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ABSTRACT

The work was aimed at elucidation of optimal datedetection ofPotato leafroll virus (PLRV)

in potato leaves by ELISA, the symptoms of diseas# the effect of infection on the height of
plants. The optimal term for PLRV detection wasethiweeks after tubers seeding in the
greenhouse. In this term we obtained 97,6 percentd#gpositive results. There were 83,3
percentage and 76,2 percentage of positive resultee fifth and seventh week after tuber
seeding. We did not find any correlation betweepression of symptoms and relative virus
concentration expressed as level of extinction ihSR. Infection of potato plants by PLRV
significantly influenced plant height.
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Variabilita viru svinutky bramboru (PLRV), zvySespolehlivosti jeho detekce a uplat
transgendze v rezistentnim Slegtit



UvoD

Patogeni viroveho fwodu pati mezi nejdlezit¢jSi pivodce chorob brambor.Vyskyt
virovych chorob je v naSich klimatickych podmink&olavnim problémem, neBovyraznou
meérou ovliviwuji dosazené vynosy, protoZze brambory jsoucmhiavnimavé k gmto virovym
patogeim, coz je jejich negativni vlastnost. V naSich Wimokych podminkach je jest
znasobena silnym infékim tlakem vifi, vyvolanym vysokym vyskytemipnaseéu. Z téchto
duavodu je velice obtizné udrzeni dobrého zdravotnihowstaarost, coz se negativnprojevuje
piedevsim na kvalitsadby.

Znalost spektra specifické populace patdggemozni, aby k vysadibyly cilerg vybirany
odnidy s uspokojivou hladinou rezistence a zatosadba s minimalnim napadenim hliz tak, aby
doSlo k vynosové kompenzaci hliz vlivem sousedicditavych rostlin a nedoslo ke statisticky
vyznamnému snizeni vynosu. K tomu se pouzivaji distické sérologické metody, které
v sadlé brambor bezpmé detekuji vyskyt patogena a umozni tak vybrat padmavou sadbu,
ktera je nasledhcertifikovana.
zdravé certifikované sadby, ktera podle pravnig¢hdpisi proSla kontrolou proti virovym
patogeim pomoci ELISA testu na odbornych pracovistich.oJdklISi faktory ochrany proti
virovym patogefim je vykér vhodnych rezistentnich odi a dodrZovani spravnéegiebni
agrotechniky. V neposledniadé nesmime zapomenout na ochranu pdrdstambor proti
pienaséum virovych patogei Fri péstovani sadby jeré¢ba dbat na to, aby byly @iveé
provadny negativni vybry.

Pri pouziti certifikované sadby by na prodgunkch plochach ne#éfa byt podle stavajici
pravni normy vysazovana sadba &Sim napadenim hlizikym virovym onemoctnim nez
deset procent, poipact hliz napadenych lehkymi virbzami poepaitu na tento vyskyt pomoci
koeficientu 0,33. Podle uvedenych hodnot Ize odyagh u porost infikovanych sledovanymi
viry do tohoto stup&inedojde ke statisticky vyznamnému snizeni vyndgu Fi vySSim stupni
zamdeni, ke kterému velmi snadno u potfostochazi zejménaiipopakovaném fesazovani
vlastni necertifikované sadby, vznika vyrazna vyivésdeprese.

MATERIAL A METODIKA

V experimentu bylo pouzito 14 adi bramboru, které nebyly uznany certittkém
fizenim sadby brambor visledku zvySené nebo vysoké hladiny napadeni PLR}o Bak
mozneé v pedkEZznych testech vybrat dostétsy paiet hliz s redlnymigdpokladem jejich infekce
PLRV. Jednalo se o oty Barbora, Belana, Claret, Colette, lkar, Janetii Marena, Nancy,
Princess, Red Anna, Vladan, Westamyl a KE 149/2i dikladném omyti a osuSeni hliz se
jednotlivé hlizy gislovaly a narovnaly do sadbaeav pa@tu 94 kus tak, aby naslednmonhly
byt po otestovani duzninyiino vybrany pouze ty, které vykazovaly odpovidagatinkéni
hodnoty indikujici infikované, resp. zdravé hlizlako metoda pro vyhodnocovéani vzotiyla
zvolena DAS ELISA.

Z pripravenych a ¢&islovanych hliz se odebral vzorek vzdy pupkdéaéti hlizy pomoci
specialniho noZze se ¢&wa ostimi. Vysledny prouzek duzniny hliz se vlozZil do
poloautomatického lisu, odebrala se kapka rostl&@d&y (cca 50ul) a smichala s extrékim
pufrem Tris v pordru 1:10.



Redéni polyklonalnich protilatek a AP konjugovanych filédek jsme provagli vzdy dle
dopor&eni vyrobce.Redini bylo v potahovacim i konjugatovém pufru v pom 1:1000
protilatky/pufr. Recgni PNP v substratovém pufru je taktéz 1:1000 PNP/(Lmg/ml). Na
kaZzdou jamku mikrotitréeni desttky jsme pouZivali 108 roztoku kazdé protilatky a substratu.
Jednotlivé pracovni etapy jsou ptigusnych inkub&nich intervalech f@ruSovany vymyvanim
nenavazanych reagencii.

Z vysledki spektrofotometru bylo vybrano z kazdé iy 21 hliz s nejvySSimi
hodnotami extinkce, zpravidla o hodnotach 0,200&00 U (absorbancetipd05 nm) podle
zamdeni odfidy a 21 hliz utenych jako zdrava kontrola s nizSimi hodnotamirde, zpravidla
v rozpéti 0,062 az 0,100 U. Vybrané hlizy se uskladnfiytgplot tii az pst °C az do 18. 1. 2008.

Pro stimulaci kiéeni byly hlizy podélé roziznuty a zasazeny 18. 1. 2008 do kontdjner
(o velikosti 12 x 12 cm) pupkovogasti doh a @ihrnuly se substratem az po okraj. Zasazené
hlizy v kontejnerech byly umisty do skleniku s @mérnou teplotou 19,1 °C. Z hlediska
optimalizace a efektivity pokusu byly kontejneryreynany do tvaru mikrotitai destéky, tzn.,
Ze i stavajicim potu hliz se na jednu desitu pri vzorkovani vejdou 2 oddy (Obr. 1). Kazda
odrida zahrnovala 3 opakovani po 7 rostlinach napadehfiz a 3 opakovani po 7 rostlinach
kontrolnich (nenapadenych) hliz. Kazdé opakovéapbeitialo jednomu sloupci a rostlitigdam.
Do prvnich tech sloupt v paradi od nejvysSi hodnoty extinkce az po nejnizsvAaty radily
hlizy s fedpokladem jejich infekce PLRV a stéjtak seradily i zdravé hlizy, resp. ottvrtého
do Sesteho sloupce. V posledadt vSech sloupt byla vynechana mista, ktera byla nastegi
vyhodnocovani ozri@vana jako pufr, nelfomikrotitracni destéka mé 8tad. Jako pufr (p) byly
oznaovany i vlastnim hodnoceni ELISA téZ vSechny polozky ré&tehykEly (rostlinky gilis
malé v prvnich terminech, nebo &mé hnilobou a pod.).



Obr. 1: Schéma usporadani pokusu
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Hodnoceni pibéhu napadeni rostlin probihalo wec¢h terminech. Ve 3 tydnu po vysadb
se odebraly prvni vzorky listpro hodnoceni koncentrace viru v rostlinach brampoebd
vétSina rostlinek bramboru narostléhem této doby do velikosti ptruspokojivé pro odebirani
optimalni velikosti lish pro ELISA testy. Ve skleniku se z kazdé rostlingsp. z kazdého
kvétinate odebral dostate¢ velky spodni list a zaloZil se daipraveného seSitu sigdem
oc¢islovanymi strdnkami tak, aby nemohlo dojit pgzdk jejich zaneén¢. Rostlinnd gava
z rozdrcenych list se smichala s extr&kim pufrem Tris.

Dale se provedlo vizuélni symptomatické vyhodnoocdyéiznaki PLRV na jednotlivych
rostlinach kazdych odd a n&reni vySek rostlin.

V patém tydnu po vysadlse uskuténily druhé odbry vzorki listd pro vyhodnocovani
koncentrace viru v rostlinach bramboru a druhé alizusymptomatické vyhodnocovariznaka
PLRV na jednotlivych rostlinach kazdych édra druhé r&eni vziistu rostlin. Vlastni prbeh
pokusu je totoZzny s vyhodnocovanim vysledke 3 tydnu po vysadb

V sedmém tydnu po vysadllse realizovalyieti odkgry vzorka lista pro vyhodnocovani
koncentrace viru v rostlinach bramborutetit vizualni symptomatické vyhodnocovartizpak



PLRV na jednotlivych rostlinach kazdych édra teti mgteni vzistu rostlin. Vlastni prbeh
pokusu je totoZny s vyhodnocovanim vysledke 3 tydnu po vysadb

VYSLEDKY A DISKUZE

Zjistené vysledky cetnosti vyskytu PLRV v hlizadch a extinkce byly hodeny
dvoufaktorovou analyzou rozptylu (ANOVA)jipemz faktory byly termin a otida. Nasleda
byly hodnoceny rozdily mezi ofliami v jednotlivych terminech hodnoceni. Vysledkwalgizy
byly testovany dle Tukeye na hladivyznamnosti a = 0,05. V jednotlivych terminech doyl
statististicky vyhodnoceno takéereni vySek rostlin u nemocnych a zdravych rostliprimeru
za vSechny sledované d&dy. Byla pouZita dvoufaktorova analyza rozptylu r{ath
a zdrava x nemocnd rostlina), nicaépii hodnoceni byl pouZit pouze faktor zdravi rostlin.
Vysledky analyzy byly testovany dle Tukeye na htddryznamnosti a = 0,01. Hodnoceni bylo
provadno v programu UNISTAT 5.1.

Vysledky testu hliz

Po otestovani 94 hliz bramboru z kazdéidgrna vyskyt PLRV bylo péeba vybrat 21
hliz s realnym pedpokladem infekce PLRV. Extitki hodnota pro vyrok infikovana/zdrava
hliza byla stanovena na 0,200 U, kter4 se vymgale tinasobek prmérné extinkni hodnoty
pufru + rezerva. Jak je'gmé z Tab. 1, @béh detekce napadeni PLRV z duzniny hliz nedaval
uspokojivé vysledky z hlediska vySe exttnkch hodnot urady odfd, a proto bylo pdeba
vybrat hlizy s extinéni hodnotou co nejblize stanovenému limitu. Mezitidgt s pondrné
vysokym zastoupenim hliz infikovanych PLRV seazhly lkar, Janet a Claret. Tyto ddly
vykazovaly roviZz pomnerné vysokou extinkci u infikovanych hliz. Naopak ady Belana,
Colette a Westamyl &y maly paet infikovanych hliz s poginé nizkou extinkci vzork.
Vzhledem k tomu, Ze ne u vSech @dirbylo dostaténé mnozstvi napadenych hliz, byly do

v v s

Colette, Karin, KE 149/21, Marena, Princess a Weygla



Tab. 1: Pocet napadenych hliz a prdmérné extinkce

Cislo |Odruda PNH Extinkce pr Gmér
1 Barbora 26 0,3700
2 Belana 3 0,2190
3 Claret 78 0,4640
4 Colette 5 0,2690
5 Ikar 86 0,4610
6 Janet 88 0,5810
7 Karin 13 0,3430
8 KE 149/21 11 0,3640
9 Marena 9 0,2530
10 Nancy 26 0,3710
11 Princess 15 0,3060
12 Red Anna 22 0,4120
13 Vladan 27 0,3530
14 Westamyl 5 0,2770

Symptomatické vyhodnocovani pébéhu napadeni

Symptomatické vyhodnocovani rostlin bramboru pralwhve tetim, patém a sedmém
tydnu po vysadh Infikované rostliny se porovnavaly se zdravoutkoliou.

Barbora

Ve tretim i patém tydnu po vysadlbrostliny odiady Barbora nevykazovaly zadné
piiznaky napadeni PLRV a vypadaly zdfaa swze. Prvni vizualé rozpoznatelné ifznaky
napadeni PLRV se projevily jemnym préggvanim Zilnatiny az v sedmém tydnu po vysadb
Symptomy svinovani listnebyly pozorovany.

Belana

Symptomy slabého Zloutnuti spodnichdidtyly pozorovany az v sedmém tydnu po
vysadlg. Do této doby mezi infikovanymi rostlinami PLRV kontrolou nebyly rozpoznany
vizualni zmény. Pro silné napadeni patogeneBrwinia carotovora subsp. atroseptica
(bakterialnicernani stonku) musela byt tato dda vylowena z dalSiho vyhodnocovani.

Claret

Symptomy Zloutnuti apikalniasti listi a lehké IZicovité svinovani od 8pk &chto listi
byly pozorovany v patém tydnu po vys&dl sedmém tydnu po vysa&iz rostliny infikované
PLRV vytv&ely chlorézu meziZilnatiny kolem okraje celého dist ve stednim pate i slabé
svinovani list.

Colette

Prvni symptomy u oddy Colette byly zpozorovany aZz v patém tydnu poadys, které
se projevily velmi slabou chlor6zou lisa lehkym IZicovitym st&enim listi, aby po dalSi dva
tydny tyto @iznaky nabraly na intenzit V jednom pipad byl zaznamenan vyskyt
antokyanizace listové nervatury #l@hajiciho pletiva. Jednalo se o rostlinu s extiikhodnotou
1,213 U (Hodnota extinkce na&ena v sedmém tydnu po vysa&ilbDiky silnému napadeni
patogenemErwinia carotovora subsp. atroseptica byla tato odida vylowena z dalSiho
vyhodnocovani.

Ikar

Rostliny odfidy Ikar infikované PLRV se projevovaly zpomaleniastu a tvorbou tifs
metlovitého vzhledu jiz ve rétim tydnu po vysadb Po sedmi tydnech od vysadby




mezizilnatinova chlor6za zachvétila listy napadényaostlin, které se&lunkovité st&ely a po
smaknuti vydavaly papirovy zvuk.

Janet

Ve tretim tydnu po vysadbbylo u jedné infikované rostliny s extiérki hodnotou 0,350
U pozorovano vrcholové sténi listi. Ostatni rostliny se na pohled zdalg&va zdrave. V patém
tydnu po vysadb se jiz projevila slaba meziZilnatinova chlor6zanizkém a sednim pate
IZicovité st&eni listi a ve vrcholovych partiicilunkovité sté&eni listi. V poslednim terminu
byly jiz listy zasazeny chlor6zou kolem celého disi vSech infikovanych rostlin, cetn
typického svinovani list které po smé&nuti vydavaly papirovy zvuk.

Karin

Odrida Karin vykazovala stejn&ipnaky napadeni PLRV v patém i sedmém tydnu po
vysadig jako odfida Claret pouze s tim rozdilem, Ze svinuté listy gmo&knuti praskaly
a vydavaly typicky papirovy zvuk. Qittu Karin zasahl z 1/4 patog&nwinia carotovora subsp.
atroseptica, a proto byla z dalSiho vyhodnocovani vyiena.

KE 149/21

Ve vSech hodnocenych terminech nebyly pozorovamn&éymptomatické ffznaky
napadeni PLRV, s vyjimkou inhibicéstu. V patém a sedmém tydnu po vysabipl pozorovan
u 3 rostlin vyskyt Y virézy bramborlP6tato virusY).

Marena

Odrida Marena podokinako KE 149/21 nevykazovala Zadnézpaky napadeni PLRV.
Z divodu wtSiho napadeni patogendenwinia carotovora subsp.Atroseptica musela byt tato
odrida vylowena z dalSiho vyhodnocovani.

Nancy

Infikované rostliny odkdy Nancy vykazovaly vergétim tydnu po vysadbnizsi ist. Jiz
v patém tydnu po vysadbostliny polehly a z 1/2 je napadl patogerwinia carotovora subsp.
atroseptica. Na rekolika infikovanych rostlinach PLRV se projevila Ine slaba chlor6za
mezizilnatiny bez svinovani list Z divodu vysoké destrukce rostlin vlivem patogdfravinia
carotovora byla odfida Nancy vylotena z dalSiho vyhodnocovani.

Princess

Ve vSech terminech vyhodnocovani infikované rogth RV odiidy Princess vytiély
nitkovité stonky. Od péatého tydne po vysadiataly spodni listy silé Zloutnout, aby v sedmém
tydnu chlor6za zachvétila celé rostliny, které edsl polehly.

Red Anna

Ve tretim tydnu po vysadbl1/2 rostlin nevyrostla a v patém tydnu po vysadbylé
rostliny zachvatil patogeierwinia carotovora subsp.atroseptica, tudiz rostliny nemohly byt
symptomaticky vyhodnoceny, a tato dda musela byt vylatena z dalSiho vyhodnocovani.

Vladan

Odrida Vladan Bhem tetiho a patého tydne po vysédbypadala zdray, bez giznak
napadeni PLRV. Prvni symptomy infekce PLRV se poxzaly az v sedmém tydnu po vysadb
ve forme swtlejSi barvy listové plochy a menSim ugtem u 4 rostlin s extigkimi hodnotami
vrozpti 1,3 — 2,5 U. Ostatni rostliny bez viditelnychngytonti infekce PLRV. Pro #sSi
napadeni patogeneBrwinia carotovora subsp.atroseptica byla tato odiida vylowena z dalSiho
vyhodnocovani.

Westamyl

Jiz @i prvnim symptomatickém vyhodnocovani se infikovaostliny oproti kontrole
jevily niz§im vzhastem. Tato inhibice se potvrdila v dalSich termimkeodnoceni spolu gignaky
kadegeni vrcholovych ligl, metlovitym vziistem a tvorby nepravidelnych ddych nekrotickych



skvrn (Obr 18). V sedmém tydnu po vysadie jako dalsi ifiznak napadeni PLRV objevila
chlor6za meziZilnatiny. Pro silné napadeni patogefwinia carotovora subsp.atroseptica
byla tato odiida vylowena z dalSiho vyhodnocovani.

Vizualni symptomy napadeni PLRV se @tdmy hodnocenych infikovanych agf
objevily az v patém tydnu po vysadbNejwtsSi intenzita byla vSak pozorovana aZz v obdobi
sedmého tydne po vysatlNapadené rostlinyizenych odéd PLRV se projevily inhibicitrstu,
tvorbou nitkovitych stonk, proswtlovanim Zzilnatiny a postupnou chlorézou listovéqgtly od
apikalni ¢asti listi postupujici kolem okrdj lista. Chloroticka diskolorace #@ala nejdive
v nizsSich listovych patrech, pogdi ve vysSich patrech a pomalu zachvacovala bistg které
se pozvolna Izicowt a potéclunkovité st&ely snérem nahoru kolem hlavniho nervuéiere
statené listy po sm&knuti vydavaly typicky papirovy zvuk. Nakterych listech se po infekci
PLRV vytvarily nepravidelné hédé nekrotické skvrny, nebo antokyanizace listovevatery
a iléhajiciho pletiva. V #kolika pfipadech bylo pozorovano vrcholovécsdi a kadieni list.
Trsy napadenych rostlindty ¢asto vyrazny metlovity vzhled. U kazdé ody n¢jaké napadené
rostliny nevykazovaly symptomy, jednalo se tedgtemtni infekci.

Cetnosti napadeni a pfibéh extinkce

Pri hodnoceni dvoufaktorovou analyzou rozptylu meainotlivymi odfidami doslo
v praméru za vSechnyit hodnoceni ke statisticky vyznamnému rozdilu vékasti extinkce,
avSak vcetnosti napadeni nikolivTab. 2). Pimérné hodnoty extinkce nemaji vypovidajici
hodnotu, neb® porovnavani odid podle tohoto kritéria postrada smysl. Velikostirkce vSak
muZze poukazat na skuteost, Ze u &kterych odiid mohlo dojit k rychlejSimu &ni a mnozZeni
patogena v hostitelské rostlincoz Zejmé souvisi s obrannymi mechanizmy rostliny, nebo Ze
n¢které vybrané hlizy obsahovaly ve své tkani vy&sicentraci viru, ktery se v fioéhu nistu
rostliny rychleji fil a mnozil.

Tab. 2: Vliv odriidy na velikost extinkce a pocet napadenych rostlin

Odrada Extinkce Cetnost
KE 149/21 0,5116 a 6,3333 a
Janet 0,5581 a 5,5556 a
Princess 0,6244 a 6,1111 a
Barbora 0,6635 ab 5,5556 a
Claret 0,6654 ab 5,7778 a
lkar 1,0977 b 6,6667 a

Porovnavani vlivu terminu hodnoceni na velikostinrdkde a pdet napadenych rostlin
udavaTab. 3. Na zaklad analyzy rozptylu bylo zjigho, Ze rozdilné terminy hodnoceni maji
statisticky vyznamny vliv n&etnosti napadeni. Zc¢hto vysledk tedy vyplyva, ze optimalni
termin pro detekci PLRV z ligtrostlin je prvni termin, tedydti tyden po vysadh neba@ mezi
timto terminem a dalSimi dwma nasledujicimi byl zjish statisticky vyznamny rozdil. Zavislost
extinkénich hodnot natiznych terminech detekce nebyla prokazana.



Tab. 3: Vliv terminu hodnoceni na velikost extinkce a pocet napadenych rostlin

Termin Extinkce Cetnost
| 0,8553 a 6,8333 b
Il 0,6110 a 5,8333 a
I 0,5941 a 5,3333 a

Porovnavani extininich hodnot &etnosti napadeni po jednotlivych terminech zn@zor
Tab. 4, Tab. 5a Tab. 6. V prvnim terminu hodnoceni nebyl statisticky vgamy rozdil jak mezi
extinkcemi odiid, tak mezicetnostmi napadeniréb. 4). U odiidy KE 149/21, Princess a Claret
se v jednom fipact nepodalo prokdzat napadeni PLRV, a tim doSlo ke snizgtmérné
cetnosti napadeni a potazmo i snizetihgirnych extinknich hodnot. Zdchto za¥ra je Zejmé,
Ze extinkce u tohoto nejkazného napadeni nggahla hodnotu 0,200 U, coz je limitni hranice
pro bezpéné uteni infekce PLRV. Extinéni hodnota 0,200 U je s@asré indukujici hranice,
kdy Ize virus detekovat vizuapii barevné zréing substratu.



Tab. 4: Velikosti prdmérné extinkce a prdmérné cetnosti v |. terminu

Odrada Extinkce Cetnost
KE 149/21 0,6118 a 6,6667 a
Janet 0,7493 a 7,0000 a
Princess 0,5640 a 6,6667 a
Barbora 1,2421 a 7,0000 a
Claret 1,0055 a 6,6667 a
lkar 0,9591 a 7,0000 a

Ve druhém terminu hodnoceni se prokazal vyznammgikanezi extinkcemi odid
(Tab.5). Odida lkar se vyznsmvala téndt trojnasobnymi extinknimi hodnotami oproti
odridam KE 149/21, Janet, Barbora a Claret. Stégtk odfida Princess #ha vysSi hodnoty
extinkce o vice nez polovindgd odfidami KE 149/21, Janet, Barbora a Claret. V tomtmieu
tedy doSlo k rapidni zém¢ koncentrace PLRV v rostlinach bramboru, kdy uuddgr Ikar
a Princess doSlo k mirnému zvySeni koncentrace PaR\bstatnich odd k prudkému poklesu
koncentrace PLRV v porovnani s |. terminem hodnbcgnizeni hladiny @meérnych extinkci
odrid vedlo ke sniZenietnosti napadeni. Nejvice patrné je to uidgirBarbora a Claret, kde se
ve Il. terminu nepoddo prokazat napadeni u 7 rostlin.

Tab. 5: Velikosti prdmérné extinkce a prdmérné cetnosti ve Il. terminu

Odrada Extinkce Cetnost
KE 149/21 0,4377 a 6,3333 a
Janet 0,4623 a 6,0000 a
Princess 0,7796 ab 6,6667 a
Barbora 0,3406 a 4,6667 a
Claret 0,4278 a 4,6667 a
Ikar 1,2178 b 6,6667 a

Ve tretim terminu hodnoceni se r@Znnepodélo statisticky prokazat rozdil mezi
extinkcemi odiid a rozdil mezEetnostmi napadenii€sto lze Zrab. 6 vyhodnotit, Ze pimérné
extinkce odiid v porovnani s Il. termineniigtaly téndi shodné, pouze u aidty Barbora a Claret
mirné narostly a jen v jednomiipadt extinkce klesla (odida Princess). Déleiieme pozorovat
zavislost, kdy se u obou amdl se zvysujici se extinkci zved! i qat prikaznosti napadeni.
Zajimavé pozorovani je taktéz u 6dy Janet, kterd #ta nejmensietnosti napadeni, nebhse
nepodailo prokazat napadeni u 10 rostlin.



Tab. 6: Velikosti prdmérné extinkce a prdmeérné cetnosti ve lll. terminu

Odruada Extinkce Cetnost
KE 149/21 0,4855 a 6,0000 a
Janet 0,4626 a 3,6667 a
Princess 0,5296 a 5,0000 a
Barbora 0,4077 a 5,0000 a
Claret 0,5629 a 6,0000 a
lkar 1,1161 a 6,3333 a

Hodnoceni vySek rostlin

V ramci hodnoceni vySek kontrolnich a infikovanydistlin se podélo prokazat, ze byl
ve vSech terminech statistickyagazny rozdil Tab. 7). Infikované rostliny byly vzdy minimatn
0 1/3 nizsi nez zdraveé rostliny. Vietim tydnu po vysadhzaostavaly infikované rostliny vistu
0 cca 8 cm a v patém a sedmém tydnu stiadoca 13 cm. # symptomatickém hodnoceni byl
vySkovy rozdil zaznamenan v patém a sedmém tydnwygadi (Il — Il termin), tudiz se
rostliny daji v porostu podle tohoto kritéria detelt, gesto je vSak mozné zakrslost rostlin
zpasobenou virem PLRV snadno z&mt za zakrslost Zjsobenou jinymi faktory (nap faktor
odrnudy, abiotické vlivy atd.).

Tab. 7: Pramérné vySky nemocnych a kontrolnich rostlin

Skupina Termin

| Il 1
Nemocné 17,4365 a 34,3810 a 37,6984 a
Zdravé 25,1521 b 47,2336 b 50,6693 b
Diskuze

Ptiznaky napadeni se projevily inhibicistu, chlor6zou rostlin od Sfgk listi po zasaZeni
celého jejich okraje a naslednym typickyttunkovitym st&enim listi kolem hlavniho nervu
smérem nahoru nejive spodniho, poz§i vySSiho patra. Podobné symptomatické projevy
napadeni PLRV uva§l i BENADA et al. (1958), JAYASINGHE (1988Y;ACA et al. (1990),
TABORSKY & SEDIVY (1997), IEDIC (1998A), RASOCHA et al. (2004) a VOKAL et al.
(2004). Symptomy infekce PLRV se projeviliepazié aZz po pti tydnech od vysadby. keme
potvrdit i zary, Ze ocheelé listy jsou Bkdy nafialowlé a gi sm&knuti praskaji a vydavaji
typicky papirovy zvuk, coz uvéi BENADA et al. (1958), JAYASINGHE (1988), RASOCHA
et al. (2004) a VOKAL et al. (2004). Stejtak dokladame vysledky totozné s BENADOU et all.
(1958), kdy na S3Spkach listi vznikaji nepravidelné tsdé nekrotické skvrnky. Podle
JAYASINGHEHO (1988), RASOCHY et al. (2004) a VOKALAt al. (2004) maji trsyasto
napadny metlovity vzhled, coZz se nam pddgotvrdit také. Podle JAYASINGHEHO (1988) je
intenzita @iznaki napadeni PLRV zavisla na dade a prostedi, kdy gkteré odtdy nevykazuji
symptomy (latentni infekce) a PLRV neni mozné detek v porostu vizuath Ke stejnym
zawram jsme doSli i my, a to s tim rozdilem, zZe u kaad&dy rekteré napadené rostliny PLRV
nevykazovaly symptomy. Jednalo se o rostliny obgaihwe své tkanittzné mnozstvi viru. Nelze
tedy jednoznéné urcit jakykoli vztah extinknich hodnot s projevemiignalka, neba@ symptomy
nevykazovaly rostliny jak s nizkou hodnotou extiektak rostliny s vysokou hladinou extinkce



(nad 2,000 U). Vysledky téz potvrzujasté maskovanitfznaki onemocsni rostlin bramboru
PLRV ve sklenikovych podminkéch

Porovnavani velikosti gmérnych extinknich hodnot mezi jednotlivymi o@idami mize
vypowdét o jejich specifické nachylnosti k PLRV. Qdia lkar ngla téngt dvojnasobnou
pramérnou extinkni hodnotu ped ostatnimi odidami. Je tedy moZzné, Ze tato wdk ma téz
vySSi stup# nachylnosti nezZli ostatni aity. Tomu odpovida row vysokacetnost vyskytu
PLRV v porostech této oddy. Jak uvadi ATABEKOV et al. (1984), BARKER (1987)
a BARKER, (1989), $éni PLRV v nefloemové tkaniime byt stimulovano, jestlize jsou rostliny
spole&n¢ nakazeny dalSimi viry. V naSi praci jsme se &@dimpouze na hodnoceni jtkaznosti
PLRV v riznych terminech, a proto tento Zamemizeme potvrdit. Je ale také mozne, Zeiddr
Ikar mela ve tkani hliz mnohem vySSi koncentraci viru,rktse nasledh po ristu rostliny
a @iznivym podminkam rychleji mnozil.

Pri porovnavani termiin hodnoceni ¢etnosti detekce napadeni, resp. porovnavani
prikaznosti napadeni, bylo zj#io, Ze nejvhod¥jSi termin pro detekci PLRV z listu rostlin je
v ranrgjSich terminech po vysadbkdy se podélo prokazat nej¥tSi cetnosti napadeni a zarave
se ve tkanich rostlin detekovala nejvysSi konceetnaru. Tomu odpovida téz zvySenicho
vizudlre reagujicich rostlin, i kdyz get rostlin infikovanych PLRV, ale bez vizualnictizmaka
ve skleniku nize byt stale posiné vysoky. Koncentrace viru v rostlimii hodnoceni v patém
tydnu po vysadbrapidre klesla (s vyjimkou odrdy Ikar a Princess) a v sedmém tydnu viceimeén
stagnovala. Znamena to tedy, Ze okdktiho tydne po vysadbkoncentrace viru v rostlinach
kulminovala a pozgi klesala a stagnovala. S hodnotami extinkce Uzmeelovaly i zjiSEné
cetnosti napadeni. Veaetim tydnu po vysadbse pouze uréch odéid nepod&lo prokazat
napadeni u jedné rostliny. V patém tydnu po vysabijiz nepodiéio prokazat v piméru vice
jak 3 napadeni, nejvice vSak u tdly Barbora a Claret, kde se neprokazalo napademinsh
u 7 rostlin. V sedmém tydnu po vysadée nepoddlo prokazat napadeni vimeéru u 5 rostlin
na kazdou odidu, avSak nejvice napadeni se nétnlaokazat u odrdy Janet, a to ze 47,6 %.
Z vySe uvedeného vyplyva, Zd&ihodnoceni vyskytu PLRV vefdtim tydnu po vysadbse
prokaZze nejvice napadeni rostlin s relativnizkou chybou. Naproti tomu dle metodiky
Ustredniho kontrolniho a zkusebniho Gstavu s@#tského (UKZUZ) se dopotiuje diagnostika
viria bramboru pomoci metody ELISA za 5 — 6 tydpo vysadb. Nutno je vSak dodat, Ze pro
definitivni zawry, nebo pro komplexni dopareni gehodnoceni metodiky by byléeba pokus
jeS€ zopakovat a mozna i ro#izakladni soubor, abychom dostali vice dat.

V ramci hodnoceni vySek kontrolnich a infikovanyastlin se podélo prokazat, ze
infikované rostliny se vyzraji niz§im fistem, a to zpravidla édtinu. Jak popisuje BENADA et
al. (1958), JAYASINGHE (1988)CACA et al. (1990), TABORSKY & SEDIVY (1997),
DEDIC (1998A), RASOCHA et al. (2004) a VOKAL et al. ()0 sekundarniifiznaky inhibice
rastu je mozné zaznamenat jiz na rostlinach vysolychentimeti.



ZAVER

Metoda DAS ELISA a jeji modifikace jsou v s@sné dob témei vylucnou metodou pro
sériovou detekci PLRV. Na celémés¥ jsou kazdorené vyuzivany miliony analyz pro detekci
vSech hlavnich vir bramboru, ¥etné PLRV za pouziti této metody. Detek prahovy extinkni
limit na drovni 0,200 U (p absorbanci A405 nm) zpravidla glwvyhovuje. Z naSich vysledk
analyzy jednotlivych terminvhodnych pro detekci PLRV z listrostlin vyplyva, Ze se jako
optimalni termin pro detekci jeMieti tyden po vysadb Tento termin byl neftinnéjSi, nebad ze
sledovanych vzork se podslo prokazat 97,6 % pozitivnich detekci. V patérdriy po vysadd
tomu bylo jiz 83,3 % pozitivnich detekci a kén& v sedmém tydnu po vysatlpouze 76,2 %
pozitivnich detekci. Sa@asre je na tomto misttieba poukazat jeSiha skuténost, Ze veietim
tydnu po vysadb byly také detekovany nejvysSi extémi hodnoty. Prornlivost extinknich
hodnot, a tedy koncentrace viru ve tkanich rogpiinrizné dol hodnoceni pravigbodobrg
zavisi i narad fakton, jako je teplota f péstovani rostlin, starostlin, na translokaci, lokalizaci
viru a zarové na obrannych mechanizmech rostliny. Tyto faktofaks mohou mit vyrazny
negativni vliv na spolehlivost detekce PLRVec vSech vir bramboru. Proto je nezbytné pro
spolehlivost diagn6zy uplatnit viastni postup¥ippavy diagnostickych souprav s ¥bm
kvalitnich a @innych protilatek, jeZ maji zasadni vyznam pro splivost laboratorni diagnozy.

Z vysledki hodnoceni vySek rostlin jednozme vyplyva, Ze infikované rostliny se
projevuji inhibici Gstu zpravidla o 1/3.

Spolen¢ s inhibici Kistu se infikované rostliny projevily postupnou aldloou listové
plochy, pozvolnym |Zicovitym &lunkovitym st&enim listt kolem hlavniho nervu, které po
smaknuti vydavaly typicky papirovy zvuk. Vékterych gipadech se infekce projevila tvorbou
nepravidelnych h#dych nekrotickych skvrn a antokyanizaci listovévatury a piléhajiciho
pletiva. Trsy napadenych rostliném casto ndpadny metlovity vzhled. Nensédilezité je
odhaleni latentni infekce, ktera byla pozorovarneazdé odidy na rekolika rostlinach stznou
hladinou extinkce, a proto je obtiznécitirjakykoli vztah extinknich hodnot s intenzitou
symptondi. Proto je nezbytné vyuZzivat na Useku virologie ggaovou kontrolu sadby brambor
predevSim metodu ELISA, kterd jetipvolbé spravné diagnostické soupravy a vhodnych
protilatek spolehlivd a doposud rfegonana.
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