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Anotace

Virus zloutenky vodnice, jako vyznamny patogen fepky, je na uzemi Ceské
republiky pomérné novym problémem. Infekce zpusobena timto virem je
vyznamnym, limitujicim faktorem pfi péstovani fepky ozimé. Poprvé byl jeho
vyskyt ve vétsi mife v porostu repky nalezen v roce 2016, kdy také doslo

k silnému prfemnozeni hlavniho prenasece — mSice broskvonoveé.

Tato metodika shrnuje soucasné poznatky o uvedené chorobé, zaméruje se na
popis, puvodce, symptomy, vyskyt, hostitelsky okruh, prenasece i na moznosti
ochrany. Soucasti metodiky jsou také diagnostické postupy pomoci
sérologické metody DAS — ELISA a molekularni metody RT — PCR. Metodika
muze slouzit Siroké zemeédélské verejnosti jako klic k urceni vyznamného
rfepkového patogenu i jako navod, jak minimalizovat negativni dopady virove

infekce repkového porostu.

Abstract

Turnip yellows virus as a significant pathogen of rapeseed is a relatively new
problem in the Czech Republic. The occurrence of the disease is a significant
limiting factor in the cultivation of winter rapeseed. The occurrence of turnip
yellows virus recorded in rapeseed to a greater extent for the first time in 2016,

when there was also a strong incidence of its main vector - the peach aphid.

This methodology summarizes the current knowledge about the disease,
focuses on the description, causal agent, symptoms, occurrence, host range,
vectors and protection options. The methodology also includes diagnostic
procedures using the serological method DAS - ELISA and the molecular
method RT - PCR. The methodology can serve in the general agricultural
communities as a key to identify the pathogen as well as a guide on how to

minimize the negative effects of viral infection of rapeseed.
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ciL METODIKY

Cilem metodiky je v ucelené formé predlozit zemédélské verejnosti i dalSim
odbornikiim na problematiku virovych chorob fepky, informace tykajici se
problematiky této choroby. Pozornost je vénovana jednak popisu této choroby,
priznakltim, hostitelskému okruhu, samotnym vektoriim, zptisobtim prenosu,
diagnostickym metodam, ale také moznostem ochrany. Z ochrannych opatreni
jsou zminény moznosti chemické i nechemické, mezi které se radi predevSim
optimalizace terminu seti, agrotechnicka opatfeni, vhodna skladba plodin a
volba odolnych odriad. Jednotliva opatfeni jsou navrhovana vzdy s cilem
dosazeni ekonomické rentability, zdravotni nezavadnosti a s cilem

minimalizace negativnich dopadu na Zivotni prostredi.

Tato metodika je urcena predevSim pro zemeédeélce a agronomy zabyvajici se

produkci ozimé fepky.



VLASTNi POPIS METODIKY

1. GvoD

Repka ozima je Ceské republice primérné péstovana na plose okolo 400 tisic
hektarti. Tato péstebni plocha je jiz po dlouha léta stabilni. Z hlediska
zastoupeni ve strukture péstovanych plodin zaujima druhé misto, hned po
pSenici ozimé. Z hlediska fazeni v osevnim postupu se jedna o vyhodnou
predplodinu pro obilniny. Rostliny fepky maji dlouhé, ktilovité kofeny. Témi
rostliny pronikaji do hlubsich vrstev pudniho profilu a vynasi na povrch ziviny,
které jsou pro bézné plodiny nedostupné. Mohutnym kulovitym kofenem

zajistuji biologickou melioraci ptidy a mobilizaci zivin a to hlavné fosforu.

Repku lze Gspé€sné péstovat od nizin az do nadmoiskych vysSek kolem 700 m.
S nartistem péstebnich ploch se fepka rozsifila do vSech vyrobnich oblasti CR,
presto vSak je hlavni oblast péstovani soustredéna do bramborarskych a

repafskych oblasti.

Z fytosanitarnich duvodu pro vyskyt celé fady chorob a sktidct neni vhodné
péstovat fepku po sobé. Soucasna praxe péstovani ekonomicky vyhodnych
plodin je vSak takova, ze je fepka do osevniho postupu fazena jednou za tfi
roky, a to jeSté nejcastéji po dvou osevech pSenice ozimé. Toto casté fazeni do
osevniho postupu ma za nasledek nartst vyskytu riznych skudcti a chorob,

vCetné virovych.

Repka olejka (Brassica napus L. subsp. napus) mtize byt s riiznou intenzitou
a Skodlivosti napadana 12 virovymi patogeny z rtiznych taxonomickych rodu.
Mezi ekonomicky nejvyznamnéjsi virus trepky vSak patfi virus Zzloutenky

vodnice (Turnip yellows virus, TuYV).

Od 1. prosince 2013 je zakazano insekticidni moreni osiva fepky. Insekticidni
mofeni osiva fepky pfipravky na bazi neonikotinoidi1 (klothianidin,
imidakloprid, thiamethoxam a beta — cyfluthrin) poskytovalo v dobé vzchazeni
porostli ochranu na nékolik tydnti. Spektrum ucinku bylo Siroké, mlady

porost byl chranén proti savému i zravému hmyzu. V souvislosti se zakazem
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insekticidniho mofeni osiva doslo k nartastu populaci mSice broskvonoveé,
ktera ma svij zivotni cyklus tizce spjat pravé s fepkou ozimou. Ta poskytuje
potravu msicim v dobé€, kdy jiz ostatni porosty jsou odrostlé a jako potrava pro
né nevhodné. V porostech repky se msSice broskvonova intenzivné mnozi,
formuji se jak partenogenetické, tak sexualni formy msSic a jsou poslednim

hostitelem pred naletem na broskvoné, kde samicky mSic kladou vajicka.

Sifeni mimo porosty fepek je nasledkem Sirokého okruhu hostitelt, ktery
zahrnuje velmi vysoky pocet plevelnych druht, ale také vSechny bézné
péstované druhy brukvovité zeleniny, horc¢ici, mak, fepu cukrovou, krmnou a

mak.

V roce 2016 doslo k silnému premnozeni mSice broskvonové. S timto
premnozenim také dosSlo k masivnimu Sifeni viru Zzloutenky vodnice v
porostech repky, ale i mimo né. Praveé v roce 2016 byly na fepce ozimé pri
obhlidkach porosti poprvé spatfeny neobvyklé pfiznaky. Vzorky z ruznych
oblasti byly dodany do diagnostickych laboratofi (i do VURV) a jiz tehdy byla
sérologickou metodou ELISA poprvé potvrzena nakaza virovou zloutenkou

vodnice.

Od této doby se laborator diagnostiky virovych patogenti ve Vyzkumném
ustavu rostlinné vyroby, v.v.i kazdoroéné zabyva detekci virovych infekci na
vzorcich fepek, ale také na nekulturnich hostitelich, protoze pochopeni vztahti
patogen — hostitel jsou pro pribéh onemocnéni a minimalizaci rizika infekce

zcela zasadni.

2. PUVOD A POPIS VIROVE ZLOUTENKY VODNICE

Virus zloutenky vodnice je patogen, zptsobujici chorobu — virovou zloutenku
vodnice. Je povazovan za nejvyznamnéjSiho patogena repky ozimé, ktery
zpusobuje vyrazna poskozeni a vynosové ztraty na produkci fepkového
semene. Drive byl virus Zloutenky vodnice ve vzorcich rostlin detekovan pod
nazvem virus zapadni zloutenky rfepy (BWYV — Beet western yellows virus).
Sekvence BWYV a TuYV nejsou identické. V pripadé TuYV se jedna o evropskeé

izolaty, které neinfikuji fepu.
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TuYV patfi do celedi Luteoviridae, rodu Polerovirus. Virus ma v genomu
jednovlakennou pozitivni RNA o délce 5.6-6 kb.

Genom viru obsahuje 6 ¢tecich ramct (ORF - open reading frames (ORFs),
pocitano od 0 do 5. Cteci ramce ORF 1 a ORF2 jsou tvofeny genomickou RNA
a &teci ramce ORF 3, 4 a 5 subgenomickou RNA. Cteci ramec ORF 0 koduje
PO protein zodpoveédny za symptomy a hostitelskou specifitu a funguje zaroven
jako umlcovaci supresor. Cteci ramce ORF1 a ORF2 koduji protein souvisejici
s replikaci. Obalovy protein (coat protein), ktery je na povrchu viru, jehoz
hlavni tlohou je ochrana virové castice pred degradaci, je kodovany tretim
ctecim ramcem — ORF3. ORF 3 je také zodpoveédny za infekci, systémové Sifeni
a pohyb virovych c¢astic floémem na dlouhé vzdalenosti. Protein hraje klicovou
roli pfi navazani viru na vektora a pfi interakci bunécnych receptora. P3 je
charakteristicky pro cely rod Polerovirus (90 % identity celého rodu), zmény v
jeho sekvenci mohou vyvolat dekapsulaci, ktera mtize byt pro virus fatalni.
Ramec ORF 5, vyjadfeny jako read-through (RT) protein, hraje klicovou roli v
prenosu msicemi a je zasadni pfi pohybu viru na dlouhé vzdalenosti. Ostatni
zastupci rodu Polerovirus obsahuji jeSté gen P6, jeho funkce je zatim neznama,

ale u viru zloutenky vodnice identifikovan nebyl.

3 PRENOS VIRU ZLOUTENKY VODNICE

Virus zloutenky vodnice je prenasen mnoha druhy msSic, hlavnim vektorem
vSak je msSice broskvonova. V tabulce ¢. 1 je uveden seznam potencialnich
vektoru viru zloutenky vodnice. Zpusob pfenosu viru zloutenky vodnice je
cirkulativné perzistentni a nepropagativni. DalSi zpusoby pfrenosu virové
zloutenky vodnice a to at uz prenos mechanicky nebo prenos osivem

zaznamenan nebyl.

Tabulka ¢. 1: potencialni pfenaSeci viru Zloutenky vodnice

cesky nazev védecky nazev
kyjatka hrachova Acyrthosiphon pisum
mSice bavlnikova Aphis gosypii
mSice sklenikova Aulacorthum circumflexum
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msSice bramborova

msSice chiestova

Aulacorthum solani

msSice zelna

Brachycorynella asparagi

Brevicoryne brassicae

msSice brslicova

Cavariella aegopodii

kyjatka chryzantémova

Macrosiphoniella sanborni

kyjatka vl¢incova

Macrosiphum albifrons

kyjatka zahradni

Macrosiphum euphorbiae

mSice tabakova

Myzus nicotinae

msSice broskvonova

Myzus persicae

msSice meruzalkova

Nasonovia ribisnigri

msSice jahodnikova Pentatrichopus fragaefolii

mSice kukufi¢na Rhopalosiphum Maidis

mSice stfemchova Rhopalosiphum padi
kyjatka osenni

Sitobion avenae

Obrazek 1: mSice zelna je také vektorem viru zloutenky vodnice
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Obrazek 2: kolonie mSice broskvonové na spodni strané listi fepky ozimé

Vyznamnym vektorem je také mSice zelna (Brevicoryne brassicae) a to zejména
proto, ze je jeji zivotni cyklus s brukvovitymi rostlinami tizce spjat. Narozdil
od msSice broskvonové (teplotni optimum 20 °C) ma msSice zelna vyssi teplotni
optimum a teploty, které prevysuji hranici 30 °C, stimuluji intenzivni mnozeni

a tedy i zvySenou intenzitu pfenosu viru.

3.1 MSICE BROSKVONOVA JAKO HLAVNI VEKTOR VIRU ZLOUTENKY
VODNICE

Msice broskvonova - Myzus persicae ma mezi mSicemi vyjimecné postaveni.
Je schopna sat a zivit se na Sirokém rozsahu hostitelskych rostlin, ktery
zahrnuje druhy v priblizné 40 rostlinnych ¢eledich, zejména pak Brassicaceae,
Solanaceae a Asteraceae. Zivotni cyklus se znacné liS§i v zavislosti na
pfitomnosti chladnych zim. Vyvoj muze byt rychly, ¢asto 10 az 12 dni pro

uplnou generaci a s vice nez 20 generacemi v mirném podnebi. Vyvoj
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zakladatelek (prvni partenogenetické populace) zacina brzy na jatre, poté co
zimni hostitel — broskvoné pfekona dormantni obdobi a zaéne rtist. Vyvojovymi
stadii mSice broskvonové jsou vajicka, larvy (nymfy) a dospélci. Mortalita
vajicek M. persicae je pomérné vysoka. Nymfy, které se lihnou z vajicek, jsou
zpocatku nazelenalé, ale velmi rychle zloutnou a za¢nou se vyrazné podobat
dospélctim. Dospélci mohou byt okfidleni nebo bezkridli. To, zda jsou dospélci
s kfidly nebo bezkridli je zavislé na kvalité rostlinného materialu. Okridlené

formy maji usnadnény pohyb v porostu nebo pfi pfesunu na nové lokality.

Obrazek 3: kolonie msSice broskvonové na spodni strané listu repky ozimé

3.1.1. Vyvoj msSice broskvonové

Msice broskvonova muze mit holocyklicky nebo anholocyklicky vyvoj.
Anholocyklické populace zahrnuji pouze samice s partenogenetickym
rozmnozovanim. Repka ozima je vyznamnym hostitelem pro anholocyklicky i

holocyklicky vyvoj. V anholocyklickém vyvoji je vyuzivana jako zimni hostitel,
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kde ve stadiu dospélce jedinci pfezimuji. Pfi holocyklickém vyvoji je fepka

ozima posledni rostlinou pfed nakladenim vajic¢ek do kliry broskvoni.

Holocyklické populace M. persicae se vytvari na podzim, hlavné v reakci na
rostouci délku noci spolecné se snizujici se kvalitou rostlinného materialu.
V navaznosti na tyto podminky jsou produkovany smiSené populace samecku
a samicek, ktefi se mnozi generativné. Okridlené samice se nasledné
presouvaji z letnich hostiteld za ucelem nalezeni broskvoni. Na nich pak
kladou do ktry vajicka, ktera jsou tolerantnéjsi k nizkym teplotam nez ostatni

formy vznikajici v priibéhu vegetace.

Obrazek 4: mSice broskonova pod stereomikroskopem

Prezimuyjici aktivni stadia (anholocyklické populace) maji zménénou toleranci
k chladu - 1épe prezivaji mrazové teploty a v porovnani s jedinci vylihnutymi z

prezimujicich vajicek jsou schopni se reprodukovat i pfi nizSich teplotach.

V otazce pfezimovani jedinci mSice broskvoniové na tzemi Ceské republiky
existuji mezi entomology rozdilné nazory. Prof. Kocourek z VURV (astni
sdéleni) se hledani anholocyklickych populaci vénoval celou rfadu let, nikdy
vSak prezimujici dospélce na tizemi Ceské republiky nenasel. Ale podle udajta

z Aphid bulletinu (monitoring letové aktivity msSic, UKZUZ) dochazi v
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poslednich letech k poklesu odchytu sameckt v sacich pastech a to je jednim

z ukazatelt formovani anholocyklie.

Holocyklicky vyvoj msice broskvonove

|

Zimni hostitel - Prunes

L & - |

podpimni hostitel - fepka, nékters mepipladiny,
plevele, partenogene ze | pohlavid mnoleni

' letni hostitel - brambavy, fepa, rajiéatn
plevding partenogenetické maodeni

Obrazek 5: Holocyklicky vyvoj zahrnujici prvni 3 populace na zimnim hostiteli
a nasledné prelety na letni hostitele (cukrova fepa, brambory, zelinarské
porosty) a nasledny prelet na podzimniho hostitele - fepku ozimou. Se
zkracujici se casti dne, poklesem teplot a zhorSujici se kvalitou rostlinné
potravy se zacinaji formovat samci populace a pred nastupem zimy prelétaji

smiSené populace na broskvoné, kde kladou do ktiry broskvoni vajicka

4. HOSTITELE VIRU ZLOUTENKY VODNICE

Virus zloutenky vodnice ma velmi Siroky okruh hostitelskych rostlin mezi
dvoudéloznymi druhy svice nez 100 botanickymi druhy a 21 rody

dvoudéloznych rostlin. Zahrnuje mnoho botanickych celedi, rostliny

brukvovité - Brassicaceae, merlikovité - Chenopodiaceae, bobovité -
Fabaceae, hvézdnicovité - Asteraceae, tykvovité - Cucurbitaceae,
hluchavkovité — Lamiaceae, zemédymovité - Fumariaceae, makovité -

Papaveraceae, koptivovité — Urticaceae, violkovité — Violaceae a dalsi.
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Béznymi hostiteli jsou zastupci polnich plodin jako fepka ozima i jarni, hotcice
bila, hofcCice cerna, horcCice sareptska, pohanka i mak polni. Seznam
experimentalné inokulovanych polnich plodin a rtznych druht zeleniny je
uveden v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2: Experimentalni inokulace polnich plodin

celed cesky nazev védecky nazev Citace
Greichen et
hofcice sareptska Brassica juncea Rabenstein, 1996
Brasica napus ssp. Stevens et al.,
fepka olejka napus 1994
Brassica napus ssp. Greichen et
tufin rapifera Rabenstein, 1996
Brassica oleraceae var. Stevens et al.,
kaderavek acephala 1994
Brassica oleraceae var. Greichen et
¢inské zeli alboglabra Rabenstein, 1996
Brassica oleraceae var. Stevens et al.,
kvétak botrytis 1994
Brassica oleraceae var. Stevens et al.,
zeli capitata 1994
Brassica oleraceae var. Stevens et al.,
ruzickova kapusta gemmifera 1994
Brassica oleraceae var. Greichen et
kedlubna gongylodes Rabenstein, 1996
Brassica oleraceae var. Stevens et al.,
brokolice italica 1994
Brassica oleraceae var.
hlavkova kapusta sabauda
Brassica rapa ssp.
pak choi chinensis
Brassica rapa ssp.
tat soi narinosa
Brassica rapa ssp. Greichen et
Brassicaceae fepice olejna oleifera Rabenstein, 1996
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choi sum

Brassica rapa ssp.

parachinensis

pekingské zeli

Brassica rapa ssp.

pekinensis

Brassica rapa ssp.

komatsuna perviridis
Brassica rapa ssp.
vodnice rapifera

rericha seta

Lepidium sativum

redkev seta cerna

Raphanus sativus var.

niger

rfedkev seta olejna

Raphanus sativus var.

oleiformis

redkvicka

Raphanus sativus var.

sativus

hofcice bila

Sinapis alba

Chenopodiaceae Spenat sety Spinacea oleraceae
Walkey et Pink,
Asteraceae locika seta (salat) Lactuca sativa 1990
cizrna Cicer arietinum
lupina bila Lupinus albus Greichen et
hrach sety Pisum sativum Rabenstein, 1996
Fabaceae bob obecny Vicia faba

Studiu a detekci planych a plevelnych rezervoart viru Zloutenky vodnice byla

v predchozich pracich vénovana velka pozornost.

detekovanych druht je uveden v tabulce ¢islo 3.

Rozsahly prehled

Tabulka ¢. 3: pfirozeni hostitelé viru Zloutenky vodnice

celed cesky nazev védecky nazev citace
rmen smrduty | Anthemis cotula
pchac obecny Cirsium arvense Hampton et al., 1998
Asteraceae - rebricek obecny | Achillea millefolium |Polak et Majkova, 1992
hvézdnicovité Turanka Conyza spp. Coutts et al., 2006
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pampeliSka Taraxacum

léekarska officinalis Polak et Majkowa, 1992
ostalka Zinia peruviana

kopretina Chrysanthemum Graichen et Rabenstein,
osenni segetum 1996

starcek obecny

Senecio vulgaris

Hampton et al., 1998,
Stevens et al., 1994

hefmankovec Matricaria
nevonny perforata Polak et Majkowa, 1992
Graichen et Rabenstein,
Arabidopsis 1996, Hampton et al.,
husenicek rolni | thaliana 1998

kokoska

pastusi tobolka

Capsella bursa -

pastoris

Hampton et al., 1998

Inicka seta

Camelina sativa

reficha

chlumni

Lepidium

campestre

feficha rumni

Lepidium ruderale

Graichen et Rabenstein,

1996

Shahraeen, 2012,

Raphanus Stevens et al., 1994,
redkev ohnice | raphanistrum Coutts et al., 2006
vesnovka
obecna Cardaria draba Polak et Majkowa, 1992
Brassicaceae - | penizek rolni Thlaspi arvense Graichen et Rabenstein,
brukvovité hotc¢ice rolni Sinapis arvensis 1996
ptacinec Timmerman et al., 1985,
Caryophylaceae - | prostfedni Stellaria media Stevens et al., 1994
hvozdikovité kolenec rolni Spergula arvensis |Stevens et al., 1994
Cucurbitaceae -
tykvovité meloun vodni | Citrulus lanatus Coutts et al., 2006
Fumariaceae - |zemédym
zemeédymovité |lékarsky Fumaria officinalis
Hydrophyllaceae - | svazenka Phacelia Graichen et Rabenstein,
struzkovcovité |vraticolista tanacetifolia 1996
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hluchavka Lamium
objimava amplexicaule
Lamiaceae - hluchavka
hluchavkovité |nachova Lamium purpureum | Stevens et al., 1994
Convolvulaceae -
svlaccovité povijnice Ipomea pandurata |Timmerman et al., 1985
laskavec Amaranthus
zmindovity blitoides Hampton et al., 1998
Timmerman et al., 1985;
laskavec Amaranthus Graichen et Rabenstein,
ohnuty retroflexus 1996
Amaranthaceae - |laskavec Amaranthus
laskavcovité povellav powelii Hampton et al., 1998
Portulacaceae —
Sruchovité Srucha zelna Portulaca oleraceae | Timmerman et al., 1985
rdesno Polygonum
pensylvanské | pensylvanicum Timmerman et al., 1985
Polygonaceae - Fagopyrum Graichen et Rabenstein,
rdesnovité opletka obecna | convolvulus 1996
kakost Geranium
dlanitose¢ny dissectum
Geraniaceae - |pumpava Erodium
kakostovité obecna circutarium
Trifolium
jetel podzemni | subterraneum Hampton et al., 1998
vIl¢i bob Lupinus luteus
Trifolium Graichen et Rabenstein,
Fabaceae - jetel zvraceny resupinatum 1996
bobovité jetel luéni Trifolium pratense |Hampton et al., 1998
lebeda
rozkladita Atriplex patula Stevens et al., 1994
Chenopodiaceae - Chenopodium
merlikovité merlik bily album Moreno et al., 2004
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Violaceae -
violkovité violka rolni Viola arvensis
Urticaceae - kopriva
kopftivovité zahavka Urtica urens
Primulaceae - drchnicka
prvosenkovité | rolni Anagalis arvensis
Papaveraceae -
makovité mak vléi Papaver rhoeas Stevens et al., 1994
Boraginaceae - | kostival Symphytum
brutnakovité léekarsky officinale
Plantaginaceae - |rozrazil
jitrocelovité brectanolisty Veronica hederifolia | Polak et Majkova, 1992
Polemoniaceae - |nema Cesky Navarretia
jirnicovité nazev squarrosa
Solanaceae -
lilkovité lilek cerny Solanum nigrum Coutts et al., 2006

5. PRIZNAKY VIROVE ZLOUTENKY VODNICE

Symptomy infekce TuYV nejsou casto jednoznacné a mnohdy byvaji
zameénovany s nedostatecnosti ve vyzivé porostu anebo jsou pri¢itany riznym
fyziologickym porucham. Hlavnimi pfiznaky jsou vSak rastové zakrslosti,
cervenani starSich listt, antokyanové zbarveni na bazi listové ruzice, na
okrajich listt, ale i na celé ploSe list, rtizné nekrozy na listech, listové
mozaiky, vybéleni Zilek, pokrouceni listl, opozdéné nakvétani, nedostatecné
vyvinuté kvéty ¢i jejich nizs§i nasada a s tim spojeny nizsi pocet Sesuli a odliSny
pocet semen oproti viruprostym rostlinam. Na projevy a dopady infekce virem

TuYV ma vliv cela fada faktort.

Vyznamnym faktorem v symptomatickych projevech je konkrétni druh
hostitelské rostliny, protoze kazda rostlina na infekci TuYV reaguje jinak.
Napriklad starsi listy u kokosSky pastusi tobolky jsou celé Zlute, zatimco u
zdrojovky (Montia perfoliata) jsou cervené. Vyrazné priznaky infekce vykazuji

nékteré brukvovité plevele jako napfiklad horcice rolni a redkev ohnice.
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Naopak priznaky infekce jsou témér neznatelné u prySce kolovratce, nebo
mléce. V Ceské republice nejsou doposud zpracované udaje o dopadech
infekce, protoze se na nasem uzemi jedna o pomérné€ novy problém. Poprvé
byly porosty repky s neobvyklymi symptomy zaznamenany na podzim roku
2016.

Obrazek 6: projevy infekce TuYV u penizku rolniku jsou patrné na starSich

listech

NGyt

Sy AN
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Obrazek 7: priznaky zloutenky vodnice na listech fepky v jarnim obdobi
Ackoliv jsou priznaky infekce virovou zloutenkou vodnice variabilni, mezi

hlavni priznaky patfi mozaikové symptomy, zloutnuti list1, Cervenani listt1 na

bazi listové rtzice, mezizilkové zloutnuti a Cervenani.

6. POSKOZENi POROSTU A VYNOSOVE ZTRATY ZPUSOBENE TuYV

Mira poskozeni porosti vlivem infekce TuYV je velmi variabilni. Zavaznost
poskozeni porostu zavisi na dobé, kdy k samotné infekci dojde. Obecné plati,
ze pokud je porost infikovan brzy po vzejiti, dopady infekce jsou vétsi. V Ceské
republice nejsou doposud zpracované uidaje o dopadech infekce, protoze se na
naSem Uzemi jedna o pomérné novy problém. Poprvé byly porosty repky

s neobvyklymi symptomy zaznamenany na podzim roku 2016.

V okolnich zemich jsou vSak s infekcemi virovou zloutenkou vodnice vétsi

zkuSenosti. V Némecku bylo béhem experimentu zjiSténo, ze infikované
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rostliny meély vynos semene nizsi v rozmezi 12-34 % oproti neinfikovanym
rostlinam. V Australii jsou dopady infekce TuYV mnohem zavaznéjsi. Jones et
al. (2007) uvadi, ze virus byl zjiStén na 97 % péstovanych ploch a ztraty na
vynosu dosahovaly az 46 %. Zavazné ztraty na produkci repkového semene
v Australii jsou pripisovany nékolika faktoriim. Vlivem infekce maji SeSule
méné semen a jsou dale snizené kvalitativni aspekty produkce. Repkové
semeno ma o 3 % nizsi olejnatost a vysSsi obsah kyseliny erukové, coz hodnotu
semene snizuje. Smith et Hinckes (1985) uvadéji vysledky nadobového pokusu
s infekci TuYV. Pokus, kde byly vSechny rostliny infikovany (100% infekce)
byly porovnavany s pokusem, kde bylo infikovano 18 % rostlin. Rostliny se
100% infekénim pomérem meély o 10 % méné semen, o 13,4 % nizsi olejnatost
a snizeni vynosu se v propoc¢tu na hektar rovnalo propadu 0,3 tuny.

Mira napadeni rostlin v porostu vSak nemusi vzdy odpovidat vynosovym

ztratam, nebot existuje variabilita v kompenzacnich schopnostech

jednotlivych odrud.

Obrazek 9: rozdily v rustu u nachylné odrudy k TuYV, vlevo infikovana

varianta, vpravo kontrola.

7. ODRUDOVA ODOLNOST A REZISTENCE VUCI TuYV

Mezi jednotlivymi odrudami fepky existuje pomeérné velka variabilita

v projevech a dopadech infekce virem zloutenky vodnice. Odradové zkouSeni
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v§ak neni primarné zaméfeno na odolnost vi¢i tomuto viru. Do urcité miry
jsou symptomy infekce TuYV hodnoceny, ale jednotlivé infekce probihaji zcela
prirozené - naletem msSic. Inokulace TuYV neni tedy 100%, a pro vSechny

odridy neprobéhne ve stejny c¢as.

Ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. se v ramci vyzkumu virovych
chorob repky zamérujeme mimo jiné také na testovani odolnosti jednotlivych
odrad vuéi TuYV. Vyzkum byl nedavno zahajen a nyni mame k dispozici
vysledky z prvniho hodnoceni. Do prvotniho testovani bylo zafazeno 13 odrad,
které jsou v Seznamu doporuéenym odrid pro Ceskou republiku. Tyto odriidy
byly ve stadiu 3-4 pravych listti uméle inokulovany vironosnymi msSicemi, po
tydnu byly rostliny insekticidné oSetreny a dale v pravidelnych rozestupech
sledovany a hodnoceny. Pro fenotypové hodnoceni bylo vyuzito vizualni
hodnoceni, které se pouziva i v odrudovych pokusech pro SDO: 9 = zcela

neposkozeno, 1= vysoce poskozeno.

Mezi jednotlivymi odrudami jsou velké rozdily v symptomatickych projevech.
Dale byly z jednotlivych odriid odebrany listy pro analyzu titru TuYV. Prvni
vysledky dopadly velmi dobfe. U genotypového i fenotypového hodnoceni bylo
dosazeno shody a v pfipadé 2 vysoce fenotypové odolnych odrud doSlo také
k urceni nejnizSiho titru viru. Na osivarském trhu jsou k dispozici také
rezistentni odriidy (obsahujici gen rezistence R54), a to napfiklad Temptation

(Rapool), Angelica (Saatbau) a Aniston (BOR).
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Obrazek 10: odriida Sidney v jarovizac¢ni komofte, vlevo infikovana varianta,

vpravo kontrolni varianta
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Obrazek 11: porovnani jednotlivych variant mezi nachylnou a odolnou
odriidou. Vlevo odrtida nachylna k TuYV, dole neinfikovana kontrola. Snimek

vpravo odruda s odolnosti via¢i TuYV



Obrazek 12: nachylna odrida fepky ozimé inokulovana TuYV (nahofe) a

neoSetrena kontrola (dole)
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Obrazek 13: Odrudovy sklenikovy pokus provadény ve Vyzkumném ustavu

rostlinné vyroby, v.v.i.

Obrazek 14: izolat TuYV s msSici broskvonovou pro naslednou inokulaci,

rostliny jsou drzeny pod izola¢nim sitovym krytem
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8. VYSKYT VIRU ZLOUTENKY VODNICE V CESKE REPUBLICE

Vzhledem k rozsahu péstovani repky ozimeé jako hlavniho hostitele viru napric¢
peéstitelskymi oblastmi se vyskyt viru neda ohranicit. V ramci monitoringu
byly detekovany pozitivni nalezy z Ceskomoravské vysociny, jiznich Cech,
okolo Karlovarska, Pribramska, Pisecka, Kladenska, Mélnicka dokonce mame
nékolik vzorku ze Slovenska. Virus zloutenky vodnice je kosmopolitni do té

miry, do které je kosmopolitni jeho hlavni vektor — mSice broskvonova.

Lze vSak s pomérné vysokou spolehlivosti tvrdit, Ze jarni infekce ozimé repky
mSici broskvonovou v podminkach holocyklického vyvoje je

nepravdépodobna.

Brukvovité porosty jafin pfesto mohou byt virem zloutenky vodnice
infikovany. Béhem monitoringu virovych chorob fepky, provadéném ve
Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v.v.i., bylo na pfritomnost viru testovano
nékolik vzorktl hofcice bilé, seté na jare jako hlavni plodina. U stejného
porostu byla pritomnost TuYV potvrzena také u pleveltt: uhorniku
mnohodilného a penizku rolniho. Infekci téchto jarnich porostu s nejvétsi
pravdépodobnosti zajiStuje jiny pfenasec, protoze msice broskvonova v dobé
vzchazeni a raného vyvoje jarnich brukvovitych rostlin tvofi jesSte

partenogenetické populace na broskvonich.

Spolecné s hoicici jsou virovou infekci ohrozeny také porosty jarnich fepek,

ale vyméra jejiho péstovani je v Ceské republice nizka (cca 10 tis. ha).

9. DIAGNOSTIKA VIRU ZLOUTENKY VODNICE

9.1 DETEKCE ZLOUTENKY VODNICE POMOCI DAS-ELISA

Pro detekci viru zloutenky vodnice je vyuzivan systém DAS — ELISA (Double
Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent Asssay). V laboratofi
VURV se pro detekci TuYV pouZivaji kity od firmy SEDIAG (uréené pro detekci

TuYV/BWYV - viru zapadni zloutenky fepy: Beet western yellows virus).
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Soucasti sérologického kitu jsou nasledujici pufry:

Potahovaci pufr: pH 9,6
V 1000 ml rozpustit 1,59 g NaxCO3z + 2,93 g NaHCO3 +0,2 g NaN3 + 5 mg

Bromocresol purpure
Promyvaci pufr: pH 7,4
Do 1000 ml pufru PBS pridat 0,5 ml Tween20

Extrakcéni pufr: pH 7,3
V 1000 ml pufru PBS 1X se rozpusti 10 g PVP (MW 10000-40000) a 0,5 ml
Tween 20)

Konjugaéni pufr: pH 7,4

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

PBS pufr: pH 7,4

V 1000 ml destilované vody rozpustit 8 g NaCl + 2,9 g NaoHPO4.12H>0 + 0,2
g KH2PO4+ 0,2 g KC1 + 0,2 g NaN3

Substratovy (pNPP) pufr: pH 9,8

V 1000 ml destilované vody rozpustit 97 ml roztok Diethanolamine a 0,2 g
NaN3

Pracovni postup zahrnuje nasledujici kroky:

1. Potahové protilatky rozpustit v potahovacim pufru podle navodu vyrobce
kitu. Promichat a nanést 100 ul do kazdé jamky. Inkubovat 2 hod pti 37 °C.
2. Desky trikrat promyt promyvacim pufrem.

3. Homogenizovat 1 g vzorku v 10 ml extrakéniho pufru. Nanést 100 ul do
kazdé jamky. Inkubovat po dobu 16 hod (pfes noc) pti 4°C.

4. Desky trikrat promyt promyvacim pufrem.

5. Naredit konjugat protilatek s alkalickou fosfatazou v konjugacnim pufru dle
navodu vyrobce.

6. Desky trikrat promyt promyvacim pufrem.

7. Rozpustit 1 mg pNPP/1 ml substratového pufru tésné pred pouzitim.
Promichat a nanést 100 ul do kazdé jamky. Inkubovat pri teploté 37 °C ve tmé,
kde dochazi ke zbarveni obsahu jamky v dusledku reakce enzym (komplex

protilatek s fosfatazou) - substrat.
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Vyhodnoceni vysledku sérologické metody ELISA

Hodnoceni vysledkti se provadi meéfenim absorbance vzorku (intenzity
zbarveni) na spektrofotometru (TECAN) pfi vinoveé délce 450 nm (1 a 2 hodiny
od naneseni substratu). Nameérena hodnota absorbance v jamkach s
kontrolnim sérem (dodanym vyrobcem kitu) pro pozitivni a negativni kontrolu
vymezuje rozhrani negativity a pozitivity. Hodnoceni vysledkti analyzy se
provadi na zakladé vypoctu hrani¢ni hodnoty absorbanci negativnich kontrol.
Nejprve se vypocita prumérna absorbance negativni kontroly (X) a jeji
smeérodatna odchylka (s). Pro stanoveni pozitivniho vzorku je potfeba vypocitat
prahovou hodnotu negativni kontroly (vzorku) (Ap) a to vzorcem: Ap=X + 3 x
s.

Absorbance vzorku, ktera je nizsi, nez je hodnota Ap se povazuje za negativni.
Absorbance vzorku, ktera je vySsi nez Ap a nizsi nez jeji priblizny dvojnasobek
se povazuje za sporny vysledek. Vzorky majici hodnotu absorbance priblizné

dvakrat vyssi nez je hodnota Ap jsou hodnoceny jako pozitivni.

9.2 DETEKCE VIRU ZLOUTENKY VODNICE POMOCI RT-PCR

Vzhledem k tomu, ze virus zloutenky vodnice je RNA virus, je pro detekci
pfitomnosti viru v rostlinnych vzorcich nutné pouzit RT- PCR. Detekce TuYV
probiha v nékolika navzajem navazujicich krocich, jakymi jsou izolace celkové
RNA, syntéza cDNA (reverzni transkripce), amplifikace cDNA (PCR),
elektroforeticka separace amplifikovanych PCR produktd a vizualizace

amplifikovanych produkttt PCR (barvenim Syber Green).

9.2.1 Homogenizace vzorku

Pro izolaci RNA je potteba 0,1 g rostlinného pletiva. Vzorky se homogenizuji v
tekutém dusiku. U vzorkd uchovavanych pfi -80 °C je potfeba dbat na to, aby
nedosSlo k jejich rozmrazeni. Mikrozkumavky je také mozno predmrazit
kratkym ponofenim do tekutého dusiku. Je velmi dulezité nepfesahnout

danou hmotnost pletiva, nebot u kolonkovych metod izolace nukleovych
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kyselin dochazi v tomto pripadé ke snizenému vytézku i kvality nukleovych

kyselin.

9.2.2 Izolace celkové RNA

Existuje nékolik zptisobul izolace RNA. V laboratofi VURV, v.v.i. se RNA ze
vzorku fepky izoluje 2 zpusoby: tzv. kolonkovym zplisobem izolace a pomoci

RNA Blue.
. Izolace RNA kolonkovym zpusobem

Tato izolacni metoda je zalozena na principu, ze nukleové kyseliny v
pfitomnosti tzv. chaotropnich soli prilnou k silikatovému povrchu. Vyhodou
metody zalozené na adsorpci na silikat je rychlost a jednoduchost, proto jsou
na ni zalozeny komercni 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 kitl casto vyuziva specialnich pryskyfic, které maji ruzné
upravené slozeni pufri tak, ze napt. preferuji pfi adsorpci molekuly nukleové

kyseliny urcitého velikostniho rozpéti.

Celkova RNA byla izolovana komercéni soupravou Spectrum™ Plant Total RNA

Kit od firmy Sigma. Protokol izolace RNA zahrnuje nékolik navazujicich kroku:

Lyzace:

1. Predem si nachystat smés lyzacniho pufru s 2 -mercaptoetanolem (na kazdy

vzorek je zapotrebi SO0 pl Lysis solution a 5 pl 2-ME)

2. Pfedem si nachystat mikrozkumavky s kolonkou s modrym krouzkem
(Filtration column), s kolonkou s cervenym krouzkem (Binding column) a dalsi

dvé mikrozkumavky bez kolonek.
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3. Do homogenizovaného vzorku (0,1 g) napipetovat 500 pl lyzacniho roztoku

pfedem namichaného s 2-mercaptoethanolem a 2 minuty vortexovat.

Precisténi-filtrace:

4. vzorky vlozit do vodni lazné a inkubovat 5 min pfi 56 °C. Centrifugovat 3
minuty pfi 14000 rpm.
5. Prepipetovat supernatant na Filtration column (modry krouzek), zavrit a

centrifugovat 1 min pfi 14000 rpm.

Navazani RNA na kolonku:

6. Kolonku odstranit a pripipetovat po S00 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 g. Vylit supernatant, osusit
Collection tube o filtrac¢ni papir, vratit do ni kolonku, napipetovat zbytek smeési
a centrifugovat 1 min pri 14000 rpm.

8. Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtracni 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.

Posledni dva kroky se dvakrat opakuji.

13. Do kolonky znovu napipetovat S00 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 pti 14000

rpm, aby se kolonka vysusila.
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19. Poté kolonku vyjmout a vlozit opatrné do nové popsané 2 ml
mikrozkumavky (v kitu). Do stfedu kolonky (pfimo na membranu) napipetovat
50 pl Elution Solution, zavrit vicko a nechat stat 1 min pfi pokojové teploté.
Centrifugovat kolonku 1 min pfi 14000 rpm. Vyndat kolonku =z
mikrozkumavky a zahodit ji.

20. Zmérit koncentraci RNA.

. Izolace RNA pomoci RNA Blue (Top - Bio)

Pozadované reagens:

chloroform

isopropylalkohol

voda, zbavena RNaz

75% ethanol ve vodé, bez RNaz

Homogenizace bunék a fazova separace: k 100 mg rostlinného homogenatu je

pfidano 1 ml RNA Blue. Inkubace probiha 5 min pfi pokojové teploté, aby
doslo ke kompletnimu rozvolnéni nukleoproteinového komplexu. K
inkubovanému homogenatu se prfida 0,2 ml chloroformu, zkumavka se
uzavie, 15 sek. tfepe na tfepacce a inkubuje 15 min. pfi pokojové teploté.
Poté je vzorek centrifugovan pfi 12 000 rpm, 10 min, 4°C. Po centrifugaci je
vzorek separovan na horni bezbarvou vodni fazi, interfazi a modrou
organickou fazi. RNA se nachazi vyhradné ve vodni fazi, ktera predstavuje asi
60 % objemu RNA Blue reagens pouzitého pro homogenizaci.

Precipitace RNA: vodni faze je prenesena do nové zkumavky a RNA je

precipitovana pridanim isopropylalkoholu (0,5 ml na 1 ml RNA Blue pouzitého
pro homogenizaci). Vzorek je inkubovan 10 min pfi pokojové teploté a poté
centrifugovan pfi 12 000 rpm, 8 min, 4°C. RNA se nachazi na dné a po

stranach zkumavky.
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Obrazek 15: pelet RNA pfi izolaci pomoci RNAblue

Promyvani: po odstranéni supernatantu se k sedimentu RNA prida 1 ml 75%
etanolu, dikladné se protfepe a RNA sedimentuje centrifugaci (7 500 rpm) 5
min pfi 4 — 25 °C. Pokud ma pelet tendenci plavat, centrifuguje se na vyssi
otacky (12 000 rpm)

Rozpusténi RNA: po odstranéni supernatantu se vzorek vysusi na vzduchu

5 - 10 min. Dulezité je, aby nedosSlo k pfesusSeni vzorku, které by snizilo
rozpustnost RNA. RNA se rozpusti v PCR Ultra H2O. Pipetovani pomoci

pipetovaci Spicky a zahrati na 55 - 60°C napomaha rozpusténi RNA.

9.2.3 Méfeni kvality a koncentrace RNA

Kvalita izolované RNA se meéfi spektrofotometricky (napf. NanoDrop2000,
ThermoScientific, USA). Méfi se pfi vlnovych délkach 260, 230 a 280 nm.
Hodnoty nameérené pfistrojem pfi téchto vlnovych délkach umozni hodnoceni
Cistoty vzorku. Ocekavané pomeéry pro RNA jsou 2,0. Pomér absorbanci
260/280 mensSi nez 1,75 svédCi pro obsah kontaminujicich bilkovin.
Absorbance pfi 230 nm znaci necistoty, jako jsou sacharidy, fenolické
slou¢eniny nebo aromatické slozky. Pfi vypoctu koncentrace opticka hustota

1 odpovida pfiblizné 40 mg/1 pro RNA.



37

9.2.4 Syntéza cDNA (reverzni transkripce)

cDNA se syntetizuje za pouziti komercné dodavaného kitu pro reverzni

transkripci (Thermo Scientific, RevertAid first strand cDNA synthesis).

reagencie:

4 pl 5 X reakeni pufr RevertAid RT

1 pl RiboLock RNase Inhibitor (20 U/pnl)

1 pl RevertAid M — MuLV reverzni traskriptazu (200 U/pl)

2 pul 10mM dNTP Mix

1 pl Oligo dT primer (nebo specificky Reverse primer), koncentrace 10pM

X pl RNA (X=optimalni koncentrace 21000 ng/pl RNA, pfi niz$i koncentraci je

potfeba pouzité mnozstvi RNA upravit).

Vysledny objem reakce je 20 pl a do tohoto objemu je vzorek doplnén vodou

zbavenou nukleazy (dH20).

Reakce probiha v termocycleru za nasledujicich podminek: inkubace pfi
teploté 42 °C po dobu 1 hodiny, zastaveni reakce zahtivanim na teplotu 70 °C

po dobu 10 minut a naslednym ochlazenim na ledu.

9.2.5 Primery pro detekci TuYV v rostlinnych vzorcich

Pro detekci viru zloutenky ve vzorcich kulturnich, plevelnych i planych rostlin
byly v laboratofi virologie ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v.v.i.
navrzeny specifické primery pro detekci viru Zloutenky vodnice odvozené od

genu obalového proteinu, jejichz sekvence jsou uvedené v tabulce 4.

Tabulka 4: primery vyuzivané pro detekci TuYV

nazev Sekvence velikost | pozice virové Zdroi
primeru (bp) nukleotidu | geny ]
Sense GCTCTAGAATTGTTAATGARTACGGTCG skupina Abraham
611 pro CP et al.,
Antisense | CACGCGTCIACCTATTTIGGRTTITG poleroviry 2006
TuYVE- TACGGTCGTGGGTAGGAGAA 3520-3539 )
K1 vlastni
185 CP navrzené
;‘iWR‘ TCGAACCTGCTCCTCTGGTA 3709-3721 primery
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Specificnost produktu byla ovérena velikosti vysledného fragmentu pfi
elektroforetické separaci a zaroven byla ovérovana sekvenaci vysledného PCR
produktu konkrétni reakce. Ziskané sekvence analyzovaného PCR produktu
byly = porovnavany s databazi NCBI  pomoci programu  BLAST
(https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cegi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=B

lastSearch&LINK LOC=blasthome) s jiz znamymi sekvencemi TuYV.

9.2.6 Amplifikace cDNA (samotna metoda PCR)

reagencie
7 ul ddH20

9 ul DreamTaq Green PCR master mix 2X (slozeny z DreamTaq™ DNA
polymerase, DreamTaq Green buffer, MgCl> a dNTPs)

2 ul genové specifickych primert (1 ul sense ,F“ a antisense ,,R“), koncentrace
10 uM

2 ul cDNA prislusného vzorku

Princip reakce: amplifikace cDNA probiha v opakujicich se cyklech:

Denaturace (zahtrati na vysokou teplotu, pfi které dochazi k rozvolnéni vlaken
nukleovych kyselin)

annealing — pokles teploty a nasedani specifickych primert a syntéza novych
fetézcu.

Pfi PCR dochazi k namnozeni useku DNA na principu replikace nukleovych

kyselin. Useky DNA, které se maji namnozit (amplifikovat), jsou na obou

koncich vymezeny primery (kratkymi oligonukleotidy DNA)


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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Reakce v termocycleru za nasledujicich podminek: pocatecni denaturace pri
95 °C po dobu 5 minut, nasleduje 34 amplifika¢nich cyklt: 95 °C na 30 s; 55

°C na 20 s; a 72 °C na 20 s a konecné prodlouzeni pti 72 °C po dobu 5 min.

LUTEOVIRUS F»:::'naw'm’wg

‘ 96.0°C for 2:54

Step 1 of 7

Repeat 1 of 1
» : ==
Sample 95.0°C

Lid 105°C

Lol

Obrazek 16: termocycler s nastavenym programem pro amplifikaci tseku

genu viru zloutenky vodnice

9.2.7 Elektroforéza a vizualizace amplifikovanych produktu PCR

Pripravi se 1% agarézovy gel v 1x TAE pufru (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA,
pH ~8.3), ktery se rozpusti zahratim v mikrovinné troubé. Po mirném
vychladnuti se do gelu pridava SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA)
(do 100 ml gelu 1 ul SYBR safe). Takto pripraveny gel se SYBR safe se prelije
do Sablony pro gely, kde je vlozen elektroforeticky hfeben pro vytvoreni jamek
v gelu pro nanaseni PCR produktu.

Po ztuhnuti je gel pfemistén do elektroforetické vanicky obsahujici také TAE
pufr. Do prvni jamky je nanesen marker pro urceni velikosti vysledného
vizualizovaného produktu v mnozstvi 4 ul (GeneRuler 100 bp Termo Scientific,

USA). Dale jsou nanasSeny do gelu jednotlivé PCR produkty (7 upl). Takto
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pripravené vzorky jsou elektroforeticky separovany na 80 V (Voltt1) po dobu 40
min. az 1 hod. (doba zavisi na velikosti gelu) a nasledné vizualizovany na UV

a hodnoceny pomoci dokumentacniho systému GelDoc (Bio-rad, USA).

\Y
1
2
!
4
5
6
7
3
9

=
-

Obrazek 17: Agardézovy gel (1 % ) po vizualizaci, pozitivné testované vzorky na
TuYV s velikosti fragmentu 611 kb. Draha M- molekularni marker 100 bp,
draha 1 - pozitivni kontrola, draha 2 - fepka (Repin), draha 3 - thornik
mnohodilny (Dobroviz), draha 4 - fepka (Dobroviz), 5 - prySec kolovratec
(Repin), draha 6 - violka rolni (Repin) - negativni, Radek 7 - fepka (Kmetinéves)
— negativni, draha 8 — merlik bily (Stehelceves) - negativni, draha 9 - locika
kompasova (Kmetinéves) - negativni, draha 10 — negativni kontrola: vzorek

H-O
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Hodnoceni elektroforetické vizualizace separovanych produktu RT - PCR

Vysledky PCR reakce jsou vizualizovany pomoci gelové elektroforézy.
Elektroforéza vyuziva rozdilné pohyblivosti jednotlivych fragmentti danou
prave jejich rozdilnou velikosti. Nukleova kyselina nese diky zaporné nabitym
fosfatiim zaporny naboj, a proto se v elektrickém poli pohybuje od zaporného
polu (katody) ke kladnému (anodé). K separaci PCR produktu (DNA) dojde na
zakladeé délky a konformace v elektroforéze s pouzitim fluorescencniho barviva
(SYBR green ¢i etidium bromid-EtBr). Takto fluorescenc¢né zbarvené PCR
produkty jsou vizualizovany UV lampou v systému dokumentacniho zafizeni
Gel doc (Biorad, USA). Specificita detekce viru se vyznacuje s tim, ze dojde k
produkci hledaného tiseku genomu (velikost PCR fragmentu bp (parové baze)
daného viru v rozhrani dvou primert. Velkost produktu se méfi DNA

markerem oznacujicich fragmenty rtiznych velikosti parovych bazi.

Citlivost metody

Byla provedena redici fada z celkové izolované RNA pro syntézy cDNA, u které
byla znama koncentrace. Byl pouzit vzorek o vychozi koncentraci 640 ng/ul
(do reakce pro syntézy cDNA byla pouzita 2 ul RNA).

Byl vyuzit par primeru specifickych pro poleroviry -
Sense:GCTCTAGAATTGTTAATGARTACGGTCG/Antisense:
CACGCGTCIACCTATTTIGGRTTITG

Pfi fedéni celkové RNA pozitivhich vzorkdi o této vychozi koncentraci je

pravdépodobnost detekce 21,28 ng/ul.

Dale byla stanovena citlivost pro par primert specifickych pro genom TuYV:
TuYVF-K1:TACGGTCGTGGGTAGGAGAA /TuYVR-
K1:TCGAACCTGCTCCTCTGGTA.
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Pfi fedéni celkové RNA pozitivhich vzorkdl o této vychozi koncentraci je

pravdépodobnost detekce = 0,128 ng/ul.

611 bp 185 bp
M L I v FIJIENEIL ) 0
1 ) 1 »
2 ) 2 R ]
3 ) 3 L
4 4 ]
5 -] I
6 6
7 11 7

Obrazek 18: Agardzovy gel (1 %) po vizualizaci, detekcéni limit RT-PCR (vlevo-
par primeru sense/antisense a vpravo par primert TuYVF-K1/TuYVR-K1).
Draha M- molekularni marker 100 bp

Draha 1- ptivodni: 1280 ng/ul RNA pouzito pro syntézu cDNA

Draha 2- 10-1: 128 ng/ul RNA pouzito pro syntézu cDNA

Draha 3- 10-2: 12,8 ng/ul RNA pouzito pro syntézu cDNA

Draha 4- 10-3: 1,28 ng/ul RNA pouzito pro syntézu cDNA

Draha 5- 104: 0,128 ng/ul RNA pouzito pro syntézu cDNA

Draha 6- 10-5: 0,0128 ng/ul RNA pouzito pro syntézu cDNA

Draha 7- 10%: 0,00128 ng/ul RNA pouzito pro syntézu cDNA

10. OCHRANNA OPATRENIi VUCI TUYV

Regulace vydrolu a dostatecna herbicidni ochrana ma zasadni roli pfi snizeni
obsahu viru v agroekosystému stejné jako bezplevelny stav porostu. Virus
zloutenky vodnice ma vSak tak Siroky hostitelsky okruh, ktery zahrnuje
kulturni plodiny jako repku, vSechny bézné péstované druhy hoicice, jarni
repku, cukrovou repu, mak, svazenku ale také vojtésku a dalsi meziplodinové
porosty, Zze regulace obsahu viru v agroekosystému je obtizna. Kromé
uvedenych kulturnich plodin je virus také pritomny u celé rady plevelnych a
planych druht rostlin. Virus se tak neustale udrzuje na zivych hostitelich
v prubéhu celého roku. Presto je vSak dulezité dodrzet néktera opatfeni,

kterymi lze obsah viru v agroekosystému regulovat:
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Cilena insekticidni ochrana proti pfenaSecim reguluje pocet msSic v
porostu repek a jeho Sireni. Pri aplikaci inekticidniho oSetreni je vzdy dobré
provést prohlidku porosti a aplikovat postfik v pfipadé, ze je v porostu
zvySeni vyskyt hmyzich sktudct.

Termin seti pro fepku je stanoven s ohledem na vytvoreni dostatecného
poctu listlh pro optimalni prezimovani stanoven agrotechnicky termin seti
na 31.8. V oblastech s vySSim infek¢nim tlakem je vhodné posunout
termin seti az ke konci této lhtity. Dokonce jsou v sortimentu péstovanych
odrud k dispozici jiz vykonné odrtdy, které jsou schopny v teplejSich
oblastech vytvorit optimalni pocet listt v listové rizici i za krati dobu.
Regulace vydrolu co nejdfive po sklizni fepky zajisti do urcité miry
pferuseni zeleného mostu. Repkovy vydrol vzchazejici v letnich mésicich je
vyznamnym zdrojem nakazy a mistem intenzivniho mnozeni pfenasecu
TuYV. Kromé toho, v letnim obdobi je jednou z mala hostitelti, které jsou
vzhledem ke svému zivotnimu cyklu v tomto obdobi k dispozici. Kromé
regulace obsahu viru, zapraveni vydrolu ¢i jiny zpusob jeho likvidace,
omezuje intenzivni mnozeni vektora — msic.

Volba vhodnych odrud s charakterizovanou odolnosti proti TuYV
(idealné ze seznamu doporucenych odrtid) poskytuje lepsi vynosy. Naproti
tomu neni vzdy pouziti odrud fepky obsahujici gen rezistence R54 tou
nejlepsi volbou. Pri odradovych pokusech bylo dosazeno dobrych vysledkt
také s odolnymi odrtdami.

V blizkosti poli osetych repkou ozimou neni vhodné péstovat hotéici jako
prerusSovace osevnich sledu, protoze také hotcice je vyznamnym hostitelem
TuYV. Stejné jako v pripadé vydrolu fepky poskytuje titoCisté prenasecum
v dobé pozdniho léta.
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SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predkladana metodika v ucelené podobé shrnuje poznatky o viru zloutenky
vodnice, pficemz se zaméfuje na puvod této choroby, vyskyt, pfenaSece i
hostitelsky okruh. Nedilnou soucasti jsou i metody diagnostiky, kdy je
pozornost vénovana predevSim sérologickym metodam a metodam
molekularni detekce. Metodika obsahuje nové primery, navrzené v laboratori
virologie ve Vyzkumném tustavu rostlinné vyroby, v.v.i., které jsou
optimalizovany pro detekci viru nejen ve vzorcich fepky ozimé, ale také u

dalSich kulturnich a nekulturnich hostitelt.

Metodika je urcena k vyuziti pfi sledovani virovych patogent fepky na
porostech a usnadnuje rozhodovani o pouziti pripravkil na ochranu rostlin

v souladu s pravidly integrované ochrany.

POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika bude slouzit soukromym zemédélcum a agronomum jako pomucka
pro detekci viru zloutenky vodnice na porostu repek. Poznatky ziskané
uvedenymi metodami budou vyuzivany ke zvySeni informovanosti mezi
péstiteli fepek v Ceské republice. V dlouhodobém horizontu prispéji ke snizeni
a promysSlenému pouzivani insekticidi a vyuzivani alternativnich metod
ochrany proti virovym chorobam. Pfi vyuziti dostupnych metod ochrany
rostlin bude dosazeno snizeni nakladli na insekticidni oSetfeni, zabezpeceni

stabilni a kvalitativné uspokojivé produkce.

EKONOMICKE ASPEKTY

Hlavni ekonomicky pfinos spoc¢iva v minimalizaci negativnich dopadt virové
infekce na porosty repky ozimé. Presné dopady infekce virem zloutenky
vodnice nejsou doposud vycislené, ale odhaduji se primérné v rozmezi 10 —

15 %. Repka ozima patfi mezi intenzivné péstované plodiny a pfi dobré trovni
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agrotechniky, vyzivy a ochrany je schopna dosahovat vynosu na urovni 3 t
z hektaru. Pri soucasnych vykupnich cenach, které se pohybuji kolem 10 000
K¢ za 1 tunu, se pfi vynosovém propadu jedna o 3 000 K¢ z 1 hektaru. Pri
zohlednéni celkové vymeéry fepky péstované na plose 400 tisicich hektarech se
jedna o ¢astku 1200 mil. K¢. A tato castka odpovida pouze vynosoveé ztraté na
arovni 10 %. K dalSim ztratam dochazi v disledku nizsi olejnatosti a vySSimu

obsahu nezadouci kyseliny erukové.

Odhad nakladu na zavedeni postupu

Naklady na vybaveni laboratofi mohou byt sice pomérné vysoké, jde vSak o

vybaveni, kterym jizZ zavedené laboratofe bézné disponuyji.

Odhad nakladu na determinaci TuYV (odhad naklada na jeden vzorek)

Z ekonomického hlediska je vyrazny rozdil v cenach mezi detekci sérologickou
metodou ELISA (cca 200 K¢/ 1 vzorek) a detekci molekularnimi metodami,
kde se cena pohybuje okolo 510 K¢ za jeden vzorek. Testovani pomoci ELISA
poskytuje spolehlivé vysledky. V pfipadé vysledkt, kde jsou vSak vyrazné
priznaky virové infekce anebo podezieni na virovou infekci a negativni
vysledek v sérologickém testovani je doporuceno pretestovat jeSté pomoci RT-

PCR.
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Tabulka 5: odhadované naklady metody ELISA a RT-PCR

Metodiky Potfebné kity Cena za kit Cena na analyzu

jednoho vzorku

Sérum (Sediag) 10000 K¢&/500 | 40 Ke
reakci *

Desticky (Sediag) 3 000 K¢/ 60 | 4 Ké
desticek

Kryci folie (Sediag) 4 500 K¢ / 100 | 1 Ke
ks

Plast 20 K¢

Osobni naklady 100 K¢

Rezijni naklady 35 K¢

CELKEM 200 K¢

Izolace RNA (Spectrum Plant | 30780 K¢é /| 123 K¢
Total RNA Kit (Sigma-Aldrich) 250 vzorku

Sada dANTPS (100 mM kazdy, | 5 518 K¢ 4 K¢
Promega) — fedéni 10 mM

RNasin (Jena Bioscience) 1 220 K¢ 5,50 K¢
Random Hexamers (Jena | 680 K¢ 5,50 K¢
Bioscience)

M-MLV (10 000 U, Promega) 1914 K¢ 23 K¢
Go-Taq 2 Polymerase (Promega) 6 K¢
dNTPs 100 mM kazdy, Promega) | 5 518 K¢ 4 K¢

— fedéni 2,5 mM

Primery (100 uM) 350 K¢ 1 K¢
Agarozovy gel (podrobneé 18 K¢

rozepsano u One-step RT-PCR)

Plast 60 K¢

Osobni naklady 160 K¢

Rezijni naklady 100 K¢

CELKEM 510 K¢

* ELISA jeden vzorek se testuje ve dvou opakovdanich
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