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Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnaisky Holovousy s.r.o.

DIAGNOSTICKE METODY DETEKCE PATOGENNICH
ORGANISMU

Ovocné dreviny trpi chorobami, které jsou Casto pritomnosti vird, fytoplazem, bakterii nebo hub.
Tyto organizmy mohou zptisobovat vyrazné hospodatské ztraty. Casto mohou byt v pletivech rostlin
pritomny v latentni formé. Vzhledem k tomu, Ze infikované dieviny nelze 1é¢it, ziistavaji zdkladnimi
prostfedky k ochrané preventivni opattreni, mezi které patii zejména pouzivani certifikované sadby
pii zaklad4ni produkénich vysadeb. StéZejni éasti certifikaéniho procesu je diagnostika téchto
patogent pomoci laboratornich a biologickych metod. Jako laboratorni metody jsou vyuzivany
imunoenzymatickd metoda (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA), polymerazova
retézova reakce (Polymerase chain reaction, PCR), reverzni transkripce s naslednym vyuzitim
polymerazové fetézové reakce (reverse transcription — polymerase chain reaction, RT-PCR) a
izotermalni amplifikace zprostfedkovand smyckou (Loop mediated isothermal amplification,
LAMP-PCR). V oblasti biologického indexingu jsou rostliny testovany pomoci dievinnych
indikator.

Hospodarsky vijznamné skodlivé organismy: Spektrum patogent vyskytujicich se na ovocnych
plodinach je Siroké. Mezi hospodarsky vyznamné skodlivé choroby jsou fazeny napi. virové
nestovice slivoné (Sarka) a fytoplazmozy.

Piivodcem onemocnéni virové nestovice slivoné je Plum pox virus (PPV). Tato choroba napada
slivonn (Prunus domestica), merunku (Prunus armeniaca), broskvon (Prunus persica) a dalsi
ovocné, okrasnych i plané druhy rodu Prunus sp. Projevem symptomi, jako jsou krouzkovité kresby
na slupce a deformace plodd, jejich predéasny opad a sniZena cukernatost, vyrazné snizuji kvalitu
ovoce a ptisobi ekonomické ztraty. Na listech se projevuje tvorbou chlorotické krouzkovité mozaiky,
¢i difuznimi skvrnami. Toto onemocnéni se §ifi prostrednictvim infikovaného mnozitelského
materialu a ve volné prirodé jsou jeho vektorem msice (Aphis).

Infekce PPV na
plodech Svestky
domaci

Projev infekce
PPV na listech §
slivoné

Za ptivodce fytoplazmdz byly oznaceny mikroorganismy, které byly diive ra-
zeny mezi bakterie. K jejich Sifeni dochazi prostiednictvim infikovaného
rozmnozovaciho materialu. Ve volné prirodé jsou jejich vektory mery rodu
Cacopsylla.

‘Candidatus Phytoplasma mali’ je ptivodcem onemocnéni fytoplazmova pro-
liferace jabloné (apple proliferation). Hlavnimi pfiznaky jsou metlovitost
vyhont, zvétSené palisty a chlordza listli, které mohou byt mensi a protahlé. U
extrémné nachylnych odrid je narusen, poskozen a oslaben celkovy habitus
rostliny s nasledkem omezeni tvorby plodii ¢i zmenseni plodd.

Pivodcem onemocnéni fytoplazmové chiadnuti hrusné (pear decline) je
‘Ca. Ph. pyri’. Typickymi pfiznaky je svinovani a predcasné Cervenani listi.
Skodlivost této choroby spociva v tom, Ze zpiisobuje nekrotické odumirani gy oiomy fytoplazmove
floému a nasledkem toho vétve napadenych stromi mivaji mensi prirtistky, proliferace jabloné
vyholuji a mtize dochazet az k pred¢asnému thynu celého stromu.
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Pfiznaky onemocnéni
fytoplazmového chradnuti

irostlina (jak io—> testovani laboratornimi metodami

aodridove vi

l zaloZeni novérostliny (udrZovat v izolaci)

e

| testovani na drevinnych indikatorech

kontrola vyskytu symptomi
chorob)

Symptomy fytoplazmové evropskeé Zloutenky na
merunce (P. armeniaca)

Fytoplazmova evropskad Zzloutenka cerikovanerostiny
. . (nuclear stock. pre-basic material)
peckovin (European stone fruit yellows (technicke izolaty, Ti)
phytoplasma ESFY) je vyvolana
ptivodcem ‘Ca. Ph. prunorum’. Je
povazovana za jednu z hlavnich pricin
predcasného odumirdni merurikovych,
broskvonovych a slivonovych stromi.
Hlavni symptomy, podle kterych ji lze
identifikovat je svinovani a zloutnuti
listd.

Certifikace rozmnozovaciho materialu
je provadéna podle schématu, v rameci
kterého se provadi systematicka kontrola
a testovani kandidatnich rostlin,
vybranych pro tvorbu mnozitelského
materidlu, na pritomnost Sirokého
spektra ékOthCh organlszl. V ramci Praktické schéma certifikace rozmnozovaciho materialu ovocnych plodin
tohoto schématu se vyuzivaji vS8echny  (1i-technické izolaty, PI - prostorové izolaty)
dostupné diagnostické metody. Tento
proces umoznuje produkovat a uvadét do obéhu zdravy rostlinny material odrid a podnozi ovocnych
drevin. Testovani je provadéno na zakladé doporuceni metodik Evropské a stredozemni organizace
ochrany rostlin (EPPO).

s -

ELISA

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je
imunoenzymatickd metoda zalozend na vysoce specifické
interakci antigenu diagnostikovaného patogenu a protilatky.
Vznika tak imunokomplex antigen-protilatka. Tento proces
probiha tak, Ze se na specifickou protilatku (Imunoglobulin G,
IgG), ktera je navazana na sténach jamky mikrotitracni
desticky, navaze antigen patogenu. Na néj se posléze navaze zieva: zasusena pozitivni kontrola PPV,
enzymove oznacend protilatka pridana v dalsim kroku analyzy. protilatka PPV IgG (Bioreba, Swiss), protilatka

Tato protilatka je téZ specifickd pro konkrétni antigen (IgG '9G konjugovana (Bioreba, Swiss,), 4-
nitrofenylfosfat - substrat
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conjugate.). V dal$im kroku je do reakéni smési pridan substrat, ktery je za pomoci enzymu
obsazeného v IgG conj., preménén na barevny produkt. Vysledné zabarveni kone¢ného produktu
stanovujeme spektrofotometricky a je pfimo imérné koncentraci antigenu ve vzorku.

Ve VSUO je tato laboratorni diagnosticka metoda vyuzivana k diagnostice virti ovocnych plodin.
nestovice slivoné (Sarka).

Naroky na technické a materialni vybaveni: Pfesné vahy, pH-metr, magneticka michacka,
analytické vahy, homogenizator, teplotni inkubéator, promyvacka, spektrofotometr, pipety, Spicky,
mikrotitra¢ni desticky, zkumavky

Chemikalie: Roztok pufru PBS, extrakéni pufr, potahovaci pufr, konjugaéni pufr, substratovy
pufr, vymyvaci pufr, 4-nitrofenylfosfat — substrat, protilatka PPV IgG (Bioreba, Swiss), protilatka
IgG konjugovana (Bioreba, Swiss)

Struény laboratorni postup metody ELISA

1. Priprava vzorki. Pro tcely vyhodnoceni vysledkii analyzy zarazujeme do sady testovanych
vzorkli minimalné dvé negativni kontroly. Dale jsou prifazeny vzorky minimalné jedné,
lépe dvou kontrolnich rostlin, u kterych byla v minulosti potvrzena pritomnost
diagnostikovaného viru (pozitivni kontroly). Pro tyto ucely pouzivame infikované rostliny
uchovavané ve sbirce virti ovocnych dievin ve VSUO Holovousy s.r.o. Ze vSech rostlinnych
vzorki urcenych pro provedeni analyzy navazujeme 0,2 g listové tkané, pripadné pupent, kiry
nebo kvétd.

2. Priprava extraktu. K navazenému vzorku pridavame extrakéni pufr v pomeéru 1 : 20 (na 0,1
g vzorku 2 ml extrakéniho pufru), homogenizujeme a ziskany vyluh pipetujeme do
mikrotitrac¢nich desticek.

3. Potahovani. Na jamky mikrotitracni desticky navazeme protilatku pomoci nanaseni
potahovaciho pufru, ve kterém jsme rozpustili protilatku IgG.

4. Vymyti protilatky z desti¢ky. Prebytek protilatky vylijeme a diikladné vytrepeme.
Nasledné promyvackou jamky 3x promyjeme vymyvacim pufrem.

5. Nanaseni extraktu rostlinného vzorku a jejich inkubace. Do jednotlivich jamek
postupné pipetujeme pripraveny rostlinny extrakt ze vzorkd, extrakt jednoho vzorku
pipetujeme vzdy do dvou sousednich jamek.

6. Vymyti vzorka z desticky. Vzorek z jamek vymyjeme stejnym zptusobem, jako jsme
vymyvali protilatku.

7. Konjugovani. Na antigen vzorku, ktery vytvoril komplex s navazanou protilatkou, navazeme
konjugovanou protilatku IgG, a to pfidanim konjugaéniho pufru s konjugovanou protilatkou
IgG do jamek mikrotitracni desticky.

8. Vymyti konjugatu. Prebyteénou konjugovanou protilatku vylijeme a promyvackou
promyjeme.

9. Substratovani. Do jamek mikrotitracni desticky napipetujeme substratovy pufr
s rozpusténym 4-nitrofenylfosfatem.

10. Vyhodnocovani vysledkii. K vyhodnoceni intenzity zbarveni substratu pouzivame spektro-
fotometr TECAN, Sunrise RC. Méreni hodnot absorbance provadime po 60 a v nékterych
piipadech po 120 minutich inkubace.Hodnoceni vysledkti analyzy provadime na zakladé
vypoctu hrani¢ni hodnoty absorbanci negativnich kontrol. Postupujeme tak, Ze nejprve
vypocitime pramérnou absorbanci negativni kontroly (X) a jeji smérodatnou
odchylku (s). Tyto hodnoty vlozime do vzorce: X + 3 - s = Ap. Absorbance vzorku, které je
nizsi, nez je prahova absorbance negativniho vzorku (A;) povazujeme za negativni (-),
absorbance vzorku, ktera je vyssi nez prahova absorbance negativni kontroly a nizsi nez jeji
priblizny dvojnasobek povazujeme za podezielé (pd). Absorbanci vzorku, majici hodnotu
priblizné dvakrat vyssi nez je A,, povazujeme za pozitivni (+).
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1-2. Nanaseni potahovaciho pufru (potahovani) na mikrotitracni desti¢ku. 3. Homogenizace vzorku pomoci homogenizatoru. 4. NanaSeni
homogenizovanych vzork( do jamek mikrotitracni desticky

1. Vkladani mikrotitracni desticky do
spektrofotometru. 2. Mikrotitracni
desticka, pfipravena pro hodnoceni
vysledk( diagnostiky PPV ve vzorcich:
jamky se Zluté zbarvenym
substratovym roztokem - pozitivni
vysledek

PCR

Hlavnim principem diagnostické metody PCR (polymerazova retézova reakce) je zmnozeni speci-
fickych tsekli DNA detekovaného mikroorganismu do pocetnych mnozstvi kopii, které pak diky
tomu lze nékolika zptisoby vyhodnotit napt. pomoci elektroforetické separace. VSUO Holovousy
s.r.o vyuziva diagnostickou metodu PCR k detekci fytoplazem izolovanych z rostlinného materialu.
Vzhledem k tomu, Ze jsou titry fytoplazem ve vzorku zpravidla nizké, doporucuje se citlivost PCR
metody zvysit metodou nested PCR, kdy produkt reakce PCR slouzi jako templat pro nasledujici
amplifikaci. Po ziskani kone¢ného PCR produktu s amplifikovanou DNA patogena lze jednotlivé
druhy fytoplazem rozlisit pomoci analyzy RFLP (Restriction fragment length polymorphism,
délkovy polymorfismus restrikénich fragmenti). Jednd se o metodu, ktera identifikuje a
charakterizuje jednotlivé druhy fytoplazem pomoci Stépeni fytoplazmo6zni DNA specialnimi enzymy
(restrikéni endonukleazy) s naslednou elektroforetickou analyzou produktti Stépeni.

Naroky na technické a materialni vybaveni: centrifuga s vortexem (nebo zvlast),
termocyklér, pipety, mikrozkumavky, Spicky, pristoj na elektroforetickou separaci (elektroforéza),
UV transiluminator s fotoaparatem

Chemikalie: vyizolovana DNA, Combi PPP Master Mix, primery, PCR voda

1. Pipety se $pickam. 2. Centrifuga s vortexem. 3. Termocykler. 4. PCR voda, Combi PPP Master Mix, pracovni roztoky primert,

Izolace DNA: Hlavnim ptedpokladem tispésné PCR amplifikace je izolace celkové DNA z rostliny
v dostateéné kvalité. Dostupnych metod pro extrakci DNA je celd fada a jejich vybér zavisi predevsim
na matrici vzorku, ze kterého mé byt DNA izolovana.

Pritbéh PCR: K denaturované DNA — tedy k DNA, jejiz dvouretézec se rozestoupil do dvou jedno-
fetézcl, pridame jeden par specifickych primert, které jsou svymi sekvencemi konstruovany
specificky k sekvencim diagnostikované fytoplazmy. Tyto primery se vyznacuji komplementaritou
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k Fetézctim DNA fytoplazmy a vaZou se pouze na né. Po jejich navazani plisobi termostabilni enzym
pritomny v reakci (Taq DNA polymeraza) tak, ze dosyntetizuje druhy retézec do formy dvouretézce.
Cely proces je mozno rozdélit do tfi Gsekli: Denaturace DNA na 2 jednoretézce; Annealing —
navazani primerti na kazdy z jednotetézcli; Syntéza druhého retézce a vytvoreni dvouretézce
(extense). Poté nasleduje opét denaturace, nové navazani primerii, nova syntéza druhého retézce,
diky které vzniknou ve finalni fazi 4 dvouretézce. Pocet cykld byva 30 — 40.

K jednotlivym fazim cyklu (tj. denaturace, navazani primert, syntéza druhého retézce) dochézi
v jedné zkumavce pouhou zménou teploty v naprogramovaném piistroji — termocykléru.

g -

\ v : & Vlevo: Priprava DNA a mikrozkumavek pro PCR
; ;’:;::g:g:::i reakci: na snimku dole mirozkumavky vzorkd
fsaszsssessts DNA, PCR voda (lahvi¢ka), kterou bude DNA

narfedéna; na snimku nahofe pfipravené
nadepsané mikrozkumavky, ve kterych probéhne
PCR Vpravo: Centrifuga, ve které jsou
mikrozkumavky s reakéni smési a DNA

SlozZeni reakc¢éni smési: V reakéni smési jsou jiz od zac¢atku reakee pritomny v§echny komponenty:
vyizolovand DNA, pufr, smés nukleotidt (stavebni kameny reakce), primery, polymerazu, Mg 2+.
Cely proces syntézy daného tiseku DNA probiha ,sam“ za stanovenych cyklickych zmén teplot. Ve
VSUO Holovousy s.r.o. se vyuzivaji tzv. Master Mixy, které jiz véechny slozky kromé& primerti
obsahuji. Primery se do reakéni smési pridavaji dle komplementarity k detekovanému patogenu.

Teplotni podminky direct a nested PCR

1 cyklus: 94°C 2 min | 1 cyklus 95°C 2 min Pocatecni denaturace
35 cykld: 94°C 1 min | 35 cykld: 95°C 1 min | Denaturace

50°C 2 min 55°C 1 min Nasedani primert

72°C 3 min 72°C 1 min Prodluzovani retézce

1 cyklus: 72°C 10 min | 1 cyklus: 72°C 10 min | Dosyntetizovani fetézctl

Vyhodnoceni PCR produktu: Nejpouzivanéjsi a nejjednodussi metodou detekce produktu po
PCR je elektroforetickd separace PCR produktu na gelu (agarézovy, polyakrylamidovym). Princip
metody je zaloZen na pohybu zaporné nabitych molekul DNA (diky zaporné nabitym fosfatovym
skupinam) v elektrickém poli smérem k anodé. Elektroforéza probiha nejcastéji v gelu tvoreném
agardzou ¢i polyakrylamidem. Gel tvori separaéni sit polymernich molekul s pory, jimiz se molekuly
DNA pohybuji riiznou rychlosti v zavislosti na velikosti (velké fragmenty se pohybuji pomaleji, tj.
urazi na gelu kratsi vzdalenost) a tim dochazi k jejich separaci. PCR produkty jsou na gel nanaseny
s fluorescen¢nim barvivem (napt. Syber Green), diky kterému jsou na gelu pomoci UV zéafeni v
transiluminatoru zviditelnény fragmenty DNA pozitivnich vzorki.

Zleva: Agarézovy gel

s nanesenymi produkty
PCR, pfipraveny na
elektroforetickou
separaci. V elektroforéze
probihajici
elektroforeticka separace
produktd PCR.
Agarézovy gel viozeny

. do UV transiluminatoru.
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Kontrolni otazky

Jak se jmenuje pristroj, ve kterém probihaji jednotlivé faze PCR ?

Kterou metodou miizeme zvysit citlivost PCR metody?

Vyjmenujte jednotlivé faze PCR.

Na jakém principu je zaloZena elektroforéza ?

Pomoci které metody se daji charakterizovat jednotlivé druhy fytoplazem ?

Kolik molekul DNA se da teoreticky ziskat z vychozi jedné molekuly DNA po 5 cyklech PCR?
Na zékladé uvedenych idajt na displeji termocykléru u jednotlivych obrazkt urcete, ktera faze
PCR reakce pravé probiha. K uréeni vyuzijte tabulku ¢. 1.

Noohwbde

—

RT-PCR

V praxi se bohuzel setkdvame s tim, Ze ovocné vysadby jsou napadany nejriznéjSimi druhy
patogenti nebo hmyzem. Tyto biotické faktory mohou nasledné mit negativni vliv na kvalitu, vynos
a skladovatelnost plodii. V pripadé nékterych patogent nakonec miize dochazet k thynu celych
stromi, coz se muze nasledné vyustit v ohroZeni celych vysadeb.

Dtilezitost kontroly zdravotniho stavu jak mnozZitelskych materiald, tak i samotnych vysadeb, je
tedy ziejméa. Piitom moznosti testovani pfitomnosti patogennich organismi jsou v souc¢asné dobé
pomérné Siroké, a to od bylinnych indikatori pfes imunoenzymatické metody aZz po metody
molekularné genetické. Prostiednictvim publikaci anebo finalizovanych komerénich produkti jsou
dnes nabizeny stale nové metody a pristupy, pii¢emz cely tento proces lze shrnout jakozto neustale
pokracujici snahu vyvijet metody, které budou poskytovat zlepseni alespoii v jednom z parametri
z okruhu cena — rychlost — ti¢innost — dostupnost pro praxi. Vyrazny pokrok v oblasti molekularni
genetiky v poslednich 30 letech prinesl to, Ze v oblasti inovaci pro detekci rostlinnych patogenti se
jedna o nejsilné€jsi proud a i dnes jsou velmi rychle predstavovany stale nové moznosti a pristupy.

Vétsina z novych pristupt pro detekci virovych patogent, at uz primo nebo neptimo, vyuziva
princip namnoZeni cilového tiseku DNA prostrednictvim principu PCR. Metoda PCR vsak byla
obecné vyvinuta tak, Ze pracuje pouze s molekulami DNA. Vzhledem k tomu, Ze vétSina virovych
patogent vyznamnych pro ¢eské ovocnarstvi ma genom kédovany v RNA, mohlo by se zdat pouziti
PCR pro detekei tohoto okruhu patogent jako nemozné. To ale nastésti neni pravdou vzhledem
k existenci procesu tzv. reverzni transkripce. Reverzni transkripce byla objevena v roce 1970,
pricemz enzymy provadeéjici prepis molekuly RNA na komplementarni molekulu DNA oznacujeme
jakoZzto reverzni transkriptazy. Zarazenim reverzni transkriptazy do protokolu pro detekei virovych
patogenti dojde k prepisu genomové RNA téchto patogenti na jednoretézcové molekuly DNA
(oznacovany jakozto cDNA jakozto zkratka z anglického ,,complementary DNA®). Timto pomérné
nenaro¢nym krokem ziskavame molekulu, ktera odrazi specifickou genetickou informaci daného
patogenu a pritom funguje v ramci PCR jakoZto vstupni templat. Zarazenim tohoto kroku tak mtize
byt naplno vyuzit jedineény potencial PCR spocivajici v jeho vysoké citlivosti a specificité viici
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vybranému patogenu. Okruh metod vyuZivajicich reverzni transkripci s naslednym vyuzitim takto
ziskaného templatu v PCR oznacujeme jako RT-PCR.
Naroky na technické vybaveni laboratoie:

Pri identifikaci rostlinnych virti nékterou z molekularné genetickych metod je obvyklou
podminkou manipulace s izolovanou RNA, nebot geneticka informace pfevazné vétSiny virovych
patogent hospodarsky vyznamnych pro ¢eské ovocnictvi je uloZzena ve formé RNA molekul. V praxi
to prinasi vyrazné vyssi naroky na Cistotu a sterilitu, nez je tomu pii praci s DNA. Diivodem je
vSudypritomnost pomérné stabilnich tzv. RN4z, které napt. lidské télo produkuje v ramci prevence
proti napadeni mikroorganismy. Proto se velmi lehce prihodit, ze pfi nedodrzeni nize popsanych
zasad nékolik molekul RNaz napft. z nasi kiiZe nechténé skon¢i v analyzovaném vzorku. V takovém
pripadé€ hrozi nebezpeéi velmi rychlé degradace vSech molekul RNA, tedy i té pro nés zasadni -
virové.

Mezi zakladni opatieni pro praci s RNA potom tedy patfi:

— Pouzivané roztoky by mély byt pripraveny z DEPC vody (tzn. z vody oSetiené
diethylpyrokarbonatem) anebo by mély mit ,,RNase free“ certifikat pifimo od vyrobce.

— Laboratorni plast — nejjednodussi je certifikovany od vyrobce; manipulace pouze v bio-
hazard boxu; je mozné i oSetieni vybranymi chemikéliemi (0.1 — 0,02 % DEPC; 100 mM
NaOH + 1 mM EDTA). V ptipadé $picek na pipety pro pripravu roztoki i pii samotné RT-
PCR vzdy pouzivat $picky s filtrem.

— Laboratorni sklo (myti jako napt. pro tkanové kultury, poté zihani v horkovzdu$ném
sterilizatoru pri 180°C po dobu 8 h).

— Laboratorni pristroje (vysoké naroky na cistotu, omyti specialnimi roztoky proti RNazam
jako napt. RNAzap aj.)

— Laboratorni pracovnik (éistota manipulaéniho prostoru, organizace prace minimalizujici
pocet operaci, rukavice, minimalizace pohybii nad otevirenymi roztoky)

— Izolovanou RNA lze stabilizovat piidavkem komer¢né dodavanych reagencii, které by
nemély interferovat s dal§im pouzitim vzorku (napt. RNase OUT)

— Zakladni operace v ramci RT-PCR protokolu provadime ve sterilnim, nejlépe Bio-hazard
boxu (fedéni PCR vsech slozek PCR reakce véetné primert, reverzni transkripce, PCR)

Naroky na RT-PCR z hlediska pfistrojového vybaveni jsou jiz obdobné jako naroky na vybaveni
laboratoie pro PCR, piibyva zde pouze potieba bio-hazard boxu (viz vyse).

Struény laboratorni postup

1. Izolace RNA. Vhodny zpiisob izolace RNA je pro uspésnou
detekci vybraného virového patogena zcela zasadni. Je mozné
si pripravovat roztoky v ramci dané laboratore, v dnesni dobé
jsou ale fadou firem nabizeny sady pro izolaci rostlinné RNA,
které pti dodrzeni dodavatelem doporucovaného postupu po-
skytuji vysoky vytézek RNA pri jeji nizké degradaci. Mezi nej-
vice pouzivané produkty patti izola¢ni sady na celkovou RNA P
firem Qiagen, Sigma-Aldrich anebo Macherey Nagel. Cosety- =
Ce pletiva pouzivaného pro izolaci RNA se u drevin nejéastéji ‘ ‘
jedna o volbu mezi listovymi pletivy nebo zelenymi pletivy se- e |
Skrabanymi z viceletych fizkd, poptipadé jejich smés. Na obrazku je vyobrazen tzv. kit pro izolaci

2. Reverzni transkripce RNA na ¢cDNA. Reverzni transkrip- RINA, soubor reagencil a 2 kolon. Modra

kolona slouzi k filtraci roztoku, ¢ervena
tazu nabizi témér kazda vétsi spolecnost zabyvajicich se pro- kolona obsahuije kiemikovou membranu,
dukei enzymii pouzivanych v molekularni genetice. Nabizené na kterou je RNA navazana a nasledné
reverzni transkriptazy jsou nejcastéji rekombinantni enzymy VYmyte-
odvozené z M-MLYV (z anglického “Moloney murine leukemia virus”) a AMV (z anglického
“Avian myeloblastosis virus”). Zacatek prepisu na cDNA je podobné jako u PCR vymezen
kratkym oligonukleotidem — tzv. primerem. Nejcastéji se jakozto primer pouziva zcela
nahodna smeés oligonukleotidi (obvykle o délce 6 bazi), které zcela nahodné hybridizuji se
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vSemi molekulami RNA, které se ve vzorku nachazeji. Pres zdanlivou nevyhodnost tohoto
pristupu zaloZeného na nahodé vsak obvykle funguje velmi dobfe a navic umoznuje po jedné
reverzni transkripci pouzit tento templat pro identifikaci vicero virt popf. zarazeni vnitini
pozitivni kontroly.

3. PCR. Prti identifikaci virovych patogent za pouziti PCR je nejzasadnéjsi volba vhodnych PCR
primerti, které budou spliiovat obvyklé pozadavky na PCR primery a pfitom budou specifické
pouze ke genomu sledovaného patogenu. Co se tyce vybéru oblasti genomu vhodnych pro
jejich PCR amplifikaci, jsou nejcéastéji vybirany geny pro obalovy protein. Vzhledem k vyse
popsané citlivosti RNA k degradaci je také doporucovano, aby pro zamezeni fale$né
negativnich vysledkidi byla u testovanych vzorki provedena PCR zamérend na amplifikaci
useku nekterého z housekeeping genti. Pritomnost amplikonu pii detekci housekeeping genu
vyluéuje, Ze vir byl identifikovan v nedegradované RNA a znamend také spravnost izolace
RNA.

LAMP

LAMP neboli Loop mediated isothermal amplification (Cesky: izotermalni amplifikace zprostied-
kovana smyckou) je technika slouzici k detekei patogenni DNA nebo RNA. Pomoci této techniky je
mozné urcit piitomnost patogent jako jsou viry, bakterie nebo houby v rostlinnych pletivech nebo
v zivo¢is$nych tkanich. LAMP je technika, ktera je provadéna v jediné mikrozkumavce. Technika ma
pred sebou pravdépodobné slibnou budoucnost jako tzv. low cost metoda, tedy velmi levn4 detekéni
metoda. Primarné tato metoda pracuje s DNA, ale miiZze byt kombinovéana i s reverzni transkripci a
tak mohou byt detekovany i RNA patogeny jako jsou rostlinné viry. Momentalné je metoda vyuzivana
pomeérne hojné v klinické praxi (Mahony et al., 2013), kde jiz existuji optimalizované a plné funkéni
komerc¢ni kity.

Princip metody LAMP

Jak jiz bylo zminéno vyse, jedna se o izotermalni amplifikaci, tz. Ze amplifikace nukleovych kyselin
probihéa za konstantni teploty. Teplota pro metodu LAMP byva priblizné 60—65 °C. Pro priibéh reakce
je nutné mit pripraven mix, ktery obsahuje nukleovou kyselinu, 6—8 primerti, specialni polymerazu Bst-
tato polymeraza je izolovana z bakterie Bacillus stearothermophilus — polymeraza se vyznacuje tzv.
dislokazovou aktivitou, tj. dokaze oddélovat kodujici vidkno DNA a nahrazovat ho retézcem, ktery sama
syntetizuje. Déle reakéni mix obsahuje pufr pro polymerazu, MgCl. — je bud’ soucasti pufru pro
polymerazu nebo je nutno tuto latku pridavat samostatné, ANTP-deoxyribonukleotidy, popft. barvivo,
které je schopno interkalovat do vznikajici dvouvlaknové DNA, je mozno také pridat napt. betain, coz je
kvartérni amoniova siil, kterd miize byt v reakénim roztoku pouzita v diisledku velkého poétu GC pari v
templatové DNA. Tento mix musi obsahovat rozdrcen rostlinné pletiva, kde je detekovana nukleova
kyselina patogena.

V principu metody LAMP jde o amplifikaci kontinualni, a to pri stalé teploté kolem 63 °C.
Podstatnou slozkou jsou zejména specidlné navrzené pary primert pro cilenou amplifikaci
pozadované casti DNA a specifické polymerazy. Zaroven je vSsak mozné i pouziti specialné
navrzenych loop-primerdi, které mohou rychlost amplifikace zna¢né zvysit. Trvani takové
amplifikace mize byt nékolikanasobné nizsi neZ u trvani klasické PCR (www.loopamp.eiken.co.jp,
2014). Velkou vyhodu je rovnéz fakt, ze neni nutné nakladné vybaveni pro amplifikaci nebo detekci
produktu, existuje moznost provadét amplifikaci mimo laboratoi a zaroven poskytuje moznost
ziskani radové vice produktu nez u PCR. Nékteti védci véri, ze izotermalni amplifikace je v tomto
ohledu elegantni néstroj, umoznujici urychlit detekei virt, bakterii nebo hub oproti klasické PCR.
Samotny proces amplifikace probiha v nékolika fazich.

Faze LAMP

Pri teploté 63 °C je ¢ast DNA denaturovana. V popisu mechanismu amplifikace dale budeme
uvazovat jedno denaturované vlakno. Pro druhé vlakno je popis logicky ekvivalentni. Denaturované
vldkno obsahuje cilovy tsek, ktery je ohranicen zndmymi sekvencemi nukleotidd, pro néz jsou
primery navrzeny. Takovych cilovych tseki se v DNA nachéazi vét§inou 6 — 8. Tyto primery jsou dale
popsany jako FIP, BIP, F3 a B3, kde FIP a BIP, tedy pfedni a zadni vnitini primer a F3 a B3 jako
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&% predni a zadni vnéjsi primer (FIP — Forward Inner Primer, BIP — Backward Inner Primer).

Amplifikace je tedy akcelerovana-urychlena loop primery (loop — smycka), tedy Loop B a Loop F.
Na prvni vlakno nasedi (hybridizuje) pii dané teploté BIP primer. Polymeraza dosyntetizuje
komplementarni fetézec. Jelikoz BIP primer se sklada z B2 komplementarni ¢asti nasedajici na
fetézec a nekomplementarni BiC casti, kterdA na fetézec nenaseda (Obrazek 1), avSak je
komplementarni k ¢éasti nové syntetizovaného fretézce, mize byt tento retézec oddélen od
templatového fetézce navazanim B3 primeru a dislokazové aktivité polymerazy, ktera od B3 primeru
syntetizuje d€lici vlakno.

Oddélené vlakno zac¢ina BIP sekvenci a vlivem dostate¢né délky BIP sekvence dochézi ke stoceni
tohoto konce, kde jak uz bylo fe¢eno, nekomplementarni ¢ast BIP primeru B1C je komplementarni
k nové syntetizované casti DNA a mezi témito ¢astmi dojde ke sparovani. Na nové syntetizovany
fetézec poté naseda FIP primer a F3 primer a cely proces je ekvivalentni. Vysledkem je produkt
cilové sekvence nukleotidi, ohrani¢eny stoenymi konci, smyckami (loop). OranZova Sipka
(Obrazek 2) naznacuje smér syntézy dalsiho komplementarniho vldkna, pfi¢emz dany oblouk B2C
(Obrazek 2) je jednovldknovy a tudiz vhodny k navazani BIP primeru (Obrazek 3).

DNA polymeraza vazici se na BIP primer syntetizuje ve sméru Sipky komplementarni vlakno k zelenému
vlaknu (Obrazek 3). Oranzové vlakno je timto procesem postupné oddélovano a v diisledku komplementarity
jeho F1 a F1C sekvenci dochézi k jeho stoceni a vytvoreni smycky. Z této F1 sekvence je syntetizovan novy
Tetézec.

Opét si vSimnéme (Obrazek 4) komplementarni jednovlaknové F2C produktu casti k FIP
primeru. FIP primer na F2C tisek produktu naseda a nasledné je syntetizovano nové vlakno ve sméru
zelené Sipky. Pritom dochéazi k postupnému oddélovani vlakna a jeho stoceni. Toto vlakno je
oznaceno oranzovou Sipkou (Obrézek 4). Vysledek je znadzornén na obrazku nize.

V této fazi je syntetizovano nové vlakno ve sméru zelené Sipky (Obrazek 5), kde zelené Sipka nélezi
ptvodné oddélenému a stocenému vlaknu (viz Obrazek 4, vladkno oznacené oranzovou Sipkou).
Vysledkem jsou dva produkty s cilovou sekvenci nukleotidi, které dale podléhaji amplifikaci, nebot pti
tomto kroku dochéazi uplnému rozdéleni produktu na dva dil¢i produkty. Takto postupné geometrickou
fadou vznikaji nové produkty podléhajici amplifikaci. Oba produkty jsou znazornény na obrazku nize
(Obrazek 6).

Amplifikace dale pokracuje na zakladé vyse popsanych mechanismi. Na vyse uvedeném Obrazku
6 je znazornéna moznost, kdy loop primery hybridizuji na druhy produkt. Loop-primery jsou
komplementarni k tiseku mezi B1C a B2, resp. F1C a F2 produktu. Zvysuji tak pocet vychozich pozic
pro amplifikaci DNA. Amplifikace tohoto produktu by mohla pokracovat bez této hybridizace, avsak
diky loop-primertim vznika extra produkt, ktery poslouzi k rychlejsimu pribéhu amplifikace.

Izotermalni amplifikace se provadi nejcastéji v objemu 25 pL pti teplotach 60 — 65°C. V zavislosti
na poctu pouzitych primert trva doba reakce 30 — 60 min. Koncentrace primerit FIP a BIP byva
zpravidla rozdilna a to naptiklad 1,6 M, u F3 a B3 0,2 M a Loop F a Loop B 0,8 M. Koncentrace Bst
polymerazy muze byt napt. 8 U (Los, 2012).

5 F3 F2 F1 Bic B2c E3c ¥
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Obrazek 1. Nasednuti BIP a B3 primerd (Los, 2012)
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Obrazek 2. Vychozi produkt pro LAMP (Los, 2012) Obrazek 3. Nasednuti BIP na vychozi produkt LAMP (Los, 2012)
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Obrazek 4. Pribéh amplifikace po syntéze Obrazek 5. Vysledny produkt syntézy Obrazek 6. Vznik dvou nezavisle
vlakna z BIP a sednuti FIP (Los, 2012) FIP vldkna (Los, 2012) amplifikovatelnych produktd (Los, 2012)
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Obrazek 7. Amplifikace za pfitomnosti loop primer(, druhy z produkt( vznikl z loop B primeru (Los, 2012)

Detekce produktu LAMP

Koncentrace produktu se pohybuji v rozmezi 400-800
g/
/mL, cozZ umoznuje jeho snazsi detekci riiznymi metodami.
Prvni metodou je gelova elektroforéza v agarovém gelu.
Jedni se o levny zpiisob detekce, av§ak nevyhodou je jeji
relativné vysoka ¢asova narocnost, probiha az po skonceni
LAMP a vysledny produkt nelze kvantifikovat ani
kvalifikovqt. ,Dalévi metodou j? .turbidimetrie,. \Y% prﬁl,)éhlgv Priklad mfeni fluorescence vzorkii po LAMP A)
LAMP vznika sraZzenina magnézium-pyrofosfatu, kterd miiZe |ntenzita fluorescence, vz. S: slepy pokus (blank),
byt detekovana turbidimetrem nebo spektrofotometrem a to vz. 2-4 pozitivni vzorky B) 2D projekce intenzity
po skondéeni LAMP. Je to rychly zptisob detekce, ale neni Vvzorku S-4 programem GeneSnap (Los, 2012).
kvantitativni a kvalitativni. Vzhledem k nutnosti detekénich pristroji se jedna i o drahy zptisob
detekce. Alternativu piredstavuje centrifugace, po niz se srazenina pyrofosfatu usadi na dné reakéni
nadoby a miiZe byt snaze detekovana pouhym okem, coz je do zna¢né miry dosti subjektivni zptisob
detekce. Vznik pyrofosfatu lze detekovat také v pribéhu reakce, hovoiime o tzv. Real-Time
turbidimetrii. Vyhodou je moznost kvantifikovat vznikly produkt. Dalsim zptisobem detekce je
pouziti DNA barviv a pozorovani fluorescence reakéniho roztoku. Jedna se o rychly zptisob, ktery
mize byt proveden i bez pouziti fluorimetru a to pouhym okem, za pouziti vhodného DNA barviva,
coz je vyhodné pro rychlou detekci a finan¢ni nenaroc¢nost. Pomoci Real-Time fluormetrie 1ze
vznikly produkt taktéz kvantifikovat. Kvalifikovat produkt lze pomoci systému enzymové
imunoanalyzy (Lateral Flow System). Jedna se o pomérné rychlou a levhou metodu. Poslednim
zptisobem dekekcee je tzv. ABC-LAMP (Alternately Binding quenching probe Competitive LAMP).
Produkt lze rychle kvantifikovat a kvalifikovat, tj. uréit specifické sekvence produktu. K tomu je
zapotiebi fluorimetru a specialné navrzené sondy. Ta se vaze na specifické misto v produktu a
snizuje tak jeho fluorescenci (Los, 2012).

Rejstfik odbornych pojmt

Amplifikace — mnozeni nukleové kyseliny

cDNA - complementary DNA, DNA prosta intronti

Fluorimetrie — metoda pro méfeni fluorescen¢niho signalu

Kit — soubor jednotlivych reagencii, ktery je navrzen za uréitym tcelem (napf-.
izolace nukleové kyseliny)

PCR - polymerazova retézova reakce

Mastermix — soubor reagencii, které je tfeba smichat pro priibéh reakce

Turbidimetrie — metoda pro meéreni kalnosti roztoku

Priklad detekce vzorkd po
Kontr0|n|' OtéZky LAMP na agaru Vv lektrofo-
réze. 1 slepy vzorek (blank,
vzorek bez DNA) 2-6 pozi-
tivni vzorky. (Los, 2012).

Jaké jsou vyhody a nevyhody LAMP oproti PCR?
Jakymi zptisoby lze detekovat produkty LAMP?
Jaka je teplota pro pribéh LAMP?

Z ¢eho se sklad4 mastermix pro prubéh LAMP?
Jaké patogeny je mozné detekovat metodou LAMP?

LI I S e
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Praktického cvi€eni - pokus kategorie a - vyZzadujici bézné vybaveni

Pozorovani symptom( PPV na rostliné rodu Prunus

1. Urcete ovocnou rostlinu rodu Prunus, nejlépe slivon, ktera vykazuje symptomy PPV — plum

pox virus, Sarka.

2. Od fenofaze raseni pozorujte rostlinu a zapisujte pozorované symptomy béhem vegetace az do

opadu listd.

3. Vyhodnotte a charakterizujte zapsané symptomy.

U slivoni jsou ptiznaky viditelné na listech a plodech, vyjimec¢né i na peckéach. Na listech se objevuji
Zlutozelené skvrny, prouzky popi. krouzky. Okraje skvrn nejsou ostie ohranic¢ené, ale difizni. Nejlépe
jsou priznaky viditelné v kvétnu a cervnu, v pozdnim lété€ se intenzita symptomi zmensuje. U
nékterych odriid se skvrny koncem léta zbarvuji ¢ervenofialové. U velmi nachylnych odrid (“Zelena
renkl6da’) vznikaji nekrozy a listy predcasné opadavaji. Typicky ,nestoviény“ povrch plodl vznika
postupnym propadanim krouzkii a prouzki a objevuje se pouze u nachylnych odrid (‘Domaci
velkoplod&’). Priznaky jsou nejlépe patrné po setieni voskového povlaku na povrchu plod. Duznina
je v misté propadlin ¢ervenohnédé a drzi na pecce. Postizené plody pred¢asné opadavaji, obsahuji
odrtid (‘Althanova renkloda’) se objevuji piiznaky zejména na listech a na plodech, kde vznikaji
mapovité kresby. K poskozeni duZniny, propadani povrchu plodd a pred¢asnému opadu plodi
nedochazi (Eichmeier, 2008).

Praktické cviceni - pokus kategorie b - vyZaduijici urcité laboratorni vybaveni

Izolace nukleové kyseliny (DNA) jakozto zakladni krok pro detekci patogent

1. Pripravte banan, oloupejte ho, navazte 1g. Pripravte dvé kadinky a jednu zkumavku, ptipravte
roztok soli a $ampon (mydlo). Sampon (mydlo) musi obsahovat EDTA. Dbejte na dtikladné
rozmackani bananu a promichani smési.

2. Po odstati a oddéleni zkumavky dolit co nejvice podchlazenym lihem. Bila vlaknita srazenina
stoupajici z dolni ,zamlzené® faze (filtrat) do horni prithledné faze (lih) je DNA (obsahujici
nékteré jaderné proteiny, pripadné jiné molekuly s podobnymi chemickymi vlastnostmi jako
DNA).

3. Vysvétleni: Po chemické strance je DNA linedrni makromolekula, jejiz dva komplementarni
Fetézce jsou k sobé pripoutané vodikovymi miistky. DNA muze byt z vodného roztoku
vysrazena (vysrazena) ethanolem. Vlastnosti DNA by bylo moZzno samozrejmé vyjmenovat
mnohem vic, nicméné prave vyse uvedené vyuzijeme k izolaci. Kdyz do rozmackaného bananu
nalijeme roztok Samponu s EDTA s vodou a soli, sledujeme tim vlastné nékolik krok.
Detergenty obsazené v Samponu prodéravi a vysrazi buné¢nou membranu bananu a také
nékteré proteiny. EDTA inhibuje proteiny obsahujici kovy, z nichz jsou nékteré schopné
poskodit DNA. Sil se ptridava kvuli zachovani osmotického tlaku roztoku. Voda je reakénim
prostfedim a mimo jiné latkou, ve které je DNA rozpustna. Naslednou filtraci se odstrani
vSechny latky, které jsou nerozpustné ve vodé. Do filtratu projde kromé DNA i rada dalsich
latek z ptvodni buriky, ale i siil a nékteré slozky Samponu. Podchlazeny lih se priléva, protoze
se za nizsi teploty méné misi s vodou. DNA se vysrazi (precipituje) a vyplave do horni, lihové
faze. V lihu je nerozpustna.

Praktické cvi¢eni - pokus kategorie ¢ - mozno realizovat
po dohodé pouze na specializovanych pracovistich

Detekce viru PPV v cDNA izolované z pletiv rostlin rodu Prunus

1. Detekce v oblastech genomu, které koduji obalovy protein, jsou ve virologii nejc¢astéjsi. Dle
zasad pro metodu PCR pripravte reakéni mix: voda (HPLC distota), 1x pufr pro polymerazu
(Promega, USA), itomM dNTPs (Invitek, Némecko), 1U DNA polymeréaza (Promega, USA) a z
obou primerti. Celkovy obsah reak¢niho mixu je 20 pl. K reakei pridejte 2 ul jiz pripravené
cDNA (RNA po reverzni transkripci). Dopocitejte jednotlivé objemy reagencii. Teplotni
program pro tuto reakci: avodni denaturace 95 °C po dobu 5 minut, dale 95 °C po dobu 30s,
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55 °C po dobu 40 s a 72 °C po dobu 45 s, tento cyklus opakovat 40x, potom néasleduje finalni
annealing (prodluzovani) 72 °C po dobu 7 minut. Tento program je tfeba nastavit v specialnim
pristroji — termocykleru.

2. PCR musi byt provedena pro vzorky, ve kterych detekujeme patogenni cDNA, pro pozitivni
kontrolu (100% obsahuje patogenni cDNA), negativni kontrolu (cDNA rotliny bez patogenni
c¢DNA) a blank (reakce bez templatu).

3. Produkty PCR reakce separujte na agarézové elektroforéze. Agarézovy gel namichejte 1%
aumistéte v elektroforéze v TAE pufru 1x. Separaéni podminky: Elektroforetick4 separace probiha
pri napéti 112 V, coz odpovida spadu napéti 3,5 V.em-Trvani separace 1 hodina. Gel nésledné
premistéte na transiluminator, prosvitte UV zafenim a vysledek zdokumentujte pomoci
digitalniho fotoaparatu. Vyhodnotte zdali jsou Vase vzorky PPV pozitivni nebo negativni (tzv. End-
point detekce).
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Biologické testy na dfevinnych indikatorech

Princip metody testovani pritomnosti virii a fytoplazem na drevinnych indikatorech je zalozen na
viditelné reakci indikatorové rostliny na patogen, ktery je naockovan na podnoz spolu s indikatorem.
Virové infekce je v pocateénim stadiu latentni, postupné po namnoZzeni a zvyseni koncentrace viru
v rostliné se miiZe projevit Sokovou fazi, kdy u nékterych chorob dochazi k typickému projevu, tzn.
ke vzniku priznaki, které mohou byt charakteristické pro jednotlivé choroby. Systematické infekce
se u bylin vyvijeji rychle, ale u ovocnych stromti miiZe Sifeni viru v rostliné trvat i roky. Tato
skuteénost komplikuje vybér diagnostické metody a vlastni vybér reprezentativniho vzorku pro
testovani ovocnych kultur nejen biologickymi ale i laboratornimi metodami jako jsou ELISA a PCR.
Laboratorni testy slouzi predev§im pro rychlé vylouéeni nemocnych rostlin nebo jako rychly
orientaéni test vychozich mate¢nych materiali v mateénicich a mnozarnach roubii. Zatim vsak nelze
ni¢im nahradit specifické testy na dievinnych indikatorech, jak je predepisuji materialy a publikace
ISHS a EPPO, které jsou doplnovany o nové poznatky pracovni skupinou EPPO. Pro tucely
diagnostiky biologickym indexingem byly vyselektovany citlivé druhy a kultivary ovocnych a
okrasnych drevin. Pokud dojde k infekci takovéto citlivé rostliny, patogen se v ni mnozi a dosahuje
vysokych koncentraci na ukor zivotaschopnosti rostliny. Vyvolané onemocnéni se projevuje
vyraznymi symptomy, které zptisobuji poskozeni rostliny, n€kdy i s nasledkem thynu. V polni
testovaci skolce je patogen inokulovan na podnoz metodou dvojitého ockovani testované rostliny.
Po té je po dobu nasledujicich 2 vegeta¢nich obdobi provadéno hodnoceni a monitoring vyskytu
symptomt a specifickych reakei indikatorti. Hodnoceni zdravotniho stavu testovanych rostlin je
provadéno na zakladé vysledkii monitoringu specifickych priznaka virovych a fytoplazmovych
chorob na indikatorovych rostlinach
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Pracovnt postup: Pro tcel biologickéhio indexingu na dievinnych indikatorech je pouzivana me-
toda dvojitého ockovani. Nejprve je na podnoz naockovan indikator (ve vySce 12 — 15 cm nad zemi)
a po 14 dnech je pod ocko indikatoru ve vysce 5—
8 c¢cm nad zemi naockovano ocko z testované
rostliny. Testovaci rostlina (podnoz + ocko

indikatoru + ocko testované rostliny) je

zakladana ve 3 az 5 opakovanich. Jako negativni

kon’Erola’ slouzi samotny 1nd11v<at0r, kte’ry’ je i

naockovan na podnoz také ve 3 az 5 opakovanich.

Rist indikatoru je regulovan slabsim fezem a
rostiiny

jeho dominance je udrzovana pomoci silnéjsiho
fezu testované rostliny (vyriistajici ze spodniho |
oéka) a rezem podnoie. Objektivni hodnoceni  zieva: Schématické znazoméni zalozeni testu na drevinném indikatoru.
pritomnosti  priznakii infekce je moZné Testovaci rostliny ve Skolce: vrchni vyhon - indikator, spodni vyhon -
porovnanim rostlin negativni kontroly s testovanarostiina.

testovacimi rostlinami. Prohlidka testovacich rostlin je béhem vegetace (od kvétna do fijna)
provadéna nékolikrat, optimalné trikrat. Symptomy, jako jsou mozaiky a epinastie, se vyrazné
projevuji hlavné na mladych listech a vyhonech indikatorti, zejména na zacatku jejich vegeta¢niho
obdobi v obdobi raseni. Specifické ptiznaky né€kterych testovanych patogenii se projevuji v jiné fazi
vegetatniho obdobi (napi. Little cherry disease vyvolava piedcasné Cervenani listi indikatoru
Canindex béhem cervence a srpna). Obdobi, ve kterém je provadéno sledovani piiznaki, nesmi byt
krat$i nez 2 vegetacni obdobi nasledujici po inokulaci. Pokud jsou na indikatorovych rostlinach
zaznamenany béhem hodnoceni specifické symptomy, je testované rostlina inokulovana na podnoz
pod indikatorovou rostlinu (spodni o¢ko) vyhodnocena jako pozitivni.

Projev symptomu hospodarsky vyznamnych virovych chorob na indikatorovych rostlinach

Onemocnéni virové nestovice slivoné vyvolané ptivodcem Plum pox virus (PPV): chlorotické
mozaiky na listech indikatort ‘GF 305’ a ‘Shiroplum’

Hlavnimi pfiznaky onemocnéni fytoplazmova proliferace jabloné (apple proliferation) na indikatoru
‘Golden Delicious’ jsou metlovitost vyhonti, zvétSené palisty a chloréza listii, které mohou byt mensi a
protahlé.

Fytoplazmové chradnuti hrusné (pear decline) se na indikatorovych rostlinach Pyronia veitchii
projevuje svinovanim a predcasny zbarvenim listi do cervena a kon¢i naslednym odumienim
indikatoru.
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1.-2. Symptomy infekce PPV: chlorotické mozaiky na listech indikatord ‘GF 305’ (snimek vlevo) a ‘Shiroplum’ (snimek vpravo). 3.-4.
Pfiznaky onemocnéni fytoplazmové proliferace jabloné (apple proliferation) na indikatoru ‘Golden Delicious’. 5.-6. Symptomy
fytoplazmového chradnuti hruSné na indikatoru Pyronia veitchii
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