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Metodika detekce Y viru bramboru (Potato virus Y)
v listech a hlizach pomoci metod zalozenych na PCR

1. CiL METODIKY

Cilem certifikované metodiky bylo optimalizovat molekularné-biologické labo-
ratorni metody detekce a determinace hospodarsky nejvyznamnéjsiho viru lilku
bramboru (Solanum tuberosum L.), tj. Y viru bramboru (Potato virus Y - PVY).
Pouzité metody zalozené na PCR (TagMan real-time RT-PCR a SybrGreen real-
-time RT-PCR) zvysi citlivost detekce PVY v listech a hlizach bramboru, zajisti
vys$si spolehlivost diagnostiky a vyznamné urychli vysledky. Protokoly byly opti-
malizovany pro pouziti v bézné diagnostické laboratofi vybavené zarizenim pro
molekularni biologii.

2. VLASTNi POPIS METODIKY

2.1 UVOD

Brambory (Solanum tuberosum L.) jsou vyznamnou zemédélskou plodinou,
mnoZenou vegetativné, u niz je infekce viry velkym problémem. Nejvyznam-
produkci brambor po celém svété snizovanim vynosu a kvality hliz (Singh et al.,
2008). Infikované rostliny bramboru obvykle tvori mensi hlizy (obr. 6) a produ-
kuji méné skrobu (Beczner et al., 1984; Valkonen, 2007). Nolte et al. (2004)
zaznamenal primérny pokles vynosu hliz 0,18t na ha pro kazdé 1% zvyseni
infekce. Genom PVY je charakterizovan pozitivni jednoretézcovou RNA o veli-
kosti = 9,7 kb (Adams et al., 2012). PVY patii do druhé nejvétsi celedi rostlin-
nych virQ Potyviridae a déli se do trech hlavnich kmena (PVY"N, PVY® a PVY©)
podle jejich sérologickych (Romancer et al., 1994), molekularnich (Glais et al.,
2002; Nie et Singh, 2003) a biologickych vlastnosti (systémové nebo lokalni pri-
znaky na Nicotiana tabacum a odolnosti S. tuberosum). Kmeny PVYN a PVY©°
se v Evropé rekombinovaly a vytvofily PVYNC (= PVYN*) a PVYNTN (Boonham
etal., 2002). PVY se prenasi prostfednictvim infikovanych sadbovych hliz, které
jsou hlavnim zdrojem infekce (Valkonen, 2007). Pouzivani certifikovaného sad-
bového materialu je stéZejni v jeho omezovani (Tennant et Fermin, 2015). Tento
zpUsob prenosu je zodpovédny za globalni sifeni kmend PVY, protoze vétsina
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bramborarskych regiont sadbové brambory dovazi z jinych oblasti. Béhem
vegetacniho obdobi se PVY prendsi neperzistentné msicemi z infikovanych rost-
lin na zdravé rostliny (primarni infekce) (Brunt, 2001). Nejvyznamnéjsim vekto-
rem PVY je msice broskvonova (Myzus persicae). S prenosem viru jsou rovnéz
spojeny ale jiné msice, tj. m. makova (Aphis fabae), m. bavinikova (Aphis gossy-
pii), m. FeSetlakova (Aphis nasturtii), Myzus ceres, m. chmelova (Phorodon
humuli) a kyjatka zahradni (Macrosiphum euphorbiae) (Halbert et al., 2003).
PVY ma stfedné Siroky okruh hostitelskych rostlin z nékolika celedi, mezi které
patri ¢eled Solanaceae, ktera zahrnuje ddlezité hospodarské plodiny - brambor,
tabak (Nicotiana spp.), rajce (Solanum lycopersicum), paprika (Capsicum spp.),
jakoz i plevele - lilek potméchut (Solanum dulcamara), lilek ¢erny (S. nigrum),
Srucha zelna (Portulaca oleracea) (Jeffries, 1998; Boukhris-Bouhachem et al.,
2007). PVY napada i nékteré okrasné rostliny z rodu petunia (Petunia spp.)
a jitina (Dahlia spp.) (Jeffries, 1998). Experimentalné je virus schopny napad-
nout priblizné 500 rostlinnych druhd z rdznych celedi (Kerlan, 2006).

PVY vytvari na rostlinaich bramboru rtGzné symptomy. Priznaky napadeni
a jejich intenzita na nadzemnich ¢astech rostlin se lisi v zavislosti na kmenu PVY,
vnimavosti genotypu bramboru, podminkach prostredi, ¢asu infekce a typu
infekce (primarni a sekundarni). Nékteré kmeny PVY (PVYN-Wia PVYN) zplso-
buji u vétSiny odriad bramboru jen slabé priznaky nebo netvori Zadné priznaky
(Warren et al., 2005). Na listech bramboru vyvolava PVY mozaiku (obr. 1, 2)
s rliznou zavaznosti (mirna a tézka), kaderavost (obr. 3), drsnost, zakrnélost
a nekrézu (skvrny, krouzky, zilkova). Na stoncich zplsobuji nékteré kmeny PVY
nekrézu (obr. 4).

Obr. 2: Mozaika na listu bramboru

Obr. 1: Mozaika na listu bramboru
——— _
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Obr. 3: Symptomy kaderavosti Obr. 4: Nekréza stonku bramboru
¥ T -
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Pri infekci mUze rovnéz dochazet k opadu a poklesu spodnich listli a systé-
movym nekrézam. Nékteré kmeny PVY, hlavné PVYN™N, zplsobuji u citlivych
odriad nekrotickou krouzkovitost hliz bramboru, PTNRD (Potato Tuber Necro-
tic Ringspot Disease) (obr. 5), ktera se objevuje pfi sklizni nebo béhem sklado-
vani. Nekroticka krouzkovitost je charakteristicka protahlymi prstenci a oblouky

vevs

s pozdéjsi povrchovou nekrézou.

Obr. 5: (a, b) Nekroticka krouzkovitost hliz bramboru (PTNRD)

Odrady bramboru se vyrazné lisi v Grovni tolerance kmendm a variantam
PVY. Né&které genotypy jsou citlivé, jiné mohou byt asymptomatické nebo
vykazovat velmi mirné priznaky, a presto je u nich zaznamenano stejné snizeni
vynosu jako u odruad s viditelnymi symptomy. Asymptomatické genotypy jsou
zodpovédné za zvySeni zdroji inokula PVY v oblastech péstovani brambor
(Karasev et Gray, 2013).

Zavaznost infekce PVY se zvysuje u smisenych infekci s jinymi viry, tj. Potato
virus X - PVX (Celed Alphafiexiviridae, rod Potexvirus) nebo Potato virus S - PVS
(Celed Betaflexiviridae, rod Carlavirus) (Kerlan, 2006; Valkonen, 2007).
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Obr. 6: Redukce velikosti a poctu hliz bramboru po infekci riznymi kmeny PVY v po-
rovnani s kontrolou (zdravou rostlinou - levy horni roh)

V soucasné dobé je mozno pro detekci a identifikaci PVY v pletivech bram-
boru vyuZit celou Ffadu laboratornich metod s rliznou ¢asovou narocnosti, citli-
vosti a spolehlivosti, do kterych radime molekularni postupy.

2.2 PODSTATA POUZITYCH DIAGNOSTICKYCH METOD
Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) simuluje
proces replikace v podminkach in vitro. P¥i iniciaci replikace vznikaji pomoci
enzymatického komplexu jednovldknové Useky templatové (matricové) DNA
(Vejl, 1997).

PCR se sklada z nasledujicich krokd, které se opakuiji:

1. Denaturace - zahrivani DNA po dobu 20-30 sekund na teplotu 94-98 °C,
dochazi k rozruseni vodikovych mustkd v molekule, rozvolnéni dvousrou-
bovice a vznika jednovlaknova DNA, na kterou mohou v dal$im kroku
nasednout primery.

2. Nasednuti primert (annealing) - sniZi teploty na 50-65 °C (zavisina T
primerd)!, coz umoziuje nasednuti primer( na specifickd mista DNA.

Na dvouvlaknové tseky DNA-primer se vaze DNA polymeraza.

1 Tm (melting temperature) primer( - teplota pri které tvori 50 % molekul DNA primerd dvouvlak-
novou strukturu a 50% jednovlaknovou strukturu T_ =2 °C x (A+T) + 4 °C x (G+C), optimalni
teplota annealingu by méla byt 5 °C pod Tm.
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3. Prodluzovani - teplota zavisi na pouzité DNA polymeraze (nejbéz-

néjsi Tag polymeraza ma optimum aktivity 75-80 °C). Dochazi
k samotné syntéze DNA. Ve sméru 5'—3’ pFirista vlakno DNA komple-
mentarni k pavodni molekule DNA (Vejl, 1997; Clark, 2005).

Kroky PCR se cyklicky opakuji. Pro dostate¢nou amplifikaci pdvodni mole-
kuly DNA obvykle postacuje 30 cykla. V pripad€, Ze na zacatku byla ve vzorku
pouze jedna molekula DNA, po 32 cyklech teoreticky dostaneme az 1 miliardu
nasyntetizovanych molekul DNA. PCR probiha v zarizeni zvaném termocykler,
které je zkonstruovano tak, aby dokazalo béhem né&kolika sekund zvysit nebo
snizit teplotu o nékolik desitek °C (Clark, 2005).

Real-time PCR (qPCR)

Real-time PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) metoda je zaloZena
na klasické PCR s tim rozdilem, Ze termocykler umoznuje kontinualné monito-
rovat (v redlném case) prirastky DNA béhem kazdého cyklu (u klasické PCR se
detekuje az finalni produkt). Zakladni podminkou je pritomnost fluorescenc-
niho substratu, ktery se vaze na syntetizovanou DNA. Urovei detekované flu-
orescence, kterd v prlbéhu PCR roste, je pfimo umérna mnozstvi nasyntetizo-
vané nukleové kyseliny (vzniklého produktu). Data jsou sbirdna béhem celého
PCR procesu na specialnich termocyklerech s optikou umoznujici excitaci sub-
stratll a naslednou detekci fluorescence v kazdé jamce. PFistroj po kazdém cyklu
zméri fluorescenci a vysledek preda ridicimu softwaru, ktery zobrazuje pra-
bé&zné mnozstvi uvolnéné fluorescence (Raclavsky, 2003; Micuda et al., 2006).

PCR probiha v nasledujicich fazich:
m Exponencialni faze - reakce je precizni a specificka
m Linearni faze - efektivita reakce pomalu klesa
m Platé (plateau) faze - reakce je pozvolna inhibovana, produkt nepribyva
anebo jen minimalné
Typicka amplifikaéni kiivka (Obr. 7) ma esovité zakFiveny tvar a Ize ji rozd€lit
na 3 casti:
1) .background” fazi kdy je amplifikatu tak malo, Ze jeho fluorescence jesté
nedosahuje méfitelnych hodnot
2) exponencialni fazi, kdy mnozstvi produktu exponencialné roste (trva asi
4-8 cykld)
3) linearni fazi (mnozstvi produktu pribyva linearn¢)
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4) plateau fazi, kdy dochazi k saturaci systému, mnozstvi amplifikovaného

produktu se dale neméni a fluorescencni signal zGstava konstantni.

Plati, Ze ¢im drive amplifikacni kFivka dosahne exponencialni faze, popf. pre-
kroci urcity fluorescencni prah umistény do této faze, tim vice startovnich tem-
platovych molekul bylo pfitomno ve vzorku na pocatku reakce (Micuda et al.,
2006; Raclavsky, 2003).

Detekce probiha pri real-time PCR v exponencialni fazi, kdy jsou ve vzorcich
zachovany kvantitativni poméry a reakce je precizni a specifickad. Oproti tomu
u klasické PCR probiha detekce v platé fazi, pfi niz nelze rozlisit mnozstvi mat-
ricové DNA ve vzorku.

Obr. 7: Amplifika¢ni krivky

A
log
fluorescence
P
standard 7
"‘VZOTEK 1 vzorek 2
threshold
baseline
ACt Ct

pocet cykld

Kvantifikace DNA se provadi prostfednictvim matematické analyzy amplifi-
kacnich krivek vzniklych vynesenim namérené fluorescence oproti poradovému
¢islu prislusného cyklu. Pro detekci PCR produktl Ize vyuZit nespecifické fluo-
rescen¢ni barvivo (SYBR® Green real-time PCR) nebo specifické sondy (TagMan
real-time PCR).
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SYBR Green real-time PCR

Pro detekci PCR produkt( se nejcastéji vyuziva nespecifické interkalacni bar-
vivo SYBR® Green |., které se béhem cykld vazZe na vznikajici ds DNA. Vazbou
na DNA se aktivuje - emituje fluorescencni zareni, které je prabézné snimano
a vyhodnocovéano. Narust fluorescencniho signalu vidime na obrazovce jako
narustajici krivku.

Obr. 8: Princip TagMan real-time PCR

R Q

forward primer sonda ’

reverse primer

polymerizace R Q

Amplifikace

Vytésnovani a Stépeni
sondy

PCR produkt

Q Amplifikace kompletni
— R mplifikace kompletni
T ——— LY '-‘ - ?

R - reporter (fluorofor)
Q - quencher (zhaseg)

TagMan real-time PCR

Pro detekci PCR produktd Ize pouZit kromé barviva SYBR® Green specifické
sondy (préby), nejcasteji TagMan. Kromé primert se do reakce vklada dalsi
oligonukleotid, ktery doseda na amplifikovany Usek. Tento oligonukleotid je
na jednom konci oznaceny fluorescencni znackou (fluorofor) a na druhém
konci nese tzv. zhase¢ (quencher) (obr. 8). Pokud je fluorescenéni latka v t&sné
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blizkosti zhasece, je jeji fluorescence potlacena. Vlastni PCR probiha obvyklym
zpusobem az do okamziku, kdy DNA polymeraza pfi syntéze nového retézce
narazi na fluorescenéné€ znaceny nukleotid (sondu). V tom okamziku jej za¢ne
vytésnovat z templatového vldkna a $tépi jej. Tim se uvolni fluorescencni sonda
do roztoku a je mozné mérit fluorescenci v pribéhu amplifikace. Intenzita fluo-
rescence je Umérna mnozstvi nasyntetizovaného PCR produktu (Mi¢uda et al.,
2006; Raclavsky, 2003).

2.3 VLASTNi POSTUP

2.3.1 Izolace RNA z pletiv

Odebrany vzorek listd bramboru (100mg) nebo slupek hliz (korunkova cast,
25mg) se homogenizuje v tekutém dusiku a potfebnd RNA se dale extrahuje
pomoci extrakéni sady. Po extrakci se ve vzorcich zméri mnozstvi a kvalita RNA
pomoci spektrofotometru. RNA degraduje ptisobenim tzv. ribonukledz (RNaz),
které jsou termostabilni (sterilizace autoklavovanim je neposkodi, aktivita zacho-
vana i pisobenim nékterych denaturacnich cinidel). Pro zabranéni degradace
RNA je vhodné osetrovat pomUcky a roztoky inhibitory RNaz (diethylpyrokar-
bonatem, DEPC) (Micuda et al., 2006; Raclavsky, 2003).

Technické vybaveni pro izolaci RNA z pletiv bramboru a pro jeji uchovavani

B Zasobni nddoba na tekuty dusik (Dewarova nadoba)

m Pracovni nadoba na tekuty dusik

m Laboratorni analytické vahy (Mettler AE 160) - na pripadné navazky
vzorkd

m Skalpel nebo ostry nlz, pinzeta (odbér vzorku)

m Treci misky s tlouc¢ky

® Jednorazové rukavice

m Centrifuga s otackami > 12 000 rpm, s rotorem na plastové mikrozku-
mavky o objemu 2,0 ml (Hettich Zentrifugen EBA 12R)

m Vortex (Techno Kartell TK3S)

m Pipety (2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl) a kompatibilni sterilni RNase-
-free Spicky s filtrem

m Plastové mikrozkumavky 1,5ml a 2,0ml (Eppendorf)

m Spektrofotometr (NanoDrop 2000c, pripadné Perkin EImer MBA 2000)

m Mrazici box (20 °C)

m Hlubokomrazici box (-80 °C) - pro dlouhodobé skladovani vzorka
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Chemikalie potiFebné pro izolaci RNA z pletiv bramboru e) Inkubovat vortexem promichanou smés 30 min pri pokojové teploté
m Tekuty dusik (lyze bunék).
m Extrakéni kit - InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kit f) Centrifugovat 1 min pfi max. ota¢kach (= 12 000 rpm).
(Invitrogen, kat. ¢. 1064100300) g) Supernatant opatrné prenést do kolonky Prefilter umisténé v 2,0ml
m B-merkaptoetanol (Serva, kat. ¢. 3956301) zachytné mikrozkumavce Receiver Tube, centrifugovat 1 min/10 000 rpm
m Etanol (96-100%, analytical grade) (Sigma Aldrich, kat. ¢. E7023, E7148 (purifikace lyzatu, odstranéni zbytk bunék a srazeniny).
nebo 459836) - do pufrd h) Odstranit kolonku Prefilter a pridat do filtratu 500 pl etanolu (96-100 %)
m Technicky etanol (70 %) - sterilizace a promichat dikladné pipetou (¢astecné vysrazeni RNA).
m Diethylpyrokarbonat, DEPC (inhibitory RNaz ) - doporucené i) Napipetovat (prelit) lyzat do RNA binding RTA Spin Filter (kolonka
s membranou) a centrifugovat 1 min/10 000 rpm (RNA se v tomto kroku
Postup izolace RNA z pletiv bramboru pomoci kitu InviTrap® Spin Plant vdZe na specifickou membrdnu z kifemicité pryskyrice, kterd selektivné
RNA Mini Kit vdZze RNA v zdvislosti na koncentraci soli a dalSich faktorech), vylit filtrat

Pred zahajenim vlastni izolace je nutno pripravit: a vratit RTA Spin Filter zpét do RTA Receiver Tube.

m Pufry Wash Buffer R1 a Wash Buffer R2 jsou dodavéany bez etanolu,
proto je nutné pred prvnim pouZzitim pridat do roztokd doporucené
mnozstvi etanolu (96-100 %)

m 20 ml etanolu do Wash Buffer R1

®m 48 ml etanolu do Wash Buffer R2

m Pridat B-merkaptoetanol do lyza¢niho roztoku (Lysis Solution DCT) -
1/100 objemu

m Lyzacni pufr (Lysis Solution DCT) se mUze béhem skladovani ¢astecné
vysrazet. V takovém pripadé€ je vhodné pufr pred pouzitim zahrat
ve vodni lazni na 65 °C.

Vsechny kroky extrakce RNA probihaji za pokojové teploty (15-25 °C)!

a) Navazit 100mg vzorku listd nebo 25mg slupky hliz bramboru (korun-
kové ¢ast) a homogenizovat (rozetfit) pomoci tloucku v tfeci misce
za pouziti tekutého dusiku (pro kvalitni homogenizaci je nutno misky
s tloucky ddkladné predem namrazit).

b) Do mikrozkumavky (1,5ml) napipetovat 900 pl Lysis Solution DCT a 9 pl
B-merkaptoetanolu (3-ME).

¢) Prenést homogenizovany vzorek do 1,5ml mikrozkumavky (homogenizo-
vany vzorek nesmi roztat mimo lyza¢ni pufr s 3-ME!).

d) Mikrozkumavky zavfit a dikladné promichat (vortex).

j) Opakovat krok i) se zbyvaijici ¢asti vzorku - nanést zbytek lyzatu na stej-
nou kolonu.

k) Pridat pipetou 500 pl Wash Buffer R1 do RTA Spin Filter a centrifugovat
1 min/10 000 rpm (promyvdni kolonky), vylit filtrat.

I) Pipetovat 700 pl Wash Buffer R2 do RTA Spin Filter a centrifugovat
30 s/10 000 rpm (promyvdni kolonky), vylit filtrat.

m) Opakovat krok I).

n) Pro odstranéni stop etanolu centrifugovat 3 min/12 000 rpm, vyhodit
RTA Receiver Tube.

0) Prenést RTA Spin Filter (kolonku s membranou) do RNase free Elution
Tube a opatrné pridat 50 pl (30-60 pl) Elution Buffer primo na strfed
membrany, nechat inkubovat 2 min pri pokojové teploté (15-25 °C)

a centrifugovat 1 min/10 000 rpm, vyhodit membranu (RTA Spin Filter)
(eluce RNA).

p) Po izolaci RNA je nezbytné stanoveni jeji kvality a kvantity pomoci
spektrofotometru. Cistota RNA se hodnoti na zakladé stanoveni poméru
absorbance pfi 260 a 280 nm (Cista RNAma A, /A, pfiblizné 1,9-2,1).

q) Zamrazit vzorky (pri -20 °C, pro dlouhodobé uchovavani pri -80 °C).
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2.3.2 PCR reakce
2.3.2.1 Real-time RT-PCR
Technické vybaveni potiebné pro real-time RT-PCR
m Termocykler (Mx3005P gqPCR System - Agilent Technologies) (Obr. 9)
m Pocitac - ridici jednotka termocykleru (soucasti termocykleru)
m Software na vyhodnoceni PCR rekci (soucasti termocykleru)
m Laminarni RNA/DNA box (Captair Biocap RNA/DNA nebo Kéttermann
8580)
m Minicentrifuga (Biosan Multi-Spin MSC-6000)
m Vortex (Techno Kartell TK3S)
m Centrifuga (na desticky) - neni nezbytna (zkvalitnéni prace)
m Plastové RNase-free mikrozkumavky 1,5ml (Eppendorf) - priprava
premixu
m Pipety - 0,2-2,0 pl, 2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl (Finnpipette),
kompatibilni sterilni RNase-free Spicky (nejlépe s filtrem - zabranéni
kontaminaci)

Obr. 9: Termocykler Mx3005P gPCR
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m Autoklav - sterilizace Spicek, pipet, mikrozkumavek (Stolni laboratorni
autoklav OT 032)

m Chladici podlozka nebo polyesterova nadoba na led

m PCR desticky - 96 jamek (Bio-Rad)

m Jednorazové rukavice

Chemikalie potFebné pro real-time RT-PCR
m Druhove specifické primery a TagMan sondy (syntéza firmou Generi
Biotech, s.r.o.) (Tab. 2)

m One Step PrimeScript™ RT-PCR Kit (Perfect Real Time) - TaCaRa
(kat. ¢. RR064A) - TagMan Real Time RT-PCR

m One Step SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit || (Perfect Real Time) -

TaCaRa (kat. ¢. RRO86A) - Sybr Green Real Time RT-PCR

m DNase/RNase Free dH,O (Sigma-Aldrich, kat. ¢. W4502)

Tab. 2: Sekvence pouzitych primer a TagMan sond pro PVY a interni kontrolu (Nad5)

plr\-li?nzg:-,u Sekvence primeru, sondy (5°-3") Poznamka
PVY-1FP CCA ATC GTT GAG AAT GCA AAA C .
PVY-1RP | ATA TAC GCT TCT GCA ACA TCT GAG A :;r;gih(2013)
PVY-1 Probe | (FAM) TTA GGC AAA TCA TGG CAC AT (BHQ1)
Nad5-F GAT GCT TCT TGG GGC TTCTTG TT Menzel
Nad5-R CTC CAG TCA CCA ACATTG GCA TAA et al. (2002)
Nad5-P (HEX) AGG ATC CGC ATA GCC CTC GAT TTATGT G | Botermans

(BHQ1) et al. (2013)

(Nad5 - NADH dehydrogenase subunit 5)

Pred zahajenim pripravy PCR reakce nutno pripravit:
m Naredit primery a sondu na pracovni koncentraci (10 pM) pomoci

RNase-free dH,0O
m Rozpustit na ledu primery a sondu (pokud jsou jiz naredéné)
B Rozpustit na ledu slozky reakéniho kitu
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Vlastni postup real-time RT-PCR reakce

Vseobecné pokyny:

m viechny slozky kit (One Step PrimeScript™ RT-PCR Kit - Perfect Real
Time; One Step SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit Il - Perfect Real Time)
se uchovavaji v mraznic¢ce, musi byt chranény pred svétlem

B pouzivané chemikalie se rozmrazi az t€sn¢€ pred pouzitim, zvortexuji,
odebere se poZzadované mnozstvi

m rozmrazené vzorky RNA se udrZuji pri 0 °C na ledu, pred odebranim
uréeného mnozstvi se vzdy promichaji

m premix se udrzuje pri 0 °C na ledu nebo chladici podlozce

m pracuje se ve sterilnich podminkach (predchazeni kontaminace reakci)

Priprava reakéni smési (premixu)

Nejprve se do mikrozkumavky (1,5ml) pripravi tzv. premix (namichana reak¢ni
smés pro vSechny hodnocené vzorky bez RNA). Objemy jednotlivych kompo-
nent se musi vypocitat podle poctu analyzovanych vzorkl. Do reakce se navic
zaradi pozitivni kontrola (standard) a negativni kontrola (NTC - bez templatu
a RNA z negativni - zdravé rostliny). Reakce probihaly v duplikatech pro eli-
minaci chybnych vysledk(. Na kazdych 10 vzorkd pridame jeden vzorek navic,
aby se kompenzovala mozna chyba pipetovani. Po napipetovani vSech slozek se
premix pipetou dobre promicha a kratce odstredi.

SloZeni a objemy reakéni smési pro PVY a interni kontrolu
(Nad5) - na jednu reakci (20 pl)
TagMan real-time RT-PCR (duplex):
m 2x One Step RT-PCR Buffer Il (dNTP mix, Mg?) ...... 10 pl (findl. konc. 1x)

B TaKaRa EX Taq HS (5 U/UD) ettt 0,4 pl
m PrimeScript RT enzyme Mix I ....coccooviiiniiiiiiiiieeeeeieeeeeeee e 0,4 ul
m PCR Forward Primer (10 uM) - PVY......cc....... 1,2 pl (finél. konc. 600 nM)
m PCR Reverse Primer (10 pM) - PVY.......c....... 1,2 pl (final. konc. 600 nM)
m TagMan Probe (10 pM) = PVY ..covoiivniiinnn. 0,48 pl (final. konc. 240 nM)
m PCR Forward Primer (10 uM) - Nad5s.............. 1,2 pl (finél. konc. 600 nM)
m PCR Reverse Primer (10 pM) - Nad5.............. 1,2 pl (final. konc. 600 nM)
m TagMan Probe (10 pM) - Nad5 ...................... 0,64 pl (final. konc. 320 nM)
B ROX Reference Dye I (50%) .cccuierierieriieniieiieitenteeieeieee et 0,4 pl
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B RNase Free dH,O ... 1,88
B RNA (5-10 NG/HD) ittt et et 1,0 pl

Sybr Green real-time RT-PCR:

m 2x One Step SYBR® RT-PCR Buffer IV..........cccuueuneee. 10 pl (findl. konc. 1x)
B PrimeScript™ 1 step Enzyme Mix Hl......cooeeiieiieniniinineeeeeeeeenen. 0,8 pl
m PCR Forward Primer (10 uM) ..cooovvevvvieeniennnee. 0,8 pl (final. konc. 400 nM)
m PCR Reverse Primer (10 pM) ..cocveeienieniennenne 0,8 pl (findl. konc. 400 nM)
B ROX Reference Dye 1 (50%) cc.eevueereerniiriieiieieenieneeneeeeeeeeneesneeeeenn 0,4 pl
B RNase Free dH,O ... 57yl
B RNA (5-10 NG/HD) ittt ettt ettt 1,5l

*RNA analyzovanych vzorkl se upravi na stejnou koncentraci.

Naneseni reakéni smési (premixu) na desticku (96 jamek)

B Ze zasobniho reakéniho mixu se napipetuje do kazdé jamky na desti¢ce
uréené mnozstvi a k tomu se prida uréeny objem nafedéné RNA hod-
noceného vzorku. Pipetou se RNA opatrné promicha s premixem. PCR
reakce probiha v objemu 20 pl reakéni smési.

m Do reakce se zaradi pozitivni kontrola (standard), negativni kontrola
(zdrava rostlina) a NTC (no template control, bez templatu, slepy vzorek).

m Desticka se zavickuje prihlednym krytem nebo zalepi samolepici félii.

m Desticku je vhodné nasledné kratce stocit na centrifuze (1 500 rpm)
ve specidlnim rotoru, aby stekl reakéni mix ze stén a odstranily se pFi-
padné vzduchové bublinky.

m Pokud neni mozné provést PCR amplifikaci bezprostfedné po priprave, je
nutné napipetovanou desticku ulozit kratkodobé v chladnicce, eventualné
v mraznicce.

Nastaveni pozice vzorkd, popis vzorkl a nastaveni protokolu podminek

PCR reakci

Reakce se provede v termocykleru Mx3005P qPCR System. Nastaveni pozice
vzork( v jednotlivych jamkéach PCR-destic¢ky (obr. 10), popis vzork( a nastaveni
protokolu podminek PCR reakci (obr. 11) se provede v prislusném softwaru. PFi
pouziti jiného typu termocykleru se mizZe vzhled a pouZzivani software lisit.
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Obr 10: Nastavem pozice vzorkd a popls vzorkd v softwaru termocykleru
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Reakéni podminky pro PVY a interni kontrolu (Nad5)
TagMan real-time RT-PCR:

1x 42 °C, 7 min (reverzni transkripce, prepis RNA na cDNA)
1x 95 °C, 30 s (pocatecni denaturace)
40x 95 °C, 10 s (denaturace)

60 °C, 60 s (annealing primer()
72 °C, 5 s (syntéza nového retézce DNA)

Sybr Green real-time RT-PCR:

1x 42 °C, 10 min (reverzni transkripce, prepis RNA na cDNA)
1x 95 °C, 20 s (pocatecni denaturace)
40x 95 °C, 10 s (denaturace)

60 °C, 30 s (annealing primer()
72 °C, 10 s (syntéza nového retézce DNA)
1x 95 °C, 30 s (melting analyse: 60 °C az 95 °C)
60 °C, 60s
95°C,30s

2.3.3 Vyhodnoceni real-time RT-PCR reakce

Na zékladé hodnot C_ (Threshold cycle) sledovanych vzorkd, pozitivni kontroly
(standard), interni kontroly (Nad5) a negativni kontroly (zdravéa rostlina) se
vyhodnoti real-time RT-PCR reakce (obr. 12 az 16). Stanovi se, zda je testovany
vzorek daného druhu rostliny negativni nebo pozitivni na PVY. Veskeré hodnoty
Ct niz8i nez 35 jsou povaZovany za pozitivni. Vzorky na hranici detekce (Ct = 35)
musi byt prekontrolovany opakovanim PCR reakce. Vzorek s Ct hodnotou vyssi
nez 35 (tj. 36 a vice) je automaticky povazovan za negativni. Interni standard
(Nad5) zarazeny do testl (Ct = 20) slouzi ke kontrole kvality extrahované RNA
a vzniku falesné negativnich vysledki. U metody Sybr Green se ovéri specificita
a Cistota produktd po poslednim cyklu pomoci analyzy teploty tani (melting

analyse) (obr. 15).
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Obr. 12: Detekce PVY v sadbovych hlizadch bramboru metodou
TagMan real-time RT-PCR
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Obr. 13: Detekce PVY v sadbovych hlizdch bramboru metodou
TagMan real-time RT-PCR
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Obr. 14: Reakce vnitfniho standardu Nad5 zarazeného do duplex
TagMan real-time RT-PCR

Fluorescence (dR)

Cyoles

Obr. 15: Detekce PVY v listech bramboru metodou Sybr Green
real-time RT-PCR - disocia¢ni kfivky
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Obr. 16: Detekce PVY v listech bramboru metodou Sybr Green
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2.4 PRIKLAD PRAKTICKEHO VYUZITI

Do experimentl byly zarazeny rostliny bramboru (Solanum tuberosum L.)
s pozitivni detekci PVY, tj. kmeny PVY©, PVYNTN g PVYWilea na odriidé ,Rosara’.
Kmeny byly determinovany na zakladé jejich sérologickych (ELISA) a biolo-
gickych vlastnosti (systémové nebo lokalni priznaky na Nicotiana tabacum
a odolnosti S. tuberosum). Negativni rostliny byly odridy Verne'. Diky relativné
vysoké finanéni naro¢nosti metod zaloZzenych na PCR nelze testovat kazdou
jednotlivou hlizu, resp. rostlinu zvlast (obvykle 100 az 200 hliz), jak je tomu
umetody ELISA, a proto je nezbytné tento vzorek rozdélit na podvzorky (bulky).
Diky tomu stoupa riziko zkresleni vysledkd neodhalenim v8ech napadenych hliz
diky mozné snizené citlivosti pouzité metody vniklé narfedénim. PFi extrakci
RNA, zvlasté pri pouziti silikagelovych kolonek komerénich extrakénich sad,
vyvstava riziko jejich ucpavani bobtnavym Skrobem, kterého hlizy bramboru
obsahuji velké mnozstvi. Z tohoto dlivodu je nezbytné optimalizovat hmotnost
navazky vzorku, aby nedochéazelo k jejimu predimenzovani a naslednému ucpa-
vani kolonek. Pri té€chto potiZzich mlze dochazet k extrakci RNA o nizké kvalité
a kvantité a naslednd PCR analyza mizZe potom vykazovat faleSné negativni
vysledky. Z vyse uvedenych problém( vychazely experimenty. Pro zjisténi opti-
malni hmotnosti navazky byla testovana navazka 25, 50 a 100mg. Hlizy bram-

22 PRAKTICKE INFORMACE ¢. 82 W

boru byly nejprve omyty vodou pro odstranéni zbytkd pldy a nasledné nechany
oschnout na filtra¢nim papire. Z kazdé hlizy byl odebran pomoci skalpelu seg-
ment slupky z korunkové ¢asti. Segmenty byly preneseny do treci misky (10 az
80 segmentl) a homogenizovany za pouziti tekutého dusiku. Z homogenatu
bylo odebrano 25 az 100mg pro naslednou extrakci RNA pomoci silikagelo-
vych kolonek. Pfi testovani pro naslednou certifikaci napf. v akreditovanych
laboratorich se odebiraji hlizy pro analyzy bez ohledu, zda jsou priznakové
nebo bezpriznakové (vybere se reprezentativni vzorek z dané partie o velikosti
100 az 200 hliz). Po extrakci byla ovérena kvalita a kvantita a pomoci spektro-
fotometru a uréena nejvhodnéjsi navazka (tj. 25 mg). Pro spravny pribéh PCR
reakci byla stanovena koncentrace primer( a sond. Dal$im Ukolem bylo zjiSténi
hranice detekce a zjisténi citlivosti optimalizované PCR metody. Pro toto zjisténi
byla vytvorena redici rada slozena z odebranych segmentd slupky pozitivnich
a negativnich vzorkd bramboru, tj. 1:1,1:10,1:20,1:40a 1:80.

Tab. 3: Detekce PVY v sadbovych hlizdch bramboru pomoci TagMan real-time RT-PCR
(primérné hodnoty)

p CT (threshold cycle)
Testovany vzorek PVY Interni standard
2/194 (PVYWis?) 14,3 + 19,6 +
2/032 (PVY©) 15,4 + 20,3 2
2/186 (PVY©) 18,0 + 20,5 +
2/047 (PVYN™) 18,3 + 19,8 +
2 (PVYWilea) 15,8 + 19,1 +
3 (PVY©) 17,2 + 18,9 +
4 (PVYN™) 18,3 + 19,6 +
5 (PVY©) 14,8 + 19,3 +
6 (PVYNTY) 15,3 + 20,8 +
7 (PVYWis?) 17,9 + 19,5 +
8 (PVY'™Y) 194 + 20,1 +
9 (PVY©) 18,6 + 19,7 o
10 (PVYN™) 17,5 + 20,2 +
11 (PVYN™) 15,7 + 19,3 +
12 (PVY©) 14,1 + 20,4 +
13 (PVY©) 16,3 + 19,3 +
14 (PVYN™) 17,1 + 19,9 +
15 (PVY©) 16,6 + 20,5 +
16 (PVYWis?) 17,4 + 19,1 +
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Tab. 3: (pokracovani)

; CT (threshold cycle)
Testovany vzorek PVY Interni standard
17 (PVYNTY) 15,2 + 20,2 +
18 (PVY©) 14,6 + 20,5 e
19 (PVYNTY) 15,3 + 18,8 +
20 (PVYNTN) 17,1 + 20,1 +
21 (PVYNTN) 18,2 + 19,4 +
29 (zdrava rostlina) K- 36,1 - 20,6 +
6/002 (zdrava rostlina) K- 37,4 - 20,4 +
Blank (pufr) - - - -

Na zaklad€ vSech provedenych analyz byly viechny testované vzorky zara-
zené do experimentud specificky a spolehlivé detekovany (tab. 3). Po vyhodno-
ceni Fedici Fady byly veskeré hodnoty C niZsi nez 35 povaZovany za pozitivni
a vyssi za negativni. Pro multiplex PCR reakce je vZdy nezbytna optimalizace
koncentraci primert a sond. Po provedeni PCR reakci s rlznymi poméry
mnozstvi primerd a sond byla stanovena jejich optimalni finalni koncentrace, tj.
600 nM kaZzdého primeru pro PVY, 240 nM TagMan sondy pro PVY a 600 nM
kazdého primeru pro vnitfni standard (Nad5), 320 nM TagMan sondy pro

vhitrni standard.

Tab. 4: Detekce PVY v listech a dormantnich hlizdch bramboru pomoci
TagMan real-time RT-PCR (priimérné hodnoty Ct)

Bedéni Detekce v listech Detekce v hlizach
PVY Nad5 PVY Nad5

1 (vSechny PVY) 16,3 + 19,5 + 25,8 + 19,3 +
1:10 20,5 + 20,4 + 28,6 + 20,8 +
1:20 21,4 + 20,1 + 29,5 + 19,5 +
1:40 22,5 + 19,8 + 30,9 + 21,1 +
1:80 22,8 + 20,6 + 31,9 + 20,8 +
K- (zdrava rostlina) 36,2 - 19,8 + 36,9 - 19,5 +
Blank (pufr) - - - - - - - -

Vysledky fedici Fady (tab. 4) dale ukazaly velmi vysokou citlivost pouZzité real-
-time PCR metody. Z vysledkld je patrné, Ze testované izolaty PVY byly speci-
ficky a spolehlivé detekovany. Mezi obéma variantami real-time RT-PCR nebyly
prokazany vyznamné rozdily za predpokladu odpovidajici melting analyzy
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u varianty s vyuzitim nespecifického barviva SYBR Green. Kvalita RNA a pfri-
padna inhibice real-time RT-PCR reakci byla kontrolovana zarazenim vnitfniho
standardu (Nad5) do PCR. Reakce interniho standardu Nad5 prokéazala kva-
litni extrakci RNA. Pouzity postup extrakce nukleovych kyselin pomoci silikage-
lovych kolonek byl vhodny pro ziskani RNA z hliz bramboru o odpovidajicich
parametrech. Jako optimalni navazka bylo stanoveno 25 mg vzorku. PFi vys$sich
navazkach dochazelo k ucpavani kolonek. Z hlediska kvality a kvantity RNA
potiebné do PCR je vybér spravného postupu extrakce RNA z pletiv bramboru
st€Zejni a ovliviiuje exaktnost naslednych PCR analyz. Hlavnim omezenim pro
pouziti diagnostickych technik zaloZenych na PCR je vyskyt faleSné negativnich
vysledkd kvali neZzadoucimu ucinku inhibitort PCR, reagenciim nebo dysfunkci
termocykleru (Abu Al-soud et Radstrom, 1998; Malorny et al., 2004). Problémy
mUze potencionalné zpusobit kompetitivni amplifika¢ni ucinek, kdy velké mnoz-
stvi jednoho DNA produktu inhibuje amplifikaci jinych DNA produktd (Boivin
et al., 2004). K ov&rovani negativnich reakci slouZi tzv. vnitini standard (Pater-
son, 2006), protoze PCR muze byt inhibovana pritomnosti polysacharidd
a fenolickych sloucenin obsazenych v hlizdch bramboru (van der Wolf et al.,
2001).

Tab. 5: Porovnani TagMan real-time RT-PCR real-time a SybrGreen real-time RT-PCR

Testovany vzorek TagMan real-time SybrGreen real-time RT-PCR
1 (vSechny PVY) + +
1:10 + +
1:20 + +
1:40 + +
1:80 + +
K~ (zdrava rostlina) - -
Blank (pufr) - -
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3. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU" PVY v pletivech bramboru Ize vyuzit real-time RT-PCR (qPCR), ktera umozfiuje

Infekce brambor viry byla v minulosti kontrolovana pouze pomoci vizualni dia- navic kvantifikaci viru. Hlavni vyhodou metody je absence analyzy vyslednych
gnozy, ktera slouzila i jako zdklad pro certifikaci sadby. Existuje vS8ak mnoho produktl pomoci gelové elektroforézy. Vzhledem k tomu, Ze ELISA vyZaduje
faktoru, které omezuiji jeji spolehlivost. V poslednich desetiletich se stal vaznym pro testovani PVY vykliceni hliz (narast listd) a vysledky jsou znamé zhruba
problémem vyskyt novych izolatl PVY, které jsou vysledkem mutaci a rekom- za osm az deset tydnd, real-time RT-PCR nabizi rychlou alternativu pro sériovou
binaci genomu pavodnich kmena PVY® a PVYN. Nové izolaty maji tendenci detekci PVY v dormantnich hlizadch bramboru, ktera poskytuje vysledky béhem
ke slabSimu projevu onemocnéni, tzn., vytvari mirné priznaky nebo asympto- dvou az tfi dnd. Vzhledem k tomu, Ze Ize provadét detekci viru primo v hlizach,
matické infekce (Van Hoof, 1980; Karasev et Gray, 2013). Neopomenutelna je odpada potreba sklenikovych prostor pro narist listd potrebnych pro metodu
i rozdilnost ve vnimavosti jednotlivych genotypl bramboru k PVY. Diky vyse ELISA. Real-time RT-PCR je velmi citlivda metoda detekce. Pro testovani pod-
uvedenym skutec¢nostem je identifikace nemocnych rostlin bramboru béhem vzorkl (bulkd) je real-time RT-PCR pIné€ spolehliva pri vyskytu jedné infikované
vegetace pomoci vizualni kontroly (napr. selekce) nesmirné obtizna, a proto hlizy v deseti. Za predpokladu, Ze pravdépodobnost detekce jedné infikované
ma rozhodujici vyznam laboratorni testovani. V souc¢asnosti vyuzivand metoda hlizy v podvzorku deseti hliz je stejna jako detekce jedné infikované hlizy, pokud
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), zalozena na interakci mezi anti- neni v 18 bulcich po deseti hlizach zjistén virus, existuje velmi vysoka pravdépo-
genem a specifickymi protilatkami, je relativné levnd, jednoduchd, dostate¢né dobnost, Ze hladina viru ve vzorcich neni vétsi nez 4 %.

citliva a pouZitelna pro rutinni screening. BohuZel testy ELISA nejsou spolehlivé V metodice jsou uvedeny podrobné ovérené a optimalizované laboratorni
pFi testovani PVY v dormantnich hlizdch bramboru, protoze jeho koncentrace manualy postupt detekce PVY v pletivech bramboru pomoci real-time RT-PCR,
jsou v nich prilis nizké. Z tohoto ddvodu je testovani provadéno na listech, pri- které zahrnuji odbér vzorkd, izolaci RNA, vlastni postup pripravy reakci, kon-
padné kli¢cich (Gugerli et Gehriger, 1980). K odstranéni dormance, ktera brani trolu specificity a vyhodnoceni vysledk(. Kvalitu extrahované RNA a vznik
kliceni hliz po sklizni, se pouzivaji fytohormony, tj. kyselina giberelova a cyto- moznych fale$né negativnich vysledkd Ize snadno kontrolovat pomoci internino
kininy (Hartmann et al., 2011) a bromoethan nebo rindit (McDonald et Cole- standardu (Nad5) zarazeného do testd.

vevs

z dlvodu potreby vytapénych sklenik( a zna¢né casové narocnosti. Diky zmi-

nénym chemickym aplikacim pro odstranéni dormance hliz jsou vysledky testd 4. POPIS UPLATNEN| CERTIFIKOVANE METODIKY

znamé az za 8 az 10 tydnl po dodani sklizenych hliz do laboratore. V nasich Validované a optimalizované molekuldrni metody diagnostiky PVY v listech
podminkach se sadba brambor sklizi od za¢atku zari do poloviny Fijna. Nékteré a hlizach bramboru (tj., Sybr Green a TagMan real-time RT-PCR) uvedené
zemé vSak poZaduji sadbu jiz v Fijnu az listopadu, a proto je ziejmé, Ze ELISA v metodice jsou v soucasnosti velmi perspektivni nejen z hlediska citlivosti, spe-
testy nejsou dostatecné rychlé. cifi¢nosti a rychlosti detekce, ale i lepsi zaruky eliminace nezadoucich technic-

Vzhledem k uvedenym problémdim nabyvaji na vyznamu molekularné-bio- kych chyb. S ohledem na tyto prednosti Ize predpokladat jejich Sirsi uplatnéni
logické metody, mezi néz patii postupy zaloZené na PCR. Metoda PCR spo- napriklad v kontrolni praxi. Certifikovand metodika je ur¢ena pro pracovisté,
jena s reverzni transkripci (RT-PCR) se stala tu¢innou pro detekci virt brambor ktera se zabyvaji diagnostikou patogent rostlin, predevsim pro akreditované
dokonce i v dormantnich hlizach. | kdyzZ je RT-PCR technicky naroc¢néjsi, vyZza- diagnostické laboratofe statni spravy, Slechtitelské organizace, vyzkumné
duje vyssi uroven odbornych znalosti a je ndkladn€jsi nez ELISA (potiebné che- Ustavy a zemédélskou praxi (péstitelé a mnozitelé brambor sdruzené v Bram-
mikalie a pristrojové vybaveni jsou drazsi), umoznuje detekci velmi nizkych kon- borarském krouzku a Bramborarském svazu). Podrobné laboratorni proto-
centraci vird. RT-PCR se povazuje za 100nasobné citlivéjsi nez tradi¢ni ELISA koly uvedené v metodice mohou slouzit studentdm stirednich a vysokych skol
(Mumford et al., 2004). Analyza kone¢ného produktu pomoci gelové elektro- pri vyuce fytopatologickych predméti zamérenych na diagnostické metody
forézy je relativné ¢asové naro¢na a neumoznuje automatizaci. Pro detekci patogend.
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5. EKONOMICKE ASPEKTY

Zavedeni metodiky do laboratorni praxe (laboratore pfristrojové vybavené
na molekularni metody) vyzaduje tyto naklady:

m Pro detekci PVY je nezbytné porizeni specialniho pristrojového vybaveni,
jako je termocykler pro real-time RT-PCR (400-900 tis. K¢)

m Cena za extrakci RNA z jednoho vzorku pletiva bramboru potiebné pro
real-time PCR je 50-160K¢ (dle zvolené extrak¢ni sady).

m Vlastni ndklady na detekci PVY pomoci real-time RT-PCR jsou 100-140K¢
(TagMan, jeden test; dle zvolené reakéni sady) nebo 20-50 K¢ (Sybr
Green; jeden test; dle zvolené reak¢ni sady).

Ceny jsou kalkulovany na zakladé nejlevnéjsi nabidky spotiebniho mate-
ridlu, nezahrnuji rezie a jsou bez DPH. Metoda Sybr Green real-time RT-PCR je
v soucasnosti levnéjsi z dlvodu absence sondy. S vyuZivanim real-time RT-PCR
Ize ocekavat vyznamné urychleni vysledkl testl a Usporu nékladd z ddvodu
odstranéni potfeby napéstovani rostlin ve sklenikovych prostorach, které vyZza-
duje metoda ELISA.

Vcasna a citliva detekce PVY pomoci real-time RT-PCR ve vychozich slech-
titelskych materialech prisp€je k eliminaci infekce zamezenim dalSiho prenosu
a tim ke sniZeni ekonomickych ztrat dané Slechtitelské organizace. Otestovani
vybranych vychozich slechtitelskych materiald pomoci real-time RT-PCR povede
k finan¢ni Uspore cca 200 tis. K¢ ro¢né dané v€asnym zachytem a eliminaci
pozitivniho materialu. Izolace virus prostych materialt patri mezi kli¢ové tkoly
ve Slechtitelstvi.

Pouzivani zdravé sadby je jednim z vyznamnych faktor( pro zvyseni pro-
dukce. Infekce pochazejici z infikovanych sadbovych hliz (sekundarni infekce)
zpUsobuje nejvyznamnéjsi snizeni vynosl. PFi napadeni rostlin PVY dochéazi
k 10 az 80% redukci vynosu hliz, ktera maze byt zesilena v kombinaci s dalSimi
druhy virQ. PFi snizeni vynosu konzumnich brambor jenom o 10% by vznikla
zemédélskym podnikdm pfi soucasnych pramérnych cenach ekonomicka
ztrata 20-40 tis. K&/ha. Pfi sniZeni vynosu sadbovych hliz o 10 % vznikne eko-
nomicka ztrata cca 20 tis. Ké/ha. Vysoka infekce PVY vede dale k ,sestupnéni”
nebo zamitnuti sadbovych materiald, coz znamena dalsi vyznamné ekonomické
ztraty pro zemeéd€lské podniky zamé&rené na produkci sadby. Zdravy sadbovy

vvvvvv
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