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ANOTACE (CESKY):

Virova carkovitd mozaika pSenice zpusobena
WSMV - Wheat streak mosaic virus je zavazna
choroba obilnin, zajmena pSenice. Mezi typické
pfiznaky patfi chlorotické c¢arkovité mozaiky
listu, které nekrotizuji a postupné dochazi
k vysychani od Spicek listu. Napadené rostliny
vytvareji mens$i pocet odnozi a casto také
sterilni klasy. WSMV pfenasi rozto¢ Aceria
tosichella a v men$§i mife, cca do 1,5 % z
celkovych nakaz, je prenaSen osivem. WSMV
byl poprvé identifikovan v CR v osmdesatych
letech Dr. Vackem. Vyskyt tohoto viru
v poslednich letech nartista a byl zaznamenan
plosny vyskyt v nékolika porostech pSenice na
ruznych mistech CR. Tato metodika shrnuje
soucasné poznatky o WSMV a jeho vektoru,
véetné vyskytu a moznostech ochrannych
opatfeni vii¢i této chorobé.

ANOTACE (ANGLICKY):

Wheat streak mosaic virus (WSMV) causes
serious disease in cereal crops, particularly in
wheat. The main symptoms caused by WSMV
include chlorotic streak mosaic on leaf, which
become necrotic and gradually dry form the
top of the leaf. In severe infection plant
stunting and spike become sterile. WSMV is
transmitted by cereal curl mite Aceria
tosichella, and in low level (up to 1.5%) also
transmitted by seeds. WSMV was detected in
first time in the former Czechoslovakia in early
eighties. The incidence of the virus in recent
years is growing in the Czech Republic and
even severe occurrence and wide distribution
in some wheat fields in different regions of the
country was determinated. This methodology
put together recent knowledge of WSMV and
its vector, including the incidence and
possibilities of control cereal crops against the
virus.
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1. CiL METODIKY

Cilem certifikované metodiky je predlozit odborné vefejnosti ucelené
informace tykajici se problematiky viru carkovité mozaiky pSenice - Wheat
streak mosaic virus — WSMV, jehoZz vyskyt ma na tzemi CR nartstajici

tendenci zejména v porostech pSenice.

2. UVOoD

Obilniny jsou hlavni péstovanou skupinou polnich plodin v CR. Péstuji se na
rozloze témér 1600 tisic hektartl, coz pfedstavuje vice nez 60 % z celkové
vyméry orné pudy Ceské republiky. Vzhledem k tomuto masivnimu
péstovani a méné pestrym osevnim postuplim jsou obilniny napadany
mnoha patogeny. Virézy obilnin patfi mezi vyznamné choroby, které mohou

Ceské republiky - virova zakrslost pSenice a virova zluta zakrslost jeémene.

V poslednich letech jsou na rliznych tzemich nasi zemé zaznamenavany
lokality s vyskytem virové ¢arkovité mozaiky pSenice. Tato virova choroba se
poprvé objevila ve 20. letech (1922) minulého stoleti v Severni Americe
v oblasti Velkych planin. Od této doby jsou dal§i nalezy postupné hlaseny i
z ostatnich péstitelskych oblasti pSenice na ruznych mistech svéta. Na tizemi
Ceské republiky byl vyskyt WSMV poprvé zaznamenan Dr. Vackem v 80.
letech minulého stoleti. V poslednich letech dochazi k dal§im, cetnéjSim a
CastéjSim nalezim této choroby, vcetné ploSnych vyskytth v nékterych

porostech pSenice rizné na tizemi Ceské republiky.

PrenaseCcem WSMYV je rozto¢ Aceria tosichella, ktery vyuziva jako hostitele
celou fadu druhti z celedi Poaceae - Travovité. Byl proveden pruzkum
hostitelského okruhu tohoto patogenu a zahrnuje vpodstaté vSechny
kulturni hospodafsky vyznamné druhy celedi Poaceae - pS$enici, jeCmen,
oves, kukufici i proso a zaroven také rtizné druhy plané rostoucich ¢i

plevelnych trav.

Skody zptsobené infekci WSMV jsou znacné variabilni. Prozatim zjiSténé

ztraty na produkci mohou dosahovat redukci ve vynosovych prvcich od 7 %



az po 83 %. Kazdopadné porosty napadené WSMV maji rlstové retardace a
rizné nekrotické chlorézy, které poskozuji také praporcové listy. V disledku
toho rostliny hufe asimiluji a dochazi k redukci vynosovych prvka jako nizsi

HTS, pocet odnozi a pocet zrn v klase.

3. PUVOD A POPIS VIROVE CARKOVITE MOZAIKY PSENICE

Carkovitd mozaika p$enice je virova choroba, jejimZz plivodcem je virus
carkovité mozaiky pSenice - Wheat streak mosaic virus - WSMV. Tento virus
je zastupcem rodu Tritimovirus z Celedi Potyviridae (Rabenstein et al., 2004).
Virové ¢astice WSMYV jsou tyc¢inkovité o velikosti 15x700 nm. Genom WSMV
tvofi jednovlaknova RNA o délce 9,339 az 9,384 nukleotidi (nt) a ma jeden
Cteci ramec, ktery je prepsan do velkého polyproteinu. Tento polyprotein se
sklada z deseti proteinti: P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2, Nla (VPg a Pro), NIb
a CP (Stenger et al., 1998; Choi et al., 2001).
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Obrazek 1: Genom viru ¢arkovité mozaiky pSenice

Kazdy jednotlivy protein ma v genomu viru svoji specifickou funkci. (Oana et

al., 2009):
P1: vyvoj pfiznakli choroby, amplifikace genomu, navazani RNA

HC-Pro: pfenos viru vektorem, pohyb virionu z bunky do bunék, amplifikace

genomu, determinace patogenity, rozvoj pfiznakt choroby, vazba RNA,
P3: odpovédnost za patogenitu a replikaci genomu viru
6K1: spolu s P3 se podili na patogenité a replikaci genomu viru

C1: odpovédnost za pohyb virionu z bunky do bunék, amplifikace genomu a
vazba RNA

6K2: podili se na umistnéni virovych replikacnich komplexti do bunéénych

stén a amplifikace genomu viru



VPg: amplifikace genomu viru a vazba RNA
Nla:vazba RNA, amplifikace genomu, interakce proteinu s proteinem

NIb: replikace genomu viru, RNA dependentni RNA polymeraza (RdRp), vazba
RNA

CP: prenos viru, pohyb virionu z bunky do bunék a pohyb na velké

vzdalenosti, sestaveni viriont, vazba RNA a amplifikace genomu viru

Z pohledu fylogeneze viru existuji mezi jednotlivymi izolaty WSMV urcité
rozdily, které se mohou rovnéz projevit ve variabilité pfiznakta choroby.

Zjisténé rozdily v izolatech WSMYV jsou prozatim rozdéleny do ¢tyf skupin:
Skupina A: izolaty z Mexika

Skupina B: izolaty z centralni Evropy a Ruska. Tyto izolaty jsou znamy jako
WSMV-AE a vyznacuji se deleci 3 nukleotidu (Gly2761) v sekvenci obalového
proteinu (Gadiou et al., 2009).

Skupina C: izolaty z Iranu

Skupina D: izolaty z USA a Kanady

4. CYKLUS CHOROBY

Cyklus napadeni WSMV zacina v podzimnim obdobi, kdy se vironosni roztoci
stéhuji z infikovanych porostti obilnin, kukufice, vydrolu p$enice nebo trav
na nové vzeslé porosty ozimych obilnin (pSenice). Casna infekce u mladych
vzchazejicich rostlin ma za nasledek vysS§i vynosové ztraty ozimé pSenice
(Slykhuis et al. 1957, Hunger et al. 1992).

Porosty ozimé pSenice mohou byt rovnéz infikované na jafe, avSak jarni
infekce nemaji podstatny vliv na vynosové ztraty (Somsen and Sill 1970).
PSenice nebo jiné obilniny ¢i travy infikované WSMV slouzi jako zdroj
inokula viru. Po sklizni plodiny (v letnim obdobi) se roztoci pfestéhuji na
vydrol a travni porosty na mezich tzv. ,zeleny most“, kde roztoc¢i infikovani
WSMV pfezivaji a mnozi se. Poté vironosni rozto¢i znovu infikuji nové vzeslé

porosty ozimé psSenice ¢i jinych obilnin.
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Obrazek 2: Vyvojovy cyklus virové carkovité mozaiky pSenice (adaptace

diagramu dle Watkins et al., 1989)
5. PRIZNAKY NAPADENi

Prvotni pfiznaky napadeni WSMV se projevuji na jafe po otepleni. Na listech
se vytvafi nepatrné, avSak velmi Cetné carky rovnobézné s zilnatinou. Tato

mista vykazuji ubytek chlorofylu, mohou byt S$ir§i a tvofit souvislej§i pruhy.

Infekce virem carkovité mozaiky pSenice zpusobuje redukci kofenového
systému rostlin, z toho plynouci snizeni pfijmu vody kofeny a tudiz snizeni
dostupnosti vody pro rostlinu (Price et al., 2010). Redukce kofenového
systému se u nadzemnich ¢asti rostlin projevuje retardaci rastu (Hadi et al.,
2011). Infikované rostliny se objevuji zpocatku na okrajich poli. Tato
skutecnost souvisi s migraci rozto¢ll z travnatych, neudrzovanych ploch
hranicicich s porosty obilnin (Hunger 2010). Napadené rostliny jsou obvykle
zakrslé (Langham et al. 2001b), dochazi k posSkozeni klasu, semena se htife
vyviji, maji niz§i HTS (Atkinson a Grant 1967, Langham et al. 2001b) a také

pocet zrn v klase je niz§i (Atkinson a Grant 1967).

V dtsledku chlorotickych skvrn dochazi k naslednému snizeni kapacity

fotosyntézy rostlin. Pfi masivni infekci vznikaji velké chlorotické plochy,



které nakonec zpusobuji nekrozy tkani a thyn celé rostliny. V dutsledku
zasychani praporcového listu dochazi k vysokym vynosovym ztratam. Porost
pSenice napadené WSMV ma vys$sSi obsah bilkovin, ale niz§i schopnost
mouky vazat vodu, coz ji z hlediska potravinarského vyuziti znaéné

znehodnocuje (Atkinson a Grant 1967).

Vyvoj a intenzita napadeni WSMV zalezi na rlUstové fazi infekce - obecné

plati, ze casna infekce WSMV ma za nasledek vyssi vynosové ztraty (Hunger
et al. 1992).

Obrazek 3: Priznaky c¢arkovité mozaiky a chlorotického zZloutnuti listu u

ozimé pSenice, odruda Ludwig (Ruzyné, foto J. Kumar)



Obrazek 4: Priznaky chlorotického zloutnuti a postupného usychani listu u

ozimé pSenice odridy Ludwig (Ruzyné, foto J. Kumar)

6. ZPUSOBY PRENOSU VIRU CARKOVITE MOZAIKY PSENICE

V pfirodnich podminkach je virus c¢arkovité mozaiky pSenice (WSMV) pfenasSen
pfedevsim roztocem Aceria tosichella a v mensi mife osivem infikovanych
rostlin. Virus Ize pfrenaset také mechanickou inokulaci a to §tavou
z infikovanych rostlin. Tento zpusob pfenosu vSak nema v polnich
podminkach zasadni vyznam. V experimentalnich podminkach se WSMV

prenasi mechanickou inokulaci.
6.1. Pfenos roztocéem Aceria tosichella a jeho popis

Virus carkovité mozaiky pSenice (WSMV) je pfenasSen pfedevSim roztocem

Aceria tosichella z ¢eledi Eriophyidae (angl. Wheat curl mite - WCM). Tento



rozto¢ je velky 0,1 az 0,3 mm, ma bilé zbarveni a doutnikovy tvar téla. A.
tosichella neni okfidleny, ma ale dva pary nohou blizko hlavy. Na nova
stanovisté se §ifi vzdusnymi proudy (Sabelis a Bruin 1996). Zivotni cyklus
se sklada z vajicka, dvou instart nymfy a dospélce. Pfi teplotach okolo 25 -
28 °C je rozto¢ Aceria tosichella béhem 8-10 dnu schopen uskuteénit svij
vyvoj od vajicka az po dospélce schopného dalSi reprodukce. Samicky
produkuji kolem 20 vajicek, pficemz potencial samicek je pres 3 miliony
vajicek v prubéhu 60 dni. Z tohoto diivodu jsou pro expanzi této choroby
nebezpecna dlouha obdobi teplého léta s teplotami kolem 25 °C. Naopak pfi

teplotach niz§ich nez 15 °C jejich reprodukéni schopnost velice rychle klesa.

Vajicka tohoto roztoce jsou schopna prezit pomérné dlouhou dobu pfi
teplotach pod bodem mrazu. Experimentalné bylo zjiSténo, Ze po expozici
vajicek teploté -15°C po dobu 8 dni byla vice nez ¢tvrtina vSech vajicek
schopna dale pokracovat ve vyvoji pfi nasledném zvySeni teplot na 20°C
(Slykhuis 1955). Obé nymfalni stadia i dospélci jsou schopny prenaset virus.
Pozorovat a nalézt tohoto roztoce v porostu, vzhledem k jeho velikosti, neni

mozné. Je mozné ho vidét pouze pomoci mikroskopu.

Odlisit Aceria tosichella od ostatnich eriophyoidnich roztoct je obtizné.
VétSina zastupcl z této skupiny roztocli, mezi né patfici i A. tosichella ma
vysokou hostitelskou specifitu a je tedy pfi identifikaci hostitele pomérné
jednoduché i urceni konkrétniho roztoce. Tito rozto¢i maji obvykle jednoho
hostitele nebo hostitele z nékolika druhti rostlin jednoho rodu. A. tosichella
je tomto sméru vyjimkou. Jeho okruh hostitelskych rostlin zahrnuje témeér
90 druht rostlin ¢eledi travovitych Poaceae (Amrine 2003). A. tosichella se
nakazi virem pfi sani na infikovanych rostlinach. Rozto¢ zlistava poté po
dobu jednoho tydne infekéni, mozna i déle. Infekénost roztoce vSak jeho

naslednym mnozenim nepfechazi na potomky.

Rozto¢i mohou pfimo poskodit mladé rostliny nebo ovlivnit rast mladych
rostlin, coz zpUsobuje, ze listy zGistavaji stocené. Rozto¢i v téchto stocenych
listech prezivaji i nékolik mésicti a dokonce mohou prezivat také v listovych
pochvach a plevach. V chladnéjSich podminkach mohou roztoc¢i prezit az dva

tydny zcela bez potravy. Teplotné vyrovnana léta, s mirnéjSim pribéhem
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teplot a odpovidajicimi deStovymi srazkami, zkratka podminky svédéici

rychlému rGstu trav, prospivaji roztoCi Aceria tosichella a tudiz i

nahromadéni viru v porostu pSenice.

Obrazek 5: Rozto¢ Aceria tosichella, velikost 0,02 mm (foto A. Skoracka)

6.2. Prenos WSMV osivem

Prenos viru ¢arkovité mozaiky pSenice osivem byl popsan pocatkem 70 let u
liniové odriady kukufice (Hill et al., 1974). Jedna se vSak o velmi maly podil
z celkového pocétu nakazeni -cca 0,5-1,5 % (Jones et al., 2005). Prenos
osivem je odliSny v zavislosti na odrtidé pSenice. Tento typ pfenosu je
vyznamny z hlediska introdukce WSMV do novych oblasti. V pfipadé, ze se v
infikovaném porostu vyskytuje Aceria tosichella, muze byt infekce WSMV

rychle roz§ifena nejen v daném porostu ale i v porostech okolnich.



7. HOSTITELE VIRU CARKOVITE MOZAIKY PSENICE

Aceria tosichella je schopen sanim infikovat mnoho druhti rostlin celedi
Poaceae (Brakke 1971, French a Stenger 2002). Toto Siroké spektrum
hostitelt zahrnuje jak kulturni plodiny jako je pSenice (Triticum aestivum L.),
oves (Avena sativa L.), jecmen (Hordeum vulgare L.), kukufice (Zea mays L.) a
proso (Panicum miliaceum), ale také celou fady plané rostoucich i plevelnych
trav. Doposud zjiSténé hostitelské rostliny jsou uvedeny v tabulce ¢. 1
(Chalupnikova et al.,, 2016). Nejméné 45 druh@l trav je znamych jako
pfirozeni hostitelée WSMV pricemz vétSina z nich jsou travy jednoleté (French
a Stenger 2002, Christian a Willis 1993, Ito et al. 2012, Sill a Agusiobo
1955).

Tabulka 1: hostitelské okruhy Viru éarkovité mozaiky pSenice

Hostitelské druhy Cesky nazev Citace

Agrostis capillaris Psinecek obecny Chalupnikova et al. 2016
Alopecurus pratensis Psarka luéni Drab et al., 2014
Anthoxanthum Tomka vonna Chalupnikova et al. 2016
odoratum

Arrhenatherum elatius  Ovsik vyvySeny Drab et al., 2014
Austrostipa compressa  nema cCesky nazev Vincent et al., 2014
Aegilops cylindrica Mnohostét valcovity — Sill et al., 1953

Avena barbata Oves vousaty Coutts et al., 2014
Avena fatua Oves hluchy Vacke et al., 1986

Avena sativa Oves sety Brakke,1971

Avena strigosa Oves hrebilkaty Vacke et al., 1986

Avena sterilis Oves jalovy Murray et al., 2005
Briza maxima Treslice vétsi Coutts et al., 2014
Bromus diandrus nema cesky nazev Murray et al., 2005
Bromus rigidus Svefep tuhy Coutts et al., 2014

14



Bromus arvenis
Bromus secalinus

B. tectorum

Bromus japonicus
Cynodon dactylon
Cenchrus longispinus
Cenchrus pauciflours

Digitaria sanguinalis

Echinochloa crus-galli

Echinochloa colonum

Elymus repens
Eragrostis cilianensis
Eragrostis curvula
Eriochloa acuminata
Eriochloa contracta
Eleusine indica
Eleusine tristachya
Elymus canadensis
Holcus lanatus
Holcus mollis
Hordeum leporinum
Hordeum vulgare
Lagurus ovatus

Lolium mitiflorum

Svefep rolni
Sverep stoklasa
Svefep stfesni
Svefep japonsky
Troskut prstnaty
nema cCesky nazev
nema Cesky nazev

Rosicka krvava

Jezatka kufi noha

nema Cesky nazev

Pyr plazivy

nema Cesky nazev
nema Cesky nazev
nema cesky nazev
nema cesky nazev
Kaluznice indicka
nema cesky nazev
Pyrovnik kanadsky
Medynék vinaty
Medynék meékky
Jecmen mysi

Jecmen sety

Zajeci ocasek vejcity

Jilek mnohokvéty

Sill et al., 1953
Sill et al., 1953
Sill et al., 1953
Wegulo et al, 2008
Ellis et al., 2004
Connin, 1956
Wegulo et al, 2008

Vacke et al.,
Somensen a Sill, 1970

1986;

Sill a Connin, 1953

Khadivar a Nasrolahnejad,
2009

Ito et al., 2012

Connin, 1956

Ellis et al., 2004

Seifers et al., 2010
Christian a Willis, 1993
Murray et al., 2005

Ellis et al., 2004

Ito et al., 2012
Chalupnikova et al. 2016
Chalupnikova et al. 2016
Coutts et al., 2014
Brakke, 1971

Vacke et al. 1986

Vacke et al. 1986; Ellis et
al., 2004
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Lagurus ovatus
Panicum
dichotomiflorum
Panicum capillare

Panicum millaceum

Pennisetum glaucum
Phalaris aquatica
Phleum pratense

Poa pratensis

Secale cereale

Setaria verticellata

Setaria viridis
Setaria italica
Sorghum bicolor
Tragus australianus
Triticum aestivum

Zea mays

Zajeci ocasek vejcity

nema cCesky nazev

Proso vlaskovité

Proso seté prave

nema cesky nazev
chrastice
Bojinek luéni

Lipnice lu¢ni

Zito trsnaté

Bér preslenity

Bér zeleny

Bér italsky moharovy
Cirok dvoubarevny
nema cesky nazev
PSenice seta

Kukufrice seta

Murray et al., 2005; Coutts
et al. 2014

Sill a Connin, 1953

Coutts et al., 2008

Sill a Agusiobo, 1955; Vacke
et al., 1986; Ellis et al. 2004

Seifers et al., 1996
Ellis et al., 2004
Drab et al. 2014

Ito et al., 2012; Drab et al.
2015

Vacke et al., 1986; Ito et al.,
2012

Murray et al., 2005;

Edwards et al., 2006
Sill and Connin, 1953
Truol et al., 2010
Seifers et al., 1996
Coutts et al., 2008
Brakke, 1971

Brakke, 1971

8. VYSKYT VIRU CARKOVITE MOZAIKY PSENICE VE SVETE

WSMV byla poprvé zaznamenan v oblasti Velkych planin (GPR) v Severni
Americe v roce 1920 (McKinney, 1937). Od tohoto roku byl WSMV nachazen

v mnoha oblastech, kde se péstuje pSenice: v Severni a Jizni Americe,

Evropé, na Strednim vychodé, v Asii, Australii a na Novém Zélandu (Navia et

al. 2013, Skoracka et al., 2014). Ztraty na produkci zpusobené timto virovym

onemocnénim jsou velmi variabilni. V Kansasu se pohybovaly v rozmezi od 7
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do 13 % (Atkinson a Grant 1967), okolo 18 % v Kanadé (Christian and Wills,
1993). V Australii dosahly §kody na produkci zptisobené WSMV obrovskych
hodnot — az 83 % produkce bylo zniceno (Lanoiselet et al. 2008).

9. VYSKYT VIRU CARKOVITE MOZAIKY PSENICE V CESKE REPUBLICE

Vyskyt WSMV byl poprvé zaznamenan na uzemi byvalého Ceskoslovenska v
pocatku osmdesatych let (Vacke et al., 1986). V poslednich letech jsou
vyskyty viru ¢astéjsi a ¢etnéjsi (Ripl a Kumar 2010, Gadiou et al. 2009, Drab
et al. 2015), a to zejména v porostech ozimé pSenice. Vacke et al. (1986)
zaznamenal nalezy WSMV v porostech pSenice, jeCmene jarnich i v ozimych
formach, ovsa a nékterych odrudach kukufice. Virus byl nalezen také
v porostech prosa setého a stejné tak v nekulturnich porostech trav, jako
Avena fatua-oves hluchy, Avena strigosa - oves htebilkaty, Lolium
multiflorum- jilek mnohokvéty, Lagurus ovatus - zajeCi ocasek vejCity a
Digitaria sanquinalis — rosicka krvava. V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny vysledky
monitoringu vyskytu WSMV u obilnin v Ceské republice v priibéhu let 2013
— 2016 (Chalupnikova et al., 2016).
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Obrazek 6: Priznaky carkovité mozaiky u ozimé pSenice, odriida Hymack

(Blansko, foto J. Kumar)

Tabulka 2: Monitoring vyskytu WSMV u obilnin v CR (Chalupnikova et

al., 2016)
Pocet Pocet Pocet pole s
Rok Plodina testovanych testovanych pozitivnich vyskytem
vzorku poli WSMV WSMV
Ozima pSenice 97 13 10 4
2013 Ozimy jeémen 73 10 0
Jarni jeémen 5 1 0
2014 Ozima pSenice 62 13 ) 5
Ozimy jeCmen 45 9 0
Ozima pSenice 249 15 4 2
2015 Ozimy jeCmen 37 8 0
Jarni jeCmen 4 0
Vydrol 18 1 1
2016 Ozima pSenice 255 53 18 8
18



Ozimy jeémen 27 5

Jarni jeCmen 4 1

Celkem 876 134 56 20

Vyskyt WSMV byl zaznamenan nahodné jen u jednotlivych rostlin. Na Sesti
polich byl v§ak zaznamenan plo$ny vyskyt viru (viz. Obr. 7).

Obrazek 7: Lokality vyskytu viru ¢arkovité mozaiky v porostu psenice v CR
Cerné hvézdicky oznaduji vyskyt WSMV na ojedinélych rostlindch

Cervené hvézdicky oznacuji plosné vyskyty WSMV.

V uvedenych lokalitach a roce byly zaznamenany plosné vyskyty WSMV:

2013: Bor (Mily) - okres Kladno, Zaskalska - okres Beroun, Hnojnice - okres

Louny, Lipany - okres Praha

2014: Krymlov - okres Praha - vychod, Zasmuky - okres Kolin, Pfibram,

Berovice - okres Kladno, Lichoceves- okres Praha-zapad

2015: Prusice - okres Praha- vychod, Suchohrdly u Miroslavi - okres Znojmo,

Tucin - okres Prerov

2016: Rancifov - okres Jihlava, Knézeves - okres Rakovnik, LiSany-Kocanda

- okres Rakovnik, Na Dolikach-okres Rakovnik, Hliny-okres Tabor, Bezdéci-
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okres Blansko, Nehvizdy - okres Praha -vychod, Zabcice - okres Brno-

venkov.

10. DIAGNOSTIKA VIRU CARKOVITE MOZAIKY PSENICE

Virus ¢arkovité mozaiky pSenice lze identifikovat dle pfiznak® na listech (viz
kapitola 5. Priznaky WSMV) za predpokladu zkuSenosti s uréovanim tohoto

viru. Pfipadné pfiznaky choroby je vSak vhodné potvrdit laboratornimi testy

s pouzitim technik jako jsou sérologické metody TAS/DAS-ELISA ¢i
molekularnimi metodami: RT-PCR, RT-qPCR.

Obrazek 8: priznaky carkovité mozaiky- nekrotické Zloutnuti a postupné

vysychani listu u ozimé pSenice, odrada Cladwell (Ruzyné, foto J. Kumar)



Obrazek 9: pfiznaky carkovité mozaiky a silné nekrotické Zloutnuti listu u

ozimé pSenice, odrida Florida (Ruzyné, foto J. Kumar)
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Obrazek 10: pfiznaky c¢arkovité mozaiky, silné nekrotické Zzloutnuti a

postupné usychani listu u ozimé pSenice, odriida Tobak (Ruzyné, foto J.

Kumar)



Obrazek 11: pfiznaky carkovité mozaiky a silné nekrotické zloutnuti listu u

ozimé pSenice, odrida Asano (Ruzyné, foto J. Kumar)

10.1 DETEKCE VIRU POMOCI TAS/DAS-ELISA

Dva obdobné komeréni systémy dostupné k detekci WSMV jsou sérologické
metody DAS-ELISA (Double Antipody Sandwich-Enzyme Linked Immuno
Sorbent Asssay) a TAS-ELISA (Triple Antipody Sandwich-Enzyme Linked
Immuno Sorbent Asssay). V laboratofi VURV se pro detekci WSMV pouzivaji
oba ELISA kity (od firmy SEDIAG, France). Na rozdil od DAS-ELISA, TAS-
ELISA vyuziva dva konjugaty: A (Conjugate -A), ktery je monoklonalni
(mouse monoclonal antibodies) a B (Conjugate B) coz je specificka my$§i
protilatka (anti-mouse species Ig). Oba jsou spole¢né navazané s alkalickou

fosfatazou. U metody TAS-ELISA je vétSi predpoklad specificnosti detekce



WSMV. Dle naSich zkuSenosti je mozné oba oba typy ELISA (DAS i TAS) je
pouzivat pro rutinni detekci WSMV.

Pracovni postup zahrnuje nasledujici kroky:

1. Potahové protilatky rozpustit v protahovacim pufru (Coating Buffer 1X)
podle navodu. Promichat a nanést 100 ul do kazdé jamky. Inkubovat 2
hod pfi 37°C.

2. Desky trikrat promyt promyvacim pufrem (Washing Buffer 1X)

3. 1 g vzorku homogenizovat v 10 ml extrakéniho pufru (Extraction

Buffer 1X). Nanést 100 ul do kazdé jamky. Inkubovat po dobu 16 hod
(pfes noc) pri 4°C.

4. Desky tfikrat promyt promyvacim pufrem (Washing Buffer 1X)

5. Rozpustit antibody-alkalicka fosfataza konjugat v konjungaénim pufru
(Conjugate Buffer 1X) dle doporuceni. Pfi TAS-ELISA je nutno tésné
pfed pouzitim namichat konjugaty A a B v poméru 1:1. Pak se
konjugaty promichaji a nanese se 100 ul do kazdé jamky. Inkubovat 2
hod pti 37°C.

6. Desky tfikrat promyt promyvacim pufrem (Washing Buffer 1X)

7. Rozpustit 1 mg pNPP / ml substratového pufru (Substrate Buffer 1X)

tésné pred pouzitim. Promichat a nanést 100 ul do kazdé jamky.

Inkubovat pfi teploté 37° ve tmé.

8. zmeérit spektrofotometricky absorbanci pfi 405 nm (1 hod. a 2 hod. od

naneseni substratu.
Pouzité pufry:

e Protahovaci pufr (Coating Buffer 1X) pH 7,4

(1,59 g NapCOs3 + 2,93 g NaHCO3 +0,2 g NaN3 +5 mg Bromocresol purpure)

rozpustit v 1000 ml destinované vody

e PBS pufr 1X, pH 7.4

V 1000 ml destilované vody rozpustit 8g NaCl, 2,9 g NaoHPO4-12H>0

e Extrakéni pufr 1X pH 7.3
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V 1000 ml pufru PBS (1X) se rozpusti 10 g PVP (Mw 10000-40000) a 0,5 ml
Tween 20.

e Protahovaci pufr pH 9,6

V 1000 ml destilované vody se rozpusti 1,59 g NaxCOg, 2,93 g NaHCO3, 0,2 g

NaN3 a 5 mg roztok Bromocresol purple

e Konjugac¢ni pufr, pH 7.4

V 1000 ml pufru PBS-T se rozpusti 2 g BSA a 40 mg roztok Cong red

e Substratovy pufr, pH 9,8

V 1000 ml destilované vody se rozpusti 97 ml roztok Diethanolamine a 0,2 g

NalNs

10.2 DETEKCE VIRU POMOCI RT-PCR

Detekce WSMV pomoci RT-PCR zahrnuje nékolik navzajem navazujicich
postup, jako jsou izolace celkové RNA, syntéza cDNA (reverzni transkripce),
amplifikace cDNA (PCR), elektroforetické separace amplifikovanych PCR
produkta a vizualizace amplifikovanych produkti PCR (barvenim Syber

Greenem).
Izolace celkové RNA
Homogenizace

Pro izolaci RNA je potfeba 0,1 g rostlinného pletiva. VhodnéjSim se jevi
homogenizovat vét§i mnozstvi vstupniho materialu a z homogenatu 0,1 g
odvazit potfebné mnozstvi. Vzorky se homogenizuji v tekutém dusiku. U
vzorkli uchovavanych pfi -80° C je potfeba dbat na to, aby nedoslo k jejich
rozmrazeni. Vzorky se odebiraji jednotlivé z mraziciho boxu. Kazdy vzorek je
nutné dostatecné homogenizovat v pfedmrazené tfeci misce a do 2 ml sterilni
mikrozkumavky odvazit maximalné 0,1 g homogenatu. LepSich vysledkt
izolace RNA 1ze dosahnout s 60-70 mg vzorku. Mikrozkumavky je také
mozno pfedmrazit kratkym ponofenim do tekutého dusiku. Je velmi dulezité

nepfesahnout danou vahu, nebot u kolonkovych metod izolace nukleovych
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kyselin dochéazi v tomto pfipadé ke snizenému vytézku i kvality NA. Jakmile
jsou vzorky navazené, je opét nutno zabranit jejich rozmrazeni pfed
samotnou izolaci - vhodné je uchovani v tekutém dusiku nebo v mrazicim

boxu.

Protokol izolace RNA

Existuje nékolik zplsobti izolace RNA. V této metodice je uveden tzv.
kolonkovy zpusob izolace. Tato izolacni metoda je zalozena na zjiSténi, ze
nukleové kyseliny v pfitomnosti tzv. chaotropnich soli adheruji na silikatovy
povrch. Vyhodou metody zalozené na adsorpci na silikat je rychlost a
jednoduchost, proto jsou na ni zalozeny komeréni soupravy (kity) pro rutinni
extrakce RNA. Kity jsou optimalizovany pro pouziti na konkrétni typ a
mnozstvi vzorku a poskytuji standardizované vysledky. Snadnost pouziti kit
je dale zvySena tim, ze obvykle pouzivaji nastavce do mikrozkumavek,
obsahujici jemny filtr, ktery zadrzi silikatové castice. Zpracovani pak probiha
tak, Ze jsou roztoky promyvany pres kolonku (filtr se zachycenymi ¢asticemi).
Namisto tradi¢niho silikatu se u kita c¢asto vyuziva specialnich pryskyfic,
které maji rizné upravené slozeni pufrt tak, ze napf. preferuji pfi adsorpci

molekuly nukleové kyseliny uréitého velikostniho rozpéti.

Doporucuje se pouziti komeréni soupravy Spectrum™ Plant Total RNA Kit
(Sigma - kat.¢. STRN10, STRN50 a STRN250).

Protokol izolace RNA komercéni soupravou Spectrum™ Plant Total RNA

Kit (Sigma)

Lyzace

1. Pfedem si nachystat smeés lyzaéniho pufru s 2-mercaptoethanolem (na
kazdy vzorek je zapotiebi 500yl Lysis solution a 5 pl 2-ME)

2. Pfedem si nachystat rovnéz mikrozkumavky s kolonkou s modrym
krouzkem (Filtration column), s kolonkou s ¢ervenym krouzkem (Binding
column) a dalsi dvé mikrozkumavky bez kolonek.

3. Do homogenizovaného vzorku napipetovat 500 ul lyzaéniho roztoku

pfedem namichaného s 2-mercaptoethanolem a 2 minuty vortexovat.
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PfeciSténi-filtrace

4. VSechny vzorky vlozit do vodni lazné a inkubovat 5 min pfi 56 °C.
Centrifugovat v§e 3 min pfi 14000 RPM.

S. Prepipetovat supernatant na Filtration column (modry krouzek), zavrit a

centrifugovat 1 min pfi 14000 RPM.

Navazani RNA na kolonku

6. Kolonku zahodit a pripipetovat po 500 pl Binding solution, zvortexovat a
700 pl napipetovat na Binding column. To provést postupné se vSemi vzorky.
7. Poté kolonky centrifugovat 1 min pfi 14000 RPM. Vylit supernatant,
osusit Collection tube o filtracni papir, vratit do ni kolonku, napipetovat
zbytek smési a centrifugovat 1 min pfi 14000 RPM.

8. Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtra¢ni papir a vratit do ni

kolonku.

Promyti RNA na kolonce

9. Do kolonky napipetovat 500 pl Wash Solution 1 a centrifugovat 1 min pfi
14000 RPM.

10. Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtra¢ni papir a vratit do ni
kolonku.

11. Do kolonky napipetovat 500 pl Wash Solution 2 a centrifugovat 30 s pfi
14000 RPM.

12. Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtra¢ni papir a vratit do ni
kolonku.

13. Do kolonky znovu napipetovat 500 pl Wash Solution 2 a centrifugovat 30
s pfi 14000 RPM.

14. Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtracni papir a vratit do ni
kolonku.

15. Do kolonky znovu napipetovat 500 pl Wash Solution 2 a centrifugovat 30
s pfi 14000 RPM.

16. Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtracni papir a vratit do ni

kolonku.
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17. Do kolonky znovu napipetovat 500 pl Wash Solution 2 a centrifugovat 30
s pfi 14000 RPM.

Vyplachnuti RNA z kolonky

18. Prendat kolonku do nové mikrozkumavky a centrifugovat 1 min pfi
14000 RPM, aby se kolonka osusSila.

19. Poté kolonku vyjmout a vlozit opatrné do nové popsané 2 ml eppendorfky
(jsou v kitu). Do stfedu kolonky (pfimo na membranu) napipetovat 50 pl
Elution Solution, zavfit vicko a nechat stat 1 min pfi pokojové teploté.
Centrifugovat kolonku 1 min pfi 14000 RPM. Vyndat kolonku z eppendorfky
a zahodit ji.

20. Zmeérit koncentraci RNA.

21. Naredit vzorek pomoci autoklavované ddH20 na koncentraci 30 ng/pl.

Kvalitu izolované RNA méfime spektrofotometricky (NanoDrop2000,
ThermoScientific, USA). Mé&fi se pfi vlnovych délkach 260, 230 a 280 nm. To
umozni hodnoceni c¢istoty vzorku, ocekavané pomeéry jsou pro RNA 2,0.
Pomér absorbanci 260/280 mensi nez 1,75 svédéi pro obsah
kontaminujicich bilkovin. Absorbance pfi 230 nm znadéi necistoty, jako jsou
sacharidy, fenolické slouceniny nebo aromatické slozky. Pri vypoctu

koncentrace opticka hustota 1 odpovida pfiblizné 40 mg/1 pro RNA.
Syntéza cDNA (reverzni transkripce):

cDNA se syntetizuje za pouziti reverzni transkripce kit (Promega, USA).
Postup syntézy cDNA:

a) Do mikrozkumavky pfidat 1 pl RNA +10 ul ddH20 + 0,5 pg random

primer a nechat inkubovat po dobu 5 minut pfi 70°C.
b) Mikrozkumavky s reagenciemi okamzité zchladit do ledu

c) Pak pfidat 5 ul 5X M-MLV reakéni pufr + 25 U (jednotek) Recombinant
RNasin® Ribonuclease + 1,25 ul 10 mM smési dNTP + 200 U
(jednotek) M-MLV reverzni transkriptazy enzym a pridat do 25 ul
ddH20. Tato smés se inkubuje pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny.
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Reakce se zastavi zahfivanim na teplotu 70 °C po dobu 10 minut a

naslednym ochlazenim na ledu.

Amplifikace cDNA (samotna metoda PCR)

Amplifikace cDNA je provedena za pouziti DreamTaq Green PCR Master Mix

(2X) do firmy Termo Scientific (USA) nasledovneé:

a) Pripravit reakéni smeés (25 pl) do mikrozkumavky obsahujici - 20 ul

ddH20+ 12,5 pl DreamTaq Green PCR master mix 2X (slozeny z
DreamTaq™ DNA polymerase, DreamTaq Green buffer, MgCl a
dNTPs) + 0,6 ul primery WSMspeFw a WSMspeRv (z tabulky 3) + 1 ul
cDNA )

b) PCR podminky: pocateéni denaturace pfi 94 °C po dobu 5 minut,

nasleduje 30 amplifikaénich cyklt: 94 °C na 45 s; 66 °C na 30 s; a 72

°C na 1 min) a kone¢né prodlouzeni pfi 72 °C po dobu 10 min.

Elektroforézy a vizualizace amplifikovanych produktu PCR

a)

b)

Produkty PCR jsou separovany pomoci elektroforézy na 100 V (Volta) po

dobu 30 min. az 1 hod. v zavislosti na velikosti gelu.

Pripravi se 1,5 % agarézovy gel v 1X TAE pufru (40 mM Tris-acetate, 1
mM EDTA, pH ~8.3), ktery se rozpusti v mikrovinné troubé. Po mirném
vychladnuti se do roztoku gelu pridava SYBR® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, USA) (do 100 ul roztoku gelu 1 ul SYBR safe)

Takto pfipraveny roztok gelu s SYBR safe se prelije do elektroforetické
vanicky pro gely, kde je vlozen elektroforeticky hfeben pro vytvofeni

jamek na gelu.

Po ztuhnuti je gel premistén do elektroforetické vanicky obsahujici 1x
TAE pufr. K jednotlivym vzorkiim PCR produktt (6 ul) se pridava 1 ul 6x
DNA loadying dye (Termo Scientific, USA) a jsou nanaSeny do jamek
gelu. Pro urceni velikosti produktu se do kazdé jednotlivé jamky pfidava
2 ul 100 kb DNA ladder (marker) (Termo Scientific, USA). Takto

pfipravené vzorky jsou elektroforeticky separovany a nasledné
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vizualizovany na UV a hodnoceny pomoci dokumenta¢niho systému
GelDoc (Bio-rad, USA).

Tabulka 3: Primery pro detekci WSMV

Nazev . Nukleotidy Velikost
. Sekvence primeru (5'-3’) Citace
primera (nt) produktu (pb)

WSMspeFw GCCTCGACACGGGAGCTA’ 8397-8417 .
Gadiou et al.

358

WSMspeRv ACCCATCCAGGAAGCAAGG 8736-8754 2009

11. POSKOZENI POROSTU A VYNOSOVE ZTRATY ZPUSOBENE WSMV

Vyhodnoceni a uréeni miry poskozeni porostil napadenych virem WSMV je
velmi variabilni. Mira poSkozeni porostu zavisi na dobé, po kterou je dany
porost infekci vystaven. Obecné plati, Zze pokud k infekci porostu dojde brzy
po vzejiti ozimych obilnin (pSenice), ma to za nasledek obvykle vétsi
poskozeni porostu (Hunger et al.,, 1992). Mira napadeni rostlin v porostu
nemusi vzdy odpovidat vynosovym ztratam, nebot existuje variabilita v
kompenzacnich schopnostech jednotlivych odrad. Infekce WSMV ma rovnéz
za nasledek vyrazné snizeni kofenového vétveni a to az 50% redukci.
Redukce kofent vede ke snizeni pfijmu vody a zivin, coz negativné ovliviiuje
vynos. O to vice je pak dopad vyraznéjsi, je- li ro¢nik nebo stanovisté sussi.
WSMV (a zejména casna infekce) také zptisobuje mensi odnozovani a vyrazné
snizuje velikost a hmotnost zrna (Langham a Glover 2005; Lanoiselet et al.,
2008). Z CR ani z Evropy vS§ak nejsou znamé poznatky o vynosovych ztratach
zpusobenych WSMV.
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Obrazek 12: priznaky carkovité mozaiky a chlorotického Zloutnuti listd u
ozimé pSenice odriida Hymack (Blanensko, foto J. Kumar)



Obrazek 13: priznaky carkovité mozaiky a chlorotického Zloutnuti lista u
ozimé pSenice odridy Bodyc¢ek (Rakovnicko, foto J. Kumar)

12. REZISTENCE OBILNIN VUCI WSMV

Ochrana obilnin proti WSMV a jeho pfrenaSe¢i je omezena. Odolnost
hostitelské rostliny, ¢i zemédélské plodiny je nejefektivnéjs§i zpusob jak
dalSimu prenosu zabranit a snizit vynosové ztraty (Thomas et al., 2004,
Richardson et al., 2014). Doposud byly identifikovany 3 geny rezistence viic¢i
WSMV: Wsm1, Wsm2 a Wsm3. Tyto rezistentni geny byly introdukovany do
Slechténych linii pSenice. Nicméné, Wsml a Wsm2 jsou velmi citlivé na
prubéh teploty. (Seifers et al. 2013). Pouze gen Wsm3 se ukazal byt ucinny
pfi nartistu teplot (Fahim et al. 2012). Nejpouzivanéjsi gen rezistence, Wsm2,
byl Gispésné zaveden v nékolika odridach psSenice: u odriid RonL (Seifers et
al., 2006), Snowmass (Haley et al., 2011), Clara CL (Martin et al., 2014) a
Oakley CL (Zhang et al., 2015). VSechny uvedené odriady pochazi z Ameriky.
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V Evropé ani v Ceské republice nejsou znamy odrtidy pSenice ani jinych

druhti obilnin odolné viaci WSMV.

13. RIZIKOVE FAKTORY VYSKYTU VIRU CARKOVITE MOZAIKY
PSENICE

Mezi rizikové faktory vyskytu WSMV patfi charakter stanovisté, pribéh
pocasi, nespravna agrotechnika podporujici rozvoj populaci prenasecu a
rezervoart viru v oblastech intenzivniho péstovani obilnin (pfedevSim

pSenice).

Souhrn faktort ovlivaujicich vyskytu viru carkovité mozaiky pSenice lze

shrnout nasledovneé:

e Vydrol je vyznamnym zdrojem infekce, zGstava na poli nebo okolnich
pozemcich nez vyrostou nové vyseté ozimy. Pfi vysokych teplotach jsou
roztoCi aktivnéjsi a pfemistuji se z vydrolu a zeleného mostu na nové
vze§lé porosty a infikuji je virem. Cim dfive seté porosty, tim je vyssi
riziko napadeni virem.

e Nedostateéna ochrana travovitych plevelu v porostech obilnin
(zijmena ozimych) - jejich pfitomnost v porostu kulturnich plodin
zvySuje riziko abundance prenasSecl i zdroje viru, casto je zvySeny
vyskyt spojen s minimaliza¢nimi technologiemi

e Péstovani jafin v blizkosti infikovaného porostu ozimych obilnin

e Blizkost lesu nebo zalesnénych pasu vytvaii lepSi podminky pro
prenasece

e Vlhky a teply prubéh léta zajistuje lepsi zivotni podminky pro roztoce

e Teplé a suché pocasi na podzim vytvaii idealni podminky pro
reprodukci a Sifeni roztoCe a zaroven napomaha rozvoji choroby u
obilnin (pSenice)

e Mirné teploty brzy na jafe zvySuji aktivitu roztoCe na jarnich
obilninach a popfipadé muze dochazet k sekundarnim infekcim ozimu

(pSenice)
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14. OCHRANNA OPATRENiI VUCI WSMV

Ochrana plodin a zejména ozimych obilnin spoc¢iva predevs§im ve spravnych
agrotechnickych postupech, které minimalizuji aktivitu pfenaSecti a také
pocet infikovanych rostlin. Péstovani odolnych odrtid je opatfeni, které mtize
zamezit vynosovym ztratam. V CR (ani v Evropé) v§ak neni znama uroven
rezistence registrovanych odriid pS$enice ¢i jeCmene vGéEi této chorobé.

Agrotechnicka opatfreni zahrnuji:

e seti v pozdnich terminech, zdjmena v oblastech s vysokym infekénim

tlakem viréz

e Likvidace vydrolu v okoli pole nejméné 10 dni pfed setim ozimu pro
zamezeni aktivity prenasect
e Regulace travovitych pleveld u obilnin, jsou to hostitelé pro viru i

roztoce

e Omezeni minimalizaénich technologii pfi péstovani obilnin v oblastech

s CastéjSim vyskytem vira
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