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Seznam pouzitych zkratek

AMV — Alfalfa mosaic virus

AP — alkaline phosphatase

BWYV — Beet western yellows virus

BYMV — Bean yellow mosaic virus

ClYymMv — Clover yellow mosaic virus

Clyvv — Clover yellow vein virus

CMV — Cucumber mosaic virus

DAS-ELISA — Double Antibody Sandwich-Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
DNA — deoxyribonucleic acid

dsDNA/ RNA — double-stranded DNA/ RNA

DSMz — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
gRNA — genomic RNA

HRP — Horseredish peroxidase

ORF — open reading frame

RCMV — Red clover mottle virus

RCVMV — Red clover vein mosaic virus

RNA — ribonucleic acid

ssDNA/ RNA — single-stranded DNA/ RNA
WCIMV — White clover mosaic virus



1. Uvod

Virus — slovo pochazejici z latiny origindlné znamenajici jed, slizky vymeések, hnis
a také nechutny zapach — bylo vyptjéeno k popsani nakazlivych subjekti, které se vyviji
v jedincich vystavenych nepfiznivym podminkam. Véfilo se, ze nezadouci podminky
narusuji rovnovahu existujici u zdravého individua a tim vedou ke vzniku infekénich
subjektl (Khan a Dijkstra, 2006). Pojmenovani i charakteristika virti v odborné literatute se
v Case znacn¢ ménily. Naptiklad za Luise Pasteura se vétilo, ze viry jsou jakousi celedi
mimotadné malych bakterii (Borecky, 1983).

Zejména diky nastupu modernéjSich metod bylo umoznéno popsani vird v dneSnim
slova smyslu. V soucasné¢ dob¢ jsou viry popisovany jako nebunééné (acelularni)
mikroorganismy, které vyzaduji pro své rozmnozovani citlivé hostitelské buiiky jinych
organismii — jsou obligatnimi intracelularnimi parazity, jez jsou plné¢ odkdzadni na
metabolismus svého hostitele (Klaban, 1999). Jedna se o fetézec jedné nebo vice molekul
nukleové kyseliny (DNA ¢i RNA), uzavieny obvykle v proteinovém obalu (Hull, 2009).

Pfedev§im moznost pozorovani virovych ¢astic v elektronovém mikroskopu pattila
mezi prvni kroky na cesté¢ vedouci k izolaci virt z jejich hostiteld umoziujici studovani
a charakterizovani t&chto mikroorganismii v laboratornich podminkach. Uspéchy v této
oblasti vedly ke vzniku virologie jako védniho oboru (Bos, 1999). Nyni je virologie
popisovana jako obor, jehoz naplni je studium virti véetné bakteriofagt, ale také viroidi a v
nekterych piipadech 1 prionit (Klaban, 1999). Rostlinnd virologie je pak podoborem
virologie obecné a zabyva se studiem zminénych subjektd pusobicich na rostliny.
V soucasné dob¢ spada pod tento obor také studium dalSich molekuldrnich patogent rostlin,
napiiklad fytoplazem (www.umbr.cas.cz).

Prvnim virem, ktery byl kdy studovan, byl rostlinny virus mozaiky tabaku (Tobacco
mosaic virus). Ukazalo se, Zze se jedna o velice stabilni virus, ktery je relativné snadno
prenasen, a ze dosahuje v infikované rostliné vysokych koncentraci (Khan a Dijkstra, 2006).

Rostlinné viry patii mezi vyznamné patogenni Cinitele u rostlin a byly popsany jiz
nescetné choroby, které zplisobuji. Symptomy infikovanych rostlin maji velmi Siroky rozsah
(mozaika listi, Zloutnuti, vice ¢i mén¢ rozsahla nekrdza listl, vétvi, kotfend, hliz ¢i cibulek,
poskozeni normalniho ristu rostliny a mnohé dal$i) a velmi ¢asto dochézi k propojeni mezi
vnitinimi a vn¢j$Simi symptomy (Khan a Dijkstra, 2006). Pro ¢loveka je podstatné piredev§im
to, Ze mnohé viry napadaji kulturni plodiny a ¢asto zptsobuji ekonomicky vyznamné ztraty.
Uvadi se, Ze kazda plodina péstovana ¢lov€kem je hostitelem minimélné jednoho druhu

rostlinného viru (Hull, 2009). Rostlinné viry mohou byt pienaseny nékolika moznymi



zpusoby a mnohé z nich jsou velice efektivni. V duasledku toho pak mohou vznikat az
epidemie nékterych virovych onemocnéni (Khan a Dijkstra, 2006). Nositelem genetické
informace rostlinnych virt (a virt obecn¢) je bud DNA ¢i RNA a na zdklad¢ tohoto faktu
muzeme viry délit do dvou kategorii — DNA viry a RNA viry (Borecky, 1983). Bylo
prokazano, ze nejveétsi pocet rostlinnych virt obsahuje ssRNA, ale vyskytuji se 1 celé rody ¢i
jednotlivé druhy obsahujici dsRNA (napt. Wound tumor virus), ssDNA (napf. geminiviry)
a dsDNA (napt. Cauliflower mosaic virus). V roce 1962 byl objeven a také popsan fenomén
rostlinnych virt v angli¢tiné nazyvany ,,sattelitism (odtud Cesky nazev satelitni viry). Jedna
se 0 viry, které vyzaduji k replikaci kromé hostitelské buriky také pritomnost jiného viru jako
nezbytného pomocnika (Khan a Dijkstra, 2006).



2. Literarni prehled

2.1 Viry infikujici picniny v Evropé

Pro literarni ¢éast bakaléaifské prace byly vybrany viry, které se nejcastéji vyskytuji na
uzemi Evropy a pro néZ jsou dostupna antiséra: Alfalfa mosaic virus (AMV; celed
Bromoviridae, rod Alfamovirus), Bean yellow mosaic virus (BYMYV; ¢eled’ Potyviridae, rod
Potyvirus), Beet western yellows virus (BWY'V; ¢eled” Luteoviridae, rod Poleovirus), Clover
yellow mosaic virus (CIYMV; celed’ Alphaflexiviridae, rod Potexvirus), Clover yellow vein
virus (CIYVYV;, celed Potyviridae, rod Potyvirus), Cucumber mosaic virus (CMV; c¢eled
Bromoviridae, rod Cucumovirus), Red clover mottle virus (RCMYV; ¢eled’ Secoviridae, rod
Comovirus), Red clover vein mosaic virus (RCVMYV; celed’ Betaflexiviridae, rod Carlavirus)
a White clover mosaic virus (WCIMYV; ¢éeled’ Alphaflexiviridae, rod Potexvirus). Vyjimkou
je Clover yellow mosaic virus, jehoz vyskyt byl v Evropé prozatim potvrzen jen ve dvou
ptipadech — na rodu sporys (Verbena) v UK (Mumford a kol., 2005) a v Ceské republice, a to
na jeteli luénim (Trifolium pratense) (Franovd a kol. 2011; 2012). Charakteristika vir

vybranych pro literarni ¢ast bakalarské prace je shrnuta v Tab. .



Tab. I. Taxonomie, symptomy, vyskyt a popis ¢astic Alfalfa mosaic virus, Bean yellow

mosaic virus, Beet western yellows virus, Clover yellow vein virus, Cucumber mosaic virus,

Red clover mottle virus a White clover mosaic virus.

(AMV)

(BYMV)

(BWYV)

(CIYW)

(CMV)

(RCMV)

(WCIMV)

Druh rostlinného viru

Alfalfa mosaic virus

Bean yellow mosaic virus

Beet western yellows virus

Clover yellow vein virus

Cucumber mosaic virus

Red clover mottle virus

White clover mosaic virus

Taxonomie?

Celed: Bromoviridae
Rod: Alfamovirus

Celed’: Potyviridae

Rod: Potyvirus

Celed”: Luteoviridae
Rod: Polerovirus

Celed Potyviridae
Rod: Potyvirus

Celed: Bromoviridae

Rod: Cucumovirus

Celed” Secoviridae
Rod: Comovirus

Celed: Alphaflexiviridae

Rod: Potexvirus

Symptomy
Mozaika lista®
Skvmitost lista? ?
Malformace®
Zakmélost?

Mozaika lista
Apikalni nekrézy?
Pruhovani lista®

Zloutnuti lista®
Chlorozy?
Pruhovani lista®

Nekrozy®
Skvrmitost listd?
Zloutnuti list?

Mozaika listt"

Zloutnuti lista?
Zakmélost?
Mozaika lista?

Skvrnitost lista?

Mozaika lista?
Skvmitost listi®

Vyskyt

Celosvétovy?

Celosvétovy?

Evropa?
Kanada?
USAY
AsieV

Evropa?
Kanada®
USAY
Novy Zéland®
Australie®

Celosvétovy?

EvropaV
USAY
Kanada
Novy ZélandV

EvropaV
Kanada?
USAY
Novy Zéland?

Castice

Tii druhy ¢astic”:

Bottom (B) — 58x18 nm"
Middle (M) — 49x18 nmY
Top b (Th) — 38x18 nm"

Flexibilni vlakna®
750x15 nmP)

Izometrické?
Primér — 26 nm”

Flexibilni vlaknal®
767X12 nmtd

1zometrické!?

Primér — 30 nm'?

Izometrické?
Primér — 30 nm®

Flexibilni vlakna'®
480x13 nm*3)

Zdroje informaci: ® www.dpvweb.net, ? Lochart a kol., 2013, ¥ Xiang a kol., 2008,
) Tomlison a kol, 2008, ® Foster a Musgrave, 1985, ® Norton a Johnstone, 1998, ” Gibbs
a kol., 1963, ® Brandes a Quantz, 1955, ¥ Esau a Hoefert, 1972, ¥ Gibbs a kol., 1966,
D Hollings a Nariani, 1965, 2 Francki a Hatta, 1980, *¥ Brandes, 1964.
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2.2 Clover yellow mosaic virus
Zakladni informace

Clover yellow mosaic virus (CIYMV; c¢eled Alphaflexiviridae, rod Potexvirus) byl
poprvé popsan v roce 1942 (Johnson, 1942) a nasledné pak v roce 1961 (Pratt, 1961). Tento
druh viru se vyskytuje pfedev§im na jetelovinach, ale i nékterych dalSich rostlinach — hledik
vétsi (Antirrhium majus), merlik bily (Chenopodium amaranticolor), okurka setad (Cucumis
sativus), pestrovka kulovita (Gomphrena globosa), Spenat sety (Spinacia oleracea), ptacinec
prostiedni (Stellaria media) (Johson, 1942; Pratt, 1961). K diagnostickym u¢eliim jsou pak
vyuzivany druhy bob obecny (Vicia faba) a hrach sety (Pisum sativum). CIYMV se asto
vyskytuje v komplexu s White clover mosaic virus (WCIMV; ¢eled” Alphaflexiviridae,
rod Potexvirus). Tepelny bod inaktivace viru v homogenatu nastavd mezi 58 °C a 62 °C.
Infek¢nost homogenatu in vitro skladovaného pii teploté cca. 4 °C razantné klesa mezi

6. a 12. mésicem (nékteré izolaty vSak zistavaji infek¢éni po znacné delsi dobu) (Pratt, 1961).

Symptomy

U jetele lucniho mize infekce timto virem zplsobovat nékteré z nasledujicich
symptomli — zluté ¢i svétle zelené pruhovani listl, zakrnéni ¢i zakfiveni listl, sniZeni

odolnosti vii¢i chladu, snizeni vynost rostliny (Pratt, 1961).

Geograficka distribuce

CIYMV je rozsiten piedev§im v USA a Kanad¢ (Pratt, 1961). Vyskyt v Evropé
prozatim neni potvrzeny, CIYMV byl nalezen pouze ve dvou piipadech, a to v UK na rodu
spory$ (Verbena) (Mumford a kol., 2005) a v CR na jeteli lu¢nim (Franova a kol., 2011;
2012).

Kmeny

Nejsou znamé zadné specialni kmeny tohoto druhu viru, byly vSak nalezené izolaty
s nepatrné¢ odliSnymi sérologickymi vlastnostmi a symptomy, které vykazuji infikované

rostliny (Pratt, 1961).

Prenos

Testy ptenosu CIYMV pomoci nékolika druhit mSic jako vektorti nepotvrdily, Ze by

byl tento zplisob pfenosu mozny (Johnson, 1942; Pratt, 1961). U hrachu setého byl prokézan
5



pifenos semenem (Hampton, 1963). Experimentaln¢ je virus pienosny mechanickou

inokulaci (www.dpvweb.net).

Castice

Castice CIYMV jsou flexibilni vlakna o délce 593 nm (Bercks a Brandes, 1963). Pfi
centrifugaci sedimentuji jednotlivé, hodnota sedimenta¢niho koeficientu ¢ini 121 S (Pratt
a Reichmann, 1961). Geneticka informace CIYMV je zakddovana v single-stranded RNA
(Koenig, 1971) a poly(A) 3" konec i 5" konec (7-methylguanosinova ¢epi¢ka) maji variabilni
délku (AbouHaidar, 1983).

Organizace genomu

V roce 1990 byla publikovidna kompletni nukleotidova sekvence a organizace
genomu CIYMV (izolat z bobu obecného; Kanada). Sekvenovani bylo provedeno
enzymatickou Sangerovo metodou (Sanger a kol., 1977) a také chemickou
Maxam-Gilbertovo metodou (Maxam a Gilbert, 1980). Sekvenovanim bylo zjisténo, ze
genom tohoto druhu viru tvoii 7015 nukleotidt nepocitaje 3’poly(A) konec (Sit a kol.,
1990), jehoz velikost se pohybuje mezi 75 a 100 nukleotidy (AbouHaidar, 1983). Genom se
sklada ze Sesti otevienych Ctecich ramct. Obalovy protein CIYMYV je kdédovan v rdmci ORF
5. Proteiny, které jsou kédované ORF 1, ORF 2, ORF 3 a ORF 5, vykazuji silnou homologii
s ostatnimi ¢leny rodu Potexvirus, zejména pak s druhem Papaya mosaic virus. Genomova
RNA CIYMYV je nejvétsi z gRNA ¢lend rodu Potexvirus, jejichz genom byl sekvenovan (Sit
a kol., 1990).

2.3 Red clover vein mosaic virus

Zakladni informace

Red clover vein mosaic virus (RCVMYV; celed’ Betaflexiviridae, rod Carlavirus) byl
poprveé popsan v roce 1937 ve Spojenych statech americkych, a to na jeteli lu¢nim (Osborn,
1937) a pozd¢ji byl tento virus oznacen jako ,,Trifolium virus® (Weiss, 1939). O dvacet let
pozdéji byl tento druh nalezen na mnohych plané rostoucich i ¢lovékem péstovanych
lusténinach — jako napiiklad hrach sety a bob obecny a dale pak napf. na hrachoru vonném
(Lathyrus odorathus) (Sander, 1959). Koncem 90. let byl virus nalezen na dalSich rostlinach
— cizrna berani (Cicer arietinum) (Larsen a kol.,1997) a ¢ocka jedla (Lens culinaris) (Larsen

a Myers, 1998). V soucasné dob¢ je znamy okruh hostitelti tohoto viru, ktery je relativné
6
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Siroky a ktery zahrnuje celedi Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Fabaceae a Solanaceae.
Obecné se tento druh viru vyskytuje predev§im na lusténinach (www.dpvweb.net). RCVMV

je dobry imunogen. Ultrafialové zafeni jej inaktivuje (Varma a kol., 1970).

Symptomy

Jetel lu¢ni infikovany RCVMYV miize vykazovat nékteré z nasledujicich symptomii —
mozaika listidl, zakrnéni celé rostliny, pruhovani (www.dpvweb.net). U lusténin (napf. hrachu
setého) muze infekce timto virem vyvolat odlisné symptomy — chlordza zilek, tbytek
listovych zilek, proliferace axilarnich pupenii a snizeni apikalni dominance. U nékterych
mladych rostlin (napf. u cizrny berani a ¢ocky jedl¢) mlze virus zpusobit tthyn celé rostliny
(Graves a Hagedorn, 1956; Hagedorn, 1949). Jednotlivé symptomy jsou tedy druhové

specificke.

Geograficka distribuce

Asi dvé desetileti po objevu RCVMYV na Gizemi Spojenych statii americkych se zacaly
mnozit objevy dalSich rostlin, tentokrdt na uzemi Evropy, které vykazovaly obdobné
symptomy jako rostliny infikované timto virem. Virus byl objeven ve Finsku (Jamalainen,
1957), na tzemi dne$ni Ukrajiny (Matsulevich, 1957), v Nizozemi, Svycarsku, Velké
Britanii, Svédsku (Hagedorn, 1958), na tizemi byvalého Vychodniho Némecka (Quantz,
1958) a v Polsku (Kochman a Stachyra, 1958). Dnes se uvadi hojné rozsifeni RCVMV

predevs§im v ramci Evropy, Severni Ameriky a jizni Afriky (www.dpvweb.net)

Kmeny

Byly nalezeny pouze minoritné zastoupené odlisné varianty — napiiklad kmen P42,
ktery se od bézné se vyskytujici formy 1isi v tvorbé pruhi u infikovanych rostlin hrachu
setého a bobu obecného a ktery je latentni u jetele lucniho (Zaumeyer a kol., 1964). Také
byly objeveny izolaty infikujici merlik bily a dalsi izolaty, jez ho neinfikuji (Gibbs a kol.,
1966). Ve Wisconsinu byla na zéklad¢ odlisné nachylnosti rtiznych kultivari k infekci
RCVMV (Hanson a Hagedorn, 1961) testovana dédi¢nost rezistence jetele lu¢niho viici
izolatu PV 110 a bylo zjiSténo, Ze za tuto rezistenci je zodpovédny jediny gen a ze znak je
dédén uplné¢ dominantné — §tépné pomeéry v F1, BC a F, generaci po kiiZeni rezistentnich

a nachylnych kultivarti odpovidaly této skutecnosti (Khan a kol., 1977).
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Prenos

Byl prokazan pienos RCVMV pomoci né€kolika druhd msSic, a to Acyrthosiphon
pisum, Therioaphis ononidis, Myzus persicae (Graves a Hagedorn, 1956), Aphis fabae,
Cavariella aegopodii, Cavariella theobaldi, Myzocallis onomidis, Myzus persicae
a Therioaphis maculate (Weber a Hampton, 1980; Edwardson a Christie, 1991).
Nejbéznéjsim vektorem je mSice Acyrthosiphon pisum (Hagedorn, 1949; Graves a Hagedorn,
1956). Pfenos pomoci semen byl prokazan u jetele lu¢niho (Matsulevich, 1957), bobu
obecného (Sander, 1959) a hrachu setého (Kraft a kol., 1998).

Castice

Castice RCVMV jsou rovna &i nepatrné zakiivend vlakna Sirokd cca. 12,5 nm
a dlouha 645 nm (v zavislosti na zpisobu preparace a hostitelské rostling, ze které byl virus
izolovéan). Vyjime¢né byly nalezeny shluky virovych ¢astic obklopenych membranou.
Castice sedimentuji jednotlivé, sedimentaéni koeficient zavisi na koncentraci viru a také na
mnozstvi necistot v preparatu a ma hodnotu 160 S. RCVMV obsahuje ssRNA, ktera
predstavuje asi 6,25 % hmotnosti ¢astic viru, proteiny tedy zaujimaji cca. 93,75 % hmotnosti
¢astic (procentudlni zastoupeni lipidd a cukrii je nulové). Zastoupeni jednotlivych nukleotidi

je G31,A24,C23aU 22 (Varma a kol., 1970).

Organizace genomu

V roce 2009 byla zjisténa kompletni nukleotidovd sekvence a organizace genomu
RCVMV (izolat z cizrny berani, USA). Sekvenovani bylo provedeno ve washingtonske
Laboratory for Biotechnology and Bioanalysis, a to Sangerovo metodou (Sanger a kol.,
1977). Kompletni nukleotidova sekvence RCVMV ukézala, Ze genom tohoto viru tvofi
8 604 nukleotidii a ze se skladd ze Sesti otevienych Ctecich ramct, stejné jako je tomu
u ostatnich ¢leni rodu Carlavirus. Fylogenetickou analyzou, pfi niz byla zkoumana
aminokyselinova sekvence ORF 1 (replicase genes) a ORF 5 (coat protein), bylo zjisténo, ze
podle aminokyselinové sekvence ORF 1 je RCVMYV nejvice piibuzny Garlic latent virus
(GarLV), dale pak Coleus vein necrosis virus (CVNV) a v mens$i mite Poplar mosaic virus
(PopMV) a Sweet potato chlorotic fleck virus (SPCFV). Podle analyzy aminokyselinove
sekvence obalového proteinu je ale RCVMV nejpiibuznéjsi Pea streak virus (PeSV).
Zajimavé je, ze RCVMV je jen vzdalen¢ piibuzny Cowpea mild mottle virus (CpMMV),
ktery je vyznamnym virem luSténin. Tento fakt je pfisuzovan odliSnym druhiim vektord,

které viry ptenaseji (Larsen a kol., 2009).



2.4 DAS-ELISA

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), nékdy také nazyvana EIA (Enzyme
ImmunoAssay), je jednou z nejpouzivangjSich imunologickych metod. Poprvé byla
predstavena v roce 1971 (Engvall a Perlmann, 1971), v oblasti rostlinné virologie pak v roce
1976 (Clark a Adams, 1976). Jedné se o velice rychlou, citlivou a vysoce specifickou metodu
umoziujici detekci a kvantifikaci protilatky ¢i antigenu i1 v rozsahu nckolika pikogramu
(Pathak a Palan, 2005). Tato metoda vyuziva interakce mezi proteiny, konkrétné vysoce
specifickou interakci mezi antigenem a protilaitkou. ELISA ma rtizné modifikace, které
muzeme primdrné rozdélit do dvou skupin, a to na metody pfimé a metody nepfimé. Pfima
ELISA je zalozena na vazb¢ znaené primarni protilatky pfimo na hledany protein, nepfima
ELISA je pak zaloZena na vazb& znac¢ené sekundérni protilatky na protilatku priméarni. DAS-
ELISA patfi mezi pfimé imunologické detekéni metody. Protilatky (primarni ¢i sekundarni)
jsou obvykle znaeny enzymaticky (enzym je konjugovan s protilatkou, nejcastéji se pouziva
alkalicka fosfataza — AP ¢i kienova peroxidaza — HRP) (Bos, 1999).

V prvnim kroku metody DAS-ELISA je vyuzivana schopnost proteinii (v tomto
pfipadé¢ imunoglobulinl) vazat se na sorbéni povrch mikrotitraéni polystyrenové ¢i
polyvinylové desticky (Pathak a Palan, 2005). Pokud jsou ve vzorku pfitomny patogenni
bunky, dojde v dalsim kroku k navadzani antigenu na protiladtku specifickym vazebnym
mistem — epitopem. Nasledné se vaze stejna protilatka, ktera je vSak v této fazi metody
konjugovana s enzymem. Tento enzym pak katalyzuje chemickou preménu specifického
bezbarvého substratu (4-nitrofenylfosfat) na produkt (4-nitrofenol a fosfat), ktery je barevny,
a tedy opticky detekovatelny a spektrofotometricky meétitelny. ELISA vSak neumoziuje
piimé méfeni protilatky ¢i antigenu v neznamém vzorku bez navazani na cistou protilatku

nebo antigen (Murphy, 2012).



3. Cile prace

Cilem prace bylo:
e Nalézt na uzemi Ceské republiky dal§i plané rostouci jeteloviny raznych druht

infikované Clover yellow mosaic virus a Red clover vein mosaic virus.

e ldentifikovat rostliny semenacku jetele, které byly pomoci mechanické inokulace

infikovany c¢eskym izolatem RCVMV a hodnotit vyvoj ptfiznaki u infikovanych

rostlin.

¢ Vyhodnotit uspéSnost mechanické inokulace u jednotlivych odrud.
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4, Metodika prace

4.1 Material

Pro experimenty byly pouzity rostliny jetele lu¢niho, které byly v roce 2012
mechanicky inokulované ¢eskym izolatem Red clover vein mosaic virus (RCVMV) a které
pochézi ze Slechtitelské stanice Ing. Hana JakeSova, CSc. — Slechténi jetelt a trav (odrudy
Amos — 14 rostlin, Blizard — 19 rostlin, Nodula — 17 rostlin, Rezista — 20 rostlin a Sprut — 4
rostliny). Déle byly testovany plané rostouci rostliny jetele lu¢niho, hrachu setého, tolice
vojtésky a pestrovky kulovité pochazejici z lokality BorSov nad Vitavou — 28 rostlin, rostliny
jetele lu¢niho pochazejici z lokality LaSovice — 28 rostlin a rostlina jetele plazivého

pochazejici z lokality PleSovice.

4.2 Metody

4.2.1 Detekce Red clover vein mosaic virus pomoci DAS-ELISA

Pro detekci RCVMV pomoci DAS-ELISA byla pouzita souprava od prof. J. H.
Vettena (Némecko).

PotaZeni polystyrenové mikrotitra¢ni desti¢ky

Nejprve byly potazeny stény jamek polystyrenové mikrotitracni desticky
potahovacim pufrem (coating buffer) smichanym s protilatkou (IgG) v poméru 1:1000 ve
stanoveném mnozstvi 100 pl do kazdé z pouzivanych jamek. U vSech pufrd, které byly pfi
této metod¢ pouzivané, bylo nutné zméfeni a pfipadnd uprava pH pied kazdou aplikaci
daného pufru. Po naneseni protilatek (IgG) byla desticka umisténa na dobu ¢tyt hodin do

termostatu nastaveného na teplotu 37 °C.

Homogenizace vzorki

Rostlinny material byl vloZen do homogeniza¢nich sackti (Bioreba AG), poté bylo
pfidano konkrétni mnoZstvi homogenizacniho pufru (sample extraction buffer), a to
v poméru 1:10, a vzorky byly homogenizovany pomoci specialniho mechanického
homogenizatoru (Homex 6, Bioreba AG). Takto homogenizované vzorky byly vzdy az do

aplikace na mikrotitra¢ni desticku uchovavany v chladnicce pii teploté 4 °C.
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Promyvani mikrotitra¢ni desti¢ky, naneseni vzorku

Po inkubaci byly volné reagence vymyty z mikrotitratni desticky promyvacim
pufrem (Phosphate buffered saline — Tween). V zavislosti na poctu vzorkd jsme tento krok
provadeli bud’ ruénim pipetovanim pufru do kazdé z jamek anebo pomoci automatické
promyvacky. Objem tohoto pufru muze byt vyssi nez 100 pl. Promyvani jamek bylo
opakovano také po inkubaci vzorkt a po navazani IgG-AP na antigeny.

Nasledné nandSeni vzorkd probihalo vzdy stejnym zplsobem, a to podle pfedem
stanovené¢ho schématu (viz kapitola Pfilohy — Obr. 9; str ). Jako blank byl pouzity Cisty
homogeniza¢ni pufr (sample extraction buffer), jako negativni kontrola byly pouzity zdravé
(neinokulované) rostliny jetele lu¢niho, pozitivni kontrola (hrach sety) byla soucasti
soupravy od prof. H. J. Vettena (Némecko). Blank, negativni kontrola, pozitivni kontrola
1 vSechny vzorky byly nanaseny s jednim opakovanim. Po aplikaci vzorkl byla desticka

ulozena alespoii na 16 hodin do chladnicky (teplota 4 °C).

Navazani 1gG-AP na antigeny

V dalsim kroku byla do jamek nandSena smés konjugatu IgG-AP a konjugéatového
pufru (conjugate buffer), a to v poméru 1:1000. Mikrotitratni desticka byla nasledné

umisténa na 4 hodiny do termostatu nastaveného na teplotu 37 °C.

Pridani specifického substratu

Posledni nanaSenou reagenci byl substrat (4-nitrofenylfosfat, Sigma) dodavany
v tabletich o hmotnosti 5 mg. Na kazdych 5 mg substratu tablety pfipada 5000 pl
substratového pufru (substrate buffer). Jelikoz bylo v této fazi potieba pracovat ve tmé, byla

mikrotitracni desti¢ka umisténa do specialniho neprisvitného boxu.

VWhodnoceni testu pomoci spektrofotometru

Po inkubaci desticky ve tmé pii pokojové teplot¢ (20 minut) byla na
spektrofotometru (Spectra Fluor, Tecan) métfena absorbance pii 405 nm. Méfeni absorbance
bylo vzdy opakovano jest¢ po uplynuti dalSich cca. 15 minut. Vyhodnoceni testu bylo
provedeno pocitacem v programu KIMW. Pokud byly zjistény pozitivni vzorky, byla

pofizena fotodokumentace mikrotitracnich desticek.
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4.2.2 Detekce Clover yellow mosaic virus pomoci DAS-ELISA

Pro detekci CIYMYV byla pouzita komeréné dostupna souprava (DSMZ, Némecko).

Postup prace pii zjistovani pritomnosti CIYMV byl téméf ve vSech krocich shodny
s postupem prace pii detekci pfitomnosti RCVMV. Vyjimkou byl objem nanaSenych
komponent, ktery ¢inil u tohoto druhu viru 200 pl na kazdou z pouzivanych jamek. To
pfirozené znamenalo navySeni objemu IgG, IgG-AP a poctu pouzivanych tablet specifického
substratu (poméry téchto latek a konkrétnich pufrii zistavaly zachovany).

Dalsi zménou oproti detekci pritomnosti RCVMV byla doba inkubace po naneseni
specifického substratu, ta se u tohoto druhu viru pro dosazeni idedlni hodnoty absorbance
pozitivni kontroly prodluzuje na cca. 35 minut.

Jako blank byl opét pouzit Cisty homogeniza¢ni puft, jako negativni kontrola rostliny
jetele lucniho a pozitivni kontrola (hrach sety) byla dodana jako soucast komeréné dostupné

soupravy (DSMZ, Némecko).

4.2.3 Hodnoceni piiznaki

Vyhodnoceni piiznakii u rostlin, u kterych byla pomoci DAS-ELISA potvrzena
pritomnost RCVMY, bylo provadéno vizualné, a to nejprve v dob¢ prvniho testovani (cca. 15
meésic po mechanické inokulaci ¢eskym izolatem RCVMV) a nasledné pii opétovném
testovani provadéném za Ucelem potvrzeni pozitivnich vysledkdi (cca. 21 mésici po
mechanické inokulaci ¢eskym izoldtem RCVMYV). Hodnocené rostliny byly uchovavany za
kontrolovanych podminek ve skleniku, v letnich mésicich byly péstovany pod ochrannou

sitkou mimo sklenik, aby nedoslo k napadeni jinymi rostlinnymi viry.

4.3 SloZeni pufri

Vsechny pouZzivané pufry byly pfipravované podle pokyni DSMZ. VSechny nize
zminéné pufry byly skladovany pfi teploté 4 °C a pouzivany maximalné po dobu 2 mésicii

od jejich namichani.

Potahovaci pufr (Coating buffer)

1,59 g uhli¢itanu sodného (sodium carbonate) — Na,CO3
2,93 g hydrogenuhli¢itanu sodného (sodium bicarbonate) — NaHCO3

0,20 g azidu sodného (sodium azide) — NaN3
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Vsechny komponenty byly rozpustény v 900 ml destilované vody a pomoci HCI bylo

upraveno pH na pozadovanou hodnotu, a to 9,6. Néasledné byl objem doplnénna 1 1.

PBS (Phosphate buffered saline)

8,0 g chloridu sodného (sodium chloride) — NaCl

0,2 g dihydrid fosfore¢nanu draselného (monobasic potassium phosphate) — KH,PO,
1,15 g fosfore¢nanu disodného (dibasic sodium phoshate) — Na,HPO,4

0,2 g chloridu draselného (potassium chloride) — KCI

0,2 g azidu sodného (sodium azide) — NaN3

Vsechny komponenty byly rozpustény v 900 ml destilované vody a pomoci HCI,
nebo NaOH bylo upraveno pH na poZadovanou hodnotu, a to 7,4. Nasledn¢ byl objem
doplnénna 1 L.

Promyvaci pufr (PBS — Tween = PBST)

PBS +0,5ml Tween20 na 1l

Homogeniza¢ni pufr (Sample extraction buffer)

PBST + 2% PVP (Serva PVP — 15 polyvinyl pyrrolidone) na 0,5 |

Vsechny komponenty byly smichany a pomoci HCI, nebo NaOH bylo upraveno pH
na pozadovanou hodnotu, a to 7,4. Nasledné byl objem doplnénna 1 1.
Konjugéatovy pufr (Conjugate buffer)

PBST + 2% PVP (2,0 g) + 0,2% (0,2 g) suSeny vajecny bilek (egg albumin, Sigma)

Substratovy pufr (Substrate buffer) — pH 9,8

97 ml dietanolaminu (diethanilamine)
600 ml H,O
0,2 g azidu sodného (sodium azide) — NaN3

Vsechny komponenty substratového pufru byly smichany, pH bylo upraveno pomoci

HCI na hodnotu 9,8 a nasledné byl objem doplnén na 1 1.
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5. Vysledky

5.1 Red clover vein mosaic virus

1) Z celkového poctu 74 rostlin semenacku jetele lu¢niho (odriada Amos — 14 rostlin,
odruda Blizard — 19 rostlin, odriida Nodula — 17 rostlin, odriida Rezista — 20 rostlin a odriida
Sprut — 4 rostliny), které¢ byly mechanicky inokulované cCeskym izolatem RCVMV
a nasledn¢é po cca. 15 mésicich testované pomoci metody DAS-ELISA, byly nalezeny 3
rostliny vykazujici pifitomnost tohoto druhu viru (odridy Amos, Blizard a Rezista) (viz
Ptilohy — Obr. 1, Obr. 6, Obr. 7). Procentualni GspésSnost mechanické inokulace semenacku
jetele luéniho Ceskym izoldtem RCVMV Ccinla tedy podle vysledkit DAS-ELISA 2,22 %
(74 testovanych rostlin/ 3 infikované rostliny). Hodnoty absorbance blanku pti DAS-ELISA
¢inily u mechanicky inokulovanych rostlin: 0,000, -0,005, 0,000, -0,001, 0,000 a 0,056.
Hodnoty absorbance negativnich kontrol ¢inily 0,009, 0,002, 0,005, 0,007, -0,001 a 0,003.
Hodnoty absorbance pozitivnich kontrol ¢inily 1,240, 1,296, 0,126, 0,165, 0,828 a 1,049.
Pozitivni vzorky mély nasledujici hodnoty absorbanci: 1,306/ 1,122 (¢islo 7, odrada
Blizard), 1,103/ 1,090 (¢islo 15, odrida Amos) a 1,182/ 1,309 (¢islo 30, odrida Rezista).
Vysledky DAS-ELISA téchto mechanicky inokulovanych rostlin jsou uvedeny v Tab. II.

2) Mechanicky inokulované rostliny jetele lucniho, které byly ptedchozim testovanim
pomoci DAS-ELISA vyhodnoceny jako pozitivni na ptitomnost RCVMYV, byly pro potvrzeni
pozitivnich vysledkli po dal§ich cca. 6 mésicich znovu testovany. Pfedchozi vysledky se
potvrdily (viz Pfilohy — Obr. 8). Hodnoty absorbance blanku cinily tentokrat 0,000 a -0,017,
hodnoty absorbance negativnich kontrol ¢inily -0,009 a -0,016 a hodnoty absorbance
pozitivnich kontrol 0,133 a 0,148. Hodnoty absorbance vzorkt ¢inily 1,028/ 1,044 (¢islo 1,
odrida Amos), 2,028/ 2,005 (¢islo 2, odrada Blizard), 1,990/ 1,868 (¢islo 3, odrida Rezista).
Potvrzeni pozitivnich vysledkii pomoci DAS-ELISA u téchto tii rostlin dokumentujeme
v Tab. I11.

3) U jetele lu¢niho odriidy Amos infikovaného virem RCVMYV byla v dobé provedeni
DAS-ELISA (cca. 15 mésicti po mechanické inokulaci) pozorovana zakrslost celé rostliny
a dale pak cervenani listi (viz kapitola Prilohy — Obr. 2).

U jetele lu¢niho odridy Blizard infikovaného virem RCVMV byla v dobé provedeni
DAS-ELISA (cca. 15 mésici po mechanické inokulaci) pozorovana drobnolistost (viz
kapitola Pfilohy — Obr. 3).

U jetele lu¢niho odridy Rezista infikovaného virem RCVMYV nebyly v dobé provedeni
DAS-ELISA (cca. 15 mésicti po mechanické inokulaci) pozorovany zadné ptiznaky svédcici

o nakaze rostliny timto druhem viru (viz kapitola Pfilohy — Obr. 4).
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Cca. 21 meésicti po mechanické inokulaci byl u vSech tfi rostlin jetele luéniho — odrady
Amos, Blizard a Rezista infikovanych RCVMYV pozorovan shodny ptiznak infekce RCVMYV,
a to drobnolistost (viz kapitola Ptilohy — Obr. 5).

16



Tab. II: Vysledky DAS-ELISA u mechanicky inokulovanych rostlin jetele lu¢niho ze

Slechtitelského materialu testovanych na pfitomnost Red clover vein mosaic virus

(RCVMV).
B/ NK/PK/ CV | Absorbance | RCVMV Cv Absorbance | RCVMV
B 0,0084 N 37 -0,008/ 0,001 N
NK 0,0042 N 38 -0,008/ -0,008 N
PK 0,784 P 39 -0,002/ -0,005 N
1 0,045/ -0,004 N 40 0,008/ -0,005 N
2 -0,004/ -0,007 N 41 0,004/ -0,002 N
3 0,000/ 0,003 N 42 0,006/ -0,002 N
4 0,001/ -0,014 N 43 -0,001/ -0,001 N
5 -0,013/ -0,015 N 44 -0,007/ -0,004 N
6 -0,011/ -0,004 N 45 -0,003/ -0,001 N
7 1,306/ 1,122 P 46 0,000/ -0,008 N
8 -0,011/ -0,012 N 47 -0,005/ -0,008 N
9 -0,011/ -0,002 N 48 -0,002/ 0,003 N
10 -0,004/ 0,001 N 49 0,001/ -0,004 N
11 -0,011/ -0,005 N 50 -0,003/ -0,001 N
12 -0,007/ -0,004 N 51 0,002/ 0,005 N
13 -0,007/ -0,009 N 52 0,025/ 0,011 N
14 -0,012/ -0,006 N 53 0,009/ 0,028 N
15 1,103/ 1,090 P 54 0,007/ 0,026 N
16 -0,001/ -0,011 N 55 0,001/ 0,002 N
17 -0,001/ -0,008 N 56 0,002/ 0,003 N
18 -0,002/ 0,003 N 57 0,003/ 0,000 N
19 -0,004/ -0,007 N 58 -0,004/ -0,002 N
20 -0,008/ -0,006 N 59 -0,003/ -0,003 N
21 -0,004/ 0,000 N 60 -0,002/ -0,002 N
22 -0,001/ -0,006 N 61 0,000/ -0,001 N
23 -0,009/ -0,003 N 62 -0,001/ -0,002 N
24 -0,004/ 0,000 N 63 0,000/ -0,001 N
25 0,016/ 0,009 N 64 -0,001/ -0,001 N
26 0,010/ 0,007 N 65 -0,001/ -0,002 N
27 0,021/ 0,034 N 66 0,000/ -0,002 N
28 0,006/ -0,005 N 67 -0,002/ -0,001 N
29 -0,004/ -0,008 N 68 0,002/ 0,000 N
30 1,182/ 1,309 P 69 0,008/ -0,001 N
31 -0,007/ -0,001 N 70 0,007/ -0,002 N
32 -0,008/ -0,008 N 71 0,000/ -0,002 N
33 -0,005/ 0,011 N 72 -0,003/ -0,003 N
34 0,007/ 0,003 N 73 0,001/ -0,002 N
35 -0,009/ -0,010 N 74 -0,001/ 0,000 N
36 0,001/ -0,001 N

B/ NK/ PK/ CV = Blank, Negativni kontrola, Pozitivni kontrola (zaznamenany

praméry hodnot), Cislo vzorku

P — vzorek pozitivni na ptitomnost RCVMV

N — vzorek negativni na ptitomnost RCVMV

Absorbance (1. méteni/ opakovani)
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Tab. 11l: Vysledky DAS-ELISA u mechanicky inokulovanych rostlin jetele lu¢niho (odrady
Amos, Blizard a Rezista) ze slechtitelského materiélu, u kterych byla pfedchozim testovanim
(DAS-ELISA) zjisténa pritomnost Red clover vein mosaic virus (RCVMV).

B/NK/PK/CV| Odriada | Absorbance | RCVMV
B - 0,000/ -0,017 N
NK - -0,009/ -0,016 N
PK - 0,133/ 0,148 P
1 Amos 1,028/ 1,044 P
2 Blizard 2,028/ 2,005 P
3 Rezista 1,990/ 1,868 P

B/ NK/ PK/ CV = Blank, Negativni kontrola, Pozitivni kontrola, Cislo vzorku
N — vzorek negativni na ptitomnost RCVMV
P — vzorek pozitivni na ptitomnost RCVMV

Absorbance (1. méfeni/ opakovani)

4) Mezi plané rostoucimi rostlinami pochazejicimi z lokality BorSov nad Vltavou
nebyly nalezeny zadné, které by mély pozitivni vysledky DAS-ELISA na piitomnost
RCVMYV, a to i pfes to, Zze byly piednostné vybirany rostliny, které vykazovaly symptomy
virového onemocnéni. Jako vzorek ¢islo 26 byla zatazena rostlina tolice vojtésky a jako
vzorek Cislo 27 byla zafazena rostlina pestrovky kulovité. U téchto rostlin jsme méli
podezieni na infekci RCVMV. Tento fakt se ndm ale nepotvrdil. Hodnoty absorbance blanku
¢inily v tomto piipade 0,000 a -0,004, hodnoty absorbance negativnich kontrol Cinily 0,015
a 0,003 a hodnoty absorbance pozitivnich kontrol ¢inily 1,612 a 1,801. Vysledky
DAS-ELISA plané rostoucich jetelovin z této lokality jsou sumarizovany v Tab. IV.

5) Mezi plané rostoucimi rostlinami jetele luéniho pochézejicimi z lokality LaSovice
nebyly nalezeny zadné rostliny, které by byly pomoci DAS-ELISA vyhodnoceny jako
pozitivni na pfitomnost RCVMYV, a to i pfes to, ze byly pfednostné vybirany rostliny, které
vykazovaly symptomy virového onemocnéni. Hodnoty absorbance blanku cinily 0,000
a -0,002, hodnoty absorbance negativnich kontrol ¢inily -0,001 a -0,004 a hodnoty
absorbance pozitivnich kontrol ¢inily 0,163 a 0,139. Vysledky DAS-ELISA plané rostoucich

rostlin jetele luéniho z této lokality jsou zaznamenéany v Tab. V.

18



Tab. 1V: Vysledky DAS-ELISA u plan¢ rostoucich rostlin jetele luc¢niho, tolice vojtésky

a pestrovky kulovité pochazejicich z lokality BorSov nad Vltavou testovanych na pfitomnost

Red clover vein mosaic virus (RCVMV).

B/ NK/PK/ CV Druh rostliny Absorbance | RCVMV
B - 0,000/ -0,004 N
NK Trifolium pratense | 0,015/ 0,003 N
PK Pisum sativum 1,612/ 1,801 P
1 Trifolium pratense | 0,012/ 0,007 N
2 Trifolium pratense | 0,004/ 0,007 N
3 Trifolium pratense | 0,006/ 0,001 N
4 Trifolium pratense | -0,004/ -0,004 N
5 Trifolium pratense | -0,002/ -0,003 N
6 Trifolium pratense | -0,002/ 0,000 N
7 Trifolium pratense | 0,000/ -0,001 N
8 Trifolium pratense | 0,000/ 0,002 N
9 Trifolium pratense | 0,001/ 0,002 N
10 Trifolium pratense | 0,000/ -0,004 N
11 Trifolium pratense | -0,004/ -0,001 N
12 Trifolium pratense | -0,001/ -0,001 N
13 Trifolium pratense 0,005/ 0,001 N
14 Trifolium pratense 0,002/ 0,014 N
15 Trifolium pratense | 0,000/ 0,000 N
16 Trifolium pratense | 0,005/ -0,001 N
17 Trifolium pratense | -0,001/ 0,003 N
18 Trifolium pratense | 0,009/ 0,003 N
19 Trifolium pratense | 0,007/ -0,001 N
20 Trifolium pratense | -0,002/ 0,003 N
21 Trifolium pratense 0,001/ 0,003 N
22 Trifolium pratense 0,001/ 0,001 N
23 Trifolium pratense 0,001/ 0,003 N
24 Trifolium pratense | 0,002/ 0,004 N
25 Trifolium pratense | 0,006/ 0,012 N
26 Medicago sativa 0,017/ 0,017 N
27 Gomphrena globosa | 0,008/ 0,007 N

B/ NK/ PK/ CV = Blank, Negativni kontrola, Pozitivni kontrola, Cislo vzorku

N — vzorek negativni na pfitomnost RCVMV

P — vzorek pozitivni na pfitomnost RCVMV

Absorbance (1. méfeni/ opakovani)
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Tab. V: Vysledky DAS-ELISA u plané rostoucich rostlin jetele lu¢niho pochazejicich

z lokality LaSovice testovanych na piitomnost Red clover vein mosaic virus (RCVMV).

B/ NK/PK/ CV | Absorbance | RCVMV CV Absorbance | RCVMV
B 0,000/ -0,002 N 14 -0,003/ -0,004 N
NK -0,001/ -0,004 N 15 0,022/ 0,006 N
PK 0,163/ 0,139 P 16 0,002/ -0,005 N
1 0,021/ 0,021 N 17 -0,003/ -0,004 N
2 0,010/ 0,045 N 18 -0,013/ -0,008 N
3 0,016/ -0,004 N 19 -0,011/ -0,010 N
4 -0,001/ 0,000 N 20 -0,012/ -0,002 N
5 0,045/ 0,001 N 21 -0,004/ -0,004 N
6 -0,001/ -0,013 N 22 0,003/ -0,001 N
7 -0,021/ -0,011 N 23 0,020/ 0,023 N
8 0,023/ -0,011 N 24 0,020/ 0,023 N
9 -0,003/ -0,004 N 25 0,000/ -0,001 N
10 0,002/ -0,001 N 26 -0,001/ -0,002 N
11 -0,010/ -0,007 N 27 0,000/ - N
12 -0,002/ -0,007 N 28 -0,006/ - N
13 -0,003/ -0,008 N

B/ NK/ PK/ CV = Blank, Negativni kontrola, Pozitivni kontrola, Cislo vzorku
N — vzorek negativni na pfitomnost RCVMV

P — vzorek pozitivni na ptitomnost RCVMV

Absorbance (1. méfeni/ opakovani)

Vzorky ¢islo 27 a 28 byly naneseny bez opakovani

5.2 Clover yellow mosaic virus

1) Mezi plan¢ rostoucimi rostlinami, které pochazely z lokality BorSov nad Vltavou,
nebyly nalezeny zadné, které by byly pomoci DAS-ELISA vyhodnoceny jako pozitivni na
pritomnost CIYMV. Piednostné¢ byly vybirany rostliny, které¢ vykazovaly symptomy
virového onemocnéni. Jako vzorek Cislo 27 byla zatazena rostlina pestrovky kulovité, jako
vzorek Cislo 28 rostlina hrachu setého a jako vzorek ¢islo 29 rostlina jetele plazivého, ktera
pochazela z lokality Plesovice. VSechny tii rostliny vykazovaly ptiznaky virového
onemocnéni (pfedchozim testovanim byla u pestrovky vyloucena ndkaza RCVMYV). Stejné
tak jako v pfipadé testovani pritomnost RCVMV se piitomnost CIYMV u této rostliny
nepotvrdila. Rostlina hrachu setého a jetele plazivého taktéz nevykdzaly pozitivni vysledek
DAS-ELISA. Hodnoty absorbance blanku ¢inily 0,000 a -0,026, hodnoty absorbance
negativnich kontrol ¢inily -0,008 a -0,004 a hodnoty absorbance pozitivnich kontrol €inily
0,153 a 0,132. Vysledky DAS-ELISA rostlin pochazejicich z této lokality (véetné vysledkt
rostlin pestrovky kulovité, hrachu setého a jetele plazivého) jsou sumarizovany v Tab. VI.
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Tab. VI: Vysledky DAS-ELISA u plané rostoucich rostlin jetele lu¢niho, pestrovky kulovité
a hrachu setého pochézejicich z lokality BorSov nad Vltavou a vysledky DAS-ELISA

rostliny jetele plazivého z lokality PleSovice testovanych na pfitomnost Clover yellow

mosaic virus (CIYMV).
B/ NK/ PK/ CV Druh rostliny Lokalita Absorbance | CIYMV

B - - 0,000/ -0,026 N
NK Trifolium pratense - -0,008/ -0,004 N
PK Pisum sativum - 0,153/ 0,132 P

1 Trifolium pratense BorSov n. Vltavou | -0,014/ -0,025 N

2 Trifolium pratense BorSov n. Vltavou | -0,018/ -0,023 N

3 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou | -0,024/ -0,026 N

4 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou | -0,025/-0,028 N

5 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou |-0,028/ -0,031 N

6 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou |-0,031/-0,026 N

7 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou |-0,019/-0,023 N

8 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou |-0,024/ -0,027 N

9 Trifolium pratense Borsov n. Vltavou | -0,026/ -0,025 N
10 Trifolium pratense Borsov n. Vltavou | -0,020/ -0,027 N
11 Trifolium pratense Borsov n. Vltavou | -0,030/ -0,031 N
12 Trifolium pratense BorSov n. Vlitavou |-0,030/ -0,023 N
13 Trifolium pratense BorSov n. Vltavou | -0,022/ -0,024 N
14 Trifolium pratense BorSov n. Vltavou | -0,028/ -0,026 N
15 Trifolium pratense BorSov n. Vltavou | -0,023/ -0,017 N
16 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou |-0,021/-0,023 N
17 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou | -0,023/-0,025 N
18 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou |-0,018/-0,023 N
19 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou |-0,014/-0,023 N
20 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou |-0,023/-0,028 N
21 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou | -0,022/ -0,020 N
22 Trifolium pratense | BorSov n. Vltavou | -0,015/-0,024 N
23 Trifolium pratense Borsov n. Vltavou |-0,019/-0,012 N
24 Trifolium pratense Borsov n. Vltavou | -0,024/ -0,013 N
25 Trifolium pratense BorSov n. Vlitavou | 0,033/ 0,019 N
26 Medicago sativa Bor$ov n. Vltavou | -0,006/ -0,007 N
27 Gomphrena globosa | BorSov n. Vltavou | -0,013/ 0,004 N
28 Pisum sativum BorSov n. Vltavou |-0,002/-0,019 N
29 Trifolium repens Plesovice -0,003/ 0,065 N

B/ NK/ PK/ CV = Blank, Negativni kontrola, Pozitivni kontrola, Cislo vzorku
N — vzorek negativni na pfitomnost CIYMV
P — vzorek pozitivni na ptitomnost CIYMV

Absorbance (1. méfeni/ opakovani)

2) Mezi plané rostoucimi rostlinami jetele luéniho pochazejicich z lokality Lasovice
nebyly nalezeny zadné rostliny, které by byly pomoci DAS-ELISA vyhodnoceny jako

pozitivni na piitomnost CIYMV, a to 1 pies to, ze byly pifednostné vybirany rostliny, které

21



vykazovaly symptomy virového onemocnéni. Hodnoty absorbance blanku cinily -0,001
a -0,002, hodnoty absorbance negativnich kontrol ¢inily 0,000 a -0,003 a hodnoty
absorbance pozitivnich kontrol ¢inily 0,158 a 0,131. Vysledky DAS-ELISA plané rostoucich

rostlin jetele lu¢niho z této lokality jsou zaznamenany v Tab. VII.

Tab. VII: Vysledky DAS-ELISA u plang rostoucich rostlin jetele lu¢niho pochézejicich

z lokality LaSovice testovanych na piitomnost Clover yellow mosaic virus (CIYMV).

B/ NK/PK/CV | Absorbance | CIYMV CV Absorbance | CIYMV
B -0,001/ -0,002 N 14 -0,006/ -0,012 N
NK 0,000/ -0,003 N 15 0,011/ -0,004 N
PK 0,158/0,131 P 16 0,020/ -0,004 N
1 0,000/ -0,001 N 17 -0,003/ -0,001 N
2 0,011/ -0,002 N 18 -0,015/ 0,008 N
3 -0,003/ 0,002 N 19 -0,012/ -0,010 N
4 -0,001/ -0,001 N 20 -0,010/ 0,000 N
5 0,045/ 0,023 N 21 -0,006/ -0,006 N
6 -0,012/ 0,000 N 22 0,001/ -0,003 N
7 -0,003/ -0,002 N 23 0,021/ -0,021 N
8 0,021/0,003 N 24 0,020/ 0,022 N
9 -0,013/ 0,011 N 25 0,010/ 0,011 N
10 -0,002/ -0,012 N 26 -0,001/ -0,002 N
11 -0,011/ -0,032 N 27 -0,008/ - N
12 -0,002/ -0,001 N 28 -0,007/ - N
13 -0,007/ -0,006 N

B/ NK/ PK/ CV = Blank, Negativni kontrola, Pozitivni kontrola, Cislo vzorku
N — vzorek negativni na pfitomnost CIYMV

P — vzorek pozitivni na ptitomnost CIYMV

Absorbance (1. méteni/ opakovani)

Vzorky ¢islo 27 a 28 byly naneseny bez opakovani
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6. Diskuze

Hlavnim problémem poznatki o vySe popsanych druzich vird je piedevSim
nedostatené mnozstvi informaci v nékterych oblastech vyzkumu. Naptiklad moznosti
prenosu jak CIYMYV, tak RCVMYV jsou velice malo prozkoumény. Témeét vSechny vyse
citované prace zabyvajici se touto problematikou jsou i n¢kolik desetileti staré, mnohé z nich
pochazeji jesté z doby pred vynédlezem PCR metody (Graves a Hagedorn, Hampton, 1963;
1956; Johnson, 1942; Matsulevich, 1957; Pratt, 1961). Vzhledem k tomu, Ze neni dostupna
literatura o mechanickém ptfenosu RCVMV na rostliny jetele lu¢niho, mizeme pouze
uvazovat o tom, pro¢ byla mechanicka inokulace v nasem ptipad€ uspéSna pouze v 2,2 %
a jakym zplisobem by bylo moZzné metodu optimalizovat. Tento proces je komplexni
zalezitosti a tak i nespravné zvoleny pufr miize mit zasadni vliv na vysledek celého procesu.

Jedna z rostlin jetele luéniho (odrada Amos), u které byl pomoci DAS-ELISA
prokazan uspésny pirenos RCVMYV mechanickou inokulaci, vykazovala (cca. 15 mésict po
mecahnické inokulaci) ptiznak virového onemocnéni, ktery neni v literatufe uvadén jako
typicky pro ndkazu timto druhem rostlinného viru, a to ¢ervenani listd. Tento znak uz vSak
pfi pozd&jsim hodnoceni pfiznakd (cca. 21 mésict po mechanické inokulaci) nebyl na dané
rostliné pozorovan. Jedna ze zminénych pozitivnich rostlin jetele luéniho (odriida Rezista)
nevykazovala zpocatku (cca. 15 mésicli po mechanické inokulaci) Zddné znamky virového
onemocnéni. Po stejné dobé od mechanické inokulace vykazovala 3. pozitivni rostlina jetele
luéniho (odrida Blizard) drobnolistost. Po dalSich cca. 6 mésicich byl u v§ech 3 rostlin jetele
luéniho (odriidy Amos, Blizard a Rezista) pozitivnich na pfitomnost RCVMV pozorovan
shodny znak nédkazy timto druhem viru, a to drobnolistost. Skute¢nost, Ze na zminéné
rostlin€ (odrida Rezista) nebyly nejprve pozorovany zadné ptiznaky virového onemocnéni,
mizZzeme prisuzovat uplynuti nedostate¢né dlouhé doby od mechanické inokulace. Mozaika
listh — znak, ktery je uvadén jako typicky pro rostliny infikované RCVMYV, se v dobé
hodnoceni ptfiznakli neobjevil u zddné ze tii rostlin, které byly pozitivni na pfitomnost tohoto
viru (www.dpvweb.net).

Ditvodem pro testovani plané rostoucich jetelovin na pfitomnost CIYMYV byl fakt, ze
pomoci modernich metod detekce nebyl tento druh rostlinného viru na Gzemi Evropy dlouho
prokazan s vyjimkou jediného ptipadu z Velké Britanie, kdy byl tento virus nalezen na rodu
spory$ — Verbena (Mumford a kol., 2005). V minulych letech se vSak podafilo najit jednu
infikovanou rostlinu — jetel luéni i na uzemi Ceské republiky a tento virus se také podafilo
prenést pomoci mechanické inokulace na dalsi rostliny (Franova a kol., 2011; 2012).

RCVMV byl pro tuto préci vybrdn z divodu zjisténi profesora H. J. Vettena z Julius
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Kihn-Institut (JKI, Némecko) z minulych let — americké izolaty tohoto viru se s evropskymi
shoduji pouze v obalovém proteinu, zatimco zbytek genomu je odlisny. Diky spolupraci Dr.,
Ing. Jany Franové s prof. Vettenem ndm byly pro nalezeni dalSich infikovanych rostlin
poskytnuty protilatky proti tomuto druhu viru. V minulych letech se podafilo takové rostliny
najit a prenést virus pomoci mechanické inokulace na hrach sety. Nasledn¢ bylo mechanicky
inokulovano celkem 74 semenacku jetele luéniho (J. Frdnova — ustni sdéleni). Dosazené
vysledky DAS-ELISA plané rostoucich rostlin pfi zjistovani pfitomnosti CIYMV a RCVMV
vsak nesplnily nase o¢ekavani. Vzhledem k tomu, ze jsme mezi plané rostoucimi rostlinami
vybirali piednostné takové, které vykazovaly ptiznaky virového onemocnéni (zejména
mozaiku listi), predpokladali jsme, Ze najdeme mezi témito rostlinami nekteré, které budou
jednim z danych druht vird infikované. Jelikoz se pritomnost ani CIYMV, ani RCVMV
nepotvrdila, domnivame se, Zze testované rostliny byly vzhledem k vykazovanym
symptomUim infikované jinym druhem viru (mozaika listl je typickym ptfiznakem pii ndkaze
rostliny napt. Alfalfa mosaic virus) (www.dpvweb.net). Potvrzeni dané domnénky uz ale
nebylo predmétem této bakalaiské prace. Pii testovani plané rostoucich rostlin z lokality
LaSovice a pifi provadéni DAS-ELISA pro potvrzeni pozitivnich vysledkd rostlin
infikovanych RCVMV mechanickou inokulaci byly naméfeny relativné nizké hodnoty
absorbance pozitivnich kontrol. Pfestoze se dané hodnoty po uplynuti delsi doby od ptidani
specifického substratu zvySily, nemély stile idedlni hodnotu, a to 1,000. Toto bylo
zpiisobeno opakovanym pouzivanim pozitivni kontroly (dané vzorky pattily mezi posledni
testované). Pfi testovani plan€ rostoucich rostlin na pfitomnost CIYMV byly taktéz
namé&feny nizké hodnoty absorbance pozitivnich kontrol. Pozitivni kontrola byla dodana jako
soucast komerén¢ dostupné soupravy (DSMZ, Némecko), homogenat byl vSak pozdéji kviili
potiebé vétsiho objemu nafedén. Ve vSech ptipadech ale mély pozitivni kontroly takové
hodnoty absorbance, které poc¢itatovy program KIMW hodnoti jako jasné pozitivni.

Jeden z hlavnich zdroji informaci — internetova databaze www.dpvweb.net obsahuje
informace, které, soudé podle obsahu, nejsou dlouhou dobu aktualizované. Toto se tyka
predevsim geografické distribuce a epidemiologie. V soucasné dobé jsou informace tykajici
se vyskytu jednotlivych druhti rostlinnych virii velice specifické. Publikované clanky jsou
zamé&fené spiSe na ojedinélé ¢i dokonce prvni piipady vyskytu daného viru na konkrétnich
rostlinnych druzich nebo v dané lokalité (Lochart a kol., 2013; Larsen a kol., 1996). Dnes se
také pozornost upird na organizaci genomi jednotlivych druhd virdi — na kompletni
nukleotidové sekvence a s tim souvisejici nasledné fylogenetické analyzy (Larsen a kol.,
2009).
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7. Z.aveér

1) Mezi plané rostoucimi rostlinami testovanymi pomoci metody DAS-ELISA na
ptitomnost Rec clover vein mosaic virus a Clover yellow mosaic virus nebyly nalezeny zadné
vzorky vykazujici pfitomnost téchto druht viru.

2) Z celkového poctu 74 rostlin semenacku jetele lu¢niho (odrida Amos — 14 rostlin,
odruda Blizard — 19 rostlin, odriida Nodula — 17 rostlin, odriida Rezista — 20 rostlin a odrida
Sprut — 4 rostliny), které byly mechanicky inokulované cCeskym izolatem RCVMV
a nasledné testované pomoci metody DAS-ELISA, byly nalezeny 3 rostliny vykazujici
ptitomnost tohoto druhu viru (odridy Amos, Blizard a Rezista).

3) U jetele luéniho odrudy Amos infikovaného virem RCVMV byla v dob¢ provedeni
DAS-ELISA (cca. 15 mésici po mechanické inokulaci) pozorovana zakrslost celé rostliny
a dale pak Cervenani listi.

U jetele luéniho odridy Blizard infikovaného virem RCVMV byl v dobé provedeni
DAS-ELISA (cca. 15 mésici po mechanické inokulaci) pozorovdn jeden z moznych
ptiznakt nakazy timto druhem viru — drobnolistost.

U jetele lu¢niho odridy Rezista infikovaného virem RCVMYV nebyly v dobé provedeni
DAS-ELISA (cca. 15 mésict po mechanické inokulaci) pozorovany zadné ptiznaky svédcici
0 nakaze rostliny timto druhem viru.

U Zadné z rostlin jetele luéniho pozitivnich na pfitomnost RCVMV nebyla pozorovana
mozaika listi.

Cca. 21 meésicli po mechanické inokulaci byl u vSech tii rostlin jetele luéniho — odrady
Amos, Blizard a Rezista infikovanych RCVMYV pozorovan shodny piiznak infekce RCVMYV,
a to drobnolistost.

4) Procentualni uspésnost mechanické inokulace semenackt jetele lu¢niho Ceskym
izolastem RCVMV ¢inila podle vysledki DAS-ELISA 2,22 % (74 testovanych rostlin/

3 infikované rostliny).
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8. Prilohy

8.1 Graf

Obr. 1: Vysledky DAS-ELISA u mechanicky inokulovanych rostlin jetele lu¢niho ze Slechtitelského materialu testovanych na pfitomnost Red

clover vein mosaic virus.

absorbance (405 nm)

x (NK) + 3SD

Cislo vzorku

iBI'1 2 3 456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 PKNK

Bl = Blank

NK = Negativni kontrola
PK = Pozitivni kontrola
1 — 74 = Cislo vzorku

(uvedeny praiméry hodnot 1. méfeni a opakovani ze vSech tii mikrotitra¢nich desticek)
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8.2 Obrazky

Obr. 2: Zakrslost a Cervenani mladych listi jetele lu¢niho odridy
Amos infikovaného virem Red clover vein mosaic virus

(RCVMV) (cca. 15 mésici po mechanické inokulaci
¢eskym izoldtem RCVMV).

Obr. 3: Drobné listy jetele lu¢niho odriidy Blizard infikovaného

virem Red clover vein mosaic virus (RCVMV) (cca. 15

meésici po mechanické inokulaci ceskym izolatem
RCVMV).
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Obr. 4: Jetel Iuéni odrudy Rezista infikovany virem Red clover vein
mosaic virus (RCVMYV) bez viditelnych ptiznaki virového
onemocnéni (cca. 15 mésici po mechanické inokulaci ¢eskym

izolatem RCVMV).

Obr. 5: Jetel lu¢ni odridy Blizard infikovany virem Red clover vein mosaic virus
(RCVMV) vykazuje jeden z moznych symptomut nakazy — drobnolistost
(cca. 21 mésict po mechanické inokulaci ¢eskym izolaitem RCVMYV).
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Obr. 6: Vysledky DAS-ELISA u mechanicky inokulovanych rostlin jetele
lu¢niho ze Slechtitelského materidlu testovanych na pofitomnost
Red clover vein mosaic virus — blank v pozicich B2 a C2, negativni
kontrola v pozicich D2 a E2, pozitivni kontrola v pozicich F2 a G2,

pozitivni vzorek (¢islo 7) v pozicich B5 a C5 a pozitivni vzorek
(¢islo 15) v pozicich F7 a G7.

Obr. 7: Vysledky DAS-ELISA u mechanicky inokulovanych rostlin jetele
luéniho ze Slechtitelského materialu testovanych na pfitomnost Red
clover vein mosaic virus — blank v pozicich B2 a C2, negativni
kontrola v pozicich D2 a E2, pozitivni kontrola v pozicich F2 a G2,
pozitivni vzorek (¢islo 30) v pozicich F3 a G3.
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Obr. 8: Vysledky DAS-ELISA u mechanicky inokulovanych rostlin ze
Slechtitelského materidlu, u kterych byla pfedchozim testovanim
(DAS-ELISA) zjisténa piitomnost Red clover vein mosaic virus —
blank v pozicich B2 a C2, negativni kontrola v pozicich D2 a E2,
pozitivni kontrola v pozicich F2 a G2, pozitivni vzorek (odruda
Blizard) v pozicich B3 a C3, pozitivni vzorek (odrida Amos)
Vv pozicich D2 a E2 a pozitivni vzorek (odruda Rezista) v pozicich F2 a
G2.

@ Blank

Negativni kentrola (NK)
© Pozitivai kontrola (PE)
® Vzorky

Obr. 9: Schéma potradi komponent nandSenych na
polystyrenovou mikrotitracni  desticku  pfi
DAS-ELISA testu.
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