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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva msicemi jako pfenaSe¢i mnoha vyznamnych rostlin-
nych viri. V praci jsou popsany jednotlivé mechanismy pienosu vira hmyzimi vek-
tory. Msice mohou v disledku pfenosu virti zpusobit obrovské ztraty na vynosu pés-
tovanych plodin a ovocnych dfevin.

Cilem prace bylo molekularnimi postupy identifikovat mSice jako mozné prena-
Sece rostlinnych viri. Analyza vzorkt msic spocivala v izolaci DNA, amplifikaci COI
genu DNA metodou PCR a vizualizaci PCR produktt na agarézovém gelu. Vzorky
amplifikované DNA byly enzymaticky precistény a zaslany na sekvenaci do externi
laboratore. Pomoci programu BLAST byly identifikovany druhy msic podle vloze-
nych sekvenci vzorkl. Podafilo se identifikovat 7 druhti mSic (A. nasturtii, A. ca-
caliasteris, B. brassicae, D. platanoidis, M. euphorbiae, R. padi, U. cirsii) a 2 druhy

parazitoida (A. colemani, D. rapae).

Klicova slova: msice, vektor, pfenos viri msicemi, perzistentni prenos, neperzistentni

prenos, virové choroby rostlin

Abstract

This bachelor thesis deals with aphids as vectors of many important plant viruses. The
work describes the various mechanisms of virus transmission by insect vectors. Aphids
can cause huge losses in the yield of cultivated crops and fruit trees due to the transmis-
sion of viruses.

The aim of the work was to identify aphids as possible vectors of plant viruses by
molecular methods. Analysis of aphid samples consisted of DNA isolation, amplifica-
tion of the DNA COI gene by PCR and visualization of PCR products on an agarose
gel. Amplified DNA samples were enzymatically purified and sent for sequencing to
an external laboratory. Using the BLAST program, aphid species were identified ac-
cording to the inserted sample sequences. Seven species of aphids (A. nasturtii, A.
cacaliasteris, B. brassicae, D. platanoidis, M. euphorbiae, R. padi, U. cirsii) and two

species of parasitoids (A. colemani, D. rapae) were identified.

Keywords: aphid, vector, aphid virus transmission, persistent transmission, non-

persinstent transmission, plant virus disease
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Uvod

Viry jsou jedny z nejvyznamngjsich patogent rostlin. Zivotni cyklus virt je zcela za-
visly na hostitelské burice. Pfenos rostlinnych vird do novych hostitelt je proto dule-
zitou podminkou jejich preziti. Samotné virové Castice nejsou schopny projit pres bu-
nécnou sténu rostlin. Pfenos virt je mozny jediné pies mechanicky poranénou bunéc-
nou sténu, vegetativnim a generativnim mnozenim anebo pomoci jinych organismi
(vektor). Vektorem mohou byt rizné druhy hmyzu, rozto¢u, had’atek, hub a prvokd.
Z hmyzu jsou nejvyznamnéjsimi prenaseci rostlinnych vird msice. To je dano zejména
jejich schopnosti se velmi rychle mnozit a zptisobem, kterym pfijimaji potravu. MSice
prenasi viry béhem sani rostlinnych stav. Za hlavniho pfenaSece lze povazovat msici
broskvonovou (Myzus persicae), ktera prenasi pres 180 druhti riznych virg.

Pfenos vird msicemi je bud’ cirkulativni nebo necirkulativni podle toho, zda virus
koluje v téle prenaseCe nebo se zachyti v ustnim ustroji. Z hlediska mozné replikace
viru ve vektoru se cirkulativni prenos déli na propagativni a nepropagativni. Podle
doby pretrvavani ve vektoru existuji perzistentni, semiperzistentni a neperzistentni
typy pfenosu.

Virové choroby mohou byt pii¢inou obrovskych ztrat na vynosech péstovanych
plodin a ovocnych dievin. V ptipadé viru svinutky bramboru (PLRV) mohou ztraty na
vynosu hliz ¢init az 90 %. Virus Sarky Svestky (PPV) muze dokonce zptsobit 100 %
ztratu v podobé predCasné opadanych ploda. Priznaky napadeni se projevuji ¢asto
s riznym stupném intenzity, ktera zavisi pfedev§im na druhu a kmeni viru a citlivosti
odridy a plodin. Pfiznaky infekce se mohou projevovat od prosvétleni zilek listd,
zloutnuti, Cervenani, chlorotickymi skvrnami, mozaikami, zakrslosti, deformacemi, az
po t€zké nekrozy a odumirani rostlin. Proto mohou byt virova onemocnéni rostlin né-
kdy zaménéna za symptomy abiotického poskozeni.

Bakalatska prace shrnuje soucasné poznatky o pfenosu vyznamnych rostlinnych
vira m$icemi. Prace poskytuje zaroven piehled o dilezitych, mSicemi pfenasenych vi-
rech. Prakticka Cast prace se zabyva identifikaci druhtt msic pomoci molekularnich

metod.




1 MSice

1.1 Vyznam a Skodlivost

MsSice (Aphidinea) jsou Sirokou skupinou hmyzu, ktera u nas zahrnuje asi 850 druht
(Kazda et al., 2007), z toho 50 druhi zplisobuje §kody na plodinach (Fry¢ a Rychly,
2015). Celkovy pocet popsanych druht je kolem 5 000, z nichz asi 100 druhti prenasi
rostlinné viry.

Msice skodi sanim rostlinnych stav a prenosem virt. Virové infekce zptisobuji
fyziologické zmeény v hostiteli, které vedou k vyznamnym ztratdm na vynosu péstova-
nych plodin (Jayasinghe et al., 2021). MSice béhem sani vylucuji sliny, které zptsobuji
poruchy rustu, kadefeni a barevné zmény listd, piipadné tvorbu halek. Poskozené ple-
tivo muze zasychat a byt napadeno houbovymi patogeny (Fry¢ a Rychly, 2020). Sliny
také pravdépodobné brani reakci rostliny opravit poskozené buriky, msice tak muze
pokracovat v sani na zvoleném misté (Hunter a Capinera, 2004). MSice zneCist'uji rost-
liny medovici, ¢imz vytvaii vhodné podminky pro rust ¢erni (Honék et al., 2017).

Bez ohledu na Skodlivost, maji mSice v piirodé sviij vyznam. Mnoho jinych druht
hmyzu je na msice urCitym zpisobem vazano. Mravenci ziji se mSicemi v symbioze a
pfijimaji jimi vylu¢ovanou medovici jako potravu. Mravenci chrani msice pied nepfa-
teli a prenasi je na vhodné rostliny. Pfitomnost mravencu na rostliné tak miize na msice
upozornit. Medovice msic je sbirana vCelami a tvoifi zna¢nou ¢ast produkce medu
(Fry¢ a Rychly, 2015; 2018). Msice jsou zaroven jedinym zdrojem potravy brouku z
celedi slunéckovitych (Coccinellidae). Vyhradné msSicemi se také zivi larvy nékterych
druht pestienek (Syrphidae) (Honék et al., 2017).

MsSice svym potravnim chovanim spoustéji v rostlinach obranné reakce. Rostliny
reaguji na fyzické poskozeni (sani msic) emisi tékavych latek, které lakaji pfirozené
nepratele sktudce (berusky, parazitické vosy, zlatoocky, pestienky). Rostlina fazolu na-
padena kyjatkou hrachovou (Acyrthosiphon pisum) pomoci této obranné reakce l1aka
parazitoida Aphidius ervi. Podobné reakce vyvolavaji v rostlinach viry, kde uvoliio-

vani volatilnich latek slouzi k ptilakani vektort (de Vos a Jander, 2010).

1.2 Morfologie
MsSice jsou drobny, 0,2 az 8 mm velky hmyz. Hlava je nepohybliva, hypognatni. Nit-
kovita tykadla jsou opatfena Cichovymi ploténkami (senzoria, rhinaria). Kfidla jsou

blanita s podélnou zilnatinou a plamkou, zadni par je mensi nez predni (Fry¢, 2015).
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MsSice maji bodavé-saci Ustni Ustroji, které jim umoziuje ziskavat potravu i bez
poskozeni rostlinnych bunék. Toto je dulezité pro pienos vird, které pro replikaci po-
tfebuji zivé buiky hostitele. Viry se tak mohou dostat pfimo do cévnich pletiv a rozsifit
se po celé rostliné (Hunter a Capinera, 2004). Proboscis neboli stilet mSice je slozeny
ze dvou maxilarnich stilet, obklopenych parem mandibularich stiletd. Maxilarni sti-
lety tvori spolecné dva kanalky, potravni a mensi slinny. Tyto kanalky se na konci
stiletu spojuji v jeden spolecny. Silné&jsi mandibularni stilety slouzi k probodnuti epi-
dermis alepSimu pfichyceni hmyzu na rostlin€. Probodnuti rostlinnych bunék je
umoznéno pohybem dvou mandibularnich stiletd nezavisle na sobé. Msice tedy mohou
vést stilet rostlinnou tkani bud’ intercelularné€ nebo piimo pres buriky. V distalni ¢asti
stiletu jsou zabudovany specifické proteinové receptory, slouzici jako vazebna mista
neperzistentné prenasenych virt (Jayasinghe et al., 2021).

Travici soustava m§ic umoziuje filtraci pfijimané rostlinné stavy. Nadbytek cu-
kerné slozky je vyluCovan v podobé medovice (Hon¢k et al., 2017). Télo mSic je
mekké a muze byt rizné zbarvené. Na zadeCku maji trubi¢kovité utvary, zvané sifun-
kuly, jimiz vylu€uji vystrazné latky v ptipadé nebezpeci. Na konci zadecku je chvostek
(Kazda et al., 2007).

U msic se vyskytuje polymorfismus, kdy jeden druh miaze vytvaret nékolik mor-
fologicky odliSnych forem. Mohou tak napiiklad vznikat bezkiidlé i okiidlené sa-
micky. Oktidlené mSice maji pevnéjsi t€lo a mohou pielétat na blizké rostliny nebo se
nechat unaset vétrem na velmi vzdalena mista. Kyjatka osenni (Sitobion avenae) muze
timto zpuisobem migrovat i pies 500 km. Oktidlené formy jsou $kodlivéjsi diky moz-
nosti prenaset viry na vétsi vzdalenosti. Bezktidlé samicky se ale vyznacuji vySsi re-

produkci (Fry€ a Rychly, 2018).

1.3 Zivotni cyklus

Vyvoj mSic je pomérné slozity. Probiha u nich proména nedokonala ptes 4 larvalni
instary. U nas maji mSice 6 az 16 generaci ro¢n¢€. V jinych zemich mize mit mSice
bavlnikova (Aphis gossypii) az 50 generaci. Vyvojovy cyklus msic mize byt holocy-
klicky, kdy vznikaji oboupohlavni i jednopohlavni generace (rodozména) nebo anho-
locyklicky, kde probiha pouze partenogeneze (Fry¢ a Rychly, 2018). Partenogenezi se

mohou msice mnozit rychleji nez pohlavni cestou. Biezi matky nesou potomstvo, ve




kterém uz se vyviji dal$i embrya. Jedna mSice tak v sob& nese vice generaci, ¢imz se
zkracuje generacni interval (Jayasinghe et al., 2021).

kterych se na jare lihnou samicky. Tyto zakladatelky rodi bez oplozeni nymfy, z nichz
se vyvijeji bezktidlé 1 oktidlené zivorodé partenogenetické samicky. Posledni gene-
race je Casto bezkiidla a poskytuje oboupohlavni (amfigonické) potomstvo.

U dicyklickych druht (stfidajici hostitele) mSic Zije potomstvo spolu se zaklada-
telkou na primarni hostitelské rostlin€ (zimni hostitel) (Fry¢, 2020). Zde se vyviji né-
kolik generaci bezktidlych partenogenetickych samicek. Pozdéji, kdyz prestane rost-
lina vyhovovat, za¢nou se vyvijet okiidlené samicky, které migruji na sekundarni hos-
titelské rostliny (letni hostitel). Jejich potomstvo je bezktidlé. Posledni generace je
opét okiidlena a vraci se na primarni hostitele. Potomstvo tvoii okiidleni samecci a
bezktidlé vejcorodé samicky, které po spafeni kladou prezimujici vajicka. Vyskyt a
pocetnost msic znaéné ovliviuji povétrnostni podminky. Pfitomnost zimnich hostitelt

a uspesné piezimovani vaji¢ek rozhoduje o jarnim vyskytu msic (Fry¢ a Rychly, 2018).
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2 Rostlinné viry

Viry patii mezi nejskodlivéjsi patogeny rostlin. U fady plodin zptsobuji vyznamné
ztraty na vynosu, snizeni kvality a trzni hodnoty produkce, snizeni zivotaschopnosti
nebo zhorSeni kvality mnozitelského materialu (Kazda et al., 2007).

Viry jsou nebunécné organismy zivotné zavislé na hostitelské butice (Fryc, 2015).
Pfenos z rostliny na rostlinu je jedinou moznosti preziti rostlinnych vird (Jayasinghe
et al., 2021). Strukturu viru tvoii nukleova kyselina (RNA nebo DNA) obklopena pro-
teinovym obalem. Nukleova kyselina zajistuje infek¢nost viru a bilkovinny obal trans-
port viru mezi butikami infikované rostliny (Kazda et al., 2007). V hostitelské burice
se virus zbavuje obalu a uvolni nukleovou kyselinu, aby mohl vytvofit své kopie. Vi-
rové Castice se nasledné §ifi pomoci plasmodezmat do dalSich bunek a vodivymi ple-
tivy do celé rostliny (Fry¢, 2015).

Viry vyvolavaji v rostlinach zmény v emisi tékavych organickych sloucenin, aku-
mulaci zivin a obranych latek. Tyto zmény maji vliv na migraci mSic, jejich usazovani

a potravni chovani (Carr et al., 2020).

2.1 Moznosti SiFeni rostlinnych viru
Viry se mohou S§ifit generativnim (pylem, semeny) nebo vegetativnim mnozenim
(Fry¢, 2015; Jayasinghe et al., 2021; Kazda et al., 2007). Semeny je pfenaseno 6 %
popsanych rostlinnych virt (Brault et al., 2010). Rostliny vzeslé z infikovanych semen
jsou v porostech plodin hlavnim zdrojem vird, které mohou byt pfeneseny msicemi do
dalSich rostlin. U viru mozaiky okurky (CMV) byl pfenos semeny zaznamenan u rost-
lin fazolu, Spenatu, CoCky, lupiny, cizrny, vikve, rajCete a vojtésky (Jacquemond,
2012). Dalsi moznosti je prenos infikovanou §t'avou pies mechanicky poskozenou bu-
nécnou sténu. K tomuto dochazi nejCastéji pfi manipulaci s rostlinami, poskozenim
zemédélskou technikou nebo tfenim rostlin o sebe ve vétru (Kazda et al., 2007).
Bunécna sténa, slozena z celulozy, hemiceluldzy a pektinu znemoziuje prichod
viram do rostliny (Brault et al., 2010; Jayasinghe et al., 2021). Pfenos vira vektory je
dalsi moznosti §ifeni a zptisobem, jak prekonat (obejit) bunécnou sténu rostlin. Viry
mohou byt pfenaseny mnoha druhy hmyzu, roztoCu a had’atek, pfipadné i nékterymi
druhy hub a prvoka (Kazda et al., 2007). Vétsina rostlinnych viri vyuziva pro pfenos
z rostliny na rostlinu hmyzi vektory (Gadhave et al., 2020). Z hlediska pfenosu virt

jsou nejSkodlivéjsim hmyzem mSice, molice, kiisi a tfasnénky (Hunter a Capinera,
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2004). Nejvyznamnéj$i z nich jsou msSice, zejména polyfagni druhy, jez navstévuji
mnoho hostitelskych rostlin (Kazda et al., 2007). MSice makova (Aphis fabae) a mSice
broskvoniova (Myzus persicae) se mohou vyskytovat na vice nez 1 000 druzich rostlin
(Fry¢ a Rychly, 2014).

Rostlinné viry nelze oproti jinym patogennim organismim chemicky regulovat.
Jednou z moznosti, jak predejit t¢tmto onemocnénim je ochrana rostlin proti virovym
prenasecim (Jayasinghe et al., 2021). Vyskyt virdz zavisi na pocetnosti druhi msic
prenasejicich dany virus, infek¢nosti msic a podminkéach pii migraci (Honék et al.,
2017).

Prenos vird vykazuje rizny stupen specifi¢nosti, kdy naptiklad virus pfenaseny
msicemi neni prenasen had’atky nebo jednotlivé izolaty viru zluté zakrslosti jeCmene
(BYDV) jsou prenaseny ruznymi druhy msic (Andret-Link a Fuchs, 2005). Viry z Ce-
ledi Rhabdoviridae jsou Casto prenaseny pouze jednim druhem mSice (Brault et al.,
2010). Podobné je tomu u vira z Celedi Luteoviridae, kde je kazdy druh specificky
prenasen jednim nebo nékolika druhy mSic (Heck a Brault, 2018). Virus zluté zakrs-
losti cibule (OYDV) a virus zluté prouzkovitosti poru (LYSV) infikuji vyhradné rost-
liny patfici do rodu Allium (Winiarczyk et al., 2014).

2.2 Pienos vira msicemi

Msice mohou prenaset az 1/3 vSech znamych rostlinnych virti (Jayasinghe et al., 2021).
Nejvyssi pocet vira mohou prenaset msice broskvonova (Myzus persicae), mSice ba-
vinikova (Aphis gossypii), kyjatka zahradni (Macrosiphum euphorbiae), m§ice vojtés-
kova (Aphis craccivora) a mSice makova (Aphis fabae). MSice broskvoniova pienasi
ptes 180 druhti riiznych vird (virus nestovic peckovin, zavazné virdzy bramboru, zlou-
tenky cukrovky) (Fry¢ a Rychly, 2014; 2018).

MsSice prenasi viry z Celedi Bromoviridae, Comoviridae, Potyviridae, Caulimo-
viridae, Closteroviridae, Sequiviridae, Luteoviridae a Rhabdoviridae (Ng a Perry,
2004). Potyviry jsou nejvetsi skupinou RNA virt, zptasobujicich skody na péstovanych
plodinach po celém svéteé (Gadhave et al., 2020).

Viry mohou byt pfenaSeny perzistentnim, semiperzistentnim anebo neperzistent-
nim zpusobem. Neperzistentni a semiperzistentni zpusoby pfenosu jsou oznafovany

jako necirkulativni, perzistentni pak jako cirkulativni (Brault et al., 2010).

12



Aby k prenosu rostlinného viru doslo, musi vektor (mSice) splnit ur¢ité podminky.
MsSice musi navstivit infikovanou rostlinu, ziskat a udrzet virus ve svém téle a prenést
ho do zdravé rostliny. Viry pouZzivaji rizné mechanismy k zajisténi podminek svého
Siteni (Jayasinghe et al., 2021).

Infikované rostliny svym vzhledem vétSinou podporuji usazovani msic. Podle
zpusobu svého prenosu viry méni vhodnost rostliny jako potravy pro msice (de Vos a
Jander, 2010). Rostlinné viry ovliviiuji atraktivitu svych hostitelti pro prenasec¢e zmé-
nou té€kavych pachovych sloucenin, vzhledu rostliny nebo obojim. Viry s dlouhou
akvizi¢ni dobou (perzistentni) zvySuji vhodnost rostlinnych §tav pro pfenasece. MSice
se proto prednostné usadi na infikované rostling, kde zaroven dostatecné dlouho na-
byva virus. Viry prenaSené kratkym nabodavani pletiv (neperzistentni) naopak snizuji
vhodnost rostlin pro vektory (Mauck et al., 2019).

Bylo zjisténo, ze virus mozaiky okurky (CMV) vyvolava v rostlin€ biochemické
zmény v podobé¢ snizeni sacharidi a aminokyselin v rostlinnych pletivech a floému a
zmény rostlinnych hormont (Gadhave et al., 2020). Infekce CMV miize vyvolat u
rostlin tykve emisi t€kavych organickych latek, které ptilakaji mSice. Virus ale zaroven
zpusobuje hromadéni metabolitil, které odrazuji msice od dlouhodobého sani na rost-
lin¢€. Viry timto zpiisobem mohou podpofit vlastni prenos do novych rostlin. Msice
jsou ale odrazeny od kolonizace rostliny, coz vede ke snizeni jejich populace (Don-
nelly et al., 2019).

Na hostitelské rostlin€ nejprve msice pomoci tykadel hleda vhodné podnéty (pa-
chové signaly, textura rostliny) pred sanim. MSice se takto presouva po rostliné na
vhodna mista ke kolonizaci, ktera se u jednotlivych druht lisi. Kyjatka zahradni (M.
euphorbiae) preferuje starsi listy, kdezto msice meruzalkova (N. ribisnigri) mladsi
listy salatu. Msice broskvoriova (M. persicae) dava prednost spodni strané lista pred
svrchni. Nasledné msSice provadi testovaci sondy stiletem, kdy kratce nabodavaji
pouze epidermalni buriky. Timto zptsobem jsou pienaseny neperzistentni (PVY) a se-
miperzistentni viry (CaMV). Jelikoz se mSice primarné zivi floémovou §tavou, po tes-
tovacim sondovani vede stilet mezibunécnymi prostory. Po napichnuti floému mSice

uvolniyje sliny, kterymi muze prenést virus (BYDV) (Jayasinghe et al., 2021).
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2.2.1 Cirkulativni pfenos vira

Cirkulativni zptisob pfenosu je spojovan s perzistentnimi viry (Kazda et al., 2007).
Perzistentni viry vyzaduji dlouhou dobu akvizice (nabyti viru) i inkubaéni dobu (od
nabyti viru po schopnost infekce) a mohou pretrvavat ve vektoru po zbytek jeho zivota
(Andret-Link a Fuchs, 2005; Fry¢, 2015). K u¢innému pfenosu perzistentnich virt je
potiebné, aby doba akvizice vektorem trvala nékolik hodin az dni (Ng a Perry, 2004).
Virus se §ifi stfevnim epitelem mSice, dostava se do hemolymfy a odtud do slinnych
zlaz (Brault et al., 2010).

Cirkulativni pfenos muze byt propagativni nebo nepropagativni v zavislosti na
tom, zda se virus replikuje v téle pfenaseCe nebo ne (Brault et al., 2010; Gadhave et
al., 2020; Jayasinghe et al., 2021; Ng a Perry, 2004).

Cirkulativni, nepropagativni viry pfetrvavaji ve vektoru ne€kolik tydni i po svlé-
kani. Tento zptisob pifenosu je typicky pro virus zluté zakrslosti jecmene (BYDV) a
jiné luteoviry. Cirkulativni, propagativni a nepropagativni viry se ve zpusobu ziskani
a translokace uvnitt vektoru od sebe v podstaté neli§i. Rozdil mezi témito viry je
v dobé pretrvani ve vektoru, kde propagativni viry zastavaji po zbytek zivota a mohou
byt pfeneseny na potomstvo (transovarialni pfenos) (Ng a Perry, 2004).

Cirkulativni, nepropagativni jsou viry patfici do rodi Enamovirus, Luteovirus,
Nanovirus, Polerovirus a Umbravirus. Cirkulativni, propagativni pak pouze rody Cy-
torhabdovirus a Nucleorhabdovirus (Andret-Link a Fuchs, 2005). Do rodu Polerovi-
rus (Celed’ Luteoviridae) patii virus svinutky bramboru (PLRV) (Yi a Gray, 2020),
nebo virus mirného Zloutnuti fepy (BMYV) (Hossain et al., 2021). Perzistentnim zpu-
sobem je také prenaSen polerovirus zluté zakrslosti obilnin (CYDV) (Honék et al.,

2017).

2.2.2 Necirkulativni prenos viru

Necirkulativni pfenos virt se podle doby pretrvavani ve vektoru déli na neperzistentni
a semiperzistentni. Necirkulativni viry jsou vektorem ziskany béhem kratké doby a
bez latentniho obdobi preneseny na dalsi rostliny (Andret-Link a Fuchs, 2005). Tyto
viry pretrvavaji ve stiletu nebo v prednim stievé msice. K prenosu dojde, kdyz msice
prelétne na jiného hostitele a kratkymi vpichy regurgituje (vyvrhava) infikovanou
§tavu do rostliny. Schopnost pienosu se u necirkulativnich vira ztraci pii svlékani vek-

tort, kdy se virus zachyti na kutikule (Kazda et al., 2007). Semiperzistentni viry se
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vazi na receptory v prednim stfevé, zatimco neperzistentni viry na receptory ve spo-
lecném kanalku stiletu (Carr et al., 2020). VétSina neperzistentnich virti je pfenasena
mSicemi, semiperzistentni i jinym hmyzem (molice, kiisi) (Ng a Perry, 2004).

Dle zptuisobu molekularni interakce mezi virem a vektorem, existuje tzv. capsid-
strategie a helper-strategie prenosu. V piipadé capsid-strategie se rostlinny virus vaze
svym proteinovym obalem pfimo na receptor ve stiletu. U helper-strategie dochazi
k navazani viru na receptor pies pomocnou slozku produkovanou virovou RNA.
Capsid-strategie se vyskytuje u virt rodu Cucumovirus (virus mozaiky okurky, CMV),
helper-strategii vyuzivaji viry roda Potyvirus a Caulimovirus (virus mozaiky kveétaku,
CaMV) (Jayasinghe et al., 2021).

Neperzistentni viry jsou ziskany vektorem béhem né¢kolika vtefin az minut
(Kazda et al., 2007). Schopnost ptenosu viru se ztraci po nékolika minutach sani na
neinfikované rostliné (Hunter a Capinera, 2004). Neperzistentni viry se vazi na recep-
tory ve stiletu pouze volné, coz umoziuje rychlé nabyti viru z infikované a uvolnéni
do nové rostliny (Carr et al., 2020). Virus mozaiky vodnice (TuMV) mize byt vekto-
rem ziskan i pfenesen za méné nez 1 minutu (Nellist et al., 2022). Virus Y bramboru
(PVY) mé optimalni akvizi¢ni dobu 30 vtefin az 2 minuty a 2 az 16 minut pro inoku-
laci. MSice jsou schopny prenést neperzistentni viry v okoli do 300 m (Fry¢, 2015).

Neperzistentnim zpisobem jsou pienaseny viry z rodu Alfamovirus, Carlavirus,
Cucumovirus, Fabavirus, Macluravirus a Potyvirus (Andret-Link a Fuchs, 2005).
Mezi ekonomicky vyznamné zastupce rodu Potyvirus patii virus mozaiky vodnice
(TuMV), ktery napada mnoho druht polnich plodin a zeleniny. Z rodu Potyvirus ma
TuMYV nejsirsi okruh hostitelti, zahrnujici jednodélozné i dvoudélozné rostliny (Nellist
et al., 2022).

Infekce neperzistentnimi viry muze v rostlin€ vyvolat metabolické zmény, zpuso-
bujici emist latek pritahujicich msice. Infikovana rostlina tak upouta pozornost msice,
po kratkém sani se presouva na jinou rostlinu, protoze infikovany obsah epidermalnich
bunék je pro ni nepozivatelny. Béhem kratkého sani ale ziskava virus. Rostlinu brzy
poté opousti a hleda vhodnéjsiho hostitele. Viry takto zvySuji pravdépodobnost vlast-
niho pfenosu na zdravé rostliny (Carr et al., 2020).

U semiperzistentniho zptsobu prenosu je doba nabyti a pietrvani viru ve vektoru
deli. Usp&snost prenosu se zvysuje s délkou akviziéniho sani. Virus pietrvava ve vek-
toru maximalné dva az tii dny (Kazda et al., 2007). VétSina semiperzistentnich virt

pretrvava v prednim stfevé msSice, nékteré ale mohou byt zadrzeny ve Spicce stiletu
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(Gadhave et al., 2020). Semiperzistentnim zptisobem jsou pienaseny viry z rodu Cauli-
movirus, Closterovirus, Sequivirus, Trichovirus a Waikavirus (Andret-Link a Fuchs,
2005). Jednim z ¢lent rodu Caulimovirus je virus mozaiky kvétaku (CaMV), ktery je
prvnim popsanym rostlinnym DNA virem (Slavikova et al., 2020). Do rodu Clostero-
virus patii virus zloutenky fepy (BYV), ktery je prenasen semiperzistentné vice jak 20

druhy mSic (Hossain et al., 2021).

2.3 Vyznamné viry prenasené msSicemi

2.3.1 Brambory

Virové choroby brambor mohou mit zna¢ny vliv na vynos hliz. Intenzita symptomt
na rostlinach se v zavislosti na druhu viru li§i. Zavazné virové choroby zptisobuji virus
svinutky bramboru (PLRV), virus Y (PVY) a virus A (PVA). Mirngjsi infekce vyvo-
lavaji virus M (PVM), virus X (PVX) a virus S bramboru (PVS). Tyto viry jsou (vyjma
PVX) prenosné infikovanou sadbou a m§icemi. Virus S bramboru je pfenosny sadbou
a mechanickym zptisobem. Na bramborach se také miize vyskytovat MOP-TOP vir6za
bramboru (PMTYV), ktera je pfenosna zoosporami houby Spongospora subterranea a
virus kaderavosti tabaku na bramboru (TRV), pfenosny had’atky rodu Paratrichodorus
a Trichodorus (Dédic, 2014).

Viry jsou zavaznym problémem produkce brambor po celém svété. Infekce zpu-
sobuje snizeni vynosu a kvality hliz. Hlavnimi pfenaseCi bramborovych vird jsou
mSice broskvorniova a kyjatka zahradni. Vétsina virti na bramborach je prenasena msi-
cemi neperzistentnim zpusobem. Virus svinutky bramboru (PLRYV) je pfenasen per-
zistentné (Yi a Gray, 2020).

Infekce PLRV muze zpusobit az 90 % pokles vynosu. Napadeni PLRV se na rost-
linach zpocatku projevuje Zloutnutim, svinovanim a vzpiimenym ristem vrcholovych
listd. V pozdéjsi fazi se tyto piiznaky objevuji i na spodnich listech a rostliny zakrsa-
vaji. Virus PVY muze zpusobovat tézkou mozaiku, povrchové nekrézy, piipadné opad
listh. Intenzita pfiznakd zavisi na kmeni viru a na odridé bramboru. Pokles vynosu
hliz mtze byt az 80 %. PVA muze vyvolat mirnou mozaiku a zvinéni listd nebo je
onemocnéni bezpriznakové. Presto mize infekce timto virem zpusobit az 40 % pokles

vynosu hliz (Fry¢, 2015).
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2.3.2 Obilniny

NejvyznamnéjSimi virem obilnin je v naSich podminkach luteovirus zluté zakrslosti
je¢mene (BYDV). U nas se vyskytuji dva kmeny tohoto viru — PAV a RMV. Cast&jsi
je PAV kmen, ktery pfenasi perzistentné msice sttemchova, kyjatka osenni a kyjatka
travni. BYDYV se vyskytuje u vSech obilnin. Zpisobuje zakrslost, pfipadné poruchy
v metani nebo predCasné odumirani rostlin. U je¢mene a nékterych odrid psenice listy
zloutnou od $picek a okrajii, objevuji se chlorotické skvry nebo rozplyvavé pruhy.
Napadeny oves ma svinuté listy a okraje jsou oranzové az cervenohnéd¢ zabarveny. U
kukufice zptisobuje virus na Zloutnoucich listech mezizilkovou chlorotickou prouzko-
vitost. Skodlivost viru zavisi na citlivosti druhu a odrtidé obilniny, jeji rastové fazi

béhem infekce a prabéhu pocasi (Honék et al., 2017).

233 ﬁepka

Mezi hlavni virové choroby fepky patfi virus zloutenky vodnice (TuYV), virus mo-
zaiky vodnice (TuMV) a virus mozaiky kvétaku (CaMV). Na rostlinach se mohou vy-
skytovat smésné infekce téchto vira. TuY'V prenasi cirkulativnim, perzistentnim zpu-
sobem predevs§im msice broskvoniova (Myzus persicae) a mSice zelnd (Brevicoryne
brassicae). Infekce se projevuje nejcastéji fialovym zbarvenim okraju listt, zloutnutim
nebo mensi listovou plochou. Byva obtizné rozlisit infekci od symptomu nedostatecné
vyzivy nebo jinych stresovych faktora. Proto je i t€zké urcit, do jaké miry ma TuYV
vliv na vynosové ztraty. Znacné Skody nejen u fepky ale i zeleniny zptuisobuje TuMV.
Virus je pfendSen neperzistentné vice nez 89 druhy msic. Symptomy napadeni jsou
mozaiky a nekrozy na listech, deformaci a niz§i pocet kvéti. CaMV ma podobné

symptomy jako TuMV (Slavikova et al., 2020).

234 ﬁepa cukrovka
Virové choroby fepy, se stejné jako v pfipade fepky, mohou vyskytovat ve smésnych
infekcich. Hlavnim symptomem infekce je zloutnuti listovych ¢epeli. U fepy cukrovky
se virove zloutenky zacinaji objevovat v Cervenci az srpnu, dle naletu msic.

Virus zloutenky fepy (BYV) prenasi semiperzistentné msice makova (Aphis fa-
bae) a m$ice broskvonova (M. persicae). Ptiznaky napadeni zavisi na kmeni viru. Na

mladsich listech zptisobuje BYV prosvétleni zilek, starsi listy postupné celé Zloutnou,
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kromé rapikd. V pozd€jsi fazi se mohou objevit nekrotické skvrny mezi listovou zil-
natinou. Onemocnéni zpusobuje ztraty na vynosu bulev a snizeni obsahu cukru.
Virus mirného zloutnuti fepy (BMYV) se projevuje chlorotickymi skvrnami na
starSich listech. Virus prenasi perzistentné msice broskvonova. Infekce virem mozaiky
fepy (BtMV) vyvolava zesvétleni zilek u srdéCkovych listd. Na listech se objevuji
chlorotické skvrny, které se zvétSuji a vytvarti typickou mozaiku. BtMV prenasi neper-

zistentn€ msice broskvoriova, msice makova a kyjatka zahradni (Vichova, 2021).

2.3.5 Zelenina

Vyznamné ztraty zpusobuje virus mozaiky okurky (CMV), ktery napada zeleninu a
mnoho dalSich plodin po celém svété. Virus ma velmi Siroké spektrum hostitelskych
rostlin. Virus je pfenaSen neperzistentné mnoha druhy msic, pfedevsim msSici brosk-
vonovou a m$ici bavlnikovou (Aphis gossypii). Infekce se vétSinou projevuje riznou
intenzitou mozaiky listd. U mnoha plevelnych druht rostlin virus nevyvolava zadné
pfiznaky onemocnéni (Jacquemond, 2012). Zavazné skody muize zapficinit CMV u
lupiny uzkolisté (Lupinus angustifolius), v Australii byly zaznamenany ztraty na vy-
nosu az 60 % v letech epidemie (Thackray et al., 2004).

Druhym vyznamnym virem na zeleniné je virus mozaiky vodnice (TuMYV). Virus
napada hlavné brukvovitou zeleninu (zeli, ruzickova kapusta, kvétak, kedlubna), ale i
jiné plodiny (salat, cuketa, hrach). Udajné jde o jediny vir z rodu Potyvirus, infikujici
rod Brassica (Walsh a Jenner, 2002). Symptomy TuMV se dle kmene viru, druhu hos-
titele a podminek prostiedi projevuji odlisn€. Na hlavkovém zeli, kvétaku a rizickové
kapusté se objevuji nekrotické skvrny. Tufin, fedkvicky, fepka, hoicice, Cinské zeli
nebo kien mohou mit deformované listy pokryté mozaikou (Nellist et al., 2022).

Celosvétove rozsifeny je virus mozaiky salatu (LMV). Typickymi pfiznaky napa-
deni jsou u salatu zakrslost, mozaika, deformace a zloutnuti listd. Symptomy se mohou
projevovat s riznou intenzitou, (dle kmene viru, citlivosti odridy) od mirného pro-
svétleni zilek az po tézké nekrozy a odumirani rostlin. Virus LMV je pfendSen neper-
zistentné mnoha druhy msic. V polnich podminkach jsou hlavnimi vektory tohoto viru
msice broskvoriova a kyjatka zahradni. Pfenos je mozny i semeny, sazenice maji de-

formované listy (German-Retana et al., 2007).
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Plodiny z Celedi mifikovité (Apiaceae), (mrkev, petrzel, koriandr, pastindk) mo-
hou byt napadeny virem CTLV. Infekce zptusobuje projasnéni zilek a z(zeni listd, de-
formace, zakméni nebo chlorozy. Virus pfenasi neperzistentné msice broskvonova a
mSice brslicova (Cavariella aegopodii) (EFSA PLH Panel, 2021).

Na rostliny zrodu Allium mohou mSice pienaSet virus zluté zakrslosti cibule
(OYDV) a virus zluté prouzkovitosti poru (LYSV). Oba viry jsou prenaseny neperzis-
tentn€ msicemi nebo vegetativnim mnozenim, ale nemohou se §ifit semeny. Virus
OYDV nejcasteji napada cibuli a Salotku. LYSV se vyskytuje hlavné na Cesneku.
(Winiarczyk et al., 2014).

Plodiny z ¢eledi bobovité (Fabaceae) mohou byt hostiteli viru mozaiky vojtésky
(AMV). Virus je schopny infikovat pres 600 druhti rostlin. Projevuje se zluto-zelenymi
mozaikami na listech, u fazolu zakrnénim listd a deformaci luskti (Mueller et al.,

2012).

2.3.6 Ovocné stromy

Nejzavaznéjsi virové onemocnéni ovocnych stromu zpusobuje virus Sarky Svestky
(PPV). Virus napada vétSinu druht peckovin. Projevy symptoma infekce zavisi na
podminkach prostredi a citlivosti hostitele. Hlavnimi pfiznaky napadeni jsou chloro-
tické skvrny nebo krouzky na listech a deformace plodi (Clemente-Moreno et al.,
2015). Plody merunék se mohou pied sklizni rozpulit. Vyznamny pokles vynosu je
zapri¢inén predcasnym opadem plodi. U citlivych odrid miize onemocnéni zpiisobit
az 100 % ztraty. Virus PPV pfenasi neperzistentné msice broskvoriova a mnoho dal-

Sich druhti msic (Jones, 2021).
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3 Cile prace

Cilem prace bylo:
1) Vypracovat literarni resersi o pfenosu vyznamnych rostlinnych vird msicemi.
2) Molekularnimi postupy identifikovat druhy msic jako mozné pienasece rost-

linnych virg.
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4 Material a metodika

4.1 Sbér a uchovani vzorku
Vzorky msic byly sbirany od ¢ervence do fijna roku 2021 z riznych hostitelskych rost-
lin na nékolika lokalitach (viz tab. 1). Vzorky byly sbirany do plastovych nadob a

uchovany v mrazaku pii teploté -20 °C.

Tabulka 1: Sbér vzorku

Cislo Hostitelska rostlina Lokalita sbéru
vzorku

1. Plevelna fepka Havlicktv Brod
2. Lilek brambor Havlickav Brod
3. Paprika Sklenik JU FROV
4. Javor mléc Havlickav Brod
5. Lilek vejcoplody Sklenik JU FROV
6. Stremcha obecna Bavorov

7. Lilek brambor Havlickav Brod
8. Lilek brambor Havlickav Brod
9. Pchac rolni Havlickav Brod
10. Paprika Havlicktv Brod

4.2 Izolace DNA mSic pomoci Chelexu

Postup izolace:

1) Do 1,5 ml mikrozkumavek byly pinzetou vlozeny 3 mSice a ptidan 1 ml sterilni
vody. MSice byly rozmélnény plastovym tlouckem a vznikla smés byla centrifu-
govana 3 minuty pii 12 000 rpm (otacek/min).

2) Do novych 1,5 ml mikrozkumavek bylo prevedeno 300 ul supernatantu a pfidano
200 ul 5 % Chelexu, ktery byl promichan.

3) Vzorky byly inkubovany 10 minut pii 56 °C. Po inkubaci byly mikrozkumavky 10
vtefin vortexovany, poté se ponechaly inkubovat 8 minut pti 100 °C.

4) Vzorky byly uchovavany pii teploté 4 °C pred dal§im pouzitim.
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4.3 Izolace DNA mSic pomoci CTAB — PVP

Touto metodou lze ziskat velké mnozstvi kvalitni, ¢ist¢ DNA. CTAB uvoliiuje DNA

z komplexu membran a proteind. PVP zbavuje DNA necistot.

Postup izolace:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Vzorky mSic byly po 3-5 jedincich vlozeny do 1,5 ml mikrocentrifugacnich zku-
mavek. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 500 ul CTAB-PVP predehratého na 65
°C a 5 ul B-merkaptoethanolu. Vzorky byly peclivé homogenizovany plastovym
tlouckem a nasledné inkubovany pii teploté 65 °C po dobu 45 minut. Po inkubaci
byly vzorky centrifugovany 10 minut pii 12 000 rpm.

Supernatant byl prepipetovan do novych mikrocentrifugacnich zkumavek. Dale
bylo pfidano 500 pl chloroformu s IAA, smés se 10 minut promichavala a poté
centrifugovala 5 minut pifi 12 000 rpm.

Vodna faze byla prevedena do novych mikrozkumavek, ptidano 80 ul 5 % CTAB
a znovu 500 pl chloroformu s IAA. Vzorky byly promichavany 10 minut a pak
vlozeny do centrifugy na 5 minut pii 14 000 rpm.

Do novych mikrozkumavek byla opét odpipetovana vodna faze a pfidano 250 ul
isopropanolu z mazaku a smés se lehce promichala. V této fazi izolace byly vzorky
vlozeny na noc do mrazaku (-20 °C).

Druhy den byly vzorky vlozeny do vychlazené (4 °C) centrifugy na 5 minut pii
14 000 rpm. Béhem tohoto kroku se DNA zachytila na dné mikrozkumavky. Su-
pernatant byl po centrifugaci odstranén. Poté bylo pfidano 300 pul 1x TE pufru a
vzorky byly inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 45 minut. Po ptidani 600 ul
ledového 96 % ethanolu se vzorky lehce promichaly a ponechaly pfes noc v mra-
zaku (-20 °C). Vzorky byly poté 10 minut centrifugovany pii 4 °C rychlosti 14 000
rpm. Supernatant byl slit. Na dné zkumavek vytvorila DNA viditelny pelet.

K vyizolované DNA byl pfidan 1 ml ledového 70 % ethanolu. Vzorky byly opatrné
promichany a umistény do vychlazené (4 °C) centrifugy na 2 minuty pii 14 000
rpm. Supernatant byl ihned odstranén. Tento krok byl dvakrat opakovan pro lepsi
precisténi DNA. Vzorky se ponechaly asi 45 minut schnout.

Nakonec bylo pfidano 100 pl 1x TE pufru. Vzorky vyizolované DNA se uchova-

valy pii 4 °C pred dal$im pouzitim.
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4.4 Amplifikace DNA pomoci PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) slouzi k amplifikaci urcité ¢asti DNA. Pii PCR

dojde nejprve k denaturaci DNA na jednotetézcova vlakna. Ta pak slouzi jako templat

k syntéze kopii tohoto useku. Syntézu kopii katalyzuje enzym DNA-polymeraza. Na

templatovou DNA nasedaji dva typy primerd (reverse a forward), které vymezuji

konce amplifikovaného useku. Pro amplifikaci DNA hmyzu a jinych bezobratlych zi-

vocichi jsou pouzivany univerzalni DNA primery LCO 1490 a HCO 2198 (Folmer et

al., 1994), které specificky amplifikuji 710 bp tsek mitochondrialniho genu COI (cy-

tochrom c oxidéza — podjednotka I).

Tabulka 2: Pouzité primery (Folmer et al., 1994)

Nazev

Sekvence

LCO 1490 (forward) primer

5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'

HCO 2198 (reverse) primer

S'-"TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3

Priprava PCR reakce:

Do oznacenych PCR mikrozkumavek bylo napipetovano 18 ul reakcni smési (tabulka

3) a2 ul DNA. Do kontrolniho vzorku byla misto DNA ptidana voda (negativni kon-

trola).
Tabulka 3: Slozeni PCR reakce

Chemikalie Objem [pl]
Master mix 10

LCO 1490 (forward) primer 1

HCO 2198 (reverse) primer 1

H-0 6

DNA 2

Celkovy objem 20

Vzorky byly vlozeny do termocykleru a spustén program s PCR profilem, ktery je

uveden v tabulce 4.
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Tabulka 4: PCR profil

Krok | Teplota [°C] Cas [m:s] | Opakovani
1. 94 03:00

2. 94 00:30

3. 45 00:30 5x

4. 72 01:00

5. 94 00:30

6. 51 01:00 35x

7. 72 01:00

8. 72 10:00

0. 4 ©

4.5 Elektroforéza PCR produkti

Tato metoda slouzi k separaci fragmentd nukleovych kyselin na zakladé jejich veli-

kosti. Elektroforéza probihala v 1,5 % agar6ézovém gelu.

Postup:

1)

2)

3)

4)

5)

V Erlenmeyeroveé barice bylo navazeno 0,75 g agardzy, ke které bylo prilito 50 ml
Ix TBE pufru. Smés byla promichéna a rozpousténa v mikrovinné troubé&, dokud
nebyly vidét zadné kousky agardzy (1-2 minuty).

Erlenmeyerova barika s gelem byla nésledné kratce zchlazena pod tekouci vodou.
Do gelu bylo pfipipetovano 1,5 pl ethidium bromidu. Gel byl promichan a vylit do
predem piipravené elektroforetické (ELFO) vanicky s vlozenym hiebinkem, ktery
v gelu vytvori jamky.

Po ztuhnuti gelu (20-25 minut) byl opatrn€ vyjmut hiebinek a ELFO vanicka byla
umisténa do ELFO vany, jamkami k zapornému poélu. Do ELFO vany byl pfi-
dan 1x TBE pufr, tak aby jeho hladina byla 1-2 mm nad gelem.

Do prvni jamky v gelu bylo napipetovano 5 ul velikostniho markeru (100 bp DNA
ladder). Do dalSich jamek bylo naneseno po 15 pl PCR produktu a do posledni
negativni vzorek.

Elektroforéza probihala pfi napéti 80 V po dobu 45 minut. Vizualizace vzorkl byla

provedena pomoci UV transiluminatoru.
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4.6 Sekvenovani

Sekvenovani je metoda, pomoci niz se zjist'uje poradi nukleotidl v urcitém useku nuk-
leové kyseliny. Vzorky byly sekvenovany Sangerovou metodou v laboratofi spolec-
nostt SEQme s.r.o. Do laboratote byly zaslany enzymaticky precisténé PCR produkty
smichané s primerem LCO 1490.

Priprava vzorki:

Do PCR mikrozkumavek bylo napipetovano po 10 pl amplifikované DNA a 1 pl en-
zymu ExoSAP. Vzorky byly vlozeny do termocykleru a zpu$tén program s profilem:
37 °C 20 min, 80 °C 15 min, 4 °C. Po precisténi bylo ke vzorkiim pfidano 5 pl primeru
LCO 1490.

Sekvence jednotlivych vzorka byly programem BLAST srovnavany s databazi
(NCBI) sekvenci. Takto lze identifikovat druhy, ze kterych byla DNA izolovéna (viz
tabulka 5). Vysledkem sekvenovani jsou grafy sekvenci, jako pfiklad je nize uveden
graf sekvence useku COI genu mSice sttemchové (Rhopalosiphum padi) (obrazek 1).
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) je nastroj na vyhledavani a porovna-
vani sekvenci, ktery je k dispozici na webovych strankach Narodniho centra pro bio-

technologické informace (NCBI).

CATCWITTTTIATTT GGIATT G A GGIATAAT T GGI TOT CCCTTAGAATCT TAATT CGAT TA GAACTAAGTCAAAT TAAT TCAAT TATT AATAAT AATCAATTATAT AAT GTAAT TGTTACAATTCACGCTTTTATTA
10 20 30 4 ) 60 70 80 90 10( ( 120 13( 140

40 50 )

FAATTTTTTTTATAACTATACCAATTGTTATTGGTGGTTTTGGGAATTGACTAATTCCTATAATAATAGGATQCCCTGAT ATAT CATTTCCACGAT TAAATAAT AT TAGATTTTGACTATTACCCCC TTCATTAATAATAAT A
150 16€ 170 180 190 200 210 220 2 240 250 260 27 280

ATTTGTAGTTTTATAAT TAAT AACGGAACAGG AACAGGAT GAACAAT TTATCCTCCTTTATCTAATAAT AT T GCTCATAATAATAT TTCAGTTGAT TTAACAAT TT TTTCTCTACATT TAGCAGG AATCTCATCAATTTT
290 ) 310 320 0 340 5 3 70 38( 390 400 410 )

60

Obrazek 1: Graf sekvence COI genu — mSice stremchova (R. padi).
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S Vysledky

5.1 Izolace DNA
Izolace DNA mSic byla nejprve provadéna metodou Chelex. Vzhledem k opakovanym
neuspéchium v amplifikaci DNA, byla jako vhodnéjsi zvolena metoda CTAB-PVP.

Izolace DNA se podatila ze vSech (10) vzorkt msic.

5.2 Amplifikace DNA

Pro amplifikaci DNA msSic byly pouzity univerzalni primery LCO 1490 a LCO 2198,
které amplifikuji 710 bp usek COI genu mitochondrialni DNA. VSechny vzorky DNA
m3ic amplifikovaly, coz dokazuje obrazek 2. Vizualizaci amplifikovaného useku COI

genu na agar6zovém gelu ovSem nelze rozlisit, o jaky druh hmyzu se jedna.

Obrazek 2: Vizualizace PCR amplikonu COI genu na agarézovém gelu

Lo 100 bp DNA ladder
T-10 o 710 bp fragmenty COI genu (PCR amplikonti)
I e, kontrola (negativni)
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5.3 Identifikace druhi mSic

Identifikované druhy jsou uvedeny v tabulce 5. Vzorky mSic €. 1 a 3 se zprvu nepo-
dafilo identifikovat, vyhodnoceni sekvenci ukazalo ptitomnost parazitickych vosicek.
Izolovana tak byla DNA parazitoida, nikoliv mSice.

Ve vzorku €. 1 byl identifikovan druh Diaeretiella rapae a ve vzorku €. 3 Aphidius
colemani. Pti dalsi izolaci DNA se podaftilo vybrat ze vzorku €. 1 neparazitované je-
dince a po sekvenaci urcit druh mSic. Ve vzorku €. 3 se identifikace mSic opakované
nepodafila. Divodem je ziejmé piitomnost parazitoida (Aphidius colemani) u v§ech
jedinca. Ve skleniku JU FROV je lumcik Aphidius colemani vyuzivan jako prostredek
biologické ochrany proti msicim. Ze stejného mista pochazi vzorek €. 5 a druh Macro-
siphum euphorbiae. Je tedy mozné, ze se u vzorku €. 3 jedna o stejny druh msic. U
posledniho vzorku (10.) se identifikace nepodatila bud’ z divodu chyby jiz pfi izolaci

DNA nebo béhem sekvenovani.

Tabulka 5: Identifikované druhy

Cislo Hostitelska Druh mSice Parazitoid
vzorku rostlina

1. Plevelna repka Brevicoryne brassicae Diaeretiella rapae
2. Lilek brambor Aphis nasturtii

3. Paprika * Aphidius colemani
4. Javor mléc¢ Drepanosiphum platanoidis

5. Lilek vejcoplody Macrosiphum euphorbiae

6. Stremcha obecna Rhopalosiphum padi

7. Lilek brambor Brevicoryne brassicae

8. Lilek brambor Aphis cacaliasteris

9. Pchac rolni Uroleucon cirsii

10. Paprika *

* druh mSice nebyl zji§tén
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6 Diskuse

Msice se podle morfologickych znaka obtizné ptifazuji ke konkrétnim druhtim. Iden-
tifikaci znacné ztézuje polymorfismus msic. U nekterych rodu (Aphis, Dysaphis) je
morfologické urceni druhu mSice téméf nemozné. PCR amplifikace mitochondridlniho
genu COI (cytochrom c oxidazy — podjednotky I) je vhodnou molekularni metodou
pro identifikaci hmyzich druhii (Coeur d’acier et al., 2014). Pro PCR reakci byly zvo-
leny univerzalni DNA primery LCO 1490 a HCO 2198, které amplifikuji 710 bp tsek
mitochondrialniho COI genu u bezobratlych Zivo¢icha (Folmer et al., 1994).

MsSice mohou byt parazitovany blanokfidlym hmyzem. Larvy parazitoidi se zivi
hemolymfou a tkanémi hostitele, ktery je usmrcen a jeho télo mumifikuje. Pouzitim
univerzalnich primera pro amplifikaci sekvence DNA mSice muze byt amplifikovana
sekvence mitochondrialniho genu DNA parazitoida (Lee a Lee, 2012). Na agar6zovém
gelu (obrazek 2) vSak nelze podle amplifikovaného COI genu rozlisit mSice od para-
zitoidu. Pro identifikaci druhu hmyzu je nutna sekvenace PCR produktd. Lee a Lee
(2012) ve své praci uvadéji, ze u 5 z 9 vzorku kyjatky osenni (Sitobion avenae) byly
sekvence podobné s druhy Aphidius, Praon a Ephedrus.

Na fepce byla identifikovana msSice zelna (Brevicoryne brassicae) a parazitoid
Diaeretiella rapae. MSice zelna $kodi na brukvovitych plodinach (fepka, hoicice) a
zelening (brokolice, kvétak, zeli). Tento druh mSice prenasi vice jak 17 rostlinnych
virt (TuMV, CaMV) (Fry¢ a Rychly, 2018).

Diaeretiella rapae je paraziticka vosicka, ktera klade vajicka do téla nymfy (pre-
devsim 2. az 4. instar) nebo dospélce mSice. V dusledku parazitace je t€lo msice mu-
mifikovano a tvori svétle hnédou skotapku (Gill et al., 2013). Diaeretiella rapae je
typickym parazitoidem msic, vyskytujicich se na brukvovitych rostlinach (msice
broskvoriova, m. zelna, m. tryzelova) (de Vos a Jander, 2010).

MsSice teSetlakova (Aphis nasturtii) (vzorek €. 2) je vyznamnym pienaSeCem viru
bramboru (PVY, PVM, PVS). Primarnim hostitelem je feSetlak, v kvétnu msice prelé-
tava na brambory, fepu a jiné rostliny (Fry¢, 2015). A. nasturtii je vektorem nejméné
15 rostlinnych virt. Fericean a Corneanu (2017) uvad¢ji, ze muZze prenaset také virus
Zloutenky fepy (BYV) a virus mozaiky okurky (CMV). Tento druh se miize objevovat
ve spole¢nych koloniich s msici makovou (Aphis fabae) (Fry¢ a Rychly, 2018).
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Aphidius colemani byl identifikovan ze vzorku mSic sbiranych na paprice ve skle-
niku JU. A. colemani je parazitoid, ktery se bézn¢€ vyuziva k biologické ochrané zele-
niny a okrasnych rostlin ve sklenicich, pfedevs§im proti msici broskvonové (Myzus
persicae) a mSici bavlnikové (Aphis gossypii). Samicka A. colemani klade vzdy jedno
vajicko do nymfy msice. Parazitoid prodélava cely vyvoj v téle hostitele. MSice je
v dasledku parazitace usmrcena. Télo mSice je v pozdéjsi fazi vyvoje parazitoida mu-
mifikovano (Landa, 2002).

MsSice sbirané z listi javoru byly po sekvenaci pfifazeny k druhu stromovnice ja-
vorova (Drepanosiphum platanoidis). Vyskyt tohoto druhu mSice byl prokéazan na ji-
rovcich a javorech. V Ceské republice se na javoru mleci (Acer platanoidis) vyskytuje
celkem 11 druhti msic (Fryc, 2016).

Kyjatka zahradni (Macrosiphum euphorbiae) (vzorek €. 5) je Siroce polyfagni
druh mSice. Prezimuji vajicka na rizich, sekundarnim hostitelem jsou rtizné druhy
rostlin (lilek, fepa, chmel, prySec, kopretiny). M. euphorbiae je vektorem 70 rostlin-
nych vira (LMV, BtMV) (Fry¢ a Rychly, 2014). Kyjatka zahradni spolu s mSici brosk-
vonovou jsou dilezitymi Skiidci brambor po celém svété (Yi a Gray, 2020).

Msice sttemchova (Rhopalosiphum padi) byla nalezena na primarnim hostiteli
(sttemcha). Sekundarnimi hostiteli jsou obilniny a rizné druhy trav, muze se ale vy-
skytovat na nékterych druzich zeleniny (brambor, cibule rajce) (Fry¢ a Rychly, 2018).
Tento druh mSice napada nadzemni i podzemni ¢ast hostitelskych rostlin. Msice stfem-
chova je vektorem poleroviru zluté zakrslosti obilnin (CYDV) (Honék et al., 2017).

MsSice Aphis cacaliasteris byla nalezena na bramboru, coz neni pro tento druh
typické. Hostitelem A. cacaliasteris je zejména staréek (rod Senecio) a ptibuzné rody
z Celedi hvézdnicovité (Asteraceae) (Blackman a Eastop, 2006).

Na pchaci rolnim (Cirsium arvense) byl identifikovan Uroleucon cirsii. Tento
druh mSice se bézné€ vyskytuje na rostlinach rodu Cirsium. Primarnimi hostiteli U.

cirsii jsou brslen, kalina a pustoryl, sekundarnim pcha¢ (Kluth et al., 2002).
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Zavér

Identifikace druht hmyzich prenasect podle morfologickych znak je Casove naro¢na
a u mnoha druhd v podstaté¢ nemozna. Pro presn¢jsi urCeni jednotlivych druhti byly
zvoleny molekularni postupy, které jsou podrobné popsany v kapitole 4.

Izolace DNA metodou CTAB-PVP se podafila u vSech vzorka msic. Identifikace
druhtl byla provedena PCR amplifikaci useku mitochondrialniho COI genu pomoci
univerzalnich primerd LCO 1490 a HCO 2198. Elektroforetickou separaci na agaro-
zovém gelu byla potvrzena amplifikace useku COI genu u vSech vzorkt (obrazek 2).
Druhova identifikace vyzaduje sekvenovani, protoze vizualizace COI genu elektrofo-
rézou neumoziuje na gelu rozliSeni msic od parazitoidi.

Z nasbiranych vzorka msic se podafilo identifikovat celkem 7 druht msic (A. na-
sturtii, A. cacaliasteris, B. brassicae, D. platanoidis, M. euphorbiae, R. padi, U. cirsii)
a 2 druhy parazitoida (A. colemani, D. rapae).

Vysledky prace potvrzuji, ze pouzitim univerzalnich primerd LCO 1490 a HCO
2198 pro identifikaci hmyzich druhti 1ze identifikovat parazitoidy v napadenych msi-
cich. Tato metodika by mohla slouzit jako postup pro zjisténi ucinnosti parazitoida

dfive, nez jsou msice mumifikovany.
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