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Abstrakt

Metodika popisuje postup kultivace rostlin révy vinné in vitro za G¢elem jejich ozdraveni od
virovych patogenti pomoci Ribavirinu. Velkd ¢ast metodiky se zabyva diagnostikou virQ pro
stanoveni UspéSnosti ozdraveni.

Metodika je urCena pracovistim technickych izolati a dal§im podnikim, které provadéji
ozdravovani podnozi a odrad révy vinné, piipadné ji mohou vyuzit té2 MZe, UKZUZ, Svaz
péstitell révy vinné a dalsi zajemci a péstitelé révy vinné.

Klic¢ova slova: in vitro, Ribavirin, virus, virové choroby, diagnostika, RT-PCR

Abstract

The guideline describe a method of grapevine cultivation in vitro and its sanitation from virus
pathogens usinf Ribavirin. Large part of this guideline describe diagnostic protocols for
estimation of healthy status of sanitated grapevines.

The guideline is intended for laboratories dealing with sanitation and diagnostics of viral
pathogens of grapevine cultivars and rootstocks. Further utilization can be done by the
Ministry of Agriculture, Central Institute for Supervising and Testing in Agriculture and also
by growers of grapevine.

Keywords: in vitro, Ribavirin, virus, virus disease, diagnostics, RT-PCR
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I. Cil metodiky
Cilem metodiky je poskytnout zajemcim podrobnou metodiku pro ozdraveni odrid révy
vinné a naslednou kontrolu zdravotniho stavu ozdravenych materialt.

I1. Vlastni popis metodiky
Uvod

Prvni ¢ast metodiky popisuje vybér rostlin révy vinné pro ozdravovani, zakladani in vitro
kultur, aplikaci chemoterapeutickych latek, propagaci in vitro kultur, zakofenovani a prevod
do nesterilnich podminek.

Druha cast metodiky popisuje postup hodnoceni zdravotniho stavu ozdravenych materiala,
tedy postup detekce virt révy vinné. Pro detekci virG pouzijeme metodu RT-PCR, ktera je
citlivéjsi nez ELISA a je schopné zachytit o dva fady nizs§i koncentraci vird v testovaném
materialu. Dle nasich dosavadnich vysledka (Kominek 2008) se v CR vyskytuji tyto viry révy
vinné:

Virus roncetu révy vinné - Grapevine fanleaf virus - GFLV

Virus mozaiky huseniku - Arabis mosaic virus - ArMV

Virus svinutky révy vinné 1 - Grapevine leafroll-associated virus 1 - GLRaV-1

Virus svinutky révy vinné 2 - Grapevine leafroll-associated virus 2 - GLRaV-2

Virus svinutky révy vinné 3 - Grapevine leafroll-associated virus 3 - GLRaV-3

A virus révy vinné - Grapevine virus A - GVA

B virus révy vinné - Grapevine virus B - GVB

Virus vraséitosti dieva révy vinné - Rupestris stem pitting-associated virus - RSPaV

Virus skvrnitosti révy vinné - Grapevine fleck virus - GFkV a dalsi, dosud neidentifikované
viry z ¢eledi Tymoviridae.

Virus révy Rulandské Sedé - Grapevine Pinot gris virus - GPGV

GFLV a ArMV vyvolavaji u napadenych rostlin pfiznaky mozaiky, Zloutnuti, deformaci
Cepele listl. Zpuasobuji také sprchani hroznii, pokud se vyvinou bobule, jsou malé nebo
nerovnomérné velikosti.

Viry svinutky (GLRaV-1 2 3) vyvolavaji chorobu svinutku, kterd se projevuje stacenim
okrajii ¢epeli listh smérem doli a pred€asnym podzimnim zabarvenim listd. Viruprosté
rostliny na podzim takika vibec nebarvi listy! Dochazi také ke snizovani cukernatosti bobuli.
Viry zptisobujici svinutku révy vinné jsou v CR znaéné rozsifené.

GVA, GVB a RSPaV zptisobuji poruchy rustu, které se projevuji nejvice na sristu podnoze a
nastépované odriidy. Tim dochdzi ke snizovani toku zivin a asimilati mezi podzemni a
nadzemni Casti rostliny, snizovani Zzivotaschopnosti kefe a tim i k snizovani vynosi.
Extrémnim piipadem je inkompatibilita podnoZe a naSt€pované ¢asti, kdy nastépovand Cast
pfiroste jen malo nebo viibec ne a nadzemni Cést rostliny béhem nckolika let zcela odumira.
Ptiznaky infekce GVA, GVB a RSPaV se na listech napadenych rostlin vétSinou neprojevuji.
RSPaV je nejrozsifenéj$im virem révy vinné na svete.

GFkV a ptibuzné viry zptsobuji kromé listovych pfiznakl skvrnitosti také poruchy srustu
podnoZe a nastépované odridy.

GPGV vyvolava deformace listl a zakrslost rlstu, nejcastéji je vSak zcela bez priznaki.

Castd je i infekce vice viry v jedné rostling.

Pozadavky na zdravotni stav mnozitelského materialu jsou dany zakonem ¢. 219/2003 Sb. a
navazujici vyhlaskou ¢. 332/2006Sb, které zapracovavaji i ptislusné predpisy Evropskych
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spolecenstvi. Dle této platné legislativy je povinné testovani mnozitelského materialu révy na
GFLV, ArMV, GLRaV-1, GLRaV-3 a u podnozové révy jesté navic GFkV.

1. Vybaveni a chemikalie
1.1. Pristrojové zabezpeceni

1.1.1. Ozdravovani

- chladnicka (+4 °C)

- mraznicka (-20 °C)

- pH-metr

- laboratorni vahy

- autoklav (parni tlakovy sterilizator)
- susicka (160 °C)

- mikrovinna trouba

- vyrobnik ledové tristé

- termostat

- destila¢ni pfistroj

- sada mikropipet (0,5-10 pl, 20-200 pl, 200—1000 pl)
- osmikanalova pipeta 20-200 pul

1.1.2. Detekce viru

- termocykler (napt. PTC200 od MJ Research)

- mrazici boxy -80 °C a -20 °C

- dokumentaéni systém (pracovi§té tymu rostlinolékatské virologie a fytoplazmologie VURV,

V.V.i. je vybaveno dokumenta¢nim systémem ChemiGeniusQ od SynGene, lze poftidit i

levng;jsi feseni s cenou do 100 tis. K¢)

- digestof nebo laminarni box

- chladni¢ka (+4 °C)

- autoklav

- vodni lazenl

- tteci misky s tloucky

- vortex (mikrotfepacka)

- centrifuga na mikrozkumavky (neni zapotiebi chlazend, otacky nastavitelné do 15 000 rpm,;

s moznosti odstfed’ovat mikrozkumavky objemu 0,5 a 2,0 ml)

- sada mikropipet (0,5-10 pl, 220 pl, 20-200 ul, 200-1000 ul)
siln¢ doporucujeme pouZivat n¢kolik oddélenych sad pipet: jedna sada pro izolaci
RNA, druhd sada pro pipetovani reakénich smési (premix PCR), tfeti pro pipetovani
vzorkl a ¢tvrta pro pipetovani PCR produktt

- pH-metr

- laboratorni vahy

- horizontélni elektroforéza + zdroj

- mikrovlnna trouba

- vyrobnik ledové tfiste



1.2. Material

1.2.1. Ozdravovani

- zahradnické nazky

- ostry nliz

- skalpel

- role alobalu

- vazenky

- laboratorni sklo (kadinky, odmérné valce)
- filtraéni papir

- papirové rucniky

- permanentni popisovac na sklo a na plast
- skalpel s vyménnymi ¢epelkami nebo sterilizovatelny ntiz nebo sterilizovatelné ntizky
- pinzety

- pipety

- VySettovaci rukavice

- mikroténové sacky na uchovani vzorka

- pestebni kontejnery

- pestebni raselinové substraty

- roubovaci paska

- roubovaci niiz

1.2.2. Detekce viru

- zahradnické nlizky, ostry ntiz

- skalpel s vyménnymi ¢epelemi nebo sterilizovatelny niiz nebo sterilizovatelné ntizky
- role alobalu

- vazenky

- stojanky na mikrozkumavky

- filtracni papir, papirové rucniky

- laboratorni sklo (kadinky, odmé&rné valce, lahve reagencni s uzavérem — autoklavovatelné)
- tteci misky s tloucky

- 0,5 ml a 2 ml mikrozkumavky

- PCR zkumavky (velikost a typ podle pouzitého ptistroje)

- permanentni popisovac na sklo a na plast

- §picky pro mikropipety + boxy (sterilizovateln¢)

- vySetifovaci rukavice



1.3. Chemikalie a kity

1.3.1. Ozdravovani
NH;NO;

KNO;

MgSO,

KH,PO,
Ca(NO3); bezvody
FeNaEDTA
Na,EDTA - 2H,0
MnSO, - H,0
ZnS0, - 7TH,O
Na2M004 : 2H20
CuS0Oy - 5H,O
H3BO3

Kl

COC|2 - 6H,O
sachar6za

agar (Duchefa Biochemie B.V.)
karagenan

BAP

GA3

IBA

IAA

thiamin

kyselina nikotinova
glycin

pyridoxin
myo-inositol
NaCIO

etanol

NaOH

KOH

1.3.2. Detekce viru

- RNeasy Plant Mini Kit (50), katalog Qiagen 74904

- OneStep RT-PCR Kit (100), katalog Qiagen 210212

- primery: nutno je nechat nasyntetizovat na zakazku (napt. Sigma nebo Generi Biotech)

Primery pro detekci GLRaV-1 (Kominek a Bryxiova, 2005):
Primer LR1: 5" CAGGCGTCGTTTGTACTGTG 3’
Primer LR2: 5" TCGGACAGCGTTTAAGTTCC 3’

Primery pro detekci RSPaV (Kominek et al., 2009):
RSPL: 5" CACAGGCATTTGCACAGAATC 3’
RSPR: 5" GGTTTCTTAAAGATCCCTTCTTTG 3°

Primery pro detekci GVA (Goszczynski a Jooste, 2003):
GVAG6591F 5" GAGGTAGATATAGTAGGACCTA 3’
GVAG6862R 5" TCGAACATAACCTGTGGCTC 3°
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Primery pro detekci GVB (Abou Ghanem — Sabanadzovic, osobni sd¢leni)
GvbA 5" GTGCTAAGAACGTCTTCACAGC 3’
GvbS 5" AGTAGCCCTTCGTTTAGCCGC 3’

Primery pro detekci nepovirt (GFLV a ArMV) dle Wetzel et al., (2002)
M2A 5" YTRGATTTTAGGCTCAATGG 3
M3R 5" TGYAARCCAGGRAAGAAAAT 3’

Primery pro detekci vSech vira ¢eledi Tymoviridae (Sabanadzovic et al., 2000):
Flekl 5" CYCARCAYAARGTVAACGA 3’
Flek2 5" CATGCANGTSAGRGGRCCRAA 3

Primery pro detekci GPGV (Glasa et al., 2014):
GPGVrev 5" CTGAGAAGCATTGTCCCATC 3’
GPGVamp 5" ATTGCGGAGTTGCCTTCAAG 3

- SeaKem LE Agarose 1 kg, katalog Lonza 50005

- Tris Base, katalog Promega H5131

- Acetic acid, 11, katalog Sigma 45726-1L-F

- Ethidium bromide 1g, katalog Sigma E8751, pozor - vysoce toxicky, mozné nebezpeci
nevratnych acinki

- GeneRuler™ 100 bp Plus, katalog Fermentas SM0323

- EDTA, 100g, katalog Sigma E5134-100g

- Ficoll PM 400, 10g, katalog Sigma F4375

- Bromophenol Blue sodium salt, 5g, katalog Sigma B8026-5G

- Xylene Cyanol, 10g, katalog Sigma X4126-10G

- Orange G, 25¢, katalog Sigma 03756-25G

- 2-mercaptoethanol, katalog Sigma M3148. Pozor, 2-mercaptoethanol je toxicka latka!!
- sterilni redestilovand voda, nebo komer¢né dodavana voda pro PCR

- Ethanol 100% p.a.

- kapalny dusik



1.4. Priprava roztoki a kultivaénich médii

1.4.1. Ozdravovani
Tab. 1. SloZeni pouzitych médii.

Slozka (mg.l”") QL-In QL1 QL1-Rib
Ca(NO3)2 bezvody 578,92 578,92 578,92
KH2PO4 270 270 270
KNO; 1800 1800 1800
MgSO4 175,79 175,79 175,79
NH;NO3 400 400 400
CoClI2.6H20 0,025 0,025 0,025
CuS04.5H,0 0,025 0,025 0,025
FeNaEDTA 36,7 36,7 36,7
H3BO3 6,2 6,2 6,2
Kl 0,08 0,08 0,08
MnS04.H20 0,76 0,76 0,76
Na2Mo04.2H20 0,25 0,25 0,25
ZnS04.7H,0 8,6 8,6 8,6
Thiamin 0,1 0,1 0,1
Pyridoxin 0,5 0,5 0,5
Nikotinova kyselina 0,5 0,5 0,5
Glycin 2 2 2
IAA 0,1 0,2 0,2
BAP 0,7

Agar 6000 6000 6000
Sachar6za 3400 25000 25000
Fruktoza

Myo-inositol 100 100 100
Ribavirin 10, 20, 40




1.4.2. Detekce viru

0,5MEDTA 200 ml

37,22 g EDTA prasek

doplnit vodou do 200 ml

upravime pH pomoci NaOH na hodnotu 8,0

FLB (Ficoll Loading Buffer) 10x, 15 ml
Ficoll 400 29

0,5M EDTA (pH 8,0) 1,25 ml
Bromophenol Blue 10 mg

Xylene Cyanol 10 mg

Orange G 20 mg

doplnit vodou do 15 ml

2% agaro6zovy gel

Objem pfipravované¢ho agar6zového gelu zalezi na velikosti vani¢ky horizontdlni
elektroforézy, kterou mame k dispozici. Podle toho si musi kazdy uzivatel této metodiky
prepocitat nésledujici recept: 2 g agardzy nasypeme do 100 ml pufru 1x TAE, smés agarozy a
pufru TAE rozehtejeme v mikrovinné troubé nebo na elektrickém michadle s ohfevem a jeste
horkou nalijeme do vanicky s hfebinkem. Nechame ztuhnout pfi pokojové teploté.

S50XTAE - zasobni roztok:

242 g Tris baze

57,1 ml kyseliny octové

100 ml 0,5M EDTA (pH = 8,0)
doplnime redestilovanou vodou do 1 litru

1 x TAE - pracovni roztok:
20 ml 50xTAE doplnime redestilovanou vodou do 1 litru.

Ethidium bromid

zasobni roztok: 2,5 mg/1 ml vody

davkovani 4 pl na 100 ml pufru TAE

Ethidium bromid je latka, kterd se vdze na Sroubovici nukleovych kyselin, kde pak pod UV-
lampou (312 nm) intenzivné riazové fluoreskuje.

Ethidium bromid je mutagen, proto veSkerou manipulaci s nim provadime v rukavicich.
Pro snizeni rizika kontaminace laboratote je mozné ethidium bromid do gelu neptidavat a gel
po elektroforéze barvit v roztoku ethidium bromidu a odbarvovat ho v 1x TAE pufru.
Veskerou manipulaci s ethidium bromidem doporucujeme piesunout do zvlastni mistnosti s
dokumentaénim zatfizenim.

Agardézové gely, vySetfovaci rukavice a plasty kontaminované ethidium bromidem
skladujeme oddélené v silnych PE pytlich. Likvidaci provadéji specialni firmy zabezpecujici
likvidaci nebezpecného odpadu. Roztoky a pufry se dekontaminuji ptimo v laboratofi pomoci
specifickych adsorpénich kolon, jejichz likvidaci opét zajisStuji specialni firmy na likvidaci
nebezpecného odpadu.



2. Vlastni ozdravovani

ZalozZeni in vitro kultury

Piiprava média

Kultivaéni médium je zdrojem vyzivy a reguldtori ristu pro explantatové kultury. Médium je
slozeno z destilované vody, skupiny anorganickych latek (makroprvki a mikroprvki),
organickych latek (vitaminy, cukry atd.), rostlinnych hormont (auxiny, cytokininy, gibereliny
atd.) a agaru nebo jiné zpeviujici latky (napt pektin, carrageenan atd.). Pro jednotlivé
rostlinné druhy jsou pouzivana média s rozdilnym obsahem jednotlivych slozek (tab. 1). Agar
(poptipad¢ s piidavkem zpevnujici latky) se rozvari, pfidaji se jednotlivé komponenty dle
receptu, médiu se upravi pH (pomoci 5% vodného roztoku NaOH nebo HCl) a nasledné je
rozlito do vhodnych nadob a sterilizovano autoklavovanim (20 minut pii 121°C a 110 kPa).
Pokud je v médiu komponent, ktery se rozklada pfi sterilizaci média, je tfeba ho ptidat az po
tomto procesu ve sterilnim prostiedi flow-boxu pies sterilni filtr s membranou o velikosti
praducht 0,22 pm (Millipore MILLEX®GP). Takto se ptidava napt. Ribavirin®.

Pi‘evedeni rostlin do in vitro podminek

Pro zalozeni in vitro kultur odebereme z mate¢nich rostlin, které maji byt ozdraveny, tazn¢,
nejlépe v lednu ¢i nejpozdéji v tnoru, rozstithame je ntizkami na kratsi fizky a pfeneseme je
vV mikroténovych saccich do laboratofe. Rostliny nafezeme na 1 - noddlni segmenty a
umistime je pro naraseni do vody, do plastovych vani¢ek potazenych folii s otvory pro fixaci
segmentu (Faltus a kol., 2012). Dle potieby vzdy po nékolika dnech vyménujeme vodu za Cistou.
Vani¢ky s rostlinami umistime do kultivacni mistnosti s teplotou 15 az 20 °C pro rychlejsi
prorustani pupent a zkraceni ¢asu pro mozny rozvoj patogent. Po 3 — 6 tydnech, v zavislosti na
rychlosti rtstu rostlin jednotlivych odrid, odebirdame odlomenim nové vyhony o minimalni délce
2 cm a alespon dvou rozvinutych listech. Z nich zakladame in vitro kultury. Odstfihneme listy a
ponechame tapiky o délce cca Smm. Vyhony jsou dale povrchové sterilizovany - omyty Stéteckem
namocenym v detergentu (prostfedek na myti nadobi) a oplachnuty pod tekouci vodou. Nésledné
jiz vSechny prace probihaji ve sterilnich podminkach flow-boxu. Sterilizace rostlinnych fizku
probihd v Erlenmayerovych bankach jejich ponofenim do steriliza¢niho roztoku po
stanovenou dobu (zalezi na vyzralosti pletiv) nejlépe na tfepacce, poptipadé je s roztoky
pravidelné michano. Vyhony jsou sterilizovany postupné v roztoku Parmetolu DF 35 -
(Ethylendioxy)dimethanol, 5-Chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-on, 2-Methyl-2H-isothiazol-3-
on (1 %, 20 minut) a komer¢niho piipravku SAVO — NaClO (30%, po dobu 30 minut) a po
pouziti kazdého ¢inidla oplachnuty 3x ve sterilni destilované vodé vzdy po dobu 10 minut.
Vysterilizovanym 1- nodalnim segmentim jsou sefiznuty o cca 3 mm oba konce a fapik.
Vylou¢i se tak rozvoj nekrdzy v disledku popaleni téchto ¢€asti sterilizacnimi Cinidly.

.....

.....

Quoirin a Lepoivre (1977), s pfidavkem 6 g.l-1agaru, 3,4 g.I-1sachardzy a fytohormond, 0,7 mg.l-1
BAP a 0,1 mg.l-1 IAA (Faltus a kol., 2012). Nejvhodné&jsi je pouziti kultiva¢nich zkumavek, do
kterych je umistén vzdy pouze jeden pupen, takZe v piipadé infekce dojde k znehodnoceni
minimalniho mnozstvi materidlu. Alternativné pouzijeme Erlenmayerovy banky, vzdy jednu
pro umisténi dvou segmentd. Po iniciaci kultury trvajici 1 — 2 tydny jsou segmenty pievedeny
na médium QL1 (sloZeni viz tab. 1) a umistény Vv kultivaéni mistnosti v podminkach svétlo 14
hodin/tma 10 hodin a teplot¢ 23-24 °C. Rostliny jsou po 4 - 6 tydnech subkultivace
pfepasdzovavany na nové médium.



Chemoterapie

Pro chemoterapii pouzijeme stejné médium, na jakém rostliny péstujeme (tzn. QL1 médium),
s piidavkem antivirotika Ribavirinu (1-p-ribofuranosyl-1, 2, 4-triazol-3- carboxamid). Slozeni
viz tabulka 1, médium QLI1-Rib. Ribavirin v pozadované koncentraci piidavame do
vysterilizovaného a mirné vychlazeného média ve sterilnim prostiedi flow-boxu pies sterilni
filtr. Rostliny ozdravujeme na médiu s 20 mg.I™ ribavirinu po dobu 8 tydni v kultivaéni
mistnosti pfi rezimu svétlo 14 hodin/tma 10 hodin a teploté¢ 23-24 °C. Poté rostliny opét
prevedeme na médium QL1 bez antivirotika.

Cca po 4 — 8 tydnech miizeme hodnotit zdravotni stav.

3. Hodnoceni zdravotniho stavu ozdravenych materialu - detekce
vira

3.1. Odbér a priprava vzorki

Testovani zdravotniho stavu rostlin provadime pied a po aplikaci chemoterapie. Odebirame
jedno- a vicenodalni segmenty, bereme na zfetel, Ze idealnim pletivem pro detekci virovych
patogenil révy vinné jsou lykova pletiva z vyhont, proto dbame, aby v odebraném materialu
byly pfitomny vyhonky, nejen listy nebo ¢asti lista.

3.2. Pozitivni kontrola
Jako pozitivni kontrolu pouzivame rostliny révy vinné infikované testovanymi viry. Postup
pripravy vzorkl je stejny jako je uvedeno vyse u testovanych rostlin.

3.3. Negativni kontrola
Jako negativni kontrolu pouzivame rostliny révy vinné prosté testovanych virt. Postup
ptipravy vzorkl je stejny jako u testovanych rostlin.

3.4. Detekce viri pomoci RT-PCR

Viry pfitomné v rostlinach révy vinné stanovujeme v RNA izolované ze vzorkli odebranych z
testovanych rostlin. Pro izolaci RNA doporucujeme kit RNeasy Plant Mini Kit od Qiagenu.
Pokud ma diagnosticka laboratof dobré zkuSenosti s jinym kitem pro izolaci RNA, lze jej
samoziejmé pouZit misto toho.

Detekce GLRaV-1 a RSPaV

Z praktickych divodl, zejména cenovych, ale 1 z divodu pracnosti, netestujeme kazdy
materidl hned na vSechny viry. Nejprve provedeme test na dva nejrozsifené;jsi viry, coz jsou
GLRaV-1 a RSPaV. Pouze ty rostliny, které byly v tomto prvnim testu negativni, testujeme na
dalsi virové patogeny.

Pro detekci GLRaV-1 pouzijeme primery dle prace Kominek and Bryxiova (2005):

Primer LR1: 5" CAGGCGTCGTTTGTACTGTG 3’ je amplifikacni primer.

Primer LR2: 5° TCGGACAGCGTTTAAGTTCC 3’ je reverzni primer. Amplifikovany
fragment ma délku 540 bp.

Pro detekci RSPaV pouzijeme primery dle prace Kominek et al. (2009):

RSPL: 5" CACAGGCATTTGCACAGAATC 3’ je amplifikacni primer.

RSPR: 5" GGTTTCTTAAAGATCCCTTCTTTG 3’ je reverzni primer. U pozitivnich vzorki
davaji tyto primery produkt délky 432 part bazi.
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Tyto primery jsou schopny detekovat i atypicky izolat RSPaV-SG1, kterym je latentné
infikovan celosvétové pouzivany indikator virovych chorob révy Vitis rupestris St. George
(Meng et al., 2005).

U kazdého vzorku RNA provedeme dva testy RT-PCR.
Smichame v mikrozkumavce objemu 500 pl nasledujici slozky reakéni smési:

RNA 4 ul
primer LR1 nebo RSPL 1 ul
primer LR2 nebo RSPR 1 ul
voda 4 ul
celkem 10 ul

Inkubujeme pti 100° C po dobu 10 minut a nasledné ochladime na ledu po dobu 5 minut, pak
nechame 25 minut stat pii pokojové teploté.
Ptidame nasledujici slozky, pouzivame OneStep RT-PCR Kit (Qiagen):

5x Qiagen Buffer 5
dNTP mix 1 u
Q roztok 5
Qiagen Enzyme Mix 1 w
voda 3 u
celkem 25

Ihned po pfidani enzymatické smési vlozime mikrozkumavky do cykleru (PTC200 od MJ
Research) ptedehiatého na 45° C. Déle probihd néasledujici program:

GLRaVv-1

45° C 45 minut
95°C 15 minut
94°C 1 min.

55°C 1 min. }40X
72° C 1 min.

72°C 10 minut
10°C stale

RSPaV

45°C 45 minut
95°C 15 minut
94°C 55 sec.

50°C 55 sec. }40 X
72° C 55 sec.

72°C 10 minut
10°C stale

Po skonceni reakce ptfidame k reakéni smési 2 pl FLB (Ficoll Loading Buffer) a nandsime na
1% agardzovy gel spolu s vhodnym markerem (napt. GeneRuler 100 bp Plus firmy
Fermentas). U pozitivnich vzorkid obdrzime produkt délky 540 bp u GLRaV-1 nebo 432 bp u
RSPaV.

Pokud je vzorek pozitivni na néktery ze dvou testovanych virti, jsou rostliny timto virem stéle
infikovany a je nutno proces ozdravovani zopakovat. V piipadé¢ negativniho testu
pokracujeme detekei dalSich virovych patogend.
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Detekce GVA, nepovirit a tymovirit
Prvni krok uvadime zvIast' pro jednotlivé viry nebo skupiny virti, druhy krok je pak pro
vSechny spolecny.

GVA

Primery jsou pievzaty dle prace Goszczynski and Jooste (2003).
GVAG6591F 5 GAGGTAGATATAGTAGGACCTA 3’
GVAG6862R 5" TCGAACATAACCTGTGGCTC 3’

Délka amplifikovaného produktu je 271 bp.

Smichame v mikrozkumavce objemu 500 pl nasledujici slozky reakéni smeési:

RNA 4 ul
primer GVA6591F 0,5 ul
primer GVA6862R 0,5 ul
voda 5 u
celkem 10 wl

Inkubujeme pti 100° C po dobu 10 minut a nasledné ochladime na ledu po dobu 5 minut, pak
nechame 25 minut stat pti pokojové teplote.

Nepoviry

Primery pro detekci nepoviri jsou pievzaty z prace Wetzel et al., (2001)

M2A 5" YTRGATTTTAGGCTCAATGG 3’

M3R 5" TGYAARCCAGGRAAGAAAAT 3’

Tyto primery detekuji ptitomnost GFLV 1 ArMV, produkt amplifikace ma délku 290 bp.

Smichdme v mikrozkumavce objemu 500 pl nasledujici slozky reakéni smési:
RNA 4 ul

primer M2A 0,5 ul
primer M3R 0,5 ul
voda 5 ul
celkem 10 w

Inkubujeme pii 100° C po dobu 10 minut a nasledné ochladime na ledu po dobu 5 minut, pak
nechame 25 minut stat pti pokojové teploté.

Tymoviry

Primery jsou pfevzaty dle prace Sabanadzovic et al. (2000), jsou navrzeny pro detekci vSech
virt ¢eledi Tymoviridae (rody Tymovirus, Marafivirus, Maculavirus). Z virt infikujicich révu
vinnou detekuji GFkV a GRGV z rodu Maculavirus a GAMaV z rodu Marafivirus.
Piitomnost viech tfi virG jiz byla prokazana v CR (Kominek a Kominkovd, dosud
nepublikovano).

Délka amplifikovaného produktu je 386 bp.

Flekl 5" CYCARCAYAARGTVAACGA 3’
Flek2 5" CATGCANGTSAGRGGRCCRAA 3’
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Smichdme v mikrozkumavce objemu 500 pl nasledujici slozky reakéni smési:
RNA 4 ul

primer Flekl 0,8 ul
primer Flek2 0,8 ul
voda 4.4 ul
celkem 10 w

Inkubujeme pii 100° C po dobu 10 minut a nésledné ochladime na ledu po dobu 5 minut, pak
nechame 25 minut stat pti pokojové teplote.

Detekce Grapevine Pinot gris virus

Pro detekci tohoto viru pouzijeme primery podle prace Glasa et al. (2014):
5" CTGAGAAGCATTGTCCCATC 3’ je reverzni primer

5" ATTGCGGAGTTGCCTTCAAG 3’ je amplifika¢ni primer

Dalsi postup je stejny jako u tymovirt.

Dalsi postup je spoleény pro vSechny skupiny viri:
Piidame nasledujici slozky, pouzivame OneStep RT-PCR Kit (Qiagen):

5x Qiagen Buffer 5
dNTP mix 1 u
Q roztok 5
Qiagen Enzyme Mix 1 w
voda 3 ul
celkem 25

Premix pfipravujeme na led¢.
Po pridani RNA drzet na led¢, dokud se cykler nepfedehieje na 45° C.

Ihned po pifidani enzymatické smési vloZime mikrozkumavky do cykleru (PTC200 od MJ
Research) pfedehiatého na 45° C. V termocykleru spustime nésledujici program:

45° C 60 minut
95°C 15 minut

94°C 45 sec.

50° C 45 sec. -|»4O X
72° C 1 min. A
72°C 10 minut
10°C stale

Po skonceni reakce ptfidame k reakéni smési 2 pl FLB (Ficoll Loading Buffer) a nandsime na
1,5% agarozovy gel spolu s vhodnym markerem (napf. GeneRuler 100 bp Plus firmy
Fermentas).
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Ocekavame fragmenty nasledujicich délek:
GVA 271 bp
nepoviry 290 bp
tymoviry 386 bp
GPGV 303 bp

Pokud je vysledek testovani vzorku pomoci RT-PCR na pfitomnost nékteré¢ho z vird pozitivni,
je rostlina timto virem stale infikovéna a je nutno proces ozdravovani zopakovat. V ptipadé
negativnich vysledkti RT-PCR povazujeme rostlinu za viruprostou.

Pti pouziti vySe popsaného zptusobu detekce virovych patogenti révy vinné jiz neni zapotiebi
pouzivat bylinné nebo dievinné indikatory na zjisténi jejich pfitomnosti, protoze ty zjisti
pouze pritomnost téch patogent, které detekujeme pomoci RT-PCR. Tim se navic i zna¢né
urychli proces testovani zdravotniho stavu ozdravenych materialli, protoze testovani pomoci
drevinnych indikatora by trvalo 2-3 vegetacni obdobi.
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I1IT) Srovnani novosti postupi

Metodika zabyvajici se ozdravovanim pdnozi a odrud révy vinné byla vydana jiz v roce 2009,
byla zaloZena na pouziti termoterapie a in vitro kultur. Pro ne zcela uspokojivé vysledky
postupt zalozenych na termoterapii je nyni vydavana metodika ozdravovani odrid révy vinné
zalozend na chemoterapii. Takto zamétené metodika dosud nebyla publikovana.

IV) Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urCena pracovistim technickych izolatd a dalSim podnikim, které provadéji
ozdravovani podnoZi a odrid révy vinné, piipadné ji mohou vyuzit téz MZe, UKZUZ, Svaz
péstitelil révy vinné a dalSi zajemci a péstitelé révy vinné. Je zaméfena na popis metod
ozdraveni a odrid révy vinné pomoci chemoterapie a postupi diagnostiky virovych patogent
révy vinné.

V) Ekonomické aspekty

Néklady na zavedeni metodiky na pracovistich, které provadéji ozdravovani, jsou zcela
nepatrné, protoze tyto organizace jsou na tuto praci jiz vybaveny.

Ptinosem metodiky je pak ozdraveni zdkladnich odrid sortimentu révy vinné, coz muze
ptinést zvyseni kvality produkce révy, ptedevsim cukernatosti hroznt.

Pti pfedpokladaném osézeni 100 ha révy ozdravenymi klony lze ocekéavat zvySeni trzby za
prodej hroznl ze soucasnych 60 tis. Ké/ha roéné o 5%, zvySeni celkovych trzeb za obdobi 5
let pak bude Cinit 1,5 mil. K¢.
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