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1. UVOD

vvvvvv

vynosech zpusobuji nejriznéjsi Skiadci a také houbové choroby. Proti témto Skodlivym
organismim lze vétSinou S vét§im ¢i mensim uspéchem vyuzit klasickou chemickou ochranu.
Na druhé strané jsou vsak obilniny napadany i celou fadou virti, proti nimz je ochrana daleko
komplikovanéjsi vzhledem k tomu, Ze jsou pienaSeny riznymi druhy vektord a musime se
snazit zabranit infekei rostlin, protoZe jednou infikovanou rostlinu uZ nelze vylé¢it. V. CR byl
vyznam virovych chorob dlouhodobé podcenovan a tato situace se zménila teprve relativné
nedavno predevsim kvuli epidemickému vyskytu nékterych vird prenaSenych hmyzem — viru
zluté zakrslosti jeCmene, pfenosného mSicemi, a viru zakrslosti pSenice pfenosnému kiisy.
neméli bychom pfitom zapominat ani na potencial Skodlivého pisobeni viri prenosnych
rozto€i a také vird prenosnych pidnim organismem Polymyxa graminis, na které je zamétena
tato metodika.
2. LITERARNI PREHLED

2.1. Rod Polymyxa

Rod Polymyxa piedstavuje jeden z deseti roda celedi Plasmodiophoracea, spadajici do
fadu Plasmodiophorales, kmene Cercozoa, a tiSe Rhizaria (Simpson, Roger, 2004). V ramci
tohoto rodu jsou vyélenény dva samostatné druhy, které jsou morfologicky bez viditelnych
rozdilt (Barr, 1988) a jejich rozliseni je zalozeno pouze na odlisném hostitelském okruhu.
Prvnim zastupcem je Polymyxa graminis, o které poprvé podal zpravu Ledingham v 1939
v Kanad¢ a charakterizoval tento, do t¢ doby neznamy organismus, jako parazita kofent
pSenice (Triticum aestivum L.). Druhym druhem je Polymyxa betae, ktera byla poprvé
identifikovana v Evropé v roce 1964 (Keskin) na kofenech fepy (Beta vulgaris L.).

P. graminis infikuje zejména jednodélozné druhy z celedi lipnicovité (Poaceae) (Barr,
1979; Kanyuka et al., 2003), zatimco P. betae parazituje na dvoudéloznych rostlinach z celedi
merlikovité (Chenopodiaceae), laskavcovité (Amaranthaceae), sruchovité (Portulacaceae) a
hvozdikovité (Caryophyllaceae) (Barr, Asher, 1992; Legréve et al., 2002; Rush, 2003).
V literatufe vsak mizeme najit i zpravy 0 P. graminis infikujici dvoudélozné rostliny (Ratna

et al., 1991) a naopak, o P. betae nalezené na rostlinach jednodéloznych.



2.1.1. Polymyxa graminis

Polymyxa graminis je eukaryotni obligatn¢ biotrofni nepatogenni pidni parazit kotreni
obilnin (Kanyuka et al., 2003), ktery mize byt spolu s dal$imi zoosporickymi kofenovymi
parazity pti¢inou mensich kofenovych nekroz (Wiese, 1977). Pozornost Siroké vefejnosti

zaujal diky jeho schopnosti pfenaset ekonomicky vyznamné rostlinné viry (Maraite, 1991).

Druh P. graminis byl popsan na celé fad¢ kulturné péstovanych, ale i divoce rostoucich
rostlin po celém svété, jmenovit¢ v USA, Kanad¢, Mexiku, Brazilii, Australii, Novém
Zélandg, Cing, Indii, Pakistanu, Japonsku, Senegalu, Libanonu, Iranu a Turecku (Ledingham,
1939; Linford, McKinney, 1954; Karling, 1966; Thocchetto, 1974; Thouvenel, Fauquet, 1980;
Ward, Adams, 1998; Sahandpour, Izadpanah, 1999; Henry, Legréve, unpublished; Legréve et
al., 2002; Subr et al., 2002, Anonymous 2007; Mouhanna et al., 2008; Erkan, Yilmaz, 2009,
Thompson et al., 2011; Cox et al., 2014). Jeho pfitomnost byla potvrzena i v mnoha
evropskych zemich, konkrétn¢ ve Velké Britanii, Némecku, Polsku, Francii, Dansku, Belgii a

také v Ceské republice (Legréve et al., 2002; Ziegler et al., 2015; Ketta et al., 2011).

Velmi Siroky hostitelsky okruh P. graminis v sobé zahrnuje napiiklad rizné druhy pSenice
(Triticum sp.) a je¢mene (Hordeum sp.), dale Zito (Secale cereale), pyr plazivy (Agropyron
repens), nékolik druhd svefepu (Bromus sp.), ¢iroku (Sorghum sp.), ryze (Oryza sativa), ovsa
(Avena sativa), kukufice (Zea mays), Pennisetum glaucum, nékteré druhy jetele (Trifolium
sp.), Cynodon dactylon, Agrostis stolonifera, Dactylis, Festuca, Poa, druhy rodu Phleum,
Cyperus rotundus, Eleusine coracana, Tridax procumbens a Arachis hypogaea. Vsechny tyto

rostliny mohou slouzit jako rezervoar parazita (Kanyuka et al., 2003).

Na zaklad¢ velmi vysoké molekularni heterogenity mezi jednotlivymi studovanymi kmeny
P. graminis navrhli Legréve et al. (2002) Klasifikaci parazita do péti riznych skupin, tzv.
,formae speciales“. Kazda z péti skupin (neboli ribotypti) zahrnuje populace jedinci s
totoznym hostitelskym okruhem a s podobnymi poZadavky na teplotu okolniho prostfedi.
Jedna se jmenovité o formy:
(A) P. graminis f. sp. temperata (Pg-1), ktera infikuje zejména jeCmen, ale i pSenici, tritikale,
zito, lipnici a Pennisetum glaucum. Optimalni teploty pro jeji vyvoj se pohybuji v rozmezi od

15 do 20 °C a jeji pifitomnost byla potvrzena v oblastech mirného klimatu, jmenovité v



Belgii, Dansku, Polsku, Cing&, Francii, Némecku, Velké Britanii, Ceské republice, Kanadé a
na Novém Zélandu.

(B) P. graminis f. sp. tepida (Pg-ll) napadajici zejména kofeny pSenice, dale jecmene,
tritikale, zita a ovsa. Optimalni teplota vyvoje parazita je opét v teplotni rozmezi od 15 - 20
°C. Vyskyt byl potvrzen v oblastech mirného klimatu, konkrétng v Ceské republice, Kanadé
a Velké Britanii.

(C) P. graminis f. sp. tropicalis (Pg-111, or 11l,) napada cirok, proso a kukufici, obéas pSenici
a je¢men. Optimalni teplota pro jeji vyvoj se pohybuje kolem 23 °C a vyskyt byl potvrzen
pouze v tropickych oblastech Indie a Senegalu.

(D) P. graminis f. sp. subtropicalis (Pg-1V, or 1V,) parazituje na ¢iroku, prosu, ale také na
pSenici a je¢meni. Optimalni teplota je kolem 23 °C. Patogen byl detekovan v subtropickych
oblastech Indie a Pakistanu.

(E) P. graminis f. sp. colombiana (Pg-V) byla popsana na ryzi a jeji vyskyt byl potvrzen
pouze v Kolumbii.

O nékolik let pozdéji Cox et al. (2014) pridali k jiz existujicim formam P. graminis jesté
jednu populaci, konkrétné (F) Pg-VI, pochazejici ze zapadni Afriky a Australie a infikujici
rostliny pSenice. Je tieba zduraznit, Ze na kofenech jednoho hostitele mize v tu samou dobu
parazitovat vice nez jeden ribotyp P. graminis (Ward et al., 2005; Vaianopoulos et al., 2007;
Smith et al., 2011).

Zivotni cyklus Polymyxa graminis je rozdélen do dvou fazi, jmenovité sporangialni fize
(primarni), vedouci k produkci zoospor; a sporogenicka faze (sekundarni), vedouci k tvorbé
klidovych spor (Kanyuka et al., 2003). Kazda faze je zahajena piichycenim zoospor K rostling
a penetraci epidermalnich bunék nebo kotfenového vlaseni.

Jak a kdy dochazi k ziskani viru patogenem P. graminis, poptipadé jakym zptisobem virus
vstupuje do hostitelské rostliny, neni dosud upIn¢ objasnéno. Nicméné se predpoklada, ze
tyto procesy probihaji bud’ pfi penetraci zoospor do hostitelskych bunék a nasledné pfi
pohybu jejich obsahu v rostling, nebo pti sporogenické fazi plasmodia, kdy je oddéleno od
bunécné cytoplasmy pouze slabou membranou (Prokop, 2010). Ziskané viry jsou pienaseny
zrejmeé v odpocivajicich sporach a zoosporach. Viry nelze ze zoospor odstranit po promyti
nebo inaktivovat pouzitim antiséra. Navic, odpocivajici spory zlstavaji virulentni i po oSetfeni
ziedénym NaOH a HCI (Rao a Brakke, 1969). Do dnesni doby nebylo zjisténo, zda jsou viry

schopny se uvnitt téla vektora mnozit.



Mezi hlavni zdroje P. graminis patéi kontaminovana zemina, ktera soucasné umoziuje i
jeji sifeni pii vétrné erozi, pomoci zavlahové vody, pii kultivaci zamofenych pozemkt a na
mechanizaénich prostiedcich. Sifeni je mozné také kontaminovanym chlévskym hnojem a
kejdou (Bittner, 2012). Vzhledem k tomu, ze klidové spory obsahujici ¢astice viru mohou
piezivat v padé mnoho let, jsou klasické agronomické postupy, jako naptiklad sttidani plodin
nebo zarazovani uréitych plodin na kontaminovany pozemek z pohledu mozné ochrany proti
témto virovym chorobdm bezvyznamné. Chemické metody jsou zase ekologicky nepfijatelné,
takze jedinou moznou ochranou je Slechténi rezistentnich kultivara obilnin. V souc¢asné dobé
jsou k dispozici kultivary rezistentni k jednomu nebo k uréité kombinaci virt. Bohuzel dosud

nebyly identifikovany genotypy rezistentni proti vektoru (Prokop, 2010).

2.1.2. Viry pienosné P. graminis

Do dnesni doby bylo popsano piinejmensim 15 riznych druht virt z roda Bymovirus
[Barley yellow mosaic virus (BaYMYV), Barley mild mosaic virus (BaMMV), Oat mosaic
virus (OMV), Rice necrosis mosaic virus (RNMV), Wheat yellow mosaic virus (WYMV) a
Wheat spindle streak mosaic virus (WSSMV)], dale zrodu Furovirus [Soil-borne wheat
mosaic virus (SBWMYV), Soil-borne cereal mosaic virus (SBCMV), Chinese wheat mosaic
virus (CWMYV), Japanese soil-borne wheat mosaic virus (JSBWMYV), Oat golden stripe virus
(OGSV) a Sorghum chlorotic spot virus (SCSV)], Benyvirus [Rice stripe necrosis virus
(RSNV)] a Pecluvirus [Peanut clump virus (PCV) a Indian peanut clump virus (IPCV)
(Kanyuka et al., 2003; Anonymous, 2016)], které jsou pfenaseny pravé P. graminis. Nékteré
Z nich jsou puvodci vyznamnych chorob obilnin, které zna¢né snizuji jejich vynos. Mezi
nejskodlivéjsi choroby patii mozaiky zptisobené na ozimém je¢menu dvéma viry — BaMMV a
BaYMV. Oba viry se obvykle vyskytuji spole¢né, a proto V jejich ptipadé mluvime 0
mozaikovém komplexu je€mene. Ztraty pii napadeni rostlin u nich bézné dosahuji 20-30 %,
ale vyjimkou nejsou ani ztraty okolo 70 %. Jak naznacuji nazvy vétSiny z virl, nejbéznéjsi
pfiznakem napadeni je mozaika ve formé& carkovitosti, kterd pozdé&ji muize ptechazet do
celkového zloutnuti (Obr. 1). Tyto piiznaky jsou zcela nespecifické a mohou byt zaménény
S pfiznaky zptsobenymi dal$imi viry. Dilezita je tedy presnd diagnostika pivodct. Ze
zminovanych 15 vird pfenosnych P. graminis byly v Evropé prokdzany tyto: BaMMV,
BaYMV, SBCMV, SBWMV, WSSMV, OGSV a OMV (Kanyuka et al., 2003), ovSem viry

ovsa se vzhledem K jeho niz§imu vyznamu nebudeme dale zabyvat.



Obrazek 1. Pfiznaky mozaiky zplisobené virem mirné mozaiky je¢mene na listech ozimého

je¢mene nachylné odrady Florian.

2.1.3. Ochrana proti virim pfenosnym P. graminis

Ochrana proti témto virim je obzvlasté obtizna, nebot’, jak bylo vyse uvedeno, v podstaté
nemame zadné prakticky pouzitelné moznosti omezeni jejich vektora. Nejvetsi nadéje jsou
vkladany do Slechténi na rezistenci, ale je tfeba zdlraznit, Ze u vétSiny téchto vird je tato
prace na samém pocatku, kdy se teprve identifikuji jeji potencialni zdroje a jen vyjimecné
jsou uz k dispozici néjaké odolné odridy. Ty vSak zatim vynosem a kvalitou neodpovidaji
pozadavkum praxe (Kanyuka et al., 2003).

Pouze u viri mozaikového komplexu je¢mene je uz situace pomérné dobte fesitelna. Dosud
bylo v riznych slechtitelskych materialech identifikovano celkem 13 gent rym, které vétSinou
zajistuji odolnost proti obéma viriim soucasn¢ (Werner et al., 2003). Je zajimavé, ze jsou
recesivni, coZ naznacuje, Ze u danych rostlin chybi néjaky faktor nutny k navazani
kompatibilniho vztahu mezi patogenem a jeho hostitelem. U nékterych z nich (ryml, rym2,
rym4, rym5 a rym11) se celkové snizuje obsah virt v rostling, ale jindy (rym7, rym8 a rym10)

jde ztejmé spiSe o néjakou bariéru, kterd brani translokaci virti z kofeni do nadzemni ¢asti
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rostliny. P¥i mechanické inokulaci listd tedy V jejich pfipadé dochazi normalné k infekci.
Rezistence podminéna témito geny je také anulovana pfi teplotach nad 20 °C. Naopak rym9
brani vzniku infekce listl, ale ne kofenti (McGrann a Adams, 2003).

V praxi je nejvice vyuzivan gen rym4, ovSem jim podminéna rezistence je prekondvana
kmenem BaYMV2, ktery se diky tomu rozSifuje v oblastech, kde se masové péstuji odridy
s rym4. DalSim prakticky vyuzivanym genem je rym5, ktery funguje i proti BaYMV2. I kdyz
se nékdy mluvi o imunité rostlin podminéné piitomnosti téchto genil, nejde o imunitu, ale o
skute¢nou rezistenci. Virus je totiz v téchto rostlinich pfitomen, ale v nizké koncentraci.
Nelze ho tedy dokazat ELISA, ale pomoci citlivéjsi PCR ano (Vaianopoulos et al., 2007).
Nicméné rezistence zalozend pouze na jednom genu je patogenem relativné snadno
prekonatelna, jak ukazuje naptiklad izolat BaMMV piekonavajici rezistenci podminénou
rym5 v Anglii (Kanyuka et al., 2003). Proto byla vypracovana metoda tzv. pyramidovani vice
geni, kdy by rezistence byla stabilngjsi (Werner et al., 2005), ovSem takové odriidy zatim

nejsou prakticky dostupné.

2. CIL METODIKY

Cilem metodiky je jednak sumarizace poznatki o P. graminis a ji pfenosnych virech, a
jednak predstaveni moznosti, které 1ze pouzit k minimalizaci ztrat zpisobenych na obilninach
viry pfenosnymi timto vektorem. NejvétSi diraz je kladen na viry tzv. mozaikového
komplexu je¢mene, kde miiZze ochrana byt nejicinnéjsi diky rezistenci u fady odrtid. Nedilnou
soucasti metodiky je 1 pfedstaveni diagnostickych metod, které jsou nezbytné pro presnou

determinaci virt i jejich vektora a metod detekce gent rezistence rym4/rym5 v rostlinach.
3. VLASTNI POPIS METODIKY
3.1. Rozsifeni Polymyxa graminis v CR

Jak ukazuji vysledky naseho priizkumu, P. graminis je v CR znaéné rozsiiena, a to jak na
orné pudg¢, tak 1 na loukach a dalSich stanovistich, kde se vyskytuji lipnicovité rostliny. Byly u
nas prokazany obé formy speciales, které se vyskytuji v mirném pasu, tj. P. graminis f. sp.
tepida i f. sp. temperata. Nicmén¢ vysledky této Casti vyzkumu uz byly shrnuty v ramci
specializované mapy s odbornym obsahem ,,Vyskyt Polymyxa graminis f. sp. temperata a

f.sp. tepida jako potencialnich vektori nékterych viri obilnin na tizemi CR“ a nebudeme se



jimi dale zabyvat. Pro ucely této metodiky je ale nutné zdiraznit, Ze u nas realné hrozi

nebezpeci prenosu a Sifeni virll pfenosnych timto organismem a je tedy potfeba s nim pocitat.
3.2. Determinace P. graminis
3.2.1. Determinace mikroskopicka

Mikroskopicky lze pomémé snadno determinovat cystosory P. graminis Vv kofenech
lapacich rostlin je¢mene. Odebrané vzorky zeminy je vhodné promichat s pranym
sterilizovanym piskem v poméru 3:1, aby se pozd¢ji snaze uvolnovaly koteny lapacich rostlin.
Do smési se vyseje osivo je¢mene odridy Florian, ptipadné Maris Otter, a vysevy se umisti
do kultiva¢niho boxu s teplotou 18 °C. Po péti az Sesti tydnech se lapaci rostliny vyjmou ze
substratu, kotfeny se proplachnou vodovodni vodou, vlozi se do tenké vrstvy vody v Petriho
misce nebo vicku od ELISA desky a prohlizeji se pod inverznim mikroskopem pfi zvétSeni
cca 200x. Cystosory maji obvykle tvar rizné dlouhého ovalu sloZeného z jednotlivych
trvalych spor (Obr. 2). Prestoze jde o pomérné charakteristicky tvar, je potfeba mit
V pozorovani uréitou zkusenost, aby nedoslo k zdméndm s riznymi jinymi strukturami, které
ho mohou pfipominat. Zaména hrozi zejména v ptipadé, kdy je cystosori v kotfenech malo a

je tedy potieba je pracné hledat.

Obrazek 2. Typické cystosory P. graminis v kofenech ozimého je¢mene Florian.



3.2.2. Determinace molekularni

Molekularné 1ze P. graminis detekovat jak v kofenech rostlin, tak i pfimo v ptdnich
vzorcich. Z kazdé testované lokality se odebere cca 3 kg zeminy formou vétSiho poctu
jednotlivych vrypa (asi 20-30 podle plochy pozemku). Zemina se necha vyschnout pfi
normalni teploté, proseje se na situ o velikosti ok 2 mm a diikladné se promisi. Z kazdého
vzorku se dale odeberou 3 dil¢i vzorky o hmotnosti 250 mg a rozetfou se v tieci misce na
jemny prach. Znich se extrahuje celkovdi DNA pomoci moci GeneMatrix Soil DNA
Purification Kit (EURX) dle navodu vyrobce.

V ptipad€ rostlinného materidlu (listy nebo kotfeny) se tento rozdrti ve tfeci misce pomoci
tekutého dusiku a nasledné se prevede pomoci sterilni Spachtle do mikrozkumavky (navéazka
100 mg). Ke vzorku se ptidaji ptidany 3 drtici koule (o priméru 3 mm) a 100 ul CTAB pufru
(tésn¢ pred pouzitim do pufru ptidat 2-merkaptoetanol v poméru 1,56 ul na 1 ml pufru).
Vzorek se homogenizuje pomoci oscilaéniho mlyna po dobu 1,5 min rychlosti 30 kmitd za
sekundu. Poté se do mikrozkumavky ptida 400 ul CTAB pufru a vzorek se po dobu 2 min
op¢t tfepe stejnou rychlosti. Nasledné se do mikrozkumavky ptida dal§ich 400 ul CTAB pufru
a vzorek se inkubuje 1 hod pii 64 °C ve vodni lazni.

Ke vzorku se pfida 900 pl smési fenolu (pH 8): chloroform - izoamylalkoholu (24:1) v
poméru 1:1. Vzorek se tiepe (2 200 RPM, 10 min) a nasledné centrifuguje (7 000 x g, 10 min,
4 °C). Poté se do nové mikrozkumavky pievede vodni faze a predchozi krok se jednou
zopakuje.

Vodni faze se pfevede do nové mikrozkumavky a ke smési se pfida stejné objemové mnozstvi
chloroform - izoamylalkoholu (24:1). Vzorek se tiepe (2 200 RPM, 10 min) a poté
centrifuguje (7 000 x g, 10 min, 4 °C). Vodni faze se ptevede do nové mikrozkumavky, do
které se nasledné piridd stejné mnozstvi ledového izopropylalkoholu. Smés se promicha
(n€kolikerym pievracenim v ruce) a ponecha Se pies noc v mrazicim boxu (- 24 °C),
popiipad¢€ pro urychleni postupu lze provést chlazenim 3 x 3 minuty v tekutém dusiku.

Poté se vzorek centrifuguje (10 000 x g, 15 min, 4 °C) a vodni faze se odstrani. Peleta se
promyje v 70% chlazeném absolutnim etanolu a centrifuguje (10 000 x g, 10 min, 4 °C),

Po odstranéni vodni faze se mikrozkumavka ponecha pfi laboratorni teploté inkubovat 10
min. Peleta se rozpusti v 50 pl TE pufru a vzorek se uskladni v mrazicim boxu (- 28 °C), nebo

je ihned pouzit pro dalsi analyzy.



Pouzité chemikalie:

CTAB pufr: 2 % CTAB (cetyltrimetylamonium bromid); 0,1 M Tris (pH 8); 20 mM EDTA,;
0,7 M NaCl; 2merkaptoetanol

fenol (pH 8)

chloroform - izoamylalkohol (24:1)

izopropylalkohol

70% etanol

TE pufr: 10 mM Tris (pH 8); 1 mM EDTA

Izolovana DNA muze byt dale testovana pomoci PCR s parem primerd Pgfwd2/Pxrev7,
ktery amplifikuje 280 pb fragment obecné P. graminis (Ward, Adams, 1998), nebo s pary
primert specifickych pro jednotlivé formy speciales, konkrétné parem Pg.F2/Pg.R2, ktery
amplifikuje fragment 430 pb P. graminis f. sp. tepida a parem Pg.F1/Pg.R1, ktery amplifikuje
292 pb fragment P. graminis f. sp. temperata (Ward et al., 2005).

PO 20d 20c 20b 20a 9% 9d 9¢c 9b 9a 3e 3d 3c 3b LE

Obrazek 3. Detekce P. graminis v pid¢ metodou PCR, detekce dvou rtiznych typt (forem
speciales) patogena. Elektroforeogram PCR produkti po separaci na agarézovém gelu.
Pouzité primery Pgfwd2/Pxrev7 (Ward and Adams, 1998), velikost PCR produktti 280 bp a
320 bp. Hmotnostni standard GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas); NE:
ddH,0; PO: pozitivni kontrola P. graminis typ Il.; 20a, 20b, 20c, 20d: P. graminis typ I.; 3d,
3e, 9b, 9e: P. graminis typ II.

3.3. Diagnostika virt
3.3.1. Determinace sérologicka

Sérologicka detekce a determinace vSech vird, které se vyskytuji v Evropé, ned¢la

s vyjimkou virl ovsa problémy. Diagnostické protilatky pro metodu ELISA lze zakoupit hned



u n¢kolika dodavatel, avSak praveé s vyjimkou protilatek proti OMV a OGMV. Loewe
Biochemica a DSMZ Braunschweig maji v nabidce v§echny zbyvajici protilatky, firma Adgen
dodava protilatky proti BAMMYV, BaYMV a SBMV a firma Agdia ma protilatky proti SBMV
a WSSMV. Podle naSich zkusSenosti u mozaikového komplexu jeCmene nejlépe fungovaly
protilatky od firmy Adgen, ale ty jsou soucasn¢ i nejdrazsi a minimaln¢ je mozné koupit 250

testd, zatimco od ostatnich firem je minimum pouze 100 testt.

Testovat lze jak kofeny, tak i listy podezielych rostlin. Testy probihaji v souladu

s doporucenim jednotlivych dodavateli.
3.3.2. Determinace molekularni

Pro molekularni detekci virG pfenosnych P. graminis lze doporucit metody, které jsou

popsany v literatute, a my jsme nékteré z nich prakticky otestovali.

Pro extrakci RNA z infikovanych rostlin je mozné pouzit vice metod vcetné klasické
metody fenol-chloroformové, nicméné V nasich podminkach davala nejlepsi vysledky

extrakce pomoci magnetickych partikuli na robotu InnuPure kitem dodédvanym k pfistroji.
Protokol:

1. 50 mg infikovaného pletiva homogenizovat za pfitomnosti tekutého dusiku v tieci
misce;

2. Prasek ptevést do 2 ml minizkumavky s 450 pl lysis solution RL;

w

Vortexovat 10 min a centrifugovat 1 min. 15000 g, pii 4 °C. Supernantant pievést
do novych mikrozkumavek (spin filter D), pelety vyhodit;

4. Centrifugovat 2 min. pii 12000 g, pti 4 °C;

5. Vyhodit filtry D;

6. Pridat 50 ul MAG suspenze do kazdé jamky na desce (Pack A reagent cavity);

7. Prevést filtraty vzorki do jamek desky;

8. Pridat Reagent Pack B do drzaku (InnuPure® C12);

9. Vlozit do drzaku MFR $picky;

10. Vlozit do drzdku elu¢ni mikrozkumavky;

11. Drzak vlozit do robota a spustit program.
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Obrazek 4. Vysledky detekce BaMMYV pomoci PCR s RNA extrahovanou pomoci GenelJet
kitu (A), fenol-chloroformovou metodou (B) a magnetickou metodou InnuPure (C). M

marker, 1,2 pozitivni vzorky.

Detekce Wheat spindle streak mosaic virus (WSSMV)

Clover a Henry (1999) navrhli a optimalizovali detekci WSSMV pomoci one-step a two-
step RT-PCR s vyuzitim primerid Oligod(T)Notl/WSSMVF, amplifikujici 3 koncovy usek
RNA 1 genomu s velikosti PCR produktu 982 nt. Autofi doporucuji extrakci celkové RNA
zrostlin dle Clover et al. (1999). Jako biologicky materidl jsou pouZzivany koteny ¢i listy

pSenice (navazka jednoho vzorku ¢ini 200 mg).

Vaianopoulos et al. (2006) optimalizovali detekéni techniky RT-PCR a real-time RT-PCR
vyuzivajici SYBR-Green. Pro konven¢ni RT-PCR pouzili tfi rizné pary primerti, jmenovité
WSSMV1-F/WSSMV1-R, WSSMVcl-F/\WSSMVcl-R a WSSMVc2-F /WSSMVcl-R,
amplifikujici produkty o stejné velikosti, konkrétné¢ 199 bp. Pro detekci patogena pomoci RT-
gPCR aplikovali iQ SYBR Green Supermix od firmy Bio-Rad s primery WSSMVc2-F
/WSSMVc1-R. Real-time RT-PCR reakce probihala v termocykléru Bio-Rad iCycler. Autofi
doporucuji extrakci celkové RNA pomoci FastRNA Pro Green Kit (QBIOgene) a FastPrep
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systému. Jako rostlinny material vyuzivali listy ¢i kofeny obilnin (navazka jednoho vzorku

¢ini 300 mg).

Detekce Soil-borne wheat mosaic virus (SBWMV)

Clover et al. (2001) navrhli za uc¢elem detekce vSech znamych izolatt SBWMV metody
two-step a one-step RT-PCR svyuzitim primerac SBWMV-UNIR/SBWMV-UNIF,
amplifikujici PCR produkt o velikosti 338 nt. Jednd se o tsek genu pro bilkovinny obal
nachazejici se na RNA 2 genomu. Pouze pro evropské izolaty SBWMYV je autory doporuceno
vyuziti primeri SBWMV-UNIR a specifického forwardového primeru SBWMV-EF,
amplifikujici PCR produkt o velikosti 643 nt.

Pro detekci SBWM byla dale vyuzita i metoda Immunocapture (IC)-RT-PCR za vyuziti
polyklonalnich protilditek od firmy DSMZ a nésledné RT-PCR popsané v pfedchozim
odstavci.

Pro extrakci celkové RNA autofi doporucuji extrakci dle Clover et al. (1999). Jako

biologicky material vyuzivaji kofeny ¢i listy pSenice s navazkou 200 mg.

Detekce WSSMV a SBWMV

Deb a Anderson (2007) vyvinuli metodu multiplex RT-PCR za ucelem simultanni
detekce a determinace osmi obilnych virli, mezi nimiZ jsou 1 zafazeny WSSMV a SBWMV.
Pro detekci WSSMV  byly pouzity nové navrzené primery WSSMVLI/WSSMVRI,
amplifikujici PCR produkt o velikosti 154 nt a pro detekci SBWMV primery SBMV
L2/SBMVR?2, amplifikujici PCR produkt dlouhy 219 bp.

Pro extrakci celkové RNA autofi vyuzili TRizol (Invitrogen), jako rostlinny material
pouzili listy obilnin.

Gitton et al. (1999) navrhli metodu multiplex RT-PCR pro detekci WSSMV a SBWM.
Celkova RNA byla extrahovana dle modifikované Hall et al. (1978), popsané autory Schenk
et al. (1995). Jako rostlinny material pouzili listy pSenice V navazce 200 mg.

Pro detekci WSSMV byly pouzity primery Fw4 /Rw4, amplifikujici PCR produkt o
velikosti 457 bp a pro detekci SBWM primery Fs5/Rs5, amplifikujici PCR produkt o velikosti
718 bp. Pouzité primery Fs5/Rs5 byly schopné detekovat pouze evropské izolaty SBWM.

Detekce Soil-borne cereal mosaic virus (SBCMV)
Za ucelem simultanni detekci a kvantifikace SBCMV navrhli Ratti et al. (2004) metody
RT-PCR a multiplex RT-gPCR. Pro detekci viru byly navrzeny primery SBCMVCPR/CPF,
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kodujici PCR produkt o velikosti 87 bp, kddujici ¢ast bilkovinného obalu na RNA 2, spolu se
specifickou fluorescen¢ni sondou SBWMV237Fa. Pro ucely qPCR byl pouzit PCR core kit
(Applied Biosystems), samotna RT-qPCR reakce probihala v termocykléru 7700 nebo 7900
Sequence Detection System (Applied Biosystems).

Jako rostlinny material byly pouzity listy a kofeny obilovin s navazkou Vv rozmezi 100 az
200 mg. Celkovd RNA byla izolovana pomoci modifikované izolacni metody vyuzivajici
CTAB (Chang et al., 1993).

Vaianopoulos et al. (2009) vyvinuli Sirokospektralni RT-PCR za tucéelem detekovat
vSechny doposud znamé izolatd viru SBCMV. Celkova RNA byla izolovana pomoci
FastRNA Pro Green Kit (QBIOgene) a FastPrep system. Jako biologicky materidl byly
pouzity listy ¢i kofeny obilnin v navazce 300 mg.

Pro ucely RT-PCR byly navrzeny primery FURO1-F/FURO1-R, amplifikujici PCR
produkt o délce 190 bp. Tyto primery byly vyuzity i pro RT-qPCR analyzu, vyuZivajici iQ
SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Amplifikace byla provedena v pfistroji Bio-Rad iCycler.

Detekce Barley yellow mosaic virus (BaYMV)

Peerenboom et al. (1992) navrhli pro detekci patogena metodu RT-PCR vyuZivajici
primeri BaYMV1/BaYMV2, amplifikujici PCR produkt o délce 433 bp, situovanych na RNA
1 genomu. Celkova RNA byla na pocatku analyz extrahovana z listi jeémene dle Schenk et
al. (1995).

Detekce Barley mild mosaic virus (BaMMV)

Dle Hariri et al. (2003) byla detekce BaMMV provedena pomoci RT-PCR za vyuziti
specifickych primerd BaMMV-1/BaMMV-2, amplifikujici PCR produkt o velikosti 1150 bp.
Autofi doporucuji pro izolaci celkova RNA extrakci dle Schenk et al. (1995). Jako biologicky
material vyuZzivaji listli jeCmene.

Achon et al. (2003) navrhli a nasledné pouzili pro detekci BaMMV metodu RT-PCR
vyuzivajici primery BaMMV1/BaMMV2, kodujici usek bilkovinného obalu o velikosti 445

bp.

Simultanni detekce BaYMV a BaMMV (Mumford et al., 2004)
Mumford et al. (2004) navrhli simultanni detekci virt BaYMV a BaMMYV za vyuziti
metod RT-gPCR a multiplex RT-qPCR. Jako rostlinny material byly vyuzity listy jeémene

13



(navazka jednoho vzorku ¢inila 100 mg). Celkova RNA byla izolovana dle Mumford et al.
(2002) pomoci modifikované CTAB metody (Chang et al., 1993) nebo za vyuziti
poloautomatické extrakce RNA Kingfisher® mL system (Thermo Labsystems) a Kingfisher®
total RNA extraction kit (Thermo Labsystems).

Pro detekci patogent byla pouzita metoda one-step multiplex TagMan® RT-gPCR
vyuzivajici TagMan® core reagent kit (Applied Biosystems). Real-time RT-PCR reakce
probihala v termocykléru ABI Prism 7700 nebo 7900 Sequence Detection System (Applied
Biosystems), podminky béhem amplifikace byli popsany Mumford et al. (2000). Pro detekci
BaYMV byly navrzeny primery BaYMV 520F/BaYMV595R a sonda BaYMV544T znacena
barvou VIC, pro detekci BaMMV primery BaMMV 1189F2 /BaMMV 1261R a sonda
BaMMYV 1209T znacena barvou FAM.

3.4. Vyuziti rezistence
3.4.1. Detekce genti rezistence ozimého je¢mene proti virim mozaikového komplexu

Ne u viech odrid, které se v CR péstuji, je dodavateli deklarovana jejich odolnost &i
nachylnost k BaMMV a BaYMV, a tudiz je tfeba ji experimentalné stanovit. Detekci
nejvyznamngjSich genii rym4 a ryms, nesoucich rezistenci k virovym mozaikam, I1ze provést s
pouzitim mikrosatelitniho markeru Bmac29, ktery je amplifikovan primery Bmac29F-HEX-
S’ATCCAGCGATTCAAACACAAC-3¢  (fluorescen¢né¢  znacen) a  Bmac29R-5°-
CTTCTCACTGACCGAC TTATACCA-3° (Graner et al.,, 1999) ve 20 pl reakéni smési
obsahujici 10x pufr (Qiagen), 1,5mM MgCly, 200 pM smé&s dNTP (Invitrogene), 0,2 uM obou
primerti (Sigma Aldrich), 1 jednotka enzymu Taq polymeraza (Qiagen) a 100 ng DNA. PCR
cyklus na termocykleru Veriti (Applied Biosystems): 94 °C 3 min, 35 cykli pii 94 °C 30 s, 55
°C 30 s, 72 °C 30 s, finalni extenze pti 72 °C 5 min. Kvalita PCR produktl se po obarveni
ethidiumbromidem ovéfuje separaci 5 pl vzorku v 2% agarézovém gelu s naslednou
vizualizaci pod UV lampou. Nasledn¢ je provedena fragmentacni analyza PCR produktd: 1pul
PCR produktu je denaturovan s 5 ul smési deionizovaného formamidu (Sigma) a délkového
standardu Tamra500 (Applied Biosystems) ve vzajemném poméru 470 ul formamidu a 30 pl
Tamra500 pti 95 °C 7 min. Zdenaturované vzorky jSou separovany pomoci kapilarni
elektroforézy na ptistroji ABI PRISM 310 (Applied Biosystems). Pfesna délka separovanych
PCR produktii v jednotkach paru bazi je stanovena s pouzitim softwaru Genescan a Genotyper
(Applied Biosystems). Vzorky s délkou PCR produktu 148 bp jsou nositelé genu rymb, s
délkou 144 bp jsou nositelé genu rym4 a s délkou 168 bp jsou nachylné odridy.
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Obrazek 5. Vysledky analyzy PCR produktl po jejich elektroforetickém rozdéleni s pouZzitim

softwaru Genescan a Genotyper.
3.4.2. Odolné a nachylné odridy jecmene

Celkem bylo vySe uvedenym zptisobem otestovano 59 odriild ze sortimentu péstovaného
v CR (piiloha 1). Z nich bylo 13 odriid prokazano jako nichylné a téméf viechny zbyvajici
odriidy nesou gen rym4, ktery rostlindm zarucuje vysoky stupent odolnosti viici BaMMV a
BaYMV. Gen rym5, ktery m4 vyhodu oproti rym4 v tom, ze navic funguje i proti kmenu
BaYMV2, byl prokazan pouze v odriidé Travira. NaSe vysledky byly déale porovnany s udaji
deklarovanymi v popisu odrud od piislusnych dodavateli osiva. Pokud se tato informace
V popisu nachazela (napt. u firmy Selgen), shodovala se s nasimi vysledky. Protoze udaje o
plose, na které se péstuji jednotlivé odridy, nejsou dostupné, ziskali jsme alesponi pfiblizné
udaje o ploSe, na které se mnozi. Z tohoto udaje 1ze pak zhruba odhadnout podil jednotlivych
odriid na celkové plose ozimého je¢mene. Z odridovych pokust UKZUZ jsme ziskali tdaje o

vynosech doporucenych odriid. Z téchto udaji potom vychazeji nase doporuceni.
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3.5. Analyza situace v CR, rekapitulace vy$e uvedenych vyznamnych fakti a doporudeni

k omezeni skodlivosti virGi pfenosnych P. graminis a pfedevs§im mozaikového komplexu

jeCmene

16

Polymyxa graminis jako potencialni vektor fady vyznamnych obilnich virt je v CR
znacn¢ rozsifena na veétsSing poli, kde se péstuji obilniny. Miizeme je vSak nalézt i na
dalSich stanovistich, kde rostou lipnicovité rostliny, jako jsou louky i lesni podrost.
Vyskytuji se u nas obé evropské formy speciales, tj. f. sp. tepida a f. sp. temperata.
Samotna P. graminis pravdépodobné nezptsobuje zadné piimé ztraty.

Proti vektoru nelze bojovat zddnymi dostupnymi pesticidy. Bézné fungicidy nezabrani
infekci v pud¢ a ucinnéjsi fumiganty jednak nejsou povoleny a jednak by osetieni bylo
neumérn¢ drahé i technicky naro¢né. Neni zndma ani rezistence obilnin vaci P.
graminis. Boj proti ni je tedy velmi obtizny. Proto je tieba pokud mozno vyuZzit
preventivnich metod, aby se zabranilo rozsifeni ptislusnych viri.

UtuZeni pudy a Gzké osevni sledy s obilninami zlepSuji podminky pro P. graminis a
zvysuji jeji koncentraci v ptdé.

Ozimy je¢men je K infekci viry mozaikového komplexu daleko vice nachylny, nez
je€men jarni. Podle dostupnych tdaji je pomér ploch ozimého a jarniho jeCmene
v zemich, kde mozaikovy komplex zplsobuje nejvétsi Skody, jako jsou Francie a
Némecko, obraceny oproti CR. Ve Francii je pomér asi 2:1 a v Némecku dokonce 3:1,
zatimco v CR je to zhruba 1:4. To lze povazovat za jednu z moznych piigin nizsi
Skodlivosti mozaikového komplexu u nas.

Odriidy ozimého je¢mene péstované v CR maji vétsinou geny rezistence proti virim
mozaikového komplexu a az donedavna tyto odridy zcela dominovaly (>99 %).
nahle vzrostl podil odrid nachylnych az na témét 14 %. PredevSim jde o narlst u
odrudy Lester, ale 1 dalSich, jako je Marissa a Saffron. Je otazkou, co stoji za timto
navysenim, protoze alespoii podle udajt z pokustt UKZUZ neni odriida Lester nijak
vynikajici ani vynosove, ani napt. odolnosti viic¢i dal§im chorobam. Za zminku stoji
jeji vyssi mrazuvzdornost, ale pii soucasném prubéhu vétSiny zim je piinos této

vlastnosti diskutabilni.

Jako profylaktickd opatfeni k zamezeni rozsifeni virG pifenosnych P. graminis lze

doporucit predevsim:



Provadét monitoring vyskytu vir pienosnych P. graminis s laboratornimi rozbory na
ptitomnost jednotlivych vird. Je dilezité si uvédomit, ze ptiznaky virdz se u obilnin ve
vy$$im stadiu velmi €asto podobaji pfiznakiim zplisobenym abiotickymi Ciniteli a pfi
jejich dlouhodobém piehlizeni mize dojit k akumulaci virt v populacich P. graminis.
Rostliny napadené viry pienosnymi P. graminis jsou vétSinou na polich soustiedény
do mensich ¢i vétSich ohnisek a maji svétlejsi barvu. Zv1asté u oz. jeCmene je tfeba
monitoring provadét v piedjaii nebo Casné na jafe. Pozd&ji uz jsou ptiznaky méné
patrné 1 specifické.

U ozimd, které jsou nejvice ohrozeny, vybirat a péstovat odrudy, které snaSeji pozd¢jsi
vysev, kdy uz teploty nejsou dostatecné vysoké pro infekei P. graminis. Piipadné jarni
infekce uz jsou daleko méné skodlivé.

U ozimého jeémene se zaméfit na odridy s geny rezistence rym4/rym5. Zvlasté u genu
rym4 je vybér odrid opravdu velky jak u dvoufadych, tak i vicefadych odrud. Jejich
vynosy i dalsi vlastnosti jsou alespon srovnatelné s odriidami nachylnymi, ale spise
jsou lepsi. Naopak nachylné odridy bez zvlastnich divodu pokud mozZzno nepéstovat
vibec. Vhodnym feSenim by byla pyramidace rym4/rym5 s jinymi geny rezistence,
napf. ryml, rym2, a rym1l s podobnym ucinkem, ovSem o jejich ptipadném vyskytu
v nasich odridach nemame zadné zpravy. Dalsi geny rezistence, jako jsou rym7, rym8
a rym10 poskytuji rostlinam ¢astecnou rezistenci, ktera mize byt kompletné anulovana
vy$$imi teplotami, coZ opét navozuje otazku pozd¢jsiho seti.

Nedilnou soucasti boje proti P. graminis a ji pfenasenym virim by méla byt spravna
agrotechnika, napf. sniZzovani utuzenosti pud a celkova péfe o pildni Urodnost,
aplikace organické hmoty, vapnéni a pokud mozno co nejsirsi osevni sledy obilnin.
Tato opatieni Sice nesnizi ztraty tam, kde se uz za¢nou projevovat, ale mohou tento

stav oddalit.

4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Existence virti prenosnych P. graminis je mezi nasi odbornou vetejnosti jen malo znama a

ani v cesky psané literatufe se mnoho informaci nevyskytuje. Obdobna metodika zatim

neexistuje a informace o vyskytu genu rezistence Viadé odrid nejsou bézné péstitelim

k dispozici. Z tohoto hlediska lze metodiku povazovat za zcela novou a originalni.
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5. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je uréena pro péstitele, Slechtitele i vyzkumné organizace zabyvajici se péstovanim
obilnin. Vyuzit by ji mé¢li i Gfednici statni spravy, kteti ovliviiuji celkovou situaci v sektoru
obilnéfstvi, napt. prostfednictvim uznévani odrid. Dal§imi uzivateli mohou byt stfedni a
vysoké zeméd€lské Skoly, které ji mohou vyuzit pii vyuce. Metodika bude volné dostupna na

webové strance Ceské zemédélské univerzity v Praze (WWw.Czu.cz).

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Skodlivost viri pfenosnych P. graminis zatim nebyla v CR kvantifikovana, ale zahrani¢ni
zdroje udavaji napiiklad u mozaikového komplexu je€mene jako bézné ztraty v rozmezi 20-
30 % a v piipadé silného napadeni ztraty az 75 %. 1 kdyz je v CR mozaikovy komplex zatim
povazovan za minoritni problém, je nutné pomoci vhodnych metod zabranitjeho
epidemickému vyskytu a naslednym problémiim, které se uz obtizn¢ fesi. Z vySe uvedenych
udajii lze pii ploSe ozimého jeCmene (pies 100 tis. ha), ktery je ohrozen piedevSim,
vyznamném vyskytu virth pouze na 10 % ploch, primémém vynosu pies 4 t/ha, vynosové
depresi na arovni pouze 10 % a cend 3500 K&/t odhadovat ztraty v CR na cca 140 mil. K¢&

rocne.
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9. PRILOHY

Ptiloha 1. Vysledky testovani odrid ozimého jeCmene na pfitomnost geni rym4 a ryms a
jejich ptiblizny podil na mnozitelskych plochach v jednotlivych letech.

gen/ priblizny podil na mnozitelské plose (%)
odrlida genotyp |2011 2012 2013 2014
Alinghi rym4
Alissa rymé
Amarena rym4 8,5 4,4
Antonella rymé
Breunskylie rym4 1,2 1,4 0,4 0,7
Camera rym4
Campanile rymé 1,5 1,3 0,4
Campill nachylny
Casanova rym4 0,2 1,2 1,4 0,5
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Colonia rymé

Conny rym4

Doreen rym4 0,6
Fabian rym4

Faraon rym4

Finesse nachylny

Fridericus rym4 14,3 9,3 8,1 2,7
Gilberta nachylny

Graciosa rym4

Heike rymé

Henriette rym4 0,3 3,2 8,4 7,7
Highlight rymé4 5 3,3 1,7 0,4
Hobbit rymé

Johanna ryma

Jup ryma 7,9 8,8 9,5 5,4
KWS Ariane rym4 5,6
KWS Glacier rymé 0,2
KWS Meridian | rym4 2,6 5,4 9,8
KWS Tenor rym4 1,6 3,3
KWS Tonic rym4

Lancelot ryma 0,2
Laverda ryma 12,8 7,3 3,9 2,8
Leopard rymé 1,1
Lester nachylny 4,3 8,5 6,6
Luran nachylny 0,4
Luxor nachylny
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Marissa nachylny 3,2 3,7
Mascara nachylny

Merlot rym4 4,6 0,3 0,6 0,5
Nero rymé 8,1 8,1 5,9
Okal nachylny

Padura nachylny

Paso rym4

Reni nachylny

Saffron nachylny (0,4 0,6 0,2 0,8
Sandra rymé 0,4 1,3 2,2 3,6
Saturn nachylny 1,2 0,8 2,4
Scarpia ryma

Semper rym4 1,3 2,1 0,7

Souleyka rym4

Sylva rymé 3,3 8,2 5,9
Tamina rymé

Tatra rym4 0,3 1,3 1,2 1,3
Titus ryma 2 11,7
Traminer rym4 2,5 1,3 1,6

Travira rym5 2,1
Wendy rymé 10,7 8,9 7,1 5,5
Wintmalt rymé 13,6 15,6 8,8 1,7
Wootan rym4

Yatzy rym4 3,4 3,3 0,9 0,5
nachylné

celkem 0,4 6,1 12,7 13,9
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