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ABSTRACT

The purpose of the study was to evidence occurrehGanna yellow mottle virugCaYMV) and
Canna yellow streak viru€CaYSV) inCannaspp. andHosta virus Xin Hostaspp. in the Czech
Republic.Cannaplants showing symptoms such as mottling and Veimeaking and Hosta plants
showing symptoms such as mosaic, mottling and chiemwere analyzed by PCR in the year 2010.
The viruses were detected from leaves. Symptontesices ofCannawere collected at the locality
Lednice (FH MENDELU BRNO), other samples were pag#d at garden centres in areas: South
Moravia, Hradec Kralové, Central Bohemia and Pragsgmptomatic leaves oflosta were
collected at the locality Lednice (FH MENDELU BRNyrboretum Brno (MENDELU Brno),
horticulture Prague, garden Brno, other sample® \perchased at garden centres in areas: South
Moravia, Central Bohemia. Occurence of all of thvgases was confirmed. This is the first report
of the identification of CaYMV, CaYSV and HVX inéhCzech Republic. Occurence of CaYMV
was 44%, CaYSV was 96% and HVX was 76%. CaYMV amm¥€V were found in mixed
infections, too (40%). Viruses, which were detectesd PCR method, were compared with
sequences available in the GenBank. Identity ofisege CaYMV was > 98%, identity of sequence
CaYSV was > 96% and identity of sequence HVX w&8%.
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uvoD

Dosny Canna L., Cannaceag jsou vytrvalé okrasné rostliny s Sirokymi plochyristy

a atraktivnimi kéty. PrestoZe pochazeji z tropickych a subtropickych dahlbgla wtSina kultivati
vySlechtna pro mirné klima. S kosmopolitnim razsiim dosen souvisi i zvySeny vyskyt virovych
onemocgni podmigny vegetativnim mnozenim afastymi mezindrodnimi vysmami
necertifikovaného materialu. V pateinim stadiu napadeni se na listech objevuitievzelené
skvrny a kratké zelené prouzky podél zilnatiny (okgletivo je tmavsi nez barevné &ny),
dochazi ke krouceni a deformacimdisEYi vySsi intenzi& napadeni skvrny blednou, Zloutnou
a postups nekrotizuji. Stejné ffiznaky se mohou projevit i na stoncich. Silmpadené rostliny
ziistavaji zakralé a odumiraji. V fipadt, Ze infikované rostliny kvetou, jsou &y htie vybarvené,
se s¥tlymi skvrnami a prouzky. Na dosnach byl dosud zazenan vyskyt §i vird, pricemz
pouze dva z nich jsou specializované pouze na d@amna yellow mottle viru€CaYMV) z rodu
Badnavirus'YAMASHITA a kol. 1985), byl poprvé zaznamenan ypdasku v roce 1985, nasledn
také v USA, Velké Britanii, Rakousku, Holandskutalii. Canna yellow streak virugCaYSV)

z rodu Potyvirus byl identifikovan teprve vroce 2007 ve Velké Briti, a to na zaklad
konkrétniho symptomu, tj. pruhovitosti fisfMonger a kol. 2007)CaYMV a CaYSV jsowasto
piitomny v rostlinach ve s&sné infekci, v tomto ffjpact byvaji symptomy mnohem vyragsi.
Viry se §fi infikovanymi rhizomy, penos hmyzem u nich dosud prokdzan nebyl. ALAN (2010
uvadi grenos CaYMV i osivem (ALAN 2010). K identifikactthto virovych patogehse pouziva
metoda PCR s vyuzitim specifickych pririeK detekci CaYMV byly navrZzeny dva druhy prinier
CaYMV-3, CaYMV-4 (MOMOL a kol. 2004) a pCanl, pCafBORROTO-FERNANDEZ a kol.
2008).

Bohysky HostaTratt.) pati mezi trvalky z¢elediLiliaceae Dlouho byly povazovany za rostliny,
které nejsou poskozovanytglci a netrpi chorobami. V poslednich letech vSdk mpznamenéano
rozSfeni nového druhu virlHosta virus X (HVX), ktery je povazovan z hlediska vyskytu
a hospodé&ského dopadu za velmi vyznamny (LOCKHART 2002).ugirbyl poprvé objeven
v USA v roce 1996 (CURRIER a LOCKHART 1996). Postibylo zaznamenano zéraé
rozSteni jak v USA, tak v dalSich zemim¢etns Kanady, Koreje, Velké Britanie a Nového
Zélandu. PARK a RYU (2003) prokazali, ze HVX je satatny druh rodiPotexvirus Infekce
listt se obvykle projevuje mozaikami, chlor6zami, skiosimi podél Zilnatiny a nekrézami,
piicemz u rostlintasto dochazi k redukaistu a zning zabarveni (RYU a kol. 2006). HVX seisi
vegetativnim rozmnoZovanim infikovanych rostlin, bae mechanicky progtdnictvim
zahradnickych néastrbja pidy, ve které jsou Ulomky infikovanych rostlinny¢asti. Renos HVX

zivociSnymi vektory nebyl dosud zaznamenan. RYU a k&006) prokazali fenos HVX
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semenem. Ki@nosu viru nedochazi v ddlodkvétani rostliny, a kdyz je rostlina v dormarii.

identifikaci tohoto patogenu se vyuZivaji é&dmetody, serologickd DAS-ELISA a molekularni
RT-PCR. PARK a RYU (2003) vyvinuli metodu detekasmoci RT-PCR s HVX - specifickymi
primery PHVXCP5 a PHVXCP3.

Nejnowjsi vyzkumy jsou zagteny na roz§eni a identifikaci&chto # vira v riznych kultivarech
r. Hostaa r. Canna Symptomy na listech bohy3ek a dosen poukazovalyon Ze se tyto viry
v Ceské republice pra¥godobré vyskytuji, aviak systematické vyhledavani a idisaice dosud
provadny nebyly. Cilem prace bylo zjistit vyskyt CaYMVaESV a HVX vCR.

MATERIAL A METODIKA

V roce 2010 byly odebréany listy dosen a bohySelsysaptomy ukazujicimi na vyskyt virovych
patogefi. V pripadt dosen byly za symptomy povazovany barevnémgmma listech, hlavhpodél
Zilnatiny (Obr. 1, 2) a listové deformace (Obr. S3ymptomy na bohyskach byly skvrnitosti podél
Zilnatiny (Obr. 4), mozaiky (Obr. 5), chlorézy (OI6) a deformace listové plochy (Obr. 7). Vzorky
symptomatickych dosen byly sbirany na lokalitednice (ZF Mendelu Brno), ostatni vzorky
pochazely ze zahradnickych center v Jihomoravskiéralovéhradeckém, Btdaieském kraji

a Praze. Vzorky symptomatickych bohySek byly odebir na lokalitach Lednice (ZF
Mendelu Brno), Botanicka Zahrada a Arboretum BiadA Mendelu Brno), zahradnictvi (lokalita
Praha), zahradky (lokalita Brno), ostatni vzorky clpéizely ze zahradnickych center
v Jihomoravském a mtdateském kraji. B vlastnim odBru byly nastroje desinfikovany v 70 %
etanolu, tak aby byl co nejvice eliminovéimpos viru mezi jednotlivymi rostlinami.

K molekularni detekci CaYMV, CaYSV a HVX byla pot&imetoda PCR. K extrakci nukleové
kyseliny bylo pouzito 100 mg rostlinného pletivachézejiciho ze symptomatickych tist
Vzhledem k tomu, Ze CaYSV a HVX jsou RNA viry, kteZaYMV DNA virus, musely byt
pouzity rozdilné metody extrakce. DNA byla extrafwoa pomoci DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Némecko) a k PCR byla pouZita Hot Start DNA Poymer@Sanzymes, Finsko). RNA byla
extrahovana pomoci RNeasy Plant Mini Kit a k PCRampzit One step RT PCR Kit (oba Qiagen,
Némecko). K detekci CaYMV byly pouzity specifické mery Ca¥YMV-3, Ca¥YMV-4 (MOMOL

a kol. 2004) a pCanl, pCan2 (BORROTO-FERNANDEZ 4. k008). K detekci CaYSV
specifické primery Canna-F1 a Canna-R2 (MONGER k R007). K detekci HVX specifické
primery PHVXCP5 a PHVXCP3 (PARK a RYU 2003). PCRogukty byly analyzovany
elektroforézou na 1% agar6zovém gelu. Pro potvrjggtriotlivych vii byla provedena sekvenace
vybranych vzor. Jednotlivé produkty byly izolovany z geluiefiStétny pomoci MinElute Gel
Extraction Kit (Qiagen, Bmecko) a sekvenovany.idetené sekvence byly porovnany se
sekvencemi v GenBank.
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Obr. 1: Pa‘ate’ni stadium napadeni Obr. 2: VystEnzita napadeni

Obr. 5: Mozaika na listu Obr. 6: Chloréza listu

Obr. 7: Deformace (zvrasgni) listu
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VYSLEDKY A DISKUZE

Celkem bylo ziskano 25 rostlin dosen é&tipokalit a 25 rostlin bohySek z Sesti lokalit. Skt
CaYMV byl potvrzen v 44 %, CaYSV v 96 % a HVX v P6 (Graf 1). Druhy, které napadaji
dosny, byly v rostlinach iftomny bul’ samostatty nebo ve sisné infekci. Vyskyt jednotlivych
druhi virt ve vybranych lokalitach a vysledky analyz jsounsity v Tabulce 1 a Tabulce 2.

Graf 1: Vyskyt CaYMV a CaYSV na dosnach a HVKamgskach Ceské republice v roce 2010
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Graf 2: Zastoupeni jednotlivych drilirii (v %) v testovanych vzorcich lislosen

Caymv caysv CaYMV+CaYSV
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Tab. 1: Molekularni detekce CaYMV a CaYSV imnych druzich a kultivarech rodu dosen

v jednotlivych lokalitactCeské republiky v roce 2010

PCR PCR

Vzorky CaYMV | CaYsV Nakup CaYMV | CaYSV
Lednice Jihomoravsky

kraj
Canna
'Wyoming' - + Canna indica 3 + -
Canna
‘Spitfire' + + Canna indica 4 + +
Canna
'Perkeo’ + + Cannaindica 5 + +
Canna
'Picher' - + Canna indica 6 + +
Canna
'‘Centanaire
de Rozain -
Bourcharlat
' - + Canna indica 7 - +
Canna
coccinea - + Canna indica 8 - +

Ndakup
Canna Kradlovehradeck
lanuginosa - + y kraj
Canna Canna
indica 1 - + 'Cleopatra’ + +
Canna
indica 2 - + Canna 'Perkeo' + +
Canna
indica
lososovd + + Canna 'Lucifer' - +
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Ndakup Canna
Praha 'Wyoming' - +
Canna Canna 'Black
indica 9 - + knight' - +
Canna + Canna 'Louis
indica 10 + cotton' - +
Ndakup
Stredocesk
y kraj
Canna
indica 11 + +

Tab. 2: Molekularni detekce HVX na@znych druzich a kultivarech bohySek v jednotlivych
lokalitach Ceské republiky v roce 2010

PCR PCR
Vzorky Lednice HVX Vzorky zahradky Brno HVX
Hosta 'Stiletto' + Hosta nezndmd 1 -
Hosta 'Blue Wedgewood' + Hosta nezndmd 2 -
Hosta 'Blue Angel' + Hosta nezndmd 3 -

Host dulat
osta unauiara - Hosta nezndma 4 -

‘Univittata'
Hosta Krossa regal’ - Ndkup Jihomoravsky kraj
Hosta 'Patriot' + Hosta nezndmd 5 +
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Vzorky Arboretum Brno Hosta nezndma 6 +
Hosta ventricosa Hosta nezndma 7 +
Hosta minor Hosta nezndmd 8 +
Hosta fortunei Hosta neznadma 9 +
Hosta 'DuPage Delight' Ndkup Stredocesky kraj

Hosta 'Wide Brim' Hosta sieboldiana +

Vzorky Praha

Hosta 'Mourning Dove' +

Hosta 'Scooter' +

Hosta 'Sum and
Substance'

Hosta 'Paul’s Glory' +

Rostliny dosen byly néasgji napadeny CaYSV (96 %, samostatti ve snésné infekci), coz se
shoduje s vysledky uvédymi MONGER a kol. (2007), kiezaznamenali 100% napadeni rostlin
virem CaYSV. CaYMV byl v rostlindch samostatpiitomen pouze ve 4 %, v&tging piipadi byl
nalezen ve sisné infekci s CaYSV (Graf 2). U rostlin, které sachdzely na lokalit Lednice,
nebyly gred odstragnim nadzemnickiasti (na podzim) nastroje opakovatesinfikovany, a proto
se pedpokladal penos viti mezi rostlinami navzajem. Tentdeolpoklad se potvrdil u CaYSV
(Tab. 1). U CaYMV byly napadeny pouze 3 rostlingQ (Tab. 1), coz fize byt zgisobeno
obtiznsjSim prenosem tohoto viru.

Symptomy na listech bohySek nebyly v porovnanisslimami dosen tak vyrazné, irgsto byl
vyskyt HVX prokazén i u rostlin s mérviditelnymi symptomy. Sedmdeséat Sest procent irostl
bohysek, ze kterych byl odebran symptomaticky ngiebylo napadeno HVX. # srovnavani
lokalit, kde byly vzorky odebirany bylo zjito, Ze nejvice napadené byly rostliny zakoupené

87



Mendel

Net
MENDELNET 2010
v zahradnickych centrech. Na lokalithch Lednice Z2ABBrno, kde se jedna o shirkyianych

kultivard bohysek, byl vyskyt potvrzen u 9 rostlin z 11 (Tap. U €chto dvou sbirek e byt
vyskyt HVX zpisoben i tim, Ze probih4 vzajemnéa Wra rostlinného materialu. Rostliny odebrané
ze zahradek (Brno) byly nafifpmnost HVX negativni. Je zde moznost, Ze byl tyostliny
vysazeny je$tpied rokem 2000, nez doSlo k masivnimu riesi viru HVX.

Ptitomnost CaYSV, Ca¥YMV a HVX byla potvrzena metodbuhow-specifické PCR. U CaYMV
byly porovnavany primery CaYMV-3, CaYMV-4 (MOMOL &ol. 2004) a pCanl, pCan2
(BORROTO-FERNANDEZ a kol. 2008). \fjpadt primefi CaYMV-3 a CaYMV-4 dochézelo
k tvorbe nespecifickych produkt(Obr. 8). Pro dalSi analyzy byly proto pouzivamype primery
pCanl a pCan2. Amplifikované fragmentylynvelikost 315 bp (Obr. 9) pro CaYMV, 691 bp
(Obr. 10) pro CaYSV a 720 bp (Obr. 11) pro HVX. Easi potvrzeni specificity PCR byly PCR
produkty pozitivnich vzonk sekvenovany. Ziskand sekvence byla srovnana seerssmi
dostupnymi v GenBank. Identita srovnavané sekveBa¥SV byla vice nez 98 %, identita
srovnavané sekvence CaYSV bhyla vice nez 96 % aitalemovnavané sekvence HVX byla vice
nez 98 %.

Obr. 8 Obr. 9

Obr. 8, 9: Vizualizace CaYMV pomoci specifickydmpri CaYMV-3 a CaYMV-4 (obr. 8) a
pCanl a pCan2 (Obr. 9)

Obr. 10 Obr. 11

Obr. 10, 11: Vizualizace CaYSV pomoci specificigrimen; Canna-F1 a Canna-R2 (Obr. 10)
a vizualizace HVX pomoci specifickych pritnBHVXCP5 a PHVXCP3

ZAVER
Na zéklad analyz provedenych v roce 2010 byl potvrzen vysRglySV, CaYMV na dosnach
a HVX na bohyskéach ¢eské republice. Nejvice byly rostliny dosen napgd€aYSV, co? je
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velice zajimavy vysledek, vzhledem k tomu, Ze sindeo virus objeveny teprve v roce 2007. Byl

také potvrzen vyskyt sésnych infekci, CaYMV a CaYSV, coz se shoduje siugapfesora
LOCKHARTA (2010, pisemné sténi) z univerzity v Minnesét ktery uvedl, Ze je velmi obtizné
nalézt jednotlivé viry vrostlinach samostatnldentifikace CaYMV, CaYSV a HVX byla
provedena metodou PCR, byla takéimna funknost této metody pro izolaty vyskytujici se
v Ceské republice.

Virové patogeny na dosnach a bohySkéachsapuji zavazné ztraty, ochrana proti nim je velmi
obtiznad. Ochrana proti vim, které jsou fenaseny mechanicky, sped v preventivnich
opatenich. Je dlezité, aby veSkeré nastroje afizeni, které fijdou do styku s infikovanym
materialem, byly paicné ociSttny a desinfikovany, tak aby nedoSlo ieposu viti mezi
jednotlivymi rostlinami. Nej¥tSi potencial ma ozdravovani virézniho materialu tadeu
mikropropagacen vitro. BohuZel distribuce netestovaného materialu gig®azuje nad snahou
nékterych gstiteli prodavat pouze zdravé rostliny z explantatovychukuPresto se tato metoda
dostava stéle vice do pagtlomi jak @stitelt, tak i zakaznik a pedstavuje cestu, jak zamezit
rozSkovani virovych patogen
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