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Anotace: Virus Zloutenky vodnice, jako vyznamny patogen fepky, je na Uzemi Ceské republiky pomérné
novym, ale vyznamné limitujicim faktorem jeji produkce. Poprvé byl vyskyt tohoto viru ve vétsi mire
v porostech fepky zjistén v roce 2016, kdy také doslo k silnému prfemnozeni hlavniho prenasece, msice
broskvonové. Vyssi pocetnost populace msice broskvoriové je zapricinéna predevsim zakazem insekticidniho
moreni, ktery je platny od 1. prosince 2013. Tento zakaz v kombinaci s teplym a suchym priibéhem podzimu
ma za nasledek vyrazny narlst populaci msic.

Predkladana metodika shrnuje soucasné poznatky o uvedeném patogenu, jeho priznacich, prenasecich
i ochrané proti nému, ale zaméruje se také na metodicky postup stanoveni odolnosti jednotlivych odrid
a perspektivnich genotypl metodou kvantitativni polymerazové retézové reakce s reverzni transkripci. Volba
odolnych odrid je dobrou volbou pro uvazené a Gcelné pouZivani pripravkl na ochranu rostlin.

Metodika miZe slouZit Siroké zemédélské verejnosti jako navod pro identifikaci tohoto patogenu s hlavnim
vyuzitim v laboratofich pro testovani odolnosti odriid ozimé fepky vici tomuto viru a ziskané informace
o odolnosti ¢i nachylnosti konkrétniho genotypu mohou byt soucasti charakteristiky konkrétniho genotypu
v registraCnim procesu. Metoda kvantitativni polymerazové retézové reakce s reverzni transkripci je
pro stanoveniodolnosti ¢i nachylnosti odriid sériemi nékolika desitek opakovanijiz standardizovana a presna
podoba biologického pokusu i nasledné hodnoceni vzork(i pomoci reverzni transkripce - kvantitativni
polymerazové retézové reakce jsou v predloZené metodice velmi podrobné popsany.

Abstract: The turnip yellows virus (TuYV), a major pathogen of oilseed rape, is a relatively recent but
increasingly important limiting factor for its production in the Czech Republic. The first large-scale occurrence
of thisvirusinoilseed rapefields was reported in 2016, coinciding with a severe outbreak of its principal vector,
the peach-potato aphid (Myzus persicae). The increase in aphid populations has been primarily attributed
to the ban on insecticidal seed treatments, effective since 1 December 2013. This restriction, combined with
the warm and dry conditions typical of autumn, has contributed to a marked incerase in aphid numbers.

The presented methodology summarises current knowledge on the disease, its symptoms, vectors and
control strategies, while also outlining a methodological approach for assessing the resistance of different
cultivars and promising genotypes using reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-
gPCR). The deployment of resistant cultivars represents a rational and effective strategy for the targeted and
reduced use of plant protection products.

This methodology may serve the broader agricultural community as a guide for the identification of TuYV, but
its principal application lies in laboratories engaged in testing cultivar resistance to the virus. The resulting
information on the resistance or susceptibility of specific genotypes can subsequently be incorporated into
the characterisation of cultivars during and after the registration process. The RT-qPCR assay has already
been standardized for evaluating cultivar resistance or susceptibility through multiple series of repetitions.
The detailed design of the biological experiment, together with the subsequent evaluation of samples using
RT-gPCR, are thoroughly described in the present methodology.
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CiL METODIKY A UVOD

1. Cil metodiky

Cilem metodiky je v ucelené formé predloZit Slechtitel(im, laboratofim, zemédélské verejnosti i dalSim odbornikiim
na problematiku virovych chorob, informace tykajici se kvantifikace viru Zloutenky vodnice ve vzorcich ozimé fepky
a hodnoceni odolnosti viic¢i tomuto virovému patogenu. Metodika zaroven obsahuje také popis choroby, plivodce,
jeji symptomy, vyskyt, hostitelsky okruh a mozné prenasece.

Obsahem predlozené metodiky je velmi podrobny popis provedeni biologickych pokust a hodnoceni rostlinného
materialu v laboratofi, od zakladniho zpracovani rostlinného materidlu az po hodnoceni metodou reverzni
transkripce - kvantitativni polymerazové retézové reakce (RT - qPCR) se specifickymi primery.

2. Uvod

Repka ozima je Ceské republice priimé&rné pé&stovana na plose okolo 350 tisic hektart. Tato plocha je jiZ po dlouhd
|éta stabilni a dochazi jen k velmi drobnym vykyvim. Ve struktufe péstovanych plodin je na druhém misté, hned
po ozimé p3enici. Repka je velmi vyhodnou pfedplodinou pro obilniny, a to hlavné pro dlouhy, kiilovity koFen,
kterym rostliny pronikaji do hlubsich vrstev pidniho profilu a vynasi na povrch Ziviny, které jsou pro bézné plodiny
nedostupné. Timto kofenem zajistuiji také biologickou melioraci pdidy a mobilizaci Zivin, a to hlavné fosforu. Repku
[ze Gspésné péstovat od nizin do nadmofrskych vysek kolem 700 m.n.m. S narGstem péstebnich ploch se fepka
rozsitila do vSech vyrobnich oblasti CR. Opakované péstovani Fepky na stejném pozemku neni doporucovano
z diivodu zvyseného rizika vyskytu chorob a $kidcli. Soucasna praxe péstovani ekonomicky vyhodnych plodin
je vsak takova, Ze je fepka do osevniho postupu fazena jednou za tfi roky, a to jesté bohuzel nej¢astéji po dvou
osevech ozimé psenice. Toto Casté fazeni do osevniho postupu ma za nasledek nardst vyskytu rdznych skdadcd
a chorob, vcetné virovych.

Od 1. prosince 2013 je zakazano insekticidné mofit osivo fepek. Toto moreni na bazi neonikotinoidl poskytovalo
porostiim v dobé vzchazeni ochranu na nékolik tydn(. Spektrum Gcinku bylo Siroké, mlady porost byl chranén proti
savému i Zravému hmyzu. V souvislosti s timto zakazem doslo k masivnimu nardstu populaci msice broskvoriové,
ktera ma svUij Zivotni cyklus Uzce spjat pravé s fepkou ozimou. Ta poskytuje potravu msicim v dobé, kdy jsou jiZz ostatni
porosty jsou odrostlé a jako potrava pro né nevhodné. V porostech fepky se msice broskvorova intenzivné mnozi,
formuji se jak partenogenetické, tak sexualni formy msic a jsou poslednim hostitelem pred naletem na broskvoné,
kde samicky msic kladou vajicka a ve stadiu vajicek také v prasklinach kiiry broskvoni prezimuij.

Jednotlivé odriidy fepky ozimé reaguiji na infekci virem Zloutenky vodnice rozdilné. U nékterych odrdid neni nakaza
prakticky ani patrna, jiné, na trhu dostupné odridy maji vyrazné zloutenkové priznaky s vyznamnym dopadem
navynos a kvalitativni parametry semene. Na osivarském trhu jsou dokonce k dispozicii odriidy s genem rezistence.

Cilem predkladané metodiky je popis postupu stanoveni odolnosti odriid fepky ozimé od zaloZeni biologickych
pokust, odbéru vzork( aZ po laboratorni hodnoceni odebraného rostlinného materialu a jeho hodnoceni. Odolnost
jednotlivych odr(id a genotypt je hodnocena pomoci reverzni transkripce (RT) kvantitativni polymerazové fetézové
reakce (qQPCR), tzv. real - time PCR. Tato metoda poskytuje presna, méfitelna data o mnozstvi viru v konkrétni
odr(idé a je doplrikovou charakteristikou. Uvedeny postup byl v diagnostické virologické laboratofi v Narodnim
centru zemédélského a potravinarského vyzkumu, v.v.i. nékolikrat ovéren na souboru nékolika set vzork( rlizného
rostlinného materialu i pivodu.



PUVOD A POPIS VIRU ZLOUTENY VODNICE

3. Plivod a popis viru zloutenky vodnice

Virus Zloutenky vodnice (turnip yellows virus - TuYV) je patogen, zplsobuijici chorobu - virovou Zloutenku vodnice.
Tento virus, povaZzovany za nejvyznamnéjsiho patogena ozimé fepky, zplisobuje vyrazna poskozeni, kvantitativni
ztraty na produkci frepkového semene i kvalitativni dopady s ohledem na obsah degradujicich latek v ném. Drive
byl virus Zloutenky vodnice ve vzorcich rostlin detekovan pod nazvem virus zapadni Zloutenky fepy (BWYV - beet
western yellows virus), analyzou sekvencnich dat bylo prokazano, Ze jedna se o stejny virus. TuYV patfi do Celedi
Solemoviridae, rodu Polerovirus. Podle nové virologické taxonomie je nazev viru Polerovirus TUYV.

Genom viru tvori jednovlakenna pozitivni RNA o délce 5,6-6 kb. Obsahuje sedm otevrenych ¢tecich rdamcti (ORF
- open reading frames), z nichZ kazdy koduje specificky protein s urcitou funkci a jednotlivé cteci ramce funguji
jako oddélené UGseky RNA. Cteci ramce ORF 1 a ORF2 jsou tvoreny genomickou RNA a ¢teci rAmce ORF 3,4 a 5
subgenomickou RNA. Cteci rdmec ORF 0 kéduje PO protein zodpovédny za symptomy a hostitelskou specifitu
a funguje zarover jako umlovaci supresor. Cteci rdmce 1 a 2 kdduji protein souvisejici s replikaci. Obalovy protein
(coat protein), ktery je na povrchu viru, jehoZ hlavni Glohou je ochrana virové ¢astice pred degradaci, je kodovan
tfetim Ctecim rdmcem - ORF3. Ten je také zodpovédny za infekci, systémové Sifeni v rostliné a pohyb virovych
Castic floémem na dlouhé vzdalenosti. Je vyznamny pfi navazani viru na vektora a interakci bunécnych receptor.
Tento protein je charakteristicky pro cely rod Polerovirus (90 % identity celého rodu), zmény v jeho sekvenci mohou
vyvolat dekapsulaci, ktera mize byt pro virus fatalni. RAmec ORF 5, vyjadreny jako read-through (RT) protein, hraje
klicovou roli v pfenosu msicemi a je zasadni pri pohybu viru na dlouhé vzdalenosti. Nejvice variability vykazuji
Cteci ramce ORFO, ORF3 a read-through doména. Schéma genomu viru Zloutenky vodnice vcetné prekryvajicich se
Ctecich rdmct je znazornéno v obrazku 1.
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Obrdzek 1: genom viru Zloutenky vodnice s jednotlivymi ctecimi rémci (zdroj: Smirnova et al. 2015)



PRENOS A PRENASECI

4. Prenos a prenaseci viru Zzloutenky vodnice

Virus Zloutenky vodnice je pfend$en mnoha druhy msic, hlavnimi vektory jsou véak v podminkach Ceské republiky
mSice broskvornova a msice zelna. ZpUsob prenosu je vzdy cirkulativni, perzistentni a nepropagativni, bez ohledu
na druh pripadného vektora. Uvedeny zpisob prenosu znamena, Ze aby mohla msice Sifit virus na nové rostliny,
je potreba delsi doba sani, dostatena k tomu, aby virus v téle msice cirkuloval a byl pres slinné kanalky vylucovan
(cirkulativni), Ze virus ve msici po jejim nabyti zistava po zbytek jejiho Zivota (perzistentni), ale nedochazi k jeho
mnoZeni v téle msice (nepropagativni). Jiné zplsoby prenosu virové Zloutenky vodnice, at uz prenos mechanicky
nebo prenos osivem, zaznamenany nebyly. V tabulce 1 je uveden seznam vsech mozZnych vektord viru Zloutenky
vodnice.

Tabulka 1: potencidlni pfenaseci viru Zloutenky vodnice (zdroj: Schliephake et al., 1999 b; Stevens et al., 2008)

Cesky nazev Védecky nazev

kyjatka hrachova
mSice bavinikova
mSice sklenikova
kyjatka zemakova
mSice chrestova
mSice brslicova
kyjatka chryzantémova
kyjatka vl¢incova
kyjatka zahradni
mSice tabakova
mSice meruzalkova
mSice jahodnikova
mSice kukuri¢na
mSice stfemchova
kyjatka osenni

Acyrthosiphon pisum
Aphis gossypii
Aulacorthum circumflexum
Aulacorthum solani
Brachycorynella asparagi
Cavariella aegopodii
Macrosiphoniella sanborni
Macrosiphum albifrons
Macrosiphum euphorbiae
Myzus nicotianae
Nasonovia ribisnigri
Chaetosiphon fragaefolii
Rhopalosiphum maidis
Rhopalosiphum padi
Sitobion avenae

4.1 MSice broskvonova - Myzus persicae

MsSice broskvoriovda ma mezi msicemi vyjimecné postaveni. Je schopna sat a Zivit se na rozsdhlém poctu
hostitelskych rostlin, ktery zahrnuje druhy z 40 rostlinnych Celedich, zejména pak Brassicaceae, Solanaceae a
Asteraceae. Zivotni cyklus se znacné lisi v zavislosti na pfitomnosti chladnych zim. Vyvoj m(iZe byt velmi rychly,
Casto 10 aZ 12 dni pro Uplnou generaci s vice neZ 20 generacemi v mirném podnebi. Vyvoj zakladatelek (prvni
partenogenetické populace) zacina brzy na jare, poté co zimni hostitel - broskvoné prekona dormantni obdobi
a zacne pucet. Vyvojovymi stadii msice broskvornové jsou vajicka, larvy (nymfy) a dospélci. Larvy i dospélci maji
stejnou velikost. Vajicka jsou 0,6 mm dlouha a 0,3 mm Siroka a jsou prezimujicim stadiem v pripadé holocyklického
vyvoje. Maji Zlutou nebo zelenou barvu, ale velmi rychle béhem vyvoje Cernaji. Mortalita prezimuijicich vajicek
je pomérné vysoka. Nymfy, které se lihnou z vajicek, jsou zpocatku nazelenalé, ale rychle Zloutnou a zacinaji se
vyrazné podobat dospélctim.
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PRENOS A PRENASECI

Dospélci mohou byt okfidleni nebo bezkridli, pfitomnost kridélek je zavisla na kvalité rostlinného materialu.
Okridlené formy maji usnadnény pohyb v porostu a pfi pfesunu na nové lokality.

Obrdzek 2: kolonie msice broskvoriové na spodni strané listu fepky ozimé (zdroj: Lucie Slavikovd).

MSice broskvoriova mize mit také anholocyklicky vyvoj. Anholocyklické populace zahrnuji pouze samice
s partenogenetickym (nepohlavnim) rozmnoZovanim. Holocyklické populace (vSechna vyvojova stadia
s prezimujicimi vajicky) se vytvafi na podzim, hlavné v reakci na rostouci délku noci spolecné s klesajici kvalitou
rostlinného materidlu. V navaznosti na zhorSeni téchto podminek jsou produkovany smisené populace
sameckd a samicek, dochazi k jejich pareni a naslednému preletu samicek na zimniho hostitele, kde samicky
kladou vajic¢ka do trhlin v kiife broskvoni. Pfezimujici aktivni stadia (anholocyklické populace) maji zménénou
toleranci k chladu - |épe prezivaji mrazové teploty a v porovnani s jedinci vylihnutymi z prezimujicich vajicek
jsou schopni se reprodukovat i pfi nizSich teplotach. Nebezpecnost spociva predevsim v delsi prenasec¢ské
aktivité, kdy dochazi k sekundarnim infekcim v ramci porostu. V poslednich letech také dochazi ke zménam
ve formovani sameckl v sacich pastech. Zmény v pomérech jednotlivych pohlavi spole¢né s vyraznym
narlistem samicek je zfejmy hlavné v teplejsich oblastech CR. Tento ukazatel je jednim z hlavnich indikatord
formovani anholocyklie msice broskvoriové na Gzemi Ceské republiky.

Pro jarni migraci okridlenych samicek je suma efektivnich teplot stanovena na 533,5 °C. Je to suma teplot,
nascitanych od spodniho prahu vyvoje, obvykle v obdobi druhé poloviny kvétna a pfi této teploté dochazi
k migraci do novych porostl (cukrova Fepa, jarni fepky, hofCice, zelinarské porosty). V teplejsich porostech
se okridluje treti generace, v chladnéjSich oblastech dochazi k okfidleni aZ u ¢tvrté generace, vZdy v ndvaznosti
na teplotni podminky. Spodni prah vyvoje je stanoven na 3,1 °C.
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Obrdzek 3: Pocetnost populaci msice zelné a msice broskvoriové v Ceské republice, zeleny sloupec - obdobi moreni osiva,
Zluty sloupec - obdobi po zdkazu pouZzivani insekticidniho moreni (zdroj: Slavikova et al., 2024, upraveno).
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PRENOS A PRENASECI

Obrazek 4: msice broskoriovd pod digitdinim mikroskopem, zelend i cervend forma jsou v agroekosystému bézné (zdroj:
Lucie Slavikova).

Obrazek 5: Okridlené formy msice broskvoriové vznikaji v disledku zhorSeni kvality potravy nebo zkracovani délky dne
(zdroj: Lucie Slavikovd).
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Obrdzek 6: holocyklicky vyvoj msice broskvoriové (vétsinou tfi populace na zimnim hostiteli, s ndslednym pocetnym preletem
na letni hostitele (cukrovd fepa, brambory, zelinarské porosty) s pozvolnym presunem na vydrol fepky, dalsi prelet na repku
ozimou, kde se msice broskvoriovad intenzivné mnoZi, dochdzi k pdreni a kladeni vajicek do trhlinek v kire broskvoni (zimni

hostitel). Druhd migracni vina zahrnuje pfesun na zimniho hostitele - broskvoné (zdroj: Lucie Slavikova).
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PRENOS A PRENASECI

4.2 Msice zelna - Brevicoryne brassicae

Msice zelnd je v podminkdch mirného klimatu druhym vyznamnym prenaseCem viru Zloutenky vodnice
a kolonizujicim druhem msic. Na podzim vytvari pocetné kolonie bezkfidlych msic, pfedevsim na spodni strané
listd, ale také na stoncich. MSice jsou 2-2,6 mm dlouhé, Sedozelené zbarvené, popelavé poprasené a na zadecku
maji 2 fady tmavych skvrn. Oproti msici broskvornové je odolnéjsi k vysokym letnim teplotam (snasi velmi dobre
i teploty pres 30 °C), které naopak jesté podpofi jeji intenzivni mnozeni. Za pfiznivych podminek maze béhem
vegetacniho obdobi vzniknout i pres 10 generaci, které se skladaji z bezkridlych i okridlenych jedincd. Na podzim
zacinaji samicky po spareni klast vajicka na brukvovité rostliny, predevsim do fepky, do trhlinek v jejich stoncich,
kde vajicka preckavaji ziimu. Do porostt ozimé fepky nalétava vétsinou pozdéji, az po msici broskvorové.

Ackoliv je mSice zelna také vyznamnym vektorem, jeji Ucinnost prenosu je vyznamné nizsi. Uvadi se okolo 10 %.
V ramci Sifeni viru se spiSe uplatriuje pfi Siteni v ramci konkrétniho porostu neZ ve smyslu Sifeni na nové plochy.

Obrazek 7: kolonie msice zelné na spodni strané listu ozimé fepky (zdroj: Lucie Slavikovd).
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PROVAZANOST ZIVOTNICH CYKLU

5. Provazanost ozimé repky a Zivotniho cyklu obou msic

Zivotni cyklus obou uvedenych druhl msic je s Fepkou ozimou velmi Gzce spjat, a to hlavné v podzimnim obdobi.
MSice broskvoriova nalétava do novych porostt velmi brzy, ¢asto kratce po zaseti. V pripadé msice zelné dochazi
k preletim az v pribéhu zafi a fijna, ze zelinarskych porostti brukvovitych rostlin, coz je jednim ze zdrojl infekce
virem Zloutenky vodnice. MSice broskvoriova prelétava také ze zelinarskych porosti (rajcat, paprik, lilk(, kostalové
zeleniny) ale soucasné z porost( cukrové fepy, krmné fepy, z vydrolu fepek, meziplodin a pleveld. Predevsim plevele
spole¢né s vydrolem Fepek jsou v letnim obdobi rezervoarem viru Zloutenky vodnice, odkud ho msice nasledné
prenaseji do novych porostu fepky ozimé.

Ze zkuSenosti s experimentalnim chovem v Narodnim centru zemédélského a potravinarského vyzkumu, v. v. i. je
znamo, Ze fepka 0zima je msici broskvonovou velmi silné preferovana a partenogenetické mnoZeni je na rostlinach
repky vyrazné vice intenzivni nez na jinych rostlinnych druzich. Masivni nardst pocetnosti populaci v podzimnim
obdobi po zakazu mofreni (9krat vyssi v obdobi nemoreniinsekticidy) je zapricinén silnou preferenci fepky a zaroven
jeji ,vybiravosti“. Vdobé naletu msice broskvorové do novych porostt fepky byla koncentrace insekticidu z moreni
dostatecné vysoka. Msice zelna naopak vyhledava porosty vzeslé, proto k preletu do novych porostd fepek dochazi
pozdéji, v dobé, kdy jiZ insekticidni G¢inek moreni nebyl tak vysoky. Proto u populaci msice zelné pred a po zakazu
moreni neni pozorovan tak vyznamny nar(st.

6. Hostitelé viru Zloutenky vodnice

Virus Zloutenky vodnice ma velmi Siroky okruh hostitelskych rostlin mezi dvoudéloznymi druhy s vice nez 100
botanickymi druhy a 21 rody dvoudéloznych rostlin. Zahrnuje mnoho vyznamnych botanickych celedi, rostliny
brukvovité - Brassicaceae, merlikovité - Chenopodiaceae, bobovité - Fabaceae, hvézdnicovité - Asteraceae,
tykvovité — Cucurbitaceae, hluchavkovité - Lamiaceae, zemédymovité - Fumariaceae, makovité - Papaveraceae,
koprivovité - Urticaceae, violkovité - Violaceae a dalsi.

BéZnymi hostiteli jsou zastupci polnich plodin jako fepka ozima i jarni, hofcCice bila, hoicice Cerna, hofcCice
sareptska, pohanka i mak polni. Byla zjiSténa moZnost experimentalniho hostitelstvi u salatu, mangoldu, rebarbory
a brukvovitych druht zeleniny, souc¢asné vsak také u svazenky vraticolisté, cocky i dalSich bobovitych.

Druhova pestrost hostitelll viru Zloutenky vodnice a skutecnost, Ze hostitelsky okruh zahrnuje druhy jarni, letni,
ozimé i viceleté, vytvari v agroekosystému tzv. zeleny most - moznost, jak preZit na rostlinach i v obdobi, kdy neni
dostatek kulturnich hostitel(. Tyto rostliny jsou nejen zplsobem, jak virus preziva, ale také zdrojem odkud se virus
m0Ze $ifit na nové porosty.
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HOSTITELE

Obrdzek 9: hluchavka nachovd pozitivni na TuYV (Unor, 2025) (zdroj: Lucie Slavikova).




PRIZNAKY INFEKCE

7. Pfiznaky infekce virem Zloutenky vodnice

Symptomy infekce TuYV jsou Casto nejednoznacné a mnohdy byvaji zaménovany s nedostatecnosti ve vyZivé anebo
jsou pricitany rlznym fyziologickym porucham. Hlavnimi pfiznaky jsou vSak rlistové retardace, listové Zloutenky,
Cervenani starsich list, antokyanové zbarveni na bazi listové riiZice, i na celé plose listd, rizné nekrdzy na listech,
listové mozaiky, vybéleni Zilek, pokroucent listdi, opoZzdéné nakvétani, nedostatecné vyvinuté kvéty Ci jejich nizsi
nasada a s tim spojeny nizsi pocet Sesuli a odlisny pocet semen oproti viruprostym rostlindm. Na projevy a dopady
infekce virem TuYV ma vliv cela fada faktor(. Nejprve byvaji infekci postizené stasi listy.

Obrdzek 10: rozvoj priznakd infekce virem Zloutenky vodnice od nejstarsich po nejmladsi listy, 3 tydny od umélé inokulace. Horni
listy: ozimd repka, stredni listy fepice ozimd, spodni listy: sareptskd hofcice (zdroj: Lucie Slavikovd).
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Vyznamnym faktorem v symptomatickych projevech je konkrétni druh hostitelské rostliny, protoZe kazda rostlina
na infekci TuYV reaguije jinak. Napriklad starsi listy u kokosky pastusi tobolky jsou celé Zluté, zatimco u zdrojovky
jsou Cervené. Vyrazné priznaky infekce vykazuiji nékteré brukvovité plevele jako napfiklad hoicice rolni a fedkev
ohnice. Naopak pfiznaky infekce jsou témé&r neznatelné u prysce kolovratce, nebo mléce. Mira poskozeni porost
vlivem infekce TuYV je také velmi variabilni.

[ 1A
Obrdzek 11: projevy infekce TuYV u penizku rolniku jsou patrné na starsich listech (vlevo), vpravo rostlina ptacince Zabince
infikovand TuYV(zdroj: Lucie Slavikova).

Obrdzek 12: priznaky Zloutenky vodnice na listech fepky po umélé inokulaci, 3 tydny od inokulace (zdroj: Lucie Slavikova).




ZTRATY NA VYNOSSU

8. Poskozeni porostu a ztraty na vynosu

Mira poskozeni porostl 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. Dalsim
vyznamnym faktorem podilejicim se na mife poskozeni porost( jsou stresové faktory, kterym je porost vystaven.
I infikovany porost mdze dosahnout dobrého vynosu, pokud je optimalni vyZiva na jare a je porost v dobré kondici
po prezimovani.

V Ceské republice nejsou doposud zpracované idaje o dopadech infekce, je v3ak podle dostupnych Gdajd uvadéno
primérné snizeni vynosu okolo 15 %. V okolnich zemich jsou vSak s infekcemi virovou Zloutenkou vodnice
rozsahlejsi zkusenosti. V Némecku bylo béhem experimentu zjisténo, Ze infikované rostliny mély vynos semene
niZsi v rozmezi 12-34 % oproti neinfikovanym rostlinam. V Australii jsou dopady infekce TuYV mnohem zavaznéjsi.
Virus byl zjistén na 97 % péstovanych ploch a ztraty na vynosu dosahovaly aZz 46 %. Vlivem infekce maji Sesule
méné semen a jsou dale snizené kvalitativni aspekty produkce. Repkové semeno ma o 3 % nizsi olejnatost a vy3si
obsah kyseliny erukové, coz hodnotu semene snizuje. Mira napadeni rostlin v porostu vSak nemusi vZdy odpovidat
vynosovym ztratam, nebot existuje variabilita v kompenzacnich schopnostech jednotlivych odrid.

V ramci biologického hodnoceni odolnosti odrid fepky ozimé v Narodnim centru zemédélského a potravinarského
vyzkumu, v.v.i. bylo zjiSténo, Ze primérna redukce biomasy nadzemni plochy dosahuje az 51 % oproti kontrolni
- neinfikované varianté (primérna hmotnost nadzemni hmoty u infikované varianty 12,95 g, u kontrolni 26,29 g)
a redukce korenového kréku u infikovanych rostlin je 37 % (primér 0,56 cm u infikovanych rostlin, u kontrolnich
0,88 cm). Hodnoceni vynosovych prvki je v ramci biologického pokusu obtizné proveditelné, protoze se jedna
o ozimou plodinu a je nutna jarovizace. Uméla inokulace polnich pokusd je velmi naro¢na, protoze je nutnaizolace
pred nezadouci infekci. V ramci, jiz ukonceného projektu TM01000044 - Analyza rezistence fepky vici virovym
patogenliim, feSeného spolecné s OSEVA, a.s., byly biologické pokusy provadény a snizeni vynosu se pohybovalo
okolo 15 %.

- o ——
Obrdzek 13: rozdily v rdstu u odriidy ozimé fepky Chagall po umélé inokulaci TuYV, vlevo kontrola, vpravo infikovand varianta
(zdroj Lucie Slavikovd).
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HODNOCEN{ ODRUDOVE ODOLNOSTI

9. Hodnoceni odriidové odolnosti vici viru Zloutenky vodnice

V Narodnim centru zemédélského a potravinarského vyzkumu, v.v.i., v tymu Interakce rostlinnych vir(i s hostiteli
a vektory je vyzkum virovych chorob fepky dlouhodobé zaméren také na testovani odolnosti jednotlivych odrid
vOci TuYV. Laboratore tymu jsou vybaveny pro provadéni nadobovych pokusl s umélou inokulaci a nasledné
pro hodnoceni pomoci molekularnich metod vcetné kvantitativni metody RT -gPCR s analyzou a interpretaci
ziskanych dat.

9.1 Chov infekénich kloni msice broskvonové

Pro ucely prenosu riiznych virovych patogend je v Narodnim centru zemédélského a potravinarského vyzkumu,
v.v.i. dlouhodobé udrZovan chov viruprosté - neinfekéni msice broskvoriové. Pro Ucely infekce virem TuYV je
v uzaviené klimakomore s fizenym provozem udrzovan také chov infekénich klonl msice broskvonové, nesoucich
virus Zloutenky vodnice. Msice jsou chovany na rostlinach fepky (pfipadné hoicice cerné), které jsou pro tyto ucely
péstovany a od pocatku vzchazeni jsou drzeny pod sitovym krytim, aby bylo zabranéno pfipadné jiné nezadouci
virové infekci anebo pfenosu viru na dalsi rostliny mimo tento uzavreny prostor.

Pritomnost viru v téle msice je pravidelné ovérovana odbérem rostlinného materialu, na kterém msice saji.
S ohledem na perzistentni zplsob pfenosu TuYV je tato metoda ovéreni dostatecna.

Obrdzek 14: Izoldt TuYV, prendseny msici broskvoriovou, pripraveny k inokulaci genotypli fepky ozimé (zdroj: Lucie Slavikova).
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9.2 Biologické testovani odolnosti k viru Zloutenky vodnice

Polni testovani odolnosti odrid fepky ozimé vici viru Zloutenky vodnice
Hodnoceni odolnosti jednotlivych odrtid fepky vici viru Zloutenky vodnice v polnich podminkach je sice mozné, ale

neposkytuje spolehlivé vysledky. Je to hlavné proto, Ze ve vétsiné polnich odriidovych pokust se hodnoti odolnost
k virové infekci pfirozenou infekci. V pfipadé nepfiznivého pocasi (destivy a vétrny pribéh) je polet nalétavajicich
msic nizky a porost tak nebude dostatecné infikovan. Je také vysoké riziko infekce kontrolnich rostlin. Dalsi
nevyhodou je dlouha doba od zaloZeni pokusu po jeho vyhodnoceni, ktera obsahne prakticky cely rok. Tato metoda
je viak vhodna pro hodnoceni jednotlivych odrdd z hlediska vynosovych prvki jednotlivych odrd.

Sklenikovy pokus s umélou inokulaci virem Zloutenky vodnice
Vhodnou moZnosti testovani odolnosti jednotlivych odriid fepky ozimé jsou nadobové pokusy, které jsou vedeny

ve sklenicich s fizenym teplotnim a svételnym reZimem. Jejich vyhodou je rychla proveditelnost, kterda umoznuje
nékolik opakovani béhem roku.

Metodika nddobovych pokust je nasleduijici:

Do kvétinacd, predem naplnénych zeminou, jsou vyseta semena vybranych genotyp( a odrdd fepky ozimé, které
jsou nasledné prikryta zeminou ve vysce 1,5 cm. Do kazdého kvétinace jsou vyseta 3 semena. Po vzejiti rostlin je
provedena redukce poctu jedincl (vyjednoceni) tak, aby, aby v kazdém kvétinaci zdstala jen 1 rostlina. Po celou
dobu jsou rostliny véetné kontrol udrZovany v sitovém krytu, z diivodu nezadouci virové infekce. Ve stadiu 3-4
pravych listl jsou Fepky inokulovany pomoci virunosnych msic z chovu infekénich klon(, ktery je v CARC,v.v.i. pro
tyto Gcely udrzovan.

Obrazek 15: Rostliny pripravené pro vyjednoceni a izolaci sitovym krytem (zdroj: Lucie Slavikovd,.
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Inokulace probiha tak, Ze na jednotlivé rostliny jsou preneseny pripravené fragmenty infikovanych listd se msicemi.
Na kazdou rostlinu se pfenasi priblizné tfi jedinci. Na nové rostliny jsou pinzetou umistény Ustfizky infikovanych
listd, z nichz mSice samovolné prechazeji a zahajuji sani. Po priblizné jednom dni nabyvaciho sani dochazi k prenosu
TuYV. Kontrolni varianta, ponechana bez inokulace, slouzi pfi hodnoceni jako nulova pro dany genotyp ¢i odrtidu.

Obrdzek 16: Jednotlivé genotypy ozimé fepky po inokulaci virem Zloutenky vodnice (zdroj: Lucie Slavikovd).

Msice jsou na rostlinach ponechany 7 dnli pro dostateny prenos viru. Poté jsou rostliny se msicemi oSetreny
insekticidnim pripravkem, dochazi k thynu msic a rostliny jsou opétovné zakryty. Insekticidni postrik byva priblizné
za 5 dni opakovan. Prvni pfiznaky jsou na rostlindch pozorovatelné vétsinou za 3 tydny. Po 5 tydnech jsou odebrany
listy pro laboratorni testovani. Pro hodnoceni dalSiho vyvoje infekce virem TuYV je moZné odbér listl opakovat
za priblizné 1 mésic.

Obrdzek 17: genotyp ozimé rfepky nachylny k TuYV, vlevo kontrolni rostlina, vpravo infikovand varianta (zdroj: Lucie Slavikova).
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ZPRACOVAN{ VZORKU

10. Zakladni zpracovani vzorkl ozimé repky pro stanoveni odolnosti
vlci viru Zloutenky vodnice

Odebrané listy jsou uloZeny do uzaviratelnych plastovych sackd, jsou oznaceny (datum odbéru, nazev genotypu
a prislusna varianta: 11, 12, 13, 14 - inokulované a K1, K2 - bez inokulace, kontroly) a dale uchovany v mrazicich
boxech pri teploté -80 °C. Zakladni zpracovani vzorkd zahrnuje predevsim homogenizaci a izolaci celkové RNA.

10.1 Homogenizace vzork{

Vzorky se homogenizuji v tekutém dusiku. U vzork( uchovavanych pfi -80 °C je potreba dbat na to, aby nedoslo
k jejich rozmrazent. Vzorky jsou homogenizovany v tfeci misce pomoci tloucku a jsou nasledné odebrany z tfecich
misek do predem oznacenych mikrozkumavek, které jsou ponoreny do tekutého dusiku. Do mikrozkumavek je
pak navazeno 0,1 g zhomogenizovaného rostlinného pletiva. Je velmi duleZité nepresdhnout uvedenou hmotnost,
protoZe v navazujicich metodach izolace nukleovych kyselin dochazi v tomto pripadé ke snizenému vytézku i nizsi
Cistoté nukleovych kyselin.

10.2 Izolace celkové RNA

Pro izolaci RNA je potfeba 0,1 g homogenizovaného rostlinného pletiva. Existuji rlizné zpUsoby izolace RNA.
Rozhodujici je vZdy Cistota a dostatecna vytéZnost RNA. V laboratofi Narodniho centra se vzorky fepek (RNA) izoluje
predevsim kolonkovym kitem.

Izolace RNA kolonkovym zpisobem

Komer¢ni souprava Spectrum™ Plant Total RNA Kit od firmy Sigma pro izolaci celkové RNA zahrnuje nékolik
naslednych kroku: lyzaci, precisténi, navazani RNA, jeji promyti a vyplachnuti z kolonky.

Lyzace:

K homogenizovanému materialu se prida 500 ul lyzacniho roztoku (Lysis solution) s 2-mercaptoetanolem. Vzorek se
musi okamZité a intenzivné promichat na vortexu po dobu alespon 30 s, aby se vSechny slozky promisily.

Vzorky se nasledné inkubuji 3-5 minut pfi 56 °C, coz napomaha rozpadu bunéénych struktur a denaturaci protein.
U nékterych druhi vzorkd s vy$sSim obsahem $krobu se doporucuje inkubace pfi pokojové teploté, protoZe vyssi
teplota mizZe zpUsobit gelovitou strukturu a snizit Gcinnost filtrace.

Precisténi-filtrace:

Poinkubaci se vzorky centrifuguji 3 minuty pfi maximalni rychlosti (14 000 x g) pficemz bunécné komponenty vytvori
sediment. Supernatant obsahujici RNA se nasledné prenese do filtracni kolonky umisténé ve shérné zkumavce.
Pri prenaseni je dilezité zabranit preneseni pevného sedimentu. Filtracni kolonka se centrifuguje 1 minutu opét

pri maximalni rychlosti, tento krok odstrani jemné Castice, polysacharidy a viskdzni slozky, které by mohly zanést
vazebnou membranu.

Navazani RNA na silikagelovou membranu:

K vycisténému lyzatu se prida Binding solution (na kazdy vzorek 500 pl) a smés se nasledné promicha opétovnym
nasatim pipetou ¢i na vortexu. Smés se postupné nanasi na vazebnou kolonku, nanaseni probiha ve vice krocich.
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V této fazi je také mozné zaradit volitelny kok enzymatického odstranéni genomové DNA (DNase | digest), ktery je
doporucovan zejména pro analyzy RT-qPCR.
Promyti navazané RNA:

Promyvani probiha v nékolika krocich. Nejprve je pouZit roztok 1 (Wash solution 1 v objemu 500 ul na jeden vzorek),
pri této reakci dochazi k odstranéni proteinti a bunécnych metabolitd.

V druhém promyvacim kroku je pouZit promyvaci roztok 2 (Wash Solution 2), opét v davce 500 pl), pfi kterém jsou
odstranény soli a zbytkové kontaminanty.

Nakonec je provedena dodatecna centrifugace po dobu 1 minuty bez pridavku roztoku, aby se odstranily zbytky
ethanolu. Tento krok je zasadni, protoZe ethanol miiZe inhibovat reverzni transkripci a pribéh PCR reakce.

Vyplachnuti RNA z kolonky

Kolonka se umisti do nové mikrozkumavky, pti¢emz do jejiho stfedu se nanese 50 ul vymyvaciho roztoku (Elution
Solution). Po inkubaci 1 minuty pfi laboratorni teploté se kolona centrifuguje 1 minutu pfi maximalni rychlosti.
Eluat obsahuje purifikovanou celkovou RNA.

Pro zvyseni vytéZnosti lze provést druhou eluci elu¢nim roztokem.

Skladovani RNA

. kratkodobé: 20 °C

. dlouhodobé: -80°C

. doporucuje se aliquotace vzorkd.

10.3 Méreni Cistoty a koncentrace RNA

Cistota RNA se mé&Fi spektrofotometricky (napf. NanoDrop2000 od Thermo Fisher Scientific). M&fi se pfi vinovych
délkach 260, 230 a 280 nm. Hodnoty namérené pristrojem pfi téchto vinovych délkach umozriuji hodnocenivzorku.
Ocekavané poméry pii uvedenych vinovych délkach jsou nasleduijici:

. A260/A280~1,8-2,1
. A260/A230>2,0

Pomér absorbanci 260/280 mensi nez 1,75 svédci pro obsah kontaminujicich bilkovin. Pomér A260/A230 nizsi nez
2 svédci pro obsah sacharidd. Pri vypoctu koncentrace hodnota absorbance 1 odpovida priblizné 40 mg/l pro RNA.

10.4 Priprava cDNA

Komplementarni DNA je pfipravovana s pouZzitim reverzni transkripce za pouZiti komercni sady RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific). Tato sada obsahuje nasledujici komponenty: enzym RevertAid
reverse transkriptazu, inhibitor RNazy Ribolock (20 U/ul), 5% reakéni pufr, smés dNTP (10 mM), random hexamer
primery a vodu zbavenou nukleaz.

Uvedeny postup je optimalizovan pro potreby laboratore CARC a vychazi z doporuceni vyrobce.
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Priprava RNA, primer( a denaturace

V prvnim kroku se do reakéni zkumavky prida 0,5 ul random hexamer primertd a 9 ul celkové RNA testovanych
genotypl ozimé fepky pfipravené v predchozim kroku a vody zbavené nukleaz tak, aby byl doplnén objem
na 9,5 ul. Objem vody a celkové RNA testovanych genotypd je variabilni a zavisi na koncentraci konkrétniho vzorku
naméreného po izolaci, ke které se upravuje objem vody.

Priklad:
. pri koncentraci RNA nad 1000 ng/ul se do reakce prida 1 ul RNA,
. pri koncentraci RNA 200 ng/ul se do reakce prida 5 pl RNA.

Takto pripravené zkumavky jsou vloZeny do PCR cycleru do nastaveného programu: 5 minut, teplota 65°C. Vzorky
jsou nasledné zchlazeny na 4°C a dalsi krok probiha v ledu.

Pridani reakénich komponent a reverzni trasnkripce
Do kazdé zkumavky se pridaji nasledujici komponenty:

. 3,0 ul 5% reakéniho pufru

. 1,5 ul ANTP smési

. 0,4 ulinhibitoru RNaz RiboLock

. 0,55 pl enzymu RevertAid Reverse Transcriptazy

Reakcni smés pro syntézu cDNA je pripravena v celkovém objemu 14.95 pl.

Po pridanivsechsloZek se smésjemné promichaa kratce centrifuguje. Pro samotnou everznitranskripcise zkumavky
vloZi do termocykleru a spusti se nasledujici program:

. 25 °C po dobu 5 minut,
. 42 °C po dobu 60 minut,
. 4.°C pro uchovani vzorkd.

Pro syntézu cDNA lze poutZit také jiné komercni soupravy pro reverzni transkripci. V takovém pripadé je nutné
postupovat podle pokyni vyrobce a upravit reakéni podminky podle konkrétni soupravy.

10.5 Priprava kvantifikacniho standardu pro RT-qPCR s vyuZzitim Escherichia coli

Pro absolutni kvantifikaci virové nukleové kyseliny metodou RT-qPCR je nutné pfipravit spolehlivy kvantifikacni
standard, ktery umozni vytvoreni standardni krivky a nasledny vypocet poctu kopii cilové sekvence v testovanych
vzorcich genotyp(i ozimé rfepky. Standard je pfipraven ve formé plazmidové DNA obsahujici cilovy fragment genomu
viru Zloutenky vodnice (Turnip yellows virus, TuYV), ktery presné odpovida amplifikované oblasti pouzivané v RT-
gPCR reakci.

Cilovy fragment zahrnuje amplikon definovany pouzitymi qPCR primery TuYV_gF1 (TGGGGTCTGACACGCTTATG)
a TuYV_qR1 (CAGCAAGGCGAGACAGAAGA) s délkou amplikonu 105 bp. PouZité primery jsou pfihlasené u Uradu
primyslového vlastnictvi, pod Cislem prihlasky PUV 2026-44044. Pouziti standardu odpovidajiciho presné
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amplifikované oblasti zajistuje vysokou presnost kvantifikace a umozniuje pfimé srovnani virové naloze mezi
jednotlivymi vzorky i mezi riznymi experimenty.

Cilovyfragmentjeziskan PCRamplifikaciz pozitivnihovzorku nebo cDNAanasledné purifikovan pomocikomeréniho
kitu pro Cisténi PCR produktti. Velikost amplikonu je ovérena elektroforézou v agarézovém gelu. Purifikovany PCR
produkt je poté klonovan do plazmidového vektoru podle zvoleného klonovaciho systému (napf. TA klonovani).

Rekombinantni plazmid je transformovan do kompetentnich bunék Escherichia coli (napr. kmen DH5a nebo TOP10)
pomoci tepelného Soku nebo elektroporace. Transformované burnky jsou rozetreny na selekéni agarové médium
obsahuijici prislusné antibiotikum a inkubovany pres noc pfi 37 °C. Po inkubaci jsou vybrany jednotlivé kolonie
a pfitomnost inzerce je ovérena koloniovou PCR se specifickymi primery pro vlozku nebo plazmidovy vektor.

Pozitivni kolonie jsou nasledné inokulovany do kapalného LB médias antibiotikem a kultivovany pres noc za tfepani.
Z bakterialni kultury je izolovana plazmidova DNA metodou miniprep podle doporucenivyrobce. Spravnost vlozené
sekvence je ovérena sekvenaci, pro potvrzeni jeji identity s cilovou sekvenci pouzivanou v RT-qPCR reakci.

vvvvv

(midiprep nebo maxiprep). Koncentrace DNA je stanovena spektrofotometricky nebo fluorimetricky a soucasné
je zkontrolovana jeji Cistota pomoci poméru absorbanci A260/A280. Pro zvyseni reprodukovatelnosti kvantifikace
je vhodné plazmid linearizovat restrikéni endonukledazou stépici mimo cilovou vloZku a nasledné DNA znovu
purifikovat.

Na zakladé stanovené koncentrace plazmidu je vypocten pocet kopii DNA (v 1 pl):
pocet kopii/ul = (koncentrace DNA [g/ul] x 6,022 x 10%%) / (délka plazmidu [bp] x 660)

Na zakladé vypoctené koncentrace je pfipravena série desetinnych redéni standardu, obvykle v rozsahu 107 az
10" kopii na reakci, ktera slouZi pro konstrukci standardni kfivky RT-qPCR. Redéni jsou pfipravovana v ultra isté
vodé nebo TE pufru, pripadné za piitomnosti nosi¢ové nukleové kyseliny nebo BSA, ktera omezuje adsorpci DNA
na povrch plastovych zkumavek.

Pripravenéstandardyjsourozdélenydo malychaliquot(,aby se zabranilo opakovanémuzmrazovaniarozmrazovani,
a skladuji se pfi —20°C. Standardni fada je zahrnuta do kazdého RT-gPCR béhu, coz umoziiuje vytvoreni standardni
kfivky a nasledny vypocet absolutniho mnoZstvi virové RNA ve vysetifovanych vzorcich.

Kvalita pripraveného standardu je hodnocena na zakladé parametrt standardni kfivky RT-gPCR. Optimalni (i¢innost
reakce by méla byt v rozmezi 90-110 %, linearni korelaéni koeficient R* > 0,99 a negativni kontrola nesmi vykazovat
specifickou amplifikaci. Spravné pripraveny plazmidovy standard tak umoZiuje presnou a reprodukovatelnou
absolutni kvantifikaci viru TuYV v analyzovanych rostlinnych vzorcich a poskytuje spolehlivy nastroj pro hodnoceni
urovné infekce a porovnani rezistence jednotlivych genotypl ozimé repky.
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11. Hodnoceni titru viru u ozimé fepky pomoci qPCR

Kvantifikace viru Zloutenky vodnice (Turnip yellows virus, TuYV) v jednotlivych genotypech ozimé fepky je
provedena metodou kvantitativni polymerazové retézové reakce v readlném case po reverzni transkripci (RT-qPCR).
Analyza byla realizovana na pristroji LightCycler® 480 (Roche Diagnostics) s vyuZzitim interkalacniho fluorescencniho
barviva SYBR Green |, které umozriuje sledovat vznik amplifikacniho produktu béhem reakce na zakladé narlstu
fluorescence Umérného mnoZzstvi vznikajici dvouvlaknové DNA. Metoda stanovuje absolutni mnoZstvi cilové virové
sekvence TuYV v analyzovanych vzorcich.

Reakce probihaji v 384 jamkovych PCR destickach, pricemz celkovy objem reakéni smési v jedné jamce Cini 12 pl.
Kazdy biologicky vzorek je analyzovan ve tfech technickych opakovanich. Soucasné jsou v kazdém hodnoceni
analyzovany plazmidové standardy o znamém poctu kopii cilové sekvence, které umoZznuji vytvoreni standardni
krivky pro absolutni kvantifikaci.

Pred zahajenim hodnoceni je pfipraveno pipetovaci schéma urcujici rozmisténi vzork(, standardd a negativnich
kontrol v jednotlivych jamkach desticky. Tento postup minimalizuje riziko pipetovacich chyb a umozriuje
jednoznacnou identifikaci reakci béhem nasledné analyzy dat.

SloZeni reakéni smési

Reakéni smés pro gPCR pro kvantifikaci TuYV obsahuje:

. 6,0 ul 2x SYBR Green | Master Mixu (Roche)

. 0,5 ul smési primerd (10 uM) uvedenych v kapitole 9.5

. 4,5 pl nukleazové Cisté vody

. 1,0 ul cDNA jednotlivych testovanych vzorki ozimé repky pripravené reverzni transkripci z celkové RNA

izolované z listovych pletiv ozimé repky

Nejprve je do vsech jamek napipetovan master mix obsahujici vSechny slozky reakce. Tento postup sniZuje
variabilitu mezi jednotlivymi reakcemi. Nasledné je do kazdé jamky pridana cDNA jednotlivych vzorkd a standardd.
Po dokonceni pipetovani je desticka uzaviena folii, kratce centrifugovana (pro odstranéni vzduchovych bublin)
a vloZena do pristroje.

11.1 Podminky amplifikace

Amplifikacni reakce probiha za nasledujicich podminek:

1. inicialni denaturace: 95 °C po dobu 10 minut
2. 40 amplifikacnich cykld:

o denaturace: 95°C podobu 5s

0 nasedani primer(: 60 °C po dobu 30s

o elongace: 72°C podobu 20's

Fluorescencni signal je zaznamenavan béhem kazdého cyklu reakce.
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11.2 PouZité primery

Pro kvantitativni detekci TuYV byly pouzity primery, navrzené v CARC, v.v.i., chranéné ve formé uzitného vzoru
zapsaného u Ufadu priimyslového vlastnictvi pod &islem 39457.

Primerovy par (amplicon 105 bp)
TuYV_qgF1: 5'-TGGGGTCTGACACGCTTATG-3'
TuYV_gR1: 5'-CAGCAAGGCGAGACAGAAGA-3'

Uvedené primery amplifikuji kratké fragmenty genomu TuYV optimalizované pro real-time PCR analyzu a vykazuji
vysokou Gcinnost amplifikace (priblizné 1,98-2,06). Specifi¢nost primert byla ovérena bioinformatickou analyzou
dostupnych sekvenci TuYV a experimentalné pomoci analyzy disociacni krivky.

11.3 Analyza disociacni kFivky

Po ukonceni amplifikace je provedena analyza disociacni (melting) kfivky, ktera slouZi k posouzeni charakteru
vzniklého PCR produktu a k detekci ptipadnych nespecifickych amplikon( nebo dimert primer.

Tato analyza spociva v postupném zvySovani teploty reakce z priblizné 65 °C na 95 °C pfi kontinualnim méreni
fluorescence. Pri denaturaci dvouvlaknové DNA dochazi k poklesu fluorescence barviva SYBR Green |, coZz umoZiuje
stanovit teplotu tani (Tm) amplifikacniho produktu.

Specificka amplifikace cilové sekvence TuYV je charakterizovana jednim dominantnim pikem disociacni kfivky.
Pritomnost vice pik(l nebo pikd pfi nizsi teploté mize indikovat vznik nespecifickych produktd nebo dimerd
primerd. Hodnota Tm miZe byt ovlivnéna délkou amplikonu, koncentraci produktu, iontovym sloZenim reakce
nebo parametry pouZitého pfistroje, proto je hodnocena predevsim kvalitativné jako indikator homogenity
amplifikacniho produktu.

11.4 Kvantifikace virového titru

Po potvrzeni spravného priibéhu amplifikace jsou z jednotlivych amplifikacnich krivek ziskany Ct hodnoty (cycle
threshold). Kazdy biologicky vzorek byl analyzovan ve tfech technickych opakovanich a z téchto hodnot je vypocten
aritmeticky primér Ct, ktery je pouZit pro dalsi vypocet.

Absolutni mnoZstvi cilové sekvence TuYV je stanoveno pomoci standardni krivky pfipravené z plazmidového
standardu obsahujiciho amplifikovany fragment genomu TuYV o znamém poctu kopii. Standardy byly pripraveny
v sérii desetinnych fedéni a analyzovany paralelné se vzorky v kazdém RT-qPCR experimentu.

Z linearni regrese zavislosti Ct hodnot na logaritmu poctu kopii byla stanovena rovnice standardni kfivky a G¢innost
PCR reakce. Na zakladé této kalibracni krivky byly Ct hodnoty jednotlivych vzorki prevedeny na absolutni pocet
kopii cilové sekvence pritomné v analyzovaném mnoZzstvi cDNA.

Vysledny titr viru je vyjadren jako pocet kopii cilové sekvence TuYV odpovidajici analyzovanému mnoZstvi cDNA.

Tento postup umoziiuje presné a reprodukovatelné srovnani Grovné infekce mezi jednotlivymi genotypy ozimé
fepky a minimalizuje vliv technické variability mezi jednotlivymi reakcemi RT-gPCR.
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Amplification Curves
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Obrdzek 18: A) Amplifikacni kfivky RT-qPCR ziskané ze Ctyfndsobné série fedéni cDNA (1:2 aZ 1:128, v triplikdtech). Fluorescence
Je vynesena proti poctu cyklt a ukazuje postupné zpoZdovani hodnot Ct se zvysujicim se redénim pro RT-gPCR analyzy zaloZzené
na detekci pomoci SYBR Green | s primery TuYV_qF1/ TuYV_qR1 a (B). Standardni kfivka pro RT-gPCR zaloZenou na SYBR Green |
s pouZitim primerd TuYV_qF1/TuYV_qR1 pfi ctyfndsobné sérii fedéni cDNA viru TuYV (1:2 aZ 1:128, v triplikdtech). Linedrni regrese
vykdzala smérnici -3,3 (R*=0,9954) a icinnost 99,5 % (Zdroj Jiban Kumar).
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12. Ochranna opatreni proti Sifeni viru Zloutenky vodnice

Virus Zloutenky vodnice patfi mezi nejvyznamnéjsi virové patogeny brukvovitych plodin a v soucasnosti predstavuje
jeden z hlavnich faktorG ovliviiujicich stabilitu produkce fepky ozimé v Evropé. Vzhledem k rozsahlému péstovani
Fepky napfi¢ viemi vyrobnimi oblastmi Ceské republiky nelze jeho vyskyt geograficky omezit na konkrétni regiony.
Monitoring provadény v poslednich letech potvrdil pritomnost viru ve vétsSiné péstitelskych oblasti, véetné
Ceskomoravské vrchoviny, jiznich Cech, Karlovarska, Pfibramska, Pisecka, Kladenska a Mélnicka, pfi¢emz pozitivni
nalezy byly zaznamenany také na Slovensku. Intenzita vyskytu mezi jednotlivymi roky kolisa predevsim v zavislosti
na pribéhu pocasi a populaéni dynamice prenasect.

TuYV je polerovirus prenaseny msicemi perzistentnim, cirkulativnim zplsobem. Msice z{stavaji po nabyti viru
béhem sani infekcni po cely svij Zivot, coZ vyrazné zvySuje Ucinnost Sifeni patogenu v porostech i mezi lokalitami.
Hlavni pfenasedi jsou Siroce rozsifeni a schopni migrovat na velké vzdalenosti. Vyznamnou roli pfi Sifeni viru hraji
zejména okridlené formy, kdy msice nalétavaji do nové zaloZenych porostli béhem podzimniho obdobi.

Z epidemiologického hlediska predstavuje zasadni problém mimoradné Siroky hostitelsky okruh viru. TuYV infikuje
nejen fepku ozimou a jarni, ale také dalsi brukvovité plodiny, bézné péstované druhy hofcCice, cukrovou fepu, mak,
svazenku i vojtésku. Vyznamnym zdrojem infekce jsou také meziplodinové porosty, vydrol fepky, i zelinarské
porosty, které umoznuji prezivani viru mezi vegetacnimi obdobimi. Virus je navic pritomen u celé fady plevelnych
a planych druh( rostlin, které funguji jako dlouhodoby rezervoar infekce. Diky existenci téchto alternativnich
hostitell dochazi k nepretrzité cirkulaci viru v agroekosystému béhem celého roku a k jeho opakovanému zavlékani
do nové zaloZzenych porostd.

Nejvyssi riziko infekce nastava v podzimnim obdobi kratce po vzejiti ozimé repky, kdy jsou mladé rostliny k infekci
nejcitlivéjsi. Rana infekce vede k systémovému Sifeni viru v rostliné a k dlouhodobému naruseni fyziologickych
procestl. Napadené rostliny vykazuji snizenou intenzitu fotosyntézy, omezeny rist korenového systému, slabsi
vétveni, Zloutnuti starsich list a redukci tvorby Sesuli, coz se nasledné projevuje snizenim vynosu i obsahem oleje
v semenech. Mirné podzimy a teplé zimy, jejichZ vyskyt je v poslednich letech ¢astéjsi, podporuji prezivani a aktivitu
mSic a prispivaji ke zvySovani infekéniho tlaku.

Soucasti ochrany proti TuYV je omezeni zdrojd infekce v agroekosystému. DdleZzitou roli hraje regulace vydrolu
fepky po sklizni, disledna herbicidni ochrana zamérena na brukvovité plevele a vhodné fizeni meziplodin, které
omezuje vznik tzv. ,zeleného mostu“ umoznujiciho prezivani viru i jeho pfenasect mezi vegetacnimi obdobimi.
Ucinnost t&chto opatreni je viak omezend, protoZe vyznamna &ast infekci vznika v diisledku migrace okridlenych
msic z okolni krajiny, Casto i na zna¢né vzdalenosti.

Chemicka ochrana zamérena na regulaci prenasecli predstavuje dileZity nastroj zejména v ranych vyvojovych
fazich porostu. Klicové je sledovani naletl msic a v€asna aplikace insekticidd pri prekroCeni prahl skodlivosti.
Vzhledem k perzistentnimu zplsobu pfenosu viru vsak miZe msice virus pfenést jesté pred svym usmrcenim
insekticidem, a proto chemicka ochrana nedokaZe infekci zcela zabranit, ale pouze omezit jeji dalsi Siveni.
MozZnosti chemické ochrany byly navic v poslednich letech zasadné ovlivnény legislativnimi zménami v Evropské
unii, zejména zakazem pouzivani neonikotinoidnich insekticid(i pro moreni osiva polnich plodin. Tyto systémové
pUsobici latky poskytovaly v minulosti i¢innou preventivni ochranu mladych rostlin proti ¢asnym naletim msic.
Po jejich zakazu doslo k omezeni ochrany porostd v nejcitlivéjsich ranych fazich vyvoje, coZ se v mnoha evropskych
regionech projevilo zvySenim abundance populaci msic a prodlouzenim obdobi jejich aktivity. Viyssi pocetnost
prenaseCl nasledné zvySuje pravdépodobnost Casnych infekci a celkovy infekéni tlak viru. Soucasné roste
zavislost na opakovanych listovych aplikacich insekticidd, coZ zvysuje selekéni tlak na populace msic a podporuje
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vznik rezistence vici dostupnym Gcinnym latkam. Tyto faktory vedou ke sniZovani Gcinnosti chemické ochrany
a zdUrazriuji vyznam integrovaného pristupu k ochrané porostd.

Casto diskutované posouvani terminu vysevu ke konci agrotechnické |hiity se v podminkach stfedni Evropy
neprokazalo jako spolehlivé Gc¢inné opatreni. Aktivita hlavnich prenasecd zpravidla pretrvava po celé podzimni
obdobi, a pozdéjsi vysev proto nezarucuje snizeni rizika infekce, pficemz muZe negativné ovlivnit vyvoj porostu
a jeho prezimovani.

Nejucinnéjsiadlouhodobé nejstabilnéjsi moznosti omezeni skod zplisobenych virem Zloutenky vodnice je vyuzivani
odrlid s geneticky podminénou toleranci nebo rezistenci k TuYV. Moderni hybridni odrldy vykazuji nizsi akumulaci
viru v rostlinach, mirnéjsi symptomatické projevy a stabiln&jsi vynos i pri vysokém infekénim tlaku. Geneticka
odolnost se tak stava klicovym pilifem integrované ochrany porosti fepky a predstavuje nejefektivnéjsi zplisob
dlouhodobého omezeni ekonomickych ztrat pri soucasném zachovani vysokého produkéniho potencialu plodiny.

Obrazek 19: Odrudovy sklenikovy pokus po odstranéni sitového krytu a insekticidnim osetreni (zdroj: Lucie Slavikova).
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Obrdzek 20: Odrida Sidney, vlevo kontrolni rostlina, vpravo infikovand (zdroj: Lucie Slavikova).
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13. Srovnani novosti postupu

Predkladana metodika popisuje uceleny pristup k hodnoceni odolnosti jednotlivych genotypti ozimé fepky vici viru
Zloutenky vodnice pomoci metody real-time PCR. Inovativnost spociva ve vyuZziti sady nové navrzenych, specifickych
primerG urcenych pro kvantitativni detekci TuYV v rliznych genotypech ozimé fepky. Sekvence téchto specifickych
primer( jsou chranéné ve formé uzitného vzoru pod nazvem Reakéni smés pro kvantitativni determinaci fragmentu
viru Zloutenky vodnice v genotypech ozimé Fepky pomoci qPCR, zapsaného u Ufadu priimyslového vlastnictvi
pod Cislem 39457.

Navrzené primery amplifikuji kratké fragmenty virového genomu optimalizované pro real-time PCR analyzu:
. TuYV_gF1: TGGGGTCTGACACGCTTATG
. TuYV_gR1: CAGCAAGGCGAGACAGAAGA

(velikost amplikonu 105 bp)

Primery byly navrZzenyv konzervovanych oblastech genomu TuYV a experimentalné optimalizovany pro kvantitativni
detekci viru v rostlinnych pletivech. Analyza amplifikacni G¢innosti prokazala hodnoty 2.06 (pro TuYV_qgF1/ TuYV_
gR1) coZ odpovida témér idealni efektivité PCR reakce a potvrzuje vysokou analytickou spolehlivost metody.

Tyto primery spolecné s navrzenym postupem umoznuji kvantifikovat virovou naloz ve vzorcich genotyp(i ozimych
fepek. Jedna se o stanoveni mnoZstvi virové RNA (tzv. titru viru) pomoci metody RT-qPCR, jeZ odrazi roven

evwvs

Vyznamnou vyhodou molekularniho pristupu je také moznost rychlého a opakovaného hodnoceni infekce béhem
jednoho vegetacniho obdobinebo v kontrolovanych experimentalnich podminkach. Na rozdil od klasickych polnich
pokust, které jsou zavislé na prirozeném vyskytu prfenasecl a infek¢nim tlaku, umozriuje RT-gPCR analyza ziskat
reprodukovatelné vysledky v kratsim ¢asovém horizontu a nezavisle na aktualnich klimatickych podminkach.

Cilem predloZené metodiky neni v Zadném pripadé nahradit odriidové pokusy. Ty jsou pro hodnoceni celkového
zdravotniho stavu, vynosového potencidlu i z hlediska komplexniho agronomického posouzeni nenahraditelné.
Postup uvedeny v metodice vSak mdZe slouZit jako nastroj pro charakteristiku odrld s vyssi odolnosti k TuYV, ktera
je soucasnymi péstiteli vysoce Zadana.

14. Popis uplatnéni metodiky

Predkladana metodika je uréena pro hodnoceni Urovné odolnosti genotypl a odriid ozimé repky vici infekci
virem Zloutenky vodnice na zakladé kvantifikace virové naloZe v rostlinnych pletivech metodou RT-gPCR.
Metodika predstavuje prakticky, diagnosticky a hodnotici nastroj vyuZitelny zejména ve vyzkumnych laboratofich
zabyvaijicich se rostlinnou virologii, zdravotnim stavem porostd a molekularni diagnostikou rostlinnych patogend,
ale také ve Slechtitelskych programech zamérenych na vyvoj odrlid se zvysenou odolnosti viici virovym chorobam.

Hlavnim pfinosem metodiky je moZnost objektivniho a kvantitativniho posouzeni miry odolnosti jednotlivych
genotypl ozimé fepky vici TuYV, coz umoziuje presnéjsi selekci perspektivnich materiald jiz v ranych fazich
Slechtitelského procesu. Na rozdil od klasického hodnoceni zaloZzeného na vizualnim posuzovani symptomd nebo
dlouhodobych polnich pokusech poskytuje metoda RT-qPCR reprodukovatelné vysledky nezavislé na aktualnich
klimatickych podminkach a intenzité pfirozené infekce. Metodika tak vyznamné urychluje proces hodnoceni
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odolnosti vici viru Zloutenky vodnice a umozniuje testovani vétsiho poctu genotypti v kratsim ¢asovém obdobi.

Uplatnéni metodiky je rovnéz vyznamné v oblasti monitoringu zdravotniho stavu porostt a vyzkumu epidemiologie
TuYV. Kvantifikace virové RNA umozriuje sledovat dynamiku infekce v priibéhu vegetace, hodnotit Ucinnost
ochrannych opatreni a analyzovat vztah mezi Grovni infekce a vynosovymi parametry rostlin. Ziskana data mohou
slouzit jako podklad pro optimalizaci péstitelskych postupl a pro zpresnéni doporuceni tykajicich se ochrany
porostu.

Metodika ma zaroven primy aplikacni dopad na zemédélskou praxi. S rostoucim tlakem virovych chorob
a soucasnym omezenim dostupnosti Gcinnych insekticid( v Evropské unii nabyva vyznam péstovani odolnych
odrld jako klicového prvku integrované ochrany rostlin. VyuZiti metodiky umozni cilenéjsi vybér odrid s vyssi
rovni tolerance Ci rezistence, coZz mlze vést ke sniZeni potreby insekticidnich zasahi proti prenaseciim vird,
omezeni produkénich nakladd a soucasné ke snizeni environmentalni zatéze.

V dlouhodobém horizontu metodika pfispiva k zavadéni modernich molekularnich pfistupd do hodnoceni
zdravotniho stavu plodin a podporuje prechod od reaktivni ochrany zaloZené prevazné na chemickych zasazich
k preventivnim strategiim vyuzivajicim genetickou odolnost rostlin. Tim napomaha stabilizaci produkce repky
ozimé, zvySeni ekonomické efektivity péstovani a udrzitelnéjsSimu fizeni ochrany rostlin v podminkach souc¢asného
zemédélstvi.

15. Ekonomické aspekty

Repka ozima patfi mezi ekonomicky nejvyznamné;jsi trzni plodiny a pfi dobré drovni agrotechniky, vyZivy a ochrany
dosahuje bézné vynosu 3 t-ha™' i vice. Pfi primérné vykupni cené priblizné 10 000 K¢ za tunu predstavuje 15%
snizeni vynosu ekonomickou ztratu priblizné 4 500 K¢ na hektar. Dalsi ekonomické ztraty vznikaji v disledku
snizeni olejnatosti semen a zhorseni kvalitativnich parametr(i produkce, véetné mozného zvyseni obsahu kyseliny
erukové, coz miize negativné ovlivnit realizani cenu komodity. Skute¢né ekonomické dopady infekce tak mohou
byt ve vysledku jesté vyssi.

Zavedeni metodiky umoziuje efektivnéjsi selekci odolnych odrlid a genotypl jiz v ranych fazich Slechténi, coz
vede k dlouhodobému sniZeni produkénich rizik a stabilizaci vynosl. Nepfimym ekonomickym prinosem je rovnéz
moZnost optimalizace ochrannych opatreni a sniZzeni potreby opakovanych insekticidnich zasah( proti prenaseciim
viru, jejichZ Ucinnost je navic v soucasnosti omezovana legislativnimi restrikcemi v Evropské unii.

Odhad naklad(i na zavedeni postupd

Zavedenimetodiky vyZaduje laboratorni vybaveni umoZiujici molekularni analyzy metodou RT-gPCR, zejména real-
time PCR cyKkler, zafizeni pro izolaci nukleovych kyselin a standardni molekularné-biologické vybaveni. Porizovaci
naklady téchto pfistrojd jsou relativné vysoké, avsak vétsina diagnostickych a vyzkumnych laboratofi jiZ timto
vybavenim bézné disponuje. Implementace metodiky proto zpravidla nevyZaduje zasadni dodatecné investice, ale
pouze zavedeni standardizovaného pracovniho postupu.

Odhad nakladi na kvantifikaci viru Zloutenky vodnice ve vzorcich ozimé repky

Naklady na testovani odolnosti jednoho genotypu zahrnuji experimentalni inokulaci, péstovani rostlin, izolaci
RNA a naslednou kvantifikaci virové naloze metodou RT-qPCR. Kazdy genotyp je hodnocen ve trech biologickych
opakovanich, pricemz v kazdém opakovani je analyzovano deset infikovanych rostlin a pét kontrolnich rostlin.
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Celkovy pocet analyzovanych vzorki tak ¢ini 45 rostlin na genotyp.

Primérné naklady na analyzu jednoho vzorku (jedné rostliny) metodou RT-qPCR dosahuji priblizné 1 150 K¢, coz
zahrnuje spotrebni material, reagencie, laboratorni praci a amortizaci pfistrojového vybaveni. Celkové naklady
na kompletni hodnoceni jednoho genotypu se proto pohybuiji priblizné okolo 50 000 K.

PrestoZe jsou vstupni naklady na laboratorni hodnoceni relativné vysoké, ve srovnani s dlouhodobymi polnimi
pokusy predstavuje metodika ekonomicky efektivni feSeni. UmoZznuje rychlou selekci perspektivnich materiald
a eliminaci nachylnych genotyp jiZ v ranych fazich slechténi, ¢imz dochazi k vyznamné Uspore naklad(i spojenych
s viceletym testovanim v polnich podminkach. V dlouhodobém horizontu tak pfinosy metodiky prevysuji naklady
na jeji aplikaci, zejména diky stabilizaci vynosd, snizeni ztrat zplisobenych virovou infekci a optimalizaci ochrany
porostu.
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