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Abstrakt

wewvr

zam&fena na detekci viru Sarky v infikované tkani listd Prunus domestica.
Pfitomnost viru v rostlinném materidlu byla potvrzena na zéklad¢ izolace virové
RNA a jejiho vyuziti jako templatu pro RT-PCR. V préci jsou dale shrnuty poznatky
o vlastnostech viru, béznych detek¢énich metodach a moznostech ochrany proti viru

Sarky.

Kli¢ova slova: rostlinné viry; choroby peckovin; virus Sarky $vestky; PPV; izolace
RNA

Abstract

Plum pox virus causes one of the most devastating stone fruit diseases. The main
target of this thesis is a detection of Plum pox virus in infected leaf tissue of Prunus
domestica.. The presence of the virus in a plant material was confirmed by the RNA
isolation and its use as a template for RT-PCR. Furthermore, the basic information
about properties of the virus, common methods of the virus detection and protection

possibilities against the virus is are included.

Key words: plant viruses; stone fruit diseases; plum pox virus; PPV; RNA isolation



OBSAH

TUVOD ... 7
2 LITERARNI PREHLED.............covuiiiiiiiiienisiissss s 8
2. 1 Taxonomické zafazeni viru Sarky..............cccoccooviiiiiiiii e 8
2. 2 Historie a rozsifeni viru Sarky .............cccocooiiiiiiiiiic e 8
2. 3 SEAVDA VIFONU ...t 9
2.4 GenomicKka STFUKTUTA VIFU.....c.ooviiiiiiiiiec e e e 9
2.5 Kmenova variabilita.................ccoooiii 10
2. 5. L1 PPV =M (MAICUS) .. eeiteitiriiiiieiieieiesie ettt 10
2. 5. 2 PPV-AM (ANCESIOr IMAICUS)......cvireieiiniiniesiieieeie et 10
2. 5. 3PPV-D (DIEION) ....ocviiiiiiiiiieiieieiee et 11
2. 5. 4 PPV-Rec (ReCOmMbBINGNt) .......cccooiveiiiiesieec e 11
2. 5. 5 PPV-EA (EF AMA) ..o 11
2. 5.6 PPV-W (WINONA).......cciiiiieiiiie e ste ettt ae et 12
2. 5. 7 PPV-T (TUFKBY) ottt ettt sttt 12
2. 5. 8 PPV-C (CREITY) oottt sttt sttt 12
2. 5. 9 PPV-CR (Cherry RUSSIAN) .......c.ccoveiiiiesieeie ettt 13
2. 5. 10 PPV-Tat 1ZOIALY ....ooviieiiiiieiiiie i 13
2. 6 Hostitelské spektrum viru $arky ..............cccccooiiiiiiiiiiie 14
2.7 PFenos VIru SArKY...........occoiiiiiiiiiici e 15
2. 7.1 Pfenos viru hmyzimi VEKIOTY........ccveiiiiiiiiieiieseceee e 15
2. 7. 2 Neperzistetni ZpliSOb PIENOSU VIIU.......eeeiuvrerriiieniiiieiiiiieeieeesieee e 15
2. 8 Pritb€h infeKCe ..........c.ooiuiiiiiiiei s 16
2. 8.1 GENOVA EXPIESE....veerreeuriereeinreesieesriesseessreesneesneesseeaneesneeareesne e e e nneesnnes 16
2. 8. 2 Virové proteiny a jejich VYZNnam...........cocvvviirieiienencienee e 17
2.9 Priznaky napadeni virem $arKy ...............cccocoiiiiiiii 18

2. 10 Detekce a identifikace viru Sarky..............ccoovviiiii 20



2. 10. 1 SYyMPLOMALOIOGIE ..uveveeieeie ettt e 21

2. 10. 2 BIOIOZICKE tESLY ..c.vveuviiiieiiiiiisieeiie e 21

2. 10. 3 Sérologické MEtOAY ......cccveiviiieiiieiiiieiec e 22

2. 10. 4 Molekularné-biologické metody..........cceviriiiiiiiiiciiciece e 23

2. 11 Ochrana proti Viru Sarky..........ccccoooiiiiiiiiii e 25
2. 12 REZISTENCE ...t 26
2. 12. 1 SlechtEni Na TEZISLENCT ...v.vvvvvverecreeesciereeieeee e ses s, 27

2. 12, 2 TTANSHENOZE ......vvie it ettt ettt e et e et e e snbe e e e 28

3 CILE PRACE ......cooooiiiiiiiiiissii st 30
4. MATERIAL A METODIKA .......oovoviiriiiieriisiississsissssssssssssssssssenes 31
4.1 Odbér vzorkii rostlinného materidlu...................ccoooiii 31
4.2 1Z018C8 RNA ..o 31
4.3 Reverzni transKripcee ... 32
4. 4 Polymerazova retézova reakce (PCR) ............ccccoooeiiiiiiiiiiiicn e 33
4.5 Agarozova elektroforéza ... 34

S VYSLEDKY ..ottt sttt 35
B DISKUZE ...ttt reente e esreenne e 36
TZAVER ..ot 38



1 UVOD

vV

chorobdm rostlin. Pfispivaji ke zhorSeni zdravotniho stavu a kondice a negativné
ovlivituji jak vynosy zemédélskych plodin, zeleniny a ovoce, tak kvalitu cilové
hospodaisky vyuzitelné produkce. Ackoliv ve svétovém meéfitku netvoii Skody

zpusobené viry ten nejvyznamnéj$i podil ztrat na zeméd¢€lské produkci, pro urcité

o 24

24

onemocnéni - Sarku peckovin (nestovice peckovin).

Virus Sarky v pfirozenych podminkach infikuje jak komeréni odridy a
podnoze, tak okrasné nebo divoce rostouci rostliny v ramci rodu Prunus. Negativni
vliv choroby se nejvyraznéji projevuje v oblasti prumyslového péstovani peckovitého
ovoce. U nachylnych odriid vyrazné klesa produktivita a ovlivnéna je i jakost plodu.
Nesnadnd je také produkce sadbového materidlu v ovocnych skolkach a to predevS§im
z divodu snadného ptfenosu viru hmyzimi vektory a prostiednictvim vegetativnich
zpisobi mnozeni rostlin. Uvedené skute¢nosti maji velky dopad na péstitele
peckovin. Ekonomické ztraty jsou zptisobeny jak pfimym poskozenim plodl a jejich
nizkym zpenézenim, tak i naklady na eradikaci a provadéni preventivnich opatieni.

K detekci viru Sarky v rostlinném materidlu se nejcastéji vyuziva
sérologickych metod zalozenych na schopnosti protilatek identifikovat patogena.
Nejbéznéjsi takovou metodou je ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) a
jeji modifikace. Rozsifené je také vyuziti molekularné-biologickych metod na bazi
PCR (Polymerase Chain Reaction), které umozni detekci viru na zdkladé namnoZeni
izolované nukleové kyseliny.

Predkladand prace shrnuje poznatky o vlastnostech viru Sarky a fesi
problematiku a rizika pé&stovani peckovin. Praktické ¢ast prace se pak zabyva detekci
viru Sarky, respektive ovéfenim vhodnosti zvolené metody identifikace viru. Nami
vybrané¢ molekularné-biologické metody pracuji s izolovanou RNA a DNA z
napadené rostlinné tkan€. Ziskané nukleové kyseliny pak slouZi k potvrzeni vyskytu

viru v daném rostlinném materialu.



2 LITERARNI PREHLED

2. 1 Taxonomické zaiazeni viru Sarky

Virus Sarky (Plum pox virus, PPV) patii do rodu Potyvirus, ktery spada do
geledi Potyviridae. Celed” Potyvridae je taxonomicky nejvétsi a nejnebezpedndjsi
skupina rostlinnych virt. Zahrnuje celkem sedm rodd virovych patogent: jiz
zminény rod Potyvirus, dale rody Ipomovirus, Malcuravirus, Rymovirus,
Tritimovirus, Brambyvirus a Brymovirus (King et al., 2012). Zastupci Celedi infikuji
celou fadu rostlin jednodéloznych i dvoudéloznych, bylin i dfevin. Vyznamny je
zejména Y-virus bramboru, ktery stejné jako virus Sarky nalezi do rodu Potyvirus

(Polék, 2010).

2. 2 Historie a rozsifeni viru Sarky

Virus Sarky byl poprvé zaznamenan v Bulharsku ptiblizn€ v roce 1917. Odtud
se dale $ifil do dalSich oblasti Evropy. V soucasnosti je jeho vyskyt potvrzen v
Severni Americe (USA, Kanada), zemich Jizni Ameriky (Argentina, Chile) a
n&kterych asijskych statech (Indie, Cina, Pékistan a dal$i) (Hare et al., 2012). Virus
Sarky nebyl dosud prokazan na Novém Z¢landu (EPPO Global Database, 2017). Na
zakladé vyskytu viru a Cetnosti napadeni druhii peckovin Ize rozdélit Evropu do tfi
oblasti. Prvni oblast zahrnuje nejvice zasazené zemé, tedy staty stfedni a vychodni
Evropy, mezi néz patfi i Ceska republika a dale napiiklad Polsko, Bulharsko a
Chorvatsko. Druhou oblasti jsou sttedomotské zemé, Itélie, Recko, Portugalsko, atd.,
na jejichz uzemi byl virus introdukovan pomémé nedavno a lze zde predpokladat
jeho rychlé Sifeni. Tieti oblast spojuje staty severni a zapadni Evropy, i kdyz je
situace v jednotlivych zemich zna¢né rozdilna. Silny vyskyt viru je prokazan v
Némecku, Velké Britanii a Rakousku, v mens$i mife je pfitomen na uzemi Francie a
Belgie, uplné vymycen byl napiiklad v Dansku a Svycarsku (Roy a Smith, 1994).

Prvni zaznamy o vyskytu viru Sarky v Ceské republice pochazi jiz ze 30. let
minulého stoleti. Tehdy byla infekce rozsifena pouze v oblasti stfednich Cech a
sttedni Moravy. Jesté v 60. letech nebyly zaznamenany Zadné ptiznaky onemocnéni
Sarkou v podhorskych a horskych oblastech. V priibéhu dalSich dvaceti let se vSak
virus rozsifil i do vysSich poloh a dnes jej mizeme najit i ve vySkach okolo 800 m.

n.m. (Polék, 2010).



2. 3 Stavba vironu

Castice viru Sarky jsou vlaknité, dlouhé 750 nm a Siroké 13 nm,
pozorovatelné jsou pouze v elektronovém mikroskopu.

Jednotlivé viriony jsou slozeny ze dvou casti. Prvni a hlavni ¢ast virionu
tvofi nukleova kyselina, kterd nese genetickou informaci, nezbytnou pro dalsi
mnozeni viru (Polédk, 2010). Druhou nedilnou soucésti virovych €astic je obalovy

ochranny protein, ktery je schopen své vlastni replikace az v pfihodném prostiedi

hostitelskych bungk (Spak, 2011).

2. 4 Genomicka struktura viru

Genom viru Sarky sestdva z jednoho vldkna RNA s pozitivni polaritou (ss
RNA (+)), které je obklopeno pouze jedinym typem obalového proteinu (King et al.,
2012). Na 5’konec fetézce virové RNA je napojen VPg protein, zodpovédny za
systematickou infekci. 3’konec, nebo také poly A konec, se miize u jednotlivych

virovych ¢astic lisit svou velikosti (Sochor et al., 2012).

Genome PPV PIPO +sSRNA, 9741 bp
6K1 6K2

P1-pro HC-pro NIa-VP
oo o |rev RNINGINEST

Viral polyprotein

Model PPV virion

Genomic RNA

Obr. 1: Struktura genomu a virové ¢astice viru Sarky (Sochor et al., 2012).



2. 5 Kmenova variabilita

Jako kmen oznacujeme soubor izolatd, které jsou svymi spole¢nymi
charakteristickymi vlastnostmi odlisné od jiného souboru izolatl (Glasa, 2010).

Klasifikace a rozliSovani takovych skupin se puvodné provadélo podle
vizualnich symptomu projevujicich se na napadeném hostiteli. Toto stanoveni se
pozdéji ukazalo jako nedostatecné. Pozorované piiznaky infekce se mohly znacné
lisit v zavislosti na podminkach prostiedi, proto nebylo mozné dostatecné prokazat
souvislost mezi biologickymi, sérologickymi a molekularnimi vlastnostmi izolatt
(Glasa a Candresse, 2008).

V soucasné dobé se k pfesnému urceni variant viru Sarky pouzivaji
sérologické a molekularni metody. Velké mnoZstvi informaci je mozné ziskat z
castecné nebo uplné sekvenace genomu.

Doposud bylo u viru Sarky rozliseno deset variant. D¢li se do dvou skupin.
Majoritni kmeny PPV-M, PPV-D, PPV-Rec a minoritni kmeny, které jsou
hostitelsky ¢i geograficky limitované. Mezi né patii kmeny PPV-Am, PPV-EA,
PPV-W, PPV-T, PPV-C, PPV-CR a PPV-Tat izolaty. Jednotlivé kmeny se od sebe
1i$1 molekularnimi, sérologickymi a biologickymi vlastnostmi .

Na uzemi CR jsou peckoviny infikovany pievazné typem PPV-D. Na jizni
Moravé se ojedinéle vyskytuji kmeny PPV-M a PPV-Rec. Doposud zde nebyla
prokazana ptitomnost kmentt PPV-C, PPV-Ea ani PPV-W (Glasa, 2010).

2.5. 1 PPV-M (Marcus)

Kmen PPV-M byl poprvé identifikovan v Recku na broskvoni. V soudasné
dobé se vyskytuje témeft na celém uzemi Evropy, zejména v jiZzni a vychodni ¢asti. V
Americe a Ciné zatim zaznamenan nebyl (Glasa, 2010).

V Evropskych podminkach je velmi efektivné a rychle pfenaSen msSicemi.
Napada predevSim broskvoné, méne Casto byl zjiS§tén na merunkdch ¢i Svestkach
(Candresse a Cambra, 2006).

V ramci kmene PPV-M je mozné jesté rozlisit dvé podskupiny. Odlisné

vlastnosti obou izolatd zavisi na jejich geografickém ptuvodu (Garcia et al., 2014).

2. 5. 2 PPV-Am (Ancestor Marcus)
Jediny izolat kmene PPV-Am pochazi z vychodni Albanie, kde byl nalezen
na Svestce (Prunus domestica). Na jeho 3' konci genomu chybi sekvence

adeninovych nukleotidl, zvané poly A konec (poly A tail). Nejvice se podoba kmeni
10



PPV-T, jistou podobnost vSak vykazuje i s kmeny PPV-C a PPV-W. Na zdkladé své
genomové struktury je PPV-Am povazovan za mozného "ptedchiidce" kmene PPV-

M (Delano et al., 2013).

2. 5. 3 PPV-D (Dideron)

PPV-D je celosvétove nejrozsifenéjSim kmenem. Nejprve byla zaznamenéana
jeho ptitomnost v Evrop¢ (poprvé byl izolovan ve Francii), odtud se rozsitil do Asie i
Severni a Jizni Ameriky (Glasa a Candresse, 2008).

Vyskytuje se u vétsiny druht rodu Prunus, na rozdil od typu PPV-M se vsak
relativné mélo vyskytuje na broskvonich. Viibec nenapada tée$né ani viiné (UKZUZ,
2011). Virovy kmen PPV-D se také podstatné hufe §ifi msSicemi nez PPV-M
(Candresse a Cambra, 2006).

2. 5. 4 PPV-Rec (Recombinant)

PPV-Rec je prvni zndmou rekombinaci mezi kmeny viru Sarky. Jednd se o
kombinaci mezi typy PPV-D a PPV-M. 5konec genomu je S kmeny PPV-D a PPV-
M shodny, nova varianta je nasledkem zmény v oblasti 3’konce (James a Glasa,
2006). Vétsina genomu izolatu PPV-Rec je totozna s PPV-D. V oblasti za
rekombinan¢im genem dochézi ke zméné homologie, coz znamend, ze gen pro CP
(plastovy protein) uz je typu PPV-M. Proto jsou kmeny M a Rec od sebe sérologicky
nerozliSitelné a dive byly povaZzovéany za jednu kmenovou variantu. (Polék, 2010).

Za oblast vzniku varianty PPV-Rec je povazovan Balkan, prvni
rekombinantni kmen byl izolovan v Srbsku (Garcia et al., 2014). Odtud se
pravdépodobné rozsifil do dalSich evropskych zemi. Dnes je hojn& zastoupen
zejména ve statech stfedni a vychodni Evropy (Glasa a Candresse, 2008), nalezen byl
vSak 1 v mimoevropskych zemich.

Obdobné jako PPV-D se typ Rec pfili§ Casto nevyskytuje na broskvonich.
Efektivita pfenosu Rec mSicemi mezi broskvonémi je velmi nizka (Candresse a
Cambra, 2006). Vyssi frekvence napadeni kmenem PPV-Rec byla zaznamenana u
merunék a slivoni, kde jiz lze pfenos mSicemi oznalit za efektivni (Glasa a

Candresse, 2008).

2. 5.5 PPV-EA (ElI Amar)
Kmen PPV-EA byl poprvé izolovan z tkdné merunék pochazejicich z

egyptského regionu El Almar. Poté byl objeven i v dalSich oblastech Egypta na
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broskvonich. Jeho vyskyt mimo Egypt zatim nebyl zaznamenéan (Glasa a Candresse,
2008).

2. 5.6 PPV-W (Winona)

PPV-W, nejprve oznacen jako PPV-W3174, byl izolovan ze stromu slivoné v
Kanadé. Pozdéji byl zaznamenan na Litvé, na Ukrajiné a v Rusku.

Variabilita uvnitt kmene PPV-W je mnohem vysSi nez u ostatnich kment.
Tento fakt byl potvrzen analyzou celkového genomu i jeho ¢ésti (Garcia et al., 2014).
Naptiklad PPV-W izolat, oznacen 3147, je uz sdm o sob¢ rekombinaci kmene W a
navic vykazuje dal$i moznou kombinaci s kmeny M, D a Rec.

W typ vykazuje pouze nepatrné, mirné piiznaky na listech, na plodech se
hostitelsky okruh. Byl identifikovan na slivonich, trnkach, slivoni tfeSfiové a slivoni

plstnaté (Delano et al., 2013).

2.5. 7 PPV-T (Turkey)

PPV-T je dalSim rekombinantnim kmenem viru Sarky. U izolatu Abricotier
Turquie (Ab - Tk) probéhly rekombinaéni zmény na 5’konci genomu. Izolat je
popisovan jako "mozaikovy rekombinat", ¢ast genomu ma shodnou s M kmenem a
zaroven tvoii jakysi mezistupent mezi M a Rec kmenem.

Vsem rekombinatiim uvnitf izolatu PPV-T je spolecnd zména v oblasti genu
pro protein HC-Pro (viz kap. 2. 7). Na zaklad¢ této skute¢nosti byl PPV-T ustanoven
jako samostatny kmen.

PPV-T byl zaznamenan pouze v Turecku, infikuje broskve, meruiky a
slivoné. Jeho vyskyt na tomto tzemi lze vyvodit z pfitomnosti kmenii D a M, které se

v oblasti Turecka vyskytovaly jiz diive (Delano et al., 2013).

2. 5. 8 PPV-C (Cherry)

Prvni izolaty PPV-C pochazely z visné z Moldavie a tfesné ptaci z Italie,
ackoliv byly tyto druhy rodu Prunus povazovany za rezistentni. Izolaty z obou druhti
se mezi sebou jen nepatrné lisi ve slozeni koédujiciho polyproteinu a obalového
proteinu (Delano et al., 2013). Typ C byl zaznamenan kromé¢ Italie a Moldavie také v
Mad’arsku, Chorvatsku a Bélorusku (Garcia et al., 2014).

12



PPV-C je jedinym kmenem viru Sarky, ktery systematicky napada tfeSn¢ a

mahalebku. V experimentalnich podminkach mitize také infikovat dalsi zastupce rodu

w N

2. 5.9 PPV-CR (Cherry Russian)

PPV-CR je nejnovéji rozpoznanym kmenem. Byl objeven na viSnich méstské
okrasné¢ vysadby v Moskvé (Chirkov et al., 2013). Dalsi izolaty pochdzely i z
navzajem velmi vzdalenych lokalit, ptedpoklada se tedy, ze kmen PPV-CR je hojné
rozsifen v celé evropské Casti Ruska (Delano et al., 2013).

V ramci rodu Prunus napada PPV-CR pouze visné. Typ CR je ve stavbé
genomu velmi podobny kmenu PPV-C. Pfi srovnani CR a C izolath bylo objeveno
nékolik desitek shodnych sekvenci aminokyselin, které jsou sdileny ve vsSech jejich
proteinech (vyjma 6K1). Nejvétsi zastoupeni téchto sekvenci bylo objeveno u
virovych proteini P1, Nla a CP (kap. 2. 8). Pravé tyto proteiny se specialni sekvenci
aminokyselin jsou s nejvétsi pravdépodobnosti zodpovédné za zizeny hostitelsky
ramec obou kment.

Od kmene PPV-C se PPV-CR lisi ve sloZzeni kodujciho polyproteinu. Tato
zména je nasledkem absence jednoho tripletu v koncové Casti genu pro NIb.
Chybéjici ¢ast genu zplsobi zménu ve stavbé aminokyselin a tim ovlivni 1 vysledny
polyprotein.

Typ CR se projevuje podobnymi symptomy jako ostatni kmeny viru Sarky,
tedy vyblednutim okolo Zzilnatiny listu, svétlymi skvrnami prstencovitého tvaru a
nékdy také pokroucenim listu (Glasa et al., 2013). Na rozdil od varianty PPV-C vsak
nebyly na rostlinach napadenych kmenem PPV-CR zpozorovany zadné ptiznaky na
plodech (Chirkov et al., 2013).

2. 5. 10 PPV-Tat izolaty

Jako PPV-Tat izolaty byla nazvana skupina navzajem si podobnych izolati,
pochézejici z vychodni ¢asti Ruska, z federalni republiky Tatarstan. Tat izolaty byly
ziskany z listl viSné€ s béZnymi pifiznaky napadeni virem Sarky, tedy s chlorotickymi
prstencovitymi skvrnami. Pivodné byly Tat izolaty povazovany za jeden z kmenli
PPV-C a PPV-CR, nebot pouze tyto dva kmeny jsou schopné infikovat viSné.
Nicméné detekce metodou RT-PCR se specifickymi primery pro typy C a CR
selhala.
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Novy kmen byl identifikovan az za opétovného pouziti metody RT-PCR
ovSem s primery pro PPV-D a imunologické metody TAS-ELISA s vyuzitim
monoklonalni protilatky AC, ktera je specifickd pro typ PPV-C. Z téchto fakti
vyplyva, ze kmen PPV-Tat je velmi divergentni skupinou. Vykazuje podobnost hned
s nekolika kmeny viru Sarky. Napfiklad jiz zminénd schopnost napadat pouze visné
spociva v uspofadani 3' konce genomu a je spole¢na s variantami C a CR. Analyza
genomu v ¢asti pro NIb a CP odhalila vysokou podobnost také s kmeny PPV-D,
PPV-EA a PPV-Rec, nicméné mira podobnosti se zminénymi kmeny se U
jednotlivych izolati PPV-Tat izolaty znacné liSila. Na zakladé vysoké specifi¢nosti
izolatl je mozné o kazdém z nich uvazovat jako o potencionalnim zakladateli nové

kmenové linie v ramci viru Sarky (Chirkov et al., 2017).

2. 6 Hostitelské spektrum viru Sarky

Virus Sarky napadd vétSinu zastupct rodu Prunus a zptsobuje znaéné
ekonomické ztraty u kulturnich druhd peckovin, zejména merunék (Prunus
armeniaca), broskvoni (P. persica) a slivoni (P. domestica, P. insititia). Vazné skody
muze také zptuisobovat u visni (P. cerasus), tfesni (P. avium) a mandloni (P. dulcis).
Visné a tfeSné jsou viaci viru Sarky vysoce rezistentni. Infekce Casto probiha
bezptiznakové, zejména pii napadeni kmenem PPV-D (Hare et al., 2012). V Ceské
republice dosud nebyl prok4zéan ptirozeny vyskyt Sarky ve viStiovych ani tfeSinovych
sadech, ptitomnost viru nebyla zaznamenana ani u tfe$ni a vi$ni plané rostoucich.

Virem Sarky jsou ohrozeny také okrasné a plané¢ rostouci druhy rodu Prunus.
Z okrasnych je to naptiklad visen plstnata (P. tomentosa), mandlon trojlalo¢na (P.
triloba), slivon vrbova (japonska $vestka) (P. salicina), tiesen japonska (P. japonica)
merunka japonska (P. mume) a slivon zlaznata (P. glandulosa). Z plan¢ rostoucich
druhti 1ze jmenovat slivon myrobalan (P.cerasifera) a trnku obecnou (P. spinosa)
(Polak, 2010).

Za ptirozené hostitele viru Sarky jsou také povaZovany dieviny jinych celedi.
Mezi n¢ patii jetab oskeruse (Sorbus domestica), ptaci zob obecny (Ligustrum
vulgare) a brslen evropsky (Euonymus europaea) (Damsteegt et al., 2007). Podle
Baumgartnerové (1977) byly typické ptiznaky choroby pozorovdny i na listech a
pupenech ofesaku (Juglans regia), nicméné otfesak nebyl jako pfirozeny hostitel viru

Sarky potvrzen (Polak, 2006).
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Virus Sarky byl experimentalné¢ pienesen na dalSi kulturni nebo plevelné
rostliny. Takto infikované rostliny jsou pouze experimentalnimi hostiteli, nemaji tedy
hostitelsky okruh Citd vice nez devét Celedi. Jako piiklad lze uvést merlikovité -
Chenopodiaceae (Chenopodium album, Ch. foetidum), lilkovit¢é - Solanaceae
(Nicotiana tabacum, Solanum nigrum), hvézdnicovité - Asteraceae (Senecio
vulgaris), vikvovité - Viciaceae (Lupinus albus, Pisum sativum, Trifolium pratense) a

brukvovité - Brassicaceae (Capsella bursa-pastoris) (Polak, 2010).

2. 7 Prenos viru Sarky

Sifeni viru Sarky $vestky na dlouhé vzdalenosti a novéa tizemi, ve kterych
doposud nebyl identifikovdn, je zprostfedkovano piedev§im obchodem s
infikovanym rostlinnym materidlem. Jedna se zejména o Skolkaiské vypéstky.
Dalsim moznym zptisobem introdukce viru do oblasti prostych ndkazy je
prostfednictvim roubli a materidlem k vegetativhimu mnozeni, ktery byl odebran z

infikovanych rostlin (Glasa a Candresse, 2008).

2. 7.1 Prenos viru hmyzimi vektory

Nejrychleji a nejefektivnéji je virus Sarky Sifen pomoci hmyzich vektort,
mezi n€z patii zejména msice. V soucasnosti je zndmo vice nez dvacet druhti msic,
které¢ se na pifenosu viru Sarky podili. NejvyznamnéjSimi pienaSe¢i jsou msSice
broskvoniova (Myzus persicae), msice chmelova (Phorodon humuli) a msSice
sttemchova (Rhopalosiphum padi) (Glasa a Candresse, 2008). MSice pienasi virus
jen na kratké vzdalenosti. Nejcastéji se jedna o transport viru mezi jednotlivymi
stromy v ovocnych sadech. Z takového "rezervoaru" je virus dale rozSifovan do
blizkého okoli. Na stiletu mSice je virus aktivni pouze n€kolik minut ¢i hodin (Brault
et al., 2010). Efektivita pfenosu viru mSicemi z&visi na Cetnosti populace a obdobi
vyskytu vektorti, na druhu hostitele a rostlinném organu, ze kterého mSice virus ziska
a v neposledni fad¢ také na moznych zménach a mutacich genomu viru (Lowery et

al., 2015).

2. 7. 2 Neperzistetni zpiisob pienosu viru
Pod pojmem neperzistetni pfenos viru rozumime takovy zptsob transportu

virovych ¢astic, pfi kterém dochazi pouze k minimalnimu kontaktu vektoru jak s

15



infikovanou rostlinnou tkéni, tak se samotnym virem. Virus navic v téle vektora
nepietrvava, je pritomen pouze na ¢asti jeho ustniho ustroji. V pfipad€ ptenosu viru
Sarky neziistava vektor po uvolnéni ¢i predani viru novému hostiteli nadale infek¢ni
(Brault et al., 2010).

V ramci neperzistetniho pienosu viru je mozno rozlisit dva rozdilné zptisoby
interakce mezi vektorem a pfijimanym virem. Prvnim zptsobem je tzv. "capsid
strategy", pfi niz virus interaguje s vektorem pouze prostfednictvim svého obalového
proteinu. Pii druhém zptsobu, ktery se uplatituje pravé pii pfenosu viru Sarky a je
oznacovan jako "helper strategy"”, probihd interakce mezi vektorem a virem pfies
prostfednika. Tim je virovy nestrukturni protein HC-Pro ("helper component -
proteinasa") (Brault et al., 2010). Soucasti HC-Pro jsou aminokyselinové struktury,
které vzajemnym plsobenim a pisobenim na podobné struktury obalového proteinu
viru ovliviuji stilet (resp. domnély receptor stiletu) po jeho kontaktu s virovymi
¢asticemi. Mezi vektorem a virem se vytvofi jakysi molekularni most, sepjeti, které

viru zajisti pfenos k novému hostiteli (Subr a Glasa, 2013).

2. 8 Prubéh infekce

Pii priniku do buné€k hostitelské rostliny musi viry piekonat jeji obranné
mechanismy, napfiklad voskovou kutikulu nebo bunéénou sténu. V piipadé viru
Sarky je prinik témito bariérami zajistén msSicemi, jejichz stilet implantuje virus
pfimo do bunék rostliny.

Pocatkem infek¢éniho cyklu rozumime okamzik, kdy virus prostoupil
bunécnou sténou a je ptitomen uvniti hostitelské bunky. Zde dochdzi k uvolnéni
nukleové kyseliny z obalovych struktur viru. Poté nasleduje translace a replikace
virového genomu. Produkty translace a replikace, tedy proteiny a nukleové kyseliny,
jsou pak shromazdény, usporadany a opét obaleny plastovym proteinem. Takto
vytvotené kompletni viriony opousti pivodni buiiku prostfednictvim plasmodesmat.

Uvolnéné virové Castice mohou infikovat dalsi bunky (Hull, 2009).

2. 8.1 Genova exprese
Virus sarky patii do skupiny vird s jednofetézcovou RNA s pozitivni
polaritou. Po uvolnéni RNA z virového obalu do cytoplazmy hostitelské bunky

nedochazi k transkripci (ptepisu informaci do mRNA) jako u ostatnich virovych tfid.
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RNA viru Sarky slouzi pfimo jako matrice pro translaci, tedy syntézu virovych
proteind (Hull, 2009).

Genomickda RNA viru Sarky koduje dva hlavni polyproteiny. Dlouhy
"otevieny Cteci ramec" (open reading frame, ORF) a druhy, pomérn¢ kratsi "otevieny
¢teci ramec". Kratky ORF vznika "skluzem" (slippage) RNA polymerazy na
dlouhém ORF piesné v oblasti sekvence kodujici budouci P3 protein. Na pocatku
translace jsou zminéné dva polyproteiny proteolyticky rozstépeny tfemi virovymi
proteinazami na finalni produkty. Témi je 11 dil¢ich proteint P1, HCPro, P3N-PIPO,
P3, 6K1, CI, 6K2, VPg, Nlapro, NIb a obalovy protein CP (Cui a Wang, 2016).

Replikace nukleové kyseliny viru Sarky, stejn€ jako ostatnich ssSRNA (+) vird,
je soustfedéna v takzvanych replikacnich komplexech. Virovy replika¢ni komplex
(VRC) je tvoten jak virem tak rostlinou. Uéastni se ho virové proteiny ale predevsim
membranové struktury hostitelské bunky.

Klicovym enzymem, ktery katalyzuje cely proces replikace RNA je RNA-
dependentni RNA polymeaza NIb (Garcia et al., 2014). Jeji zakladni funkce spociva
v syntéze nového vldkna RNA podle templatu. Templatem pro replikaci je v ptipadé
viru Sarky pavodni virova ssRNA (+), ke které NIb polymeraza syntetizuje
komplementarni vlakno RNA s negativni polaritou. Podle néj je pak tvofena nova
sSRNA (+). Pro replikaci je podstatna i ptitomnost enzymu helikazy, ktery
pfemistuje komplementarni vldkna pifi zdvojovani RNA a odstrafiuje replikaci

vzniklé sekundarni struktury z templatt nukleovych kyselin (Hull, 2009).

2. 8.2 Virové proteiny a jejich vyznam

VySe jmenované virové proteiny maji zodpovédnost za cely infekéni cyklus
virionu. Jejich dtlezitost 1ze demonstrovat na n¢kolika ptikladech. Hlavni vyznam
pro samotnou replikaci viru maji proteiny Vpg, Cl, Nla-Pro a NIb, které se ve spojeni
s proteinem 6K2 podileji na tvorbé zminéného virového replikaéniho komplexu.
Proteinaza P1 ovliviiuje ribozomy napadené buriky a tim zajisti translaci virovych
proteinil pfimo uvniti hostitele (Cui a Wang, 2016). Protein CI plisobi zmény tvaru
plasmodesmat a umozni prostupovani viru mezi bunkami. P3-PIPO spolupracuje s
ClI proteinem. Usmérniuje jeho plsobeni v membranovych strukturach a podili se
tedy jak na tvarovych zménach plasmodesmat, tak na Sifeni viru v infikovanych

bunikach (Taiyun et al., 2010). Dalsi proteindza Nlapro zase zajiStuje zachovani
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virového polyproteinu v cytoplazmé infikovanych bun¢k a miize se podilet na

degradaci nespecifické hostitelské DNA (Sochor et al., 2012).

2.9 Priznaky napadeni virem Sarky

Typické symptomy napadeni virem Sarky se nejCastéji objevuji na listech
hostitele, nicméné¢ mohou byt pfitomny i na kvétech, plodech, peckéach, mladych
vyhoncich ¢i kiife stroml. V pocateénim stadiu infekce se vyskytuji pouze na
nékterych ¢astech rostlin, postupem ¢asu se vSak dale Sifi.

Na listech je mozno pozorovat chlorotické prstencovité skvrny, svétlé drobné
teCky nebo mozaikovité kresby. Listy merun¢k ¢asto vybledavaji v okoli Zilnatiny.
Zejména u broskvoni se siln€j$i napadeni také projevuje riznymi deformacemi a
pokroucenim listil (Glasa a Candresse,2008). Blednuti listii a tvorba chlorotickych
skvrn je ovlivnéna interakci mezi virem a hostitelem. Virové proteiny HC-Pro a P1,
které za tento vztah zodpovidaji, interaguji také s proteiny chloroplastii hostitelské
rostliny. Dochézi tak ke zméné koncentrace chlorofylu a nasledné chlorotizaci listt

(obr. 2) (Nagyova et al., 2012).

0 iﬁhm (RRV/000)BIhttps://gdleppolint

Obr. 2: Chlorotické a nekrotické skvrny na listech slivong.

Zdroj: EPPO Global database, 2017.
Pro kvéty broskvoni je charakteristickd zména zbarveni, kterd spociva v

tmave riZzovém podélném pruhovani okvétnich listki. Tento jev je oznacovan jako

"color-breaking™ (obr. 3).
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Il et (PP - iEpeeliscppalit
Obr. 3: Jev "color breaking" na kvétech broskvoné.

Zdroj: EPPO Global database, 2017.

Povrch ploda nachylnéjsich odrad slivoni je Casto zvrasnény s kruhovitymi
propadlinami (obr. 4). Duznina ovoce je v okoli pecky zarudla az zahnédla.
Tolerantni odridy obvykle pfiznaky na plodech nevykazuji. Na merunkach se také
objevuji svétlejsi okrouhlé doliky, dale jsou pro né typické svétle zluté prstencovité

skvrny s tmavs§im stfedem na peckach (obr. 5).

Plum pox virus (PPV000) - hitps://gd.eppo.int

Obr. 4: Poskozeni povrchu plodu slivoné.

Zdroj: EPPO Global database, 2017.

Pro méné odolné odridy meruné¢k a slivoni je pfiznacné opaddvani nezralého
ovoce. Povrchova struktura broskvi se vétSinou nijak tvarové neméni, ptitomny jsou
pouze opét svétlé prstencovité skvrny ¢i bledé difuzni pruhy. Obecné jsou ptiznaky
onemocnéni Sarkou u broskvoni mnohem méné napadné a viditelné nez u slivoni

nebo merunck. Plody tfeSni mohou byt lehce deformované s chlorotickymi ¢i
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nekrotickymi prstencovitymi skvrnami, nékdy jsou také pritomny hlubsi podlouhlé
propadliny pfipominajici zatezy (Glasa a Candresse, 2008). Ovoce z napadenych
stromi je obecn¢ mensi a jeho gumovitd duznina obsahuje vyssi podil organickych
kyselin a méné€ cukru, zejména sachar6zy. Takové plody jsou pak nevhodné pro

konzumaci nebo dalsi primyslové zpracovani.

//gdfeppolint}

Obr. 5: Prstencovité skvrny na pecce meruiiky.

Zdroj: EPPO Global database, 2017.

Infekce virem Sarky muze probihat i bez viditelnych ptiznakli napadeni.
Intenzita projevu a pfitomnost symptoml zavisi na konkrétnim kmenu viru Sarky,
tedy ptivodci infekce, odolnosti napadeného druhu rostliny nebo jeho odrudy a také
na zdravotnim stavu a stafi hostitele. Dal§imi faktory, které miru vyskytu pfiznaka
ovliviiuji, jsou bezpochyby podminky prostiedi, tedy lokalita, teplota a ro¢ni obdobi
(Hare et al., 2012).

2. 10 Detekce a identifikace viru Sarky

Metody detekce rostlinnych virll slouzi predev§im k potvrzeni piitomnosti,

identifikaci a klasifikaci konkrétniho patogenniho organismu v hostiteli a ke

vvvvvv

odlisnych morfologickych, sérologickych, molekularnich a patogennich vlastnostech

vird. Pro primarni diagnostiku viru je obvykle zapottebi uziti vice metod, zatimco pfi
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rutinnim testovani se zpravidla pouZzivd jedna ovéfena metoda. Kombinace vice
metod se také vyuziva pro zjistovani konkrétnich vlastnosti daného viru.

V piipad¢ viru Sarky nachézeji diagnostické metody praktické vyuziti v
ovéfovani nezavadnosti sadbového materidlu urceného k prodeji, selekénich
programech pro produkci rezistentnich odriid a monitoringu Sifeni viru na dosud
nezasazend uzemi (Glasa a Candresse, 2008). Kli¢ovym bodem pro detekci viru
Sarky je volba spravné metody. Nejprve je nutné zvolit postup, kterym budou
vytyCené cile analyzy naplnény co nejlépe, a dale je potieba zvazit rtizné limitujici
faktory detekce viru Sarky (Sochor et al., 2012). Jednim z nich je napiiklad
nepravidelné rozsifeni a premistovani viru v napadené rostliné v zavislosti na jeji
rastové fazi nebo nizky titr viru mimo obdobi aktivniho ristu (Lopez-Moya et al.,
2000). Mezi zékladni metody detekce viru Sarky patii biologické testy a sérologické
a molekularné-biologické metody (Garcia et al., 2014). Virus Sarky lze také

identifikovat na zakladé jeho typickych symptomi (Spak, 2011).

2. 10. 1 Symptomatologie

Symptomatologie slouzi k urovani napadenych rostlin dle typickych
pfiznakll infekce. VyuZiva se predevSim k negativni selekci virdznich rostlin.
Symptomy viru Sarky jsou vyjmenovany v kapitole 2. 9.

Vyhoda této metody spocivd v nizkych nakladech a rychlosti provedeni.
Neumoznuje vSak jednoznacné stanovit pivodce choroby. Neni tudiz ani mozné urcit
konkrétni kmen viru Sarky. Dal$i problém spo¢ivda v odhaleni latentni
(bezptiznakové) infekce, kterd je v piipad¢ napadeni virem Sarky pomérné casta.
Symptomatologie je navic zna¢né¢ subjektivni a vyzaduje dlouholeté zkusSenosti

(Spak, 2011).

2. 10. 2 Biologické testy

Podstata biologickych testli spociva v pienosu viru na tzv. indikatorové
(diferencni) hostitelské rostliny, které se vyznacuji svou citlivou reakei (tvorbou
symptomu) na virovou infekci. Transmise viru se uskuteciiuje prostfednictvim
o¢kovani (mechanické inokulace), roubovani nebo pfenosem vektory (Spak, 2011).

Soubor diferen¢nich rostlin, vhodnych pro biologické testy, miZzeme rozdélit
na skupinu bylinnych a dfevitych hostiteld. Rostliny prvni skupiny jsou vyuzivany k
pfenosu vir mechanickym ockovanim nebo vektory. Jejich vhodnost pro pokusné

ucely spociva v jednoduchosti pestovani (obvykle ve skleniku), vysoké vnimavosti k
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probihajici infekcei a v rychlosti poskytovani jasné viditelnych a vyraznych piiznaki
onemocnéni. Umoziuji také rychlé mnozeni viru a tim odbér vzorkll s vysokym
titrem pro naslednou purifikaci. Diky své vysoké citlivosti mohou také odhalit
latentni infekce. Mezi bylinné indikatory patii merlik smradlavy (Chenopodium
foetidum) a lilik mochynovity (Nicandra physalodes), u nichz se infekce projevuje
pouze lokalnimi 1ézemi, zatimco u nékterych druhti tabaku, naptiklad u Nicotiana
acuminata, N. benthamiana a N. clevelandii pak disponuje piiznaky choroby cela
rostlina.

Dfievitymi experimentalnimi hostiteli jsou druhy nebo odridy rodu Prunus
citlivé k napadeni virem Sarky. Slouzi jako podnoze, na nez je virus prenasen
roubovanim (Hare et al, 2012). Nej¢astéji vyuzivana podnoz je kultivar broskve GF
305 (Prunus persica, cv. GF 305) a okrasna viSen plstnata (P. tomentosa). P.
tomentosa je pro biologické testovani vhodnéjsi. Projevy nakazy nastupuji mnohem
rychleji nez u podnoze GF 305 a navic je dle pfitomnych symptom mozné rozlisit,
zda byla P. tomentosa infikovana kmenem PPV-D nebo PPV-M (Damsteegt et al.,
1997).

K detekci viru Sarky pomoci roubovéani se ovSem vyuzivaji i dals$i zastupci
rodu Prunus, naptiklad P. japonica, P. maritima, P. siberica (Sochor et al., 2012)
nebo hybridni podnoz P. persica x P. davidiana (Garcia et al., 2014). Nevyhodou
pfenosu viru na dievité indikatory je bezesporu vyssi ndkladnost nez u indikatort
bylinnych, a také dels§i casové obdobi potiebné k projevu ptiznakl infekce (Hare et
al., 2012).

Indikatorové rostliny mohou byt vyuzity jako rezervoary viru pro dalsi
pokusy. Ve srovnani s dal§imi detek¢nimi metodami se vSak jevi méné vyhodné,
zejména kvili pracnosti, dlouhodobosti, vysokym narokiim na prostory a pomérné

nizké spolehlivosti (Subr a Glasa, 2013).

2. 10. 3 Sérologické metody

Nejvyuzivangj$i sérologickou metodou detekce viru Sarky je enzymova
imunosorb¢ni analyza - ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Jeji
nejvetsi prednosti je moznost jak kvalitativniho, tak kvantitativniho stanoveni viru,
rychlost, jednoduchost a prace s malymi objemy reakénich ¢inidel. Podstatou ELISA
metody je vyuziti specifickych protilatek (IgG), proteind, syntetizovanych v

organismu zvifete jako odpovéd’ na pfitomnost antigenu. Specifita protilatek spociva
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v jejich schopnosti na sebe véazat antigen, ktery vyvolal jejich tvorbu. Spojeni
antigen-protilatka se oznacuje jako imunokomplex. Detekce imunokomplexu je
zajisténa enzymem vazanym na volné protilatce shodné s protilatkou
imunokomplexu. Pro potifeby ELISA testu se vyuzivaji dva typy protilatek, které se
lis$i svou vazbou na epitopy antigenu. Polyklondalni protilatky mohou rozpoznat
epitopti vice, zatimco monoklonalni protilatky rozeznaji pouze jeden. Zarucuji tak
vetsi specificnost a v diisledku toho 1 citlivost celého testu (Crowther, 2001).

V soucasné dob¢ je znamo mnoho modifikaci ELISA testu. V praxi se pro
detekci viru Sarky nejbéznéji pouzivaji varianty DAS-ELISA, DASI-ELISA a TAS-
ELISA. (Sochor et al., 2012).

Pro detekci jakéhokoli izolatu viru Sarky se nejCastéji vyuzivd univerzalni
monoklonalni protilatka 5B-IVIA. K rozliSeni jednotlivych virovych kment se pak
pouzivaji protilatky specifické. Pro kmen PPV-D je to napiiklad protilatka 4D, typ
PPV-M muze byt rozpoznan protilatkou AL. Uvedené principy ELISA testu mohou
pro identifikaci viru vyuzit jak polyklonalni, tak monoklonalni protilatky.
Polyklonalni protilatky se vSak Castéji vyuzivaji v metodé DAS-ELISA. V soucasné
dob¢ jsou protilatky bézné dostupné v komercnich kitech (Normes OEPP EPPO
Standards, 2004).

2. 10. 4 Molekularné-biologické metody

Nejbéznéjsi molekularné-biologickou metodou je polymerazova ftetézova
reakce - PCR (Polymerase Chain Reaction). V soucasné dobé se k detekci
patogennich organisml vyuZiva i fada jejich modifikaci. Nékteré z nich budou
uvedeny nize.

Podstatou PCR je enzymaticka amplifikace zvolen¢ho useku DNA. Vybrany
segment nukleové kyseliny je ohranicen specifickymi primery a nasledné¢ pomoci
termostabilni DNA-polymerazy namnozen do mnoha kopii.

Piimé detekce RNA viri, tedy i viru Sarky, neni pomoci PCR mozna. Cést
izolované RNA musi byt nejprve za pomoci specifickych primerli a enzymu reverzni
transkriptazy pfevedena na cDNA (complementary DNA). Teprve az ziskand cDNA
muze slouzit jako templat pro PCR. Tento postup je oznacovan jako RT-PCR
(Reverse transcription polymerase chain reaction) (Hull, 2009).

Hlavnim problémem, ktery zapti¢ifiuje negativni vysledky a Spatny pribéh

RT-PCR je kontaminace izolované RNA. Pletiva dfevitych rostlin maji vétsi obsah
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polysacharidi a fenolickych slozek. Pfi homogenizaci vzorku tvofi tyto latky vazby s
proteiny i nukleovymi kyselinami. Pfitomnosti takovych inhibitord je ovlivnéna
aktivita reverzni transkritptdzy i spolehlivost reakce. Z tohoto divodu je Castéji
vyuzivana One-Step-RT-PCR, coz je v podstaté rychlejsi a presnéjsi modifikace RT-
PCR. Dalsi moznou variantou RT-PCR je Two-Step-RT-PCR. V prvnim kroku
reakce se vytvoii cDNA, druhy krok jiz zahrnuje amplifikaci cilenych usekt
nukleové kyseliny (JiroSova et al., 2008).

Jednou z vysoce citlivych modifikaci PCR je také metoda IC-PCR
(Immunocapture PCR), ktera podobné jako ELISA test, vyuziva k detekci virovych
¢astic specifické protilatky. S vyhodou se pouziva u vodnych roztokl nebo jinych
biologickych materiali s nizkou koncentraci viru. Pro diagnostiku RNA virt je do
sledu reakci zafazena reverzni transkripce. Takto pozménéna metoda se potom
oznacuje IC-RT-PCR (Burns, 2010). Metodami RT-PCR a IC-RT-PCR muze byt
pomoci primert P1 a P2 detekovan libovolny izolat viru Sarky. K identifikaci
jednotlivych kmeni se pak pouziji primery specifické pro konkrétni kmen, naptiklad
PD pro PPV-D a PM pro PPV-M (Normes OEPP EPPO Standards, 2004).

Dalsi upravenou PCR metodou, vyuZzivanou k detekci viru sarky, je Co-PCR
(Co-operational amplification). Co-PCR se od ostatnich PCR modifikaci 1isi
pouzitim Ctyf specifickych primerti, které pii umisténi na templat tvoii vnéjsi a
vnitini "primerovy" par. Jejich soubéZnou Cinnosti tak pfi reverzni transkripci
vznikaji dvé rozdilné cDNA. V pocatecni fazi amplifikace jsou pak koordinovanym
pusobenim primerd generovany ¢tyii amplikony rozdilné délky. V nasledujicich
krocich se za spoluprace amplikonil (které mohou slouzit také jako primery) vytvori
findlni nejdelsi produkt. Vyhoda Co-PCR spociva zejména v jednoduchosti a
rychlosti. Tim, Ze probihad pouze jedna reakce v jediném kroku, se znaéné sniZuje
riziko mozné kontaminace a jsou eliminovany ztraty na vytéZnosti konecného
produktu (Olmos et al., 2002).

Metody detekce zalozené na PCR jsou obecné vice vyuzivané nez ELISA
testy, kvili vét§i presnosti, rychlosti a specifité. Casto se viak pro presnost a ovéieni
spravnosti vysledkli pouziva kombinace metod molekuldrnich a sérologickych (Hare
etal., 2012).

Nejnovéjsi molekularné biologickou amplifikacni metodou je LAMP (Loop-
mediated isotermal amplification). Detekce viru Sarky pomoci LAMP zahrnuje krok

reverzni transkripce. Tento postup je pak mozno piesnéji oznacit jako RT-LAMP.
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Oproti klasické PCR metodé vyuziva LAMP ¢tyfi specifické primery a probiha za
konstantni teploty. Typickymi vlastnostmi LAMP metody je rychlost, jednoduchost,
mensi néakladnost (neni nutné vyuziti specidlnich reagens ani vybaveni) a také

mnohem vétsi citlivost a efektivita (Notomi et al., 2015).

2. 11 Ochrana proti viru Sarky

Podle platné legislativy CR a EU (UKZUZ, 2011) a podle mezinarodni
organizace na ochranu rostlin EPPO (European and Mediterranean Plant Protection
Organization) je virus Sarky Svestky fazen mezi karanténni Skodlivé organizmy
(Rimbaud et al., 2015). Zasady ochrany proti viru Sarky vychazi z principd
fytosanitarnich opatfeni .

Hlavnim problémem v oblasti ochrany proti Sarce je nemoznost léceni
nemocnych stromt. Chemické zasahy proti pfenaseciim viru také nejsou efektivni,
zejména proto, ze virus je msSicemi prendSen neperzistentné. Vyuziti biologické
ochrany se nabizi pouze v ekologickém zeméd¢lstvi. Navzdory tomu se lze proti viru
Sarky u¢inné branit dodrzovanim preventivnich opatieni (UKZUZ, 2014).

Zakladem prevence proti viru Sarky je produkce zdravého sadbového
materidlu. Ovocné Skolky by mély byt zakladany idealn€ v oblastech bez vyskytu
viru. Pokud to vSak neni moZzné, mély by se nachazet co nejdal od potencidlniho
zdroje infekce nebo alespon v uréité ochranné vzdalenosti (Rimbaud et al., 2015). V
CR je nezavadnost péstovanych rostlin ve $kolkdch kontrolovana pracovniky
UKZUZ. Zjisténé infikované stromy ma $kolkaf za povinnost okamzité zlikvidovat.
Péstovani 1 prodej vypéstkli napadenych virem Sarky je zakézan. Veskery material k
prodeji musi byt navic uznany UKZUZ (Polak, 2006).

Situace v ovocnych $kolkach v CR se oproti minulym letim zna¢né zlepsila.
Polak (2016) ve svém vyzkumu z let 2012-2015 uvadi, Ze ve Ctyfech Skolkach
testovanych na vyskyt PPV bylo v priméru napadeno pouze 0,075% péstovanych
stromll. V roce 1963 se pramérny pocet infikovanych stromti v nékterych Skolkach
pohyboval az okolo 5%. Podle Poladka za toto vyrazné sniZzeni vyskytu viru Sarky ve
Skolkach mohou pravé zavedend kontrolni opatfeni, vzdélavani Skolkaii v oblasti
problematiky viru Sarky a také jiz vySe zminéna likvidace napadenych rostlin, ktera

zna¢n€ znesnadnuje pfenos viru msicemi (Polék, 2016).
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Pti zakladani vlastni vysadby peckovin je z hlediska omezeni §ifeni viru Sarky
nutné pouzit sadbu uznanou UKZUZ nebo zcela viru prosty rostlinny material
oznaceny visaCkou VF (virus-free). Doporuéeno je také péstovani odrud proti viru
Sarky rezistentnich nebo imunnich (Poldk, 2010). Intenzita a rychlost Sifeni zavisi
hlavné na vzdalenosti od zdroje infekce. Proto je dulezité zejména u citlivéjSich
odrid odstraiiovat z okoli vysadby napadené rostliny a mozné rezervoary viru
(UKzUZ, 2014).

Na uzemi EU je zakézéno rozSifovat nebo dovazet rostliny rodu Prunus
infikované virem Sarky. Tento ptedpis se tyka pouze rostlin ur¢enych k péstovani,
nikoliv sadby. Dovoz vSech rostlin z rodu Prunus do EU je mozny pouze z ostatnich
Evropskych stati a nékolika dalSich zemi, napfiklad z Kadady, USA, Egypta a
Austrélie. Pro importované rostliny rodu Prunus které jsou k PPV nachylnéjsi a
navic pochazeji z oblasti, kde je vyskyt viru potvrzen, je stanoveno dal$i opatfeni.
Takové rostliny musi projit certifikacnim uznavacim fizenim, nebo musi byt
doloZeno, ze material ze kterého tyto rostliny vznikly, byl na pfitomnost viru Sarky
testovan a byl shledan viru prostym. Také je potieba prokézat, Ze v bezprostiednim
okoli mista péstovani téchto rostlin nebyly zaznamenéany zadné ptiznaky onemocnéni
Sarkou.

Opatieni k zamezeni §ifeni viru Sarky se vztahuji i na vnitini trh EU. Pred
uvedenim na trh musi rostliny rodu Prunus projit rostlinolékai'skou kontrolou, musi
byt vybaveny rostlinolékaiskym pasem a osoba, kterd je na trh uvadi, musi byt
registrovand. Pro rostliny citlivéjSi k PPV plati v tomto pfipadé podobna opatieni

jako u rostlin dovazenych (UKZUZ, 2011).

2. 12 Rezistence

JiZ zminénou strategii k ochrané proti viru Sarky je péstovani odolnych odrtid.
Jednotlivé odriidy jednoho druhu se mohou v mife rezistence neboli odolnosti zna¢né
lisit. Existuji (nebo mohou byt vyslechtény) kultivary hypersenzitivni, néchylné,
tolerantni, rezistentni ¢i imunni.

Pojmem hypersenzitivita oznacujeme extrémni nachylnost rostliny k virové
infekci. Virem zasazené bunky rostlinného pletiva nekrotizuji a odumiraji. V ptipadé
ze dojde pouze k lokdlnimu odumieni napadené tkéané, je Sifeni viru v rostliné

zastaveno.
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Néchylnosti rozumime stav, kdy je virus v butikach hostitele ispéSn¢ mnozen
a vyskytuje se zde ve vysokych koncentracich. Reakci rostliny je pak snizend
produktivita 1 kvalita produkce, silny vyskyt symptoma a deformace plodu 1 listd.
Jedna se o piimy opak rezistence.

Buiiky pletiv tolerantnich odrid obsahuji také vysokou koncentraci viru, virus
se zde rychle mnozi, avSak na rostlinu to nemd takovy dopad jako v ptipadé
nachylnosti. Pfiznaky jsou slabé nebo viibec zadné, kvalita ploda je dobra.

Pti rezistenci je mnozeni viru v rostlin¢ omezené a jeho koncentrace v
pletivech je nizka. Produktivita i kvalita rostliny je pouze malo ovlivnéna, pfiznaky
se témeéf nevyskytuji. Na jakost plodii nema ptitomnost viru témét zadny vliv.

Imunita nebo také absolutni odolnost znamend, ze k infekci jako takové
vibec nedochazi. Virus je sice v rostliné pfitomen, nicméné neni schopen se mnoZit.
Imunni odridy jsou tedy pro péstitele idealni (Polak, 2010).

Rezistence rostlin vic¢i patogenim vznikd nebo je uskute¢iiovana dvéma
zpusoby. Prvnim z nich je pfirozena, rostling vlastni genetickd rezistence, druhym
zpusobem je vyvolani rezistence v rostliné pomoci transgenoze (Rimbaud et al.,

2015).

2. 12. 1 Slechténi na rezistenci

Slechténi na rezistenci viéi viru Sarky ma za cil vyvinout takové odridy
peckovin, které¢ budou spliiovat pozadavky jak na kvalitu, tak na kvantitu
hospodéiského vynosu a navic budou odolné virové infekci. Cely proces je zalozen
na jiz zminéné ptirozené rezistenci. Vychazi tedy z takovych informaci obsazenych v
genomu rostliny, které maji za néasledek chovéani typu rezistence, tolerance nebo
odolnosti (Polak, 2010).

Ackoliv vyzkum v oblasti Slechténi na rezistenci probihd fadu let, bylo u
komer¢n€ péstovanych odrid rodu Prunus identifikovano jen velmi malo zdroji
rezistence. U merun€k je rezistence zalozena ptedevs§im polygenné (je fizena vice
geny), méné Casto také monogenné (fizena jednim genem s vyraznym ucinkem).
Vsechny evropské odridy merun€k (P. armeniaca) jsou k napadeni viru Sarky
citlivé. Proto byly ke Slechténi na rezistenci vyuzity takové odriidy pochdzejici ze
Severni Ameriky, u kterych byla rezistence prokazana. Napiiklad "Stark Early
Orange”, "Stella" a "Harlayne" (Martinez-Gomez et al., 2000). Praveé uvedena odrtida
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"Stark Early Orange" byla ke $lechténi pouzita i v Ceské republice. Naptiklad na SS
Valtice a ZF Lednice tak vznikla velmi odolna rezistentni odriida "Betinka".

Slechténi na rezistenci je méné Uspé&né u slivoni (P. domestica).
Nejkvalitngjsi péstované odrady slivoni, v CR je to naptiklad "Domaci §vestka", jsou
k infekei virem Sarky velmi citlivé. Prozatim nebyla vyslechténa zadna rezistentni
odrda, ktera by se jim v jakosti vyrovnala. Neznamena to vsak, ze se u slivoni
zdroje rezistence nevyskytuji. V Némecku byla vyslechténa hypersenzitivni odrtida
"Jojo", kterd se péstuje i u nas. Vyhodnocovani zdroju piirozené rezistence stale
probihd. Soubézné s timto vyzkumem jsou dale Slechtény takové hypersenzitivni
odridy P. domestica, které by mohly nachylné kultivary Svestky domaci substituovat
(Krska et al., 2010).

Nejméné piizniva situace je vSak u broskvoni (P. persica). V soucasné dobé
totiz nejsou znamé zadné odridy, které by mohly slouzit jako zdroje rezistence k
dals§imu Slechténi. Do broskvoné tak byly "vneseny" geny pro rezistenci pomoci
kiizeni s pfibuznou mandloni Davidovou (P. davidiana) a mandloni obecnou (P.
amygdalus). Vznikly tak rezistentni interspecifické hybridy GF 677 (P. amygdalus x
P. persica) a Cadaman (P. davidiana x P. persica). Oba tito hybridni jedinci byli
dale ktizeni s odridou broskvoné Cresthaven. Rezistence je u vSech téchto kiizenct
prokazatelnd, nicméné vysledky hodnoceni jsou stdle zna¢né variabilni. Ziskané
hybridy lze vSak s jistotou pouzit ke Slechténi podnozi. Pro ptimé Slechténi novych

odriid broskvoni vSak musi byt vzata v Uvahu zhorSend kvalita ovoce, kterou

Mrwe

2.12. 2 Transgenoze

Slechténi odriid odolnych proti viru Sarky je proces pomérné nakladny a
zdlouhavy. Nevyhodny je také z hlediska mnoha komplikaci, kter¢é mohou byt
nekterych druhlt neni Zadny zdroj rezistence doposud zndm. Jako feSeni se tedy
nabizi "dodat" rezistenci rostlindm prostfednictvim transgenoze (Zagrai et al., 2011).

Prvni pokusy o vytvofeni transgenni odolné rostliny byly zaloZeny na
konceptu "Pathogen-derived resistance” (PDR), tedy na principu od patogena
odvozené rezistence. Tento zplsob vyvolani rezistence spo€ivd v pouZiti Casti
genomu patogena pro navozeni obrany hostitelské rostliny proti patogenu

samotnému (Sanford a Johnston, 1985). Nejstar$i takovou metodou je tzv. "Coat-
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protein-mediated resistance"” (CPMR), ¢ili ochrana zprostfedkovana plastovym
proteinem. Vysledek indukce genu pro obalovy protein (CP genu) do rostliny je
nasledujici. Plastovy protein je zabudovan do bunécné stény rostliny a znemoziuje
tak prichod &asticim s totoznym plagfovym proteinem do nitra buiiky (Repkova,
2013). Rezistenci je mozno v rostliné vyvolat také na zaklad¢ posttranskirpéniho
umlCovani gent ("Post-transcriptional gene silencing”, PTGS). Tento jev,
oznacovany také jako RNA interference, je soucasti obranného mechanismu rostliny.
Podili se také na regulaci genové exprese. Zakladem celého procesu je vlozena
transgenni sekvence RNA viru. Z tohoto transgenu jsou pak odvozeny kratké useky
RNA, znamé jako siRNA nebo miRNA. Ty jsou nésledn¢ zallenény do RISC
komplexu (RNA-induced silencing complexes), ktery pak degraduje cilovou RNA
(RNA se sekvenci odpovidajici vloZzenému virovému transgenu) (Prins et al., 2008).
Na bazi téchto dvou mechanisml doslo k vyvinuti rezistence u odridy
"Honey Sweet" (diive klon C5) nalezejici druhu P. domestica (JiroSova a Kumar,
2010). Tento GM Kkultivar slivoné byl uvolnény v roce 2011 v USA k neomezenému
pestovani véetné¢ konzumace plodii. V roce 2014 byla vyddna komplexni metodika
hodnoceni rezistence oridy "Honey Sweet", kterd shromazd'uje vysledky vyzkumu,
ktery probihal od roku 2011 ve VURV Praha - Ruzyné. Nejdalezitéjsim zavérem této
metodiky je fakt, Ze nedochazi k rekombinacim mezi béZnymi kmeny PPV a mezi
homolognim transkriptem Svestky "Honey Sweet", ani nedochazi k pfenosu
transgenu z GM slivoné na jiné rostliny rodu Prunus. Virus Sarky je navic na tuto
odridu nepfenosny msicemi. Muze tak byt velkym pfinosem pro ovocnafstvi u nas i

v dalSich evropskych zemich (Polék et al., 2014).
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3 CiLE PRACE

Prvnim cilem bakalarské prace je zpracovani literarni reserSe, ktera shrnuje
poznatky o vlastnostech a problematice viru $arky v soucasnosti. Diraz je kladen
pfedevsim na metody detekce viru, vyzkum rezistence a Slechténi odolnych odrtd.

Druhym cilem je izolace RNA z virem infikovanych hostitelii a detekce viru

Sarky pomoci zvolené metodiky.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Odbér vzorku rostlinného materialu

Pro zpracovani praktické ¢asti bakalaiské prace byly vyuzity vzorky rostlinné
tkan¢ (listd) s viditelnymi pfiznaky napadeni virem Sarky.

Sbér biologického materialu probihal v mésici ¢ervnu roku 2016 v okoli obce
Bavorov V jiznich Cechach.

Konkrétni zvolend lokalita pro odbér vzorki se nachazi na soufadnicich
49°06'47.9"N 14°0429.0"E. Jedna se o vysadbu ovocnych stromii podél cesty mezi
poli.

Na stanovisti byl vybrany tfi stromy slivoné $vestky (Prunus domestica) s
vyraznymi symptomy. Listy z téchto stromii byly vlozeny do uzaviratelnych
plastovych nadobek se stabilizatnim roztokem RNALater Solution a uchovany v

mrazaku pii -20 °C.

4. 2 l1zolace RNA

Pro izolaci RNA byla zvolena metoda vyuzivajici smés TRIzol. Vyhodou této
smési je, ze zachovava soudrznost separovanych molekul RNA, zabraiiuje jejich

kontaminaci proteiny a DNA a zaroveil inhibuje ¢innost enzym( RNAs.

Postup:

1. Z list infikovanych Sarkou byly vystfizeny tii malé ¢asti s chlorotickymi
skvrnami. Vystfizky byly vloZzeny do tfi mikrocentrifugacnich zkumavek o objemu
1,5 ml s TRIzolem pifedehiatym na 60 °C. Rostlinna tkan byla homogenizatorem
rozmélnéna a takto upravené vzorky se nechaly stat 5 minut pii laboratorni teploté.
Zkumavky byly nasledné centrifugovany pii 3000 rpm a 4 °C po dobu 20 minut.

2. Tekuty supernatant byl pfenesen do novych zkumavek a bylo k nému
ptidano 200 pl chloroformu. Smés byla 15 minut promichavana a poté byly vzorky
ponechany 10 minut v klidu pii laboratorni teploté. Nasledovala centrifugace 15
minut pfi 10 500 rpm a 4 °C.

3. Prtihledna faze byla pfepipetovana do novych zkumavek s 500 pl
isopropanolu a 500 pl 1,2 M chloridu sodného. VSe bylo promichédno a po 10

minutach centrifugovano pti 12 000 rpm a 4 °C 10 minut.
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4. Supernatant byl znovu pienesen do Cistych zkumavek a bylo k nému
ptfidano 100 pl 75% ethanolu. Nésledovala centrifugace 5 minut (8500 rpm, 4 °C).
Tento postup byl dvakrat zopakovan. Takto piipravené vzorky byly umistény na 5
minut do termobloku k vysuseni.

5. Po uplynuti stanovené doby bylo do zkumavek napipetovano 20 ul DEPC-
MQ a 1 pl inhibitoru RNAs. Vzorek byl n¢kolikrat promichan. Tim bylo dosazeno
uplného rozpusténi a rozruseni. Zkumavky byly odlozeny do termostatu
predehiatého na 60 °C na 10 minut.

7. Hotové vzorky byly uchovany pii -80 °C.

4. 3 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je metoda uzivana k piepisu genetické informace z RNA
do DNA. Informace se pomoci enzymu reverzni transkriptazy piepise z templatu
RNA do vldken cDNA (complementary DNA), ktera slouzi jakou templatova DNA k
amplifikaci metodou PCR.

Postup:

1. Nejprve byla pfipravena reakéni smés ze 6 ul PCR vody (Nuclease free
H,0) a 3 pl oligo(dT)15 primeru.

2. Do ¢istych zkumavek bylo napipetovano po 3 pl vyizolované RNA a ke
kazdému vzorku byly pfidany 3 pl reakéni smési. Takto pfipravené vzorky byly 5
minut zahtivany v termocykleru pii teploté 70 °C.

3. Mezitim byla podle nésledujiciho rozpisu pfipravena reakéni smeés:

PCR voda (Nuclease free H,0) 6,6 ul
dNTP 1ul
5XRxN pufr 4 ul
MgCl, 2,4 ul
RT enzym 1l

4. Smés byla promichana a po 15 ul rozd€lena do vSech tii vzorki. Reverzni
transkripce probéhla v termocykleru podle nastaveného programu (5 minut pii 25 °C,

poté 60 minut pii 42 °C).

32



4. 4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce slouzi k amplifikaci urcité casti fetézce DNA.
Pro tuto metodu se vyuzivd dvou specifickych primerd, komplementarnich ke
koncovym sekvencim useku DNA. Po jejich napojeni na koncové sekvence se na
primer dale pfipoji DNA polymeraza, ktera syntetizuje nové vlakno DNA
komplementarni k ptivodnimu. Nékolikanasobnym opakovanim celého procesu je
potifebny usek DNA zmnozen do miliard kopii.

Jako templat pro PCR reakci byla pouzita cDNA ziskana reverzni transkripci.
K pfipravé reakéni smési byly vyuzity specifické primery pro detekci viru Sarky

(Wetzel et al., 1991):

Primer Sekvence primeru (5" - 3") Velikost amplikonu (bp)
P1 ACCGAGACCACTACACTCCC 243

P2 CAGACTACAGCCTCGCCAGA 243

Postup:

1. Reak¢ni smés pro PCR byla ptipravena dle nasledujiciho rozpisu:

PPP Master Mix 10 ul
P1 0,5 ul
P2 0,5 ul
PCR voda (Nuclease free H,0) 8 ul
cDNA 1ul

2. PCR templat byl po 19 pl rozpipetovan do tii novych zkumavek a do kazdé
z nich bylo pfidano po 1 pl hotové cDNA.

3. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do termocykleru. Reakce probéhla
dle nastaveného programu: Uvodni denaturace pii 94 °C po dobu 2 minut
nasledovand cyklem o 40 krocich - denaturace pti 94 °C 2 minuty, annealing pii 60
°C 30 sekund a elongace pii 72 °C po dobu 1 minuty. Konec¢na elongace probihala
10 minut pti 72 °C.

5. PCR produkty byly uchovany pii 4 °C.
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4.5 Agarozova elektroforéza

Elektroforéza je separacni metoda, ktera se vyuziva k vizualizaci
amplifikacnich produktd PCR v porovnani s markerem. Je zaloZena na migraci
nabitych ¢astic v elektrickém poli, pfi¢emz se zaporné nabité castice DNA pohybuji

smérem ke kladné nabité elektrodé.

Postup:

1. 2% agar6zovy gel byl pfipraven zahtatim 100 ml TBE pufru se 2 g
agarozy. Do vychladlé smési bylo napipetovano 4,5 pl ethidium bromidu. Hotovy gel
byl nalit do formy s hiebinky a ponechan pfi laboratorni teploté k zatuhnuti.

2. Ztuhly gel byl vlozen do elektroforetické vany, zalit TBE pufrem a do
jamek bylo napipetovano po 15 ul PCR reakce. Zaroven bylo do prvni a posledni
jamky odpipetovano po 15 ul 100 bp DNA Ladderu.

3. Elektroforéza probihala pti napéti 90 V po dobu 90 minut. Vysledky

elektroforézy byly pozorovany v UV transluminatoru.

34



5 VYSLEDKY

Cilem praktické casti prace bylo ovétit vhodnost zvolené metodiky, kterd by
identifikovala virus Sarky v rostlinném materialu. Zékladnimi metodami byla izolace
RNA za pomoci smési TRIzol a PCR s vyuzitim specifickych primert pro detekci
viru Sarky.

Z rostlinného pletiva s viditelnymi pfiznaky napadeni virem Sarky se podatilo
izolovat RNA viru, kterd nasledn¢ slouzila jako templat pro syntézu cDNA. cDNA
ziskand reverzni transkripci byla pouzita jako templatové vldkno DNA pro PCR

reakci.

Obr. 6: Vizualizace amplifika¢nich produktti PCR v porovnani s markerem (M).

Pouzitim specifickych primerti P1 a P2 byly ziskdny amplikony o velikosti
243 bp, coz je také patrné z obrazku 6, kde jsou produkty PCR srovnany s
velikostnim 100 bp markerem. Vyuziti zminénych primert tedy potvrdilo pfitomnost

viru Sarky v rostlinném materidlu.
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6 DISKUZE

Molekularné-biologické metody, zalozené na izolaci virové nukleové
kyseliny, jsou dnes bé&zné vyuzivany k detekci virovych patogenti v rostlinném
materidlu. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2. 10, jejich nejvétsi prednosti je
nepochybné ptesnost a velka citlivost.

Exaktnost téchto metod byla nesCetn¢krat prokdzana a potvrzena mnoha
pracemi a vyzkumy. I pfesto nemusime jejich pouzitim vzdy dosahnout pozitivniho
vysledku. Usp&snost experimentu nezavisi jen na kvalité provedeni jednotlivych
krokti postupu, ale je také vyznamné ovlivnéna pouzitym pokusnym materidlem.

Vzorky rostlinné tkané by idedlné¢ mély byt odebirany v pribchu mésice
kvétna a cervna. V tomto obdobi je intenzita projevu symptomul nejvyssi, protoze v
této dobé ma virus pritomny v rostlinném pletivu vysokou replikacni aktivitu.
Identifikace viru je samoziejm¢é mozna i ve vzorku odebraného v zimnich mésicich.
aktivita viru v rostling znaéné& snizuje (Subr a Glasa, 2008). Z toho diivodu byly listy
P. domestica s viditelnymi pfiznaky viru Sarky, které jsem pouzila pro
experimentalni ¢ast prace, odebirany v ¢ervnu.

Vyskyt symptoml na listech ¢i jinych ¢éastech rostliny vSak nemusi nutné
znamenat pfitomnost viru v rostlinné tkani. Z mista primarni infekce se po replikaci
genomu S§ifi virus Sarky dal do distalnich ¢asti rostliny. Virové castice nejprve
prostupuji z jedné buniky do druhé prostiednictvim plasmodesmat. Z lokalné
napadenych bun¢k se poté virus na "delSi vzdalenosti $ifi pomoci floemu (Revers et
al., 1999). S postupnym pronikanim viru do riznych ¢asti rostliny souvisi i postupné
objevovani priznakl napadeni. Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti prace, virus
ovlivituje strukturu chloroplastti a tim dochazi ke snizeni koncentrace chlorofylu ve
virem napadenych mistech (Nagyova et al., 2012). Tyto zmény jsou nevratné. Proto
tedy mohou symptomy na rostling€ pfetrvavat, ackoliv se jiz virus piemistil do jinych
vzdalenéjSich Casti rostliny (Ferri Bodin et al., 2002). Vzorky je tedy nejvhodnéjsi
odebirat z mladSich listi napadenych strom, jelikoZ je zde nejpravdépodobné;jsi
nevys$i koncentrace virovych castic. Titr viru v rostlinné tkani mtize byt dale
ovlivnén zdravotnim stavem hostitele nebo pfitomnosti jinych virovych chorob ¢i

patogennich organizmt (Subr a Glasa, 2008).
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Uspésnost izolace RNA viru Sarky miize byt ovlivnéna jak vyse uvedenymi
skute¢nostmi, tak pouzitim konkrétnich reagencii pro samotnou separaci nukleové
kyseliny. Ackoliv je v soucasné dob¢ pro izolaci virové RNA dostupna fada
komer¢nich kitii, byla pro praktickou ¢ast vyuzita metoda na zakladé reakéni smési
TRIzol. Kladné vysledky vyuziti této latky pro izolaci RNA viru Sarky uvadéji ve
svych pracich Simén-Mateo a Garcia (2005) nebo Raghupathy et al. (2006).

Pfitomnost viru Sarky ve vzorcich rostlinného materialu a tedy i vhodnost
metody izolace virové RNA byla ovéfena po vizualizaci amplifikacnich produkti
RT-PCR na agar6ézovém gelu. Ziskani amplikonli o velikosti 243 bp bylo zajisténo
vyuzitim specifickych primeri P1 a P2 podle Wetzela et al., 1991. Spolehlivost
zminénych primert potvrzuji i pozitivni vysledky prace Briciu et al. (2010) a Petrova
a Stoeva (2011), ktefi taktéz uvadéji velikost amplifika¢nich produktii PCR 243 bp.
Pouziti primerd P1 a P2 jakozto univerzalnich pro identifikaci viru Sarky doporucuje
I Evropska organizace pro ochranu rostlin EPPO ve svém diagnostickém protokolu
pro PPV (Normes OEPP EPPO Standards, 2004). S timto ozna¢enim se ztotoZiuji i
Subr a Glasa (2008). Navic vsak uvadgji, ze ackoliv mohou primery Pl a P2
detekovat jakykoliv kmen viru Sarky, nejsou jiz schopné kmeny od sebe rozeznat.
Pro urceni konkrétni kmenové varianty viru Sarky se tedy pouzivaji primery
specifictéjsi, Casto vSak na bazi primerit P1 a P2. Takto byl napiiklad detekovan

nejnovejsi kmen viru Sarky, PPV-Tat izolaty (Chirkov et al., 2017).

37



7 ZAVER

V tvodni ¢asti prace byl zpracovan literarni prehled shrnujici poznatky o
vlastnostech, metodach detekce a moznostech ochrany proti viru Sarky.

Pro detekci viru Sarky v rostlinném materialu byly zvoleny metody pracujici s
izolovanou virovou RNA. Pfitomnost viru Sarky ve vzorcich infikované tkané¢ listu
slivoné $vestky (Prunus domestica) byla prokazana na zaklad¢ provedené RT-PCR a
naslednou vizualizaci amplifikacnich produkti na agar6zovém gelu. Kladné
vysledky potvrzuji vhodnost zvolené metodiky pro identifikaci viru Sarky.

RT-PCR je pomérné univerzalni metodou pro detekci rostlinnych RNA virt.
V ptipad¢ viru Sarky se zde nabizi celd fada cilii pro dalsi vyzkum. Pouzitim primert
specifickych pro konkrétni kmen viru by naptiklad mohl byt prokazan jeho vyskyt v
konkrétni vybrané lokalité ¢i na uzemi jiznich Cech.

Izolace RNA pomoci reakéni smési TRIzol zajist'uje pomérné velké mnozstvi
Cisté a kvalitni nukleové kyseliny. Na zakladé ovéfené citlivosti této metody by
mohla byt uvedend metodika pouzita i pro detekci viru Sarky v rostlinach, na kterych
nejsou zjevné priznaky napadeni, ale nachdzeji se v blizkosti infikovanych kultur.

Ziskané vysledky by mohly byt pfinosem v ochrané a prevenci proti chorob¢ Sarky.
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