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1. Uvod

Jahodnik (rod Fragaria) je krytosemenna dvoudélozna rostlina pattici do ¢eledi Rosaceae.
Jedna se o vytrvalou bylinu. Rod Fragaria zahrnuje asi 20 druhd. Nejbéznéjsi a nejcastéji
péstovany v zemédélstvi je jahodnik velkoplody (Fragaria annanassa). Tento druh pochazi
z Jizni Ameriky a opakovanym ki¥izenim a Slechténim se z néj stala rostlina tvofici plody,
jaké zname z obchodti. Druhym, té€Z pomérné znamym druhem je jahodnik obecny (Fragaria
vesca), ktery se vyskytuje ptilezitostné na zahradach. Jeji odruda F. vesca Alpine se velmi
Casto pouziva v laboratotich jako indikacni rostlina pro detekci fytopatogent. (Maas, 1998)

Jahodniky maji Siroky aredl vyskytu v mirném a subtropickém pésu, pficemz kazdy
kultivar je trochu jinak adaptovan na své prostfedi. Rostlina je ovliviiovana hlavné
fotoperiodou, teplotou, kvalitou pidy a kolisdnim vlhkosti. V zavislosti na fotoperiod¢ se
kultivary déli do tii skupin. Prvni z nich jsou zéavislé na délce dne a plodi jednou za rok.
Druha skupina se vyskytuje v oblastech, kde jsou dny delsi a sklizi se 2-3x do roka. A do
posledni skupiny patti kultivary nezavislé na fotoperiod¢ plodici kontinudln€. VSechny tii
skupiny jsou ale vzdy zaroven ovliviiovany podminkami prostfedi. Velky vliv na tzv. fitness
rostliny maji samoziejmé také skudci a nemoci. (Maas, 1998)

Zde se dostavame k dilezitosti detekovani fytopatogent, a tedy k podstaté celé predkladané
prace. Nebot’ spravné rozpoznani piivodce nemoci muze vést k vyvoji ucinné 1écby nebo
tteba k vyslechténi kultivaru rezistentnimu vici danému fytopatogenu. Cely tento proces ma
velky vyznam v zemé&dé€lstvi, jelikoZ jeden virus piendSeny napiiklad mSicemi se mize
roz§ifit 1 na celd jahodova pole a nasledné¢ velmi negativné ovlivnit Grodu. Dost ¢astym
symptomem mnoha virovych onemocnéni byva totiz poskozeni plodi nebo sniZovani
vynosnosti rostliny.

Rostlinné viry jsou velice po€etnou skupinou malych nebunéénych organismi, pfi¢emz
mnoho kment jeSté viibec nebylo popsdno. (Maas, 1998) Jedna se o tzv. vnitrobunécné
parazity, nebot” k replikaci své genetické informace potiebuji vhodnou hostitelskou buiiku.
Replikace je nasledné zavisla na mechanismu syntézy proteini hostitele. Maji jednu nebo
vice molekul nukleovych kyselin uzavienych obvykle v ochranném obalu (kapsidé)
tvofeném proteiny nebo lipoproteiny. Jejich DNA ¢i RNA je jedno- nebo dvouvlédknova.
(Hull, 2009) Charakteristické pro viry je, Ze jsou pfenosné. Rostlinné viry jsou prenaSeny
hmyzem nebo prostiednictvim hlisti. Mezi nejvyznamnéjsi viry napadajici jahodniky patii
Strawberry crinkle virus, Strawberry mottle virus, Strawberry mild yellow-edge virus a

Strawberry vein banding virus. Pomérné ¢asto se vyskytuji v komplexech a jejich ucinky



byvaji nicivé. Kromé zakrslosti a nizkého vytézku, coz nejsou moc vyrazné symptomy,
zpusobuji Casto také distorze rostlinnych ¢asti. Prozatim neexistuje zadna 1écba, ale je mozno
vyslechtit kultivary rezistentni vii¢i konkrétnim virim nebo funguje pouziti pesticidi. (Maas,
1998)

Bakterialni onemocnéni se u jahodnikli vyskytuji pouze tfi, ptiCemz pouze prvni dvé jsou

Zptisobovany pouze bakteriemi. Mezi jejich hlavni pfiznaky patii skvrnitost listl a vadnuti

wrwe

(Maas, 1998)

Onemocnéni zptisobena fytoplazmami byla v historii dlouho pficitdna viram. K vyclenéni a
popisu doslo az vroce 1994. Puvodné byly oznaCovany za mykoplazmadm podobné
organismy, nebot se dlouho nedafilo je izolovat, kultivovat a UspéSné taxonomicky
klasifikovat. Kli¢ovy pro klasifikaci fytoplazem byl objev rodu Spiroplazma. Jedna se o
fytoplazmu Sroubovitého tvaru, kterou je mozné kultivovat na umélém médiu. Nyni tedy
vime, Ze jde o prokaryota patfici do tfidy Mollicutes. Dillezitym znakem je absence bunécné

stény. (Kidela a kol., 2002)



2. Cil prace

Cilem ptedkladané prace bylo izolovat DNA ¢i RNA z rostlinného materidlu a pomoci
polymerazové tetézové reakce detekovat pfitomnost jednotlivych fytopatogenti
(Agrobacterium, Rhodococcus, fytoplazmy, Strawberry mild yellow-edge virus, Strawberry
mottle virus, Strawberry polerovirus 1, Strawberry crinkle virus a Strawberry
cytorhabdovirus 1). Dale bylo potieba ovéfit vysledky PCR  piecisténim vzorki
a osekvenovanim. Zaroven byla zjiStovana moznost pifenosu nového fytopatogenu

roubovanim.



3. Teorie

3.1. Detekované fytopatogeny

3.1.1. Strawberry crinkle virus

SCV je jednim z virli napadajicich jahodniky s nejnic¢ivéjsimi ucinky. Zptsobuje hlavné
zmenSovani plodii a redukuje produkei, ale projevy jsou rizné. Mezi dal$i patii napt. svétlé
skvrny na listech, deformace a zmensSovani listdl, zkracené tapiky, nepomeér velikosti listki,
krouceni a zvrasnéni listl nebo tieba Cervené az nekrotické 1éze na fapiku zpisobujici ohyby
rapiku a l1éze na vyhoncich. Nebo se symptomy nemusi projevit viibec. Obvykle se objevuji
14-21 dnii od pienosu. VsSechny druhy jahodnik jsou nachylné k ndkaze timto virem.
K pfenosu dochazi ustalenym stylem prostiednictvim msic rodu Chaetosiphon. Po nakazeni
mSice zlstava virus nejprve 10-19 dni v latentni fazi, poté pieziva az do konce Zivota mSice.
Viry maji podobu baciloformnich ¢astic a nuklovou kyselinou je zde RNA. Pfi vyzkumu

zaméteném na SCV byly zatim identifikovany Ctyfi virové proteiny. (Maas, 1998)

3.1.2. Strawberry mild yellow-edge virus

SMYEV byl dlouho povazovan za luteovirus, nebot také zplsobuje Zloutnuti listi
hostitelské rostliny. Pozdé€ji bylo zjisténo, ze tyto projevy zpusobuje jeho piitomnost
v komplexu s luteovirem. Luteoviry totiz napomahaji pfenosu, samy jsou mozna bez
piiznakt. SMYEV se také Casto vyskytuje soucasné s SCV nebo SMoV. Pfiznaky onemocnéni
jsou spise mirné a objevuji se obvykle po 8-10 dnech od ptenosu, ale to byt az 15 tydnli nebo
se nemusi objevit vlbec. Nej€astéjsimi symptomy byvaji epinastie listkli, bledé fleky
v oblasti listové Zilnatiny vedouci az k nekroze listu, ¢ervenani a zminéné zloutnuti listu.
Ptiznaky a mira jejich projevu zaleZi na virovém kmeni a rostlinném kultivaru. U citlivych
indikacnich rostlin je miZe objevit zakrslost, krouceni listi a zmenSeni plodil. Pienos je
ustaleny cyklicky, zajisStovan msSicemi. NakaZeni mSice probihd pfes noc nebo maximalné
nékolik dni a virus v ni zlstava po cely zivot (nebo alespoil po vétSinu). VUci tomuto viru

neexistuji zadné rezistentni kultivary. (Maas, 1998)

3.1.3. Strawberry mottle virus

SMOV je nejbézngjsim virem na jahodnicich s velice Sirokym arealem vyskytu a obsahuje
nescetné kment. VétSinou se neprojevi zadné ptiznaky, ale miize dojit ke snizeni vynosu az
0 30%. Pokud se vyskytuje v komplexu s dal§im virem, dochazi ke snizovani vynosi

pozdé&ji. Jestlize se piece jen néjaké priznaky projevi, dochéazi k tomu 7-10 dni po nékaze.
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»Mottle* znamena skvrnitost, coz je jeden z hlavnich symptomi. Objevuje se na listech, a to
Vv rizné mife, obvykle vytvaii mozaiku. Mezi dalsi ptiznaky patii zakrslost, krouceni az smrt.
Je mozné, ze symptomy zpusobuje vice vird,, ale neni to potvrzeno. SMOV je rovnéz
pfenasen msicemi rodu Chaetosiphon a také druhem Aphis gossypii a v ptipad¢, Ze je jejich
populace dostate¢n¢ velkd, dokaze na poli ptezit i nekolik let. Pfenos na msSici totiz trva par
minut a virus vni zdstane jen nékolik hodin. Z tohoto divodu je vhodnou ochranou
geografickd izolace, nebot’ nakazena msice nestihne béhem nékolika mélo hodin pfekonat
vetsi vzdalenost. Dale se pouzivaji téz pesticidy. Pokusy o izolaci viru nebyly zatim Gspésné,

tudiz nebylo mozno vytvofit antisérum ¢i syntetizovat cDNA. (Maas, 1998)

3.1.4. Strawberry polerovirus 1

Virus pattici k rodu Polerovirus, skupina Luteoviridae. (Xiang a kol., 2014) Prvné
detekovan v letech 2013 a 2014 ve vychodni Kanad¢. Pravdépodobné se jedna o luteovirus
napomahajici pfenosu onemocnéni mild yellow. Z 28 vzorkl infikovanych SMYEV se ve 24
vyskytoval v komplexu pravé s SPV1. SPV1 sam o sobé pravdépodobné nezpusobuje zadné
ptiznaky. (Thekke-Veetil a Tzanetakis, 2016)

3.1.5. Strawberry cytorhabdovirus 1
Jedna se o nové objeveny virus rodu Cytorhabdovirus, patiici do skupiny Rhabdoviridae.
Pfiznaky jsou podobné jako u SCV, jenZ je zastupcem stejné skupiny. Jde o svétlou mozaiku

na listech, krouceni a zvrasnéni listkii a nepomér v jejich velikosti.

3.1.6. Agrobacterium

Jedna se o gramnegativni nesporulujici bakterii s 1-6 peritrichalnimi biciky. Tvofi kratké
tyCinky vyskytujici se nejCastéji samostatné nebo v paru. Jsou aerobni, maji aerobné
respiraéni metabolismus. Kolonie jsou okrouhlé, vypouklé, nepigmentované nebo svétle
bézové. Agrobacterium se vyskytuje v pide¢, ve vodé nebo na povrchu kofent rostlin. Do
rostliny pronikd pies misto poranéni. Napada typicky Rosaceae, konkrétné malinik,
ostruzinik a rize. Transformuje a zvétSuje buiilky a nuti je rychleji se délit. Bakterie jsou bud’
rhizogenni (zplsobuji nartist kofentl) nebo tumorogenni (nadorovitost). Vnaseni vlastnich
gent do rostlinného genomu zajist'uje velky plazmid. Pokud ho buiika nema, neni patogenni.
Ovsem diky plazmidu je Agrobacterium nepostradatelnym nastrojem genového inzenyrstvi.
Prostfednictvim zminéného plazmidu jsou vnaseny klonované geny do genomu rostliny.

(Ktidela a kol., 2002)



3.1.7. Rhodococcus

Jde o grampozitivni nesporulujici kyselinovzdornou bakterii. Tvofti ty€inky, vétvena vldkna
nebo koky. Kolonie jsou malé, vypouklé¢, mukoidni a maji svétle oranzovou barvu.
Rhodococcus se vyskytuje v padé a ve vodé a ma Siroky okruh hostiteli, hlavné na severni
polokouli. Fytopatogenni je pouze druh Rhodococcus fascians zpusobujici fasciaci
(svazcitost), zmnozeni pupentl, znetvoreni listl a zkraceni a deformovani stonkii. (Kudela a

kol., 2002)
3.2. Aplikované metody

3.2.1. Polymerazova Fetézova reakce (Polymerase chain reaction)

Metoda PCR byla objevena roku 1985 Kary B. Mullisem. Respektive byl prvnim, kdo ji
byl schopen realizovat. JednoduSe feCeno se jednd o ziskani specifické sekvence DNA.
Ptesnéji o opakovanou enzymovou syntézu novych fetézct vybranych usekli dvouvlaknové
DNA. To ovSem neznamend, ze by nebylo mozné amplifikovat rovnéz vybrané useky
jednovldknové RNA. I to je samoziejm¢é mozné, ale je nutné nejprve syntetizovat cDNA
podle templatové mRNA, kterd nésledn¢ jakoby nahrazuje druhé vldkno. PCR probiha
opakované ve trech nasledujicich krocich.

Prvni faze se nazyvéd denaturace. Jednd se o rozSt€peni dvouvldknové DNA na dvé
samostatna vldkna. Dochdzi k ni zvySenim teploty, obvykle na 94-95°C. Vzniknou tak dvé
templatova vladkna ptipravena pro druhou fazi.

Ve druhé fazi nazyvané annealing dochazi k naseddni primerG na konkrétni mista
denaturovaného vlékna. Primery jsou kratké useky DNA ¢i RNA a nasedaji na pocatecni
mista nasledné replikace. Kazdy z dvojice primert naseda na jedno z protilehlych vlaken, 3°
konci (OH- skupinami) proti sobg.

Tteti faze zahrnuje syntézu druhého vlakna. Proces probihd vzdy od 5° ke 3¢ konci, na
obou fetézcich protismérné. Je zprostiedkovan DNA-polymerazou, diky niZ jsou na 3 konec
postupné ptidavany volné nukleotidy. Jelikoz je DNA-polymeraza dostateéné odolna, aby
nedenaturovala pfi teplotich okolo 94°C, je umoznéno cyklické opakovani zminéného
procesu a vybrany usek nukleové kyseliny se exponenciondlné mnozi az do poc¢tu miliard

kopii. PCR je tedy mozno oznadit jako zptisob klonovéni. (Smarda a kol., 2005)

3.2.2. Gelova elektroforéza
Jednd se o separani metodu fungujici na principu riiznych velikosti nabitych molekul

separovanych latek. Jelikoz elektroforetickd pohyblivost molekul je nepfimo imérna jejich



velikosti. To znamend, Ze ¢im jsou molekuly mensi, tim dale za stanoveny cas projdou
gelem. Separace probihd za stejnosmérného elektrického proudu, kdy konkrétné pfi separaci
DNA postupuji zaporné¢ nabité fosfatové skupiny skrze porézni gel smérem ke kladné
elektrodé (anod¢€). Pti této separaci se pouziva agar6zovy gel o koncentraci odpovidajici
velikosti prochazejicich molekul. K vyhodnoceni vysledkii se pouziva tzv. marker, ktery je
rovnéz aplikovéan na gel a obsahuje rizné molekuly o zndmé velikosti. Tudiz po vizualizaci
UV svétlem vytvofi na gelu sérii prouzkti odpovidajicich urcitym velikostem a podle toho
1ze urcit velikost molekul testovanych vzorki. Intenzita prouzkt zaroven odrazi koncentraci

nukleovych kyselin ve vzorku. (Smarda a kol., 2005)

3.2.3. Sekvenovani

Sevenovani znamena stanoveni primdrni struktury, tedy pofadi jednotlivych nukleotidi
v molekule DNA/RNA. Existuji nasledujici dvé metody sekvenovani.

Prvni z nich se nazyvd Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani. Dochazi pfi ném k roz§tépeni
fetézce vzdy v misté urcité baze. To d4 za vznik mnoha kratkym fetézctim, jejichz délka
odpovida vzdalenosti danych bazi. Nasleduje elektroforéza, pii niz se nanesou na gel Ctyii
vzorky vedle sebe ve specidlnim potadi. Potadi bazi se nakonec stanovi podle vzajemnych
poloh prouzki v fadach.

Druhou metodou je enzymova metoda nazyvana téz Sangerovo sekvenovani. Jde o metodu
dnes nejpouzivanéjsi. Vzorek je pouzit jako matrice pro syntézu komplementarnich fetézct
ruzné deélky za pritomnosti DNA-polymerazy. Do reakéni smési je pfidan vzdy jeden ze Ctyt
ddNTP (2¢, 3°-dideoxyribonukleosidtrifosfat), ktery funguje jako koncovy inhibitor syntézy,
nebot’ mu na 3° konci chybi OH- skupina. Diky nému je syntéza ukoncena vzdy v misté
odpovidajici baze. Pomér dNTP a ddNTP rozhoduje o délce syntetizovanych fetézct. Na
zaver jsou vytvoreny také Ctyfi odd€lené vzorce, ptiCemz kazda reakce stanovuje relativni
pozice specifické baze na konci analyzovaného fetézce. Pofadi nukleotidi je stejné jako

u piechozi metody odeéteno podle pofadi prouzkil v fadach. (Smarda a kol., 2005)



4. Materialy a metody

4.1. Biologicky material

V predkladané praci je zaznamenano testovani celkem 28 jahodnikt (rod Fragaria).
U prvnich tii rostlin druhu Fragaria vesca byl divodem k testovani vyskyt unikatnich
novotvari v misté styku podzemni a nadzemni ¢asti rostliny. Nésledné byly testovany tii
puvodni rostliny druhu Fragaria annanassa, z nichz jiz zminéné roubované rostliny vznikly.
Na ptivodnich rostlinach nebyly do té doby pozorovany zadné piiznaky infekce, ale bylo
potieba zjistit, zda ptesto nedoslo k nakazeni roubovanim.

Dale bylo testovano 12 roubovanych rostlin druhu Fragaria vesca, odruda Alpine, diky
nimz se méla potvrdit hypotéza o ptenosu fytopatogent roubovanim. Pivodni rostliny druhu
Fragaria annanassa, z nichz byly rouby ziskany, byly totiz prokazatelné infek¢ni, dokonce
se u nich prokazala ptitomnost i vice fytopatogeni =zaroven. U nékterych rostlin
roubovanych se pak skute¢né¢ po necelém mésici zacaly objevovat ptiznaky, jez obvykle
zplsobuji fytopatogeny, jejichz p¥itomnost byla prokazana u ptivodnich rostlin. Slo napf. o
krouceni listi, svétlou mozaiku na listech, epinastii a ¢ervenani.

Dalsich 5 indika¢nich rostlin bylo opatieno rouby stejného pivodu jako rostliny
s novotvary. Slo o pokus, zda se na roubovanych rostlindch projevi nakaza ve vétsi mife a
bude mozné detekovat fytopatogeny snaze.

Vsechny vy$e zminéné rostliny pochazely z nejriizngjsich lokalit CR.

Poslednich 5 vzorkt druhu Fragaria annanassa pochazelo z bézného venkovniho zahonu
v jihodeské obci Lhenice. Slo o sazenice jahodnikli zakoupené v zahradnictvi. U t&chto
rostlin byly rovnéz pozorovany piiznaky, jez napovidaly pfitomnosti fytopatogenu. Byly
patrné deformace, kroucenti listli a epinastie.

DNA byla v prvnich tfech ptipadech izolovana ze zminénych novotvard, u ostatnich
rostlin §lo az na jednu vyjimku o izolaci z listu. U oné vyjimky byla zarovenn provedena
izolace z listu i z ¢asti kofene rostliny. Divodem byla domnénka moznych lepsich vysledka
izolace. Uspdsnost izolace byla vyhodnocovana pomoci pfistroje  NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000, ktery je schopen urcit koncentraci vyizolované DNA na
zaklade¢ absorbance (tzn. pohlcovani svétla riznych vinovych délek) vzorku.

Vzorky izolované DNA byly postupné podrobeny PCR vzdy s pifisluSnymi primery

odpovidajicimi hledanému fytopatogenu. Vyhodnoceni probihalo formou -elektroforézy,



nacez byly vzorky se slibné vypadajicimi vysledky jest¢ odeslany k osekvenovani, aby bylo

mozno bezpe¢né urcit pritomnost fytopatogenu podle poradi nukleotida.

4.2. 1zolace DNA pomoci kitu DNeasy Plant Mini - QIAGEN

pracovni postup byl dodrzen podle pokynii vyrobce (slozeni pufrii neuvedeno) s drobnymi
upravami ze strany Skolitelky

vSechny centrifugacni kroky byly provadény v nechlazené stolni centrifuze Mini Spin plus
Eppendorf

vzorky byly po celou dobu izolace uchovavany na ledu (pokud vyrobce v pracovnim postupu
neuvedl jinak)

vzorky byly promichavany pomoci MS2 Minishakeru MANEKO a nasledné vzdy
zvortexovany

pro inkubaci vzorkil pfi vy$$i nez pokojové teploté byl pouzit termoblok Labnet AccuBlock
(Digital Dry Bath)

rostlinna tkan (100 mg) byla rozdrcena v tfeci misce v tekutém N3 a nasledné byl homogenat
pfeveden do 1,5 ml zkumavky

k vzorku bylo ptidano 400 ul pufru AP1 a 4 ul RNase A a obsah zkumavky byl promichan
vzorek byl inkubovan 10 min pfi teploté 65°C, pficemz zkumavky byly béhem inkubace 3x
pfevraceny

k lyzatu bylo pfidano 130 pl pufru P3, obsah zkumavky byl promichan a inkubovan 5 min na
ledu

lyzat byl pipetovan na QIAshredder Mini spin kolonku umisténou ve 2 ml sbérmé zkumavce
a nasledné centrifugovan 2 min pfi 14.000 rpm

protekla frakce byla pfenesena do Cisté 1,5 ml zkumavky, byla pfidana 1,5 objemu pufru
AWL1/E (s ptidanym 96% ethanolem) a obsah zkumavky byl promichan pipetovanim

smés byla pipetovana na DNeasy Mini spin kolonku ve 2 ml sbémé zkumavce
a centrifugovana 75 s pti 8.000 rpm

kolonka byla umisténa do ¢isté 2 ml zkumavky, bylo pfidano 500 pl pufru AW?2 (s pfidanym
96% ethanolem) a centrifugovano 1 min pti 8.000 rpm

po odstranéni proteklé frakce bylo pfidano opét 500 ul AW2 a centrifugovano 2 min pfi
14.000 rpm (kvili vysuSeni membrany)



kolonka byla umisténa do ¢isté 1,5 ml zkumavky, bylo pfiddno 40 pl pufru AE (kvili
promyti membrany), vzorek byl inkubovan 5 min pii pokojové teploté anasledné
centrifugovan 75 s pii 8.000 rpm

promyti kolonky bylo zopakovéno jesté jednou

vzorky izolované DNA byly skladovany pfti -20°C

4.3. 1zolace RNA

4.3.1. 1zolace RNA pomoci kitu RNeasy Plant Mini — QIAGEN

pracovni postup byl dodrzen podle pokynii vyrobce (sloZeni pufrii neuvedeno) s drobnymi
upravami ze strany Skolitelky

vSechny centrifugacni kroky byly provadény v nechlazené stolni centrifuze Mini Spin plus
Eppendorf

vzorky byly po celou dobu izolace uchovavany na ledu (pokud vyrobce v pracovnim postupu
neuvedl jinak)

vzorky byly promichavany pomoci MS2 Minishakeru MANEKO anasledné¢ vzdy
zvortexovany

pro inkubaci vzorki pfi vysSi neZ pokojové teploté byl pouzit termoblok Labnet AccuBlock
(Digital Dry Bath)

rostlinna tkan (100 mg) byla rozdrcena v tfeci misce v tekutém N2 a nasledné byl homogenat
pfeveden do 2 ml zkumavky

k vzorku bylo ptidano 500 pl pufru RLT, smés byla promichana a za obasného promichani
inkubovéna 3 min pti 56°C

lyzat byl pfenesen do QIAshredder spin kolonky umisténé v 2 ml sbémé zkumavce a
centrifugovan 2 min pii 14.500 rpm

protekla cast byla pienesena do ¢isté 1,5 ml zkumavky, byla ptidana Y. objemu 96%
ethanolu a smés byla promichédna pipetovanim

vzorek byl pfenesen do RNeasy kolonky v 2 ml sbémé zkumavce, centrifugovan 15 s pii
12.000 rpm a protekla cast byla vylita

do kolonky bylo pfidano 700 pl pufru RW1 (kvili promyti membrany), centrifugovano 15 s
pfi 12.000 rpm a protekla ¢ast byla vylita

do kolonky bylo pfidano 500 pl pufru RPE (s pfidanym 96% ethanolem), centrifugovano 15
S pfi 12.000 rpm (kviili promyti membrany) a protekla ¢ast byla odstranéna
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opét bylo ptidano 500 ul pufru RPE a centrifugovano 2 min pti 12.000 rpm (kvuli promyti a
vysuseni membrany)

RNeasy kolonka byla umisténa do ¢isté 2 ml zkumavky a centrifugovana 1 min pti 14.500
rpm

kolonka byla umisténa do Cisté 1,5 ml zkumavky, bylo pfidino 50 pl RNeasy-free vody
pfimo na membranu a po inkubaci 1,5 min pii pokojové teploté byl vzorek centrifugovan 1
min pii 14.500 rpm (kvili vymyti RNA)

promyti kolonky bylo zopakovano jesté jednou

vzorky izolované DNA byly skladovany pfti -20°C

4.3.2. Izolace RNA pomoci Kkitu Ribospin Plant — GeneAll

pracovni postup byl dodrzen podle pokynii vyrobce (sloZeni pufrii neuvedeno) s drobnymi
upravami ze strany Skolitelky

vSechny centrifugacni kroky byly provadény v nechlazené stolni centrifuze Mini Spin plus
Eppendorf pti 14.500 rpm

vzorky byly po celou dobu izolace uchovavany na ledu (pokud vyrobce v pracovnim postupu
neuvedl jinak)

vzorky byly promichdvany pomoci MS2 Minishakeru MANEKO anasledné vzdy
zvortexovany

pro inkubaci vzorkl pfi vyssi nez pokojové teploté byl pouzit termoblok Labnet AccuBlock
Digital Dry Bath

rostlinna tkan (100 mg) byla rozdrcena v tfeci misce v tekutém N2 a nasledné byl homogenat
pfeveden do 2 ml zkumavky

k vzorku bylo ptidano 450 ul pufru RPL, smés byla promichana a 3 min inkubovana pii
pokojové teploté

lyzat byl pfenesen na EzPureTM kolonku a centrifugovéan 2 min

protekly lyzat byl pfenesen do ¢isté 1,5 ml zkumavky, byl pfidan 1 objem 96% ethanolu a
roztok byl promichan ota¢enim zkumavky

smés byla pfenesena na Mini Spin kolonku (typ W) umisténou v 2 ml sbérmé zkumavce,
centrifugovdna 1 min a protekla ¢ast byla vylita

na kolonku bylo pfidano 500 pl pufru RBW, centrifugovano 1 min a protekla cast byla

odstranéna
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v Cisté 1,5 ml zkumavce byl pfipraven premix reakéni smési DNase I, tzn. bylo smichano 70
ul pufru DRB a 2 ul DNase |

do stfedu kolonky bylo naneseno 70 pl DNase I reakéni smési a inkubovano 10 min pfi
pokojové teplote

na kolonku bylo pfidano 500 pl pufru RBW a inkubovano 2 min pi#i pokojové teploté (pufr
RBW inaktivuje DNase I)

vzorek byl centrifugovan 1 min a protekla ¢ast byla odstranéna

na kolonku bylo pfidano 500 pul pufru RNW, centrifugovano 1 min a protekla ¢ast byla vylita
— tento krok se dvakrat opakoval

vzorek byl znovu 1 min centrifugovan a poté byla kolonka vlozena do ¢isté 1,5 ml zkumavky
do stiedu kolonky bylo naneseno 45 pl RNase-free vody, inkubovano 1 min pii pokojové
teploté a centrifugovano 2 min

vzorky izolované DNA byly skladovany pfti -20°C

4.4. Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Pro detekci fytopatogent byly pouzity univerzalni specifické primery vybrané vzdy podle
konkrétniho viru, bakterie ¢i fytoplazmy. Pro piesnéjsi urCeni byla v nékterych piipadech
pouzita metoda nested PCR, pii které byla aplikovdna dvojice tzv. vnitinich primert
zamé&fenych na krat$i isek DNA. U této metody byla pouZzita amplifikovana DNA z piedeslé
direct PCR fedéna vodou v poméru 1:29. Pii kazdé PCR (direct i nested) byla pouzita tzv.
negativni kontrola, tedy vzorek pfipravovany stejné jako ostatni, ale templatova DNA byla
nahrazena ultraCistou vodou. Negativni kontrola slouzi jako dlikaz, Ze vzorky nebyly
kontaminovany. Pfi testovani vzorki na Agrobacterium byla pouzita i tzv. pozitivni
kontrola, a to konkrétné izolovand DNA bakterie Agrobacterium rubi. Podle hledaného
fytopatogenu byl vzdy na cycleru zvolen specificky program pro PCR.

Vysledky PCR byly zjistovany elektroforézou na 1% agardézovém gelu. Gel byl
pfipravovan pro 17 vzorkt z 0,35 g agarézy, 40 ml pufru 1x TBE a 1ul barviva GelRed
(barvivo pifidano az po mirném zchladnuti smési, aby nedoslo k denaturaci). Po ztuhnuti gelu
byly nanaseny vzorky po 6 pl smichanych s 3,5 pl nanaSeciho pufru. Nanaseci pufr
S obsahem bromfenylové modfi slouzi ke zviditelnéni vzorki pii elektroforéze. Zaroven byl
obvykle do prvni jamky v gelu nanesen 100 bp marker (0,4 pl + 3,5 pl nanaseciho pufru,
velikost fragmenti markeru: 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp),
slouzici pro urCeni velikosti fragmentii vzorkd. Vzorky byly nésledné separovany

horizontalni elektroforézou v pufru 1x TBE obvykle cca 20 minut (podle velikosti gelu
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apoctu vzorkll) pii napéti 120 V. Vizualizace vysledki elektroforézy byla provadéna

pomoci UV zéfeni.

4.4.1. Reak¢ni smési pro PCR
a) pro detekci fytoplazem:

Master Mix (MM) 12,5 ul
H>0 10,5 pl
primer forward 0,5ul
primer reverse 0,5 ul
DNA 1l
b) pro detekci virt:
Master Mix (PCR MM, Top Bio) 10 ul
H,O 8 ul
primer forward 0,5 ul
primer reverse 0,5 ul
cDNA 1ul

4.4.2. Primery pouzité pro PCR
Pti detekci nasledujicich fytopatogend byly pouzity specifické univerzalni primery urcené
pro amplifikaci konkrétnich Gisekt fetézce DNA €1 RNA kli€ovych pro stanoveni pfitomnosti
daného fytopatogenu.
a) primery pro direct PCR:

e Rhodococcus JRERIGHT/JRELEFT

e Agrobacterium vir D2 F/R

o fytoplazmy P1A/PTA

e SPV1 POLERO 47Fw/SPV 1R
SPV 1F/1R

e SMYEV SMYEV fIr

e SMoV SMOV fir

e SCV SCV F/IR

e SCRh1 SCV 2f/1r

b) primery pro nested PCR:

o fytoplazmy P1A/P7A — R16 mF2/mR1

e SPV1 POLERO 47Fw/SPV 1R — SPV 1F/IR
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4.4.3. Sekvence pouzitych primert

JRERIGHT 5‘-CGGGATCCATATCGAACCGCCCTC-3¢ (Stange a kol., 1996)
JRELEFT 5‘-GGGAATTCCGACCGTATCCAGTGT-3¢ (Stange a kol., 1996)
vir D2 F 5‘-ATGCCCGATCGAGCTCAAGT-3¢ (Haas a kol., 1995)
virD2 R 5‘“CCTGACCCAAACATCTCGGCTGCCCA-3¢  (Haas a kol., 1995)
P1A 5‘“ACGCTGGCGGCGCGCCTAATAC-3¢ (Lee a kol., 2004)
P7A 5‘-CCTTCATCGGCTCTTAGTGC-3* (Lee a kol., 2004)
POLERO 47Fw 5’-GAGTGTCACCACCCCTCACTAC-3¢ (Luciani a kol., 2016)
SPV 1F 5‘-“AGAGATCGCCGGATTCCGCAA-3¢
(Thekke-Veetil a Tzanetakis, 2016)
SPV 1R 5“TGACACGCTCGGTATTCACAAACAGT-3¢
(Thekke-Veetil a Tzanetakis, 2016)

SMYEV f 5*-GTGTGCTCAATCCAGCCAG-3* (Thompson a kol., 2003)
SMYEV r 5-CATGGCACTCATTGGAGCTGGG-3¢  (Thompson a kol., 2003)
SMoV f 5-TAAGCGACCACGACTGTGACAAAG-3*(Thompson a kol., 2003)
SMOV r 5-TCTTGGGCTTGGACTGTCACCTG-3*  (Thompson a kol., 2003)
SCV F 5‘-CATTGGTGGCAGACCCATCA-3* (Thompson a kol., 2003)
SCV R 5°-TTCAGGACCTATTTGATGACA-3° (Thompson a kol., 2003)
SCV 2f (zatim nepublikovano)
SCV 7r (zatim nepublikovano)
R16 mF2 CATGCAAGTCGAACGGA (Gundersen a Lee, 1996)
R16 mR1 CTTAACCCCAATCATCGAC (Gundersen a Lee, 1996)

4.4.4. Amplifikacni programy pouzité pro PCR

Pro amplifikaci DNA byly pouzity rizné programy vybrané vzdy podle zvolenych primera.

Jednotlivé programy se 1i8i v teplotach, pifi nichz dochazi k denaturaci, nasedani primera

(annealing) ¢i k syntéze vlaken (extension), zaroven ale také v délce ¢asovych intervald, pii

nichZz k témto tkonim dochéazi nebo v po¢tu opakovani cykli. K amplifikaci byly pouzity

celkem tfi laboratorni cyclery, ato Labnet Multi Gene Il, Bioer a Mini Cycler ™ MJ

RESEARCH. Po skonc¢eni amplifikace je v cycleru vzdy ustalena teplota na 4°C.

a) program pouzity pro direct PCR s dvojici primerd JRERIGHT/JRELEFT (Rhodococcus):

pocatecni denaturace

cyklus opakovany 33x:

dosyntetizovani fetézct

94°C 2 min
denaturace 94°C 1 min
annealing 55°C 1 min
extension 72°C 40 s
72°C 5 min
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b)

d)

f)

9)

program pouzity pro direct PCR s dvojici primert vir D2 F/R (Agrobacterium):

pocate¢ni denaturace 95°C 2 min
cyklus opakovany 36x: denaturace 94°C 30s
annealing 52°C 45s
extension 72°C 1 min
dosyntetizovani fetézcii 72°C 5 min

program pouzity pro direct PCR s dvojici primerd P1A/P7A (fytoplazmy):

pocatecni denaturace 94°C 11 min
cyklus opakovany 35x: denaturace 94°C 1 min
annealing 55°C 2 min
extension 72°C 3 min
dosyntetizovani fetézci 72°C 7 min

program pouzity pro direct PCR s dvojici primerti P1A/P7A (fytoplazmy):

pocate¢ni denaturace 94°C 2 min
cyklus opakovany 35x: denaturace 94°C 1 min
annealing 50°C 2 min
extension 72°C 3 min
dosyntetizovani fetézct 72°C 10 min

program pouzity pro nested PCR skombinaci primerd P1A/P7A — R16 mF2/mR1
(fytoplazmy):

pocatecni denaturace 94°C 2 min
cyklus opakovany 35X: denaturace 94°C 1 min
annealing 55°C 2 min
extension 72°C 3 min
dosyntetizovani fetézcii 72°C 10 min

program pouzity pro direct PCR s dvojicemi primerd POLERO 47Fw/SPV 1R; SPV 1F/1R a
nested PCR s kombinaci primertt POLERO 47Fw/SPV 1R — SPV 1F/1R (SPV1):

pocate¢ni denaturace 94°C 1 min
cyklus opakovany 35x: denaturace 94°C 15s
annealing 55°C 35s
extension 72°C 35s
dosyntetizovani fetézct 72°C 3 min

program pouzity pro direct PCR s dvojici primerd SMYEV f/r (SMYEV):
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h)

)

pocate¢ni denaturace 94°C 2 min

cyklus opakovany 35x: denaturace 94°C 1 min
annealing 55°C 40s
extension 68°C 40 s
dosyntetizovani fetézct 68°C 5 min

program pouzity pro direct PCR s dvojici primerd SMoV f/r (SMoV):

pocate¢ni denaturace 94°C 1 min
cyklus opakovany 35X: denaturace 94°C 155
annealing 55°C 30s
extension 72°C 30s
dosyntetizovani fetézci 72°C 2 min

program pouzity pro direct PCR s dvojici primert SCV 2£/7r (SCRh1):

pocatecni denaturace 94°C 2 min
cyklus opakovany 35x: denaturace 95°C 15s
annealing 51°C 30s
extension 72°C 40
dosyntetizovani fetézci 72°C 10 min

program pouzity pro direct PCR s dvojici primerti SCV F/R (SCV):

pocateéni denaturace 95°C 1 min
cyklus opakovany 39x: denaturace 95°C 15s
annealing 51°C 30s
extension 72°C 1 min
dosyntetizovani fetézci 72°C 10 min

4.5. Prepis RNA na cDNA

Pii PCR spouzitim DNA dochazi v prvnim kroku ktzv. denaturaci, tedy roSté€peni
dvouvlaknové Sroubovice na dvé samostatna vlakna, aby bylo umoZznéno nasedani primera a
nasledna syntéza druhého vladkna za pomoci volnych nukleotidi. Jelikoz RNA je tvofena
pouze jednim vlaknem, je nutno podle ni syntetizovat cDNA, jakozto druhé vlakno. Tehdy
muze PCR probihat obvyklym zplisobem.

reakéni smés: RNA 3ul
Random primer 0,5 ul
10 mM dNTP Mix 0,5 ul
H,0 3,5 ul
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reak¢ni smés byla promichana a inkubovana v cycleru 5 min pii 65°C
smés byla kratce zchlazena na ledu a byly pfidany 2 ul pufru First-Stana, 1 ul DTT a 0,5 ul
reverzni transkriptazy (RT)
smés byla promichéana a vracena do cycleru
vzorek byl podroben nésledujicimu programu: 37°C 2 min
25°C 10 min
37°C 50 min
70°C 10 min

po skonceni programu byl vzorek v cycleru zchlazen na 4°C, pozdé&ji uchovavan pii -20°C

4.6. Sekvenovani

Vzorky, u nichz byla diky PCR a nasledné elektroforéze detekovana ptitomnost
fytopatogenu, byly odesilany do némecké laboratofe GATC-Biotech v Kostnici na
osekvenovani genomu, aby mohla byt pfipadnd infekce potvrzena. Pfedtim bylo nutné
vzorek zbavit primerti, polymerazy asoli. U vétSiny vzorkll bylo aplikovano piecisténi
z PCR produktu, u nékterych byly pieéistény fragmenty vyfiznuté z agardézového gelu.
Dtvodem bylo, Ze pro pie€isténi z PCR produktu musi byt prouzek na snimku gelu po
elektroforéze Cisty a zietelny. Pokud tomu tak neni, voli se pfecisténi z gelu.

Z takto precistené DNA pak byly pfipraveny dva vzorky na sekvenacni reakci, kazdy
S jednim z dvojice puvodnich primert. Vzorky odesilané k osekvenovani byly michany
z 8,75 pl precisténé DNA a 1,25 pl primeru.

Pro vyhodnoceni ziskanych sekvenci byl pouZivan pocitacovy program Vector NTIS.
Ziskané sekvence byly porovnavany se sekvencemi z GenBank od BLASTn 2.2.16 service
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.7. Precisténi DNA z PCR produktu pouzitim kitu QlAquick

pracovni postup byl dodrZzen podle pokynti vyrobce (sloZzeni pufrii neuvedeno) s drobnymi
upravami ze strany Skolitelky

vSechny centrifugaéni kroky byly provadény v nechlazené stolni centrifuze Mini Spin plus
Eppendorf pti 14.000 rpm (pokud neni uvedeno jinak)

vzorky byly promichdvany pomoci MS2 Minishakeru MANEKO a nasledné vzdy
zvortexovany

k jednomu objemu PCR vzorku bylo pfidano pét objemt pufru PB a promichano
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vzorek byl aplikovan na QIAquick kolonku umisténou v2ml sbémé zkumavce,
centrifugovan 1 min (kvuli navazani DNA) a nésledné byla protekla ¢ast odstranéna

na kolonku bylo pfidano 750 ul pufru PE, centrifugovano 1 min (kvuli promyti) a protekla
¢ast byla opé€t odstranéna

vzorek byl centrifugovan 2 min a poté byla kolonka umisténa do ¢isté 1,5 ml zkumavky

na stied membrany bylo piidano 30 pl elution pufru, kolonka byla inkubovana 1 min pfi
pokojové teploté a nasledné centrifugovéana 1 min pii 13.000 rpm

precisténé vzorky DNA byly skladovany pti -20°C

v Wew

4.8. Precisténi DNA z agaro6zového gelu pouzitim kitu QlAquick

pracovni postup byl dodrzen podle pokynii vyrobce (sloZeni pufrii neuvedeno) s drobnymi
upravami ze strany Skolitelky

vSechny centrifugacni kroky byly provadény v nechlazené stolni centrifuze Mini Spin plus
Eppendorf pii 14.000 rpm

vzorky byly promichavany pomoci MS2 Minishakeru MANEKO a nasledné vzdy
zvortexovany

vazeni bylo provadéno na laboratornich vahach KERN KB (max. 510 g, d = 0,01 g)

pfi praci v komote s UV zédfenim byly pouZity ochranné pomucky

fragmenty DNA byly vyfiznuty z agar6zového gelu sterilnim skalpelem pfi osviceni UV
svétlem

platky gelu byly zvaZzeny ve zkumavce a k jednomu objemu gelu byly pfidany tfi objemy
pufru QG (100 mg ~ 100 pl)

smés byla inkubovéana 10 min pii 50°C, pfi¢emz byla & 3 min vortexovana (kvili rozpusténi
gelu)

k objemu vzorku byl pfidan stejny objem isopropanolu a smés byla promichana

vzorek byl nanesen na QIAquick kolonku umisténou v 2 ml sbérné zkumavce, centrifugovan
1 min a protekla ¢ast byla odstranéna

na kolonku bylo ptidano 500 pl pufru QG a centrifugovano 1 min

na kolonku bylo déle pfiddno 750 pl pufru PE, centrifugovano 1 min (kvili promyti
membrany), protekla frakce byla vylita a kolonka centrifugovana znovu 1 min

kolonka byla umisténa do Cisté 1,5 ml zkumavky a do jejiho stfedu bylo napipetovano 50 pl

pufru EB a centrifugovano 1 min
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na stied kolonky bylo pfidano 30 pl elution pufru, kolonka byla inkubovana 1 min pfi
pokojové teploté a nasledné centrifugovéna 1 min

precisténé vzorky DNA byly skladovany pfi teploté -20°C

4.9. Roubovani

Jednim zcili ptfedkladané prace bylo ovéfeni teorie, ze se fytopatogeny pienaseji
roubovanim. Tato teorie je sice u mnoha fytopatogentii uz davno potvrzena, ale nebylo tomu
tak u nové objeveného cytorhabdoviru. Za tim ucelem byly tedy z puvodnich 8 rostlin druhu
Fragaria annanassa vytvoreny rouby, jejichz prostfednictvim méla byt infekce pifenesena na
indikac¢ni rostliny druhu Fragaria vesca, odrida Alpine. Z kazdé pavodni rostliny vznikly
dvé az tifi nové naroubované, ale ne vSechny rouby se uchytily. Celkem bylo ziskano
17 roubovanych vzorki.

Postup roubovani:
Z ptivodni rostliny byl sterilni Ziletkou odfiznut jeden list (trojcetny)
z listu byly odfezany postranni listky tak, aby fapik prostfedniho listku ztistal co nejdelsi a
byl setiznut do Spicky
nasledné byl z indikaéni rostliny odfiznut list asi v pili fapiku a zbyvajici fapik byl rozpilen
podélné v délce cca 1,5 -2 cm
pfipraveny roub byl vloZen do zlabku v fapiku (tak, aby se cévni svazky napojily) a upevnén
prouzkem celofanu
stejnym zptisobem byl vytvoten druhy roub
ostatni listy indikacni rostliny byly odstranény
rostlina byla zalita a piikryta celofanovym sackem

Indikaéni rostlina byla zakryta po dobu nékolika dni. Usp&snost roubovéni byla dokazana,

jestlize rouby v prvnich dnech neuschly a pozdé&ji zacaly vyrlstat nové listy.

5. Vysledky

Prvnim krokem pfi detekci fytopatogent U testovanych rostlin byla izolace nukleovych
kyselin. Z 28 vzorki byla u prvnich Sesti izolovana DNA, u zbylych se jednalo o RNA.
V ptipadé prvnich tii vzorkli byla DNA izolovéana z neobvyklych novotvard, jez se vytvoiily
na bazi stonku a listli, u vSech ostatnich §lo o izolaci DNA i RNA z listt (idealné listy
S priznaky). V jednom ptipad¢ byla RNA izolovana zaroven z listu i z kofene rostliny kvili

domn¢élé vyssi koncentraci RNA v izolatu. Kvalita izolatu byla vzdy ovéfena na NanoDropu,
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kdy byla diky zméfené absorbanci vzorku pii rtiznych vlnovych délkach vypocitana
koncentrace nukleovych kyselin. Hodnoty koncentraci byly velice rizné, ale vSechny izolaty
byly nakonec uznany jako vhodné pro dalsi pouziti. Dulezitym ukazatelem kvality u izolatu
je krom¢ koncentrace také pomér absorbanci pti 260 a 280 nm. V idealnim piipadé by m¢l
pomér vychazet nasledovné: A260/A280 = 2. I toto kritérium izolaty s mensi odchylkou
spliovaly.

Z izolatu DNA ¢i RNA byla v dal§im kroku namichana reakéni smés pro PCR. Dvojice
primeru byla vzdy vybrana podle sledované¢ho tseku fetézce. V piipadé detekce fytoplazem
a SPV1 bylo potieba amplifikovat kratsi ¢ast fetézce, a za timto uc¢elem byla po direct PCR
provedena jesté¢ nested PCR Stzv. vnitinimi primery. Vysledky PCR byly zjistovany
prostfednictvim elektroforézy na 1% agar6zovém gelu a vizualizovany naslednym osvicenim
UV svétlem. Méfitkem pro jednotlivée vzorky byl marker, aplikovany rovnéz do jamky
Vv gelu, diky némuz bylo mozno odecist velikost fragmentt jednotlivych vzorkt. Pti kazdé
elektroforéze byla rovnéz alespont do jedné jamky v gelu nanesena tzv. negativni kontrola,
tedy vzorek, se kterym bylo pracovano naprosto stejné jako s ostatnimi, jen produkt PCR byl
nahrazen vodou. Pfi detekci fytopatogend Agrobacterium a SCRh1 byla pouzita také tzv.
pozitivni kontrola. Jedna se o vzorek DNA, ktery jiz byl testovan a je prokazatelné pozitivni
na pritomnost daného fytopatogenu. Ob¢ kontroly slouzi k ovéfeni, zda nedoslo v prubéhu
laboratorni prace ke kontaminaci vzorki ¢i chybé€ v postupu.

Ze snimku agar6ézového gelu po elektroforéze lze urcit, zda je vzorek infikovan danym
fytopatogenem, ale ne se stoprocentni jistotou. Jak uz bylo zminéno, podle markeru byly
priblizné zjistény velikosti jednotlivych fragmenti ve vzorku, ale bylo potieba blizsi
pfezkoumani. Za timto Gcelem byl izolat nukleové kyseliny precistén, aby mohl byt nasledné
odeslan k osekvenovani zkoumaného tseku fetézce DNA ¢i RNA. Z vysledného ptesného
potadi nukleotidii bylo teprve mozno se stoprocentni pravdépodobnosti urcit, zda vzorek
opravdu obsahuje genetickou informaci hledaného fytopatogenu. Na sekvenovéani bylo
odeslano celkem 17 izolath rostlinné DNA a RNA, tedy konkrétné¢ 34 vzorkt, nebot’ z kazdé
precisténé nukleové kyseliny je nutno namichat dvé reakéni smési, kazdou s jednim
primerem. U vsech téchto vzorkl byla prokazana pfitomnost daného fytopatogenu, a to 8x
Slo o nakazu SPV1, 5x 0 SCRh1, 3x 0 SCV a 1x 0 SMYEV. Z toho ve dvou pfipadech $lo o
soucasny vyskyt vice fytopatogent, konkrétné u jedné rostliny zarovenn SPV1 a SCRh1, u
druhé pak dokonce SPV1, SCV i SMYEV.

DalSim zcilt ptedkladané prace bylo ovéfeni teorie o moznosti pfenosu néakazy

roubovanim. Z puvodnich 8 rostlin druhu Fragaria annanassa, které byly prokazatelné
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infekéni, bylo naroubovano 20 indika¢nich rostlin. U nékterych doslo v prvnich dnech
k uschnuti roubd, ale ve 12 ptipadech se rouby uchytily. Zaroven bylo Gispésné naroubovano
5 novych indikacnich rostlin, u kterych se testovalo, zda se znovu neobjevi zminované
novotvary (¢i néjaké dalsi ptiznaky). Pouzité rouby totiz mély stejny ptivod jako rouby
rostlin, u nichz se novotvary vytvofily. VSech 17 rostlin druhu Fragaria vesca, odrida
Alpine bylo nasledn¢ testovano, aby se zjistilo, zda byl pfenos Gspé&sny. Testy jednoznaéné
prokazaly moznost pfenosu roubovanim i u nové objeveného cytorhabdoviru.

K pienosu touto metodou ovSem nedojde vzdy. Pii roubovani rostliny, kterd byla
prokazatelné nositelem SPV1, SCV i SMYEV, doslo k pienosu vSech téchto fytopatogend na
jednu indikacni rostlinu, avSak druha nebyla nakazena ani jednim. Ve druhém piipadé §lo o
soucasnou infekci SPV1 a SCRh1, pficemz ptenos nastal u prvniho v 75% pokust, u druhého
jen v 25%. U dalsich dvou rostlin byla uspésnost ptenosu SCRh1 a SCV 50%.

Co se tyce prenosu fytopatogenti u 5 indikacnich rostlin roubovanych ze stejnych rostlin
jako piivodni rostliny s novotvary, byly také pomérné tspésné. U prvnich dvou rostlin byla
uspésnost pienosu SPV1 100%. U tieti rostliny se povedlo ptenést SPV1 a SCRh1, oboji
v 50% ptipadu.

Poslednich 5 zkoumanych rostlin, které pochazely z obce Lhenice, bylo testovano stejné
jako roubované rostliny na piitomnost SPV 1, SCV, SCRhl, SMYEV a SMoV. Po
sekvenovani se potvrdila pfitomnost SCV u dvou rostlin, pficemZ u jedné z nich zaroven

SCRh1.

6. Diskuze

Prvnim cilem ptekladané prace bylo zjistit pfi¢inu vzniku novotvarl u tii rostlin druhu
Fragaria vesca. Zaroven s témito byly testovany i tfi ptvodni rostliny druhu Fragaria
annanassa, znichz byly zminéné rostliny roubovany. VSech 6 rostlin bylo postupné
testovano na fytoplazmy, Rhodococcus a Agrobacterium, nebot’ takové byly odhadované
pficiny vzniku novotvart, ale bohuzel ani v jednom ptipad¢ tisp€sné.

To vedlo k myslence pienosu fytopatogenii roubovanim S moznymi vyraznéj$imi projevy
nakazy u indikac¢nich rostlin a snazsi detekci. Zaroven bylo tieba otestovat moznosti pfenosu
nové objeveného cytorhabdoviru. Bylo tedy vybrano 8 rostlin druhu Fragaria annanassa, u
nichz uz byla prokazana ptitomnost riznych fytopatogent (véetn¢ SCRh1), a z nich bylo
uspésn¢ naroubovano 12 indikacnich rostlin. Soucasné bylo naroubovano dalSich 5 rostlin

rouby stejného puvodu jako ty, jez byly pouzity pro rostliny s novotvary. Téchto 17
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jahodnikti druhu Fragaria vesca, odriida Alpine bylo postupné testovano na ptitomnost SPV
1, SCV, SCRh1, SMoV a SMYEV, nebot’ takové byly fytopatogeny detekované u ptvodnich
rostlin. (Fytoplazmy a bakterie byly po pfedchozich testech vylou¢eny.) Vysledky PCR a
nasledného sekvenovani ukazaly uspé$ny pienos na 11 indika¢nich rostlin. Celkem 7 rostlin
bylo nakazeno SPV1 a jedna z nich zaroven SCRh1. Na dalsi dvé rostliny bylo rovnéz
pteneseno SCRh1, na jednu SCV a posledni jahodnik ziskal roubovanim SPV 1, SCV i
SMYEV. U ostatnich rostlin nebyla infekce prokazana. Uspé&$nost pienosu fytopatogend
roubovanim je tedy pomérné nevyzpytatelnd, nebot’ v nékterych ptipadech dojde k pfenosu
jen nékterych fytopatogent, v jinych jen na nékteré indikacni rostliny, anebo také k pienosu
vibec nedojde.

Poslednim ukolem vyzkumu k ptedkladané praci byla detekce fytopatogenti na 5 rostlinach
péstovanych vobci Lhenice. Slo o rostliny nejasného piivodu zakoupené volné
Vv zahradnictvi. Bylo zji§téno, ze jde o druh Fragaria annanassa. Sazenice byly vybrany,
jelikoz jevily znamky nakazy, tj. epinastie, deformace a kroucenti listii. Cilem bylo zjistit, zda
takto volné prodavané sazenice mohou byt infikovany. Jako u roubovanych rostlin byla PCR
zamé&fena na SPV1, SCV, SCRh1l, SMoV a SMYEV. Nasledné sekvenovani skuteéné
prokazalo infekci, a to u dvou z péti rostlin. Jednalo se o SCV u jedné a SCV v kombinaci

s SCRh1 u druhé sazenice.

7. Zavér

Ze vsech 28 testovanych jahodnikli byly uspésné izolovany nukleové kyseliny a S izolaty
byla néasledné provedena série PCR s riznymi kombinacemi primert. U vzorkl se slibnymi
vysledky se pokracovalo piecisténim izolatl, aby mohly byt osekvenovany. U prvnich tii
testovanych rostlin se bohuZzel nepodafilo urcit pfi¢inu vzniku novotvari. Tyto rostliny, ani
ty, z nichz byly zminéné rostliny naroubované, nebyly pozitivni na pfitomnost Zadného
z testovanych fytopatogenu, tj. fytoplazmy, Rhodococcus a Agrobacterium, ptestoze pravé
tyto fytopatogeny meli byt tdajné nejpravdépodobnéjsi pficinou zminénych ptiznaka. Pivod
vzniku novotvart byl tedy nejspiSe nékde jinde a nejednalo se o fytopatogen. Podafilo se
ovSem potvrdit hypotézu o pfenosu nové objeveného cytorhabdoviru roubovanim. Tato
metoda pfenosu ovSem neni piili§ spolehliva. Pfenos se podafil celkem u 11 rostlin ze 17
roubovanych, a ne ve vSech ptipadech doslo k souasnému pienosu vSech fytopatogend.

Dale byla potvrzena nakaza SCV a SCRh1 u sazenic zakoupenych v zahradnictvi.
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Ze vsech testovanych fytopatogent byly detekovany Strawberry polerovirus 1, Strawberry
crinkle virus, Strawberry cytorhabdovirus 1 a Strawberry mild yellow-edge virus. Pfitomnost
fytoplazem, bakterii Agrobacterium a Rhodococcus ani Strawberry mottle viru se u zadné

rostliny prokéazat nepodafila.
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9. P¥ilohy

negativni
kontrola

Obr. 1: Vizualizovany vysledek elektroforézy pod UV zafenim. Jedna se o direct PCR
s primery SPV 1F/1R — detekce SPV1. Vzorek 1 a 3 viditelné pozitivni (250 bp) — nasledné

potvrzeno sekvenovanim.
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3
Obr. 2: Vzorové naroubovana indika¢ni rostlina. Dva rouby pfipevnény prouzkem celofanu,

ostatni listy odstranény. Rostlina dale izolovana n€kolik dni v celofanovém sacku.
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Obr. 3: Listy rostliny nakazené SPV1, SMYEV a SCV. Jasné viditelné¢ deformace listu,

nepom¢ér ve velikosti listkti a svétla mozaika na listech.

Obr. 4: Onemocnéni zpisobené SCRh1. Patrné nekrotické 1éze na fapiku.
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