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Autorsky referat

Peckoviny paf v Ceské republice ke skumimvocnych devin pistovanych s velkou
hojnosti a oblibou, avSak g o r¢ ptinasi i mnoha dskali. Kroénponeérné naranych

stanoviStnich podminek jsou peckoviny hostiteli imopatoged, z nichz mezi
nejskodlivgjSi pati viry.

Mezi nejno¥ji objevené viry peckovin, o nichz najdeme zmingprive v devadesatych
letech minulého stoleti, gati latentni virus meniky (Apricot latent virus ApLV) a

A virus treSré (Cherry virus A CVA). PrestoZze se studiengchto viri zabyvalo jiz
mnoho vyzkunmi po celém sité, informace o jejich biologické a strukturalni
charakteristice jsou stale omezené a nedogtd Neni znam jiny, nez mechanicky
princip @enosu viru na rostlinu, neni znam ekonomicky dopad/ynos ovoce ani na
Zivotaschopnost rostlin ags prokazatelny vyskyt virv rostlireé velmi ¢asto nedochézi
k Zadnému projevu symptdmkteré byvaji pro jiné viry charakteristické.

Cilem této prace bylo seznamit se s jmenovanymy, yirozkoumat jejich bylinny
hostitelsky okruh a pokusit se o potvrzeni jeji¢figmnosti vCeské republice. Bylinni
hostitelé byli voleni z @i celedi @Amaranthaceae Fabaceage Cucurbitaceag
Chenopodiacege Solanaceag a jednalo se o druhyNicotiana occidentalis
N. occidentalis"Obligua”, N. benthamianaN. rusticag N. glutinosa N. sanderag
N. longiflora, N. tabacum Samsun, N. tabacuniWhite Burley”,N. silvestris Cucumis
sativus Cucurbita pepo var. oleifera, Chenopodium botrys Ch. capitatum
Ch. amatanticolorCh. schraderian, Ch. faetidur@h. giganteumCh. bonus-henricys
Physalis peruviana Gomphrena globosaa Phaseolus vulgaris Byliny byly
inokulovany pomoci i odliSnych pufii, a inokulované rostliny byly dale testovany
metodami izolace RNA a amplifikace hledanych tiselymerazovouetézovou reakci
za pomoci metody RT-PCR.¢koliv inokulace probhla u p@&etné skupiny hostité|
béhem testovani se neprokazal vyskyt zkoumanych by u jediného z nich. Tento

vysledek ovSem nebyl zcela re@avany.

Monitoring viri v sadech rozmi&hych po celém Uzentieské republiky naopakipesl
netekané objeveni vyskytu vir- u ApLV se jednalo o jeden vyskyt, u CVA byl vysk
potvrzen na dvou lokalitach. Dikymto vysledkm je zjevné, Ze studium ApLV a CVA

v Ceské republice ma 8yvyznam a bylo by vhodné&movat se mu i v dal3ich letech.

Kli¢ova slova CVA, ApLV, bylinny hostitelsky okruh, peckovinf3T-PCR
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Summary

Stone fruits belong to a group of fruit trees, whis often and popularly grown in the
Czech Republic, but the care about them brings adaoy dificulties. In addition to
relatively hard stand conditions, stone fruits hosts of many pathogens, from which
the most damaging ones are the viruses.

Among the most recently discovered stone fruit s&s) from which we could find
references only in the ninetieth years of thedasitury, theApricot latent virugApLV)
and theCherry virus A(CVA) are of our interest. Even though many reslees were
made all over the world because of them, still kthewledge of their biological and
structural characteristics is limited and insu#fiti. There is not known any other plant
transmission of virus except mechanical. No ecosamimpact is known either to
a fruit profit or to tree fitness. Often, no mamsifaion of symptoms typical for other
viruses is seen, although an occurrence of vir@splant is provable.

The aim of this work was to get familiar with thegeuses, to study their herbaceous
host range and to try to confirm the presence efwinuses in the Czech Republic.
Herbaceous hosts were chosen from five familidgsngranthaceae Fabaceae
Cucurbitaceag Chenopodiacege Solanaceag and the species werdicotiana
occidentalis N. occidentalis’Obligua”, N. benthamiana N. rustica N. glutinosa
N. sanderag N. longiflora N. samsun N. tabacum White Burley’, N. silvestris
Cucumis sativysCucurbita pepovar. oleifera, Chenopodium botrysCh. capitatum
Ch. amatanticolorCh. schraderianCh. faetidumCh. giganteumCh. bonus-henricys
Physalis peruvianaGomphrena globosa Phaseolus vulgarisHerbs were inoculated
within five different buffers and inoculated plant®re onward tested with methods of
RNA isolation and seek segments amplification blymperase chain reaction method
RT-PCR. Although the inoculation passed off witllaege host group, there was no
positive presence of investigated viruses in sirgie of them. This result was not
unexpected.

Monitoring of viruses in orchards located in whoégjion of the Czech Republic has
brought a non expected detection of virus occurenaee occurence for ApLV and two
occurences for CVA were confirmed at two localitid®anks to these results, it is
evident that the research of ApLV and CVA in thee€@z Republic has its sense and it
would be appropriate to pay attention to it in ngedrs.

Keywords: CVA, ApLV, herbaceous hosts, stone fruits, RT-PCR
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Seznam pouzitych zkratek

Azso, A2go— absorbance RNAMP260/280 nm
ApLV - latentni virus merntky

bp — p@et paii bazi (v molekule nukleové kyseliny)
cDNA — komplementarni DNA

CP — obalovy protein

CVA — A virus tesre

ddH,O — dvakrat destilovana voda

DEPC - dietylpyrokarbonat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — neoxynukleosid trifosfat

EDTA — etylen-diamino-tetraoctova kyselia
ELISA — imunosorbentni enzymova reakce
HEPES - hydroxyetylpiperazin ethansulfonova kyselin
kbp — tisic pat bazi

kDa — kilodalton

MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina
ORF — otevenycteci ramec

PCR — polymerazovietizova reakce

PVP — polyvinylpyrolidon

RNA — ribonukleova kyselina

RT — reverzni transkripce

SDS - dodecylsiran sodny

TAE — tris acetat EDTA (pufr)

TBE — trisborat EDTA (pufr)

Tris — tris hydrometyl aminometan



1 Uvod

Diky klimatickym podminkam se @eské republice vyskytuje pamé znané
mnoZstvi patogean pricemz podminka prevence jejich vyskytu a negativmigobeni

na pstovanych rostlinach spivé ve znalosti jejich biologickych viastnosti.

O wtSire patogei mame dostatemé mnozZstvi informaci, na naSem Uzemi se vyskytuji
znanou dobu a dikg¢etnym vyzkunim Ize odhadovat prognozy jejich vyskytu, artive
rozSieni a miru Skodlivosti. Existujiizné metody ochrany proti nim, jak fyzikalni
a chemické, tak mechanické a biologické. V poslgurietech v3ak i zde dochazi
k objevim takovych organisf u nichZz se ndgdpokladalo, Zze by se mohly v naSich
podminkach vyskytnout, ifpadré dlouhodols udrzet a metody ochrany proti nim

nejsou zatim stanoveny.

Samostatnou kapitolu pak ttforostlinné viry — skupina organismu niz doposud
nejsme schopni dit jeji pavod ani jeji Zivotnost. Metody ochrany protiwin spa&ivaji
v prevenci jejich vyskytu, zejména v uzivani reamshich ¢i tolerantnich odid. Za
touto metodou vSak stoji velké Usili a moznostiujdosili nedostaténé znalosti

principu funkce virovyclgastic omezené.

Mezi now objevené viry, u nichz se ddéeglpokladat rozgni jejich vyskytu i na naSe
GUzemi pat latentni virus mentky (Apricot latent virus ApLV) a A virus tesré
(Cherry virus A CVA). Tyto viry jsou v sotiasné dob velmi malo prozkoumané
a navic zZuji moznosti vyzkumutastou latenci projévna velkécasti svych hostitél
PrestoZe doposud nebyla stanovena jejich ekonomiakdligost, fedpoklada se, ze by
mohly stat za snizovanim vynbsovoce a za zhorSovanimistovych vlastnosti

péstovanych rostlin, a tudiz by bylo vhodné se jintievzabyvat.

V prab¢hu roku 2009 a z@tkem roku 2010 tedy prébla tato studie, majici za ukol
sezndmeni se se z&kladnimi principy virologie, @macostlinnym materidlem a uzivani
biologickych a molekulam — genetickych metod vedoucich k detekci zkoumanych
vira. Majorita pokusu réla navaznost naipdchozi prace v oblasti této problematiky na
Kated'e ochrany rostlin Fakulty agrobiologie, potravinolya girodnich zdraj Ceské

zemedélské univerzity.



2 Cil prace

Cilem prace bylo zkoumani okruhu bylinnych hosiitédtentniho viru mentky a
A viru tfeSré a monitoring rozéeni gchto patogein v Ceské republice. NiZze néasleduji

jednotlivé body préace:

vypéstovani bylinnych hostitél

* razné zmsoby inokulace bylin virovymi patogeny

» sledovani gipadnych symptoihna infikovanych rostlinach

» vybér vhodné metody izolace celkové RNA

» detekce vii v rostlindch za pomoci geneticky-molekularnich adet

* monitoring roz&eni vii odbirem rostlinného materialu v ovocnych sadech

a jeho naslednym zpracovanim



3 Prehled literatury (literarni reSerse)

3.1 Peckoviny

V Ceské republice magptovani ovocnych stroindlouholetou tradici agsi se zn&né
oblibé. Podle situeni a vyhledové zpravy ministerstva z&#stvi z roku 2009
dosahovala vyrra ovocnych sadcelkem 21 738 hektarzc¢ehoz 17 713 hektarcini
produlkéni sady. Velkoucast tvdi peckoviny, nejpstovarjSimi druhy jsou visé
(1772 ha), dale metiy (1334 ha), poté slivana Svestky (1254 ha), nasledtieSre
(876 ha) a broskv@n(832 ha). Nejvyznan#si ¢ast &chto sadl se nachazi na jizni
Moraw. Paity stromu jednotlivych druli presahuji hranici jednoho évrt milionu.
Primérné vynosy v tunach na hektami u visni 4,05, u merwk 3,69, u slivoni
a Svestek 4,71, wetSni 3,78 a u broskvoni 4,29 (ANONYM 1).

Plody peckovin jsou jednosemenné peckovice s dudnaiplodim. Vyjimku tvéi
mandlovnik se suchym oplodim beZgy. RozliSujemeit zakladni skupiny: peckoviny
se slupkou neojimou (¥eSea, visai, mahalebka), peckoviny se slupkou &jiou
(slivorg- Svestky pravé, poloSvestky, slivy, renklédy a abalky) a peckoviny se
slupkou plstnatou (mefilty, broskvor, mandlor) (Blazek et al.,1998). Z vySe
jmenovanych tevin mezi givodni domaci druhy p#tpouze Svestka obecn&ede
ptati a viSdi turecka (mahalebka) (Mezera & Hisek, 1989), vSigastupci pak spadaji
pod ¢eled’ rizovitych (Rosaceae(Kremer, 1984). V daldfasti této kapitoly nasleduje
blizSi charakteristika vybranych, gaptji péstovanych druin.

TreSai ptac¢i (Prunusavium L.)

TreSa ptai je vychozim typentetnych odiéd kultivovanych nejen ki plodim, ale
také jako okrasnérdviny. V Evrog je velmi roz&fena v kovinach a smiSenych lesich
a od zplaslych tredni je &¢Zko rozliSitelna. Kvete v dubnu az &mu. RozliSujeme dva
zakladni okruhy forem —@Sr¢ chrupky P.avium var. duracinpa #esré¢ srdcovky
(P. avium var. julian® (Kremer, 1984). Progstovani tesSni jsou vhodné susSi oblasti,
neba pii ¢asgjSich desStich jsou skliznznehodnocovany praskanim plodvhodné
jsou lelEi a propustnéialy a tepla, slunna stanowigBlazek et al., 1998).
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ViSen obecna Prunus cerasusL.)

Pivod tohoto druhu je v jihovychodni Asii, v Evidpachazime mnoho kultivovanych
odnid, které misty zplauji. Ke zdomatiovani dochazelo zejména v oblastiesiomdi.
Kvete v dubnu az kinu. K nejznanySim odadam pati morelka stinnaK. cerasus
var. austerg, visai amrhele P. cerasus var. caproniapavisei vajksle P. cerasus var.
frutesceny a viSén maraSe R. cerasus var. marasga(Kremer, 1984). Co se
klimatickych podminek ®e, viSé pati k nejmér naranym drulim a snasi tesi

vSechny fdy az na vyloZzehtézké a jilovité (Blazek et al.,1998).

Meruiika obecna Prunusarmeniaca L.)

Vysoky k& nebo maly strom dosahujici vySky 6-10 m mi#vqua v centralni Asii

a vCing. Jiz cela staleti je v3ak kultivovandiftizné v prvnim stoleti naseho letofia

se dostala z centralni Asi¢es iran a Arménii do 8tdomdi, kde je dnes zastoupena
cetnymi kultivary. Meruka je zmisobild k vysazovani i v severdésti Evropy, ale
nemohla zde zdoméaéna proto také nezpitaje. Kvete v beznu az dubnu (Kremer,
1984). Meruiky byly geneticky utvéeny v oblastech kontinentalniho klimatu s tuhymi
a kratkymi zimami a s rychlymiechodem do jara. Proto v naSich podminkach od druhé
poloviny prosince fetrvavaji v tak zvaném ,vynuceném zimnim klidu“ @ pisgsné
péstovani je teba volit stanovist s co nej¥tsSi eliminaci negativnich vliv klimatu —
teplejSi oblasti, mithsvazity terén a bohaté&gy s vysSSim obsahem drasliku (Blazek et
al., 1998).

Broskvon obecna Prunus persica (L.) BATSCH)

Presny fiivod této deviny neni znam, alefedpoklada se, Ze se da€ttomdi a stedni
Evropy roz&iil z Ciny ¢i z centralni Asie. Kty se objevuji po 1-2 a uZged rasenim
listd se pl rozvinuji. Broskva kvete v lleznu az v k¥tnu (Kremer, 1984). Vhodné
tepelné podminky proggtovani broskvahjsou ohranieny izotermou 9 °C, gmérnou
veget&ni teplotou 16-17 °C a #ai sumou teplot 2600 — 2900 °C. Proto je vysadba
doporwovana jen v teplych oblastech statu (u nas Jizniaivly Polabi) (Blazek et al.,
1998).

Kvili teplomilnosti WtSiny zastupt ¢asto dochazi k vyskytu chorob, z nichékteré

jsou uvedeny v dalSi kapitole.
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3.2 Choroby peckovin

Mriviw s

odumirani ¥tvi, moniliova hniloba plodl a spala, apoplexie meaiky, kaddavost

broskvor aj. Zde nasleduje kratky popis chorob.

Sarka

Tato velmi zavazna choroba, ktera #nznemo#uje pEstovani nachylnych odd
Svestek a zrim¢ sniZuje vynosy i Zivotnost merék a broskvoni, je zjsobena virem
Sarky SvestkyRlum pox virus PPV) ( Kazda et al., 2003). Masose roz§ila b¢chem
roku 1957, pravépodobré diky dovozu nemocnych stroninkz balkanskych stat
(Zacha, 1988). Na listech Svestky se projevujekemidifiznich chlorotickych skvri
krouzki s piipadnou moznosti nekrotizace (Kazda et al., 2008}y vSak nemni tvar.

Na plodech dochazi k vytyeni propadlych skvrn (ozdavanych jako neStovice
Svestky), piznaky se stufuji a ve fazi modrani pladbyva povrch jiz hrubrozbrazdn
prolaklymi misty se sil§Si vrstvou vosku (Zacha, 1988). Duznina pod narage
slupkou se barvi dégervena a na peckach se objevuji nepravidelné tnsavaiy. Plody
maji nizSi obsah cultra pedtasré opadavaji. Na metikovych listech jsou projevy
shodné s listy Svestkovymi, avSak skvrny na plodegjsou propadlé a na peckach se
objevuji skvrny ve sstlejSi barg. Projev na broskvoni je slabsi, pouzsré na jde

a v podob malo patrnych sstlejSich difaznich skvrn na listech. Kréngkolkaského
materialu se virus 8&i neperzistentnim fgnosem msicemi a jedinym vhodnym
opatenim je gstovani tolerantnichi casté&n¢ rezistentnich odd (Kazda et al., 2003).
Vyskyt projevi na napadenych stromech podporuje suché a tepisipdostiteli viru
mohou byt také divoké ovocné stromy, nejifjntrnka. Choroba se vyskytuje
v nizinach i vySsSich polohach a pronikla i do oblas sever od naseho Uzemi (Zacha,
1988).

Rakovinné odumirani w&tvi

Tato velmi roz&ena Skodliva choroba postihuji¢g$rE, viSns, meruiky a broskvos je

negastji zpisobena bakteriiPseudomonas syringadNapadeni &vi se projevuje
klejotokem a vyskytem tmavych skvrn &&$€ji v blizkosti ran pa‘ezu, na ulomenych
vétvickach nebo v mistvétveni. Cast ¥tve nad napadenim Hunéhle usychd, nebo
postup odumird. Infekce je &na de&m, Wwtrem ¢i ptipadre hmyzem. HorSi
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zdravotni stav rostliny Zgobeny nafplklad fezem nebo mrazem zvySuje moZzZnost
napadeni (Kazda et al., 2003).

Moniliova hniloba ploda a moniliova spala

Tato velmicasta a ekonomicky zavazna choroba ma houbavgg (Sclerotiniaresp.
Monilinia laxa) (Kazda et al., 2003). Projevuje sekkou hrédou hnilobou, ktera
rychle pokré&uje zvlas¢ za teplych letnich dn dale tvorbou koncentrickych kriih
konidiofori soustedénych okolo mista vniknuti patogena do rostliny aslednou
mumifikaci plodi. Nékdy maze dojit k nakazeni R a prorostenim skrz stopky az do
dieva &tévek, dikycemuz letorosty napadenych rostlin vadnou a usydZacha,
1988). Napadené plody, které jsou zdrojem infekélke dfené ¥trem a hmyzem, je
vhodné likvidovat, stefhtak jako napadené letorosty. Je mozno prétvédemickou
ochranu aplikaci fjpravka bud’ na kwty a plody nebo zid/odu eliminace Skdci na
plodech (Kazda et al., 2003).

Apoplexie meruiky

Tato velmi roz&ena a Skodliva choroba ma viceivpdai (Monilinia laxa,
Clasterosporium carpophilumLeucostoma spp., Verticilium spp., Pseudomonas
syringae aj.) (Kazda et al., 2003). Namrznuti pletiv vyivdlispozici pro pinik
patogefi do rostliny a nasledndochéazi k rozkladu vodivych pletiv v kmefiivétvi, jez
byva doprovazeno vadnutim a odumiranim. K apop(éxiaké mrtvici) merusk maze
dojit kdykoliv — od konce zimy az do druhé polovigya, rfkdy prichazi i €sné pied
dozrdnim ovoce. Nachylnost byv&kdy vazana na pouZzitou odnoZz, riskantni je
zejména myrobalan. Je tedy vhegn vyuzivat Sleckni na slivach¢i piimo na
meruikovych semenfich. DalSimi vhodnymi kroky je chrani rostlin gled mrazem

a volba adekvatniho stanowigZacha, 1988).

Kaderavost broskvore

Tato velmi¢asta a zavazna choroba ouliyici vynos i mrazuvzdornost strdime
zpisobena houbovym patogeneniaphrina deformans Pri napadeni dochazi
k deformaci list, jejich zkadéeni, zmasiini a zabarveni do Zluta cervena. Poziji
napadena mista tmavnou, nekrotizuji a listydpasre opadavaji (Kazda et al., 2003).

Po opadu sice dojde k vyraSeni novychalisticmér ty jiz nedokazi zajistit vyzivu
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plodim a ty opadaji. Navic se prodlouzi vegefadoba rostliny a hrozi jeji snadné
namrznuti Bhem zimy (Zacha, 1988). Mértasto dochazi k napadeni i samotnych
ploda, které také zfsobuje deformace a barevné & Renos spor je umozn
vétrem, na ¥tvich v podok blastospor patogenigzimuje. Vhodnou ochranou je

chemicky pogik v predjai (Kazda et al., 2003).

DalSi onemocgni peckovin zpisobend viry

V naSich podminkéach je vyskyt dalSich vir6z peckowiéré casty, nicméa z SirSiho

hlediska mezi dlezité choroby na peckovinachigobené viry pdt take:

* nekroticka krouzkovitost, kterou #pobuje Prunus necrotic ringspot virus
(NRSV) a projevuje se tvorbou chlorotickych skvanlistech. Napadené pletivo

zasycha a v koreé fazi vypadava z ligt(Uyemoto & Scott, 1992).

» zakrslost broskvoni, kterou agobuje kombinace fpdchoziho viru spoteé
sPrune dwarf virus(PDV). Napadeni mladych strorinlse projevuje retardaci
vzristu (Uyemoto & Scott, 1992).

e napadeni list, plodi i kmene, které zjsobuje Apple chlorotic leafspot virus
(ACLSV), k jehoz projeum pati kuprikladu tmaveé propadlé skvrny swétle
krouzky na listech broskveén propadlé skvrny na plodecke$ni a viSni nebo

inkompatibilita i roubovani merwk (Diekmann & Putter, 1996).

e zkrouceni lisk, které z@sobuje Cherry leaf roll virus (CLRV) a akoliv
kveteni a Bkdy dokonce zfisobit oduniieni celé rostliny (Diekmann & Putter,
1996).

3.3 Rostlinné viry

Virus Ize obec# popsat jako mnozinu jedri¢ vice molekul genomickych nukleovych
kyselin, kZn¢ uzawenych v ochranném obalu z protiein(piipadre nekdy i
z lipoprotein), které jsou schopny si zpréstikovat svou vlastni replikaci pouze ve
vhodnych hostitelskych tskach. V tchto buikach je replikace viru jednak zavisla na
hostitelském aparatu syntetizujicim proteiny, vyaaiadiji poola s potebnymi latkami
nezli dualniho $peni a probihd v mistech, kterd nejsou od hostédisiky oddilena

lipoproteinovou dvouvrstvou. Nukleova kyselina vimize byt tvdena jedno nebo
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dvouvlaknitou DNA ¢i RNA, piicemz jednovlaknité nukleové kyseliny mohou byt
pozitivni nebo negativni. Pozitivni chapeme uiviak, Ze sekvence, kterd aktufln
koduje protein, slouzi jako mRNA. Negativni znamek@mplementarni sekvenci.
Genom rostlinnych vir je velikostrg na mensim konci viroveho spektra, nélidduje
pouze 1 az 12 protein DalSi funkci protei, krom& ochranného obalu iie byt
zprostedkovani pohybu mezi hostitelskymitkami, umozgni prenosu bezobratlymi
nebo houbovymi vektory, nebaippisobeni aktivity proteadz k specifickéemu@@ni
dlouhého viroveého polyproteinu na fuimk produkty. Replikace mnoha drulvira se
indukovaré odehrava v oblasti bgdné cytoplazmy nazyvané viroplazmasiieré viry
navic vyZzaduji fitomnost dalSich vir pro replikaci (jak je tomu vifpadt satelitnich
vira) ¢i pro umozrni prenosu bezobratlymi (uskut@ni diky helper viim). Doposud
nebyl nalezen zadny rostlinny virus, ktery by sir@aimi nukleovymi kyselinami
sdilel schopnost byt Zeenén do genomu hostitelské fky (Matthews, 1992).

3.4 Princip p fenosu vir u

Zakladni infekni proces ma za nasledek vstup viru do rostlitigs pmechanické
porareni, casto zfisobené vektorem iipadré jinym vnéjSim poragnim, avSak penos

muze byt uskuténén také semenyi pylem (Dickinson, 2003).

Kvili pevnosti bug¢né sény vétSina vilhi vyuziva pomoci vektorovych organiém
jakymi jsou bezobratli, houby&enovci (Khan & Dijkstra, 2006). Nejznaijsi zastupci
spadaji do teti skupiny. Pro §&nos nejpdetrgji zastoupenyiad stejnokidlych
(Homoptera) obsahujéeledi molicovitych (Aleyrodidae), mSicovitych (Aphdae),
kiiskovitych (Cicadellidae)i ¢ervcovitych (Pseudococcidae). Nejzrigd&m vektorem
je mSice. Zde rize byt fenos oznéen jako neperzistentni (¥ipact Ze virus astava
zachycen pouze na styletiiepasSée), semi-perzistentni (viipadt zachyceni viru na
piednim stew) a perzistentni (virus se dostava do hemolymfylianygch Z14z)
(Dickinson, 2003). V prvnich dvoufipadech Ize mluvit o ienosu necirkulativnim,
v poslednim fipact se jedna oienos cirkulativni. U cirkulativnihoipnosu niZze dojit
navic k multiplikaci viru véle prenasee, jak je tomu u propagativnich &ifAstier et
al., 2007).

Po vstupu do rostlinné hky miZe dojit k dekapsidaci a naslednému obaleni RNA
ribozémy, které nahradi obalovy protein a ochréak informaci ped rozloZzenim

nukledzami. Poté dojde k expresi gekodujicich nukleovou kyselinu, ve vysledku se
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genom zreplikuje a dojde k tvarbvirovych proteiri zodpo¥dnych za patogenitu.
Vysledny genom je zabudovan do ribonukleoproteicbvkomplexi a $fi se déale do
rostliny (Dickinson, 2003). Od hiky, jeZz byla infikovana jako prvni, se virustisi
lokaln¢ do sousednich bgk a poté do vaskularniho systému, uingicimu piné
systematické roz&ni do vzdélenych rostlinnyatésti (Hull, 2009). Transport viru se
da rozdlit do dvou skupin. Prvni, pomalejsi, je transpoat kratkou vzdalenostjli

z buiky do buky. F¥i pohybu mezi biskami a bugcnymi s€nami (epidermis, mezofyl,
cévni parenchym) je vyuZivandigpzenych otvai, plasmodesmat, jejichz omezeny
pramér je virus schopen roz#i za pomoci pohybovych protein Plasmodesmaty
prochazi desmotubuly, cylindrické s@sti endoplasmatického retikula, nicradéchto
piilis Uzkych kanal virus nevyuziva a prosmekava se podél nich. Pohgypooteiny
jsou casto univerzalni, nikoliv specifické pro jeden wra jsou sotasti proteinu
obalového. Pro kratky fpsun se vyuziva jadro obalového proteinu a Cl Aedk
zatimco pro transport na dlouhou vzdalenost se ivgiizVPg HC-Pro pomocné
komponenty z N- a C- terminalni oblasti obalovéhatginu. Jakmile virusigkona tyto
piekazky a vstoupi do floému,te se jiz rostlinou pohybovat druhym, rychlejSim

zpisobem, spolaé s fotoasimilaty (Dickinson, 2003).

3.5 Diagnostické metody

Existuje rékolik metod umo#ujicich detekci viru v rostlinném materialu. Nejgaée
jevici diagnostika na zakladsymptoni se ovSem ve &Sineé pripadi ukazuje jako
nedostaténa, nebé vétSina vifi ma na svdomi produkci obecnych symptamakymi
jsou chlorézy, mozaikyi Zloutenky, které mohou byt #pobeny mnohatznymi
faktory. Proto secastji pouzivaji molekularni metody (Vidhyasekaran, 2D0
V souvislosti s ApLV a CVA je naviddéba poukazat na fakt, Ze jejich projevy jsou ve
veétSing pripadi latentni a vyvozovani zési na zaklad symptoni je nedostéujici.
Mezi nejl&znéjSi moznosti detekce vir pati biologické metody (mechanicka
inokulace, roubovani) a dale pak molekularni metadyologické (imunoprecipitai

a imunodifuzni metoda, ELISA), detekce za pomoakebnoveho mikroskopugi
vyuziti detekce virovych nukleovych kyselin za pammolekularni hybridizace nebo

polymerazovéetzové reakce (Astier et al., 2007).
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Biologické metody

Jedna se o analyzu symptbnvytvaienych na testovacich rostlinach, které byly
inokulovany za kontrolovanych laboratornich podrkin®rojevy mohou byt jak
systemické, tak pouze lokalni, striktomezené na inokulovany list. Lokalni reakce,
chlor6z¢i nekrotické Iéze mohou byt pozorovany zahy — @z22zaz 7 dni po inokulaci.
Systemicka reakce se projevi rnéy@ po tydnu, mnohdy pozjl Pocet lokélnich lézi

zavisi na koncentraci infékich virovychcasti v inokulu.

Tyto metody se souhrgirési zn&née oblike diky své univerzalnosti (diagnostika nejen
vira, ale i viroidi ¢i fytoplazem) a schopnosti zabyvat se i charakaefipatogenity
(patotyp, zavaznost sympté a to i ges nevyhody v pod@b¢asové narénosti,
potrebd udrzovani sklenikovych prostor beigadnych hmyzich vektadra obtizné

interpretaci vysledk v pripact smésné infekce &kterymi viry (Astier et al., 2007).

V n¢kterych gipadech se ovSem ani v hostitelskych rostlinAchusémirus projevit,
kuprikladu byl-li zvolen slaby virovy kmen, listy bylyevhodného stéci v nevhodné

pozici na rostlig, pripadré byl zvolen tolerantni hostitel (Matthews, 1992).

Mechanicka inokulace

Jedné se o n&gstji vyuzivanou metodu inokulace. Vyuziva se faktel,ngkteré byliny
(Chenopodium quingaC. amaranticoloy Nicotiana benthamianaN. clevelandi jsou
nachylné na vice nez sto rozdilnychava mohou byt vyuzity jako té#h univerzalni
hostitelé (Astier et al., 2007). Jako vnimaigedi jsou jmenovanymaranthaceae
ChenopodiacegeCucurbitaceag Leguminosae(Fabaceag a Solanaceae(Khan &
Dijkstra, 2006). Pro dosaZeni vysoké citlivosti gestliny predpsstovavaji
v kontrolovanych podminkach skleniku a k experimiense vyuzivaji mladsi rostliny.
Pro inokulaci jsou odebirany rostliny ve fazilagnich listi (jako je tomu nafklad
u okurky), ¢i ve fazi 4-6 pravych list (merlik, tabak) (Astier et al., 2007). Velmi
vyznamnou roli hraje & inokulované rostliny. MzZe nastat situace,ripkteré po
inokulaci svrchnich list infekce nepronikne do listspodnich pater. Sipyvajicim

vékem roste tendence vzniku pouze lokalnich infektAtthews, 1992).

Na povrch list je pak nanaSen hruby homogenéat ziskany &rmim infelkcniho
materialu s fislusnym pufrem §tSinou fosfatovym) vieci misce s tlotkem (Astier et

al., 2007). Nkteré deviny z celedi Rosaceaeobsahuji taniny. Tyto sekundarni
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metabolity se mohou nevra@mavazat na virove&astice a &init je neinfeknimi.
Preventivig je tedy do maceratu s taniny dodavana viru konkimiesloZzka, nafklad
kofein, vaj&ény albumin prasSek zuke ¢i nikotin (Khan & Dijkstra, 2006). Inhiksni
efekt pro inokulaci mohou #gobovat i jiné latky, jako jsou n#églad polyfenoly¢i
polysacharidy a i tyto slozky je vhodné eliminoy#tdavnymi latkami (Matthews,
1992). Samotné naneseni inokula je préwadstrkou, houbtkou nebo pouhym prstem
v gumovém navlekwi rukavici. Virus snadno pronika do rostlinfgs naruSenou
epidermis nebo Zlaznaty trichom (Astier et al., 20Cilem mechanické inokulace je
zpasobit ¢etna drobna por&ni na povrchu listu, avSak negwbit gitom smrt bugk
(Matthews, 1992). K usnadni penetrace fiZe byt pouZzit brusny material, ktikladu
karborundum. Naslednje dopordeno list okamzit oplachnout a celou rostlinu
premistit nazpt do skleniku a dagt ji podminky vhodné k namnozeni viru a projeveni
symptonii, tedy dodat odpovidajici &lo a teplotu okolo 20-25 °C (Astier et al., 2007).
Mechanick& inokulace vSak nemusi byt vzdynaa. Ackoliv teoreticky stai jedina
virova ¢astice ke vzniku infekce, v realu je flta virovychcasti mnohem vice ékdy

i nad 500. Porami epidermalni vrstvy nemusi byt dostaté k proniknuti viru do
cytoplasmy (Dijkstra & de Jager, 1998).

Inokulace roubovanim

Naroubovani infeéniho materiadlu na indikatorovou rostlinu je velnarsu metodou.
Této metody je vyuzivanoripstudiu viri, které nejsou i@nositelné jinymi metodami
(napiklad jsou vazany na floém), jsou vysoce nestabilabo pro & neni znam zadny
biologicky vektor (Khan & Dijkstra 2006). Stejntak slouzi B studiu vim

s nedostata¢ prozkoumanou etiologii. Pro schopnost vyerd dobrych a rychlych
projevi jsou vyuzivany ovocnéredviny, gipadré réva vinna. Symptomy se projevi
v obdobi rkolika mesiar az roku (Astier et al., 2007). N@jsEji jsou vyuzivany
pupeny a &ka, také je mozné naroubovat cibule a hlizy (Khabifkstra, 2006).

Sérologické metody

Sérologické techniky vyuZivaji specifickou reakcezn dwma typy proteid — mezi
antigenem (protein virovéhoupodu) a protilatkou (proteinem specifickym pro dany
antigen), ktera se vyty@v téle Zivaeicha jako odezva po n&&ovani antigenem. Virové
proteiny jsou rozpoznavany za pomoci determingitpgi. Protilatky jsou proteiny ze

skupiny imunoglobulif (Ig), které se nachazeji v krevnim séru. Imunogfioly jsou
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rozdkleny do g@ti skupin, gicemz IgG tvéi tii ctvrtiny z jejich celkové produkce.
Protilatky mohou byt polyklonalnfi monoklonalni, dle p&u epitop, na Rz se vazi
(Astier et al., 2007).

Imunoprecipitace a imunodifuze

Tyto metody staly na gatku sérologickych testuzivanych v rostlinné virologii. Kdyz

se extrakt z viréznich listsmisil se sérem obsahujicim specifické protilatkanikaly
pocetné nerozpustné agregaty, népootilatky reagovaly s velkym gtem identickych
obalovych proteifr. Imunoprecipitani reakce tedy byla nastavena tak, aby se objevila

pouze v pipads, kdy je relativni koncentrace viru a protilatekowvnovaze.

Zatimco precipitace fiteme docilit v kapalném meédiu na skieé destice,

v testovacich trubkach nebo v Petriho miskach, pro techniku imunadifje teba
pouzit agarového gelu. Po naneseni protilatky tealevé jamky se antigen nanese do
periférnich jamek. #reakci se pak vytvd viditeln& bila precipiténi linie (Astier et al.,
2007).

ELISA

Tato metoda neni zaloZzena ndngem sledovani vzniku reakce antigen-protilatka, al
reakci odhaluje oz@anim imunoglobulift enzymy, vytvéejicimi zabarveni. N&ast;ji
uzivanou formou je DAS-ELISA (double antibody saihy, kdy je antigen v jamce
umistén mezi deéma vrstvami specifickych protilatek (Aster et &007). Prvni vazba
se vytvdi po navazani antigenu na protilatku, jiz je pot@dno a $hy jamky. Pro
vytvoreni druhé vazby je vyuZivand protilatka vybavera zmirtnym enzymem
a bezbarvy komplex se $ilpyvajicim casem zéne zabarvovat. Tim se |iSi od jamek,

v nichz k reakci nedoslo.

Intenzita barvy se nasledim¢ii za pomoci spektrofotometru (Astier et al., 2007).

Metody zalozené na bazich nukleovych kyselin

Tyto technologie,casto vyuzivané pro diagnostiku chorob plodin, vyajivysoce
specifické komplementarity bézi (adenin-thymin, mjnecytosin). Interakce mezi
dvéma jadnovlaknitymi molekulami se nazyva hybridiza¢azby vodikovymi nistky,
diky nimz drzi pohromaddwe vlakna DNA, je moZné rozvolnit denaturaci, fikjad

nastolenim vysokych teplot nebo docilenim &ildkalického prosgedi. Upravenim
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fyzikélnich podminek pak @iZe dojit k nasedavani vlidken k golfimto zgisobem Ize
vytvorit nejen spojeni viaken dvojic DNA: DNA, ale takéNB:RNA ¢i RNA:RNA

diky vazlg adeninu s uracilem. Jednovlaknitd DNA i RNA moldiky nukleotidové
sekvenci slouzit jako sondy a mohou v ramci selekthybridizace komplementarn

vyhledat patogenni DNA ve vzorku (VidhyasekararQ720

Reverzni transkripce (RT)

Reverzni transkripce je jednim #epchozich krok pro konvegini PCR a je uZivana
pro detekci jednovlaknité virové RNA. Vyuziva sesiického virového primeru, diky
némuz se vytvéei cDNA kopie RNA.

Diky RT lze utit vyvojovou fazi patogena v infikovaném materiéu potenciélni
vyuziti je také v diagnostice bakterialnich a hoglwh patoget. TaktéZz je mozné
poupravit nedostateost kEzné PCR, diky jejiz citlivosti Ize amplifikovat DNA
Z nezivotaschopného organismu, nebo ze sekundawsgltelce, ktery nemusi mit

s chorobou nic spateého (Dickinson, 2003).

Polymerazovaretézova reakce (PCR)

Vyhodou této metody je jeji rychlost a snadna vigl#ost v terénnich laborafoh.
Kromé termocykleru, néni pro gelovou elektrooforézu a systému pro vizazali
vysledia ( UV transiluminator a fotoaparat) je zafmiti hlavé vhodného enzymu.
Technologicky je vyuzivano oligonukleotidovych pen, jejichz sekvence vyhovuje

k diagnostice patogena.

Existuje mnoho metod zaloZzenych na PCR, které byjgvoieny pro vySSi
hodnow¥rnost, vykonnost a pro snizeni ceny reakce. Veldiietna je kupikladu
moznost identifikace vektoru u chorotepasenych hmyzem. Zde je ovSéeba uvazit
existenci silnych inhibitar Tag polymerazy, které obsahuje rostlinnékay steji tak,
jako vzorky midy nebo hmyzu. Tyto latky jédba odstranit arps\wdCit se, Ze nestoji za
negativnimi vysledky reakce. Pidpad k oweieni citlivosti reakce Ize vyuZit metodu
nested PCR, kdy je primarni produktedn a umistn do druhé reakce s dalSimi
adekvatnimi primery. Je také mozné detekovat vekwrvice nez jednoho patogena za
pomoci ‘multiplex” PCR, kdy je diky kombinaci primedosazeno namnoZeni vice

fragmenti rozdilnych délek (Dickinson, 2003).
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3.6 Taxonomické za Fazeni vybranych vir a

Podle aktualniho Zazeni korespondujiciho s virologickou nomenklatigpdl&nosti
ICTV se druh ApLV nachéazi v rédFoveavirusa druh CVA v rod Capillovirus
piicemz oba tyto rody spadaji delediBetaflexiviridaev faduTymovirales Predchozi
zarazeni obou druh pivodre néleZzelo doceledi Flexiviridae, jejiz popis a vnini
rozélergni veslo ve znamost v roce 2004 (Adams et al., ROR4d Tymovirales
v sowasné dob zahrnuje tyto ¢tyfi celedi: Alphaflexiviridag Betaflexiviridae
Gammaflexiviridaea Tymoviridae V celedi Betaflexiviridae se pak nalézaji rody
Capillovirus, Carlavirus, Citrivirus, Foveavirus Trichovirus Vitivirus a Sest doposud
negirazenych druth (ANONYM 2).

3.6.1 Rod Foveavirus

Rod Foveavirus byl poprvé popsan jiz vroce 1998 (Martelli & Jelnn, 1998),
nicméré tou dobou do & latentni virus meriky jeS€ nebyl zdazen. O vysoké
homologii nukleotidovych sekvenci a z nich vyvozeimyaminokyselin obalového
proteinu s jiz dive z&azenymApple stem pitting virugASPV) se sice zmuje studie
z téhoz roku (Nemchinov & Hadidi, 1998), nicndén definitivnimu z&azeni doslo az

o dva roky poz&i (Nemchinov et al., 2000).

Dnes rod obsahujétyii druhy, kterymi jsouApple stem pitting viruASPV), Apricot
latent virus(ApLV), Grapevine rupestris stem pitting-asociated vi(RSPaV) &Peach
chlorotic mottle virugPCMV).

Jejich spolénym prvkem je vilaknity tvar virioin s délkou 800-1000 nm atgmnérem
12-15 nm. Maji spiralovitou symetrii a povrchovyovzpodélnych¢i kiizenych car.
Genom tvdi jednovldknita pozitivni RNA s délkou 8,7-9,3 WbZené z pti otevienych
¢tecich rama, kodujicich proteiny spojené s replikaci (ORF 1),veroent proteiny
(ORF 2 az 4) obalovy protein (ORF 5). Jednotky ti@ obalovy protein (CP) jsou
jednoho typu a jejich délka je 28-44 kDa. Hostkgl®okruh je tvéen bul’ jedinym
druhem, nebo ¢kolika malo druhy. Neni zndm Zadny vektor, viry yspienosné
roubovanim a po mechanickéniieposu se i ff@s jisté obtize hostitelem trhe stat
Nicotiana occidentali® jeho poddrulobligua Zemgpisné rozseni je pomdrné Siroké
(Adams et al., 2004).
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3.6.1.1Latentni virus merunky (Apricot latent virus, ApLV)

Latentni virus mentky (ApLV, diive téz ALV) byl popsan vroce 1993. K jeho
identifikaci doSlo v Moldavii na bezfznakové rostlia meruiky kultivaru Silistra N4,
jez byla givezena z Bulharska. Na listech infikovanych brasiovych semensi pak
tento virus zpsoboval vyskyt Zlut-zelenych skvrn. # inokulaci bylinnych hostitel se
symptomy na listech objevily u dvou khkbriabaki Nicotiana occidentaliskonkrétré

u Nicotiana occidentaliB837, kde se jednalo o praghovani Zilek a uN. occidentalis
ssp.obliquaN1, kde se pealy rozvijet nekrézy (Zemtchik et al., 1998). Swuditéhoz
roku uvadi, Ze chlorotické skvrny lze pozorovata Prunus cerasiferainfikované
viroznim a&kem, ale hlavé poskytuje dlezitou informaci o osekvenovani
fragmentalniho Useku ApLV (1444 nt). Ten obsahajerzé data o CP, 5" oblast (1-651
nt), ktera se vyraznlisi od genomu ostatnich rostlinnychivat zadruhé data o 3 NCR
oblasti, ¢ili iseku, ve kterém neprobih& translace (652-14@2ktera prokazuje 77 %
identicnost s genomem ASPV (Nemchinov & Hadidi, 1998).

Opakovani pokusu na&kovani broskvoéi GF 305 palestinskym matikiovym atkem

z kultivaru Mistikawi v Italii gineslo ¢etné vysledky nejen v podébvyskytu
proswtleni Zilek a vyskytu lokalnich nekréma inokulovanych listovychtepelich
testovanych tabdkN. occidentalis ale také vznikengervenych az fialovych krou#k
a skvrn na #e&ovych kultivarech Bing, Canindex a Sam a dokoncgewamim
vlaknitych virovychc¢astic, pozdji potvrzenych pra¥ jako ApLV. Po prvni detekci viru
v jiznim Stedomdi (Abou Ghanem-Sabanadzovic et al., 2005), naskdgodalSi
vyzkumy a rok pozégi byl vyskyt potvrzen také v Egypt(Maghraby, 2006), rok poté
v turecké zpadni Anatolii (Gumus et al., 2007) bkibanonu (Jarrar et al., 2007)
a doposud nejn@jsi vyskyt byl potvrzen ve Spalisku (Garcia-Ibarra et al., 2010).

Kompletni genom tohoto viru nebyl doposud osekvé@moa viru nebyla iprknuta

Z&dna z chorob, vyskytujicich se u peckovin.

Na zaklad podobnosti symptofnse objevila teorie poukazujici na moznost blizkého
vztahu mezi latentnim virem meiky a broskvéovymi chorobami peach asteroid spot
disease (PAS) a peach sooty ringspot disease (P$BE)sou choroby neznamého
puvodu, které se na broskvoni objevily po dleavani mertikovym S€pem. Zkoumané
napadené rostliny obsahovaly RNA strukturu, s padabmobilitou, jako jevi nukleova

kyselina latentniho viru metily pii prachodu gelem &hem elektroforézyCaste&na
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sekvence usekproteiri broskvaiovych kultivaf LA2 (PAS) a Caserta 12 (PSRS) byla
identicka s ApLV z 96 % a z 97 % (Gentit et al.028), nicméa jina studie uvadi, Ze
oznaeni ApLV jako mivodce PAS je pouze diskutabilni (Rao et al., 20@3ISi
vyswtleni nabizi také objeveni Useku neznamé RNA, ktegy vyizolovany

z broskvog kultivaru Caserta 12 a byl ze 78 % homologni deveseci ApLV. Zawr
experimentu uvadi mozZnost existence dvou odliSmnyahant ApLV (Gentit et al.,
2001b).

DalSi néekané vysledkyifneslo také testovani ApLV na jinackegtinnych hostitelich.
Symptomy se projevily nejen na&kmvanych rostlinach broskvéncv. Missour, ale
poprvé také na samotné m#ce, a to u cv.Tyrinthos a cv. Haward. Na rozdil od
broskvoni se vSak symptomatické skvrny objevilyofik na jae, ale az v pokkalém
lété, tedy konkréta v srpnu (Jarrar, 2005). Vznik symptéma cv. Tyrinthos potvrdila

i dalSi studie, kter4 rozdla okruh devinnych (& ne vZzdy symptomatickych) hostitel
ApLV aZz na 33 zéstupic rodu Prunuskultivary druhi Prunus persicaP. avium

P. armeniacaP. domesticaP. salicina(Grimova et al., 2010).

3.6.2 Rod Capillovirus

Rod Capillovirus obsahuje pouze dva druhy, jimiZz jséypple stem grooving virus
(ASGV) aCherry virus A(CVA).

Viriony maji pruzny vlaknity tvar, rozgmy 640-700 x 12 nm a spiralovité uspdani
proteinovych podjednotek. Genom je it#n jednovlaknitou pozitivni RNA velikosti
6,5-7,4 kb, a je sloZzen ze dvou atwchctecich ramé. Obalovy protein je tv@n
jednim typem podjednotek a jeho délka je 24-27 kPraozeny hostitelsky okruh je
tvoren jen rkolika méalo hostiteli. Viry jsou fgnosné roubovanim, ale neni zndm zadny

vektor. Zengpisné roz&eni je Siroké (Adams et al., 2004).

3.6.2.1A virus tresSré (Cherry virus A, CVA)

A virus teSr¢ byl prvné popsan v roce 1995 véWecku, picemz jiz tou dobou se
uvazovalo o jeho participaci v onemeahn peckovin little cherry disease (maloplodost
tresni), pipadré v onemocini rusty mottle disease (rziva skvrnitost) a necraisty
mottle disease (nekroticka rziva skvrnitost).ckaliv se v mnoha infikovanych
rostlinach virus nachéazel, vysledky nebyly prokdzaa jednoznéné a viru byla

prirknuta latentni forma. Nukleotidova sekvence (7383Jgla ziskana z cDNA klan
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piicemz jako templat poslouzila dsRNA ziskana z rostiitiikovanych virem
maloplodosti i#teSni (LCV), nebt rekombinantni plasmidy jevily s CVA vysokou
specifitu. Organizace genomu, podobna jako u ASMéstava z 266 kDa
polyproteinového ORF 1 (obsahujiciho vSechny korepon proteinu spojeného
s replikaci a kddujiciho 24 kDa CP) a z 52 kDa @REmistného mezi ORF 1 a poly
A fettzcem), ktery jevi vysokou identitu s proteiny dathen zajif’ujicimi virovy
transport z bilky do buiky. F¥i srovnavani s jinymi podobnymi viry byla dosazena
prokazatelna rozdilnost CPieBtoze vlaknit&astice CVA byly nalezeny ve vzorcich
rostlin jevicich i odliSné choroby, nebyl s Zadnou z nich virus spo{Jelkmann,
1995).

Dale byl virus pozorovan v Kan&dkde byl nalezen dokonce i ve vzorcich nidsu

a broskvog. Na testovanych jedincidPrunus aviuncv. Bing, Sam, Canindex a F12/1
se po infekci projevilo mnoho chorob (little chemlisease, cherry mottle leaf, rusty
mottle, necrotic rusty mottle, green ring mottleunus necrotic ringspot, X-disease,
aPrunus serrulata Shirofugen” stunting), ovSem CVA nebyl ozea jako fivodce by
jedné z nich (James & Jelkmann, 1998). V roce 2@ lvirus poprvé detekovan také
ve Spojeném kralovstvi (Kirby & Adams, 2001), kde Bestnacti odebranych
trediovych listi bylo patnact pozitivnich. Orfitroky pozdji byla detekce nahlaSena
v Japonsku (Isogai et al., 2004), kde ze 49 rodtlilo pozitivnich 45, pcemz tato
studie uvadi, Ze pro CVA nebyl nalezen zadny vhdayijyny hostitel.

Ve stejném roce byl prvni vyskyt potvrzen v PolgKemorowska & Cieslinska, 2004)
a v nasledném roce také v Kalifornii Raunus aviumcv. Bing, Prunus serrulatacv.
Kwanzan a naP. aviumx P. pseudocerasusv. Colt. VSechny tyto druhy jevily
symptomy, které byly ovSentekavany, protozeipd provedenim pokusu byly rostliny
infikovany odliSnymi viréznimi oky; kultivar Bing na listech nesl Zilkové nekrozy,
pravéEpodobré zpisobené natkovanim Prunus necrotic ringspot virugPRNSV)
aPrune dwarf virugPDV), na listech kultivaru Kwanzan se nachazedirotické |éze
(inokulace PDV) a na listech kultivaru Colt se radly chlorotické krouzky
(inokulacePlum bark necrosis and stem pitting associatedsitBNSPaV). Neéekare

se vSak vdchto rostlinach objevil i CVA (Sabanadzovic et 2D05).

Casow nasledny vyskyt viru byl potvrzen také v Srbskutoakonkrétg na Prunus

cerasuscv. Geroj Ranij, Pandy Iveg Megi, Hajmanov Rubirer&ska, Maraska iz
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Zadra, Gorsemska a Dropia a Ra aviumcv. Lambert, Noir de Guben, Summit
a Strarking Hardy Giant (Mandic et al., 2007).

Zatim nejno¥ji potvrzeny vyskyt WCing je vazan na kultivaryrésni jevici symptomy
skvrn a mozaiky, avSak kranCVA se ve vzorcich vyskytovaly i jiné viry, kteméohou

byt pavodci €chto projew a grispéni CVA zistava diskutabilni (Rao et al., 2009).
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4 Material a metody

Rostlinny material

Studium hostitelského okruhu bylo z&t®no na potencialnifpnos ApLV na rostliny
tabaku WNicotiana spp), merliku Chenopodiumspp), fazolu zahradnihoPhaseolus
vulgaris), tykve olejné Cucurbita pep® okurky seté Cucumis sativys mochyrg
peruanskéRhysalis peruvianga pestrovky kulovitéGomphrena globoga

Pro studium roz#ni vii ApLV a CVA v Ceské republice byly odebrany vzorky
z genofondu ovocnych fevin Ustavu ovocnictvi MZLU v Lednici, z Vyzkumného
a Slechtitelského Ustavu ovoésiéého v Holovousich a odégtitela merurgk, treSni
avisni vCR. Vzorki merurk pro monitoring ApLV vCeské republice bylo
dohromady otestovano 356 a vzibtkesSni a visni pro detekci CVA 200.

V nésledujicich odstavcich jsou uvedeny a blizespop jednotlivé kroky pokus

4.1 Péstovani pokusnych rostlin

Prvni rostliny byly vysety 27. 3. 2009 a pak nasledy dalSich vysevy v fibéhu celé
jarni a letni sezoény. Pro lepSi vzchazeni bylylirosts drobrgjSimi semeny vysety do
sadbovai a po uspSném vzejiti byly pepikyrovany. Veskery rostlinny material byl

péstovan ve sklenicicBzU.

DalSi péi vénovanou rostlinam byla pravidelnd zalivka a hnogeridol kolem kwtu
také odstraovani kwtnich vrchol k umozréni prodlouzeni vegetace.

Z davodu vyskytu molic aisrének se v pibéhu pestovani aplikovaly dva ochranné

postiky - v kvétnu se jednalo oifpravek Calypso, ¥ervnu o pipravek Biool.

4.2 Inokulace rostlin

K mechanické inokulaci rostlin ve vyvojové fazilgizné tii pravych lisk bylo pouzito
&avy z infekénich rostlin, ziskané roztménim listi v treci misce s tlatkem a jejich
smisenim s pufrem. Inokulované rostliny bylieg samotnym procesem inokulace
ponechany 24 hodin v Seritefoz bylo docileno zastinim rostlin papirovymi

filtracnimi archy). Jako inokulum byly pouzitierstvé listy z ApLV infeknich rostlin
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P. persicaGF 305 (palestinsky izolat Apr-47) (viz Obr. 2 kee9 Filohy) a z CVA
infekénich rostlinP. avium(ceské izolaty 09HOLche a 09TURCche).

1 gcerstvych list byl roznElnén v 10 ml pufru a takovéto mnozstyiasy postdilo na

inokulaci 15 rostlin.

Dale metoda inokulace zahrnovala naruSeni svrchtikarni vrstvy karborundovym
popraSkem, naneseni virovéasy, poteni plochy listu (2-3x prstem ve $m ristu

trichomi) a nasledné odstrami prebyt&ného materialu &tkou s destilovanou vodou.
Pufra bylo pouzito gkolik a konkrét® se jednalo o tyto:
1) Fosfatovy pufr draselny 1. 0,02 M (pH 7,0)

* 6,15ml1M KHPO

« 3,85 ml1MKHPO,

e 490 ml ddHO(dvakrat destilovana, autoklavovand)

* 2,5 % nikotin

2) Fosfatovy pufr draselny Il. 0,02 M (pH 7,0)

6,15 ml 1 M KHPO,
e 3,856 ml1MKHPO
* 490 ml ddHO
« 50gPVP
3) Fosfatovy pufr sodny 0,02 M (pH 7,0)
e 577ml1M NaHPO,
e 4,23 ml1M NaHPO,
* 490 ml ddHO
* 2,5 % nikotin
4) HEPES I. (pH 7,4)
* 0,71 g HEPES (Hydroxyethylpiperazine ethanesulfacid)
« 5gPVP
e ddH;O (doplreni do 100 ml)
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5) HEPES II. (pH 8,2)

1,19 g HEPES
2,5 % nikotin

ddH,O (doplreéni do 100 ml)

Inokulované rostliny byly femistny nazgt do skleniku a ponechany v klidu

pied provedenim dalSiho kroku po dohibfizné dvou az iti tydni, coz je dostéujici

doba pro propagaci viru v rostinOdebrané listy nebylo vestging piipadi mozno

zpracovat hned, a proto byly zamrazeny (-20 °C).

4.3

Izolace totalni RNA

ProtoZe existujedkolik ucinnych metod izolace nukleovych kyselin, bytelia stanovit

vhodnou metodu, kterada slouzit khem izolovani vSech vzaoik Jako pijatelné byly

ozna&eny ¥i z nich — izolace komeénim kitem (Qiagen), izolace fenol-chloroformem

a izolace metodou silica.

Extrakce totalni RNA ,Silica“ metodou dle Rott & Jelkmann (2001)

Pufry a roztoky pouzivané&igrocesu izolace byly tyto:

treci pufr (4 M guanidin-thiokyanat, 0,2 M octan spd@5 mM EDTA, 1 M
octan draselny, 2,5 % PVP) éste pred pouzitim pidat 2 % metabisulfit

10 % N-lauroyl-sarcosine
ethanol absolutni p.a. ASC, ISO

6 M jodid sodny (0,75 g N8O; rozpustno v 40 ml ddHO, ke vzniklému
roztoku nasledfpridano 36 g Nal)

silica (vodni suspenze vznikla smisenim 3fstic silica ve 45 ml §O; postup
piipravy zahrnuje ¢&kolikahodinovy proces sedimentace, promyvani
a homogenizace)

promyvaci pufr spH 7,5 (10 mM Tris-HCI, 0,5 mM EB, 50 mM NaCL,

50 % objemu absolutni ethanol)

DEPC HO (voda oSeétna diethylpyrokarbonatem)
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Postup izolace je zachycen v nasledujicich krocich:
1) navazeni 100 mg vzorku a undist navazky opaené alobalem na led

2) vychlazeni tteci misky a tlotku tekutym dusikem a nasledné rozdrceni

navazeného vzorkufipani 1 ml teciho pufru,
3) sliti extraktu do 1,5 ml mikrozkumavky, umist do ledu
4) centrifugace 6000 RPM/ 3 min

5) odebrani 500ul supernatantu z hornjasti vytva@ené nad suspenzi do nové

mikrozkumavky a fidani 100ul N-layroyl-sarcosine, vortex
6) temperovani vzorkv 70 °C po dobu 10 minutghem procesu 2-3x vortexovani
7) umisgni na 5 minut do ledu
8) centrifugace 13000 RPM/ 10 min

9) odebrani 30Qul roztoku do nové mikrozkumavky figani 150ul absolutniho

ethanolu, 30Qul 6 M jodidu sodného a 28 suspenzsilica, vortex

10)temperovani $ pokojové teplat za mirného ieseni (200 RPM) po dobu

10 minut
11)centrifugace 6000 RPM/ 1 min
12)vyliti supernatantu a dodéani 5aDpromyvaciho pufru
13)vortex
14)centrifugace 6000 RPM/ 1 min
15)opakovani krol 12 — 14 (vyliti, promyvaci pufriépani, centrifugace)

16)vyliti a suSeni mikrozkumavky umésté na buniiné otewenym vikem doti po
dobu 10 minut

17)pridani 150ul DEPC HO
18)temperovani f teplot 70 °C po dobu 4 minut
19)centrifugace 13000 RPM/ 3 min

20)odebrani 12@l roztoku do nové mikrozkumavky a unist vzorku do mrazaku
(teplota -20 °C).
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Extrakce totalni RNA pomoci komerniho kitu

Sada

komeéniho RNeasy Plant Mini Kitu od firmy Qiagen obsahlav tyto

komponenty:

pufr RLT (pred samotnym procesem izolace & bylo teba dodat je&t10

ul/2 ml merkaptoethanolu)

pufr RPE

pufr RW1

QIA shredder spin column (fialova barva)
RNeasy spin columniZova barva)

RNase-free watekista voda)

Nasleduje popis izolace.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

navazeni 100 mg vzorku

umisgni vzorku do vychlazené&dci misky s tlosckem a nasledné rozdrceni
navazky za pomoci tekutého dusiku, naslediévegudeni vzorku do 2 ml
mikrozkumavky a poté kratké ponechani v eéeé mikrozkumavce pro
moznost odpani gebyte&ného dusiku (cca 1 minuta, poté #iavicko)

piidani 450ul RLT pufru, 2 minuty inkubace v 56 °C, vortex

pievedeni vzorku do prvni (QIA shredder spin columkpmegni
mikrozkumavky, centrifugace 13000 g/ 2 min, potéelméni odsedné
kapaliny do nové mikrozkumavky

piidani polovéniho objemového mnozstvi absolutniho ethanolu, sem obou

kapalin za pomoci pipety

pievedeni vzorku do druhé (RNeasy spin column) kémemikrozkumavky,
centrifugace 8000 g/ 1 min a nasledné vyliti teténé kapalné slozky

piidani 700ul RW1 pufru, centrifugace 8000g/ 1 min,&mvné vyliti kapalné

slozky
pridani 500ul RPE pufru, centrifugace 8000g/ 1 min, vyliti kagaslozky

pridani dalSich 50Q1 RPE pufru, centrifugace 8000g/ 2 min
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10)vyjmuti vnitini ¢&sti kome&ni mikrozkumavky a jeji umishi do nové

mikrozkumavky, centrifugace 13000 g/ 1 min

11)umiseni vnitini ¢asti komegni mikrozkumavky do dalSi nové mikrozkumavky

a pidani 50 ul RNase-free water (opatrné nanasSeni dedst membrany),

centrifugace 8000 g/ 1 min

12)odstragni kometni vnitini ¢asti a umisini mikrozkumavky do mrazaku

(teplota -20 °C).

Fenol-chloroformova extrakce dle Sambrook & Russg|2001)

Zde jsou uvedeny pouzité pufry a roztoky:

extrakeni pufr (50 mM Tris, 200 mM NacCl, 20 mM EDTA, 1 9%BS) pH 7,0
fenol pH 3,4

chloroform-izoamylalkohol (v postu 24:1)

absolutni ethanol

70 % ethanol (fipraveniednim absolutniho ethanolu de®l)

3 M octan sodny

ddH,O

Dale nasleduje popis postupu izolace.

1)

2)

3)

4)

5)

navazeni 100 mg vzorku, rozdrceni ve vychlazése tmisce s tlotkem za

pomoci tekutého dusiku agvedeni vzorku do mikrozkumavky

piidani 1 ml extrakniho pufru a naslednétigani 1 ml fenol-chloroformu

v poneru 1:1 (@i praci s fenolem pouzivany specialni ochrannéd)ryl
10 minut vortex (1800 RPM), centrifugace 7000 ghiif

odebrani horni faze supernatantu ({Bpdo nové mikrozkumavky a dodani
stejného mnozstvi (750Ql) fenol-chloroformu, 10 minut vortex, centrifugace
7000 g/ 10 min

odebrani horni faze (60Ql) do nové mikrozkumavky a dodani stejného
mnozstvi (60Qul) fenol-chloroformu, 10 minut vortex, centrifugagé00 g/ 10

min
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6) odebrani horni faze (45Ql) do nové mikrozkumavky afgani shodného

mnozstvi chloroformu, 10 minut vortex, centrifugd@0 g/ 10 min

7) odebrani 25@l z horni faze supernatantu do nové mikrozkumavgiidgani 500
ul absolutniho ethanolu a 28 octanu sodného, nasledné promisenéssm

(v zawené mikrozkumavce)dholikanasobnym fevracenim v ruce

8) umiseéni mikrozkumavky (opd@ené plastovym zamkem zabrgicim
nechénému oteteni) do nadoby s tekutym dusikem, ponechani zdegbw

30 sec, opakovani 3x (vZdy pote, cassrogtovre roztala)

9) centrifugace 10000 g/ 10 min, vyliti supernatantypiadani 200 ul 70 %

ethanolu, promiseniigvracenim v ruce (cca 4x)

10) centrifugace 10000 g/ 5 min, wvyliti supernatantus@eni na budiné

(10 minut, gi pokojoveé teplat, otewenym vikem dot)

11) ptidani 200ul ddH,O, vortex a umishi mikrozkumavky do mrazéku (teplota
-20 °C).

4.4 Stanoveni integrity RNA

Pro jmenované metody extrakce byla jako jeden gt hodnoticich prik zvolena
integrita RNA.

Pro stanoveni integrity byla nejprve &mna koncentrace totalni RNA a poté byly
vzorky sjednoceny na koncentraci 150 nd/ Vzorky byly smichany s nanéSeci
semidenaturani barvou (6x Loading Dye, Fermentas) v gom 1:1, poté byly
inkubovany pi 70 °C po dobu 10 minut a naslédbyly prudce zchlazeny v ledu.
Nasledr byly vzorky po 10ul nanaSeny do agarézoveho gelu. BliZSi pogipravy
agardzového gelu néasleduje v kapitole 7.4, a pjsia v této kapitole vice popsany
pouze technologické odliSnosti od niZe uvedetgravy — a tedy pufr TAE 10x pH 8,0
(24,2 g Tris, 5,7 ml kyseliny octové, 10 ml 0,5 MDEA) pouzivan wedni 1:10

s destilovanou vodou a molekularni marker RiboRU¥erHigh Range RNA Ladder
(Fermentas).

Pokusy se femi metodami izolace byly prové&dy pouze v fipact ApLV, neba
piedchozimi pokusy konzultantky L. Grimové bylo zjitd, Ze CVA lze s usghem

vyizolovat pouze metodou silica.
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4.5 Reverzni transkripce (RT)

Samotné reverzni transkripci (slouzicifieyedeni RNA na cDNA za pomoci enzymu
RNA dependentni DNA polymerazy a tedy vedouci kvekgni stabil@jSiho, mes
dagradabilniho a do PCR zapojitelného produktigdghazel odhad koncentrace
acistoty RNA ve vzorku. Hodnoty byly vygteny z hodnot absorbance n#amé
spektrofotometrem (Hélios Gamma Thermo Spectrodf8A) pri vinovych délkach
260 a 280 nm. Koncentrace se vipita na zaklaglvzorce C = Ago x 40 (koeficient)x

25 (nebd vzorek byl vytvden v pondru RNA : ddBO = 1: 24).Cistota pak byla
stanovena vydlenim hodnoty Ago (ideélni vinova délka pro &eni nukleové kyseliny)
hodnotou Ago (idealni délka pro &feni kontaminujicich slozek, protéin V piipack,

Ze vysledna hodnota se pohybovala v oblasti 1,8, vbgrek oznaéen za dostate¢
Cisty.

Koneiny proces reverzni transkripce sestaval ze dvokiiknd prvnim kroku doSlo ke
smiseni 0,2ul reverzniho primeru, RNA, jejiz mnozstvi bylo zgnb na zaklaf
zmeiené koncentrace (odpovidajici 100 u/ml) a dd vqgdyz mnoZstvi dorovnalo
objem vzorku na celkovych 1il. Mikrozkumavky se vzniklou sasi byly temperovany

5 minut @i 100 °C a poté byly umi&ty na led.

Ve druhém kroku bylo do chladnoucich mikrozkumapébipetovano 1,6u dd HO,
4ul First Strand pufru (Invitrogen), 1,8l dNTP (Fermentas, 0,4 mM kazdého
nukleotidu), 1ul 0,1 M DTT, 0,4ul RNAsinu (inhibitoru RNaz, Fermentas) a @/M-
MLV reverzni transkriptdzy (Fermentas, 20QL)/ Mikrozkumavky byly nésledn
ponechany 50 minut ve 42 °C a cely proces byl ganteni funkce enzymu zakoden
inkubaci @i 70 °C po dobu 10 minut. Spél® se vzorky celym postupem pokazdé
prochazely iii mikrozkumavky s obsahetfisté vody, negativniho a pozitivniho vzorku

— z divodu umozgini zpEtné kontroly spravnosti provedeni reakce.
Reverzni primer pouzivany proigpis ApLV byl R-ALV (se sekvenci 5°-3°
TCAGCTCACGGAAGTTGGCG) (Grimova et al., 2009a), rexrd primery pro CVA

byly dva a to CNESrl (TTGGTGACGGTGAAGGATTCG) (Grin®y nepublikovano)
nebo CVAZR2 (ACCTTTGGAACAAACGATGC) (Grimova et aR009Db).
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4.6 Polymeradzova retézova reakce (PCR)

Do mikrozkumavek byl rozpipetovan mastermix sloZzeriy7, 05ul dd vody, 2,511 10x
Dream Tad" pufru (Fermentas), gl MgCl, 25 mM, 0,25ul dNTP (0,4 mM kaZdého
nukleotidu), 0,5ul reverzniho a 0,5l vedouciho primeru a 0,8l Dream Taq™
enzymu (DNA Polymerase, Fermentas). Reverzni pyirbgly shodné jako v procesu
piepisu v pedchozi kapitole, jako vedouci primery pak byly pigany pro ApLV F-
ALV (GCTGGCTCTAAGGCAGCAGAAC) (Grimova et al., 2009ba pro CVA
CNESf2 (TGTCTTCGCCGCACAAGGTG) (Grimova, nepublikomd nebo CVAZF2
(CAAGAATCCAGGGGCCTACT) (Grimova et al., 2009a).

Nasledr byly do vicka pidany 2pul cDNA vytvoiené gedchozim procesem reverzni
transkripce. Po zaeni vicek byly vzorky zcentrifugovany (90 RPM/10 sec) aistémy
do termocycleru (MJ Research PTC 200). Progranséstaven zthto kroki:

1) 95 °C 2 min

2) 94 °C 30 sec

3) 59 °C 30 sec

4) 72 °C 45 sec

5) navrat ke kroku 2., opakovani 35-krat
6) 72°C 7 min

7) 8 °C ukorgeni reakce

Po vyjmuti mikrozkumavek z termocykleru byly vzorkgnovu zcentrifugovany
(90 RPM/ 10 sec) a ihned naneseny do geliskladrény v mrazicim boxu (-24 °C).

4.7 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin

K umozréni vizualizace PCR produktbyla pouZita agar6zova elektroforéza. 1,5 %
agardzovy gel byl fipraven rozpughim agarézového prasku v 1x TBE pufru (89 mM
Tris-HCI, 2,5 mM EDTA, pH 8,0), diky zaéti v mikrovinné troub. Po uvdeni gelu

bylo jeS€ dodano barvivo ve fortnethidium bromidu v konmé koncentraci 0,pl/ml.

Ke vzorkim nanaSenym do jamek vychladlého tuhého gelu pdk kyili lepSi
manipulaci pidana nanaSeci barva v pém 5:1,5 (6x Loading Dye Solution,

Fermentas) a byly ohraf@ny molekularnim markerem (MassRuler DNA LaddemnyvLo
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Range, Fermentas). Gel byl umifstdo horizontalni elektroforézy (HE 33 Mini
Submarine Unit, Basic, Amerscham Biosciensis nebaltiBUB Midi, Cleaver
Scientific Ltd.) a separace probihala po dobu lihogdii konstantnim stejnostmém
napsti 90 V (vloZené nafii 4-6 V/cm).

Vysledné fragmenty pak byly vizualizovany na UVnsduminatoru pi vinové délce
300 nm a zachyceni snimku vysledného elektrofosengr prohlo za pomoci
pocitatcového programu GeneSnap (automaticky dokundanta analyticky Bio-

Imaging systém InGenius, Syngene).

Velikost amplifikovanych produkt na gelové agarové elektroforéze byla pro ApLV
(RALV/FALV) 200 bp a pro CVA (CNESr1/CNESf2 a CVAZIRCVAF2) 140 bp
a 400 bp.

4.8 Studium rozsi Feni vir & v Ceské republice

Tato ¢ast prace byla zpracovana pracovni skupinou, jsfiifasti jsem se stala
v pribéhu vypracovani mé diplomové prace na k#&edchrany rostlin. Pro zji&ti
stavu vyskytu ApLV byly odebrany vzorky z genofonherurgk Ustavu ovocnictvi
v Lednici (356 vzork), pro zjiS€ni stavu vyskytu CVA byly ziskany vzorky
z Vyzkumného a Slechtitelského Ustavu ovdského v Holovousich a odégtitelt
treSni a visni (200 vzotil.

Kvuli presnosti vysledk bylo tteba odebirat vzorky z alespalvou stejnych rostlin
(mysleno stejnych kultivaél) a také bylo nutno odebirat listyiznych pater #tvi, tedy

z raiznych stran atzného std. Odivodninim ®chto kroki je fakt, Zze virus se
v drevinadch od inicialni infekce §inerovnondrné z divodi nepropojenosti vodivych
cévnich svazk Proto bylo teba uvazovat 0 moznosti vyskytu virovygastic pouze

Vv urdité ¢asti stromu.

Odebrané listy byly okam&itumistény do chladicich bok a nasled& prevezeny na
pracovid¢ katedry ochrany rostlinCZU, kde byly dale postugn zpracovany.
Podrobrjsi protokoly laboratornich analyz jsou vySe uvedekapitolach 4.3 az 4.6.
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5 Vysledky

Bylinny hostitelsky okruh

V pribéhu roku 2009 bylo vygstovano a nainokulovano za pomoditi podliSnych
pufri celkem 490 bylin z&i celedi Amaranthaceae Fabaceae Cucurbitaceage
ChenopodiacegeSolanaceag pricemz se jednalo o druhiicotiana occidentalis
N. occidentalis’Obligua’, N. benthamianaN. rusticg N. glutinosa N. sanderag
N. longiflorg, N. tabacum Samsuf, N. tabacuniWhite Burley’,N. silvestris Cucumis
sativus Cucurbita pepo var. oleifera Chenopodium botrys Ch. capitatum
Ch. amatanticolorCh. schraderian, Ch. faetidur@h. giganteumCh. bonus-henricys
Physalis peruvianaGomphrena globosa Phaseolus vulgarigviz Obr. 1 v sekci 9
Ptilohy).

ProtoZze nemalé&ast gstovanych rostlin jevila symptomy, z&mby mohly byt viry
zodpowdné (prosvtleni Zilek, chlorotické i nekrotické lokalni 1€z€)10 rostlin bylo
nasledd testovano a vSechny testované vzorky byly vyhodngcjako negativni.
Nedoslo tedy k roz&ni jiz znamého bylinného hostitelského okruhu.vir

Vybér metody izolace

Pfi srovnavani ifi odliSnych metod izolace (silica, kit, fenol-chddmrm) byl zawr

takovy, Ze fenolova izolace (kteraige mit navic negativni dopad na zdravijsagbuje
nezadané rozfpeni RNA, zatimco kit a silica zachovavaji poZadmastrukturu (viz
Obr.7 v sekci 9 Rlohy). Komeeni kit pak byl vyloden pro svou vysokou cenu a pro
izolaci RNA bylo tedy pouzito metody zachyceni botéaostlinné RNA v suspenzi
silica. Krome vyhovuijici integrity byl dalSimizodem také fakt, Zze CVA nebylo mozno
vyizolovat jinou metodou, nez silica. S@asré hodnoty koncentrace totalni RNA byly
u této metody druhé nejvyssi. Hodnoty absorbankenaentrace totalni RNA jsou pro

srovnani zdokumentovany v této ukazkove tabulce:

vzorky |Aseo | koncentrace (ug/ml)
1. silica 0,19 22,8

2. silica 0,17 20,4

1. kit 0,39 19,5

2. kit 0,19 9,5

1. fenol 0,23 46

2. fenol 0,24 48
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Metody RT-PCR probihaly bez problérfviz Obr. 8 v sekci 9 #lohy).

Monitoring ApLV

Ve dnech 21.-22ervence 2009 preéhl odbsr vzorki (lista merurgk) z genofondu
meruikovych kultivafi v Lednici. Z 356 naslednanalyzovanych vzoikbyla infekce
virem ApLV na z&klad RT-PCR prokazéana na jednom kultivaru Tomis (vysksd na
3 shirkovych stromech aitty), pivodem z Rumunska.

Monitoring CVA

Pri testovani celkem 200 vzark trefiovych listi ziskanych z vyzkumného
a Slechtitelského Ustavu ovoésiéého v Holovousich a odégtitela merurgk, treSni

avisni vCR, byly 2 rostliny na zaklad RT-PCR prokazany jako CVA pozitivni.
Jednalo se &. avium’H 15/31" z genetické sbirky Ustavu v Holovouséckemena

P. aviumze Skolky podniku SEMPRA Turnov. Jedna se pépedobré o prvni detekci

CVA v Ceské republice.

37



6 Diskuze

Ackoliv byla uskuténéna inokulace 450 bylin a 210 vzdrkroSlo procesem izolace
RNA a RT-PCR (ke zpracovani vSech nainokulovanyestlin nedoSlo zivoda
casovych i finagnich), ges toto vysoké mnozstvi nebyl v Zzadné z testovamgstiin
virus nalezen. Tento jev mohl byt tgmben hned dkolika moznostmi. Mohla byt
chybre zvolenac¢i nespravl provedena samotna inokulace, avSak pouZzity postup
odpovidal publikovanému postupu (Dijkstra & de Jad®98), ktery by rfl mit za
nasledek usgné naodkovani rostlin, minimalé druhu Nicotiana occidentalisvirem
ApLV, jak uvadi Zemtchik et al. (1998), Abou Ghan&abanadzovic et al. (2008i)
Gentit et al. (2001a). Inokulace sice neprobihaladpolednich hodinach, jak
doporikuje Matthews (1992), avSak jinak byly dodrZzovanydyo které autor
doporiéuje.

Takto Siroky hostitelsky okruh byl volen igsto, Zze Zemtchik et al. (1998) Abou
Ghanem-Sabanadzovic et al. (2005) wjiade inokulace nadgkterych gchto rostlinach
nebyla aspSna, nebd byl zkouman vliv odliSného slozeni plfrkteré mohlo ovlivnit
vysledek. Pouzit byl nejen draselny fosfatovy putHEPES pufr se stejnym sloZzenim,
jaké uvadi Zemtchik et al. (1998), ale také dvasid&dsfatové pufry - sodny majici
shodné pH, festo vSak obiménou strukturu a draselny s jingym inhibitorem tanin
Poslednim pufrem byl druhy HEPES zvoleny k testod#ky odliSnému pH.

Nekteré inokulované rostliny jevily symptomy, kterépmvidaly uspSné inokulaci,
nicméré po jejich otestovani byl vysledek negativni. Tejgg mohl byt zisoben
nevhodnymi pstebnimi podminkamidhem fKistu rostlin. Ve sklenicich se vyskytovali
Skidci a i gres aplikaci chemickych pd#ta byla jejich eliminace obtizna. Také teplota
uvnité skleniki byla bthem léta vysoka a stresované rostliny mohly reagpraevem
faleSnych symptoin (viz Obr.6 v sekci 9 #lohy). Fijatelné by mohly byt symptomy,

o nichZz se WN. occidentalizminuje Abou Ghanem-Sabanadzovic et al. (2005) a tedy
vyskyt prosétlenych Zilek a lokélnich nekrdz na listod€peli 10-15 dni po inokulaci,
bohuzel vSak ¢stované tabdky druhWN. occidentalis patily pravé do skupiny

nesymptomatickych rostlin.

Pozitivni vysledky u druin N. benthamiana N. tabacum Samsun’, které uvadi Ketta

(2008), nebyly potvrzeny.
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Ackoliv nebyly v jinych zdrojich nalezeny informace termalni labili¢ vira, Ize
zarovei predpokladat, Ze vyrazrvysokeé teploty mohou vést k jejich inhibici. U abo
viri a zejména u CVA se prokazala vysoka degrada@cengnipulaci. Kvili ¢asove
naranosti byly vzorky skladovany v zamrazeném stavuro¥éi pii rozmrazovani
dochazelo kvyraznému naruSenickkych rostlinnych pletiv. | oba tyto teplotni
extrémy mohly mit negativni vliv na integritu virngsh vliaken. V idealnich podminkach
by izolace byla provasha zcerstw odebranych list, ale kwvili vysokym pa@taim
testovanych rostlin byly kroky pracovnich operatisebe vzdaleny igkolik mésiai. Je
pravéEpodobné, Ze delSi setrvani viru v mrtvém rostlinndrateridlu povede k jeho
degradaci, a to iips teplotu pod nulou.

Diky pouzivani pozitivnich a negativnich kontrok léci, Ze kroky po izolaci (RT
a PCR) byly provedeny sprava Ze negativni vysledky byly zaginény né¢im jinym,
nez chybnou aplikaci metody.

Také by bylo mozné pokusit se o jinou, riaéradicni metodu penosu viru na hostitele,
nagiklad pouzitim kokoticeQuscutaspp.)¢i tiebas za pomoci pylu, &fatek nebo hub,

coZ jsou metody, které u jinych wtipopisuje Astier et al. (2007).

Pres vysoky podet rostlin testovanych natippmnost viru WCeské republice doslo
k potvrzeni vyskytu pouze n&th vzorcich. U ApLV by v tomtoifpad® mohla hrat

roli geograficka poloha naseho statu. Vyskyt bylimapotvrzovan v jiznich zemich,
kromé¢ Moldavie se jednalo o Italii (Abou Ghanem-Sabawadz et al., 2005), Egypt
(Maghraby, 2006), Turecko (Gumus et al., 2007),abitn (Jarrar et al., 2007)
a Spanisko (Garcia-lbarra et al., 2010). Lze tedy odhadiowZe postup viru je

zbrzdovan meés priznivymi klimatickymi podminkami.

Co se rozgeni CVA tye, je seznam statraznorodjSi, vyskyt je zaznamenan
v Némecku (Jelkmann, 1995), v KaradJames, Jelkmann, 1998), ve Spojeném
krélovstvi (Kirby et al., 2001), v Japonsku (Isogaal., 2004), v Polsku (Komorowska,
Cieslinska, 2004), v Kalifornii (Sabanadzovic et, &005), v Srbsku (Mandic et al.,
2007) a \WCiné¢ (Rao et al., 2009). Nizky vyskyt tedyt#e byt vysétlen dostaténs
velkou vzdalenosti od infékich rostlin, pipadré sowasnym uspSnym dovozem

pouze viruprostého materialu.
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7 Zavéry a doporu ¢eni

490 rostlin pozadovanych pro provedeni pokusu mmied&ruhu bylinnych hostitél

bylo Us@sré vypéstovanych a naslednnainokulovanych za pomociétp odliSnych

pufra. Ackoliv v téchto rostlinach nebyl vyskyt viru potvrzen, tentgskedek nize byt
zpasoben wkolika raiznymi faktory a stale existuje moznost, Ze bylirokyuh ApLV

a CVA je Sirsi, nez uvagl jiné zdroje.

Na zéklad pokugi se temi metodami izolace virové RNA byla zvolena metsd&a,

ktera zajiSuje zachovani integrity vzorku a jejiz ¥yhost acdistota je postéujici pro

provedeni dalSich kraka zarove je finartné dostupnd i pro izolaci&Siho mnozstvi

vzorku.

Izolace RNA byla provedena u 210 vzorinokulovanych rostlin, spravné provedeni
této metody bylo zkontrolovano zienim koncentrace RNA ve vzorcich za pomoci
spektrofotometru. K detekci virve vzorcich ziskanych izolaci infikovanych bylipldo
pouzita metoda RT-PCR, jejiz vhodnost se potvrdily vyuZziti pozitivnich vzork

jako pozitivnich kontrol Ehem jednotlivych pokus

Pri provadini monitoringu vyskytu vir v Ceské republice byl vyskyt ApLV potvrzen
u jednoho kultivaru a vyskyt CVA u dvou kultivarTato detekce jetbec prvnim
potvrzenym vyskytem obou virv Ceské republice. Na zakladohoto pokusu bych
dopor«ila vénovat se i nadale studiu vlastnosti zkoumanych wirjejich roz&eni

v Ceské republice, nebo nadale istavéa ¥tsina informaci neodhalenych.

Pro vygstovani bylin bych dopotovala disledrgjSi dodrZzovani podminek vhodnych
pro optimalni @st zdravych a nestresovanych rostlin ve sklenikavrhovala bych
vyzkousSet i jiny, neZz mechanickygnos viti na bylinné hostitele,ffpadré pokusit se
0 prenos na doposud netestované hostitéedgidné.

Pro metodu izolace (jak z rostlintipzkouméani hostitelského okruhu, takii p
monitoringu vyskytu vill) dopor@uji vyuZzivat cerstvych list, tudiz doportu;ji
pracovni operace naplanovat tak, aby bylo pouzivastinného materialu v mnozstvi,

které Ize zpracovatthem jednoho dne a neiiéba obdrzené vzorky zamrazovat.

Pro monitoring by bylo vhodné odebrat vzorky i z&dis které doposud nebyly

testované.
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9 Prilohy

Fotodokumentace a tabulky

Obr. 2: Symptomy ApLV pozorované na broskvoni GB.38oto L. Grimova.
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Obr. 3: P. persicaGF 305, zdroj ApLV pozitivnich vzotk Rostlina umisia gred
skleniky FAPPZ. Foto L. Grimova.
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Obr. 5: CVA pozitivniP. aviumumisgna ve skleniku FAPPZ. Foto L. Grimova.
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Obr. 6: Prosstlena Zilnatina licotiana benthamiana— faleSny symptom. Foto EliSka

ZAarova.

Obr. 7: Integrita RNA - agarézovy gel izalatii testovani metod izolace. ApLV vzorky
odebrané P. persica GF 305. (M: molekularni marker MassRuler (Low Rang
Fermentas), 1. a 2.: kit, 3. a 4.. fenol-chloroforlm a 6.: silica). Foto GeneSnap
program.
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Obr. 8: Agardzovy gel PCR produkipii testovani metod izolace. ApLV vzorky
odebrané P. persica GF 305. Velikost amplifikovaného PCR produktu 2Bp.
(M: molekularni marker MassRuler (Low Range, Fertag)) 1 a 2: kit, 3 a 4: fenol-
chloroform, 5 a 6: silica, N: negativni kontrola GB5, H: negativni kontrola 40).
Foto GeneSnap program.
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rostlina pufr rostlina pufr rostlina pufr rostlina pufr

N. occidentalis F-K+ NIC _[IN. rustica F-K+ NIC |IN."W.B." HE-S Ch. schraderian F-Na + NIC
N. occidentalis F-K+ NIC _[IN. rustica F-K+ NIC _||N. silvestris F-K+ NIC _|[Ch. schraderian F-K + PVP
N. occidentalis F-K+ NIC _[IN. rustica F-K+ NIC ||N. silvestris F-K+ NIC _|[Ch. schraderian HE-S
N. occidentalis F-K + NIC _||N. rustica HE-S N. silvestris F-K + NIC [|Ch. schraderian HE-N
N. occidentalis F-K + NIC _||N. rustica HE-S N. silvestris HE-S Ch. amaranticolor F-K + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC [|N. rustica F-K+ NIC _||N. silvestris HE-S Ch. amaranticolor F-K + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC ||N. rustica F-K + NIC [|N. silvestris F-K + NIC [|Ch. amaranticolor F-Na + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC ||N. rustica HE-S N. silvestris F-K + NIC _J|Ch. amaranticolor F-Na + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC [|N. rustica HE-S N. silvestris F-Na + NIC ||Ch. amaranticolor HE-S
N. occidentalis F-Na + NIC [[N. sanderae |F-K+ NIC [[N. silvestris HE-S Ch. amaranticolor HE-N
N. occidentalis F-K+ PVP_[|N. sanderae |F-K + NIC |{N. silvestris HE-N Ch. amaranticolor HE-N
N. occidentalis F-K + PVP_||N. sanderae |F-K + NIC |{N. silvestris F-K + NIC _[J|Ch. amaranticolor F-K + NIC
N. occidentalis F-K + PVP_[|N. sanderae |HE-S N. silvestris F-Na + NIC ||Ch. amaranticolor F-Na + NIC
N. occidentalis F-K + PVP_||N. sanderae |HE-S N. silvestris F-K + PVP_[|Ch. amaranticolor F-K + PVP
N. occidentalis F-K + PVP_||N. sanderae |F-K + NIC |{N. silvestris HE-S Ch. amaranticolor HE-S
N. occidentalis HE-S N. sanderae |F-K + NIC _[|N. silvestris HE-N Ch. amaranticolor HE-N
N. occidentalis HE-S N. sanderae |HE-S C. pepo F-K+ NIC [|Ch. bonus-henricus F-K + NIC
N. occidentalis HE-S N. sanderae |HE-S C. pepo F-K + NIC ]|Ch. bonus-henricus F-K + NIC
N. occidentalis HE-S N. longiflora  |F-K + NIC [|C. pepo F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus F-Na + NIC
N. occidentalis HE-S N. longiflora  |F-K + NIC [|C. pepo HE-S Ch. bonus-henricus F-Na + NIC
N. occidentalis HE-N N. longiflora |F-K + NIC ||C. pepo HE-S Ch. bonus-henricus HE-S
N. occidentalis HE-N N. longiflora  |HE-S C. pepo HE-S Ch. bonus-henricus HE-S
N. occidentalis HE-N N. longiflora  |HE-S C. sativus F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus HE-N
N. occidentalis HE-N N. longiflora  |F-K+ NIC [|C. sativus F-Na + NIC ||Ch. bonus-henricus HE-N
N. occidentalis HE-N N. longiflora  |F-K + NIC J|C. sativus HE-S Ch. bonus-henricus F-K + NIC
N. occidentalis F-K + NIC [|N. longiflora |F-K + NIC |{C. sativus HE-N Ch. bonus-henricus F-Na + NIC
N. occidentalis F-K + NIC [|N. longiflora |HE-S Ch. botrys F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus F-K + PVP
N. occidentalis F-K + NIC [IN. longiflora  |HE-S Ch. botrys F-K + NIC ]|Ch. bonus-henricus HE-S
N. occidentalis HE-S N. longiflora  |HE-S Ch. botrys F-Na + NIC J|Ch. bonus-henricus HE-N
N. occidentalis HE-S N. longiflora  |F-K + NIC }|Ch. botrys F-Na + NIC J|Ch. giganteum F-K + NIC
N. occidentalis F-K + NIC [|N. longiflora |F-Na + NIC |{Ch. botrys HE-S Ch. giganteum F-K + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC ||N. longiflora  |F-K + PVP ||Ch. botrys HE-N Ch. giganteum HE-S
N. occidentalis F-K + PVP_||N. longiflora  |HE-S Ch. botrys HE-N Ch. giganteum HE-S
N. occidentalis HE-S N. longiflora  |HE-N Ch. botrys F-K+ NIC [|Ch. giganteum HE-N
N. occidentalis HE-N N. glutinosa |F-K + NIC ||Ch. botrys F-Na + NIC ]J|Ch. giganteum HE-N
N.” Obligua” F-K + NIC ||N. glutinosa |F-K + NIC }{Ch. botrys F-K + PVP_[|Ch. giganteum F-K + NIC
N.” Obligua’ F-K + NIC [[N. glutinosa |F-K + NIC |{Ch. botrys HE-S Ch. giganteum F-Na + NIC
N.” Obligua” F-K + NIC ||N. glutinosa |HE-S Ch. botrys HE-N Ch. giganteum HE-S
N.” Obligua” HE-S N. glutinosa  |HE-S Ch. capitatum ]JF-K + NIC [J|Ch. giganteum HE-N
N.” Obligua” HE-S N. glutinosa  JF-K + NIC J|Ch. capitatum |F-K + NIC |{Ch. giganteum HE-N
N.” Obligua’ F-K+ NIC [|N. glutinosa |F-K+ NIC |{Ch. capitatum |F-Na + NIC ]J|G. globosa F-K+ NIC
N.” Obligua® F-K + NIC |IN. glutinosa |F-K + NIC |{Ch. capitatum |F-Na + NIC J|G. globosa F-K + NIC
N.” Obligua” F-K + NIC ||N. glutinosa |HE-S Ch. capitatum |HE-S G. globosa HE-N
N.” Obligua’ HE-S N. glutinosa  |HE-S Ch. capitatum |HE-N G. globosa HE-N
N.” Obligua” HE-S N. glutinosa |F-K + NIC [|Ch. capitatum |HE-N G. globosa F-K + NIC
N.” Obligua” F-K + NIC |IN. glutinosa |F-Na + NIC }{Ch. capitatum |F-K + NIC }J|G. globosa F-Na + NIC
N.” Obligua F-Na + NIC ||N. glutinosa |F-K + PVP _|{Ch. capitatum |F-Na + NIC J|G. globosa HE-N
N.” Obligua’ F-K + PVP_[|N. glutinosa |HE-S Ch. capitatum |HE-S P. vulgaris F-K+ NIC
N.” Obligua® HE-S N. glutinosa |HE-N Ch. capitatum |HE-N P. vulgaris F-K + NIC
N.” Obligua” HE-N N.”Samsun” |F-K + NIC [|Ch. capitatum |HE-N P. vulgaris F-K + NIC
N.” Obligua’ F-K+ NIC [[N.”Samsun” [F-K + NIC [[Ch. faetidum F-K+ NIC _|[P. vulgaris HE-S
N.” Obligua F-K+ NIC [JIN.”Samsun” |F-K + NIC |{Ch. faetidum F-K + NIC [|P. vulgaris HE-S
N.” Obligua” F-Na + NIC J|N.” Samsun” |HE-S Ch. faetidum F-Na + NIC ||P. vulgaris HE-N
N.” Obligua’ F-Na + NIC J|N.” Samsun” |HE-S Ch. faetidum F-Na + NIC ||P. vulgaris HE-N
N.” Obligua’ HE-S N.”Samsun” |F-K + NIC ]|Ch. faetidum HE-S P. vulgaris F-K + NIC
N.” Obligua® HE-S N.”Samsun” |F-K + NIC [|Ch. faetidum HE-N P. vulgaris F-K + NIC
N.” Obligua” HE-N N.”Samsun” |F-K + NIC [|Ch. faetidum HE-N P. vulgaris F-K + NIC
N.” Obligua’ HE-N N.”Samsun” |HE-S Ch. faetidum F-K + NIC [|P. vulgaris HE-S
N. benthamiana [F-K + NIC J|N.” Samsun” |HE-S Ch. faetidum F-Na + NIC || P. vulgaris HE-S
N. benthamiana [F-K + NIC }|N.” Samsun” |HE-S Ch. faetidum F-K + PVP_||P. vulgaris HE-S
N. benthamiana [F-K + NIC ||N.”W.B.” F-K + NIC ]|Ch. faetidum HE-S P. vulgaris HE-N
N. benthamiana |HE-S N."W.B. F-K+ NIC ]|Ch. faetidum HE-N P. vulgaris HE-N
N. benthamiana [HE-S N.”W.B.” F-K + NIC [|Ch. schraderian |F-K + NIC |{P. vulgaris HE-N
N. benthamiana [F-K+ NIC }|N."W.B.” HE-S Ch. schraderian |F-K + NIC _||P. vulgaris F-K + NIC
N. benthamiana |HE-S N.”"W.B.” HE-S Ch. schraderian |F-Na + NIC |[P. vulgaris F-Na + NIC
N. benthamiana [F-K+ NIC }|N."W.B.” F-K + NIC [|Ch. schraderian |F-Na + NIC |{P. vulgaris HE-S
N. benthamiana [F-Na + NIC ||N.”W.B.” F-K + NIC [|Ch. schraderian |HE-S P. vulgaris HE-N
N. benthamiana |F-K + PVP ||N.”W.B.” F-K + NIC ||Ch. schraderian |[HE-N P. peruviana F-K + NIC
N. benthamiana |HE-S N."W.B. HE-S Ch. schraderian |HE-N P. peruviana F-Na + NIC
N. benthamiana [HE-N N.”W.B.” HE-S Ch. schraderian |F-K + NIC [|P. peruviana HE-S

P. peruviana HE-N

Tab. 1: Rostliny inokulované ApLV
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rostlina pufr rostlina pufr rostlina pufr
N. occidentalis F-K + NIC [IN. longiflora [F-K + NIC ||Ch. botrys HE-S
N. occidentalis F-K + NIC [IN. longiflora  [F-K + NIC ||Ch. botrys HE-N
N. occidentalis HE-S N. longiflora  |HE-S Ch. capitatum F-K + NIC
N. occidentalis HE-S N. longiflora  |HE-S Ch. capitatum F-Na + NIC
N. occidentalis F-K + NIC [|N. longiflora  [F-K + NIC [|Ch. capitatum HE-S
N. occidentalis F-K + NIC [|N. longiflora  [F-K + NIC [|Ch. capitatum HE-N
N. occidentalis F-K + NIC [|N. longiflora  [F-K + NIC [|Ch. faetidum F-K + NIC
N. occidentalis HE-S N. longiflora  |HE-S Ch. faetidum F-Na + NIC
N. occidentalis HE-S N. longiflora  |HE-S Ch. faetidum HE-S
N. occidentalis F-K + NIC [|N. glutinosa [F-K + NIC [|Ch. faetidum HE-N
N. occidentalis F-K + NIC [N. glutinosa |F-K + NIC [|Ch. schraderian F-K + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC [|N. glutinosa |HE-S Ch. schraderian F-Na + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC [|N. glutinosa |HE-S Ch. schraderian HE-S
N. occidentalis HE-S N. glutinosa |F-K + NIC ||Ch. schraderian HE-N
N. occidentalis HE-S N. glutinosa  |F-K + NIC [|Ch. amaranticolor F-K + NIC
N. occidentalis HE-N N. glutinosa  |HE-S Ch. amaranticolor F-Na + NIC
N. occidentalis HE-N N. glutinosa |HE-S Ch. amaranticolor HE-S
N. "Obligua’ F-K+ NIC [[N. Samsun” [F-K+ NIC [|Ch. amaranticolor HE-N
N. "Obligua’ F-K+ NIC [IN. Samsun” |F-K+ NIC ||Ch. giganteum F-K + NIC
N. "Obligua’ HE-S N. Samsun” |HE-S Ch. giganteum F-K + NIC
N. "Obligua’ HE-S N. Samsun” |HE-S Ch. giganteum F-Na + NIC
N. "Obligua’ F-K+ NIC [IN. Samsun” |F-K+ NIC ||Ch. giganteum F-Na + NIC
N. "Obligua’ F-K+NIC [IN. Samsun” |F-K+ NIC ||Ch. giganteum HE-S
N. "Obligua’ HE-S N. Samsun” [F-K+ NIC [|Ch. giganteum HE-S
N. "Obligua’ HE-S N. Samsun” |HE-S Ch. giganteum HE-N
N. “Obligua’ F-K + NIC [|N. Samsun” [HE-S Ch. giganteum HE-N
N. “Obligua’ F-K+NIC [IN. "W.B.’ F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus F-K + NIC
N. “Obligua’ F-Na + NIC [|N. "W.B. F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus F-K + NIC
N. “Obligua’ F-Na + NIC [|N. "W.B. HE-S Ch. bonus-henricus F-Na + NIC
N. “Obligua’ HE-S N."W.B. HE-S Ch. bonus-henricus F-Na + NIC
N. “Obligua’ HE-S N."W.B. F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus HE-S
N. “Obligua’ HE-N N."W.B. F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus HE-S
N. “Obligua’ HE-N N."W.B. F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus HE-N
N. benthamiana |F-K + NIC [|N. "W.B. HE-S Ch. bonus-henricus HE-N
N. benthamiana |F-K + NIC [|N. "W.B. HE-S P. peruviana F-K + NIC
N. benthamiana |HE-S N. silvestris F-K + NIC [|P. peruviana F-K + NIC
N. benthamiana |HE-S N. silvestris F-K + NIC [|P. peruviana F-Na + NIC
N. benthamiana |F-K + NIC [N. silvestris HE-S P. peruviana F-Na + NIC
N. benthamiana |HE-S N. silvestris HE-S P. peruviana HE-S
N. rustica F-K + NIC [|N. silvestris F-K + NIC [|P. peruviana HE-S
N. rustica F-K + NIC [|N. silvestris F-Na + NIC [|P. peruviana HE-N
N. rustica HE-S N. silvestris HE-S P. peruviana HE-N
N. rustica HE-S N. silvestris  |HE-N G. globosa F-K+ NIC
N. rustica F-K + NIC [|C. pepo F-K+ NIC [|G. globosa F-K + NIC
N. rustica HE-S C. pepo F-K+ NIC [|G. globosa F-Na + NIC
N. sanderae F-K + NIC []|C. pepo F-K+ NIC [|G. globosa F-Na + NIC
N. sanderae F-K + NIC []|C. pepo HE-S G. globosa HE-S
N. sanderae HE-S C. pepo HE-S G. globosa HE-S
N. sanderae HE-S C. sativus F-K+NIC []G. globosa HE-N
N. sanderae F-K + NIC [|C. sativus F-Na + NIC [|G. globosa HE-N
N. sanderae F-K + NIC [|C. sativus HE-S P. vulgaris F-K + NIC
N. sanderae HE-S C. sativus HE-N P. vulgaris F-Na + NIC
N. sanderae HE-S Ch. botrys F-K + NIC [|P. vulgaris HE-S

Ch. botrys F-Na + NIC [|P. vulgaris HE-N

Tab. 2: Rostliny inokulované CVA
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rostlina pufr rostlina pufr rostlina pufr

N. occidentalis F-K + NIC [[N. sanderae HE-S Ch. capitatum HE-N

N. occidentalis F-K + NIC [[N. sanderae HE-S Ch. faetidum F-K + NIC
N. occidentalis F-K + NIC [|N. sanderae F-K + NIC [|Ch. faetidum F-K + NIC
N. occidentalis F-K + NIC [[N. sanderae F-K + NIC [|Ch. faetidum HE-N

N. occidentalis F-K + NIC [[N. longiflora F-K + NIC [|Ch. faetidum HE-N

N. occidentalis F-Na + NIC [[N. longiflora F-K + NIC [|Ch. schraderian F-K + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC [[N. longiflora F-K + NIC [|Ch. schraderian F-K + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC [[N. longiflora HE-S Ch. schraderian F-Na + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC [[N. longiflora HE-S Ch. schraderian F-Na + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC [[N. longiflora HE-S Ch. amaranticolor F-K + NIC
N. occidentalis F-K + PVP [[N. longiflora HE-S Ch. amaranticolor F-K + NIC
N. occidentalis F-K + PVP [|N. glutinosa F-K + NIC [|Ch. amaranticolor F-Na + NIC
N. occidentalis F-K + PVP [|N. glutinosa F-K + NIC [|Ch. amaranticolor F-Na + NIC
N. occidentalis F-K + PVP [|N. glutinosa F-K + NIC [|Ch. amaranticolor HE-S

N. occidentalis F-K + PVP [|N. glutinosa HE-S Ch. amaranticolor HE-N

N. occidentalis HE-S N. glutinosa HE-S Ch. amaranticolor HE-N

N. occidentalis HE-S N. glutinosa F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus |F-K + NIC
N. occidentalis HE-S N. glutinosa F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus |F-K + NIC
N. occidentalis HE-S N. glutinosa HE-S Ch. bonus-henricus [F-Na + NIC
N. occidentalis HE-N N. Samsun” |F-K+ NIC [|Ch. bonus-henricus |F-Na + NIC
N. occidentalis HE-N N. Samsun” |F-K + NIC [|Ch. bonus-henricus [HE-S

N. occidentalis HE-N N.” Samsun” |HE-S Ch. bonus-henricus  |HE-S

N. occidentalis  [HE-N N. Samsun” |HE-S Ch. bonus-henricus  |HE-N

N. “Obligua” F-K+NIC [|N.  Samsun” |HE-S Ch. bonus-henricus [HE-N

N. "~ Obligua’ F-K+NIC [|N. " W.B. F-K + NIC [|Ch. giganteum F-K + NIC
N. " Obligua HE-S N. "W.B. F-K + NIC [|Ch. giganteum F-K + NIC
N. " Obligua’ HE-S N."W.B. F-K + NIC [|Ch. giganteum HE-N

N. benthamiana |[F-K+ NIC [|N. W.B. HE-S Ch. giganteum HE-N

N. rustica F-K+NIC [|N. " W.B. HE-S P. vulgaris F-K + NIC
N. rustica F-K+NIC [|N. " W.B. HE-S P. vulgaris F-K + NIC
N. rustica F-K + NIC [|N. silvestris F-K+ NIC [|P. vulgaris HE-S

N. rustica HE-S N. silvestris F-K + NIC [|P. vulgaris HE-S

N. rustica HE-S N. silvestris F-K + NIC [|P. vulgaris HE-N

N. rustica F-K + NIC [|N. silvestris HE-S P. vulgaris HE-N

N. rustica F-K+ NIC [|C. pepo F-K + NIC [|P. vulgaris F-K + NIC
N. rustica HE-S C. pepo F-K+ NIC [|P. vulgaris F-K + NIC
N. rustica HE-S C. pepo HE-S P. vulgaris HE-S

N. sanderae F-K + NIC [|Ch. capitatum [F-Na + NIC [|P. vulgaris HE-S

N. sanderae F-K + NIC [|Ch. capitatum [F-Na + NIC [|P. vulgaris HE-N

N. sanderae F-K + NIC [|Ch. capitatum |HE-S P. vulgaris HE-N

Tab. 3: Vyhodnocené rostliny (ApLV)
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rostlina pufr rostlina pufr rostlina pufr

N. occidentalis F-K + NIC [|N. sanderae HE-S Ch. faetidum HE-S

N. occidentalis HE-S N. longiflora F-K + NIC Ch. faetidum HE-N

N. occidentalis F-K + NIC N. longiflora F-K + NIC Ch. schraderian F-K + NIC
N. occidentalis F-K + NIC N. longiflora HE-S Ch. schraderian F-Na + NIC
N. occidentalis HE-S N. longiflora HE-S Ch. schraderian HE-S

N. occidentalis HE-S N. glutinosa F-K + NIC Ch. schraderian HE-N

N. occidentalis F-K + NIC N. glutinosa HE-S Ch. amaranticolor |[F-K + NIC
N. occidentalis F-K + NIC N. glutinosa F-K + NIC Ch. amaranticolor [F-Na + NIC
N. occidentalis F-Na + NIC [|N. glutinosa F-K + NIC Ch. amaranticolor [HE-S

N. occidentalis F-Na + NIC [|N. glutinosa HE-S Ch. amaranticolor [HE-N

N. occidentalis HE-S N. glutinosa HE-S Ch. giganteum F-K + NIC
N. occidentalis HE-S N.”Samsun” |HE-S Ch. giganteum F-K + NIC
N. occidentalis HE-N N. Samsun” |[F-K + NIC Ch. giganteum F-Na + NIC
N. occidentalis HE-N N.” Samsun” |F-K + NIC Ch. giganteum F-Na + NIC
N. "~ Obligua’ F-K + NIC N."W.B. F-K + NIC Ch. giganteum HE-S

N. "~ Obligua F-K+NIC |[|N."W.B. F-K + NIC Ch. giganteum HE-S

N. "~ Obligua’ HE-S N."W.B. HE-S Ch. giganteum HE-N

N. " Obligua HE-S N."W.B. HE-S Ch. giganteum HE-N

N. "~ Obligua’ F-K + NIC N. silvestris F-K + NIC P. peruviana F-K + NIC
N. " Obligua F-K + NIC [|N. silvestris HE-S P. peruviana F-K + NIC
N. " Obligua’ HE-S C. pepo F-K + NIC P. peruviana F-Na + NIC
N. " Obligua HE-S C. pepo F-K + NIC P. peruviana F-Na + NIC
N. "~ Obligua’ HE-N C. pepo HE-S P. peruviana HE-S

N. " Obligua HE-N C. pepo HE-S P. peruviana HE-S

N. benthamiana |HE-S C. sativus F-K + NIC P. peruviana HE-N

N. rustica HE-S C. sativus F-Na + NIC [|G. globosa F-K + NIC
N. sanderae HE-S C. sativus HE-S G. globosa F-K + NIC
N. sanderae F-K + NIC [|Ch. capitatum [HE-N G. globosa F-Na + NIC
N. sanderae F-K+ NIC [|Ch. faetidum [F-K+ NIC P. vulgaris F-K + NIC
N. sanderae HE-S Ch. faetidum |F-Na + NIC |'|P. vulgaris F-Na + NIC

Tab. 4: Vyhodnocené rostliny (CVA)

Vysvétlivky k pufram:

F-K + NIC = fosfatovy draselny s nikotinem

F-K + PVP = fosfatovy draselny s PVP

F-Na + NIC = fosfatovy sodny s nikotinem

HE-S = HEPES s pH 7,4

HE-N = HEPES s pH 8,2
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