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SOUHRN

Bakalaiska prace se soustiedi na vyskyt vyznamnych vira tée$ni (Prunus avium L.)

a visni (P. cerasus L.) v kulturnim a planém patosystému.

Teoreticka ¢ast prace nejdiive struéné charakterizuje tfesn¢ a visn€. Protoze existuje
velké mnozstvi virt tée$ni a viSni, v praci jsou shrnuty informace pouze o virech, které byly
detekovany v Evropé i Vv Ceské republice (popi. hrozi jejich zavle¢eni do Ceské republiky)
a jsou potencialni hrozbou pro zdejsi tiesné a visné. Jedna se o Apple chlorotic leaf spot virus
(ACLSV), Arabis mosaic virus (ArMV), Cherry green ring mottle virus (CGRMV), Cherry
leaf roll virus (CLRV), Cherry mottle leaf virus (CMLV), Cherry necrotic rusty mottle virus
(CNRMV), Cherry virus A (CVA), Little cherry-virus 1 (LChV-1), Little cherry virus 2
(LChV-2), Prune dwarf virus (PDV), Prunus necrotic ringpost virus (PNRSV), Plum pox
virus (PPV) a Strawberry latent ringspot virus (SLRSV). Na zavér jsou popsany metody

ochrany proti virovym infekcim a zptisoby detekce virt.

Experimentalni ¢ast prace je zaméfena na detekci a identifikaci vird tfeSni a visni
pomoci polyvalentni PDO nested RT-PCR, ktera je urcena k detekci virt patficich do roda
Trichovirus, Capillovirus a Foveavirus. V ramci prace se podafilo detekovat Apple chlorotic

leaf spot virus, Cherry necrotic rusty mottle virus a Cherry virus A.



SUMMARY

This bachelor$ thesis is focused on the occurence of important viruses of sweet

cherries (Prunus avium L.) and sour cherries (P. cerasus L.) in cultural and wild pathosystem.

The theoretical part at first briefly characterizes cherries and sour cherries. Because
so far many cherries and sour cherries viruses have been identified, it summarizes information
only about viruses identified in Europe and Czech Republic (or about those that might
be introducted into Czech Republic) and they might be a threat for local cherries and sour
cherries. These are Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Arabis mosaic virus (ArMV),
Cherry green ring mottle virus (CGRMV), Cherry leaf roll virus (CLRV), Cherry mottle leaf
virus (CMLYV), Cherry necrotic rusty mottle virus (CNRMV), Cherry virus A (CVA), Little
cherry-virus 1 (LChV-1), Little cherry virus 2 (LChV-2), Prune dwarf virus (PDV), Prunus
necrotic ringpost virus (PNRSV), Plum pox virus (PPV) and Strawberry latent ringspot virus
(SLRSV). In conclusion there are described methods of protection against viral infections and

virus detection methods.

Experimental part of this thesis is focused on detection and identification of cherry
and sour cherry viruses using polyvalent PDO nested RT-PCR, which is intended
for detection of viruses belonging to the Trichovirus, Capillovirus and Foveavirus genera.
It was managed to detect Apple chlorotic leaf spot virus, Cherry necrotic rusty mottle virus

a Cherry virus A.
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1. UVOD

vvvvvv

mirného pasma. Casto byvaji napadeny viry a virdim podobnymi organismy, jez zptsobuji

vazné ekonomické ztraty snizenim vynosu a kvality ploda.

Z virovych infekci tfeSni a viSni jsou nebezpecné predevsim ty infekce, které
negativné ovliviiuji vynos, kvalitu produkce a vitalitu stromi. Mezi typické ptiznaky vaznych
virovych onemocnéni tfe$ni a visni patfi chloroza, krouzkovitost, nekréza a mozaika listi
a dale pozdni dozravani, maly vzrist, atypické zbarveni a trpka chut’ ploda. Viry peckovin

se Casto vyskytuji v latentni infekci nebo v koinfekci s dalSimi viry, coz komplikuje detekci.

Dulezitost virti tfeSni a visni roste s tim, ze se vyskytuji v kulturnim patosystému.
Vsechny viry tfesni a visni jsou vegetativné prenosné. Nékteré z nich mohou byt prenaseny
I hmyzimi vektory a pylem. Proto je dulezité pro mnozeni tfe$ni a viSni pouzivat viruprosty

certifikovany mnozitelsky material, tj. zdravé rouby, ocka a podnoze.

Negativnim dopadim virovych infekci lze predchazet vysadbou viruprostého
rostlinného materidlu, regulaci hmyzich vektorii pouzitim insekticidi a Slechténim
a péstovanim odrad rezistentnich vic¢i virim. Bohuzel, v pfipad¢ tfesni a visni se prozatim
takové odridy nepodafilo ziskat. Dal§im moznym zpisobem ochrany zdravych rostlin

a zamezeni §ifeni virti ve vysadbach jsou agrotechnicka opatieni.

Bakalatska prace pojednava o nebezpecnych virech tfesni a visni, moznostech ochrany
pred témito viry, jejich detekci a identifikaci. Je zaméfena na detekci a identifikaci vira tée$ni
a viSni a popisuje ziskani sekvenci viri pomoci polyvalentni PDO nested RT-PCR a
sekvencovani. Ziskané sekvence byly pouzity pro fylogenetickou analyzu a analyzovéany

na zakladé metody Neighbor-joining.



. CILE PRACE

Vypracovani reSerse na téma "Viry tfesni a visni v kulturnim a planém patosystému".
Zvladnuti pouzitych metod: odbér vzorku, izolace RNA, RT-PCR, sekvencovani,
bioinformatika, elektroforéza v agar6zovém gelu.

Detekce a identifikace vira ve vybraném souboru vzorkil odebranych ve vysadbach
genovych zdrojli a z plan€ rostoucich stromi tiesSni a visni.

Porovnani vyskytu vira v kulturnim a planém patosystému.
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3. CHARAKTERISTIKA TRESNI A VISNi

Tre$n¢ a viSné patfi mezi nejvynosnéjsi ovocné stromy mirného a subtropického
pasma a jejich péstovani je dulezitou soucasti zemédé€lstvi z ekonomického i kulturniho
hlediska. Jejich plody jsou nejcastéji konzumovany piimo, popt. jsou prumysloveé zpracovany
a vyrabi se z nich sirupy, dzusy, kompoty, marmelady, dzemy a rizné alkoholické napoje,
predevsim likéry a brandy. Priimérna spotieba &erstvych plodi v Ceské republice na osobu za

rok 2013 ptedstavuje okolo 1,1 kg tfesni a 0,5 kg visni (Buchtova, 2014).

3.1. Taxonomické zaiazeni

Tte$né a visné patii mezi krytosemenné rostliny nalezici do rodu Prunus (slivon),
¢eledi Rosaceae (ruzovité). Rod Prunus zahrnuje piiblizné 200 druhd a fada z nich patii
mezi zasadni ovocnaiské nebo okrasné druhy, které svymi kvéty Casto zdobi parky a aleje
meést. Patfi zde napt. broskvon obecna (P. persica L.), merunka obecna (P. armeniaca L.),
myrobalan téesiovy (P. cerasifera Ehrh.), sakura ozdobna (P. serrulata L.), slivon $vestka
(P. domestica L.), slivon trnka (P.spinosa L.) a visen turecka neboli mahalebka
(P. mahaleb L.). Jedna se o druhy blizce pfibuzné, a proto nékteré viry, které pavodné

infikovaly tfesn¢ a viSné, infikuji také je, a naopak.
3.2. Produkce ve svété, v Evropé a v CR

Svétova produkce tfeSni za rok 2013 piedstavovala 2 294 455 t, z ¢ehoz 841 338 t
pochazelo z Evropy. Produkce visni tentyz rok Citala 1 348 628 t, z cehoz 851 985 t pochazelo
z Evropy (Faostat). Z celého svéta vyprodukuje nejvice tiesni Turecko a nejvice visni
Ukrajina (Faostat). Celkova sklizen v ¢eskych sadech za rok 2013 piedstavovala 7 492 t tfeSni
a 8 017 t visni. Pfi s€itani plochy plodnych sadi k 31. 5. 2014 byla vymeéra tfesiiovych sadi
odhadnuta na 886 ha a vymeéra visSnovych sadli na 1 513 ha. Ve srovnani s rokem 2012 doslo
k poklesu plochy tfesnovych sadii o 68 ha a vistiovych sadi o 44 ha. I piesto, diky lepSim
podminkam pocasi, byla produkce tiesni pro rok 2014 odhadovana jako mirné nadprimérna
vuci sezéné 2013. Odhady sklizn€ visni pro rok 2014 predstavovaly meziro¢né 20% pokles

zejména kvili nedostatetné obnové porostd (Buchtova, 2014). Aktualngjsi informace

prozatim nejsou na portalu Ministerstva zemédé&lstvi k dispozici.
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4. CHARAKTERISTIKA VIRU TRESNI A VISNI

Vsechny viry, které infikuji tfeSn¢ a visn€, patii mezi (+) SSRNA viry
(King et al., 2012) a na zaklad¢ Zivotnich strategii se fadi do Celedi a rodt. Nékteré z nich

nejsou dostate¢né prozkoumany, a proto nejsou zafazeny do klasifika¢niho systému ICTV.

Existuje velké mmnozstvi virti, které zptisobuji riiznd onemocnéni tfeSni a visni
a projevuji se velikou Skalou podobnych symptomu. Byla objevena fada onemocnéni, ktera
vykazuji charakteristické symptomy, a predpoklada se, Ze jsou zplsobeny jesté nepopsanymi
nebo nezafazenymi virovymi agens (Németh, 1986). Takto je tomu napf. u onemocnéni
,,bud blight disease”, u kterého se stale nepodafilo najit virus, ktery je jeho ptvodcem
(Kikuchi et al., 2000). Onemocnéni se projevuje vzdy stejnymi pfiznaky, ale bylo zjisténo,

ze stromy, které tyto ptiznaky vykazuji, mohou byt infikovany riznymi viry.

Vyssi rostliny jsou bézné napadeny nckolika viry soucasné a mnoho chorob
je zpusobeno jejich interakci (Pruss et al., 1997). Je casté, Ze infekce jednim virem
je prakticky neskodna, ale pii soucasné infekci jinym virem dochazi ke zna¢nému ovlivnéni
vitality avynosu peckovin. Koinfekce je typicka napf. pro Cherry virus A (CVA),
ktery se za b&Znych podminek chova jako latentni virus (Safafova et al., 2013). Myrta et al.

(2003) ve Sttedomoii detekovali koinfekci vice viry az u 13% testovanych stromu tiéesni.
4.1. Nejvyznamnéjsi zastupci vira tieSni a viSni

Podle literatury jiz bylo identifikovano mnoho virt, které v riznych castech svéta
prokazatelné infikuji tfe$né a visné. Jedna se o Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV),
American plum line pattern virus (APLPV), Apple mosaic virus (ApMV), Arabis mosaic virus
(ArMV), Apple stem grooving capillovirus (ASGV), Apple stem pitting virus (ASPV), Cherry
green ring mottle virus (CGRMYV), Carnation Italian ringspot virus (CIRV), Cherry leaf roll
virus (CLRV), Cherry mottle leaf virus (CMLV), Cherry necrotic rusty mottle virus
(CNRMV), Cherry rasp leaf virus (CRLV), Cherry twisted leaf virus (CTLV), Cherry virus A
(CVA), Little cherry-virus 1 (LChV-1), Little cherry virus 2 (LChV-2), Myrobalan latent
ringspot virus (MLRSV), Petunia asteroid mosaic virus (PAMV), Prune dwarf virus (PDV),
Plum pox virus (PPV), Prunus necrotic ringpost virus (PNRSV), Raspberry ringpspot virus
(RpRSV), Strawberry latent ringspot virus (SLRSV), Tomato black ring virus (TBRV),
Tomato bushy stunt virus (TBSV), Tomato ringspot virus (ToRSV), Tobacco ringspot virus
(TRSV) (Dar, 2013; Dhir et al., 2009; Diekmann et Putter, 1996; EPPO, 1990; James, 2011,
Jelkmann, 1995; OEPP/EPPO, 2005).
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Z téchto virt byla v Evropé prokéazana ptitomnost ACLSV, ApMV, ArMV, CIRV,
CGRMV, CLRV, CNRMV, CVA, LChV-1, LChV-2, CMLV, PAMV, PDV, PNRSV,
RpRSV, SLRSV, TBRV (EPPO, 1990; Komorowska et Cieslinska, 2004).

V Ceské republice byla prozatim prokazana p¥itomnost pouze nékolika vira. U plang
rostoucich tfesni a viSni a ve vysadbach byly detekovany cetné infekce PDV a PNRSV,
pfiCemz plati, Ze u tfeSni se Castéji vyskytuje PDV a u visni PNRSV. Mezi plané rostoucimi
tteSnémi byl piitomen jeden strom pozitivni na LChV-1 (Navratil, osobni sd¢leni).
V genovych zdrojich a vyjimecné i v kulturnich vysadbach tfesni a viSni jsou hlaseny vyskyty
ACLSV, CLRV, CVA, LChV-1, LChV-2 a SLRSV (Grimova et al., 2010; Chrobokova et al.,
2012; Kumari S., 2009; Ludvikova et al., 2011; Safatova et al., 2013). Ojedinéle se vyskytuje
PPV, ktery byl potvrzen u nékolika tfesni v genofondu Vyzkumného a Slechtitelského ustavu
ovocnaiského Holovousy s.r.o. (dale jen VSUO Holovousy) (Navratil et al., 2004; 2008).
Vyssi vyskyt i ¢etnost druhtl virtt v genofondu Ize vysvétlit tim, ze se jedna o sbirku stromt
z ruznych zemi, kde byly dlouhodobé péstovany. Stale neni jasné, zda Se viry z genovych
zdroju §ifi nebo ne a pokud ano, zda se $ifi v kulturnim nebo i v planém patosystému.

Proto se dba na preventivni opatieni, napt. pouzivani zdravé sadby a likvidace zdroji nakazy.

V nasledujici ¢asti jsou uvedeny a charakterizovany viry tfeSni a vi$ni, které jsou
vyznamné svym roz$ifenim a znaénym dopadem na vynos. Mezi viry S nejvyznamngjsimi
negativnimi dopady na tfe$né a visné celého svéta patii ACLSV, PDV a PNRSV (Myrta
etal., 2003). Dale jsou charakterizovany vyznamné viry tfe$ni a visni, jejichz pfitomnost

v Ceské republice jiz byla prokazana nebo hrozi jejich zavle¢eni z dal§ich stati Evropy.
4.1.1. Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV)

Apple chlorotic leaf spot virus patii do rodu Trichovirus, ¢eledi Betaflexiviridae.
Stejné jako vétSina zastupct rodu Trichovirus infikuje druhy ¢eledi Rosaceae, rod Prunus
(merunky, broskvong, slivoné, tiesné, visné a okrasné ttesné), rod Malus (jablon) a rod Pyrus
(hrusen) (Lister, 1970; Németh, 1986). Patii mezi nejrozsitenéjsi viry z celedi Betaflexiviridae
v Evrop¢, napt. Barone et al. (2008) jej detekovali u 91% vzorkd italskych kultivart peckovin
a jarovin vcetné tfeSni. U tfesni a visni byl potvrzen v Bulharsku, Francii, Italii, Srbsku
a Polsku a mimo Evropu napt. v Japonsku (Cieslinska et al., 1995; Cieslinska et al., 2007;
Foissac et al., 2001; Mandic et al., 2007; Malinowski et al., 1998; Phytopathological Society
of Japan, 2000). V Ceské republice bylajeho piitomnost prokidzana u tiesni (KareSova
et Paprstein, 2001).
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I kdyz infekce virem u vétSiny odrad tfesni a viSni nevyvolava piiznaky, u citlivéjsich
odrid mize byt onemocnéni (n€kdy nazyvané jako ,,pseudosarka®) vazné a mize se projevit
riznymi symptomy, jejichZz vaznost se odviji 1 od kmene viru. Mezi nejcastéj$i symptomy
patii rzivost slupky, krouzkovitost, nekroza a deformace listd (Eastwell et al., 2005; Németh,
1986; Salmon et al., 2002). Llacer et al. (1985) u infikovanych merunék zjistili, Ze ACLSV
neni homogenné distribuovan v rostlinnych pletivech, diky ¢emuz mohou nastat problémy
s jeho detekci. Tuto informaci v Ceské republice na jablonich, slivonich a tfe$nich provéfili
a potvrdili KareSova et Paprstein (2001). Doposud nejsou znamy zadné vektory pienosu.

Pravdépodobné se nepifenasi ani semeny a $iii se pouze vegetativné (Lister, 1970).
4.1.2. Arabis mosaic virus (ArMV)

Arabis mosaic virus je zastupcem rodu Nepovirus, ¢eledi Secoviridae. Tento rod
je celovétoveé rozsifen, primarné napada ovocné stromy arévu vinnou (Vitis vinifera L.)
(Brunt et al., 1996; Mayo et Robinson, 1996). ArMV infikuje Siroky okruh hostiteld,
napt. bez ¢erny (Sambucus nigra L.), ostruzinik malinik (Rubus idaeus L.) arévu vinnou.
Je rozsiten v Evropé, vyjimkou je infekce revené lékaiské (Rheum officinale L.) v Kanadé

(Descriptions of Plant Viruses). U tée$ni a vi$ni v Ceské republice dosud nebyl detekovan.

ArMV neni pro tfe$né a visné nebezpecny, ale v koinfekci s CLRV, PDV a PNRSV
se podili na vzniku onemocnéni ,,cherry decline®. Onemocnéni doprovazi opozdéné kveteni,
opad listll a nedozravani, mensi vzrust a tbytek plodi. ArMV je ptenosny had’atky Xiphinema

diversicaudatum a X. coxi, semeny a vegetativné (Eastwell et al., 2005).
4.1.3. Cherry green ring mottle virus (CGRMV)

Cherry green ring mottle virus doposud neni zatazen do zadného rodu, patii do Celedi
Flexiviridae. CGRMV infikuje broskvoné, merurniky, sakury, tfe$né¢ a visné. Je rozsifen
v Evropé (Francie, Italie, Polsko a Srbsko), v Africe, Chille, Japonsku, Koreji, na Novém
Zélandu a v Severni i Jizni Americe (Barone et al. 2008; Fiore et Zamorano, 2013; Isogai
et al., 2004; Gentit et al., 2002; Gilmer et al., 1976; Komorowska et al., 2014; Lee et al.,
2014; Mandic et al., 2007; Németh, 1986; Sabanadzovic et al., 2005). Jeho vyskyt v Ceské

republice prozatim nebyl potvrzen.

NejcastejSim piiznakem infekce CNRMV je Zlutozelend mozaika, ktera se objevi
na dospélych listech Ctyfi az Sest tydni po opadu okvétnich listkt. Plody jsou trpké a mohou
sena nich objevovat krouzkovité nekrotické skvrny. Infekce probiha casto i latentné

(Zhang et al., 1998). Prozatim neni znam zpusob Sifeni viru (Li et Mock, 2005).
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4.1.4. Cherry leaf roll virus (CLRV)

Cherry leaf roll virus je zastupcem rodu Nepovirus, celedi Secoviridae. Hlavnim
arealem vyskytu CLRV je Evropa (napt. Anglie a Némecko), Severni Amerika a byl potvrzen
i v Chile (Cropley, 1961; Eastwell, 2010; Herrera et Madariaga, 2001; Rebenstorf, 2006).
V Ceské republice byl CLRV detekovan u tfe$ng, ofesaku (Juglans regia L.) a ostruziniku
maliniku (Rubus idaeus L.) (Albrechtova et Chod, 1981; JanecCkova et Pluhaf, 1987; Kumari,
2009; Novak et Lanzova, 1981; Polak, 2007; Smrcka, 1993). TieSn¢ sice patii mezi piivodni
hostitele tohoto viru, ale stejné jako ArMV infikuje imnoho dalSich druhd dfevin
(coz dokazuje i jeho detekce v Ceské republice). Detekovan byl napf. u rodu Betula (biiza)
ve Finsku nebo rodu Olea (olivovnik) ve Spanélsku (Bertolini et al., 2003; Von Bargen et al.,
2009). Rebenstorf et al. (2006) prokazali silnou hostitelskou specifitu kmeni CLRV.

CLRYV zptsobuje onemocnéni zvané ,,Cherry decline®. Mezi charakteristické pfiznaky
onemocnéni patii pozdni kveteni, pfed¢asné svinuti listd a jejich opad. Plody jsou malé, jejich
produkce klesa a dozravaji cca o dvatydny pozd&ji, nez je b&zné. V piipad¢é koinfekce
s ArMV, PDV ¢i PNRSV mivéd onemocnéni silnéjsi pribéh. CLRV se §ifi pylem, semeny
a vegetativné¢ (Bandte et Biittner, 2001; Eastwell et al., 2005; Jones et al. 1981).
Diive se piedpokladalo, ze jej, stejné jako ostatni viry z rodu Nepovirus, prenaseji had’atka
(Flegg, 1969). Jones et al. (1981) se ptiklonili Kk nazoru, Ze pienos had’atky neni mozny

a az do soucasné doby nebyl tento zplisob ptenosu prokazan.
4.1.5. Cherry mottle leaf virus (CMLV)

Cherry mottle leaf virus je zastupcem rodu Trichovirus, celedi Betaflexiviridae.
Infikuje tfesné v né€kolika statech Evropy, Severni Ameriky a Jizni Afriky (Desvignes, 1999;
James et Mukerji, 1993). Jeho dalsimi hostiteli jsou tfesné, sakury, broskvoné a merunky
(Németh, 1986).

CMLYV je u tiesni i visni puvodcem stejnojmenného onemocnéni ,,cherry mottle leaf
disease®. Onemocnéni se zpocatku projevuje Zlutym mramorovanim a kadefavénim lista.
Jesnizena 1 plodnost stromtl, plody jsou mensi, bez chuti a dozravaji pozdéji.
Dochazi k nedostatecnému  koncovému rastu a zkracovani internodii, ¢imz se vytvari
deformace ptipominajici rozety (Gentit et al., 2002). Virus se S$iii rozto¢i Eriophyes
inaequalis a byl popsan i vegetativni zpusob pfenosu. Zajimavosti je, Ze pfi pfenosu vektory

dochazi nejprve k infekci okraje sadu (Eastwell et al., 2005).
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4.1.6. Cherry necrotic rusty mottle virus (CNRMV)

Cherry necrotic rusty mottle virus doposud neni zafazen do zadného rodu, patii
do Celedi Flexiviridae. Byl detekovan u tfe$ni v Evropé (napf. ve Francii, Némecku, Polsku
a Srbsku), dale v Chile, Japonsku, Koreji a Severni a Jizni Americe (Cho et al., 2014;
Fiore et Zamorano, 2013; Gentit et al., 2002; Gilmer et al., 1976; Isogai et al., 2004,
Komorowska et al., 2014; Lee et al., 2014; Li et Mock, 2008, Mandic et al., 2007;
Rott et Jelkmann, 2001a; Sabanadzovic et al., 2005).

Cherry necrotic rusty mottle virus zptsobuje onemocnéni ,,necrotic mottle disease
a v koinfekci s CGRMYV c¢asto zpusobuje | onemocnéni ,,necrotic rusty mottle disease™ (Gentit
et al., 2002). Pfi obou onemocnénich se pupeny na terminalnich vyhoncich neoteviraji,
nemohutni a Casto odumiraji. Tti az Sest tydnli po rozkveteni se listy deformuji, vznikaji
na nich nekrotické skvrny a pletivo mezi Zilnatinou listi vypadava. Nejvaznéji postizené listy
nasledné opadavaji. Pfed obdobim sklizn€ se zbylé listy zbarvi do zluta a zlstavaji na nich
pouze pozistatky zeleného pletiva (Eastwell et al., 2005). Mezi symptomy na kufe patii
melké trouchnivéjici oblasti s ranami a cervené skvrny, které patii mezi Symptomy
onemocnéni ,,bud blight disease” a jsou typické i pro infekce CNRMV, CVA a LChV-2
(Kikuchi et al., 2000). Virus se §ifi vegetativn€, zpusob jeho Sifeni v sadech zatim neni znam

a nebyl potvrzen zadny hmyzi vektor (Eastwell et al., 2005; Li et Mock, 2005).
4.1.7. Cherryvirus A (CVA)

Cherry virus A je predstavitelem rodu Capillovirus, celedi Betaflexiviridae.
Jedna se o celosvétoveé rozsiteny virus, ktery infikuje pfedevSim tfeSné a visné. Na jejich
kultivarech byl pozorovan v Evropé (Anglii, Francii, Italii, Némecku, Polsku a Srbsku),
dale v Cing, Indii, Japonsku, Kanadé a USA. Velmi ¢asto se vyskytuje v koinfekci s riiznymi
viry, napf. ACLSV, CGRMV, CNRMV, LChV-1, LChV-2 nebo PDV (Barone et al., 2008;
Eastwell et Bernardy, 1998; Gentit et al., 2006; Isogai et al., 2004; James et Jelkmann, 1998;
Kirby et al., 2001; Komorowska et Cieslinska, 2004; Mandic et al., 2007; Marais et al., 2012;
Noorani et al., 2010; Rao et al., 2009; Sabanadzovic et al., 2005). V Ceské republice byl jeho
vyskyt jiz nékolikrat potvrzen (Grimova et al., 2010; Safafova et al., 2013). Ve Francii, Italii
i v CR bylo dokazano, e infikuje nejen tfe$né a visng, ale i napf. slivon $vestku a meruiiku
a také, Ze jednotlivé kmeny CVA vykazuji zna¢nou hostiteskou specificnost (Marais et al.,
2012; Svanella-Dumas et al., 2005).

16



Vliv . CVA na produkci a kvalitu plodid stale neni znam. Infekce nevyvolava
onemocnéni a priznaky lze pozorovat jen ziidka, a to pouze na citlivych podnozich
a kultivarech (Eastwell et al. 1998; James et Jelkmann, 1998; Jelkmann, 1995). V koinfekci
s LChV-1, LChV-2 nebo PDV dochazi k projevu velmi vaznych symptoma a potencialné
i k poskozeni kvality ovoce (Safafova et al., 2013). Znalosti o epidemiologii CVA jsou velmi

omezené a neexistuje zadny diikaz o existenci vektort a zptisobu pienosu (Jelkmann, 1995).
4.1.8. Little cherry virus 1 a Little cherry virus 2

Maloplodost tfesné (,little cherry disease®) je onemocnéni vyvolané viry LChV-1
a LChV-2 z ¢eledi Closterovidae. LChV-1 je fazen do rodu Amplerovirus a LChV-2 do rodu
Velarivirus. Maloplodost tfesné je celosvétové rozsifend, vyskytuje se v fadé zemi Evropy,
napt. v Belgii, Italii, Némecku, Polsku, Rumunsku, Recku, Svycarsku, Velké Britanii, dale
v Japonsku, USA, Kanadé a na Novém Zélandu (Biittner et al., 1994; Chrobokova et al.,
2012; Fry et Wood, 1970; Isogai et al. 2004; Rott et Jelkmann, 2001b; Sabanadzovic et al.,
2005; Smith et al., 1992; Wilks et Welsh, 1961). V Ceské Republice, kde byly v nedavné
dobé& pozorovany ptiznaky tohoto onemocnéni, byly potvrzeny piipady infekce virem LChV-1

i LChV-2 na tie$nich a visnich (Ludvikova et al., 2011; Chrobokova et al., 2012).

U symptomatickych stromti byvaji plody rtizné deformované, malé, hoiké, spise
rizové barvy a dozravaji pozdé€ji a nerovnomérné. Na pocatku podzimu dochazi u nékterych
odrid k zabarvovani listd do Cervenofialova. Bylo prokazano, ze meruiky a slivoné jsou
vici maloplodosti imunni (Wilks et Welsh, 1961). Pfirozenymi hostiteli jsou ovocné okrasné
druhy tfesni a viSni, napf. sakura ozdobna (Prunus serrulata), stfemcha Maackova
(P. maackii), tfeSen chloupkata (P. subhirtelia), visen plstnata (P. tomentosa), visen turecka
(P. mahaleb) a visen vyfiznuta (P. incisa) (Schlesingerova, 2012). Tyto druhy jsou velmi
oblibené a piedstavuji znaény problém pro $ifeni LChV-1 a LChV-2, protoze infekce u nich
probiha latentng, diky ¢emuz se maloplodost tfeSni §ifi po celém svété. Oba viry se Sifi
infikovanym mnozitelskym materidlem a bylo zjisténo, ze LChV-2 je pfenasen cervcem
javorovym (Phenacoccus aceris) (Eastwell et al., 2005; Isogai et al., 2004).
Jedna se o polyfagni druh, ktery napadd mnoho druht listnatych stromi a ketti rodu Prunus
(Schlesingerova, 2012).
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4.1.9. Prune dwarf virus (PDV)

Prune dwarf virus je fazen do rodu llarvirus, ¢eledi Bromoviridae. PDV je rozsifen
prakticky ve vSech oblastech mirného podnebi, kde jsou péstovany druhy patiici
do rodu Prunus. Nejcastéji infikuje visné, dale slivoné S$vestky, slivoné trnky, tieSné
a myrobalan (Németh, 1986; Polak, 2007). Na tfesnich a visnich byl detekovan napf. v Italii,
Polsku, Srbsku a USA (Paduch-Cichat et al., 2011; Mandic et al., 2007; Sabanadzovic et al.,
2005). V Ceské republice jej potvrdily Jarosova et al. (2008) a Sucha et Svobodova (2010).

PDV zplsobuje onemocnéni zvané ,.cherry yellows®, protoze pii ném dochazi
k zezloutnuti listt. Dal$imi piiznaky jsou deformace a zakrslost listi. U vis$ni se onemocnéni
toto onemocnéni projevuje napadnym zesvétlenim listh ptfiblizné 3 - 4 tydny po opadu
okvétnich listkl. Pozdéji se do zluta zbarvi celé listy a ziistanou zelené pouze v oblasti vétsich
zilek. Listy brzy opadavaji a je redukovéana plodnost stromt. Na listech tfeSni se ptiznaky
nemusi vubec projevit, pokud ano, jsou patrné zluté kruhy, mozaika a prodéravéni. U tie$ni
byly popsany dva izolaty PDV, jeden tvoii jemné kadetavéni listt a druhy mozaiku
(Aparicio et al., 1999). Infikované stromy nemusi v prib&éhu nékolika let vykazovat zadné
symptomy, piedev§im nachazeji-li se v teplej§im podnebi. V ptipadé koinfekce s PNRSV
je infekce vaznéjsi a priznaky zietelnéjsi. Virus se $ifi semeny, pylem a vegetativné

(Eastwell et al., 2005; Saade et al., 2000).
4.1.10. Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV)

Prunus necrotic ringspot virus patii do rodu llarvirus, c¢eledi Bromoviridae.
Jedna se o celosvétoveé rozsifeny virus. Mezi jeho okruh hostitelti patii i tfesn€, u kterych
byvaji jeho disledky mirngjsi nez napft. u slivoni, trnek a myrobalant. Jeho vyskyt u téesni
byly potvrzeny v Evropé (napf. Ve Francii, Némecku a Srbsku), dale v Japonsku, na Novém
Zélandé¢ a v USA (Mandic et al., 2007; Marbot etal., 2003; Phytopathological Society
of Japan, 2000; Sabanadzovic et al., 2005; Sanchez-Navarro et al., 2005). V Ceské republice
jej vyskyt u tiesni detekovali Polak (2007) a Jarosova et al. (2008).

PNRSV zpilisobuje onemocnéni zvané ,;rugose mosaic®, které mize byt zptisobeno
akutni nebo chronickou infekci. Akutni infekce se projevuje hnédymi nekrotickymi skvrnami
na listech jedné vétve nebo celé strany stromu a nastupuje koncem dubna az zac¢atkem kvétna.
Nekrotické pletivo vypadava a listy ziskavaji prodéravély krajkovy vzhled. V nékterych
pfipadech se symptomy neobjevi v pribchu prvniho roku nékazy, ale az v pozdéjsich letech.

Pti chronické infekci dochézi ke svinuti vrcholi listd a vyvinu drobnych zelenych vyrastka
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okolo stiedniho Zebra a na spodni &asti listu. Casto je omezen terminalni rist, zkracuji
se internodia a bylo pozorovéno i zkracovani fapika listd. Leh¢i formy onemocnéni vykazuji
ptiznaky na listech a nemaji Zadny nebo pouze maly efekt na plody. Pfi vaznych infekcich
dochazi k nerovnomérnému dozravani ploda, vadnuti kvétt, redukovanému rustu vyhonku
asnizeni celkové vitality stromt (Eastwell et al., 2005). Symptomy jsou vazné&jsi

pti koinfekci s PDV. PNRSV je pienaSen semeny, pylem a vegetativné (Saade et al., 2000).
4.1.11. Plum pox virus (PPV)

Plum pox virus je fazen do rodu Potyvirus, ¢eledi Potyviridae. Jeho hlavnimi hostiteli
jsou slivoné, meruniky, broskvoné¢ a myrobalany. Je celosvétové rozsifeny, vyskytuje
se v Evrop¢ (napf. v Albanii, Anglii, Francii, Italii, na Kypru, v Lucembursku, Moldavsku,
Norsku, Portugalsku, Rusku, Slovinsku, Spanélsku a na Ukrajing), na severu Afriky (Egypt,
Indie, Turecko, Syrie) a dale v Argenting, Cing, Chille, Kanadé a USA (Malinowski et al.,
2006; Simon et al., 1997). Jedna se o nebezpecny virus s vaznymi ekonomickymi disledky.
U citlivych odrid zpisobuje 70 - 95% ztraty vynosu (Kegler, 1998; Simon et al., 1997).

PPV je na =zakladé¢ biologickych, sérologickych a molekuldrné-genetickych
charakteristik klasifikovan do né€kolika kmeni (Boscia et al., 1998; Fanigliulo et al., 2004,
Subr et al., 2015). Nejvyznamnéjsi jsou PPV-D (Dideron), PPV-M (Marcus) a PPV-Rec
(Recombinant), které se §iii ve stfedni Evropé (Subr et al., 2015). Pivodnim hostitelem PPV-
M jsou broskve (Kamenova et al., 2003), PPV-D a PPV-Rec se nachazi ptedevsim u slivoni
(Glasa et al, 2002). Mén¢ rozSifenymi kmeny jsou PPV-EA (EI Amar),
ktery je reprezentovan nékolika izolaty pochazejicimi z merun¢k z Egypta (Wetzel et al.,
1991; Mazyad et al., 1992), PPV-T (Turkey), jehoz hostitelem jsou piedev§im merunky
(Serce et al., 2009), a PPV-W (Winona), ktery byl detekovan u slivoni (Sheveleva et al.,
2012). Na tiesnich se vyskytuji pouze dva kmeny, kmen PPV-C (Cherry) (Kalashyan et al.,
1994; Nemchinov et al., 1996) a nové objeveny PPV-CR (Cherry - Russian) (Garcia et al.,
2014; Glasa et al., 2013). PPV-C byl detekovan v Bélorusku, Bulharsku, Chorvatsku, Italii,
Mad’arsku, Moldavsku a Rumunsku (Crescenzi et al., 1997; Fanigliulo et al., 2003; Kajic
etal., 2012; Kalashyan et al., 1994; Kolber et al., 1998; Malinowski et al., 2012; Maxim
et al., 2002; Nemchinov et al., 1998; Topchijska, 1996). PPV-CR byl detekovan pti infekci
visni v Rusku (Chirkov et al., 2013). I piesto, ze v Ceské republice je PPV hojné rozsitenym
virem (Navratil et al., 1998), byly zde definitné potvrzeny pouze kmeny infikujici slivoné
atii vzorky tfeSni byly stanoveny jako podeziel¢é na vyskyt PPV, ale nepodafilo

se jej jednoznacné potvrdit (Navratil et al., 2004).
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Tento virus zpisobuje velmi vdzné¢ onemocnéni zvané ,Sarka Svestky* (Németh,
1994). Ptiznaky u rodu Prunus se objevuji na listech, plodech, kvétech a semenech a jejich
vaznost se 1iSi v zavislosti na druhu, kultivaru, kmeni viru, roénim obdobi a lokaci. Na listech
a plodech tiesni a wvisni jsou typické chlorotické a nekrotick¢é krouzkovité vzory
a nepravidelna svétle zelena nebo Zluta mozaika okolo zilnatiny, ¢asto jsou ale bez piiznak.
PPV je pfendSen vegetativné a neperzistentné na stiletech vice nez dvaceti druhii msic, z nichz
piiblizné ¢tyfi patii mezi vyznamné vektory. Jedna se o msSici bodlakovou (Brachycaudus
caudi), msici broskvonovou (Myzus persicae), msici chmelovou (Phorodon humuli) a msici

slivovou (B. helichrysi) (Jarosova et al., 2008).
4.1.12. Strawberry latent ringspot virus (SLRSV)

Strawberry latent ringspot virus doposud neni zafazen do zadného rodu, pouze
do ¢eledi Secoviridae. Poprvé byl popsan roku 1964 (Lister). Infikuje sirokou $kalu hostitelt,
napt. tfeSen, viSen, jahodnik, ostruzinik malinik, vinnou révu, broskvon a jablon (Kumari,
2009; Lister, 1964; Taylor et Thomas, 1968). Na tiesnich a vi$nich je rozsifen piedevsim
v Evrop¢, dale na Novém Zéland¢ a v Kanad¢ (Allen et al., 1970; Everett et al., 1994;
Murant, 1974). V Ceské republice jeho vyskyt u tfesni potvrdili Novék et Lanzova (1974).
Kumari (2009) se jej pokusila detekovat u broskvoni a merun¢k v moravskych sadech
avinicich, kde se prokazateln¢ vyskytuje hadatko Xiphinema diversicaudatum
(které je vektorem ArMV a SLRSV), ale netspésné.

Je prenosny semeny, pylem, vySe zminénym had’atkem a mechanickou inokulaci.
Zpisobuje skvrnitost a onemocnéni zvané ,,cherry decline®, stejné tak jako CLRV, ktery patii
do stejné Celedi. Pfiznaky tohoto onemocnéni jiz byly vysvétleny v podkapitole vénované viru
CLRV: typické je sniZzeni vynosu, Cervenani a skvrnitost listd. SLRSV se vyskytuje
i v koinfekci s PNRSV (Eastwell et al., 2005).

4.2. Ochrana proti virovym chorobam tfeSni a vi§ni v Evropé

Obecné lze konstatovat, ze vSechny vyznamné viry tfeSni a viSni jsou rozSifeny
po Evropé a vétsina z nich i po celém svété. Vyjimku tvoii napt. CRLV, ktery byl prozatim
detekovan pouze v nékolika statech, napf. v Cing, Kanadé a USA (Hansen et al., 1974; James
et al., 2001; James et Upton, 2005; Ma et al., 2014). Masivni $ifeni vird tfeSni a viSni mtze
byt zptsobeno infikovanymim mnozitelskym materialem. Castymi zdroji infekce jsou
latentné infikované okrasné tfeSné. Jak jiz bylo uvedeno, viry tfeSni a vi$ni se Casto vyskytuji

ve smésnych infekcich. Napft. Isogai et al. (2004) zjistili, Ze v nékterych stromech tfe$né ptaci
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byly pfitomny az étyfi viry (nejéastéji CVA, CGRMV, CNRMV a LChV-2). Je proto velmi

dulezité zabranit rapidnimu Sifeni virG pouzivanim viruprostého mnozitelského materilu.
4.2.1. Certifika¢ni schéma pro material odrid a podnoZi tfesné

Produkce zdravého mnozitelského materidlu je v Evropé zabezpeCena na zadkladé
certifikacniho schématu, které se tyka myrobaland, tfeSni a visni. Schéma je v souladu
s obecnym postupem, ktery navrhuje vybor EPPO pro certifikaci ovocnych plodin
a bylo ptijato Radou EPPO v zati 1990 (EPPO, 1990).

Certifikacni schéma slouzi jako podrobny navod pro produkci materidlu prostého
Skodlivych organismi. Je ureno pro roubované odridy ovocnych stromil, vegetativné
mnozené podnoze a semenace podnozi. Veskery rostlinny material, ktery je dle certifikacniho
schématu vyprodukovan, je ziskan ztzv. pfedzdkladniho materidlu, ktery byl shledédn
viruprostym, a pied pfedanim Skolkaitim je material testovan na piitomnost nejcastéjsich virt.
Matecni rostliny (dale jen mateCnice) musi byt vyprodukovany v izolaci od potencidlnich

Skodlivych organismu a zdroj chorob.

Za ucelem produkce certifikovanych vypéstki tfesné je nutné drzet se zakladnich péti
krok tohoto schématu. Nejprve je nutny spravny vybér kandidatnich rostlin, ty musi
byt vitadlni a bez ptiznakdl virdt a virézdm podobnych onemocnéni. Pouze z kandidatnich
rostlin, které vykazuji negativni vysledky pro vSechny testované skodlivé organismy, mohou
byt vytvofeny matecnice piedzakladniho materialu. Na nepiitomnost viru se testuje dvéma
na sobé nezavislymi metodami a vSechny rostliny vykazujici pfiznaky musi byt odstranény.
Certifika¢ni schéma vyzaduje testovani ACLSV, ApMV, ArMV, PAMV, CIRV, TBSV,
CGRMV, CLRV, LChV-1, LChV-2, CMLV, PDV, PNRSV, RpRSV, SLRSV a TBRV.
Pro detekci se nejCastéji pouzivaji biologické indikatory, ELISA a RT-PCR. Mate¢nice pak
musi byt udrZzovany v podminkach zabranujicich infekci. Proto musi byt ovéteno, ze puda
je prosta had’atek rodd Longidorus a Xiphinema, které jsou znamymi vektory nékterych
virovych chorob. Kazda mate¢nice musi byt kazdoro¢né testovana na PNRSV, PDV a ApMV
a vizualn¢é kontrolovana. Dal§im krokem je produkce zékladniho materialu, a to nao€kovanim
¢1  naroubovanim materidlu z matecnic na podnoZe stejné certifikaéni Urovné
nebo na semenace podnozi vypéstované za stejnych podminek jako matecnice predzakladniho
materialu. Nakonec lze ockovanim nebo roubovanim na podnoze stejné nebo vyssi
certifikované urovné ziskat certifikované rostliny. K certifikaci je nutné, aby ufedni organ

provedl kontrolu rostlin na priznaky virovych a vir6zam podobnych chorob (EPPO, 1990).
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4.2.2. Prevence proti §ifeni virovych onemocnéni ti‘e$ni a viSni

Mezi zakladni principy prevence proti Sifeni virti tfesni a vi$ni patii vysazeni zdravého
materidlu, uplatnovani agrotechnickych opatieni, vizualni prohlidky vysadeb a okoli
a kontroly nepfitomnosti virovych vektord ve vysadbach. I jediny infikovany strom
ve vysadbé totiz miize umoziit §iteni virl na velké vzdalenosti, protoze z infikovanych rostlin
mohou byt viry Sifeny nejen vegetativng, ale v nékterych piipadech i hmyzimi vektory
nebo pylem. Agrotechnicka opatieni si kladou za cil zamezit Sifeni vird ve vysadbach
napt. regulaci jejich velikosti, dodrzovanim spravnych rozestupii mezi Stromy, regulaci

zapleveleni a udrzenim dobré kvality pidy, ¢imz lze zamezit vyskytu had’atek a Skidct.

Dulezitou soucdasti prevence Sifeni virti tfeSni a vis$ni jsou vizualni prohlidky vysadeb
a jejich blizkého okoli a bezprostfedni odstranéni zdroji infekce, pfiCemz znacny problém
ptredstavuji latentni infekce. Neexistuji chemické ani biologické prostiedky, jimiz by bylo
mozné 1éCit virovd onemocnéni, jako to lze u bakteridlnich a houbovych onemocnéni
(Jarosova, 2008). Jedinym moznym zpisobem chemické ochrany je pouziti insekticidi

proti hmyzim vektorim, které viry tfesni a visni $ifi, proto je velmi dulezity jejich monitoring.
4.2.3. Vybér vhodnych podnoZi pro roubovani tie$ni a viSni

Jak tika Lang (2001), smyslem roubovani a ockovani je doplnéni vlastnosti roubu
a podnoze (tim muze byt pozitivni ovlivnéni produktivity, velikosti, odolnosti, stavby stromu
a architektury koruny, procesu zrani, kvality a velikosti ovoce) a odstranéni negativnich
vlastnosti podnoze (napt. nizké plodnosti a zakrslych plodi). Komeréni podnoze jsou ¢asto
Slechtény tak, aby byly odolné vi¢i mrazu, bakteridlnim onemocnénim nebo virdm
(Long et Kaiser, 2010) a velmi oblibené jsou zakrslé podnoze (Lang, 2001). Rezistentni,
nebo dokonce imunni odridy peckovin jsou jednou z moznosti ochrany proti virim peckovin.
Typickym ptikladem je Slechténi odriid hypersenzitivnich slivoni a rezistentnich meruiek
viaci nékterym kmenim PPV (Krska et al.,, 2015; Neumiiller etal., 2010). Bohuzel,
proti virim tfesni a visni jeSté neexistuji rezistentni ani imunni odridy.

Z planych druhi jsou jako podnoZe nejCastéji mnozeny tfe$né, visné a mahalebky.
Mahalebky se pouzivaji jako univerzalni podnoZze pro kefovité tvary okrasnych tfeSni a visni.
TteSen se pouziva jako podnoz pro polokmeny a vysokokmeny. Stejné tak odriidy a kultivary

sakur, které patti do toho podrodu, je nutné roubovat nebo oc¢kovat na tresné (Lang, 2001).
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4.3. Detekce a identifikace vira treSni a viSni

Pro detekci a identifikaci virt tfeSni a vi$ni jsou nejéastéji pouzivany biologické
indikatory a sérologické nebo molekularni metody. V posledni dobé jsou upiednostiiovany

rychlé a vysoce citlivé imunologické a molekularné-genetické metody.

Vysvétleme si divody pouziti raznych detekénich metod na ukédzce vira CGRMV
aCNRMV. Jedinou metodou, kterou bylo doneddvna mozné oba viry detekovat,
bylo roubovani na dievité indikatory, napi. na cv. Kwanzan (P. avium). Byla to jedina
akceptovana a zarucend metoda pro certifikacni procedury. Nicméné€, pouzivani drevitych
indikator je Casové velmi naroéné a drahé. Detekce vird pomoci dievitych indikatora
pestovanych ve sklenicich pfedstavuje praci nejméné na Ctyfi mésice az dva roky, ve vnéjSich
podminkach spise dva az tii roky (Jelkmann, 2004; Li et Mock, 2005; Sanchez-Navarro et al.,
2005). Protoze pro ani jeden =ztéchto virGk nejsou dostupné komercni protilatky
pro sérologickou detekci, nemohou byt pro jejich identifikaci pouzity imunologické metody.
Vychodiskem jsou moderni molekularné-genetické metody, nejcastéji se pouZzivaji rtizné

varianty RT-PCR, které jsou k dispozici.
4.3.1. Biologické indikatory tfes$ni a viSni

Biologické testy jsou provadény na indikatorovych rostlinach. Ty se déli na zakladni
dva typy - indikatory bylinné a drevité. V nasledujici ¢asti jsou blize popsany spolu s viry,
pro které je vhodné je pouZit.

U bylinnych indikatordt je pomérné tézké uspéSné na né prenést inokulum.
Uspé&snost a spolehlivost pfenosu onemocnéni zalezi predeviim na pavodu inokula, druhu
pletiva, ze kterého vzorek pochazi, roénim obdobi, ve kterém byl vzorek odebran
a je inokulovan a dale napft. na slozeni extrakéniho pufru (Németh, 1986). Pfenos na bylinné
indikéatory se provadi mechanicky a testy trvaji pfiblizné meésic. Nejcastéji pouzivanymi
indikatory jsou Cucumis sativus a Chenopodium quinoa nebo Ch. amaranticolor,
které mohou byt infikovany vétsinou druht vird rodu llarvirus a Nepovirus (napi. ACLSV,
PDV aPNRSV) (Jelkmann, 2004). Mezi dalsimi znamé indikatory patéi napi. Nicotiana
occidentalis, N. obliqua a Phaseolus vulgaris. Bohuzel, ne vSechny viry jsou mechanicky
pfenosné, pienos nékterych virl je znaéné€ problematicky (napt. CGRMV, CNRMV, CVA,
LChV-1 a LChV-2) a bylinn¢ indikatory pro né proto nejsou vhodné (Isogai et al., 2004).
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Testy na dfevitych indikdtorech jsou povazovany za spolehlivéjsi nez testy
na indikatorech bylinnych. Pfenos infikovaného materidlu se provadi roubovanim
nebo ockovanim. Pouzivaji se semendce broskvoné GF 305 nebo cv. Elberta,
které jsou vhodné pro zachyceni vira ArMV, ACLSV, CMLV, CLRV, PDV, PNRSV,
ToRSV a SLRSV (Jelkmann, 2004). Velmi oblibeny je cv. Shirofugen (Prunus serrulata)
pro detekci virit PNRSV, PDV a CGRMV a cv. Kwanzan (P. serrulata) pro detekci CGRMV
a CNRMV (Jelkmann, 2004; Li et Mock, 2005). Vybornymi dfevitymi indikatory
jsou i kultivary tfe$né ptaci. Jedna se napi. o cv. Bing, ktery se pouziva pro detekci ArMV,
CMLV, CRMV, CRLV a SLRSV, dale cv.Sam, ktery spolehlivé indikuje CNRMV
a cv. Canindex, ktery je vyborny pro detekci LChV-1 (Eastwell et al., 2005; Jelkmann, 2004).
Pro detekci PNRSV, PDV, ToRSV, ACLSV a CGRMYV se diive pouzivala viSen plstnata
(Ogawa et al, 1995). Vétsina dievitych indikatori se péstuje ve sklenicich,
pouze cv. Shirofugen, cv. Kwanzan (P.serrulata); cv. Bing, cv. Sam a cv. Canindex

(P. avium) se dafi ve vnéjsich podminkach (Jelkmann, 2004).
4.3.2. DAS-ELISA

DAS-ELISA (double-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay)
je imunochemicka metoda, jejiz podstatou je interakce antigenu a enzymem znacené
protilatky a nasledna detekce vzniklého barevného komplexu, ktery vznika pfi reakci enzymu
se substratem. Pro detekci rostlinnych virdt byla poprvé pouzita Clarkem a Addamsem roku
1977. Jedna se o jednu z nejstarSich spolehlivych metod detekce, nicméné jeji vysledky
by mély byt brany s jistou rezervou, protoze distribuce viru v jednotlivych castech rostliny
je rizna a nepiedvidatelna (Ogawa et al., 1995). Dalsi nevyhodou je, ze vysledky byvaji
ovlivnény v zavislosti na roénim obdobi. Nejvhodnégjsi je provadét testy na jafe (nejlépe
béhem kvétna ¢i Cervna) (Mekuria et al., 2003). DAS-ELISA neni vhodna pro detekci virt

Vv nizkych koncentracich, coz je typické pro smésné infekce (Sanchez-Navarro et al., 2005).

DAS-ELISA nalezla ve virové diagnostice Siroké uplatnéni a S jeji pomoci Ize dokazat
piitomnost vétSiny virta, napi. ACLSV, ApMV, ArMV, CGRMV, CIRV, CLRV, CMLYV,
CRLV, PPV, PDV, PNRSV, RpRSV, SLRSV, TRSV, TBRV, ToRSV (Jelkmann, 2004).
V Ceské republice byl touto metodou detekovan napf. virus ACLSV na tée$nich
(Karesova et Paprstein, 2001) a potvrdilo se, Ze tato metoda je pro jeho detekci vhodna

a spolehliva.
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V soucasné dobé jsou komeréné dostupné rizné soupravy pro imunologickou detekci
zvané kity, které nabizi rizné firmy. Mezi nejvétsi firmy zaméfené mimo jiné na viry tie$ni
a vi$ni patii napf. Svycarska firma Bioreba AG, ktera nabizi DAS-ELISA kity pro ACLSV,
ApMV, ArMV, ASGV, ASPV, CLRV, PDV, PNRSV, PPV, RpRSV, SLRSV, TBRV,
ToRSV a TRSV (Bioreba AG).

4.3.3. Molekularni metody

Jedna se o nejnovéjsi metody pro detekci a identifikaci virG. Jejich vyhody tkvi
polymerazové tetézové reakce (PCR), jejiz koncepce byla popsana roku 1983 (Saiki et al.,
1985). Pro detekci virti tfesni a visni se z listdi, narasenych pupent a mladych okvétnich listka
izoluje tzv. celkova RNA (Ludvikova et al., 2011). Ta je reverzni transkripci pfevedena
na DNA a po PCR analyzovana elektroforézou v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu

s pouzitim TAE pufru (Sambrook et al., 1989).

S pomoci RT-PCR lze detekovat napt. APLPV, ACLSV, ApMV, ArMV, LChV-1,
LChV-2, CGRMV, CLRV, CMLV, CNRMV, CVA, PPV, PDV a PNRSV (Isogai et al.,
2004; Jelkmann, 2004; Li et Mock, 2005; Rott et Jelkmann, 2001b; Sanchez-Navarro et al.,
2005). Metodiku RT-PCR lze rozdé€lit na tzv. one-step a two-step RT-PCR. Pouzitim one-step
RT-PCR je redukei kroki snizeno riziko chyby a kontaminace. V piipad¢ two-step RT-PCR
v prvni reakci dochédzi reverzni transkripci k vytvofeni cDNA a v druhé reakci dochazi

k amplifikaci cilovych tseku této kyseliny (JaroSova et al., 2008).

Existuje mnoho variant RT-PCR, kter¢é se osvédCily pro detekci vird.
Jedna se napt. 0 IC-RT-PCR, RT-PCR-ELISA, nested RT-PCR a multiplex RT-PCR,
které si v této Casti struéné priblizime. IC-RT-PCR je spojenim metody immuno capture
a RT-PCR. Umoziuje specifické zachyceni virovych ¢astic, pouziva se napt. pro ACLSV,
ASPV a PPV (Candresse et al., 1995; Jelkmann et Keim-Konrad, 1997; Wetzel et al., 1992).
RT-PCR-ELISA je RT-PCR nasledovana imunochemickou metodou ELISA, pii niz
se detekuje PCR produkt. Vyuziti nalezla napt. pro ApMV, PDV, PNRSV a ToRSV,

-----

nachazeji metody RT-PCR, nested RT-PCR a multiplex RT-PCR.
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Polyvalentni PDO nested RT-PCR (polyvalent degenerated oligonucleotide), zvysuje
citlivost amplifikace tim, ze v prvnim kroku se pouziva tzv. degenerované primery obsahujici
inosin, diky nimz lze zachytit sekven¢né podobné viry rodu Trichovirus (ACLSV a CMLV),
Capillovirus (ASGV a CVA) a Foveavirus (ASPV a SCGRMV, Sour cherry green ring
mosaic virus) (Foissac et al.,, 2001). PDO nested RT-PCR se sklada ze dvou casti.
Nejprve se provede kombinovana RT-PCR s primery PDOF1li, PDORS3i, PDOR4i.
Vznikaji rizn¢ dlouhé amplikony, které za tGcéelem zvySeni specifity podstupuji dalsi ¢ast
s primery PDOF2i/PDOR1i (Obr. 1). Vyslednymi produkty jsou kratké homologni tseky
(362 bp), které se nachazeji v oblasti RNA dependent RNA polymerase (RdRp),
ktera je ulozena ve virovych genomech. Produkty potvrdi pfitomnost nékterého z virt,
ale je nutné sekvencovanim urcit, o jaky virus se jedna (Foissac etal., 2005). Bézné se

pro tento ucel vyuziva Sangerovo sekvencovani (Sanger al., 1977).

Obr. 1: Polyvalentni nested RT-PCR: Lokace primert jsou ukazany na sekvenci viru ACLSV

(schéma pievzato ze ¢lanku German et al., 1990)
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Multiplex RT-PCR lze spolehlivé detekovat napt. ACLSV, ASGV, ASPV, ApMV,
PDV a PNRSV (Helguera et al., 2001; James, 1999; Menzel et al., 2002; Saade et al., 2000).

Bylo ovéfeno, Ze 1ze uspésné zachytit i osm rtiznych virti najednou (Sanchez-Navarro et al.,
2005). V Ceské republice byla multiplex RT-PCR otestovéana piitomnost viri PDV a PNRSV
na vzorcich tfesni, viSni a dalSich dievin rodu Prunus a na jeji citlivost nebyl zaznamenan vliv
druhu rostliny (JaroSova et al., 2008). Pfi porovnani s metodou jednoduché RT-PCR,
ktera je schopna v jedné reakci detekovat pouze jeden virus, je tato reakce stejné citliva

a specificka.
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5. MATERIAL A METODY

5.1. Biologicky material

Detekce vira byla provedena v 77 vzorcich z P. avium, P. mahaleb, P. cerasus,
P. fruticosa, z toho 53 vzorki pochazelo z genofondu VSUO Holovousy. Zbylych 24 vzorka
pochazelo z plané rostoucich stromu tfes$ni a vis$ni, z toho 12 z Pfirodni rezervace Maly Kosit
u Olomouce a 12 zNarodniho Parku Podyji. Odebrany byly minimalné¢ 3-4 listy,
pokud mozno s potencialnimi pfiznaky virové infekce, napf. s chlorotickymi krouzky
nebo Zlutozelenou mozaikou. Ze stromi, které nevykazovaly piiznaky virové infekce,
byly listy odebrany nahodné po obvodu koruny. Listy byly vloZzeny do uzaviratelnych sacka
s popiskami. Seznam vzorkli je uveden mezi ptilohami (Tab. 2). 65-75 mg listd

(pokud mozno piiznakovych ¢asti) bylo lyofilizovano a uchovavano pii -70°C.
5.2. lzolace celkové RNA na oxidu kiremicitém (Silica capture)

Celkovda RNA byla izolovana dle modifikované metody Silica capture uvedené
v publikaci Cieslinska et al. (2004). Lyofilizované vzorky byly homogenizovany
homogenizatorem FastPrep-24 po dobu 30 s na urovni 5 spufrem PBS-TPO v poméru
1:20 a centrifugovany 2 min pii 12 000 rpm. Byla pfipravena pracovni suspenze oxidu
kiemicitého: do 1,5ml mikrozkumavek bylo pfidano 900 pl pufru L6 a 40 pl jiz pfipravené
zasobni suspenze oxidu kiemicitého, byly vortexovany anechany 10 min pii pokojové
teploté. Do zkumavek bylo piidano 50 ul centrifugovaného extraktu a byly opét vortexovany.
Piebytek supernatantu byl uschovan pii -70 °C. Mikrozkumavky s L6, suspenzi oxidu
kfemicitého a rostlinnym extraktem byly ponechany 10 min pfi pokojové teploté, vortexovany
a centrifugovany 16 s pifi 12 000 rpm. Pomoci vodni vyvévy byl opatrné odstranén
supernatant. K sedimentu bylo pfidano 900 pl pufru L2, zkumavky byly vortexovany
a centrifugovany 16 s pfi 12000 rpm. Pomoci vodni vyvévy byl opatrné¢ odstranén
supernatant. Krok promyti pufrem L2 byl zopakovan. K sedimentu bylo napipetovano 900 ul
70% vychlazeného ethanolu, zkumavky byly vortexovany, centrifugovany 16 s pii 12 000
rpm. Vodni vyvévou byl opatrné odstranén supernatant a promyti ethanolem bylo
zopakovano. Sediment byl vortexovan s 900 ul acetonu, centrifugovan 16 s pii 12 000 rpm
a susen v termobloku pii 56°C v otevienych zkumavkach cca 5 min. Nakonec bylo pfidano
50 pl sterilni deionizované vody, zkumavky byly kratce vortexovany a uzaviené inkubovany
10 min pti 56°C v termobloku, vortexovany a centrifugovany 16 s pti 12 000 rpm. Vodni faze

byla odsata pipetou a prevedena do nové mikrozkumavky za neporuseni sedimentu.
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5.3. Metodika PDO nested RT-PCR

Piiprava a pipetovani PCR byla provedena ve sterilnich podminkach v laminarnim
boxu. Zkumavky byly po celou dobu drzeny na ledu, aby se zabranilo poSkozeni reagencii
a vzorkl. Sekvence vSech pouzitych primerti jsou uvedeny mezi ptilohami a jsou rozdéleny

do jednotlivych tabulek dle pfislusnych reakei, v nichz byly pouzity (Tab. 3, 4 a 5).

Prvni PCR reakce probé¢hla s primery PDOFL1i, PDOR3i a PDOR4i v objemu 25 pul.
Reakéni smés obsahovala 5 ul pufru (5x), 12,35 ul deionizované vody, 1,25 ul primeru
PDOF1i (20pmol/ul), 1,25 pl primeru PDOR3i (20pmol/ul), 1,25 pl primeru PDOR4i
(20pmol/ul), 0,5 ul dNTP (10 mM), 0,2 ul Taq polymerazy (5 U/ul)
a 0,2 ul AMV RT polymerazy (10 U/ul). K reakéni smési byly pfidany 3 pl izolované DNA.
Reverzni transkripce prob¢hla pii 42 °C po dobu 45 min a nasledovala amplifikace
v nésledujicich krocich: predenaturace pii 95 °C po dobu 3 min, 35 cykli denaturace
pii 95 °C po dobu 30 s, annealingu pii 42 °C po dobu 30 s, syntézy cilového useku pii 72 °C

po dobu 30 s a na zavér elongace pii 72 °C po dobu 7 min.

PCR reakce s primery PDOF2i/PDOR1i nebo NT1/NT3 v objemu 25 pl. Reakéni smés
obsahovala 2,5 pl pufru (10x), 12,5 pl vody, 0,75 ul PDOF2i nebo NT1 primeru (20pmol/pul),
0,75 ul PDOR1i nebo NT3 primeru (20pmol/ul), 2,5 ul ANTP (2 mM), 0,2 pl Taq polymerazy
(5 U/ul) a 2,8 ul MgClz (25mM). K reakéni smési byly pfidany 3 pl izolované DNA.
Amplifikace probéhla v nasledujicich krocich: predenaturace pii 95 °C po dobu 3 min,
35 cyklt denaturace pii 95 °C po dobu 30 s, annealingu pii 42 °C po dobu 30 s, syntézy

cilového useku pii 72 °C po dobu 30 s a na zavér elongace pii 72 °C po dobu 7 min.
5.4. Elektroforeticka separace

PCR produkty byly detekovany gelovou elektroforetickou separaci a vizualizovany
transluminatorem G:Box. Elektroforeticka separace probéhla v 1% agar6zovém gelu v TAE
pufru (produkty PCR s primery PDOF2i/PDORL1i) a v 1,5% agar6zovém gelu v TAE pufru
(produkty PCR sprimery NT1/NT3). Do 50 ml agarézového gelu v TAE pufru byly
po mirném ochladnuti piidany 3 pl barviva GoodView™. Gel byl nalit do elektroforetické
vani¢ky s hiebinky, ponechan ztuhnout, obracen a do elektroforetické komory byl nalit
1x TAE pufr a byly vyjmuty hiebinky. Jedna jamka byla naplnéna 2 ul standardu molekulové
hmotnosti (Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder). Do ostatnich byly aplikovany 3 pl vzorku,
které byly promichany s 2 ul 0,1% bromfenolové modii. Separovani usekti DNA prob&hlo

pii napéti 70-80 V a trvalo 35-45 minut, v zavislosti na velikosti produktu.
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5.5. Klonovani PCR produktu pomoci pGEM-T Kitu

Klonovani PCR produktu do plazmidi pGEM-T bakterii E. Coli kmene DH5a bylo
provedeno pGEM-T kitem dle navodu vyrobce. PCR produkty byly vysuseny v suSicce
SpeedVac™ a rozpustény v 10 pl vody. Ligacni smes obsahovala 5 ul pGEM-T liga¢niho
pufru, 1 pl ligazy, 0,5 ul pGEM-T plazmidu, 2-3,5 ul PCR produktu a destilovanou vodu
do objemu 10 ul. Smés byla promichana, centrifugovana a inkubovana 1 h pfi pokojové
teploté. 5 ul ligacni smési bylo smichano s 50 ul E. Coli rozmraZenych na ledu a inkubovano
20 min na ledu. Bylo ptfidano 850 pl SOC média a 1,5 hod inkubovano na rotacni tfepacce
pii 37 °C. Byly pfipraveny kultiva¢ni misky s LB/AMp/IPTG/X-Gal médiem. LB médium
bylo rozehtdno, smichano s ampicilinem do kone¢né koncentrace 100 pg/1 ml kultivaéniho
média a rozlito do misek. Na povrch média bylo rozetfeno 200 pl roztoku X-Gal a 20 pl
roztoku IPTG. Suspenzni kultura transformovanych bun¢k byla zakoncentrovana centrifugaci
2 min pti 5000 g. Cca 850 ul supernatantu bylo odpipetovano a sediment byl pipetovanim
resuspendovan ve zbytku SOC média. Resuspendované buniky byly rozetfeny na povrch
média. Misky byly inkubovany dnem vzhiru ptes noc pii 37 °C. Dalsi den bylo provedeno
vyhodnoceni na zakladé¢ modro-bilé selekce a pozitivni kolonie byly pieinokulovany na nové
LB/Amp médium, roztazeny do menSich plosek a opét inkubovany ptes noc pii 37 °C.

Z kazdého klonovaného vzorku bylo vybrano 3 — 5 pozitivnich kolonii s inzertem.

Byla provedena PCR sprimery M13F/M13R vobjemu 20 ul. Reakéni smés
obsahovala 2 pl pufru (10x), 1,2 ul MgClz2 (25 mM), 11,8 ul vody, 0,2 ul M13F primeru
(20pmol/ul), 0,2 pul M13R primeru (20pmol/ul), 2 ul ANTP (2mM) a 0,2 pl Taq polymerazy
(5U/ul). V reakéni smési bylo omyto paratko, které bylo predtim namoceno v jedné z kolonii.
Uvolnéni a denaturace plazmidu probéhla pii 95 °C po dobu 5 min, nasledovala PCR
amplifikace: 25 cykld denaturace pii 95 °C po dobu 30 s, annealingu pii 55 °C po dobu 30 s,
syntézy cilového tseku pii 72 °C po dobu 30 s a na zavér elongace pii 72 °C po dobu 10 min.
PCR produkty byly detekovany na 1% agarézovém gelu. S pozitivnimi PCR produkty

provedena elektroforeticka separace pro izolaci z gelu.
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5.6. lzolace PCR produktu z gelu

Izolace produktl byla provedena QIAquick Gel Extraction kitem dle pokynti vyrobce.
Elektroforeticka separace probéhla v 1% agarézovém gelu. Bylo pouzito 75 ml agardzy s 5 ul
roztoku ethidium bromidu. Po ztuhnuti byl gel zalit 1x TAE pufrem a do jamek byly
pipetovany veSkeré PCR produkty smichané s 5 pul 0,1% bromfenolové modfi. Separace
pii 80 V trvala cca 45 min. Gel byl vizualizovan pii 365 nm v UV transluminatoru
pro vyfezavani z gelu. PCR produkty byly pod UV zafenim vyfezany sterilnimi skalpely
avlozeny do 1,5ml mikrozkumavek a zvazeny. Byl pfidan QG pufr v objemovém poméru
3:1 a zkumavky byly inkubovany cca 10 min pii 50 °C v dry-bloku, az do rozpusténi gelu.
Dale byl ptidan jeden objem isopropanolu a smés byla ptemisténa do kolonky pro izolaci
DNA. Postupné byl ptidan QG pufr, PE pufr akolonka se smési byla opakované
centrifugovana. Nakonec bylo do kolonky napipetovano 30 pl destilované vody a ziskana
DNA byla dlouhodobé uchovavana pii -20 °C. Koncentrace DNA byla stanovena
fluorometricky na pfistroji Hoefer DyNA Quant 200 dle navodu. Nejmensi piipustna
koncentrace byla 10 ng/ul. Pokud byla koncentrace nizsi, vzorky byly vysuSeny v susicce

SpeedVac™ a rozpustény V odpovidajicim objemu vody.
5.7. Sekvencovani vyslednych produkti

Sekvenacni znaceni bylo provedeno Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitem
(AB Applied Biosystems) dle pokyni vyrobce. SloZzeni reakéni smési bylo 1 ul Big Dye
pufru, 1 ul Big Dye, 2 ul sekvenaéniho F nebo R primeru (1,6 pmol) a 6 pul vzorku DNA
nafedéného na poZadovanou koncentraci. Jako vzorky byly pouzity PCR produkty
a naklonované¢ PCR produkty. Byly pfipraveny dvé série zkumavek obsahujicich vzorky
areakéni smés, jedna série s primerem R a druha s primerem F. Mnozstvi pouzit¢é DNA
Vv sekvenacni reakci by mélo piiblizné odpovidat velikosti PCR fragmentu (pro PCR produkty
délky 400 bp se pouziva 20 ng DNA). Amplifikace probéhla v nasledujicich krocich:
sekvenacni znaceni pii 96 °C po dobu 1 min, predenaturace pii 96 °C po dobu 10 s, 40 cykli
annealingu pii 50 °C po dobu 5 s, elongace pii 60 °C po dobu 4 min. Vzorky byly
analyzovany v genetickém analyzatoru ABI3730 na pracovisti UEB, AV CR, Olomouc.
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5.8. Bioinformaticka analyza

Vystupy sekvencovani byly sestaveny do genomovych sekvenci na zakladé cteni
forward a reverse vlakna pomoci programu SeqMan Lasergene (DNAstar, Inc.). Sekvence
klont (ziskanych z kolonii, které pochazely ze stejného vzorku) byly identifikovany pomoci
programu BLAST (NCBI), pficemz byly ofezany sekvence primert pro plazmid pGEM-T,
a primera specifickych pro druhy krok PDO nested RT-PCR. Multiple sequence alignment
byl vytvoien pomoci programu ClustalW implementovaném Vv programu MEGA 6 (Tamura
et al., 2013). Fylogenetické vztahy byly analyzovany metodou Neighbor-joining v programu
MEGA 6 metodou Bootstrap. Ziskany fylogeneticky strom byl vizualizovan pomoci modulu

Tree Explorer v programu MEGA 6.
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5.9. Pouzité chemikalie, roztoky a jejich sloZeni

Aceton

Agarose I™ Biotechnology Grade (Amresco)

AMYV reverse transcriptase M5108 (Promega)

BigDye® kit Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit (Life Technologies)
Bromfenolova modi: 0,1% roztok v 30% glycerinu (Promega)
Destilovana a deionizovana voda

Ethanol: 70% a 96% roztok

Ethidium bromid 1% roztok ve vod¢ (Sigma)

GelRed™ Nucleic Acid Stain (Biotium)

Gene Ruler™ 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)

GoodView™ Nucleic Acid Stain (SBS Genetech)

Isopropanol

L2 médium: guanidin thiokyanat 60 g, 0,1M Tris 50ml, vysledné pH 6,4
L6 médium: guanidin thiok. 30 g, 0,1M Tris 25 ml, 5,5 ml 0,2M EDTA, 0,65 g Triton X-100
PBS-T: 100 ml PBS, 0,5 ml 10% Tween - 20

PBS — TPO - pufr pro homogenizaci: 2 g PVP — 40, ovalbumin 0,2 g (nebo hovézi sérovy
albumin 0,5 g), pfilit malé mnozstvi PBS — T a rozetfit, doplnit do 100 ml roztokem PBS — T

pGEM-T kit (Promega)
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

Suspenze oxidu kiemicitého: 60 g oxidu kiemiéitého (Sigma S5631) — postup: rozpustit
v 0,51 vody, po 24 hodinach odstranit 430 ml tekuté ¢asti nad sedimentem, doplnit na 500 ml
a siln€ protiepat, nechat 5 hodin sedimentovat, odstranit 440 ml tekuté Casti a zbytek
promichat s oxidem ktemicitym a ptidat par kapek 32% HCI pro ustaleni pH 2, suspenzi
rozdelit do zkumavek a autoklavovat

PBS — pro vytvofeni pufru pro homogenizaci vzorki: voda 800 ml, NaCl 8g,
Na2HPO4 x 2H20 7,2 g, KH2P04 0,2 g, KCI 0,2 g, vysledné pH 7,4, doplnit vodou do 1 |

TAE pufr 1x — pracovni roztok: 40 mM Tris-acetat, 2 mM EDTA
Taq DNA polymerase Mg-free M0320 (Biolabs)
0,1M Tris/Cl: Tris 2,42 g, destil. voda 160 ml, upravit na pH 6,4, doplnit vodou do 200 ml
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5.10. Pouzité pristroje

Analytické vahy AE 240 (Mettler)

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

DNA Fluorometr Hoefer DyNA Quant 200 (Amersham Biosciences)
Elektroforetickd komuarka HU 10 (Scie—Plas) a MIDI I (Roth)

Homogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals)

Inkubator COz incubator 1500 (Flow laboratories)

Laminarni box PV-100 (Telstar)

Lyofilizator Heto PowerDry PL3000 (Thermo electron corporation)

Michacka magneticka s ohfevem RCT basic (IKA ®)

Mikrovinna trouba (DAEWOO)

Minicentrifuga Spectrafuge™ 16M (Labnet) a Prism™ Mini Centrifuge (Labnet)
MSC-3000, Centrifuge/VVortex Multispin (Biosan)

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific)

pH metr pH 211 Microprocessor (Hanna Instruents)

Ptistroj na tvorbu ledu Icematic F100, Compact Ice flakers (Gemini BV)

Sucha lazen Dry Bath-ThermaCell MiXingBlock (BIOER)

Termoblok Dri-block® DB-20 (Techne)

Termocycler T100™ (BIO-RAD)

Termocycler T-Personal (Biometra)

Thermo Savant DNA SpeedVac® SPD111V (Thermo Scientific)

Ttepacka TH 30 with SM-30 control (Edmund Biihler GmbH)

UV transluminator Syngene G: Box, dokumentac¢ni systém GeneSnap (Herolab)
UV transluminator UVT-14 L (Herolab)

Vakuova pumpa XF54 230 50 (Millipore)

Vahy EK-200g Lab Balance Precision Scale (A&D) a 440-33 N (KERN)
Vortex MS1 Minishaker IKA ® (Profilab)

Zdroj stejnosmérného proudu Power Station 300 (Labnet) a MP-250V (BioTech)
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6. Vysledky

6.1. Pozitivni PCR produkty

Pfitomnost F2i/R1i PCR produktt o o¢ekavané velikosti 362 bp byla zjisténa u 5 ze 77
vzorku (Obr. 2). A to u vzorku H 38 (P. serrulata cv. Kwanzan ofkovany cv. Amarelka
chvalkovicka), H 56 (P. avium cv. Grollova chrupka), H 62 (P. avium cv. Kisinévskaja),

H 78 (P. avium cv. TruSenskaja) a H 81 (Cerasus vulgaris cv. Amarelka chvalkovicka).

Obr. 2: Detekce viri pomoci PDO nested RT-PCR (F2i/ R1i) ve vzorcich tée$ni a visni
z genofondu VSUO Holovousy

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16

Legenda: 1: H 82, 2:100 bp DNA Ladder, 3: H 54, 4: H55, 5: H 62, 6: H 38, 7:H 46, 8: H 56, 9: H 65, 10: H 66,
11: H74,12: H76,13: H 77, 14: H 78, 15: H 79, 16: H 81; pozitivni vzorky jsou zvyraznény tu¢né

6.2. Primé sekvencovani PCR produktu

Izolované PCR produkty H 38, H 56, H 62, H 78 a H 81 byly ptimo sekvencovany

pomoci sekvenacnich primert F2i/R1i.

Ze vzorku H 38 byla ziskana sekvence o velikosti 361 bp, u niz byly na 20 pozicich
viditelné degenerace. Na téchto pozicich se opakovaly sekvence obsahujici pik v piku,
coz znacilo moznost smésné infekce dvéma viry. V databazi proto nebylo mozné identifikovat

sekvenci a bylo nutné produkt zaklonovat za G¢elem oddéleni virovych sekvenci.

Ze vzorku H 56 byla ziskana zcela necitelna sekvence, z ¢ehoz bylo usouzeno,

Ze Se S nejvetsi pravdépodobnosti jedna o smésny, pravdépodobné nespecificky, produkt.
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Ze vzorku H 62 byla ziskana sekvence o velikosti 358 bp. Sekvence vykazovala 98%
identitu se sekvenci CNRMV (KF534766.1, P. persica, Cerna hora), 97% identitu se sekvenci
CNRMV (AF237816.1, P. avium, Némecko) a 89% identitu se sekvenci CNRMV
(EU188438.1, P. serrulata, Japonsko).

Ze vzorku H 78 byla ziskéna sekvence o velikosti 352 bp, ktera obsahovala pik v piku.
Sekvence vykazovala 95% identitu se sekvenci ACLSV (AF413955.1, P. avium, Francie),
83% podobnost se sekvenci ACLSV (AJ243438.1, P. avium, Némecko) a 84% podobnost se
sekvenci ACLSV (AF413948.1, P. domestica, Némecko, 'query cover” nizs$i nez predchozi
sekvence).

Ze vzorku H 81 byla ziskdna sekvence o velikosti 357 bp, ktera vykazovala
99% identitu se sekvenci CVA (FN691959.1, P. avium, Indie), 99% identitu
se sekvenci CVA (HE574818.1, P. avium, Indie) a 99% identitu se sekvenci CVA
(HQ267857.1, P. avium, Francie).

6.3. Sekvencovani kloni PCR pozitivnich vzorki

Za Ucelem zjisténi potencidlni variability v rdmci izolath a ovéfeni €i vyvraceni
podezieni na smésné infekce byly PCR produkty klonovany do pGEM-T vektoru. Témér
vSechny sekvence ziskané sekvencovanim klonovanych PCR produkti byly jednoznaéné
¢itelné a bylo mozné rozeznat sekvence smésnych infekci a porovnat je se sekvencemi vird

z databaze Genbank. Stru¢né shrnuti detekovanych virt spolu s druhem hostitelského stromu

a jeho geografickym ptivodem je uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1: Shrnuti pivodu pozitivnich vzorki a v nich detekovanych virt

Druh stromu Ptvod stromu Detekovany
virus
H 38 | Indikator cv. Kwanzan (P. serrulata) ptvod: CSSR CVA
test ,,Amarelka chvalkovicka“ do kolekce zarazen 1952
(Cerasus vulgaris P. Miller)
H 56 cv. Trusenskaja (P. avium) puvod: SSSR -
do kolekce zarazen 1975
H 62 cv. Kisinévskaja (P. avium) puvod: SSSR CNRMV
do kolekce zarazen 1980
H78 cv. Grollova chrupka (P. avium) ptvod: Némecko ACLSV
do kolekce zarazen 1952
H 81 cv. Amarelka chvalkovicka ptvod: CSSR CVA
(Cerasus vulgaris P. Miller) do kolekce zarazen 1952
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Sekvencovanim klond Al az AS (vzorek H 38) bylo ziskano pét sekvenci o délce
310 bp. Nukleotidova sekvence klonu Al neodpovidala sekvenci zadného viru.
Sekvence vykazovala 100% identitu se sekvenci "tyrosinase-related” proteinu Vicugna pacos
(JN122622.1) a sekvenci genu pro alfa-tubulin Phytophtora cinnamoni (AM412177.1)
a 99% identitu s parcialni sekvenci 16S rRNA genu nespecifikované endofytické bakterie
(HE815278.2). Sekvence klonti A2 a A4 (dale jen CVA-A) byly zcela identické a vykazovaly
95% identitu se sekvenci CVA (AY792509.1, P. domestica, Francie), 95% identitu
se sekvenci CVA (EU730949.1, P. mume, Cina) a 94% identitu se sekvenci CVA
(EU730950.1, P. mume, Cina). Sekvence klonti A3 a A5 byly téméf identické (dale CVA-B),
lisily se ve dvou zaménach pyrimidinovych a purinovych bazi: v pozici 20 (A3/A5 - C/T)
a v pozici 273 (A3/A5 — A/G). Vykazovaly 99% identitu se sekvenci CVA (AY944066.1,
cv. Bing, USA), 98% identitu se sekvenci CVA (AY944065.1, cv. Colt, USA) a 98% identitu
se sekvenci CVA (AY944064.1, cv. Kwanzan, USA).

Sekvencovanim klont E1 az E4 (vzorek H 56) byly ziskany Ctyfi sekvence o délce
310 bp. Ani jedna ze sekvenci klonii nevykazovala podobnost s virovymi sekvencemi.
Klon E1 vykazoval 99% identitu se sekvenci hypotetického proteinu P. mume (XR 514408.1),
sekvenci chloroplastové DNA P. kansuensis (KF990036.1) a se sekvenci plastidu P. mume
(KF765450.1). Klon E2 vykazoval 93% identitu se sekvenci Pseudomonas (CP007638.1)
a sekvenci Pseudomonas fluorecens (CP003041.1) a 84% identitu se sekvenci Pseudomonas
fluorescens (AM181176.4). Klon E3 vykazoval 100% identitu se sekvencemi Paenibacillus
polymyxa (NR 117732.1, NR 117731.1 a NR117729.1). Klon E4 vykazoval 98% identitu
se sekvenci klonovaciho vektoru pDuExAc6 (GU370778.1), rostlinného expresniho vektoru
pDUEXANG (EF565883.1) a rostlinného expresniho vektoru pDuExAnl1 (EF565882.1).

Sekvencovanim klonti B1 az B3 (vzorek H 62) byly ziskany tfi sekvence o délce
310 bp. Klon B1 vykazoval 99% identitu se sekvenci mikrosatelitové DNA Cocos nucifera
(AJ865276.1) a 98% identitu se sekvencemi hypotetického proteinu z P. mume
(XM 008232550.1) a P. persica (XM 007216829.1). Klony B2 a B3 byly dlouhé 310 bp,
téméf identické, lisily se jedinou zaménou purinovych bazi na pozici 225 (B2/B3 — G/A).
Jejich sekvence vykazovaly 99% identitu se sekvenci CNRMV (AF237816.1, P. avium,
Némecko), 98% identitu se sekvenci CNRMV (KF534766.1, P. persica, Cerna Hora) a 89%
identitu se sekvenci CNRMV (EU188438.1, P. serrulata, Japonsko).

36



Sekvencovanim klond C1 az C5 (vzorek H 78) bylo ziskano pét sekvenci o délce
310 bp. Sekvence klont C1, C2, C3 a C5 byly zcela identické a vuci sekvenci klonu C4
se lisily ve dvou pozicich: v pozici 104 (C1, C2, C3, C5/C4 — A/C) a v pozici 258 (C1, C2,
C3, C5/C4 — TIC). Sekvence klonu C1 vykazovala 100% identitu se sekvenci ACLSV
(AF413955.1, P. avium, Francie), 85% identitu se sekvenci ACLSV (AB326223.1,
hostitelsky druh neuveden, Japonsko) a 84% identitu se sekvenci ACLSV (AB326224.1,
hostitelsky druh neuveden, Japonsko). Sekvence klonu C4 vykazovala 94% identitu
se sekvenci ACLSV (AF413955.1, P. avium, Francie), 84% identitu se sekvenci ACLSV
(AJ243438.1, hostitelsky druh neuveden, Némecko) a 83% identitu se sekvenci ACLSV
(AF413949.1, P. persica, Germany).

Klony D1 az D5 (vzorek H 81) se nepodafilo osekvencovat. Po prvnim piimém
sekvencovani sice sekvence vykazovala identitu s riznymi izolaty CVA, které pochazely

z P. avium a P. persica, ale po zaklonovani byla sekvence necitelna.
6.4. Cherry virus A - geneticka variabilita

Cherry virus A (CVA) se podafilo detekovat ve vzorku H 38 (indikator P. serrulata
cv. Kwanzan ocky inokulovany zcv. Amarelka chvalkovickd) a H 81 (cv. Amarelka
chvalkovicka (Cerasus vulgaris P. Miller). Sekvence H 81 byla pfili§ odlisna od sekvenci
klonti vzorku H 38, a proto neni ve fylogenetickém stromu uvedena. Po provedeni multiple
sequence alignment byl na zaklad€ neighbor-joining analyzy kloni CVA-A a CVA-B
s dalSimi sekvencemi CVA ziskanymi z databdze Genbank vytvofen fylogeneticky strom
(Obr. 3).

Fylogeneticky strom je c¢lenén na tfi klastry. Prvni klastr pfedstavuji izolaty
pochazejici pfevazné z Italie z P. armeniaca a P. domestica a dva izolaty ptivodem z P. mume
z Ciny. Do druhého klastru jsou zahrnuty evropské izolaty z P. avium, vramci klastru
se nachazi 1 Cesky izolat CVA-B (klony A3 a AS5), ktery vykazuje nejvys$Si podobnost
sizolatem P. serrulata z USA (AY944064.1) aizolatem P. avium z USA (AY944066.1).
Treti klastr je tvofen evropskymi izolaty CVA z P. avium. Druhy ¢esky izolat CVA-A (klony

A2 a A4) nepatii do Zadného z uvedenych klastrli a tvofi samostatnou vétev.
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Obr. 3: Fylogeneticky strom izolati CVA sestaveny na zakladé neighbor-joining analyzy

1 (EU730949.1) mume China
—I_— 2 (EU730950.1) mume China
37/37 (DQ445277.1) arm ltaly
| 37/20 (DQ445276.1) arm ltaly
| 37/23 (DQ445275.1) arm ltaly
PF (HQ267856.1) plum France
27/1 (DQ445279.1) arm ltaly
68/26 (DQ445280.1) plum Italy
68/31 (DQ445283.1) plum Italy
68/32 (DQ445284.1) plum Italy

- RT2 (HQ267854.1) plum CZ

17/19 (DQ445287.1) arm ltaly

— 2/6 (DQ445288.1) arm ltaly

94 || 3/7 (DQ445289.1) arm ltaly

L 5/14 (DQ445291.1) arm ltaly

3/12 (DQ445290.1) arm ltaly

— A2 a A4

Prunus armeniaca, P. domestica, P. mume

—— P1 (HQ267833.1) avi France
(X82547.1) avi Germany
1026 (HQ267848.1) avi France
J2 (HQ267850.1) avi France
120/86 (AF413924.1) avi Germany

A3

76

86

99

A5 P. avium, P. serrulata

(AY944064.1) ser USA
(AY944066.1) avi USA
V3692 (HQ267824.1) avi France
Bal 19 (HQ267830.1) CVA avi France
(AY944065.1|) avi USA
J5 (HQ267853.1) avi France
943 (HQ267834.1) avi France
|_ A4 (HQ267820.1) avi France
Al (HQ267818.1) avi France P. avium

100

Flatville T6 (AF413923.1) avi France
771967 (HQ267841.1) avi France

120/86_R5B (AF413926.1) avi Germany

0.02

Izolaty popsany jménem, Accesion Number (v zavorce), hostitelem a zemi puvodu. Métitko znazoriuje 0,02
substituci na pozici. Zobrazeny hodnoty bootstrap > 70. Legenda: arm (P. armeniaca), avi (P. avium), mume

(P. mume), plum (P. domestica), ser (P. serrulata), outgroup: AF413926.1.
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6.5. Cherry necrotic rusty mottle virus — geneticka variabilita

Cherry necrotic rusty mottle virus (CNRMV) se podafilo detekovat ve vzorku H 62
(klony B2 a B3, P. avium, cv. Kisinévskaja). Po provedeni multiple sequence alignment
byl na zékladé neighbor-joining analyzy s dal§imi sekvencemi CNRMYV ziskanymi z databaze
Genbank vytvoten fylogeneticky strom (Obr. 4).

Fylogeneticky strom se skldda ze dvou prukazné fylogeneticky naprosto odlisnych
vétvi. Prvni vétev je velmi silné diverzifikovana a obsahuje izolaty z P. avium a P. serrulata
puvodem z Francie, Indie, Japonska a USA. Druha vétev obsahuje cesky izolat
(klony B2 a B3, 1isi se pouze v jedné pozici), izolat pochazejici z P. avium z Némecka
(AF237816.1) a broskvotiovy izolat z Cerné hory (KF534766.1).

Obr. 4: Fylogeneticky strom izolatht CNRMYV na zaklad¢ neighbor-joining analyzy

FAC (EU188438.1) ser Japan

98| L—— FC5 (EU188439.1) ser Japan
72 ——— P1C124 (AF413928.1) avi France
(FR748228.1) avi India Vete 1
i 100 | SK24 (FR748228.1) avi India

— FlavilleT6 (AF413913.1) avi France

100
O4E36 (KF030832) avi USA

{{7 P2C124 (AF413915) avi France

76 ! California (AY944062.1) avi USA
o8 [ B2
B3

98 | — (AF237816.1) avi Germany Vetev 2

162/18 (KF534766.1) per Monte Negro

CTLV outgroup (KF958838.1)

0.02

Izolaty popsany jménem, Accesion Number (v zavorce), hostitelem a zemi ptivodu. Méfitko znazoriuje 0,02
substituci na pozici. Zobrazeny hodnoty bootstrap > 70. Legenda: avi (P. avium), per (P. persica), ser
(P. serrulata), outgroup: KF958838.1.
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6.6. Apple chlorotic leaf spot virus — geneticka variabilita

Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) se podafilo detekovat ve vzorku H 78 (klony
Cl az C5, P. serrulata, cv. Grollova). Poprovedeni multiple sequence alignment
byl na zaklad¢ neighbor-joining analyzy s dalsimi sekvencemi CNRMYV ziskanymi z databaze
Genbank vytvoten fylogeneticky strom (Obr. 5).

Izolaty ACLSV jsou velmi variabilni a na fylogenetickém stromu lze rozlisit jedenéct
vétvi, na kterych je patrna hostitelska i geograficka korelace. Vzhledem k délce hodnocenych

sekvenci (310 bp) a jejich variabilité¢ neni mozné definovat spole¢ného piedka.

Prvni vétev zahrnuje izolaty z Prunus domestica a P. persica z Cerné hory a Némecka.
Druha vétev se sklada z izolatd z P. persica ze Spanélska a USA. Tieti vétev je tvofena pouze
izolity z P. domestica zFrancie. Ctvrtd vétev se sklada zizolatd detekovanych
na P. armeniaca a P. domestica, které pochazeji z Francie a Spanélska. Pata vétev se sklada
vyluéné z izolath ziskanych z P.avium. Patii zde izolat z Francie a naSe Ceské izolaty
C1 az C5, ptitemz C1,C2, C3 a C5 se vici C4 lisi na dvou pozicich. Sestou vétev tvoii izolaty
pochazejici z P. domestica a Malus domestica z Francie. V sedmé vétvi jsou izolaty
z P. domestica a P. persica z Francie, USA a Japonska. Osma vétev zahrnuje pouze izolaty
viru z M. domestica z Ciny a devata vétev pouze izolaty z Pyrus communis z Ciny. Deséta
vétev je tvofena izolaty ziskanymi z P. persica z USA a Ciny a posledni vétev se skladd z

izolatl z P. avium a P. persica z Mad’arska a Italie.

Zaméiime-li se napf. na vyskyt ACLSV na P. avium, zjistime, ze se vyskytuje
v Evropé (Francie, Mad’arsko a nase vzorky z Ceské republiky), a Ze viechny izolaty patfi
do stejné vétve a jsou si velmi podobné. Podobné napt. sekvence ACLSV pochazejici

z P. armeniaca jsou fazeny do stejné vétve (pochazi z Francie a Spanélska).
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Obr. 5: Fylogeneticky strom izolati ACLSV na zaklad¢ neighbor-joining analyzy
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7. DISKUSE

Viry CVA, CNRMV a ACLSV byly detekovany pouze U odrid a biologickych
indikatort, které jsou soudasti genofondu VSUO Holovousy. Ptivodnim piedpokladem bylo,
7e mezi plan¢ rostouci druhy tée$ni a vi$ni jeSté nejsou viry zavleCeny tak moc, jako je tomu
v genovych zdrojich. V souboru plan¢ rostoucich tiesni a visni nebyl detekovan zadny virus,
coz stimto predpokladem plné¢ koresponduje. Tim se potvrdila pivodni domnénka,
ze plané rostouci druhy t¥e$ni a vi$ni Ceské republiky prozatim nejsou viry piili§ ohroZzeny.
K vysoké mife infekci v genofondech pfispiva fakt, ze Casto obsahuji 1 infikované stromy,
které mohou byt dovezeny z riznych zemi. Rada z nich byla dovezena uZ pied rokem 1990,

tedy dfive, nez bylo sepsano Certifika¢ni schéma pro tresein (EPPO).

Cherry virus A byl v Ceské republice jiz n&kolikrat detekovan (Grimova et al., 2010;
Safatova etal., 2013). V okolnich statech byl jeho vyskyt potvrzen v Némecku (Jelkmann,
1995) a v Polsku (Komorowska et Cieslinska, 2004) a dale v Evropé u tfe$ni a visni v Anglii,
Francii, Italii a Srbsku (Barone et al., 2008; Kirby etal., 2001; Mandic et al., 2007;
Marais et al., 2012). V ramci této bakalaiské prace se CVA podatilo detekovat ve vzorcich H
38 aH 81. Vzorek H 38 pochazel z indikatoru cv. Kwanzan (P. serrulata), ktery byl testem
pro cv. Amarelka chvalkovicka (Cerasus vulgaris), ktery pochazi z CSSR a do kolekce
patii od roku 1952. Vzorek H 81 byl taktéz odebran z cv. Amarelka chvalkovicka (Cerasus
vulgaris), ktery byl do kolekce zatazen roku 1952. Sekvence CVA ze vzorku H 81 byla piilis

odli$na od sekvenci klonti vzorku H 38, a proto neni ve fylogenetickém stromu uvedena.

Cherry necrotic rusty mottle virus se v Ceské republice doposud nepodatilo detekovat.
Jeho vyskyt na tieSnich a visnich v Evropé byl prozatim potvrzen ve Francii, Srbsku,
Némecku a Polsku (Mandic et al., 2007; Rott et Jelkmann, 2001a). Tato prace je tedy prvni
publikaci popisujici vyskyt CNRMV v Ceské republice. Virus byl detekovan

na cv. Kisinévskaja (P. avium), ktery pochazi ze SSSR a do kolekce byl zatazen roku 1980.

Apple chlorotic leaf spot virus jiz byl u tfesni v Ceské republice potvrzen (Karesova
et Paprstein, 2001). V Evropé byly jeho vyskyty u tfeSni a visni potvrzeny v Bulharsku,
Francii, Italii, Srbsku a v Polsku (Barone et al. (2008); Cieslinska et al., 1995; Cieslinska
et al., 2007; Foissac et al., 2001; Mandic et al., 2007; Malinowski et al., 1998). V ramci prace
byl ACLSV detekovan nacv. Grollova chrupka (P. avium) pochazejicim z Némecka,

ktery je soucasti kolekce genofondu od roku 1952.
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Pro detekci vird pomoci PDO nested RT-PCR byly pouzity degenerované primery.
Pfi praci s nimi je nutné si uvédomit, ze muze nastat moznost nespecifické amplifikace.
To se potvrdilo hned v nékolika piipadech u vysledkti sekvencovani PCR produkti
po zaklonovani.  Klon A1  (vzorek H  38) vykazoval nejvys§i  podobnost
se sekvencemi "tyrosine-related” proteinu Vicugna pacos, genu pro alfa-tubulin Phytophtora
cinnamoni a parcialni sekvenci 16S rRNA genu nespecifické endofytické bakterie. Klon B1
(vzorek H 62) vykazoval nejvyssi podobnost s mikrosatelitovou DNA a hypotetickymi
proteiny z P. mume a P. persica. K nespecifické amplifikaci doslo i u vSech klonti vzorku
H 56 (klont E1 — E4). Po pfimém sekvencovani byla ze vzorku H 56 ziskana zcela necitelna
sekvence, s nejvetsi pravdépodobnosti se tedy mohlo jednat 0 smésny ¢i nespecificky produkt.
Po zaklonovani ale sekvence klonli neobsahovaly virovou RNA. Klon E1 vykazoval nejvyssi
podobnost se sekvencemi hypotetického proteinu P. mume, chloroplastové DNA
P. kansuensis a s plastidem P. mume. Klon E2 vykazoval nejvyssi podobnost se sekvencemi
genomt  Pseudomonas, Pseudomonas fluorecens a Pseudomonas fluorescens.
Klon E3 byl nejvice podobny se tiemi ruznymi sekvencemi rRNA genu Paenibacillus
polymyxa aklon E4 vykazoval nejvyssi podobnost se sekvenci klonovaciho vektoru
pDuExAc6, rostlinného expresniho vektoru pDuExAn6 a rostlinného expresniho vektoru

pDUEXANL.

Drobné odlisnosti, které jsou patrné mezi nékterymi klony (A3 vaci AS,
B2 vici B3aC4 vici shodnym izolathm CI1, C2, C3 a C5) si lze wvysvétlit jako
tzv. quasispecies. Jedna se o varianty viru, které jsou spolu uzce piibuzné, ale zaroven

odli$né. Nejedna se 0 riizné izolaty viril, protoZe tato odliSnost je pfili§ mala.

Za rizné izolaty viru bychom mohli povazovat piipad, ktery nastal u vzorku H 38,
vnémz byl detekovan CVA. Sekvencovanim a fylogenetickou analyzou bylo potvrzeno,
ze Cerasus vulgaris byla pravdépodobné infikovana smésnou infekci dvou izolatt tohoto viru,
jelikoz kazdy se nachazi v jiné ¢asti fylogenetického stomu — izolat CVA-A (klony A2 a A4)
nepatii do zadného klastru (ale ma blize spiSe k prvnimu klastru) a izolat CVA-B (klony A3
a Ab), ktery jednoznac¢né patii do druhého klastru. Po sekvencovani byly klony A2 a A4
vici sobé zcela identické a mezi klony A3 a AS byla patrna lehka variabilita na jiz zminénych

dvou pozicich, kterou lze vysvétlit praveé quasispecies.
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Pro virus CVA je typickéa koinfekce jinymi viry, napi. ACLSV, CGRMV, CNRMV,
LChV-1, LChV-2 nebo PDV (Barone et al., 2008; Eastwell et Bernardy, 1998; Gentit et al.,
2006; Isogai et al., 2004; James et Jelkmann, 1998; Kirby etal., 2001; Komorowska
et Cieslinska, 2004; Mandic et al., 2007; Marais et al., 2012; Noorani et al., 2010; Rao et al.,

2009; Sabanadzovic et al., 2005). Koinfekci se vSak ve vzorcich nepodatilo prokazat.

Mezi hostitele CVA patii nejen P. avium a Cerasus vulgaris, ale také P. domestica
a P. armeniaca a jak vyplyva z fylogenetické analyzy, tak i okrasné dieviny P. serrulata
a P. mume. Marais et al. (2012) a Svanella-Dumas et al. (2005) tvrdi, ze jednotlivé kmeny
CVA vykazuji znac¢nou hostiteskou specificnost. Vyskyt hostitelské specifity potvrzuji
vysledky fylogenetické analyzy genetické variability CVA uvedené Vv této praci, kde Ize vidét,
7e napt. sekvence vir z Ceské republiky z hostitele P. domestica, jsou Vv jiném klastru,
nez izolaty nové ziskané v ramci této bakalaiské prace z dfevitého indikatoru cv. Kwanzan
(P. serrulata) pro ,,Amarelka chvalkovicka“ (Cerasus vulgaris), kteréjsou podobnéjsi

kmentim z USA a Francie infikujicich ptedevsim P. avium.

Hostitelem CNRMV je téméf vyluéné P. avium (Li et Mock, 2005), coz potvrzuje
provedend fylogenetickd analyza. V analyze jsou uvedeny i izoldty viru, které byly

detekovéany u vzorkd ziskanych z P. persica z Cerné hory a z P. serrulata z Japonska.

U fylogenetické analyzy pro ACLSV je taktéz patrna urcita hostitelska a geograficka
specifita. Nové izolaty ziskané v ramci této bakalaiské prace pochézejici z P. avium z Ceské
republiky jsou podobné izolatim z P. avium z Francie ajsou velmi odlisné od izolati
ziskanych z P. domestica z Francie a Némecka. Na fylogenetickém stromu je patrny Siroky
okruh hostiteld, mezi néz patii jablong, hrusné, tfeSn€, meruiiky i slivoné, coz popisuji také
Lister (1970) a Németh (1986). Hypotézu hostitelské specifity potvrzuji bootstrap hodnoty,
které jsou nejvetsi az u koncovych vétvi, coz spolu s uvedenymi druhy hostitelii naznacuje,
ze doSlo k brzké diverzifikaci viru a izoldty ACLSV se mezi sebou li8i pfedevSim

v zavislosti na hostiteli.
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8. ZAVER

Tato bakaldiskd prace ve své literarni reSerSi charakterizuje viry tfeSni a visni
vyznamné pro Ceskou republiku. Dale popisuje mozné zplisoby prevence a ochrany tie$ni
a visni vaci virim.

Prakticka ¢ast se zabyva detekci a fylogenetickou analyzou tfi detekovanych virovych
druhti. Vyskyt vird byl potvrzen pouze v genofondu VSUO Holovousy s.r.o.. Byla prokazana
ptitomnost Cherry virus A, Cherry necrotic rusty mottle virus a Apple chlorotic leaf spot
virus. V ptipadé CNRMV se jedna o prvni potvrzeny vyskyt v Ceské republice. V plang
rostoucich tfeSnich a botanickych druzich (tj. Prunus mahaleb a P. fruticosa) na pfirozenych
stanovistich nebyl potvrzen vyskytu viru. Vysledky potvrdily epidemiologicky vyznam

importovanych polozek genovych zdroji jako rizikového faktoru pro Sifeni novych virt.
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10.

PRILOHY

10.1. Seznam vzorku

Tab. 2: Seznam vsech pouzitych vzorka

Vzorek Lokalita Druh stromu Datum sbéru
H31 Holovousy Amarelka chvalkovicka (strom 2/15) 29.5. 2013
H 32 Holovousy “GF 305 Amarelka chvalkovicka (strom 2/15)* 29. 5. 2013
H 33 Holovousy “Canindex‘ Amarelka chvalkovicka (strom 2/15a)* 29.5.2013
H 34 Holovousy “Sam*“ Amarelka chvalkovicka (strom 2/15a)* 29.5.2013
H 35 Holovausy “Bing“ Amarelka chvalkovicka (strom 2/15)* 29.5. 2013
H 36 Holovousy “Bing*“ Amarelka chvalkovicka (strom 2/16)* 29.5.2013
H 37 Holovousy “Canindex‘ Amarelka chvalkovicka (strom 2/16)* 29.5.2013
H38 | Holovousy |« \wanzan Amarelka chvalkovicka (strom 2/15a)* | 2922013
H 33 Holovousy “Bing“ Amarelka chvalkovicka (strom 2/15a)* 29.5.2013
H 40 Holovousy LChV-2 (IPO Dossenheim) 29.5. 2013
H41 Holovousy Amarelka chvalkovicka (strom 2/16 — 3) 29.5.2013
H42 | Holovousy | .G 305+ Amarelka chvalkovické (strom 2/15 — 5)x | 29+ - 2013
H 43 Holovousy Amarelka chvalkovicka (strom 2/15a — 5) 29.5. 2013
H 44 Holovousy LChV-1 (InHort Skierniewice) 29.5. 2013
H 45 Holovousy “Canindex‘ Amarelka chvalkovicka 2/15%* 29.5. 2013
H 46 Holovousy “Shiro plum“ Amarelka chvalkovicka 2/15a - 1* 29.5. 2013
H47 | Holovousy “Sam* Amarelka chvalkovicka 2/15* 29.5. 2013
H 48 Holovousy “Kwanzan“ Amarelka chvalkovické 2/16* 29.5. 2013
H 49 Holovousy “Sam* Amarelka chvalkovicka 2/16* 29.5.2013
H 50 Holovousy 29.5. 2013

“Shiro plum“ Amarelka chvalkovicka 2/16 - 3*
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Vzorek Lokalita Druh stromu Datum sbéru
H 51 Holovousy “Shirofugen* Amarelka chvalkovicka 2/15a* 29.5.2013
H52 | Holovousy “Shiro plum® Amarelka chvalkovicka 2/15 - 4* 29.5.2013
H 53 Holovousy “Shiro plum‘ Amarelka chvalkovicka 2/15* 29.5.2013
H'54 Holovousy “Kwanzan* Amarelka chvalkovické 2/15* 29.5.2013
H 55 Holovousy P. avium “Rusalka‘“ (strom 16/22) 29.5.2013
H 56 Holovousy P. avium “Trusenskaja‘“ (strom 19/5) 29.5.2013
H57 Holovousy P. avium “Rekord* (strom 19/13) 29.5.2013
H 58 Holovausy P. avium “Konservnaja‘““ (strom 6/12) 29.5. 2013
H 53 Holovousy P. avium “Trusenskaja“ (strom 19/13) 29.5.2013
H 60 Holovousy P. avium “Valerij Tschkalov* (strom 4/25) 29.5.2013
H 61 Holovausy P. avium “Skorospielka‘“ (strom 2/1) 29.5. 2013
H 62 Holovousy P. avium “Kisinévskaja“ (strom 1/2) 29.5.2013
H 63 Holovousy P. cerasus “Severjanka“(strom 2/23) 29.5. 2013
H64 | Holovousy Amarelka chvalkovické (strom 2/15a) 29.5. 2013
H 65 Holovousy P. cerasus “Anabolskaja“ (strom 5/18) 29.5. 2013
H 66 Holovousy P. avium “Dnéprovka“ (strom 6/20) 29.5. 2013
H 67 Holovousy P. avium “Kitajevskaja“ (strom 10/9) 29.5.2013
H68 | Holovousy P. cerasus “ Ljubskaja® (strom 8/1) 29.5.2013
H 63 Holovousy P. cerasus “Zukovskaja“ (strom 3/26a) 29.5. 2013
H70 | Holovousy Genofond IT (Strom & 24/18) 29.5. 2013
H71 Holovousy P. avium “Hruskoploda“ (strom 4/28) 29.5.2013
H72 Holovousy P. avium “ljunskaja Ranaja‘“ (strom 5/8) 29.5. 2013
H73 Holovousy P. avium “D¢kanka‘ (strom 15/5) 29.5.2013
H74 Holovousy 29.5. 2013

Amarelka chvalkovicka (strom 2/16)
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Vzorek Lokalita Druh stromu Datum sbéru
H75 Holovousy P. cerasus “Erdi Krupnoplodnaja“ (strom 2/9a) 29.5.2013
H76 Holovousy P. avium “Bigaro Oratovského* (strom 20/9) 29.5.2013
H77 Holovousy Genofond I (strom 17/19) 29.5. 2013
H 78 Holovousy P. avium “Grollova“ (strom 7/13) 29.5.2013
H79 Holovousy P. cerasus “Rannaja 11 (strom 1/1) 29.5.2013
H 80 Holovousy P. cerasus ,,Grollova*“ (strom 7/13) 29.5.2013
H 8l Holovousy Amarelka chvalkovicka (strom 2/15) 29.5.2013
H 82 Holovausy Amarelka chvalkovicka (strom 2/15 — 4) 29.5. 2013
H83 | Holovousy | g 305« Amarelka chvalkovické (strom 2/15 — 3)x | 2992013
K91 Maly Kosift Prunus avium 9.9.2014
K92 Maly Kosift Prunus avium 9.9.2014
K94 Maly Kosit Prunus avium 9.9.2014
K95 Maly Kosit Prunus avium 9.9.2014
K 100 | Maly Kosif Prunus avium 9.9.2014
K 102 Maly Kosif Prunus avium 9.9.2014
K 106 Maly Kosit Prunus avium 9.9.2014
K108 | Maly Kosif Prunus avium 9.9.2014
K 109 Maly Kosit Prunus avium 9.9.2014
K 110 Maly Kosif Prunus avium 9.9.2014
K111 | Maly Kosif Prunus avium 9.9.2014
K112 Maly Kosif Prunus avium 9.9.2014
P 151 Podyji Prunus mahaleb 19.9. 2014
P 157 Podyji Prunus mahaleb 19.9. 2014
P 163 Podyji Prunus mahaleb 19.9. 2014
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Vzorek Lokalita Druh stromu Datum sbéru
P 166 Podyji Prunus mahaleb 19.9. 2014
P 166 Podyji Prunus mahaleb 19.9. 2014
P 167 Podyji Prunus fruticosa 19.9. 2014
P 168 Podyji Prunus fruticosa 19.9. 2014
P 169 Podyji Prunus fruticosa 19.9. 2014
P 170 Podyji Prunus fruticosa 19.9. 2014
P171 Podyji Prunus fruticosa 19.9. 2014
P 173 Podyji Prunus avium 19.9. 2014
P 175 Podyji Prunus avium 19.9. 2014
P 176 Podyji Prunus avium 19.9. 2014

Pozn.: symbol * znamena, Ze jedna o testy na dfevitych indikatorech: “Bing®, “Sam®, “Canindex* — P. avium;

“Kwanzan®, “Shirofugen* — P. serrulata; “GF 305 - semenace P. Persica; “Shiro plum* — P. sallicina
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10.2. Prehled pouzitych primeri

Tab. 3: Sekvence primert pro 1. krok PDO nested RT-PCR

Nazev primeru Sekvence Velikost PCR produktu (bp)
Primer 1 - PDOF1li | TITTYATKAARWSICARYWITGIAC 446/631
Primer 2—-PDOR3i | GCRCACATRTCRTCICCIGCRAAIIA 446/631
Primer 3 — PDORA4i ARIYICCATCCRCARAAMITIGG 446/631

F = ,,Forward" primer (5'-3"), R = ,,Reverse* primer (3-5")

Tab. 4: Sekvence primert pro 2. krok PDO nested RT-PCR s primery PDOF2i/PDORL1i

Nazev primeru Sekvence Velikost PCR produktu (bp)
F primer — PDOF2i | GCYAARGCIGGICARACIYTKGCITG 362
R primer — PDOR1i TCHCCWGTRAAICKSATIAIIGC 362

F =, Forward® primer (5"-3"), R =, Reverse* primer (3'-5")

Tab. 5: Sekvence primert pouzitych pro PCR s primery NT3/NT1

Nazev primeru Sekvence Velikost PCR produktu (bp)
F primer — NT3 ATKATTTTYTCATCCCABCCY 218
R primer — NT1 ARATACTYTCMARYTGTCTRC 218

F =, ,Forward“ primer (5°-3"), R = ,,Reverse* primer (3'-5")
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10.3. Vyskyt vira infikujicich tfe$né a visné v Ceské repulice

Prof. Ing. Josef Spak, DrSc., Ing. Jaroslava Pfibylova, PhD., Dr. Ing. Jana Franova, Mgr.
Ondiej Lenz, PhD., Mgr. Igor Koloniuk, PhD., RNDr. Vlastimila Spakova, Biologické
centrum AV CR v.v.i., Ustav molekularni biologie rostlin, Branisovska 1160/31, 370 05
Ceské Budgjovice

Prof. RNDr. Milan Navratil, CSc., RNDr. Dana Safafova, PhD., Katefina Hradilova,
Prirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého 771 47 Olomouc

Ing. Frantisek Paprstein, CSc., Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnaisky Holovousy s.r.0.,
Holovousy 1, 508 01 Hofice

Souhrn

V letech 2013-2014 jsme provedli monitoring vyskytu viri tfe$ni a visni v Ceské republice,
v produkénich vysadbach, genofondu i na plané rostoucich stromech. Sledovali jsme shodu
mezi pfiznaky onemocnéni a vyskytem vird. Molekuldrné-biologickym testem polymerazové
fetézové reakce (RT-PCR) jsme prokazali vyskyt Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV),
Prune dwarf virus (PDV), Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Little cherry virus 1
(LChV1), Cherry virus A (CVA), Cherry leaf roll virus (CLRV) a Apple mosaic virus
(ApMV) a ziskali i ¢aste¢né sekvence téchto virt. Vysledky ukazaly zasadni rozdily ve
vyskytu vir ve vysadbach, v planych stromech a v genofondu. Ve vysadbach jsou Cetné
zejména infekce PNRSV a PDV, v genofondu je pocet druhli vy$si. Pfenosem na bylinné
indikatorové rostliny byly pro dalsi studium ziskany izolaty CLRV a PNRSV.

Summary

A monitoring on the occurrence of cherry and sour cherry viruses in orchards, on wild trees
and germplasm collection at the Research and Breeding Institute of Pomology Ltd.
Holovousy was conducted in 2013-2014. The correlation between symptoms and virus
infections in trees was evaluated. Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV), Prune dwarf
virus (PDV), Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Little cherry virus 1 (LChV1), Cherry
virus A (CVA), Cherry leaf roll virus (CLRV) and Apple mosaic virus (ApMV) were detected
by the reverse transcription -polymerase chain reaction (RT-PCR) and partial sequences were
obtained. We found reasonable differences in the occurrence of viruses in orchards, wild trees
and in the germplasm. PNRSV and PDV infections were the most frequent in orchards while
in germplasm collection the number of virus species was higher. Isolates of CLRV and
PNRSV were obtained by mechanical inoculation onto herbaceous indicator plants.

Uvod

Tfesn€ a visSn€ mohou byt celosvétoveé napadeny az 22 riznymi viry (Hadidi et al., 2011).
V Ceské republice jich dosud bylo spolehlivé prokazano pouze 7: Prunus necrotic ringspot
virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV), Plum pox virus (PPV), Cherry virus A (CVA),
Apple mosaic virus (ApMV), Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) a Little cherry virus 1
(LChV1).

K zjisténi jejich pfitomnosti byly pouzity dvé metody: ELISA a RT-PCR (polymerazova
fetézova reakce po prepisu virové RNA). Pomoci ELISA testii byla zjiSténa pfitomnost pouze
tfi vira: PNRSV, PDV a ACLSV. Modern¢jsi metoda RT-PCR umoznila identifikovat vSech
sedm vySe uvedenych viri.
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PNRSV byl detekovany v tiesnich a visnich pomoci ELISA testu a RT-PCR (KareSova et al.,
1986; Paprstein et al., 1995; Sucha a Svobodova, 2010). PDV byl detekovan na tfeSnich
(Suchéd a Svobodova, 2010) a visnich (Suchd 2014) pomoci testd ELISA a RT-PCR. PPV
infikujici tfesné byl zjistén pomoci RT-PCR (Navratil et al., 2004; 2008). CVA byl detekovan
na tieSnich a visSnich pomoci RT-PCR. Pomoci ELISA testu byl na tfeSnich prokazan ACLSV
(Karesova a Paprstein, 2001). Ackoliv pro spravnou identifikaci viru je nutné znat i konkrétni
sekvenci jeho genomu, toto bylo dosud provedeno jen v piipadé étyt virat. U PNRSV a PDV
byla ziskana sekvence kapsidového proteinu a byla zji§téna jejich variabilita v CR i ve svétd
(Vaskova et al., 2000a; Vaskova et al., 2000b). Caste¢né sekvence byly ziskany i u ApMV
(Lenz, 2001) a CVA (Grimova et al., 2010). Komplexn&jsi porovnani virovych izolati z CR a
ze svéta tak stale chybi.

Ludvikovéa a Sucha (2011), Ludvikova et al. (2011) a Chrobokova et al. (2012) prokazaly
v CR vyskyt onemocnéni maloplodosti tiesni (LChD). Neuvadi viak, jaky virus byl v PCR
pozitivnich stromech pfitomen, zda Little cherry virus 1 (LChV 1) nebo Little cherry virus 2
(LChV 2). Na zéklad¢ sekvence zvefejnéné v databazi GenBank (podle niz byly ziejmé
navrzeny primery, které autorky pro detekci LChD z literatury pievzaly) Ize pouze usuzovat,
ze detekovaly LChV1.

a vi$ni v CR (napf. Janetkova a Blattny, 1980; Zimandl et al., 1975). Nicméné ovéfeni jejich
puvodct nebo vyskytu je problematické.

Je mozné, ze v tfesnich a visnich v CR se vyskytuje daleko vice druhii virii, nez bylo dosud
uvadéno. Neékteré z nich mohou patfit i k tém, jejichz vyskyt se napt. v genofondech dosud
nesledoval. Cilem nasi prace byl proto prvni komplexni prizkum vyskytu virl tfeSni a viSni
v CR s vyuzitim metody RT-PCR a sekvenovani, sledovani shody mezi ptiznaky onemocnéni
a vyskytem viri a mechanicky ptenos izolati virti na bylinné indikatorové rostliny pro ucely
dalsiho detailniho studia.

Material a metodika

V letech 2013 a 2014 jsme provedli monitorovani vyskytu virti na tiesnich a visnich v CR.
Celkem 121 vzorku listii bylo odebrano piednostné ze stromu se specifickymi ptiznaky virové
infekce, dale s nespecifickymi ptiznaky i z bezptiznakovych stromi. Vzorky jsme odebirali
v sadech na 14 lokalitach v okoli Lhenic, Borsova a Lipi u C. Bud&jovic (celkem 45 stromil) a
v genofondu VSUO Holovousy s.r.o. (76 stromil). Odbér jsme provedli i z 12 plang
rostoucich stromt tfeSni ve Lhenicich a na Moravé (lokality Maly Kosif, okr. Olomouc - 12
stromi tfeSné ptaci (Cerasus avium), Popice - Podyji - 3 stromd tfe$né ptaci, Znojmo -
Hradist'ské terasy - 4 stromy Prunus mahaleb, Havraniky - 5 strom@ Prunus fruticosa). Odbér
probihal v obdobi od dubna az do srpna.

Izolace nukleovych kyselin a RT-PCR

Z listd stromu byla izolovana dsRNA dle modifikovanych metod Morris a Dodds, 1979;
Valverde et al., 1985. Z nékterych vzorkti byla rovnéz izolovana celkovd RNA (dle
standardniho protokolu RNeasy Plant Mini Kit, QTAGEN, GmbH, Hilden, Germany). Vzorky
byly testovany pomoci RT-PCR publikovanymi nebo nové navrZzenymi primery na detekci
ApMV, PNRSV, PPV, PDV, Apple stem grooving virus (ASGV), Apple stem pitting virus
(ASPV), ACLSV, Little cherry virus 1 a 2 (LChV1, 2), Cherry mottle leaf virus (CMLV),
CVA, Arabis mosaic virus (ArMV), Strawberry latent ringspot virus (SLRSV), Tomato
ringspot virus (TORSV), Cherry green ring mottle virus (CGRMV), Cherry leaf roll virus
(CLRV), American plum line pattern virus (APLPV) a rodové specifickymi primery pro
como, clostero, potex, poty a tymoviry. Detekce virti byla provadéna pomoci RT-PCR metody
a ziskané PCR produkty byly sekvenovany klasickou Sangerovou metodou.
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Pi'enos vybranych izolatu virii na indikatorové rostliny

Pomoci mechanické inokulace diferen¢nich hostitelskych rostlin byly testovany listy odebrané
z 20 stromu tfes$ni z lokality Lhenice, 1 plané rostouciho stromu tfesn¢ z BorSova nad Vltavou
a z 56 stromu tfesni a visni z Holovous. Pro mechanickou inokulaci byly pouzity nésledujici
indikatorové rostliny: Chenopodium quinoa, Nicotiana occidentalis 37B, Nicotiana obliqua
P1, Cucumis sativus, Phaseolus vulgaris a Physalis floridana. Celkem bylo inokulovano cca
3000 indikatorovych rostlin.

Vysledky a diskuse

Ptrednostné byly odebirdny mladé listy ze stromt vykazujicich pfiznaky virové infekce
(mozaiky, kresby, krouzky, nekrézy, zmény zbarveni, velikosti a tvaru listd a kvétl).
Vysledky ukazaly, ze v 63 vzorcich odebranych ze stromt tfeSni s pfiznaky byl prokéazan
néktery z vira ve 36 ptipadech (57%), u visni bylo z 23 vzorki pozitivnich 14 (61%). Naproti
tomu u 23 vzorkl ze stromil tfeSni bez zjevnych ptiznakd byla prokazéana infekce viry ve 13
pripadech (56,5%), u 12 visni v 10 piipadech (83%). Je tedy ziejmé, ze ptiznaky je v ptipad¢
infekci virt tfeSni a viSni mozné brat pouze jako orientacni ukazatel zdravotniho stavu.
Vzorky listl byly odebirdny béhem pomérné dlouhého obdobi od dubna az do konce srpna.
Vzhledem k tomu, Ze projevy na listech se béhem roku méni, pti vybéru vzorku na né nelze
spoléhat. Jiz diive popsané specifické ptiznaky pro jednotlivé viry nebyly pfilis typické, proto
jsme odebirali i vzorky z bezptiznakovych listii. To se ukdzalo jako spravné, citlivd metoda
RT-PCR zachyti i nizké mnozstvi viru pfitomného ve zdanlivé zdravém stromé. Ptiznaky na
listech se mohou lisit podle druhu i odridy, takze u nékterych druhti i odrid se mohou
vyskytovat pouze latentné, bez viditelnych ptriznakd.

Detekce virti v ovocnych stromech patii k velmi obtiznym, proto jsme vyuzili pouze citlivéjsi
RT-PCR snaslednym sekvenovanim ziskanych produktd, které jednoznaéné identifikuje
prokazany virus. Pravé pouziti molekularné biologickych metod vedlo v poslednim desetileti
K vyraznému pokroku pfi detekci vir véetné popisi novych virti a jejich izolatd. Piehled
zjisténych vird, primeri pouzitych pro detekci virt metodou PCR a ziskanych sekvenci je
uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1. ZjiSténé viry a primery pouzité pro detekci virtt metodou RT-PCR

Pozitivni

Virus vzorky |Sekvence Nazev a sekvence primert Citace

PNRSV 17 4 PNRSV2: GCC GAA TTT GCA ATCATA CC Lenz et al., 2008
PNRSV2r: GGG GCATCCACAACTTCAC

PDV 6 4 PDV1: CGATTG GTTAACTCACTTTG Lenz et al., 2008
70E5: AGC AGC ATT TCCAACTAC GA

ACLSV 2 1 ACLSV2: TAAACA GCACCTCTGAGATG Lenz, nepublikovano
ACLSV2r: GTT CCT TTT CCA CCATACTG

LChV1 4 1 LCV1U16390: TCC GCC TGA AGCACCTAATCCA Rott a Jelkmann, 2001
LCV1L16809: GGT AAG CGG TAT AAAACCCTCCTCT

CVA 23 5 CVA7097U: GCT TAA CTG CCA GAGCAATTAA Isogai et al., 2004
CVA7383L: AAG GAA AAA GAATAA AAA GTCCTA

CLRV 4 4 CLRVil: GTT AACGAATATCTACTGC Bertolini et al., 2003
CLRVi2: CAA ATATTG CTA AACAACC

ApMV 2 2 108N7: TCG TGA AGA AGT TTA GGT TGG Lenz, 2001
87E6: ATG CTT TAG TTT CCT CTC GG

RT-PCR a sekvenovanim jsme potvrdili ptitomnost vSech dosud popsanych viri ve stromech
ttesni a visni v CR, svyjimkou viru 3arky $vestky (PPV). Skuteénost, Ze v zadném
Z testovanych stromu tfesSni a visni v sadech ¢i planych tfesnich PPV nebyl detekovan, je pro
ovocnaie dobrd zprava. Diive zjistény vyskyt PPV v tfeSnich pouze v nékolika stromech v
genofondu VSUO (Navratil et al., 2004, 2008) tedy ziistava na uzemi CR ojedinélym.

ACLSV (Karesova a Paprstein, 2001) jsme potvrdili sekvenovanim. Podobné jsme ziskali
prvni sekvenci LChV1 z uzemi CR a upfesnili jsme tak znalost o mozném puvodci
onemocnéni maloplodosti tfeSni LChD v nasich klimatickych podminkach. CLRV byl
Vv tfeSnich sérologicky prokdzan Novadkem a Lanzovou (1974) a pozdé&ji byly symptomy a
mechanicky ptenos popsany Albrechtovou a Chodem (1981). NasSe nélezy CLRV celkem ve 4
vzorcich (z toho v 1 vzorku tfesné na Ceskobudéjovicku a 3 vzorcich z visni v Holovousich) a
Castecné sekvence viru podstatné rozsifuji naSe znalosti a umoziuji porovnat sekvence se
zahrani¢nimi izolaty viru.

Nase vysledky ukazaly zésadni rozdily ve vyskytu virGi ve vysadbach, v planych stromech a
v genofondu, které dokumentuje tabulka 2.
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Tabulka 2 Vysledky testovani stromti ve Lhenicich a Holovousich

Lhenice Genofond Holovousy
tFeind vigng tFeind |vigne
1 PDV 1 PNRSV 1 CVA 1 PNRSV + CVA
2 PDV 2 PNRSV 2 LCHV1, CVA 2 PNRSV + CVA
3 PDV 3 PNRSV 3 CVA 3 CVA+CLRV
4 PDV 4 PDV 4 PNRSV 4 PNRSV
PNRSV,
5 PDV 5 PDV 5 CVA 5 PNRSV
6 PDV 6 PNRSV, CVA 6 CLRV +PNRSV
7 PDV 7 PNRSV, CVA 7 PNRSV + PDV
8 PDV 8 PNRSV 8 CVA
9 PDV 9 CVA 9 PNRSV + CVA
10 PDV 10 CVA 10 PNRSV + CVA
11 PDV 11 PNRSV, CVA 11 PNRSV
12 PDV 12 PNRSV, CVA 12 PNRSV + PDV
13 PDV 13 CVA 13 CVA
14 PDV 14 PNRSV, CVA 14 CVA
CLRV + PNRSV + LCHV1 +

15 PNRSV 16 PNRSV 15 CVA
16 CVA 17 LCHV1

plané tiesné 18 PNRSV
1 PDV, LChV1l 19 PNRSV, ACLSV

PDV, ACLSV, CVA,

2 PDV 20 CLRV
3 PDV 21 CVA
4 PDV 22 CVA
5 PDV 23 CVA
6 PDV 24 LCHV1, CVA
7 PDV 26 ACLSV, CVA

Ve vysadbach tfesni na Lhenicku a Ceskobudé&jovicku jsme zjistili Getny vyskyt PDV,
zatimco PNRSV, CVA, LChV1 a CLRV byl prokdzan pouze ojedincle. Obdobné vysledky
publikoval Polék (2007), ktery imunoenzymatickym testem ELISA testoval 55 stromi tfe$ni a
viSni. PPV nezjistil, PDV prokazal ve 14 stromech tieSni (25%), PNRSV ve 12 stromech
(22%) a CLRV v 1 stromé (1,8%). Ve vysadbach visni jsme prokazali vyssi vyskyt PNRSV
nez PDV, coz je v souladu s nejnové&jsimi udaji o pritomnosti téchto virt ve vysadbach visni
odrid Ujfehértoi fiirtos a Fanal v CR (Sucha, 2014) i s vysledky rozsahlého ELISA testovani
vi$ni a tfes$ni na pritomnost PDV a PNRSV v letech 2006-2008 (Sucha a Svobodova 2010).

V genofondu tiesni VSUO Holovousy jsme zjistili CVA, PNRSV, PDV, LChV1, CLRV a
ACLSV, v genofondu visni CVA, PNRSV, PDV, LChV1, CLRV. V n¢kterych stromech
tfeSni a visni jsme zjistili 1 smésné infekce 2 virli, v jednom piipade i 3 respektive 4 vira.
Zajimavé je, ze ve velkém poctu stromil byl zjistén CVA (celkem ve 27 vzorcich tfeSni a
viSni). Tento virus vSak nevytvari vyrazné ptiznaky na infikovanych stromech a ziejmé
nepusobi vyznamnéjsi ekonomické ztraty, ale v kombinaci s dal$imi viry muze ovlivnit
intenzitu priznaki nebo inkompatibilitu pii roubovani (James a Jelkmann, 1998).
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Vysledky ukézaly, Ze genofondy jsou nedocenitelné nejen pro zachovéani genetické
rozmanitosti odrid. Prirozené smésné infekce viri ve stromech, které umélou inokulaci
prakticky nelze pfipravit, jsou unikdtnim materidlem pro studium virQ, jejich variability a
vzajemnych interakci. Je tfeba zdlraznit, ze nékteré viry byly popsany v poslednich letech.
Jejich detekce nebyla pfed nastupem molekuldrnich diagnostickych metod mozna a
certifikace zdravotniho stavu stromt proto odpovidala tehdejSim znalostem a metodam. Vyssi
vyskyt i ¢etnost druhd virti v genofondu, zaloZzeném ing. Paprsteinem v letech 1988-1989, Ize
vysvétlit tim, ze genofondy piedstavuji mnohaleté sbirky odrid ziskanych z nejriiznéjSich
statli, kde byly dlouhodobé udrzovany.

V plané rostoucich tiesnich na Lhenicku jsme zjistili 6 stromtl pozitivnich na PDV, a 1 strom
na PDV + LCHV1 (tabulka 2). Ve stromech tiesné ptac¢i (Cerasus avium), mahalebky obecné
(Prunus mahaleb) a tfesné krovité (Prunus fruticosa) prirozené se vyskytujici na lokalitach
sttedni a jizni Moravy se piekvapivé nepodafilo prokazat zadny z virti. Tyto druhy jsme
testovali s cilem zjistit vyskyt viri na plané rostoucich stromech mimo produk¢ni vysadby.
Navic Prunus mahaleb jsme testovali z divodu jejich vyuziti jako podnoZze pro tie$né a visné.

Pfi hodnoceni ekonomického a epidemiologického vyznamu vyskytu vird tfeSni a viSni na
tizemi CR je tedy tfeba odliSovat plané rostouci stromy a pavodni botanické druhy na
ptirozenych stanovistich, kulturni vysadby a genofondy. Pfitom pii podrobném studiu
literatury o virech zjisténych v CR neni mozné tdaje, zda testované stromy pochézely ze
sadd, planych stroml nebo genofondu, v fadé ptipadii dohledat napt. Polak J. (2007).

Pienos vybranych izolati virti na bylinné indikatorové rostliny

Ptes vysoky pocet inokulovanych indikatorovych rostlin se podatilo pfenést viry jen ve dvou
ptipadech. Z tfesné ¢. 11 z genofondu VSUO Holovousy se nejprve podafil pienos PNRSV
pouze na jednu rostlinu Chenopodium quinoa z deseti inokulovanych. Z této rostliny byl jiz v
90% uspésny prenos na dalsi indikatory (Ch. quinoa, Cucumis sativus a Phaseolus vulgaris).
Piimy ptenos z listl tfeSné na jiné indikatory nez Ch. quinoa uspésny nebyl. Identifikaci viru
PNRSYV pomoci RT-PCR jsme nasledné potvrdili sekvenovanim RNA izolované z indikatora
1 z ptivodniho stromu.

Mechanickou inokulaci extraktu z listd stromu ¢. 43 (tieSen Holovousy) se podatilo prenést
virovou infekci na rostliny tabakd (N. occ. 37B a N. obliqua P1) a merliku (Ch. quinoa). Na
listech N. occ. 37B vznikaly vyrazné lokalni nekrotické 1éze (LNL) i krouzky a pozdgji sitova
mozaika v systému. Pfi pouziti Stavy z listll se systémovou sitovou mozaikou byl néasledny
pfenos na dalsi rostliny tabadku uspéSny, pii pouziti listh S LNL se pienos na tabdk ¢i jiné
indikatory opakované nezdafil. Ze symptomatickych rostlin N. occ. 37B byly infikovany i1
rostliny Phaseolus vulgaris. Pienos viru z listi tfe$ni na indikatorové rostliny byl uspésny
pouze z Cerstvych nebo zamrazenych listl, které byly odebrany ze stromil na jafe a na pocatku
léta. Pomoci RT-PCR a sekvenovani byl v indikatorovych rostlinach prokazdan CLRV.
Identickymi metodami byla v ptivodnim stromu zjisténa smésna infekce 4 virt — CLRV,
PDV, ACLSV a CVA. Vysledky potvrzuji obtiznost ziskdni a udrZovéni izolatd virQ
infikujicich tfeSné a viSné pouze pomoci mechanické inokulace rostlin. Izolaty CLRV a
PNRSV slouzi jako pozitivni kontroly a budou vyuZity pro dalsi studium.

Zjisténé viry se prendSeji ve véetSiné piipadii vegetativni cestou, roubovanim a

necertifikovanym kontaminovanym sadbovym materidlem. Nékteré viry, jako napiiklad
CLRV, PDV a PNRSV se §ifi rovnéz pylem (Rebenstorf et al., 2006; Digiaro a Savino, 1992).
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Na $ifeni virovych infekei se z velké ¢asti podili 1 Clovek, ktery ovliviiuje zejména pohyb
infikovanych rostlin. Zdrojem infekce mohou byt také plané rostouci stromy a ketfe (Polak J.
(2007). Preventivni opatfeni, kterd spocivaji zejména v pouzivani zdravé sadby a likvidace
zdrojii ndkazy, jsou proto hlavnimi a nezbytnymi zptisoby zabranéni Sifeni infekce.

Zavér

Nase studie je prvnim prizkumem vyskytu dosud popsanych 22 virt tiedni a visni v CR, ktery
byl proveden pomoci RT-PCR a ovéfen naslednym sekvenovanim ziskanych produkti.
Doklada vyznamné rozdily ve vyskytu viri a zejména jejich smésnych infekci v sadech,
genofondu a planych tiesnich. Ukazuje, ze zejména v piipadé popisu novych viri nebo
vyskytu vird, jejichz vyskyt na tfe$nich a visnich v CR nebyl dosud sledovan, je vhodné
ovéfeni ptivodu testovanych stromi. Vedle zjisténi vyskytu vir, povazujeme za piinos prace
ovéfeni primerl pro citlivou detekci virG ve vzorcich ze stromid. Ty je mozné vyuzit
K testovani rozmnoZovacich materialti tfeSni a visni a piispét k ziskani kvalitni bezvirové
sadby a zlepseni zdravotniho stavu vysadeb v CR.

Clanek byl odborné recenzovan.

Vysledky tohoto vyzkumu byly ziskany pii feSeni grantu LD 14004 MSMT, s podporou na
dlouhodoby koncep¢ni rozvoj vyzkumné organizace RV0O:60077344 a pomoci infrastruktury
programu CZ.1.05/2.1.00/03.0116.

Seznam pouzité literatury je k dispozici u autort nebo v redakci ¢asopisu.
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