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Vyskyt virli v porostech tykvovité zeleniny a cukrové repy a

jejich epidemiologie

Souhrn

Rostlinné viry jsou vyznamnymi patogeny rady duleZitych plodin. V této bakalarské
praci byla vénovana pozornost zejména virdm cukrové repy, které zpUsobuji onemocnéni
virovymi Zloutenkami. Jmenovité se jedna o Zloutenky fepy (BYV), virus mirného Zloutnuti fepy
(BMYV) a virus chlordzy fepy (BChV). Byla popsdna symptomatologie a epidemiologie téchto
virt a vliv na tvorbu vynosu a kvalitu cukrové repy. Dalsi skupinou rostlinnych virQ, které byly
predmétem této prdce, jsou viry napadajici tykvovitou zeleninu. Byla popsana
symptomatologie a epidemiologie viru mozaiky cukety (ZYMV), viru mozaiky okurky (CMV),
viru mozaiky melounu (WMV) a dalSich méné znamych virovych patogenu tykvovitych plodin.
Dale byly popsany potencidlni zdroje rostlinnych virovych infekci ve formé volné rostoucich
plevelnych rostlin.

V ramci experimentalni ¢asti této bakalarské prace byly pomoci diagnostické metody
ELISA testovany vzorky tykvovité zeleniny z nékolika lokalit ve Stftedoceském a Usteckém kraji
na pritomnost vybranych virovych patogenu. Cilem bylo zjistit jejich aktualni vyskyt a porovnat
vysledky s daty z prvni dekddy tohoto tisicileti. Z celkového poctu 158 testovanych vzorku
vykazovalo 61,39 % pozitivitu na pfitomnost ZYMV, 43,67 % vykazovalo pozitivitu na
pritomnost CMV a 72,15 % vykazovalo pozitivitu na pfitomnost WMV. V ramci testovani byly
také detekovany viry méné obvyklé, z nich? nékteré nebyly doposud v Ceské republice
popsané.

Pomoci metody ELISA byly testovany vzorky plevelnych rostlin odebrané v okoli
pozemkU, kde se v pfedchozim péstebnim obdobi vyskytovaly porosty tykvovité zeleniny se
silnym vyskytem virdz.

Klicova slova: Rostlinné viry, cukrovd fepa, tykvovita zelenina, plevelné rostliny, ELISA
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay).



Occurence of viruses in cucurbitaceous vegetable and sugar
beet stands and their epidemiology

Summary

Plant viruses are significant pathogens affecting numerous agriculturally important
crops. This bachelor's thesis focused on sugar beet viruses, particularly those responsible for
causing virus yellows disease, namely beet yellows virus (BYV), beet mild yellowing virus
(BMYV), and beet chlorosis virus (BChV). The thesis described the symptomatology,
epidemiology, and the impact of these viruses on yield and quality of sugar beet.

Another aspect of this work involved viruses affecting cucurbit vegetables. The
symptomatology and epidemiology of zucchini mosaic virus (ZYMV), cucumber mosaic virus
(CMV), watermelon mosaic virus (WMV), and other lesser-known cucurbit virus pathogens
were described. Additionally, potential sources of plant viral infections from wild and weed
plants were discussed.

In the experimental part of this thesis, samples of cucurbit vegetables from various
locations in the Central Bohemian and Usti nad Labem Regions were tested using the ELISA
diagnostic method to detect selected viral pathogens. The aim was to determine their current
prevalence and compare the results with data from the first decade of the millennium. Out of
the 158 samples tested, 61.39 % tested positive for ZYMV, 43.67 % for CMV, and 72.15 % for
WMV. Additionally, less common and yet in the Czech Republic undescribed viruses were
detected during the testing process.

The ELISA method was also used to test samples of weed plants collected from areas
surrounding fields where cucurbit vegetables with a high incidence of viruses were grown
during previous growing season.

Keywords: Plant viruses, sugar beet, cucurbit vegetables, weed plants, ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay).
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1 Uvod

Cukrova fepa je tradi¢ni a vyznamnou plodinou v ¢eské zemédélské produkci, kterd
poskytuje vysoké vynosy a umozfiuje Ceské republice dlouhodobou sobéstaénost ve vyrobé
cukru, coz hraje dulezZitou roli v exportu této komodity v rdmci Evropské unie. Ve svétovém
meéfitku je cukrova fepa taktéZ povazovana za jednu z nejvyznamnéjSich plodin
(Svachula & Pulkrabek, 2020). Jednd se o plodinu ndro¢nou s nizkou konkurenéni schopnosti,
kterd vyZaduje specifickd péstebni opatieni (Kren et al., 2015; Hammerova et al., 2016).

Tykvovita zelenina se celosvétoveé tési oblibé a je dllezitou soucasti lidské stravy i pres
nizsi nutri¢ni hodnotu plodd (McCreight, 2016). Navzdory poklesu péstebni plochy zeleniny
v Ceské republice roste v poslednich letech poptavka po méné tradi¢nich zeleninovych druzich
produkovanych tuzemskymi péstiteli, mezi kterymi dominuji rizné druhy tykvi, jako je tykev
cuketa, tykev muskatova ¢i tykev maslova (MZe, 2022).

Skddcd vyskytujicich se v porostech cukrové Fepy a tykvovité zeleniny je mnoho,
podobné jako patogen( zpuUsobujicich zavainé choroby. Specifickou skupinou vyznamnych
rostlinnych patogent jsou viry. Jednd se o nebunécné vnitrobunécné parazitické organismy
s unikatni Zivotni strategii, jejichZz vlastnosti vyznamné limituji moZnost jejich regulace
(AVCR, 2021).

Cukrova repa i tykvovitd zelenina jsou napadany celou rfadou vir(, které maji potencial
vyznamné ovlivnit vynos a kvalitu téchto plodin. Mezi vyznamné virové patogeny cukrové fepy
patfi virus Zloutenky fepy (BYV), virus mirného Zloutnuti fepy (BMYV) a virus chlorézy fepy
(BChV), které jsou puUvodci onemocnéni souhrnné nazvaného virové Zloutenky fepy.
Nejznaméjsi virové patogeny tykvovité zeleniny jsou virus mozaiky cukety (ZYMV), virus
mozaiky okurky (CMV) a virus mozaiky melounu (WMV), av$ak tykvovita zelenina je napadana
i jinymi, méné znamymi viry.

Rostlinné viry maji rlizné rozsahld hostitelskd spektra, jejichz soucasti jsou volné
rostouci, Casto plevelné rostliny, které mohou slouZzit jako potencidlni zdroje virové infekce.



2 Cile prace

Zjistit, které viry jsou v CR nejcast&j$§imi pdvodci onemocnéni virovymi Zloutenkami
cukrové repy.

Zjistit, které viry se u nas vyskytuji na tykvovité zeleniné a porovnat soucasny stav se
stavem v prvni dekadé tohoto tisicileti.

Zjistit potencialni zdroje virl napadajicich tykvovitou zeleninu a cukrovou fepu u nas.



3 Literarnireserse
3.1 Cukrova repa

Cukrova repa (Beta vulgaris convar. altissima var. saccharifera) je z botanického
pohledu klasifikovana do celedi laskavcovité (Amaranthaceae), dfive byla fazena do celedi
merlikovité (Chenopodiaceae). Jako zemédélska plodina je zarazena mezi okopaniny
a spolecné scukrovou tftinou predstavuje hlavni zdroj pro vyrobu cukru na svété.
Produkovany cukr a vedlejsi produkty vyrobniho procesu jsou cennymi surovinami pro
potravinarsky a fermentacni prlmysl, ddle pro vyrobu pohonnych latek ¢i bioplynu
(Svachula & Pulkrabek, 2020).

3.1.1 Vyznamv CR a ve svété

P&stovani cukrové Fepy ma na tzemi Ceské republiky dlouhodobou tradici. Za po¢atek
rozkvétu jejiho péstovani lze povazovat 30. léta 19. stoleti, konkrétné rok 1831, kdy byl
zprovoznén cukrovar Dobrovice v Cechéach, ktery je v provozu dodnes (Pancikovd, 2019).

Zejména v prvni poloving 20. stoleti byla cukrova fepa na Uzemi Ceské republiky
dominujici plodinou. V nynéjsi dobé je nazyvana spise plodinou specialni, které se vénuje
omezeny pocet péstitelll. Na druhou stranu vsak doslo ke znaénému zvySeni primérného
hektarového vynosu, a to nejen diky soucasnym vykonnym geneticky jednoklickovym
odrtidam, které jsou viceméné tolerantni i rezistentni k nékterym patogendm a skidcim, ale
i diky zdokonaleni péstitelskych technologii. Naddle zUstdvd nejproduktivnéjsi plodinou
mirného zemépisného pasu, a i ve svété patfi mezi nejvyznamnéjsi zemédélské plodiny
(Svachula & Pulkrabek, 2020).

Celkova péstebni plocha cukrové tepy v Ceské republice se souc¢asné pohybuje okolo
60 tisic hektard s prdmérnym ro¢nim vynosem 70 t/ha. Vyroba cukru v sedmi ceskych
cukrovarech rocné dosahuje primérné hodnoty 550 tisic tun, pfi¢emZz rocéni tuzemska
spotieba cukru dosahuje hodnoty 350 tisic tun. Ceskd republika je vyznamnym exportérem
cukru v Evropské unii zasobujicim okolni deficientni staty a je dlouhodobé sobéstaéna. Ceska
republika zdroven ve vétsiné skliziovych a vyrobnich parametrd odpovida urovni
nejvyspélejsich statl EU.

Celosvétova produkce cukru v hospodarském roce 2022/23 byla odhadovana na
163,1 miliond tun bilého cukru, pficemz nejvétsim vyrobcem byla Brazilie. Svétova spotieba
cukru v tomto obdobi vzrostla na rekordni uroven 161,9 milioni tun repného cukru, a to
zejména diky nardstu spotieby v Cing, Indonésii a Rusku (MZe, 2022).

3.1.2 Pozadavky na stanovisté

Cukrova repa je jednou z nejndrocnéjsich plodin, jejiz pozadavky na péstebni opatfeni
jsou prisné definovany. Jednim z hlavnich faktor( tvorby vynosu je zcela jisté vhodné
stanovisté. Pada by méla mit optimalni strukturu a poérovitost s nizkou objemovou hmotnosti
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a nizkym penetra¢nim odporem (Hammerova et al., 2016). DuleZity je pfiznivy vodni i vzdusny
rezim a v neposledni Fadé neutralni aZ slabé alkalickd pddni reakce. Cernozemé&, hnédozemé
Ci fluvizemé predstavuji pro cukrovou fepu idedIni padni typ a kladny efekt na porost ma také
obsah kvalitniho humusu, zejména v prvnich fazich rlistu. S ohledem na pldni druh jsou
vyhovujici pady stfedné tézké a strukturni. Tyto podminky nejlépe spliuji feparské vyrobni
oblasti idealné se vyskytujici v klimatickych regionech T3 (teply, mirné vlhky) nebo T2 (teply
mirné suchy), kde cukrova rfepa dosahuje nejvyssich vynost (Pulkrabek et al., 2007). Nutné je
také respektovat faktory erozniho ohrozeni oblasti pti vybéru vhodného pozemku a pfipadné
pfi péstovani uplatnit protierozni opatfeni (UKZUZ, 2014-2024).

3.1.3 Vyiziva

Zakladni predpoklad tvorby pfiznivych podminek pro rist a vyvoj cukrové fepy je
vysoka pldni Urodnost. Prijem a celkovy odbér Zivin rostlinou je do znaéné miry zavisly na
pudnich a klimatickych podminkach, jelikoZz cukrova fepa vétsinu Zivin pfijimd pravé z padni
zasoby, nikoli z pfimého hnojeni. Aby byly zajistény ofekavané vynosy a ndlezita kvalita, je
tfeba regulovat kyselost a obsah Zivin v pdidé (Richter & Skarpa, 2013). U péstovani cukrové
fepy je doporuceno se pfi rozhodovani o hnojeni nebo o Upravé pldni reakce fidit pravidelnym
agrochemickym zkousSenim pud (Chochola, 2010).

Padni reakce by méla byt upravovana k predplodiné. Obvykle je vyuzivan dolomiticky
vapenec nebo dolomit, ¢imzZ je soucasné doplfiovan i obsah hoiciku v padé. Obsah fosforu
a drasliku je tfeba udrZovat na uUrovni optima, tedy v dobré pudni zasobé, coZz se projevi
pfiznivym vlivem na rlst a vyvoj rostlin a technologickou kvalitu sklizenych bulev
(Richter & Skarpa, 2013).

Aplikace draselnych a fosfore¢nych hnojiv je zpravidla provadéna v podzimnim obdobi,
kdy dochdzi k jejich zaordvce spole¢né s hnojivy organickymi. Pfi dosaZeni vyrovnaného
obsahu téchto Zivin findlné o vynosu i kvalité rozhoduje zejména hnojeni dusikem. Jednotlivé
davky jsou upravovany podle obsahu minerdlniho dusiku ve svrchni vrstvé pldy. Hnojeni
dusikem je provddéno pred setim, i pfi vysevu v jarnim obdobi a v pfipadé deficience je
mozné dusikem prihnojovat béhem vegetace. P¥ilis vysoky odbér dusiku cukrovou repou ma
zpravidla negativni efekt na cukernatost bulev, kterd je jednim z hlavnich vynosotvornych
prvkd (Chochola, 2012).

Z mikroprvkl je pro cukrovou fepu velmi vyznamny bér. V rostliné se uplatiuje
u floémového transportu sacharézy a dalSich procesech metabolismu cukri. Dostatek boru
napomahd vyuziti vapniku rostlinou a priznivé ovliviuje pfijem fosforu a dalSich Zivin.
Nedostatek ma zdsadni vliv na snizeni cukernatosti i vynosu bulev. Bor je nejcastéji aplikovan
ve formé posttikU, a to nejpozdéji do poloviny ¢ervence (Bittner, 2012).

Cukrova fepa patfi mezi plodiny, které reaguji pozitivné na organické hnojeni
(Hlisnikovsky, 2014). Obecné se pusobenim organickych hnojiv v padé zlepsuji
fyzikdlné-chemické vlastnosti, proces humifikace, reten¢ni schopnost a teplotni rezim pady
a také celkové vyuziti pouzitych mineralnich hnojiv porostem. Déle se pozitivni efekt projevuje
v podobé vyrovnané vzchazivosti mladych rostlin. Mezi nejkvalitnéjsi organicka hnojiva patfi
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chlévsky hnlj, jehoZ pozitivni pUsobeni je mozino pozorovat v plidé i pétlet po aplikaci
(Richter & Skarpa, 2013).

3.1.4 Osevni postup

Pro zarazeni cukrové fepy do osevniho postupu je tfeba dodrZovat urcitd pravidla
a omezeni. Vhodnymi predplodinami jsou ozimé obilniny, a naopak zcela nevyhovujici jsou
zejména jetel, vojtéska a kukufice. Spatnymi piedplodinami jsou také fepka nebo hof¢ice,
jelikoz patfi mezi hostitelské rostliny hadatka fepného, ¢i samotna cukrova repa, zejména kvuli
jednostrannému Cerpani zivin (Pulkrabek et al., 2007). Pti péstovani cukrové fepy se v osevnim
postupu doporucuje dodrzovat minimadlné Ctyrlety odstup. Nevhodny sled plodin se projevi
napfiklad zhorSenou vzchazivosti a jakosti nebo nahromadénim fytopatologickych problémd,
jako je naptiklad zvétSeni populaci skidch nebo vyssi infekéni tlak rostlinnych patogent
(UKzUzZ, 2014-2024).

Pfitvorbé osevniho postupu je dale tfeba brat na védomi citlivost porostu cukrové repy
vUci nékterym herbicidiim aplikovanym u pfedchozi plodiny, jako jsou zejména pfipravky na
bazi sulfonylmocoviny. Podobné plati moznost poskozeni nasledné plodiny pfipravky
pouZitymi v porostu cukrové fepy (Pulkrabek et al., 2007).

3.1.5 Pfiprava pldy a agrotechnika

Hlavnim cilem podzimni pfipravy pldy nejen pro cukrovou fepu je upravit a zlepsit
padni strukturu, vodni a vzdusny rezim pudy a dalsi fyzikalni, chemické i biologické vlastnosti
pro nadchdazejici vegetacni obdobi. Kvalitni zpracovani pudy je jednim z hlavnich faktort
potiebnych pro tvorbu vynosu. Souéasné alternativy podzimni pfipravy pro cukrovou fepu
vychazeji z orebného i bezorebného systému zpracovani pldy.

Mezi klasické metody podzimni pfipravy pro cukrovou repu, které jsou vsak v dnesni
dobé na ustupu, patfi hluboké zpracovani plidy zalozené na orbé. Zpracovani pady do hloubky
mezi 20-30 cm je zdsadni pro spravny rozvoj a rust korene (Votava & Kumbar, 2014). Orba
obecné zajistuje kvalitni zapraveni poskliziiovych zbytkd, zpfistupriuje Ziviny v organickych
vazbach a také efektivné potlacuje fadu obtiznych pleveld. Na druhé strané je orba vysoce
energeticky naro¢nd operace, svoji funkci plni pouze pfi vyhovujici ptidni vihkosti a napomaha
tvorbé zhutnélého podornici (Hezky, 2021).

Alternativou je jiz zminéné bezorebné zpracovani pudy, vyuZivajici tadu
minimaliza¢nich technologii, kde je orba nahrazena hloubkovym kypfenim bez obraceni
ornice. Je to zaroven zpUsob rychlejsi a méné ekonomicky narocny, ale ma i sva uskali, jako je
napfiklad nekvalitni zapraveni posklizfiovych zbytk(. Na tzemi Ceské republiky se bezorebné
technologie uplatiuji zejména na tézkych pldach, kde je energetickd narocnost orby
extrémni.
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Jak jiz bylo uvedeno, cukrovd fepa potiebuje hluboce zpracovanou pldu pro svij
spravny vyvoj a prilis mélké kypreni negativné ovliviiuje vynosy, zplisobuje vétveni a deformaci
kofenl a snizuje vzchdzivost porostu. Z téchto dlivodl jsou stale hledany nové moznosti
v pfipravé pldy, které by zdroven vyhovovaly plodiné i legislativnim normam
(Chochola, 2010).

Kvalitné provedend podzimni pfiprava snizuje pocet zasahl do pldy v jarnim obdobi,
které se provadéji vramci predsetové pripravy. Proto je dileZitou soucasti podzimniho
zpracovani urovnani ptidniho povrchu, které umozni mélké provedeni predsetové pfipravy. To
je dulezité pro dosazeni vysoké polni vzchazivosti osiva cukrovky a Setteni pldni vihkosti, ktera
infiltrovala do pldy v zimnim obdobi (Hezky, 2021).

Hlavnimi ukoly jarni pfipravy je dokonalé urovnani povrchu pozemku, rychlé prohrati
pudy a vytvoreni kvalitniho setového lGzka v hloubce vysevu, tedy 3—4 cm, coZ vede k zaloZeni
vyrovnaného porostu a omezeni vzniku ztrat mezerovitosti (Winkler, 2022). Dale by méla jarni
pfiprava zajistit optimalni vzlinavost vody k osivu a vytvofit dostatecnou izola¢ni svrchni vrstvu
nakyprené zeminy a tim zabranit neefektivnimu vyparu vody. Béhem jarniho zpracovani pady
dochdzii k niceni ¢asné klicicich a prezimujicich plevel(, které by konkurovaly vzchazejici fepé.
Pti rozhodovani o provedeni jarni pripravy pldy je dilezité pracovat obezietné a co nejvice
zamezit poskozeni puUdni struktury a ztratdm pudni vihkosti. Tyto kroky vytvareji idedlni
podminky pro spravny vyvoj a zapojeni porostu (Chochola, 2010).

3.1.6 ZalozZeni porostu

Cukrova repa patfi mezi plodiny vyznacujici se dlouhou vegetacni dobu. Doba nutnd
k dosaZzeni plné technologické zralosti je uvadéna v rozmezi 170-210 dnd, tudiZ je termin
vysevu pro tvorbu vynosu velmi daleZitym faktorem. PGdni a atmosférické podminky, které
jsou vhodné pro vysev, se objevuji pfiblizné po 15. bfeznu, je vSak moiné, Ze s ménicim se
klimatem bude dochdzet k posouvani agrotechnické Ihlty vysevu k ranéjsim termintm.

Kliceni a vzchazeni cukrové fepy je silné zavislé na pldni vlihkosti a rozhodujici vliv ma
i teplota pudy. Ta ovlivni zejména rychlost vzchazeni, pficemz pfi vyssich teplotach okolo 15 °C
trva kliceni v prdméru pouze ¢tyti dny, kdezto pfi nizsich teplotach okolo 6 °C se proces kliceni
muUzZe prodlouzit az na 17 dnd. Teplotou pady i vzduchu je samoziejmé ovlivnén
i nasledny rlst mladych rostlin. Velmi nizké teploty a destivé pocasi mohou zapficinit stagnaci
vyvoje porostu, a proto ¢asnost vysevu nemusi vzdy zajistit dobré vysledky péstovani.

Pro spravny pribéh procesu syntézy cukru, ktery je zavisly na efektivni fotosyntéze, je
klicové dostatecné olisténi rostliny a jeji dobra kondice. Spravné zaloZeni porostu a zajisténi
idealnich rudstovych podminek je proto pro tvorbu vynosu cukrové ftepy klicové
(Pavl( & Chochola, 2018).
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3.1.7 Osetieni porostu béhem vegetace

Cukrova fepa je citliva vaci tvorbé pldniho skraloupu, proto je doporuceno po zaseti
povrch pldy uvalet a po vzejiti porostu provést priblizné dvakrat pleckovani v meziradi.
Optimalné by tim mélo byt dosazeno zkypreni vrchni vrstvy pidy do hloubky 10-15 cm.

Nizka konkurenéni schopnost cukrové repy zejména v prvni poloviné vegetace
zapficinuje vyssi citlivost vici zapleveleni. Proto do bézné praxe osetfeni béhem vegetace patfi
intenzivni regulace dvou i jednodéloznych plevell (Kien et al., 2015).

Vytrvalé plevele by mély byt omezovany predevsim v predplodiné. Regulace
uspésného potlaceni plevelll je zapotrebi provést nékolik herbicidnich zdsahll. BéZna je série
tfi postemergentnich aplikaci délené davky daného pfipravku a v pfipadé vyhovujicich
vldahovych podminek je moZné regulovat vzchazeni plevelll i preemergentné, a to aplikaci
pudnich herbicidl po vysevu. Jednotlivé herbicidni davky jsou pro kazdy termin voleny podle
plevelného spektra a rlstové faze plevell i plodiny. Je nutné pfi regulaci dodrzovat postupy
doporucené vyrobci, jelikoZz cukrova fepa je vucéi herbicidnimu oSetfeni velmi citlivd
(Jursik & Holec, 2016).

3.1.8 Vybrané choroby a sktidci cukrové Fepy

Pro vzchazejici fepu je nepfiznivé vyznamnou chorobou spala fepnd, kterd je obvykle
zpUsobovana nékolika houbovymi patogeny z rodu Pythium, Aphanomyces a Phoma. Vaha
jednotlivych patogent se méni se zménou pldnich podminek v jarnim obdobi. Choroba se
projevuje vznikem Sedych a cernych skvrn na déloZnich listech, zeslabovdnim a ¢erndnim
koren(, coz obvykle vede k odumfreni celé mladé rostliny. Prezivsi jedinci zpravidla vyrazné
zpomaluji rist a vytvareji nadmérné mnoizstvi postrannich korenu.

Dalsi z chorob mladého porostu je padani fepnych rostlin, zplsobovano houbovym
patogenem Fusarium oxysporum. Pfiznaky napadeni se objevuji pfiblizné ve vyvojové fazi
6—12 pravych listd, kdy rostliny po normdlnim vzchdzeni zacinaji vadnout a takzvané padat.
Padani rostlin je zpisobenou zaskrcenim hypokotylu, ktery nasledné neunese vahu listové
razice, k jejimuz uUplnému odlomeni muiZe posléze dojit i pouhym plsobenim vétru
(Chochola, 2010).

Nebezpecnymi chorobami cukrové fepy jsou bezesporu listové skvrnitosti, které se
zpravidla objevuji v pozd@&jsi fazi vegetaéniho obdobi. Na Gzemi CR dominuje cerkosporiéza
nebo také cerkosporova listova skvrnitost repy, jejimz plvodcem je houbovy patogen
Cercospora beticola. Prvnimi priznaky napadeni jsou kruhové skvrny s Sedym stfedem
a hnédymi okraji o priméru pfiblizné 3—5 mm, které se v porostu zpocatku objevuji pouze
ohniskoveé. Skvrny se postupné slévaji, az dojde k tvorbé vétsich nekrotickych ploch, které se
mohou pfi vlhkém pocasi pokryt povlakem konidii Sedavého zbarveni. Starsi napadené listy
rychle odumiraji a patogen se rozsifuje na listy mladsSi. Nejmladsi listy obvykle napadeny
nejsou (UKZUZ, 2014-2024).

14



Skiidch cukrové Fepy existuje velké mnoZstvi. Mezi nejzndméjsi hmyzi $kGdce patfi
brouk z celedi maloclencoviti (Cryptophagidae), ktery na rostlindach zplsobuje znacné Skody
okusem ve fazi 2—4 pravych listd. Dospélec maloclence ¢arkovitého (Atomaria linearis) nejprve
okusuje klicek, ddle mlady koren, hypokotyl a stonek. Pozdéji vykusuje i délozni a srdéckové
listy (Sefrova, 2013).

Dal$imi z vyznamnych $klGdcU fepy jsou brouci z Celedi kovarikoviti (Elateridae),
jmenovité  napfiklad  kovafik  hnédonohy (Melanotus  brunnipes), kovatik  travni
(Limonius pilosus), kovartik obilni (Agriotes lineatus) Ci kovafik maly (Agriotes brevis). lejich
larvy, lidové prezdivané dratovci, zpUsobuji znacné Skody nejen v porostech cukrové repy.
Skodlivost se zpravidla projevuje v ranych fazich rstu rostlin, kdy larvy napadaji semena
a klicici rostliny a dale v letnim obdobi, kdy larvy pronikaji do hlubsich vrstev pldy a poSkozuji
okusem koreny.

Znamymi Skadci rady plodin jsou brouci z ¢eledi mandelinkoviti (Chrysomelidae),
znichz v porostech cukrové fepy vyznamné Skodi zejména drepcéik TFepny
(Chaetocnema tibialis), drepcik rdesnovy (Chaetocnema concinna) a drepcik cerny
(Phylotretta atra). Dospélci posSkozuji rostliny typickym zirem, kterym vytvareji v listech rfepy
otvory o prliméru asi 1 mm zvétsujici se s postupnym rlstem rostliny. DUsledkem takového
poskozeni je zasychani a trhdni listovych pletiv (Toth et al., 2017).

Vyznamnou skupinou savych skldcl jsou druhy z ¢eledi mSicoviti (Aphididae) pattici
do radu polokridli (Hemiptera). V porostech cukrové fepy dominuji predevsim msice
broskvonova (Myzus persicae) a msice makova (Aphis fabae). Msice nejcastéji saji na listech,
u kterych se poskozeni projevuje deformacemi, barevnymi zménami ¢i predcasnym
zasychanim. Nejvétsim rizikem je pfi napadeni msicemi prenos rostlinnych vird. Dospélci
i nymfy jsou velmi efektivnimi vektory rady virovych patogend, jako je virus Zloutenky repy,
virus mirného Zloutnuti fepy, virus mozaiky fepy a dalSich (Bouma, 2021). Viry a jimi
zpUsobované choroby cukrové fepy budou popsany podrobnéji nize.

3.1.9 Regulace chorob a skddci v porostech cukrové fepy

Jak jiz bylo uvedeno, cukrova fepa je citliva vici aplikaci pesticidnich latek ve formé
postfiku. Ma vSak zaroven velmi nizkou autoregulacni schopnost a kazdd ztrata rostliny
v disledku poskozeni Skidcem ¢i patogenem znamend snizeni celkového vynosu. Z toho
dlvodu je v intenzivni technologii péstovani této plodiny zakladnim ochrannym opatienim
fungicidni a insekticidni moreni osiva. Fungicidni moreni chrani vzchazejici fepy zejména pred
pavodci repné spaly. Moreni insekticidni s fumigacni a systémovou slozkou chrani mladé
rostliny v plidé pfi vzchdzeni a dale i nékolik tydnd po vzejiti.

Jako efektivni sou¢ast modernich mofidel byly doposud pouzivany ucinné latky na bazi
neonikotinoidd. Jsou to systémové insekticidy selektivni vici ¢lenovcim s velice silnym
ucinkem na nervovou soustavu hmyzu vyznacujici se nizkou toxicitou vici obratlovclim. Do
zemédélské praxe byly zavedeny vroce 1991 a velmi rychle se staly nejpouzivanéjSimi
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insekticidy na celém svété, jelikoz umoznily substituci pripravkd, které predstavuji vétsi riziko
pro Clovéka i Zivotni prostredi.

V roce 2018 bylo pouzivani neonikotinoidnich pfipravkl v Evropské unii zakdzano, a to
kvali vlivu na necilové organismy. Do roku 2023 byla v Ceské republice a nékterych dalsich
statech EU udélovdna vyjimka pro pouziti v péstovani cukrové repy, avsak ani to jiz od roku
2024 nebude mozné. Jelikoz jsou neonikotinoidni latky na trhu s pfipravky pro ochranu rostlin
svymi vlastnostmi a vysokou efektivitou jedineéné, neexistuje momentalné zadnda adekvatni
alternativa, pouze pripravky méné ucinné. V porostech cukrové fepy lze v dusledku téchto
opatfeni v kombinaci se stale ¢astéjSimi mirnymi zimnimi teplotami oCekavat zvySeny tlak
SkGidchi a patogend, které jsou jimi prenaseny. Jako konkrétni pripad lze uvést msice
prendsejici plivodce virovych Zloutenek fepy, které od zavedeni moreni osiva neonikotinoidy
nepredstavovaly likvida¢ni hrozbu, jako napiiklad v letech 1988 a 1989, kdy na tUzemi Ceské
republiky zpUsobily epidemii (Chochola et al., 2024; Dewar & Qi, 2021).

3.2 Tykvovita zelenina

Celed tykvovité (Cucurbitaceae) &ita asi 118 rostlinnych rod( a pfriblizné 800
rostlinnych druh(. Jedna se prevainé o druhy tropické s pivodem na Uzemi Afriky, Jizni
Ameriky a Asie. Zemédélsky vyznamné rostliny z této Celedi jsou oznadovany jako plodova
zelenina. Hlavni a nejvice péstované plodiny ztéto skupiny predstavuji okurka
(Cucumis sativus), meloun cukrovy (Cucumis melo), meloun vodni (Citrullus lanatus) a tykve
(Cucurbita spp.) (Weng & Sun, 2012).

3.2.1 Nutri¢ni vyznam

| pfesto, Ze tykvovité plodiny nemaji pfilis vysokou nutri¢ni hodnotu, zastavaji velmi
dllezitou roli v lidské vyZivé po celém svété, jelikoz obsahuji fadu vitamin(, mineralnich latek
a také vyznamny obsah vody pohybujici se v rozmezi 85-95 %. Ze semen nékterych tykvovitych
je mozné ziskavat kvalitni rostlinné oleje, v jejichz sloZeni figuruji Clovéku prospésné
nenasycené mastné kyseliny, jako jsou kyselina linolova ¢i kyselina olejova. Dale nékteré druhy
obsahuji v semenech farmaceuticky vyznamné latky, jako je napfiklad esencidlni
aminokyselina L-tryptofan, napomahajici spravné funkci nervové soustavy ¢lovéka. Vseobecné
je tykvovita zelenina oblibena zejména pro chutné plody a jejich variabilni potravinarské
vyuziti (McCreight, 2016).

3.2.2 Péstovani tykvovité zeleniny ve svété a v CR

Dle organizace OSN pro vyZivu a zemédélstvi (FAO) v roce 2019 celosvétova produkce
tykvovitych zahrnovala 100,4 Mt meloun( vodnich, 87,8 Mt okurek, 27,5 Mt ostatnich
melounll a 22,9 Mt tykvi. Tykvovité plodiny jsou péstovany ve vice nez 100 statech svéta
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s Cinou na prvnim misté, ktera produkuje vice nei tfetinu celosvétové produkce t&chto druhd
zeleniny. Konkrétné se jedna o 36,7 % svétové produkce tykvi, 49,1 % melounu cukrového,
60,5 % melounu vodniho a 80,1 % okurky (Grumet et al., 2021).

Vroce 2022 doslo v Ceské republice ke snizeni celkové vyméry péstebni plochy
zeleniny 0 5,5 % na 15 124 ha. K Sesti nejvice péstovanym druhim zeleniny v tomto roce se
zaradily i okurky nakladacky jako zastupci ¢eledi Cucurbitaceae a tvorily 7 % veSkeré produkce.
U této plodiny byl na rozdil od jinych zaznamendn nardast péstebni plochy
0 3 %, dosahujici hodnoty 1 005 ha a doslo i k navySeni hektarového vynosu, a to az o9 % na
24,48 t/ha (MZe, 2022).

V poslednich letech také do$lo v Ceské republice k navy$eni celkové spotfeby zeleniny
v Cerstvé hmoté na obyvatele. Tento ndrlst zaroven provazi vzrlstajici zajem o méné tradi¢ni
plodiny, jako jsou mezi jinymi i r(izné druhy tykvi (tykev cuketa, tykev hokkaido, tykev
muskatova, tykev maslovd apod.). Ceska republika je silné zavisla na dovozu zeleniny, aviak
stdle narUsta poptavka po této komodité s ceskym plvodem (MZe, 2022).

3.2.3 Pozadavky na stanovisté

Rostliny z ¢eledi Cucurbitaceae jsou zpravidla teplomilné, a tak tomu je i u kulturnich
druhl. Okurky a tykve vyzaduji pro kliceni teploty mezi 15-20 °C, teplota pudy pro rlst je
idedIni v rozmezi 18-24 °C a teplota vzduchu mezi 20-30 °C, pficemz teplotni optimum pro
okurky se nachazi spiSe u horni hranice rozmezi a tykve naopak snesou teploty u hranice
spodni. Pro zajisténi dobré kondice rostlin jsou vhodna bezvétrna stanovisté. Meloun vodni
ma z tykvovitych plodin poZzadavky na vyssi teplotu nejvyraznéjsi. Pro kliceni melounu jsou
idedIni teploty v rozmezi 20-25°C a nejlépe prosperuje na slunnych stanovistich
(Pettikova et al., 2012).

Pady pro péstovani tykvovité zeleniny jsou idealni humédzni, zdhfevné a vzdusné
s dobrou vodni jimavosti. PUdni reakce by se méla pohybovat mezi hodnotami pH 6-7,5.
Vhodny pldni druh predstavuji pady hlinité ¢i piscitohlinité s vyssim obsahem organickych
latek a optimalnim pddnim typem jsou hnédozemé a ¢ernozemé. Naopak nevhodné jsou pldy
lehké, pis¢ité a zamokFené (UKZUZ, 2014-2024).

3.2.4 \Vyiiva

Tykvovitd zelenina je péstovana v prvni trati, jelikoZ pozitivné reaguje na organické
hnojeni. Vhodna je aplikace chlévského hnoje v tfi az ctyfletém cyklu, idedlné s podzimni
zaoravkou, nebo ji Ize nahradit aplikaci kompostu, a to na podzim i na jafe. Fosfore¢nd hnojiva
mohou byt aplikovdna spoleéné s hnojivy statkovymi na podzim, nebo na jare pred vysadbou
spolecné s hnojivy draselnymi. Dulezita je aplikace hnojiv hofecnatych, ne vSak spolecné
s fosforecnymi, kvuli riziku tvorby nerozpustnych slouéenin. Dusikatd hnojiva je doporuceno
aplikovat predevsim pred vysadbou a nasledné ve formé pfihnojeni béhem vegetace.
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Pfihnojovani mikroprvky se osvédcuje ve formé pudni ¢i folidrni aplikace boru, manganu,
molybdenu a rovnéz zinku, na ktery jsou tykvovité plodiny narocné. Pro vyrovnany vyzivny
rezim je doporuceno pravidelné provadét agrochemicky rozbor pld na obsah Zivin
(Pettikova et al., 2012).

V rdmci osevniho postupu je doporucéeno péstovat tento druh zeleniny s viceletym
odstupem, u okurek v délce minimalné ctyf let. Vhodnymi predplodinami jsou jeteloviny,
obilniny a zelenina mimo &eled Cucurbitaceae (UKZUZ, 2014-2024).

3.2.5 Péstebni postupy

Zalozeni porostu muze probihat jak z pfimého vysevu, tak i z predpéstované sadby,
pricemz termin by mél byt rozhodovdan s ohledem na teplotni pozadavky rostlin. Obvykle se
termin zaloZeni porostu uvadi pfiblizné od konce dubna do poloviny kvétna, pfi predpéstovani
sazenic jiz od konce brezna. BEhem vegetace je zasadni rovhomérna a dostatecnd zavlaha,
avsak pfiliSné zavlazovani zejména melound v obdobi zrani mizZe sniZovat kvalitu a jakost
plodd. Pfi venkovnim péstovani tykvovitd zelenina reaguje velmi dobfe na mul¢ovani povrchu
pudy ¢ernou netkanou textilii ¢i nastylani (Pettikova et al., 2012).

Celosvétové existuje cela sSkdla rdznych zpUsob( péstovani tykvovité zeleniny, které se
mohou v mnoha krocich lisit od vySe popsanych postup(, které jsou uplatiiovany zejména
v podminkach mirného podnebného pdsu. Péstebni technologie mohou byt extenzivni
s minimdlnimi vstupy, jako tomu je napfiklad v poustnich oblastech Indie, kde jsou plodiny
zavlazovany pouze monzunovymi desti. Pravym opakem jsou velmi intenzivni technologie
s vysoce kontrolovanymi péstebnimi podminkami a vstupy jako naptiklad ve Spanélsku €i
Holandsku, kde prevaZzuje péstovani pod plastovym ¢i sklenénym krytim (McCreight, 2016).

3.2.6
3.2.7 Vybrané choroby a skadci tykvovité zeleniny

Zavainou houbovou chorobou je plisen okurky napadajici vétSinu tykvovitych, kterd je
zpUsobovana patogenem Pseudoperenospora cubensis. Spory tohoto patogenu se na uzemi
Ceské republiky dostavaji vzduinymi proudy z oblasti jihovychodni Evropy a Blizkého vychodu,
kde je tykvovita zelenina péstovana celoro¢né. Projevuje se rychle se zvétSujicimi Zlutymi
a nekrotizujicimi skvrnami na listech a maze vést k uhynu celych rostlin.

Skody dale zpUsobuje padli tykvovitych, jehoZ plvodcem jsou houbové patogeny
Golovinomyces cichoracearum a Sphaerotheca fuliginea. Vyskyt padli podporuje stfidava
vzdusnd vlhkost a teploty nad 20 °C. Projevuje se typickym moucénatym povlakem, ktery se
nejprve objevuje na starsich listovych cepelich a zplUsobuje Zloutnuti az nekrdzu lista, které
velmi rychle odumiraji a opadaji. Pfi pokrocilé infekci se mlze rozsifit i na stonky a plody.

Z bakteridlnich chorob je nejzndméjsi bakterialni skvrnitost okurky, jejimz piivodcem je
Pseudomonas syringae pv. lachrymans. | presto, ze primarné napadd okurky, muze pUsobit
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Skody na vétsiné tykvovitych plodin. Symptomy se nejprve objevuji na listech v podobé malych
vodnatych lézi, které se s postupem infekce zvétsuji a zasychaji. Takto zaschlé ohranicené ¢asti
pletiva mohou nasledné vypaddvat a listy se mohou jevit jako roztrhané. Posléze celé listy
usychaji. Na plodech se objevuji cirkularni skvrny svétlé barvy, které ndsledné propadaji
a vétsinou jsou druhotné napadeny dalSimi patogeny a podléhaji hnilobdm (Sharma et al.,
2016; Petiikova, 2012).

Vyznamnym hmyzim Sklidcem tykvovité zeleniny je kvétilka vSezrava (Delia plantura),
jejiz larvy okusuji vegetacni vrcholy a déloini listy mladych rostlin. DalSimi vyznamnou
skupinou $kldct je savy hmyz rodu msice (Aphis), plUsobici Skody sanim zejména na listech
a prenosem vir(, které jsou detailné popsané nize. Skodit mlZe rovnéi savy rozto¢ rodu
sviluska (Tetranychus), mnozici se zpravidla v suchych podminkach pfi vyssich teplotach
(Pettikovd, 2012).

3.3 Rostlinné viry

Viry lze obecné definovat jako nebunécné intraceluldrni parazitické organismy, které
jsou morfologicky, funkéné i ekologicky velice riznorodé. Virovy Zivotni cyklus je zcela zavisly
na hostitelské burice, jejiz proteosyntézu vyuZivaji ke své replikaci a po jejimz uhynu nejsou
schopny se ddle replikovat. Klasifikuji se tedy jako obligatni vnitrobunééni parazité. Viry Ize
zakladné rozdélit na prokaryotické, Zivocisné, rostlinné a viry hub. Rostlinné viry vyuzivaji jako
hostitele bunku rostlinnou a jsou povazovany za vyznamné patogeny zpUsobujici znaéné
ekonomické ztraty v produkci fady plodin (Rosypal, 1998).

3.3.1 Zakladni stavba virové castice

Velikost téchto rostlinnych patogenli se podle tvaru c¢dstic pohybuje v rozmezi
12-2000 nm. Geneticka informace je uloZzend v DNA nebo RNA, kterd je obalena proteinem
tvoricim takzvanou kapsidu. Z tohoto hlediska Ize viry rozdélit na RNA a DNA viry. Vétsina
rostlinnych vir(i obsahuje genetickou informaci ve formé jednovlaknové RNA (ssRNA) s obalem
tvofenym pouze jednim kapsidovym proteinem, existuji vSak i viry slozitéjsi. Rostlinné viry lze
z hlediska morfologie virové ¢astice rozliSovat na izometrické, filamentarni, ty¢inkovité a dalsi
(Vaculik, 2015; Rosypal, 1998).

3.3.2 Vstup do rostliny, pfenos a Sifeni viru

Virus musi do rostlinné bunky nejprve vstoupit pfes bunécnou sténu
a cytoplazmatickou membranu, a jelikoz sdm neni k prekonani téchto bariér uzpUsoben,
k priniku do cytoplazmy mu nejcastéji slouzi pfenasec neboli vektor. Efektivni virové vektory
jsou obvykle zaroven rostlinnymi Skadci. Mezi né se rfadi cetné druhy hmyzu, jako jsou msice,
kfisi, molice a brouci, ddle pldni hadatka, roztoci, fytopatogenni houby nebo parazitické
rostliny. Vstup nékterych rostlinnych vird do rostlinné buriky mize dale umoznit mechanické
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poskozeni, zplisobené napriklad pracovnim nacinim ¢i povétrnostnimi podminkami a nasledny
kontakt mezi rostlinami. Kromé Zzivoc¢iSnych a rostlinnych vektord mohou k pfenosu
a dalsSimu Sifeni virové infekce slouZit pylova zrna, semena, rostlinné ¢asti v podobé oddenkd,
hliz a roub( ¢&i ptda (Vaculik, 2015; AVCR, 2021).

Pfenos viru lze rozliSit dle charakteru interakce mezi virem a jeho vektorem na
neperzistentni neboli necirkulativni a perzistentni neboli cirkulativni. Pfi neperzistentnim
prenosu dochazi k navazani viru nejc¢astéji v Ustnim Ustroji vektoru a k nabyti viru neboli
akvizici staci kratka doba sani v radech nékolika vterin az minut. Infekénim se vektor stava
ihned po akvizici bez potfebné inkubacéni periody. Virus se v téle vektoru nesifi ani
nereprodukuje a samotny vektor obvykle ztraci po kratké dobé infekénost.

V pripadé perzistentniho prenosu trva akvizice az nékolik hodin a ndsledna inkubacni
doba mUze byt dlouha az nékolik tydn(. Virus se v téle vektoru Siti travicim traktem a burikami
traviciho traktu prostupuje do hemolymfy a déle do slinnych Zlaz, odkud mUze byt opét Ustnim
ustrojim vylu€ovan. Pokud se virus v téle vektoru dale nerozmnozuje, jedna se o prenos
perzistentni nepropagativni. Pokud se vsak virus v téle vektoru reprodukuje, jednd se o prenos
perzistentni propagativni. V ramci perzistentniho prfenosu m{ze virus setrvdvat v téle vektoru
cely jeho Zivot a u nékterych virQ je pozorovdna i moznost transovaridlniho prenosu na
potomky. Zvlastni formou je prenos semiperzistentni, ktery pfedstavuje prechodnou formu
mezi perzistentnim a neperzistentnim prenosem. Vektor nabyva virus po delSim sani, avsak
schopen prenosu je témér ihned, bez inkubacni periody. Infekénost vektor ztraci pti sviékani
(Navratil, 2011; UKzUz, 2014-2024).

V globdlnim méfitku vyznamné prispiva k Sifeni nejen virovych infekci mezinarodni
ochod s rostlinnymi komoditami jako je osivo, sadba, plodiny uréené ke konzumaci a dalsi,
k jejichz transportu dochazi ve velkych objemech nap¥i¢ svétovymi kontinenty (AVCR, 2021).

3.3.3 Distribuce viru v rostliné

K mezibunécnému transportu virovych castic ¢i pouze infekéni nukleové kyseliny
dochazi prostfednictvim plazmodezmat. Zasadni roli zde zastavaji takzvané transportni
proteiny, coZ jsou virem kddované proteiny, slouZici k modifikaci plazmodezmat a jinych
transportnich drah hostitele, ¢imZ umoznuji samotny transport viru do sousednich bunék.

K Siteni virionU na vétsi vzdalenosti v rostlinném téle velmi efektivné slouzi cévni
svazky. K transportu zde dochazi pasivné s obsahem cévnich svazk( a vstup i vystup virl
zvodivych pletiv je opét zprostfedkovan specifickymi virovymi proteiny a proteiny
bilkovinného obalu viru.

Samotna distribuce v rostlinném téle je u kazdého viru variabilni. Nékteré omezuji sv(j
vyskyt pouze na infikovanou buriku Ci list, jiné se Siti po celé rostliné. U nékterych vird maze
byt Sifeni z mista vstupu infekce omezeno na malé zény, coz se poté projevuje lokalnimi
chlorotickymi ¢&i nekrotickymi lézemi. Viry se cfasto nevyskytuji v apikalnich pripadné
i laterdlnich meristematickych pletivech rostlin (Navratil, 2011).
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3.3.4 Ochrana proti virovym chorobam rostlin

VySe popsané vlastnosti a Zivotni strategie virl znemoZiuji ochranu proti témto
patogentim ve formé primych kurativnich zdsahu. | presto, Ze jsou zndmy Gcinné virocidni latky
neboli antivirotika, jejich plosna aplikace doposud neni mozind. Tyto latky predstavuji ve
vysSich koncentracich vyrazné zdravotni riziko nejen pro rostliny, ale i Zivocichy v€etné ¢lovéka
(AVCR, 2021).

Existuji vSak nepfimé zpUsoby ochrany, jejichz vhodnou kombinaci je moiné
minimalizovat vyskyt a Sifeni virovych chorob a prfedchazet vzniku epidemii. Mezi takova
opatreni patfi zejména regulace virovych vektord formou insekticidnich postfik( ¢i moreni
osiva, herbicidni regulace rostlinnych rezervoarll infekci, tvorba, distribuce a pouzivani
zdravého mnozitelského materidlu, Slechténi rezistentnich ¢i  tolerantnich odrdd
a vneposledni rfadé dodriovani vhodnych agrotechnickych a fytosanitarnich opatreni
(Jones, 2006).

3.4 Vybrané virové patogeny cukrové repy

3.4.1 \Virus Zloutenky fepy (beet yellows virus, BYV)

Beet yellows virus je klasifikovan do Celedi Closteroviridae, rodu Closterovirus. Poprvé
byl popsan v roce 1936. Je jednim ze tfi hlavnich patogent zpUsobujici Zloutenky fepy, které
patfi mezi nejzasadnéjdich onemocnéni této plodiny. Zloutenkové viry mohou rostlinu
infikovat samostatné nebo ve formé smésné infekce, kde se projevi jejich synergie znacnym
narGstem Skodlivosti.

Hostitelské spektrum BYV je tvoreno priblizné 120 plevelnymi i kulturnimi druhy
nalezicimi do 15 raznych Celedi. Z kulturnich plodin jsou hostiteli BYV zejména fepa cukrova,
cervend, krmnd a mangold (Beta vulgaris), a dale Spendt (Spinacia oleracea) (Dolja, 2003).

Virus je prenasen msicemi semi-perzistentnim zplsobem a za hlavni pfenasece jsou
povazovany msice makova a msice broskvonova. Virus v téle msice necirkuluje a svlékanim
vektor ztraci infekénost. U BYV neexistuje inkubacni perioda
a mSice je tedy virus schopna okamzité prenést na dalsi rostlinu, k ¢emuz staci sani o délce
7-15 minut. Virus je po akviziénim sani v téle msice infekéni pouze 1-4 dny, proto se patogen
nesiti na velké vzddlenosti a v polnim porostu se vykytuje ohniskové (Lennefors, 2021).

Symptomy napadeni mladych rostlin se mohou projevit pouze chlorotickym zbarvenim
Zilnatiny. U listd starSich se jako prvni ptiznaky objevuji svétle Zluté skvrny v misté priniku
a rapik zGistdvaji zelené. Pozdéji se na listech tvori teckovité nekrotické léze a listy jsou zaroven
koZovité a kiehké. Ke konci letniho obdobi se mohou listy zbarvit az do bronzovych odstinG
(Vichova, 2021).

Onemocnéni virovymi Zloutenkami obvykle vede k omezeni intenzity fotosyntézy
a Casto i predc¢asnému odumirani nejvice postizenych listl. Na to mlze rostlina cukrové fepy
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reagovat obnovenim vegetace, ¢imZ se snazi nahradit ztracenou listovou plochu. To dale
ovlivni celkovy rust rostlin, které tvofi mensi bulvy a tim dochazi k vyraznému snizeni vynosu.
Dale mlzZe dochazet k ¢erpani zasob cukru rostlinou a v disledku toho k vyznamnému snizeni
cukernatosti sklizenych bulev (Clover et al., 2002; Rysanek et al., 2021).

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

Tento virus je zarazen do Celedi Luteoviridae, rodu Polerovirus. Je dalSim ze skupiny
patogenl zpUsobujicich Zloutenky fepy a ma podobné hostitelské spektrum jako BYV. Beet
mild yellowing virus jako ostatni poleroviry striktné omezuje svij vyskyt v rostliné na floém.

K prenosu BMYV dochazi mSicemi perzistentnim zptisobem, avsak virus se v téle msice
nemnoZi a neni prenosny na potomstvo. Za hlavniho prenaseCe je povaziovana msSice
broskvorova a na rozdil od BYV se mezi prfenasece nefadi mSice makova. Diky vysoké mobilité
mSice broskvoriové miiZze v porostu vznikat ploSné napadeni.

PFiznaky infekce se projevuji na starsich listech, a to difuznimi chlorotickymi skvrnami
mezi Zilnatinou. Misty muUZe Zluté zbarveni pfechazet aZ do barvy Zlutooranzové. Pfi napadeni
BMYV nedochazi k vniku nekrotickych 1ézi na listové ¢epeli jako u BYV, ale napadené listy jsou
Casto sekundarné napadany houbovymi patogeny rodu Alternaria (Vichovd, 2021).

3.4.3 Virus chlorézy fepy (beet chlorosis virus, BChV)

Stejné jako BMYV naleZi virus chlorézy fepy do Celedi Luteoviridae, rodu Polerovirus. Je
dalsim ze skupiny patogen( zpUsobujicich virovou zloutenku fepy. Byl objeven pozdéji nez oba
predchozi viry, a to aZ v roce 1994, kdy byl vyskyt virovych Zloutenek fepy na Uzemi Ceské
republiky velmi Fidky.

Ma velmi podobné vlastnosti jako BMYV, lisi se vSak lehce rozdilnym hostitelskym
okruhem. Prendsen je stejnym spektrem vektorl jako BMYV a také stejnym zplsobem
(Manasova, 2023).

Pfiznakem napadeni je Zloutnuti mezi listovou Zilnatinou, avsak Zloutnuti je obvykle
mirnéjsi, nez pfi napadeni BYV a BMYV. JelikoZ je velmi ¢astd smésnd infekce téchto tfivird, je
sloZité je rozlisit pouze na zakladé symptomatologie. Vyskyt a rozsifeni BChV v Ceské republice
nejsou zatim zcela prozkoumany. To muaze byt zplsobeno faktem, Ze virové Zloutenky fepy
nebyly po dvé dekddy predmétem zadného vyzkumu (Rysanek et al., 2021; Lennefors, 2021).

3.4.4 Virus mozaiky fepy (beet mosaic virus, BtMV)

Beet mosaic virus je klasifikovan do Celedi Potyviridae, rodu Potyvirus. Hostitelsky
okruh tohoto viru opét zahrnuje z kulturnich plodin cukrovou, éervenou a krmnou fepu,
mangold (Beta vulgaris), Spenat (Spinacia oleracea) a dale nékteré plevelné rostliny z celedi
Amaranthaceae, Brassicaceae, Fabaceae a Asteraceae (Vichova, 2021).

22



Virus je prenosny neperzistentnim zplsobem a za hlavni prenasece jsou povaZzovany
msice broskvonova a msSice makova a byl pozorovan i prfenos mechanicky
(Rysanek et al., 2021).

Symptomy virové mozaiky fepy se nejéastéji objevuji na srdéckovych listech, a to
zesvétlenim Zilnatiny. Dale se na listovych Cepelich zpravidla tvofi drobné svétle zelené,
pfipadné az bélavé chlorotické skvrny. Pocet téchto skvrn postupné roste, dochazi ke sttidani
svétlych a tmavsich skvrn a vytvafi se charakteristicka mozaika. Infikované ¢asti listu se vyvijeji
pomaleji a tim dochazi k vzniku kadereni a puchyrovitosti list(l. Virus ma déle vliv na snizovani
vynosu a cukernatosti cukrové repy (Bittner, 2012).

3.4.5 \Virus nekrotického Zloutnuti Zilek fepy (beet necrotic yellow vein virus, BNYVV)

BNYVV je klasifikovan do Celedi Benyviridae, rodu Benyvirus a je plvodcem nebezpecné
choroby s nazvem rizomanie.

Virus napada kulturni rostliny rodu Beta a Spinacia. Mezi hostitelské rostliny patfi
i nékteré plevelné druhy, jako napfiklad kokoska pastusi tobolka (Capsella bursa-pastoris),
svlacec rolni (Convolvulus arvensis), hefmankovec nevonny (Matricaria inodora) a dalsi.
Onemocnéni je roziifeno ve vétsiné evropskych zemii na jinych kontinentech. Na tzemi Ceské
republiky byl vyskyt poprvé zaznamenan v roce 1982 (Bittner, 2012).

Vektorem viru je padni paraziticky organismus Polymyxa betae, patfici do ZivocisSné fise
prvoci (Protozoa), oddéleni Plasmodiophoromycota. Vektor napadd zejména korenové vlaseni
a drobné koreny hostitelskych rostlin. Virus je prenasen perzistentnim zptUsobem pomoci
pohyblivych zoospor a v takzvanych trvalych sporach muze v plidé pretrvavat 15-20 let
(Vichova, 2021).

Samotné priznaky infekce se obvykle objevuji pfiblizné od ¢ervna, coZz odpovida
skutecnosti, Ze Polymyxa betae potiebuje k mnozZeni teploty pudy mezi 20-25 °C. Typickym
ukazem je chlordza a Zloutnuti listl napadenych rostlin tvoficich v porostu ohniska nebo pasy.
Na silné napadenych rostlindch lze pozorovat Zloutnuti a nekrézu Zilnatiny. Charakteristické
symptomy se objevuji na korenové ¢&asti rostliny, kde dochazi k nadmérné tvorbé rychle
odumirajicich postrannich kofinkd na kofenu hlavnim. Tyto zmnoZené kofinky vyrastaji po
celém obvodu hlavniho kofene a tvofi takzvané vousatou bulvu. Na prarezu bulvou lze
pozorovat tmavé cévni svazky (Pulkrabek et al., 2007).

Dlsledky onemocnéni rizomanii jsou velmi zdvaziné. Na zamoreném poli muze
u nachylnych odrlid dojit k sniZzeni cukernatosti az o 80 % a vynosu az o 60 %. Nastésti se
podafilo proti tomuto onemocnéni Uspésné zakrocit, a to Slechténim novych rezistentnich
odrlid, které se staly jedinym resenim. V dnesni dobé je péstovani cukrové repy bez
rezistentnich odrad prakticky vylouceno (Chochola, 2010).
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3.4.6 Virus kaderavosti fepy (beet leaf curl virus, BLCV)

Virus je plvodcem choroby zvané kaderavost repy a klasifikovan je do celedi
Rhabdoviridae.

Hostitelsky okruh tohoto viru je pomérné omezeny. Z kulturnich plodin patficich do
Celedi Chenopodiaceae napada zejména rod Beta a Spinacia a ddle plevelné rostliny rodu
Atriplex a Chenopodium (Vichova, 2021).

Jedinym znamym vektorem viru je plostice siténka fepna (Parapiesma quadratum)
z Celedi siténkoviti (Piesmatidae). Pfenos BLCV probiha perzistentnim propagativnim
zplUsobem s akvizici dlouhou pfiblizné 30 minut a inkubacni periodou v rozmezi 7-35 dni.
Vektor si zachovdvd infekénost po cely Zivot, avSak virus neni prenosny na potomstvo
a neexistuji Zzadné informace o moznosti prenosu infekce semeny ¢i pylovymi zrny.

Symptomy infekce u cukrové fepy se projevuji zesvétlenim Zilnatiny nejmladsich listl
nasledované listovymi deformacemi a ohybem listi smérem do stfedu listové rizice.
Nakazené rostliny mohou svym vzhledem ptipominat hladvky saldtu. Rostliny jsou zakrslé
a koreny predcasné zastavuji rust. Infekce mlze mit potencialné zdsadni dopad na snizeni
cukernatosti a celkového vynosu bulev (EFSA, 2014).

3.5 Vybrané virové patogeny tykvovité zeleniny

3.5.1 Virus Zluté mozaiky cukety (zucchini yellow mosaic virus, ZYMV)

Zucchini yellow mosaic virus je vlaknity virus z Celedi Potyviridae, rod Potyvirus,
napadajici vétsSinu druh( celedi Cucurbitaceae a dale nékteré rostliny plevelné. Tento virus byl
poprvé izolovan v roce 1973 v Itélii a nasledné popsan v roce 1981. V Ceské republice byl
poprvé vyskyt ZYMV zaznamenan v roce 1991 a prvni epidemie viru na ¢eském uUzemi byla
evidovana v roce 1997. ZYMV je jednim z nejvyznamnéjsich vir(i tykvovité zeleniny, zpUsobujici
znacné snizeni vynosu a ekonomické ztraty. Rozsifen je celosvétové a objevuje se v tropickém,
subtropickém i mirném klimatu.

Jako hostitelské organismy slouZici k pfezimovani ZYMV figuruji na Gzemi Ceské
republiky dvouleté a viceleté plevelné rostliny. Za hostitele mizeme oznacit napfriklad
hefmdankovec primorsky (Matricaria maritima), jetel plazivy (Trifolium repens) nebo ptacinec
Zabinec (Stellaria media). Obvykle se jedna o rostliny vyskytujici se na okrajich péstebnich
pozemkd, kde se ndkaza v blizké minulosti vyskytla.

NejvyznamneéjsSimi vektory viru jsou msice, kterymi je prendsen neperzistentnim
zpUsobem. Virus se v téle mSice nemnozi a samotné msice ztraci po nékolika hodinach
infekénost. K prenosu staci kratké sani vektoru. Virus je snadno prfendsen také mechanicky.
Siteni semeny ¢&i ptidou nebylo doposud uspokojivé prokazano.

Dusledky napadeni ZYMV jsou obvykle zdvazné. Mezi hlavni symptomy patfi tvorba
listové mozaiky, Zloutnuti a deformace listl, celkova zakrslost rostlin a dale deformace
a abnormalni zbarveni plodu. U plod(i napadenych rostlin dochdzi k znaénému snizeni jakosti
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a tim padem kznemoznéni jakékoli dalSi distribuce. Manifestace symptom( se muze
u jednotlivych druh ligit (Desbiez & Lecoq, 1997; Slosar & Ferusova, 2009).

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

Watermelon mosaic virus je dalSim zdstupcem Celedi Potyviridae, rod Potyvirus. Stejné
jako ZYMV je virus mozaiky vodniho melounu jednim z nejvyznamnéjSich virG tykvovité
zeleniny. V Ceské republice byl vyskyt WMV poprvé zaznamendn v roce 2011.

Na rozdil od ZYMV, ktery md vice omezeny hostitelsky okruh, WMV napadd az 170
plevelnych rostlin a kulturnich plodin patficich do 27 ¢eledi. Konkrétnimi pfiklady jsou plevelné
druhy z Celedi slézovité (Malvaceae) a merlikovité (Chenopodiaceae), dale plevelné luskoviny,
kulturni hrach a nékteré okrasné rostliny (Lecoq & Desbiez, 2008; Ben Mansour et al., 2023).

K pfenosu viru na rostliny dochazi nejcastéji prostfednictvim msic, a to
neperzistentnim zplsobem. Virus je zdroven prenosny i mechanicky.

Symptomy infekce se mohou liSit v zavislosti na jednotlivém rostlinném druhu.
K hlavnim priznakim patfi listovd mozaika a strakatost, deformace listd, promackliny
a mramorovani plodd. Napadeni WMV vyznamné snizuje kvalitu i vynos tykvovitych plodin
(UKzUz, 2014-2024).

3.5.3 Virus mozaiky okurky (cucumber mosaic virus, CMV)

Cucumber mosaic virus je klasifikovan jako zastupce celedi Bromovirideae, rodu
Cucumovirus. Poprvé byl CMV urcen v roce 1916 jako plivodce onemocnéni okurek a melounu
cukrového ve statech Michigan a New York. RozSifen je po celém svété s prevaznym vyskytem
v oblastech mirného pasu. Stdle Ccastéji se CMV objevuje i v tropickych podminkach
(Palukaitis et al., 1992).

Virus mozaiky okurky ma nejpocetnéjsi hostitelské spektrum ze vSech rostlinnych vir(.
V roce 1991 bylo evidovano 1241 hostitelskych druh( patficich do 101 rostlinnych celedi a od
té doby pocet vzrostl. | proto je CMV pouzivan jako model pro zkoumani interakci mezi viry
a rostlinami. V Ceské republice virus napada fadu vyznamnych plodin z ¢eledi Cucurbitaceae,
Solanaceae, Apiaceae, Asteraceae, Amaranthaceae a zpozorovan byl i na okrasnych rostlinach
z Celedi Amaryllidaceae a nékterych plevelnych rostlinach
(Jacquemond, 2012; UKzUZ, 2014-2024).

Virus je prendsen msicemi neperzistentnim zplisobem. Hlavni pfenasece tohoto viru
predstavuje pres 80 druhll msic, pficemz msice bavinikovd (Aphis gossypii) a mSice
broskvoriova jsou nejucinnéjsimi a nejstudovanéjSimi vektory. Pfenos CMV semeny byl
zpozorovan u vice rostlinnych druh( s Ucinnosti pohybujici se mezi 1-50 %. Virus mlze byt
pfitomen v semenném embryu, endospermu, v pylovych zrnech a pfenosny je i mechanicky.

Napadeni se projevuje svétle az tmavé zelenou listovou mozaikou, celkovou
chlorézou, zakrnélosti, nitkovitosti listd, lokalnimi chlorotickymi ¢i nekrotickymi |ézemi,
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opadem kvétld a plodu, které jsou cCasto nevyvinuté, deformované a mohou se na jejich
povrchu vytvaret chlorotické a nekrotické pruhy. Symptomy jsou znac¢né variabilni a pro CMV
nespecifické (Garcia-Arenal & Palukaitis, 2008).

3.5.4 Virus Zloutnuti okurky pfenaseny msicemi (cucurbit aphid-borne yellows virus,
CABYV)

Cucurbit aphid-borne yellows virus je rostlinnym virem z ¢eledi Luteovirideae, rodu
Polerovirus. Poprvé byl popsan a pojmenovan v roce 1992 ve Francii (Lecoq et al., 1992).

Kromé tykvovité zeleniny patfi mezi znamé kulturni hostitele tohoto viru napfiklad
salat (Lactuca sativa) Ci fepa (Beta vulgaris) a dale nékteré druhy plevelnych rostlin, konkrétné
napfiklad hluchavka objimavd (Lamium aplexicaule), kokoSka pastusi tobolka
(Capsella bursa-pastoris) a starcek obecny (Senecio vulgaris)
(Kassem, 2007; Mnari-Hattab et al., 2009).

Virus je prenasen msicemi perzistentnim zplsobem, ale v téle msice se dale nemnozi
a neni pfendSen na potomstvo. CABYV v rostlinném téle omezuje sv(j vyskyt na floém.
NejcastéjSim vektorem je msice bavinikova a dale tento virus prenasi i kyjatka zahradni
(Macrosiphum euphorbiae) a msice broskvoriova, avsak s daleko mensi Gcinnosti. Mechanicky
virus pfendsen neni a prenos osivem nebyl zaznamenan.

Nakaza CABYV se projevuje Zloutnutim starSich listd a pozdéji celych napadenych
rostlin. Mezi dalSi symptomy patfi ztlusténi listl, intervendzni chlordza listl nebo pritomnost
Zlutych skvrn. Listy napadenych rostlin mohou vykazovat koZovitost a kfehkost. Pfiznaky se
obvykle neobjevuji na plodech a CABYV zpravidla neovliviiuje jakost a kvalitu plodud. Faktorem,
kterym znacné ovliviiuje vynos, je opad kvétu infikovanych rostlin, ¢imz bud’ eliminuje tvorbu
plodl nebo zplsobuje tvorbu malého mnoiZstvi prerostlych plodd se snizenou trvanlivosti.
Ptiznaky nejsou pfilis specifické a casto mohou byt zaménovany (Poldkova, 2023).

3.5.5 Virus marocké mozaiky vodniho melounu (moroccan watermelon mosaic virus,
MWMV)

MWMYV je dalSim zastupcem Celedi Potyvirideae, rodu Potyvirus a byl poprvé objeven
v roce 1972 v Maroku.

Tento virus ma pomérné uzky hostitelsky okruh, ve kterém dominuji tykvovité plodiny.
Napadené rostliny vykazuji vyraznou mozaiku, tvorbu tmavé zelenych puchyr na listech,
deformace listl a plodu ¢i nekrézu, kterd maze vést k celkovému odumfieni rostliny.

Virus je prenasen msicemi neperzistentnim zplsobem a prenos semeny nebyl
zaznamenan (Chatzivassiliou et al., 2016; Lecoq et al., 2001).
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3.5.6 Virus mozaiky tykve (squash mosaic virus, SQMV)

SqMV je klasifikovan do celedi Secoviridae, rodu Comovirus. Tento patogen byl
pravdépodobné poprvé popsan v roce 1916 a v Ceské republice byl poprvé popsan v roce 2010
(Nelson & Knuhtsen, 1973; Svoboda & Leisova-Svobodova, 2011).

Hostitelsky okruh zahrnuje vétSinu tykvovitych rostlin a nékteré druhy z Celedi
Chenopodiaceae.

Vektory viru predstavuje nékolik druhl brouk(, jmenovité jsou to Acalymma vittatum
a Diabrotica undecimpunctata z ¢eledi mandelinkoviti (Chrysomelidae), ktefi jsou rozsiteni
v Severni Americe nebo Epilachna chrysomelina z celedi slunéckoviti (Coccinellidae), ktery je
rozSiten ve Stredozemi. Prenos probihd neperzistentnim zplGsobem. Virus je efektivné
prenasen osivem a pravdépodobné se jedna o hlavni zplsob jeho Sifeni na vétsi vzdalenosti.
Tento zpUsob prenosu byl popsan nejen u rostlin z celedi Cucurbitaceae, ale i u druht
Chenopodium quinoa a Chenopodium murale. Pfenos je mozny také mechanicky.

Ptiznaky infekce SQMV se projevuji mozaikou a deformacemi listi i plod( a dalSim
ptriznakem muZe byt tmaveé zelené zbarveni v okoli Zilnatiny (Lecoq & Desbiez, 2012).

3.5.7 Virus bronzovitosti rajcete (tomato spotted wilt virus, TSWV)

TSWV je klasifikovan do celedi Tospoviridae, rodu Tospovirus a byl poprvé popsan
v roce 1915 v Australii.

Hostitelské spektrum viru je Siroké, zahrnuje pfiblizné 1300 jednodéloZnych
i dvoudéloZnych druhl z vice nez 80 celedi, véetné Celedi Cucurbitaceae, pfiCemz nejvyssi
polet hostitell pochdzi z ¢eledi Solanaceae a Asteraceae (UKZUZ, 2014-2024; Adkins, 2001).

Virus je prendsen hmyzem radu trasnokridli (Thysanoptera) neboli tfrdsnénkami, a to
perzistentné-propagativnim zplsobem, neni vSak pfenosny transovaridlné. Byl popsan také
prenos mechanicky (Parrella et al., 2003).

Patogen je po infekci distribuovan v celé napadené rostliné, avSak nepravidelné, coz
muze komplikovat jeho detekci. Mezi ¢astymi symptomy napadeni jsou uvadény nekrotické
a chlorotické léze, kresby a tvorba krouzk(i na listech, nekrdzy, cervenani, hnédnuti
a bronzovitost stonk(l, nekrézy rilstovych vrcholl, deformace a barevné zmény kvétd,
nepravidelné dozravani a krouzkovitost plodu. Priznaky jsou znacné proménlivé a snadno
zaménitelné s pfiznaky jinych rostlinnych vird ¢i houbovych a bakteridlnich chorob
(UKzUz, 2014-2024).
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4 Material a metody
4.1 Odbér vzorkl

Vzorky cukrové fepy pro testovani pomoci sérologickych metod ELISA byly odebrany
dne 14. 6. 2023 z lokality Cernuc (okres Kladno, kraj Stfedogesky) z pokus(i RepaFského
institutu Semcice a Katedry ochrany rostlin Fakulty agrobiologie, pfirodnich
a potravinovych zdroja v Praze. Jednalo se o odrlidy cukrové rfepy s deklarovanou rezistenci
vUci Zloutenkovym virdm a odrddy nachylné k infekci Zloutenkovymi viry. Tyto rostliny byly na
jare roku 2023 uméle inokulovany virem BChV pomoci infekénich msic za Ucelem zhodnoceni
vlivu viru na tvorbu vynosu téchto konkrétnich odrid.

Vzorky cukrové fepy pro testovani pomoci molekularné genetické metody RT-PCR byly
odebrany dne 24. 11. 2023 z rostlin cukrové fepy ze skleniku Katedry ochrany rostlin FAPPZ
(Praha-Suchdol), které byly ptivezeny z porostu cukrové repy v okoli Opavy a byly na jate roku
2023 uméle inokulovany virem BChV pomoci msic.

Vzorky tykvovité zeleniny byly odebrany z péstebnich pozemk{ soukromych péstitel
a pozemkd CZU a zérover testovany v terminu 9. 8. 2023 a7 19. 9. 2023. Lokality odbérd byly
jmenovité Semice (okres Nymburk, kraj Stfedocesky), Okna (okres LitoméFice, kraj Ustecky),
Straky (okres Nymburk, kraj Stfedocesky), Drisy (okres Meélnik, kraj Stfedocesky)
a Praha-Suchdol (Praha).

Vzorky ozimych a viceletych plevelnych rostlin byly odebrany pocatkem kvétna roku
2023 z lokality Praha-Troja z okoli péstebnich pozemk( Demonstracni a vyzkumné stanice
FAPPZ, kde se v predchozim roce vyskytovaly porosty tykvovité zeleniny se silnym vyskytem
viroz.

4.2 Biologicky material

Jako biologicky materidl pro testovani byly odebirdny vidy 1 az 2 listy z jedné rostliny
a pro odbér byly pouzity rostliny vykazujici znamky virového onemocnéni i rostliny
asymptomatické. Po odbéru byl materidl skladovan pfi 4 °C po dobu maximalné jednoho dne.
Vzorky byly nasledné zpracovany v laboratofi. Nejprve byly jednotlivé vzorky navazeny
a v pripadé, Ze nebyly pouzity ihned, byly zabaleny do hlinikové félie, oznaceny a uskladnény
v laboratornim hlubokomrazicim boxu pfi teploté - 80 °C.

4.3 Testovani

Testovani bylo provadéno za pomoci imunochemické metody ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) a molekuldrni metody RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction).
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Rostliny fepy byly testovany na pfitomnost BYV (virus Zloutenky fepy) a BChV (virus
chlézy repy). Rostliny odebirané z venkovnich lokalit byly testovany pomoci sérologickych
metod. Vzorky rfepy ze skleniku byly testovany pomoci molekularné genetickych metod.

Tykvovité a plevelné rostliny byly testovany na pritomnost téchto virG: ZYMV (virus
Zluté mozaiky cukety), WMV (virus mozaiky vodniho melounu), CMV (virus mozaiky okurky),
CABYV (virus Zloutnuti okurky prfendseny msicemi, MWMV (virus marocké mozaiky vodniho
melounu), ZYFV (virus Zluté skvrnitosti cukety) a TSWV (virus bronzovitosti rajéete). VSechny
vzorky tykvovitych a plevelnych rostlin byly testovany pomoci sérologickych metod.

4.4 Pouzité diagnostické metody

4.4.1 Sérologické testy

Pro nékteré viry byla pouzZita DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich ELISA) a pro
nékteré TAS-ELISA (Triple Antibody Sandwich ELISA).

Pouziti rozdilnych metod se obvykle Fidi aktudlni nabidkou ELISA kitd konkrétniho
dodavatele pro jednotlivé viry. VétSina ELISA kit je dostupna ve formé DAS-ELISA. Pouziva
polyklondlnich protilatek, které jsou tvoreny heterogenni smési imunoglobulini a maji
vysokou schopnost zachyceni cilového proteinu. Vyznacuji se vyssi celkovou afinitou
k antigenu z dlivodu rozpozndani vice epitopl, avSak tim muze cCasto dochazet ke kfizové
reaktivité.

TAS-ELISA je metodou citlivéjsi, jelikoZ navic pouziva monoklondlnich protilatek, které
jsou tvoreny pouze jednim imunoglobulinem. Jsou vysoce specifické k jednomu epitopu
cilového antigenu a projevuje se u nich nizkd kfiZova reaktivita. TAS-ELISA dale pouZiva
univerzalniho konjugatu, ktery je tak pouzitelny pro detekci vice vir(i. Nevyhodou je obvykle
vySSi pofizovaci cena a slozitéjsi a tim i casové ndrocnéjsi postup.

DAS-ELISA (DSMZ)

1) Specifické protilatky byly rozpustény v potahovacim pufru (zasobni roztok IgG byl
fedén potahovacim pufrem dle ndvodu vyrobce). Do kazdé jamky na mikrotitracni
destiéce bylo priddno 100 pl této smési.

2) Desticky byly zakryty vickem a inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 2—4 hodin.

3) Testovany biologicky material byl homogenizovan s extrakénim pufrem za pomoci treci
misky s tlouckem (doporucené redéni vyrobcem kitu bylo 1:20).

4) Desticky byly trikrat promyty promyvacim pufrem pomoci stricky.

5) 100 pl homogenizované smési bylo pridano do kazdé jamky na mikrotitracni desticce.
Kazdy vzorek byl pipetovan v dupletech. Do predem vyznacenych jamek byl
napipetovan pouze extrakéni pufr (slepa kontrola), homogenat z viruprostych rostlin
(negativni kontrola) a extrakt z rostlin napadenych danym virem (pozitivni kontrola
dodana vyrobcem kitu).
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6)
7)
8)

9)

Desticky byly zakryty vickem a inkubovany pres noc pfi teploté 4 °C.

Nasledné byly desticky tfikrat promyty promyvacim pufrem pomoci stficky.

Poté byly desticky potazeny 100 pl konjugacniho pufru s protilatkami znacenymi
alkalickou fosfatdazou (zdsobni roztok IgG-AP byl fedén konjugacnim pufrem dle
navodu vyrobce).

Desticky byly zakryty vickem a inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 2—-4 hodin.

10) Desticky byly tfikrat promyty promyvacim pufrem pomoci stficky.

11) Do kazdé jamky bylo ptidano 100 pl Cerstvé pripraveného substratu rozpusténého

v substratovém pufru.

12) Desticky byly zakryty vickem a inkubovany pfi 37 °C po dobu 30-60 minut.
13) Vysledky byly vyhodnoceny vizualné a spektrofotometrickym mérenim pti vinové délce

405 nm, pricemz absorbance pod hodnotou 1,00 byla oznac¢ena jako slaba reakce, mezi
hodnotami 1,01- 2,00 jako stfedné silna reakce a nad 2,01 jako reakce silna. Byl pouzit
pfistroj Tecan Sunrise.

TAS-ELISA (DSMZ)

1)

2)
3)
4)
5)

6)

7)
8)

9)

Specifické protilatky byly rozpustény v potahovacim pufru (zasobni roztok IgG byl
fedén potahovacim pufrem dle ndvodu vyrobce). Do kazdé jamky na mikrotitraéni
destiéce bylo pridano 100 pl této smési.

Desticky byly zakryty vickem a inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 2—-4 hodin.
Desticky byly tfikrat promyty promyvacim pufrem pomoci stricky.

Dale bylo do kazdé jamky pridano 100 ul smési promyvaciho pufru a 2% odtu¢néného
mléka.

Nasledné byly destic¢ky zakryty vickem a probéhla inkubace pfi teploté 37 °C po dobu
30 minut.

Testovany biologicky material byl homogenizovan s extrakénim pufrem za pomoci tfeci
misky s tlouckem (doporucené fedéni vyrobcem kitu bylo 1:20).

Nasledné byly desticky tfikrat promyty promyvacim pufrem pomoci stficky.

100 pl homogenizované smési bylo pridano do kazdé jamky na mikrotitracni desticce.
Kazdy vzorek byl pipetovan v dupletech. Do predem vyznacenych jamek byl
napipetovan pouze extrakéni pufr (slepa kontrola), homogenat z viruprostych rostlin
(negativni kontrola) a extrakt z rostlin napadenych danym virem (pozitivni kontrola).
Desticky byly zakryty vickem a probéhla inkubace pres noc pfi teploté 4 °C.

10) Desticky byly tfikrat promyty promyvacim pufrem pomoci stficky.
11) Dale bylo do kazdé jamky pridano 100 pl konjugacniho pufru s protilatkami MAb

(zdsobni roztok IgG-MAb byl fedén konjugacnim pufrem dle navodu vyrobce).

12) Nasledné byly desticky zakryty vickem a probéhla inkubace pfi teploté 37 °C po dobu

2—4 hodin.

13) Desticky byly tfikrat promyty promyvacim pufrem pomoci stricky.
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14) Poté byly desticky potazeny 100 ul konjugacniho pufru s protilatkami znacenymi

alkalickou fosfatdzou RAM-AP (zasobni roztok 1gG-AP byl fedén konjugacnim pufrem
dle ndvodu vyrobce).

15) Desticky byly zakryty vickem a probéhla inkubace pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny.

16) Desticky byly tfikrat promyty promyvacim pufrem pomoci stficky.

17) Do kazdé jamky bylo pfiddno 100 pl Cerstvé pfipraveného substratu rozpusténého

v substratovém pufru.

18) Desticky byly zakryty vickem a probéhla inkubace pfi 37 °C po dobu 30-60 minut.

19) Vysledky byly vyhodnoceny vizualné a spektrofotometrickym mérenim pfi vinové délce

405 nm, pri¢emz absorbance pod hodnotou 1,00 byla ozna¢ena jako slabd reakce, mezi
hodnotami 1,01- 2,00 jako stfedné silna reakce a nad 2,01 jako reakce silna. Byl pouZzit
pfistroj Tecan Sunrise.

SloZeni pouzitych pufri

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Potahovaci pufr: nize uvedené slozky smési byly rozpustény v 900 ml
ddH20, nasledné bylo upraveno pH pomoci HCI na hodnotu 9,6 a objem doplnén na
1000 ml.

a. 1,59 Na,COs3

b. 2,93 g NaHCO3

c. 0,2g NaNs
PBS (phosphate buffered saline): nize uvedené slozky smési byly rozpustény v 900 ml
ddH20, nasledné bylo upraveno pH pomoci HCI na hodnotu 7,4 a objem doplnén na
1000 ml.

a. 8,0g NaCl

b. 0,2g KH,PO,

c. 1,15g Na;HPO4

d. 0,2gKcl

e. 0,2g NaNs
Promyvaci pufr (PBST)

a. 0,5mlTween 20na 11PBS
Extrak¢ni pufr: hodnota pH byla 7,4.

a. PBST

b. 2% PVP
Konjugacni pufr

a. PBST

b. 2% PVP

c. 0,2% vajecny albumin
Substratovy pufr: nize uvedené slozky smési byly rozpustény v 600 ml dd H,0, nasledné
bylo upraveno pH na hodnotu 9,8 pomoci HCl a poté byl objem doplnén na 1000 ml.
a. 97 ml DEA
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4.4.2

b. 600 ml ddH20
c. 0,2 NaNs

Molekuldrné genetické testy

Pro molekularné genetickou diagnostiku byla pouzita metoda RT-PCR.

Izolace celkové RNA pomoci RiboEx ™ Total RNA isolation solution (GeneAll®)

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)
9)

Byla provedena homogenizace 100 mg biologického materidlu pomoci tfeci misky
a tekutého dusiku. Poté byl k homogenizovanému vzorku pfidan 1 ml RiboEx™ (sloZeni
jednotlivych roztokl nebylo vyrobcem uvedeno).

Homogenat byl inkubovan po dobu péti minut pti laboratorni teploté.

Dale byl vzorek centrifugovan (12 000 x g, 10 min, 4 °C). Supernatant byl nasledné
preveden do nové zkumavky.

Bylo pfiddano 0,2 ml chloroformu a vzorek byl po dobu 15 vtefin protfepavan na
vortexu.

Vzorek byl centrifugovan (12 000 x g, 15 min, 4 °C). Vodni faze byla prevedena do nové
zkumavky.

Dale bylo pridano 0,4 ml absolutniho isopropanolu a 0,1 ml roztoku soli (0,8M citrat
sodny, 1,2M NaCl) a smés byla Setrné promichdna prevracenim zkumavky 10krat.
Smés byla inkubovdana pfi laboratorni teploté po dobu 10 minut.

Dale byla smés centrifugovdna (12 000 x g, 10 min, 4 °C) a supernatant byl odstranén.
Dale byl pfidan 1 ml 75% ethanolu a prevracenim zkumavky byla promyta ziskana RNA
peleta.

10) Nasledné byl vzorek centrifugovan (7 500 x g, 5 min, 4 °C). Mikrozkumavka s peletou

byla inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut.

11) RNA byla rozpusténa v 50 pul sterilni ddH,0 a ndsledovala inkubace v termobloku po

dobu 10-15 minut pfi teploté 56 °C.

12) Cistota a koncentrace ziskané totalni RNA byla spektrofotometricky ovéfena. Mnozstvi

a kvalita celkové RNA byla uréena spektrofotometricky na pfistroji Nanodrop 2000
(ThermoScientific, USA) pfi vinové délce 260 nm, respektive 280 nm (Ao = 1
koncentrace celkové RNA je 40 ug/ml; kvalita RNA je pomér Axeo/Azs0, doporuéend
hodnota se pohybuje v intervalu 1,6 - 2,0).

Reverzni transkripce

1)

Syntéza cDNA probihala v reakénich objemech 25 pl. Nejprve byl pfipraven premix
o objemu 16,25 pl obsahuijici:
a. 12,5 ul sterilni dd H20
b. 0,5 ul ndhodnych primer( (zasobni roztok 0,5 pg / ul); findlni koncentrace
0,5mM; Roche)
c. 1,25 ul dNTP (zasobni roztok 10mM; finalni koncentrace 0,5mM; Fermentas)
d. 2 ultotalni RNA (pfiblizné 400 ug celkové RNA)
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2) Vzorek byl inkubovan pfi teploté 65 °C a poté ponechan 5 minut na ledu.
3) K premixu bylo nasledné pridano:

a. 5l 5x First Strand Buffer (findIni koncentrace 1x; Invitrogen)

b. 2,25 ul sterilni ddH,0

c. 1,0 ul DTT (zasobni roztok 0,1mM; findIni koncentrace 4mM; Invitrogen)

d. 0,5 pl M-MuLV Reverse Transcriptase (zasobni roztok 200 U/ pl; finalni
koncentrace 40 U/ pul; Fermentas)
4) Mikrozkumavka byla ponechdna po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté a poté
inkubovana pfi 70 °C po dobu 15 minut.

PCR
1) Ziskana cDNA byla pouzita jako templat pro polymerazovou retézovou reakci (PCR).
2) Reakce PCR byla provedena v celkovém objemu 25 ul, ktery obsahoval:
a. 18,05 ul sterilni ddH;0
b. 2,5 ul 10x Dream Tag™ Buffer (findlni koncentrace 1x; Fermentas)
c. 0,25 ul kazdého dNTP (zasobni roztok 10uM; findini koncentrace
0,1mM; Fermentas)
d. 0,5 pl reverzniho primeru (zasobni roztok 10uM; finalni koncentrace 0,2uM)
(Tabulka 1)
e. 0,5 ul forwardového primeru (zasobni roztok 10uM; findlni koncentrace
0,2uM) (Tabulka 1)
f. 0,2 ul Dream Tag™ DNA Polymerase (zasobni roztok 5 U/ul; findlni koncentrace
1 U/ul; Fermentas)
g. 3 pl cDNA vzorku
3) Pro PCR byl pouzit termocykler MJ Research PTC 200. Podminky béhem amplifikace
byly:
a. 94 °C podobu 2 minuty
35 cyklG: denaturace pti 94 °C po dobu 15 sekund, annealing pfi X °C
(Tabulka 1) po dobu 30 sekund, extenze pfi 72 °C po dobu 1 minuty, kone¢na
extenze pfi 72 °C po dobu 7 minut.

Tabulka 1: Prehled primert pouZitych pri RT-PCR.

Virus Rod Nazev Sekvence primery 5°-3 Velikost Ta Autofi
primeru produktu (°C)
Beet yellows virus Closterovirus | BYV2a CTATTCGGACCACCCTGCG 652 bp 60 Kundu &
BYV2b AGGAGAATACGCTGAACGAGTGAT Rysanek,
2004
Beet chlorosis virus | Polerovirus MpxBC+ ATGAACTTTGAGATTTGCTTC 350 bp 50 Hauser et
MpxBC- TGACAGCTTTTTCTGAAGAG al., 2000
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Elektroforeticka separace a vizualizace nukleovych kyselin

Pro separaci PCR produktt byla vyuZita souprava pro horizontalni elektroforézu. Dale
byl pfipraven 1,5% agarézovy gel rozpusténim agardzy v 1x TBE pufru v mikrovinné troubé.
K vizualizaci DNA molekul byl pouZit etidium bromid v kone¢né koncentraci 0,5 pg/ml, ktery
byl pfidan do rozpusténé agardzy pred ztuhnutim gelu. Poté byly testované DNA vzorky
smichdny s nandsecim barvivem 6x Loading Dye Solution (Fermentas) v poméru 5:1,5
a naneseny do gelu. Separace DNA probihala 1 h pfi konstantnim stejnosmérném napéti
4-6 V/cm. Po ukonceni byly fragmenty vizualizovany na UV-transiluminatoru pfi vinové délce
260 nm. Fragmenty byly porovnany s hmotnostnim standardem Mass Ruler Low Range
(Fermentas). Vysledné elektroforeogramy byly zdokumentovany automatickym
dokumentaénim a analytickym Bio-Imaging systémem InGenius (Syngene).

SloZeni pouzitych pufri
1) 10x TBE (pH 8,0): Skladovan pfi laboratorni teploté, sterilizovdan pomoci autoklavu.
a. 890mM Tris-HCl
b. 890mM kyselina borita
c. 20mM EDTA
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5 Vysledky
5.1 Vysledky testovani pomoci sérologickych metod

5.1.1 Cukrova fepa

Vzorky cukrové Fepy z lokality Cernuc (okres Kladno, kraj Stfedocesky) byly testovany pro
zjisténi Uspésnosti umélé inokulace rostlin virem chlordzy repy. Jednalo se konkrétné o dvé
Conviso Smart odrlidy Briga a Sonja nachylné k infekci Zloutenkovymi viry a odrlidu 3K446
s deklarovanou rezistenci vici Zloutenkovym virlim. Testovano bylo 40 vzork(, ze kterych
38 vykazovalo pozitivitu na pfitomnost BChV. Timto byla provedena uméla inokulace msicemi

zhodnocena jako Uspésna.
5.1.2 Tykvovita zelenina

Vzorky z pozemk( CZU (Praha — Suchdol) byly testovany v terminu 9.-10. 8. 2023 na
pfitomnost ZYMV, WMV, CMV, CABYV, MWMYV, ZYFV a TSWV a byly odebirany z rostlin
melounu vodniho, tykve cukety a tykve velkoplodé (specifické odrldy nebyly zndmé).
Z 33 vzork( bylo 27 pozitivnich na pfitomnost ZYMV. Z toho 4 vzorky vykazovaly stfedné silnou
reakci (zndzornéno modrou barvou) a 23 vzork( reakci silnou (zndzornéno cervenou barvou),
dale 23 vzorkd bylo pozitivnich na pfitomnost WMV a z toho 3 vzorky vykazovaly stfedné
silnou reakci, 3 vzorky slabou reakci (znazornéno zlutou barvou) a 17 vzorku reakci silnou. Dale
22 vzork( bylo pozitivnich na CMV a z toho 1 vzorek vykazoval silnou reakci a 21 vzork( reakci
slabou. Vzorky byly negativni na pfitomnost SQMV, CABYV i TSWV (viz Tabulka 2).

Tabulka 2: Testovdni 9.—10. 8. 2023, CZU, Praha — Suchdol.

Vzorek | ZYMV | WMV | CMV | CABYV | TSWV | SgMV
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Silna reakce

Stredni reakce

27/33 | 23/33 | 22/33 | 0/33 0/33 | 0/33 Slaba reakce

Dne 16. 8. 2023 byly testovany vzorky dvou odrid tykve velkoplodé od dvou
soukromych péstitel(l z lokalit Okna (okres LitoméFice, kraj Ustecky). Konkrétné se jednalo
o odridy Hokaido Hot Summer a Halloween. Z 38 vzork( bylo 37 pozitivnich na pfitomnost
WMV. Z toho 32 vzorkl vykazovalo silnou reakci (zndzornéno cervenou barvou), 3 vzorky
stfedné silnou reakci (zndzornéno modrou barvou) a 2 vzorky reakci slabou (zndzornéno Zlutou
barvou), dale 23 vzorkl bylo pozitivnich na pfitomnost ZYMV a z toho 6 vzork( vykazovalo
stfedné silnou reakci, 6 vzorkl slabou reakci a 11 vzorkU reakci silnou. Dale bylo 30 vzorkU
pozitivnich na pfitomnost CMV a z toho 10 vzorku vykazovalo stfedné silnou reakci a 20 vzorku
vykazovalo reakci slabou a 1 vzorek byl pozitivni na pfitomnost CABYV a vykazoval stfredné
silnou reakci. Vzorky byly negativni na pfitomnost SQMV (viz Tabulka 3).

Tabulka 3: Testovdni 16. 8. 2023, soukromi péstitelé, Okna (okres Litomérice, Ustecky kraj) a Dfisy (okres Mélnik, Stfedocesky

kraj).

WMV | ZYMV | CMV | CABYV | SqMV
1 H:
2
3
4
5
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37/38

Silna reakce

Stredni reakce

23/38 | 30/38

1/38

0/38

Slaba reakce

Vterminu 7.-8. 9. 2023 byly testovany vzorky tykve cukety a dvou odrid tykve

velkoplodé (Hokkaido a Halloween) od soukromych péstitel(i z lokalit Straky a Semice (okres

Nymburk, kraj Stfedocesky). Z 59 vzork( bylo 37 pozitivnich na pfitomnost WMV. Z toho

15 vzork( vykazovalo silnou reakci (zndazornéno cervenou barvou), 14 vzork( stfedné silnou

reakci (znazornéno modrou barvou) a 8 vzorkl vykazovalo reakci slabou (zndazornéno Zlutou
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barvou). Déle bylo 29 vzorkl pozitivnich na pfitomnost ZYMV a z toho 20 vzork( vykazovalo
silnou reakci, 7 vzork( stfedné silnou reakci a 2 vzorky vykazovaly reakci slabou. Dale 14 vzorku
bylo pozitivnich na pfitomnost CMV a z toho 3 vzorky vykazovaly stfedné silnou reakci
a 11 vzorkd vykazovalo reakci slabou a ddle 8 vzorku bylo pozitivnich na pfitomnost MWMV,
ztoho 2 vzorky vykazovaly silnou reakci, 4 vzorky stfedné silnou reakci a 2 vzorky reakci slabou.
Vzorky byly negativni na pfitomnost SQMV (viz Tabulka 4).

Tabulka 4: Testovdni 7.— 8. 9. 2023, soukromi péstitelé, Straky a Semice (okres Nymburk, kraj Stredocesky).

WMV | ZYMV | CMV | MWMV | SgMV

Ol | N[O U P[W|N|PF
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32

33

Silna reakce

Stredni reakce
37/59 | 29/59 | 14/59 | 8/59 0/59 Slaba reakce

Dne 13. 9. 2023 byly testovany vzorky jedné odridy tykve velkoplodé (Hokkaido) od
dvou soukromych péstitell z lokality Semice (okres Nymburk, kraj Stfedocesky). Z 28 vzorkU
bylo 17 pozitivnich na pfitomnost WMV, z toho 6 vzork( vykazovalo silnou reakci (zndzornéno
cervenou barvou), 6 vzorkl vykazovalo stredné silnou reakci (znazornéno modrou barvou)
a 5vzork(l vykazovalo reakci slabou (zndzornéno Zlutou barvou). Dale 18 vzorkd bylo
pozitivnich na pfitomnost ZYMV, z toho 13 vzork( vykazovalo silnou reakci a 5 vzorkd reakci
slabou, ddle 3 vzorky byly pozitivni na pfitomnost CMV a vykazovaly slabou reakci. Na
pritomnost MWMV byl 1 vzorek slabé pozitivni a stejné tak byl 1 vzorek slabé pozitivni na
pritomnost ZYFV. Vzorky byly negativni na pfitomnost SQMV (viz Tabulka 5).
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Tabulka 5: Testovdni 13. 9. 2023, soukromi péstitelé, Semice (okres Nymburk, kraj Stredocesky).

WMV | ZYMV | CMV | MWMV | ZYFV | SqMV

Silna reakce

Stredni reakce
18/28 |3/28 | 1/28 1/28 | 0/28 Slaba reakce

Z celkového poctu 158 testovanych vzorkl tykvovité zeleniny byly vSechny testovany
na pfitomnost ZYMV, WMV, CMV a SgMV. Celkem 97 vzorkU tedy 61,39 % bylo pozitivnich na
pritomnost ZYMV, 69 vzorku, tedy 43,67 %, bylo pozitivnich na pfitomnost CMV a 114 vzorkd,
tedy 72,15 %, bylo pozitivnich na pfitomnost WMV. Vsech 158 vzork( bylo negativnich na
pritomnost SQMV.

Pouze 71 z celkového poctu 158 vzorkl bylo testovano na pritomnost CABYV z ¢ehoz
1 vzorek predstavujici 1,41 % byl pozitivni, dale 87 vzork(l bylo testovano na pfitomnost
MWMV, z ¢ehoz 9 vzorkd, tedy 10,34 %, bylo pozitivnich a 28 vzork( bylo testovano na
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pritomnost ZYFV, z ¢ehoZ byl 1 vzorek predstavujici 3,57 % pozitivni. Dale 33 vzorkd bylo
testovano na pritomnost TSWV s negativnim vysledkem.

5.1.3 Plevelné rostliny

Dne 10. 8. 2023 bylo testovano 66 plevelnych rostlin odebranych poéatkem kvétna
z okoli péstebnich pozemk( Pokusné stanice katedry zahradnictvi FAPPZ v Praze-Troji na
pritomnost virl WMV, ZYMV, CMV a CABYV. Testovdany byly: pupalka rudokali$ni, turan rocni,
hefmankovec pfimofrsky, urocnik bolhoj, pchac oset, locika severni, hulevnik lékarsky, vikev
ptaci, mléc zelinny a jitrocel kopinaty. VSech 66 vzork( bylo negativnich.

5.2 Vysledky testovani pomoci molekularné genetickych metod

Vzorky cukrové fepy byly testovany dne 24. 11. 2023. Konkrétné byly tyto vzorky
odebrany ze tfi rliznych odrdd cukrové repy, jmenovité Briga, Viola a 3K504. Vzorky 1-3
predstavuji odridu Briga, vzorky 4—6 odrldu Viola a vzorky 7-10 odridu 3K504. Délka PCR
produktl pro BChV byla 350 bp a pro BYV 652 bp.

Z vysledkl RT-PCR vyplyva, Ze z 10 vzork(l odebranych ze skleniku Katedry ochrany
rostlin vyslo 9 vzorkl pozitivnich na pfitomnost viru chlorézy fepy a u Zaddného z nich nebyla
potvrzena pritomnost viru Zloutenky fepy (viz Obrazek 1 a Obrazek 2).

10

Obrdzek 1: Detekce BChV metodou Two-Step RT-PCR. Elektroforeogram RT-PCR produktt po separaci na agarézovém gelu.
PouZité primery MpxBC+/MpxBC-, velikost PCR produktu 350 bp. M: hmotnostni standard Mass ruler low range (Fermentas);
H: ddH,0; 1-10: vzorky z list(i testované repy; P: pozitivni kontrola na pfitomnost BChV.

Obrdzek 2: Detekce BYV metodou Two-Step RT-PCR. Elektroforeogram RT-PCR produkti po separaci na agarézovém gelu.

PouZité primery BYV2A/BYV2B, velikost PCR produktu 652 bp. M: hmotnostni standard Mass ruler low range (Fermentas); H:
ddH;0; 1-10: vzorky z list(i testované repy; P: pozitivni kontrola na pritomnost BYV.
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6 Diskuze

Jednim z cilG této prace bylo zjistit, které viry nejcastéji zpisobuji onemocnéni cukrové
fepy virovymi Zloutenkami. Jak je uvedeno v kapitole 3.4 Vybrané virové patogeny cukrové
fepy, hlavni  patogeny zpUsobujici toto  onemocnéni jsou BYV, BMYV
a BChV, které se v rostliné mohou vyskytovat samostatné i ve formé smésné infekce. Tim je
ovlivihiovana uroven Skodlivosti onemocnéni a vliv na infikovanou rostlinu. Jak je naznaceno
v kapitole 3.1.9 Regulace chorob a $kidcu v porostech cukrové fepy, virové Zloutenky cukrové
Fepy nepUsobily na uzemi Ceské republiky vyznamné $kody od zavedeni neonikotinoidniho
moreni osiva, které doposud slouzilo k efektivni regulaci msic jakozto hlavnich vektoru
Zloutenkovych virl. Z tohoto dlvodu postupné prestaly byt virové Zloutenky fepy v praxi
povazovany za vyznamné choroby a nebyly po uréitou dobu pfedmétem Zadného vyzkumu.
Pfed zavedenim mofreni osiva neonikotinoidnimi [atkami vSak byl vyskyt virovych Zloutenek
fepy béiny a vurlitych pripadech epidemicky s velice vyznamnym vlivem na vynosy
a ekonomiku cukrové fepy. V navaznosti na zakaz pouzivani neonikotinoidniho moreni osiva od
roku 2024, zménu klimatickych podminek a mirna zimni obdobi Ize oéekavat, Ze tlak patogent
virovych Zloutenek v porostech cukrové repy bude narustat.

Soucasti tohoto cile bylo plvodné zjisténi vyskytu téchto tfi virl v porostech cukrové
fepy pomoci diagnostickych metod, avSak vzhledem k tomu, Ze se v roce 2023 virové Zloutenky
fepy nevyskytovaly, nemohla byt tato ¢ast splnéna. Absence infekci virovymi Zloutenkami
cukrové fepy muze souviset s nizSim vyskytem a podprimérnou letovou aktivitou msic v roce
2023 (Fry¢, 2024).

Pro sezndmeni se s diagnostikou virovych patogent cukrové fepy mi bylo umoznéno se
zUcastnit laboratorniho ovéreni Uspésné probéhlé umélé inokulace pokusnych porostl
cukrové fepy virem BChV pomoci msic. Jak je uvedeno v kapitole 4 Material a metody, tento
pokus byl provadén Katedrou ochrany rostlin FAPPZ a predmétem pokusu byly odridy cukrové
fepy s deklarovanou rezistenci vici Zloutenkovym virm i odrady k témto virlim nachylné. Jak
muze byt vidét v kapitole 5.2 Vysledky testovani pomoci molekuldarné genetickych metod,
inokulace probéhla Uspésné a pritomnost viru BChV byla ve vzorcich potvrzena sérologickymi
a molekularné biologickymi metodami. Zajimavym poznatkem z tohoto pokusu je skute¢nost,
Ze i vrezistentnich odrldach rostlin maze byt cilovy patogen detekovan. Rezistence byva
leckdy chapana jako vlastnost rostliny, kterd vidy a zcela zabranuje cilovému patogenu rostlinu
infikovat, Ci se v rostliné jakkoli vyskytovat. Existuje vSak vice druh( rostlinné rezistence
a v nékterych pripadech se muZe rezistence projevovat pouze potlacenim nebo zabrzdénim
vyvoje patogenu v rostliné (Venclovd, 2009).

Daldim z cilll této prace bylo zjistit, které viry se vyskytuji na tzemi CR v porostech
tykvovité zeleniny a porovnat aktudini vyskyt téchto viri s vyskytem v prvni dekadé tohoto
tisicileti. Pro porovnani aktualnich vysledk( uvedenych v této bakalarské praci jsem jako hlavni
zdroj poufZila data z vyzkumu vyskytu virovych chorob tykvovitych zelenin v Ceské republice,
ktery byl provadén v letech 2007-2011 v Cechach i na Moravé pracovniky Vyzkumného Ustavu
rostlinné vyroby v Praze-Ruzyni.
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V rdmci tohoto vyzkumu bylo za celé testovaci obdobi odebrano 610 vzork( listd
tykvovitych plodin a byly testovdny sérologickymi i molekuldrné genetickymi metodami na
pfitomnost CGMV, CMV, MNSV, PRSV, SgqMV, WMV, ZYFV a ZYMV. V kazdém roce testovani byl
nejCastéji detekovan v porostech tykvovité zeleniny ZYMV, a to s Cetnosti 59 % z celkového
poctu vzorkd. Druhym nejcastéji detekovanym virem v poradi byl WMV s ¢etnosti vyskytu
15,2 % a tretim v poradi byl CMV s ¢etnosti vyskytu 11,8 %. DalSimi detekovanymi viry byl
CABYV s Cetnosti vyskytu 2,5 % a SQMV s Cetnosti 0,3 %. Virus CABYV byl v rdmci tohoto
vyzkumu
v roce 2009 evidovan na jizni Moravé jako viibec poprvé v Ceské republice.

Téchto pét nejcastéji detekovanych virovych patogen( se v letech 2007-2011 vétsSinové
vyskytovalo na Moravé, a to zejména v Jihomoravském, Zlinském a Olomouckém kraji, méné
v kraji Moravskoslezském. V Cechéach byly detekovany pouze ZYMV, WMV a CMV, a to ve
Stfedoceském kraji a méné v kraji Usteckém a Jihoceském. WMV byl detekovan pouze
v Usteckém kraji (Svoboda, 2012).

Testovani provedené vroce 2023 vramci této prace bylo provadéno se vzorky
pochdzejicimi pouze z Cech, konkrétné ze Stfedoleského a Usteckého kraje. Nejéastdji
detekovanym virem z celkového poctu 158 vzorkl byl WMV s Cetnosti 72,15 %, az druhy
nejcastéjsi v poradi byl ZYMV s Cetnosti 61,39 % a treti stejné jako v letech 2007-2011 byl CMV
s Eetnosti vyskytu 43,67 %. Déle v letech 2007-2011 byl detekovan WMV v Usteckém kraji,
avsak v roce 2023 byl navic zjistén i v kraji Stredoceském v okrese Nymburk a v Hlavnim mésté
Praha. Vzorky z Usteckého kraje vykazovaly vy3$i pozitivitu na pritomnost WMV (97 %) nei
vzorky odebrané v Praze (69,77 %) nebo v okrese Nymburk (62,07 %).

V roce 2023 byl ve Stfedoleském kraji v okrese Nymburk dale detekovdan MWMYV
v 9 z 87 testovanych vzork( tedy s €etnosti 10,34 %. Tento virus nebyl v Ceské republice
doposud popsdn a v letech 2007-2007 nebyl tento virus v testovani zahrnut.

Dale v roce 2023 byl v Cechach, konkrétné v Usteckém kraji, detekovan v 1 vzorku ze
71 testovanych tedy s ¢etnosti vyskytu 1,41 % CABYV, ktery se v letech 2007-2011 na Uzemi
Cech neobijevil, byl viak detekovén v oblasti Jihomoravského a Olomouckého kraje. Podobné
byl v 1 vzorku z 28 testovanych tedy s ¢etnosti 3,57 % ve Stredoceském kraji detekovan ZYFV,
ktery v letech 2007-2011 detekovan nebyl. Vzorky obou virli vykazovaly pfti testovani slabou
reakci, coz mohlo byt zpUsobeno napfiklad pozdni infekci.

V roce 2023 nebyl ve Stfedoceském ani Usteckém kraji detekovan SqMV stejné jako
v letech 2007-2011, kdy byl detekovdn pouze v oblasti Jihomoravského kraje. Na pocatku
testovani tykvovitych rostlin na KOR v letech 2019 a 2020 byl vSak tento virus ve zna¢ném
procentu rostlin nachazen (Rysanek, osobni sdéleni). Je mozné, Ze v té dobé se vyskytoval
v dovazeném osivu, zatimco v poslednich letech (2022-2023) si uz dovozci osiva na jeho kvalitu
dali vétsi pozor. DalSim testovanym virem v roce 2023 byl TSWV, ktery nebyl detekovan. TSWV
véak byl testovan pouze u rostlin odebranych na pozemcich CZU, kde by se mohl vzhledem
k druhové pestrosti na pokusnych plochach vyskytovat.

Z vysledk(i ztestovani vletech 2007-2011 bylo vypozorovano, Ze se stoupajici
zemépisnou Sitkou klesal obecny vyskyt vir(i v porostech tykvovité zeleniny a vyskyt vir(
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tykvovitych rostlin se soustredil zejména do oblasti jizni Moravy (Svoboda 2012). V roce 2023
Ize pozorovat dal3i rozsifeni téchto virl v oblasti stfednich Cech, nejvice pak u WMV, ktery byl
detekovan nejcastéji a na kazdé lokalité. Je tedy pravdépodobné, Ze vznikaji stdle vhodnéjsi
podminky pro pfezimovani virQ tykvovitych rostlin v Ceské republice a dochazi k dalsimu
posouvani hranic vyskytu téchto virovych patogent i k Sifeni virl, které doposud nebyly
pfedmétem monitorovani.

Dale bylo cilem této prdce zjistit potencidlni zdroje virovych patogen( tykvovité
zeleniny a cukrové Fepy. Rada plevelnych rostlin m{iZe byt infikovéna rostlinnymi viry napadajici
tykvovité plodiny a slouzit tak jako zdroj infekce pro plodiny péstované na stejném pozemku
v dal$im roce. Je proto zajimavé, ze pfi testovani plevelnych rostlin v ramci této prace vysly
vsechny vysledky negativné. Jednim z moZnych vysvétleni je to, Zze nékteré z odebranych
plevelnych druhl nemusi patfit do hostitelského spektra testovanych vir(i. Dalsi moZnou
pri¢inou je skutecnost, Ze nékteré ozimé plevele, jako je napfiklad hermankovec pfimoftsky,
mohly vzchdazet azZ po sklizni a likvidaci rostlinnych zbytk( a nebyly tak infikovany. Nejcastéji se
objevujicimi  viry tykvovitych plodin v Ceské republice jsou ZYMV, WMV a CMV
a jsou prendseny msicemi neperzistentnim zplUsobem. Msice, které by tedy potencidlné
prenesly viry na plevelné rostliny mohly ztratit infekénost dfive, nez k jejich preletu doslo.
Jinym moZnym vysvétlenim je testovani prili§ malého poctu rostlin od kazdého druhu. Pfi
zkoumani prezimovani ZYMV v Ceské republice a zjistovani potencialnich rezervodr( viru
v letech 2001-2002, byla nakaza zjisténa pouze u jednotek procent z celkového poctu 409
testovanych plevelnych rostlin (Svoboda & Polak, 2002).

Plevelné rostliny z okoli porostli cukrové fepy nebyly testovdny na pritomnost
Zloutenkovych vir(, jelikoz se v roce 2023 virové Zloutenky fepy nevyskytovaly, jak jiz bylo
uvedeno vyse v této kapitole.
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7 Zaveér

V rdmci této bakalarské prace byly popsany patogeny figurujici jako nejcastéjsi plivodci
virovych Zloutenek cukrové repy, kterymi jsou rostlinné viry BYV, BMYV a BChV. Ddle byl zvazen
mozny dopad aktualnich legislativnich omezeni v odvétvi ochrany rostlin a zmén klimatickych
podminek na zvySovani tlaku téchto virovych patogent v budoucich letech.

Dale byly popsany a nasledné detekovany viry vyskytujici se v porostech tykvovité
zeleniny na nékolika lokalitach ve Stfedoeském a Usteckém kraji v roce 2023. Zjisténé Cetnosti
vyskytu byly porovnany s daty z testovani provadéného v letech 2007-2011. Jako nejcastéji se
vyskytujici viry tykvovitych plodin pfi testovani v roce 2023 byly ureny rostlinné viry WMV,
ZYMV a CMV podobné jako vletech 2007-2011. Rozdil byl pozorovan v Cetnosti
i prostorovém rozsiteni WMV, ktery byl v roce 2023 detekovdn na vSech lokalitdch na Gzemi
obou zminénych krajii, kde?to v letech 2007-2011 byl detekovan pouze v kraji Usteckém.
V ramci testovani byly s nizsi az velmi nizkou mirou ¢etnosti detekovany také méné obvyklé
viry jako jsou CABYV, MWMYV, & ZYFV. MWMV a ZYFV nebyly doposud v Ceské republice
popsany.

Je tedy pravdépodobné, Ze vznikaji stale vhodnéjsi podminky pro pfezimovani i Sireni
vird tykvovitych rostlin v Ceské republice a dochazi k dal$imu posouvani hranic vyskytu téchto
virovych patogen i k Sifeni vir(l, které doposud nebyly pfedmétem monitorovani.

Virové patogeny popsané vramci této bakalarské prace jsou schopny zplsobovat
vyznamné Skody na vynosech cukrové fepy nebo tykvovitych plodin. Z toho ddvodu je
podstatné Sifeni téchto patogend dale monitorovat a hledat zplsoby, kterymi by Sifeni mohlo
byt zpomaleno a kontrolovano. Mezi vyznamna opatreni Ize zafadit zejména Slechténi novych
odolnych odrd, jelikoZz moznosti chemické ochrany rostlin ¢i osiva jsou stale vice limitovany.

V rdmci této prace byla popsdna hostitelskd spektra virt tykvovitych plodin i cukrové
fepy, do nichZ patfi rada volné rostoucich rostlin, které c¢asto figuruji jako rostliny plevelné.
Nékteré z téchto rostlin jsou viceleté ¢i vytrvalé, a maji proto potencidl stat se rezervoary
pomahajicimi virovym patogenUm prezimovat v podminkdch mirného podnebného pasu
a nasledné slouzit jako zdroje infekce v dalSich letech. S monitorovanim vyskytu a Sifeni
rostlinnych vir(l je Uzce spojeno hledani jejich hostitel(l. Jedna se vSak o problematiku, ktera
neni v Ceské republice zcela prozkoumdana a je proto zasadni pokracovat v uréovani zdrojd
virovych infekci.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Symboly
°C
Hg
ul
uM
bp
cm
g

ha

I

M
ml
mm
mM
nm
t/ha
Vv

Zkratky
BChV
BLCV
BMYV
BNYVV
BtMV
BYV
CABYV
cmv
CR
DAS-ELISA
ddH,0
DNA
ELISA
EU
MWMV
PCR
RNA
RT-PCR
SgMV
sSRNA
TAS-ELISA
TSWV
WMV
ZYFV
ZYMV

teplota t(°C)
hmotnost m (kg)
objem V (m3)
molarni koncentrace ¢ (mol/dm?3)
velikost DNA/RNA

délka I (m)

tihové zrychleni g (m/s?)
plocha S(m?)
objem V (m3)
moldrni koncentrace ¢ (mol/dm3)
objem V (m3)
délka I (m)
molarni koncentrace ¢ (mol/dm?3)
délka /(m)

vynos

napéti U (V)

beet chlorosis virus

beet leaf curl virus

beet mild yellowing virus

beet necrotic yellow vein virus

beet mosaic virus

beet yellows virus

cucurbit aphid-borne yellows virus

cucumber mosaic virus

Ceska republika

Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
dvakrat destilovana voda

deoxyribonukleova kyselina

enzyme-linked immunosorbent assay

Evropska unie

moroccan watermelon mosaic virus
polymerase chain reaction

ribonukleova kyselina

reverse transcription polymerase chain reaction
squash mosaic virus

jednovlaknova ribonukleova kyselina

Triple Antibody Sandwich Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
tomato spotted wilt virus

watermelon mosaic virus

zucchini yellow fleck virus

zucchini yellow mosaic virus
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