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Zaver

1. Uvod

Plum pox virus (dalej PPV) je jednovlaknovy RNA
virus o dizke 660-770 nm s obsahom 7 % RNA. Je zloZe-
ny z takmer 10 000 nukleotidov, ktoré si obalené jedno-
vrstvovym proteinovym plastom oznacovanym ako obalo-
vy protein' (,,coat protein®; CP). Systematicky sa zarad’uje
do rodu Potyvirus a ¢elade Potyvirideae. Hlavnym spdso-
bom prenosu virusu je predovsetkym vegetativne rozmno-
zovanie ovocnych drevin, pri ktorom sa pouzivaju infiko-
vané rastlinné &asti. Dalej je to prenos voskami
a obchodom, kedy mézu byt infikované ovocné stromy
transportované na velké vzdialenosti’.

Virus napad4 hospodérsky vyznamné dreviny rodu
Prunus, zktorych najvyznamnej$§imi druhmi su slivky
(Prunus domestica), broskyne (Prunus persica), marhule
(Prunus armeniaca), Ceresne (Prunus avium) a visne
(Prunus cerasus). Na tychto ovocnych druhoch sposobuje
nebezpecnt chorobu kostovin — Sarku sliviek. Negativne
ovplyviiuje kvalitu a kvantitu produkcie a celkovy rast
stromov. Plody st deformované, obsahuju menej cukru
a zvy&ajne predtasne opadavaji’. Virus sposobuje vyrazné
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straty na hektarovych urodéach, ktoré pri senzitivnych od-
rodach mozu dosiahnut’ az 95 % (cit.*). Dalej negativne
vplyva na vitalitu ovocnych stromov a spdsobuje ich pred-
Casné odumieranie, ¢im sa znizuje ekonomicka efektiv-
nost’ ich pestovania. Jedinec infikovany virusom PPV sa
stava trvalym zdrojom tohto virusu a predstavuje poten-
cidlnu hrozbu pre jeho prenos na okolité zdravé rastliny.
Preto jedinou cestou, ako eliminovat’ infekciu tymto viru-
som Vv poraste ovocnych drevin, je presna, rychla a cenovo
prijatelnd diagnostika, ktord odhali infikované jedince
v poraste”.

Hlavnym spésobom ochrany proti Sireniu virusu PPV
pri zakladani ovocnych sadov je pouzivanie zdravého,
bezvirézneho  vysadbového  rastlinného  materialu
a dodrziavanie izolacnych vzdialenosti od potencialnych
zdrojov nakazy. Takéto bezvirozne ovocné vypestky urce-
né pre vysadbu ovocnych sadov je mozné zabezpecit' len
pravidelnym testovanim materskych rastlin, z ktorych sa
ziskava zakladny mnozitel'sky material ako s ocka, vrib-
le a podpniky®.

Hlavnym prinosom diagnostiky je preto testovanie
vychodiskovych genetickych zdrojov, z ktorych sa ziskava
mnozitel'sky material, ¢im sa zabezpeci dostatok bezvirdz-
neho rozmnozovacieho materialu pre pestovatel'skil prax.
Diagnostikou sa takto eliminuje hlavny zdroj infekcie
virusom PPV, ktorym st infikované materské rastliny.
Ochrana pred $irenim virusu PPV v porastoch ovocnych
drevin je zaloZzend na fytosanitdrnych opatreniach zamera-
nych na likvidaciu vektorov, ktoré tieto virusy prenasaju,
odstraniovani infikovanych stromov a vysadzani rezistent-
nych odrod, ktoré sa vyznacuju réznym stupniom odolnos-
ti. Napr. z odrody slivky ,,Stanley* boli ziskané transgenné
klony, z ktorych najvyssi stupeti rezistencie k PPV vyka-
zoval klon C5. Po jeho mnohoro¢nom sledovani
v pol'nych podmienkach bola potvrdena jeho odolnost’ ku
kmenom PPV-D, PPV-M a PPV-Rec. V sucasnosti sa pre
tento klon pouziva nizov ,,HoneySweet“ a vyuziva sa
v §l'achteni novych odolnych odréd a podpnikov sliviek’.

2. Molekularna charakteristika virusu Plum
pox virus

Systematicky sa PPV zarad’uje do rodu Potyvirus
a ¢elade Potyviridae. Je to jednovlaknovy virus kyjovitého
tvaru o dizke 660 az 770 nm a Sirke 12,5 az 20 nm
s obsahom 7 % RNA. Je zloZeny z 9786 nukleotidov, kto-
ré s obalené jednovrstvovym obalovym proteinovym
plastom oznacovanym ako obalovy protein (CP), ktory je
usporiadany Spirdlovite okolo jednovldknovej ssRNA
s pozitivnou polaritou. Genomicka RNA virusu PPV ma
na 5’-konci VPg protein (,,viral protein genome-linked*)
a dlhy polyproteinovy retazec je na 3’-konci ukonceny
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obalovym proteinom®. Tento polyprotein je tiepeny tromi
proteinazami, ktoré kodujt virus za vzniku desiatich prote-
inov: P1, HCPro, P3 a 6K1, CI, 6K2, Nla a VPg, Nla
a Pro, NIb a CP. Tieto bielkoviny maju rozli¢né tlohy pri
virusovej infekcii a  interakcii medzi  virusom
a hostitefom’. Determinant patogenity pre infekciu bylin-
nych hostitel'ov bol izolovany v P3 a 6K1 a drevitych hos-
titefov v P1 a v obalovom proteine (CP)'’. Nukleotidové
zmeny v P3 a6Kl koduju sekvencie, ktoré su spédjané
s adaptaciou na N. clevelandii. Poukazuje sa na zodpoved-
nost’ proteinu P1 za adapticiu PPV na hostitel'a. Tomuto
proteinu sa pripisuje aj vplyv na silu virulencie, rychlost’
mnoZenia a jeho symptomatiku''.

3. Symptomatické prejavy virusu Plum pox
virus

Symptomatické prejavy ochorenia su variabilné
a zavisia od druhu hostitel'skej rastliny a kmena virusu. St
tiez ovplyvilované priebehom pocasia. Pri chladnejSej jari
a neskorom nastupe leta st prejavy ochorenia vyraznejSie
anaopak vysoka teplota vlete brzdi rozmnozovanie
a rozirovanie virusu v pletivach hostitela'?. Pri slivkach
sa priznaky ochorenia prejavuji najmd na listoch
a plodoch, pri¢om na listoch vznikaju Zltozelené Skvrny,
krazky alebo ornamentalne kresby. Okraje $kvin nie st
ostro ohranicené. Priznaky sl na napadnutych jedincoch
viditel'né uz od maja daného vegetatného obdobia. Pri
vicsine odrdd sa v lete vplyvom vysokych teplot intenzita
priznakov znizuje'’. Na marhuliach a broskyniach st bada-
telné priznaky na listoch, plodoch a kostkach. Na listoch
vznikaju svetlozelené skvrny, krazky alebo pruzky, ktoré
Siroko lemuju hlavna zilnatinu. Na plodoch sa v obdobi
zrelosti prejavuju mramorovité kresby. Na kdstkach mar-
hul’ su typické svetlozelené az z1té §kvrny alebo krazky'.

4. Metédy diagnostiky virusu Plum pox virus
4.1. Biologicka diagnostika

Vyhodou biologickej diagnostiky je jej citlivost’, na-
kol’ko ak je vo vzorke zivy virus, tak sa pocas sledovania
v bioindikatore namnozi, ¢im sa zvysuje jeho koncentracia
a podpori sa tak tvorba symptomatickych prejavov. Na
druhej strane jej nevyhodou je ak virus z réznych doévodov
v bioindikatore stratil virulenciu. V takom pripade biolo-
gicka diagnostika nedokaze spravne detegovat’ sledovany
virus. DalSou nevyhodou biologickej diagnostiky je jej
pracovnd, casova a finan¢na narocnost, ktora spociva
v priprave a starostlivosti o bioindikéatory. V pripade infek-
cie testovacej vzorky viacerymi virusmi je negativom bio-
logickej diagnostiky neschopnost’ detegovat’ naraz tieto
virusy. V takom pripade symptomatika vykazovana bioin-
dik4tormi zodpovedd pritomnosti dominantného virusu.
Preto biologicka diagnostika nemoze byt hlavnou diagnos-
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tickou metodou, ale stcast'ou viacerych detekénych metdd.
Bioindikatory sa ¢asto pouZivajii na uchovévanie virusov
na d’al3ie experimenty'”.

Na biologicktl diagnostiku virusu PPV sa pouzivajl
bylinné a drevité bioindikatory. Su to rastliny, ktoré vyraz-
ne reaguju na infekciu sledovanym patogénom. Ako bylin-
né indikatory sa pouzivaji Chenopodium foetidum
a Nicotiana clevelandii. Tieto indikatory st inokulované
vo faze kli¢nych listov inokulom, ktoré sa pripravi zo $ta-
vy mladych symptomatickych listov, kvetov alebo kory.
Nanasa sa na mladé listky indikatorovych rastlin, ktorych
pokozka bola narusend abrazivom. Pri pozitivnych vzor-
kach sa priznaky objavuju vo forme deformacii listov,
vyhonkov a §kvrnami na listoch'’. Hlavnym drevitym indi-
katorom, ktory sa pouziva na biologicku diagnostiku PPV,
je Prunus persica cv. GF 305. Diagnostika na tomto indi-
katore spociva v jeho inokulovani ockami, ktoré sa ziska-
vaju z testovanych rastlin. PouZziva sa dvojité ockovanie do
tvaru pismena T alebo pomocou Forketového ockovania.
Vyhodnotenie sa robi v tyzdennych intervaloch, pricom sa
sledujti deformécie a farebné zmeny listov'’.

4.2. Imunochemické metody diagnostiky
(Sérologicka diagnostika)

Pri sérologickej diagnostike sa pouziva enzymova
imunoanalyza ELISA (,enzyme linked imuno sorbent
assay“) test, ktorého podstatou je vizba medzi antigénom
a Specifickou protilatkou, ktora prebieha v jamkach mikro-
titracnych platniciek. Pre samotné testovanie sa pouziva
priblizne 0,5 g ¢erstvého rastlinného materiélu, ktory sa po
odobrani udrzuje v chlade. NajcastejSie sa pouzivaju listy,
ale mézu sa pouzivat’ aj iné Casti rastlin, ako su puciky,
kora alebo kvetné lupene'®. Testovany rastlinny material sa
vloZi do $pecidlnych plastovych saCkov a pridava sa fosfa-
tovy tlmivy roztok. Vzorky sa homogenizuju, pricom sa
ziskava substrat, ktory sa pouzije pri samotnom ELISA
teste. Pri diagnostike PPV sa najcastejSie pouziva nepria-
ma metoda ELISA testu'’, kedy sa monoklonalna protilat-
ka pre PPV 5B-IVIA napipetuje do jamiek mikrotitracnej
platnicky. Nésledne sa pridava substrat (Co je vzorka) ob-
sahujici antigén. Po premyti mikrotitracnej platnicky,
ktorym sa odstrania nenaviazané zlozky, sa prida konjugat,
¢o je protilatka znacena enzymom. Vytvori sa komplex,
ktory sa preukaze v podobe farebného produktu. Intenzita
zafarbenia poukazuje na pozitivitu vzorky aje priamo
umerna k mnozstvu antigénu. Doélezity je termin odberu,
kedy ako najvhodnejSie sa uvadzaji jarné mesiace pred
prichodom vysokych letnych teplot. Tato metoda sa odpo-
raca pri skriningovom testovani vel’kého poctu vzoriek. Jej
vyhoda spociva v jednoduchosti, rychlosti a prijatelnej
cene”.

Dalsou vyuzivanou sérologickou metodou je DASI-
ELISA (,,double antibody sandwich indirect ELISA*). Pri
tejto metode je protilatka viazana na pevnom povrchu mik-
rotitra¢nej platnicky, ku ktorej sa pridava vzorka, ktora
obsahuje antigén a nasledne konjugat. Vytvori sa komplex
za vzniku farebného produktu, ktory sa najcastejSie analy-
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zuje spektroforeticky na zaklade fluorescencie. Touto me-
todou je mozné zistit' koncentraciu detegované¢ho virusu
v pletivach rastlin. Vyhodou DASI-ELISA testu je jej jed-
noduchost’, rychlost’ a spol’'ahlivost’, pokial’ je uskuto¢nena
v jarnych mesiacoch. Nevyhodou tejto metédy je nizka
spol'ahlivost’ detekcie virusu PPV zo vzoriek odobranych
v zime?',

Na detekciu PPV sa vyuziva aj metoda TAS-ELISA
(,,triple antibody sandwich ELISA*), ktord sa od DASI-
ELISA 1i$i v pouzivani monoklonalnej protilatky MADbs,
ktord umoziiuje vacsiu schopnost’ detekcie jednotlivych
kmeniov virusu PPV. Pri tejto metéde nedochadza ku kri-
7ovej reakcii so zdravymi rastlinami**.

Dalsou imunochemickou metodou, ktord umoziuje
detekciu virusu PPV, je imunochromatograficky test zalo-
zeny na pouziti monoklonalnej protilatky mABs. Tato
protilatka spolu s konjugatom, ktory tvori protilatka s ko-
loidnym zlatom (,,colloidal gold“; CG), vytvara spolu
s PPV virionmi komplex, ktory sa preukdze v podobe fa-
rebného produktu®.

Jednou z metodd, ktora sa pouziva pri diagnostike viru-
su PPV je aj metoda bimolekularnej fluorescenénej kom-
plementacie (BiFC), ktord je zalozena na zaklade rekon-
Strukcie monomerného cCerveného fluorescenéného protei-
nu (mRFP). Interagujuci proteinovy komplex mdze byt
vizualizovany v Zivych bunkéch. Ked su kjednému
z interagujucich proteinov pripojené sekvencie priblizne
jednej polovice monomerného cerveného fluorescen¢ného
proteinu (mRFP) ak druhému interagujicemu proteinu
druha polovica mRFP sekvencie, dochadza k tvorbe fluo-
rescencného signalu. Tato metdda bola optimalizovana pre
vyhl'ad4vanie interakcii medzi proteinmi virusov z ¢el'ade
Potyviridae s desiatimi proteinmi PPV. Na zaklade tychto
interakcii je mozné pomocou fluorescencného signalu
mikroskopicky detegovat’ pritomnost’ PPV vo vzorkach®.

4.3. Molekularna diagnostika

Pri spracovani tejto kapitoly boli pouzité validované
metody a protokoly EPPO (cit.”®) a diagnostické protokoly
pre detekcie PPV (cit.?®). Na molekularnu diagnostiku
virusu PPV sa vyuziva metéda PCR spojena s reverznou
transkripciou oznacovana ako RT-PCR (,,reverse transcrip-
tion — polymerase chain reaction®), ktorda umoziuje ampli-
fikdciu RNA. Prvym krokom je izolacia RNA z tkaniva
napr. infikovanych listov. Na matrici RNA sa potom po-
mocou enzymu reverznej transkriptazy syntetizuje kom-
plementdrne vldkno DNA (,,complementary DNA®;
cDNA), ktoré sa nasledne amplifikuje pomocou PCR
s dvoma Specifickymi primermi P; (5-ACC GAG ACC
ACT ACA CTC CC-3") a P, (5'-CAG ACT ACA GCC
TCG CCA GA-3")*". Ich ciefom amplifikacie je obalovy
protein, ktory je sucastou genomu PPV. Vyhodou
RT-PCR je vysoka citlivost’ vyznacujuca sa schopnost'ou
detekcie nizkych koncentracii virusu PPV v rastlinnom
pletive. Nevyhoda reverznej transkriptazy je jej termolabi-
lita a pritomnost enzymov degradujucich RNA (RNa4z).
Na potlacenie termolability sa dnes pouziva termostabilna
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Tth DNA — polymeraza, ktora je schopna previest RNA do
DNA pri teplote 72 °C. Aby nedoSlo k degradacii RNA
posobenim RN4z, je potrebné pri manipulacii so vzorkami
pouzivat' rukavice. Na spracovanie vzoriek sa pouZziva
voda zbavena RNéz, Co sa realizuje pdsobenim inhibitora
RN4z — diethylpyrokarbonitu (DEPC). Na odstranenie
RNéz z povrchu laminarneho boxu a naradia sa pouziva
sprej ,,RNase Away“ a vzorky sa pri spracovani ukladaju
na l'ad. Izolovani RNA je potrebné hned’ spracovat’ alebo
zmrazit' a skladovat’ pri teplote —70 °C. Na analyzu PCR
produktu sa pouziva elektroforéza v agarézovom géli za
pritomnosti ethidium bromidu, ktory je vSak karcinogénny.
Konec¢na vizualizacia prebieha pod UV lampou, pri¢om sa
pouziva pozitivna a negativna kontrola. Ak je PCR pro-
dukt na trovni pozitivnej kontroly, analyzovanu vzorku
oznacujeme ako pozitivnu. V pripade pouzitia priemerov
P1 a P2 je dizka PCR produktu 243 bp.

V sucasnosti  nachadzaju uplatnenie modifikované
metdédy RT-PCR. ,Immunocapture PCR* (IC-PCR) je
metdda kombinujuca PCR a ELISA (cit.?®). Pri tejto meto-
de sa do mikroskimavky nanasa PPV — $pecificka mono-
klondlna protildtka 5B IVIA ainkubuje sa 3 hodiny pri
teplote 37 °C. Mikroskiimavky sa premyvaju dvakrat ste-
rilnym PBS-Tween (,,washing buffer*). Nasledne sa opat
dvakrat vyplachnu s vodou zbavenou RNaz. Dalej sa pipe-
tuje rastlinny extrakt ztestovanych rastlin. Inkubuje sa
2 hodiny pri teplote 37 °C. Po premyti sa do nich pipetuje
premix (reakénd zmes) pre PCR spolu so Specifickymi
primermi. Nésledne prebieha samotnd PCR reakcia. Tato
metdda s pouzitim monoklonalnej protilatky SB-IVIA bola
validovand v kruhovych testoch s presnostou detekcie
PPV 82% (cit*’). Pri pouziti IC-PCR s 5B-IVIA
v zimnych mesiacoch sa udava 95,8 % pravdepodobnost’
spravneho pozitivneho vysledku. Jej vyhodou je rychlost’
reakcie a jej vysoka spolahlivost’ pri detekcii virusu PPV
z0 vzoriek, ktoré boli odobrané v zimnych mesiacoch™.

Dalou metédou je ,,co-operational amplification
RT-PCR* (Co-RT-PCR). Ide o typ RT-PCR, ktory vyuziva
tri alebo Styri Specifické primery v jednej reakcii: Py (5°-
ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC-3"), P, (5'-CAG
ACT ACA GCC TCG CCA GA-3"), Pyy (5'-GAG AAA
AGG ATG CTA ACA GGA-3"), Py (5'-AAA GCA TAC
ATG CCA AGG TA-3')’". Vyznatuje sa vysokou citlivos-
tou. Tato metoda je citlivejsia ako RT-PCR s pouzitim
primerov P; a P, abola validovana v kruhovych testoch
s uspesnostou 94 % (cit.*?).

,Print capture PCR* (PC-PCR) je test, ktory umoziu-
je rychlu a citlivi detekciu PPV z infikovanych rastlin bez
potreby drvenia vzoriek™. Cerstvé Gasti detegovanych
listov alebo stoniek su lisované na Whatman 3MM papier.
Takéto odtlacky mdézu byt spracované priamo alebo sa
uskladnuju pri izbovej teplote az do 1 mesiaca bez negativ-
neho efektu na amplifikdciu nukleovych kyselin. Pre
PC-PCR sa stvorcek papiera s odtlackom rastlinného pleti-
va umiestni do mikroskiimaviek za pridania 120 ul 0,5 %
Tritonu X100 s naslednym premie$anim a ponechanim na
dvojmintitovu inkubaciu pri izbovej teplote. V d’al$ej faze
sa 100 ml extraktu prenesie do mikroskiimaviek, kde bol
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naneseny uhli¢itanovy pufor a 5B IVIA monoklonalnej
protilatky. Tento extrakt je inkubovany 2 hodiny pri 37 °C
a nasledne dvakrat premyty PBS pufrom. Po pridani pri-
merov apremixu nasleduje jednokrokova RT-PCR.
PC-PCR metdda je jednoducha, rychla, lacné a vel'mi citliva
s moznostou pouzitia aj pre iné virusové fytopatogény™*.

Dal$ou metodou je drt-PCR (,,direct real-time PCR®).
Ide o priamu real time PCR, ktora vyuziva maceraciu suro-
vého supernatanu ziskaného z listov testovanej rastliny
v pufry, ktory bol vyvinuty $pecialne pre tento tucel. Pouzi-
va $pecifické primery a TagMan sondy, ktoré dokazu dete-
govat’ viaceré kmene virusu PPV (PPVC-D, PPV-M,
PPV-C, PPV-EA a PPV-W). Pri porovnani tejto metddy
s metdbdou ELISA bola dokazana sto az tisicnasobne vys-
Sia citlivost’ a schopnost’ detegovat PPV v skorSich §ta-
diach infekcie™.

Jednou z novsich metod je NASBA-FH. Ide o metodu
zalozenl na amplifikacii sekvencii nukleovych kyselin
spojenej s prietokovou hybridizaciou. Metéda je vhodna
na detekciu molekil RNA aje desatkrat citlivejSia ako
Co-RT-PCR a tisickrét citlivejiia ako RT-PCR (cit.”’).

Dalsou moznostou na detekciu Plum pox virus je
metdda Real-time RT-PCR, pri ktorej je patogén detegova-
ny a kvantifikovany eSte pocas reakcie, pricom umoziuje
sledovat’ prirastky DNA pocas kazdého cyklu. Zistenie
pritomnosti nami  sledovaného patogéna  spociva
v zaznamenani fluorescencného signalu po kazdom cykle
do kriviek, ¢o umoziiuje priame sledovanie priebehu reak-
cie avysledky sa zaznaCuju do kriviek v realnom Ccase.
Ako fluorescenc¢né ¢inidla sa v pripade detekcie PPV pou-
zivaju Specifické sondy, ¢o st fluorescenéné znacené
a synteticky pripravené sekvencie nukleotidov, ktoré st
zodpovedajiice k hladanému useku. PouZzivané primery
a TagMan sondy pre detekcie PPV st Forward primer (5'-
CCA ATA AAG CCA TTG TTG GAT C-3"), Reverse
primer (5-TGA ATT CCA TAC CTT GGC ATG T-3"),
TagMan sonda (5'-FAM-CTT CAG CCA CGT TAC TGA
AAT GTG CCA-TAMRA-3")*.
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Obr. 1. Mapa s distribiiciou kmetiov Plum pox virus na izemi SR*

g«ﬂ.%‘ 'P.Fl'

S P X i
8 Q- @k

Referat

Pri detekcii viacerych virusovych patogénov naraz sa
pouziva metdda multiplex RT-PCR (mRT-PCR), pri ktorej
sa do reakcnej zmesi pridava niekol’ko parov primerov, ¢o
umoziiuje detegovat’ niekol’ko génov naraz v jednej reakc-
nej zmesi. Hlavnou vyhodou je tspora nakladov a ¢asu na
diagnostiku®’.

K novym metédam patri aj metéda nazyvana ,,High-
throughput®. Pri tejto metdde sa vyuzivaji priame sposoby
spracovania rastlinného materialu urcené¢ho k testovaniu
pritomnosti PPV. Umoziuje rychle testovanie pomocou
real-time RT-PCR, pri ktorej extrakt z testovanych rastlin
sa nanesie na nylonovii membranu alebo Whatman 3MM
papierovy filter. Takto sa moze skladovat’ alebo pouzit’ na
daliie spracovanie™.

Medzi d’alSie nové metody detekcie virusu PPV patri
aj metdda Apmlify RT®, ktord vyuZziva reverznt transkrip-
ciu a rekombinaciu polymerazovej amplifikacie (RPA), ¢o
je izotermicka alternativa k PCR. Pri tomto teste vSetky
reakcie prebiechaju pri konstantnej teplote 37-42 °C, ¢im
odpada potreba pouzitia termocykléra. Vysledky testu sa
zaznamenavaju v redlnom ¢ase pomocou prenosného fluo-
rescencného zariadenia. Hlavny prinos tohto testu spociva
v jeho rychlosti. Cely test od pripravy vzorky po vysledok
mobze byt kompletny do 20 min a moze byt prevadzany
jednoducho v laboratdornych aj pol'nych podmienkach. Je
schopny detegovat’ vietky doteraz zname kmene PPV,

Novo vyvijané molekularne technolégie sa oznacuju
ako metody d’alSej generacie NGS (,,next generation sequ-
encing”). Vychddzajl zo Sangerovej metddy sekvenovania
DNA, ktora je od svojho objavenia zlepSovana
a automatizovana. Patri sem sekvenovanie syntézou, ktoré
umoziiuje sekvenovanie jednotlivych molekul a dizka sek-
venovaného tiseku moZe byt len okolo 32 nukleotidov™.
V sticasnosti sa na sekvenaciu DNA najcastejSie vyuziva
metéda automatického sekvenovania s fluorescenénymi
farbami a naslednou laserovou detekciou. PouZiva sa
k sekvenovaniu celého virusového gendmu, ¢o umoziuje
stanovit’ jeho primarnu $truktiru a linedrne usporiadanie

0
O 9
] O. \® @
o ° W
¥ @PPV-D
A
B PPV-Rec
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Tabulka I
Primery pouzivané pre detekciu jednotlivych kmenov PP

Referat

36,43,49-51
AVASRAE

Metoda Kmen virusu

RT-PCR PPV Primery
PPV-D P1 (5"-ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC-3")
PD (5'-CTT CAA CGA CAC CCG TAC GG-3") alebo PM (5'-CTT CAA CAA CGC CTG
PPV-M .
RT-PCR TGC GT-3")
PPV-Rec mD5 (5'-TAT GTC ACA TAA AGG CGT TCT C-3")
mM3 (5'-CAT TTC CAT AAA CTC CAA AAG AC-3)
Co-RT- PPV-D PPV-D 3pecificka sonda: 5'-CTT CAA CGA CAC CCG TAC GGG CA-DIG-3
PCR PPV-M PPV-M S$pecifickd sonda: 5"-ACC GCC TGT GCG TGC ACG T-DIG-3’
PPV-MGB-F (5'-CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA-3")
PPV-D PPV-MGB-R (5'-CTC AAT GCT GCT GCC TTC AT-3")
, PPV-M MGB-D sonda (5'-FAM-TTC AAC GAC ACC CGT A-MGB-3")
EeTaIPt(ljfl‘;e MGB-M sonda (5’-FAM-TTC AAC AAC GCC TGT G-MGB-3")
PPV-C P1(5'-ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC-3")
PPV-EA PPV-U (5'-TGA AGG CAG CAT TGA GA-3")
PPV-W PPV-RR (5’-CTC TTC TTG TGT TCC GAC GTT TC-3")

jednotlivych dusikatych zasad v relativne kratkom ase®.
Tato metdda sa vyuziva aj na zistenie mutacii, ktoré vzni-
kaju pri replikacii. Umoziiuje odlisit’ zmutované sekvencie
DNA potomstva virusov od gendému rodi¢ov. Pomocou
metdd NGS je mozné uskutoénit’ klasifikaciu jednotlivych
izolatov virusov ziskanych z roznych geografickych oblas-
ti do jednotlivych kmenov a nasledného zostavenia fyloge-
netického stromu. Sekvenovanie molekil DNA sa vyuziva
v diagnostike na urenie génov, ktoré podmiefiuju patoge-
nitu virusu a naopak rezistenciu hostitel'a. Tieto poznatky
sa vyuzivajii v &lachteni rezistentnych odrod'. NGS
umoziuju detekciu vsetkych patogénov, ktoré sa nacha-
dzaju v danej vzorke. Maju vSak obmedzenie pri vyhl'ada-
vani podobnosti v sekvenacnych datach, ¢o predlzuje Cas
potrebny na stanovenie diagnostického vysledku. Aby sa
minimalizoval ¢as potrebny na spracovanie bioinformatic-
kych dat, boli navrhnuté tzv. e-sondy (,,e-probe diagnostic
nucleic assay*), co su Specifické sekvencie pre urcité pato-
gény. Bola vyvinuta Statisticka metoda stanovenia pritom-
nosti dan¢ho patogéna, v ktorej sa zaznamenava detekény
signal e-sondy, ktory sa porovnava s Decoy stiborom elek-
tronickych sond*.

5. Biodiverzita virusu Plum pox virus

V stcasnosti pozname 9 kmeniov virusu Plum pox
virus. Kmene PPV-M (Marcus), PPV-D (Dideréon) a PPV-
Rec (Recombinant) prevladaji v Eurdpe a pokladaju sa za
hlavné kmene®™. Medzi daliie kmene patria PPV-EA
(El Amar) izolovany v Egypte, PPV-C (Cherry)
z Moldavska™, kmeii PPV-CR (Cherry Russian), ktory bol
izolovany z &ere$ni v Rusku®, kmeii PPV-W (Winona
3174) izolovany v Ontariu v Kanade, kmeni PPV-T
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(Turkey) pochadzajiici z Turecka® aako posledny bol
uréeny kmenn PPV-An (Albania) z izolatov PPV pochadza-
jucich z Albanska*'. Na Slovensku je znamy vyskyt kme-
tiov PPV-Rec, PPV-D a PPV-M. V Ceskej republike do-
minuje kment PPV-D, ktory je menej patogénny a je nim
infikovanych cca 95 % napadnutych stromov*’.

Na identifikaciu jednotlivych kmenov Plum pox virus
je mozné pouZit' serologicky alebo molekulérny test
a sekvenaciu. Pri sérologickych testoch sa pouziva DASI-
ELISA so $pecifickymi protilatkami pre kmene C, D, EA,
C, M. Pri molekularnych testoch sa pouzivaju Specifické
primery pre jednotlivé kmene.

6. Zaver

Metody detekcie Plum pox virus zaznamenali
v poslednom obdobi velky pokrok. V zaciatkoch diagnos-
tiky sa pouzivali bioindikatory, na ktorych sa sledovali
symptomatické prejavy virusovej infekcie. Metddy sa po-
stupne zdokonal'ovali, pricom dos$lo k vyvoju od biologic-
kych metdd k imunochemickym za pouzitia testu ELISA
az po dnesné molekularne metdédy s pouzitim RT-PCR,
Real Time PCR a sekvenovania DNA. Subor tychto metod
sa pouziva na v€asnu a presnu diagnostiku, o naim umoz-
nuje eliminovat’ zdroje virusu z mnozitel'skych porastov
pomologickych vysadieb a zo Slachtitel'skych porastov
ovocnych drevin. Len prerusenim kolobehu prenosu virusu
z infikovanej materskej rastliny na potomstvo modzeme
ziskat’ vo vyrobnom procese zdravy vysadbovy material.

Praca vznikla vdaka podpore KEGA projektu ¢.
021SPU-4/2015 (100 %).
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Referat

J. Rozak® and Z. Galova® (“The Central Controlling
and Testing Institute in Agriculture, Bratislava, "Slovak
University of Agriculture in Nitra): Diagnostics and Mo-
lecular Characterization of Plum pox virus

Plum pox virus (PPV), the agent responsible for shar-
ka disease, is the most important viral pathogen of stone
fruit trees. The fruits of these fruit species are widely used
in the processing industry, thus being economically very
attractive. This viral disease significantly reduces the vital-
ity of the fruit trees and the quantity and quality of fruits.
The present review describes recent methods used for the
identification and characterization of economically im-
portant Plum pox virus. Understanding the diversity of
plant viruses is an essential step to design efficient ma-
nagement strategies to eliminate economical losses.



