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Vyskyt virovych chorob v porostech cukrové repy
a tykvovité zeleniny

Souhrn

Choroby rostlin zplisobené virovymi patogeny plsobi kazdorocné vyznamné ztraty na
vynosu a kvalité zemédeélské produkce po celém svété. Tato diplomovda prace poskytuje
zakladni informace o vyskytu virovych patogent na cukrové fepé a tykvovité zeleniné v polnich
podminkdach Ceské republiky. Detekce patogentl byla provedena pomoci tfech diagnostickych
metod, a to konkrétné s vyuzitim sérologickych metod DAS-ELISA (double antibody sandwich
— enzyme-linked immuno-sorbent assay), TAS-ELISA (triple antibody sandwich — enzyme-
linked immuno-sorbent assay) a molekuldrni metody RT-PCR (reverzni transkripce —
polymerdzova retézova reakce).

V prvni ¢asti zamérené na virové choroby cukrové fepy se konkrétné jednalo o virus
Zloutenky fepy (beet yellows virus, BYV), virus mirného Zloutnuti fepy (beet mild yellowing
virus, BMYV) a virus chlordzy fepy (beet chlorosis virus, BChV). Pro tyto ucely bylo vybrano
nékolik lokalit z oblasti Stfredoceského, Kralovehradeckého, Pardubického, Olomouckého a
Moravskoslezkého kraje. U ndmi testovanych vzork( bylo pfitomno 31,34 % zastupcl z rodu
Polerovirus a 19,4 % rostlin pozityvnich na BYV. U ¢asti testovanych vzork( byla dale pomoci
metody RT-PCR potvrzena pfitomnost BChV, naopak pfitomnost BMYV nebyla zaznamenana.

Dale byla tato diplomovda prace zamérena na vyskyt virovych patogen( u tykvovité
zeleniny. Jednalo se konkrétné o virus Zluté mozaiky cukety (zucchini yellow mosaic virus,
ZYMV), virus mozaiky okurky (cucumber mosaic virus, CMV), virus mozaiky tykve (squash
mosaic virus, SQMV), virus mozaiky vodniho melounu (watermelon mosaic virus, WMV) a virus
Zloutnuti okurky prendseny msicemi (cucurbit aphid-borne yellow virus, CABYV). U ndmi
testovanych vzorkd byli pfitomni pouze zastupci ZYMV a to u 88.81 % testovanych rostlin,
WMV u 87,50 % a CMV pouze u 3,95 % testovanych rostlin.

Klicova slova: ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), RT-PCR (Reverse Transcription —

Polymerase chain reaction), rostlinné viry, cukrova fepa, tykvovita zelenina.



Occurrence of virus diseases in sugar beet and
cucurbitaceous vegetable

Summary

Plant diseases caused by viral pathogens cause significant losses in the yield and quality
of agricultural production worldwide every year. This diploma thesis provides basic
information about the incidence of viral pathogens on sugar beet and cucurbit vegetables in
the field conditions of the Czech Republic. Pathogens were detected using three diagnostic
methods, specifically using the serological methods DAS-ELISA (double antibody sandwich —
enzyme-linked immuno-sorbent assay), TAS-ELISA (triple antibody sandwich — enzyme-linked
immuno-sorbent assay) and molecular method RT-PCR (reverse transcription — polymerase
chain reaction).

In the first part of the thesis focused on virus diseases of sugar beet, it was specifically
the beet yellows virus (BYV), the beet mild yellowing virus (BMYV) and the beet chlorosis virus
(BChV). Several locations from the, Central Bohemian region, Hradec Kralove region,
Pardubice region, Olomouc region and Moravian-Silesian region were selected for the
purpose. In the samples we tested, were presence of the genus Polerovirus in 31.34 % and
BYV in 19.4 % of the tested plants. In part of the tested samples, the presence of BChV was
further confirmed using the RT-PCR method, on the contrary, the presence of BMYV was not
confirmed.

Furthermore, this thesis focused on the incidence of viral pathogens in cucurbit
vegetables. These were specifically zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), cucumber mosaic
virus (CMV), squash mosaic virus (SgMV), watermelon mosaic virus (WMV) and cucurbit
aphid-borne yellow virus (CABYV). In the samples we tested, were only representatives of
ZYMV who was present in 88.81 % of the tested plants, WMV in 87.50 % and CMV in only
3.95 % of the tested plants.

Keywords: ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), RT-PCR (Reverse Transcription —

Polymerase chain reaction), plant viruses, sugar beet, cucurbit vegetables.
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1 Uvod

Choroby rostlin zplisobené virovymi patogeny plisobi kazdoro¢né vyznamné ztraty na
vynosu a kvalité zemédélské produkce po celém svété. Kazda ze zemédélsky vyuzivanych
plodin je hostitelem celé rfady ekonomicky vyznamnych virQ, které se vyskytuji s rliznou
frekvenci. Jejich vyskyt je ¢asto ovlivnén celou fadou faktord. Mnohé z téchto virli sdili zpldsob
pfenosu a ostatni biologické vlastnosti. Tyto viry se ¢asto vyskytuji ve smésné infekci dvou i
vice virl, jez mohou mit synergické nebo antagonistické puUsobeni na intenzitu projevu
vyslednych symptom(. Proto nam vyzkum vir(i poskytuje celou fadu novy poznatkd, které nam
mohou pomoci pfi ochrané proti jednotlivym virovym chorobam.

Cukrova fepa (Beta vulgaris var. altissima) predstavuje v ramci okopanin péstovanych
v Ceské republice ekonomicky nejvyznamnéjsi plodinu. Péstuje se pfedeviim pro vyrobu
cukru. V posledni dobé se intenzivné rozviji i jeji vyuziti k vyrobé lihu, dale pouZivaného
predevsim jako biopalivo (Pulkrabek et al. 2007).

Na cukrové fepé se vyskytuje celd fada virovych chorob. V souéasné dobé nabyvaji na
vyznamu predevsim viry zplsobuijici tzv. chorobu virového Zloutnuti fepy, jez zplisobuje virus
Zloutenky fepy (beet yellows virus, BYV), virus mirného Zloutnuti repy (beet mild yellowing
virus, BMYV) a virus chlorézy fepy (beet chlorosis virus, BChV). Virové Zloutenky jsou znamé
jiz od 30. let 20. stoleti (Watson 1940). Pfed zavedenim insekticidniho moreni osiva latkami ze
skupiny neonikotinoidi byl bézny jejich kazdorocni vyskyt. V dalSich letech diky vyuzivani
zminéného moreni byl vyskyt a ztraty zplsobené virovymi Zloutenkami minimalni. V roce 2018
vSak Evropska komise uvedla v platnost zdkaz moreni osiv polnich plodin insekticidnimi
latkami z této skupiny. Ceské republice, a i nékterym dalim &lenskym zemim Evropské unie,
byla doposud kaZdoro¢né udélovand vyjimka na pouzivani latky thiamethoxam pro ucely
moreni osiva cukrové fepy. 19. 1. 2023 vsak Evropsky soudni dvir rozhodl o neopravnénosti
téchto vyjimek. Zminény zdkaz byl jiZz uplatnén v roce 2019 ve Francii, kde dosSlo v druhém roce
tohoto nafizeni k rozsiteni virovych Zloutek, které se vyrazné projevilo na vyslednych vynosech
(Chochola 2021). Podobny priabéh narlstu vyskytu virovych Zloutenek je pravdépodobyny i
v podminkéch Ceské republiky.

Vyznam zeleniny ve vyZivé ¢lovéka v poslednich letech neustale stoupa, zejména diky
jeji celoro¢ni dostupnosti a zajmu spolecnosti o zdravou ¢i racionalni vyZivu. Druhy plodové
zeleniny z celedi tykvovitych (Cucurbitaceae) tvofi vyznamnou skupinu zeleniny, kterou
obecné nazyvame tykvovitd zelenina (Petfikova et al. 2006). Rostliny z této celedi jsou
napadany zejména virem Zzluté mozaiky cukety (zucchini yellow mosaic virus, ZYMV), virem
mozaiky okurky (cucumber mosaic virus, CMV), virem mozaiky tykve (squash mosaic virus,
SgMV), virem mozaiky vodniho melounu (watermelon mosaic virus, WMV), virem Zloutnuti
okurky prenaseny msicemi (cucurbit aphid-borne yellow virus, CABYV) a celou rfadou dalSich
virQl které zpuUsobuji ekonomicky vyznamné ztraty na trzni produkci (Wisler et al. 1998).
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Mezi hlavni védecké hypotézy predklddané diplomové prace patfi predpoklad, Ze
v porostech cukrové fepy se vyskytuji viry, které jsou plivodci choroby virového Zloutnuti repy.
Vyskyt téchto patogenu by se mohl po zdkazu pouzivani mofidel na bazi neonikotinoid(
postupné zvySovat.

Druhou hypotézou této prace je predpoklad moiného vyskytu velkého mnoZstvi
virovych chorob na tykvovité zeleniné, kde kromé viru Zluté mozaiky cukety mad i velky vyznam
virus mozaiky vodniho melounu.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo tedy zjistit sou¢asné spektrum a vyznam vir(, které
se v CR na cukrové Fepé a tykvovité zeleniné vyskytuji.
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3 Literarni reserse

3.1 Cukrova repa

Cukrova fepa (Beta vulgaris var. altissima) je dvouletd bylina patfici do celedi
laskavcovitych (Amaranthaceae). Tato bylina se vyznacuje svym klGlovym kofenem. Koren je
ztloustly v kuZelovitou, dold protazenou bulvu, ktera je na povrchu Zlutobild a ma bilou duzinu
(Hejny & Slavik 2003).

Cukrova repa se péstuje predevsim pro vyrobu cukru. V posledni dobé se intenzivné
rozviji i jeji vyuziti k vyrobé lihu, dale pouzivaného predevsim jako biopalivo. Pro tyto Ucely je
sklizena podzemni ¢ast rostliny, jiz v prvnim roce péstovani (Pulkrabek et al. 2007).

Jednd se o hojné péstovanou plodinu v nasich podminkdach. Celosvétové je po cukrové
titiné (Saccharum officinarum) druhou nejdulezitéjsi plodinou vyuzivanou pro vyrobu cukru.
Chemicky neni rozdil mezi cukrem tftinovym a cukrem fepnym. V obou pfipadech jde o
sachardzu. Cukrova titina vSak poskytuje v prdméru o 20—25 % vyssi produkci cukru z jednotky
plochy neZ cukrova repa. Cukrova trtina je vSak, ve srovnani s cukrovou fepou, limitovana
svym arealem péstovani jen do tropickych oblasti. Pravé to déla z cukrové fepy dominantni
plodinu mirného pasma, a je také nezbytnou surovinou pro cukrovarnicky priimysl (Pulkrabek
et al. 2007). Vyroba cukru z cukrové repy tvofi asi 16 procent svétové produkce cukru. Napfr.
svétova produkce cukrové rfepy v roce 2021 cinila zhruba 270 milion0 tun (FAO 2022).

Pfi znaéném vyuziti intenzivnich péstitelskych technologii se jednd o bezpochyby
nejproduktivnéjsi plodinou mirného zemépisného pasma. Nejvyssi hektarové vynosy jsou
dosahovéany predevsim pfi péstovani pod zdvlahou a presahuji 60 tun z jednoho hektaru.
Nejvétsi plochy péstovani cukrové Fepy jsou v Rusku, na Ukrajing, Cin&, USA, Némecku, Francii,
Polsku a Turecku (Pulkrdbek et al. 2007). V Ceské republice dosahovala roku 2021 produkce
cukrové fepy 4,35 miliond tun a osevni plocha 63916 ha (Ministerstvo zemédélstvi 2023).

3.1.1 Naroky cukrové fepy na prostredi

Cukrova rfepa se nejCastéji zarazuje na nejkvalitnéjSi pozemky. Kvalitni feparskd plida ma
mit optimalni strukturu a pdérovitost, objemovou hmotnost pod 1,45 g.cm a nizky penetraéni
odpor pldy maximalné 3,5 MPa, pfiznivy vzdusny a vodni rezim, neutralni aZ slabé alkalickou
reakci s hodnotami pH 6,8 az 7,3 a obsah kvalitniho humusu nejlépe nad 2,5 %. Témto
pozadavkim odpovidaji podminky feparské vyrobni oblasti. Z bonitacnich produkcnich
parametrd pro cukrovou fepu, vyjadirenych vynosem bulev a uttidénych podle hlavnich ptidné
klimatickych jednotek vyplyva, Ze nejvhodnéjsi klimatické regiony jsou T3 (teply, mirné vihky)
a T2 (teply, mirné suchy) a padnimi typy hnédozem (HM), ¢ernozem (CE), luvizem (LU) a
fluvizem (FL) (Pulkrabek et al. 2007).

V osevnim postupu zatazujeme cukrovou fepu nejcastéji po obilné predplodiné se
zaoravkou hnoje v davce 30-50 t/ha, nejcastéji po ozimé psSenici. Zcela nevhodnymi
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predplodinami jsou jetel, vojtéska a kukufice, které zhorsuji vzchazivost cukrové fepy a také u
luskovin dochdzi k zhorSeni jakosti fepy pro pozdni cerpdni uvoliovaného dusiku
z poskliziiovych zbytkd. Do osevniho postupu neni vhodné zarazovat rfepku a ostatni
brukvovité plodiny, jez mohou byt hostitelé hadatek parazitujicich na fepé (Chochola 2010).

Vyvoj odbéru hlavnich Zivin béhem vegetace je soustfedén do Cervna a Cervence.
Koncentrace Zivin v rostlind v daldich mésicich klesd. Ziviny jsou v rostlind zfedovany
s narustajici biomasou. V soucasné dobé orientujeme hnojeni pfimo k cukrovce. Vyse davek
Zivin vychazi z analyzy pldy a z operativniho stanoveni jarni zdsoby dusiku v p(idé, zejména
z rozborl rostlin, nebot cukrova fepa pfijima dusik vétsinou v nitratové formé (Pulkrabek et
al. 2007). Cukrova fepa je pak zvlasté ndrocna na draslik, ktery ¢erpa v priibéhu celé vegetace
a ovliviluje jeji cukernatost. Nelze opominat dulezitost béru jako mikrobiogeniho prvku, ktery
se uplatnuje pti floémovém transportu sachardzy a pfi dalSich procesech metabolismu cukr(
(Bittner 2012).

3.1.2 Skodlivé organismy cukrové fepy

V prvnich rtstovych fazich fepy jsou Skody zpisobeny zejména maloclencem c¢arkovitym
(Atomaria linearis), kvétilkou Ftepnou (Pegomya hyoscyamin), dreplikem Fepnym
(Chaetocnema tibialis) a drepcikem rdesnovym (Chaetocnema concinna).

Maloclenec ¢&arkovity Skodi zejména na vzchdazejici fepé, kde vytvari poZerky na
hypokotylu a kofincich prerusujici vodivé cesty. Vzchazejici rostlinky repy nasledné odumiraji.

Dospélci drepcik(i mohou zpUsobit vyznamné Skody, zejména u porostu fepy, pfi jejimz
seti bylo pouzito jednoklickové osivo. Diepcici vyZiraji otvory na déloznich listcich vzchazejicich
rostlin a tim vyrazné snizuji listovou plochu. Ackoliv larvy diepcikQ oZiraji kofinky rostlin,
nezplsobuji vyrazné vynosové ztraty (Kazda 2014).

Larvy kvétilky vyZiraji mezofyl déloznich i prvych pravych listd. Na poc¢atku se objevuji

Na cukrové fepé se dale vyskytuje msice makova (Aphis fabae) a msice broskvonova
(Myzus persicae), které skodi sanim na listech. Listy cukrové repy reaguji zdurenim, krouti se,
Zloutnou a odumiraji. Vyznamné jsou vsak nepfimé skody, zpUsobené prenosem virl, jejichz
jsou msice hlavnimi vektory.

V prvnich rlstovych fazich mohou byt vzchdazejici rostlinky postizeny spalou fepy,
zplUsobenou komplexem hub (Rhizoctonia solani, Aphanomyces cochlioides a Pythium spp)
(Bittner 2018).

Mezi dalsi vyznamné Zivocisné skiddce cukrové repy patfi hadatko repné (Heterodera
schachtii). V dusledku sani a fyzického stresu snizuje Gcinnost kofenového systému. Rostlina

je mensi, na kofenech se vytvaii mnoho vlascitych kofinkd a je zna¢né snizeny vynos bulev
(Pulkrabek et al. 2007).
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Cerkosporova listova skvrnitost (Cercospora beticola) je nejskodlivéj$i houbova choroba
na cukrové fepé. K rozvoji této choroby dochdzi zejména za teplého a vihkého pocasi, zpravidla
se vyskytuje od Cervence. Zpocatku se na nejstarSich listech objevuji okrouhlé skvrny
o priméru 3-5 mm s Sedym stfedem a hnédym okrajem. Na nekrotizovanych skvrnach jsou
vidét stromata jako malé cerné tecky. Pozdéji, pfi vhodnych podminkach pro rozvoj této
choroby, se pokryji 1éze Sedavym povlakem konidii. Skvrny postupné splyvaji a dochazi
k usychani celych list (Prokinovd 2014).

Na cukrové repé se také vyskytuje celd fada virovych chorob. Mezi nejvyznamnéjsi
virové choroby patfi virus Zloutenky rfepy (beet yellows virus, BYV), virus mirného Zloutnuti
fepy (beet mild yellowing virus, BMYV), virus chlordézy fepy (beet chlorosis virus, BChV) a virus
mozaiky fepy (beet mosaic virus, BtMV). Podrobnéji o nich bude pojednavat kapitola 3.4
(Virové choroby cukové rfepy).

Dal$im dulezitym virem vyskytujicim se na cukrové fepé je virus nekrotického Zloutnuti
Zilek repy (beet necrosis yellow vein virus, BNYVV). Tento virus je pfenasen pudnim
vnitrobunéénym parazitem Polymyxa betae perzistentnim zplsobem. Virus pretrvava
v trvalych sporach vektora v plidé po dobu 15 az 20 let. Pfiznaky se objevuji od ¢ervna na
nadzemni ¢asti chlorézou az Zloutnutim list( v ohniscich. U silné napadenych rostlin dochazi
ke Zloutnuti a nekréze Zilek. Typické priznaky se projevuji na kofenech ato nadmérnou
tvorbou rychle odumirajicich postrannich kofinkd, kdy vznika tzv. vousatost bulvy (Vichova
2021).

3.1.3 Ochrana cukrové repy

Ochrana proti Skddclim vzchdzejici fepy a ¢asnym infekcim virovymi Zloutenkami
zpUsobenym nélety msic do soucasné doby spocivala v insekticidnim moreni osiva latkami ze
skupiny neonikotinoidd (thiamethoxam, clothianidin, imidacloprid). V roce 2018 vsak
Evropska komise uvedla v platnost zakaz moreni osiv polnich plodin insekticidnimi latkami z
této skupiny. V Ceské republice i v nékterym daldich ¢lenskych zemich Evropské unie byla
kazdoro¢né udélovana vyjimka na pouzivani latky thiamethoxam pro uUéely mofreni osiva
cukrové fepy. 19. 1. 2023 Evropsky soudni dvir rozhodl o neopravnénosti téchto vyjimek. Pro
rok 2023 ma jiz Ceskd republika vyjimku na moreni neonikotinoidy schvalenou. V dalsich
letech vSak bude moreni touto latkou zakdzdno i u nas (Chochola 2021). V nasledujicich letech
bude proto nutné sledovat pritomnost téchto sklidc. A nahradit plvodni ochranu, které
zajistovalo insekticidni moreni, nékolika oSetfenimi nékterymi z dostupnych insekticidnich
pripravkd napt. Afinto, Pirimor 50 WG, Teppeki nebo pyretroidy Karate se Zeon technologii 5
CS, Nexide, Rapid (Agromanual 2022).

Z hlediska ochrany proti hadatku fepném je trfeba uplatfovat dostatecny odstup
cukrovky v osevnim sledu a to minimalné 4 roky. A ndsledné zatazeni haddatku nepratelskych
plodin (napt. jeteloviny, kukutice, cekanka, bob) a omezeni haddatku pratelskych brukvovitych
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druh(. V ptipadé zamorenych pozemkl haddatkem je mozZnost vyuZiti tolerantnich odrtd
cukrové fepy (Pulkrabek et al. 2007).

Koncem cervence bychom méli vénovat zvySenou pozornost ochrané proti
cerkosporové listové skvrnitosti. DlleZité je v€as rozpoznat prvni pfiznaky choroby. Ochrana
se provadi 5—8 dni po zjisténi prvniho vyskytu nebo do 4 dnu po vétsim desti, kdy jsou pfiznivé
podminky pro Sifeni choroby. Z dostupnych ptipravkd lze aplikovat: Amistar Gold, Belanty,
Eminent 125 ME, Spyrale. Dale je nutné v pfipadé vyskytu vhodnych podminek pro rozvoj
choroby oSetfeni po 2 tydnech opakovat. Jako preventivni ochranna opatreni se doporuduji
dlsledné zapraveni poskliziiovych zbytk( cukrové tepy, uplatfiovat dostatecny odstup
cukrovky v osevnim sledu, minimalné 4 roky a nepfehnojovdani dusikem (Agromanual 2022).

PFipravky uZivané pfi ochrané proti cerkosporové skvrnitosti jsou také ucinné proti padli
fepy a ramulariové listové skvrnitost repy (Kazda 2003).

O ochrané cukrové repy proti virovym chorobam bude podrobnéji pojednavat kapitola
3.4 (Virové choroby cukové fepy).

3.2 Tykvovita zelenina

Pod pojmem zelenina rozumime vétSinou kulturni rostliny, nebo jejich ¢asti slouzici
lidem jako potrava konzumuijici se ¢asto v syrovém stavu. Cela fada druh( zeleniny patfi do
¢eledi tykvovitych (Cucurbitaceae). Celed samotnd zahrnuje asi 850 druhtl zafazenych do 118
rodd. Je kosmopolitné rozsifena, vyskytuje se na vsSech svétovych svétadilech, kromé
Antarktidy. Tato Celed zahrnuje nejriznéjsi hospodarky vyuzivané druhy rostlin, od znamych
a velice oblibenych okurek (Cucumis sativus), melount (Citrullus lanatus) a tykvi (Cucurbita
pepo), po méné znamé az neznamé druhy jako je tfeba lufa (Luffa spp.) nebo benikaza
(Benincasa hispida) (Petfikova et al. 2006).

Co do poctu odrid se jedna o velmi bohatou skupinu zeleniny. Jako zastupci plodové
zeleniny pochazejici z teplych oblasti maji urcita specifika. Vyznacuji se vysokou naro¢nosti na
pudni a klimatické podminky, a to zejména na teplotni ndroky (citlivost na mrdz). V nasich
klimatickych podminkach vyZzaduje vybér vhodné lokality nebo vyuzivani péstitelskych zatizeni
jako jsou skleniky, féliovniky, netkané textilie, vyuzivané v polnich podminkach na pocatku
vegetacniho obdobi (Hlava et al. 1998).

Z tykvovité zeleniny se ve svété nejvice péstuji okurky. Odhaduje se, Ze v roce 2021
svétovd produkce okurek ¢inila 93 milion0 tun. A u rlznych odrdd dyni a tykvi jako svétové
druhé nejpéstovanéjsi tykvovité zeleniny Cinila produkce v roce 2021 23,78 milion( tun (FAO
2022). Obdobna situace je v Ceské republice, kde patfi okurky také mezi nejpéstovanéjsi
tykvovitou zeleninu. Ministerstvo zemédélstvi (2022) uvadi, Ze bylo vroce 2021
vyprodukovdno na 312 ha 11,9 tisic tun okurek a u tykvi ¢inila produkce 12,4 tisic tun pfi osevni
plose 673 ha.
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3.2.1 Naroky tykvovité zeleniny na prostredi

Zelenina se nejcastéji zarazuje na nejkvalitnéjsi pozemky. Pida pro péstovani zeleniny
by méla byt snadno obdéldvatelna, drobtovité struktury s propustnou spodinou, dostate¢nym
obsahem vzduchu, vldhy a snadno pfijatelnych Zivin. Z fyzikdlniho hlediska jsou pro zeleninu
vhodné pldy piscitohlinité, pidy naplavené ¢i humdzni tmavé pisky (Hlava et al. 1998).

Teplota je v nasSich podminkach pro tykvovitou zeleninu jednim z limitujicich faktorud
jejiho péstovani. Proto je dulezité vénovat pozornost mikroklimatickym podminkam pfi vybéru
pozemku pro jejich péstovani. Kromé rovinatych poloh jsou také vhodné mirné jizni nebo
jihozdpadni svahy. Mikroklimatické podminky mUzZeme také zlepsit vysadbou kulis z vysokych
rostlin napfr. kukufice nebo slunecnice. Tyto kulisy chrani porosty proti vysusnym vétrim a
zvySuji prlmérnou teplotu v dobé vegetace o 2 ai 3 °C. DalSim vyznamnym faktorem
ovliviujici péstitelsky Uspéch je délka dne. U kratkodenni zeleniny se pfi dlouhém dni (den
delsi nez 12 hodin) nevytvari generativni organy, dochazi pouze k tvorbé biomasy. Zacinaji
kvést teprve, az kdyzZ jsou osvétleny po dobu kratsi nez 12 hodin. Do této skupiny patfi vétsSina
tropickych a subtropickych druhl, byly ovSem i vysSlechtény odrady indiferentni
(Pettikova et al. 2006).

Vldhové ndroky u tykvovité zeleniny dosahuji svého maxima v obdobi po odkvétu rostlin
a nasazovani plodd. V tomto zasadnim obdobi je potfeba podpofit rostliny vydatnou zavlahou
(Petrikovd & Hlusek 2012).

3.2.2 Choroby a skudci tykvové zeleniny

Mezi vyznamné sSkldce patfi sviluska chmelova (Tetranychus urticae). PoSkozeni timto
roztoCem se projevuje svétlymi teckovitymi skvrnami na listech. Napadené rostliny jsou
opredeny tenkou pavucinkou (Hlava et al. 1998).

Castymi $kddci ve sklenicich a ostatnich péstebnich zafizeni jsou molice sklenikova
(Trialeurodes vaporarium) a molice bavinikova (Bemisia tabaci). Dospélci i nymfy tohoto
Skldce se Zivi sdnim na spodni strané listu. Rostliny jsou kromé pfimého poskozeni sanim
sekundarné pogkozovany vylu¢ovanim medovice (Stamberkova 2012).

Na tykvovité zeleniné se dale vyskytuje msice bavinikova (Aphis gossypii), msice
reSetldkova (Aphis nasturtii) a msSice krusinova (Aphis frangulae), které Skodi sdnim na listech.
Listy rostlin reaguji zdufenim, krouti se a dochazi i ke barevnym zménam listu. Vyznamné jsou
vSak neprimé skody, zplsobené prenosem virl chorob, jejichZ jsou msice hlavnimi vektory.

V prvnich rlstovych fazich mohou byt vzchazejici rostlinky postizeny padanim kli¢nich
rostlin, zplsobenym komplexem hub (Rhizovtonia solani a Pythium spp).

Z bakteridlnich chorob mize byt tykvovita zelenina napadena bakteridlni skvrnitosti
okurek zpUsobené Pseudomonas syringae pv. lachrymans. Projevem této choroby jsou syté
zelené vodnaté nepravidelné hranaté skvrny na listech. Skvrny zasychaiji a uschlé pletivo ¢asto
vypaddva. U napadenych rodin se mohou také vyskytovat hniloby plodt (Kazda 2003).
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V poslednich letech je nejvyznamnéjsi chorobou okurek v polnich podminkdach plisen
okurkova (Pseudoperenospora cubensis). Primarnim priznakem jsou svétle zelené skvrny na
listovych Cepelich. Skvrny rychle Zloutnou a na spodni strané listu vyrGsta Sedy povlak
sporangiofor(. Pozdéji se skvrny zvétSuji. Napadené pletivo zasychd. Konec¢nym ptiznakem je
zaschnuti celé rostliny (Hlava et al. 1998).

Plody tykvovité zeleniny mohou byt dale napadeny polyfagnimi patogeny, kteri
zpUsobuiji jejich uhnivani jako je napf. hlizenka (Sclerotinia sclerotiorum) a plisen Sedd (Botrytis
cinerea) (Kazda 2003).

Dalsi casto vyskytujici se chorobou na tykvovité zeleniné je padli (Erysiphe
cichoracearum, Sphaerotheca fuliginea) Hlavnim pfiznakem jsou bilé povlaky mycelia
pokryvajici svrchni stranu listu. Tato choroba se objevuje vétSinou aZz ke konci vegetace, kdy
jiz neplsobi zasadni vynosové ztraty (Stamberkovd 2012).

Na tykvovité zeleniné se také vyskytuje cela fada virovych chorob. Mezi nejvyznamnéjsi
virové patogeny patfi virus Zluté mozaiky cukety, virus mozaiky okurky, virus mozaiky tykve,
virus mozaiky vodniho melounu a virus Zloutnuti okurky prenaseny msicemi. Podrobnéji o
téchto virovych patogenech bude pojedndvat kapitola 3.5 (Virové choroby tykvovité zeleniny).

Mezi dalsi viry, které byly do dnesni doby popsadny na tykvovité zeleniné patti zucchini
yellow fleck virus (ZYFV), tomato black ring virus (TBRV), melon necrotic spot virus (MNSV),
cucurbit chlorotic yellows virus (CCYV),morrocan watermelon virus (MWMYV), cucumber
Bulgarian latent virus (CBLV), cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV), cucumber
necrosis virus (CNV), cucumber leaf spot virus (CLSV), papaya ring spot virus (PRSV),
watermelon silver mottle virus (WSMoV), cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV) a
tomato spotted wilt virus (TSWV) (Wisler et al. 1998).

3.2.3 Ochrana tykvovité zeleniny

Pri vyskytu sviluSky chmelové mohou byt porosty osSetfeny nékterym z dostupnych
akaricidG, napfr. pripravky Eradicoat Max, Floramite 240 SC, Kanemite 15 SC, Mirical. Nebo
muzZe byt vyuZita biologickd ochrana v podobé dravych roztocl Typhlodromus pyri nebo
Phytoseiulus persimilis (Agromanual 2022).

Pfi ochrané proti molicim muZeme vyuZivat metodu monitoringu pomoci Zlutych
lepovych desek. Osetieni provadime pfi zjisténi vyskytu dospélych jedincl. Porosty mohou byt
osetreny nékterym z dostupnych insekticidnich pripravkd, Movento 100 SC,
DEMETRINA 25 EC, Scatto, Benevia. Lze také vyuzit celou fadu bio-agens napf. Encarsia
formosa a Eretmocerus eremicus (Agromanual 2022).

Pri zakladani porostu je nutné uplatnit preventivni opatfeni proti padani klicnich rostlin,
mezi které patfi dezinfekce puidy nebo fungicidni moreni osiva (Kazda 2003).

Pliseri okurkova je nejdulezitéjsi chorobou tykvovité zeleniny, proti které je nutné
uplatiiovat komplex preventivnich ochrannych opatfeni, jmenovité optimalni vyZiva a zavlaha
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(smérovani zavlahy ke kofenliim a snaha zabranéni ovlhceni listll), opatfeni vedouci k rychlému
nastupu plodnosti a sklizné (véasné vysevy avysadby) a vyuzZivani rezistentnich nebo
tolerantnich odrld. Prvni fungicidni oSetfeni se provadi v souladu s vyhlasovanou signalizaci,
dalsi pak podle priibéhu pocasi. Vyskyt choroby podporuje vysoka vzdusna vlihkost a teploty
neklesajici pod 15 °C (Kazda 2003). Porosty mohou byt oSetfeny nékterym z dostupnych
fungicidnich pripravk(l na napf. ALIETTE 80 WG, DITHANE M 45, ENERVIN SC, INFINITO,
ORTIVA nebo ptipravky na bazi médi. Pfi vybéru vhodnych ptipravkl je tfeba volit podle
nacasovani sklizné a délky ochrannych |h(it daného pfipravku (Agromanual 2022).

3.3 Virové choroby rostlin

3.3.1 Viry

Viry fadime do skupiny tzv. nebunéénych ¢dastic spoleéné s viroidy, virusoidy a priony.
Tato skupina struktur se nachazi na hranici Zivych a nezivych systému (Lhotsky 2015). Jedna se
o Castice, které jsou mnohondsobné mendi nei buriky. Ziji jako obligtni vnitrobunééni
parazité. Vné hostitelské bunky nevykazuji viry Zadné znamky Zivota. Nemaji vlastni
metabolismus, nejsou schopny proteosyntézy, transformace energie a samy se mnozit. Aby se
mohly rozmnozit, musi proniknout do hostitelské bunky a vyuZit jeji synteticky aparat pro
syntézu vlastnich bilkovin a replikaci genetické informace (Rosypal et al. 2002).

Rostlinné viry mohou zpUsobit velké ztraty na vynosech a ovliviiuji zasoby potravin pro
lidstvo i vzhled krajiny. Podle Akademie véd Ceské republiky (2021) virové choroby a viroidy
pusobi na celém svété kazdorocné ztraty na kvalité a vynosu zemédélské produkce ve vysi vice
nez 600 miliard korun. U nékterych plodin jsou tyto ztraty aZ katastrofalni. Hlavni ptic¢inou
vzniku epidemii je mezindrodni obchod, protoZe plodiny, osiva i sadba se ve velkych objemech
transportuji mezi kontinenty. Sifi se tak nové viry a viroidy, agresivn&jsi varianty znamych vir(i
i jejich hmyzi prenasedi, ktefi se adaptuji v novych oblastech v dlsledku klimatické zmény.

3.3.2 Morfologie a struktura virli

Zakladni jednotka viru schopna infikovat hostitelskou burfiku a mnoZit se v ni se nazyva
virion. Virion se sklada z vnitini ¢asti nazyvané nukleoid, tvofené nukleovou kyselinou, jez
kdduje genetickou informaci viru, a vnéjsi proteinové schranky, obklopujici nukleovou kyselinu
viru, ktera se nazyva kapsida. Cely komplex se nazyva nukleokapsid (Rosypal et al. 2002).

Nukleoid viru muZe obsahovat nukleovou kyselinu, ktera je bud ve formé RNA nebo
DNA. Obé tyto formy nukleové kyseliny mohou byt dale ve formé jednovlaknové (ss) Ci
dvouvlaknové (ds). Jednovlaknovou formu RNA dale délime na pozitivni (+RNA) a negativni (—
RNA). Téchto rozdilG vyuzZiva tzv. Baltimorska klasifikace, ktera rozdéluje viry do sedmi skupin,
jmenovité dsDNA viry, ssDNA viry, dsRNA viry, ssRNA viry s pozitivni polaritou, ssRNA viry
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s negativni polaritou, ssRNA viry s reverzni transkriptdzou, dsDNA viry s reverzni
transkriptazou (Knipe et al. 2007).

Kapsida viru se sklada z proteinovych podjednotek tzv. kapsomer. Jejich tvar umoznuje
vzajemné skladani do vétsich celkd. Skladanim kapsomer vznikaji urcité symetrie kapsidu,
které rozdélujeme na ikosaedralni (kubickd), helikalni (spiralni) nebo komplexni (Knipe et al.
2007). Z kapsidy mohou vycnivat rGzné vybézky nebo hroty. Tyto struktury jsou, stejné jako
kapsida viru, bilkovinného charakteru. Mnohé viry jsou z vnéjSku navic obaleny
lipoproteinovou dvouvrstvou membranou, pochdzejici z cytoplazmatické nebo jaderné
membrany bunék, ze které se dany virus uvolnil (Rosypal et al. 2002). Tento vnéjsi obal se
vyskytuje zejména u rady ZivociSnych vir(. Fytoviry v naprosté vétsiné tento obal postradaji
(Burchett & Burchett 2017).

3.3.3 Pienos infekce u virovych patogent

Prvnim krokem patogeneze rostlin virovou chorobou je samotny vstup viru do
hostitelské rostliny. Rostlinné viry se musely prizpUsobit svym Zivotnim cyklem i stavbou virové
Castice specifické stavbé rostlin a jejich rostlinné burce. Na rozdil od zZivocisnych vir musi
rostlinné viry prekonat kutikulu a bunéénou sténu pro svij vstup pres cytoplazmatickou
membranu do hostitelské bunky. Je zde uplatfiovan pasivni prenos, kdy je rostlina infikovana
z okolniho prostredi diky mechanickému poskozeni. Mechanické posSkozeni vSak nesmi byt
prilis velké, protoze by okolni buriky odumfely, coz by mohlo zabranit infekci virového
patogenu. Mechanické poskozeni muze byt zplsobeno mrazem, silnym vétrem, destém,
sestfihem nebo profezavanim pfi zahradkarskych upravach (Navratil 2011).

K samotnému prenosu virové ¢astice na poSkozenou rostlinu dochdzi za pomoci vétru,
vody nebo Cinnosti ¢lovéka. Nejbéznéji je vSak prenos uskuteéhovan hmyzimi vektory, kdy
vektor zajisti jak prostorovy prenos na novou hostitelskou rostlinu, tak jeji mechanické
poSkozeni, které umozni virové &astici proniknuti do rostliny. Nejéastéji tento typ prenosu
zajistuje hmyz s bodavé sacim Ustnim Ustrojim, kam patfi msice, kfisi, molice, ¢ervci, tftdsnénky
a nékteré druhy plostic. Méné bézny je prenos virl hmyzem s kousacim Ustnim ustrojim, ktery
probiha u nékterych druht brouk(. Vektory virti také mohou byt nékteti roztoci, prvoci, houby
a v padé Zijici hadatka. Pfenos viru pomoci vektord mlze byt uskutecnén tfemi zpUsoby tzv.
perzistentnim, neperzistentnim nebo semiperzistentnim zpisobem (Rosypal et al. 2002).

Pfi neperzistentnim prenosu jsou virové ¢astice zachyceny v Ustnim Ustroji vektoru.
K uchyceni virové ¢astice na sténu Ustniho Ustroji pomahd viru jeho obal, ktery interaguje
pfimo s vazebnymi misty v ¢astech Ust vektoru. Hovofime pak o kapsidové strategii viru.
Zatimco u pomocné strategie jsou vyZzadovany k zachyceni na sténach ustniho ustroji dalsi
nestrukturalni proteiny tzv. helper componet (Froissart et al. 2002). Vektoru staci k ziskani viru
zinfekéni rostliny jen kratka doba sani, zpravidla desitky sekund. Virus je pak prakticky
prenosny jen po dobu jednoho nebo dvou dalsich sani (Navratil 2011).

19



Pfi semiperzistentnim prenosu je zapotrebi delsi sani vektoru z infekéni rostliny, ale
prenos na neinfikovanou rostlinu probiha ihned, jelikoZ virus neprochazi latentni periodou.
Doba infekénosti vektoru je delsi, maximalné viak do jeho svlékani (Rosypal et al. 2002).

PFi perzistentnim prenosu je zapotrebi dlouha doba sani z infikované rostliny. Virova
Castice se musi dostat aZ do traviciho traktu msice, odkud pronika do slinnych Zlaz. DUsledkem
je také dlouhd inkubaéni doba, po jejimz uplynuti se stava vektor infekéni do konce svého
Zivota, dokonce i po probéhnuti sviékani. Infekci pak uvolfuje pfi kazdém dalSim kontaktu
ustniho Ustroji s rostlinou (Navratil 2011). Specialnim pripadem perzistentniho prenosu jsou
viry, které jsou schopné se ve vektoru pomnozit. Hovorime pak o perzistentné-propagativnim
pfenosu. Pokud je ve vektoru virus schopny se pomnoZit a zaroven se predat na potomstvo
pres vajicka, jednd se o prenos perzistentné-transovarialni (Rosypal et al. 2002).

3.3.4 Rozvoj virové infekce

Po proniknuti primarni viru do cytoplazmy rostlinné buriky dochazi k rozpoznani
hostitelské bunky virovou ¢astici pomoci specifickych receptor(, které jsou soucasti kapsidové
schranky. Poté dochazi k dekapsidaci virové castice a uvolnéni nukleové kyseliny viru do
cytoplazmy (Knipe et al. 2007).

K vlastni reprodukci virionl je zapotfebi syntéza viru-specifickych makromolekul,
nukleovych kyselin a kapsidového proteinu. Syntéza nukleovych kyselin je katalyzovana jak
virovymi enzymy, tak enzymy plvodem z hostitelské buriky. Strategie replikace a transkripce
virového genomu je typicka pro jednotlivé skupiny virll, podle typu nukleové kyseliny, ktera
koduje jejich genetickou informaci (Rosypal et al. 2002). U pozitivni ssRNA, ktera se nejcasté;ji
vyskytuje u rostlinnych virl, je podle Navratila (2011) virovd RNA pfimo vyuZita jako mRNA a
je prekladana do retézc aminokyselin na bunécnych ribozomech bezprostfedné po praniku
do burky. Primarnim translacnim produktem je polyprotein, ktery se $tépi na jednotlivé
funkéni a strukturni proteiny. St&peni polyproteinu je zahdjeno jiz b&hem translace a je
zprostfedkovano autokatalytickou aktivitou virem kédované proteazy. Replikace zdrojového
genomu pak probiha pres dsRNA formu, ktera slouzi k syntéze mnoha kopii virového genomu.
Tento proces je zprostfedkovan po infekci buriky syntetizovanou virovou RNA polymerazou

Ve chvili, kdy je vinfikované bunce syntetizovano dostateCné mnoiZstvi virovych
nukleovy kyselin a proteind, je zahdjeno skladani virové ¢astice. Samotné skladani pokracuje
v bunice tak dlouho, dokud je burika metabolicky aktivni (Hull 2001).

Viniciacni fazi infekce se virus po pomnozZeni Sifi z mista infekce do okolnich pletiv.
K Sifeni mezi sousednimi burfikami vyuziva plazmodezmatické propojeni sousednich bunék.
Pro toto Sirfeni replikuje pouze nukleovou kyselinu a syntetizuje specidlni transportni protein,
ktery pomdaha nukleové kyseliné projit mnohem mensimi plazmodezmaty, pomoci jejich
modifikace. Tento zplsob Sifeni je velice pomaly, proto se jim viry v rostliné mohou S$ifit jen
na kratkou vzddlenost. V nasledné akutni fazi je virus rychle reprodukovdn a Sifen po celé
rostliné. K Sifeni virové infekce na delsi vzdalenosti je nutné, aby se virus dostal do cévnich
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svazku rostliny a spole¢né s produkty fotosyntézy dale do dalSich ¢asti rostliny. Infekce se
nejprve Sifi do mist intenzivniho rlstu, kam rostlina stahuje organické latky. Jedna se o tzv.
»Sink“ zpravidla o mista kolem vzrostlého vrcholu stonku a korene. K Sifeni viru poté dochazi i
do ostatnich ¢asti rostliny. Hovofime pak o systémové infekci. Faze akutni je vystfidana fazi
chronickou, kterd muZe byt doprovdzena zmirnénim ptiznak(i napadeni a sniZzenim
koncentrace virovych ¢&astech v pletivech rostliny. V dalsSim vyvoji ¢asto dochazi k
periodickému stfidani fazi akutnich, s fazemi chronickymi az do smrti rostliny (Rosypal et al.
2002).

3.3.5 Priznaky virovych chorob na rostlinach

O zavainosti projevu infekce rozhoduje jak genetickd vybava patogenu, urcujici jeho
agresivitu, tak geneticka vybava hostitele a jeho citlivost vici virovému patogenu. Pokud je
rostlina imunni, neni hostitelem daného viru. Pfi proniknuti do rostliny virovy patogen neni
schopny se mnozit. Rezistentni rostlina je sice hostitelem viru, ale infekci se na rlznych
urovnich brani. V pfipadé infekce se na pletivech rostliny vyskytuje virus pouze v nizkych
koncentracich. Opakem rezistentnich rostlin jsou rostliny nachylné. V tomto pripadé se
infikovana rostlina nebrani infekci. Dasledkem je vysoka koncentrace virovych c¢éstic v
pletivech rostliny. U tolerantnich rostlin se virus v rostliné mnozi, ale rostlina vykaze jen slabé
nebo vibec zadné priznaky. V pripadé ndkazy rostliny virem dochazi k mensim ekonomickym
Skoddm. Opakem tolerantnich rostlin jsou rostliny citlivé, které pfi pritomnosti viru vykazuji
silné, az destruktivni pfiznaky (Rosypal et al. 2002).

Béhem virové infekce dochazi nejprve k metabolickym zméndm u infikovanych bunék.
U infikované buriky navzdory vhodnym podminkam, dochazi k snizeni fotosyntetické aktivity,
zvysSuje se bunééné dychani, dochazi k opozdéné translokaci Skrobu z infikovanych pletiv.
V burice dochdzi k produkci virovych nukleoprotein(. Dale se zrychluje starnuti buniky a snizuji
se koncentrace auxin( a giberelint. Naopak jsou zvySovany koncentrace kyseliny abcisové a
ethylenu. Metabolické zmény se nemusi na rostliné projevit viditelnymi symptomy. Hovofime
pak o latentni infekci (Navratil 2011).

Mezi nejéastéjsi a nejlépe rozpoznatelné priznaky virovych chorob patfi barevné zmény
na listech. Ty mohou mit mozaikovy charakter nebo se muZe jednat o difuzné chlorotické
skvrny. M(zZe dochazet ke Zloutnuti Zilek, prouzkovitosti, ¢arkovitosti, chloréze celého listu i
pouze okrajovych ¢asti, krouzkovitosti, teCkovitosti, antokyanizaci a bronzovitosti. Na rostliné
se také mohou vyskytovat nekrotické |éze. Mezi dalsi ptiznaky patfi deformace list(, kvétnich
oball a plodd. MUzZe dochazet k tzv. svinutce, kaderavosti, drobnolistosti a nitkovitosti. Dale
se na listech se mohou vyskytovat ryhy a proldkliny. U napadenych rostlin se také muze
vyskytovat zakrslost, kdy rostliny dosahuji mensiho vzristu nez zdravi jedinci. Extrémni
formou zakrslosti je tzv. nanismus (Hull 2001).
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3.3.6 Obrana rostliny proti virim

Rostliny se brani proti virlm predevsim pasivné. Jejich obranny mechanismus tkvi
predevsim v pfitomnosti kutikuly, voskem pokryté bunécné stény, i jinymi Upravami pokozky,
které pomahaiji zabranit vniknuti patogenu do rostliny.

Maiji také k dispozici mechanismy, kterymi rostlina reaguje na infekci patogenem. Je
znama celd fada proteind a enzym(, které se objevuji v burnkach po infekci virem napf.
peroxiddzy, polyfenoloxidazy a ribonukledzy (Navrdtil 2011). Pokud se v rostliné vyskytuji
specifické geny rezistence, dokaze se branit virové infekci pomoci tzv. hypersenzitivni reakce.
Dochazi pfi ni k odumfeni mistniho pletiva nakazeného virem. Za destrukci pletiv jsou
zodpovédné kyselé proteiny, oznacené jako ,,pathogenesis related proteins” (PR proteiny), jez
se pri nakaze shromazduji v mezibunéénych prostorech a zajistuji destrukci pletiv. Patii mezi
né glukandza, chitindza ¢i peroxidaza (Rosypal et al. 2002).

3.3.7 Klasifikace viru

Viry predstavuji velice heterogenni skupinu, jejich klasifikace je daleko slozitéjsi, nez u
bunécnych organismu. Existence velkého poctu virovych druhd schopnych infikovat vSechny
znamé bunécné organismy, si vyzadala jejich systematické rozélenéni. O vytvoreni prvniho
taxonomického systému se pokusil rostlinny virolog F. O. Holmes. Jeho tzv. Holmesova
klasifikace z roku 1948 rozdélovala viry podle hostitelskych organism( na takzvané fagy, napf.
bakteriofagy (napadajici bakterie), fytofagy (napadajici rostliny), cyanofagy (napadajici sinice)
a zoofagy (napadajici Zivocichy). V roce 1962 nasledovala tzv. LTH klasifikace pojmenovéna
podle svych tfech zakladatelli André Lwoff, R. W. Horne a P. Tournier. V tomto systému se
zacaly viry rozdélovat podle spolec¢né sdilenych strukturnich, fyzikdlnich a chemickych
vlastnosti. O zarazeni viru rozhodovalo 5 hlavnich kritérii, zahrnujicich druh nukleové kyseliny
genomu (DNA, RNA), symetrie kapsidy (Sroubovice, dvacetistén, slozZity tvar), pfitomnost Ci
nepritomnost virového obalu, pocet kapsomer, rozméry virionu a kapsidy (Hull 2001).

Snaha vytvofit taxonomicky systém vir(Q, ktery by se bliZil co nejvice jejich fylogenetické
pribuznosti, vyustila roku 1966 v Moskvé k zfizeni Mezinarodni komise pro nomenklaturu vird,
pozdéji v roce 1974 prejmenovanou na Mezindrodni vybor pro taxonomii vird (International
Committee on Taxonomy of Viruses = ICTV) (Regenmortel & Mahy 2008). ICTV klasifikuje
jednotlivé druhy virG do tisi, kmenu (ptipadné i podkmena), tfid, rada (podradu), celedi
(podceledi) a rodd (podrodd), pravidelné vypracovdvd zpravy upravujici zminénou
nomenklaturu na zdkladé novych poznatkd (Hull 2001).

V roce 1971 byla také navrzena D. Baltimorem zjednodusena klasifikace vird podle typu
jejich genetické informace. Viry jsou zde rozdéleny do sedmi skupin (dsDNA viry, ssDNA viry,
dsRNA viry, ssRNA viry s pozitivni polaritou, ssRNA viry s negativni polaritou, ssRNA viry s
reverzni transkriptdzou, dsDNA viry s reverzni transkriptdzou). Jedna se o bézné pouzivanou
alternativu k systému ICTV (Knipe et al. 2007).
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3.4 Virové choroby cukrové repy

3.4.1 Virus zZloutenky repy (beet yellows virus, BYV)

Realm: Riboviria, RiSe: Orthornavirae, Kmen: Kitrinoviricota, Trida: Alsuviricetes,
Rad: Martellivirales, Celed: Closteroviridae, Rod: Closterovirus, Druh: virus Zloutenky fepy
(ICTV 2021).

7 v s

3.4.1.1 Popis virové castice

Virus Zloutenky fepy fadime do &eledi Closteroviridae, rodu Closterovirus. Céastice BYV
maji kapsidu se spirdlni symetrii. Celkovy prdmeér virionu je asi 12 nm a dosahuje délky 1300
nm (Dolja et al. 2003).

Genom BYV se sklada z pozitivni ssRNA a obsahuje 15480 nukleotidl
(Agranovsky et al. 2006).

3.4.1.2 Rozsifeni

Virové Zloutnuti cukrové repy bylo popisovano jiz v mezivalecném obdobi celou fadou
autord (Roland 1936, Van Schreven 1936). Neni vsak jasné, jaky patogen byl pficinou této
choroby, zda BYV ¢i BMYV, jelikoz se tyto viry vyskytuji velmi ¢asto ve smésnych infekcich a do
roku 1958 nebyly rozliSovany.

Virus je v dnesni dobé celosvétové rozsiren, byl monitorovan témér ve vsech oblastech
péstovani cukrové fepy.

Choroba vyvoland timto virem se pred zavedeni ucinnych neonikotinoidd v 80. letech
20. stoleti b&7né vyskytovala v Rakousku, Bélorusku, Belgii, Bulharsku, Ceské republice,
Dansku, Finsku, Francii, Némecku, Madarsku, Italii, Lucembursku, Nizozemsku, Rumunsku,
Ruské federaci, Spanélsku, Svédsku, Svycarsku, Ukrajing, Velké Britanii a byvalé Jugoslavii,
Japonsku v Asii a Kanadé a USA v Severni Americe (PlantwisePlus Knowledge Bank 2022).

3.4.1.3 Hostitelsky okruh

U BYV byla experimentdlné prokdzana schopnost viru infikovat 120 druh( rostlin,
pochdzejicich z 15 celedi (Dolja et al. 2003). Jednd se zejména o druhy z ¢eledi merlikovitych
(Chenopodiaceae), laskavcovitych (Amaranthaceae), kosmatcovitych (Aizoaceae) a
hvozdikovitych (Caryophyllaceae) (Bittner 2018). Z hospodarsky vyznamnych plodin infikuje
zejména fepu, ale také salat a Spenat (Dolja et al. 2003).

Virus také muze infikovat celou fadu plevell, zejména z celedi merlikovitych
(Chenopodiaceae), brukvovitych (Brassicaceae) a také hvézdnicovitych (Asteraceae). Mezi tyto
plevele patfi kokoSka pastusi tobolka (Capsella bursa pastoris), staréek obecny (Senecio
vulgaris), lebeda rozkladita (Atriplex patula) a merlik bily (Chenopodium album). BYV byl také
dale detekovan na hluchavce nachové (Lamium purpureum), vicim maku (Papaver rhoeas),
kolenci rolnim (Spergula arvensis) a ptacinci prostifednim (Stellaria media) (Bittner 2018).
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3.4.1.4 Priznaky

Prvni pfiznaky se u cukrové fepy pfi ndkaze BYV zacinaji objevovat po tfech az ¢tyrech
tydnech od infekce rostliny. Mezi tyto prvni ptiznaky patfi Zloutnuti Zilnatiny, které postupné
prechazi ve Zloutnuti celé plochy listu od mista infekce. Pfiznaky napadeni se mohou lisit svou
intenzitou v zavislosti na kmenu BYV. U silné patogennich kmenl se muze vyskytnout
lemovani Zilek, nebo hnédé az cerné nekrotické skvrny. U slabé patogennich kmenu listy
Zloutnou obvykle od okraje a ¢ast listl kolem Zilnatiny mlzZe zUstat delsi dobu zelend (Bittner
2018). Napadené listy se stavaji kiehkymi, predéasné odumiraji, nebo se stavaji nachylnymi
pro napadeni padlim a houbami rodu Alternaria. BYV ma vyrazné ucinky na fyziologii cukrové
fepy a vyznamneé snizuje ruast rostliny (Kazda 2003).

3.4.1.5 Pfenos

BYV je prenasen predevsim msicemi. Jedna se zde vyhradné o semiperzistentni prenos.
Na prenosu se mlZe podilet az 22 druhd msic. Nejéastéjsim vektorem BYV je mSice makova
(Aphis fabae) a msice broskvoniova (Myzus persicae), vektorem viru ddle maze byt i msice
cesnekova (Myzus ascalonicus), kyjatka zahradni (Macrosiphum euphorbiae) a Myzus certus.

Mechanicky prenos viru byl s obtizemi prokazan pouze v laboratornich podminkach
(Bittner 2018).

Pfenos semeny a pylem nebyl nikdy prokazan (Adams & Antoniw 2005).

3.4.1.6 Ochrana

Intenzita vyskytu BYV zavisi na pocCetnosti zdrojl infekce a ddle na intenzité a ¢asnosti
ndletu msic. Jako preventivni ochranné opatfeni se doporucuje likvidace zdroju primarni
infekce, z kterych se virus $ifi v jarnim obdobi do porostu repy. Jedna se zejména o hostitelské
druhy pleveld, plevelnou fepu ¢i regenerujici rostliny fepy zaplevelujici naslednou plodinu.
Jako zdrojem primdrni infekce také mohou byt semenné porosty fepy (PlantwisePlus
Knowledge Bank 2022).

Z hlediska fytosanitarniho je doporucovano provedeni hluboké orby po sklizni fepy
s dlslednym zaklopenim jejich poskliziovych zbytkd (Bittner 2018). V ramci agrotechnickych
ochrannych opatreni se doporucuje véasny vysev plodiny tak, aby bylo docileno rychlého
vyvoje rostlin, aby prvni ndlet msic zasahl co nejstarsi, a pro msice méné atraktivni rostliny.
Starsi rostliny jsou zaroven daleko odolnéjsi a Iépe snasi pripadnou nakazu (Kazda 2003).

Vzhledem k semiperzistentnimu prenosu viru ma pfima ochrana insekticidy, za ucelem
zabrdnéni prenosu viru do porostu, nizSi vyznam. Regulace populaci msic vSak ma své
opodstatnéni, sniZzuje pravdépodobnost Sifeni viru v porostu (Lennefors 2021).
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3.4.1.7 Vyznam

Ztraty zplGsobené BYV jsou velice variabilni. Zavisi zejména na odolnosti dané odridy a
Casnosti infekce rostliny. Smith & Hallsworth (1990) uvadéji, Ze BYV ve fazi 4-6 list(i na zacatku
cervna snizila vynos cukru o 22 %, ve fazi 18-20 list v poloviné konce cervence infekce snizila
vynos cukru o 9 % a infekce v srpnu jiZz neovlivnila vynos cukrové fepy.

V CR byly v poslednich tfech desetiletich $kody zptisobené BYV ojedinélé, a to zejména
diky vyuzivani insekticidniho moreni semen cukrové fepy na bazi neonikotinoidd. Nicméné
diky zakazu vyuZivani neonikotinoidli se ocekdva, Ze se tato situace rapidné zhorsi
(Chochola 2021).

3.4.2 Virus mirného Zloutnuti repy (beet mild yellowing virus, BMYV)

Realm: Riboviria, Rie: Orthornavirae, Kmen: Pisuviricota, Trida: Pisoniviricetes, Rad:
Sobelivirales, Celed: Solemoviridae, Rod: Polerovirus, Druh: virus mirného Zloutnuti fepy
(ICTV 2021).

7 v s

3.4.2.1 Popis virové castice

Virus mirného Zloutnuti fepy radime do Celedi Solemoviridae. Ddle je fazen do rodu
Polerovirus. Kapsida viru ma Sestiuhelnikovy obrys a skladd se z 180 podjednotek
usporadanych v T = 3 ikosahedralni symetrii (ICTV 2021).

Genom BMYV je tvoren jednou molekulou ssRNA s pozitivni polaritou a obsahuje 5722
nukleotidl (Guilley et al. 2018).

3.4.2.2 Rozsiteni

Viz. kapitola 3.4.1.2 (RozSiteni BYV) BMYV se vyskytuje casto ve smésnych infekcich
s BYV, oba viry maji stejnou historii a podobny aredl rozsireni.

3.4.2.3 Hostitelsky okruh

U BMYV byla experimentdlné prokdzana schopnost viru infikovat 100 druh( rostlin
pochazejicich z 21 Celedi. Z hospodarsky vyznamnych plodin napadd zejména fepu, ale také
fedkvicky (Raphanus sativus), cizrnu berani (Cicer arietnum), ¢ocku (Lens culinaris) Spenat
(Spinacia oleracea), hrach sety (Pisum sativum) a bob obecny (Vicia faba) (Adams & Antoniw
2005).

Hostitelem BMYV je také celd fadu plevell zejména zceledi merlikovitych
(Chenopodiaceae), brukvovitych (Brassicaceae) a také hvézdnicovitych (Asteraceae). Mezi tyto
plevele patii kokoska pastusi tobolka (Capsella bursa pastoris) a star¢ek obecny (Senecio
vulgaris). BMYV byl také ddle zaznamendn na hluchavce nachové (Lamium purpureum), vi¢im
maku (Papaver rhoeas), kolenci rolnim (Spergula arvensis) a ptacinci prostifednim (Stellaria
media) (Bittner 2018).
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3.4.2.4 Ptiznaky

Infikované rostliny BMYV vykazuji charakteristické difuzni chlorotické skvrny na piné
vyvinutych listech, které se objevuji 3-5 tydn( po infekci. Tyto skvrny se vyskytuji na plochach
starSich listech se objevuje oranZovo-Cervené zbarveni (Bittner 2018). Napadené listy se
stavaji kiehkymi a jsou nachylné pro napadeni padlim a houbami rodu Alternaria, jez ma za
nasledek rozsahlé nekrézy na listech. BMYV ma také vyrazné ucinky na fyziologii cukrové fepy
a vyznamné snizuje rUst rostliny a redukuje korfenovy systém (Kazda 2003).

3.4.2.5 Pienos viru

BMYV je pfendsen predevsim msicemi. Jedna se zde vyhradné o perzistentni prenos viru.
Na prenosu se mlze podilet 8 druhl msic. Nejcastéjsim vektorem BMYV je mSice broskvoriova
(Myzus persicae). Pti delSim sani mize BMYV prendset také msice makova (Aphis fabae) a
kyjatka zahradni (Macrosiphum euphorbiae) (Adams & Antoniw 2005).

BMYV neni prenosny mechanicky, semeny ani pylem. Také experimentdlni prenos
pomoci kokotice nebyl prokdzan (Adams & Antoniw 2005).

3.4.2.6 Ochrana

Preventivni ochranna opatteni jsou stejného charakteru jako u BYV kapiola 3.4.1.6, tedy
likvidace zdroju primarni infekce, v€asny vysev plodin a diikladné zapraveni poskliziovych
zbytkl po ukondeni sklizné.

Pfima ochrana insekticidy za cilem zabrdnéni prenosu viru do porostu vzhledem
k perzistentnimu zplsobu prenosu ma svlij vyznam. Musela by byt ovSem provedena co
v nejkratsi dobé po zachyceni naletu msic do porostu (Lennefors 2021).

3.4.2.7 Vyznam
Ztraty zplisobené BMYV jsou velice variabilni. Zavisi zejména na odolnosti dané odrldy
a Casnosti infekce rostliny. Smith & Hallsworth (1990) uvadéji Ze BMYV zpUlsobuje v ptipadé
¢asné infekce nejvétsi ztratu na vynose okolo 30 %.
V CR jsou v poslednich tfech desetiletich $kody zplisobené BMYV ojedinélé, a to zejména
diky vyuZivani insekticidniho moreni semen cukrové fepy na bazi neonikotinoidi. Nicméné,

diky zdkazu vyuZivani neonikotinoidli se ocekdvd, Ze se tato situace rapidné zhorsi
(Chochola 2021).
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3.4.3 Virus chlorozy repy (beet chlorosis virus, BChV)

Realm: Riboviria, Ride: Orthornavirae, Kmen: Pisuviricota, T¥ida: Pisoniviricetes,
Rad: Sobelivirales, Celed: Solemoviridae, Rod: Polerovirus, Druh: virus mirného Zloutnuti Fepy
(ICTV 2021).

3.4.3.1 Popis virové castice

Virus chlordzy repy fadime do Celedi Solemoviridae, dale je fazen do rodu Polerovirus.
Kapsida viru ma Sestiuhelnikovy obrys a sklada se ze 180 podjednotek usporddanych v T = 3
ikosahedralni symetrii (ICTV 2021). Geneticka informace BChV je tvofena jednou molekulou
ssRNA s pozitivni polaritou a obsahuje 5776 nukleotid(i (Hauser et al. 2018).

3.4.3.2 Rozsireni

BChV byl poprvé popsdn v roce 1989 jak v USA, tak i ve Velké Britanii. BChV byl pivodné
povazovan za sérotyp viru BMYV, protoze vyvoldval slabsi pfiznaky u fepy a nereagoval s
klicovou diagnostickou monoklonalni protilatkou BYDV-PAV-IL-1. V roce 2002 byl
Mezindrodnim vyborem pro taxonomii virG (ICTV) pfifazen jako samostatny druh
rodu Polerovirus.

Vyskyt BChV byl ¢asto pozorovan v Kalifornii, Coloradu, Nebrasce, Texasu, Velké Britanii
a Francii na polich cukrové fepy (Stevens et al. 2005).

Do dneéni doby nebyla pfitomnost BChV v Ceské republice zatim potvrzena.

3.4.3.3 Hostitelsky okruh

BChV vykazuje vyrazné uZsi rozsah hostitell ve srovnani s BMYV, napt. nedokaze
infikovat tradi¢ni indikdtorové druhy BMYV zdrojovku mdlolistou (Montia perfoliata) a
kokosku pastusi tobolku (C. bursa-pastoris). Hostitelsky areal BChV zahrnuje druhy rodu Beta,
ale také merlik hlavaty (Chenopodium capitatum), koniklec rolni (Spergula arvensis) a Spenat
sety (Spinacia oleracea) (Wetzel 2018).

3.4.3.4 Priznaky

Infikované rostliny BChV vykazuji charakteristické meziZilkové chlorézy na plné
vyvinutych listech. Na starSich listech se objevuje oranZovo-Cervené zbarveni. Oproti BMYV
jsou vyvolané chlordzy listd BChV svétlejSiho charakteru. Na starSich listech se mohou
vyskytovat nekrotické skvrny spolu se Zloutnutim Zilek (Wetzel 2018).

3.4.3.5 Pienos viru
BChV je prenasen msicemi. Jedna se zde vyhradné o perzistentni pfenos viru. Na prfenosu
se podili nejcastéji msice broskvoriova (Myzus persicae).
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BMYV neni pfenosny mechanicky, semeny ani pylem (Stevens et al. 2005).

3.4.3.6 Ochrana
Ochrana opatieni jsou stejného charakteru jako u BMYV kapitola 3.4.2.6.

3.4.3.7 Vyznam

V roce 1999 Lewellen pouzil kalifornsky izolat BChV k inokulaci cukrové fepy, aby uril
ucinky viru na vynos cukrové fepy. Potencidlni ztraty na vynosu cukru byly odhadnuty mezi
5-40 % v zavislosti na asnosti infekce.

28



3.5 Virové choroby tykvovité zeleniny

3.5.1 Virus zZloutnuti okurky prenaseny msicemi (cucurbit aphid-borne yellows
virus, CABYV)

Realm: Riboviria, Ride: Orthornavirae, Kmen: Pisuviricota, T¥ida: Pisoniviricetes,
Rad: Sobelivirales, Celed: Solemoviridae, Rod: Polerovirus, Druh: micemi pfenosny virus
Zloutenky tykvovitych (ICTV 2021).

3.5.1.1 Popis virové castice

MsSicemi prfenosny virus Zloutenky tykvovitych fadime do Celedi Solemoviridae. Déle je
fazen do rodu Polerovirus. Kapsida viru ma Sestiuhelnikovy obrys a skladd se ze 180
podjednotek uspofadanych v T = 3 ikosahedralni symetrii (ICTV 2021).

Geneticka informace CABYV je tvorena ssRNA s pozitivni polaritou a obsahuje 5672
nukleotidl (Rabadan 2023).

3.5.1.2 Rozsireni

CABYV byl poprvé izolovan v jizni Francii v roce 1988. CABYV se dlouhodobé vyskytuje
ve Stfedomofi a v Asii. Je také pritomen v subsaharské Africe a byl také hlasen na nékolika
mistech v Americe a v Oceanii. V nékterych zemich je CABYV jednim z nejbéznéjsich virQ
vyskytujicich se na tykvovitych plodinach, jmenovité ve Francii, Spanélsku, Tunisku, irdnu a
Sudéanu (Lecoq et al. 2022). V ostatnich oblastech se CABYV vyskytuje méné frekventovanég,
napfiklad v Ceské republice, kde byl virus poprvé zaznamenan v roce 2009 na jizni Moravé
(Svoboda 2011).

3.5.1.3 Hostitelsky okruh

CABYV infikuje zejména druhy z Celedi tykvovitych (Cucurbitaceae). Z hospodarsky
péstovanych plodin infikuje zejména okurky (Cucumis sativus), dyné (Cucurbita pepo) a
melouny (Citrullus lanatus). Virus mUZe infikovat také hlavkovy salat (Lactuca sativa), krmnou
fepu (Beta vulgaris var. rapacea) a cizrnu berani (Cicer arietinum). Déle pak i plevelné rostliny,
které se stavaji hlavnimi rezervoary ndkazy msic. Patti mezi né hluchavka objimava (Lamium
amplexicaule), kokoSka pastusi tobolka (Capsella bursa-pastoris), tykvice sttikava (Ecballium
elaterium), posed dvoudomy (Bryonia dioica) a merlik zedni (Chenopodium murale) (Lecoq et
al. 2022).

3.5.1.4 Priznaky

Mezi prvni ptiznaky patti zakrslost a zpoZdéni rlstu rostlin. Postizené rostliny mohou byt
mensi a slabsi, neZ zdravé rostliny stejného véku. Dale se objevuji malé chlorotické skvrny na
listech, prechdzejicich postupné v chlorézu celého listu. Pletiva téchto listl Casto zesiluji a
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stdvaji se kfehkymi. Vyznamné rozdily jsou pozorovany v ramci kultivard. U nékterych se
objevuiji jen velmi mirné priznaky na nékolika listech, zatimco u jinych se na celé rostliné rozviji
jasné Zluta barva. Také dochazi ke snizené tvorbé kvétu, kterd ma za ndasledek sniZzeni poctu
plodl (Lecoq et al. 2022).

3.5.1.5 Pfenos viru

CABYV je prenasen msicemi. Jedna se zde o perzistentni zplsob prenosu viru. Na
prenosu se podili nejméné tfi druhy msic, jmenovité msice broskvonova (Myzus persicae),
kyjatka zahradni (Macrosiphum euphorbiae) a msice bavinikova (Aphis gossypii)
(Lecoq et al. 2022).

Mechanicky pfenos u vird z rodu Polerovirus neni mozny (Khan & Dijkstra 2006).

Pfenos semeny ani pylem nebyl dosud potvrze. Nebyl také pozorovan zadny vliv virové
infekce na kvalitu osiva (Lecoq & Desbiez 2017).

3.5.1.6 Ochrana

Existuje fada moznosti, jak omezit Sifeni CABYV. Jednim z preventivnich ochrannych
opatreni muze byt likvidace zdrojl primarni infekce, ze kterych se virus Sifi v jarnim obdobi do
porostl tykvi. Jednd se zejména o hostitelské druhy plevel(. U CABYV byla identifikovana fada
hostitelskych plevelnych rostlin v rdznych klimatickych prosttedich, mirnych, stfedomofskych
nebo subtropickych. Ale pravdépodobné existuje mnoho dalSich volné rostoucich hostiteld,
ktefi dosud nebyli identifikovani. Proto se odstranéni divokych zdroji virl nezda byt
ekologicky pfijatelné nebo realistické.

Mezi dalsi preventivni ochrannd opatieni patfi regulace msic jako vektord CABYV pomoci
ucinného insekticidniho oSetfeni, jez muUZe zabranit jak primarni, tak sekundarni infekci
Vv porostu.

Casné kontaminaci CABYV lze také zabranit ochranou mladych vysadeb pod sitémi,
odolnymi proti priiniku hmyzu nebo pod netkanymi textiliemi.

Dal$im ucinym opatfeni je pouzivani rezistentnich nebo tolerantnich odr(d, které jsou
dostupné u okurek, melount a dyni (Lecoq et al. 2022).

3.5.1.7 Vyznam

Virus mUze zpUsobovat zejména vyznamné snizeni poc¢tu plodd na rostlinu. U okurek
mUzZe mira snizeni poc¢tu plodl dosahovat az 51 % oproti zdravym rostlinam a 40% snizeni bylo
zaznamendno i u meloun( (Lecoq et al. 1992).

V Ceské republice nebyly zaznamenany vyznamné ekonomické $kody zptisobené CABYV.
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3.5.2 Virus mozaiky okurky (cucumber mosaic virus, CMV)

Realm: Riboviria, Ri$e: Orthornavirae, Kmen: Kitrinoviricota, Ttida: Alsuviricetes, Rad:
Martellivirales, Celed: Bromoviridae, Rod: Cucumovirus Druh: virus mozaiky okurky
(ICTV 2021).

3.5.2.1 Popis virové castice

Virus mozaiky okurky radime do ¢eledi Bromoviridae, dale je Fazen do rodu Cucumovirus.
Viriony CMV maji izometricky tvar o priiméru 29 nm. Kapsida se skldda z podjednotek
usporadanych v ikosaedralni symetrii.

Geneticka informace CMV je tvorena ssRNA s pozitivni polaritou. Genom je slozeny ze
tfi molekul RNA (ICTV 2021). Molekuly RNA 1,2,3 se vyskytuji samostatné ve trech
samostatnych virionech. Velikost genomu jednotlivych ¢asti ¢ini u RNA 1 3357 bp, RNA2 3044
bp a RNA3 2212 bp (Suzuki et al. 2011).

Na zdkladé udajl o nukleotidové sekvenci rozdélujeme izolaty CMV do podskupin | a Il.
Podskupina | se dale déli na kmeny IA a IB na zakladé rozdil v patogenité u hrachu divokého
(Vigna unguiculata), pficemz kmeny IA indukuji symptomy systémové mozaiky a IB kmeny
indukuji lokalni nekrotické Iéze na inokulovanych listech (Zitter & Murphy 2009).

3.5.2.2 Rozsifeni

Choroba vyvolavajici mozaiku okurky byla poprvé popsdna v roce 1916 Doolittlem v
Michiganu a Jaggerem v New Yorku (Palukaitis et al. 1992).

Virus je rozsifen po celém svété. Podskupina Il je omezena hlavné na chladnéjsi oblasti,
vyskytuje se predevSim v mirném pdsu. lIzoldty z podskupiny | jsou naopak rozSifenéjsi
v tropickych a subtropickych oblastech (Regenmortel & Mahy 2010)

3.5.2.3 Hostitelsky okruh

CMV ma velmi Siroky hostitelsky aredl. Caciagli 2008 uvadi, Ze hostitelsky aredl CMV
zahrnuje az 800 druh( rostlin, pochazejicich ze 70 celedi. Infikuje zejména druhy z Celedi
tykvovitych (Cucurbitaceae). Z hospodarskych plodin infikuje okurky (Cucumis sativus), dyné
(Cucurbita pepo), melouny (Citrullus lanatus), papriky (Capsicum annuum), rajcata (Solanum
lycopersicum), celer (Apium graveolens) a celou fadu dalSich plodin, v€etné velkého mnozstvi
okrasnych rostlin. Dale infikuje celou fadu plevelnych rostlin, které se stavaji hlavnimi
rezervoary nakazy msic (Agrios 2005).

3.5.2.4 Priznaky

Mezi Casté priznaky CMV patti vyrazny zakrsly vzrlst, ktery se vyskytuje zejména u
rostlin infikovanych v pocatecnich vyvojovych stadiich. Na listech se ¢asto projevuje infekce
timto virem jako mozaika nebo mramorovani na listech, dale také jako nekrotické skvrny
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kruhového tvaru. Mladé listy byvaiji ¢asto zakrnélé a vyskytuje se u nich také kadereni listové
Cepele. U listd se muZe také vyskytnout v extrémnich pripadech tzv. nitkovitost. Plody
infikovanych rostli byvaji ¢asto mensi velikosti, mohou se také vyskytovat tmavé zelené skvrny
nebo nekrotické léze (Kazda 2003)

3.5.2.5 Pienos viru

CMV je prenasen predevsim msicemi neperzistentnim zplsobem. Na prenosu se podili
nejméné 80 druhl msic. NejvyznamnéjSimi prenaseci jsou msice broskvonovad (Myzus
persicae) a msice bavinikova (Aphis gossypii). Prenos pomoci osiva byl hldsen u cizrny a u 19
dalSich rostlin z ¢eledi Amaranthaceae a Fabaceae. V laboratornich podminkach se také u
CMV miZe vyuZivat mechanického pfenosu. Castice viru viak nejsou stabilni ve vné&jsim
prostredi, kde jsou schopné prezivat jen velmi kratkou dobu. Pro experimentalni mechanicky
prenos je nutné vyuZiti pufru, ktery zajisti vinfekéni rostlinné stavé stabilni pH
(Zitter & Murphy 2009).

3.5.2.6 Ochrana

Existuje rada moznosti, jak omezit vynosové ztraty zplsobené CMV. Jednim z Gc¢innych
zpUsobd je vyuzivani rezistentnich nebo tolerantnich odrid (Zitter & Murphy 2009).

Jednim z preventivnich ochrannych opatfeni muiZe byt eradikace hostitelskych
plevelnych rostlin, ze kterych ve virus $ifi v jarnim obdobi do porostl hostitelskych plodin.
Tento krok je ¢asto obtiznym ukolem kvali rozsahlému poctu hostitelll u CMV. Odstranéni
nékolika klicovych trvalych nebo dvouletych plevel(i nachazejicich se v blizkosti plodiny viak
muze snizit silny tlak a prispét tak ke kontrole CMV (Agrios 2005).

Mezi dalsi preventivni ochrannd opatreni patfi regulace msic jako vektorti CMV pomoci
ucinného insekticidniho oSetreni. Ani v€asnym oSetreni insekticidy vSak u neperzistentniho
druhu pfenosu nedokdzeme zabrdnit infekci rostlin. Ke ztraté infekénosti vektort mize prispét
vysev pasu vysoké plodiny kolem pozemku, ktera zaroven neni hostitelskou rostlinou viru a
ma rychlejsi po¢ateéni vyvoj. Casné ndkaze CMV lze také zabranit ochranou mladych vysadeb
pod sitémi odolnymi proti praniku hmyzu nebo netkanymi textiliemi (Zitter & Murphy 2009).

3.5.2.7 Vyznam

Ekonomické ztraty jsou nejvyssi u zeleniny a okrasnych rostlin péstovanych v polnich
podminkach, krmnych Iusténin a banant (Regenmortel & Mahy 2010). Primérné ztraty pfi
nakaze CMV u tykvovité zeleniny se béiné pohybuji okolo 10-20 %. V nékterych pfipadech
mohou byt plody sklizeny, ale maji horsi kvalitu a vzhled (Zitter & Murphy 2009).
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3.5.3 Virus mozaiky tykve (squash mosaic virus, SqMV)

Realm: Riboviria, Rie: Orthornavirae, Kmen: Pisuviricota, Trida: Pisoniviricetes, Rad:
Picornavirales, Celed: Secoviridae, Pod¢eled: Comovirinae, Rod: Comovirus, Druh: msicemi
prenosny virus Zloutenky tykvovitych (ICTV 2021).

3.5.3.1 Popis virové castice

Virus mozaiky tykve radime do podceledi Comovirinae, dale je fazen do rodu Comovirus.
Viriony maji kulovity tvar o priméru 28 nm. Kapsida se sklada z podjednotek usporadanych v
T = 3 ikosaedrdlni symetrii. Geneticka informace SgMV je tvorena ssRNA s pozitivni polaritou.
Genom viru je bipartitniho charakteru. Obé RNA jsou zapouzdfeny v oddélenych virionech.
Vyskytuji se i prdzdné virové ¢astice, neobsahujici genetickou informaci (ICTV 2021). Velikost
genomu jednotlivych ¢asti ¢ini u RNA1 5858 bp, RNA2 3370 bp (Li et al. 2015).

3.5.3.2 Rozsireni

Prvni zminka o SgMV je pfisuzovdna v roce 1934 J. B. Kendrickovi. SQMV je Siroce
rozSifen na zdpadni polokouli, ale je také hlasen ve Stfedomofi, Australii a Blizkém vychodé.
Ztejmé je celosvétové rozSifen ve vSech hlavnich oblastech péstovani druhd z celedi
tykvovitych (Cucurbitaceae) (Nelson & Knuhtsen 1977).

V Ceské republice byl virus poprvé zaznamendn v roce 2010 v okoli obce Tasovice v
okrese Znojmo (Svoboda & Leisova-Svobodova 2011).

3.5.3.3 Hostitelsky okruh

Pfirozeny okruh hostiteld je omezen zejména druhy zceledi tykvovitych
(Cucurbitaceae). Experimentdlné také dokaze infikovat nékteré druhy rostlin z celedi
laskavcovitych ~ (Amaranthaceae), = merlikovitych ~ (Chenopodiaceae), lepicovitych
(Hydrophyllaceae), bobovitych (Fabaceae) a mifikovitych (Apiaceae). Z hospodarsky plodin
infikuje zejména okurky, dyné a melouny (Haudenshield & Palukaitis 1998).

3.5.3.4 Priznaky

Mezi Casté priznaky na listech patfi tmavé zelené mozaiky, chlorotické skvrny, tvorba
puchyill a listové deformace. Mladé listy ¢asto vykazuji nejzavainéjsi priznaky a dosahuji
mnohem mensich velikosti nez listy zdravych rostlin.

Symptomy také vykazuji plody infikovanych rostlin. Priznaky zahrnuji od malych
chlorotickych oblasti az po tézkd deformace s vyvySenymi tmavé zelenymi plochami
(Agrios 2005).
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3.5.3.5 Pfenos viru

Vektorem viru jsou byloZravi brouci. Brouci ziskavaji virus zirem na infikované rostling,
latentni doba je kratsi nez 10 hodin. Infikovany vektor muZe virus pfenaset po dobu dalSich
dvaceti dnt (Adams & Antoniw 2005).

Virus je také prendsen semeny. Pfenos byl zaznamenan u dyni (Cucurbita moschata, C.
pepo, C. maxima, C. mixta) a melounu cukrového (Cucumis mélo) (Nelson & Knuhtsen 1977).

Mechanicky prenost je u SQMV také Casty. A to zejména diky dlouhé Zivotnosti virovych
Castic v rostliné stavé nachdzejici se mimo rostlinu, kde dokazi prezit virové Castice schopné
infikovat novou rostlinu az ¢tyfi dny (Adams & Antoniw 2005).

3.5.3.6 Ochrana

Existuje rada preventivnich opatreni, jak omezit vynosové ztraty zplsobené SqMV.
Zakladnim ochrannym opatfenim je pouZivani viruprostého osiva a sadby a dale vyuzivani
rezistentnich nebo tolerantnich odrid. Urcitd tolerance k viru byla hldaSena u nékterych druhf
Cucurbita spp.

Dalsim z preventivnich ochrannych opatreni je hubeni hostitelskych plevelnych rostlin,
které se mohou stat zdrojem ndkazy vektorud. Ddle se doporucuje likvidace jedinc( v porostu,
ktefi nesou jasné priznaky nakazy virem.

Dllezitd je také kontrola populace broukli pomoci insekticidnich pripravka
(Agrios 2005).

3.5.3.7 Vyznam

Hlavni ekonomické Skody jsou ve vyskytu nestandardnich plod( u nakazenych rostlin,
které jsou postizeny deformacemi nebo nestandardnim vybarvenim. Takto postizené plody
jsou dale komeréné neprodejné (Agrios 2005).
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3.5.4 Virus zluté mozaiky cukety (zucchini yellow mosaic virus, ZYMV)

Realm: Riboviria, Ri$e: Orthornavirae, Kmen: Pisuviricota, Ttida: Stelpaviricetes,
Rad: Patatavirales, Celed: Potyviridae, Rod: Potyvirus, Druh: virus Zluté mozaiky cukety
(ICTV 2021).

3.5.4.1 Popis virové castice

Virus Zluté mozaiky cukety radime do celedi Potyviridae, dale je fazen do rodu Potyvirus.
Céstice potyvirQ jsou pruind 720 nm az 770 nm dlouhd a 11 nm aZ 13 nm $iroka vldkna s
kapsidou helikdIni symetrie (ICTV 2021). Genom ZYMV se sklada z pozitivni ssRNA a obsahuje
9591 nukleotidl (Lin et al. 2001).

3.5.4.2 Rozsireni

ZYMV byl poprvé izolovan v Italii v roce 1973 a béhem dalSich dvaceti let zaznamenan
na vSech svétovych kontinentech kromé Antarktidy (Desbiez & Lecoq 1997).

V byvalém Ceskoslovensku byla pfitomnost ZYMV poprvé hlasena v roce 1990 na jizni
Moravé (Svoboda & Poldk 2007). Dale Svoboda & Poldk (2007) uvadi, Ze az do roku 1997 byl
vyskyt ZYMV v Ceské republice omezeny na jihomoravské okresy Bfeclav a Znojmo. V roce
2001 byl jiz vyskyt ZYMV prokazan ve Ctyrech okresech jizni Moravy: Breclav, Znojmo, Brno a
Hodonin.

3.5.4.3 Hostitelsky okruh

ZYMV infikuje zejména druhy z Celedi tykvovitych (Cucurbitaceae). Z hospodaiskych
plodin infikuje zejména okurky, cukety, dyné a melouny. Virus byl experimentalné pfeneseny
i na druhy rostlin z Celedi kosmatcovitych (Aizoaceae), laskavcovitych (Amaranthaceae),
hvézdnicovitych (Asteraceae), hluchavkovitych (Lamiaceae), bobovitych (Fabaceae),
pryskyrnikovitych (Ranunculaceae), krtiénikovitych (Scrophulariaceae) a lilkovitych
(Solanaceae) (Desbiez & Lecoq 1997).

3.5.4.4 Priznaky

ZYMV zpUsobuje vyrazné Zloutnuti list(l, které ma mozaikovity charakter. Objevuji se na
nich také puchyre a mivaji ¢asto deformovany tvar. Symptomy také vykazuji plody, které
mohou byt zakrnélé, dochazi k jejich barevnam zménam a silnym deformacim. Mohou se také
vyskytovat deformace semen (INRAE 2021).

3.5.4.5 Pfenos viru

ZYMV je prenasen predevsim msicemi, jedna se zde o neperzistentni zplUsob prenosu
viru. Na prenosu se podili kolem 38 druhl msic. Nejvyznamnéjsimi prenaseci jsou msice
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broskvoriova (Myzus persicae), msice bavinikova (Aphis gossypii) a kyjatka zahradni
(Macrosiphum euphorbiae).

U ZYMV je také moznost Sifeni v porostu pomoci mechanického prenosu, ktery probyha
prostfednictvim pracovnich ndstroju pfi sklizni plodli nebo pomoci poskozeni zpusobujici
mechanizace vztupujici do porostu v prlibéhu vegetace. (Gal-on 2007).

Pfenos semeny je také mozny, je vSak ojedinély (Miiller et al. 2006).

3.5.4.6 Ochrana
Mezi neucinnéjsi ochranna opatreni proti ZYMV patfi vyuzivani kfizové ochrany, kdy jsou
rostliny zamérné nakazeny slabé virulentnim kmen ZYMV (Svoboda & Polak 2007).

Dale je mozné vyuZiti rezistentnich nebo tolerantnich odrlid, spojeného spolu se
souborem preventivnich opatreni, kterd jsou stejného charakteru jako u CMV (Gal-on 2007).

3.5.4.7 Vyznam
ZYMV je jednim z ekonomicky nejd(ilezitéjsich vir(i tykvovitych plodin. MlzZe zpUsobovat
velké ztraty, které mohou dosahovat az 95 % z vynosu (Gal-on 2007).

3.5.5 Virus mozaiky vodniho melounu (watermelon mosaic virus, WMV)

Realm: Riboviria, Ri$e: Orthornavirae, Kmen: Pisuviricota, Ttida: Stelpaviricetes,
Rad: Patatavirales, Celed: Potyviridae, Rod: Potyvirus, Druh: virus mozaiky vodniho melounu
(ICTV 2021).

3.5.5.1 Popis virové castice
Virus mozaiky vodniho melounu rfadime do celedi Potyviridae, dale je fazen do rodu
Potyvirus. Castice viru maji kapsidu s helikalni symetrii (ICTV 2021).

Genom WMV se skldda z pozitivni ssRNA a obsahuje 10035 nukleotid(
(Desbiez & Lecoq 2004).

3.5.5.2 Rozsifeni

WMV byl poprvé zaznamendn ve Francii v roce 1974 a nyni je celosvétové
nejrozsirenéjSim virem tykvovitych plodin (Lecoq et al. 2011). Podle vysledk( testovani
tykvovité zeleniny, které uvadi Svoboda (2011), se WMV v Ceské republice v roce 2009
vyskytoval pouze na jizni a stfedni Moravé.

3.5.5.3 Hostitelsky okruh

Bylo prokazano, Ze WMV experimentalné infikuje vice nez 170 druh( rostlin patficich do
27 Celedi rostlin. WMV byl rozdélen do dvou skupin liSici se svym hostitelskym rozsahem.
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WMV-1 dokdze infikovat pouze hostitelské druhy z celedi tykvovitych (Cucurbitaceae),
zatimco WMV-2 infikuje kromé této celedi i celed merlikovytych (Chenopodiaceae),
bobovitych (Fabaceae) a slézovitych (Malvaceae) (Webb & Scott 1965).

3.5.5.4 Priznaky
Mezi prvni pfiznaky WMV patfi slabé Zloutnuti na krajich listd. Casto dochdzi i ke
Zloutnuti Zilnatiny a nepravidelnému Zloutnuti prostoru mezi Zilnatinou, coz dodava listu
charakteristicky mozaikovy vzhled. U mladych list(i se objevuji deformace, dosahujici mensi
velikosti, nez listy zdravych rostliny a mize dochazet k tvorbé nekrotickych lokalnich lézi.
Plody dorUstaji mensich rozmér(i. Obvykle se na plodech objevuiji skvrnitosti a mohou se
na nich vytvaret i puchyre. Takto napadené plody byvaji ¢asto neprodejné (Agrios 2005).

3.5.5.5 Pienos viru

WMV je pfendsen predevsim msicem. Jedna se zde o neperzistentni zplisob pfenosu
viru. Na prenosu se podili kolem 38 druhl msic. Nejvyznamnéjsimi prenaseci jsou msice
bavinikova (Aphis gossypii), mSice broskvoniova (Myzus persicae), Aphis citricola, m3ice
vojtéskova (Aphis craccivora), kyjatka zemakova (Aulacorthum solani) a kyjatka zahradni
(Macrosiphum euphorbiae) (Castle et al. 1992).

Pfenos semeny je také moziny. Mlze byt jednim zdulezitych zplsobl Sifeni viru
(Laneyova 2012).

3.5.5.6 Ochrana

Pfi ochrané plodin proti WMV je moZné vyuZiti rezistentnich odr(id, spolecné se
souborem preventivnich opatreni, ktera jsou stejného charakteru jako v kapitole 3.5.2.6.

Insekticidni regulace msSic jako vektorl viru mda jen maly vyznam, vzhledem
k neperzistentnimu zpUsobu prenosu (Kazda 2003)

3.5.5.7 Vyznam

WMV je jednim z ekonomicky nejdulezitéjsich virl tykvovitych plodin. Alonso-Prados
et al. (1997) uvadi 30% snizeni objemu produkce v dUsledku ¢asné infekce WMV na melounu.

Dale také muZe zpUsobovat vyznamné ztraty spocivajici ve vyskytu nestandardnich
plodd.
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3.6 Zpusoby detekce virl u rostlin

Pfesna diagnostika virovych patogend nam poskytuje dualezité informace o Sifeni
virového patogenu a je nezbytnym predpokladem jeho ucinné kontroly. Do dnesni doby byla
vyvinuta celad fada metod umoznujicich urdit virové patogeny (JaroSova & Kumar 2018).

3.6.1 Symptomatické metody

Virové infekce ¢asto zpuUsobuji vice ¢i méné patrné zmény vzhledu rostliny (zpomaleni
rdstu, Zloutnuti, mozaiku, nekrézy ¢i deformace). Na zdkladé téchto typickych symptoma,
které virus zpUsobuje na hostitelské rostling, je obvykle vybiran i ndzev viru samotného.

Symptomaticka metoda detekce se snazi identifikovat konkrétni virus podle symptom{
specifickych pro dany virus. V praxi se vSak jednotlivé symptomy mohou lisit svou formou,
intenzitou nebo se nemusi na napadené rostliné viibec vyskytovat. Forma projevu symptom{
je zavisla na celé radé faktor(, zejména na kmenu viru, na odolnosti odrady hostitelské rostliny
a na podminkach prostredi, ve kterém se rostlina vyskytuje. Z toho diivodu symptomatologie
nemuze obvykle slouZit jako jediny a spolehlivy zplsob identifikace virové infekce, nicméné
mUze byt pouZita jako uzitecné voditko (Astier et al. 2001).

3.6.2 Biologické metody

Kazdy virus ma sv(j specificky rozsah hostitelskych rostlin. Toho vyuzivd metoda detekce
vir(l za pomoci takzvanych indikatorovych rostlin, kdy je potencialni virus z nakazené rostliny
experimentdlné prenesen na indikatorovou rostlinu, ktera je na dany virus citliva a pfi jeho
pfitomnosti se objevi specifické symptomy charakterizujici dany virus.

Velkou nevyhodou téchto metod je fakt, Ze jsou ¢asové narocné (doba od inokulace do
objeveni zretelnych symptomu se mliZze pohybovat od nékolika tydn( az po nékolik mésicu).
Je zde také neustdld potrfeba produkce viruprostych indikdtorovych rostlin. Vysledné

vrve

smésnymi infekcemi (Astier et al. 2001).

3.6.3 Fyzikalni metody

3.6.3.1 Elektronova mikroskopie

Objeveni elektronového mikroskopu ndm prineslo moznost pfimého pozorovani virionu
v suspenzi extrahované z infikovanych rostlin. Diky tomu mlzZeme na zdkladé tvaru a velikosti
virionu identifikovat dany virus. Tato kritéria vSak nejsou efektivni v pfipadé rozliseni dvou
druh( virll pochazejicich ze stejného rodu, z dlivodu takrka stejné morfologie. Kromé téchto
pfimych pozorovani virovych ¢astic v surovych rostlinnych extraktech poskytuje také analyza
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infikované tkané v ultratenkych fezech dulezité informace o umisténi virovych ¢astic v burice,
rdznych typech inkluznich télisek a bunéénych zméndch, které slouzi jako dalsi uzitecné
informace pro diagnostiku viru (Astier et al. 2001).

Metody zaloZené na elektronové mikroskopii maji velkou nevyhodu v potrebé velmi
naro¢ného a ndkladného vybaveni. Tyto metody také vyzaduji vysoce kvalifikovanou obsluhu
se zkuSenostmi v pripravé a vyhodnocovani preparatli (Khan & Dijkstra 2006).

3.6.4 Sérologické metody

Sérologické techniky jsou zaloZeny na specifické interakce dvou typu proteinG. Antigenu
(proteina virového plivodu) a protilatky (proteinl specifickych pro tyto antigeny). Specifické
protildtky schopné se navazat na virovy antigen jsou vytvareny jako odezva imunitniho
systému zvifetem v reakci na injekci antigenu (Hull 2001).

3.6.4.1 ELISA

Jednou znejéastéji  pouzivanych  technik je metoda zvand Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay, zkrdcené nazyvana ELISA. Tato analytickd metoda se vyuziva
pro kvalitativni stanoveni rdznych antigend. MuUZe byt aplikovdna na viry rozdilnych
morfologickych typl. Tyto testy jsou levné, nenarocné na vybaveni a pfipravu vzorkd
(Hull 2001).

Existuje nékolik typa ELISA testl. Pro testovani rostlinnych virl se vSak nejcastéji pouziva
metoda DAS-ELISA (double antibody sandwich) a TAS ELISA (triple antibody sandwich).

Metoda DAS-ELISA probihd ndsledovné: antigen viru je zachycen specifickou protiladtkou
nanesenou na pevném nosiCi (polystyrenovd mikrotitracni deska). Poté je detekovan
specifickymi protilatkami znacenymi enzymem (konjugat), které se navaze pouze v misté, kde
je zachycen antigen viru. Pozitivni vzorek se zviditelni reakci s vhodnym chromogennim
substratem, cozZ je bezbarva latka, ktera se enzymovou reakci méni na latku barevnou. Barevna
reakce se méfi spektrofotometricky a vystupem je soubor hodnot absorbance. Metoda DAS-
ELISA dok&ze zachytit koncentrace viru v rozsahu 1-10 ng.ml (Clark & Adams 1977).

Pro zlepSeni této citlivosti a rozsiteni spektra detekovanych kmen( se lze vyhnout kroku
konjugace enzymu s glutaraldehydem, ktery degraduje vyznamnou ¢ast protilatek. Detekéni
protildtky mohou byt bez poskozeni znadeny biotinem nebo pouzZity neznacené. V tomto
pfipadé musi byt pouzita sekunddrni protilatka z jiného zvifete. Vysledny produkt pak
obsahuje tfi vrstvy protilatek tzv. TAS ELISA (triple antibody sandwich). Tato metoda dokaze
zachytit Fadové mensi koncentrace viru, a to v rozsahu 1 ng.ml1-10 pg.ml}(Astier et al. 2001).
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3.6.5 Molekularni metody

S rozvojem molekuldrni biologie v 80. letech 20 stoleti se objevila moZnost detekce
sekvenci virové nukleové kyseliny. Tyto metody nalézaji své uplatnéni zejména tam, kde se
dosud nepodafilo pfipravit specifické protilatky nebo v pfipadé, Ze citlivost serologickych
metod neni dostatecna (Hull 2001).

3.6.5.1 RT-PCR

Metoda RT-PCR neboli Reverse Transcription — Polymerase chain reaction patfi mezi
nejéastéji pouzivanou kvalitativni molekularni metodu k detekci virovych chorob rostlin.
Vétsina rostlinnych vir(h ma sviij genom kédovany v riznych formach RNA. Pfi klasické detekci
pomoci PCR je ovSem mozné pracovat pouze s genetickou informaci kédovanou v podobé
DNA. Vtomto pripadé je proto nutné pred samotnou PCR provezt krok takzvané reverzni
transkripce, kterda nam prevede totalni RNA vzorku do cDNA (komplementarni DNA).
Principem samotné PCR je replikace urcitého, pro dany druh specifického, useku DNA. Jedna
o enzymatickou reakci, ktera se cyklicky opakuje. Reakce probiha v termocykleru, ktery je
naprogramovan na presné teploty, které se méni v danych ¢asovych intervalech. Na konci
kazdého cyklu reakce dochazi k exponencidlnimu mnozeni urcitého useku DNA. Cela reakce se
sklddd ze 3 krok( (denaturace, hybridizace, elongace), které se opakuji 30-40krat.
Amplifikaéni produkt je ddle vyhodnocen gelovou elektroforézou, pfi niz dochazi k rozdélni
Usekd DNA v zavislosti na jejich délce. Produkt je obarven ethidium bromidem a ddle
vyhodnocovan pod UV svétlem (Astier et al. 2001).

3.6.5.2 Real-time PCR

Metoda real-time je modifikaci klasické PCR, kterd umoznuje kvantifikaci urcitého Useku
nukleové kyseliny v rGznych biologickych vzorcich (Bio-Rad 2022).

Pri této metodé jsou amplifikované produkty znaceny pomoci k danému Useku DNA
specifickych fluorescencnich sond. Samotna detekce probihd v pribéhu samotné reakce
specialné vybaveném termocykleru, s optickym detekénim modulem pro méreni
fluorescenéniho  signalu, generovaného béhem  kaidého  zesilovaciho  cyklu
(Mackay et al. 2002). Zpocatku fluorescence zUstava na nedetekovatelné Urovni. S postupnym
exponencidlnim nardstem amplifikacniho produktu dochazi také k exponencidlnimu narlstu
fluorescenéniho signdlu. V urcitém cyklu by mél signal dosdhnout drovné detekovatelné
fluorometrem. Cislo cyklu, pFi kterém k tomu dochdzi, se nazyva kvantifikaéni cyklus neboli Cq,.
Pokud doslo k zméreni Cq hodnoty ve fazi exponencialniho narlistu amplifikaéniho produktu,
lze ho pouzit ke presnému vypocCtu pocatecniho mnoistvi templatovych vldken
(Vidic et al. 2023).
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4 Material a metody

4.1 Metodicky postup pro odbér vzorku

4.1.1 Biologicky material

Jako vychozi biologicky materidl pro potreby testovani byly pouzity vzorky odebrané z
rostlin cukrové fepy (Beta vulgaris var. altissima), maslové dyné (Cucurbita moschata), okurky
(Cucumis sativus) a tykve velkoplodé (Cucurbita maxima). Standardni vzorek pak predstavoval
biologicky materidl v podobé minimalné dvou listl odebranych z rdznych ¢asti rostliny.

4.1.2 Odbér vzorki

Odbéry vzorkl tykvovité zeleniny probéhly 13. 9. 2022, odbéry vzorkl cukrové repy
probihaly 24. 10. 2022 a 25. 10. 2022.

Pfi odbéru vzork( tykvovité zeleniny byly vybirany pfedevsim rostliny vykazujici typické
symptomy virovych chorob.

Pti odbéru vzorkd cukrové fepy byly taktéz vybirdny priznakové rostliny, z vybrané
rostliny byl nasledné odebran jak mladsi list ze srdécka rostlin, tak okrajovy plné vyvinuty starsi
list.

Odebrany vzorek byl nasledné umistén do igelitového sacku a opatfen poradovym
Cislem a ndazvem lokality. Vzorky se skladovaly pfi teplotach do 4 °C do doby, nez byly pouZity
pro testovani. Délka doby uskladnéni nepresahovala jeden tyden, z dlivodu rizika rozvoje plisni
a degradace rostlinného materidlu. V pfipadé nutnosti uchovani materidlu po delsi dobu, nez
je jeden tyden, byly vzorky uskladnény v mrazaku pfi teploté - 24 °C nebo - 80 °C.

4.1.3 Lokality odbéru

Vzorky cukrové tepy byly odebirdny v nékolika riznych oblastech v ramci Ceské
republiky, kde se komeréné péstuje cukrova repa. Jednalo se o kraje, Strfedocesky,
Kralovehradecky, Pardubicky, Olomoucky a Moravskoslezsky, konkrétné lokality Pécice,
Chotétov, Némcice, Chyst, Osicky, Chrudim, Vysoké Myto, Bélotin, Blahutovice, Jesenik nad
Odrou a Opava. Pokus byl zaméfen na mapovani vyskytu BYV, BMYV a BChV na jednotlivych
lokalitach.

Vzorky tykvovité zeleniny byly odebirany na soukromé farmé v Polepech na Litoméricku
a vobci Sobcice u Hofic. Odbér probihal na péti rdznych honech. Pokus byl zaméfen na
mapovani vyskytu CABYV, CMV, SqMV, WMV a ZYMV na jednotlivych lokalitach.
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Mapa 1. lokality odbéru rostlinného materialu pro ucely testovani.

ervené tecky znaci mista odbéru vzork( cukrové repy.
: Pécice (komercni pole, lokalita 1)

: Chotétov (komercni pole, lokalita 2, 6 a 7)

: Némcice (komercni pole, lokalita 3, 4 a 5)

: Chyst (komer¢ni pole, lokalita 8)

: Osicky (komer¢ni pole, lokalita 9)

: Chrudim (komercni pole, lokalita 10)

: Vysoké Myto (komercni pole, lokalita 11)

: Bélotin (komer¢ni pole, lokalita 13)
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: Blahutovice (komer¢ni pole, lokalita 14)
10: Jesenik nad Odrou (komer¢ni pole lokalita 15)
11: Opava (komercni pole lokalita 12, 16, 17, 18 a 19)

Modra tecka znaci misto odbéru tykvovité zeleniny.

1: Polepy, Litométice (komercni pole, hon €. 1,2,3,4)
2: Sobcice (komercni pole, hon €. 5)
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4.2 Detekce viri pomoci sérologické metody DAS a TAS ELISA

4.2.1 Protilatky

Sérologické testy byly provedeny pomoci technik DAS a TAS ELISA (Clark & Adams, 1977,
Clark & Joseph Bar, 1984). Polyklonalni protilatky byly komercné ptipraveny firmami Loewe
Biochemica a DSMZ. Pro detekci Polerovirll byli pouzity kity s variantou TAS ELISA, u BYV,
WMV, ZYMV, CMV a SgMV byly pouZity kity s variantou DAS ELISA.

4.2.2 DAS ELISA

1) Povrch jamek mikrotitracnich desticek byl nejprve potaZen potahovacim pufrem se
specifickou protildtkou proti uréitému antigenu. Protilatky byly fedény potahovacim pufrem
dle instrukci vyrobce. Do kazdé jamky bylo pipetovano 100 ul naredéné protilatky.

2) Desticky byly inkubovany dvé az ¢tyfi hodiny pfi 37 °C.

3) Po inkubaci protilatek byly jamky tfikrat promyty promyvacim pufrem pomoci stricky.

4) Vzorky testovanych rostlin byly homogenizovany s extrakénim pufrem v tfeci misce s
tlouckem. Homogenat byl slit do zkumavky a byl uchovan na ledu do jeho pouziti. Pozitivni
kontroly byly zakoupeny od vyrobce protilatek. Jako negativni kontroly byly pouzivany zdravé

rostliny stejného druhu jako byl ten testovany, vypéstované ve skleniku. Kontroly byly
pfipraveny podobné jako testované vzorky.

5) Do jednotlivych jamek bylo ddvkovano 100 pul homogenatu ze vzork( rostlin a prislusnych
kontrol.

6) Mikrotitracni desticky byly umistény do lednice pfes noc pfi teploté 4 °C.

7) Rano pak byl z desticek odsat homogenat pomoci vodni vyvévy, aby nedoslo pti jeho
vylévani ke kontaminaci sousednich jamek. Jamky byly tfikrat promyty promyvacim pufrem
pro odstranéni nenavazanych slozek. Pufr byl pfi promyvani do jamek pipetovan a odsavan
stejné jako pfi odstranovani extraktu.

8) Dale bylo do jamek pridano 100 pl konjugatu natfedéného ptislusnym pufrem.

9) Desticky byly ddle inkubovany dvé hodiny pfi 37 °C.

10) Poté byly desticky Ctyrikrat promyty promyvacim pufrem a do jamek bylo napipetovano
100 pl substratového pufru se substratem. Ndsledovala inkubace vzork( pfi laboratorni
teploté bez pristupu svétla.

11) Podle rychlosti reakce byla nasledné absorbance mérena za 60-120 minut pomoci
spektrofotometru Sunrise pfi 405 nm. Poté byly desky umistény do lednice a absorbance byla

mérena jesté nasledujici den. Mira zabarveni vzorku byla pfimo umérna koncentraci enzymu
vazaného na antigeny.
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4.2.3 TAS ELISA

1) Povrch jamek mikrotitrac¢nich desticek byl nejprve potazen potahovacim pufrem se
specifickou polyklonalni protilatkou, proti danému viru. Roztok IgG byl fedén potahovacim
pufrem dle instrukci vyrobce. Do kaZzdé jamky bylo pipetovano 100 pl nafedéné protilatky.

2) Desticky byly inkubovany dvé az ¢tyti hodiny pfi 37 °C.

3) Po inkubaci protilatek byly jamky tfikrdt promyty promyvacim pufrem pomoci stficky. U
nékterych virl byl v této fazi do jamek pipetovan extrakéni pufr s 2 % odtucnéného mléka kvl
blokovani nespecifickych vazeb a nasledovala inkubace 30 minut pti 37 °C.

4) Vzorky testovanych rostlin byly homogenizovany s extrakénim pufrem v tfeci misce s
tlou¢kem. Homogenat byl slit do zkumavky a byl uchovam na ledu do jeho poutZiti. Pozitivni
kontroly byly zakoupeny od vyrobce protilatek. Jako negativni kontroly byly pouzivany zdravé
rostliny stejného druhu jako byl ten testovany, vypéstované ve skleniku. Kontroly byly
pfipraveny podobné jako testované vzorky.

5) Do jednotlivych jamek bylo ddvkovano 100 ul homogenatu ze vzork( rostlin a ptislusnych
kontrol.

6) Mikrotitracni desticky byly umistény do lednice pres noc pfi teploté 4 °C.

7) Rano pak byl z desticek odsat homogenat pomoci vodni vyvévy, aby nedoslo pfi jeho
vylévani ke kontaminaci sousednich jamek. Jamky byly tfikrat promyty promyvacim pufrem
pro odstranéni nenavazanych slozek. Pufr byl pfi promyvani do jamek pipetovan a odsavan
stejné jako pfi odstranovani extraktu.

8) Dale bylo do jamek ptidano 100 pl mysich monoklonalnich protilatek proti viru nafedénych
v konjugacnim pufru ...

9) Vzorky byly nasledné inkubovany pfi 37 °C dvé hodiny.

10) Po inkubaci monoklonalnich protilatek byly jamky ¢tyfikrat promyty promyvacim pufrem.
Dale bylo pridano 100 pl extrakéniho pufru s krali¢i polyklondlni protildtkou proti mysim IgG
konjugovanou s alkalickou fosfatazou.

11) Desticky byly dale inkubovany dvé hodiny pfi 37 °C.

12) Poté byly desticky Ctyrikrat promyty promyvacim pufrem a do jamek bylo napipetovano
100 pl substratového pufru se substratem. Nasledovala inkubace vzorkd pfi laboratorni
teploté bez pfistupu svétla.

13) Podle rychlosti reakce byla nasledné absorbance mérena za 60-120 minut pomoci
spektrofotometru Sunrise pfi 405 nm. Poté byly desky umistény do lednice a absorbance byla
mérena jesté nasledujici den. Mira zabarveni vzorku byla pfimo umérna koncentraci enzymu
vazaného na antigeny.
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4.2.3.1 SloZeni pouzitych pufri

¢ Phosphate buffered saline (PBS)x10: 80 g NaCl; 2 g KH,PO4; 11,5 g Na;HPO4; 2 g KCl; (2 g
NaNs) doplnime sterilni ddH20 do 1 000 ml. Skladujeme v tmavé lahvi pti 4 °C, pH roztoku je
upraveno na 7,2.

e Extrakéni pufr: 2% PVP (w/V); 0,2% BSA (w/V); 0,5 ml Tween 20 rozpustime v 1 000 ml 1x
PBS pufru. Skladujeme pfi 4 °C jeden den.

e Promyvaci pufr (PBS + Tween 20): 0,5 ml Tween 20 rozpustime v 1 000 ml 1x PBS.
Skladujeme pfi 4 °C.

e Potahovaci pufr:1,59 g Na>COs; 2,93 g NaHCOs3; (0,2 g NaN3) rozpustime v 1 000 ml sterilni
ddH20. Skladujeme pfi 4 °C, pH pufru je 9,6.

e Substratovy pufr: 9,7 ml diethnolamin, 0,095 g MgCl; rozpustime v 1000 ml sterilni ddH20.
Skladovan v tmavé lahvi pfi 4 °C.

4.3 Detekce viri pomoci metody RT-PCR

Detekce patogena byla realizovdna pomoci metod izolace celkové RNA pomoci
Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich), Two-Step RT-PCR a konelné vizualizace
vysledkl na agardézové elektroforéze.

4.3.1 lzolace celkové RNA pomoci Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-
Aldrich)

1) Ke 100 mg biologického materialu bylo po homogenizaci pomoci tfecich misek a tekutého
dusiku prfidano 500 ul Lysis solution, ke kterému byl tésné pred pouzitim pfidan 2-
merkaptoetanol v poméru 1:100.

2) Vzorek byl pfeveden do 2 ml zkumavky a byl inkubovan 5 min pfi 56 °C. Poté byla smés
centrifugovana (15 000 G, 3 min).

3) Vodni faze byla prevedena do nové mikrozkumavky s filtra¢ni kolonkou (Filtration Column)
a centrifugovéna (15 000 G, 1 min).

4) Poté byla kolonka ze zkumavky odstranéna a k lyzatu bylo pfipipetovano 500 pl Binding
Solution. Po promichani pomoci pipety byl homogenat preveden do mikrozkumavky s
kolonkou Binding Column a centrifugovan (15 000 G, 1 min).

5) Vodni faze byla odstranéna a ke vzorku bylo pfidano 500 ul Wash Solution 1, nasledovala
centrifugace (15 000 G, 1 min).

6) Vodni faze byla odstranéna a ke vzorku bylo pfidano 500 pl Wash Solution 2 a nasledovala
centrifugace (15 000 G, 1 min). Tento krok byl jednou zopakovan.

7) Vodni faze byla odlita a nasledovala centrifugace ,,na sucho” (15 000 G, 1 min).
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8) Kolonka byla prenesena do nové mikrozkumavky a RNA byla eluovana v 50 pl Elution
Solution. Nejprve probéhla inkubace 1 min pfi laboratorni teploté a nasledovala centrifugace
(15000 G, 1 min).

9) Vzorek byl uskladnén v mrazicim boxu (-28 °C) ¢i ihned pouzit pro dalsi analyzy. Uvedeny
postup byl doporuéen vyrobcem (Sigma Aldrich), sloZzeni roztok( neni uvedeno.

4.3.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty celkové RNA

Mnozstvi a kvalita celkové RNA byla uréena spektrofotometricky (NanoDrop 2000
ThermoScientific, USA) pfi vinové délce 260 nm, respektive 280 nm (Azs0 = 1 je koncentrace
40 pg/ml celkové RNA; kvalita RNA je pomér Ajeo/Azs0, doporucend hodnota se pohybuje
vintervalu 1,6 - 2,0).

4.3.3 Reverzni transkripce

1) Syntéza cDNA probihala v reakénim objemu 50 pl. Nejprve byl pfipraven premix o objemu
30 ul obsahujici:

o X ul sterilni ddH20

¢ 0,5 pl nahodnych primerl (zasobni roztok 1 pg/ ul; findlni koncentrace 0,5 pg; Roche)
e priblizné 750 ng celkové RNA

2) Vzorek byl 5 min inkubovan v 65 °C a poté nechan 5 min na ledu.

3) K premixu bylo nasledné pfidano:

e 10 pl 5x First Strand Buffer (findIni koncentrace 1x; Invitrogen)

e 4,8 ul sterilni ddH,0

® 2,5 ul kazdého dNTP (zasobni roztok 10 mM,; findlni koncentrace 0,5 mM; Fermentas)
® 2,0 ul DTT (zasobni roztok 0,1 mM; findlni koncentrace 4mM; Invitrogen)

¢ 0,7 ul Mu-MLV reverzni transkriptazy (zasobni roztok 200 U/ul; findlni koncentrace 40 U/pl;
Fermentas).

4) Mikrozkumavka byla ponechdna ve 37 °C po dobu 55 min a poté byla 15 min inkubovana v
70 °C.

4.3.4 Polymerazova retézova reakce

1) Reakce PCR byla provadéna v celkovém objemu 25 pl obsahujicim:
¢ 18,05 ul ddH.0

e 2,5 ul 10x DreamTagq buffer (findlni koncentrace 1x; Fermentas)
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¢ 0,25 pl kazdého dNTP (zasobni roztok 10 uM; finalni koncentrace 0,1 mM; Fermentas)

¢ 0,5 ul reverzniho primeru (Tabulka 1)

¢ 0,5 ul forwardového primeru (Tabulka 1)

¢ 0,2 pl DreamTaq polymerdzy (zdsobni roztok 5 U/ul; findlni koncentrace 1 U/ul, Fermentas).
e 3 ul cDNA vzorku

2) Pro PCR byl pouzit termocykler MJ Research PTC 200. Podminky béhem amplifikace byly
ndasledujici: 94 °C 2 min; 35 cykl(: denaturace 94 °C 15 s, anneling X °C 30 s (Tabulka 1), extenze
72 °C 1 min, konec¢nd extenze 72 °C 7 min.

4.3.4.1 Pouzité primery

Virus Rod Nazev Sekvence primery 5°-3° Velikost Ta Autofi
primeru produktu (°C)
beet mild | Polerovirus | MpxBM+ ATGCAATTTCAGCTTAAAACAAACA | 450 bp 50 Hauser et
yellowing virus MpxBM- GCTTTCAGCACACCATACTG al., 2000
beet chlorosis | Polerovirus | MpxBC+ ATGAACTTTGAGATTTGCTTC 350 bp 50 Hauser et
virus MpxBC- TGA CAG CTT TTT CTG AAG AG al., 2000

Tabulka 1. Prehled pouzitych primera pfti testovani rostlinného materidlu pomoci metody RT-
PCR.

4.3.5 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin

Kone¢nd vizualizace vysledk(i byla provedena pomoci horizontdIni agardzové
elektroforézy (HE 33 Mini Submarine Unit, Basic, Amerscham Biosciences nebo MultiSUB Midi,
Cleaver Scientific Ltd).

1) K pripravé 1% agardzového gelu bylo navazeno 1 g agardzy, ktera byla kvantitativné
prevedena do bariky, kde byla smichdna spolu s 1x TBE pufrem na koneény objem 100 ml.
Nasledné byla barka zahtivdna v mikrovinné troubé po dobu asi 3 min, coZ zplsobilo
rozpusténi agardzy. Roztok byl poté ochlazen proudem studené vody na zhruba 60 °C. Po
ochlazeni bylo pfidano 50 ul ethidium bromidu (kone¢na koncentrace 0,5 pg/ml) a roztok byl
promichan. Gel byl nalit do predem pfipravené formy s hiebinkem tak, aby nevznikly bubliny
a nechal se zatuhnout.

2) Pro nasledné pipetovani DNA vzorkl do gelu byl ztuhly gel byl umistén do elektroforézni
vanicky tak, aby byl cely ponofeny v 1x TBE pufru. Po vytaZeni hifebinku v gelu vznikly mezery,
do kterych bylo nasledné napipetovano 10 ul PCR produktu smichaného s 2 ul barviva DNA
Loading Dye (Fermentas). Do prvni a posledni mezery byly vidy napipetovany 2 ul
hmotnostniho standardu Low-Range DNA Ladder (Fermentas).

3) Naslednd elektroforeticka separace nukleovych kyselin probihala za konstantniho
stejnosmérného napéti 90—-120 V po dobu 45 min.
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4) Vizualizace DNA fragmentt po skonceni elektroforézy probihala pod UV transimuldtorem
pfi vinové délce 260 nm. Pomoci hmotnostniho standardu Low-Range DNA Ladder
(Fermentas) byla uréena velikost fragmentl nukleové kyseliny.

4.3.5.1 SloZeni pouzitych pufri

e 10x TBE (pH 8,0): 890 mM Tris-HCl; 890 mM kyselina borita; 20 mM EDTA. Sterilizujeme
pomoci autoklavu. Skladujeme pfi laboratorni teploté.
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5 Vysledky

5.1 Detekce virovych patogent u cukrové Fepy

V ramci detekce rostlinnych vir(i infikujici cukrovou fepu bylo otestovano 67 rostlin,
odebranych ze 14 lokalit. Odbérova mista jsou tradi¢ni oblasti péstovani cukrové fepy. Jednalo
se o kraje, StfredocCesky, Kralovehradecky, Pardubicky, Olomoucky a Moravskoslezsky, a
konkrétné o lokality Pécice, Chotétov, Némcice a Opava.

Vzorky byly analyzovany pomoci sérologické metody DAS a TAS ELISA na pfitomnost
virovych zastupcl rodu Polerovirus a na pfitomnost viru Zloutnuti fepy (beet yellows virus,
BYV). U 5 ze zminénych 14 lokalit byly testované vzorky z rostlin dale rozdéleny na mladsi a
starsi listy. Cilem tohoto experimentu bylo odhalit distribuci viru v samotné rostliné.

Cést nahodné vybranych vzorké byla nasledné otestovana metodou RT-PCR, za Ucelem
ovéreni vysledkl z ELISA testovani a dale za ucelem konkrétni druhové determinace zastupcu
rodu Polerovirus.

5.1.1 Detekce virovych patogent u cukrové fepy pomoci metody ELISA

Vysledky ziskané na zakladé diagnostickych testl DAS a TAS ELISA odhalily, Ze u
testovanych rostlin jsou pfitomni zastupci rodu Polerovirus u 31,34 % testovanych rostlin a
BYV u 19,4 % rostlin. Z celkovych 67 testovanych rostlin bylo 28 pozitivnich, podil pozitivnich
vzorku tedy celkové Cinil 41,79 %.

C. vzorku Zastupci rodu Polerovirus BYV

Pécice lokalita 1

1

2

Chotétov lokalita 2

3

4

Némcice lokalita 3

5

6

Némcice lokalita 4

7

8

Tabulka 2. Prehled vysledkd testovani pritomnosti zastupcl rodu Polerovirus a BYV.

Oznaceni modrou barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni zlutou barvou =
pozitivni vzorek (absorbancel-2), oznaceni cervenou barvou - pozitivni vzorek
(absorbance >2).
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C. vzorku Zastupci rodu Polerovirus | BYV

Némcice lokalita 5

9

10

Chotétov lokalita 6

11

12

13

14

15

Chotétov lokalita 7

16

Chyst lokalita 8

17

18

19

20

21

22

23

Osicky lokalita 9

24

Chrudim lokalita 10

25

26

Vysoké Myto lokalita 11

27

28

29

30

31

32

33

34

35

Tabulka 3. Prehled vysledkd testovani pritomnosti zastupct rodu Polerovirus a BYV.

Oznaceni modrou barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni zlutou barvou =
pozitivni vzorek (absorbancel-2), oznaceni cervenou barvou — pozitivni vzorek
(absorbance >2).

H‘H
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C. vzorku Zastupci rodu Polerovirus BYV

Opava lokalita 12

36

37

38

39

40

41

42

Bélotin lokalita 13

43

44

45

46

47

48

49

Blahutovice lokalita 14

50 starsi

50 mladsi

51 starsi

51 mladsi

52 starsi

52 mladsi

53 starsi

53 mladsi

Jesenik nad Odrou lokalita 15

54 starsi

54 mladsi

55 starsi

55 mladsi

56 starsi

56 mladsi

57 starsi

57 mladsi

58 starsi

58 mladsi

59 starsi

59 mladsi

60 starsi
Tabulka 4. Prehled vysledkd testovani pritomnosti zastupcl rodu Polerovirus a BYV.
Vzorky 50-67 rozdéleny na mladsi a starsi list. Oznaceni modrou barvou = pozitivni vzorek
(absorbance <1), oznaceni Zlutou barvou = pozitivni vzorek (absorbancel-2), oznaceni
¢ervenou barvou — pozitivni vzorek (absorbance >2).




C. vzorku Zastupci rodu Polerovirus BYV

Jesenik nad Odrou lokalita 15

60 mladsi

61 starsi

61 mladsi

62 starsi

62 mladsi

63 starsi

63 mladsi

Opava lokalita 16

64 starsi

64 mladsi

Opava lokalita 17

65 starsi

65 mladsi

Opava lokalita 18

66 starsi

66 mladsi

Opava lokalita 19

67 starsi

67 mladsi
Tabulka 5. Prehled vysledkd testovani pritomnosti zastupct rodu Polerovirus a BYV.
Vzorky 50-67 rozdéleny na mladsi a starsi list. Oznadeni modrou barvou = pozitivni vzorek
(absorbance <1), oznaceni Zlutou barvou = pozitivni vzorek (absorbancel-2), oznaceni
cervenou barvou — pozitivni vzorek (absorbance >2).

| v

Vysledky testovani u vzork(i 50-67 rozdélenych na starsi a mladsi odebrané listy ukdazaly,
Ze 50 % rostlin bylo pozitivnich na oba z odebranych vzork( z jedné rostliny testované na
zastupce rodu Polerovird. Dale u 22,22 % rostlin byl zachycen pouze pozitivni vzorek
pochazejici z mladsich list(i. Naopak pozitivni vzorek pouze u starSich listll nebyl zachycen
Zadny.

U BYV bylo zjisténo 11,11 % rostlin pozitivnich na oba odebrané vzorky z jedné rostliny.
Dale u 16,66 % rostlin byl zachycen pouze pozitivni vzorek pochazejici z mladsich list(i. Pozitivni
vzorek pouze u starsich listd byl zachycen pouze jeden, podil pozitivnich vzorkl zde tedy Cinil
5,55 %.

Ze zminénych vysledk( vyplyva, Ze pfi detekci virovych patogenli pomoci metody ELISA
vykazovaly nejvétsi pozitivitu mladsi listy fepy a jsou tedy vhodnéjsi pro odbér vzorkl a
naslednou detekci nei listy starsi, které nejspise v radé pripadl vykazuji koncentraci virovych
¢astic, kterou dany ELISA test nebyl schopen zachytit.



5.1.2 Detekce virovych patogent u cukrové fepy pomoci metody RT-PCR

Dale byla u 18 vzorkd provedena detekce pomoci metody RT-PCR. Cilem bylo ovéreni
vysledkU z ELISA testovani a dale konkrétni druhovda determinace zdstupcl rodu Polerovirus,

ktera u sérologické metody neni v ramci rodu mozna.

M N Al A2 A3 A4

Obrazek 1. Detekce BChV metodou RT-PCR. Elektroforeogram RT-PCR produkt(i po
separaci na agardzovém gelu. PouZité primery: A: MpxBC+/MpxBC- (Hauser et al., 2000),
velikost produktu 350 bp. M: hmotnostni standard Mass ruler low range (Fermentas);
N: ddH,0; A1-A4: vzorky z listl Fepy pozitivni na pfitomnost BChV.

C. vzorku BChv BMYV
Blahutovice lokalita 14
50
51
52
53
Jesenik nad Odrou lokalita 15
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
Opava lokalita 16
64
Opava lokalita 17
65
Opava lokalita 18
66
Opava lokalita 19
67

Tabulka 6. Prehled vysledkd testovani vzorkd cukrové fepy metodou RT-PCR na
pfitomnost BChV a BMYV, oznaceni ¢ervenou barvou — pozitivni vzorek.

—
[—
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Z vysledk( metody RT-PCR vyplyvd, Ze u vybranych testovanych vzorka se jednalo ve
vSech pfipadech o infekci BChV, virus BMYV nebyl ani u jednoho ze vzork( detekovan.
Dale byla pomoci RT-PCR ovérena spravnost vysledkd ELISA testl. U vzork( 50-67, jez

byly vSechny vyhodnocené metodou ELISA jako pozitivni, byly také vyhodnoceny jako pozitivni
pomoci metody RT-PCR.

5.2 Detekce virovych patogeni u tykvovité zeleniny

Vramci detekce rostlinnych patogenl bylo otestovdno 152 vzorkd rdznych druht
tykvovité zeleniny. Vzorky byly analyzovany pomoci sérologické metody DAS a TAS ELISA na
pfitomnost CABYV, CMV, SgMV, WMV a ZYMV.

5.2.1 Detekce virovych patogenii u tykvovité zeleniny pomoci metody ELISA

Vysledky ziskané na zakladé diagnostickych sérologickych testd odhalily, Ze z celkovych
152 testovanych rostlin bylo 147 pozitivnich aspon na jeden ztestovanych vir(i, podil
pozitivnich vzorkd tedy celkové cinil 96,71 %. V testovaném rostlinném materidlu nebyl
pritomny CABYV ani SgMV. V naprosté vétsiné vzork(l nebyl dale pfitomny CMV, ktery byl
zaznamendn jen u 6 vzork( z celkovych 152 otestovanych vzorcich, podil pozitivnich vzorki
tedy ¢inil 3,95 %. Naproti tomu u WMV a ZYMV byla infekce zaznamendna ve velkém rozsahu.
U WMV bylo z celkového poctu testovanych vzort zaznamenano 87,50 % vzork( pozitivnich a
u ZYMV bylo zaznamenano 88.81 % pozitivnich vzorka.

Hon €. 1 (modré Hokkaido)
C. vzorku WMV ZYMV cmv CABYV SqgMV

1

O |IN|OO|L|_ |W(N

10

Tabulka 7. Pfehled vysledkd testovani vzorkl tykvi metodou TAS a DAS ELISA hon ¢.1.
Oznaceni modrou barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni zlutou barvou =
pozitivni vzorek (absorbancel-2), oznaceni cervenou barvou — pozitivni vzorek
(absorbance >2).
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Hon €. 2 (Hokkaido, rezané)

C. vzorku WMV ZYMV CcMV CABYV SqgMV

11

12

13

14

15

16

17

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

Tabulka 8. Prehled vysledk( testovani vzorkd tykvi metodou TAS a DAS ELISA hon ¢.2.
Oznaceni modrou barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni zlutou barvou =
pozitivni vzorek (absorbancel-2), oznaceni cervenou barvou - pozitivni vzorek
(absorbance >2).
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Hon €. 3 (Maslova dyné)

C. vzorku

WMV

ZYMV

cMv

CABYV

SqgMV

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

—

Tabulka 9. Prehled vysledk( testovani vzorkl tykvi metodou TAS a DAS ELISA hon ¢.3.
Oznaceni modrou barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni zlutou barvou =
(absorbancel-2), oznaceni

pozitivni vzorek
(absorbance >2).

c¢ervenou

barvou

pozitivni

vzorek

Hon €. 4 (Hokkaido, trhané)

C. vzorku
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Tabulka 10. Prehled vysledk( testovani vzorkd tykvi metodou TAS a DAS ELISA hon ¢.4.
Oznaceni modrou barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni zlutou barvou =
(absorbancel-2), oznaceni

pozitivni vzorek
(absorbance >2).
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Hon ¢. 4 (Hokkaido, trhané)

C. vzorku

WMV

ZYMV

CcMV

CABYV

SqgMV
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Tabulka 11. Prehled vysledk( testovani vzorkd tykvi metodou TAS a DAS ELISA hon ¢.4.
Oznaceni modrou barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni zlutou barvou =

pozitivni vzorek
(absorbance >2).

(absorbancel-2),

oznaceni
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Hon ¢. 5

C. vzorku cMV CABYV SqMV
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Tabulka 12. Prehled vysledk( testovani vzorkd tykvi metodou TAS a DAS ELISA hon ¢.5.
Oznaceni modrou barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni zlutou barvou =
pozitivni vzorek (absorbancel-2), oznaceni cervenou barvou - pozitivni vzorek
(absorbance >2).
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Tyto vysledky byly ddle porovnany s vysledky testovani tykvovité zeleniny na katedre
ochrany rostlin CZU z roku 2019 a s vysledky, jeZ byly zpracovany v ramci mé bakalaiské prace
v roce 2020 (Kraus 2021). Srovnani bylo zaméfeno na cetnosti vyskytu smésnych infekci u
jednotlivych parh vird. Statistické Setfeni bylo provedeno pomoci jednofaktorové analyzy

rozptylu.

Tabulka 13. Vysledky testovani tykvovité zeleniny na pfitomnost CABYV, CMV, SqMV,
WMV a ZYMV. (Data poskytnuta katedrou ochrany rostliny CZU v roce 2019). Oznaéeni Zlutou
barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni zelenou barvou = pozitivni vzorek
(absorbance1-2), oznaceni ¢ervenou barvou — pozitivni vzorek (absorbance >2).
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Tabulka 14. Vysledky testovani tykvovité zeleniny na pfitomnost CABYV, CMV, SqMV,
WMV a ZYMV. (Data poskytnuta katedrou ochrany rostliny CZU v roce 2019). Oznaéeni Zlutou
barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni zelenou barvou = pozitivni vzorek

(absorbancel-2), oznaceni ¢ervenou barvou — pozitivni vzorek (absorbance >2).
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Tabulka 15. Vysledky testovani tykvovité zeleniny na pfitomnost CABYV, CMV, SqMV,
WMV a ZYMV (Data prevzata ze bakalarské prace z roku 2021; Kraus 2021). Oznaceni modrou
barvou = pozitivni vzorek (absorbance <1), oznaceni Zlutou barvou =
(absorbance1-2), oznaceni ¢ervenou barvou — pozitivni vzorek (absorbance >2).
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"Var1"; LS Means
Current effect: F(9, 20)=2,6997, p=,03086
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
100

80 |

60 1

40 |

Y%

20 t

WMV-ZYMV ~ WMV-CABYV  ZYMV-CMV ZYMV-SgMV CMV-SgMV
WMV-CMV WMV-SgMV ~ ZYMV-CABYV CMV-CABYV  CABYV-SgMV

varianty kombinaci jednotlivych druhd vir

Graf 1. Prlimérny procentni vyskyt smésné infekce jednotlivych kombinaci virt WMV,
ZYMV, CMV, CABYV a SgMV, 95 % hodnot ze skupin se vyskytuje v danych intervalech.

UZ z pouhého pozorovani vyplyva, zZe vétSina interval( nevykazuje vyznamnou diferenci,
nejvétsi diferenci mUZeme pozorovat mez intervaly vyskytu WMV-ZYMV a CABYV-SqMV, kdy
u kombinace WMV-ZYMV byla zjisténa nejvyssi mira spolecného vyskytu, a naopak u
kombinace CABYV-SgMV nejnizsi mira spoleéného vyskytu. JelikoZz vyslednd p — hodnota
daného F testu je mensi nez 0,05 rozptyly sledovanych skupin nejsou stejné. Dalé je nutné
provést detailni vyhodnoceni vysledk(, pro které byl proveden Fishertv LSD test.

LSD test; variable Var2 (Spreadsheet?)

Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 420,10, df = 20,000

Varl || WMV-ZYMV | WMV-CMV | WMV-CABYV | WMV-SgM | ZYMV-CM | ZYMV-CABY | ZYMV-SgM | CMV-CAB | CMV-SgM | CABYV-Sq
62,977 37,037 11,307 vV vV vV vV YV \Y MV

Cell No. 14,120 34,480 14,197 16,883 11,210 10,773 7,6400
WMV-ZYMV 1 0,136816 0,005807  0,008479  0,104098 0,008566,  0,012231  0,005732  0,005402  0,003523
WMV-CMV 2 0,136816 0,139848  0,186066  0,880109 0,187479  0,242553  0,138445  0,132254  0,094292
WMV-CABYV 3 0,005807  0,139848 0,868186  0,181398 0,864631  0,742429  0,995448 0974892  0,828794
WMV-SgMV 4 0,008479  0,186066 0,868186 0,237921 0,996390  0,870506  0,863704  0,843518  0,702692
ZYMV-CMV 5 0,104098  0,880109 0,181398  0,237921 0,239632  0,305580  0,179664  0,171996  0,124433
ZYMV-CABYV 6| 0,008566  0,187479 0,864631 0,996390  0,239632 0,874066  0,860152  0,839984  0,699358
ZYMV-SgMV 7| 0,012231  0,242553 0,742429  0,870506  0,305580 0,874066 0,738139  0,718871  0,586844
CMV-CABYV 8| 0,005732  0,138445 0,995448  0,863704  0,179664 0,860152  0,738139 0,979442  0,833235
CMV-SqMmV 9 0,005402  0,132254 0,974892  0,843518  0,171996 0,839984  0,718871  0,979442 0,853367
CABYV-SqgMV 10) 0,003523  0,094292 0,828794  0,702692  0,124433 0,699358 0586844  0,833235  0,853367

Tabulka 16. FisherGv LSD vysledny prehled p — hodnot.
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FisherGv LSD test ukazal, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil v primérném spolecném
vyskytu WMV-ZYMV oproti prdmérnému spolecnému vyskytu WMV-CABYV, WMV-SgMV,
ZYMV-CABYV, ZYMV-SqMV, CMV-CABYV, CMV-SqMV a CABYV-SqMV.
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6 Diskuze

6.1 Stav porostt cukrové fepy na tzemi Ceské republiky

Virus Zloutenky repy (beet yellows virus, BYV), virus mirného Zloutnuti fepy (beet mild
yellowing virus, BMYV) a virus chlordzy fepy (beet chlorosis virus, BChV) zpUsobuji na cukrové
fepé tzv. chorobu virového Zloutnuti. Tato choroba v sou¢asné dobé neplsobi ekonomické
Skody. Pfed zavedenim insekticidniho moreni osiva ldtkami ze skupiny neonikotinoidl byl
béiny jejich kazdoroéni vyskyt spojeny jednou za pét az sedm let s epidemickym vyskytem na
vétsiné porostu, ktery plsobil vyrazné ztraty na produkci cukrové fepy. V dalSich letech diky
vyuzivani zminéného moreni byl vyskyt a ztraty zplisobené virovymi Zloutenkami minimalni. V
roce 2018 vsak Evropska komise uvedla v platnost zakaz moreni osiv polnich plodin
insekticidnimi latkami z této skupiny. V Ceské republice, a i nékterych dal3ich &lenskych zemim
Evropské unie byla doposud kazdoroc¢né udélovana vyjimka na pouzivani latky thiamethoxam
pro ucely moreni osiva cukrové fepy. 19.1.2023 Evropsky soudni dvir rozhodl o
neopravnénosti téchto vyjimek. Pro rok 2023 ma jiz Ceskd republika vyjimku na moteni
neonikotinoidy schvalenou, v dalSich letech vSak bude moreni touto latkou zakazano i u nas
(Chochola 2021). Ndmi provedeny monitoring v ramci Ceské republiky na polich, kde byla
komeréné péstovana cukrova fepa, potvrdil pomoci metody DAS a TAS ELISA vyskyt nékterych
virtl zpasobujici chorobu virového Zloutnuti fepy. U testovanych rostlin byli pfitomni zastupci
z rodu Polerovirus u 31,34 % testovanych rostlin a BYV u 19,4 % rostlin. U ¢asti testovanych
vzorkd byla ddle pomoci metody RT-PCR potvrzena pfitomnost BChV, naopak pfitomnost
BMYV nebyla zaznamenana.

Ackoliv byly odbéry vzori zaméreny na jedince vykazujici typické symptomy této
choroby, byl podil pozitivnich vzork(i aspont na jeden z testovanych vird pouze 41,79 %.
Samotny relativné nizky podil pozitivnich vzorkd néjak , pfiznakovych” rostlin lze zejména
vysvétlit naro¢nou identifikaci této choroby na zakladé symptomatologie v polnich
podminkach. Forma projevu symptom je zavisla na celé radé faktord, zejména na kmenu viru,
na odolnosti odridy hostitelské rostliny a na podminkdach prostredi (Astier et al. 2001).
Zejména také fyziologické Zloutnuti listl pisobené nedostatkem nékterych z prvk( muze byt
zaménéno se symptomy virovych Zloutenek. Muze se jednat o symptomy nedostatku dusiku,
které se projevuji nejprve na starSich listech, kde se nedostatek nejprve projevuje svétle
zelenym zbarveni list(, které postupné Zloutnou a mohou i odumirat. Dale se mUzZe jednat o
symptomy nedostatku horciku nebo drasliku, které mezi sebou mlizeme snadno zaménit. U
obou Zivin se zacina chlor6za objevovat na starSich listech, nejcastéji se projevuje jako
Zloutnuti mezi listovou Zilnatinou. K projevu pfiznak( dochazi od okraje list(, které postupné
prechazi v nekrézu (Bittner 2018). Nesmime také opomijet efekt samotného mofreni latkou
thiamethoxam, jez poskytovala porostim fepy, u kterych byly provadény odbéry vzork,
ucinnou ochranu proti vektordm prenasejici zminéné viry. Rostliny byly chrdnény v ranych
fazich vyvoje, kdy jsou rostliny k virové infekci nejzranitelnéjsi. U pripadné pozdéjsi virové
infekce, po odeznéni uéinku moreni, se jiz symptomy mohly projevit jen v malém rozsahu nebo

64



vUbec zadné. Tomu by i odpovidala skutec¢nost, Ze pfi odbéru vzork( nebyl pocet nalezenych
rostliny, vykazujici pfiznaky infekce chorobou virového Zloutnuti velky.

Dle vysledkl nasi prace mUzeme dale vyvodit zavér, Ze vybér vhodné casti rostliny,
z které je odebiran rostlinny material pro detekci patogenu, je zcela nezbytny. Rosypal et al.
(2002) uvadi, Ze virova infekce se v rostliné nejprve Sifi do mist intenzivniho rlstu, kam rostlina
stahuje organické latky. Tato skute¢nost se potvrdila u skupiny testovanych vzorku, kde byly
odebrané listy rostlin rozdéleny na starSi a mladsi a nasledné otestovdny metodou ELISA.
Z vysledkl bylo ziejmé, ze mladsi listy rostlin fepy jsou pro odbér vzorkd vhodnéjsi nez listy
starsi, u kterych v fadé pripadl byla reakce testu negativni (i kdyz v mladsich listech patogen
nalezen byl). Dlvodem byla zfejmé absence ¢i nizkd koncentrace virovych castic, kterou
nebyla schopna dana detekcni technika ve strasim pletivu zachytit. Tim dochdazelo ke vzniku
faleSné negativnich vysledka.

6.2 Stav porosti tykvovité zeleniny na uzemi Ceské republiky

Tykvovitd zelenina je hostitelem velkého mnoZstvi virovych patogent. Mezi ekonomicky
nejvyznamnéjsi viry vyskytujici se na zeleniné této Celedi patfi virus Zluté mozaiky cukety
(zucchini yellow mosaic virus, ZYMV), virus mozaiky okurky (cucumber mosaic virus, CMV),
virus mozaiky tykve (squash mosaic virus, SqMV), virus mozaiky vodniho melounu
(watermelon mosaic virus, WMV) a virus Zloutnuti okurky pfenaseny msicemi (cucurbit aphid-
borne yellow virus, CABYV). Vyskyt vSech zminénych vir(l byl v urité mife zaznamenan i
v Ceské republice (Svoboda et al. 2011; Svoboda & Leisova-Svobodova 2011; Svoboda & Polak
2007). Nami provedeny monitoring potvrdil vyskyt virovych patogend na tykvovité zeleniné.
Z celkovych 152 testovanych rostlin bylo 147 rostlin pozitivnich aspon na jeden z testovanych
vir(l, podil pozitivnich vzork( tedy celkové €inil 96,71 %. Tyto rostliny se vyznacovaly vyraznymi
symptomy napadeni virovym patogenem, jako jsou listové mozaiky, chlordza listi nebo pouze
vyskyt chlorotickych skvrn, deformace plodd a listl. Ze zminénych virovych patogenl byl
v testovaném rostlinném materiadlu prfitomny pouze ZYMV, WMV a CMV. Oproti vysledk
testovanim tykvovité zeleniny z let 2019 a 2020 nebyla v roce 2022 zaznamenana v rostlinném
materialu pfitomnost CABYV a SqMV (Katedra ochrany rostliny CZU 2019; Kraus 2021).

Svoboda & Poldk (2007) dale uvadéji Zze zlutd mozaika cukety je nejzavainéjsi virovou
chorobou tykvovité zeleniny péstované v Ceské republice, je zplsobuje nemalé ztraty na
vynosech a snizuje trini jakost plod(i boulovitosti. Nami provedeny monitoring potvrdil
nejvyssi vyskyt ZYMV mezi nami testovanymi viry u tykvovité zeleniny. U ZYMV byl
zaznamendn vyskyt u 88.81 % testovanych vzorkd. Dale byl také zaznamendn velmi vysoky
vyskyt WMV a to u 87,50 %. Oba viry se ve vétsiné testovanych vzorkud vyskytovaly ve smésné
infekci, coz by mohlo byt zplsobeno predevsim vysokym vyskytem obou vird u testovanych
rostlin, naopak nizkym vyskytem CMV a také absenci CABYV a SqMV.

Za ucelem potvrzeni c¢astého spolecného vyskytu téchto dvou virll bylo provedeno
statistické Setfeni pomoci jednofaktorové analyzy rozptyll, kde byly vysledky testovani
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tykvovité zeleniny pred predkladané v ramci této prace porovndany s vysledky testovani
tykvovité zeleniny na katedFe ochrany rostlin CZU z roku 2019 a vysledky, je? byly zpracovény
v rdmci mé bakaldrské prace v roce 2020. Detailni vyhodnoceni pomoci Fisherova LSD testu
ukazalo statisticky vyznamny rozdil ve zvySeném spolecném vyskytu WMV-ZYMV oproti
spole¢nému vyskytu WMV-CABYV, WMV-SgMV, ZYMV-CABYV, ZYMV-SqMV, CMV-CABYV,
fylogenetickou pribuznosti, nebot oba viry patfi do rodu Potyvirus. Oba viry sdili fadu
vlastnosti a zejména zpUsob neperzistentniho prenosu a dale mezi hlavni vektory obou virt
patfi mSice broskvonova (Myzus persicae), msice bavinikova (Aphis gossypii) a kyjatka zahradni
(Macrosiphum euphorbiae) (Castle et al. 1992).
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7 Zaver

Prvni cast predkladané diplomové prace byla vénovana monitoringu virli, které jsou
puvodci choroby virového Zloutnuti fepy. V nami provedeném monitoringu porostd cukrové
Fepy na Uzemi Ceské republiky se potvrdil vyskyt BYV a také pritomnost zastupcd z rodu
Polerovirus. Z nich ddle byla u Casti testovanych vzorkl potvrzena pfitomnost BChV pomoci
metody RT-PCR. Pfitomnost BMYV nebyla v Zadném vzorku nalezena. Dale se ukazalo Ze pro
praktické testovani cukrové repy v porostech je vhodnéjsi odebirat mladsi listy, i kdyZ jsou bez
priznak(, protoZe je u nich prokazani infekce spolehlivéjsi.

Druha ¢&ast predkladané diplomové prace byla vénovdna monitoringu ekonomicky
vyznamnych virl na tykvovité zeleniné, kde se predpokladal velky vyskyt virovych chorob u
monitorovanych rostlin. Z péti testovanych virovych patogent byl v testovaném rostlinném
materialu pfitomny pouze ZYMV, WMV a v mensi mire i CMV. Dale byla potvrzena druha ¢ast
hypotézy o vyznamnosti ZYMV a WMV v Ceské republice. Oba tyto viry dosahovaly v nasem
monitoringu velmi vysokych vyskytd, a pfi statistickém porovnani s dostupnymi daty testovani
tykvovité zeleniny z let 2019 a 2020 i jejich vyrazny vzajemny vyskyt.

Cil, ktery si kladla tato prace, |ze povaZovat za splnény, jelikoZ byl uskuteénén monitoring
vyskytu virovych chorob u tykvovité zeleniny a cukrové fepy. Celkem bylo testovano 219
rostlin pochazejicich z 24 lokalit na pfitomnost 8 druht vird.

67



8 Literatura

8.1 Literarni informacni zdroje

e Agrios GN. 2005. Plant Pathology, fifth edition. Academic Press, San Diego.

e Alonso-Prados JL, Fraile A, Garcia-Arenal F. 1997. Impact of cucumber mosaic virus and
watermelon mosaic virus 2 infection on melon production in central Spain. Journal of Plant
Pathology 79(2):131-134.

e Astier S, Albouy J, Maury Y, Robaglia C, Lecoq H, 2001 Principles of plant virology:
genome, pathogenicity, virus ecology. Science publishers, Enfield.

e Bennett CW. 1944. Latent virus of Dodder and its effect on Sugar Beet and other
plants. Phytopathology 34:77-91.

e Bittner V. 2012. Poruchy ve vyZivé cukrovky: Skodlivi ¢initelé cukrové Fepy — abioticka
poskozeni. Listy cukrovarnické a reparské 128:56-59.

e Bittner V, B&hal R. 2018. Skodlivé organismy cukrovky, abiotikdzy, choroby, $k{idci,
plevele. MARIBOHILESHOG ApS, Slavkov.

e BurchettS, BurchettS. 2017. Plant Pathology. Garland Science, Taylor & Francis Group,
New York.

e Caciagli P. 2008. Encyclopedia of Virology, third edition. Academic Press, Cambridge.

e Castle SJ, Perring TM, Farrar CA, Kishaba AN. 1992. Field and Laboratory Transmission
of Watermelon Mosaic Virus 2 and Zucchini Yellow Mosaic Virus by Various Aphid
Species. Phytopathology 82:235-240.

e Clark MF, Adams AN. 1977. Characteristics of the microplate method of enzyme-linked
immunosorbent assay for the detection of plant viruses. The Journal of General
Virology 34:475-483.

e Deshiez C, Lecoq H. 1997. Zucchini yellow mosaic virus. Plant Pathology 46:809-829.

e Dolja VV. 2003 Beet yellows virus: the importance of being different. Molecular Plant
Pathology 4(2):91-98.

e Froissart R, Michalakis Y, Blanc S. 2002. Helper component-transcomplementation in
the vector transmission of plant viruse. Phytopathology 6:576-9

e Gal-on A. 2007. Zucchini yellow mosaic virus: insect transmission and pathogenicity —
the tails of two proteins. Molecular Plant Pathology 8:139-150.

e Hejny S, Slavik B. 2003. Kvétena Ceské republiky. 2. vyd. Academia, Praha.

e Hlava B, Tédborsky V, Valicek P. 1998. Tropické a subtropické zeleniny: péstovani a
vyuziti. Brazda, Praha.

e Hull R, 2001. Matthews’ Plant Virology. Academic Press, San Diego.

e Chochola J. 2010. PrGvodce péstovanim cukrové fepy. Repafsky institut Semcice,
Semcice.

e Chochola J. 2021. Pro¢ bojujeme za neonikotinoidy. Listy cukrovarnické a rfeparské
137:5-6.

e JaroSova J, Kumar J. 2018. Metodika detekce tfi obilnych vir( (BYDV, WDV, WSMV)
pomoci Multiplex TagMan RT-gPCR. Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, Praha.

e Kazda J, 2003. Choroby a skuddci polnich plodin, ovoce a zeleniny, 3., dopl. vyd.
Zemédélec, Praha.

e KazdaJ. 2014. Skidci polnich plodin. Profi Press, Praha.

68



Khan JA, Dijkstra J. 2006. Handbook of Plant Virology. Food Products Press,
Binghamton.

Knipe DM, Howley PM, Fields BN. 2007. Fields Virology, 5th ed. Lippincott Williams &
Wilkins, Philadelphia.

Kraus D. 2021. Vyskyt virli v obilninach, zeleniné a cukrové fepé [BSc. Thesis]. Czech
University of Life Sciences Prague, Prague.

Laney, AG, Avanzato MV, Tzanetakis IE. 2012 High incidence of seed transmission
of Papaya ringspot virus and Watermelon mosaic virus, two viruses newly identified
in Robinia pseudoacacia. European Journal of Plant Pathology 134:227-230.

Lecoq H, Bourdin D, Wipf-Scheibel C, Bon M, Lot H, Lemaire O, Herrbach E, 1992. A
new yellowing of cucurbits caused by luteovirus, a cucurbit aphid carried by yellow
viruses. Plant Pathology 41(6):749-761.

Lecoq H, Desbiez C. 2017. Cucurbit aphid-borne yellow. In Compendium of cucurbit
diseases and pests, second edition, [ed. by Keinath, A.P., Wintermantel, W.M., Zitter,
T.A.]. St Paul, MN, USA: American Phytopathological Society 121-122.

Lecoq H, Fabre F, Joannon B, Wipf-Scheibel C, Chandeysson C, Schoeny A, Desbiez C.
2011. Search for factors involved in the rapid shift in Watermelon mosaic virus (WMV)
populations in South-eastern France. Virus Research 159(2):115-123.

Lennefors BL 2021 Virus Yellows of Sugar Beet — What's New. MariboHilleshég
Research AB, Svédsko.

Lewellen RT, Wisler GC, Liu HY, Kaffka SR, Sears JL, Duffus JE. 1999. Reaction ofsugar
beet breeding lines and hybrids to Beet chlorosis luteovirus. Journal of Sugar Beet
Research 36:76

Lhotsky J. 2015. Uvod do studia symbiotickych interakci mikroorganism?. Novy pohled
na viry a bakterie. Academia, Praha.

Mackay LM, Arden KE, Nitsche A. 2002. Real-time PCR in virology. Nucleic Acids
Research 6:1292-1305.

Mahy BWJ, Regenmortel MHV. 2008. Encyclopedia of Virology. third edition. Elsevier,
Amsterdam.

Mdller C, Brother H, von Bargen S. et al. 2006. Zucchini yellow mosaic virus —
incidence and sources of virus infection in field-grown cucumbers and pumpkins in the
Spreewald, Germany. Jornal of Plant Diseases and Prottection 113:252—-258.

Navratil M.2011.Z3aklady virologie: obecna virologie. Univerzita Palakého, Olomouc.
Nelson MR, Knuhtsen HK. 1977. Squash mosaic virus Variability: Review and Serological
Comparisons of six biotypes. Phytopathology 63:920-926.

Palukaitis P, Roossinck MJ, Dietzgen RG, Francki RB. 1992. Advances in Virus Research.
Elsevier, Amsterdam.

Palukaitis P, Haudenshield JS. 1998. Diversity among isolates of squash mosaic
virus. Journal of General Virology 79(10):2331-2341.

Petfikova K, HluSek J. 2012. Zelenina: péstovani, vyzZiva, ochrana a ekonomika. Profi
Press, Praha.

Petfikova K. 2006. Zelenina: péstovani, ekonomikagro manu Profi Press, Praha.
Prokinova E. 2014. Choroby polnich plodin. Profi Press, Praha.

Pulkrabek J, Urban J, Be¢kova L, Valenta J. 2007. Repa cukrovd cukrova péstitelsky
radce. Kurent, Praha.

69



Regenmortel MHV, Mahy BWJ. 2010. Desk Encyclopedia of Plant and Fungal Virology.
Academic Press, San Diego.

Roland G. 1936. Researches sur la juanisse de la beterave et quelques observations sur
la mosaique de cette plant. Sucr. Belge 55:213-217.

Rosypal S, Dogkar J, Petrzik K, RGzickova V. 2002. Uvod do molekuldrni biologie IV.
Molekuldrni biologie rostlinnych vird. Priony, Molekulkdrni evoluce, Vznik Zivota,
Metody molekuldrni biologie, Genové inZenyrstvi. Treti inovované vydani. Grafex,
Brno.

Smith HG, Hallsworth PB. 1990. The effects of yellowing viruses on yield of sugar beet
in field trials, 1985 and 1987. Annals of Applied Biology 116:503-511.

Soudni dvlr Evropské unie. 2023. Rozsudek soudniho dvora, 19. ledna 2023, Ve véci
C-162/21. Lucemburk.

Stevens M, Freeman B, Liu HY, Herrbach E, Lemaire O. 2005. Beet poleroviruses: close
friends or distant relatives? Molecular Plant Pathology 6:1-9.

Svoboda J, Leisova-Svobodova L, Lecoq H. 2011. First Report of Cucurbit aphid-borne
yellows virus in Squash in the Czech Republic. Plant Disease 95(2):220-220.

Svoboda J, Leisova-Svobodova L. 2011. First Report of Squash Mosaic Virus in
Ornamental Pumpkin in the Czech Republic. Plant Disease 95(10):1321-1321.
Svoboda J, Poldk J. 2007. Metodika komplexni ochrany tykvovité zeleniny proti viru
Zluté mozaiky cukety — Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV). Vyzkumny Ustav rostlinné
vyroby, v.v.i., Praha.

Svoboda J. 2011. Pathogenic viruses on cuccurbitaceous vegetables and their spread
in the Czech. Acta Horticulturae 917:309-315

Stamberkovd J. 2012 Ochrana zahradnich rostlin I: symptomatologie, diagnostika,
zpUsoby ochrany rostlin, Skodlivi ¢initelé, herbologie. Vy3si odborna Skola zahradnicka
a Stfedni zahradnicka Skola ve spolupraci s nakl. Rebo, Mélnik.

Van Schreven DA. 1936. De vergelingsziekte bi de biet en haar oorzaak. Meded. Inst.
Suikerbiet. 6:1-36.

Vidic J, et al. 2023. Present Knowledge in Food Safety. Elsevier, Amsterdam.

Watson M. A. 1940. Studies on the transmission of sugar-beet yellows virus by the
aphis, Myzus persicae (Sulz.). Proceedings of the Royal Society of London, Series B.
128:535-552.

Webb RE, Scott HA. 1965. Isolation and identification of watermelon mosaic viruses |
and 2. Phytopathology 55:895-900.

Wetzel V, Brault V, Varrelmann M. 2018. Production of a Beet chlorosis virus full-length
cDNA clone by means of Gibson assembly and analysis of biological properties. J Gen
Virol. Journal of General Virology 99(11): 1522-1527

Wisler G, Pitrat M, Lecoq H. 1998. Cucurbit Viruses: The Classics and the Emerging.
National Research Institute for Agriculture, Domaine Saint Maurice.

70



8.2 Elektronické informacni zdroje

e Adams MJ, Antoniw JF. 2005. DPVweb: An open access internet resource on plant
viruses and virus diseases. Outlooks on Pest Management. Available from
https://www.dpvweb.net (accessed December 2022).

e Agranovsky AA, Koonin EV, Boyko VP, Maiss E, Frotschl R, Lunina NA, Atabekov JG.
2006. Beet yellows virus (isolate Ukrainian BYV-U) complete genome. NCBI. Available
from https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X73476 (accessed December 2022).

e Agromanual. 2022. Pfipravky. Kurent.s.r.o. Ceské Budé&jovice. Available from
https://www.agromanual.cz/cz/pripravky (accessed November 2022)

o Akademie véd Ceské republiky. 2021.Rostlinné viry redlnd nebezpeéi i
biotechnologicky potencial rozvoje. Akademie véd Ceské republiky. Praha. Available
from  https://www.avcr.cz/export/sites/avcr.cz/cs/veda-a-vyzkum/avex/files/2021-
02.pdf (accessed November 2022).

e Beet vyellows virus (beet vyellows).PlantwisePlus Knowledge Bank [online].
2022, Species  Pages [cit.  2023-03-24]. ISSN  2958-4329. Dostupné z:
doi:10.1079/pwkb.species.10262 (accessed December 2022).

e BIO-RAD. 2022. CFX Opus Real-Time PCR Systems. Bio-Rad Laboratories. Available from
https://www.bio-rad.com/en-cz/product/cfx-opus-real-time-pcr-
systems?ID=QBJBMKRT8IG9 (accessed December 2022).

e Desbhiez C, Lecoqg H. 2004. Watermelon mosaic virus strain WMV-Fr, complete genome.
NCBI. Available from https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY437609 (accessed
December 2022).

e FAO. 2022. FAOSTAT: statistics. FAO, Rome. Available from http://faostat.fao.org/
(accessed October 2022).

e Guilley H, Richards KE, Jonard G. 2018. Beet mild yellowing virus, complete genome.
NCBI. Available from https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_003491.1 (accessed
December 2022).

e Hauser S, Stevens M, Beuve M, Lemaire O. 2018. Beet chlorosis virus, complete
genome. NCBI. Available from https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_002766.1
(accessed December 2022).

e INRAE. 2021. Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV). EPHYTIA, Bourlaux. Available
from  https://ephytia.inra.fr/en/C/7701/Melon-Zucchini-yellow-mosaic-virus-ZYMV
(accessed December 2022).

e International Committee on Taxonomy of Viruses. 2021. Current ICTV Taxonomi
Release. ICTV. Available from https://ictv.global/taxonomy (accessed December
2022).

e Lecoq H, Desbiez C, Schoeny A. 2022. Cucurbit aphid-borne yellows virus (Cucurbit
aphid-borne yellows). CABI Compendium. Available from
https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.110067 (accessed
November 2022).

e LiR, Gao S, Berendsen S, Fei Z, Ling KS. 2015. Squash mosaic virus segment, complete
sequence. NCBI. Available from https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP223323.1
(accessed December 2022).

71


https://www.dpvweb.net
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X73476
https://www.agromanual.cz/cz/pripravky
https://www.avcr.cz/export/sites/avcr.cz/cs/veda-a-vyzkum/avex/files/2021-
https://www.bio-rad.com/en-cz/product/cfx-opus-real-time-pcr-
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY437609
http://faostat.fao.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gOv/nuccore/NC_003491.l
https://www.ncbi.nlm.nih.gOv/nuccore/NC_002766.l
https://ephytia.inra
https://ictv.global/taxonomy
https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.110067
https://www.ncbi.nlm.nih.gOv/nuccore/KP223323.l

Lin SS, Hou RF, Yeh SD. 2001. Zucchini yellow mosaic virusisolate TW-
TN3 complete genome. NCBI. Available from
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF127929 (accessed December 2022).

Ministerstvo zemé&dé&lstvi CR. 2022. Eagri.cz, situaéni a vyhledova zprava zelenina.

Ministerstvo zemédélstvi, Praha. Available from
https://eagri.cz/public/web/file/715205/Zelenina_2022_web.pdf (accessed
November 2022).

Ministerstvo zemédélstvi CR. 2023. Eagri.cz. Ministerstvo zemé&délstvi, Praha. Available
from  https://eagri.cz/public/web/file/717057/CzechsugarstatisticsCZ13012023.pdf
(accessed January 2023).

Rabadan MP, Juarez GM, Gomez LP. 2023._Cucurbit aphid-borne yellows virus
complete genome. NCBI. Available from
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OM948857.1 (accessed January 2023).

Suzuki M, Yokotsuka H, Matsumoto T, Kosaka Y, Okuda S, Natsuaki T. 2011. Cucumber
mosaic virus segment, complete sequence, isolate: Fukad4-4. NCBI. Available from
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB188231.1 (accessed December 2022).
Vichova J. 2021. Choroby tepy: Virové choroby fepy. Kurent s.r.o. Ceské Bud&jovice.
Available from https://www.agromanual.cz/cz/clanky/ochrana-rostlin-a-
pestovani/choroby/choroby-repy-1-virove-choroby-repy-i (accessed November 2022).
Zitter TA, Murphy JF. 2009. Cucumber mosaic virus. The American Phytopathological
Society. Available from
https://www.apsnet.org/edcenter/disandpath/viral/pdlessons/Pages/Cucumbermos
aic.aspx (accessed January 2023).

72


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF127929
http://Eagri.cz
https://eagri.cz/public/web/file/715205/Zelenina_2022_web.pdf
http://Eagri.cz
https://eagri.cz/public/web/file/717057/CzechsugarstatisticsCZ13012023.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gOv/nuccore/OM948857.l
https://www.ncbi.nlm.nih.gOv/nuccore/AB188231.l
https://www.agromanual.cz/cz/clanky/ochrana-rostlin-a-
https://www.apsnet.org/edcenter/disandpath/viral/pdlessons/Pages/Cucumbermos




