetic Resources Institute, Rome. ISBN 92-
9043-346-9.

DOVAS, C., I. AVOVLAS, C. 2003: Viruses infecting Allium spp. In Southern Italy.
J. Plant Pathol. 85, 135. ISSN 0028-2944.

DOVAS, C,, I, HATZILOUKAS, E., SALOMON, R., BARG, E., SHIBOLETH, Y. A
KATIS, N., I. 2001a. Comparison of methods for virus detection in Allium spp.
Journal of Phytopathology. 149, 731 — 737. ISSN 1439-0434.

DOVAS, C., I., HATZILOUKAS, E., SALOMON, R., BARG, E., SHIBOLETH, Y., A
KATIS, N., I. 2001b. Incidence of viruses infecting Allium spp. in Greece.
European journal of plant pathology. 107(7), 677 — 684. ISSN 1573-8469.

DrugBank. DrugBank. [online]. 2015a. Updated on October 15, 2015 [cit. 2015-06-25].
Dostupné z: http://www.drugbank.ca/drugs/DB00787.

DrugBank. DrugBank. [online]. 2015b. Updated on October 15, 2015 [cit. 2015-06-25].
Dostupné z: http://www.drugbank.ca/drugs/DB00478.

DrugBank. DrugBank. [online]. 2015c¢. Updated on October 15, 2015 [cit. 2015-06-29].
Dostupné z: http://www.drugbank.ca/drugs/DB00495.

DUNKIC, V., BEZIC, N., VUKO, E., CUKROV, D. 2010. Antiphytoviral Activity of
Satureja montana L. ssp. variegata (Host) P. W. Ball Essential Oil and Phenol
Compounds on CMV and TMV. Molecules. 15, 6713 — 6721. ISSN 1420-3049.

107



EASTOP, V., F. A BLACKMAN, R., L., 2005. Some new synonyms in Aphididae
(Hemiptera: Sternorrhyncha). Zootaxa. 1089, 1 — 36. ISSN 1175-5334.

EICHMEIER, A. 2013. Analyza variability genomi nepovira (GFLV a ArMV) v
produkcnich vinicich vinaiské oblasti Morava. Disertacni prace. Mendelova

univerzita v Brné, Zahradnicka fakulta.

ELNAGAR, S., EL-SHEIKH, M., A., K. A ABD, A, S., E., D. 2009. Effect of natural
infection with Onion yellow dwarf virus (OYDV) on vyield of onion and garlic

crops in Egypt. Journal of Life Sciences. 5(8), 34 — 39.

FACCIOLI, G. A COLALONGO, M., C. 2002. Eradication of Potato virus Y and
Potato leafroll virus by chemotherapy of infected potato stem cuttings (Solanum
tuberosum L.). Phytopathol. Mediterr. 41, 76 — 78. ISSN 1593-2095.

FAJARDO, T., V., M, NISHUIMA, M., BUSO, J., A, TORRES, A., C. AVILA A, C.
A RESENDE R., O. 2001. Garlic viral complex: identification of potyviruses and
carlaviruses in Central Brasil. Fitopathologia Brasileira. 26, 619 — 626. ISSN
1678-4677.

FERNANDEZ-CALVINO, L., FAULKNER, C., A MAULE, A. 2011. Plasmodesmata
as active conduits for virus cell-to-cell movement. In: CARANTA C., et al.
Recent Advances in Plant Virology, s. 47 — 74. ISBN 978-1-904455-75-2.

FIDAN, H. A BALOGLU, S. 2009. First report of Garlic common latent virus in garlic
in Turkey. Journal of Plant Pathology, 91(4), 4.97 — 4.112.

FLETCHER, P., J., FLETCHER, J., D.,, LEWTHWAITE, S., L. 1998. In vitro
elimination of onion yellow dwarf and shallot latent viruses in shallots (Allium
cepa var. ascalonicum L.). New Zealand journal of crop and horticultural science.
26(1), 23 — 26. ISSN 1175-8783.

FRITSCH, R., M. FRIESEN, N. 2002. Evolution, domestication and taxonomy. In:
RABINOWITCH, H., D., A CURRAH, L. Allium crop science: recent advances,
s. 1—26. ISBN0-85199-510-1.

108



GAWANDE, S., J., CHIMOTE, K., P.,, GURAV, V., S. A GOPAL, J. 2013.
Distribution and natural incidence of Onion Yellow Dwarf virus (OYDV) on
garlic and its related Allium species in India. Indian Journal of
Horticulture, 70(4), 544 — 548. ISSN 0974-0112.

GIECK, S., L., PAPPU, H. R., HAMM, P. B., & DAVID, N. L. 2007. First report of
Onion yellow dwarf virus, Leek yellow stripe virus, and Garlic common latent
virus in garlic in Oregon. Plant Disease, 91(4), 461 — 461. ISSN 0191-2917.

GNANN, J., W., BARTON, N., H. AWHITLEY, R, J. 1983. Acyclovir: mechanism of
action, pharmacokinetics, safety and clinical applications. Pharmacotherapy: The
Journal of Human Pharmacology and Drug Therapy. 3(5), 275 — 283. ISSN:
1875-9114

GRAICHEN, K. A LEISTNER, H. U. 1987. Zwiebelgelbstreifen-Virus (onion yellow
dwarf virus) verursacht Knoblauchmosaik. Arch. Phytopathol. Pflanzensch. 23,
165 — 168.

GREBER, U., F., SINGH, I., A HELENIUS, A. 1994. Mechanisms of virus uncoating.
Trends in mikrobiology. 2(2), 52 — 56. ISSN 0966-842X.

GUTA, I, C., ABUCIUMEANU, E., C. 2011. Grapevine chemotherapy for elimination
of multiple virus infection. Romanian Biotechnological Letters. 16(5), 6535 —
3539. ISSN 1224 - 5984.

HASSAN, H., T. 2004. Ajoene (natural garlic compound): a new anti-leukaemia agent
for AML therapy. Elsevier Ltd. All rights reserved. Leukemia Research 28, 667—
671. ISSN 0145-2126.

HAUPTMANOVA, A. A POLAK, J. 2011. The elimination of Plum pox virus in plum
cv. Bluefree and apricot cv. Hanita by chemotherapy of in vitro cultures. Hort.
Sci. 38(2), 49 — 53. ISSN 1805-9333.

HAVRANEK, P. 1972. Virus-free garlic clones obtained from meristem cultures. Ochr.
Rostl. 8, 119 — 298.

109



HAVRANEK, P., 1971: Occurrence of viruses in the genus Allium and virus-free
clones of common garlic (Allium sativum). Plant Virology, Proc. 7th Conf.
Czechoslovak. Plant Virol. 133 — 138.

HAVRANKOVA, M. A HAVRANEK, P. 1987. Odvozeni viruprostych klont
¢eskoslovenskych odrud ¢esneku. Bull. Vyzk. a slecht. ust. Zelin. Olomouc. 31, 27
- 34

HEDERSON, W., J. 1935. Yellow dwarf, a virus disease of onions, and its control. Res.
Bull. lowa Agric. Exp. Stn. 188, 209-255. In: BOS, L. 1982. Viruses and virus
diseases of Allium species. Acta. Hortic. 127, 11 — 29. ISSN 2406-6168.

HIRSCH, M., S., SWARTZ, M., N. 1980. Drug therapy: antiviral agents. New England
Journal of Medicine. 302, 949 — 953. ISSN 1533-4406.

HORMOZI-NEJAD, M., H, MOZAFARI, J. A RAKHSHANDEHROO, F. 2010.
Elimination of Bean common mosaic virus using an electrotherapy technique. J.
Plant. Dis. Prot. 117, 201 — 205. ISSN 18613829.

HORST R. K., COHEN D. 1980. Amantadine supplemented tissue culture medium: A
method for obtaining chrysanthemums free of Chrysanthemum stunt viroid. Acta
Hort. 110, 315 — 319. ISSN 2406-6168.

CHEN, J., ADAMS, M., J., ZHENG, H., Y., CHEN, J., P. 2003. Sequence analysis
demonstrates that Onion yellow dwarf virus isolates from China contain a P3

region much larger than other potyviruses. Arch. Virol. 148, 1165 — 1173.

CHEN, J., CHEN, J. A ADAMS, M., J. 2001. Molecular characterisation of a complex
mixture of viruses in garlic with mosaic symptoms in China. Arch. Virol. 146,
1841 — 1853. ISSN 1432-8798.

CHODORSKA, M., PADUCH-CICHAL, E., KALINOWSKA, E. A SZYNDEL, M. S.
2014. First Report of Onion yellow dwarf virus, Garlic common latent virus and
Shallot latent virus on Garlic in Poland. Plant Disease, 98(6), 858 — 858. ISSN
0191-2917.

110



ICTVdB Management. 2006a. 00.056.0.04. Carlavirus. In: ICTVdB - The Universal
Virus Database, version 4. Biichen-Osmond, C. (Ed), Columbia University, New
York, USA. Dostupné z: http://ictvdb.bio-mirror.cn/ICTVdB/00.056.0.04.htm

ICTVdB Management. 2006b. 00.056.0.04.010. Garlic common latent virus.
In: ICTVdB - The Universal Virus Database, version 4. Biichen-Osmond, C. (Ed),
Columbia University, New York, USA. Dostupné z: http://ictvdb.bio-
mirror.cn/ICTVdB/00.056.0.04.010.htm

International Committee on Taxonomy of Viruses. International Committee on
Taxonomy of Viruses. [online]. © 2014 [cit. 2015-02-11]. Dostupné
z:http://ictvonline.org/virusTaxInfo.asp.

IPGRI ECP/GR, AVRDC 2001. Descriptors for Allium (Allium spp.) International
Plant Genetic Resources Institute,Rome, European Cooperative Programme for
Crop Genetic Resources Networks. (ECP/GR). Taipei, Asian Vegetable Research
and Development Center.1 — 42.

IWANOWSKI, D. 1892. Ueber die Mosaikkrankheit der Tabakspflanze. Bull. Acad.
Imp. Sci. St.-Petersburg. 3, 65-70. In: HULL, R. 2004. Matthews" Plant Virology.
Fourth edition. Elsevier: USA. ISBN 0-12-361160-1.

JAKAB-ILYEFALVI, Z. A PAMFILL, D. 2011. Results regarding the classical and
modern pathogen elimination techniques of plum pox virus at plum (Prunus
Domestica, L.). Annals of the Romanian Society for Cell Biology. 16, 292 — 305.
ISSN 15836258.

JEFFRIES, D., J. 1989. Zidovudine resistant HIV. The BMJ. 298(6681), 1132 — 1133.
ISSN 1756-1833.

JUREVA, N., A. A KOKOREVA, V., A. 1992. Mnogoobrazie lukov i ich ispolzovanie,
Moskva, 160 s. ISBN 5-7230-0170-1.

KANG, S., G., KOO, B,, J., KOO, LEE, E., T. A CHANG, M., U. 2007. Allexivirus
Transmitted by Eriophyid Mites in Garlic Plants. J. Microbiol. Biotechnol. 17(11),
1833 — 1840. ISSN 1017-7825.

111



KANICHI, M., HAMAYA, E., SHIMOMURA, T. A IKEGAMI, Y. 1969. Production
of virus-free plants means of meristem culture. (With garlic, 11 of 25 explants
grew to plantlets; the unicentified mosaic virus seen eliminated). J. Cent. Agr.
Exp. Sta. 13, 45 - 110.

KANYUKA, K., V., VISHNICHENKO, V., K., LEVAY K., E. et al. 1992. Nucleotide
sequence of shallot virus X RNA reveals a 5’-proximal cistron closely related to
those of potexvirus and a unique arrangement of the 3"-proximal cistrons. J. Gen.
Virol. 73, 2553 — 2560. ISSN 1465-2099.

KATIS, N., I., MALIOGKA, V., I. AND DOVAS CH., I. 2012. Viruses of the Genus
Allium in the Mediterranean Region. In LOEBENSTEIN G. A LECOQ H. (eds).
2012. Advances in Virus Research, VVol. 84, Burlington: Academic Press. 84, 163
—208.

KAUSCHE, G. A., PFANKUCH E. A RUSKA A. 1939. Die Sichtbormachung von
pflanzlichem Virus im Ubermikroskop. Naturwissenschaften. 27, 292 — 299. In:
HULL, R. 2004. Matthews" Plant Virology. Fourth edition. Elsevier: USA. ISBN
0-12-361160-1.

KELLER, E., R., J., ZANKE, C., D., BLATTNER, F., R., KIK, C., STAVELIKOVA,
H., ZAMECNIK, J., ESNAULT, F., KOTLINSKA, T., SOLBERG, S. A
MICCOLIS, V. 2012. Establishment of a European Core Collection by
Cryopreservation and Virus Elimination in Garlic. Acta Hort. 969, 319 — 327.
ISSN 2406-6168.

KHAN, J., A, DIUKSTRA, J. 2002. Plant Viruses As Molecular Pathogens. Food
Product Press. 537 s. ISBN 1-56022-895-4.

KLUKACKOVA, J., KLUKAKOVA, J., NAVRATIL, M., A DUCHOSLAV, M. 2007.
Natural infection of garlic (Allium sativum L.) by viruses in the Czech
Republic/Natiirliche Infektion von Knoblauch (Allium sativum L.) durch Viren in
der Tschechischen Republik. Journal of Plant Diseases and Protection. 97 — 100.
ISSN: 18613829.

112



KLUKACKOVA, J., M. NAVRATIL, M. VESELA, P. HAVRANEK, D.
SAFAROVA, D. 2004. Occurrence of garlic viruses in the Czech Republic. Acta
Fytotechn. Zootechn. 7, 126 — 128. ISSN 1336-9245.

KONA, J., KONOVA, E. 2005): Cibul’ové zeleniny, Garmond Nitra, 1. Vydani. ISBN
80 - 89148 - 21 - 2.

KOZAK, J. 2015. Odrady &esneku. Slechténi cesneku. Ing. Jan Kozdk. [online]. [2015]
[cit. 2015-10-20]. Dostupné z: http://www.k-cesnek.cz/odrudy.php.

KRIZAN, B., ONDRUSIKOVA, E., KUDELKOVA, M., WASSERBAUEROVA, L.,
KRAJICKOVA, J., SMEKALOVA, K. A DUSEK, K. 2010. Metodika
ozdravovani Cesneku od virGl pomoci kultivace meristému a in vitro kultur:

certifikovand metodika. Mendelova univerzita v Brné. ISBN 978-80-7375-491-4.

KRIZAN, B., ONDRUSIKOVA E. A TRCKOVA, K. 2004. Metodika mnoZeni
drevitého indikdtoru GF 305 metodou in vitro. 1. vyd. Brno: Mendelova

zemédélska a lesnicka univerzita. 53 s. ISBN 80-7157-803-7.

KRIZAN, B., ONDRUSIKOVA, E., HOLLEINOVA, V. KUDELKOVA, M.,
HERRMANNOVA, E., MATEJKOVA, D. POLAK, J. 2013. Metodika
ozdravovani rostlin odriid merunky, broskvoné a slivoné pomoci chemoterapie v

podminkach in vitro. Certifikovana metodika. Mendelova univerzita Brno. ISBN

978-80-7375-837-0.

KRIZAN, B., ONDRUSIKOVA, E., TRCKOVA K. 2004. Metodika mnoZeni drevitého
indikatoru GF 305 metodou in vitro. Odborna kniha. MZLU Brno. ISBN 80-
7157-803-7.

LAPORT, M., S., SANTOS, 0., C., MURICY, G. 2009. Marine sponges: Potential
sources of new antimicrobial drugs. Current pharmaceutical biotechnology 10(1),
86 — 105. ISSN 1389-2010.

LARSEN, F. 2015. Aciclovir. DermNet NZ. [online]. © 2015 [cit. 2015-06-24].

Dostupné z: http://www.dermnetnz.org/treatments/aciclovir.html.

113



LARSON, R. A WALKER, J.,, C. 1944. Aster yellows a hazard in onion seed
production. Wisc. Agric. Exp. Stn Bul. 463, 50 — 51.

LEE, Y., W.,, YAMAZAKI, S., OSAKI, T. A INOUYE, T. 1979. Two elongated viruses
in garlic, garlic latent virus and garlic mosaic virus. Ann. Phytopathol. Soc. Jap.
45, 727 — 734. ISSN 1882-0484.

LEISOVA - SVOBODOVA, L., A KARLOVA - SMEKALOVA, K. 2011. Detection
of Garlic Viruses Using SYBR Green Real-time Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction. Journal of Phytopathology. 159(6), 429 — 434. ISSN
1439-0434.

LI, T., S.,, C. 2000. Medicinal plants: culture, utilization, and phytopharmacology.
CRC Press. 536 s. ISBN 1-56676-903-5.

LIZARRAGA, R., TOVAR, P., JAYASINGHE, U. A DODDS J. 1986. Tissue culture
for elimination of pathogens. Specialized technology document 3. Av. La

Universidad s/n La Molina — Lima.

LOGAN, J. M., EDWARDS, K. J., A SAUNDERS, N. A. 2009. Real-time PCR:
current technology and applications. Horizon Scientific Press. ISBN 978-1-
904455-39-4.

LOT, H., CHOVELON, V., SOUCHE, S., A DELECOLLE, B. 1998. Effects of onion
yellow dwarf and leek yellow stripe viruses on symptomatology and yield loss of
three French garlic cultivars. Plant Dis. 82, 1381 — 1385. ISSN 0191-2917.

LUNELLO, P., DI RIENZO, J. A CONCI, V., C. 2007. Yield loss in garlic caused by
Leek yellow stripe virus Argentinean isolate. Plant disease. 91(2), 153 — 158.
ISSN 0191-2917.

LUNELLO, P., DUCASSE, D., A CONCI, V. 2005. Improved PCR detection of
potyviruses in Allium species. European journal of plant pathology, 112(4), 371 —
378. ISSN 1573-8469.

114


https://en.wikipedia.org/wiki/International_Standard_Book_Number
https://en.wikipedia.org/wiki/Special:BookSources/978-1-904455-39-4
https://en.wikipedia.org/wiki/Special:BookSources/978-1-904455-39-4

LUNELLO, P., DUCASSE, D., A., HEIGUERA, M., NOME, S., F., A CONCI, V., C.
2002. An Argentinean isolate of Leek yellow stripe virus from leek can be
transmitted to garlic. Journal of Plant Pathology 84(1), 11 — 17. ISSN 0028-2944.

LUNELLO, P., MANSILA, C., CONCI, V., PONZ, F. 2004. Ultra-sensitive detection
of two garlic potyviruses using a real-time fluorescent (Tagman) RT-PCR assay. J
Virol Methods. (118) 15 — 21. ISSN 0166-0934.

LUZNY, J. A VASKO, S. 1982. Cibulové zeleniny, Priroda, Bratislava.

MA, Y., WANG, H., L., ZHANG, C., J. A KANG, Y., Q. 1994. High rate of virus-free
plantlet regeneration via garlic scape-tip culture. Plant Cell Reports. 14, 65 — 68.
ISSN 1432-203X.

manual. 2. vyd. N. Y.: Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory
Press. ISBN 0-87969-309-6.

MATTHEWS, R., E., F. 1953. Chemotherapy and plant viruses. J. gen. Microbiol. 8,
277 —288. ISSN 1017-7825.

MATTHWES, R, E., F. 1991. Plant virology. 3rd edn. Academic Press, London. ISBN
978-0-12-480553-8. In: HULL, R. 2004. Matthews  Plant Virology. Fourth
edition. Elsevier: USA. ISBN 0-12-361160-1.

MAYER, A. 1886. Ueber die Mosaikkrankheit des Tabaks. Lanwirtsch. Vers.-Stn. 32,
451-467. In: HULL, R. 2004. Matthews" Plant Virology. Fourth edition. Elsevier:
USA. ISBN 0-12-361160-1.

MCPHERSON, M., MOLLER, S. 2006. PCR. 2. vyd. UK: Taylor and Francis group. s.
1 —20. ISBN 0-4153-5547-8.

MELHUS, J., E., REDDY, C., S.,, HENDERSON, W., J. A VESTAL E. 1929. A new
virus disease epidemic on onion. Phytopathology. 19, 73 — 77. In: BOS, L. 1982.
Viruses and virus diseases of Allium species. Acta. Hortic. 127, 11 — 29. ISSN
2406-6168.

MELO FILHO, P., D., A.,, NAGATA, T., DUSI, A,, N., BUSO, J., A., TORRES, A, C,,
EIRAS, M. A RESENDE, R., D., O. 2004. Detection of three Allexivirus species

115



infecting garlic in Brazil. Pesquisa agropecudria brasileira. 39(8), 735 — 740.
ISSN 1678-3921.

MESTROVIC, T. 2015. News Medical. Life Sciences&Medicine. News-
Medical.Net. [online]. 21. 9. 2015 [cit. 2015-09-21].  Dostupné
z: http://www.news-medical.net/health/Ribavirin-Mechanism.aspx.

MOHAMED, N., A. A YOUNG, B., R. 1981. Garlic yellow streak virus, a potyvirus
infecting garlic (and transmitted by Myzus persicae). New Zealand. Ann. Appl.
Biol. 97, 65 — 309.

MOREL, G. T. A MARTIN, C. 1952. Guerison de dahlias atteints dune maladie a
virus. Comptes Rendus Hebdomadaires Des Seances De | Academie Des
Sciences. 235(21), 1324 — 1325.

MOREL, G., MARTIN, C., A MULLER, J., F. 1955. Guérison de pommes de terre
atteintes de maladies a virus. CR Acad. Agric. Fr. 41, 472 — 475.

MULLIS, K., FALOONA, F., SCHARF, S., SAIKI, R., HORN, G. A ERLICH, H.
1986. Specific enzymatic amplification of DNA in vitro: the polymerase chain
reaction. Cold Spring Harb Symp Quant Biol. 51(1), 263 — 73.

NAGY, P. D. A POGANY, J. 2011. Replication of plant RNA viruses. In: CARANTA
C., et al. Recent Advances in Plant Virology, s. 19 — 46. ISBN 978-1-904455-75-
2.

NAIDU, R., A. A HUGHES J., D’A. 2001. Methods for the detection of plant virus
diseases. In: HUGHES, J., D’A A BO ODU (eds.). Plant virology in sub-Saharan
Africa. Proceedings of a Conference Organized by IITA. International Institute of

Tropical Agriculture. Nigeria. s. 233 — 260.

NAUSOVA, 0., KUCEROVA, Z. ONDRUSIKOVA, 0. KRIZAN, B,
WASSERBAUEROVA, L., SOUKUPOVA, J. A KARLOVA K. 2008.
Zhodnoceni ucinnosti metody izolace meristému pii ozdravovani 20 odrid
gesneku. In REHOUT, V. Biotechnology 2008. 1. vyd. Ceské Budgjovice:
Scientific Pedagogical Publishing. s. 193 — 195. ISBN 80-85645-58-0.

116



NAVACCHI O., ZUCCHERELLI G., ZUCCHERELLI S. 2005. In Vitro multiplication
of Artichoke and virus elimination by thermotherapy and chemotherapy. Acta
Hort. 681, 397 — 402. ISSN 2406-6168.

NAVRATIL, M., SAFAROVA, D., TKADLECOVA, E., A KLUKACKOVA, J. 2005.
Molecular characterization of Czech and Chinese leek yellow stripe virus isolates
from garlic. Acta virologica, 50(3), 207 — 210. ISSN 1336-2305.

NAVRATIL, M., SAFAROVA, D., DUCHOSLAVOVA, J. 2007. Partian molecular
characterization of Onino yellow dwarf virus isolates from infecting garlic. In: 7"
International symposium in the Series, Plant biotechnology: Impact on high
quality plant production. Vysoké Tatry, Stara Lesna, 10. - 16. 6. 2007: 138. ISBN
978-80-89088-51-5.

NOVAK, B. J. 1959. Ein Beitrag zur Kenntnis der Viruskrankenheiten der
Zwiebelgemuse in der Tschechoslowakei. Sbor. Vys. Skol. Zem. v Praze, 287 —
300.

NOVAK, F., J. 1990. Explantitové kultury a jejich vyuziti ve §lechténi rostlin.
Academia Praha. ISBN 80-200-0344-4.

NOVAK, J., B. 1959. Ptispévek k poznani viréz cibulové zeleniny v CSSR. Shornik
VSZ Praha, Prague, Czechoslovakia.

OHKOSHI, K. 1991. Production of virus-free plants by meristem culture vegetables and
ornamental plants. In: The Biological Control of Plant Diseases. FFTC Book
Series No. 42, ASPAC Food and Fertilizer Technology Centre, pp. 87-95.

ONDRUSIKOVA, E., SASKOVA, H., CECHOVA, J. A KRIZAN B. 2009. The effect
of genotype on sanitation of garlic plants (Allium sativum L.). In New
developments in green gene technology. 1.vyd. Szeged, Hungary: Biological

Research Center, Hungarian Academy of Sciences.

OTHMAN, B., A, SHOMAN, S., A. 2004. Antiphytoviral Activity of the Plectranthus
tenuiflorus on Some Important Viruses. Int. J. Agri. Biol. 6, 844-849. ISSN:1934-
6352.

117



PALUDAN, N. 1980. Virus attack on leek: survey, diagnosis, tolerance of varieties and
winterhardiness. Tidsskr. Planteavl. 84, 371-385. ISSN: 0040-7135.

PARK, S., W., JEON, J., H., KIM, H., S. A JOUNG, H. 1994. Effectes of antiviral
chemical on eradication of Potato virus S in potato (Solanum tuberosum L.) shoot
tip culture. J. korean Soc. hort. Sci. 35, 32-35. ISSN 1226-8763.

PATENA L., F. A RASCO-GAUNT, S. M. 1998. Seed production and in vitro
conservation systems for garlic and shallot. Acta Hort. 461, 503 — 513. ISSN
2406-6168.

PATENA, L., F., DOLORES, L., M., BARIRING, A, L., ALCACHUPASI, A, L.,
LAUDEI], N., P., BARG, E., GREEN, S., K. A BARBA, R., C. 2005. Improved
Technique for virus elimination in and production of certified planting materials
of garlic (Allium sativum L.). Acta Hort. 694, 271 — 274. ISSN 2406-6168.

PETRIKOVA, K. 2006. Zelenina: péstovaini, ekonomika, prodej. Profi Press, Praha, 1.
Vydani. 240 s. ISBN 80 - 86726 - 20 - 7.

PHILLIPS S. 1990. The efficacy of four antiviral compounds in the elimination of
narcissus viruses during meristem tip culture. Acta Hort. 266, 531-538. ISSN
2406-6168.

PODESVA, J. et al. 195. Encyklopedie zelinaistvi Vol. 2, Ceskoslovenska akademie

zemédelskych véd, Statni zemédelské nakladatelstvi, Praha.

PRAMESH, D., A BARANWAL, V., K. (2013). Molecular characterization of coat
protein gene of Garlic common latent virus isolates from India: an evidence for
distinct phylogeny and recombination. Virus genes, 47(1), 189-193. ISSN 1572-
994X.

PUPOLA N., LEPSE L., KALE A., MOROCKO-BICEVSKA 1. 2009. Scientific works
of the Lithuanian Institute of Horticulture and Lithuanian University of
Agriculture. Sodininkystéir Darzininkysté. 2009. 28(3), 165-172.

RACCAH B., HUET H., BLANC S. 2001. Potyviruses. In: HARRIS, K., et al. (eds.).
Virus-insect-plant interactions. s. Academic Press. ISBN 0-12-327681-0.

118



RAM, R., VERMA, N., SINGH, A., K., SINGH, L., HALLAN, V. A ZAIDI, A., A.
2005. Indexing and productionof virus-free Chrysanthemums. Biol. PI. 49, 49-
152. ISSN: 1573-8264

RAMIREZ-MALAGON, R., R., MORENO, L., P., BORODANENKO, A., SALINAS-
GONZALEZ, G. J. A OCHOA-ALEJO N. 2006. Differential organ infection
studies, potyvirus elimination, and field performance of virus-free garlic plants
produced by tissue culture. Plant Cell Tiss Organ Cult. 86,103 — 110. ISSN 1573-
5044.

RAMIREZ-RAMIREZ-MALAGON, R., BARBOZA-CORONA, E., ZUNIGA-
ZUNIGA, J., RUIZ-CASTRO, S. A SILVA-ROSALES, L. 2007. Identification of
phytopathogenic viruses of garlic (Allium sativum L.), in the state of Guanajuato,
Mexico. Revista Mexicana de Fitopatologia. 25(1), 11-17. ISSN 2007-8080

RAZVIJAZKINA, G., M. 1971. Das Zwiebelmosaikvirus und seine Verbreitung im
Freiland. Tagungs-Berichte der Deutschen Akademie der
Landswirtschaftswissenschaften, D. D. R. 115, 69-76. ISSN 0417-1381.

Rimantadine. Drugs.com. [online]. Copyright © 2000-2015 Drugs.com [cit. 2015-06-
25]. Dostupné z: http://www.drugs.com/pro/rimantadine.html.

ROD, J., HLUCHY, M., ZAVADIL, K., PRASIL, J., SOMSSICH, 1., ZACHARDA, M.
2005. Obrazovy atlas chorob a Skudcu zeleniny stredni Evropy. Ochrana zeleniny

v integrované produkci vietné prostredkii biologické ochrany rostlin. Biocont

Laboratory, spol. s. r. 0., Brno. 392 s. ISBN 80-901874-3-9.

ROSYPAL, S. 2000. Uvod do molekuldrni biologie: Dil tieti. Molekuldrni biologie
viri, mutageneze, kancerogeneze a rekombinace. Opravy poskozené DNA. 3. vyd.

Brno: Stanislav Rosypal, 2000, s. 604-900. ISBN 80-902-5622-8.

RYU K. H. A LEE B. Y. 2008. Carlavirus. In: MAHY B. V. J, VAN
REGENMORTEL M., H., V. 2010. Desk Encyklopedia of Plant And Fungal
Virology, Academic press. ISBN 978-0-12-375148-5.

SAKO, 1. 1989. Occurrence of garlic latent virus in Allium species. Plant Prot. 43,
389-392. ISSN 1805-9341.

119



SALOMON, R. 2002. Virus diseases in garlic and the propagation of virus-free plants.
In: RABINOWITCH, H., D., A CURRAH, L. Allium crop science: recent
advances, s. 311-327. ISBN0-85199-510-1.

SALOMON, R., KOCH, M., LEVY, S., GAL-ON, A., A MARSHALL, G. 1996.
Detection and identification of the viruses forming mixed infection in garlic. In
HENDERSON 1., F. British Crop Protection Council Symposium Proceedings.
Farnham, England. 65, 193-197. ISBN 0948404965.

SAMBROOK, J., FRITSCH, E. F, MANIATIS, T. 1989. Molecular Cloning: a

laboratory

SANJEEV, S., BALWINDER, S., GITA, R., AIUAZ ASGHAR, Z., VIPIN, H,,
AVINASH N. A GURDEEP SINGH V. 2007. Production of Indian Citrus
Ringspot virus free plants of Kinnow employing chemtherapy coupled with shoot
tip grafting. Journal of Central European Agriculture. 8(1), 1 — 8. ISSN 1332-
9049.

SANJEEV, S., BALWINDER, S., GITA, R., AUAZ ASGHAR, Z., VIPIN, H.,
AVINASH, N., GURDEEP SINGH, V. 2007. Production of Indian citrus ringspot
virus free plants of Kinnow employing chemotherapy coupled with shoot tip
grafting. J. Cent. Eur. Agric. 8, 1 — 8. ISSN 1332-9049.

SAPAKOVA, E. 2013. Vyskyt $kiidcti ¢esneku kuchyiiského v zavislosti na nadmotské

vysce. Disertacni prace. Mendelova univerzita v Brné, Agronomicka fakulta.

SENULA, A., KELLER, E., R., J., LESEMAN, D., E. 2000. Elimination of viruses
through meristem culture and thermotherapy for the establishment of an in vitro
collection of garlic (Allium sativum). Acta Hort. 530, 121 — 128. ISSN 2406-
6168.

SHAHRAEEN, N., LESEMANN, D., E. A GHOTBI, T. 2008. Survey for viruses
infecting onion, garlic and leek crops in Iran. Journal compilation © 2008

OEPP/EPPO, Bulletin OEPP/EPPO Bulletin. 38, 131-135.

120



SCHOLTHOF, K., B., G., ADKINS, S., CZOSNEK, H., PALUKAITIS, P., JACQUOT,
E., HOHN, T. AHEMENWAY, C. 2011. Top 10 plant viruses in molecular plant
pathology. Molecular plant pathology. 12(9), 938 — 954. ISSN 1364-3703.

SCHWARTZ, H., F. A MOHAN, K. 2006. Compendium of onion and garlic diseases
and pests, 2nd Ed. APS Press.

SIDARQS, S., A, OMAR R., A,, EL-KEWEY, S., A. A EL-KHALIK S., A. 2004.
Virus Elimination from Infected Garlic Plants Using Different Techniques.
Egyptian J. Virol. 1, 333 — 341. ISSN 1687-1685.

SIDWELL, R., W., HUFFMAN, J., H., KHARE, G., P.,, ALLEN L., B, L., B,
WITKOWSKI, J., T., ROBINS, R., K. 1972. Broad-Spectrum Antiviral Activity
of Virazole: 1-f8- D-Ribofuranosyl- 1,2,4-triazole- 3-carboxamide. Science.
177(4050), 705-6. ISSN 1095-9203.

SMEKALOVA, K., STAVELIKOVA, H., DUSEK, K. 2010. Distribution of viruses in
the garlic germplasm collection of the Czech Republic. Journal of Plant
Pathology. 96(1), 273-274.

STAVELIKOVA H. 2012. Genetické zdroje ¢esneku. In DUSEK, K. A ROD, J. (eds).
2012. Cesnek ve 21. Stoleti. Sbornik piispévkil. ISBN: 978-80-7427-102-1.

STEVENSON, J., H. A MONETTE, P., L. 1983. Delay of onset of leafroll symptom
expression in Vitis vinifera “Liemberger” from ribavirin-treated in vitro cultures.
Canadian Journal of Plant Science. 63, 557-560.

SUHERI, H., PRICE, T., V. 2000. Stemphylium leaf blight of garlic (Allium sativum)
in Australia. Australasian Plant Pathology. 29, 192-199. ISSN 1448-6032.

SUTARYA, R,, P. VAN DIJK. 1994. Virus diseases of shallot and garlic in Java, and
prospects for their control. Acta Hort. (369) 134-143. ISSN 2406-6168.

SUTIC, D., D., FORD, R., E.,, ATOSIC, M., T. 1999. Handbook of plant virus diseases.
CRC Press. 584 s. ISBN 978-0849323027.

SWARD, R., J. A BRENNAN, A., P. 1994. Diagnosis and control of Allium virus
diseases in Victoria, Australia. Acta Hort. 358, 295-298. ISSN 2406-6168.

121



SEFROVA, H. 2006. Rostlinolékarskd entomologie. KONVOI: Brno, 1. vydani. ISBN
80 - 7302 - 086 - 6.

SMARDA, J, DOSKAR, J., PANTUCEK, R., RUZICKOVA, V. a KOPTIKOVA, J.
2005. Metody molekuldarni biologie. 1. vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2005.
194 s. ISBN 80-210-3841-1.

SPANIK, V., VALENTA, V. A BRTNICKY, V. 1961. An attempt at purification and
electron microscopy of the onino yellow dwarf virus. Bioldgia (Bratislava). 16,
615 - 618.

TABORSKY, V. A SEDIVY, J.1997. Rostlinolékarstvi: ucebnice pro stiedni
zemédelské skoly. 1.vyd. Praha: Credit. 347 s. ISBN 80-902295-2-2.

TAKAICHI, M., YAMAMOTO, M., NAGAKUBO, T. A OEDA, K. 1998. Four garlic
viruses identified by reverse transcription-polymerase chain reaction and their
regional distribution in northern Japan. Plant Disease. 82(6), 694-698. ISSN:
0191-2917.

TESTEN, A, L, MAMIRO, D., P.,, MEULIA, T., SUBEDI, N., ISLAM, M.,
BAYSAL-GUREL, F. A MILLER, S., A. 2014. First Report of Leek yellow stripe
virus in Garlic in Ohio. Plant Disease, 98(4), 574-574. ISSN: 0191-2917.

TSUNEYOSHI, T., MATSUMI, T., DENG, T. C., SAKO, I.,, AND SUMI, S. 1998.
Differentiation of Allium carlaviruses isolated from different parts of the world
based on the viral coat protein sequence. Arch. Virol. 143, 1093-1107. ISSN
1432-8798.

TYMCENKO, V., 1987. Atlas $kidcti a chorob zeleniny a brambor. Statni zemédélské
nakladatelstvi, Praha, 181 s.

URCUQUI-INCHIMA, S., HAENNI, A., L. A BERNARDI, F. 2001. Potyvirus
proteins: a wealth of functions. Virus research. 74(1), 157-175. ISSN: 0168-1702.

VAN DUK, P. 1993. Survey and characterization of potyviruses and their strains of
Allium species. Netherlands Journal of Plant Pathology. 99(2), 1-48. ISSN 0028-
2944,

122



VCELAR, B., M., FERREIRA, D., I. A NIEDERWIESER, J., G. 1992. Elimination of
Ornithogalum mosaic virus in the Ornithogalum cv. Rojel through meristems tip
culture and chemotherapy. Plant Cell Tissue Organ Cult. 29, 51-55. ISSN 1573-
5044.

Velky 1ékatsky slovnik. Maxdorf. [online]. 2008. Copyright © Maxdorf [cit. 2015-06-
25]. Dostupné z: http://lekarske.slovniky.cz/lexikon-pojem/rimantadin.

Véstnik Ustfedniho kontrolniho a zkuSebniho ustavu zemédélského. Ro¢nik XIV.
Narodni odridovy ufad, Cislo 3, 2015. Seznam odrad zapsanych ve Statni
odridové knize ke dni 15. ¢ervna 2015. Ustiedni kontrolni a zkuSebni ustav

zemeédelsky.

ViralZone. 2015a. SIB Swiss Institute of Bioinformatics. [online]. February 2015 [cit.
2015-02-23]. Dostupné

z: http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/268.html

ViralZone. 2016. SIB Swiss Institute of Bioinformatics. [online]. February 2015 [cit.
2016-06-30]. Dostupné z: http://viralzone.expasy.org/all_by species/268.html

ViralZone. 2016. SIB Swiss Institute of Bioinformatics. [online]. February 2015 [cit.
2015-02-17]. Dostupné z: http://viralzone.expasy.org/all_by species/50.html

WALKEY, D., G., A. A ANTILL, D., N. 1980. Agronomic evaluation of virus-free and
virus infected garlic (Alliurn sativurn L.). J. Hortic. Sci. 64(1), 53-60. ISSN 2380-
4084.

WANG, Q., LIU, Y., XIE, Y. A YOU, M. 2006. Cryotherapy of potato shoot tips for
efficient elimination of potato leafroll virus (PLRV) and potato virus Y (PVY).
Potato Research. 49(2), 119 — 129. ISSN 1871-4528.

WARD, L., I, PEREZ-EGUSQUIZA, Z., FLETCHER, J., A CLOVER. D., G,, R,, G.
2009. A survey of viral diseases of Allium crops. Australasian Plant Pathology.
38(5), 533-539. ISSN 1448-6032.

123



WEI, T., PEARSON, M., N. A FLETCHER, J., D. 2006. Molecular confirmation of
New Zealand garlic yellow streak virus as Leek yellow stripe virus. Australasian
Plant Pathology. 35(3), 341 — 346. ISSN: 1448-6032.

WEILAND, C., M., CANTOS, M., TRONCOSO, A. A PEREZ-CAMACHO, F. 2004.
Regeneration of Virus-Free Plants by In Vitro Chemotherapy of Gflv (Grapevine
Fanleaf Virus) Infected Explants of Vitis vinifera L. Cv'Zalema'. In: 1.
International Symposium on Grapevine Growing, Commerce and Research 652,
463 — 466.

WHITLEY, R., J. A GNANN, J., W. 1992. Acyclovir: a decade later. New England
Journal of Medicine. 327(11), 782. ISSN 1533-4406.

WOLFE, D. A LISTON, A. 1998. Contribution of PCR-based methods to plant
systematics and evolutionary biology. In: SOLTIS, P. A DOYLE, J., J. 1998.
Molecular systematics of plants 1I, DNA sequencing. Springer Science &
Business Media 574 s. ISBN 978-1-4615-5419-6.

WOLFE, D., LISTON, A. 1998. Contribution of PCR-based methods to plant
systematics and evolutionary biology. Molecular systematics of plants 1l, DNA
sequencing, s. 43-86. ISBN 978-1-4615-5419-6.

WRIGHT, K. 1986. AIDS therapy. First tentative signs of therapeutic promise. Nature
323(6086), 283. ISSN: 0028-0836.

WYLIE, S., J., LUO H., LI H., JONES M., G. 2012. Multiple polyadenylated RNA
viruses detected in pooled cultivated and wild plant samples. Arch. Virol. 157(2),
271-284. ISSN 1432-8798.

ZABORSKY, J. 1992. Metamorféza listov In: Bobak, M. et al, Botanika , Anatomia a
morfologia rastlin, Slovenské pedagogické nakladatelstvo, Bratislava, s. 308 —
312.

ZAVRIEV, S., K. 1999. Carlaviruses. In. GRANOFF A. A WEBSTER R. G. 1999.
Encyclopedia of Virology, 2nd edn. s. 238-242. San Diego: Academic press.
ISBN 978-0-12-227030-7.

124



ZHANG, H., M., YANG, J., CHEN, J., P. A ADAMS, M. J. 2008. A black-streaked
dwarf disease on rice in China is caused by a novel fijivirus. Archives of virology.
153(10), 1893 — 1898. ISSN 1432-8798.

125



