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1. LITERARNI PREHLED
1.1. UVOD

V ramci evropskych standardt na ochranu rostlin (EPPO) jsou v souc¢asnosti popsany ¢tyfi
viry, jejichz pritomnost by méla byt na stromech jablonich pravidelné sledovana. Konkrétné
se jedna o virus mozaiky jablon¢ (Apple mosaic virus, ApMYV), virus zlabkovitosti kmene
jabloné (Apple stem grooving virus, ASGV), virus vrasc¢itosti kmene jabloné (Apple stem
pitting virus, ASPV) a virus chlorotické skvrnitosti listi jabloné (Apple chlorotic leaf spot
virus, ACLSV) (Anonym 3, 1999). Zminéné viry se ¢asto vyskytuji ve smésnych infekcich
(Mink, 1989).

Jejich pritomnost byla potvrzena po celém svéte, presnéji feCeno na vSech mistech, kde
jejich hostitelé volné rostou ¢i se komeréné péstuji. Vyznam téchto patogenli spociva

pfedevsim v jejich potencialu zpusobit nemalé vynosové ztraty pii péstovani jadrovin.

1.2. VYBRANI VIROVI PATOGENI
1.2.1. VIRUS MOZAIKY JABLONE

Virus mozaiky jabloné (Apple mosaic virus, ApMV) je fazen do rodu llarvirus, celedi
Bromoviridae (Anonym 4, 2014). Jedna se o izometricky virus ikosahedralniho tvaru
s rozméry Castic okolo 25 nm (Fulton, 1967; Gotlieb a Berbee, 1973). Genom viru (tzv.
segmentovany genom) je sloZen z pozitivné orientované jednovlakenné molekuly RNA, ktera
je rozdélena do tfi genomovych RNA a jedné subgenomové RNA. Pro vznik infekce je nutné,
aby vSechny segmenty viru byly v hostiteli pfitomné (Ribicki, 1995; Bol, 1999; Shiel a
Berger, 2000).

ApMYV je celosvétoveé rozsifeny virus s velice Sirokym hostitelskym spektrem (Fulton,
1972). Pfirozeny vyskyt viru byl popsan na dfevinnych i bylinnych hostitelich. Mezi
ovocndisky vyznamné hostitele patii jabloné, hrusné, slivon€, meruiiky, broskvoné, tfesné,
mandloné, jahodniky, maliniky, ostruziniky, Cervené rybizy a lisky (Anonym 1, 2003).
Dals§imi hostitelskymi druhy jsou chmel, rize a nékolik zastupcti z roda Prunus, Betula,
Aesculus, Sorbus a Crateagus (Sweet, 1980; Neméth, 1986; Brunt et al., 1996).

K nejcastéjSimu prenosu viru zinfikovanych rostlin na rostliny zdravé dochazi pfi
vegetativnim mnozenim dfevin (Neméth, 1986). V odborné literatuie je dale popsan pienos

viru mechanicky pomoci ¢epele noze kontaminované infikovanou st'avou (potvrzeno pouze u
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rostlin chmele) a pomoci semen a pylu (sledovano pouze u lisek) (Cameron a Thompson,
1986; Pethybridge, 2002). V ramci jadrovin byl krom jiz zminéného vegetativniho pfenosu
pozorovan pouze pienos ApMV nasledkem sristu kofenti jabloni v zemi (Hunter et al., 1958;
Dhingra, 1972).

ApMV je nejcastéji puvodcem ruznorodych mozaik na listech (v podobé zlutych
pravidelnych ¢i nepravidelnych skvrn), ale infekce se muze projevit i listovou nekrézou, nebo
byt zcela bezpiiznakova (tzv. latentni) (Neméth, 1986). Ptiznaky viru se obvykle 1isi u
riznych virovych kmenti i mezi jednotlivymi hostitelskymi rostlinami, a to nejen svou
intenzitou, ale i konkrétnim projevem. Pfiznaky se také Casto neprojevi na celé rostling, ale
nahodné na nékolika vétvich ¢i listech (Paunovic et al., 2011).

V Ceské republice se uvadi, ze vice nez 17 % jabloni v sadech, je virem infikovano. U
starSich sadli mtize byt napadeno i vice nez 50 % stromil (Svoboda a Polak, 2010).

Presné informace o celkovych ekonomickych ztratach zptisobenych ApMV nejsou znamé.
Vyznamnym faktorem je vSak sniZeni vynosu, které mé infekce za nasledek. U jabloni jsou

uvadény ztraty na vynosu ovoce 30 az 50 % (Thokchom et al., 2009).

1.2.2. VIRUS ZLABKOVITOSTI KMENE JABLONE

Virus zlabkovitosti kmene jabloné (Apple stem grooving virus, ASGV) je fazen do rodu
Capillovirus, celedi Betaflexiviridae, fadu Tymovirales (Anonym 4, 2014). Jedna se o
vlaknity linedrni virus s ¢asticemi o velikosti 600 — 700 nm x 12 nm, ktery ma spiralovity tvar
a-helixu. Genom viru je tvofen pozitivné orientovanou jednovldkennou RNA (Lister a Bar-
Joseph, 1981; Yoshikawa et al., 1992).

Virus je pivodcem latentni infekce pfedev§sim u ovocnych dievin z ¢eledi Rosaceae. Jeho
vyskyt byl do dneSni doby potvrzen nejen na jablonich, ale i na hruSnich, merunkach,
tfeSnich, citrusech, aktinidiich, liliich a dokonce i bambusech (Lister, 1970; Inouye et al.,
1979; Neméth, 1986; Sawamura et al., 1988; Takahashi et al., 1990; Yoshikawa et al., 1992;
Kinard et al., 1996; Clover et al., 2003; Lovisolo et al., 2003; Tang et al., 2010).

ASGV je pfenosny vegetativnim mnozenim infikovanych rostlin (Neméth, 1986). U
nekterych bylinnych hostiteltt a u druhu Malus platycarpa byl experimentalné potvrzen také
pienos semenem (Van der Meer, 1976; Inouye et al., 1979).

Na vétSing€ odrad jabloni je virova infekce bezptiznakova. U citlivych odrtid jabloni mtze
dochdzet k poskozeni xylému, které se projevuje ryhami ve dievé a nekrozami lyka (Neméth,

1986; Nickel et al., 2004).



V Ceské republice byl vyskyt viru potvrzen zhruba u 50 % péstovanych jabloni v sadech
(Polak a Zieglerova, 2001; Kundu et al., 2003).

Zhodnotit ekonomicky dopad infekce ASGV na ovocné stromy je slozité. Problémovy je
vyskyt viru ve Skolkach, zvlasté u okrasnych jabloni, kde mtze dojit k thynu stromkd, ale i

pouze k estetickému znehodnoceni stromkd pii roubovani a o¢kovani (Tahakara et al., 1988).

1.2.3. VIRUS VRASCITOSTI KMENE JABLONE

Virus vrascitosti kmene jabloné (Apple stem pitting virus, ASPV) spada do rodu
Foveavirus, celedi Betaflexiviridae, fadu Tymovirales (Anonym 4, 2014). Je to vlaknity
linearni virus s helikalni strukturou a casticemi o velikosti pfiblizn¢ 12-15 nm na Sitku a 800
nm na délku. Jeho genom je tvofen jednovladkennou pozitivné orientovanou RNA
(Koganezawa a Yanase, 1990; Jelkmann, 1994).

ASPYV byl do dne$ni doby popséan jen na uzkém okruhu hostitelskych rostlin. Virus je
povazovan za jeden znejvyznamnéjSich latentnich virG napadajicich jabloné a hrusné,
vyskytujici se celosvétové v produkénich sadech jadrovin. Mezi dalsi pfirozené hostitele patfi
kdoulong, hlohy a jefaby (Neméth, 1986).

Virus se prenasi vegetativnim mnozenim (Jelkmann a Paunovic, 2011).

U komer¢né péstovanych odrid jadrovin je infekce vétSinou bezpiiznakova (Desvignes et
al., 1999). Symptomy ASPV se obvykle projevuji na citlivych odriidach rostlin. U jabloni
dochazi k vrascitosti kmene a vétvi, ptipadné epinastii listi (Koganezawa a Yanase, 1990).

V Ceské republice byl proveden rozsahly vyzkum vyskytu ASPV v jablofiovych sadech a
Skolkach. Vyskyt ASPV byl potvrzen u 27,86 % vzorkl,, tedy u 117 jabloni ze 420
testovanych jedinct (Kundu, 2003).

Virus miize byt pivodcem vyznamnych ekonomickych ztrat, av§ak zhodnotit celkovy
ekonomicky dopad infekce je slozité. Virova infekce mé vliv na samotny rust stroml a tim
mize dojit k ovlivnéni ovocnaiské produkce. U napadenych stromti muze dojit ke snizeni
rustu vyhont o 29 — 55 % v prib¢hu vegetace (Cropley a Posnette, 1973; Thomsen, 1975).
Jsou vSak patrné vyznamné rozdily mezi jednotlivymi ro¢niky a také mezi samotnymi

odradami.

1.2.4. VIRUS CHLOROTICKE SKVRNITOSTI LISTU JABLONE

Virus chlorotické skvrnitosti listi jabloné (Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV) je

typovym zastupcem rodu Trichovirus, ktery patii do ¢eledi Betaflexiviridae, fadu Tymovirales
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(Anonym 4, 2014). Jedné se o vlaknity linearni virus o velikosti ¢astic 12 x 720 nm. Jeho
genom je tvoien jednovldkennou pozitivné orientovanou RNA (Yoshikawa a Takahashi,
1988).

Virus je rozsifen celosvétoveé, predevsim v tradicnich oblastech péstovani jadrovin a
peckovin. Hostitelsky okruh viru predstavuji pfevazné dieviny. Z ovocnaisky vyznamnych
druht byl virus detekovan na jablonich, hrusSnich, Svestkach, broskvonich, merunkach,
tteSnich a visnich. Lze ho vSak také nalézt na mandlonich, trnkach, kdoulonich, mispulich,
hlozich a japonské merunce (Lister, 1970; Sweet, 1980; Neméth, 1986; Giunchedi, 2003;
Myrta et al., 2003; Spiegel et al., 2005).

Virus se prenasi vegetativnim mnozenim, tedy o¢kovanim a roubovanim (Neméth, 1986).

Intenzita pfiznakl a zavaznost poSkozeni se lisi dle druhu rostliny a izolatu viru (Neméth,
1986). U vétsiny péstovanych odrud jadrovin je infekce bezptiznakova, avsak u nékterych
starSich odrid jabloni a hrusni se mohou objevit kruhové zluté skvrny na listech, a ptipadné i
plodech (Cropley et al., 1963; Desvignes a Boy¢, 1988). U nejcitlivéjSich druhtt a odrad
jadrovin dochézi ke vzniku nekrotickych skvrn na kmeni a vétvich stromu, coz mize mit za
nasledek i odumfeni celého stromu (Yanase 1974; Yanase et al., 1979).

V Ceské republice byl pfi ndhodném monitoringu virus detekovan téméf ve vsech 72
testovanych stromech jabloni a ve 28 ze 126 testovanych hrusni (Polak et al., 1997). Podobné
jako u ostatnich jabloniovych vird, je i v tomto piipadé slozité hodnotit ekonomicky vyznam
viru. U vétSiny kulturné péstovanych jadrovin je infekce bezptiznakova a pravdépodobné
nedochézi k vyznamnym ztratdm na vynosech. Vyznamné jsou ztraty ve Skolkach, kdy mize

dojit k inkompatibilité roubu a podnoze, nebo k zasychani pupent (Desvignes, 1999).

1.3. OCHRANA JABLONI PRED VIROVOU INFEKCI

Jelikoz je vegetativni mnozeni hlavnim, a ¢asto 1 vyhradnim zplsobem Sifeni vyse
popsanych jablonovych viri v pfirod¢, predstavuje metoda prevence jedinou spolehlivou
ochranu pfed témito virovymi patogeny. Pro péstitele této ovocnaiské komodity je proto zcela
nezbytné vyuzivat pouze zdravou sadbu, ¢ehoz lze docilit pouze pravidelnou kontrolou
zdravotniho stavu certifikovaného mnoZitelského materidlu za vyuziti kvalitnich citlivych a
spolehlivych diagnostickych metod.

Certifika¢ni schémata sadby jsou doporucovana riiznymi organizacemi zabyvajicimi se
ochranou rostlin. V ramci evropskych zemi se uplatiuji standardy EPPO (European and

Mediterranean Plant Protection Organization). Dle téchto standardd je povinnou soucasti
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certifikace u vSech zminovanych virG testovani potencidlni matecni rostliny pomoci
drevinnych indikatorovych rostlin. Jelikoz jsou tyto testy prostoroveé i ¢asové narocné, jsou
nejprve vyuzivany sérologické piipadné geneticko-molekularni metody pro tzv. piedtesty,
kterymi jsou hned na zacatku procesu vyrazeny infikované rostliny. Provedeni téchto testi je
znatelné rychlejsi a prostorové nenaro¢né. Avsak vyuzivani pouze téchto detekénich technik
neni zatim formalné¢ povolené, jelikoz tyto techniky nemusi vzdy spolehlivé poskytnout
vysledky v priabéhu celého roku u vsech testovanych rostlin (Anonym 2, 1991).

Mezi nejvice vyuzivané sérologické testy V soucasnosti patii metoda ELISA, ktera je pro
vSechny popisované viry komeréné dostupnd. Poprvé byla tato metoda aplikovéana ve virologii
pro detekci viru Sarky Svestky (Plum pox virus, PPV) a virus mozaiky huseniku (Arabis
mosaic virus, ArMV) a s mensimi modifikacemi se pouziva dodnes (Voller et al., 1976; Clark
and Adams, 1977). V Ceské republice je mozné pro tyto testy na ApMV, ACLSV a ASGV
uplatnit certifikovanou metodiku pro jablon¢ a hrusné (Svoboda a Polék, 2010).

Z geneticko-molekularnich metod je nejéastéji vyuzivan standardni test reverzni
transkripce a polymerazové fetézové reakce (RT-PCR), piipadné jeho varianty multiplex RT-
PCR a immunocapture RT-PCR (IC-RT-PCR) a kvantitativni RT-PCR (RT-gPCR). V
minulych letech byla v literatufe popsana cela tada protokoli, jak dané jablonové viry
detekovat (Alrefai et al., 1994; Sanchez-Navarro a Pallas, 1994; Candresse et al., 1995, 1998;
Nemchinov et al., 1995; Rowhani et al., 1995; Kinard et al., 1996; Jelkmann a Keim-Konrad,
1997; Crossley et al., 1998; James, 1998, 1999; Malinowski et al., 1998; Saade et al., 2000;
Kirby et al., 2001; Menzel et al., 2002; Kundu, 2003; Paunovic a Jevremovic, 2004; Hassan
et al., 2006), nicméné do dnesni doby nebyla v Ceské republice publikovana zadna

certifikovana metodika pro jejich detekci.



2. CiL METODIKY

Hlavnim cilem ptedkladané metodiky je poskytnou podrobné a srozumitelné protokoly
urené pro rychlou a spolehlivou detekci vybranych virovych patogent jabloni pomoci
sérologickych testii ELISA a molekularné-genetickych testi RT-PCR a kvantitativni RT-
PCR. Spolu sprotokoly je v ptfedkladané metodice uvedena tabulka s piehledem
nejvhodnéjsich terminti pro odbér konkrétniho typu rostlinného materialu pro detekci
jednotlivych virt v prab&hu roku.

Metodika vznikla na zéklad¢ vysledka feSeni vyzkumného zdméru CIGA ¢. 20142017
,Detekce a kvantifikace viru mozaiky jabloné a dalSich vyznamnych virti jabloni pomoci real-

time PCR.«

3. VLASTNi POPIS METODIKY

V uvodu této kapitoly je nutné zdlraznit, ze ptitomnost vSech ¢tyf vybranych viril jabloni,
jmenovité viru mozaiky jabloné, viru zlabkovitosti kmene jabloné€, viru vrascitosti kmene
jabloné€ a viru chlorotické skvrnitosti listi jabloné€, se na dfevinach viditelné projevuje jen
velmi zfidka, neboli virové infekce maji latentni (bezptiznakovy) charakter. Z toho vyplyva,
Ze ptitomnost piiznakl na listech ¢i kmenu jabloni pro nas mlze byt samoziejmé dileZitym
voditkem, avSak jejich absence zdaleka neznamend, ze strom je zdravy a proto nemusi byt

podroben dalSim diagnostickym testim.

3.1. ODBER VZORKU

Rostlinny material odebirame ze Ctyf az Sesti mist rovnomérné rozmisténych po obvodu
celé koruny testovaného stromu. Pro detekci vybranych virovych patogeni muizeme jako
biologicky materidl pouzit kvétni 1 listové pupeny, listy, kvéty a 1yko z vyhonl a vétvi.
Odebrany material uloZzime do igelitového sacku, ktery ozna¢ime a pifipojime k nému
informaci o misté a datu odbéru, poptipadé popiSeme ¢i fotograficky zdokumentujeme i
viditelné¢ makroskopické ptiznaky.

Vzorek by m¢l byt ihned po odbéru ulozen na tmavé a chladné misto (napf. do chlazeného
transportniho boxu) a posléze dopraven do diagnostické laboratoie. Poskozené vzorky (napf.

plesnivé, uschlé) je nutné u vSech detekénich metod z testii pfed uskladnénim ihned vyfadit.



Detekéni techniky, které byly pro tuto certifikovanou metodiku optimalizovany, se mezi
sebou ve spolehlivosti detekce podstatné 1i8i, a to v zavislosti na typu odebiraného materialu a
na daném ro¢nim obdobi. Z tohoto divodu doporucujeme pro zvolenou detekéni metodu
odebirat vzorky v pro ni optimalni dob¢, anebo naopak detekéni techniku prizptsobit dobé
odbéru a typu odebiraného vzorku. Doporuc¢ené terminy odbéru jsou uvedeny v tabulkach v
ptiloze (TABULKA 1) (Winkowska et al., 2016).

3.2. SKLADOVANI A PRIPRAVA VZORKU PRO TESTOVANI

Pti pouziti sérologickych testti ELISA je mozné vzorky pied samotnou analyzou uchovavat
Vv chladicim zaftizeni po dobu tii az péti dnu (teplota 4 °C).

V piipadé testovani vzorkd metodami RT-PCR nebo RT-gqPCR je uskladnéni vzorkt
Vv chladicim zafizeni zkraceno na tii dny. V pfipad¢ delsiho intervalu mezi odbérem a
zpracovanim je nezbytné vzorky pfemistit do mraziciho boxu (teplota -24 °C ¢i -70°C), a to
jiz nejlépe v pozadované navazce pro jednotlivé analyzy, zabalené do alobalu.

Navazka rostlinného materidlu pro jednotlivé detekéni metody ¢ini 100 mg. Testovany
vzorek by mél predstavovat reprezentativni ¢ast odebranych rostlinnych organti (vzorek z 6-8
listli, pupenti, kvétd, vyhonta ¢i vétvicek). U zdievnatélych pletiv (vyhony nebo vétvicky) je
nutné nejprve skalpelem odloupnout vrchni borku a na navazku si nozem odebrat pouze
zelené lyko. Skalpel je nutné mezi jednotlivymi vzorky desinfikovat ponofenim néstroje do

etanolu a jeho naslednym oZzehnutim nad plamenem.

3.3. DETEKCE PATOGENU ZA VYUZITI DAS a TAS ELISA
3.3.1. PRINCIP METODY

Sérologické metody vyuzivané v rostlinné virologii jsou zaloZené na antigennich
vlastnostech virQ, tj. na jejich schopnosti indukovat v krvi teplokrevnych zivo€ichti tvorbu
protilatek. Nejcastéji pouzivana sérologicka metoda je v soucasné dobé ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay), ve které se komplex antigen/protilatky absorbuje na jamky
plastickych mikrotitraénich desticek. Metoda v sob& kombinuje specificnost interakce
antigen/protilatka spolu s detekci patogena pomoci konjugovaného enzymu na protilatku.
Aktivita enzymu je méfena spektrofotometricky pfiddnim prislusného substratu, ktery méni
barvu v zavislosti na mnozstvi enzymu v reakci. Intenzita zbarveni se mize dale vyuzit pro

kvantifikaci patogena v daném vzorku.



3.3.2.

3.3.3.

POTREBNE VYBAVENI

termostat

chladici zatizeni s mrazicim boxem

spektrofotometr

analytické vahy

pH metr

mikropipety a $picky

96 jamkové prihledné mikrotitraéni desticky s vicky (Immuno ™™, Nunc)
15 ml centrifugacni mikrozkumavky se Sroubovacim vickem

2 ml sterilni mikrozkumavky s vickem

polystyrénové vanicky

treci misky a tloucky

POTREBNE CHEMIKALIE

testovaci soupravy DAS/TAS ELISA (protilatky, pozitivni a negativni kontroly)

(1) Agritest (detekce ApMV)

(2) Bioreba (detekce ASGV a ASPV)

(3) Loewe (detekce ACLSV)

POTAHOVACI PUFR (pH 9,6). Ptiprava: 1,59 g Na,COz a 2,93 g NaHCOj3 rozpustime
Vv destilované vodé a doplnime do 1 I. Pufr uchovame piti 4 °C.

PROMYVACI PUFR PBST (pH 7,3). Piiprava: 8 g NaCl, 2,9 g Na,HPO, x 12 H,0, 0,2
g KH,POy4, 0,2 g KCI a 0,5 ml Tween 20 rozpustime v destilované vodé a doplnime do
1 I. Pufr uchovavame pii 4 °C.

EXTRAKCNI PUFR (pH 7,4). Piiprava: 20 g polyvinyl pyrrolidinu, 2 g BSA rozpustime
v 1 1 promyvaciho pufru. Pufr uchovavame pii 4 °C maximalné 1 tyden.
SUBSTRATOVY PUFR (pH 9,8). Piiprava: 97 ml diethanolaminu rozpustime v
destilované vodé a doplnime do 1 |. Pufr uchovavame pti 4 °C v tmavé lahvi.
SUBSTRAT (4-nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate, napt. vyrobce
SIGMA-ALDRICH). Lze uchovavat dlouhodobé¢ pti -20 °C.
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3.3.4. PRACOVNI POSTUP

1) Pied samotnym testovanim je nutné si dikladné oznacit mikrotitracni desticku, aby
Vv pribé¢hu prace nedoslo k zdmeéné protilatek nebo otoCeni desticky. Dale je tfeba mit
zpracovan¢é schéma s rozvrzenim vzorki na desticce.

2) Jamky desti¢ky jsou potazeny 100 ul potahovaciho pufru s polyklonalni protilatkou
ptislusného viru (zasobni roztok IgG je fedén potahovacim pufrem dle ndvodu vyrobce) a
poté jsou 2 hod inkubovany ve 37 °C. Po inkubaci je desticka tfikrat promyta promyvacim
pufrem PBST.

3) Ve tieci misce je rozdrcen testovany rostlinny material (navazka 100 mg rostlinného
pletiva) v extrakénim pufru (doporucené fedéni vzorku vyrobcem kitu byva 1:10 nebo 1:20
w/V). Dale se v protokolu pokracuje dle testovaného patogena:

3A) Detekce ApMV: 100 pl vzorku je napipetovano v dupletech do jamek véetné

negativni a pozitivni kontroly dodané vyrobcem protilaitek. Do prvni dvojice jamek je
napipetovano pouze 100 pl extrakéniho pufru (slepa kontrola). Desticka je ponechana pies
noc ve 4 °C. Druhy den je desticka tiikrat promyta a potazena 100 pl extrakéniho pufru s
monoklonalnimi protilatkami (zasobni roztok IgG je fedén extrakénim pufrem dle navodu
vyrobce) a je ponechana 2 hod ve 37 °C. Pak je desticka tiikrat promyta. Do desticky je
napipetovano 100 pl extrakéniho pufru s protilatkami znafenymi alkalickou fosfatdzou
(zasobni roztok IgG-AP je fedén extrakénim pufrem dle navodu vyrobce) a nasleduje
inkubace 2 hod ve 37 °C. Poté¢ je desticka Ctyfikrat promyta.

3B) Detekce ASPV a ASGV: 100 ul vzorku je napipetovano v dupletech do jamek

véetné negativni a pozitivni kontroly dodané vyrobci protilatek. Do prvni dvojice jamek je
napipetovano pouze 100 ul extrakéniho pufru. Desticka je ponechana pies noc ve 4 °C.
Druhy den je desticka ttikrat promyta. Poté je desticka potazena 100 pl extrakéniho pufru s
protilatkami znacenymi alkalickou fosfatdzou (zasobni roztok IgG-AP je fedén extrakénim
pufrem dle navodu vyrobce) a nechana se 4 hod inkubovat ve 37 °C. Pak je desticka znovu
Ctyfikrat promyta.

3C) Detekce ACLSV: 50 ul vzorku je napipetovano v dupletech do jamek spolu s 50 ul

extrakéniho pufru s protilatkou znacenou alkalickou fosfatazou (zasobni roztok IgG-AP je

fedén extrakénim pufrem dle ndvodu vyrobce). Stejny postup je i v piipadé pouze
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extrakéniho pufru a pozitivni a negativni kontroly. Desti¢ka je ponechana ve 4 °C. Druhy
den je desticka Ctytikrat promyta.
4) Do mikrotitra¢ni desti¢ky je ptfidano 100 ul substratového pufru se substratem (1
mg/ml) a po tfech hodinach je vysledek vyhodnocen.

3.3.5. VYHODNOCENI TESTU

Vyhodnoceni reakce je zalozeno na pfitomnosti ¢i absenci zlutého zbarveni testovanych
vzorkl. Intenzita zbarveni se muze nejprve vyhodnotit na zakladé vizualniho pozorovani,
nasledné méfenim absorbance jednotlivych vzorki pomoci spektrofotometru.

Slepa, negativni a pozitivni kontrola jsou pouzivany pro kontrolu funkénosti setu a pro
kontrolu spravného provedeni analyzy. Negativni vzorek je vzorek, u kterého nedojde
pouzitych negativnich kontrol. Jako pozitivni vzorek je vyhodnocen takovy vzorek, jehoz
hodnota absorbance je u obou opakovani vyssi (vice nez dvojnasobna), nez je prumérna

hodnota absorbance negativni kontroly plus trojnésobek jeji smérodatné odchylky.

3.4. DETEKCE PATOGENU ZA VYUZITi RT-PCR a RT-gPCR
3.4.1. PRINCIP METOD

Molekularné-genetické metody jsou zalozeny na detekci nukleovych kyselin. Pro jejich
rozvoj byl klicovy objev polymerazoveé fetézové reakce (PCR), ktera umoziuje namnoZzit
DNA nebo jeji fragmenty do mnozstvi potiebného pro diagnosticke ucely.

RT-PCR je pro detekci a identifikaci virii jednou z nejcastéji pouzivanych metod.
V ptipadé¢ detekce rostlinnych viri s genomem tvofenym jednovlakennou molekulou RNA je
nezbytné pted samotnou amplifikacni reakci PCR zahrnout reverzni transkripci (reverse
transcription, RT), béhem niZ je RNA enzymaticky zkopirovana do komplementarni DNA
(cDNA). Tato cDNA mtiZze byt nasledné pouzita jako templat pro PCR.

Samotna reakce PCR probiha v termocykleru, cozZ je zatizeni, které dokéze automaticky
podle stanoveného programu meénit dostatecné rychle teplotu, ¢imzZ je zajiSténo postupné
provedeni jednotlivych kroki metody. Popsana detekéni metoda RT-PCR je reakce
s naslednou separaci PCR produktli na agar6zovém gelu a jejich vizualizaci pomoci UV

transiluminatoru.
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Kvantitativni RT-PCR (RT-qPCR) umoziuje, oproti klasické PCR, detekovat hledaného

patogena V testovaném materialu 1 ve velmi nizké koncentraci. Metoda je zalozena na

pfitomnosti fluorescenéniho substratu v reakci, ktery se vaze na ptitomnou DNA. Pomoci

specialniho termocykléru, ktery mnozstvi vyzaifené fluorescence dokdze kontinudlné

zaznamenavat, je mozné urcit, zda a Vv jakém mnozstvi je pfitomna hledand virova cDNA.

Dodatecna vizualizace PCR produktii na agar6zovém nosic¢i odpada.

3.4.2. POTREBNE VYBAVENI

3.4.2.1.

IZOLACE CELKOVE RNA ,,SILIKA“ (Rott a Jelkmann, 2001)
analytické vahy
pH metr
chladici zafizeni s mrazicim boxem
spektrofotometr (Nanodrop 2000; ThermoScientific, USA)
chlazena centrifuga
horizontalni tfepacka
vyhiivany termoblok
tieci misky a tloucky
mikropipety a Spicky
2 ml sterilni mikrozkumavky s vickem
nadoba s drcenym ledem
analytické vahy
mikrovinna trouba
zdroj k elektroforéze
UV transiluminator
horizontalni elektroforéza

elektroforeticka vana a hieben

3.4.2.2. RT-PCR

termocyklér
chladici zafizeni s mrazicim boxem
mikrocentrifuga

horizontalni tfepacka
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vyhiivany termoblok

3.4.2.3. AGAROZOVA HORIZONTALNI ELEKTROFOREZA

34.24.

analytické vahy

mikrovinna trouba

zdroj k elektroforéze

UV transiluminator

horizontalni elektroforéza

elektroforetickd vana a hieben

mikropipety a $picky s filtrem

0,5 a 1,5 ml sterilni mikrozkumavky s vickem

nadoba s drcenym ledem

3.4.2.5.RT-gPCR

termocyklér na real-time se softwarem

mikrocentrifuga

dotykova tiepacka

mikropipety a $picky s filtrem

sterilni PCR desticky a sterilni prithlednd vicka nebo uzaviraci folie

nadoba s drcenym ledem

3.4.3. POTREBNE CHEMIKALIE

3.4.3.1.

IZOLACE CELKOVE RNA ,,SILIKA® (Rott a Jelkmann, 2001)
GRINDING PUFR (pH 5,4 upravit kyselinou octovou). Slozeni: 4 M guadinin
thiokyanat; 0,2 M octan sodny; 1 M octan draselny; 25 mM EDTA; 2,5% PVP
(W/V). Pufr uchovavame pii 4 °C. Tésné pied pouzitim je k pufru pridan 2%
metabisulfat sodny (w/V).
10% N-lauronyl-sarkosin (w/V). Roztok uchovavame pii 4 °C.
jodid sodny. Piiprava: 0,75 g NaySOs3 rozpustime ve 40 ml sterilni ddH,O a ptidame
36 g 6 M Nal. Roztok uchovavame v tmavé lahvi pii 4 °C.
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3.4.3.2.

3.4.3.3.

PROMYVACI PUFR (pH 7,5). Slozeni: 10 mM Tris-HCI; 0,5 mM EDTA; 50 mM
NaCl. Pomoci autoklavu sterilizujeme a poté pfidame absolutni etanol (50 %
objemu). Pufr uchovavame pti 4 °C.

SILIKA SUSPENZE (pH 2,0). Piiprava: 30 g silika ¢astic rozpustime ve 250 ml
sterilni ddH,O, suspenze promichame a ponechame do druhého dne sedimentovat.
Nasledujici den odstranime horni fazi suspenze (pfiblizn¢ 235 ml), zbyly roztok
doplnime vodou do 250 ml, opét promichame a ponechame 5 hod sedimentovat. 220
ml horni fazeodpipetujeme, zbyly roztok homogenizujeme. Roztok sterilizujeme
pomoci autoklavu a uchovavame v tmavé lahvi pii 4 °C.

ledovy absolutni etanol

sterilni ddH,O

tekuty dusik

RT-PCR

sterilni ddH,O

dNTP (ThermoFisher SCIENTIFIC, Cat. No. R0193)

primer vedouci (vyrobce napt. SIGMA ALDRICH)

primer reverzni (vyrobce napi. SIGMA ALDRICH)

nahodny primer (Roche, Cat. No. 000000011034731001)

M-MLV Reverse Transcriptase (ThermoFisher SCIENTIFIC, Cat. No. 28025013)
DreamTaq DNA Polymerase (ThermoFisher SCIENTIFIC, Cat. No. EP0702)

AGAROZOVA HORIZONTALN{ ELEKTROFOREZA

agardza

etidium bromid

10x TBE (pH 8,0). Priprava: 108 g Tris, 55 g kyselina borita, 40 ml 0,5 M EDTA
(pH 8.,0) rozpustime v destilované vod¢ a doplnime do 1000 ml. Pufr sterilizujeme
pomoci autokldvu a uchovavame pii 4 °C.

nanaSeci barva 6x DNA Loading Dye (ThermoFisher SCIENTIFIC, Cat. No.
R0621)standard molekulové hmotnosti O’GeneRuler' ™ 100 bp Plus DNA Ladder
(ThermoFisher SCIENTIFIC, Cat. No. SM1153)

sterilni ddH,O
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3.4.3.4. RT-gPCR

Power SYBR® Green RNA-to-C+™ 1-Step Kit (ThermoFisher SCIENTIFIC, Cat.
No. 4391178)

reverzni primer (vyrobce napt. SIGMA ALDRICH)

vedouci primer (vyrobce napt. SIGMA ALDRICH)

sterilni ddH,0O

3.4.4. PRACOVNI POSTUPY

3.4.4.1.1ZOLACE CELKOVE RNA , SILIKA“ (Rott a Jelkmann, 2001)
Nize uvedena izola¢ni technika je vhodna metoda extrakce celkové RNA, jak pro klasickou
metodu RT-PCR, tak pro metodu RT-gPCR.

1) Navazka rostlinného materialu (100 mg) je pfevedena do tieci misky a za pomoci

2)

3)

4)

5)

6)

7)

tekutého dusiku rozdrcena na drobny prasek.

Po odpateni dusiku je pfidano 1000 pl grinding pufru, do néhoz je pfed pouzitim
piidan 2% metabisulfat sodny. Vznikly homogenat je pieveden do mikrozkumavky a
centrifugovan (6000 RPM, 3 min, 4 °C).

Do nové mikrozkumavky je pfevedeno 500 pl supernatantu a k nému je pfidano 100
ul 10% N-lauronyl-sarkosinu. Vzorek je inkubovan 10 min pfi teploté¢ 70 °C a v
prubéhu inkubace je kazdé 3 min promichévan na tfepacce. Poté je inkubovan 5 min
na ledu a nasleduje centrifugace (13000 RPM, 10 min, 4 °C).

Do nové mikrozkumavky je ptevedeno 300 pl supernatantu a ke vzorku je pfidano 150
ul chlazeného absolutniho etanolu, 300 pl roztoku jodidu sodné¢ho a 30 ul silika
suspenze. Vzorek je umistén na horizontdlni tfepacku (600 RPM), kde je inkubovan
10 min pfi laboratorni teploté a nasledné centrifugovan (6000 RPM, 1 min, 4 °C).

Poté je supernatant odlit a peleta je promyta 500 ul promyvaciho pufru, tento krok se
jednou opakuje.

Po odstranéni supernatantu je mikrozkumavka s otevienym vic¢kem inkubovana pfi
laboratorni teploté zhruba 10 min. Peleta je poté rozpusténa ve 150 pl sterilni ddH,0 a
nasleduje inkubace pii 70 °C po dobu 4 min a dalsi centrifugace (13000 RPM, 3 min,
4 °C).

120 pl supernatantu je prevedeno do nové mikrozkumavky. Takto ziskany vzorek Ize
uskladnit v mrazicim boxu pii -24 °C nebo ho lze pouzit pro dalsi analyzy. Opakované

zmrazovani a rozmrazovani RNA zpusobuje jeji postupnou degradaci, proto je vhodné
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kazdy vzorek RNA pted uskladnénim rozpipetovat do mensSich objemi, které se

mohou postupné vyuzivat vV pozdéjsich analyzach.

3.4.4.2. STANOVENI KONCENTRACE A CISTOTY CELKOVE RNA

Po izolaci nukleovych kyselin je nutné zmétit mnozstvi celkové RNA. Koncentrace RNA
se urCuje spektrofotometricky pti vinové délce 260 nm (Azs0 = 1 koncentrace celkové RNA je
40 ug/ml).

Kvalita RNA je odvozena také pomoci spektrofotometric, a to pomérem hodnot
absorbance Ageo/Azgo, kdy se doporucena hodnota pohybuje v intervalu 1,6 - 2,0. Pokud jsou
naméfené hodnoty mimo doporucené rozmezi, doslo ziejmé pfi izolaci k neuplné degradaci
rostlinnych proteind, ¢i ke kontaminaci vzorku etanolem, fenolem ¢&i jinymi nezadoucimi
latkami.

Dalsim rizikem izolace celkové RNA je pritomnost takovych latek ve vzorku, které nejsou
spektrofotometricky detekovatelné, ale také mohou inhibovat navazujici enzymatické reakce
(RT, PCR, gPCR). Piitomnost téchto inhibitori je mozné odhalit pomoci amplifikace
rostlinné mesengerové RNA (mMRNA) ve vzorku dle protokolu navrzeného Menzel et al.
(2002). Jedna se o amplifikaci rostlinné mMRNA, ktera je v rostlinnych vzorcich vzdy pfitomna
(OBRAZEK 1). Pokud tedy po analyze RT-PCR s specifickymi primery NAD/NAD nejsou
zadné PCR produkty pfitomné, vychozi celkovd RNA neni v potfddku a celd analyza se musi
zopakovat. Pracovni postup je totozny s detekci virt pomoci RT-PCR (kapitola 3.4.4.
Pracovni postup: RT-PCR).

3.4.4.3. RT-PCR
Pti analyze RT-PCR je pracovni postup rozdélen do tii zakladnich krokd, které je od
sebe mozné casoveé oddélit. Jednd se o reverzni transkripci, samotnou polymeradzovou

fetézovou reakci a elektroforetickou separaci NK na agar6zovém horizontalnim gelu.

REVERZNI TRANSKRIPCE (RT)
Béhem reverzni transkripce vzorky celkové RNA 1 jednotlivé pouzivané chemikalie
uchovavany na ledu. Pted jejich pouzitim do reakci jsou vzorky promichany na tfepacce a

sto¢eny v mikrocentrifuze.

1) Reakce probiha v reak¢énim objemu 50 pl. Nejprve je pfipraven premix o objemu 30 pl,

ktery obsahuje:
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X ul sterilni ddH,0
0,5 ul ndhodny primer (finalni koncentrace 0,5 pg/ul)*
piiblizn¢ 750 ng celkové RNA.
2) Vzorek je 5 min inkubovan pii 100 °C a poté 2 min ponechan na ledu.
3) Nasledné je k premixu piidano:
10 pl 5x First Strand Buffer
4,8 ul sterilni ddH,O
2,5 ul kazdého dNTP (finalni koncentrace 0,5 mM)
2,0 ul DTT (finalni koncentrace 4 mM)
0,7 ul M-MuLV Reverse Transcriptase (finalni koncentrace 40 U/ul).
4) Mikrozkumavka je ponechana ve 42 °C po dobu 55 min a poté je inkubovana pii 70 °C
10 min.
5) Takto ziskana ¢cDNA je nasledné pouzita jako templat pro polymerazovou fetézovou

reakci (PCR) nebo miize byt uchovéavana pti -21°C.

*Vyuziti ndhodnych primerti béhem reverzni transkripce ndm umoziuje pouzit néasledné
prepsané vzorky cDNA pro detekci nejen vSech ¢ty testovanych viri, ale i1 rostlinné mRNA.

Proto jejich vyuziti doporucujeme!

POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)
Béhem PCR vzorky cDNA 1 jednotlivé pouZivané chemikélie uchovavany na ledu. Pfed
jejich pouzitim do reakcei jsou vzorky promichany na tiepacce a stoceny v mikrocentrifaze.

Vzorky, negativni i pozitivni kontrola jsou pipetovany v dupletech.

Samotna reakce PCR probiha v celkovém objemu 25 pl. PCR mix obsahuje:
18,05 pl sterilni ddH,0
2,5 ul 10x Dream Taq buffer
0,25 pl ANTP (finalni koncentrace 0,1 mM)
0,5 ul reverzniho primeru (finalni koncentrace 0,2 uM) (TABULKA 2)
0,5 ul vedouci primeru (finalni koncentrace 0,2 uM) (TABULKA 2)
0,2 pl DreamTaq™ DNA Polymerase (finalni koncentrace 0,04 U/pl)
3 ul cDNA vzorku.
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Podminky béhem amplifikace jsou nasledujici:

» pocateéni denaturace 94 °C 2 min

= denaturace 94°C 30s

« nasedani primerti XX°C*30s 35 krat
«  extenze 72°C 1min

« koneéna extenze 72 °C 7 min.

* Teplota nasedani primert je pro jednotlivé viry rtizna a je podrobn¢ uvedena v TABULCE

2.

ELEKTROFORETICKOU SEPARACI NK NA AGAROZOVEM GELU

1)

2)

3)

Separace PCR produktt je provedena s vyuzitim soupravy pro horizontalni elektroforézu.
Nejdfive je v mikrovlnné troubé rozvarena 1% agardza v TBE pufru. Po jejim ochlazeni
na teplotu pfiblizné¢ 60 °C je do agardzy piidan roztok etidium bromidu (finalni
koncentrace 0,5 ul/ml). Gel je pielit do elektroforetické formy, do niz je vlozen hieben
pro vytvarovani jamek a je ponechan piiblizné 30 min pii laboratorni teploté ztuhnout.
Nésledné je forma s gelem umisténa do elektroforetické cely a ptevrstvena TBE pufrem.
Hieben je opatrné vyjmut a do prvni a posledni jamky se nanasi 5 pl standardu
molekulové hmotnosti. Do zbylych jamek je pifevedeno 10 ul PCR produktu smichaného
S 2 ul nanaSeciho barviva.

Poté je spusténa elektroforeticka separace nukleovych kyselin pfi intenzité elektrického
napéti zhruba 5 V/em. Separace trva piiblizné 45 minut. Po jejim ukonceni jsou
fragmenty vizualizovany na UV transiluminatoru pii vinové délce 260 nm. Vysledné
elektroforeogramy jsou dokumentovany automatickym dokumentacnim a analytickym

systémem.

3.4.4.4. RT-gPCR

V piipad€ analyzy kvantitativni RT-PCR nelze fazi reverzni transkripce a kvantitativni

polymerazové reakce detekce, na rozdil od predesié detekéni techniky, Casoveé ani prostorove

oddg¢lit. V ramci metody odpada potieba elektroforetické separace nukleovych kyselin, reakce

je vyhodnocovana v prabéhu celého procesu pomoci specializovaného termocykléru.

Béhem RT-qPCR vzorky celkové RNA i jednotlivé pouzivané chemikalie uchovavany na

ledu. Pied jejich pouzitim do reakci jsou vzorky promichiny na tfepaCce a stoCeny v

mikrocentrifize. Vzorky, negativni i pozitivni kontrola jsou pipetovany v dupletech.
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Samotna reakce v kone¢ném objemu 10 pl ma toto sloZeni:
3,32 ul sterilni ddH,0
5 ul 2x Power SYBR®™ Green RT-PCR Mix
0,3 pl vedouciho primeru (finalni koncentrace 0,3 uM) (TABULKA 3)
0,3 pl reverzniho primeru (finalni koncentrace 0,3 uM) (TABULKA 3)
0,08 ul 125x RT Enzym Mix
1 pl celkové RNA (100 ng/pl)

Podminky béhem reverzni transkripce a amplifikace jsou nésledujici:

reverzni transkripce 48 °C 30 min
aktivace polymerazy 95 °C 10 min
denaturace 95°C15s

S ) } 35X
nasedani primert a extenze 60 °C 1 min

Na konci reakce probiha stanoveni kiivky tani v opakujicim se cyklu pfi téchto podminkach:
denaturace 95°C15s

nasedani primerd od 60 do 95 °C.

3.45. VYHODNOCENI TESTU

3.4.5.1. RT-PCR

Vyhodnoceni reakce je zaloZzeno na pfitomnosti ¢i absenci fluorescen¢niho signalu na
vysledném elektroforeogramu po ozatreni UV transiluminatorem. V piipadé pozitivni reakce
by mél byt signdl dostatecné intenzivni a velikostné specificky (velikost signalu je dana
velikosti  amplifikovaného produktu). V pfipadé¢ detekce ApMV musi byt na
elektroforeogramu patrny band o velikosti 464 bp, pfi detekci ASGV je band dlouhy 499 bp,
u ASPV je velikost PCR produktu pfiblizné 264 bp a v ptipadé¢ ACLSV 432 bp (TABULKA
2, OBRAZEK 2).

Aby byla zajisténa dostatecna spolehlivost jednotlivych test, doporucujeme, aby byly
vzorky testovany v dupletech, a aby ke kazdé reakci byla pfifazena negativni a pozitivni

kontrola. Jako pozitivni kontrolu pouzivame jiz diive ovéfeny vzorek CDNA ziskany
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z infikované rostliny danym virem, jako negativni kontrola slouzi sterilni ddH,O a déle
vzorek ziskany z viru-prosté rostliny.

Jelikoz je citlivost metody RT-PCR vysoka, je nutné dbat se zvySenou opatrnosti na ¢istotu
pracovniho prostfedi a vSech pouzitych roztokii. Dale doporucujeme v laboratoii vyuzivat
nékolik sad pipet urCenych vzdy pouze pro konkrétni potfeby (jedna sada pipet by meéla
slouzit pouze pro praci se vzorky izolované RNA ¢i cDNA, dalsi sada pipet by m¢la byt
pouzivana pouze pro pipetovani zasobnich roztoklti chemikalii a posledni sada pipet pro
manipulaci pouze s PCR produkty). Velmi se osvédcila prace spojena s ptipravou roztokid pro
RT a PCR v lamindrnim flowboxu, tedy uzavieném boxu, ktery se pted kazdou praci

sterilizuje pomoci UV zéfeni.

3.45.2. RT-gPCR

Vyhodnoceni reakce je zalozeno na detekci hladiny fluorescence substratu navazaného na
DNA, coz odrazi mnozstvi DNA pfitomné v jednotlivych cyklech, a tim i mnozstvi vychoziho
templatu DNA, respektive RNA. Vysledkem je rozliSeni pozitivnich a negativnich vzorka
podle toho, zda je specialnim softwarem zaznamenana piitomnost vyzafené fluorescence
(OBRAZEK 2,3 a4).

Aby byla zajisténa dostatecna spolehlivost jednotlivych testli, doporuc¢ujeme, aby byly
vzorky testovany v dupletech, a aby ke kazdé reakci byla pfifazena negativni a pozitivni
kontrola. Jako pozitivni kontrolu pouZzivame jiz dfive ovéteny vzorek ziskany z infikované
rostliny danym virem, jako negativni kontrola slouzi sterilni ddH,O a dale vzorek ziskany
z viru-prosté rostliny.

Jelikoz je citlivost této metody velmi vysokad, je opét nutné dbat se zvySenou opatrnosti na
Cistotu pracovniho prostiedi a vSech pouZitych roztokil. Proto opét doporucujeme v laboratofi
vyuzivat n€kolik sad pipet urCenych vzdy pouze pro specialni potieby (stejny postup
rozdéleni jako v ptipadé¢ RT-PCR). Déle je zde témét nutnosti provadét analyzy v laminarnim

boxu.

4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Jednotna metodika shrnujici moderni molekularni diagnostické metody pro determinaci
vyznamnych vira jabloni u nas zatim nebyla vydana. Tato metodika shrnuje nékolik

diagnostickych technik a zaroven porovnava jejich spolehlivost na zéklad¢ terminu odbéru
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vzorkli a typu odebraného rostlinného materialu. Ztohoto hlediska lze tuto metodiku
povazovat za novou.

V piipadé virovych chorob je jedinou u¢innou ochranou prevence. Pro certifikaci je stale
nutné pouziti testli s indikatorovymi rostlinami. To je vSak velice naro¢né na Cas i prostor.
Vyuziti sérologickych a molekuldrnich metod piipadné jejich kombinace umoziuje snizit
pocet potencidlnich matecnich rostlin, které se jevi jako viru-prosté, a tim se snizuje i

prostorova a ¢asova naro¢nost pii samotné certifikaci.

5. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je urcena predevSim pro specializované laboratoie zabyvajici se diagnostikou
virovych patogeni rostlin, a to nejen pro ucely dal§iho vyzkumu, ale i pro praxi.
Prostfednictvim laboratoifi zamétenych do praxe budou vysledky metodiky vyuzivat i
jednotlivi ovocnafi. Dalsimi uzivateli mohou byt univerzity a piipadné stfedni Skoly, které
mohou popsané diagnostické postupy zaradit do svych cviceni v predmétech zabyvajicich se
chorobami rostlin a diagnostikou jejich ptivodcii.

Metodika bude voln¢€ dostupna v tisténé podobé, ale piedevsim také na webové strance

Ceské zemédélské univerzity v Praze (Www.czu.cz).

6. EKONOMICKE ASPEKTY
6.1. NAKLADY NA ZAVEDENi METODIKY

Pro laboratof etablovanou v pouZiti molekularnich metod nepfedstavuje prevzeti
popsanych postupti zadné vicenaklady (investice), protoze se zde vyuziva bézného zafizeni,
kterym je laboratof uz vybavena (automatické pipety, vahy, chlazené centrifugy, lednice a
mrazaky, elektroforéza, termocyklery). Veskeré naklady na zavedeni metodiky zde budou
sméfovat pouze na spotfebni material.

Pokud by se jednalo o laboratof, ktera se teprve chce vybavit, je tfeba pocitat s naklady
dosahujicimi obvykle minimélné stovek tisic s moznym piesahem az pies milion K¢
Vv zéavislosti na poZzadované Uirovni vybaveni, kterd by méla vyplyvat z ptfedpokladaného poctu

analyz.

6.2. PRINOSY ZAVEDENI METODIKY

Ekonomické ptinosy zavedeni této metodiky 1ze najit na nékolika arovnich:
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A) DIAGNOSTICKA LABORATOR

snizeni materidlovych nakladii na adaptaci molekuldrnich metod v porovnani se
zavadénim vlastniho postupu sjeho odzkousenim, i kdyz je samoziejmé nutné
zvolenou metodu vyzkouset a ovéfit v podminkach dané laboratoie. Tuto usporu lze u
klasické PCR odhadovat fadoveé na 5—10 tis. K¢ na kazdy virus. U qPCR (kvantitativni
PCR) budou tyto uspory jeste¢ vyssi, odhadem okolo 15 tis. K¢ na virus.

snizeni spotfeby pracovniho Casu personalu laboratoife na adaptaci nového postupu.
Tuto usporu lze odhadovat v pomérné Sirokém rozmezi nékolika pracovnich
¢lovékodni (hledani a porovnavani postupt popsanych v literatufe, vybér vhodnych
primerd a jejich testovani in silico, optimalizace koncentraci jednotlivych slozek

wewvr

Finanéné lze tuto usporu odhadnout na 10-20 tis. K¢ na kazdy virus.

B) KONCOVI UZIVATELE VYSLEDKU DIAGNOSTICKE CINNOSTI

U koncovych wuzivateli vysledki diagnostické cinnosti (pfi ozdravovani materidlu,

uznavani sadby, u Skolkaid a péstiteltl) nelze piinosy piesné kvantifikovat, nebot’ nemame

k dispozici odpovidajici data o nakladech na jednotlivé Cinnosti ¢i vysi ztrat u infikovanych

stromil. VSeobecné lze konstatovat, ze:

oproti biologickému testovani zdravotniho stavu mnozitelského materidlu dochazi ke
znaéné uspote Casu (hodiny ¢i maximalné dny proti mésicim az letim u indexace) a
prostoru.

testovani ozdraveného materidlu citlivymi metodami umoZzni efektivngj$i vybér
skute€né zdravého materidlu, ¢cimZ se uSetfi naklady na delSi vedeni téch rostlin, u
kterych méné citlivé metody infekci véas neprokazou.

podle naSich zkuSenosti maji Skolkafi zajem na tom, aby prodavali zdravou sadbu, a to
I vpfipadé starych odrid, které se nyni stavaji trochu modni zalezitosti jak u
zahradkait, tak 1 pfi revitalizaci starych sadi, kterd nyni probiha tfeba v Praze.

1 kdyz se ekonomicky efekt infekce obtizné kvantifikuje 1 u péstitelti, také oni maji
zajem ziskat zdravy rostlinny materidl vzhledem k potencialnim ztratdm na vynosu i
kvalité, ke kterym v disledku virovych infekci miize dochazet bud’ ptimo, nebo pfi

interakcich s dal§imi patogeny a neptiznivymi vlivy prostredi.
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8. PRILOHY

TABULKA 1. Srovnani detek¢énich metod urcenych pro testovani pritomnosti ApMV,
ASGV, ASPV a ACLSV V rostlinném pletivu jabloni v pribéhu roku (Winkowska et
al., 2016).

im. 1v. V. VL VI VI IX. X XL Xl

DASI-ELISA
RT-PCR PU
RT-gPCR
DASI-ELISA NIA +
RT-PCR KV | Nna +
RT-gPCR N/A 4

ApMV
DASI-ELISA + + - - - -
RT-PCR LI + + + + + + + +
RT-qgPCR + +
DASI-ELISA - NA | NA + NIA N/A - N/A N/A -
RT-PCR LY | + | ~va | nva | o+ va | oA |+ | ona | ona |-
RT-qPCR + NA | NA + N/A N/A + N/A NA |+

m. 1v. V. VL VIL VIL. IX. X XL Xl

DAS-ELISA
RT-PCR PU
RT-qPCR +
DASI-ELISA N/A -
RT-PCR KV | Nna +

ASGV RT-gPCR N/A +
DASI-ELISA + + - - - -
RT-PCR LI + + + 4 + +
RT-gPCR + +
DASI-ELISA + NA | NA - N/A N/A - N/A N/A -
RT-PCR LY + NA | NA + N/A N/A + N/A N/A
RT-gPCR + NA | NA + NIA NIA + N/A N/A

(PU): pupeny, (KV): kvéty, (LI): listy a (LY): lyko.
(+): spolehliva detekce
(-):  nespolehliva detekce

N/A: nebylo testovano
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TABULKA 1 pokracovani. Srovnani detekénich metod uréenych pro testovani
pritomnosti ApMV, ASGV, ASPV a ACLSYV v rostlinném pletivu jabloni v priibéhu
roku (Winkowska et al., 2016).

M. V. V. VI. VI VL IX X. Xl XIl.

DAS-ELISA
RT-PCR PU
RT-gPCR
DASI-ELISA N/A
RT-PCR KV N/A
RT-gPCR N/A
DAS-ELISA
RT-PCR LI
RT-gPCR

DASI-ELISA
RT-PCR LY
RT-qgPCR

ASPV

N/A N/A N/A N/A N/A N/A

N/A N/A N/A N/A N/A N/A

|+ |+ |+ |+ |+
|+ [+ |+ |+ |+
|+ [+ |+ |+ |+

N/A N/A

VI, VI VI IX X. X1, XII.

N/A N/A N/A N/A +

<
<

DAS-ELISA
RT-PCR PU
RT-gPCR
DASI-ELISA NIA +
RT-PCR KV | waA +
RT-gPCR NIA +
+
+
+

+ |+ |+

ACLSV
DAS-ELISA

RT-PCR LI +
RT-gPCR
DASI-ELISA - N/A N/A
RT-PCR LY | - NA | A
RT-qPCR + N/A NIA

N/A N/A N/A N/A

N/A N/A N/A N/A

+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+

N/A N/A N/A N/A +

(PU): pupeny, (KV): kvéty, (LI): listy a (LY): lyko.
(+): spolehliva detekce
(-): nespolehliva detekce

N/A: nebylo testovano
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TABULKA 2. Seznam primert pouzitych pro detekci ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV
pomoci RT-PCR.

. . Nukleotidova sekvence Délka
Virus Primer Typ Ta Autor
53" produktu

16178 F TCCTGAGCAGTCGAGAAGTG Petrzik

ApMV 58°C  464bp :
16129 R CGTTATCACGTACAAATCCCT unpublished
ASGVUs F CCCGCTGTTGGATTTGATACACCTC

ASGV 66 °C 499 bp James, 1999
ASGV2as R GGAATTTCACACGACTCCTAACCCTCC
ASPCs F CTCTTGAACCAGCTGATGGC im-

ASPV 60 °C 264 bp Jelkme(ljnn a Keim
ASPas R ATAGCCGCCCCGGTTAGGTT Konrad, 1997
ACLSVs F TTCATGGAAAGACAGGGGCAA

ACLSV 58°C  432bp Menzel et al., 2002
ACLSVas R AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA

TABULKA 3. Seznam primert pouzitych pro detekci ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV
pomoci kvantitativni RT-PCR (Winkowska et al., 2016).

Nukleotidova sekvence Délka Pozice

Virus Primer Typ 53 produktu (nt)
APMVXFL  F CAAGCGAACCCGAATAAGG 1231~ 1318

APMY 87 bp NIRRT
APMVXRL R CTAACCTCCCAAGCTGTCC (NG 005480)
ASGVF1 F GGATTTAGGTCCCTCTCAGC 5600-5619

ASGY 70bp et
ASGVR1 R CTTGTTGAAGCACGTCTTCC NG 00L749)
ASPVE3 F GAACTGCYGCAGAGGAAG 794

ASPV 104 bp 1(§3C _igf oo
ASPVR3 R CATGYTTGTCCTTCTCYAC e 005462)
ACLSVF2 F GAGGCTCTATTCACATCTTG 5617~ 5636

ACLSV 148 bp (NC_001409)
ACLSVR2 R CATGYTTGTCCTTCTCYAC 5747~ 5765

(NC_001409)
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OBRAZEK 1. Detekce ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV metodou RT-PCR s vyuZitim
primerd (A): 16178/161Z9 (464 bp); (B): ASGVUS/ASGV2as (499 bp); (C):
ASPCs/ASPas (264 bp) a (D): ACLSVS/ACLSVas (677 bp). Elektroforeogramy RT-PCR
produktl po separaci na agarézovém gelu barvenym etidium bromidem. (M): DNA marker
O’GeneRuler 100 bp DNA Ladder; (H): negativni kontrola ddH,0; (N1): negativni kontrola ziskana
z viru-prosté jablong; (P1) a (P2): RT-PCR produkty ziskané z infikovanych jabloni viry ApMV (A),
ASGV (B), ASPV (C) a ACLSV (D).
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OBRAZEK 2. Test specificity primeré navrZenych pro tucely RT-gPCR pro detekci
ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV. Pouzité primery byly (A): ApMVXF1/ApMVXR1 (87 bp); (B):
ASGVF1/ASGVRL1 (70 bp); (C): ASPVF3/ASPVR3 (104 bp) a (D): ACLSVF2/ACLSVR2 (148 bp).
(M): DNA marker O'RangeRuler 20 bp DNA Ladder; (H): negativni kontrola ddH,0; (N1): negativni
kontrola ziskana z viru-prosté jablon¢; (N2): negativni kontrola ziskana z viru-prosté hrusn¢; (P1) a
(P2): RT-PCR produkty ziskané z ApMV, ASGV, ASPV a ACLSV infikovanych jabloni. Agar6zovy

gel barveny etidium bromidem.

W 100 bp

|

[—
S 200 bp . 200 bp

» S 100 bp S 100 bp

M

OBRAZEK 3. K¥ivka tani produkti za vyuziti SYBR Green | pro detekci ApMV (A),
ASGV (B), ASPV (C) a ACLSV (D) pomoci RT-gPCR reakce.

Melt peak Melt peak

(A) (B)

“d(RFU)/dT
d(RFU)/dT

78.5 °C { 73.5°C

60°C 70°C 80°C 90°C 60°C 70°C 80°C 90°C

Melt peak (C) | Melt peak (D) ‘

d(RFU)/dT
~d(RFU)/dT

77 °C 76 °C

| 60°C 70°C ‘ 80°C 90°C 60°C 70°C 80°C 90°C
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OBRAZEK 4. Piiklad vysledki

ApPMVXF1/ApMVXR1; (B):

reakce RT-qPCR
ASGVF1/ASGVR1; (C):

S vyuZitim primerd (A):

ASPVF3/ASPVR3 a (D):

ACLSVF2/ACLSVR2. U negativni kontroly a vzork, ve kterych nebyly hledané viry detekovany,

nedoslo beéhem reakce ke vzniku zZadného fluorescencniho signalu.

Amplification Amplification
. ; 2000 ) 8
2000 L — P
- o s <2
: /, S 3
0 1 gmm— A [} Ep— _—_49 AJ/M
] 5 10 15 ] 5 10 15 20 25 30 35
Cycles Cycles
Amplification Amplification ( D)
T 2500 4 NS PR YT G
o 1000 + voesias
2 :
BO0 Frioinovs mvivy v R S e G e e T
O F : % :
0 5 10 15 0 5 10 15 20 25 0 35
Cycles Cycles
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