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Uvod

Material a metody

V polnich podminkdch byl v letech 2019-2021 zaloZen pokus s odrtdami a liniemi hrachu. Celkem bylo hodnoceno 282 poloZek, které zahrnovaly registrované odridy ze seznamu SDO,
Slechtitelské linie, zdroje rezistence k virovym a houbovym patogeniim s deklarovanymi vliastnostmi.

Hodnoceni fenotypu bylo provedeno u celého souboru, stejné tak analyzy ELISA testl. U vybranych 65 genotypl bylo provedeno testovdni pomoci PCR testl. U jednotlivych poloZek byla
molekuldrnimi metodami prokazovdna rezistence Ci senzitivita ke spektru chorob. PouZity byly molekuldrni markery pro detekci rezistence/senzitivity k obéma virézdm: PSbMV patotypu 1
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(Smykal et al., 2011) a PEMV, kde je pomoci metody PCR 98,7% spolehlivost predikce (Jain et al., 2013).

Metoda ELISA - Detekce PEMV a PSbMV

Detekce obou rostlinnych virt byla provedena metodou DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Pro tento Ucel byly vyuzity komercéni soupravy PSbMV
Complete Kit (Loewe, Némecko) a PEMV Complete Kit (Loewe, Némecko). Soupravy obsahovaly
mikrotitralni desticky, roztoky specifickych protilatek i veskeré chemikdlie pro prfipravu pufrd.
Detekce probihala ve formatu 96 jamkovych mikrotitracnich desticek. V prvnim kroku byla na
povrch jamek imobilizovana specifickd protildtka, inkubace s roztokem protilatky probihala po dobu
4 hod pri 37 °C. Odebrané vzorky listl byly ruéné homogenizovdny ve vzorkovém pufru v 1,5 ml
mikrozkumavkdch pomoci jednordzovych plastovych homogenizatord.
mikrotitracni desky promyvacim pufrem byla inkubace se vzorky, ktera probihala pres noc pri 4 °C.
Ddle byly jamky inkubovdny roztokem konjugdtu specifické protilatky a alkalické fosfatdzy po dobu
5 hod pri 37 °C. V pripadé pritomnosti antigenu (¢dstice viru) doslo k navazani konjugdtu na antigen
a k vytvoreni sendvice. Ve ¢tvrtém kroku byl do jamek priddn chromogenni substrdt (4-nitrofenyl
fosfat), ktery byl alkalickou fosfatdzou preménén na Zzluty 4-nitrofenol. Zluté zbarveni bylo
zmeéreno spektrofotometricky pri 405 nm pomoci ELISA readeru VersaMax (Molecular Devices,
USA). VSechny promyvaci kroky byly provedeny na promyvacce Dynawash (Dynex, CZ). Pozitivni a

negativni kontrolni vzorek byly sou¢asti soupravy.

Vysledky

Pomoci metody ELISA byly provedeny detekce virli PEMV
a PSbMV. Byly odebirdny listy, na kterych byly typické
chlorézy a deformace. Pri hodnoceni fenotypu byly priznaky
PSbMV méné rozpoznatelné, nebot’ vétsina hodnocenych
odrid a $lechtitelskych linii je semi-leafless a typické
priznaky svinovdni listl nejsou znatelné, jsou viditelné az
na semenech sklizeného hrachu. Potvrdila se pritomnost
virh PEMV i PSbMV. Vysledky testli ELISA a PCR jsou
uvedeny v tabulkdch . Hodnota 1 znamend, Ze dany vzorek
vykazoval pri hodnoceni ELISA pozitivni reakci. Vzorek byl
nhapaden virem PEMV respektive PSbMV. Hodnota
O znamend, Zze dany vzorek nevykazoval pri hodnoceni
ELISA pozitivni reakci. Testy ELISA probéhly ve dvou
letech ve dvou opakovadnich, prvni opakovdni je znaceno IA,
druhé opakovdni je znaceno IB. Vzorky na analyzu byly
odebrdny vidy z totozné rostliny v Casovém rozmezi
14 dnli. Oznaceni S pri hodnoceni metodou PCR znamend, Ze
vzorek je k chorobdm PEMV a PSbMV senzitivni, R je
k chorobam PEMV a PSbMV rezistentni. Z dizajnu pokusu
vyplyvd, Ze pokud se na dané lokalité vyskytlo virové
onemocnéni, coz bylo patrrné nejen z polniho hodnoceni,
ale i z vysledkl ELISA tfestl, je zfejmé, Ze choroba se
Sirila v rdmci celém porostu.
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Jednou z velmi vyznamnych chorob hrachu je v sou¢astné dobé virus mozaiky hrachu prenosny semenem Pea seed-borne mosaic virus - PSbMV (Hampton a Mink 1975,
Pidkova et al. 2006). Jednd se o typického zdstupce rodu Potyvirus (Celed’ Potyviridae). Typickymi priznaky infekce hrachu timto virem je svinutka listl, zkrdceni
internodii, rizny stupen zakrslosti infikovanych rostlin, ddle deformace kvétl a vyvoj malych deformovanych luskd. Pri¢inou snadného $ifeni je prenos semeny, ktery byl
popsdn u tak celosvétové vyznamnych plodin jako je hrdch, ¢ocka nebo bob. U vnimavych kultivari hrachu se uvddi prenos semeny az do 30 %, ale byly zaznamendny
pripady, kdy 90 % komeréniho osiva bylo infikovdno. Virus je prirozené prenosny vektory, a to msicemi nepersistentnim zplsobem. V soulashosti se rozlisuji Ctyri
patotypy PSbMV oznalované P1, P2, P3 a P4, ze kterych se v Evropé béziné vyskytuje patotyp P1 a v minulém roce byl potvrzen vyskyt patotypu P4. Rezistence ke
standardnim vyse uvedenym patotypim PSbMV je zaloZena recesivné geny sbm-1, sbm-2, sbm-3 a sbm-4, které odpovidaji zminénym patotyptim PSbMV. Spolu s PSbMV se
velmi Casto vyskytuje vyrlstkovd mozaika hrachu PEMV - Pea enation mosaic virus, obé virézy mohou zplsobovat vyznamné vynosové ztrdty prevysujici i 50 - 60 %.
Vyristkovd mozaika hrachu se projevuje napadenim listl, deformaci dponki, tvorbou prisvitnych chlorotickych skvrn, na nichZ se pozdéji vytvari na spodni strané listové
Cepele vyristky (enace). Virulentnéjsi izolaty mohou zplsobovat deformaci luskt, zkrdceni internodii a zakrslost vegetac¢hniho vrcholu. Virus vyriskové mozaiky hrachu je
v prirodé rozsirovdn perzistentné msicemi. Virus je snadno prenosny mechanicky a pravdépodobné i osivem.

Metoda PCR

IZOLACE DNA

Listy rostlin byly homogenizovdny v kapalném dusiku a pomoci Isolate
IT Genomic DNA Kit (Bioline Meridian Bioscience) z nich byla
izolovdna genomova DNA dle protokolu vyrobce. DNA ziskand
z priblizné 100 mg materidlu byla rozpusténa ve 200 ul eluéniho pufru
a zamrazena.

PCR

PCR probihala v termdlnim cykleru Mastercykler Gradient
(Eppendorf, Némecko) v objemu 15 ul v 0,2ml zkumavkdch (TrefflLab,
Svycarsko).

SloZzeni reakcéni smési bylo: 20-50 ng DNA, 1x Dream Taq PCR
buffer, 100 uM kazdého nukleotidu, 0,4 uM kazdého primeru a 1 U
Dream Taq polymerdzy (Fermentas, Litva).

Produkty PCR reakce byly rozdéleny na 1,5% agarézovém gelu (Serva,
Némecko) barveném ethidium bromidem, nasviceny UV svétlem a

nasnimany.
ELISA 2021| ELISA| 2020 2021 2021
vzorek odrdda/linie IA IB IA IB PCR PEMV |PCR PSBMV
1| AGT 2018.26 0 0 0 0 R R
2|B 99/100 0 0 0 0 R R
3|B 99/103 0 0 0 0 R R
4|B 99/104 0 0 0 0 R R
5|B 99/108 0 0 0 0 R R
6|B 99/112 0 0 0 0 R R
7|B 99/116 0 0 0 0 R R
8|B 99/118 0 0 0 0 R R
9| AGT 2065 0 0 0 0 R R
10| AGT 212.11 0 0 0 0 R R

U 10 linii byla PCR testovdnim prokdzdna rezistence k virovym
onemocnénim PEMV a PSbMV. Tyto linie souc¢astné nevykazovaly zddné
symptomy nakazeni ovérené ELISA testy.

U 24 linii byla PCR ftfestovdnim prokdzdna senzitivita k virovym
onemocnénim PEMV a PSbMV. Tyto linie sou¢astné vykazovaly symptomy
nakaZeni ovérené ELISA testy.

V pribéhu let 2020 a 2021 byly provedeny vstupni screeningové PCR a ELISA testy na zjiténi senzitivity/rezistence odrid/linii hrachu k virovym chorobam PEMV
a PSbMV u 65 genotypl. ELISA testy byly provedeny u 282 poloZzek. Z nasich vysledku je zfejmé, Ze u 10 linii byla PCR testovanim prokdzdna rezistence k virovym
onemocnenim PEMV a PSbMV a zkoumané linie sou¢astné nevykazovaly zddné symptomy nakazeni ovérené ELISA testy. Tyto informace budou vyuzity ve slechteéni
novych odrtd na rezistenci proti virovym onemocnénim PEMV a PSbMV.
Vv nésledujicich letech bude probiha’r navazujici screening odrid a linii hrachu, jak téch, které jsou bézné komeréné dostupné tj. odrud ze Seznamu dopor'uéen)’/ch
odrid (SDO) polniho hrachu, zdroj JU rezistence s deklarovanymi vJas’rnos‘rmu tak odrid nekomerénich napr uchovavanych v depozitu genové banky, az po nove
ze mena ro své pr'voTr'ldnl vlastnosti tykajici se odolnosti proti virovym
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