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l. Cast’
Testovanie a hodnotenie rastlin po umelej infekcii virusmi
1. Uvod

Virusové ochorenie rastlin spsobuji virusy ako obligatne
vnatrobunkové parazity, ktoré si v rastlindch schopné
replikécie a Sirenia z bunky do bunky celej rastliny. Poskodenie
rastlin moze byt niekedy tak zavazné, ze rastlina nie je ani
schopnd vytvarat reproduktivne organy a Zivotaschopné
semena. Na napadnutych rastlinach s pozorované rozne
symptomy ako mozaika listov, chlordzy, zltnutie, deforméacie
organov. Rastliny s v raste spomalené, oslabené a urodovo
slabé. Tieto rastliny st zdrojom infekcie, ktora sa na iné rastliny
dostane Casto prostrednictvom prenasaca alebo pri niektorych
virusoch i mechanicky, pripadne cestou vegetativneho
mnoZenia infikovanych rastlin. Virusy mézu byt pritomné i v
semenach Co predstavuje zdroj nakazy pre ostatné rastliny.
Tieto patogény st uplne zavislé od Zivotné cyklu svojho
hostitel’a, u ktorého vyuzivaju jeho vnitrobunkové prostredie a
energiu na vytvorenie vlastnych stcasti (mRNA, proteiny,
kopie gendmu) t.j. na d’alsie virusové potomstvo. V podstate
virusova Castica (virion) je tvorena jednym typom nukleovej
kyseliny s obalovym proteinom (kapsid). V shcasnosti je
znamych asi 40 rodin RNA a DNA rastlinnych virusov
(Obrézok 1).
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Obrézok 1. Rozdelenie virusov infikujucich rastliny do rodin a
rodov podl'a Roger, 2009

Vicsina rastlinnych virusov nie je schopna prenikntt’ do bunky
rastlin. K mnapadnutiu rastlin dochadza zvd¢Sa cestou
mechanického poskodenia rastliny a to prevazne hmyzom.
Samotné Sirenie virusu v rastlindich sa potom deje cez
plazmodezmy (Obrazok 2), délezitt ulohu pri Sireni virusu
zohravaju i mikrotubuly bunky (Niehl et al., 2013).
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replicase MP vRNA vRNP
Obréazok 2. Sirenie virusu TMV (Tobacco mosaic virus) z
bunky do bunky sa deje cez plazmodezmu a jeho replikacia je
spojena s ER (endoplazmatické retikulum bunky); MP a vVRNP-
pritomny virus (Niehl et al., 2013)

Pri jednotlivych virusoch boli n4jdené kmene, ktoré mézu na
tom istom druhu hostitel'skej rastliny spdsobit’ rozdielne
symptomy a zase rozdielne virusy mozu zapri€init' velmi
podobné symptomy na hostitel'skej rastline. Vo vSeobecnosti,
ochrana rastlin proti virusom je u¢inna ak sa zabrani samotnej
infekcii alebo pestovanim odolnej$ich rastlin. Chemicka
ochrana sa aplikuje iba voéi prenasatom virusov, ale nie v
pripade ak sU uZ rastliny napadnuté virusom. Ochrana vo¢i
virusom sa zabezpeCuje roznymi preventivnymi opatreniami,
ktoré maji zabranit’ kontaktu rastliny s virusom ako napr.:
vysev iba zdravych semien, dezinfekcia pody pred vysevom, v
pripade vyskytu napadnutych rastlin je potrebné ich okamzité
odstranenie aby nedo$lo k sekundarnym infekciam, a tiez je
dolezité¢ vyberat na pestovanie odrody, ktoré sa vyznacujl
odolnost’ou vo¢i ochoreniam spésobenych virusom.
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Diagnostika rastlinnych virusov sa uskuto¢fiuje pomocou
viacerych metdd, avSak pri rastlinnych virusoch méze
dochadzat’ i k zmene genetickej Struktury populacie virusu v
case, ¢o potom komplikuje ich diagnostiku a vyzaduje sa
optimalizacia metod. Diagnostika moze byt vykonand formou
biologickych testov. Pri tychto testoch sa vyuzivaju
indikatorové rastliny, ktoré odhalia infekénost' virusu na
rastlinach. Testy st lacné, ale vysledky nemusia byt vzdy
jednoznaéné. Jednd sa 0 pomerne ¢asovo naroéné testy a
vysledky sU subjektivne hodnotené. Pritomnost’ virusu v
rastlinach sa v suCasnosti najéastejSie  diagnostikuje
sérologickymi testami ELISA (Enzyme linked immunosorbent
assay). Na diagnostiku je mozné pouzit i Western blotting
analyzu, kde je pomocou protilatky zistena pritomnost’
obalového proteinu. Pritomnost’ virusu v rastlinach je mozné
zistit' tiez mikroskopicky (imunolokaciou). Senzitivnejsie
metddy su zaloZzené na analyze nukleovych kyselin. Tieto
metddy su pomerne finan¢ne narocné, vyzadujuce i vhodné
laboratorne podmienky a pristrojové vybavenie.



2. Tobamovirusy

Tobamovirusy patria medzi RNA virusy. Po napadnuti rastlin
boli pozorované rbézne symptomy ale typickym prejavom
nachylnosti rastlin vo¢i tobamovirusom je mozaika, ked’ sa na
listoch mozaikovito striedaju tmavo-zelené, svetlo-zelené az
ZIto zafarbené plochy, ktoré vznikaju v doésledku poskodenia
chloroplastov a zilnatiny zodpovednej za transport Zivin v
listoch. Pritomnost’ virusu bola zistena v cytoplazme a niekedy
v chloroplastoch. V stcasnosti sa uvadza, Ze je znamych okolo
33 druhov virusov. Podla ,International Committee on
Taxonomy of Viruses® patria sem napr. virusy: Tobacco mosaic
virus (TMV); Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV);
Cucumber fruit mottle mosaic virus (CFMMV); Frangipani
virus (FV); Odontoglossum ringspot virus (ORSV); Ribgrass
mosaic virus (HRV); Sammons' opuntia virus (SOV); Sunn-
hemp mosaic virus (SHMV); U2 - tobacco mosaic virus
(T2MV); Tomato mosaic virus (ToMV); napr. i nedavno
izolovany z raj¢iakov novy virus Tomato mottle mosaic virus
(TOMMV). Hostitelmi virusov su hospodarske plodiny i
buriny. Niektoré z uvedenych virusov sa §iria iba cez podu, kde
st vektorom pbdne huby.



2.1. Virus mozaiky tabaku (Tobacco mosaic virus TMV)

Virus TMV bol objaveny v roku 1886 ako prvy virus v
rastlinach. Adolf Mayer virus objavil v napadnutych listoch
tabaku a pomenoval ho Tobacco mosaic virus (TMV)
(Obrazok 3). Virus patri do rodu Tobamovirus, rodiny
Virgaviridae. Virusova dcastica TMV je tvorena jednym
vldknom RNA a obalovym proteinom, ktory chréni geném
kddujlci polypeptidy pred niektorymi enzymami. Je to stabilny
virus, ktory moze prezit’ i v suchych tabakovych listoch cigér.
Tymto virusom moézu byt rastliny (hospodarske rastliny,
buriny, okrasné rastliny) infikované okrem uz uvedenych
spbsobov aj mechanicky (dotyk rukou, alebo naradim, ktoré sa
kontaminovalo virusom pocas prace s pddou a rastlinami).
Najviac partikdl virusu sa nachadza v Zilnatine listu (Obrazok
4). Ako uz bolo uvedené ide o stabilny virus, ktory moéze
vyckavat’ na hostitel'a i niekol’ko mesiacov napr. na naradi,
ktoré priSlo do styku s infikovanym materidlom. Preziva i v
suchych ¢astiach rastliny (rézne Casti rastlin, listy, stonka,
koreni). Pritomnost’ bola zistend aj v semenach ¢o spdsobi, ze
sadenica bude infikovana virusom a mozZe zapri¢init’
sekundarne infekcie. Casto sa virus rozsiri dotykom z
infikovanej rastliny na zdravé rastliny pri ich oSetrovani v
zahradach (presadzanie, vyvazovanie rastlin, polievanie, atd’.).
Na rastlinach papriky sa infekcia TMV virusom prejavuje ako
mozaika, chloréza listov, plodov, nekrdéza niektorych Easti
rastliny, spomalenym az zakrpatenym rastom. Diagnostika
pritomnosti virusu v rastlinach sa prevazne robi metodou DAS-
ELISA.



(foto: S. Slikova).

Obrézok 4. Listy po infekcii TMV virusom farbené roznymi
metddami. Najuc¢innejsie farbenie je vlavo, pri¢om i vpravo je

mozné vidiet’ pritomnost’ a rozsirenie virusu v listoch, v strede
je list kde nie je pritomny virus (zdroj Chapman, S. et al., 2008).



Metodika na testovanie odolnosti papriky (Capsicum annum
L.) vodi virusu TMV podPla metodiky UPOV (CAPSI_ANN)
(Protocol for Distinctness Uniformity and Stability Tests for
Capsicum annuum L. (Technical Protocol 076)).

Testovanie rastlin vo¢i TMV virusu si vyzaduje kontrolované
podmienky s reguldciou teploty a primeranym osvetlenim
(deti/noc). Do testovania vstupuju kontrolné genotypy a
testované genotypy.

Kontrolné genotypy:

e Gordo, Pepita, Piperade (odolnost’ chyba; hodnotenie 1)

e Lamuyo, Sonar, Yolo Wonder (odrody odolné; hodnotenie
4)

Priprava Inokula:

Virus TMV kmen PO sa udrzuje v nativnom stave na rastlinach
alebo sa uskladnuje ako vysusené listy. Tesne pred infekciou sa
aktivuje na nachylnych rastlinich (tabak alebo nachylny
Standard). Listy so silnymi symptémami z uvedenych rastlin st
homogenizované vo fosfatovom pufri, pH 7,0.

Infekcia listov:

Listy kontrolnych odréd a testovanych rastlin vo faze plne
vyvinutych kli¢nych listov, alebo prvych pravych listov sa
mierne poskodia (prasok karborundum). Na takto poskodené
Cepele listov sa nanesie Cerstvo pripravené inokulum, ktoré
obsahuje virus TMV. Infikuje sa z kazdého genotypu od 15 do
30 rastlin. Pri kontrolnych genotypoch je potrebné ponechat’ aj
uréita Cast’ rastlin neinfikovand a to s listami, u ktorych sa
spb6sobi mierne posSkodenie uvedenym praskom a homogenat
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pripraveny zo zdravého listu (bez TMV virusu) sa nanesie na
Cepele listov aby sa mohla pozorovat’ miera mechanického
poskodenia listov. Takto infikované a kontrolné rastliny su
pestované v kvetina¢ikoch s pddou, ktora sa pred pouzitim musi
chemicky dezinfikovat’. Rastliny su pestované pri teplote 20-
25°C.

Hodnotenie symptémov

Symptomy na rastlinach s pozorované na 10. deii po inokulacii
listov.

Na hodnotenie sa vyuZziva 4 bodova stupnica. Pritomnost’ virusu
v rastlinach je mozné diagnostikovat’ metodou ELISA (DSMZ,
Braunschweig, Germany).

Zobrazenie réznych symptémov vyskytujicich sa na rastlinach
papriky po umelej infekcii virusom TMV (kmen PO) je v druhej
Casti prirucky.
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2.2. Virus mozaiky rajéiaka jedlého (Tomato mosaic virus
ToMV)

Virus patri do rodu Tobamovirus. Tento virus sa prejavuje
mozaikou na listoch a vel’'mi negativne ovplyviiuje vysku trody
plodov. M4 zna¢ne podobnu $truktiru ako virus TMV a tieZ je
vel'mi stabilny. Jeho geném koduje 4 proteiny zodpovedné za
replikéciu a $irenie virusu z bunky do bunky. Rastliny raj¢iaka
jedlého su voci virusu pomerne nachylné. Dobré odolnost’ voci
virusu bola najdend u divorasticich pribuznych druhoch
Solanum spp. Z divorastdcich druhov L. hirsutum (Tm-1) and L.
peruvianum (Tm-2 and Tm-22) boli gény odolnosti prenesené do
kultarnych foriem este v 70 rokoch. V sGc¢asnosti st zname
genetické markery pre gény rezistencie ¢o umoziiuje v procese
§lachtenia uplatiovat’ markerom podporovanu selekciu (MAS),
ktora je nezavisla od testovania rastlin.

Metodika na testovanie odolnosti rajciaka jedlého
(Lycopersicon esculentum Mill.) vo¢i virusu ToMV podla
metodiky UPOV (LYCOP_ESC)

(Protocol for Distinctness Uniformity and Stability Tests for
Lycopersicon esculentum Mill. (Technical Protocol 044/3)).

Testovanie rastlin vo¢i TOMV virusu kmenn 0 je potrebné
realizovat’” v kontrolovanych podmienkach t.j. s moznostou
regulécie teploty a osvetlenia (defi/noc). Do testovania vstupuja
kontrolné genotypy a testované genotypy.

Kontrolné genotypy:
Marmande, Monalbo (n&chyIné)
Moperou (odolnd)
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Priprava Inokula:

Virus ToMV (kmen 0) - pdvod Naktiunbouw, Holandsko sa
poskytuje v lyofilizovanej forme. Virus je potrebné namnozit’
na nachylnom genotype napr. Monalbo. Cerstvé listy so
symptoémami z uvedenych rastlin si homogenizované v pufri.

Infekcia listov:

Rastliny rajc¢iaka jedlého sa predpestuji v plastovych
zakoreniovac¢och o rozmere 6x6x9 cm a s po¢tom buniek 10, sU
naplnené zmesou sterilizovaného vysevného substratu a perlitu
v pomere 5:1. Vo faze s plne vyvinutymi klicnymi listami a s
dvomi alebo tromi pravymi listami sa tieto listy mierne
poskodia (prasok karborundum). Na poskodené ¢epele listov sa
nanesie Cerstvo pripravené inokulum, ktoré obsahuje virus
ToMV. Infikuje sa z kazdého genotypu 20 rastlin. Pri
kontrolnych genotypoch je potrebné ponechat’ aj urcitu Cast’
rastlin neinfikovanych a to s listami, u ktorych sa sp6sobi
mierne poSkodenie karborundovym praskom a nanesie sa
homogenat pripraveny zo zdravého listu (bez virusu) pre
pozorovanie poSkodenia listov. Takto infikované a kontrolné
rastliny su nasledne pestované v kvetina¢ikoch s pddou.
Rastliny su pestované pri teplote 24°C den a 20°C noc; faza
svetla 16 hod.

Hodnotenie symptémov

Symptémy na rastlinich s pozorované na 10-21. deni po
inokul@cii listov.

Na hodnotenie sa vyuziva 9 bodova stupnica (odl je silna
mozaika az po hodnotenie 7-9 vyskyt nekrozy a bez
symptomov). Medzi kritické body testu patri: teplota a
osvetlenie, ktoré méze mat’ vplyv na vyvoj nekrotickych Skvin.
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Viac svetla znamena viac Skvin. Teplota nad 26 °C modze
rezistenciu zlomit’, porusit. Odolné heterozygotné genotypy,
ktoré mézu zahtnat bezpriznakové rastliny ale aj rastliny s
roznym stupfiom nekrézy, sa hodnotia ako uniformne
rezistentné.

Na diagnostiku pritomnosti virusu sa najcastejSie vyuZziva
metdda ELISA (DSMZ, Braunschweig, Germany), ale pomerne
finan¢ne nenaro¢nd je i metéda SDS-PAGE, pri ktorej sa
vizualizuje obalovy protein virusu (Tanwir, 2011). Metoda bola
uspesne aplikovana i v laboratériu pre identifiké&ciu bielkovin
NPPC-VURV Pieitany na zistovanie pritomnosti resp.
nepritomnosti virusu v listoch raj¢iaka jedlého. Elektroforeticka
separécia bielkovin bola urobena z listov a vizualizacia bola
uskutoc¢nena farbenim s Coomassie Brillant Blue R-205.
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3. Virus mozaiky uhorky (Cucumber mosaic virus CMV)

Virus patri do rodu Cucumovirus. Podla ,International
Committee on Taxonomy of Viruses* patria sem napr. virusy:
Peanut stunt virus, Tomato aspermy virus. Kmene CMV virusu
napadaju viac ako 800 druhov rastlin z viac ako 40 celadi, z
ktorych najbeznej$imi hostitel'skymi rastlinami su rastliny z
¢elade tekvicovité (uhorka, cukina, melon, ré6zne druhy dyni) a
lulkovité (rajciak, paprika, cili, zemiak, baklazan, petinia).
Napada aj ¢el'ade napr. mrkvovité (mrkva, petrzlen, pasStrnak,
zeler, kopor), bobovité (fazula, sdja), mrlikovité (repa, Spenat),
Cakankovité (Salat), kapustovité (zerucha), laliovité (Spargla,
cibul'a, l'alia, tulipan, hyacint), astrovité (chryzantéma, cinia,
nechtik lekarsky), kosatcovité (gladiola), ale aj vini¢ a mnoho
dvojroénych aj trvalych burin (d’atelina, hviezdica, portulaka,
glejovka). Jedna sa 0 pomerne rozSireny virus. Virus patri
medzi RNA virusy a na zaklade sérologickych analyz a
sekvencii jeho kmene sa zallefiuyji do dvoch podskupin
(Palukaitis et al., 1992). Prva podskupina sa este ¢leni na d’alSie
2 skupiny A a B podla fylogenetickych analyz (Roossinck,
2002). Virus prezimuje v korenioch trvalych burin a rozsiruje sa
najmi voSkami. Mdze sa preniest’ i mechanicky z infikovanych
rastlin, rastlinnou §tavou, parazitickymi rastlinami, pripadne
hmyzom (chrobédkmi uhoriek). Na rastlinach boli pozorované
symptomy ako: zvinutie listov, zelend Skvrnitost,
pluzgierovitost, vraskavenie pozdiz zil.

Ochrana rastlin pred virusom:
* pouzivanie CMV- odolnych odréd zelenin
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+ skorSia vysadba, aby sa vyhlo velkej populacii vosiek,
monitoring populécii vosiek a pouzitie insekticidov

* sadba Co najd’alej od poli skorych raj¢iakov a paprik

* striedanie plodin

» likvidacia vyskytu prvych infikovanych rastlin

* likvidacia burin okolo pestovatel'skych ploch, ktoré su
zdrojom §irenia CMV

Metodika na testovanie odolnosti uhorky siatej (Cucumis
sativum L.) vo¢i virusu CMV podla metodiky UPOV
(CUCUM_SAT)

(Protocol for Distinctness Uniformity and Stability Tests for
Cucumis sativum L. (Technical Protocol 061/2)).

Testovanie rastlin vo¢i CMV virusu si vyzaduje kontrolované
podmienky s reguldciou teploty a primeranym osvetlenim
(defi/noc). Do testovania vstupujui kontrolné genotypy a
testované genotypy.

Kontrolné genotypy:

Gele Tros (nachylné, hodnotenie 2-3)

Gardon (stredne odolné, hodnotenie 4-6)

Hokus, Naf (odolné hodnotenie 7-8)

Priprava Inokula:
Virus CMV sa udrzuje na nachylnych rastlinach. Cerstvé listy
so symptémami z uvedenych rastlin st homogenizované v
destilovanej vode.

Infekcia listov:
Listy kontrolnych odréd a testovanych rastlin vo faze plne
vyvinutych kli¢énych listov sa mierne poskodia (prasok
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karborundum). Karborundum sa oplachne vodou a potom na
poskodené Eepele listov sa nanesie Cerstvo pripravené inokulum
s virusom. Infikuje sa z kazdého genotypu 30 rastlin. Pri
kontrolnych genotypoch je potrebné ponechat’ aj ur€itii ast’
rastlin neinfikovanu a to s listami, u ktorych sa spdsobi mierne
poskodenie a nanesie sa homogenat pripraveny zo zdravého
listu (bez virusu). Takto infikované a kontrolné rastliny su
pestované v kvetinadikoch s pddou. Rastliny su pestované pri
teplote 20-22°C; striedanie defi/noc — faza svetla 16 hod.

Hodnotenie symptémov

Symptdmy na rastlinach su pozorované na 10-21. den po
inokulacii listov.

Na hodnotenie sa vyuziva 8 bodova stupnica (od 1 je silna
mozaika az po hodnotenie 7-8 vyskyt nekrozy (Obrazok 5) a
bez symptémov). Na diagnostikovanie pritomnosti virusu v
rastlinach je vhodna met6da ELISA.

Fr Il
3 Wl

Obrazok 5. Listy uhorky siatej s nekr6zou vytvorenej po umelej
infekcii rastlin virusom CMV (foto: S. Slikova)
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1. Cast’

Obrazové analyza symptomatickych prejavov papriky
ro¢nej (Capsicum annuum L.) po umelej infekcii virusom
TMV

1. Uvod

Pokrok v oblasti digitalnych a informacnych technologii ako aj
rozvoj  Specifickych  programovych aplikacii  vytvara
predpoklady na vyvoj novych meracich a hodnotiacich metdd.
V porovnani s konvenénymi meracimi metodami, ktorych
nevyhodou je ich obmedzené pouzitie a pracnost’ ziskavania,
zhromazd'ovania a archivacie udajov, analyza obrazu umoziuje
vykonavat jednoduchy automatizovany zber dat, ich
spracovanie, triedenie, vyhodnocovanie, archivaciu a v pripade
omylu ponuka moznost’ spitnej kontroly, resp. opakovatel'nosti
experimentu s pouzitim rovnakej vzorky (Hornak et al., 2004).
Obrazova analyza WinDIAS 3 (Delta-T Devices Ltd, UK)
poskytuje detailnti analyzu listovej plochy s vyuzitim metody
intuitivneho  farebného znaCenia. Nahradza schopnost’
subjektivneho posudzovania vzoriek pomocou objektivnych
charakteristik. Systém sa vyuziva hlavne vo fytopatologii,
pol'nohospodarstve, fyziologii rastlin a v lesnictve na
percentualne zhodnotenie miery poskodenia listového aparatu
biotickymi, alebo abiotickymi faktormi (User manual for the
WInDIAS 3, 2011).

Tato Cast’ metodickej prirucky je rozdelena na dve state. Prva
stat’ predstavuje obrazovu analyzu z hl'adiska programového a
pristrojového vybavenia. VV druhej stati je na konkrétnych
prikladoch demonstrované pouZitie obrazovej analyzy v praxi.
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2. Obrazové analyza WIinDIAS 3

Obrazova analyza WinDIAS 3 disponuje tromi formami
systému (Obr.1).

Scanner to file

TWAIN ~_

Copy <3,

;.»-‘)
to file ~ @ Digital
camera

Obrazok 1: Systém obrazovej analyzy WinDIAS 3 (zdroj: AT
Delta-T Devices).

Prvy, zakladny systém vyuziva skener o velkosti A4, ktory
dokéze spracovat’ 50 obrazkov za hodinu. Druhy, Standardny
systém zahfila svetelny box, so schopnostou spracovat’ 150
obrazkov za hodinu, pri¢om maximalna mozna velkost’ vzorky
je 300 x 295 mm. Treti systém je tzv. Rapid, ktory sa pouziva v
pripade vel'kého poctu vzoriek s maximalnou velkost'ou 250 x
290 mm, alebo v pripade vel'mi dlhych listov (250 x 1000 mm).
Tento systém vyuziva dopravnikovy pas a je uréeny na rychle
meranie, ked’Ze spracuje az 800 listov za hodinu (Obr. 2) (User
manual for the WinDIAS 3, 2011).
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Obrazok 2: ,,Entry level system* (vl'avo), ,,Standard system* (v
strede), ,,Rapid system* (vpravo) obrazovej analyzy s
dopravnikom (zdroj: AT Delta-T Devices).

Dopravnikovy péas je usadeny na vrchu svetelného boxu, ktory
poskytuje moznost vyberu formy osvetlenia, priCom horné
osvetlenie zvyraziiuje farbu a spodné osvetlenie poskytuje
jednotné pozadie. Dopravnik sa skladd z dvoch vysoko
priehladnych pasov umiestenych jeden nad druhym na
mikkych gumovych kriizkoch, na dvojici proti beznych valcov.
Valce st umiestnené tak, aby sa pasy zl'ahka dotykali a tym
splostili list a umoznili manipulédciu s predmetmi, ktoré maju
rozli¢ne hrubu texturu. Valce st na jednom konci pohanané
synchrénnym motorom, ktory udrziava konStantnt rychlost’.
Pohyb je prenaSany prostrednictvom prevodovky a hnacej
gumicky na remenice a flexibilny gumovy hnaci pas. Dopravnik
mozno prevadzkovat v oboch smeroch otacania pomocou
prepinaca na riadiacej skrinke (User manual for the WinDIAS
3, 2011).

Dal$ou sti¢ast'ou pristrojového vybavenia obrazovej analyzy st
Styri umelé zdroje svetla (volframové lampy) a digitalna USB
video kamera prepojena s pocitacom, ktory obsahuje $pecialny
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software (WIinDIAS 3 software od firmy Delta-T Devices Ltd,
UK) (User manual for the WinDIAS 3, 2011).

Pred samotnym spustenim analyzy je kvoli presnosti merania
potrebné zabranit’ pristupu okolitého svetla ako aj slne¢ného
svetla, v niekol’kych krokoch optimalizovat’ a ulozit’ nastavenie
video kamery a nakalibrovat zvécSenie. Pri kalibracii ide
vlastne o statické meranie s predmetom zndmej dizky
(pravitko). Az teraz je software pripraveny a mozno nasnimat’
objekt zaujmu (User manual for the WinDIAS 3, 2011).
KIdacovym krokom v celom postupe obrazovej analyzy je
ziskanie kvalitného digitalizovaného obrazu predlohy (napr. list
rastliny), ktory dosiahneme prostrednictvom digitalneho
fotoaparatu, alebo USB video kamery. Potom Co je obraz
daného predmetu nasnimany a v nekomprimovanej podobe
ulozeny v pocitaCi sa s pomocou softwaru d’alej upravuje a
hodnoti. Nasledujacim krokom analyzy obrazu je tzv.
segmentacia, pri ktorej si na obraze daného nasnimaného
predmetu vyznacené plochy a objekty urCené na hodnotenie,
Mmeranie a stanovenie pozadovanych morfometrickych
vlastnosti (plocha, obvod, dizka ...) (Obr. 3) (Lukas et al.,
2008).
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snimanie a digitalizacia obrazu

transformaécia

y | 1

meranie a vyhodnocovanie dat

interpretéacia vysledkov

Obrazok 3: Princip obrazovej analyzy (zdroj: Lukas et al.,
2008)

Systém umozni na nasnimanom obraze vzorky v pocitaci
vyznacit' 3 farebné zény. Primarna tzv. zdravad zona listu sa
vyznacuje modrou farbou, sekundarna (poskodena) oblast’ je
definovana Cervenou farbou a terciarna zéna (nekrotickd) je
zvyraznena ruzovou farbou (farebné spektrum je mozné si
individualne upravit). Po zvyrazneni jednotlivych oblasti,
mozno prejst’ k samotnému meraniu listovej plochy (Obr. 4).
Vysledok sa zobrazi v jednotk&ch zadanych pri Kalibracii.
Meranie sa moze niekol’kokrat zopakovat, aby bol vysledkom
jednouchy subor dat, dalej pouzitelny na Statistické
vyhodnotenie (User manual for the WinDIAS 3, 2011).
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Obrézok 4: Modelovy priklad merania listovej plochy pomocou
obrazovej analyzy WinDIAS 3 (zdroj: AT Delta-T Devices).

Obrazky vzoriek je mozné do systému obrazovej analyzy
importovat’ aj z inych zariadeni, pricom presnost merania
ovplyvni prave kvalita ziskanej snimky. Nasnimané obrazky je
mozné ukladat’ vo formate jpg., bmp. a tif. (User manual for the
WInDIAS 3, 2011).

V pripade merania va¢Sieho poctu vzoriek je mozné pouzit’ uz
spominany dopravnikovy pas. Pri jeho pouziti je potrebné
znizit’ rychlost’ uzavierky USB video kamery na priblizne 10
milisekund (ms) inak bude vysledny obraz rozmazany. Analyza
obrazu poskytuje aj vyuzitie rezimu merania dlhych listov,
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ktoré si vyzaduje na kalibraciu list o znamej dizke. Namiesto
Standardného snimania zorného pol'a, meria pristroj v rezime
dlhych listov Uzky vertikdlny pruh v zornom poli, ktory
pomocou dopravnika do zorného pola vstupuje. Tento obraz je
potom porovndvany so znamou plochou referen¢ného listu,
ktora sa musi ur¢it nezavisle. Analyza zahima aj moznost
merania jednoduchych tvarov s funkciami priemer objektov a
ich pocet. K tomuto spdsobu merania st dostupné aj sady
cielovych tvarov vo forméate A4. lde o presné reprodukcie
roznych geometrickych tvarov nakreslenych pomocou
laserovej litografie a Udaje tykajuce sa objektov su k dispozicii
aj v tlacenej forme (User manual for the WinDIAS 3, 2011).
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3. Material a metddy

Na obrazovil analyzu bol pouzity rastlinny material
dopestovany vo firme Zelseed spol. s.r.o, Horna Potoii. I8lo o
rastliny papriky roénej (Capsicum annuum L.) infikovanych
virusom mozaiky tabaku (Tobacco mosaic virus, dalej len
TMV). Symptomy na testovanych rastlinach boli hodnotené na
zaklade 4 bodovej stupnice (1- nachylny, 2- stredne nachylny,
3- stredne odolny, 4- odolny) (Naktuinbouw, Resistance tests
report, 2012), porovnavané s neinfikovanymi rastlinami v rdmci
jednotlivych genotypov a tiez s referenénymi odrodami
Piperade (citliva odroda) a Yolo Wonder (rezistentna odroda)
odporucané CPVO ako kontrolné genotypy (Community Plant
Variety Office, 2007).

Vsetky vzorky boli odfotografované digitdlnym fotoaparadtom
Nikon D80 a analyza obrazu bola spracovana programom
WIinDIAS 3.

Priznaky ochorenia virusom TMV sa zacinaju prejavovat
zosvetlenim listovej Zilnatiny, ktoré postupne prechadza do
tvorby Zzltych skvin. Intenzita Zltnutia listov sa pohybuje od
bledej az po svetlo zelenu. Typickymi symptomami ochorenia
su mozaiky, u ktorych sa striedaju zelené, zIté a chlorotické
oblasti, ktoré sa postupne zafarbuju do hneda a nastava nekréza
(Obr. 5). Napadnuté rastliny zaostavaju v raste, su slabSie
olistené, deformujti sa. Kvety vytvorené pocas chlorotického
Stadia z vdc¢sej Casti opadavaju. Vytvorené plody sa vyvijaji
pomalsie, deformujt sa. Rastliny postupne odumieraju.
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Obrézok 5: Symptomy TMV na rastline papriky, vlavo-
priznaky mozaiky, v strede- zaCinajica deformacia listu,
vpravo- mozaika + nekrozy (foto: N. Snajdar)

Pre stupeni 1 st typické priznaky mozaiky- chloroticke, zlté¢ az
svetlo zelené skvrny (Obr. 6). Priznaky ako systémové nekrozy,
jemna mozaika, presvetlovanie zilnatiny (Obr. 7) s0
charakteristické pre stupne 2 a 3, pricom za stupent 3 sa moze
povazovat’ aj hypersenzitivna reakcia rastliny, ktora sa prejavi
deformaciou listov, zakrpatenostou, odumieranim vrcholu a
nasledne aj celej rastliny. Stupen 4 predstavuju lokalne nekrézy,
usychanie a padanie kli¢nych listov (Obr. 8). Obrazok 9 na
porovnanie znazoriuje rastliny bez symptomov.
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Obrazok 6: Stupen 1- priznaky mozaiky na listoch genotypov
papriky infikovanych TMV (foto: N. Snajdar)
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Obrazok 7: Stupeti 2 a 3- systémové nekrozy a jemné mozaiky
na listoch genotypov papriky infikovanych TMV (foto: N.
Snajdar)
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Obrazok 8: Stupenn 4- lokélne nekrdzy na listoch genotypov
papriky infikovanych TMV (foto: N. Snajdar)
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Obrazok 9: Kontrolné genotypy papriky a zdravé listy bez
priznakov napadnutia TMV (foto: N. Snajdar)
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Na obrazku 10a-e je zndzorneny postup pouZitia obrazovej
analyzy na konkrétnom priklade infikovaného genotypu.

P 4
Va4
P 4

Obrazok 10a-e: Analyza napadnutia listovej plochy s pouzitim
obrazovej analyzy WinDIAS 3 (foto: M. Majeska)

Po nasnimani obrazu vzorky listu (Obr. 10a) mozno
prostrednictvom ponuky softwaru farebne vyznacit’ jednotlivé
z6ny: primarna- modra (Obr. 10b), sekundarna- ¢ervena (Obr.
10c), terciarna- ruzova (Obr. 10d). Na obrazku 10e je farebne
rozliSena celd listova plocha. Vysledok merania je zhrnuty v
tabul’ke 1, v ktorej je vyc€islena plocha zdravého aj napadnutého
listového pletiva (cm?) a celkova napadnutd plocha listu
vyjadrena v percentach.
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Priméarna Sekundarna Terciarna Percento
zéna z6na z6na napadnutia
(cm?) (cm?) (cm?) (%)

10,4266 0,9995 0,3401 11,3852

Tabulka 1: Hodnoty napadnutia plochy listu namerané
softwarom obrazovej analyzy WinDIAS 3

Na obrézku 11a-d je znazorneny d’alsi podobny priklad pouzitia

obrazovej analyzy na uréenie rozsahu poskodenej plochy listu
spolu s vyslednou tabul’kou (Tab. 2).

a b

C ' 9 d ' -
Obrazok 11a-d: Analyza napadnutia listovej plochy s pouzitim
obrazovej analyzy WinDIAS 3 (foto: M. Majeské)
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Priméarna Sekundarna Terciarna Percento
zéna z6na z6na napadnutia
(cm?) (cm?) (cm?) (%)

28,6696 0,4492 - 1,5426

Tabulka 2: Hodnoty napadnutia plochy listu namerané
softwarom obrazovej analyzy WinDIAS 3

Po ziskani stiboru dat je mozné urobit’ statistické vyhodnotenie
napadnutia (Tab. 3).

Primarna | Sekundarna | Terciarna | Percento
zéna z6na z6na napadnutia
(cm?) (cm?) (cm?) (%)
Suma 831,8619 | 22,0768 4,9530
Priemer 18,9060 0,5071 0,1126 4,9643
Standardna | 11,1604 0,6471 0,2653 6,1762
odchylka
Variaény 59,0314 | 128,9762 | 235,6417 | 124,4108
koeficient % % %

Tabul'ka 3: Priklad Statistického vyhodnotenia stuboru dat
ziskanych z merania listovej plochy 44 listov 8 rastlin 1

genotypu
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4. Zaver

Ciel'om tejto Casti metodickej prirucky bolo predstavit moznost’
metddy obrazovej analyzy z hl'adiska jej aplikacie a vyuzitia vo
fytopatologii. Tento postup nahradza pristup zalozeny na
klasickej vizuélnej kvantifikacii na zaklade porovnania s
obrazovymi Skalami. Analyza obrazu predstavuje novy zdroj
informacii, ktory umozni rychlo, objektivne a opakovane
ziskavat data z digitalizovaného obrazu, analyzu velkého
mnozstva spracovanych vzoriek bud’ v redlnom case, alebo z
archivovanych obrazov a interpretovat’ ich relevantnymi
Statistickymi postupmi (Lukas et al., 2008).

35



5. Pouzita literatura

AT Delta-T Devices, Dostupné na internete: http://www.delta-
t.co.uk/product-display.asp?id=945&div=Plant%20Science&cat

Community Plant Variety Office. Protocol for distinctness,
uniformity and stability tests Capsicum annuum L., Sweet
pepper, Hot pepper, Paprika, Chilli. UPOV Species Code:
CAPSI_ANN, 44 p., Adopted on 21/03/2007

Hornak, V. et al. 2004. Vyuzitie poéitacove]j analyzy obrazu a
pocitacovej analyzy objektu pri zistovani rozmerov semien. In
Medzindrodnd Studentskd vedeckd konferencia Nitra 2004.
SPU v Nitre, s. 18-23, ISBN 80-8069-339-0.

Lukas, J. et al. 2008. Vyuziti obrazové analyzy v
rostlinolékaiské praxi. Metodika pro utvary statni spravy.
VURYV Praha, 2008, 82 s., ISBN: 978-80-87011-69-0

Naktuinbouw. 2012. Resistance tests report. The Netherlands.
User manual for the WIinDIAS 3 Image analysis system,

Version 3.2., 71 p., Delta-T Devices Ltd. Burwell, Cambridge,
UK, 2011

36


http://www.delta-t.co.uk/product-display.asp?id=945&div=Plant%20Science&cat
http://www.delta-t.co.uk/product-display.asp?id=945&div=Plant%20Science&cat

