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Souhrn

Cherry virus A (CVA) nélezi do rodiCapillovirus acelediFlexiviridae. Poprvé
byl popsan vroce 1995 dr. Jelkmannem na vismurfus cerasus L.) v Némecku.
Prirozere infikuje negasgji treSré (Prunus avium L.) a visrE, ale byl zjis&n i u dalSich
peckovin, kterymi jsou SvestkyPiunus domestica L.), mirabelky Prunus insititia L.),
broskvoré (Prunus persica L.), nebo japonské maeiky (Prunus mume L.). Cherry
virus A je Siroce roz$én v Evrog, Severni Americe a Asii. Prozatim nebylo prokazano
Ze by na rostlinach vyvolaval viditeInéipnaky infekce, ale ve stané infekci s dalSimi
viry muze zesilovat zavaznost symptbra tim i ovlivnit kvalitu produkce ovoce. Tento
virus se penasi pouze roubovanim.

Cherry virus A je (+)ssRNA neobaleny, vlaknity virus s velikogiiionu 640 —
700 x 12 nm. Genom je organizovan do dvéekpyvajicich s&tecich ramé (ORFsS).
ORF1 koduje RdRp polymerazu a pléagy protein. ORF2 kdduje "'movement” protein.
Pro detekci CVA se pouzivaji molekularni metodyozehé na RT-PCR nebo dot-blot
hybridizaci.

Experimentalntast byla zarfrena na detekciiffiomnostiCherry virus A (CVA)

a Little cherry virus-1 (LChV-1) v souboru vzork tfeSni a viSniceského fivodu.
Pomoci RT-PCR za pouZziti ,reverze' primeru pro itwocDNA a kombinaci primér
CVA-fwl / CVA-revl pro PCR amplifikaci, byla prokama gitomnost CVA v 30,77 %
vzorka. Pro detekci LChV-1 byla pouzita také metoda RTRP@a pouziti LCV3EC
primeru pro syntézu cDNA a kombinace pritherCV1U16390 / LCV1L16809 pro

PCR amplifikaci. Fitomnost LChV-1 ve vzorcich nebyla prokazana.



Summary

Cherry virus A (CVA) belongs to the genus Capillovirus and family
Flexiviridae. It was first described in 1995 drikieannem on sour cherrieBr{nus
cerasusL.) in Germany. Naturally, most often infects swele¢rries Prunus avium L.)
and sour cherries, but was found also in otherestant, which are plumRrunus
domestica L.), mirabelle plumPrunusinsititia L.), peach Prunus persica L.) and
Japanese aprica®iunus mume L.). Cherry virus A is widespread in Europe, North
America and Asia. So far no evidence that the plarmtuced visible symptoms of
infection, but in mixed infection with other virusenay increase the severity of
symptoms and thus affect the quality of fruit protilon. The virus is transmitted only
by grafting.Cherry virus A is (+) sSRNA uncoated, fibrous virus with a virisize 640-
700 x 12 nm. The genome is organized into two aygrihg open reading frames
(ORFS). ORF1 encodes RdRp polymerase and coaimpr@BF2 encodes a movement
protein. For the detection of CVA are used molecoiathods based on RT-PCR or
dot-blot hybridization.

Experimental part was focused on detecting thegpias ofCherry virus A
(CVA) andLittle cherry virus-1 (LChV-1) in the symplex set and sour cherries Czech
origin. Using RT-PCR, using reverse 'primer to tee&DNA and primer combination
fwl-CVA / CVA-revl PCR amplification was demonsgdtby the presence of CVA in
30.77% of samples. For LChV-1 detection method a¥ss used RT-PCR, using
primers for the synthesis LCV3EC cDNA and primem&inations LCV1U16390 /
LCV1L16809 for PCR amplification. The presence LChVh the samples was not

demonstrated.
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1. Cile prace

1) Vypracovani literarni reSerSe na tém@herry Virus A (Flexiviridae), vyznamny

patogen peckovin.

2) Detekce viruCherry virus A (CVA) ve vzorcich peckovin.



2. Uvod

Virové infekce jsoucinitelem, ktery zfisobuje hospodakym rostlinam velké
Skody. RodCapillovirus je vyznamnou skupinou rostlinnych &jrdo niz pat i Cherry
virus A (CVA), ktery infikuje deviny r.Prunus, ¢asto ve srsné infekci s dalSimi viry.
Pra¥ tyto snésné infekce mohou #gobit velké problémy v komémich sadech
peckovin a ovlivnit tak jejich vynos.

Teoreticka literarntéast této prace shrnuje celkové poznatky a inforntaCherry
virus A. Experimentalnéast je zarttena na detekdTherry virus A aLittle cherry virus-

1 ve 26 kultivarechiesni a viSni pomoci metody RT-PCR.
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3. Cherry virus A (CVA)

3.1 Taxonomické zimzeni CVA

Cherry virus A (CVA) byl poprvé popsan v&necku dr. Jelkmannem, ktery také
navrhl jeho taxonomické razeni do rodiCapillovirus (Jelkmann, 1995). Jako platny
druh byl CVA ustanoven v roce 1998 (ICTVdB, 200Bpd Capillovirus byl pozdji
zarazen daielediFlexiviridae (Adams a kol., 2004; Marais a kol., 2008).

Druh je obect vymezen ttemi z&kladnimi kritérii. Prvnim kritériem jefipozené
spektrum hostitédl, druhym kritériem je sérologicka specificita (vBeg zname druhy
nejsou sérologicky ifbuzné) a poslednim kritériem vymezujici ro@apillovirus je
nukleotidova identita menSi nez 72 % v sekvenciugerebo menSi nez 80%
aminokyselinova identita v sekvenci plégého proteinu (CP), nebo RdRp polymerazy
(ICTVdB, 2006). Kritéeriem pro vymezeni jednotlivycdruhi v ramci rodu je

aminokyselinové sekvence pfé@¥ého proteinu a ‘'movement” proteiniisi nez 10 %.

3.1.1 CharakteristikaelediFlexiviridae

Celed” Flexiviridae zahrnuje (+)ssRNA viry a je pojmenovana podle wmitého
tvaru virionu jejich zastugc Taxonomicky byla tat@eled’ ustanovena v roce 2004
(ICTVdB, 2006). Celef Flexiviridae byla vytvaena na zéklagd podobnosti
v morfologii virové ¢astice, organizace genomu a fylogenetickych vztthnovenymi
na zaklad variability geri kddujicich replikani a strukturni proteiny (Adams a kol.,
2004).

Tato celed obsahuje 9 rad Allexivirus, Capillovirus, Carlavirus, Foveavirus,
Mandarivirus, Potexvirus, Trichovirus, Vitivirus a prozatim# je zde z#azeny i rod
Citrivirus. Jednotlivé rody se liSi délkou virionu, velikogdnomu, velikosti pl&sveho
proteinu, pdtem ¢tecich ramé a velikosti proteinu kodujiciho virovou polymerazu
(Martelli a kol., 2007).

Zastupciceledi Flexiviridae infikuji vétSinou omezeny okruh hostitelV zavislosti
na rodu a druhu infikuji iedevSim dvougozné rostliny a teviny (Adams a kol.,
2004). Jednotlivi zastupci téteeledi se pendsi hlavé mechanicky nebo dkteri
vegetativig, pomoci infikovanych cibulek, oddeik hliz. (Martelli a kol., 2007).
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V hostitelskych bitkach se virovécastice zastugc celedi Flexiviridae objevuji
v podolg inkluzi, které se tvid se fedevsim v cytoplazéna oltas v jade. Tyto inkluze
mohou byt vlaknité nebo tuhé a nevlaknité. Virgastice je tvéena jednou molekulou
RNA o velikosti 6 — 9 kb, ktera je obalena kapsioio\podjednotkou (Martelli a kol.,
2007). Genom tétgeledi tvai nekolik ¢tecich ramé (ORF) a jejich peet se liSi u
jednotlivych rodi (Adams a kol., 2004).

3.1.2 Charakteristika rodu Capillovirus

Rod Capillovirus (z latiny capillus = vlas) je jednim z mbdpaticich do celedi
Flexiviridae. Tento rod obsahuje 4 druh&pple stem grooving virus (ASGV), Cherry
virus A (CVA), Lilac chlorotic leafspot virus (LICLV) a docasre je zde z#azen i druh
Nandina stem pitting virus (NSPV) (ICTVdB, 2006).

Viriony rodu Caillovirus jsou vlaknité a neobalené. TiWokapsidy, které jsou
protahlé a maji helikalni symetrii (ICTVdB, 200&)vnitt virionu je jedna molekula
RNA, tvorici 5 % hmotnosti virionu. Velikost virionu je 640700 x 12 nm (Martelli a
kol., 2007).

& 3 mﬁ" ¥
Obr. 1: Viriony roduCapillovirus, fotografie z elektronového mikroskopui€pzato z

http://www.dpvweb.net/notes/showem.php?genus=Qaills), nefitko 100 nm

Genom tvéi linearni (+)ssRNA a na 3’- konci ma poly(A) usé&ompletni genom
capillovii méa velikost 6,5 — 7,5 kb (ICTVdB, 2006). Zastupodu Capillovirus
obsahuji dva fekryvajici se oteené ¢teci ramce (ORFs). ORF1 kéduje velky
polyprotein obsahujici RdRp polymerazu a &y protein (CP). ORF2 koduje
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‘movement” protein (MP). &tefi zastupci mohou mitteci ramec zasahujici do 3'-
konce genu pl@®vého proteinu (ORF3) (Adams a kol., 2004).

Zastupci roduCapillovirus se genasi mechanickyc&ovanim, roubovani nebo se
pienasSi semeny. flPozenymi hostiteli jsou krytosemenné rostliny fegevsim
dvouctlozné. Zastupci rodapillovirus jsou pravdpodobré distribuovani po celém
swte, vyskyt byl zaznamenan v Africe, jihovychodni Adtiuroasii, Severni Americe a
Australii (ICTVdB, 2006).

3.2 Geografické rozseni CVA

Cherry virus A (CVA) byl poprvé identifikovan v Bmecku dr. Jelkmannem v roce
1995, ale ma se za to, Ze je v&mnosti roz§en v Evrog, Asii a Severni Americe.
Sirokéa distribuce tohoto viru by mohla byiistedkem globalniho pohybu genovych
zdroja peckovin jako materialu vy&iovaného zadelem Slechini a zlepSeni odolnosti
kultivara proti onemoc#nim (Rao a kol., 2009). Vyskyt CVA byl oficialrzaznamenan
v tte§iovych vysadbach v &mecku (Jelkmann, 1995; James a Jelkmann, 1998),
Kanadt (James a Jelkmann, 1998), v Britské Kolumbii (&afita Bernardy, 1998), ve
Velké Britanii (Kirby a kol., 2001), v Polsku (Kommwska a Cidinska, 2004),
v Japonsku (Masamichi a kol., 2004), v Kaliforniapanadzovic a kol., 2005),
v Srbsku (Mandic a kol., 2007),Giné (Rao a kol., 2009) a Indii (Noorani a kol., 2010).
V roce 2008 byly zachyceny dva infikované vzorky Ceské republice (Grimova a
kol., 2010). Krom¢ treSni byl vyskyt CVA zaznamenan i na Svestkach vangir
(Svanella-Dumas a kol.,, 2005) a v Italii (Baronekal., 2008) a dale také na
broskvonich a japonskych mekach vCing (Marais a kol., 2008).

3.3 Biologické vlastnostCherry virus A (CVA)

3.3.1 Hostitelky okruh CVA

Cherry virus A infikuje raizné druhy peckovin. Poprvé byl identifikovan nanvis
(Prunus cerasus L.), ktera je spokn¢ s teSni Prunus avium L.) jeho @irozenym
hostitelem (Barone a kol., 2006)iitemnost CVA byla také vzaérgjiSttna u dalSich
peckovin. Infekce virem CVA byla prokdzana i uyph hostitel, ve Francii u

13



kultivara mirabelek Prunus insititia L.) a Svestek Frunus domestica L.) (Svanella-
Dumas a kol., 2005) a pogdu kultivara Svestek v Itélii (Barone a kol., 2008). Jako
dalSi hostitelé byly naslednprokazény broskvan (Prunus persica L.) a japonské

meruiky (Prunus mume L.) (Marais a kol., 2008).

3.3.2 Priznaky infekce

Cherry virus A byl pavodné spojovan s vyskytem ‘little cherry disease' (Jedkm,
1995; Eastwell a Bernardy, 1998; Marais a kol., 00CVA neni v dané chuvili
spojovan s vyskytem konkrétni jedém& choroby ie3ni a nezda se, ze by infekce
samotnym CVA vyvolavala zjevné&ipnaky na listeckti plodech. | kdyz sktefi autdi
uvadji, Zze infekce virenCherry virus A (CVA) muze u vnimavych kultivdra podnozi
vyvolavat symptomy samostdtifJames a Jelkmann, 1998), jejich infekce je olykl
latentni. Obech se intenzita symptoininfekce vyraza zvySuje pi smésné infekci
v kombinaci s jinymi viry. Typickymi fiznaky vzniklymi v disledku koinfekce
s jinymi viry jsou nekréza Zzilek ligt nekrotické 1éze nebo chlorotické krouzky na
listech. Nekrotické fiznaky v CVA infikovanych rostlindch (tj. nekrozalek a
nekrotické léze na listech) jsou vysledkem konfelscBrune dwarf virus (PDV).
Chlorotické krouzky na listech jsou vysledkem kekde CVA sPlum bark necrosis
stem pitting associated virus (PBNSPaV) (Sabanadzovic a kol., 2005). V Itakiab
infekce CVA zjiStna na merikkach, Svestkach aesSnich,casto ve smsné infekci
sApple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Apricot pseudo chlorotic lesf spot virus
(APCLSV) a nebdCherry green ring mottle virus (CGRMV) (Barone a kol., 2008).
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Obr. 2: Listy zdravéresSre (Prunus aviumL.)
(prevzato z http://danekchovanec.blog.cz/0805/tre fecina)

*"_1'. ;4
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S

Obr. 3: Riznaky sndsné infekce na listechieSre (Prunus avium L.): A) nekréza

listovych Zilek, B) nekrotické Iéze na listuépzato z Sabanadzovic a kol., 2005)

3.3.3 Ovlivnéni vynosu po infekci

PrestoZe infekce samotny@herry virus A nezpisobuje zjevné symptomy, ve &smé
infekci s jinymi druhy niZe zgisobit vazg problémy v komeamich sadech peckovin,
protoZze niize ovliviovat vynos a kvalitu produkce ovoce u jednotlivystiomi
(Sabanadzovic a kol., 2005).
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3.3.4 Zpusob genosu

Cherry virus A stejre jako ostatni zastupci rodCapillovirus nejsou penosné
vektory. Renéseji se pouze mechanicky a to roubovanim (Nbar&ol., 2010, Rao a
kol. 2009). Pokud je ip roubovani pouZzit kontaminovany material, dochiésnadné
infekci rostlin virem (Noorani a kol., 2010, Raokal. 2009). Na rozdil od jinych
zastupd neni CVA pravdpodobrg prenosny semeny (ICTVdb, 2006). MnoZeni
materidli pomoci roubovani proto r@dstavuje nejvySSi riziko kontaminace
mnozitelskych materiéla produkce stromik(Rao a kol., 2009; Sabanadzovic a kol.,
2005).

3.4 Molekularni vlastnosti CVA

3.4.1 Morfologie virionu

Viriony Cherry virus A (viz. Obr. 4) tvai kapsidy, které uvnituzaviraji molekulou
jednovlaknové RNA. Kapsidy jsou neobalené, viakaiterotahlé s helikalni symetrii
(viz. Obr. 5). Jsou tiené plasovym proteinem (CP). Velikost virionu je st&jjako u
ostatnich zastuaoduCapillovirus 640-700 x 12 nm (ICTVdB, 2006).

Obr. 4: Schéma virionu

(prevzato z http://expasy.org/viralzone/all_by spée@ies.html)
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Obr. 5: VIaknity virion Cherry virus A, fotografie z elektronového mikroskopu
(prevzato z Jelkmann, 1995)gktko 100 nm

3.4.2 Nukleova kyselina

Uvniti kapsidu Cherry virus A je linearni, pozitiva orientovana jednovidknova
RNA. Pongrné zastoupeni jednotlivych dusikatych bazi v mdeiRNA je 20,7 %
guaninu, 30,8 % adeninu, 20,7 % cytosinu a 29,8ré6ilu a 18,7 % cytosinu. Obsah
guaninu + cytosinu v genomu je 39,4 % (ICTVdB, 2006

3.4.3 Proteiny

Virovy genom koduje strukturalni a nestrukturalndtginy. Kapsidovy protein méa
molekularni hmotnost 24000 Da (ICTVdB, 2006).

3.4.4 Lipidy

Viriony Cherry virus A neobsahuji Zzadné lipidy (ICTVdB, 2006).

3.4.5 Charakteristika genomu

GenomCherry virus A (CVA) svou strukturou odpovida typickému zastupmu
Capillovirus. Je tvien linearni (+)ssRNA, kterA& ma& na 3’- konci ma fa)yudsek
(ICTVdB, 2006). Kompletmi genone tvareny sekvenci 7383 nukleotidOrganizace
genomu CVA je podobn#&pple stem grooving virus (ASGV) (Jelkmannn, 1995).
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CVA obsahuje dva fiekryvajici secteci ramce (ORFs) (viz. Obr. 6). Prwteci
ramec ORF1 (pozice 55 — 7081 nt) kodduje polyprosemolekulovou hmotnosti Mr =
266410 Da (266 kDa) (viz. Obr. 7) (Jelkmann, 198&mes a Jelkmann, 1998; Noorani
a kol., 2010). ORF1 koéduje vSechny proteiny soyigses replikaci viru a vykazuji
vysokou podobnost se ‘Sindibis-like’ viry (Jelkmanri995). V ORF1 bylo
identifikovano celkem & proteinovych oblasti: virovA methyltransferazamgna
neznamé funkce DUF1717, helikaza, RNA — dependdRi¥A polymeraza a pléévy
protein (CP) (viz. Obr. 7) (Jelkmann, 1995; NooyanR010). Typické
methyltransferazové motivy | — IV methyltransfergggu umistny v N — terminalni
oblasti ORF1 (pozice 241 — 798 nt). Sest helikazhvinotivi je umistno ve stedni
Casti ORF1 (pozice 2506 — 3321 nt). Konzervativrokipl RNA dependentni RNA
polymerazy lezi v oblasti nt 4081 — 4776. Sekvept®ového proteinu (CP) se
nachazi vC - terminalni oblasti ORF1. Protoze&apek CP genu nebyligsre
identifikovan, byl plagovy protein detekovan pomoci imunoblotingu a jekbtkost se
odhaduje na 24 kDai&dpokladana aminokyselinova sekvence v C - termirchlasti
ORF1 vykazuje vysokou identitu s pfégymi proteiny rod Capillovirus a Trichovirus
(Jelkmann,1995).

Druhy ¢teci ramec ORF2 (pozice 5400 — 6790 nt) je umisv ORF1 a poly (A)
konci kdéduje polyprotein o s molekulovou hmotndgii = 52175 Da (52 kDa) (viz.
Obr. 6) (Jelkmann, 1995; James a Jelkmann, 1998raxoa kol., 2010).ORF2 kéduje
‘movement” proteiny (MP), které vykazuji identitdegevSim s MPApple stem
grooving virus (ASGV) (28 %) aApple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) (23 - 24 %)
(Jelkmann, 1995; Noorani a kol., 2010). Nicrage v organizaci genomu CVA a
zastupdé rodu Trichovirus podstatny rozdil, genom trichowirse na rozdil od CVA

sklada zeitf mirr¢ se gekryvajicich¢tecich ramaé (Jelkmann, 1995).

ORF1
266 kDA,

CVA poly (A)

a2 kDA

ORF2

Obr. 6: Schématické znazeém umiséni étecich ramé v genomuCherry virus A
(CVA) (ptevzato z Jelkmann, 1995).
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mp | =

Obr. 7: Schéma organizace geno@herry virus A

(podlehttp://expasy.org/viralzone/all_by species/267.htmi

3.5 Variabilita genomu

VétSina dalSich autér se sousedi na zjiini identity ziskanych izolét
s referetinim, pivodnim izolatem ziskanym dr. Jelkmannem, jehoZ aiganomicka
sekvence je dostupna v databazi GenBank, Ac. No.08B689. Ti CVA cDNA klony
z Britské Kolumbie, Kanada (p9, p92 a pll), kteoéhazely ze vzorku odebraného z
jednoho stromu, vykazovaly identitu na Urovni nokigh 92 %, 87 % a 89 %
s genomem CVA. Sekvence aminokyselin klonu p9 kaglar6 % identickd s ORF1 a
z81 % identicka s ORF2 genomu CVA (Eastwell a Betg, 1998). Sekvence
pla¥ového poteinu (397bp) polského izolatu CVA 89% htmgd s odpovidajici
oblasti referetniho izolatu NC_003689 (Komorowska a kol., 2008stbvani CVA na
vzorcich mirabalanu francouzskéhavpdu, vedlo k detekci jediného izolatu CVA
vykazujiciho 88,1 % nukleotidovou a 93,2 % amin@tysvou identitu s NC_003689
(Svanella-Dumas a Marais, 2005). Izolaty ziskan&alifornii vykazovaly vysSi, a to
91 az 93 % homologii stimtéz izolatem viru CVA l¢&nadzovic a kol., 2005).
V Kampanii v Italii porovnani detekovanych CVA sekei jak mezi sebou, tak
s databazi sekvenci prokazalo stupekleotidove identity 80,3 az 99,6 % (86,8 az 100
% u aminokyselinovych sekvenci) (Barone a kol.,800va izolaty 2 iny, ve kterych
byl detekovan CVA, vykazovaly vysokou homologii (87@az 99,3 %) s jinymi izolaty
CVA z databdze GenBank (AY7925, DQ445275, DQ4452%®pochézejicimi
z treSreé. Treti ¢insky CVA izolat vykazoval nejvysSi homologii siatem CVA
z databadze GenBank (AF413923) pochazejicihte&tit (Marais a kol., 2008). i
porovnani CVA sekvenci €iny se sekvencemi z databaze GenBank byla prok@gina
% nukleotidova identita a 99 % aminokyselinova tidars izolatem CVA z Bmecka
(NC_003689) (Rao a kol., 2009). V Indii porovnavae&vence CVA ukazala 81 az 84
% podobnost s typem izolatu CVA ziMecka na nukleotidové a aminokyselinové

arovni (Noorani a kol., 2010).
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Studiem vlastni genetické variability genor@erry virus A (CVA) se zabyvala
Marais a kol. (2008). Celkem bylo analyzovano 7%lati - 49 pivodem
z priznakovych i nefiznakovych teSni, 3 pochazejicich Ziyodnich italskych
kultivard, 17 izolat ziskanych z jinych hostitelnez z teSr¢ (Svestky nebo metiky),
vcéetre 10 CVA sekvenci ziskanych z mezinarodnich databAmialyza genetické
variability izolati byla zamdiena na studium kratkych fragméntvirové RNA
dependentni RNA polymerazy vytsemych PDO nested RT-PCR. Fylogeneticka
analyza &chto sekvenci odhalila z&ray stupé variability nukleotidovych sekvenci
mezi jednotlivymi izolaty, pimérna diverzita dosahovala 9,4 %. Na zakladto
variability bylo identifikovdno pt fylogenetickych skupin s podstatnou odliSnosti
vgenomu. HRmérna genetickh vzdalenost mezi jednotlivymi  skupinam
v sekvencované oblasti dosahla 19 %. Existeriohtda @ti skupin jednoznéné
podporuje miru pozorované nukleotidové variabiligjisténé fylogenetické vztahy
podpdili i dil ¢i analyzou CVA1-CVA2 fragmeft(Marais a kol., 2008).

3.6 Detekce a identifikace

Pro detekci a identifikaci se pouZzivaji sérologiclebo molekularni metody nebo

elektronova mikroskopie.

3.6.1 Sérologické metody

Mezi sérologické metody péat DAS-ELISA, jejiz podstatou je interakce mezi
antigenem a protilatkou. V séasné dob se \tSinou provadi komeéneé kupovanymi
kity a provadi se podle naviodyrobce. DAS-ELISA kit nebo protilatky proti CVAr@
detekci Cherry virus A nejsou komemné dostupné, ale pro ostatni zastupce rodu

Capillovirus je tato metoda pouzivana.

3.6.2 Molekularni metody

Molekularni metoda vyuzivdna pro detekci a idekaifi zastupt rodu
Capillovirus, a tedy i proCherry virus A (CVA), je tzv. dvoukrokova RT-PCR.
Vzhledem k tomu, Ze ro@apillovirus jsou ssRNA viry, jejich RNA fepsana procesem

reverzni transkripce (RT),fipniZz dochazi k hybridizaci primeru a je syntetidoa
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komplementarni cDNA pomoci enzymu reverzni tragpg&ma. Poté dochazi
k amplifikaci vybraného Useku cDNA metodou polynzené iettzové reakce (PCR).
Tato reakce probiha zacasti primed, které ohrariuji amplifikovany fragment a
specificky enzym, Tag DNA polymeraza, namnoZzi keirkir isek DNA. PCR reakce je
zaloZena na opakujicich se cyklech, které se gkladéenaturace DNA, hybridizace
primert a syntézy komplementarniho viakna.

Poprvé byla RT-PCR pouzita pro detekci CVA v ro@93 Jelkmannem, ktery
navrhl specifické primery (viz. Tab. 1).fdRlpokladana velikost amplifikovaného
fragmentu byla 834 bp (Jelkmann, 1995). Primery QVACVA2 pouzili také James a
Jelkmann pro analyzu vzarkpomoci RT-PCR. Reverzni transkripce (RT) probilzala
téchto podminek: 5ul RNA a 2 pl CVAL primeru (5 pmiojjo inkubovano p 75°C po
dobu 5 min, poté bylofano 13 ul reatniho premixu (4 pl pufru (GIBCO BRL), 2 pul
0,1 M DDT (dithiothreitol), 0,5 pul 10 mM dNTP, 0,28l inhibitoru ribonukleazy
(GIBCO BRL.), 0,5 ul RT polymeraza Superscript BIBCO BRL), zbytek objemu
doplren dEPC deionizovanou vodou), celkovy objem 20 (libgubovan i 42°C po
dobu 45 min. Po uka@eni RT bylo pidano 80 ul PCR regkiho premixu ve slozeni 1,5
ptl 10 mM dNTP, 3 pl 50 mM Mgl 2 ul CVA1L primer (5 pmol), 2 ul CVA2 primer (5
pmol), 1 ul Tag DNA polymerazy (GIBCO BRL), 1 pld&xtender PCR Additive, 10
pl 10x Tag Extender pufr a zbytek objemu dépldEPC deionizovanou vodou.
Polymerazovéetizova reakce (PCR) prébla v 35 cyklech, kazdy cyklus probihai p
94°C po dobu 30 secyipp5°C po dobu 45 secfip/2°C po dobu 1 min a zésetné
prodlouzeni i 72°C po dobu 10 min (James a Jelkamann, 199&¢é Marais a kol.
pouzili primery CVA1 a CVA2 a to kanalyze genovéaetsity Cherry virus A.
Reverzni transkripce v tomtdipads probihala fi 42°C po dobu 45 min a enzymy byly
denaturovany i 95°C po dobu 5 min. PCR reakce &pala ve 40 cyklech, kazdy
cyklus probihal i 95°C po dobu 1 min,i{p55°C po dobu 1 min,ip72°C po dobu 1
min. Vysledny PCR produkt &hpti pouziti primefi CVA1 a CVA2 velikost 834 bp
(Marais a kol., 2008).

Noorani a kol. (2010) navrhli pro detekci CVA komaci jinych primei,
CVAU5839 a CVAL6905 (viz Tab. 1). Reverzni trangke probihala za stejnych
podminek jako uimdeSlych fi 42°C po dobu 45 min, pak nasledovala inkubaiie p
80°C po dobu 5 min. PCR reakce zahrnovala 40u¢cWdzdy cyklus probihalip94°C
po dobu 30 sec,ip52°C po dobu 30 sec,iip68°C po dobu 7 min a zérecné
prodlouzeni fi 68°C po dobu 10 min. Velikost PCR produktu byG82 bp.
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Také Grimova a kol. (2010) prov&ld detekci CVA za pomoci vilastniho név
navrzeného paru primgr CVAF2 a CVAR2 (viz. Tab. 1). PCR reakce zahrnaval
celkem 35 cyli, pricemz kazdy cyklus praihl pti 94°C po dobu 30 secfip2°C po
dobu 30 sec,ip72°C po dobu 1 min a zékec¢né prodlouzeniip 72°C po dobu 7 min.
velikost PCR produktu byla 405 bp.

Ve snaze vyvinout co nejspolehdjgi metodu detekc€herry virus A byla navrzena
metoda PDO nested RT-PCR (‘Polyvalent Degeneratiégbicleotide nested RT-
PCR"). Tato metoda byla vyvinuta pro detekci vldkoh viri ovocnych strom, které
pati k rodim Trichovirus, Capillovirus, Foveavirus a je variantou nested RT-PCR. Pro
amplifikaci cilovych vig byly navrzeny degenerované primery obsahujiciimas
s jejich pomoci se po#ito amplifikovat ¢ast oblasti virového genomu kdédujici RARp
polymeraz flexivira, nalezicim ke vSemidm rodim Trichovirus, Capillovirus,
Foveavirus. Jejich specifitu je ale nutno &t sekvencovanim (Foissac a kol., 2001).

Pro detekciCherry virus A byla Usgsné pouzita i dot-blot hybridizace. Tato metoda
spaiiva v pipraw digoxygeninem zriné cDNA, kterd je pak pouzita jako sonda
k detekci viru. Nap James a Jelkmann (1998) uvadi postup dot-blotidighce, i
kterem byly vzorky RNA denaturovany formaldehydeimkaubovany pi 60°C po dobu
30 min a poté ihned uméty na led. RNA byla nasledmienesena na membranu a
stabilizovana na membratJV z&enim. Prehybridizace a hybridizace byly prauéd
v 50% roztoku formamiduip42°C. Membrany pak byly dvakrat promyty v 2 x SSC
pufru (standardni citratovy pufr) s 0,1% SDS (dgdisalfat sodny) a poté jeStvakrat
promyty v 0,1 x SSC pufru s 0,1% SDS a 1 mM ethyi@mintetraoctové kyselén
Kolorimetrickd detekce byla provedena, jak je pops&odavatelem DIG DNA
Labeling kit. Obdobny postup dot-blot hybridizacg&di i Marais a kol. (2001), pouze s
tim rozdilem, Ze hybridizace probihal §5°C po dobu 16 hod a chemiluminiséen
detekce byla provedena za pouziti anti-digoxygerého alkalického fosfatazového
konjugatu a substratu (Marais a kol., 2001).

Pfi  porovnavani &innosti iznych metod detekce CVA - RT-PCR amplifikace
s pomoci primar CVA1l / CVA2 podle James a Jelkmann (1998), PDQeatkRT-PCR
podle Foissac a kol. (2001) (viz. Tab. 1) a dot-lgbridizaci, bylo zji&no, ze PDO
nested PCR umoznila nejspolelijii detekci infekce virem CVA. Na rozdil od toho
RT-PCR ani dot-blot hybridizace neumoznily & mpou detekci CVA ve vSech
analyzovanych vzorcich, celkbvbylo pouze 69 % éthto pozitivnich vzork

detekovano jednou nebo druhowehto metod (Marais a kol., 2008).
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Tab. 1: Sekvence primepouzité pro RT-PCR

Oznaeni Sekvence primer Autori
CVAl 5 TTGATTCGTCTCCTGCGACT 3'

Jelkmann, 1995
CVA2 5' GAATACTCAAGCTTACTGAAG 3'
reverse
primer 8 TCAGCTGCCTCAGCTTGGC 3
primer 8 GTGGCATTCAACTAGCACCTAT 3

Noorani a kol.,
CVAU5839 | 5' CAATGTCCACACATGATCCA 3' !

2010

CVALG905 | 5' GACAGCTGGGCAATGAAGTAGG 3'

CVAZR2 | 5 ACCTTTGGAACAAACGATGC 3° Grimova a kol.,

2010
CVAZF2 5 CAAGAATCCAGGGGCCTACT &

PDO-Fli | 5 TITTYATKAARWSICARYWITGIAG 3" | Foissac a kol..

PDO-R3i | 5 GCRCACATRTCRTCICCIGCRAAiiA 3~ | 2001

PDO-R4i 5 ARiIYICCATCCRCARAAMITIGG 3

3.6.3 Elektronova mikroskopie

Pomoci elektronové mikroskopie Ize v ultratenkyehech list a semen detekovat
piitomnost inkluznich disek a viriomi (Roberts a kol.,, 2003). Tato technika je

vzhledem ke své n&tposti malo vyuzivana.

3.6.4 Frekvence CVA infekce

Obecrt se ma za to, Zze CVA je roz8n celoswtove, frekvence jeho vyskytu se ale

v raiznych zemich liSi, zaznamenany vysk¥ierry virus A se pohybuje v rozsahu 1 % -
94 %.

NizSi frekvence vyskytu CVA infekce byla zgsa na Uzemi Bmecka, Kanady,

ltalie, Indie aCeské republiky. Poprvé b@herry virus A (CVA) detekovan v Mmecku
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ve 28 vzorcich (31 %) z celkovych 88 analyzovanyebrki (Jelkmann, 1995). Ve
vzorcich z Nmecka a Kanady byl detekovan dot blot hybridizadd'@PCR pomoci
specifickych primek v ténmei 40 % vySeatovanych vzork (James a Jelkmann, 1998).
Vzorky odebrané v Kampanii v Italii byly analyzowanpolyvalentni RT-PCR.
Pritomnost CVA byla detekovana v 6 ze 14 vZorkerurgék (Prunus armeniacal.), v 1
ze 6 vzork Svestek Prunus domestica L.) a 1 ze 4 vzork tieSni Prunus avium L.).
Celkem byl CVA detekovan v 8 (33 %) ze 24 vao(Barone a kol., 2008). V Indii bylo
na CVA pozitivnich 25 vzork (28 %) z celkovych 89 vzoikze stai Jammu a KasSmir
a dale 3 vzorky (13 %) z celkovych 24 vzibrke statu Himachal Pradesh (Noorani a
kol., 2010). VCeské republice bylo naripomnost CVA testovano celkem 200 vzbrk
tiesni, z nichZ pouze 2 (1 %) byly pozitivni na C\@&rifnova a kol., 2010).

Oproti €#mto zemim je vysoka frekvence vyskytu CVA infeka Welké Britanii,
v Japonsku, v Srbsku ading. Ve Velké Britanii byl CVA detekovan v 15 (94 % 26
vzorki tresni (Kirby a kol., 2001). V Japonsku byl CVA deieén ve 45 ze 49 stram
35 z nich vykazovalo symptomy ‘bud blight diseasd'0 z nich nevykazovaldignaky
infekce. Vzhledem ktomu, Ze byherry virus A detekovan v 92 % testovanych
stromi, je pravépodobr pritomen ve ¥tSine stromu treSni v Japonsku, ale
nezpmsobuje Zadné ifznaky (Masamichi a kol., 2004). V Srbsku byl CV@éstovan
celkem ve 13 vzorcich (8 vzarkvisre, 5 vzorki treSr¢), nichz byl detekovan v 11
vzorcich (84 %) (7 vzorkvisrg, 4 vzorky tesre). Casto byl nalezen ve sisné virové
infekci (Mandic a kol., 2007). Ze 4 vzdrkaponské meiitky (Prunus mume L.) z Ciny
byl CVA detekovan ve 3 vzorcich, tedy v 75 % vZpfklarais a kol., 2008).
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4. Experimentalni ¢ast

Cilem experimentélntasti bylo dekovat fitomnost Cherry virus A (CVA) ve

souboru vzork treSni a visni.

4.1 Material a metody

4.1.1 Rostlinny material

Jako biologicky material k detekckippmnosti dvou vyznamnych virinfikujicich
Cherry virus A alLittle cherry virus 1 bylo pouZzito 26 vzonk RNA ziskanych zieSni a
viSni ¢eského pvodu. Vybrané stromy nevykazovaly Zzadnézpaky virové infekce

(Saf&ova, osobni sten).

4.1.2 Reverzni transkripce

Virova cDNA ziskana pomoci reverzni transkripce Rda pomoci specifického

reverze” primeru.

4.1.2.1 Reakni smes pro RT

Reverzni transkripce byla provedena ve dvou p@ sabledujicich krocich.

Byly pripraveny reakni snesi | (premix I) a reaéni smés Il (premix Il). Slozeni
premixu | bylo 9 pl dEPC deionizované vody a I(JuuM) primeru. Smis o0 objemu
10 pl byla nepipetovana do 0,5 ml tenkostych PCR zkumavek. Pro CVA cDNA
syntézu byl pouzit specificky CVA-revl primer (viZab. 2); pro syntézu LChV-1
cDNA byl pouzit specificky primer LCV3EC
(5°GGCACCTTTTATTTTTTATATATGCS') podle Rott a Jelknman (2001).

Byl ptipraven premix Il ve sloZeni: 14,9 pul dEPC neiomamé vody, 8 ul AMV-
RT-PCR pufru (5x), 2,6 pl dNTPs (10 mM, Ferment@s), pl inhibitoru ribonukleasy
(40 U/ pl, Promega) a 1 pl AMV reverzni transkrgtd10 U/ul, Promega); celkovy

objem 27 pl.
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4.1.2.2 Podminky a provedeni reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena v kor@am objemu 40 pl.

K premixu | byly gidany 3 pl izolované RNA a rea&ki snés byla nasledh
inkubovana po dobu 5 miniip70°C. Vzorky byly okamz# po ukoreni inkubace
preneseny na led.

K realkeni snesi bylo giidano 27ul premixu Il a byla provedena reverzni transkripce
po dobu 60 minip42°C v termocycleru Thermal Cycler Gene E (Teghne

Vzorky byly po ukogeni syntézy cDNA dlouhodéhuchovavany p -20°C.

4.1.3 Polymerazovéetézova reakce (PCR)

Specifické virové ampliony byly ziskany pomoci eésié PCR reakce, fragmenty

byly amplifikovany pomoci specifickych primer
4.1.3.1 Reakni smés pro PCR amplifikace

Pro PCR detekci vir byla gipraveny reakni snts ve slozeni: 2,5 pl Platinum Taq
pufru (Introgen) (10x), 0,75 pl Mg&€l(50 mM), 12,9 pl deionizované vody, 3,1 ul
dNTP (2 mM) (Fermentas), 1,25 ul “forward” (F) pemn (20 pmoldl), 1,25 ul
‘reverze” (R) primeru (20 pmal) a 0,2 pl Platinum Taq polymerazy (Introgen) (5
U/ul). K reakeéni snesi byly pridany 3 pl cDNA pipravené v pedchozi ‘viru specifické’

reverzni transkripci, celkovy objem PCR reakcediyl.

Pro detekciCherry virus A (CVA) byla pouzita kombinace prime(viz. Tab. 2):
» CVA-fwl/ CVA-revl

Pro detekcilittle cherry virus-1 (LChV-1) byla pouzita kombinace primer(viz.
Tab.2):
» LCV1U16390/LCV1L16809
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Tab. 2: Sekvence primepouzité i RT-PCR

Ozna&eni Sekvence Poznamka
CVA-fwl 5 CAACTGCCGCAGATGTTGG 3¢ Marais a kol.,
CVA-revl 5 AGMCCTACATGAATTTGACCT 3 2011
LCV1U16390| 5* TCCGCCTGAAGCACCTAATCCA 3 Rott a

LCV1L16809 | 5' GGTAAGCGGTATAAAAACCCTCCTCT 3

Jelkmann, 2001

4.1.3.2Podminky PCR reakce

Podminky PCR reakce pro detekci CVA:

. Patateini predenaturace

*  Amplifikace 35 cykii:
o Denaturace
o0 Hybridizace primek (annealing)

o0 Prodluzovani primér (extension)

e  Zawretna elongace

Podminky PCR reakce pro detekci LChV1:

. Patateini predenaturace

*  Amplifikace 35 cykii:
o Denaturace
0 Hybridizace primak (annealing)

o0 Prodluzovani primér (extension)

e  Zawretna elongace
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4.1.3.3Vyhodnoceni PCR amplifikace, detekce PCR praoilukt

Vysledek PCR reakce byl vyhodnocen pomoci elektetiftké separace PCR
produkti (ELFO) v 1,5 % agar6zovém gelu (Amresco) v pexit TAE pufru (viz.
piiloha). DNA byla barvena tpmo pidanim barviva GelRed nucleic acid stain
(Biotium, Ltd.) do gelu ped elektroforetickou separacii Priprav gelu byly do 50 ml
agardzy pdany 3 pl barviva. Vzorky byly nanaSeny na ELFGCstppré, do prvni
jamky gelu byl vzdy nanesen GeneRuler 100 bp DNfl¢at (Fermentas) o objemu 2
pl. Na gel bylo nanaseno 5 pl PCR produktu smidmarse 2 pl 6x Loading dye
(Promega). Migrace vzoikprobihala @i stejnosmérném napti 80 V po dobu 45 min
v prostedi TAE. Vizualizace a dokumentace PCR produiktla provedena pomoci UV
transluminatoru a dokumegiteho zdizeni SynGene (Synoptics Ltd., UK).

4.2 Vysledky a diskuse

Ve vybraném souboru vzaikitesni a vidni ziskanych na Gze@éské republiky
byla provedena detekce vyznamnyCherry virus A (CVA) a Little cherry virus-1
(LChV-1). K detekci CVA i LChV-1 byla zvolena metadRT-PCR.

4.2.1 CherryvirusA (CVA)

Pro detekci fitomnosti Cherry virus A (CVA) byla pouzita metoR3-PCR podle
Marais a kol. (2011).

Pro RT byl pouzit ,reverze’ primer CVA-revl a pr&€R byla pouzita kombinace
primei CVA-fwl / CVA-revl. Gekdvana velikost amplifikovaného fragmentu,
dokazujiciho fitomnost CVA byla 302 bp.

Cherry virus A byl detekovan v osmi vzorcich z celkovych 26 amalyanych
vzorki (viz. Obr.7; Obr.8). Ve vSechkédhto vzorcich byl detekovan PCR produkt o
predpokladané velikosti cca 300 bp. Z toho vyplyva, Eskyt CVA byl prokazan
v 30,77 % pipadi. U vzorku¢. 16 byl nalezen slaby produkt (viz. Obr. 8), atpnoebyl
hodnocen jako pozitivni nalez.

Zjisténa gritomnost CVA potvrzuje idve vyskyt CVA vCeské republice (Grimova
a kol., 2010). V porovnéani s jejich vysledky Grindgowa kol., kt& nalezli pouze 2

pozitivni vzorky z celkem 200 tetsovanych vaprkaSe vysledky nazdaji cetrgjSi
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vyskyt CVA vCeské republice. Vys&tetnost vyskytu CVA raize byt zgmsobena
vybérem analyzovanych vzoik Zjisténé rozdily ale mohou souviset se spolehlivosti
detekce viru pomoci zvolenych PCR prifneGrimova a kol. (2010). PouZili pro
detekci CVA vlastni kombinaci prim&iICVAZR2 /| CVAZF2, které nemusi postihnout
variabilitu amplifikované oblasti genomu viru. Tuspekulaci by potvrzovala i zjiSti
Marais a kol. (2008), kte€ zaznamenali odliSnou spolehlivost deteterry virus A pri
pouZziti fiznych specifickych neboredpokladanych univerzalnich metod.

Zjistény vice neziiceti procentni vyskyt CVA je vSak oproti jinym easkym
zemim jako naip Velka Britanie, Francie, &necko nizky. Pro jeho @éveni by bylo
nezbytné analyzovat &&i soubor vzork pochézejicich zwznych lokalit Ceské
republiky.

300bp —»

Obr. 7: Detekce CVA ve vzorcich 1 — 12
(L: 100 bp DNA ladder, Fermentas; drahy 1 — 12:rky@. 1 — 12, B: voda (negativni

kontrola); Sipka oznaje specificky produkt)
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Obr. 8 : Detekce CVA ve vzorcich 13 — 26
(L: 100 bp DNA ladder, Fermentas; drahy 13 — 2@irky ¢. 13 - 26, B: voda (negativni
kontrola); Sipka ozrauje specificky produkt).

4.2.2 Littlecherryvirus-1 (LChV-1)

Soubor testovanyclkieskych vzork byl analyzovan i na iftomnosti pro tesré
vyznamného patogenattle cherry virus-1 (LChV-1). Pro detekci LChV-1 byla pouzita
metoda RT-PCR za pomoci priniet CV3EC (syntéza cDNA) a LCV1U16390 /
LCV1L16809 (PCR amplifikace) podle Rotta Jelkma®Q1l). Gekavana velikost
amplifikovaného fragmentu, dokazujicihitpmnost LChV-1 byla 438 bp.

RT-PCR amplifikace byla ve vSech 26 vzorcich negdtivyskyt vyznamného
patogenu — virlLittle cherry virus-1 nebyl v analyzovaném souboru vzbgrokazan.
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438 bp —»

Obr. 9: Detekce LChV-1 ve vzorcich 1 — 26
(L: 100 bp DNA ladder, Fermentas; drahy 1 — 26:rky@. 1 — 26, B: voda (negativni

kontrola); Sipka ozrauje velikost dekavaného produktu)
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5. Zawr

Tato bakaléskad prace shrnuje dosavadni poznatkyCleerry virus A (CVA),
naleziciho do rod€apillovirus, ¢elediFlexiviridae. CVA je rozsfen v Evrog, Asii a
Severni Americe a jehotippzenym hostitelem jeféSeér (Prunus avium L.) a viSei
(Prunus cerasus L.), méreé c¢asto pak dalSi zastupci rode@runus. Zatim nebylo
prokazano, ze by infekce CVA vyvolavala zjevn#zpaky a proto neni spojovan
s Zzadnou konkrétni chorobou peckovin, ale véssia infekci nize zvySovat intenzitu
piiznaki vyvolanych dalSimi viry. Virus jeignosny pouze mechanicky, roubovanim.
CVA je (+)ssRNA virus, jehoZz genom je tem dw¥ma pekryvajicimi otevenymi
¢tecimi rdmci (ORFs). Prvniteci ramec ORF1 koduje vSechny proteiny souvisejici
s replikaci viru a pla®vy protein (CP). Druhgteci ramec ORF2 umisty v ORF1 a
poly (A) konci kdéduje “'movement” protein (MP). Pdetekci CVA se nepstji
pouzivaji molekularni metody zaloZzené na RT-PCRorui-blot hybridizaci.

Praktickacast této prace se zabyva detekidigmnosti CVA alittle cherry virus-1
(LChV-1). V souboru analyzovanych kultivatieSni a viSni byla prokazan&tomnost

CVA v 30, 77 % vzork, zatimco pitomnost LChV-1 ve vzorcich prokdzana nebyla.
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7. Seznam pouzitych zkratek a synibol

ACLSV
APCLSV
ASGV
bp
cDNA
CGRMV
CP

CVA
DAS-ELISA
dEPC
DNA
dNTP
EDTA
ELFO
ELISA
f-primer
ICTVdB
kb

kDa
LChV-1
LICLV
nm
NSPV

nt

ORF
PBNSPaV
PCR

Apple chlorotic leaf spot virus

Apricot pseudo chlorotic lesf spot virus

Apple stem grooving virus

base pairs, pary bazi

komplementarni DNA

Cherry green ring mottle virus

coat protein, plastovy protein

Cherry virus A

double antibody sandwich ELISA
diethylpyrokarbonat

deoxyribonukleova kyselindeoxyribonucleic acid
deoxynukleosidtrifosfat

kyselina ethylendiamintetraoctova
elektroforéza

enzym-linked immunosorbent assay
forward primer, fmy primer

the International Committee on Taxonomyafuses database
kilobaze

kilodaltony

Little cherry virus 1

Lilac chlorotic leafspot virus

nanometry

Nandina stem pitting virus

nukleotid(y)

oteyeny ¢teci ramecopen reading frame
Plum bark necrosis stem pitting assochted

polymerazoviettzova reakcepolymerase chain reaction

PDO nested RT-PCR Polyvalent Degenerated Oligentide nested RT-PCR

PDV
r-primer
RdRp

Prune dwarf virus
reverse primer, #my primer

RNA dependentni RNA polymerasa
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RNA
RT
RT-PCR

Taq polymeraza
uv
(+)ssRNA

ribonukleova kyselinajbonucleic acid
reverzni transkripceeverse transcription
reverse transcription - polymerase chaincti@a reverzni
transkripce - polymerazovétzova reakce
termostabilni plymeraza
ultrafialové z&eni, ultra-violet
positive orientated single stranded RNpozitivré orientovana

jednovlaknova RNA
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8. Hilohy

8.1 Slozeni roztak

5x TAE pufr

PoOTHS 24,2 g

» Ledova kyselina octova............5,71 ml
» O5MEDTA......ciiiiiiien, 10 ml

pH pufru 8,0 se upravuje kyselinou octovou, déplrnvodou do 1000 ml.

8.2 Riprava 1,5% agarozy

300 ml 1,5% agarozy

> Agardza..........coovvieiiiiiienn. 69

> IXTAE. ..o, 300 ml

Smés 1x TAE pufru (nutno riadit pracovni roztok 5x TAE na 1x TAE) a agarozy je
zahrivano, dokud nedojde k Upinému rozga$tagardzy v 1x TAE pufru.
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