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Souhrn

Diplomova prace poskytuje zakladni informace o zdravotnim stavu rychle rostoucich
dievin na tizemi Ceské republiky, konkrétng o jejich chorobach a $kidcich, se zaméfenim na
rod Populus, coby nejvyuzivanéjsi dievinu pro péstitelské plantaze. Hlavni naplni prace byl
monitoring a detekce viru mozaiky topolu (Poplar mosaic virus, PopMV) na pfirozenych
a kulturnich porostech topoltl v riznych oblastech Ceské republiky. Pro tyto tGcely bylo
vybrano n&kolik lokalit z oblasti Stéednich, Jiznich, Zapadnich Cech a Vysoginy. Dil¢im
pfedmétem vyzkumu bylo studium variability PopMV, a to na né¢kolika riznych izolatech
daného viru ziskanych z volné¢ rostoucich topola v oblasti Kozi Hibety V lokalité Suchdol,
dale z rostlin topold rostoucich v Zapadodeském kraji na tzemi Ceského stiedohofi
a Vv neposledni fadé ztopolu ze sbirky Vyzkumného tustavu Silva Taroucy pro krajinu
a okrasné zahradnictvi (VUKOZ) v Prithonicich.

Prakticka ¢ast diplomové prace se vénuje monitoringu PopMV na tizemi CR. Detekce
patogena byla provedena pomoci dvou diagnostickych metod, konkrétné s vyuzitim
sérologické metody DAS-ELISA (double antibody sandwich — enzyme-linked
immuno-sorbent assay) a molekularni metody RT-PCR (reverzni transkripce — polymerazova
feté¢zova reakce). Nami testované vzorky, odebrané od soukromych péstiteli RRD, byly
shledany ve vétsiné ptipadi jako viruprosté. Z tohoto vysledku lze usuzovat, ze péstitelé na
svych plantazich pouZzivaji kvalitni a zdravy material z matecnich rostlin. Jedinou vyjimkou
byla lokalita Ceského Sttedohoti, kde byl naopak k vysadbé ziejmé pouzit infikovany
péstebni material, coZ mélo za nasledek masivni zamofeni celého pozemku danym virem.

V ramci prace byla dale caste¢né popsana variabilita genu pro bilkovinny obal
nékolika izolath viru mozaiky topolu na molekularni arovni. Na zaklad¢ sekvencni identity
nukleotidli a od nich odvozenych aminokyselin byly mezi sebou porovnany jednotlivé izolaty
viru, vcetné¢ jiz publikovanych sekvenci. Z nami ziskanych vysledkt bylo patrné, Ze
jednotlivé izolaty se od sebe procentuelné pfiliS neliSily. Vyjimku tvofil izoldt PopMV
ziskany ze sbirky Vyzkumného tstavu Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi
(VUKOZ) v Priihonicich, ktery se svou sekvenci lisil jak od nami ziskanych izolatd, tak od jiz

publikovanych sekvenci z Némecka i Velké Britanie.

Klic¢ova slova: Populus spp., virové choroby, diagnostické metody



Summary

The diploma thesis provides basic information about the state of health of fast growing
trees in the Czech Republic with a focus on Populus genus as the most used species for

growing plantations.

Main task of the thesis was monitoring and detection of Poplar mosaic virus (PopMV)
on natural and commercially planting stands of poplar trees in different areas of the Czech
Republic. Several localities from regions of the Central, South and West Bohemia and from
Highlands region were selected. Partial aim of the research was to study the variability of
PopMV isolates. PopMV isolates were collected from wild growing poplar trees from
localities Kozi Hibety at Suchdol, Czech Central Mountains in West Bohemia and from the
germplasm collection of The Silva Tarouca Research Institute for Landscape and Ornamental

Gardening (RILOG) in Prihonice and subsequently analyzed.
The practical part of this thesis deals with monitoring of PopMV in the Czech

Republic. Pathogen detection was performed using two diagnostic methods: serological
method DAS-ELISA (double antibody sandwich - enzyme-linked immuno-sorbent assay) and
molecular method RT-PCR (reverse transcription - polymerase chain reaction). The tested
samples were in most cases identified as virus-free for the presence of PopMV. This implies
that growers of fast growing trees use high-quality and healthy material from the mother
plants on their plantations. The only exception was the locality of the Czech Central
Mountains, where apparently infected material for planting was used, which resulted in

massive contamination throughout the area by the virus.

This thesis also describes the variability of the gene for the coat protein of several
Poplar mosaic virus isolates at the molecular level. The various virus isolates were compared
to each other based on the sequence identity of nucleotides and amino acids derived from
them, including already published sequences. From the obtained results it is obvious that the
individual isolates did not differ from each other. An exception was the isolate of PopMV
obtained from the collection of RILOG in Prithonice. This isolate differed in sequence from
the isolates obtained by us, as well as from already published sequences from Germany and

Great Britain.

Keywords: Populus spp., virus diseases, diagnostics
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1 UvVoD

Rostlinné viry jsou organismy, které jsou v uréitych piipadech schopné zptisobit na
rostlinnych hostitelich nevy¢islitelné Skody. Je to dano i jejich jedine¢nou vlastnosti, ze kdyz
uz je jednou rostlina virem napadena, patogen Vv ni velmi Casto pietrvava nastalo a mize byt
pfi¢inou ztraty na vynosech ¢i hostitele uplné zahubi. Pfi napadeni rostlin virem je v mnoha
ptipadech nutna jejich likvidace, takovyto porost totiz pfedstavuje potencionalni zdroj nakazy.
mnozitelsky material a dodrzovani hygienickych pravidel je zékladem pro Uspésné
a bezvirdzni péstovani rostlin.

V soucasné dob¢ se ¢im dal vice rozsifuje novy trend, a to péstovani rychle rostoucich
dfevin (RRD) na biomasu. Virus mozaiky topolu (Poplar mosaic virus, PopMV) tak nabyva
na vyznamu uz jen z toho hlediska, ze topol, nejvyuzivanéjsi dfevina pro porosty RRD, je
dosud jedinym znamym hostitelem tohoto viru. Piesto, Ze Vv soufasné dobé neni znam
zivoci$ny vektor tohoto viru, virus se dal uspeésné §ifi mezi ptirozenou populaci topold.

Z vyse uvedenych divodl bylo hlavnim cilem ptfedkladané diplomové prace rozsifit
dosavadni znalosti o viru mozaiky topolu, jak na biologické, tak i molekularni trovni, na

jejichz zaklade€ by bylo mozné zvysit uspésnost ochrany rostlin proti nému.



2 VEDECKA HYPOTEZA A CILE PRACE

Védeckou hypotézou predkladané diplomové prace byl predpoklad, Ze na tizemi Ceské

republiky jsou na rostlinach topol hojné ptitomni virovi zastupci rodu Carlavirus.

Hlavnim cilem diplomové prace byl monitoring a charakteristika virovych patogent
na populaci topoli v Ceské republice. Diléim cilem byla studie variability genu pro

bilkovinny obal viru mozaiky topolu.



3 LITERARNI RESERSE

3.1 Biomasa

Pojmem biomasa se rozumi veskera hmota organického piivodu, kterda ma Sirokou
Skalu vlastnosti. Biomasa zahrnuje dendromasu (dfevni biomasa), fytomasu (bylinna
biomasa) a biomasu ZivociSného piivodu. Zdrojem biomasy jsou rovnéz biologicky
rozlozitelné odpady, a to Cisté nebo vytiidéné z ostatnich slozek (napt. zemédélska kejda,
vytiidény biologicky rozlozitelny primyslovy a komunalni odpad) (Anonym 1, 2013).

Biomasu muzeme dle Kohouta et al. (2010) rozd¢lit do tii skupin podle vyuziti

a péstovani a to na zemédélskou, lesni a zbytkovou biomasu:

Zemédélska biomasa:
e cilen¢ péstovana biomasa
e biomasa obilovin, olejnin a pfadnych rostlin
e trvalé travni porosty
e rychle rostouci dfeviny péstované na orné pide

e rostlinné zbytky ze zemédé€lské prvovyroby a udrzby krajiny

Lesni biomasa:
e palivove dievo

e 7zbytky z hospodateni v lesich

Zbytkova biomasa — vedlejSi produkty a zbytky:
e papirenského primyslu
e potravinaiského primyslu
e primyslu zpracovani dieva
e 7ZivociSného primyslu
e biologicky rozlozitelny odpad

e lihovarnické vypalky.



3.2 Rychle rostouci di‘eviny (RRD)

Podstatnou ¢ast biomasy predstavuji porosty energetickych plodin. Terminem
energetické plodiny nebo rostliny jsou oznadovany botanické druhy, kultivary, klony?,
prirodni 1 zamérni kfizenci dievin, trvalek a bylin, které se vyuzivaji ¢i testuji pro cilenou
produkci biomasy vhodnou k energetickému vyuziti. Soucasti této skupiny jsou i tzv. rychle

rostouci direviny (RRD) (Weger, 2004).

Skupina dfevin, kterd je oznaCovéana jako rychle rostouci, se vyznacuje schopnosti
dosdhnout vysoké produkce biomasy v kratkém casovém obdobi ve srovnani s jinymi druhy
drevin. Nejvice vyuzivanymi druhy této skupiny jsou v nasem zemépisném pasmu piislusnici

rodi Salix (vrby) a Populus (topoly) (Cizkova a Cizek, 2009).

3.2.1 Salix L. —vrba (¢eled’ Salicaceae)

Do rodu Salix se fadi dvoudomé opadavé kefiky, kefe a stromy. Pupeny jsou kryty
jednou (vzacné dvéma) Supinami. Listy jsou stfidavé, ojedinéle vstficné, jednoduché,
celokrajné nebo pilovité, vétSinou kratce tapikaté. Palisty jsou zpravidla dobie vyvinuté
apozdé opadavé. Kvéty jsou vzpiimené jednopohlavné, vyrlstajici v pazdi celokrajnych
listend. Plodem je tobolka, otevirajici se 2 chlopnémi se 2 — 32 semeny, na bazi se svazeckem
chlupt (Koblizek, 2006).

Jsou to svétlomilné, na pidu vétSinou nendrocné dieviny. SnaSeji i poméme suché
pudy, s vyjimkou subalpinskych druhti, které nejlépe rostou na vlhkych a stinnych svazich
skalek, nebo v korytech. Mnozi se ptevazné drevitymi fizky, zakrslé druhy a kultivary

zelenymi fizky nebo hiizenim (Koblizek, 2006).

3.2.2 Populus L. — topol (Celed’ Salicaceae)

Do rodu Populus patii dvoudomé opadavé, vétSinou rychle rostouci statné stromy.
Letorosty maji pétihrannou dfeni a pupeny jsou slozeny z nckolika stiechovité postavenych
Supin. Listy jsou stfidavé, jednoduché, celistvé nebo ¢lenéné, dlouze tapikaté. Kvéty jsou
jednopohlavné, bezobalné, v pievislych jehnédach. Plodem je tobolka, otevirajici se 2 — 4

chlopnémi, s drobnymi, elipsoidnimi semeny, na bazi se svazeckem chlupli (KobliZzek, 2006).

! Klon je jedinec, vznikly p¥irozenou cestou nepohlavnim rozmnoZovanim nebo uméle procesem klonovani.
V obou ptipadech je nove vznikly jedinec geneticky shodny s matefskym organismem (Kohout, 2010).

-4 -



Jsou to prevazné svétlomilné dreviny, kterym se dafi v zivnych, hlubokych a Cerstvé
vlhkych pidach. Mnozi se prevazné dievitymi fizky, nékteré druhy kotfenovymi fizky a dale
hiizenim nebo vysevem semen (Koblizek, 2006).

Rod Populus se rozdéluje na tii sekce — sekce Populus (napf. druhy P. alba,
P. canescens, P. grandidentata, P. tremula, P. tremuloides), sekce Aigeiros (napi. druhy
P. deltoides, P. nigra, P. fremontii; hybridni kultivary P. x euroamericana, P. x canadensis)
a sekce Tacamahaca (druhy P. angustifolia, P. balsamifera, P. maximowiczii, P. simonii,
P. trichocarpa, P. canadicans) (Biddle a Tinsley, 1971a; Chastagner, 2001).

Vymladkové plantaze

Vymladkové plantaze RRD jsou novou formou zemédélského hospodateni, zalozené
na regeneracni vymladkové schopnosti vybranych klonil topoll, ktera umoziuje opakované
sklizeni bez potteby zalozeni nového porostu. Tyto plantdZze se péstuji pouze na zemedélskeé
pude prevazné zemédélskymi agrotechnickymi postupy (Weger, 2009a).

Pro vymladkové plantaze RRD se v podminkdch mirného klimatického pasma
pouzivaji témef vyhradné vybrané klony a odridy topold. Vybér klonti popt. odrid ovliviuji
faktory jako napt. pozadovany cilovy produkt, péstebni a skliziiovd mechanizace Cci

dostupnost a vlastnicka prava odrid. Sortiment se fidi také zemédélskou legislativou (Weger,

2009a; 2009b).
Fakticky jsou u nas dnes dostupné nasledujici zdroje sadby:

e ,Schvilené a doporucené klony topoli“ MZP a MZe — jedna se o druhy
aklony vybrané z domécich sbirek (testovani VUKOZ od roku 1994)
a povolené pro péstovani v krajing. Nejsou chranéné Slechtitelskymi pravy
a vyskytuji se na 98 % ceskych plantazi.

o Italské topoly”“ — jednd se o registrované odridy, pfevazné ze skupiny
tzv. kanadskych topold (P. x canadensis), ziskané zamérnym kiizenim
v italskych firmach a Ustavech zamétenych na problematiku péstovani topolt.
Odrtdy jsou chranény §lechtitelskymi pravy a v CR se péstuji jen v pokusnych
a poloprovoznich porostech (Weger, 2009a; 2009b).



Tabulka 1: Seznam rychle rostoucich dfevin (RRD) doporu¢ovanych a péstovanych ve

vymladkovych plantazich v CR a jejich zatazeni do taxonomickych skupin s uvedenim

doporucené maximalni délky jejich skliziového cyklu (= délky obmyti) dle MZe (Anonym 2,

2013).
Doporucena
Oznaceni Taxonomické zarazeni (védecké oznaceni) maximalni
délka obmyti
Topoly (Populus sp.)
Kf¥iZenci balzamovych topoli (Tacahamaca x Tacamahaca) 8 let
P . 454 P. maximowiczii Henry x P. trichocarpa Torr. et Gray
'‘Androscoggin’
P - 468 P. trichocarpa Torr. et Gray x P. koreana Rehd.
P . 473 P. trichocarpa Torr. et Gray x P. koreana Rehd.
cf. P. deltoides Marsh x P. trichocarpa Torr. et Gray
P-524 cf. P. balsamifera L x P. balsamifera L. Il
P. maximowiczii Henry x P. trichocarpa Torr. et Gray 1)
'‘NE-42'
Kiizenci ¢ernych a balzamovych topoli (Aigeiros x Tacamahaca) 8 let
P - 466 P. maximowiczii Henry x P. x berolinensis 'NE-44"'
P -494 P. maximowiczii Henry x P. x berolinensis 'Oxford’
J - 105 (Max-4) | P. nigra x P. maximowiczii A. Henry 'Maxvier'
J - 104 (Max-5) |P. nigra x P. maximowiczii A. Henry 'Maxfiinf'
P-410 P. nigra L. x P. simonii Carr.
P-412 P. nigra L. x P. simonii Carr.
Kf¥iZenci ¢ernych topoli (Aigeiros x Aigeiros) 5 let
P 264 P. x euroamericana Dode Guinier 'NL-B-132b'
= P. x canadensis Monch 'NL-B-132'
P. x euroamericana Dode Guinier 'AF 2' 1)
= P. x canadensis Monch 'AF 2'
P. x generosa x P. nigra L. 'AF 6' 1)
P. x generosa x P. nigra L. 'Monviso' 1)
Topol ¢erny (P. nigra L) 10 let
P-VUKOZ- 15 nigra L
001 ' '
P- V(%I;OZ " |P.nigra L.
P- v(;g;oz " |P.nigraL.
Legenda

1) Oznaceni dosud neni pfifazeno. Maximalni délka obmyti pro dalsi klony a odridy se stanovi podle jejich
prislusnosti do taxonomické skupiny.




3.2.3 Zasady péstovani RRD

RRD mohou byt péstovany jako jednotlivé stromy, stromotadi, stromové pasy podél
cest, 1 jako celé lesy, ale v souCasnosti je nejvétsim trendem péstovat tyto dieviny jako
plantaze na orné puad¢ (Celjak, 2008).

Zakladnim pfedpokladem uspésného péstovani RRD na orné pidé¢ je splnéni nékterych
pozadavk:

e extrémné vysoky vzrist rostlin v mladi

e vyborné obrustajici schopnosti pafezli po obmyti

e snasenlivost konkurence bez regulovatelnych zasaht
e odolnost proti Skiidcim a chorobam

e uzpusobeny pozemek k mechanizaénimu zpracovani
e mocnost ornice minimalné 30 cm, optimalné 70 cm
e hodnota pH minimalné 5,5

e vysoka hladina podzemni vody (60 az 120 cm, nesmi klesnout pod 2 m)
(Kohout et al., 2010).

O zameéru vysadby je nutné kontaktovat ptislusné urady — a to zejména organ ochrany
ptirody na obecnim Ufadu s rozsifenou pisobnosti a podat zddost dle ustanoveni § 5 odstavce
4 zékona €. 114/1992 Sb., o ochrané piirody a krajiny. Zakon uvadi: ,,Zdmérné rozsireni
geograficky nepiivodniho druhu rostliny ¢i Zivocicha do krajiny je mozné jen s povolenim
organu ochrany prirody. Geograficky nepiivodni druh rostliny nebo Zivocicha je druh, ktery

neni soucasti prirozenych spolecenstev urcitého regionu.” (Anonym 3, 1992; Kohout et al.,
2010).

3.2.3.1 Vybér vhodného stanovisté

RRD musi byt vysazeny na vhodné lokalité, aby dosahovaly ocekavanych vysokych
vynosti. K zdkladnimu posouzeni pldnich a klimatickych podminek slouzi kéd BPEJ
(bonitovana pidné ekonomicka jednotka). Tento kod je sestaven na zakladé podrobného
vyhodnoceni vlastnosti klimatu, genetickych vlastnosti ptid, ptidotvornych substratli, zrnitosti

pudy, obsahu skeletu, hloubky pudy, sklonitosti a expozice (Kohout et al., 2010).



3.2.3.2 Sadebni material

NejcCastéji se sazeji tizky nafezané z jednoletych, ptipadné dvouletych vyhont, ne vSak
stari. Rizek by mé&l mit minimalni délku 20 cm a tloustku 8 mm — tak je zaji§téno, aby na
fizku byly alesponi dva dobfe vyvinuté pupeny. Rizky by nemély vykazovat piiznaky
vyschnuti, hniloby, nekrozy, poSkozeni hmyzem nebo houbovymi chorobami. Fyziologicka

kvalita tizkii se zachovava pii skladovani v prostorach s trvale vysokou vzdu$nou vlhkosti

a teplotou do 4 °C (Cizkova a Cizek, 2009).

3.2.3.3 Priprava pudy

Aby byly zajistény idedlni podminky pro vzchazeni a rust fizkh RRD, je tfeba zacit
s ptipravou pudy obvykle rok doptedu. Provadi se celoplosna piiprava pudy, ktera zahrnuje
zejména odpleveleni pozemku. Pouziti chemickych ptipravki pro velkoplosné odplevelovani
neni vhodné z divodli ochrany pfirody a tvorby rezidui v pidé. Na zemédélské pide je
preferovano spiSe mechanické odplevelovani. Zaplevelené louky a pastviny je nutné

opakované kosit ¢i spasat (Celjak et al., 2007).

3.2.3.4 Vysadba

Rizky se vysazuji do dobie pfipravené pidy zapichovanim témé celou svou délkou
kolmo do piidy. Nad povrchem pldy ziistadva pouze prvni pupen. Pida musi byt k fizku pevné
pritlacena, aby se zabranilo vysychani. Po vysadbé se musi ptida udrzovat dostate¢né vlhka

a odplevelena (Cizkova a Cizek, 2009).
3.2.3.5 Zpusoby péstovani

Péstovani topolu ve velmi kratkém obmyti 3 — 6 let

Z pocatku je tieba piipravit pozemek (mechanicky, piip. chemicky) tak, aby vysadba
tizkd byla provedena do Cisté pidy. Sazenice se vysazuji do pomérné hustého sponu, ktery
musi odpovidat pouzivané mechanizaci. Mezifadkova vzdalenost je obvykle 1,3 — 25 m
a vzdalenost rostlin v fadku byva 0,3 — 0,5 m. Dilezité je pravidelné pleckovani do doby nez
se kulturni porost zapoji a bude tak schopen konkurovat pleveliim. Dale se provadi ochrana
proti Skodam zvéti a monitoring Sktideti. Velmi kratké, cyklické obmyti se provadi po 3 — 6
letech. Obnova plantaze z vymladktl na patezu se uskutec¢nuje do véku kultury ptiblizné 20 let
(Cizkova a Cizek, 2009; Kohout et al., 2010).



Péstovani topoli v kratkém obmyti 20 — 25 let

Plantaze s kratkym obmytim jsou péstovany jako tzv. lignikultury. Jsou zakladany na
stanovisti odpovidajicim narokiim dieviny. Sazenice jsou vysazovany do piredem pfipravené
pudy v Sirokém sponu 6 x 6 m nebo 8 x 8 m. Od druhého roku se provadi vyvétvovani
kmene, které v dalSich letech pokracuje do vysky 8 — 10 m. Celoplosna kultivace pady se
provadi az 10 let a diky tomu lze zvysit piirist az o 30 % (Cizkova a Cizek, 2009;
Kohout et al., 2010).

3.2.3.6 Sklizen

Jak jiz bylo teceno, plantaze rychle rostoucich topolu se sklizeji v tzv. velmi kratkém
obmyti, které se v naSich podminkach pohybuje mezi tiemi az Sesti roky. Pokud bude doba
existence plantaze okolo 20 let, znamena to, ze bude sklizena 4 — 8x (Havlickova et al., 2008;

Celjak et al., 2009).

Nejvhodnéjsim obdobim pro sklizenn jsou zimni mésice (prosinec — biezen). Je to
z diivodu absence listové hmoty a celkové niz§iho obsahu vody v difevni hmoté a zaroven je
mozné vyuzit volné pracovni sily a stroje. Vhodné je také sklizet, kdyz je plida zmrzla nebo
sucha. Mechanizace tak nema problémy s pohybem po pozemku (Havlickova et al., 2008;
Celjak et al., 2009).

V zasad¢ existuji 2 technologie sklizné vymladkovych plantazi:

e Vicefazova sklizen — je to kombinace mechanizac¢nich prostiedkii a manualni
prace. Kmeny jsou po castecném vyschnuti na vzduchu (2 — 6 mésicl)
stépkovany. Stépka je dostateéné sucha (30 %) i pro spalovani v topenistich
S niz§im az stfednim vykonem.

e Jednofazova sklizeii — tento zplsob vétSinou vyuziva samojizdné sklizeci
stroje schopné vyroby dievni §tépky piimo na poli. Stépka ma vyssi vlhkost
(50 %), ale je snadné&ji manipulovatelna a dopravovatelna. Pro spalovani vlhké

Stépky jsou vhodna velka topenisté nad IMW (Havlickova et al., 2008).

3.2.3.7 Vynosovy potencial

Vynosovy potencial susiny RRD nemuze byt dopfedu stanoven nikdy zcela pfesné —
vzdy se bude jednat pouze o Udaje teoretické. To proto, Ze pfi jejich zakladani, ristu a sklizni
existuje mnoho proménnych faktorii: napi. klimatické a pidni podminky, vodni rezim,
svazitost a expozice pozemku, vybér vhodnych dievin v zavislosti na lokalité, zpasob
ptipravy pudy pted vysadbou, vybér a dodrzeni spravné technologie vysadby, obsah Zivin,
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zpusob a rozsah oSetfovani, délka obmyti apod. Z toho 1ze logicky odvodit, Ze nejvyssi vynos
bude na takové plantazi, na které se podaii optimalizovat vyse uvedené faktory ovliviiujici
rust. Urcitou roli hraji také faktory, které nelze ovlivnit, jako je napi. pribeéh pocasi (Kohout

etal., 2010).

3.2.4 Vyuziti RRD

3.2.4.1 Energetické

Produktem vymladkovych plantazi RRD je dievni $tépka nebo palivové diivi (polena
¢i kratké kusové dievo). Vyhfevnost pocitand na hmotnost zavisi zejména na jeho vlhkosti,
napf. pii absolutni su§ing je 17,74 GJ-t1. Cerstvé sklizend biomasa s vlhkosti 50 % ma
vyhtevnost 7,65 GJ-t* (Havlickov4 et al., 2008).

Vyuziti §tépky je piedevdim v lokalnich teplarnach a vytopnach (do 50 km). Cast
produkce se také uplatituje pfi spalovani s uhlim v elektrarnach. Palivové dievo a kratké
kusové dievo (6 — 7 cm) se uplatiluji predevsim pifi samozasobitelstvi palivem ve

venkovskych oblastech (Havlickova et al., 2008).

3.2.4.2 Neenergetické

Drievo topolu je svétlé, lehké, mekké a dobte se Stipe. Z toho diivodu je vyuzivano na
vyrobu dyh, pieklizek, sirek ¢i obalového materidlu jako jsou bedny a ptepravky. U nas se
V soucasnosti vyuziva predevSim v fezbafstvi a jako palivo. Z pupenii ne€kterych druht se

extrahuje olej pro farmaceutické ucely (Havlickova et al., 2008).

3.2.5 Funkce RRD v krajiné

Dteviny péstované pro potieby cilené produkce energeticky vyuzitelné biomasy je
mozné vyuzit také ke zlepSeni fungovani krajiny, napf. riznych problémovych lokalit na
okrajich obci, ale 1 v navazujici volné krajin€. Jde pfedevSim o vyuZiti i€¢innych vlastnosti
dfevin a porostli pro zkvalitnéni podminek Zivotniho prostiedi, ochrany pfirody a tvorby

krajiny (Jech et al., 2003).
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Plantdze RRD maji v krajin¢ hned nékolik uzitecnych funkci:
e Biologicka
o vznik biokoridori a lesnich spoleCenstev v bezlesé zemédélské krajing
o zvyseni biodiverzity zeméd¢€lské krajiny
o ukryt a potrava pro hmyz, drobnou i vysokou zvéf, hnizdisté ptactva
e Melioracni
o vétrolamy — sniZovani vétrné eroze a Skod na zemédélskych plodinach
o biologickd meliorace premokienych stanovist’
o zlepSeni pidnich pomért
e Izola¢ni
o snizeni prasnosti a hlu¢nosti
o vytvareni kofenovych clon na ochranu vodnich zdrojt
e Asanaéni
o btehové porosty — rychlé zpeviiovani biehti proti vodni erozi
o zlepSeni tepelného rezimu lokality
o recyklace vody v krajiné
o zvySeni vlhkosti vzduchu
o dekontaminace pud od tézkych kovi
e Kulturni
o doprovod liniovych staveb — aleje kolem cest a silnic
e Esteticka
o liniové hranice v krajiné
o roz€lenovani krajiny
o intravildny vesnic, u navesnych rybnikt, podél potok
e Naucna
o sbirky v odbornych skolach a institucich
e Produkéni

o plantaze topoli na energetické ucely (Jech et al., 2003).
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3.2.6 Biodiverzita RRD

Biologickd rozmanitost na plantazich energetickych dievin muze puUsobit jak
pozitivné, tak i negativné. Mezi pozitivni jevy patfi napf. to, ze plantaZe mohou zvySovat
celkovou biodiverzitu v zemédélské krajiné — mohou poskytovat tkryt nékterym savcum
aptakim ¢i slouzit jako utocCisté dravym a parazitickym druhiim bezobratlych, zejména
hmyzu vazanému na Sktdce jinych zemédé€lskych plodin. Na strané druhé mohou plantaze
hostit i nékteré invazni druhy nebo druhy vyhradné skodici na jinych zemédélskych plodinach

(Havli¢kova et al., 2008).

3.2.7 Choroby a Skidci RRD

3.2.7.1 Choroby

Odolnost proti chorobam je jednou z nejdilezitéjSich vlastnosti RRD. Choroby snizuji
vynosy rostlin nebo dokonce zpusobuji jejich smrt. Mohou také zhorSovat kvalitu vysledné

suroviny (Kohout et al., 2010).
Houbové choroby

Rzivost topolu (Melampsora larici-populina)

Rez je viibec nejcastéji vyskytujici se houbova choroba topolt. U citlivych klond nebo
pfi vysokém stupni napadeni mohou rzi zplsobovat pfedasny opad pupent a listi, a tim
padem vyznamnou redukci biomasy. Dale zpusobuji vyssi nachylnost topoli K jinym
chorobam, zvysuji pravdépodobnost mrazového poSkozeni a zdrovenl jsou jednou z pficin
odumirani mladych rostlin (Newcombe a Chastagner, 1993; Nienhaus et al., 1998; Tomiczek
et al., 2005).

Béhem konce jara a zacatku léta se na spodni strané listli objevuji ZlutooranZové
kupky, které mohou pokryt az celou listovou plochu. Vrchni strana listd je poseta drobnymi
Zlutymi skvrnami, které postupné hnédnou a nekrotizuji. Pfi silném napadeni listy usychaji
a opadavaji (Nienhaus et al., 1998; Tomiczek et al., 2005).

Rzi rodu Melampsora, potiebuji k dokonceni svého zivotniho cyklu dva hostitele:

e topol — uredialni a telialni stadium

e modfin — spermacie a aecidlni stadium
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Rez pfezimuje ve formé& zimnich vytrus tzv. teliospor na opadaném listi topolu.
Na jafe z téchto vytrust vykli¢i basidie, na kterych se tvoti basidiospory — ty se $ifi pomoci
vétru a infikuji nejbliz§i jehliCnaty strom, nejcastéji modiin. Na jehlicich modiinu se
0 nékolik dni pozdé&ji vytvaii aecie se zlutooranzovymi aeciosporami na spodni strané listu
a spermogonia se spermaciemi na vrchni strané listu. Napadeni jehlic se projevuje chlorézou,
nekrozou a nakonec tplnym uschnutim jehlic. Jesté béhem jara jsou aeciospory rozsifovany
opét pomoci vétru a infikuji nejbliz§i porosty topoli. V prubéhu 1éta se na listech topolu
vytvareji uredia, které maji za nasledek Zluté skvrny na listech. Teplé a vlhké pocasi
Vv pribehu léta podporuje tvorbu uredospor (letni vytrusy). Napadené listy hnédnou a vadnou.
V pozdnim [ét€ a na podzim se na opadanych listech zacinaji vytvaret ¢ernd dormantni stadia
tzv. telia s teliosporami. Na jafe opét vykli¢i basidie s basidiosporami. Tim je zivotni cyklus
rzi uzavien (Chastagner, 2001; Kolafik et al., 2005).

Hlavni prevenci proti napadeni rzi je ochranné pasmo bez mezihostiteli a vybér
odolnych klonti topolti. Pfima ochrana se provadi chemickym postiikem 2 — 3krat od objeveni

prvnich uredii v 14dennim intervalu (Malinova, 2006).

Listova skvrnitost (Marssonina brunnea, M. populi, M. castegnei)

Listova skvrnitost vyvolana houbovym patogenem z rodu Marssonina spp. napada
mladé listy a nezdfevnatélé vyhony. Zptsobuje Skody ve formé piedCasného opadu listi,
redukci biomasy a odumirani rostlin (Chastagner, 2001; Sinclair a Lyon, 2005; Malinova,
2006).

Béhem [éta se na listech vytvaii skvrnitosti typické pro jednotlivé druhy hub rodu
Marssonina. Obecné se jedna o malé difuzni, oranzovohnédé skvrny se zlutym ohrani¢enim,
které se postupné zvétSuji a zahust'uji (Chastagner, 2001; Malinova, 2006).

e Marssonina brunnea f. sp. trepidae napada topol osiku a topol osikovy.
Prevazn€ na spodni strané listll jsou patrné hnédé 2 — 3 mm velké skvrny,
postupné se pripojuji nekrozy.

e Marssonina brunnea f. sp. brunnea napada topoly sekce Aigeiros (topol ¢erny,
topol euroamericky a topol bavinikovy). Na jafe se tvoii hnédé 1 — 2 mm velké
tecky na obou strandch listil, okolni pletiva Zloutnou, hnédnou az bronzovati.

e Marssonina populi nejvice napada topol Cerny, ale mize se vyskytnout na
vSech druzich ze sekci Aigeiros a Tacamahaca. Na listech se tvofi 4 — 5 mm

velké okrouhlé skvrny s difiznim okrajem.
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e Marssonina castagnei tvoti obvykle na horni stran¢ listt topolu bilého 4 — 5
mm velké, nepravidelné skvrny ve stfedu Sedé ¢i bilé, které nejsou na okraji
ostie ohrani¢ené (Malinova, 2006).

Vsechny druhy maji stejny zivotni cyklus. Patogen pfezimuje jako stroma na
opadanych listech a v 1ézich napadenych vétvi. Na jafe acervuli zacnou produkovat konidie,
se zaCnou projevovat po n¢kolika tydnech. Na listech se zac¢nou utvaret plodnice, které
produkuji sekundarni konidie. Ty v pribéhu vlhkého pocasi zapocinaji druhy cyklus infekce,
ktery trva az do té doby, dokud nedojde k odlisténi. V pozdnim Iété€ a brzy na podzim se na
opadanych listech zaCinaji tvofit opét stromata a tim je cyklus uzavien (Ostry, 1987,

Chastagner, 2001).

Ochrana spociva v odstraniovani napadenych ¢ésti rostlin, vyvarovani se premokieni

a Vv péstovani odolnych klona (Chastagner, 2001).

Listova skvrnitost a odumirani konca letorosti (Pollaccia elegans, P. radiosa,

P. ramulosa, P. americana)

N 24

Druh P. elegans (teleom.: Venturia populina) se da povazovat za nejzavaznéjsi z rodu
Pollaccia spp. (pohlavni stadium, Venturia spp.). Pro rozvoj infekce jsou vhodné vlhké
podminky. Obzvlaste¢ v mladych vysadbach muize mit houba velmi zniCujici U¢inky
(Malinova, 2006; Chastagner, 2001).

Brzy na jafe houba infikuje raSici listy a nové rostouci letorosty. Zpusobuje
nepravidelné, tmavé ohranicené skvrny, obzvlasté podél Zzilnatiny. Pii siln&j$im rozvoji
choroby listi odumira a pred¢asné opadava, vrcholky letorosti krni a krouti se. I ostatni druhy

této houby vyvolavaji velmi podobné pfiznaky napadeni (Malinova, 2006; Chastagner, 2001).

Houba ptezimuje na napadenych letorostech. Primarni infekce se uskuteciiuje na jafte,
pomoci askospor rozsifujicich se vétrem. Askospory vznikaji v pseudotheciu. Bé&hem
vegetacni sezony zpusobuji infekci také nepohlavni spory, konidie, vyskytujici se na
napadanych listech. Ochrana se provadi chemickym postiikem na nové narostlé letorosty

(Chastagner, 2001).

Dotichiza topolova (Chondroplea populea, anam.: Cryptrodiaporthe populea)

Dotichiza je na tizemi CR velmi zavaznou chorobou topoli. B&Zn& ptisobi $kody na
stromech oslabenych piesazenim, suchem, mrazem, podmacenou nebo netirodnou ptidou ¢i na
téch, které maji poskozené kmeny a kotfeny. Zpusobuje odumirdni klry na letorostech
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projevuje prosychanim koruny (Sinclair a Lyon, 2005; Malinova, 2006).

Na napadenych ¢astech stromt (nejbéznéji na kmeni a na bazich vétvicek) se na kiie
objevuji malé hnédé ovalné a vodnaté skvrny, které se postupné rozsifuji v hnédé az cerné
1éze. Mnoho infekci mize byt zastaveno samotnym hostitelem, a to i u citlivych jedinct.
Obrana stromu spoc¢iva v tvorbé tzv. hojivého zavalu (obrost dievem), ktery izoluje
nekrotické 1éze. Mnoho mensich infekci tak miize byt zastaveno jiz v prvnim vegetacnim
a odlupovani kury, a tim dochazi i k lamani vétvi (Nienhaus et al., 1998; Hartmann et al.,
2001; Sinclair a Lyon, 2005; Malinova, 2006).

Patogen piezimuje ve form& mycelia a jako konidie, které se na konci roku vyvijeji
v uzavienych pyknidach. Infekci nejCastéji zplisobuji pravé konidie, které pronikaji pies
pupeny na jate, ptes jizvy po opadu listli na podzim a skrze lenticely ¢i rizna poranéni béhem
celého roku. Po infekci kiry mutze zdstat patogen latentni az 2 roky, ale obvykle se 1éze
dosahovat az 30 cm. Na vzniku 1ézi se podili toxin, ktery houba produkuje. BEéhem nékolika
tydnil po odumieni &asti vétvicek se v lézich tvoii pyknidy. Zivotni cyklus patogena se
uzavird novou produkci konidii (Sinclair a Lyon, 2005).

Zdrojem nékazy je odpad po t€zbé, prestarlé porosty nebo suché stromy ponechané
v porostech. Sifeni choroby podporuje zanedbavani véasného provadéni probirek a t&Zby.
K sifeni nakazy dochazi hlavné na podzim a na jafe, za podpory vlhkosti. V tuto dobu je také
nutné provadét chemickou ochranu. Na jafe Casujeme postiik 3 — 4 tydny pred zacatkem
raSeni. Na podzim aplikujeme postiik v prvni poloving fijna, a pokud neni listi zcela opadané,

opakujeme oSetfeni po opadu listi (Malinova, 2006).

Listova skvrnitost a korova nekroéza topolu (Mycosphaerella populorum)

Tato houba, vcetné svého nepohlavniho stadia (anamorfy) Septoria musiva, je
rozsifena v Severni a Jizni Americe, kde zpusobuje listovou skvrnitost a korovou nekrozu
cetnych druhd topolli, vcetné hybridnich i exotickych druhd. Napadd stromy v riznych
veékovych kategoriich (Newcombe et al., 1995; Kapitola et al., 2011).

Symptomy se znacéné 1isi v zavislosti na hostiteli. U citlivych jedinci se projevuji jako
drobné ¢erné skvrny na listech, které se postupné rozsifuji. Rozvoj infekce vede k nekrozam.

Ty se projevuji hnédym ¢i bilym zbarvenim s tmavym ohrani¢enim. U ¢astecné odolnych
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jedinct, skvrny zGstavaji malé a mohou mit stiibfity vzhled. Infekce pievlada obzvlasté na

listech ve spodni ¢asti stromu (Chastagner, 2001).

Vznik korové nekrézy (rakovina) je spojen s vysokym vyskytem listové skvrnitosti.
Tvoii se obzvlast¢ v mistech poranéni nebo pfirozenych otvort. Z pocatku se jedna

0 zvodnatéla pletiva, ktera postupné zcernaji (Chastagner, 2001).

K infekci dochazi na jate askosporami (v pseudotheciich) i konidiemi (v pyknidach),
rozSifovanymi vétrem a vodou z opadaného listi, kde patogen pfezimuje. Spory infikuji
nejprve mladé listy a pozdé€ji 1 kminky. Vstupni branou pro infekci jsou riizna poranéni, ale
I lenticely a jizvy po opadanych listech. Symptomy se objevuji jeden az dva tydny po infekci.
(Ostry, 1987; Kapitola et al., 2011).

Patogen se Sifi zejména transportem infikovanych sazenic, fizkli i neodkornéného
dfeva. Vzhledem k vysokému fytosanitarnimu riziku pro uzemi EU, resp. EPPO (European
and Mediterranean Plant Protection Organization) je houba zafazena na seznamu karanténnich
SO ve smémici Rady 2000/29/ES a vyhlagky 215/2008 Sb. a na seznamu EPPO Al.
Zakladnim opatienim uplatiiovanym ve fytosanitarnich piedpisech EU je zakaz dovozu rostlin
topolt, s vyjimkou plodi a osiva, ze Severni Ameriky a zdkaz dovozu samostatné kliry topoli

z amerického kontinentu (Kapitola et al., 2011).

Vaclavka obecna Zlutoprstenna (Armillaria mellea)

Jednd se o dfevokaznou houbu, kterd patfi mezi primarni parazity. Ohrozeny jsou

predevsim stresované porosty na nevhodnych stanovistich (Malinova, 2006).

Ostatni dfevokazné houby infikuji stromy pfedev§im v mistech poskozeni. Jejich
vyznam stoupa hlavné s v€kem hostitele. Mezi sekundarni (ranové¢) parazity patii ohinovec
obecny (Phellinus igniarius), Supinovka zhoubna (Pholiota destruens) nebo sirovec
Zlutooranzovy (Laetiporus sulphureus). Idealni ochranou je zabranit poSkozeni kmene.

Pokud k nému ale dojde, je tiecba takové misto okamzité osettit (Malinova, 2006).
Bakteriozy

Korova nekroéza (Xanthomonas populi)

Typickymi ptiznaky jsou podélné praskliny na kmenu a vétvich, které jsou obklopeny
nepravidelnymi valovitymi okraji, z nichZ na jate vytéka bélavy lepkavy sliz. Nekr6za kmene
a vétvi zhorSuje kvalitu dfeva a nekroza obepinajici vyhony mize vést k pfedCasnému

odumfeni stromt (Malinova, 2006).
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Nadorovitost a uzlovitost (Agrobacterium tumefaciens)

A. tumefaciens je padni bakterie s velice Sirokym spektrem hostiteli. Pro napadené
rostliny jsou typické halky na kofenech a kmenech (nadory), proliferace kotfenti a uzlovitost.
Mladé rostliny s ¢etnymi halkami byvaji retardované v ristu, usychaji a jsou nachylné na
poskozeni mrazem. Velikost nadorti se pohybuje od nékolika milimetrit az po 30 cm a vice.
Jejich maximalni velikost zavisi pfedev§im na kmenu patogena, na druhu a velikosti rostliny,

a na rychlosti riistu infikované ¢asti (Sinclair a Lyon, 2005).

Infekce probihda skrze poranéni na koifenech, ktera vznikaji snadno napt. pii
vegetativnim mnozeni, pfesazovani ¢i aktivitou pidnich $kidct. Rostlinné bunky v oblasti
poranéni pritahuji bakterie, které napadaji jejich bunééné stény. Bakterie preméiuji rostlinné
buiiky tak, aby vytvafely nadmérné mnozstvi rostlinnych hormonii, konkrétné auxinil
a cytokinint, které indukuji tvorbu nadorti a ziejmé i bakterie vyzivuji (Sinclair a Lyon,

2005).

Odlupdivest kiry (Erwina cancerogena, Pseudomonas syringae)

Tyto druhy bakterii jsou povazovany za puvodce hnédého mizotoku. Bakterialni
infekce ma fatdlni nasledky hlavné na mladé rostliny ve Skolkadch (Chastagner, 2001,
Malinova, 2006).

Nejviditelnéjsi ptiznaky spojené s bakteridlni infekci jsou ¢erné skvrny na listech,
zCernald Zilnatina a fapiky. Odumiraji také Spicky letorostii. Odlupcivost kiiry se poté
projevuje na vétvich a kmeni. Primarni ptiznaky lze zaménit s chorobou listové skvrnitosti
a odumirani koncu letorostt zptisobené houbovym patogenem z rodu Pollaccia (Chastagner,
2001).

Mladé semenacky stresované suchem, posSkozené mrazem nebo mechanickym
poranénim jsou nachylné k infekci. Bakterie ptezivaji na povrchu riznych hostitelskych
rostlin. Odtud se rozsifuji pomoci vétru, vody a hmyzu. K rozsifovani patogena ptispiva také

Spatnd hygiena pracovniho néfadi nebo infikovany mnozitelsky material (Chastagner, 2001).
Virozy

Virus mozaiky topolu (Poplar mosaic virus, PopMV)

PopMV se tadi do rodu Carlavirus a je to nejvyznamnéjsi virus vyskytujici se na

porostech topold. Podrobné;ji je popsan v kapitole 3.3 Virus mozaiky topolu.
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Virus mozaiky huseniku (Arabis mosaic virus, ArMV)

ArMV je ssRNA virus a fadi se do rodu Nepovirus, celedi Secoviridae, fadu
Picornavirales. Virové Castice maji izometricky tvar a jsou asi 30 nm velké. Tento virus je
roz$iteny pievazné v Evrop¢. Je pfenasen vegetativnim mnozenim, semeny a pomoci vektort,
v pudé volné zijicimi had’atky Xiphinema diversicaudatum a X. cosi (Murant, 1970; Anonym
4,2013).

Hostitelsky okruh ArMV je pomérné Siroky. Vyskytuje se v mnoha druzich volné
rostoucich 1 kulturnich jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin (malinik, jahodnik, salat,
okurka, celer, rebarbora, cukrovka, chmel, réva vinna, zlatice, riize, narcis a dalsi). Symptomy
se objevuji na listech jako listové deformace, mezizilni chloréza, nepravidelné zluté skvrny na
listech a obecna chloroza, ktera je méné zietelna v 1été. Rostliny krni, vynosy jsou silné

redukované a rostliny hynou 1 az 2 roky po infekci (Murant, 1970; Suti¢ et al., 1999).

Virus nekrézy tabaku (Tobacco necrosis virus, TNV)

Ptvodné jeden druh TNV se nyni déli na dva samostatné viry TNV-A fadici se do
rodu Alphanecrovirus a TNV-D patfici do rodu Betanecrovirus. Oba dva viry patfi do ¢eledi
Tombusviridae, ktera je vSak jednou z mnoha skupin, které nespadaji pod zadny fad. Je to
RNA virus sizometrickym tvarem c¢astic 0 velikosti 26 nm. Je rozsifen po celém sveéte.
Prendsi se vegetativnim mnoZenim, mechanickym poranénim a pomoci vektoru, konkrétné
zoosporami pudni houby Olpidium brassicae, ktera napada koteny rostlin. Neni pfenosny
semeny (Kassanis, 1970; Anonym 4, 2013).

TNV ma Siroky hostitelsky okruh jednodéloznych i dvoudéloznych rostlin (brambor,
fazol, okurka, réva vinna, hrusen, tulipan a dal$i). Obvykle zpusobuje nekrotické léze,

ztidkakdy se projevi jako systémova infekce (Kassanis, 1970).

Virus nekrotické kaderavosti tabaku (Tobacco rattle virus, TRV)

TRV je ssRNA virus fadici se do rodu Tobravirus, ¢eledi Virgaviridae, nespadajici
pod zadny tad. Virové castice jsou rovné, tubuldrni, s dvéma pievladajicimi délkami. Delsi
ma 190 nm a krat§i 50 — 115 nm, zavisi na izolatu. Bézny izolat produkujici virové Castice,
tzv. M-typ, ma dva druhy genomové RNA, RNA-1 a RNA-2. Je pfenasen vegetativnim
mnozenim, inokulaci pomoci infikované $tavy z nemocné rostliny a hadatkami z Celedi
Trichodoridae. Izolat, ktery castice neprodukuje, se nazyva NM-typ, ma pouze RNA-L.

Ptenos inokulaci pomoci infikované $tavy je obtizny a pravdépodobné neni pfenosny ani
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had’atky. Virus se vyskytuje jen v nékterych castech svéta, jako je Evropa, Japonsko, Novy
Z¢éland ¢i Severni Amerika (Robinson, 2003; Anonym 4, 2013).

TRV ma Siroké hostitelské spektrum (brambor, cukrovka, Spenat, salat, tulipan, mecik,
hortenzie a dal$i). Pfiznaky se projevuji na listech jako mozaika, chlorotické a nekrotické

skvrny, deformace. Nekrozy jsou patrné i na hlizach a cibulich rostlin (Robinson, 2003).

Virus krouzkovitosti tabaku (Tobacco ringspot virus, TRSV)

TRSV je ssRNA virus a fadi se do rodu Nepovirus, celedi Secoviridae, tadu
Picornavirales. Virové Castice jsou izometrické a méfi asi 28 nm. Pienasi se vegetativnim
mnozenim, inokulaci pomoci infikované $tavy, semeny a sadbou, a za pomoci had’atka
Xiphinema americanum. Vyskytuje se zejména v Severni Americe, ale $iii se do celého svéta

diky infikovanému mnozitelskému materialu (Stace-Smith, 1985; Anonym 4, 2013).

TRSV ma Siroky hostitelsky okruh zahrnujici jak bylinné tak dievité hostitele (sdja,
tykev, pelargonie, mecik, ostruzina, bortivka, réva vinnd, tfesen, jablon a dalsi). Pfiznaky jsou
patrné na listech jako krouzkovité svétlé skvrny, mozaika, chlordza, nekrotické 1éze (Stace-

Smith, 1985).

BliZe nespecifikovany virus ze skupiny Y viri bramboru (Unidentified virus of potato

virus Y group, PVY)

PVY je ssRNA virus fadici se do rodu Potyvirus, ¢eledi Potyviridae, nespadajici pod
zadny fad. Viriony jsou vlaknité, 730 — 740 nm dlouhé a 11 — 12 nm Siroké, s helikalni
Symetrii. Virus je prenaSen vegetativnim mnoZenim, inokulaci pomoci infikované Stavy
a neperzistentné msSicemi. Je celosvétové rozSifeny a je jednim znejvice hospodaisky
vyznamnych patogent (Kerlan, 2006; Anonym 4, 2013).

PVY ma Siroky hostitelsky okruh zahrnujici zejména kulturni a okrasné rostliny
z ¢eledi Solanaceae (brambor, tabak, rajce, paprika, petnie), ale napada i plevelné druhy,
které do této Celedi nepatii. Pfiznaky se nejcastéji objevuji na listech jako mozaika, skvrnitost,

zilkovitost, Zloutnuti, deformace a nekrdzy. Rostliny jsou zakrslé a maji zna¢né redukované

vynosy (Kerlan, 2006).
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3.2.7.2 Skudci

Mandelinka topolova (Chrysomela populi)

Tento brouk o velikosti 3 az 12 mm pacha na topolovych plantazich asi nejvétsi Skody.
Mandelinka je cihlové Cervend s Cernozelenym Stitem. Konce krovek mé ¢erné. Na porostech
se vyskytuje od dubna az do zafi. Cely vyvoj mandelinky probiha na topolu, takze skody tak
zpusobuje larva i dospélec. Larvy jsou az 15 mm velké, z pocatku ¢erné, pozdéji zlutobilé.
Kukli se na spodni strané listu. Do roka ma mandelinka az 3 generace, které se mohou
vzajemné prolinat (Kolafik et al., 2005; Tomiczek et al., 2005).

Poskozeni listh dirkovitym nebo Stérbinovitym zirem dospélcii je patrné jiz na prvni
pohled. Mén¢ patrné je pak skeletovani listd larvami. Pfi pfemnozeni dochazi az k holoziru
atim k velkym ztratdm biomasy. Ochrana se provadi chemickym postfikem nebo sbérem
broukti a odstraiovanim napadenych ¢asti s larvami (Kolafik et al., 2005; Tomiczek et al.,
2005).

Kozli¢ek topolovy (Saperda carcharias)

Kozlicek je 20 — 30 mm velky, podlouhly plstnaty Sedavé zluty tesaiik s drobné, ale
husté ¢ern¢ teCkovanymi krovkami. Jeho vyvoj probiha na topolech, kde se vyskytuje od

¢ervna do srpna (Kolafik et al., 2005).

Napadeni larvami se projevuje hromadkami hrubych hnédozlutych ttisek pii kmeni
aVvotvoru, kterym je vyhazuji z chodeb. Pro napadené Casti je charakteristické zdufeni.
Brouci pak okusuji mladou kiiru 1 — 3letych vyhonkt a v listech vykusuji okrouhlé otvory.
Ochrana se provadi sbérem brouki, odstranénim napadenych stromkt, pfipadné chemickym

oSetfenim, v obdobi kvétna az Cervna, sousednich stromku (Kolafik et al., 2005).

Drvopleii obecny (Cossus cossus)

Drvoplent je mohutny, tmaveé Sedohnédy motyl s kresbou kiidel ptipominajici kiiru
Rozpéti kiidel je 6 — 9 cm. V porostech topolll se miize vyskytovat od ¢ervna do Cervence. Na
stromech Skodi housenky, které jsou 10 cm velké, z vrchu masove Cervené a zespod zluté.

Kukli se v tfiskovém zamotku v zemi ¢i v usti chodby (Kolatik et al., 2005).

Housenky ve dfevé kmentl vyziraji svislé, zacernalé, az 1 m dlouhé chodby
zapachajici po octovém kvaSeni. Spodnim otvorem z chodeb vyhazuji tfisky a trus. Poskozené
stromy se poznaji podle kvasici §tavy pii paté kmene. Ochrana se provadi odstrafiovanim

a spalovanim napadenych stromt (Kolafik et al., 2005).
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Nesytka srsiiova (Sesia apiformis)

Nesytka sr$niova je nasi nejvétsi nesytkou podobnou sr$ni, jak vypliva z nazvu.
Rozpéti kiidel je 4 cm. Oba pary jsou pruhledné a bez Supinek. Télo ma Zlutocerné
pruhované. Vyskytuje se v obdobi od kvétna do srpna a jeji vyvoj probiha v topolech (Kolafik
et al., 2005).

Lysa zlutava housenka vyzira chodby v kotfenech a bazich stromt. Ochrana se provadi

odstrafiovanim a spalovanim napadenych ¢asti stromu (Kolafik et al., 2005).

Nesytka ovadova (Paranthrene tabaniformis)

Nesytka je mensi motyl s prednimi kiidly hnédymi a zadnimi zcela prithlednymi,
V rozpéti asi 3,5 cm. Té€lo i tykadla jsou cernomodra. Vyskytuje se v obdobi od kvétna do
cervence. Ma tiilety vyvoj, ktery probiha na topolech (Kolatik et al., 2005).

Skodi lysé zlutobilé housenky, které vyziraji chodby v kofenech, vétvich a mladych
kmincich, které poté cCasto zduii. Ochrana se provadi odstranovanim a spalovanim

napadenych c¢asti stromi (Kolatik et al., 2005).

Bourovec topolovy (Poecilocampa populi)

Bourovec je tmavy hunaty motyl o rozpéti kiidel 3 — 4,5 mm. Na tmavych
Sedohnédych ptrednich kiidlech ma dvé uzké svétlé pricky, zadni kiidla ma svétlejsi.
Vyskytuje se od fijna do listopadu. Cely vyvoj probihd na topolu, kde Skodi housenky
(Kolatik et al., 2005).

Housenky se vyskytuji od kvétna do ¢ervence a Skodi Zirem listl. Ochrana se provadi

sbérem housenek nebo chemickym postiikem (Kolatik et al., 2005).

Savi hmyz

Mén¢ viditelné Skody zplsobuji 1 dal$i druhy hmyzu. Ze zéastupcii bodavé savého
hmyzu lze zminit napf. mSice a k¥isi, ktefi jsou vyznamni hlavné jako pfenaseci virovych
chorob (Tomiczek et al., 2005).

Pomérn¢ vyznamnym zastupcem ze skupiny savého hmyzu je dutilka topolova
(Pemphigus bursarius). Dutilka je druh msice, ktera vytvaii halky na fapicich listi topolt.
Mimo jiné saje na listech. Na jejich vyméscich medovice pak ziji ¢erné (Capnodium), které

svymi povlaky omezuji fotosyntézu rostlin (Kolafik et al., 2005; Tomiczek et al., 2005).
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Na mladych plantdzich zptisobuji Skody srnci, ktefi si o malé stromky vytloukaji
paruzky. Stromky, jejichz ktira je poskozena, zasychaji. VéEtsi skody pak mize zpisobit ¢erna
zveét, predevsim prase divoké. Prasata v porostu zptisobuji vyznamné mechanické poskozeni
¢1 aplné vyryti kofent stromku z ptidy. Méné Casto se mohou objevit zajici, kteii Skodi

okusem sazenic (Kohout et al., 2010).

3.3 Virus mozaiky topolu

3.3.1 Taxonomické zarazeni PopMV

Virus mozaiky topolu (Poplar mosaic virus, PopMV) se fadi do rodu Carlavirus,
Celedi Betaflexivirideae, fadu Tymovirales. Do rodu Carlavirus je v soucasné dobé zafazeno
52 druht rostlinnych vira. Tato skupina byla pojmenovana podle kmenového zastupce
Carnation latent virus, latentniho viru karafiatu. Néktefi zastupci tohoto rodu byli nalezeni
v dfevinach, mezi tuto skupinu se fadi pravé PopMV (Atkinson a Cooper, 1976; Cooper et al.,
1986; Sinclair a Lyon, 2005; Anonym 4, 2013).

Viriony jsou mirné vlaknité, 610 — 700 nm dlouhé a 12 — 15 nm Siroké. Maji helikalni
symetrii. Kazda virova castice obsahuje jednu molekulu linearni ssSRNA (jednotfetézcova
ribonukleova kyselina) o velikosti 7,4 — 7,7 kb (Atkinson a Cooper, 1976; Cooper et al., 1986;
Sinclair a Lyon, 2005; Anonym 4, 2013).

Viry z rodu Carlavirus jsou pfenosné pomoci hmyzu, nejcastéji mSicemi a nejméné
dvéma druhy molic, a to neperzistentné a semiperzistentn€. VéEtSina téchto virdh je pfenosna
mechanicky a to inokulaci rostlin pomoci infikované §tavy z nemocné rostliny. Kontaktem
mezi dvéma rostlinami uz tak snadno pfenosné nejsou. Pfenos semeny ¢i pylem nebyl do

dnesni doby prokazan (Sinclair a Lyon, 2005; Anonym 4, 2013).

3.3.2 Obecna charakteristika

Virus mozaiky topolu byl poprvé popsan v roce 1935 v Bulharsku na P. balsamifera.
Pozdé&ji byla jeho pfitomnost popsana V riznych lokalitach rozptylenych po celém svéte
(Evropa, Kanada, USA, Japonsko), kromé Jizni Ameriky. K celosvétovému Sifeni toho viru
pfispéla intenzivni mezinarodni a mezikontinentalni vymeéna mnoZitelského materidlu topoli,

tedy do dnesni doby jediného popsaného hostitele tohoto patogena. RozSitfeni viru
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a skute¢nost, ze v prirod¢ napada pouze topoly, ovlivnilo téméf vSechny komeréné péstované
kultivary evropsko-americkych kiizenct topoll, jako jsou P. balsamifera a jeho poddruh
trichocarpa, P. deltoides, P. nigra, P. tremula a P. tremuloides, které se naSly v Evropé
napadené pravé timto typem viru (Atanasoff, 1935; Navratil, 1979; Cooper a Edwards, 1981;
Chastagner, 2001; Sinclair a Lyon, 2005).

Virova ¢astice POpMV je vlaknita o velikosti 675-685 x 15 nm. Virus dosahuje
nejvyssi koncentrace v symptomatickych listech, ale pomoci sérologickych metod mtize byt
detekovan i z listi bez symptomi z té samé rostliny (Chastagner, 2001; Sinclair a Lyon,
2005).

3.3.3 Symptomatologie PopMV

Vyska ristu napadenych rostlin miize byt potlacena od 0 do 50 %. To zavisi
piedevsim na stafi stromu, na citlivosti péstovaného kultivaru, na piislusném kmenu PopMV
nebo na péstebnich podminkach. Pokud je rostlina pfili§ citlivd, mize dochézet k odumirani
letorostli. Tyto zavazné pfiznaky jsou vSak zaznamenavany pouze u mladych rostlin,
u kterych po né€kolika letech uplynulych od infekce odeznivaji. Naopak u tolerantnich klont
probiha infekce bez omezeni v ristu. Také starsi rostliny jsou vice odolné (Navratil, 1979;

Chastagner, 2001; Sinclair a Lyon, 2005).

Prvni pfiznaky na listech se obvykle objevuji na konci jara, na prvnich plné
rozvinutych listech, av§ak béhem léta mohou zmizet. Napadené listy jsou typické difuznimi
chlorotickymi skvrnami, mozaikou a pfedev§im prosvétlenou zilnatinou (Obr. 1). Napadeni se
dale mtize projevovat zaCervenalou ¢i nekrotickou Zilnatinou a nekrotickymi 1ézemi v okoli
fapiku a hlavni zilnatiny. Listy stakovymito pfiznaky napadeni vykazuji znamky
abnormalniho vyvoje, tedy maji tendenci byt deformované, kiehké a predCasné opadavaji.
Vysoka teplota mliZze zpUsobit tzv. maskovani pfiznakli napadenych listd. Jsou napadany
parenchymatické i floémové tkdné coZ vede k systémové virové infekci. Nemocné stromy
jsou typické zpomalenim fotosyntézy a naopak zvysenim rychlosti respirace. Také se objevuji
jisté odchylky od bézného transportu vody v rostliné a zmény v obsahu cukrti a chlorofylu
v listech. Specificka hmotnost a pevnost dieva napadenych stromi je jen nepatrné ovlivnéna

(Biddle a Tinsley, 1971b; Navratil, 1979; Chastagner, 2001; Sinclair a Lyon, 2005).
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Obrazek 1: Listy topoli napadené virem mozaiky topolu (vlastni fotografie).

3.3.4 Prenos PopMV

PopMV je pienosny vegetativnim mnozenim, kontaktem mezi kofeny rostlin
a inokulaci infikovanou S$tavou. Pokud virus napadne rostlinného hostitele, je v ném uz

natrvalo (Navratil, 1979; Cooper, 1981; Sinclair a Lyon, 2005).

Dosud neni zndm ptenos pomoci vektora ¢i jinym zplsobem, jako je pfenos semeny

nebo pylem (Cooper, 1981; Sinclair a Lyon, 2005).

3.3.5 Vybrané diagnostické metody pro detekci PopMV

3.3.5.1 Diagnostika rostlinnych virua dle priznaku

Rostlinné viry obvykle zptsobuji vyznamné a charakteristické zmény na celych
rostlinach ¢i jen na jejich Castech. Vysledkem je poté napf. zména v pigmentaci (mozaiky,
pestrokvétost, Zloutnuti), redukce rastu (zakrnélost), nekroza ¢i deformace. Pozorovani
priznakl na celé rostliné a analyza okolnosti jejich vzniku a vyvoje patii mezi prvni kroky

diagnostiky (Astier et al., 2007).
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3.3.5.2 Diagnostika rostlinnych vira dle jejich biologickych vlastnosti

Prace s viry je znesnadilovana skuteénosti, ze tyto fytopatogenni organismy nedokazi
pfezivat mimo rostlinného hostitele. Proto je snaha o zajiSténi snadno dostupného
alternativniho zdroje virového materidlu. Praveé za timto ucelem se péstuji tzv. indikatorové
rostliny, které se vyuzivaji jako virové rezervoary. Tim je umoznén celorocni prisun Cerstvého
virového materidlu, ktery Ize podrobovat dalSim analyzam. Jako indikéatorové rostliny pro
PopMV se nejcastéji pouzivaji druhy rodu Nicotiana (N. megalosiphon, N. glutinosa), dale
pak napt. Lavatera trimestris ¢i Vigna sinensis. Tyto rostliny se inokuluji $tavou
z infikovanych rozdrcenych listd topolu. Piedevs§im rostliny druhu Nicotiana megalosiphon
byly shledany jako vibec nejcitlivéjsi i vuci nizkym koncentracim viru (Biddle a Tinsley,
1971a; Cooper et al., 1986; Chastagner, 2001; Sinclair a Lyon, 2005).

3.3.5.3 Diagnostika rostlinnych virii pomoci sérologickych metod

v

Nejpouzivangj§i imunologickou technikou v rostlinné virologii je metoda ELISA
(Enzyme-linked immuno-sorbent assay). Je zaloZena na vysoce specifické interakci antigenu
a protilatky, ktera byva znaena enzymem (nejcastéji alkalickou fosfatazou). Jedna z téchto
dvou slozek je vzdy navazana na pevny nosi¢ (naptf. na povrch mikrotitraéni desticky).
Detekce viru je pak provedena na zdkladé enzymové reakce, coz zplsobi barevnou zménu

substratu (Regenmortel, 2006; Astier et al., 2007).

Nejcastéji uzivanou metodou z fad ELISA-testt je DAS-ELISA (Double antibody
sandwich). Sklada se z né€kolika krokl. Nejdfive je na pevnou fazi imobilizovana protilatka,
poté je piidan antigen, ktery reaguje Sjiz navazanou protilatkou. Nakonec se aplikuje
protildtka s navdazanym enzymem. Jednotlivé kroky jsou odd€leny vzdy odstranénim
nenavazanych slozek (promytim). Aktivita alkalické fosfatazy se projevuje zmeénou

bezbarvého substratu na zluty. Intenzita zbarveni se méfi pomoci spektrofotometru pfi vinové

délce 450 nm (Clark a Adams, 1977; Astier et al., 2007).

3.3.5.4 Diagnostika rostlinnych virt pomoci molekularné genetickych metod

Polymerazova tetézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) je zaloZena na
principu replikace nukleové kyseliny Vv in vitro podminkach. Jedna se o cyklicky se opakujici
enzymovou syntézu novych fetézcti vybranych tisekit DNA ve sméru 5' — 3' prostiednictvim
DNA polymerazy. Vysledkem PCR je pak mnohondsobné zmnoZeni vybraného tiseku DNA.

Pro uspésny pribeh reakce je nutné znat sekvence v bezprostrednim sousedstvi useku DNA,
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ktery chceme pomnozit (vlastni sekvence tohoto tiseku v8ak znama byt nemusi) (Astier et al.,

2007; Morales, 2006).

Vlastni reakce pak probiha v tzv. termocykleru, kde se automaticky stfida nékolik
cyklt — prvni cyklus: denaturace (94 °C), reasociace neboli ptipojeni primeri (30 — 65 °C)
a elongace cili syntéza nové DNA (65 — 75 °C). Nasledujici cykly jsou analogické cyklu
prvnimu, stim, Ze se reakce 25 — 35 krat opakuje. PCR reakce je pfinejmensSim stokrat
citlivéjsi, nez vétSina sérologickych metod, coz ji fadi k nejvice uspéSnym metodam pro
detekovani vird pii velmi nizkych koncentracich (Astier et al., 2007; Morales, 2006).

Jelikoz molekula RNA nemuize slouzit jako templat pro PCR (pracuje pouze s DNA),
nebylo by mozné touto metodou detekovat vétSinu rostlinnych vird. Proto je potieba RNA
pfevést na cDNA retrovirovou zpétnou transkriptazou. Tato metoda se nazyva reverzni

transkripce — PCR (RT-PCR) (Astier et al., 2007; Morales, 2006).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Detekce PopMV vV rostlinném materialu

4.1.1 Rostlinny material

Za tiéelem monitoringu viru mozaiky topolu ve vybranych lokalitich Ceské republiky
bylo otestovano celkem 220 stromt topold. V prubéhu roku 2014 byly uskute¢nény vyjezdy
do jedenacti lokalit, situovanych v oblastech Stéednich, Jiznich, Zapadnich Cech a Vyso&iny.

Konkrétné se jednalo o:
e Kacice, Slany, Buchov, Zdebuzeves, Sternov (Stredocesky kraj)
e Slapy, Vétrovy (Jiho€esky kraj)
e Piaslavice, Céaslavsko, Kamen (Kraj Vysoéina)
e Bfezno (Zapadocesky kraj)
Dalsi vzorky (celkem 10) byly odebrany z volné¢ rostoucich topoli (aleje, stromotadi)
a to z oblasti Kozi hibety u Suchdola.

Standardni vzorek predstavoval biologicky material v podobé listdh rovnomérné
odebranych z rostlin topolu po celém obvodu koruny. Vzorky pouzité pro jednotlivé analyzy
byly zpracovany bud’ piimo v Cerstvém stavu, nebo jako chlazené (uskladnény v lednici
+/- jeden tyden) ¢i zamrazené (uskladnéné v mrazicim boxu pii -24 °C).

Vzorky topoli byly nasledné podrobeny analyze na pfitomnost PopMV pomoci
sérologick¢ metody DAS-ELISA a déale pomoci molekularné genetické metody reverzni
transkripce a polymerazové tetézové reakce (RT-PCR). Detekce PopMV byla v nékterych
ptipadech realizovana pomoci pfenosu patogena na indikatorové rostliny. Jednotlivé detekéni

techniky jsou podrobné popsany v nasledujicich kapitolach.

4.1.2 Detekce PopMV pomoci sérologické metody DAS-ELISA

Sérologické testy byly provedeny pomoci techniky DAS-ELISA (Clark a Adams,
1977; Clark a Bar, 1984). Polyklonalni protilatky byly komeréné pfipraveny firmou DSMZ.

1. Povrch jamek mikrotitracni desticky byl nejprve potazen 100 pl potahovaciho
pufru se specifickou polyklonalni protilatkou (zasobni roztok IgG byl fedén

potahovacim pufrem dle ndvodu vyrobce). Desti¢ka byla zabalena do mokré gazy
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a igelitového sacku a nasledné byla inkubovana 2 hod pii 37 °C nebo pii 4 °C pies
noc.

2. 100 mg vzorku testovanych rostlin bylo homogenizovano spolu s extrakénim
pufrem v poméru 1:10.

3. Po inkubaci byly jamky tfikrat, po dobu 3 min, promyty promyvacim pufrem. Do
jednotlivych jamek bylo pfevedeno 100 pl homogenatu (kazdy vzorek dvakrat).
Do pfedem vyznaCenych jamek byl napipetovan pouze extrakéni pufr (slepa
kontrola), homogenat z viruprostych rostlin (negativni kontrola) a extrakt z rostlin
napadenych POpMV (pozitivni kontrola).

4. Nasledné byla mikrotitra¢ni desticka ponechana ve 4 °C pies noc. Nasledujici den
byly z jamek vzorky odsaty pomoci odsavacky a jamky byly opét tiikrat, po dobu
3 min, promyty promyvacim pufrem.

5. Do jamek bylo pifiddno 100 pl extrakéniho pufru s polyklondlni protilatkou
konjugovanou s alkalickou fosfatdzou (zasobni roztok IgG-AP byl fedény dle
navodu vyrobce). Desti¢ky byly inkubovany 2 hod pti 37 °C.

6. Poté byly desticky Ctyfikrat, po dobu 3 min, promyty promyvacim pufrem a do
jamek bylo pievedeno 100 pl substratového pufru se substratem (4-nitrophenyl
phosphate disodium salt hexahydrate; 1 mg/ml). Nasledovala inkubace vzorkt pfi
laboratorni teploté bez piistupu svétla.

7. Po 2 hod byla vyhodnocena barevna reakce alkalické fosfatazy se substratem pfi
405 nm pomoci spektrofotometru Tecan Sunriss™ a pomoci programu

Magellan™ Data analysis software (Tecan).

SloZeni pufru a roztoki

e 10x PBS (pH 7,4). 80 g NaCl; 2 g KH2POg4; 11,5 g Na2HPO4; 2 g KCI; (2 g
NaNz) doplnime sterilni ddH2O do 1 000 ml. Skladujeme v tmavé lahvi pfi
4 °C.

e Extrakéni pufr. 2% PVP (w/V); 0,2% BSA (w/V); 0,5 ml Tween 20
rozpustime v 1 000 ml 1x PBS pufru. Skladujeme pti 4 °C jeden den.

e Promyvaci pufr. 0,5 ml Tween 20 rozpustime v1000 ml 1x PBS.
Skladujeme pti 4 °C.

e Potahovaci pufr (pH 9,6). 1,59 g Na.COs; 2,93 g NaHCOs; (0,2 g NaNs)
rozpustime v 1 000 ml sterilni ddH>O. Skladujeme pii 4 °C.
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e Substratovy pufr (pH 9,8). 97 ml diethanolamin (0,2 g NaNs3); 0,095 g MgCl;

rozpustime v 1 000 ml sterilni ddH2O. Skladujeme v tmavé lahvi pii 4 °C.

4.1.3 Detekce PopMV pomoci metody RT-PCR

4.1.3.1 Izolace celkové RNA ,silika* metodou dle Rott a Jelkmann (2001)

1.

100 mg cerstvého ¢i zamrazeného biologického materidlu bylo ptevedeno do tieci
misky a pomoci tekutého dusiku rozdrceno na drobny prasek.

Po odpateni dusiku bylo ptidano 1000 ul grinding pufru (té€sné€ pied pouzitim byl
k pufru ptfidan 2% metabisulfat sodny) a homogenat byl pieveden do
mikrozkumavky.

Po centrifugaci (6 000 x RPM, 3 min, 4 °C) bylo do nové mikrozkumavky
ptevedeno 500 pl supernatantu (vodni faze) a spolu se 100 ul 10% N-lauronyl-
sarkosinu byl vzorek inkubovan 10 min pfi teploté 70 °C. V prib&hu inkubace
byla mikrozkumavka kazdé 3 min promichavana na dotykové tiepacce.
Nasledovala inkubace na ledu 5 min a centrifugace (13 000 x RPM, 10 min, 4 °C).
Do nové mikrozkumavky bylo pievedeno 300 ul supernatantu a ke vzorku bylo
ptidano 300 pl roztoku 6M jodidu sodného, 150 pl chlazeného absolutniho etanolu
a 30 pl silika suspenze.

Nasledovala inkubace pfi laboratorni teplot¢ 10 min Vzorek byl po celou dobu
promichéavan na ttepacce v horizontalni poloze (600 RPM).

Po centrifugaci (6 000x RPM, 1 min, 4 °C) byl supernatant odlit a peleta (pevna
faze) promyta 500 pul promyvaciho pufru. Tento krok byl jednou zopakovan.

Po odstranéni supernatantu byla mikrozkumavka ponechana pfti laboratorni teploté
na pracovni desce 10 min k suSeni. Peleta byla resuspendovana ve 150 pl sterilni
ddH20. Nasledovala inkubace 4 min pii 70 °C a centrifugace (13 000 x RPM,
3 min, 4 °C).

120 pl supernatantu bylo ptevedeno do nové mikrozkumavky a vzorek byl

uskladnén v mrazicim boxu (-24 °C) ¢i byl ihned pouzit pro dalsi analyzy.

Potiebné chemikalie

e Grinding pufr (pH 5,6). 4 M guadinin thiokyanat; 0,2 M octan sodny; 1 M
octan draselny; 25 mM EDTA,; 2,5% PVP (w/v). Uchovavame pti 4 °C.
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e Jodid sodny. 0,75 g Na;SOgz; 6 M Nal. Piiprava: 0,75 g Na SOz rozpustime ve
40 ml sterilni ddH20 a ptidame 36 g Nal. Uchovavame v tmav¢é lahvi pii 4 °C.

e Promyvaci pufr (pH 7,5). 10 mM Tris-HCI; 0,5 mM EDTA; 50 mM NaCl.
Sterilizujeme pomoci autoklavu. Poté ptfidame absolutni etanol (50% objemu).
Uchovéavame pii 4 °C.

e Silika suspenze (pH 2,0). Ptiprava: Ve 250 ml sterilni ddH20 rozpustime 30 g
silika Castic, smés promichame a nechame do druhého dne sedimentovat.
Nasledujici den odstranime horni fazi (ptiblizn€ 235 ml), zbylou c¢ast roztoku
doplnime vodou do 250 ml, roztok promichame aponechame 5 hod
sedimentovat. Odpipetujeme 220 ml horni faze, zbyly roztok dlkladné
homogenizujeme. Sterilizujeme pomoci autoklavu, uchovavame v tmavé 1dhvi

pii 4 °C.

4.1.3.2 Metoda Two-Step RT-PCR

Reverzni transkripce

1.

Syntéza cDNA probihala v reakénim objemu 50 pl. Nejprve byl pfipraven premix

0 objemu 30 pl obsahujici:

e X ul sterilni ddH,O

e 0,5 ul ndhodnych primera (zasobni roztok 1 pg/ ul; finalni koncentrace 0,5 ug;
Roche)

e piiblizné€ 750 ng celkové RNA

Vzorek byl 5 min inkubovan ve 100 °C a poté nechan 2 min na ledu.

K premixu bylo nasledné ptidano:

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

e 4.8 ul sterilni ddH-O

e 25 ul kazdého dNTP (zasobni roztok 10 mM; findlni koncentrace 0,5 mM;
Fermentas)

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

e 0,7 pul Mu-MLV reverzni transkriptazy (zasobni roztok 200 U/ul; finalni
koncentrace 40 U, Invitrogen).

Mikrozkumavka byla ponechana ve 42 °C po dobu 55 min a poté byla 10 min

inkubovana v 70 °C.
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Polymerazova retézova reakce
1. Reakce PCR byla provadéna v objemu 25 ul obsahujicim:
18,05 pl ddH.0
2,5 ul 10x DreamTaq buffer (finalni koncentrace 1x; Fermentas)
e 0,25 pl kazdého ANTP (zasobni roztok 10 uM; finalni koncentrace 0,1 mM;

Fermentas)

e 0,5 ul reverzniho primeru PopMVCP1r/Popr2 (zasobni roztok 10 uM; finalni
koncentrace 0,2 uM)

e 0,5 pl forwardového primeru PopMVCP1f/Popf2 (zasobni roztok 10 pM,;
finalni koncentrace 0,2 uM)

e 0,2 pul DreamTaq polymerazy (zasobni roztok 5 U/ul; finalni koncentrace 1 U,
Fermentas).

e 3 ul cDNA vzorku

2. Pro PCR byl pouzit termocykler MJ Research PTC 200. Podrobné informace

0 pouzitych primerech a podminky béhem amplifikace jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Pouzité primery, programy PCR a velikosti fragmentt produkti PCR.

Primery

PopMVCP1f (Naylor et al., 2004)

PopMVCP1r (Naylor et al., 2004)

Sekvence (5'-3")

TGAGTGGGGAACAAACTGAAC

GAGTCAAAGTCCACATAACTTTTG

Program

94 °C 3 min; 35 cyklt: 94 °C 305,57 °C 305, 72°C455s;72°C5
min

Velikost fragmentu

505 bp

Primery

PopMV-LF1 (diplomova prace)

PopMV-LR1 (diplomova prace)

Sekvence (5'-3")

AGCTGTGCCTTAGGTTATAGG

GTTAACCATTGTCACACTTGC

Program

94 °C 2 min; 35 cykla: 94 °C 305,55 °C 30 s, 68 °C 45 s; 68 °C 10
min

Velikost fragmentu

1007 bp

Primery

PopMV-LF2 (diplomova prace)

PopMV-LF2 (diplomova prace)

Sekvence (5'-3")

TTAGCTGTGCCTTAGGTTATAGG

AAGAACCTTCCTCATGTTAACC

Program

94 °C 2 min; 35 cyklt: 94 °C 30's,55°C 30 s, 68 °C 45 s; 68 °C 10
min

Velikost fragmentu

995 bp
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Tabulka 2: Pouzité primery, programy a velikosti fragmentt produktii PCR — pokracovani.

Popf2 (diplomova prace)

Popr2 (diplomova prace)

CTATGGAAAGTGAAACTGAGC
CCAACATGTAATTCCACACG

94 °C 2 min; 35 cykli: 94 °C 305,54 °C 30s, 72°C455s; 72 °C 10
min

Velikost fragmentu | 386 bp

Primery

Sekvence (5'-3")

Program

4.1.3.3 Elektroforeticka separace nukleovych Kkyselin

Pro vizualizaci vysledkli byla pouzita elektroforeticka separace nukleovych kyselin

pomoci horizontalni agar6zové elektroforézy.

1. Ptiprava 1% agar6zového gelu
e Navazeny 1 g agardzy byl kvantitativné preveden do barky, kde byl smichan
spolu s 1x TBE pufrem na kone¢ny objem 100 ml. Nasledn¢ byla barika
zahfivana v mikrovinné troubg, po dobu asi 3 min, coz zpusobilo rozpusténi
agardzy. Roztok byl poté ochlazen proudem studené vody na zhruba 60 °C. Po
ochlazeni bylo pifidano 50 pl ethidium bromidu (koneéna koncentrace
0,5 ug/ml) a roztok byl promichan. Gel byl nalit do ptedem piipravené formy
s hiebinkem tak, aby nevznikly bubliny a nechal se zatuhnout.
2. Pipetovani DNA vzorkl do gelu
e Ztuhly gel byl umistén do elektroforézni vanicky tak, aby byl cely ponofeny
v 1x TBE pufru. Po vytazeni hiebinku v gelu vznikly mezery, do kterych bylo
nasledné napipetovano 10 pl PCR produktu smichaného s 2 pul barviva DNA
Loading Dye (Fermentas). Do prvni a posledni mezery byly vzdy napipetovany
2 ul hmotnostniho standardu Low-Range DNA Ladder (Fermentas).
3. Elektroforeticka separace nukleovych kyselin
e Elektroforéza probihala za konstantniho stejnosmérného napéti 90 — 120 V po
dobu 45 min (4-6 V/cm).
4. Vizualizace DNA fragmentt
e Po skonceni elektroforézy nasledovala vizualizace DNA fragmentl pod UV
transiluminatorem. Pomoci hmotnostniho standardu byla urcena velikost

fragmentd  nukleové  kyseliny.  Vysledné elektroforeogramy  byly
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zdokumentovany automatickym dokumenta¢nim a analytickym Bio Imaging

systémem InGenius (Syngene).

Potiebné chemikalie:

e 10x TBE (pH 8,0). 890 mM Tris-HCI; 890 mM kyselina borita; 20 mM

EDTA. Sterilizujeme pomoci autoklavu. Skladujeme pii laboratorni teploté.

4.1.4 Detekce PopMYV pomoci indikatorovych rostlin

Rostliny tabaku Nicotiana megalosiphon byly inokulovany $tavou ziskanou bud’
z Cerstvych listd rostlin infikovanych virem (z listi tabaku ¢i listd topolt) anebo $tavou

z lyofilizovanych listi tabdku infikovanych PopMV.
Podrobny postup byl nasledujici:

e 2 g cerstvych listd se rozdrtily ve tfeci misce spolu s 0,05 M fosfatovym
pufrem (pH 7,5) s 0,02 M siranem sodnym.

e 0,5 g lyofilizovaného rostlinného materidlu se smichalo s 0,05 M fosfatovym

pufrem (pH 7,5) s 0,02 M siranem sodnym.

Povrch listii tabakli se poprasil karborundem a za pomoci prsti Vv rukavicich byla
provedena mechanické inokulace infikovanou $t'dvou. Diky tfeni se na povrchu listl tvofila
jemna mechanicka poranéni, pomoci kterych mohl virus prostoupit do rostlin. Po inokulaci se

listy rostlin oplachly proudem tekouci vody.

Rostliny byly nasledné ponechany ve skleniku, tedy v izolovaném prostiedi, které bylo

ptiznivé pro propagaci viru (dostate¢na intenzita osvétleni a teplota okolo 20 — 25 °C).

4.2  Analyza genetické variability izolati PopMV

4.2.1 Rostlinny material

Jako vychozi biologicky material bylo pouzito n€kolik riznych izolatd viru mozaiky
topolu, jmenovité dva izolaty ziskané z volné rostoucich rostlin topolu na tizemi Kozich
hibetd v lokalité Suchdol (Populus nigra L.), dale dva izolaty PopMV ziskané z rostlin topolt
rostouci v Zapadogeském kraji na izemi Ceského stfedohoii (Populus nigra L.) a posledni
dva izolaty viru ziskané z topoll rostoucich ve sbirce Vyzkumného tstavu Silva Taroucy pro

krajinu a okrasné zahradnictvi (VUKOZ) v Priihonicich (Populus nigra L. pochéazejici
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z Velkého Biela ze Slovenska a Populus x canadensis Moench 'NL-B-132b' pochazejici

z Uherského Hradiste). VSechny analyzované rostliny byly na zadklad¢é predesSlych ELISA

testll oznaceny jako pozitivni na ptitomnost PopMV.

4.2.2 Priprava vzorku pro sekvenci

4.2.2.1 Izolace celkové RNA

Izolace celkové RNA byla uskute¢néna pomoci ,,silika*“ metody dle Rott a Jelkmann

(2001). Cely postup je podrobné popsan v kapitole 4.1.3.1.

4222 RT-PCR

Postup pro reverzni transkripci je popsan v kapitole 4.1.3.2.

Polymerazova retézova reakce

1. Reakce PCR byla provadéna v objemu 25 pl obsahujicim:

15,08 ul ddH20

2,5 ul 10x High Fidelity PCR Buffer (finalni koncentrace 1x; Invitrogen)

1 ul MgSOs (finalni koncentrace S0 mM; Invitrogen)

0,5 ul kazdého ANTP (zasobni roztok 10 uM; finalni koncentrace 0,1 mM,;
Fermentas)

1 pl reverzniho primeru LR1/LR2 (zasobni roztok 10 uM; finalni koncentrace
0,2 uM)

1 ul forwardového primeru LR1/LR2 (zasobni roztok 10 pM; finalni
koncentrace 0,2 pM)

0,2 ul Platinum Taq DNA polymerazy High Fidelity (zasobni roztok 5 U/ul;
finalni koncentrace 1 U, Invitrogen).

3 ul cDNA vzorku

2. Pro PCR byl pouzit termocykler MJ Research PTC 200. Podminky bé&hem

amplifikace jsou uvedeny v tabulce 2.

-34 -



4.2.2.3 Elektroforeticka separace

Separace nukleovych kyselin probéhla pomoci gelové elektroforézy. Postup je

podrobné popsan v kapitole 4.1.3.3.

4.2.2.4 Klonovani pomoci vektorového plasmidu

Piiprava vzorku

Purifikace PCR produktu byla provedena pomoci komeréniho kitu QIlAquick gel

extraction kit MiniElute (Qiagen). Uvedeny postup byl doporuc¢en samotnym vyrobcem.

1.

10.

Po skonceni elektroforézy byl PCR produkt vizualizovan pomoci UV
transiluminatoru a pomoci ostrého a sterilniho skalpelu byl vyfiznut z gelu.

Vyftizla ¢ast gelu byla umisténa do mikrozkumavky a zvazena. Poté byl ke vzorku
ptidan Buffer QG o 3 objemech hmotnosti vyfiznutého gelového nosice (tedy 300
ul Buffer QG na 100 mg gelu).

Vznikla suspenze byla ponechana v 50 °C po dobu 10 min. Béhem této doby byla
kazdé 2 —3 min mikrozkumavka ruéné¢ promichavana, aby doslo k dokonalému
rozpusteéni gelu.

Poté byl ke vzorku piidan isopropanol ve stejném mnozstvi, jako byla hmotnost
gelového nosice (tedy 100 ul isopropanolu na 100 mg gelu). Mikrokumavka byla
opé¢t promichana.

Suspenze byla ptevedena do nové mikrozkumavky, kde byla umisténa kolonka
s membranou. Poté nasledovala centrifugace (10 000 x g, 1 min, 21 °C).

Poté byla vodni faze odstranéna a do kolonky bylo pfidano 500 ul Buffer QG.
Nasledovala centrifugace (10 000 x g, 1 min, 21 °C).

Opét byla odstranéna vodni faze a bylo pfidano 750 pl Buffer PE. Nasledovala
centrifugace (10 000 x g, 1 min, 21 °C).

Naposledy byla odstranéna vodni faze a nasledovala centrifugace ,,na sucho*
(10 000 x g, 1 min, 21 °C).

Po centrifugaci byla kolonka umisténa do nové ¢isté mikrozkumavky.

Pro uvolnéni DNA z kolonky bylo pfesn€ na stifed membrany napipetovano 10 pl
Buffer EB. Mikrozkumavka byla inkubovana 1 minutu pfi laboratorni teploté
a poté prob¢hla centrifugace (10 000 x g, 1 min, 21 °C).
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11. Suspenze prosld skrz kolonku byla opét nanesena na stfed membrany,
mikrozkumavka byla inkubovana 1 min pfi laboratorni teplot¢ a poté probéhla
konecna centrifugace (10 000 x g, 1 min, 21 °C).

Purifikovany vzorek DNA byl uskladnén v mrazicim boxu (-24 °C) nebo byl ihned

podroben dal$im analyzam.

Ligace PCR produktu pomoci StrataClone PCR Cloning Kit

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

1. Pfiprava lega¢ni smési:

Liga¢ni smés o objemu 3 pl obsahovala:
e 1,5 ul StrataClone Cloning Buffer

e 1 ulPCR produktu

e 0,5 ul StrataClone Vector Mix

Liga¢ni smés byla promichana pipetou a nasledovala inkubace 20 min pfi

laboratorni teploté. Poté byla umisténa na led.

2. Béhem inkubace byly na led umistény kompetentni bakterialni buiiky StrataClone
SoloPack v objemu 25 pl.

3. Ligacni smés byla ptrevedena do mikrozkumavky s bakteridlnimi buikami.
Nasledné byla inkubovana na ledu po dobu 30 min.

4. Poté byla umisténa do 42 °C na 45 s a nasledné byla prudce zchlazena na ledu po
dobu 2 min.

5. Ke vzorku bylo ptfidano 250 pl LB media, zahfatého na 42 °C a Vv horizontalni
poloze byl kontinualné promichavan (600 RPM) ve 37 °C po dobu 1 hod.

6. Nakonec bylo 100 ul vzorku ptevedeno na LB agardézové misky s ampicilinem
(100 pg/ml), na které bylo s 30 min piedstihem naneseno 40 ul 2% X-galu.

7. Takto pripravené misky byly inkubovany 12 hod ve 37 °C.

Potiebné chemikalie

e Roztok LB media (pH 7). 20 g LB media rozpustime v 1 | H,O. Sterilizujeme

po dobu 20 min a uchovavame pii 4 °C.
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e LB agarozové misky (pH 7). 35 g LB agaru rozpustime v1 | ddH20.
Sterilizujeme po dobu 20 min, pfidame ampicilin (100 pg/ml). Po rozliti do

Petriho misek uchovavame médium pti 4 °C.

Kontrola bakterialnich kloni
Druhy den byly na miskach pozorovany narostlé kolonie bakterii a to:

e bilé kolonie, kde doslo k inzerci cizorodé DNA do bunék a tim k poruSeni
genu pro B-galaktosidazu
e modré kolonie, do nichZ byl pienesen vektor bez inzertu (bez PCR produktu),
coz zpusobilo, ze zde probihala tvorba genu pro pB-galaktosidazu a tim
dochazelo k rozkladu substratu X-gal (modré zbarveni).
Bunky, které viibec neobsahovaly plazmidovy vektor, na agaru nenarostly.
Kontrola bakteridlnich klon byla provedena pomoci PCR. Postup byl takovy, zZe
Z agaru se sterilnim paratkem vypichla bild kolonie bakterii, ktera se nasledné pienesla na
novou Petriho misku spevnym LB mediem. Poté se hrotem paratka pievedla do
mikrozkumavky s piedptipravenym PCR mixem.
1. Reakce PCR byla provadéna v objemu 25 ul obsahujicim:
e 21,05 pul sterilni ddH20
e 2,5 ul 10x DreamTaq buffer (finalni koncentrace 1x; Fermentas)
e 0,25 pul kazdého dNTP (zasobni roztok 10 uM; finalni koncentrace 0,1 mM,;
Fermentas)
e 0,5 ul reverzniho primeru PopMV CP1r (zasobni roztok 10 uM; finalni
koncentrace 0,2 uM)
e 0,5 ul forwardového primeru PopMV CP1f (zasobni roztok 10 puM; finalni
koncentrace 0,2 uM)
e 0,2 ul DreamTaq polymerazy (zasobni roztok 5 U/ul; finalni koncentrace 1 U,
Fermentas).
2. Pro PCR byl pouzit termocykler MJ Research PTC 200. Podminky bé&hem
amplifikace jsou uvedeny v tabulce 2.
Pro vizualizaci vysledkll byla pouZita elektroforetickd separace nukleovych kyselin

pomoci horizontalni agar6zové elektroforézy. Postup je podrobné popsan v kapitole 4.1.3.3.
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4.2.2.5 Priprava plazmidi pro sekvencni analyzy

Z agaru byly sterilnim paratkem vypichnuty bilé kolonie bakterii. Celé paratko bylo

vlozeno do 50 ml falkony, ktera obsahovala 15 ml tekutého LB média a 15 pl ampicilinu (100

png/ml). Vzorek byl inkubovéan za stdlého michani (100 RPM) ve 37 °C ptes noc (ptiblizné

12 hod).

Druhy den byla provedena izolace plazmidové DNA z bakteridlnich bunék pomoci

sady GenElute™ Plasmid MiniPrep Kit (Sigma-Aldrich). Uvedeny postup byl doporuden

samotnym vyrobcem.

1.

Do mikrozkumavky byly pfelity 2 ml LB media s bakteridlnimi bunikami
anasledovala centrifugace (12000 x g, 1 min, 21 °C). Tento krok byl jednou
zopakovan.

Sediment bun¢k byl nasledné resuspendovan v 200 pl Resuspension Solution.

Poté bylo ke smési piidano 200 ul Lysis Solution a cely obsah byl promichan
pfevracenim mikrozkumavky v ruce.

Po 3 min bylo ke smé&si pridano 350 pl Neutralization Solution, poté byla
mikrozkumavka opét 4 — 6 krat vruce prevracena a nasledovala centrifugace
(12 000 x g, 10 min, 21 °C).

Vodni ¢ast byla prevedena do nové mikrozkumavky se specidlni kolonkou
a nasledovala centrifugace (12 000 x g, 1 min, 21 °C).

Vodni faze byla odstranéna a bylo ptidano 500 ul Optional Wash Solution,
nasledovala centrifugace (12 000 x g, 1 min, 21 °C).

Vodni faze byla opét odstranéna a do kolonky bylo pfidano 750 ul Wash Solution,
nasledovala centrifugace (12 000 x g, 1 min, 21 °C).

Poté byla provedena centrifugace tzv. ,,na sucho* (12 000 x g, 1 min, 21 °C).
Kolonka byla umisténa do nové mikrozkumavky a bylo piidano 70 ul ddH-O,
nasledovala centrifugace (12 000 x g, 1 min, 21 °C).

Takto ptipravena DNA byla pouzita pro sekvenaci.
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4.2.3 Analyza sekvenci

Ziskané PCR produkty byly komeréné osekvenovany na automatickém sekvenacnim
analyzatoru ve firmé GATC Biotech AG (Némecko). Pro oboustranné sekvenovani PCR
produkti  byly pouzity wuniverzalni primery plazmidového vektoru @ MI13R
(5" DCAGGAAACAGCTATGAC 3") aM13f (5" DGTAAAACGACGGCCAGT3).

Ziskané sekvence nukleotidii byly analyzovany pomoci programu BioEdit 7.2.5.
Jednotlivé sekvence nukleotidii a od nich odvozenych aminokyselin byly porovnany mezi
sebou a také s jiz publikovanymi sekvencemi uvedenymi v databazi NCBI (National Center
for Biotechnology Information). Nakonec byla stanovena procentualni sekvencni identita

izolata.
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5 VYSLEDKY

5.1 Detekce PopMV V rostlinném materialu

5.1.1 Detekce PopMYV pomoci sérologické metody DAS-ELISA

Vysledky ziskané na =zaklad¢ diagnostickych testi DAS-ELISA odhalily, ze
V rostlinném materialu ziskaném od soukromych péstiteld RRD nebyl v naprosté vétSing
ptipadi virus mozaiky topolu pfitomny. Z 220 otestovanych stromi bylo 200 topolu
vyhodnocenych jako POpMV negativni (jednalo se o rostlinné vzorky z plantazi v Kacicich,
Slaném, Buchové, Zdebuzevsi, Sternové, Slapech, Vétrovech, Piaslavicich, Caslavsku,
Kameni). Pouze na jediné lokalité v Ceském stfedohofi byla infekce virem mozaiky topolu
zaznamenana a to ve velkém rozsahu. Spolehlivost testd byla potvrzena tim, ze v kazdém
testu, respektive na kazdé mikrotitracni desti¢ce byly k testovanym vzorkiim pfifazeny dvé
negativni kontroly (v podobé¢ extrakéniho pufru a §tavy z viruprosté rostliny topolu) a jedna

pozitivni kontrola (ze §tavy z infikované rostliny tabaku virem PopMV).

Pichled vysledki DAS-ELISA testu je uveden vtabulce 3. Vystupem ze
spektrofotometru jsou hodnoty absorbance, pro které plati: je-li hodnota vysledku alespoil

jednou tak vysoka nez hodnota negativni kontroly, jedna se o pozitivni vzorek.

Tabulka 3: Ptehled vysledku DAS-ELISA testu — soukromy péstitelné.

<> 1 2 3 4 <> 1 2 3 4
A [0,061/0,078|0,067 A |0,061/0,076|0,074
B |0,062|0,069|0,065 B [0,0620,074|0,072
C 0,075 0,065 | ### C 0,066 | 0,075 | ###
Kagice |D 0,069|0,071 |### |Slany|D 0,072 0,078 | ###
E [0,071/0,067|0,072 | ### E [0,075/0,072|0,076 | ###
F | 0,07/0,067|0,069 | ### F | 0,07/0,071|0,076 |###
G |0,074| 0,070,068 | ### G |0,068|0,071| 0,09 |###
H [0,079| 0,07| 0,07 |### H [0,074| 0,07|0,076 |###
<> 1 2 3 4
A 0,086 |1,677|2,277
B [0,085| 1,75|2,021 Vysvétlivky:
C 1,563 | 1,843 | ### Seda — slepa kontrola
Brezno | D 1,641 1,782 | ### modra — negativni kontrola
E [0,075(2,216|1,758 | ### bila — testované vzorky
F (0,074| 2,26|1,973 |### ¢ervena — pozitivni kontrola
G |0,175|1,557 (2,113 | ###
H [0,166|1,735(2,117 | ###




Tabulka 3: Prehled vysledku DAS-ELISA testu — soukromy péstitelé — pokra¢ovani.

<> 1 2 3 4 <> 1 2 3 4
A [0,054]0,054]0,052 A |0,054]0,054]0,058
B | 0,056/ 0,055 | 0,051 B | 0,056/ 0,054 | 0,063
C 0,051 | 0,051 | ## C 0,055 | 0,058 | ###
Kimen |D 0,053| 0,056 |### | Buchov |D 0,057 | 0,062 | #
E |0,057| 0,055 0,057 | ### E |0,053| 0,056 0,061 | ##
F | 0,055 0,055 | 0,055 | ### F | 0,051 0,056 | 0,058 | ##
G | 0,057|0,055] 0,056 | ### G | 0,051] 0,055 0,057 | ###
H | 0,056|0,057| 0,06 |## H | 0,053|0,058| 0,06 |#
<> 1 2 3 4 <> 1 2 3 4
A |0,054]0,062 “ A |0,054]0,058 M
B | 0,056/ 0,062 0,059 B | 0,056/ 0,059 0,058
C 0,061| 0,06 |#4# C 0,058 | 0,059 | ###
Zdebuzeves | D 0,062| 0,06 |### | Sternov |D 0,059 | 0,058 | ###
E |0,065|0,062| 0,06 E |0,055| 0,050,049 |
F |0,059|0,063| 0,063 | ## F | 0,056 0,052 0,054 | ##
G | 0,061]0,064] 0,063 [ ### G | 0,057]0,052| 0,056 | ###
H | 0,061|0,073| 0,061 | ### H | 0,057|0,053| 0,057 | ###
<> 1 2 3 4 <> 1 2 3 4
A |0,081] 0,067 “ A |0,081] 0,071 u
B | 0,081 0,067 0,068 B | 0,081 0,072 0,076
C 0,07 | 0,074 | ## C 0,077 0,079 | ###
Préslavice | D 0,071]0,072 |### |Caslavsko|D 0,078| 0,08 |##
E |0,071]0,072]0,074 | s E |0,069]0,075] 0,073 | ##
F |0,071|0,072| 0,069 | ### F | 0,071|0,074| 0,074 | ###
G |0,071]0,073] 0,074 | ## G | 0,073]0,078] 0,074 #1#
H | 0,069|0,075| 0,079 | ## H | 0,072|0,071| 0,075 | ##
<> 1 2 3 4 <> 1 2 3 4
A [0,092]0,134 u A [0,092]0,081 M
B |0,095| 0,127 0,078 B |0,095| 0,079 0,078
C 0,077 0,081 | ### C 0,081 | 0,083 | 4
Slapy |D 0,078 0,082 | ### | Vétrovy |D 0,083 | 0,081 | ###
E |0,075|0,081 0,077 | s E |0,075| 0,081 0,077 | s
F |0,074|0,079| 0,079 | ## F |0,079|0,086 | 0,081 | ##
G | 0,075/ 0,079] 0,076 | ### G | 0,076]0,078] 0,085 | ###
H | 0,076| 0,085 | 0,078 | ### H |0,081| 0,080,083 ##
Vysvétlivky:

Seda — slepa kontrola

modra — negativni kontrola

bila — testované vzorky

¢ervena — pozitivni kontrola
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5.1.2 Detekce PopMV pomoci metody RT-PCR

Detekce PopMV byla u nékolika vzorkl provedena pomoci metody RT-PCR. Finalni
vizualizace se uskutecnila pomoci UV transiluminatoru po elektroforetické separaci
nukleovych kyselin. Z 10 testovanych volné rostoucich stromu topolu na izemi Kozi Hibety

u Suchdola byly tfi rostliny identifikovany jako pozitivni na pfitomnost PopMV (Obr. 2).

Na stejné lokalité byl sledovan i vliv ro¢niho obdobi na detekovatelnost viru mozaiky
topolu v rostlinach. Zjisténi bylo takové, Ze na konci zimniho obdobi (bfezen) neni mozné

PopMV v topolech detekovat.

Obrazek 2: Detekce PopMV metodou RT-PCR (vlastni fotografie).

P10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 N M

Elektroforeogram RT-PCR produkti po separaci na agarézovém gelu. Pouzité primery
Popf2/Popr2, velikost produktu 386 bp. M. Low-Range DNA Ladder (Fermentas); 1 — 10: vzorky
CcDNA z testovanych topolt (vzorek 1, 3, 5 jsou dle tohoto elektroforeogramu pozitivni na pritomnost
PopMV); N: negativni kontrola v podobé ddH,O, P: pozitivni kontrola ve formé cDNA ziskané
z PopMYV infikovanych listt.
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5.1.3 Detekce PopMYV pomoci indikatorovych rostlin

Detekce PopMV byla uskutetnéna i pomoci indikatorovych rostlin Nicotiana
megalosiphon. Pii inokulaci rostlin tabaku na zaCatku jara (duben) byly patrné ptiznaky
napadeni virem PopMV jiz po 10 dnech. Symptomy se projevovaly jako vyrazné prosvétleni
Zilnatiny a deformace listd (Obr. 3). V druhé poloviné 1éta (srpen) se UspéSnost pienosu

postupné snizovala. Na pielomu 1éta a podzimu (zaii) se prenos nezdafil.

Obrazek 3: List rostliny N. megalosiphon s typickymi ptiznaky napadeni virem PopMV
(vlastni fotografie).

5.2 Analyza genetické variability izolati PopMV

5.2.1 Priprava vzorkii pro sekvenci

Pro analyzu genetické variability bylo vybrano Sest izolatd viru mozaiky topolu. Pét
izolath PopMV pochazelo z hostitelskych rostlin P. nigra L. (PR3, KH1, KH3, BR1, BR3)
ajeden vzorek pochazel z Populus x canadensis Moench 'NL-B-132b' (PR1). Izolaty PRI,
KH1, KH3, BRI, BR3 pochazely z Ceské republiky, pouze izolat PR3 byl ziskan z obce
Velky Biel na Slovensku.

U vSech vybranych vzorkii za wvyuziti specifickych primert probéhla uspésné
amplifikace useku genomu zodpovédného za kédovani kompletniho genu pro obalovy protein
viru. PCR produkty byly nejprve ligovany do bakteridlnich plazmidovych vektort pSC-A

(Agilent Technologies, USA) a nasledné zaslany na sekvenaci.
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Po sekvenaci a vzajemném spojeni Gseki jsme ziskali parcialni ¢ast genomu PopMV
0 velikosti 1007 nt, ve kterém byl identifikovan jeden otevieny Cteci ramec (ORFS). Cely
zapis sekvenci nukleotidi a od nich odvozenych aminokyselin je uveden v Kkapitole

10 Samostatné ptilohy.

Na =zaklad¢ procentudlni sekvencni identity byly dale mezi sebou porovnany
nukleotidové a od nich odvozené aminokyselinové sekvence izolati PopMV. Tyto sekvence
byly zaroven porovnany i s dosud publikovanymi sekvencemi izolati PopMV a to konkrétné
ttemi z Némecka (Acc. No. A4505475.1; Acc. No. X97765.1; Acc. No. X97683.1) a jednou
z Velké Britanie (Acc. No. X65102.1).

Nejprve byla sledovana procentudlni sekven¢ni identita v rdmci nukleotidi mezi
jednotlivymi izolaty. Identita se pohybovala v rozmezi od 85 do 99 %. Nejvyssi shoda byla
pozorovana mezi izolaty KH3ctg, BR1ctg a BR3ctg (99 %). Naopak nejnizsi shoda byla
uizolatu PRlctg ato viaci vSem ostatnim izolatim (85 %). Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4: Sekvenéni identita nukleotidi.

Seqg-> PR1ctg | PR3ctg | KH1lctg | KH3ctg | BR1ctg | BR3ctg
PR1ctg ID 85% 85% 85% 85% 85%
PR3ctg 85% ID 95% 96% 96% 96%
KH1ctg 85% 95% ID 98% 98% 98%
KH3ctg 85% 96% 98% ID 99% 99%
BR1ctg 85% 96% 98% 99% ID 99%
BR3ctg 85% 96% 98% 99% 99% ID

Vysvétlivky:

modra - nejnizsi hodnota (%)
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Dale byla porovnavana procentudlni sekvencni identita aminokyselin, odvozenych od
nukleotidi. Identita se pohybovala v rozmezi od 97 do 100 %. Nejvyssi shoda byla
pozorovana U izolatu BR1 vici izolatim BR3, KH1, KH3 (100 %). Naopak nejnizsi shoda
byla u izolatu PR1 a to vici izolatim KH1, KH3, BR1 a BR3 (97 %). Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 5.

Tabulka 5: Sekven¢ni identita aminokyselin.

Seq-> PR1 PR3 KH1 KH3 BR1 BR3
PR1 ID 98% 97% 97% 97% 97%
PR3 98% ID 99% 99% 99% 99%
KH1 97% 99% ID 99% 100% 99%
KH3 97% 99% 99% ID 100% 99%
BR1 97% 99% 100% 100% ID 100%
BR3 97% 99% 99% 99% 100% ID

Vysvétlivky:
modra - nejnizsi hodnota (%) cervena - nejvyssi hodnota (%)

Poté byla porovnavédna procentudlni sekvencéni identita nukleotidl nasSich izolatl s jiz
publikovanymi sekvencemi. Identita se pohybovala v rozmezi od 84 do 99 %. Nejvyssi shoda
byla pozorovana u izolatu KH3ctg, BR1ctg a BR3ctg (99 %). Naopak nejnizsi shoda byla
u izolatu PR1ctg a to vici izolatim X65102.2 a AY505475.1 (84 %). Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 6.

Tabulka 6: Sekvenéni identita nukleotidi.

Seq-> i?gl T\; 'étHgl 'étHg3 'igl 'iﬁ;’ X65102.2 | AY505475.1
PR1ctg ID | 85% | 85% | 85% | 85% | 85% 84% 84%
PR3ctg 85% | ID | 95% | 96% | 96% | 96% 95% 94%
KH1ctg 85% | 95% | ID | 98% | 98% | 98% 97% 96%
KH3ctg 85% | 96% | 98% | ID |99% | 99% 97% 97%
BR1ctg 85% | 96% | 98% | 99% | ID | 99% 98% 97%
BR3ctg 85% | 96% | 98% | 99% | 99% | ID 98% 97%
X65102.2 | 84% | 95% | 97% | 97% | 98% | 98% ID 96%
AY505475.1| 84% | 94% | 96% | 97% | 97% | 97% 96% ID
Vysvétlivky:
modra - nejnizsi hodnota (%) cervena - nejvyssi hodnota (%)
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Dale byla porovnavéana procentudlni sekven¢ni identita aminokyselin, odvozenych od
nukleotidi naSich izolati s jiz publikovanymi sekvencemi. Identita se pohybovala v rozmezi
od 62 do 99 %. Nejvyssi shoda byla pozorovana mezi izolaty PR3, BR1, BR3, KH1, KH3
(99 %). Naopak nejnizsi shoda byla mezi izolaty PR1 a AY505475.1 (62 %). Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Sekvenéni identita aminokyselin.

Seq-> PR1 | PR3 | KH1 | KH3 | BR1 | BR3 | X65102 | AY505475.1
PR1 ID 98% | 97% | 97% | 97% | 97% 95% 62%
PR3 98% ID 99% | 99% | 99% | 99% 98% 65%
KH1 97% | 99% ID 99% | 99% | 98% 98% 65%
KH3 97% | 99% | 99% ID 99% | 98% 98% 65%
BR1 97% | 99% | 99% | 99% ID 98% 98% 65%
BR3 97% | 99% | 98% | 98% | 98% ID 97% 64%
X65102 95% | 98% | 98% | 98% | 98% | 97% ID 63%
AY505475.1 | 62% | 65% | 65% | 65% | 65% | 64% 63% ID
Vysvétlivky:
modra - nejnizsi hodnota (%) ¢ervena - nejvyssi hodnota (%)
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Poté byla porovnavana procentualni sekvencni identita nukleotidli nasich izolati opét
s jiz publikovanymi sekvencemi, stim rozdilem, Zze u dvou ztéchto sekvenci nebyly
poskytnuty kompletni informace. VSe se tedy porovnavalo na trovni parcialni sekvence
bilkovinného obalu. Identita se pohybovala v rozmezi od 82 do 99 %. Nejvyssi shoda byla
PR1ctg ato vici izolathm AY505475.1.2 a X97765.1.1 (82 %). Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 8.

Tabulka 8: Sekven¢ni identita nukleotid — parcialni sekvence bilkovinného obalu.

PR1 | PR3 | KH1 | KH3 | BR1 | BR3 | X651 | AY50 | X977 | X976

S ctg | ctg | ctg | ctg | ctg | ctg | 02.2 | 5475.1 | 65.1 | 83.1
PR1ctg ID | 83% | 84% | 84% | 84% | 83% | 83% 82% 82% | 84%
PR3ctg 83% | ID | 94% | 94% | 95% | 95% | 95% 93% 95% 94%
KH1ctg 84% | 94% | ID | 98% | 98% | 98% | 97% 95% 97% 97%
KH3ctg 84% [ 94% | 98% | ID |99% |99% | 97% 96% 97% 97%
BRl1ctg 84% | 95% | 98% | 99% | ID [99% | 98% 96% 98% 98%
BR3ctg 83% | 95% | 98% | 99% [ 99% | ID 98% 96% 98% 98%

X65102.2 83% | 95% | 97% | 97% | 98% | 98% | ID 96% 98% | 97%
AY505475.1 | 82% | 93% | 95% | 96% | 96% | 96% | 96% ID 96% | 96%
X97765.1 82% | 95% | 97% | 97% | 98% | 98% | 98% 96% ID 97%
X97683.1 84% | 94% | 97% | 97% | 98% | 98% | 97% 96% 97% ID

Vysvétlivky:

modra - nejnizsi hodnota (%) ¢ervena - nejvyssi hodnota (%)
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Nakonec byla porovnavana procentudlni sekvenéni identita aminokyselin, odvozenych
od nukleotidli nasich izolatl s jiz publikovanymi sekvencemi, a to opét na urovni parcialni
sekvence bilkovinného obalu. Identita se pohybovala v rozmezi od 78 do 100 %. Nejvyssi
shoda byla pozorovana mezi izolaty KH1ctgR, KH3ctgR, X65102 a X97765.1 (100 %).
Naopak nejnizsi shoda byla mezi izolaty PR1ctgR a AY505475.1 (78 %). Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Sekven¢ni identita aminokyselin — parcialni sekvence bilkovinného obalu.

PR1 | PR3 | KH1 | KH3 | BR1 | BR3 | X651 | AY50 | X977 | X976
ctgR | ctgR | ctgR | ctgR | ctg | ctg 02 |5475.1| 65.1 | 83.1

PR1ctgR ID | 99% | 98% | 98% | 97% | 98% | 98% | 78% | 98% | 97%
PR3ctgR | 99% | ID | 99% | 99% |99% | 99% | 99% | 79% | 99% | 99%
KH1ctgR | 98% | 99% | ID [100% | 99% | 99% [100% | 79% |100% | 99%
KH3ctgR | 98% | 99% |100% | ID |99% | 99% |100% | 79% |100% | 99%
BR1ctg 97% [ 99% | 99% | 99% | ID | 98% | 99% | 79% | 99% | 99%
BR3ctg 98% | 99% | 99% | 99% | 98% | ID | 99% | 79% | 99% | 98%
X65102 98% | 99% | 100% | 100% | 99% | 99% | ID 79% | 100% | 99%
AY505475.1 | 78% | 79% | 79% | 79% | 79% | 79% | 79% ID 79% | 78%
X97765.1 | 98% | 99% | 100% | 100% | 99% | 99% | 100% | 79% ID | 99%
X97683.1 | 97% | 99% | 99% | 99% | 99% | 98% | 99% | 78% | 99% | ID

Seq->

Vysvétlivky:

modra - nejnizsi hodnota (%) cervena - nejvyssi hodnota (%)
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6 DISKUZE

6.1 Stav porostii topolu na tizemi Ceské republiky

Virus mozaiky topolu (Poplar mosaic virus, PopMV) je celosvétové rozsifeny
zastupce rodu Carlavirus. Virus byl monitorovan v USA, Kanadg, Japonsku (Berg, 1964) a ve
vétsing evropskych zemi (Corte, 1959; Brcak a Blattny, 1962; Berg, 1962, 1964; Milinko
a Schmelzer, 1966; Schmelzer, 1966; Navratil a Boyer, 1968; Biddle a Tinsley, 1971a,
1971b). K rozsifeni patogena piispéla zejména intenzivni mezinarodni a mezikontinentalni
vyména mnozitelského materidlu (Navratil, 1979). Nami provedeny monitoring volné
rostoucich populaci topolti potvrdil, Ze na tizemi Ceské republiky se opravdu vyskytuji
porosty infikované PopMV. Tyto stromy se ve vétSin€ piipadii vyznacovaly zfetelnymi
listovymi ptiznaky napadeni virem, obzvlasté typickou chlor6zou Zilnatiny, coz odpovida

symptomum popisovanym v piedchozich studiich (Biddle a Tinsley, 1971a; Navratil, 1979).

V soucasné dobé se v Ceské republice &im dal vice rozsifuje trend péstovani topold,
coby rychle rostoucich dfevin, na produkci biomasy. Skupina dfevin, kterd je oznaCovana
jako rychle rostouci, se vyznacuje schopnosti dosadhnout vysoké produkce biomasy v kratkém
asovém obdobi ve srovnani s jinymi druhy dievin (Cizkova a Cizek, 2009). Napadeni stromi
virem PopMV tuto jejich jedine¢nou schopnost ohrozuje. Vyska rastu infikovanych rostlin
muze byt potlacena od 0 do 50 %. To zavisi predevSim na stafi stromu, na citlivosti
péstovaného kultivaru, na pfislusSném kmenu PopMV nebo na péstebnich podminkach
(Navratil, 1979). Vysledkem vsak je, ze jakakoli retardace rustu dfevin je vyznamna
z ekonomického hlediska, protoze pravé za ucelem rychlého vytvofeni biomasy jsou tyto

plantaze péstovany.

Dlouhovekost této monokultury dale ptispiva ke kontinuadlnimu nardstu patogent ve
dfevinach. Proto je tfeba pfistupovat k tomuto druhu obhospodatovani zemédélské pudy
zodpovédné. Pfedev§im v rdmci zamezeni Sifeni vyznamné virové choroby viru mozaiky
topolu je dulezitou prevenci péstovat zdravy a kvalitni rostlinny material.

Je potvrzeno, ze POpMV je ptfenosny Vegetativnim mnozenim (ockovani, roubovani),
kofenovymi sristy a inokulaci infikovanou §tavou z nemocné rostliny. Dosud nebyl prokazan
pfenos pomoci zivocisného vektoru, semeny ani pylem (Navratil, 1979; Cooper, 1981;

Sinclair a Lyon, 2005). Nami testované vzorky (metoda DAS-ELISA), odebrané od
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soukromych péstiteli RRD, na ptfitomnost PopMV byly shleddny ve vétSiné piipada
jako viruprosté. Z tohoto vysledku lze usuzovat, ze péstitelé pro své plantdze pouzivaji
kvalitni a zdravy materidl z matecnich rostlin, které nami studovany virus v sobé nemaji.
V lokalité Ceského Stiedohoti byl naopak k vysadbé ziejmé pouzit infikovany péstebni
material, coz mélo za nésledek masivni zamoteni celého pozemku danym virem. Takovyto
porost by mél byt uren k totalni likvidaci, aby neplnil funkci rezervoaru PopMV vV ptirodé

a patogen se dale nerozsitoval do okolnich porostii.

Dle vysledkli nasi prace miizeme dale soudit, ze vybér vhodné doby pro detekce
patogena Vv rostlinném materidlu je zcela nezbytny. Na zaklad¢ naSich testli bylo zfejmé, ze na
konci zimniho obdobi (biezen) nebylo mozné PopMV detekovat v topolech, o kterych jsme
s jistotou ve&déli, Ze jsou timto virem napadené, a to ani z kvétd, lista ¢i lyka. To jen potvrzuje
fakt, ze koncentrace viru se zvySuje az S nastupem pozdniho jara, kdy se zaroven objevuji

prvni symptomy na plné rozvinutych listech (Sinclair a Lyon, 2005).

6.2 Propagace PopMV v indikatorovych rostlinach N. megalosiphon

Pro blizsi studii viru mozaiky topolu v zimnich mésicich je velmi uZite¢na propagace
viru v indikatorovych rostlinach Nicotiana megalosiphon, které se jevi jako nejcitlivéjsi
hostitelské rostliny (Biddle a Tinsley, 1971a). Nejvhodnéjsi doba pro inokulaci rostlin nastava
pravé v obdobi jara a 1éta, kdy jsou nejptiznivéjsi podminky, co se tyce teploty a délky
slune¢niho svitu, pro propagaci viru. Nami pozorované symptomy na listech, kterymi byly
chloréza zilnatiny nasledovand drobnymi nekrézami a deformace listli, byly velmi podobné
tém, které zminuje Biddle a Tinsley (1971a) nebo Van der Meer et al. (1980). Naopak
zhorSené podminky nabizi obdobi pozdniho 1éta a podzimu, kdy se inokulace opakované
nedafila. Hlavni faktory ovliviujici Gispé€Snost pfenosu tedy ziejmé byly: zkracujici se délka

dne v priubéhu roku a kolisajici teploty v zavislosti na roénim obdobi.
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6.3 Variabilita PopMV

Kompletni nukleotidovou sekvenci viru mozaiky topolu poprvé popsali Smith
a Campbell (2004). Uvadéji, ze genomova RNA viru je dlouha 8 742 nukleotidi. Genom viru
v sob& nese Sest otevienych ¢tecich ramct, z ¢ehoz prvni otevieny cteci ramec (ORF1) je
zodpovédny za kdédovani bilkovin souvisejicich s replikaci, dalsi tfi Cteci ramce (ORF2-
ORF4) jsou tak zvané ,movement” proteiny (TGB), ORF5 je zodpovédny za translaci
bilkovinného obalu a ORF6 za kddovani bilkoviny s nukleotidovymi vazebnymi vlastnostmi.
V réamci diplomové prace byla osekvenovana c¢ast genomu zodpovédna za tvorbu
bilkovinného obalu, tedy ORF 5. Délka tuseku genomu byla 968 nt (321 aa), coz zcela
odpovida ptedchozim studiim (Smith a Campbell, 2004).

Na zaklad¢ vysledkl procentualni sekvencni identity bylo prokdzano, ze rozdily ve
shodé nukleotidl a od nich odvozenych aminokyselin nebyly vyrazné. Jedinou vyjimku tvoii
izolat PR1. V predkladané studii byly vSechny analyzované izolaty PopMV ziskané ze stejné
sekce topoli, a to sekce Aigeiros (Biddle a Tinsley, 1971a; Chastagner, 2001). P&t ze Sesti
topolt bylo identifikovano jako zastupci druhu P. nigra L., pouze jediny studovany izolat byl
ziskany z Populus x canadensis Moench 'NL-B-132b" a to pravé izolat PR1. Zda je vyssi
molekularni variabilita tohoto izolatu zptisobena pravé jeho hostitelem, vsak zistava otazkou
a pfedmétem nasich dal§ich studii. Z hlediska rozdilného geografického puvodu (Ceska
republika versus Slovenska republika) nebyla mezi izolaty prokdzana zadna heterogenita.

Kontzog a Ebrahim-Nesbat (1992) zjistili, ze jednotlivé hybridy topold,
experimentalné inokulované PopMV, se li§i ve schopnosti podpory replikace daného viru.
Edwards et al. (1997) uvadi, ze vSak neni znama zadna pfirozena imunita proti viru mozaiky
topolu mezi komeréné nejvyuzivanéjsimi hybridy, jako jsou Populus nigra, P. trichocarpa ¢i
P. deltoides.

Ochrana rostlin je zalozena na vyuzivani zdravého mnozitelského materialu (Van der
Meer et al., 1980). Dosazeni rezistence vi¢i PopMV pomoci tradi¢niho $lechténi (Kontzog
a Ebrahim-Nesbat, 1992) ¢i za vyuziti genetického inZenyrstvi ptfi transformaci genomu
pomoci bakterie Agrobacterium (Edwards et al., 1997) bylo podrobné studovano, ale do
dnesni doby nepfineslo zadny vyznamny obrat v rdmci vyuziti pfimo v praxi. Dal§i moznosti
je ozdravovani matecnicovych porosti za uziti termoterapie a nasledného péstovani
meristémovych kultur. Zde vSak dochdzi k nevysvétlitelnému opétovnému infikovani nové

vysazenych stroma virem (Cooper a Edwards, 1981).
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7 ZAVER
Uvodni ¢&ast predkladané diplomové prace byla vénovana monitoringu PopMV
v Ceské republice. Z nami ziskanych vysledktl vypliva, Ze na nasem tizemi je virus mozaiky

topolu rozsifen zejména na volné rostoucich porostech topolii, zatimco komeréné péstované

rychle rostouci topoly jsou ve vétsin€ ptipadd bez-virdzni.

Druha ¢ast predkladané diplomové prace byla zaméfena na studium biologickych
vlastnosti PopMV pomoci indikatorovych rostlin. Z vysledkt studie vypliva, ze Gspésnost
experimentalniho pfenosu viru mozaiky topolu pomoci infikované stavy plné zavisi na daném

ro¢nim obdobi a s tim spojeném prubéhu pocasi.

Posledni, ale jist¢ neméné vyznamna cast predkladané prace byla vénovana studiu
variability izolath PopMV na tzemi Ceské republiky. Na zakladé sekvenéni identity
nukleotidii a od nich odvozenych aminokyselin bylo patrné, ze jednotlivé izolaty viru
mozaiky topolu odebrané na uzemi Ceské republiky se od sebe procentuelnd piili§ nelisi,

variability této ¢asti genomu je tedy velmi nizka.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Zkratka
aa
ArMV
bp
BPEJ

cDNA

DAS-
ELISA

ddH20
DNA
dNTP
ELISA

EPPO

EU

g (RCF)
1gG
IgG-AP
MW
MZe
MZP
nt

ORF
PCR
PopMV
PVY
RNA
RPM
RRD

RT-PCR
spp.
SSRNA
So

Taq
TNV
Tris
TRSV
TRV

uv

VUKOZ

X-GAL

Anglicky nazev
amino-acid

Arabis mosaic virus
base pairs

complementary deoxyribonucleic acid
double antibody sandwich ELISA

double-destilled water
deoxyriboluncleic acid
deoxiribonucleic triphosphate

enzyme linked immunosorbent assay

European and Mediterranean Plant
Protection Organization

European Union

relative centrifugal force
imunoglobulin G
imunoglobulin G linked antibody
megawatt

Ministry of Agriculture
Ministry of Enviroment
nucleotide

open reading frame
polymerase chain reaction
Poplar mosaic virus
Potato virus Y

ribonucleic acid

rounds per minute

fast growing trees

reverse transcription polymerase chain
reaction

species
single stranded ribonucleic acid

DNA polymerase from Thermus aquaticus

Tobacco necrosis virus
trishydroxymethylaminomethane
Tobacco rattle virus

Tobacco ringspot virus

ultraviolet light

The Silva Tarouca Research Institute for
Landscape and Ornamental Gardening
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
thiogalaktoctoside

Cesky nazev

aminokyselina

Virus mozaiky huseniku

pary bazi

bonitovana pidné ekonomicka jednotka

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
sendvicova ELISA

re-destilovana voda
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotid trifosfat

imunochemicka testovaci metoda na pevné fazi
Evropska a Stiedozemni organizace ochrany rostlin

Evropska unie

relativni odstiediva sila
imunoglobulin G
imunoglobulin G s protilatkou
megawatt

Ministerstvo zemédélstvi
Ministerstvo Zivotniho prostiedi
nukleotid

otevieny Cteci ramec
polymerazova fetézova reakce
Virus mozaiky topolu

Y virus bramboru
ribonukleova kyselina

otacky za minutu

rychle rostouci dfeviny
reverzni transkripce — polymerazova fetézova reakce

species

jednovlakena ribonukleova kyselina
skodlivy organismus

DNA polymeraza z Thermus aquaticus
Virus nekrozy tabaku
trishydroxymethylaminomethan

Virus nekrotické kadefavosti tabaku
Virus krouzkovitosti tabaku

ultrafialové zafeni

Vyzkumny tstav Silva Taroucy pro krajinu a okrasné
zahradnictvi

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid
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10 SAMOSTATNE PRILOHY

Priloha 1: Zapis sekvence nukleotidii — Prithonice — PR1.

AGCTGTGCCTTAGGTTATAGGCGTGTGATCGTTTATTAATATGAGTGGAGAACAGACTGAACAGATTTCTAAAGAGCAGGCC
GCGGCTGCAGAACAGGCTAAGAAGGAACAAATTGCAGAGGGCAAGAAGCCGGCTGAAGGGTCCGAGGCAGAACGTCGCAA
GAAGAACATTGCAGAAATAGCAAAGCTCAATGAGAAGGCCAGGGGGGCAAAGAAGCAGGTGGCTGAGCAGGAGGAGACTA
CTGCGTCTCTACTTGAACGTTTTAACCTGCTTAAAGAATGGCATCTCAATCAGCAAGTTAACAACAAAGTTAAAAACCCTGCT
ATGGAGAGTGAAACTGAGCCCGCCCTCGCAGATGAGCTCAAACCAGACATGTCGAACCTTTTTGCGAGGCCAACTGTGACTG
ATCTTCAGAAGATGAAGTGGAATGCGGAATCCAACAAGATAGCTACGGCTGATGACATGGCCTTCATCGAGGCTGAGTTCCA
GTCTTTAGGTGTCCCCAAAGAGAATCTGGCGAAAGTGATGTGGACCCTGACTCGTTACTGTGTAGGAGCCAGTAGCTCGCAAT
ACTTGGACCCAAAGGGTGAGGAAGAAAAGCTCTGTGGTGGAGTGACTAGGGCGGCCTTAATAGCGTGCATCAAGAAGAGGA
GCACCCTGAGGAAGGTATGCCGGCTATACGCACCCGTTGTTTGGAACTACATGTTAGTCAACAATGTCCCCCCAGAAGATTGG
CAGTCCAAGGGCTTTACTGAAGAGACTAAGTTCGCTGCTTTTGACACCTTCGATTTTGTGATGAATCCTGCTGCCATCCAACCC
TTGGAAGGTCTGATTCGTTCCCCGACGAAGGCTGAGATCATAGCCAACGAAACTCATAAGAGGATCGCACTGGATCGAAATG
CAAACAATGAAAGATTTGCGAATTTAGGAAGTGAAATAACAGGTGGAAAATTTGGCTGCAGAGTAGGGACCAAGTGGCGCG
AGAGCAAGTGCGACAATGGTTAAC

Priloha 2: Zapis sekvence nukleotidi — Prihonice — PR3.

AGCTGTGCCTTAGGTTATAGGCGTGTAATCGTTTACTAATATGAGTGGAGAACAAACAGAACAGATTTCCAAAGACCAGGCA
GCTGCTGCAGAGCAGGCCAGGAAAGAGCAAATTGCTGAAGGTAAGAAGGCTGCTGAGAGTTCCGAGGCTGAACGCCGCAAG
AAGAATATTGCAGAGATAGCAAAACTCAATGAGAAGGCCAGGGAGGCAAAGAAACAGGCTGCTGAACAGGAGGAGACTACT
GCGTCTCTACTTGAACGTTTTAACTTGCTTAAAGAATGGCATCTCAATCAGCAAGTTAATAACAAGGTTAAGAACCCTGCTAT
GGAAAGTGAAACTGAGCCAGCCCTCGCAGATGAGCTTAAGCCGGACATGTCGAACCTTTTTGCGAGGCCGACTGTAACTGAC
CTGCAGAAGATGAAGTGGAATGCTGAGTCTAACAAGATGGCCACTGCTGATGACATGGCCTTTATTGAAGCTGAATTCCAGT
CTTTGGGGGTTCCAAAGGAAAACTTGGCAAAAGTTATGTGGACTCTGACTCGCTACTGCGTCGGGGCTAGTAGCTCCCAGTAT
TTGGACCCCAAAGGTGAGGAGGAGAAACTGTGCGGTGGAGTTACAAGAGCAGCTTTAATTGCTTGTATCAAGAAGAGGAGCA
CGTTGAGAAAGGTGTGCCGGCTTTATGCGCCCATCGTGTGGAATTACATGTTGGTTAACAACGTGCCTCCAGAGGATTGGCAG
TCCAAGGGCTTCACTGAGGAGACAAAATTTGCCGCCTTTGATACTTTTGACTTTGTGATGAACCCTGCTGCTATCCAGCCTTTA
GAGGGGTTAATTCGCTCTCCAACGAAGGCTGAAATCATAGCCAACGAGACTCATAAAAGGATCGCACTAGACCGAAATGCTA
ATAACGAAAGATTTGCAAACTTAGGGAGTGAAATCACTGGGGGCAAGTTTGGTTGTCGGGTAGGAACGAAGTGGCGTGAGA
GCAAGTGTGACAATGGTTAAC

Priloha 3: Zapis sekvence nukleotidii — Kozi Hibety (Suchdol) — KH1.

AGCTGTGCCTTAGGTTATAGGTGTGTGATCGTTTACTAATATGAGTGGAGAACAAACTGAACAGATTTCCAAAGACCAGGCA
GCTGCTGCTGAGCAGGCCAGGAAAGAGCAAATTGCTGAAGGTAAGAAGGCTGCAGAGAGTTCCGAGGCTGAACGCCGCAAG
AAGAATATTGCAGAGATAGCAAAACTCAATGAGAAGGCCAGGGAGGCGAAGAAACAGACTACTGAGCAGGAGGAGACTACT
GCGTCTCTACTTGAACGTTTTAACTTGCTTAAAGAATGGCATCTCAATCAGCAAGTTAATAACAAGGTTAAGAACCCTGCTAT
GGAAAGTGAAACTGAGCCAGCCCTCGCAGATGAGCTTAAGCCGGACATGTCGAACCTTTTTGCGAGACCAACTGTGACCGAC
CTTCAGAAGATGAAGTGGAATGCTGAGTCTAACAAGATGGCCACCGCTGATGATATGGCCTTTATTGAAGCTGAATTCCAGTC
TCTGGGGGTCCCAAAGGAAAACTTGGCAAAAGTTATGTGGACTCTGACTCGCTACTGCGTTGGGGCTAGTAGTTCCCAGTATT
TAGACCCCAAAGGTGAGGAGGAGAAGCTTTGCGGCGGAGTTACTAGAGCAGCTTTAATAGCTTGTATCAAAAAGAGGAGTAC
GTTGAGGAAAGTATGCCGGCTTTACGCGCCCATCGTGTGGAATTACATGTTGGTCAACAACGTTCCTCCAGAAGATTGGCAGT
CCAAGGGCTACACTGAGGAGACAAAATTTGCCGCCTTTGATACTTTTGACTTTGTGATGAACCCTGCTGCGATCCAGCCTTTG
GAGGGGTTGATTCGCTCGCCAACGAAAGCTGAAATCATAGCCAACGAGACTCATAAAAGGATTGCACTGGACCGAAATGCTA
ATAACGAAAGATTTGCAAACTTAGGGAGTGAGATCACTGGGGGGAAATTCGGTTGTCGGGTAGGTACAAAGTGGCGCGAGA
GCAAGTGTGACAATGGTTAAC
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Piiloha 4: Zapis sekvence nukleotidii — Kozi Hibety (Suchdol) — KH3.

AGCTGTGCCTTAGGTTATAGGCTTGTGATCGTTTACTAATATGAGTGGAGAACAAACTGAACAGATTTCCAAAGACCAGGCA
GCTGCTGCTGAGCAGGCCAGGAAAGAGCAAATTGCTGAAGGTAAGAAGGCTGCAGAGAGTTCCGAGGCTGAACGCCGCAAG
AAGAATATTGCAGAGATAGCAAAACTCAATGAGAAGGCCAGGGAGGCAAAGAAACAGGCTACTGAGCAGGAGGAGACTACT
GCGTCTCTACTTGAACGTTTTAACTTGCTTAAAGAATGGCATCTCAATCAGCAAGTTAATAACAAGGTTAAGAACCCTGCTAT
GGAAAGTGAAACTGAACCAGCCCTCGCAGATGAGCTTAAGCCGGACATGTCGAACCTTTTTGCGAGGCCAACTGTGACCGAC
CTTCAGAAGATGAAGTGGAATGCTGAGTCTAACAAGATGGCCACCGCTGATGATATGGCCTTTATTGAAGCTGAATTCCAGTC
TCTGGGGGTCCCAAAGGAAAACTTGGCAAAAGTTATGTGGACTCTGACTCGCTACTGCGTCGGGGCTAGTAGCTCCCAGTATT
TAGACCCTAAAGGTGAGGAAGAGAAGCTTTGCGGCGGAGTTACTAGAGCAGCTTTGATAGCTTGTATCAAGAAGAGGAGTAC
GTTGAGGAAAGTGTGCCGGCTTTACGCGCCCATCGTGTGGAATTACATGTTGGTCAACAACGTTCCTCCAGAAGATTGGCAGT
CCAAGGGCTACACTGAGGAGACAAAATTTGCCGCCTTTGATACTTTTGACTTTGTGATGAACCCTGCTGCGATCCAGCCTTTG
GAGGGGTTAATTCGCTCGCCAACGAAGGCTGAAATCATAGGCAACGAGACTCATAAAAGGATTGCACTGGACCGAAATGCTA
ATAACGAAAGATTTGCAAACTTAGGGAGTGAGATCACTGGGGGGAAGTTCGGTTGTCGGGTAGGCACAAAGTGGCGTGAGA
GCAAGTGTGATAATGGTTAAC

Priloha 5: Zapis sekvence nukleotidi — Bfezno — BR1.

AGCTGTGCCTTAGGTTATAGGCGTGTGATCGTTTACTAATATGAGTGGAGAACAAACTGAACAGATTTCCAAAGACCAGGCA
GCTGCTGCTGAGCAGGCCAGGAAAGAGCAAATTGCTGAAGGTAAGAAGGCTGCAGAGAGTTCCGAGGCTGAACGCCGCAAG
AAGAATATTGCAGAGATAGCAAAACTCAATGAGAAGGCCAGGGAGGCAAAGAAACAGGCTACTGAGCAGGAGGAGACTACT
GCGTCTCTACTTGAACGTTTTAACTTGCTTAAAGAATGGCATCTCAATCAGCAAGTTAATAACAAGGTTAAGAACCCTGCTAT
GGAAAGTGAAACTGAGCCAGCCCTCGCAGATGAGCTTAAGCCGGACATGTCGAACCTTTTTGCGAGGCCAACTGTGACCGAC
CTTCAGAAGATGAAGTGGAATGCTGAGTCTAACAAGATGGCCACCGCTGATGATATGGCCTTTATTGAAGCTGAATTCCAGTC
TCTGGGGGTCCCAAAGGAAAACTTGGCAAAAGTTATGTGGACTCTGACCCGCTACTGTGTCGGGGCTAGTAGCTCCCAGTATT
TAGACCCCAAAGGTGAGGAGGAGAAGCTTTGCGGCGGAGTTACAAGAGCAGCTTTAATAGCTTGTATCAAGAAGAGGAGTA
CGTTGAGGAAAGTGTGCCGGCTTTACGCGCCCATCGTGTGGAATTACATGTTGGTCAACAACGTTCCTCCAGAAGATTGGCAG
TCCAAGGGCTACACTGAGGAGACAAAATTTGCCGCCTTTGATACTTTTGACTTTGTGATGAACCCTGCTGCGATCCAGCCTTT
GGAGGGGTTAATTCGCTCGCCAACGAAGGCTGAAATCATAGCCAACGAGACTCATAAAAGGATTGCACTGGACCGAAATGCT
AATAACGAAAGATTTGCAAACTTAGGGAGTGAGATCACTGGGGGGAAGTTCGGTTGTCGGGTAGGCACAAAGTGGCGTGAG
AGCAAGTGTGATAATGGTTAAC

Priloha 6: Zapis sekvence nukleotidi — Bfezno — BR3.

AGCTGTGCCTTAGGTTATAGGCGTGTGATCGTTTACTAATATGAGTGGAGAACAAACTGAACAGATTTCCAAAGACCAGGCA
GCTGCTGCTGAGCAGGCCAGGAAAGAGCAAATTGCTGAAGGTAAGAAGGCTGCAGAGAGTTCCGAGGCTGAACGCCGCAAG
AAGAATATTGCAGAGATAGCAAAACTCAATGAGAAGGCCAGGGAGGCGAAGAAACAGGCTACTGAGCAGGAGGAGACTACT
GCGTCTCTACTTGAACGTTTTAACTTGCTTAAAGAATGGCATCTCAATCAGCAAGTTAATAACAAGGTTAAGAACCCTGCTAT
GGAAAGTGAAACTGAGCCAGCCCTCGCAGATGAGCTTAAGCCGGACATGTCGAACCTTTTTGCGAGGCCAACTGTGACCGAC
CTTCAGAAGATGAAGTGGAATGCTGAGTCTAACAAGATGGCCACCGCTGATGATATGGCCTTTATTGAAGCTGAATTCCAGTC
TCTGGGGGTCCCAAAGGAAAACTTGGCAAAAGTTATGTGGACTCTGACTCGCTACTGCGTCGGGGCTAGTAGCTCCCAGTATT
TAGACCCCAAAGGTGAGGAGGAGAAGCTTTGCGGCGGAGTTACAAGAGCAGCTTTGATAGCTTGTATCAAGAAGAGGAGTA
CGTTGAGGAAAGTGTGCCGGCTTTACGCGCCCATCGTGTGGAATTACATGTTGGTCAACGACGTTCCTCCAGAAGATTGGCAG
TCCAAGGGCTACACTGAGGAGACAAAATTTGCCGCCTTTGATACTTTTGACTTTGTGATGAACCCTGCTGCGATCCAGCCTTT
GGAGGGGTTAATTCGCTCGCCAACGAAGGCTGAAATCATAGCCAACGAGACTCATAAAAGGATTGCACTGGACCGAAATGCT
AATAACGAAAGATTTGCAAACTTAGGGAGTGAGATCACTGGAGGGAAGTTCGGTTGTCGGGTAGGCACAAAGTGGCGTGAG
AGCAAGTGTGACAATGGTTAAC
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Priloha 7: Zapis sekvenci aminokyselin — Prtthonice — PR1.

MSGEQTEQISKEQAAAAEQAKKEQIAEGKKPAEGSEAERRKKNIAEIAKLNEKARGAKKQVAEQEETTASLLERFNLLKEWHLNQ
QVNNKVKNPAMESETEPALADELKPDMSNLFARPTVTDLQKMKWNAESNKIATADDMAFIEAEFQSLGVPKENLAKVMWTLTR
YCVGASSSQYLDPKGEEEKLCGGVTRAALIACIKKRSTLRKVCRLYAPVVWNYMLVNNVPPEDWQSKGFTEETKFAAFDTFDFV

MNPAAIQPLEGLIRSPTKAEIIANETHKRIALDRNANNERFANLGSEITGGKFGCRVGTKWRESKCDNG

Priloha 8: Zapis sekvenci aminokyselin — Prtthonice — PR3.

MSGEQTEQISKDQAAAAEQARKEQIAEGKKAAESSEAERRKKNIAEIAKLNEKAREAKKQAAEQEETTASLLERFNLLKEWHLNQ

QVNNKVKNPAMESETEPALADELKPDMSNLFARPTVTDLQKMKWNAESNKMATADDMAFIEAEFQSLGVPKENLAKVMWTLTR
YCVGASSSQYLDPKGEEEKLCGGVTRAALIACIKKRSTLRKVCRLYAPIVWNYMLVNNVPPEDWQSKGFTEETKFAAFDTFDFVM
NPAAIQPLEGLIRSPTKAEIIANETHKRIALDRNANNERFANLGSEITGGKFGCRVGTKWRESKCDNG

Priloha 9: Zapis sekvenci aminokyselin — Kozi Hibety (Suchdol) — KH1.

MSGEQTEQISKDQAAAAEQARKEQIAEGKKAAESSEAERRKKNIAEIAKLNEKAREAKKQTTEQEETTASLLERFNLLKEWHLNQQ
VNNKVKNPAMESETEPALADELKPDMSNLFARPTVTDLQKMKWNAESNKMATADDMAFIEAEFQSLGVPKENLAKVMWTLTRY
CVGASSSQYLDPKGEEEKLCGGVTRAALIACIKKRSTLRKVCRLYAPIVWNYMLVNNVPPEDWQSKGYTEETKFAAFDTFDFVMN
PAAIQPLEGLIRSPTKAEIIANETHKRIALDRNANNERFANLGSEITGGKFGCRVGTKWRESKCDNG

Priloha 10: Zapis sekvenci aminokyselin — Kozi Hibety (Suchdol) — KH3.

MSGEQTEQISKDQAAAAEQARKEQIAEGKKAAESSEAERRKKNIAEIAKLNEKAREAKKQATEQEETTASLLERFNLLKEWHLNQ
QVNNKVKNPAMESETEPALADELKPDMSNLFARPTVTDLQKMKWNAESNKMATADDMAFIEAEFQSLGVPKENLAKVMWTLTR
YCVGASSSQYLDPKGEEEKLCGGVTRAALIACIKKRSTLRKVCRLYAPIVWNYMLVNNVPPEDWQSKGYTEETKFAAFDTFDFVM
NPAAIQPLEGLIRSPTKAEIIGNETHKRIALDRNANNERFANLGSEITGGKFGCRVGTKWRESKCDNG

Piiloha 11: Zapis sekvenci aminokyselin — Bfezno — BR1.

MSGEQTEQISKDQAAAAEQARKEQIAEGKKAAESSEAERRKKNIAEIAKLNEKAREAKKQATEQEETTASLLERFNLLKEWHLNQ
QVNNKVKNPAMESETEPALADELKPDMSNLFARPTVTDLQKMKWNAESNKMATADDMAFIEAEFQSLGVPKENLAKVMWTLTR
YCVGASSSQYLDPKGEEEKLCGGVTRAALIACIKKRSTLRKVCRLYAPIVWNYMLVNNVPPEDWQSKGYTEETKFAAFDTFDFVM
NPAAIQPLEGLIRSPTKAEIIANETHKRIALDRNANNERFANLGSEITGGKFGCRVGTKWRESKCDNG

Piiloha 12: Zapis sekvenci aminokyselin — Bfezno — BR3.

MSGEQTEQISKDQAAAAEQARKEQIAEGKKAAESSEAERRKKNIAEIAKLNEKAREAKKQATEQEETTASLLERFNLLKEWHLNQ
QVNNKVKNPAMESETEPALADELKPDMSNLFARPTVTDLQKMKWNAESNKMATADDMAFIEAEFQSLGVPKENLAKVMWTLTR
YCVGASSSQYLDPKGEEEKLCGGVTRAALIACIKKRSTLRKVCRLYAPIVWNYMLVNDVPPEDWQSKGYTEETKFAAFDTFDFVM
NPAAIQPLEGLIRSPTKAEIIANETHKRIALDRNANNERFANLGSEITGGKFGCRVGTKWRESKCDNG
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