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1 Cil metodiky

Cilem pfedkladané metodiky je etablovat postup skriningu re-
zistence kostalovych zelenin vici viru mozaiky vodnice (Turnip
mosaic virus, TuMV) v tuzemskych Slechtitelskych programech
a poskytnout spolehlivy diagnosticky RT-qPCR anebo ELISA test
vyuZitelny jak pro hodnoceni rezistence kostalovych zelenin vici
TuMV, tak monitoring zdroja Sifeni TuMV.
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2 Vlastni popis metodiky

7 vz s vz

Vlastni metodika je rozdélena do tfi ¢asti. V prvni €asti jsou po-
psany biologické testy rezistence kostalovych zelenin vici TuMV,
ve druhé RT-qPCR detekce TuMV a ve tfeti DAS-ELISA detekce
TuMV.

2.1 Uvod do problematiky

K nejvyznamnéjsim patogentim kostalovych zelenin patfi bakterie Xantho-
monas campestris pv. campestris, plvodce hnédé bakteriézy kostalovin,
a hlenka kapustova (Plasmodiophora brassicae) vyvolavajici nddorovitost
korenU kostalovin. Mezi vyznamné patogeny patfi i viry. Pavodci virovych
Zloutenek mohou byt ¢tyfi druhy: virus mozaiky kvétaku (Cauliflower mo-
saic virus), virus mozaiky vodnice (Turnip mosaic virus), virus Zluté mozai-
ky vodnice (Turnip yellow mosaic virus) a virus Zloutenky vodnice (Turnip
yellows virus). Tyto viry se vyskytuji nejen jednotlivé, ale ¢asto i ve smés-
nych infekcich a negativné ovliviuji zemédélskou produkci. Infekce rostlin
vede primérné az k 30% snizeni vynosu a také negativné ovliviiuje kvalitu
skladovanych zelenin (Walsh a Jenner 2002).

PfestoZe bylo v poslednich letech, a to nejen u nas, pozorovano Sifeni
viru Zloutenky vodnice (TuYV), které s vysokou pravdépodobnosti souvisi
s rozSifenim péstovani fepky olejky, a to i v blizkosti péstitelskych ploch
koStalovych zelenin, je celosvétové za nejvyznamnéjsi a nejrozSifenéjsi
virus infikujici koStalové zeleniny povaZzovan virus mozaiky vodnice (TuMV)
(Nellist a kol. 2022).

Virus mozaiky vodnice (TuMV) je taxonomicky Fazen do rodu Potyvi-
rus - nejpocetnéjsiho rodu rostlinnych jednovlaknovych RNA vird. One-
mocnéni ,mozaika brukvovitych”, zplsobené virem mozaiky vodnice, bylo
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poprvé popsano v USA v roce 1921 na brukvi (Brassica rapa L.), ¢inském
zeli (B. pekinensis Rupr.) a japonské hof¢ici (B. japonica Thunb.) (Gardner
a Kendrik 1921; Schultz 1921).

TuMV patii mezi nejrozsirenéjsi viry rostlin, ma Siroky okruh hostiteld
zahrnujici 318 druhd rostlin patficich do 43 rGznych Celedi, mezi které
patfi pfevazné kulturni, ale i plevelné nebo plané rostouci rostliny (Nellist
a kol. 2022).

Uvadi se, Ze virus mozaiky vodnice je pfenasen neperzistentnim zpu-
sobem vice nez 50 druhy msic. V Ceské republice jsou nej¢ast&ji jako
vektory uvadény bézné se vyskytujici, monitorované, druhy msic, a to
mSice zelna (Brevicoryne brassicae L.) a mSice broskvonova (Myzus persicae
Sulzer) (Rychly a kol. 2022).

Virus se vyskytuje prakticky po celém svété. Je velice variabilni, do sou-
¢asné doby bylo popsano vice nez 900 izolatd pavodem z rliznych zemi
a hostitelskych rostlin (NCBI 2023). Na zakladé biologickych vlastnosti
a podle symptom(, které vyvolavaji na diferenciacnich liniich zastupct
Brasica napus, jsou izolaty TUMV rozdélovany do 12 patotypU. V soucas-
nosti se vSak Castéji pouziva rozdéleni podle hostitelskych typd nebo
do Sesti fylogenetickych skupin (tzv. basal-B, basal-BR, Asian-BR, world-B,
Iranian 1 a 2), které dobre koreluji s jejich rozdily v patogenité a odrazeji
i jejich geograficky plvod (Yasaka a kol. 2017). Nejrozsitenéjsi z nich je
fylogeneticka skupina world-B, ktera se vyskytuje celosvétové a preferuje
domestikované formy r. Brassica. Do této skupiny patfi i vétSina doposud
analyzovanych ceskych izolat(i s vyjimkou dvou rekombinantnich izolatl
spadajicich do skupiny basal-B (Ohshima a kol. 2002, Tomimura a kol. 2004,
Kawakubo a kol. 2021).

V Ceské republice byl vyskyt TUMV poprvé zaznamenan v poloviné
80. let minulého stoleti na rostlinadch maku (Papaver somniferum) (Spak
a Kubelkova 1990). V roce 1991 byl publikovan jeho vyskyt na rostli-
nach Spenatu (Spinacia oleracea), u kterych je choroba zodpovédna
za snizeni kvality a vynosu Cerstvé listové hmoty (Chod a Jokes 1991).
TuMV byl rovnéZ izolovan z rostlin zeli (B. oleracea var. capitata), kre-
nu (Armoratia rusticana), pekingského zeli (B. pekinensis), Fepky olejky
(B. rapa), kadefavku (B. oleracea var. acephala), kvétaku (B. oleracea
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var. botrytis) a také Cesnacku |ékarského (Alliaria officinalis) (Kawakubo
a kol. 2021).

Kontrola Sifeni viru mozaiky vodnice je v béZné praxi obtizna. Dopo-
rucuje se prostorova izolace od moznych zdroju infekce, likvidace ple-
vell-hostiteld v okoli, monitoring vyskytu priznakd infekce a péstovani
odolnych/tolerantnich odrid. Monitoring vektor( a jejich nasledna regu-
lace pomoci insekticidd je problematicka, a to jak z dlivodu jejich casto
nizké Gcinnosti, tak z ddvodu chemické kontaminace produkce a zvysené
ekologické zatéze Zivotniho prostredi.

V soucasné dobé neexistuje jednoznacné ucinna chemicka ochrana
k omezeni Skodlivosti vir(l. V tomto kontextu se jevi jako vysoce Zadouci
vybér genotypt se zvySenou odolnosti, prfipadné toleranci k onemocnéni
a jejich SirSi vyuZiti jak pro pfimé péstovani, tak pro zafazeni do Slechti-
telskych programd.

2.2 Postup stanoveni odolnosti
kostalovych zelenin vici TuMV

2.2.1 Bezpecnostni doporuceni pfi provadéni
biologickych test

V kultivacnich prostorach, ve kterych pFipravujeme rostliny a provadime
vlastni biologické testy odolnosti, je potfeba zabezpecit zakladni hygie-
nickd opatieni zamezujici kontaminaci rostlin a virovych izolatd jinymi
patogeny nebo viry, které mohou zkreslit vysledky testu:

Zabezpecit prostorovou nebo fyzickou izolaci testovanych rostlin
od zdrojt inokula a dal3ich virQ.

Zamezit pfistupu potenciélnich virovych vektord a skidcd.

Omezit pfistup neproskolenym pracovnikdm.

Odstranit a bezpecné likvidovat infikovany material po ukonceni
testu.

Cistit a dezinfikovat pé&stebni stoly a jiné potencialné kontaminova-
né povrchy a materialy na konci testu.
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2.2.2 Biologicky material - izolaty vird, pfiprava
a péstovani experimentalnich rostlin

K biologickym testlim rezistence kostalovych zelenin byly pouZzity izola-
ty viru mozaiky vodnice TGZ42, TGZ43 (hostitelsky typ B, fylogeneticka
skupina world-B, viz Pfiloha - Obrazek 1).

Virulentniizolaty TuMV udrzujeme a mnozime napf. na rostlinach zeli
B. oleracea var. capitata: cvs. Pourovo polopozdni, Zora, nebo kedlubnu
(Brassica oleracea var. gongylodes) cv. Violet. Dlouhodobé (cca do 12 mési-
cll) je mGzeme uchovavat hluboce zmrazené v PVC saccich pfi minimalni
teploté -70 °C. Poté je ale nutné virovy izolat oZivit na doporucenych hos-
titelskych rostlinach a po namnoZzenilisty opétovné zamrazit (a opétovné
uchovavat maximalné po dobu 12 mésica).

Vysev semen testovanych rostlin provést do perlitu (Profi-Grow, Ceska
republika); naklicené rostlinky ve stadiu 1. pravého listu pikyrovat do kon-
tejnerl 9x9 cm a substratu TS 3 medium s jilem (Klasmann-Deilmann
GmbH, Némecko) a péstovat ve skleniku. Vhodné podminky kultivace
v péstebni kdji jsou: fotoperioda 16 h den /8 h noc a teplota 20-22 °C/
16-18 °C s vétranim pomoci otevieni vrchliku. V obdobi nizké svételné
intenzity (napf. v zimnich mésicich) je moZné prodlouZeni fotoperiody dne
feSit pfisvétlovanim (napf. zafivkovymi svitidly Trevos Prima 236 [Trevos,
Ceska republika] se zafivkami Osram Lumilux Cool White [Osram, Némec-
ko, 36 W, 3 350 Im, 4000 K]). VyZivu rostlin zabezpecovat pfihnojovanim
jednou tydné Kristalonem Start (AGRO CS, Ceska republika) v koncentraci
1 g.I"" vody. Rostliny dopéstovat do faze dvou az ¢tyF pravych listl a na-
sledné pouzit k inokulaci.

2.2.3 Technické vybaveni a material
Autoklav, horkovzdusny sterilizator, analytické vahy, pH-metr, mi-

chacka, chladnicka, hlubokomrazici box =70 °C, vyrobnik Supinko-
vého ledu.
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0,01 M fosfatovy pufr (pH 7,4), kfemelina ,Celite’, etanol denaturo-
vany, péstebni substrat (TS 3 medium s jilem, Klasmann-Deilmann
GmbH, Némecko).

Automatické mikropipety, Spicky, vySetfovaci rukavice, pinzety,
lahve se Sroubovacim uzavérem, alobal, papir na vysetrovaci lGzko,
lihovy kahan, termoizolacni vanicka, porcelanova miska a tloucek,
lihovy fix (popisovac), korkovrt, jmenovky, UH péstebni kontejnery.

2.2.4 Pracovni postup - inokulace rostlin

Princip mechanické inokulace vir(l spociva v potirani povrchu listu tak,
aby byly naruseny povrchové bunky a virus byl vnesen do bunék inokulo-
vaného listu, aniz by doslo k jejich pfiliSnému mechanickému poskozeni
a naslednému odumfeni. K mechanické inokulaci se obvykle pouziva
vylisovana Stava nebo homogenizované pletivo s pufrem a pridavkem
abraziva, které rozetfeme na horni povrch jednoho nebo vice listl tes-
tované rostliny. Testované rostliny by mély byt mladé (s mékkymi listy);
listy na starnoucich rostlinach jsou pro tuto techniku méné vnimave,
tedy nevhodné.

PFed vlastni manipulaci je nezbytné si peclivé umyt ruce mydlem nebo
desinfek&nim prostfedkem, a zamezit tak nechténym kontaminacim lehce
pFenosnymi viry, jako jsou napf. tobamoviry nebo potexviry. Pfi pfipravé
inokula a manipulaci s nim pouZzivat vySetfovaci rukavice.

Viybrat a jmenovkou oznacit testované rostliny. Na jmenovce uvést
zakladni informacni Udaje: genotyp/kultivar, oznaceni rostliny, datum
inokulace, izolat viru.

Biologicky test provést mechanickou inokulaci prvnich dvou pravych
listd homogenatem pletiva listd rostlin infikovanych TuMV.

Inokulum viru pfipravit rozetfenim 1 g infikovaného listu v9ml 10 mM
fosfatového pufru (pH 7,4), s 1% pridavkem kiemeliny ,Celite’. Po celou
dobu pFipravy a pouziti inokulum chladit v tfeci misce umisténé v Su-
pinkovém ledu. Inokulaci provést molitanovou houbickou uchycenou
v pinzetg, inokulum nanaSet jemné na svrchni stranu listu.
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PFipravené inokulum postaci k inokulaci cca 50 rostlin. Nedoporucuje
se ho pouzivat déle nez 20 min.

Cca 5 min po inokulaci je nezbytné, jesté pred jeho zaschnutim, lis-
ty opatrné oplachnout vodou napf. pomoci postfikovace. Neni vhodné
rostliny den pfed a den po inokulaci vystavit pfimému slunci - pfi silném
slune¢nim zafeni je nutné stinéni rostlin. Inokulované listy oznacit vysek-
nutim malého terciku pomoci korkovrtu (naplné do propisky).

Kazda testova varianta se sklada minimalné z 10 rostlin testované
odrldy, dvou rostlin téZze odrudy, které predstavuji negativni kontrolu
a dvou rostlin hofcice (Sinapis alba), odrida Polarka, inokulovanych na za-
vér stejnym inokulem, které slouzi jako pozitivni kontrola pro ovéfeni
jeho infekcnosti. Priibéh infekce monitorovat v tydennich intervalech
po dobu tfi tydn(, v jejich pribé&hu zaznamenavat vyvoj pfiznakl a pri-
tomnost viru pak zjistovat tfi tydny po inokulaci pomoci DAS-ELISA testu
anebo RT-qPCR.

Hlavnim problémem se mUZze stat, Ze mechanické poskozeni listu
je prilis silné; coz maze vést k tomu, Ze buriky odumiraji dfive, nez se
virus pomnozi a zacne Sifit, a virus tak neinfikuje testovanou rostlinu.
Pfiznaky nadmérného poskozeni pletiva jsou hnédé, mrtvé oblasti, které
se objevuji na povrchu naockovanych listd béhem jednoho nebo dvou
dnt po inokulaci.

2.2.5 Hodnoceni odolnosti rostlin - vizualni hodnoceni pfiznak

Na sledovanych rostlindch hodnotime typ a vyvoj pfiznaku infekce. Sou-
stfedime se na nasledujici pfiznaky:

Lokalni 1éze na inokulovanych listech: velikost, chlorotické 1éze,
svétle zelené |éze, nekrotické 1éze, krouzkovitost, mozaika. Zazna-
menavame dobu objeveni po inokulaci.

Systémové priznaky: 1éze a krouzkovitost; mozaiky a skvrnitosti;
projevy asociované s Zilkami - prosvétleni Zilek (vein clearing), le-
movani zilek (vein banding); deformace list(i; odumirani vrchol(
nebo zakrslost.

13 / 2 Viastni popis metodiky



Priklady hodnoceni odolnosti kostalovych zelenin jsou uvedeny v Ta-
bulce 1 a v Pfiloze - Tabule | az VII.

Stupnice odolnosti (pfip. tolerance) kostalovych zelenin vic¢i TuMV
sestavena na zakladé vizualniho hodnoceni pfiznakl a ovéreni pritom-
nosti TuUMV ELISA testem (pfipadné RT-gPCR):

Rostliny imunni, vysoce odolné: pfiznaky infekce TuMV nejsou
pozorovany na inokulovanych listech ani v systému rostliny; nepfi-
tomnost TUMV je potvrzena laboratornim testem.

Rostliny vnimavé, potencialné tolerantni: pfiznaky infekce TuMV
nejsou pozorovany na inokulovanych listech ani v systému rostliny
nebo jsou velmi mirné; pfitomnost TuMV je potvrzena laborator-
nim testem. V pfipadé tolerantnich genotypl neni ve vynosovych
zkouskach snizen vynos a kvalita produktu.

Rostliny rezistentni, odolné (hypersenzitivni): pfiznaky infekce
TuMV jsou pozorovany jen na inokulovanych listech, nejsou pozo-
rovany v systému rostliny; pfitomnost TuMV je potvrzena v inoku-
lovanych listech (pFi hypersenzitivni reakci tomu tak byt nemusi),
ale nikoliv v systému rostliny.

Rostliny vnimavé: pfiznaky infekce jsou pozorovany jak na inokulo-
vanych listech, tak v systému rostliny; pfitomnost TuMV je potvrze-
na laboratornim testem.

Tabulka 1 & Priklady hodnoceni biologickych testl na odolnost v(ci TuMV

Kultivar Druh ELISA symptomy IL/S Hodnoceni odrudy
APOLENAF1 brokolice + ChM/ChMm* VNIMAVA
LEONORA brokolice + ChM/ChL VNIMAVA
SYMPATIC kadeFavek ++ ChM/ChM#+ VNIMAVA
TINTORETO kadeFavek + ChM/Chm* VNIMAVA

SCARLET kadeFavek ++ ChM-NL/ChMN VNIMAVA
ROSSIGNOL kaderavek - -/~ VYSOCE ODOLNA

14 / Metodika stanoveni odolnosti kostalovych zelenin viidi viru mozaiky vodnice



Kultivar
BLISTRA F1
PREDZVEST
RANA ZLUTA
VERITA F1
CASIOPEA
DOLORES F1
GIGANT
GASTON F1
KARTAGO F1
KORFU F1
LUNA
TROJA F1
AMETYST F1
BETA
DELTA
OCTAVIAN
ACORD
ALABASTER F1
SLOVANA
CAPITOL F1
PAKET
HORNET
ATILAF1
AVAK F1
PYLON F1
STATUS F1
TARGET F1
ZORA

Druh

kapusta hlavkova
kapusta hlavkova
kapusta hlavkova
kapusta hlavkova
kapusta rzickova
kapusta rdzickova
kedluben
kedluben bily
kedluben bily
kedluben bily
kedluben bily
kedluben bily
kedluben modry
kvétak

kvétak

kvétak

fedkev

fedkev bila
fedkev Cervend
zeli ¢inské

zelf ¢inské

zelf hlavkové bilé
zelf hlavkové bilé
zelf hlévkové bilé
zelf hlévkové bilé
zeli hlavkové bilé
zeli hlavkové bilé

zeli hlavkové bilé
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++

++

++

++

++
++
++
++
++
++
++
++

++

++
++
++

++

symptomy IL/S
ChM/Chm*
NL/NL

NL/-
ChN-NL/-
Chm/ChM*
/-

NL/NL
ChM/Chm#*
ChM/Chm#*
NL/ChNN
ChNN/ChNN
ChM/Chm#**
NL/ChNN
ChM/Chm#**
NL/NL
Chu/-
ChM/Chm#*

Chu/-
ChM/Chm#*
Chm*

-/~
ChM/ChMm**
ChM/Chm*
ChM/Chm*
ChM/Chm#*

Hodnoceni odrudy
VNIMAVA
VNIMAVA
ODOLNA
VNIMAVA
VNIMAVA
VYSOCE ODOLNA
VNIMAVA
VNIMAVA
VNIMAVA
VNIMAVA
VNIMAVA
VNIMAVA
VNIMAVA
VNIMAVA
VNIMAVA
ODOLNA
VNIMAVA
VYSOCE ODOLNA
VYSOCE ODOLNA
VYSOCE ODOLNA
ODOLNA
VNIMAVA
TOLERANTNI
VYSOCE ODOLNA
VNIMAVA
VNIMAVA
VNIMAVA
VNIMAVA



Kultivar Druh ELISA symptomy IL/S Hodnoceni odrudy

MARS zeli hlavkové cervené + ChM/ChM#+ VNIMAVA
CAPITOL F1 zel pekingské - -/- VYSOCE ODOLNA
FORCO F1 zelf pekingské ++ ChM/ChM#*+ VNIMAVA

ChM - chlorotickd mozaika, ChM* - slab4 chloroticka mozaika, ChM** - siln chloroticka mozaika, ChMN -
chloroticka-nekrotizujici mozaika, ChL - ojedinélé chlorotické |éze, ChL* - chlorotické léze, NL - nekrotické
nebo nekrotizuijici léze, ++ pozitivni vysledek ELISA testu, - negativni vysledek ELISA testu, - bez pfiznakd,
IL - infikovany list, S - systém.

2.3 Detekce TuMV pomoci RT-qPCR

2.3.1 Biologicky material - odbér vzorku

Vzorky je nutné odebirat z inokulovanych listd a z nové narostlych listl
(systém rostliny), prednostné z jejich pfiznakovych casti. Kratkodobé je
Ize uchovavat v mikrotenovém (PVC) sacku v chladnicce. Odumirajici nebo
nekrotické casti listl nejsou pro diagnostiku vhodné.

V pfipadé testovani pfitomnosti TuUMV ve volné rostoucich rostlinach
je nutné odebrané, nejlépe priznakové Casti rostlin vioZit do mikroténové-
ho sacku a vzorek v co nejkratSim Case dopravit do laboratore. Po celou
dobu pFevozu vzorek uchovavat v chladu, v obdobi teplych dni Ize pro
prevoz vzorkd pouzit predchlazené termonadoby. Vzorky kratkodobé
uchovavame v chladnicce, dlouhodobé v hlubokomrazicim boxu pfi mi-
nimalné -70 °C. Odumirajici nebo nekrotické casti listl nejsou pro dia-
gnostiku vhodné.

2.3.2 Technické vybaveni, material a pouZzité chemikalie

Usporadani a vybaveni laboratofi pro izolaci nukleové kyseliny, pfipravu
PCR reakcni smési, provedeni a vyhodnoceni PCR reakce, musi zamezit
kontaminaci vzorkd, izolované nukleové kyseliny anebo reakéni smési
izolovanou nukleovou kyselinou anebo amplifika¢nim produktem.
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Termocykler pro real-time PCR (Roche LightCycler 480), stolni cen-

trifuga (min. 11 000 g), spektrofotometr (napf. NanoDrop), homo-

genizator (napf. FastPrep), sucha lazen, analytické vahy, vortex,

minicentrifuga.

dNTP Mix 10 mmol-I' (Fermentas, kat.¢. R0192), Random primers

500 ng-pl”' (Promega, kat. ¢. C1181), RNasin ribonuclease inhibitor

40 U-pl™" (Promega, kat. ¢. N2111), dEPC voda, Tetro™ Reverse Trans-

criptase (Bioline - Meridian, kat. €. BIO-65050), NucleoSpin RNA Plant

kit (Macherey-Nagel, kat. €. 740949), qPCR 2x Blue Master Mix_BLUE

(Top-Bio, s.r.o., kat. €. B623xl).

Synteticky TuMV standard - interni standard: pGem-T plazmid

s inzertem sekvence plastového proteinu [TuF 8705-8726 (5' CAAG

CAATCTTTGAGGATTATG 3') / TuR 9690-9669 (5' TATTTCCCATAAGC

GAGAATAC 3')].

Pro detekci viru TuMV pouzit nasledujici primery a sondu:

Forward primer:  TuUMV9290F 5’ CCCATTTCAGTGACGTMG 3

Reverse primer:  TUMV9390R 5 GCTCATGTCGGTTAAATTG 3

Sonda: TuMV_2 6-FAM AAGCGTAACCAAGACCGACCATA
BHQ-1

Pro kontrolu kvality izolace RNA a pfipravy cDNA se vyuZziva mito-

chondrialni gen Nad5 (interni kontrola). Pro jeho detekci pouzijeme

nasledujici primery a sondu (Menzel a kol. 2002; Valentova a kol. 2021:

Forward primer:  NAD5R 5" GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT 3
Reverse primer:  NADS5F 5" ACATAAATCGAGGGCTATGCG 3
Sonda: IPC_1 6-FAM CCACAATTAACATCACTACGGTC

GGGCTA BHQ-1
Automatické pipety, Spicky s filtrem, porcelanova tfeci miska
s tlouckem.
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2.3.3 Pracovni postup - izolace RNA a pfiprava cDNA
(reverzni transkripce)

Vlastniizolace RNA provadime pomoci komerc¢né dodavaného izolacniho
NucleoSpin RNA Plant kitu na bazi kolonek (Tabulka 2). Postupujeme
podle navodu vyrobce.

Pomér absorbanci A260/A280 izolované RNA by mél mit hodnotu
~2,0.V pfipadé kolonkové izolace vyuZivajici princip vazby RNA na silika-
tovou membranu pomér A260/A280 byva vyssi, a to 2,1-2,2.

Odbornikovi v oboru jsou znamy dalsi postupy homogenizace vzorkd
aizolace RNA, je nezbytna jejich validace v kombinaci s PCR testem uve-
denym v této metodice. Purifikovanou RNA je mozné pro dalsi analyzy
(nap¥. pfiprava cDNA) kratkodobé uchovat pfi 4 °C nebo dlouhodobé
skladovat pfi -70 °C.

Tabulka 2 [71 Specifikace NucleoSpin RNA Plant kitu

Typ izolace kolonkova, vyuZziva principu adsorpce RNA na silikatovou

membranu
Maximalni mnozstvi vychoziho vzorku 100 mg rostlinného pletiva (optimalné 50-70 mg)
Maximalni objem kolonky 700 pl
Minimalni elu¢ni objem 40 pl (40-60 pl)
Maximalni vazebné kapacita 200 pg
Udavané vytézky RNA (100 mg pletiva) 3-70 ug

Izolace celkové RNA
Homogenizace vzorku:

Rozdrtit max. 100 mg vzorku pletiva v tekutém dusiku na jemny
prasek. Vzorky nesmi béhem homogenizace rozmrznout, prasek
okamZité prenést do alikvéty RA1 pufru obsahujiciho B-merkap-
toetanol a okamfZité promichat.
Max. 100 mg vzorku pletiva homogenizovat po pridani RA1 pu-
fru + B-merkaptoetanolu pomoci rotor-stator homogenizéru.
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Podminky pro FastPrep® homogenizator jsou: 4 m-s™, 40 s, ho-
mogenizace ve 2ml zkumavce s 1/4" keramickou homogenizacni
kulickou).
Lyze bunék - pridat 350ul RA1 a 3,5ul B-merkaptoetanolu k homo-
genizovanému pletivu a prudce vortexovat.
Filtrace lyzatu - filtracni kolonku (NucleoSpin Filtr, fialovy prouzek)
umistit do 2ml sbérné zkumavky, napipetovat do ni homogenat
a centrifugovat 60 s pfi 11 000 g. Filtrat pfemistit (pipetovanim
nebo dekantaci) do nové zkumavky (2ml). Pfi manipulaci neposko-
dit pelet na dné sbérné zkumavky.
Uprava podminek vazani RNA - k ziskanému filtratu pFidat stejny
objem 70% etanolu a promichat vortexovanim.
Vazani RNA - do RNA vazebné kolonky (NucleSpin RNA Plant Co-
lumn, svétle modra) pfenést filtrat s pfidavkem 70% etanolu veetné
mozného precipitatu. Centrifugovat 60 s pfi 11 000 g, poté umistit
kolonku do nové 2ml sbérné zkumavky.
ViysuSeni silikatové membrany - do vazebné kolonky pridat 350l
MDB (Membrane Desalting Buffer) a centrifugovat 60 s pfi 11 000 g
pro nezbytné vysuSeni membrany.
Ve sterilni zkumavce pripravit DNase | reak¢ni smés: pro kazdou
reakci smichat 10 pl pfipravené DNase | a 90 pl DNase reakéniho
pufru a promichat pfeklapénim zkumavky. DNase | je nachylna
na fyzické poskozeni, proto s ni nemanipulovat pfiliS prudce a ni-
kdy ji nevortexovat.
Stipani DNA - aplikovat 95 pl DNase | reakéni smési pfimo na stfed
silikdtové membrany kolonky. Inkubovat v pokojové teploté 15 min.
Promyti a vysuseni silikdtové membrany
Promyti I: PFidat 200 pl RA2 na vazebnou kolonku a centrifugo-
vat 60 s pfi 11 000 g. Umistit kolonku do nové zkumavky (pufr
RA2 inaktivuje DNase ).
Promyti Il: PFidat 600 pl RA3 na vazebnou kolonku. Centrifugo-
vat 60 s pfi 11 000 g. Odstranit filtrat a umistit kolonku zpatky
do sbé&rné zkumavky.
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Promyti lll: Pfidat 250 pl RA3 na kolonku. Centrifugovat 2 min
pfi 11 000 g. Umistit vazebnou kolonku do nové nuklease-free
1,5ml mikrozkumavky.
Pozn.: Pokud se tekutina po centrifugaci jakkoli dotkne kolonky, je
nutné odstranit filtrat a opakovat centrifugaci.
Vymyti vysoce Cisté RNA - vymyt RNA z vazebné kolonky 60 pl RNa-
se-free vody a centrifugovat 60 s pfi 11 000 g. S cilem ziskat RNA
o0 vy3si koncentraci mdzZe byt vymyti provedeno objemem nizsim
nez 60 pl (minimalné 40 pl).
Cistotu a koncentraci izolované RNA stanovit pomoci spektrofoto-
metru (Tabulka 3).

Tabulka 3 [ Vlastni laboratorni vysledky izolace RNA z list(i kostalovych zelenin

VytéZek RNA pg/100 mg A 260/280 nm

Zeli Einské 313 2,19
Zeli hlavkové bilé 11,4-71,5 2,17-2,24
Hof¢ice bila 69,0 2,19
Kedluben 7,1-39,0 2,14-2,23
KFen 6,1-15,0 2,13-2,25
Kvétak 139 2,29
Zeli pekingské 14,4 2,22
Tufin 6,8-84,2 2,11-2,2

PFiprava cDNA (reverzni transkripce)

Pro ziskani cDNA provést dvoukrokovou reverzni transkripci s pouZzitim
random primerd a Tetro™ Reverse Transcriptase (Bioline - Meridian,
kat. ¢. BIO-65050). S ohledem na pocet analyzovanych vzorkd pripravit
reakéni smési | a Il (Tabulka 4). Vzorky izolované RNA nafedit pomoci
dEPC vody na koncentraci cca 150 pg-ml=".
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Pracovni postup
K 7 pl reakeni smési | pfidat 3 pl RNA (tj. 450 ng na reakci).
Zkumavky s takto pFipravenou smési vloZit do termocykleru a inku-
bovat 5 min pfi 70 °C.
Bezprostfedné po inkubaci vlozit 0,2ml PCR zkumavky do Supinko-
vého ledu.
Do zkumavek pridat 10 pl reakeni smési Il a provést vlastni reverzni
transkripci: zkumavky inkubovat po dobu 10 min pfi 25 °C, poté
30 min pfi42 °Ca 5 min pfi 85 °C.
Ziskanou cDNA uchovavat v -20 °C.

Tabulka 4 [ SloZeni reak¢ni smési pro reverzni transkripci (20 pl)

PoloZka Koncentrace pracovniho roztoku 1 test [pl]

Reak¢cni smés |

Voda 5
dNTP 10 mmol-™! 1
random primer 500 ng.ul™ 1
Reakéni smés I

Voda 4
RT-PCR pufr 5x 4
RNase inhibitor 40 Upl™! 1
BioScript TM 200 Urpl™! 1

2.3.4 Pracovni postup - reverzni transkripce s naslednou
kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci (RT-qPCR)

PFipravu PCR reak&ni smési provadime v urenych prostorach zamezu-
jicich kontaminacim, nejlépe v PCR nebo laminarnim boxu. K pipetova-
ni pouzivame 3Spicky s filtrem. Pro zajiSténi validity testu se doporucuje
analyzovat v duplikatech a zaradit kontrolu pozadi (blank, tj. rostlinnou
cDNA nahradit deionizovanou vodou), negativni kontrolu (rostlinna cDNA
bez cilového templatu) a pozitivni kontrolu (vzorek cDNA se 100% jisto-
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tou obsahujici cDNA cilového patogena - TuMV). SloZeni reakéni smési
a teplotni profil PCR reakce je uveden v Tabulkach 5 a 6.

Pracovni postup

VSechny slozky PCR reakéni smési pfed zahajenim prace vyjmout

z mraznicky, nechat roztat pfi pokojové teplot€, pfed pouZzitim pro-
michat kratkym vortexovanim a stocit na minicentrifuze.

Podle poctu analyzovanych vzorkd pfipravit reakéni smés (bez
cDNA). Pfipraveny mastermix promichat kratkym vortexovanim,
kratce centrifugovat a rozpipetovat do PCR zkumavek po 18 pl (Ta-
bulka 5).

Do pfisluSnych PCR zkumavek s PCR reakéni smési pfidat 2 pl nefe-
déné cDNA testovanych vzorku a kontrol.

V PCR cykleru nastavit teplotni priibéh reakce podle Tabulky 6

a spustit reakci.

Tabulka 5 71 SloZeni PCR reakcni smési pro detekci TuMV a interni kontrolu Nad5

PoloZka Konecna koncentrace 1 test [pl]
qPCR 2x Blue Master Mix_Blue 1x 10
Forward primer (20 pM) 0,2 pM 02
Reverse primer (20 yM) 0,2 uM 0,2
Sonda (10 uM) 0,1 uM 02
PCR voda doplnit do 18 pl 74
Templat cDNA 2
Tabulka 6 =1 Teplotni podminky PCR reakce

Predenaturace 95°C 5min

Denaturace 95°C 15s

Nasedani primer(* 58 °C 155 45 cykld

Syntéza DNA 72°C 155

dosyntetizovani Fetézcl 72°C 5min

*) analyza fluorescencniho signalu/ ‘acquiring”
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Vyhodnoceni RT-qPCR

RT-qPCR test byl vyhodnocen softwarem real-time cykleru Roche Light-
Cycler 480. Jako pozitivni jsou hodnoceny vzorky s Ct < 35, pficemZ realné
Ct hodnoty pozitivnich vzork( pri sériovém testovani se pohybuji od 15
do 35 (Obrazek 1). Ct hodnoty amplifikace interni kontroly (Nad5) se po-
hybuji od 25 do 30. Kontrola pozadi (blank) a negativni kontrola musi byt
vzdy negativni (Obrazek 1, tmaveé zelena a Cerna kfivka). Mez analytické
citlivosti testu je 200 virovych castic v reprodukovatelné reakci.

33

28
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w

FIuor'gscence 405-510
[o:]

13

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cvklus

Obréazek 1 @ Priklady amplifikacnich k¥ivek vybranych pozitivnich vzork infikovanych kos-
talovych zelenin TuMV v real-time PCR testu: modra - T10 (kedluben); zelend - TGZ42 (kien);
Cervena - T30 (tufin); oranZova - PK1 (mak); Sedozelena - negativni kontrola (zeli); svétle mod-
ra - blank (H20).

Na zakladé sestrojené standardni kalibracni kfivky je mozna absolut-
ni kvantifikace poctu kopif virové RNA na urcitou jednotku (Obrazek 2).
K hodnoceni je mozné vyuzit software real-time cykleru Roche Light-
Cycler 480.
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Obrézek 2 € Kalibracni kfivka vyhotovena na zakladé triplikat( zfedovaci Fady syntetic-
kého standardu TuMV (software RocheLightCycler 480). Error: 0,00696 (R2 = 0,999); U¢innost
(Efficiency): 2,028; Smérnice (Slope): -3,257.

2.3.5 Validace RT-qPCR metody

Validace predkladané metodiky byla provedena podle protokolu EPPO
PM 7/98 (4): Specific requirements for laboratories preparing accredita-
tion for a plant pest diagnostic activity. Validace metody byla provedena
podle vyse uvedenych postupl izolace RNA, pfipravy cDNA a real-time
PCR s pfistrojem ROCHE Light Cycler 480.

Specificnost metody byla ovérena na souboru XX izolatd TuMV (24
Ceskych izolatl TuMV ptivodem ze zeli hlavkového, ¢inského zeli, ked-
lubnu, kfenu, tufinu a dvou slovenskych izolatl plvodem z maku seté-
ho). Jako negativni kontrola byla pouZita celkova RNA izolovana ze zeli,
pekingského zeli kedlubny, kvétaku a kfenu. VSechny izolaty TuMV byly
detekovany jako pozitivni (Ct = 16,6 — 33,65). VSechny negativni kontroly
byly negativni (Ct > 38). In silico analyza provedena na vice nez 1 000 sek-
venci dostupnych v databazi GenBank potvrdila spolehlivost navrzeného
systému v pripadé detekce izolatd fylogenetické skupiny world-B, basal-B
a basal-BR, které tvofi naprostou vétSinu popsanych izolatd vyskytujicich
se v Evropé. Niz3i spolehlivost zachytu je (s ohledem na jejich variabilitu)
mozna u izolatl fylogenetické skupiny Asian-BR a Iranian, které se dosud
v Evropé nevyskytuiji.
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Mez analytické sensitivity byla stanovena na 200 virovych castic
v reprodukovatelné reakci (Obrazek 2).

Tabulka 7 71 Porovnani citlivosti RT-qPCR a DAS-ELISA testu

Vzorek (fedéni) DAS-ELISA Q-PCR (Ct hodnotaxSD)
10x pozitivni pozitivni - 20,18+0,04
20x pozitivni netestovano

40x pozitivni pozitivni - 23,08+0,07
80x pozitivni pozitivni - 24,3410,14
160% pozitivni pozitivni - 26,17£0,13
320x negativni pozitivni - 26,7310,09
640x negativni pozitivni - 27,25+0,04
1000x negativni pozitivni - 28,57+0,24
10 000x (cca 2000 kopii virového genomu) negativni pozitivni - 32,83£0,19

Senzitivita a reprodukovatelnost testu

Pro testovani spolehlivosti testu byl zvolen vzorek obsahujici 2 000 kopii
virové RNA (tj. 103 kopii/pl), testovaci vzorek byl pFipraven nafedénim
technického standardu (plazmid pGem-T nesouci definovany inzert vi-
rového CP), za kritickou mez bylo identifikovano 200 kopii. Vzorek byl
pipetovan ve 24 opakovanich nezavisle tfemi pracovniky. Pfitomnost
TuMV standardu (senzitivita) byla prokazéna ve 100 % pfipadl, ampli-
kon nebyl detekovan v negativni kontrole - ve zdravych rostlinach zeli,
kvétaku, pekingského zeli, kedlubny, fedkve a hofcice.

Priimérna hodnota Ct stanovena jednotlivymi pracovniky u pozi-
tivnich vzorkd (reprodukovatelnost) byla 32,28+0,278 - 31,86+0,336 -
32,37+0,359, variacni koeficient pak byl 0,86 - 1,05 - 1,1 %, tj. celkova Ct
32,1740,222 (viz Tabulka 8).

25 / 2 Viastni popis metodiky



Tabulka 8 [7] Senzitivita a reprodukovatelnost RT-qPCR testu

Ct1 Ct2 Ct3 Ct4 Ct5 Ct5 Ct7 Ct8 oCt SD Vy
3234 3198 3265 3218 3208 3262 3246 3212

1P 3277 3204 31,78 325 3236 3225 3249 323 3228 0,278  0,0086
31,79 3231 3254 3246 3244 3169 3238 3212

Ct1 Ct2 Ct3 Ct4 Ct5 Ct5 Ct7 Ct8 o Ct SD Vy
31,76 31,76 3249 3206 3133 3209 3236 31,88

2P 3155 3223 3202 3195 3232 3186 3187 317 31,86 0336 00105
31,81 3131 3213 3167 3148 3158 3126 3227

Ct1 Ct2 Ct3 Ct4 Ct5 Ct5 Ct7  Ct8 o Ct SD Vy
3194 3268 3254 328 3237 3217 3275 32,06
3P 322 3249 326 3257 3247 3279 3253 3156 3237 035 00111
3211 3308 3159 3252 3249 321 3235 322
o Ct SD Vy
3217 0222 0,069

SD - smérodatna odchylka, vy - variani koeficient

2.4 Detekce TuMV pomoci DAS-ELISA testu

DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich ELISA) umoziiuje detekovat virus.
ProtoZe je DAS-ELISA testem stanovovan proteinovy antigen virionu, hod-
nota absorbance nas neinformuje pfimo o stavu virové castice a o jeji
schopnosti vyvolat infekci. V tomto pfipadé je spravné a vhodné vyuzit
pro ovérovani specifi¢nosti biologického testu.

Princip DAS-ELISA testu spociva v reakci antigenu (virového proteinu)
se specifickymi protilatkami navazanymi na povrch pevného nosice (mik-
rotitracni desticku). Ten je pak detekovan specifickymi protilatkami zna-
cenymi enzymem, ktery v pfipadé pozitivniho vzorku zviditelni reakci
rozkladem vhodného chromogenniho substratu (tj. zménou barvy).

Testy byly provedeny pomoci specifickych TuMV IgG protilatek a kon-
jugatu IgG-alkalicka fosfataza firmy LOEWE® Biochemica GmbH, Mihlweg
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2a, D-82054 Sauerlach, Germany. K dispozici jsou i dalSi komercné dostup-
neé protilatky, napf. firem Bioreba A.G., Agdia EMEA. Pfed jejich pouzitim je
ale nutné ovéfit jejich specificnost vici spektru tuzemskych TuMV izolatd.

PFi provadéni DAS-ELISA testu je potfeba dodrzovat obecna pravidla:

Pufry temperovat pfed pouziti na pokojovou teplotu.

Pro manipulaci s IgG a IgG-AP konjugatem pouZzivat pouze nadoby
a materialy z polyetylénu (PE) nebo skla, zabranit jejich kontaktu

s kGzi.

Zasobni roztoky IgG a konjugatu ihned po pipetovani ulozit do 4 °C.
Mikrotitracni desticky béhem inkubace uzavfit specialni lepici folii.

2.4.1 Technické vybaveni, material a pouzité chemikalie

ELISA reader, ELISA promyvacka, inkubator/termostat, analytické
vahy, vyrobnik Supinkového ledu.
Turnip Mosaic Virus set (LOEWE® Biochemica GmbH, kat. ¢. 070495S).
Pouzité pufry uchovavat zamrazené v -20 °C a vzdy pfed pouzitim
temperovat na pokojovou teplotu.
Potahovaci pufr (coating buffer): 1,59 g Na,COs;, 2,93 g NaHCO;
rozpustit v dH,0, pH upravit na 9,6 a doplnitdo 1 I.
Promyvaci pufr (washing buffer): 8,0 g NaCl, 2,9 g Na,HPO, x 12
H,0, 0,2 g KH,PO,, 0,2 g KCl, 0,5 ml Tween 20 rozpustit v dH,0,
pH upravit na 7,2-7,4 a doplnitdo 1 .
Extrakcni a konjugacni pufr (sample buffer, conjugation buffer):
ke slozkam promyvaciho pufru pFidat 20 g polyvinylpyrrolidonu
(K10-K40), 2 g hovéziho sérového albuminu, rozpustit v dH,0,
pH upravit na 7,4 a doplnitdo 1 I.
Substratovy pufr (substrate buffer): 97 ml diethanolaminu, 0,2 g
MgCl, rozpustit v dH,0, pH upravit 1M HCl na 9,8 a doplnit
do 11l
Substratovy roztok (substrate solution): pfipravovat vzdy Cerstvy
rozpusténim 1 mg-ml~' pNPP.Na, (p-nitrophenyl phosphate-di-
-Na-salt) v 1 ml substratového pufru.
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Mikrotitracni desticky pro ELISA test, kryci folie na mikrotitracni
desticku (napf. Nunc MaxiSorp F96 microtiter plates), automatické
pipety, Spicky, popisovag, treci miska s palickou, ledova lazen.

2.4.2 Provedeni a vyhodnoceni DAS-ELISA testu

Vazba specifickych protilatek na povrch mikrotitracni desticky -
zasobni roztok 1gG naredit podle navodu potahovacim pufrem,
pipetovat 200 ul do jamky a inkubovat 4 h pfi 37 °C. Po inkubaci
desticku 4x proplachnout promyvacim pufrem.

Priprava a aplikace vzork( - homogenizovat vzorky listl v extrakc-
nim pufru v poméru 1 : 10 (napf. 200 mg : 2 ml) na Supinkovém
ledu. Zaroven analogicky pripravit negativni a pozitivni kontrolu.
Do aktivovanych jamek mikrotitracni desticky pipetovat 200 pl
homogenatu vzorkd, pozitivni a negativni kontrolu, a slepy vzorek
(blank, pipetovat jen extrakeni pufr). Mikrotitracni desticku inkubo-
vat pfi 4 °C pres noc. Po inkubaci desticku 4x proplachnout promy-
vacim pufrem.
Aplikace 1gG-AP konjugatu - detekce zachyceného antigenu konju-
gatem IgG-alkalicka fosfataza. Zasobni roztok konjugatu fedit podle
navodu konjugacnim pufrem a pipetovat 200 ul pracovniho rozto-
ku konjugatu do jamek mikrotitracni desticky. Inkubovat mikrotit-
racni desticku 4 h pfi 37 °C. Po inkubaci desticku 4x proplachnout
promyvacim pufrem.

Barevna enzymaticka reakce indikujici pozitivni vzorky - pipetovat
do jamek mikrotitracni desticky 200 ul roztoku substratu, inkubo-
vat pfFi pokojové teploté (20-25 °C) ve tmé 1 az 2 h.

Vyhodnoceni DAS-ELISA testu (Tabulka 9). Barevnou reakci alkalic-
ka fosfataza - substrat mé¥it spektrofotometricky pfi 405 nm po

1 a 2 hinkubace. Vyhodnoceni namérené hodnoty bylo provede-
no po odecteni pramérné hodnoty blanku. Za pozitivni povazovat
hodnoty absorbance vy3si nez 0,05 namérené po jedné hodiné

a zaroven vysSi nez 0,1 namérené po 2 hodinach inkubace; do-
plfAujici podminkou byla skutecnost, Ze se hodnota absorbance
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béhem této inkubace zvysila cca 2x (tj. z min 0,05 na 0,1). Pozitivni
kontrola musi byt hodnocena jako pozitivni vzorek, negativni kont-

rola jako negativni vzorek.

Tabulka 9 [ Pfiklady hodnoceni vysledk( DAS-ELISA testu

Vzorek

Zeli hlavkové bilé
Kedluben
Kapusta hlavkova
Zeli pekingské
Brokolice

Kvétak

Kaderavek

Pozitivni vzorek

Agg5-min

0,081*
0,167**

0,089*
0,216%*

0,332*
0,715%*

0,318*
0,660%*

0,124*
0,392%*

0,415*
0,842%*

0,480*
0,767**

Ayps - max

0,705*
1,402%*
0,798*
1,270%*
0,456*
0,943%*
0,509*
0,977%*
0,639*
1,290%*
0,524*
1,260%*
1,120%
1,513%*

Negativni vzorek

Agos

-0,035az 0,009

*) hodnota absorbance méfend po 1 hod inkubace; **) hodnota absorbance méfena po dvou hodinach

inkubace
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3 Srovnani novosti postupu

Pfedkladana ,Metodika stanoveni odolnosti koStalovych zelenin
vUci viru mozaiky vodnice (Turnip mosaic virus)" poprvé v esky
psaném navodu popisuje rychly a efektivni postup stanoveni odol-
nosti/tolerance kostalovych zelenin vici TuMV, a to biologickym
testem. K testovani jsou doporuceny detailné charakterizované
virulentni izolaty TuMV ceského pavodu, z hostitelské skupiny B
(Brassica), fylogenetické skupiny world-B. Tato skupina izolatul je
ve stfedni Evropé jednoznaéné dominantni. Metodika byla ovére-
na na pripadové studii rezistence kostalovin vii¢i TuUMV. Poznatky
o odolnosti/toleranci genotypu kostalovych zelenin vici TuMV
uvedené v této metodice dosud chybély.

Navrzeny postup RT-qPCR pro kvalitativni (tj. detekci) a kvantitativni
stanoveni TuMV nebyl v literatufe dosud publikovan. In silico analyza
potvrdila vysokou spolehlivost navrzeného systému v pripadé detekce
izolatl fylogenetické skupiny world-B, basal-B a basal-BR, které tvori
naprostou vétsinu popsanych izolatl vyskytujicich se v Evropé. NizZsi
spolehlivost zachytu je (s ohledem na jejich variabilitu) mozna u izola-
td fylogenetické skupiny Asian-BR a Iranian, které se dosud v Evropé
nevyskytuiji.

Pro podminky v CR se jedna o poznatky nové, které nebyly dosud
ve formé metodiky zpracovany, které mohou podpofit rezistentni Slech-
téni kostalovych zelenin a mohou omezit Sifeni TuMV na péstebnich plo-
chach; sniZit jak riziko vzniku lokalnich epidemii, tak omezit jeho negativni
vliv na produkci koStalovych zelenin.
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4 Popis uplatneni metodiky

~Metodika stanoveni odolnosti kostalovych zelenin viici viru mozai-
ky vodnice (Turnip mosaic virus)" je primarné urcena pro Slechtitele
a péstitele kostalovych zelenin.

Biologické testovani rezistence kostalovych zelenin vici TuMV mUze
byt vyuzito pro:

testovani rezistence Slechtitelskych materiald a linif,
stanoveni anebo ovérovani rezistence kultivarg.

Postup RT-gPCR detekce TuMV v biologickém materialu je urcen jak
pro Slechtitelska pracovisté zabyvajici se Slechténim kostalovin na rezis-
tenci vaci TuMV, tak laboratore zamérené na virologicky vyzkum nebo
diagnostiku vir(Q, jako napf.:

laboratofe Slechtitelskych organizaci,

laboratoFe Ustfedniho kontrolniho a zkusebniho Ustavu zem&dél-
ského (UKzZUZ, NRL, Odbor diagnostiky kodlivych organismd rost-
lin),

laboratore v akademické sféfe a dalSich vyzkumnych institucich.

Dale se uplatni ve stfedoskolském a vysokoSkolském vzdélavani.
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5 Ekonomické aspekty

Pfi hodnoceni ekonomickych aspektu je nutné vychazet ze sku-
tecnosti, Ze virus mozaiky vodnice sice nepatfi mezi karanténni
organismy, ale na naSem Uzemi se dlouhodobé& bé&zné vyskytuje.
PfestoZe jeho vyskyt neni priibéZzné monitorovan, jeho v soucas-
nosti zvySeny vyskyt pfedstavuje riziko pro péstovani kedlubnu
nebo tufinu (prabézné zpravy projektu QK1910070). Toto riziko
hrozi pfedevsim v ekologickém systému péstovani, kde se nepou-
Zivaji insekticidy proti Skidclim, tedy i véetné msic - vektor( TuMV.

Omezeni negativniho vliivu TuMV na kostalové plodiny je spojené:
(1) s rezistentnim Slechténim a vyuZivanim rezistentnich odrtd kosta-
lovych zelenin, které prakticky nejsou k dispozici, proto roste vyznam
rezistentniho Slechténi; (2) s monitoringem vyskytu TuMV a likvidaci jeho
zdroju, coZz ma za nasledek omezeni sifeni TuUMV do porostU kostalovych
zelenin, a tim spojené snizeni Skod. V obou pfipadech se bez biologic-
kych testu rezistence a spolehlivé diagnostiky neobejdeme. A praveé tyto
postupy metodika poskytuje.

Konkrétni finan¢ni pFinos je viak tézko odhadnutelny, bude zalezet
na aktivitach konkrétnich Slechtitelskych pracovist a péstitel(.

Ekonomickym pFinosem je ziskani informaci o Urovni odolnosti sta-
vajicich odrlid a Slechtitelskych materiald koStalovych zelenin vici TuUMV.
Tato znalost umozni pouzivat v komercnich vysadbach viici TuMV odolné
odrldy snizujici riziko vzniku lokalnich epidemii, a tim zamezit ekono-
mickym ztratam. Postupy predlozené v metodice dale umozni efektivni
tvorbu novych ekonomicky zajimavych odrdd.

V pripadé kedlubnl jsou dostupné statistické Udaje o osevnich plo-
chach, sklizni a prdmeérné rocni cené poskytnuté zemédélskymi vyrobci
zeleniny v CR v roce 2020 (Némcova a Buchtova 2022; Hrabalova 2022).
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Vroce 2020 byly kedlubny péstovany na 188 ha osevnich ploch, prdmérny
vynos byl 20,54 t/ha a primérna cena vyrobce 30 900,00 K¢/t. Celkové
trzby potom byly cca 119,3 mil. K¢ Pokud ekonomicky prinos vztahne-
me na osevni plochy kedlubnt v ekologickém systému péstovani, jejichz
kvalifikovany odhad je 0,44 % osevnich ploch, mizZeme vycislit ekonomicky
pFinos spojeny s omezenim negativniho vlivu infekce TuUMV od cca 25 tis. K&
(snizeni ztrat o 5 %) do 157 tis. K¢ rocné (snizeni ztrat o 30 %). Rozmezi
ztrat 5 az 30 % bylo zvoleno na zakladé vlastnich pozorovani na ekologic-
kych farmach a publikovanych tdajl o primérnych ztratach na produkci
vlivem infekce TuMV.

Vzhledem k rostoucimu podilu osevnich ploch kostalovin péstova-
nych v ekologickém systému péstovani se d& predpokladat rist prinost
uplatnéni metodiky. Pfi zvySeném vyskytu a nardstu $kod se da ocekavat
prislusné kroky k napraveé ze strany statni spravy, ktera se bez spolehli-
vych, ovérenych postupu diagnostiky neobejde.

Pro vybavena Slechtitelska nebo diagnosticka pracovisté neni potreba
dalSich nakladl k uplatnéni metodiky.
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Obrazek 1 @ Fylogeneticky strom konstruovany pomoci neighbor-joining analyzy na zakladé
sekvence ORF1 polyproteinu analyzovanych izolatl TuMV. Svorkami jsou oznaceny zakladni
fylogenetické skupiny, jednotlivé izolaty jsou popsany nazvem izolatu a GenBank pfistupovym
Cislem (Acc. No.), vyznaceny jsou hodnoty bootstrap > 70 % (500 replikaci), Usecka pFedstavuje
2% divergenci. Recentni Ceské izolaty jsou zvyraznény tucné.
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Tabule |

I zakrsla infikovana rostlina kedlubnu s chlorotickou mozaikou na lis-
tech, E slabéa chlorotickd mozaika na listu kedlubnu, [ infikovana rost-
lina tufinu s chlorotickou mozaikou na listech, B chlorotickd mozaika
na listu tufinu
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Tabule I

I3, [ slaba chlorotickd mozaika na listech kfenu, [ silna nekrotizujici
chloroticka mozaika na listu kfenu, B chloroticka krouzkovitost na listech
kfenu (cv. Malinsky)
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Tabule 111

N velmi slabd mozaika na listu zeli hlavkového bilého (cv. Atila F1), E silné
chloroticka mozaika na listu zeli hlavkového modrého (cv. Mars), [ slaba
mozaika na listu zeli hlavkového bilého (cv. Polar), B silné chlorotické
mozaika na listu zeli hlavkového bilého (cv. Hornet)
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Tabule IV

N chlorotickd mozaika a Zilkova nekrdza na listu modrého kedlubnu (cv.
Ballot F1), El chloroticka mozaika na listu kedlubnu bilého (cv. Gaston F1),
Zilkova nekroza na listu kedlubnu bilého (cv. Korfu F1), B chlorotické
mozaika na listu kedlubnu bilého (cv. Troja F1)

— D|
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Tabule V

I chlorotickd mozaika na listu brokolice (cv. Limba), E ojedinélé chlo-
rotické |éze na listu brokolice (cv. Leonora), [ nekrézy na inokulovaném
listu kvétaku (cv. Beta), B chlorotické [éze na listu kvétaku (cv. Beta)
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Tabule VI

I chlorotickd mozaika na listu kaderavku (cv. Rednex F1), B nekrozy
na listu kaderavku (cv. Scarlet), [l ojedinélé nekrotizujici chlorotické |éze
ne listu kapusty (cv. Pfedzvést), B ojedinélé nekrotické Iéze na listu ka-
pusty (cv. Verita F1)

_ad
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Tabule VII

N pekingské zeli (cv. Forco F1) - vlevo chloroticka az nekroticka mozaika

na infikované rostliné, vpravo zdrava rostlina, I celkové nekréza na rost-
liné ¢inského zeli (cv. Paket)
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Predklddana metodika etabluje postup skriningu
rezistence kostalovych zelenin v{ci viru mozaiky
vodnice (Turnip mosaic virus, TuUMV) v tuzemskych
Slechtitelskych programech a poskytuje spolehlivy
diagnosticky RT-gPCR anebo ELISA test vyuZitelny jak
pro hodnoceni rezistence kostalovych zelenin v{ci

TuMV, tak monitoring zdrojl Sifeni TuUMV.
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