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SOUHRN

vvvvv

rizika napadeni této plodiny chorobami a Skadci. Hlavni fytopatogenni organismy napadajici
fepku olejku jsou Leptosphaeria maculans, Leptosphaeria biglobosa, Sclerotinia sclerotiorum

a Verticillium spp.

Pro zvoleni spravného, cileného a vhodné nacasovaného oSetieni fungicidy je nutna

spolehliva detekce patogentl v rostlinném pletivu a vyhodnoceni miry napadeni porostu.

Diagnostika patogenil byla s postupem vyvoje védy zdokonalovana a byly vyuzivany
rizné metody determinace patogent — od vizualniho hodnoceni symptomd, pies kultivace na
zivnych médiich, imunologickych testi (napt. ELISA) az k metodé¢ ,,polymerazové tetézové

reakce PCR (z anglického Polymerase Chain Reaction).

Principem metody je exponencialni znasobeni — amplifikace useku DNA, kterd je
specificka pro ur¢itého ptvodce choroby. Reakce probiha za pouziti primerd o délce a
sekvenci unikatni pro zkoumaného patogena. Zaporné¢ nabita DNA je pii separaci
Vv elektroforetické cele pfitahovana ke kladné elektrod€. Slozitou strukturou gelu dojde
k separaci jednotlivych tuseki DNA podle poctu pari bazi. Vizualizaci v UV

Transiluminatoru je mozné pozorovat fragmenty pattici hledanému organismu.

Cilem prace bylo vytvofeni a optimalizace postupli rozliSeni nejvyznamnéjSich
patogent fepky olejky na molekuldrni urovni a tyto postupy vyuzit k detekci téchto patogenti

Vv rostlinném pletivu fepky.

PCR metoda byla pouzita pti detekci L. maculans a L. biglobosa u 265 rostlin z 52
lokalit. Bylo prokazano cetnéjsi napadeni L. biglobosa (180x) nez L. maculans (109x). U
obou ptuvodci fomové hniloby byl analyzou rozptylu evidovan statisticky prikazny rozdil
V poctu napadenych kotfenii (23X a 25x) oproti mnohem cetn€jSimu vyskytu patogenii na
ostatnich ¢astech rostliny. L. maculans statisticky prikazné infikovala Castéji kofenovy kréek
nez kofen a stonky. Pii porovnani miry napadeni stonku 1 a stonku 2 nebyly statisticky
prukazné rozdily. Diference v po¢tu pozitivnich nalezt L. biglobosa na kofenovém krcku a

obéma ¢astmi stonku neni statisticky prukazna.

Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. bylo analyzovano na 184 rostlinach z 35

lokalit. Pfitomnost patogena Verticillium spp. nebyla potvrzena v zadném vzorku rostlinného



pletiva. Sclerotinia sclerotiorum byla potvrzena na 59 rostlinach. Statisticky vyznamné
rozdily jsou mezi kotfenem, ktery byl napaden 45x a kofenovym krckem, kde byla ptitomnost
S. sclerotiorum prokazana 47x. Druha statisticky vyznamné se lisici dvojice je stonek 1, kde
byl pocet pozitivnich nalezii 35, a stonek 2, ktery byl infikovan 1x. Dle programu SPSS
nejsou ve skupinach koten/stonek 2, kofen/ stonek 1 a kotenovy kréek/stonek 1 signifikantni

rozdily.

Pouzitim PCR metody dojde k rychlému a pfesnému oznaceni ptivodce choroby. Tato
metoda je pomérné nakladna, ale oproti ,,prostému‘ vizuadlnimu hodnoceni symptomd, které
mohou nékdy byt shodné pro vice patogenti, zde dochazi k jednoznacnému urceni pivodce
choroby, coz je dulezité zejména pii volbé fungicidniho oSetieni a konkrétniho fungicidu.
Patogena je taky mozné rozpoznat v rostliné jest€ pied rozvojem vizudlnich pfiznakd a

optimalizovat tak zpisob ochrany porostu.

KLICOVA SLOVA: fepka olejka, bila hniloba, fomova hniloba, verticiliové vadnuti, PCR

metoda



SUMMARY

Dynamic development oilseed rape (OSR) production in the Czech Republic brings
also risk of higher infestation with diseases and pests. The most important phytopathogenic
organisms OSR are Leptosphaeria maculans, Leptosphaeria biglobosa, Sclerotinia

sclerotiorum and Verticillium spp.

For selection correct, targeted and suitable timed fungicides treatment in necessary to
have a reliable pathogen detection system in plant tissue and evaluation of degree of stand

infestation.

Pathogen diagnostics was during science progress improved and have been used
different methods of pathogen determination — from visual evaluation of symptoms,
cultivation on different nutrient mediums and immunological tests (e. g. ELISA) to method

»polymerase chain reaction” (PCR).

The principle of this method id exponential multiplying — amplification of DNA
fragment specific for a certain pathogen. For this are used primers (nucleotides) of size and
sequence typical for investigated organism. Electronegative DNA is during separation in
electroforetic cell attracted to electropositive electrode. Complicated structure of gel enables

separation of individual fragments of DNA molecule according to their base pair number.

The aim of this thesis was to create and optimize distinction procedures of the most
important OSR pathogens on the molecular base and use this method for detection disease

causal agent in rapeseed plant tissue.

PCR was used in detection of L. maculans and L. biglobosa in 265 plants from 52
localities. More numerous attacks were proved by L. biglobosa (180x) than L. maculans
(109x). Both agents causes phoma stem rot had statistically significant difference in a count
of attacked roots (23x and 25x) against more numerous occurrences of pathogens in the other
parts of the plant. L. maculans infected root neck statistically significantly much more, than
roots and stems. In comparison of degree of stem 1 and stem 2 attacks there were no
statistically significant differences. Difference in a count of positive finding L. biglobosa in

the root neck and both parts of the stem is not statistically significant.

Sclerotinia sclerotiorum and Verticillium spp. were analysed on 184 plants from 35

localities. Presence of pathogen Verticillium spp. was not proved in all samples of plant



tissue. Sclerotinia sclerotiorum was confirmed in 59 plants. Statistically significant
differences are between roots (45 infestations) and root neck (47 infestations). The second
statistically significantly different pair is the stem 1, where were 35 positive findings and stem
2 with one positive finding. According to SPSS program there are no significant differences

between groups root/stem 2, root/stem 1 and root neck/stem.

By using PCR method we get fast and accurate designation of disease causal agent.
This method is relatively expensive, but against ,,simple* visual symptoms, that can be similar
for more pathogens, PCR clearly identifies of disease causal agent. And that is very important
especially for choice of fungicide treatment and specific preparation. It is also possible to
recognize pathogen in the plant just before development of visual symptoms and to optimize
protection.

KEY WORDS: oilseed rape, white mold, phoma stem rot, verticillium wilt, PCR
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1. UVOD

Repka olejka v roce 2011 byla v Ceské republice sklizena z 373 386 ha s pramérnym
vynosem 2,80 t/ha. Celkova produkce fepkového semene byla 1046071 tun (Cesky
statisticky Gfad, 2012). Ceska republika se tak fadi k evropské $picce v péstovani této plodiny.

Péstovani fepky olejky je zatim rentabilni, a tak je v osevnich postupech ve vysokém
zastoupeni. Jeji nevhodné a cCasté zatazovani do osevniho postupu s sebou vSak piinasi
problémy. Nedostatecnd Casova a prostorova izolace porostii brukvovitych vytvari vhodné
podminky pro pfezivani ptvodcii chorob a Skidcl, a napomaha tak jejich vysSimu tlaku

Vv porostech.

Dvoudé€lozné plodiny jsou obvykle napadany jinym komplexem chorob nez obiloviny.
Intenzita napadeni, symptomy a §kody na vynosech se mohou v jednotlivych plodinach lisit.
hniloba (Leptosphaeria maculans a Leptosphaeria biglobosa) a verticiliové vadnuti

(Verticillium spp.) Pii absenci chemické ochrany mohou ztraty na vynose byt i vice nez 50 %.

Pro navrzeni vhodného zpiisobu ochrany plodiny pted piivodcem choroby je dulezité
v€asné rozpoznani patogena. Metoda polymerazové fetézové reakce je relativné jednoducha,
rychla, citliva a ma Siroké spektrum pouziti. Stala se tak obvyklym postupem v diagnostice
patogend. Predev§im u diagnostiky hub a bakterii je jeji prednosti rychlost, nebot’ odpada
nckolikadenni kultivace patogena na zivném médiu, coz je nezbytné pro mikroskopickou

diagnostickou metodu.

Vyuzitim PCR metody je moZno plivodce chorob detekovat v rostlinném pletivu jesté
pted rozvojem choroby. Na zakladé¢ zjiSténého napadeni Ize optimalizovat ochranu rostlin 1

preventivni opatfeni, a to jak u fepky olejky, tak u naslednych plodin.



2. VEDECKA HYPOTEZA A CiL PRACE

Hypotéza: existuji metody detekce patogenti fepky olejky v infikovaném rostlinném pletivu.

Cil diplomové prace: vytvofit a optimalizovat postupy rozliSeni nejvyznaméjsich patogenti
fepky olejky na molekularni Grovni a vyuzit tyto postupy k detekci téchto patogent

Vv rostlinném pletivu fepky.



3. LITERARNI RESERSE
3.1 PUVOD, ROZSIRENi A CHARAKTERISTIKA REPKY OLEJKY

Repka olejka (Brassica napus L. var. napus) s vysokou pravdépodobnosti nemé
zadného planého predka. Vznikla patrné zkiizenim brukve zelné (Brassica oleracea) a brukve
fepaku (B. campestris), (fepice ¢i vodnice) jako tzv. amfitetraploid s 38 chromozomy v oblasti
sttedomotského genového centra (Baranyk a kol., 2010). AC se to zda jako Seda historie, i
V soucasné dob¢ takovymto zplsobem fepka v omezené mife znovu vznikd. Jednd se o
resyntetizované odrady, jez si nckteré Slechtitelské firmy vyrdbé&ji za ucelem zvySené

genetické diverzity pro tvorbu novych odrid (Baranyk a kol., 2005).

Aredl péstovani fepky olejky zasahuje do celé oblasti mirného klimatického pasu
(Baranyk a kol., 2005;Youn-sung et al., 2011). Po Ciné a Kanadé je Indie 3. nejvétsim
producentem na svété (Singh et al., 2011).

Pti kliceni vyzaduje semeno fepky ptiblizné¢ 60 hmotnostnich procent vody a proces
kli¢eni za¢ina pii teploté okolo 1 °C. Optimélni teplota kliceni je 20 — 25 °C (Fabry, 2007).
Rist probiha za ptiznivych podminek velmi rychle. U ozimych forem dosahuje pocet listi do
zacatku zimy poctu 8 — 15, a to v zavislosti na odriidé, dob¢ seti a délce podzimni vegetace.

(Fabry a kol., 1992).

Baranyk (2005) uvadi, Ze pokud je primér kofenového krcku alesponi 0,8 cm, rostlina
je schopna odolavat mraziim az do —20 °C. Repka vytvaii mohutny kiilovy kofen s velkym

mnozstvim postrannich kofinkd.

Nadzemni ¢ast ozimé fepky vyrlsta ve 2 fazich — prezimuje ve fazi listové ruzice (faze
vegetativni) a na jafe piejde v generativni — prodluZovaci, rychlého rastu. Obdobi zimni
vegetace charakterizuje doba od poklesu priimérnych dennich teplot vzduchu pod 2 °C az do
obnoveni vegetace s nastupem priimérnych dennich teplot vzduchu nad 5 °C. Toto obdobi
kryptovegetace neznamena absolutni vegetacni klid, protoze pokracuje i nadale méfitelny rist
kotenového systému, vyviji se vzrostny vrchol a probihaji adaptac¢ni procesy odolnosti proti

nizkym teplotam (Fabry a kol., 1992).

Na jafe nastupuje obdobi vegetace, kdy primérné denni teploty vzduchu stoupaji nad
5 °C. Toto obdobi trva 70 — 80 dni. Obdobi kveteni trvé ptiblizné 20 dni a posledni obdobi, od

konce kveteni az po dozrani semen, trva 30 — 40 dni (Fabry a kol., 1992).

3



Lodyha ma vysku 120 — 220 cm, nejcastéji vSak 140 — 160 cm. Na lodyze vyrista
v uzlabi 6 — 8 vétvi, které se dale déli. Kvét je stavén podle Cisla 4. Obvykle ma barvu jasné
Zlutou, vyjime&nd svétle Zlutou az bilou. Repka olejka je rostlina véelomilnd, i kdyz z vétsi
Casti samosprasna. Kveteni porostu zpravidla trva 20 — 25 dni a vétSinou celé probiha
v kvétnu. Rostliny pfi hustot& 60 jedincii na m? maji 300 — 500 kvét, ze kterych se do sklizn&
obvykle vyvine 80 — 120 SeSuli. Tato dvoutrada SeSule by méla obsahovat 15 — 20 tmaveé
zbarvenych semen s hmotnosti tisice semen (HTS) 4,5 — 5,5 g, vyjimecné az 10 g. Vyskytuji
se vSak i Ctyifadé SeSule a SeSule obsahujici 40 — 50 semen. Semena mohou byt 1 Zluté

zbarvena (Baranyk a kol., 2005).

Jednim ze Slechtitelskych cili je vySlechténi typld se Zlutym osemenim (Baranyk a
kol., 2010). Jeho vyhody jsou ten¢i slupka, vyssi obsah bilkovin a oleje a méné

nestravitelnych vlaken (Shirzedegan and Robbelen, 1985).

V klimatickych podminkach Ceské republiky ma fepka olejka vegetaéni dobu
300 — 320 dni, ale v nadmoiskych vyskach nad 600 m to muze byt i 360 dni (Baranyk a kol).

3.2 PODMINKY PRO KONVENCNI PESTOVANI REPKY OLEJKY

Repce olejce nejvice vyhovuji lokality s roénim primérem teplot 7 — 9 °C, ro¢nim
prumérem srazek 450 — 700 mm a nadmotskou vyskou do 650 m n. m. V nizinach si fepka a
cukrova fepa konkurovaly o hnij, proto se velka ¢ast ploch fepky ptenesla do vyssich poloh a
podhtifi. M4 zde vhodné ekologické podminky s dostatkem srdzek a menSim tlakem Skidch a

snéhovou pokryvkou chranici porosty proti holomraziim (Baranyk a kol., 2010).

Repka olejka ma mohutny kofenovy systém, a proto je rostlinou relativné
suchovzdornou, naro¢nou na srazky pouze po zaseti a v dob¢ tvorby semen (Baranyk a kol.,
2010). Tato plodina je velmi flexibilni, ale pfesto nema rada stanovisté, které je zamokiené
déle nez jeden tyden, lokality s déle trvajicimi holomrazy —15 °C az —20 °C a zbytky
sulfomocovin v pudé, které zplsobuji jeji nepfirozeny retardovany vyvoj. Z klimatickych
faktort, které negativné ovlivituji vzchazeni a vyvoj fepky je to sucho nebo naopak nadbytek
srazek, zimni kolisani teplot, silné mrazy nebo holomrazy v pfedjaii ¢i na jafe a vysoké

teploty v dob¢ kvétu (Baranyk a kol., 2005).



3.3 MOZNOSTI VYUZITI REPKY OLEJKY A VYROBKU Z Ni

Repkovy olej je zakladem pro nespodet produkti. Jeho hodnota a velikost
potencialnich trhit mohou byt dale optimalizovany produkci fady profili mastnych kyselin
(Jevic, 2009). Nezbytnou podminkou rentabilni produkce je zejména zajiSténi stabilniho
odbytu fepkového semene za dobré ceny. Pti jeho zpracovani vznika Siroké skala hodnotnych
produktii, proto je podminkou rozvoje této komodity i znalost a zajisténi jejich odbytu za
fungujicich ekonomickych podminek (Nerad, 2007). Nerad (2007) rozdéluje vyuziti produkt
fepky olejky na 4 odvétvi:

3.3.1 Vyuziti v potravinarstvi

Weifen (2009) uvadi, ze fepkovy olej je bud’ rafinovany, nebo za studena lisovany. Je vhodny
pro teplou i studenou kuchyni. Velmi dobte snasi teploty az 180 °C. Rafinovany fepkovy olej
ma trvanlivost minimalné€ jeden rok. I pfi tepelnych Gpravach zistdva chutové neutrlni. Ze
zdravotniho hlediska se fepkovy olej za studena lisovany od rafinovaného 1i8i jen nepatrné.
Rozdil je wvchuti a zplsobu pfipravy. Z dietetického hlediska patii fepkovy olej

k nejcennéj$im stolnim olejim. Pro lidsky organismus je je$té vhodné&jsi nez olivovy.
Dutivody pro to, dle Nerada (2007), jsou:

¢ niz$i obsah nasycenych mastnych kyselin (6 — 8 %)

e vysoky obsah nenasycené¢ mastné kyseliny olejové (a to na
urovni piiblizné srovnatelné s olivovym olejem, tj. 50 — 60 %)

e bohaty obsah kyseliny alfa-linolové (20 — 22 %)

e pomer kyseliny linolové ku linolenové je pfiznivy,ato 1 :2

3.3.2 Vyuziti v kKrmivarstvi

Repkové extrahované Sroty a vylisky, pfipadné drcend semena, jsou vyznamnou
bilkovinnou soucasti krmnych smési pro hospodarska zvirata. Repkovymi Sroty soucasnych
,00 odrad Ize do zna¢né miry nahrazovat Sroty sdjové, které jsou zvlasté v poslednich letech

do Ceské republiky silné importovany (Baranyk a kol., 2010).



3.3.3 Vyroba bionafty

Chemickou reakci fepkového oleje s metylalkoholem (transesterifikace) je ziskavan
metylester fepkového oleje (MERO) nebo-li bionafta. Vyhody plynouci z pouzivani ,,MERO*
jako pohonné hmoty jsou vyznamné — jedna se o alternativni palivo velmi podobné motorové
nafté s pfesné normovanymi parametry, biologicka rozlozitelnost, pozitivni uhlikova bilance,
neobsahuje siru, aromdaty ani polyaromatické uhlovodiky, vyrazné nizsi koufivost a
V neposledni tadé skytd moznost rozvoje tuzemské zemédélské vyroby. K obecnym
nevyhoddm bionafty patii omezend moznost jeji produkce, mirny nartst spotfeby oproti
komer¢ni nafté, agrese vici béznym plastim, mirn¢ zhorSené chladové vlastnosti a nutnost

doaditivace depresanty zejména pro tvrdsi zimni podminky (Nerad, 2007).

3.34 Oleochemie

Rostlinné oleje a technické vyrobky z nich jsou biologicky snadno odbouratelné, a tim
minimalizuji poskozeni lidského organismu a Zzivotniho prostfedi. Primyslové vyuziti
rostlinnych olejli je ur€ovano ekonomikou, kterd v soucasné dobé dava prostor pro vyrobu
mnoha produktli jako glycerolu, vysSich mastnych kyselin, jejich soli a esterli, vysSich
mastnych alkoholi a aminli, oligomernich mastnych kyselin, které¢ slouzi k vyrobé
plastickych hmot, pryskyfic, lakl, detergentti, emulgatorti, umeélych vladken, mazacich
prostiedkii, farmaceutickych vyrobku, plastifikatort, riznych aditiv aj. (Baranyk a

Ehrenbergrova, 2005).



3.4 BILA SKLEROTINIOVA HNILOBA REPKY

3.4.1 Systém a pavod

Soustava Vitae Zivé organismy
Doména Eukaryota Whittaker & Margulis, 1978 jaderni
Nadfise Unikonta

Opisthokonta Cavalier-Smith, 1987 b

Rige Fungi Whittaker, 1959 houby

Odde¢leni Ascomycota Caval.-Sm. houby vieckovytrusé

Podkmen Pezizomycotina O. E. Erikss. & Winka

Ttida Leotiomycetes

Podtiida Leotiomycetidae

Rad Helotiales Nannf., 1932 voskovic¢kotvaré
Celed’ Sclerotiniaceae hlizenkovité
Rod Sclerotinia Fuckel hlizenka

Druh Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary hlizenka hliznata

(zdroj: www.biolib.cz)

Purdy (1979) uvadi, ze madam M. A. Libert vroce 1837 nejdiive popsala Peziza
sclerotiorum, coz nazvem houby zistalo do doby, kdy Fuckel v roce 1870 popsal a ustanovil
rod Sclerotinia. Jako poctu madam Libert chtél pfejmenovat Peziza sclerotiorum dle nového
nazvoslovi na Sclerotinia libertiana, coz bylo nasledné akceptovano a po celém svété
pouzivano jako S. libertiana Fuckel. Avsak E. N. Wakefield v roce 1924 poukazal na neshodu
S Mezinarodnimi pravidly pro botanickou nomenklaturu a citoval G. E. Massee, ktery v roce
1895 pouzil nazev Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) Massee. De Bary vSak toto pojmenovani

pouzil jiz v roce 1884, a proto je védeckym nazvem Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
(1884).

S. sclerotiorum je ptivodcem choroby ,,bila hniloba fepky*, star§im nazvem ,hlizenka
obecnd® (Plachkd, 2010). Bila sklerotiniova hniloba fepky je tedy zndma vice nez stoleti,

avSak az zacatkem 50. let s rozmachem péstovani fepky olejky po celém svété vzrostl jeji
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vyznam (Buchwaldt, 2007). Ztraty na vynose mohou dosahovat 30 — 50 % (Maylandt and
Bothe, 2009, Plachka, 2010), jsou zpiisobeny mensim poctem zrn na rostlin€, niz$i hmotnosti

tisice semen a ztratami v dusledku pfedcasného otevirani SeSuli (Maylandt and Bothe, 2009).

3.4.2 Hostitelské spektrum

S. sclerotiorum (Lib.) de Bary (1884) je jednim z nejni¢ivéjSich a nejrozsitenéjsich
rostlinnych patogent (Purdy, 1979) a zptisobuje bilou hnilobu na rtiznych rostlinnych druzich
(Aghajani and Safaei, 2008). Napada nejen dvoudé€lozné plodiny jako jsou slunecnice, soja,
fepka olejka, fazole, cizrna, hrach, ¢ocka a rozmanita zelenina, ale i1 jednod€lozné druhy jako

Jsou cibule a tulipany (Boland and Hall, 1994).

Informace o citlivosti nekulturnich druhti ke S. sclerotiorum jsou nékolikanasobné
omezengj$i nez o ekonomicky dulezitych kulturnich plodinach (Jensen et al., 2008). V ramci
epidemiologické studie v Iranu byly nalezeny symptomy bilé hniloby na plevelich
v fepkovém poli. Deset druhli bylo novych pouze v této zemi, avSak u Sesti druhti byla jejich
nachylnost k bilé hnilob&é potvrzena poprvé na svété. Jednalo se o druhy Artemisia annua,
Avena sterilis, Papaver pavonium, Poa annua, Rumex conglomeratus a Urtica dioica
(Aghajani and Safaei, 2008). Garibaldi et al. (2007) poprvé celosvétoveé potvrdili Oreganum
vulgare jako novy hostitelsky druh.

Purdy (1979) uvadi, ze S. sclerotiorum napada 361 rostlinnych druhti z 225 rodt a 64
rostlinnych celedi. OvSem dalsi vyzkum z roku 1994 potvrdil dal§i nariist hostitelského
spektra tohoto patogena na 408 druzich ze 278 rodli a 75 celedi. VétSina z nich nalezi do
dvoudéloznych rostlin (Boland and Hall, 1994). VétSina druhti nachylnych k nekrotrofnimu
patogenu S. sclerotiorum nalezi do ¢eledi Solanaceae, Brassicaceae, Apiaceae, Asteraceae,
Chenopodiaceae a Fabaceae (Willets and Wong, 1980).

3.4.3 RozmnoZovani a Sireni

Houba pfezivd v pidé ve formé sklerocii (Buchwaldt, 2007). Sklerocia jsou tmavé
nepravidelné zvrasnéné utvary, které jsou uvnitf bilé az nartzovelé (Buchwaldt, 2007). Jejich
velikost je velmi variabilni v zavislosti na hostitelské rostliné. U slunecnice mize byt 1 cm
silné a ptes 35 cm dlouhé, naproti tomu u fazoli jsou sklerocia kulovita 2 — 10 mm velka
(Bolton et al, 2006). Sklerocia hraji hlavni roli v zivotnim cyklu choroby — produkuji
inokulum a jsou formou pro dlouhodobé pteziti patogena (Willetts and Wong, 1980).
Sklerocia mohou byt v puid¢ vitalni az 8 let (Adams and Ayers, 1979).
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Sklerocia vytvati bud’ mycelium nebo apothecia, zalezi na podminkach vnéjsiho
prostiedi. Sklerocia kli¢ici rovnou ve formé mycelia produkuji hyfy, které mohou piimo
napadat rostlinné pletivo (Bardin and Huang, 2001; Le Turneau, 1979). Hyfy tvofici bilé az
svétle hnédé, vatovité mycelium jsou hyalinni, pifehradkované, rozvétvené a mnohojaderné

(Kohn, 1979).
Obrazek €. 1: Sklerocia ve stonku fepky olejky (zdroj: archiv SPZO)

Obrazek ¢. 2: Apothecia vyrustajici ze sklerocia (pfevzato podle: alfieisb.blogspot.com)

Infekce plivodcem a zaroven rozristani mycelia je maximalizovéana pfitomnosti volné
vody na povrchu rostlin (Bolland and Hall, 1994; Abawi and Grogan, 1975). Vngjsi vlivy
podminujici tvorbu apothecii ze sklerocii, zahrnuji piadni teplotu (Huang and Kozub, 1989) a
pudni vlhkost (Morrall, 1979).

Sklerocia k tvorbé apothecii vyzaduji ptidni vodni potencial 100 kPa po 1 — 2 tydny pii
teplotach 10 — 25 °C (Clarkson et al., 2004). Apothecia obvykle nejsou produkovana, dokud
se nezaviou okvétni platky, nebot’ zastinéni poméaha udrzovat pidni vlhkost. Piidni vlhkost je
kriticky faktor v produkci apothecii a je jednim z hlavnich diivodd, pro¢ pavodci chorob
Sifenych askosporami jsou propojeni se zavlazovanim nebo obdobim vysokych srazek (Bolton

et al., 2006).

Apothecia vyristajici ze sklerocii jsou malé plodnicky, které nésledné produkuji a
uvolnuji do vzduchu askospory a ty nasledné infikuji nadzemni casti hostitelskych rostlin
(Kohn, 1979b). Infekce vrcholi v obdobi kveteni, kdy askospory uvoliiované z apothecii
ulpivaji na okvétnich platcich fepky, které jsou po opadu a zachyceni na rostlindch zdrojem

vyzivy pro kli¢ici askospory (Hoffman and Schmuterrer, 1999).



3.4.4 Zivotni cyklus choroby

Sklerocia ptezivajici v pidé diive infikuji rostliny a jsou primarnim zdrojem inokula.
Osivo kontaminované sklerocii mlze zavléci bilou hnilobu na dosud zdravé pozemky

(Buchwaldt, 2007).

Extracelularni bilkoviny vylucované S. Sclerotiorum jsou schopny rozkladat
komponenty bunécnych stén hostitelskych rostlin, a rozrusovat tak rostlinné pletiva (Riou et
al., 1991). Infekce se $ifi celou rostlinou a pii vhodnych podminkach vytvaii bilé mycelium.
Nova sklerocia se tvoii ve stonku i1 zdsobnich organech a pii vysoké vlhkosti i v myceliu vné
napadené rostliny. Sklerocia se pak dostavaji do pidy pii kultivaci a mohou i po jistou dobu

jesté vznikat na zaklopenych rostlinnych zbytcich (Buchwaldt, 2007).

Obrazek &. 3: Zivotni cyklus S. sclerotiorum bilé hniloby, (pfevzato podle www.apsnet.org)
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3.4.5 Priznaky na rostliné

Vzhledem k sirokému spektru hostitelskych rostlin nejsou pro napadeni S. sclerotiorum zadné
unikatni symptomy, které by mély vSechny rostliny napadené timto patogenem spolecné
(Bolton et al., 2006). Obvyklé jsou vodou nasaklé nepravidelné skvrny na plodech, stoncich,

listech nebo fapicich. Zasazené oblasti jsou pokryty bilym vatovitym myceliem, které byva
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nejvice zfejmym dikazem o napadeni patogenem S. sclerotiorum (Fernando et al., 2004;
Bolton et al., 2006).

Obrazek €. 4 a 5: Ptiznaky na rostling (zdroj: archiv SPZO)

Léze na stoncich fepky byvaji popelavé Sedé az bélavé. Infekce postupuje k hornim
vétvim az SeSulim. V misté infekce se prerusi cévni svazky, coz vede k vadnuti a naslednému

odumfeni rostliny. Sklerocia se tvofi na nebo ve stonku (Martens et al., 1994).

3.4.6 Ochrana

Vyznamnym faktorem ovliviiujicim Sifeni chorob polnich plodin je zpisob zpracovani
pidy v kombinaci s osevnim postupem (Hysek a kol., 2008). Mueller et al. (2002) uvadgji, ze
osevni postup nema podstatny vliv na rozmisténi sklerocii v piidnim profilu nebo na vyskyt
bilé hniloby, ale Ze ovliviiuje pocet vykli¢enych apothecii a vynos plodiny. Jejich vyzkum
doklada, ze pii orebném zpracovani pudy se oddali objeveni se apothecii na povrchu ptdy.
Gulya et al. (1997) doporucuji minimalné 5-letou rotaci 2 nehostitelskych plodin, jako

nezbytnost ke snizeni urovné napadeni pozemku.

Existuji kulturni metody ke snizovani napadeni bilou hnilobou, jako napf. moteni
osiva, rozsifovani radka, snizovani vysevkd, solarizace pudy, osevni postup atd. Zadna vsak
neni tak efektivni k vyvinuti spolehlivé strategie v regulaci S. sclerotiorum. Uprostied tohoto
védeckého rozvoje se nckolik parazitickych hub jevi jako slibny ndstroj pro eliminaci
puvodce bilé hniloby. Houba Coniothrium minitans je komeréné prodavana jako piipravek
Contans WG (Fernando et al., 2004). Po aplikaci roztoku biologického Contans WG na pidu
a jeho nasledném zapraveni do hloubky 5 cm C. minitans napada sklerocia S. sclerotiorum a

rozrusuje sklerocia do 3 mésicii od aplikace (Luth, 2001). Uspé&ch biopreparatu viak zalezi na
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vnéjsich podminkach, které¢ podporuji jeho Sifeni a tispé$nost infekce (Hannush and Bolland,
1996).

Proti Sclerotinia sclerotiorum lze foliarn¢ aplikovat fungicidy. U fepky je nejlepsi
termin aplikace v plném kvétu, aby byla zajiSt€éna ochrana v nejrizikovéjsi dobé — infekce
okvétnich platkti (Buchwaldt, 2007). Protoze zddna z komerc¢nich odrid fepky nema plnou
rezistenci vuci puvodci bilé hniloby (Bradley et al., 2006a), je pouzivani fungicidti primarni

metodou ochrany rostlin pfed napadenim S. sclerotiorum (Bradley et al., 2006Db).
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3.5 FOMOVA HNILOBA

3.5.1 Systém a ptavod

Soustava | Vitae Zivé organismy

Doména | Eukaryota Whittaker & Margulis, 1978 jaderni

NadiiSe Unikonta

Opisthokonta Cavalier-Smith, 1987 b

Rige Fungi Whittaker, 1959 houby

Oddéleni | Ascomycota Caval.-Sm. houby vieckovytrusé

Podkmen | Pezizomycotina O. E. Erikss. & Winka

Ttida Dothideomycetes O. E. Erikss. & Winka

Podtiida | Pleosporomycetidae

Rad Pleosporales zd’ovkotvaré
Celed’ Leptosphaeriaceae drobni¢kovité
Rod Leptosphaeria Ces. & De Not. drobnicka

Druh Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces & De Not. | drobnicka skvrnita

(zdroj: www.biolib.cz)

Podle Naseri (2006), byl panem Todem v roce 1791 objeven v nekrotickém pletivu
cerveného zeli saprofytni organismus Sphaeria lingam. Ta sama houba byla objevena
Desmazierem Vv roce 1849 na zijici rostliné kvétaku a pieklasifikovana k rodu Phoma.
Teleomorfa (pohlavni stadium) Phoma lingam byla oznadena jako Leptosphaeria maculans

(Desm.) Ces. & De Not. (Tulasne and Tulasne, 1863).

V minulosti byla popsana fada patogenti rodu Leptosphaeria, ktera se rozvijela na
rostlinach z ¢eledi brukvovitych a postupné byly popsany jako samostatné¢ druhy (Rouxel and
Balesdent, 2005).

Izolaty Leptosphaeria spp. z fepky a zeli byly rozdéleny na agresivni a slab¢ virulentni
skupiny (Rimmer and van den Berg, 2007). Agresivni skupina byva také oznacCovéana jako
Tox" nebo jako skupina A. U slab& virulentni je to Tox’ a skupina B (Williams and Fitt,
1999). Izolaty z patotypu A byly nasledné jesté rozdélény na 4 podskupiny PG 1 — 4 (PG =
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pathogenicity group = patogenni skupina, pozn. Skefikova), (Mengistu et al., 1991). Patotyp
B je také rozd€len na podtypy. Jedna se o skupiny NA 1 — 3 (NA = non-aggresive =

neagresivni, pozn. Sketikova), (Koch et al., 1991).

Somda (1997) naznacil hranice rodi, kdyz objevil genetickou inkompatibilitu mezi
skupinami A a B. Patotyp B — slabé virulentni byl pozdé&ji pojmenovan jako Leptosphaeria
biglobosa sp. nov (Shoemaker and Brun, 2001). Tento novy druh se od L. maculans odliSuje
morfologii pseudoperithecii — napadnym zobdckem na plodnic¢ce, ktery je na vrcholu
rozsiteny (Howlett et al., 2001). V kultufe roste L. maculans mnohem pomaleji nez L.
biglobosa, ktera navic v tekutém médiu produkuje Zluto-hnédy pigment. Jsou zde odli$nosti
Vv elektroforetickych zymogramech nékterych enzymt, v polymorfismu DNA analyzované

metodou RFLP a ve velikosti a po¢tu chromozomii (Rimmer et al., 2007).

Obvyklé ztraty na vynosu se pohybuji 5 — 10 %, ale mohou byt az 50 % (Barbetti and
Khangura, 1999; Khangura and MacLeod, 2011).

3.5.2 Hostitelské spektrum

Oba druhy, L. maculans i L. biglobosa, jsou celosvétové rozsitené. Pravdépodobnou
pfic¢inou je jejich pfenos osivem fepky, fepice, zeli a dalsich brukvovitych plodin (West et al.,
2001). Ve vétsing zdroju se nerozlisuje, zda se jedna o L. maculans ¢i o L. biglobosa, nebo na

.....

jsou témet vzdy zaloZené na charakteristikach kultur izolat z ozimé tepky (Fitt et al., 2006).

Ackoli jsou oba druhy Siroce svétové rozsifené, jsou naznaky, ze L. maculans je
v soucasné dob¢ druhem expandujicim na Gzemi, kde dfive byla jen L. biglobosa, jako

naptiklad Polsko a centralni Kanada (Fitt et al., 2008).

Fomova hniloba je ekonomicky dileZitd choroba na fadé brukvovitych plodin jako
jsou fepka olejka, tufin, fepice, vodnice a zeli na semeno i jako zelenina. Brassica juncea, B.

nigra a B. carinata jsou odolné&jsi nez ostatni z rodu Brassica, ale nejsou upIné¢ imunni.

Fomova hniloba se objevuje i na plodinach a plevelich z jinych rodd, jako jsou
Sinapis, Raphanus, Descurainia, Sisymbrium a Thlaspi, ale toto $irsi hostitelské spektrum

neni jesté dostate¢né prozkoumano (Rimmer and van den Berg, 2007).
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3.5.3 RozmnoZovani a Sireni

Houba pteziva ve form¢ pyknid nebo pseudoperithécii na napadenych semenech
brukvovitych a na rostlinnych zbytcich. Konidie jsou Sifeny kapkami desté a askospory

vétrem (Williams, 1992).

Pyknidy Phoma lingam obsahuji velké mnozstvi vodou Sifitelnych, jednobunéénych,
hyalinnich, cylindrickych pyknidiospor o velikosti 3 — 5 x 1,5 — 2 pum, které jsou

Vv hygroskopické Zelatinovité matrix (Williams, 1992).

Plodni¢ky L. maculans rostouci na rostlinnych zbytcich jsou tvofeny pseudothécii
s pseudosklerenchymatickou sténou obklopeny zcernalym pletivem hostitelské rostliny.
Pseudothécia vyrtstajici na rostlinnych zbytcich maji pseudosklerenchymatické stény
obklopené z€ernalym pletivem hostitelské rostliny. Pseudothécia jsou 300 — 500 pm velka,

kulovitd a v dospé€losti naplnéna askosporami (Rimmer and van den Berg, 2007).

Viecka jsou cylindricka, 15 — 22 x 80 — 125 pm velké a askospory (35 — 70 x5 -8
um) jsou hyalinni, Zluto hnédé¢, s 5 ptfihradkami a elipsovitého tvaru (Rimmer and van den

Berg, 2007; Williams, 1992).

Obrazek ¢. 6: Viecka obsahujici prehradkované askopory (pfevzato podle:

wWww.genoscope.cns.fr)

cey

Jsou produkovany 2 typy pyknid — jeden na Zijicim hostitelském pletivu a druhy na

napadeném pletivu. Prvni typ je 200 — 600 um velky se sténou az 18 pum, kulovity, cerny
s vyristkem nebo krckem. Pyknidy vyrlstajici na napadeném pletivu jsou proménlivého

tvaru, 200 — 500 pm, se sténou az 50 um tvofenou nékolika vrstvami tlustosténnych,
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pseudosklerenchymatickych bunék. Konidie pyknospory jsou hyalinni, vétSinou rovné,

jednobunééné (1,2 — 2 X 3—5 um), (Rimmerand van den Berg, 2007).
3.5.4 Zivotni cyklus

Epidemie fomové hniloby v brukvovitych plodindch jsou obvykle spojeny
s infikovanym osivem, nez s napadenymi rostlinnymi zbytky na poli (Rimmer and van den
Berg, 2007). U fepky olejky jsou hlavnim zdrojem inokula L. maculans rostlinné zbytky
(Kazda a kol., 2010).

Obrazek ¢ 7: Zivotni cyklus fomové hniloby (pievzato podle www.

http://www.agriculture.gov.sk.ca)

Z infikovaného osiva jsou infikované rostlinky

Napadené rostlinné zbytky
produkuji spory schopné sifit se na

Spory ze stonkovych a
listovych lézi infikuiji Sesule Spory za desté i
infekci na kratké

vzdalenosti

Chorobou
oslabené pletivo

Pronistani houby pletivem
od listi k bazi stonku

Leptosphaeria maculans zije saprofyticky na rostlinnych zbytcich. Saprofytné¢ muze
ptezivat az n€kolik let. V tomto obdobi se také pohlavné rozmnozuje, coz vede k produkci
askospor — primarniho inokula. Tyto spory jsou produkovany v obrovském mnozstvi a mohou

byt vétrem Sifeny na vzdalenost az nékolika kilometrti (Rouxel and Balesdent, 2005).

Infekce rostlinek je vysledkem invaze L. maculans ptes priduchy nebo poranéni
déloznich nebo mladsich listkii. Hyfy rostou mezibunéénymi prostory pletiva v biotrofnim

vztahu s buiikami brukvovitych. Posléze se vSak patogen stava nekrotrofnim a v mrtvém
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pletivu produkuje nepohlavni plodnicky — pyknidy (Hammond nad Lewis, 1987). Tato faze je

odpovédna za poléhani rostlin a za vynosové ztraty (Rouxel and Balesdent, 2005).

Pyknidiospory, které jsou sekundarnim inokulem, jsou destém rozstfikovany na okolni
rostliny. Po celé vegetacni obdobi mohou byt z rostlinnych zbytkd uvoliiovany askospory,

které zptisobuji 1éze na listech a stoncich (Hammond et al., 1985).

Z celkové zavaznosti choroby je sekundarni infekce destovymi kapkami méné
vyznamna nez infekce askosporami. Zejména se to projevuje u jafin, kde je kratsi vegetacni
doba. Pyknidy rostouci na rostlinnych reziduich zvySuji zavaznost onemocnéni u ozimych
plodin (Rimmer and van den Berg, 2007). Ve vychodni Evrop¢ jsou askospory uvoliiovany od
srpna do listopadu a jejich hlavni obdobi je na jafe, po studené zimé (Jedryczka et al., 1999).
Brukvovité olejniny jsou k infekci nejnachylnéjsi v dobé od zacatku kliceni po Sesty pravy list

(Rimmer and van den Berg, 2007).

3.5.5 Priznaky na rostliné

V ranych fazich rozvoje choroby pfiznaky nemusi byt viibec patrné, protoze miize byt
napadenych jen n€kolik nahodnych listi (Domiak-Olson et al., 2009). Patogen napada

kotenovy kréek, korunu a vSechny nadzemni ¢asti rostlin (Hall, 1992).

Na listech jsou okrouhlé az nepravidelné 1éze, které jsou ohrani¢ené listovou
Zilnatinou. Jak léze starnou, stavaji se z zluto-béZovych Sedavé nekrotické, ¢asto s tmavym
okrajem. Mohou se objevit pyknidy, které vypadaji jako Cerné, ptesné ohraniCené tecky
uprostied 1¢ézi. V ptiznivych teplotnich a vlhkostnich podminkach uvoliiuji rizové pyknidy

(Rimmer and van den Berg, 2007).

Léze zpusobené L. maculans se ze zacatku objevuji jako 1 — 2 cm velké popelavé
zelené skvrny, které pozdéji ziskavaji popelavé hnédou barvu. Obsahuji také pyknidy. Nekdy
mize dojit k popraskani az vypadnuti stiedu 1éze. L. biglobosa vytvaii na listech mensi a
tmavsi skvrny, které pyknidy bud’ neobsahuji, nebo jich obsahuje jen velmi malé mnoZstvi

(Brun et al., 1997; Ansan-Melayah et al., 1997).

Hnédé az cerné skvny se také tvoii pod hypokotylem kli¢nich rostlinek a na stoncich
starsich rostlin béhem kveteni (West et al., 2001). Casto dochazi ke z&ernani xylému s velmi

malym vnéjS$im projevem (Rimmer and van den Berg, 2007).
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Semena mohou byt infikovana ptivodci choroby na SeSulich. Infikovand semena
mohou byt scvrkld a s barevnymi zménami, mohou vSak také byt bez viditelnych ptiznaka

(Rimmer and van den Berg, 2007).

Obrazek ¢. 8 a 9: Pfiznaky na rostlin€ (zdroj: archiv SPZO)

3.5.6 Ochrana

V zemich, kde ptiivodci fomové hniloby zptisobuji vazné epidemie, je rezistence proti
Leptosphaeria maculans standardem pfi registraci novych odriad fepky. Hodnocenim
vnitfnich a vngj§ich kriterii se posuzuje mira rezistence (Fitt et al., 2006). Slechténi
rezistentnich odrid je nejbéZznéjSim a nejefektivnéjSim zplisobem ochrany pfed napadenim

L. maculans (Delourne et al., 2006).

Ve vsech regionech je ke snizeni nebezpeci infekce askosporami doporucovan 4 lety

osevni postup a zapraveni poskliziiovych zbytkti (West et al., 2001).

Pro kontrolu fomové hniloby jsou pouzivany riizné kombinace fungicidniho oSetfeni
semen, puady a rostlin. Jejich pouziti se odliSuje v zavislosti na regionu, mife napadeni a
ekonomické navratnosti tohoto opatieni (West et al., 2001). Vzhledem k pomérné dlouhé
dobé uvolnovani askospor a relativné kratkodobé ucinnosti fungicidu je vSak pfinos
fungicidniho oSetfeni pomérné€ nejisty. Efektivni kontroly ptivodce choroby lze dosahnout pfi

Casovani fungicidniho oSetieni dle predpovédi podle lapacu spor (Gladders et al., 2006).

Osetfeni semen systémovymi fungicidy ni¢i inokulum patogena. Béznou alternativou
je oSetfeni semen horkou vodou (50 °C), do které se semena ponoii na 15 — 30 minut

(Rimmer and van den Berg, 2007).
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3.6 VERTICILIOVE VADNUTI

3.6.1 Systém a ptavod

Soustava Vitae Zivé organismy
Doména Eukaryota Whittaker & Margulis, 1978 jaderni
Nadfise Unikonta

Opisthokonta Cavalier-Smith, 1987 b

Rige Fungi Whittaker, 1959 houby

Odde¢leni Ascomycota Caval.-Sm. houby vieckovytrusé

Podkmen Pezizomycotina O. E. Erikss. & Winka

Ttida Sordariomycetes

Podtiida Hypocreomycetidae

Hypocreomycetidae incertae sedis

Celed’ Plectosphaerellaceae
Rod Verticillium Nees preslenatka
Druh Verticillium dahliae Kleb.

(zdroj: www.biolib.cz)
Zare (2003) uvadi, ze rod Verticillium zavedl C. G. Nees von Esenbeck v roce 1816
pro saprofytickou houbu, kterou pojmenoval Verticillium tenerum. Mezi mnoha synonymy
uvadénymi pro tento druh je Sporotrichum luteo-album Link 1809 to nejstarsi schvalené dle

Friese v roce 1832, coz bylo zkombinovano ve Verticillium luteo-album.

Houby dtive fazené do rodu Verticillium jsou dnes nov¢ klasifikovany jako samostatné
rody Pochonia (parazité nematod a myxomykot), Lecanicillium (cizopasnici hub a hmyzu) a
Haptocillium (pfizivujici se na volné Zijicich hadatkach). V rodu Verticillium je stale
zatazeno 7 druht — V. albo-atrum, V. dahliae, V. longisporum, V. nigrescens, V. nubilum,

V. tricorpus a V. theobromae (Fahleson et al., 2004).

Verticillium dahliae Kleb. (1913) bylo povazovano za ptivodce verticiliového vadnuti
u brukvovitych. Pozdéji se ukézalo, Ze chorobu zpisobuje jen jedna varieta, ktera byla

pojmenovana Verticillium dahliae var. longisporum Stark (1961), (Eastburn and Paul, 2007).
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Zjisténé molekularni a morfologické diference mezi diploidnim a haploidnim kmenem
V. dahliae byly uznany jako dostatecné velké, aby mohly byt izolaty rozdéleny na 2
samostatné druhy. Nasledné byl diploidni kmen popsan jako samostatny druh V. longisporum
(Stark) Karapapa, Bainbridge & Heale (1997), (Karapapa et al., 1997).

Barevné zmény na kotenech komercné péstovaného kienu byly pozorovany jiz v roce
1895 v Némecku. V roce 1931 se choroba objevila i ve Spojenych statech americkych, kde
byla vaznym problémem v oblastech Illinois a Wisconsinu — zptsobuje totiz prukazné
zmenSeni kofenu a snizuje jeho kvalitu (Eastburn and Paul, 2007). Verticiliové vadnuti na
brukvovitych olejninach je ve Svédsku pozorovano piiblizné 50 let. Od roku 1970 tento

problém stale vzrusta (Dixelius et al, 2005).

V nékterych ptipadech mohou byt ztradty na vynosu zptsobené verticiliovym vadnutim

az 70 % (Koike et al., 1994).

3.6.2 Hostitelské spektrum

Zastupci rodu Verticillium spp. jsou padni patogeny zptsobujici v mirném a
subtropickém pasmu chorobu rostlin zvanou verticiliové vadnuti. Spolecné napadaji asi 250
hostitelskych druhti véetné ekonomicky dileZitych plodin a stromi (Pegg and Brady, 2002).
Napadaji jak kulturni, tak volné rostouci rostliny pfedev§im z Celedi brukvovité, lilkovite,
tykvovité, slézovité, rizovité a hvézdnicovité (Eastburn and Paul, 2007). Obzvlasté V. dahliae
a V. albo-atrum napadaji velké mnozstvi hostitelskych druht. V. longisporum méa mnohem
uz§i hostitelské spektrum, ale ve Svédsku je hlavnim ptivodcem verticiliového vadnuti olejnin

(Dixelius et al., 2005).

Johansson et al. (2005) ve svém vyzkumu moznych hostitelskych druhtt pro
Verticillium spp. pozorovali rozvoj choroby na inokulovaném ovsu a cituji i né€kolik ptipadd
obilnin napadenych piivodci verticiliového vadnuti. To dohromady znamen4, Ze oves a dalsi
obilniny dosud nebyly brany v potaz jako mozni pieklenovaci hostitelé patogenii rodu
Verticillium spp. Je alarmujici, ze bézné plevele, jako hoicice rolni (Sinapis arvensis),
hefmankovec nevonny (Matricaria inodora) a dalsi nezadouci druhy v plodinach, mohou byt

také infikovany a mikrosklerocia se tvofi na vzdusnych ¢astech rostlin.
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3.6.3 RozmnoZovani a Sireni

Popis choroby
Rodovy nazev Verticillium se odvozuje od morfologické struktury konidiofor.
Konidiofory jsou rozvétvené a v nékterych trovnich v pteslenech (verticilliate dispozition —

preslenité uspofadani, odtud i Sesky nazev pieslenatka, poznamka Sketikova), (Johansson,
2006).

Zastupci Verticillium spp. vytvaii mikrosklerocia, ktera jsou schopna piezivat v padé
po nékolik let (Goicoechea, 2009). Dlkladnym skenovanim mikrosklerocii pod mikroskopem
byly zjistény morfologické nestrovnalosti mezi V. dahliae a V. longisporum. Mikrosklerocia
V. longisporum jsou nepravidelna, casto stmavymi hyfami, zatimco mikrosklerocia
V. dahliae jsou kulovitd az podlouhla shladkymi okraji a tmavé hyfy obvykle chybi
(Johansson et al., 2006). Mikrosklerocia jsou tvofena shluky tmavé hnédych az cernych
cylindrickych az elipsovitych hyfalnich bun¢k ve velikosti od 15 az vice nez 50 pm
v priméru (Eastburn and Paul, 2007). Mikrosklerocia obou druhli maji primérnou plochu

(délka x §itka) méné& nez 1275 pm? (Johansson et al., 2006).

Mikrosklerocium pii kontaktu s kofenovymi exudaty zaéne kli¢it (Mol and Scholte,
1995). Houba kofenem vnikne do rostliny a napada hyfami xylém, §ifi se a produkuje konidie,
které se Sifi cévnimi svazky. Konidie jsou zachytavany ve sténach cév, kde zacinaji klicit, a

dochazi k barevnym zménam pletiva (Beckman, 1987).

Obrazek ¢ 10: Konidiofor Verticillium dahliae (pfevzato podle www.iran-eng.com)

Obrazek ¢. 11: Konidie prorUstajici cévni svazky (pfevzato podle www.oardc.ohio-

state.edu)

Verticillium dahliae ma konidie malé, kulovité, velké 3,5 — 6 um, s obsahem DNA

0,028 — 0,042 pg. Verticillium longisporum ma konidie podlouhlé, 6,5 — 12 um velké a obsah
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DNA je 0,035 — 0,076 pg (Karapapa et al., 1997). DNA u V. longisporum je obvykle ve

dvojnasobném mnozstvi nez u ostatnich kmenti (Stevenson et al., 2002).

3.6.4 Zivotni cyklus pivodce choroby

Zivotni cykly V. dahliae a V. longisporum jsou totozné. Jejich mikrosklerocia jsou
Vv pudé¢ vitalni a schopna infekce po nékolik let. Mycelium z téchto rozmnozovacich ¢astic je
hlavnim zdrojem infekce kofeni mladych rostlin. Houba napadé4 kofeny pfimo nebo pies

poskozeni had’atky, aj. a vstupuje do cévnich svazkl (Eastburn and Paul, 2007).

Proces infekce je rozdélen do dvou casti. Faze determinace, kterd zahrnuje kliceni
mikrosklerocii a vstup do rostliny (Mol and Scholte, 1995; Beckman, 1987). A v druhé fazi se
jedné o prorustani hyf rostlinou a produkce konidii (Beckman, 1987). Pozd¢ji zacnou vadnout
listy a patogen za¢ne zit ¢asteCné saprofyticky a v odumielém parenchymu vyristaji nova

sklerocia (Schathorst, 1981; Neumann and Dobinson, 2003).

Obrazek & 12: Zivotni cyklus verticiliového vadnuti (pievzato podle www.apsnet.org)

tvorba konidii

a systematicka chlorgzy,
kolonizace nekrozy, vadnuti
cévnich svazki .
kolinizace vadnouctho
pletiva
rozvoj
mikrosklerocit v
pitma penetrace metvém pletiva

kotenovych Spicek

volna mikrosklerocia v
pudé, nebo v rostlinnvch
zbytcich e

kofenové vimésky
stimuluji kliceni
mikrosklerocit

Drawing by Vickie Brewster. colored by Jesse Ewing
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3.6.5 Priznaky na rostliné

Symptomy verticiliového vadnuti se mohou objevovat na listech, stoncich, kotfenech i
plodech. Pfiznaky mohou byt ovlivnény hostitelskym druhem, stafim rostliny a pfirodnimi
podminkami. Napadené rostliny jsou obvykle rozptylené, nékdy ve skupindch, ale nékdy

mohou byt témét vSechny rostliny na poli vice nebo méné infikované (Eastburn and Paul,
2007).

Repka i fepice jsou napadany bez vyznamnych rozdili mezi jarni a ozimou formou.
Spole¢né symptomy jsou chlordzy na postrannich vétvich nebo na listech (Dixelius et al.,
2005; Johansson, 2006). Pozdéji se objevuji dal§i chlordozy — obvykle na jedné strané a

vadnuti rostliny (Johansson, 2006).

U fepky se prvni symptomy zacinaji objevovat v dobé kveteni. Zpocatku se jedna o
jednostranné Zloutnuti starSich listl, které jsou pozdé€ji popelavé hnédé a suché.
Charakteristické svétle hnédé skvrny na jedné strané stonku poukazuji na napadeny xylém
pod nimi. Pozdéji se pokozka odlupuje v malych prouzcich (Eastburn and Paul, 2007). Pti
provedeni pfi¢ného fezu napadenym stonkem je moZzno u mnoha druhii pozorovat tmavé
hnédy kruh (Beckman and Talboys, 1981). Baze stonkli a kofeny se stanou tmavé Sedé az
¢erné, nebot’ produkuji mikrosklerocia (Eastburn and Paul, 2007; Tsror, 2011).

Obrazky ¢. 13 a 14: Ptiznaky na rostliné (zdroj: archiv SPZO)

Viditelné symptomy, objevujici se na fepkovém poli, jsou obvykle nejednoznacné, a
jsou proto obvykle povazovany za normalni projevy starnuti rostlin. Pfiznaky, jako jsou
tvorba mikrosklerocii, jsou v poslednich letech hlaseny ze zapadni Canady i pro Fusarium
oxysporum a F. avenaceaum (Bailey et al., 2003). Diagnostika verticiliového vadnuti na

brukvovitych olejninach je velmi komplikovana, obzvlasté u ozimt brzy na jafe. Stonky na
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sob¢ maji barevné zmény jak kviali V. longisporum, tak kvali Leptosphaeria maculans
(fomova hniloba), coz ztézuje jejich rozlisSeni (Kuusk et al., 2002). Poskozeni larvami
diepcika olejkového (Psylloides chrysocephala) muze v nékterych letech znemoznit dalsi

diagnostikovani verticiliového vadnuti (Zhou et al., 2006).

3.6.6 Ochrana

Ochrana proti pivodcim verticiliovému vadnuti je slozita, nebot mikrosklerocia
mohou v pudé prezivat 10 — 15 let (Wilhelm, 1955; Heale and Karapapa, 1999). Rané faze
rozvoje choroby probihaji v cévnich svazcich rostlin (Schnathorst, 1981), coz znemoznuje
vyuziti fungicidl k ochrané rostliny, aniz by doSlo k jejimu usmrceni. Hlavnim ndstrojem
kontroly ptivodce verticiliového vadnuti je tedy snizovani mnozstvi inokula v piidé (Debode
et al., 2005), osevni postup a odstranovani hostitelskych plevelnych druhd (Eastburn and
Paul, 2007).

Proti ptidnim patogenim bylo bézné fumigovat ptidu pomoci metyl bromidu a/nebo
chloropikrinu. Dal8i chemické slouceniny, které se pouzivaji proti Verticillium spp. jsou
fungicidni antibioticky aureofungin, z fungicidi benomyl, kaptan, karbendazim, thiram,
azoxystrobin a trifloxystrobin a aktivator rostlinné obranyschopnosti acibenzolar-S-methyl.
Avsak potencionalni nebezpeci jak pro zivotni prostfedi, tak pro ¢loveka, spojené s jejich
pouzivanim v boji proti pivodci verticiliovému vadnuti, nas nuti hledat alternativy k jejich

nahrazeni, nebo zlepSeni jejich ucinnosti (Goicoechea, 2009).

Nejsou znamy komeréné prodavané kultivary brukvovitych s rezistenci vici
Verticillium longisporum, i pfes to jsou znamé diference v citlivosti jednotlivych druhd

k ptivodciim verticiliového vadnuti (Eastburn and Paul, 2007).

Jsou 1 nékteré nechemické alternativy v ochrané rostlin proti verticiliovému vadnuti —
vyuzivani rezistentnich kultivard, indukce rezistence, biologické metody a uplatiovani
spravnych zasad kontroly. Tyto zplisoby mohou byt vyuZivany samostatn¢, nebo mohou byt

zatazeny v komplexnim programu integrované ochrany (Goicoechea. 2009).
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3.7 METODY DIAGNOZY ROSTLINNYCH POSKOZENI

Kazda a kol. (2010) rozd€luji metody diagndzy rostlinnych posSkozeni takto:

e Metoda symptomaticka - urcuje pti¢inu poskozeni rostliny podle viditelnych ptiznakd.
Jedna se o zakladni metodu, kterd je vhodna jako prvni krok téméf ve vSech ptipadech.

Jeji pfednosti je okamzité ureni v porostu a je dostupnd vSem péstiteliim.

e Metoda mikroskopicka — vyuziva charakteristickych morofologickych znaki pivodce
poskozeni, popt. typickych zmén pletiv. Pouziva se u pavodcti posSkozeni, ktefi nejsou
pouhym okem viditelni (had’atka, roztoCi). Pouziva se bud pifimo (fez rostlinnym
pletivem, pieneseni pavodce zpovrchu rostliny do preparatu) nebo v kombinaci
s kultivaci. V tomto pfipad¢ je nejprve patogen izolovan z rostlinnych pletiv, kultura
vyCiSténa a teprve pak je pouzivana k mikroskopické determinaci. Ptfimou
mikroskopickou metodu Ize v omezené mife pouzit i vV polnich podminkach, nepiimou lze
pouzit pouze v laboratofi se zakladnim vybavenim. Tato metoda je vhodna k urcovani
drobnych skudct a nékterych fytopatogennich hub. Samostatnou ¢ast tvoii metoda
elektronové mikroskopie, ktera je dostupna pouze v dostatecné vybavené laboratofi,

pouziva se pfedevsim ve virologii.

e Metoda chemicka a biochemicka - je zaloZena na stanoveni specifickych vlastnosti
jednotlivych organismil — plivodct chorob rostlin. Vyuziva se napt. barvitelnosti jejich
bunék, schopnosti rozkladat celulozu, produkovat antibiotika, apod. Pouzitelnd je vSak
pouze V laboratornich podminkéach. Pouziva se nej€astéji k determinaci fytopatogennich

bakterii a n€kterych hub.

e Sérologické metody — =zakladem je reakce bilkovinnych latek (séra, antiséra).
Rozvinutou sérologickou metodou je ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).
Vyuziva stanoveni pouze latek, které jsou specifické pro patogenni organismus nebo jeho
metabolity. Tato metoda je vdzand na laboratof se zdkladnim pfistrojovym vybavenim.
ELISA je metoda vyuzitelna pro praxi — je rychla a spolehliva. Uziva se pro determinaci

virovych a nékterych bakteridlnich a houbovych chorob.

e Molekularni metoda — polymerdzova fetézova reakce. Je zalozena na zmnoZeni
nukleové kyseliny, ktera nese genetickou informaci a jeji nasledné determinaci. Metoda
je vysoce piesnd, dostupna vyhradné v dostate¢né vybavené laboratofi. Jeji vyuziti je pro

stanoveni vira, bakterii 1 hub.
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3.8 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Je metoda molekularni biologie pro enzymatickou replikaci DNA in vitro bez pouziti
zivych organismu. Jako templat se pouzivd malé mnozstvi DNA, které je v prib¢hu cyklické
reakce o tfech teplotnich fazich exponencidlné¢ amplifikovano. Metoda PCR se obvykle
pouziva v lékarskych a biologickych vyzkumnych laboratofich a ptibuznych oborech pro
diagnostiku dédi¢nych a infek¢nich, ureni otcovstvi, identifikaci genu v kriminalistice,

klonovani genu a dalsi (V1askova a Treslova, 2008).

3.8.1 lzolace DNA

Prvnim krokem pfi praci s nukleonovymi kyselinami je jejich izolace v nativnim stavu
Z ptirozeného materidlu v dostateéném mnozstvi a Cistoté. Nukleonové kyseliny je tfeba
zbavit vSech latek, které se po 1yze bunék nebo virovych ¢astic stavaji soucasti hrubych lyzata
a jejichz ptitomnost by branila u¢innému a specifickému plisobeni enzymi pouzivanych
K jejich analyze a Gpravam (Rosypal, 2002). Metoda extrakce DNA zavisi na typu buiky, ze
které izolujeme, na pozadované Cistot¢ nukleové kyseliny a na pozadovaném mnozstvi

(Kittner, 2012).
Dle Bartové (2011) obecny postup izolace DNA probiha v nasledujicich krocich:

1. rozruSeni bunék nebo virovych kapsidli pisobenim enzymi (lysozym,
celulaza) a/nebo detergenti (dodecylsulfat sodny)
2. odstranéni kontaminant pomoci enzymt (proteinaza, RNA4aza)

3. vlastni extrakce DNA - nejcastéji je pouzivana fenol-chloroformova extrakce

Pro rozruseni bun&cnych stén je vhodné pouzit inkubaci v tekutém dusiku a posléze
tieni v tfeci misce nebo sklenéném hmozditku. Material je homogenizovan nejcastéji v pufru,
ktery obsahuje chelata¢ni ¢inidlo (napf. EDTA — etylendiamintetraoctova kyselina ¢i jeji
dvojsodna stl) branici degradaci nukleovych kyselin pfitomnymi nukledzami. Lze také pouzit
nektery z komeréné dodavanych homogenizatord. Pro rozdéleni komplexu nukleova kyselina
- protein se do reakéni smési pridava néjaky druh tenzidu — napt. sodium dodecil sulfat (SDS)

(Kfemen a kol., 1998).

K oddéleni DNA od proteinti se nejcastéji pouzivaji metody zalozené na fenolové
extrakci, kdy je lyzat promichéan s roztokem fenolu, poptipadé smési fenolu a chloroformu.
Chloroform denaturuje proteiny, rozpousti tuky a napomaha oddé¢leni extrakéni faze od vodné

faze obsahujici DNA (Rosypal, 2002). Po nasledné centrifugaci dojde k oddéleni spodni
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organické faze tvofené¢ fenolem (popf. smési fenolu a chloroformu), mezifdze tvorené
denaturovanymi proteiny a zbytky bun€k a horni vodné faze v niz jsou rozpustény nukleové
kyseliny (Rosypal, 2002). Posléze se vodni faze jest¢ inkubuje s RNazou (Ovesna a Hodek,
2007). Z piecisténého vodného roztoku je mozné nukleové kyseliny vysrazet piidanim

koncentrovaného etanolu (V1askova a Treslova, 2008).

Vedle metod zalozenych na extrakci fenolem se pouZzivaji rovnéz metody zalozené na
vysolovani proteinli a piecisténi roztoku nukleovych kyselin srdzenim etanolem nebo
priachodem ptes chromatografické kolony. Poslednim krokem je stanoveni koncentrace a

Cistoty nukleovych kyselin (Rosypal, 2002).

K izolaci DNA je mozné pouzit komeréné dodavané izolaéni soupravy (kity), které
vyrazné zjednodusuji a urychluji postup ziskani DNA (Bartova, 2011). Izola¢ni kity jsou
zalozeny na principu kolonek vyuzivajicich silika membrany. DNA nebo RNA se vaze k
silika membrang, zatimco necistoty pies ni prochazeji pti centrifugaci. Kity obsahuji veskeré
potfebné mikrozkumavky. Chemikdlie jsou pfedpfipraveny a stabilni pii pokojové teploté

(Anonym, 2012a).

DNA je mozno uchovavat dlouhodobé bud’ precipitovanou Vv etanolu nebo zmrazenou

v dH,0 nebo TE pufru. (Mazakova, 2007, osobni sdéleni).

3.8.2 Princip polymerazové retézové reakce

Tuto metodu PCR (z anglického ,,polymerase chain reaction®) objevil americky
biochemik Kary Mullis v roce 1983, v dob¢, kdy pracoval jako védec pro spolecnost Cetus
Corporation. Za objeveni metody PCR v roce 1993 obdrzel Nobelovu cenu za chemii
(Anonym, 2012b; Vl1askova a Treslova, 2008).

Pomoci této techniky mulZe byt rychle a vysoce efektivné namnozena konkrétni
nukleotidova sekvence obsaZzena v jakékoliv. DNA. PCR je =zalozena na vyuZiti
DNA-polymerdzy pro opakované kopirovani templatové molekuly DNA. Syntéza DNA je
fizena kratkymi oligonukleotidy (primery — kratkymi tseky DNA komplementarnimi
K vybranému tuseku genomu), které se paruji S templatovou DNA na pocatku a konci
amplifikovaného fragmentu, kazdy sjinym vldknem pivodni dvoufetézcové molekuly.
Protoze primery musi byt chemicky syntetizovany, musime znat alesponl zacatecni a
koncovou nukleotidovou sekvenci. Pomoci téchto primerd nasyntetizuje DNA-polymeraza

obvykle nékolik miliard kopii pozadované sekvence. PCR je velice citlivd metoda, ktera
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umoznuje detekci jediné kopie DNA ve vzorku tim, Ze tuto sekvenci namnozi do té miry, Ze ji
muzeme po separaci gelovou elektroforézou a obarveni snadno detekovat (Alberts a kol.,

1998; Ovesna a Hodek, 2007).
Soucasti reakéni smési — tzv. MasterMixu je:
e templatovda DNA

e nukleotidy — stavebni kameny DNA (dATP = deoxyadenosin trifosfat,
dGTP = deoxyguanosin trifosfat, dTTP = deoxythimidin trifosfat,
dCTP = deoxycytidin trifosfat)

e dva specifické primery (F a R) — oligonukleotidi 0 délce pfiblizn¢ 20 bazi nesouci

sekvenci komplementarni k c¢asti DNA
e pracovni pufr s MgCl,
e DNA polymerazy (Ovesna a Hodek, 2007).

Tyto termostabilni polymerazy, které se izoluji z termostabilnich organismi (napf.
Tag-polymeraza z Thermus aquaticus), odolavaji teplotam, pii nichz DNA denaturuje
(Rosypal, 2002).

Reakce se provadéji v pristroji — termocykleru, v némz se teplota méni automaticky

v naprogramovanych ¢asovych intervalech, a to ve tfech krocich:
1. denaturace dvouietézcovych molekul DNA
2. pripojeni primert k oddélenym DNA-fetézcim (annealing)
3. polymeraéni reakce (Rosypal, 2002).

PCR zacina s dvoufetézcovou DNA, a proto na zacatku kazdého cyklu je tfeba od sebe
oddélit oba fetézce kratkym zvySenim teploty (Alberts a kol., 1998) na 94 — 96 °C po dobu
15 sekund az 2 minut (Kifemen a kol., 1998). Po denaturaci je reakéni roztok ochlazen
Vv pfitomnosti velkého nadbytku primerd (Alberts a kol., 1998) na 30 — 65 °C na
30 — 60 sekund (Kiemen a kol., 1998), a dochazi tak k jejich pfipojeni (annealingu) na obé
komplementarni sekvence DNA. V dalSim kroku dochazi k polymeraci (prodluZovani,
elongaci), kdy kratké useky dvouvlaknové DNA, vzniklé pfichycenim primert, slouZi jako

startovaci bloky pro enzym Tag-polymerazu. Tento enzym piidava nukleotidy
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komplementarné ke vzoru pfi teploté okolo 72 °C. Zacind vzdy na 3" konci primeru. Na konci
tohoto cyklu vznikaji z originalniho dvouvldkna dvé nové dvouvlaknové DNA identické

s originalem (Rosypal, 2002).

V dalsich cyklech slouzi i nové nasyntetizovné molekuly DNA jako templat a béhem
nékolika malo cykli za¢nou v roztoku prevazovat amplifikované molekuly ohrani¢ené z obou
stran primery. Obvykle se pro amplifikaci pouziva 20 — 30 cyklu, pficemz se v kazdém cyklu

mnozstvi molekul oproti pfedchazejicimu cyklu zdvojnasobi (Alberts a kol., 1998).

Piesné hodnoty teploty a dobu trvani jednotlivych kroki je tfeba optimalizovat podle

délky amplifikovaného useku DNA a konkrétni sekvence primerti (Rosypal, 2002).

3.8.3 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza patii v molekularni biologii k nejpouzivanéjSim separacnim
technikdam pfi izolaci a analyze nukleovych kyselin a proteind. Tato technika byla vyvinuta na
pocatku 70. let 20. stoleti a jejim principem je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli
(Rosypal, 2002).

Elektroforetické gely pouzivané pro separaci nukleovych kyselin jsou nejcastéji
tvofeny polyakrylamidem nebo agar6zou, které vytvaieji slozitou sitovitou strukturu
polymernich molekul s pory, jejichz velikost lze ovlivnit slozenim roztoku a koncentraci

polymeru (Rosypal, 2002).

KdyzZ je gel umistén do elektrického pole, DNA se diky svému negativnimu ndboji
pohybuje smérem ke kladné elektrodé, ptfi¢emz dlouhé useky DNA se pohybuji pomaleji,
protoze jsou v hustém gelu vice zpomalovany. Fragmenty se v gelu rozdéli za vzniku
»zebiiku z jednotlivych prouzki tvofenych molekulami DNA o stejné velikosti (Alberts a
kol., 1998).

Délka doby elektroforetické separace je zavisla na pozadované délce migrace,

protékajicim proudu, pouzitém pufru a koncentraci agardzy v gelu (Ovesna a Hodek, 2007).

Pribéh a vysledek elektroforézy je sledovan podle pohyblivosti pfidanych barviv
(Zouhar, 2003; Rosypal, 2002). Jako barvivo pro vizualizaci fragmenti nukleovych kyselin
1ze pouZit ethidiumbromid (EB), ktery se vaZe mezi baze nukleovych kyselin (Zouhar, 2003).

Komplex DNA — ethidiumbromid po osvétleni ultrafialovym svétlem cervené fluoreskuje.
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Molekuly DNA o stejné velikostli jsou pak patrné jako prouzky, jejichZ intenzita zéfeni je

pfimo umérna koncentraci DNA (Rosypal, 2002).

3.8.4 Méreni Cistoty DNA

M¢fteni koncentrace a Cistoty DNA se provadi spektrofotometricky. DNA v roztoku
absorbuje ultrafialové svétlo v rozmezi 210 az 500 nm, S absorbénim maximem 260 nm.
Zmétenim absorbance pti vinovych délkach 260 a 280 nm se vypocitaji poméry a koncetrace
DNA. Opticka hustota (absorbance) Azsonm = 1,0 odpovida 50 g dvoutetézcové DNA (Ovesna
a Hodek, 2007).

Cistota izolované DNA A260/280 je vyhovujici, pokud se pohybuje v rozmezi
1,7-1,9. Je-li Cistota DNA <1,2 nebo >2,1, DNA se musi izolovat znovu. Jeji purifikace

obvykle neptinasi dobré vysledky (Ovesna a Hodek, 2007).
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4, MATERIAL A METODY
4.1 ODBER VZORKU

Svaz péstiteld a zpracovateld olejnin ma po celé Ceské republice pokusné
poloprovozni porosty fepky olejky. Po sklizni téchto porosti bylo pracovniky Svazu
odebirano nékolik stonki rostlin i s kofeny. Odebrané vzorky byly posléze odeslany, nebo

odvezeny na Katedru ochrany rostlin FAPPZ CZU k dal§im rozbortim.

4.2 ZPRACOVANI ROSTLIN

Kazdé zpracovavané casti rostliny byl pfifazen zjednoduSeny kod, ve kterém je

obsazeno oznaceni lokality, rok odbé&ru, ¢islo rostliny a ¢ast rostliny, napt. A1/09/1/1.

Oznaceni lokality (A;/09/1/1) pismeno a ¢iselny index. Ten je zde pro pfipad, ze
v daném roce byly odebrany vzorky z vice lokalit, nez je pismen v abeced¢, dalsi vzorky maji

pak index 2, 3,...)
Rok odbéru vzorku (A;/09/1/1). Vzorky byly odebirany po skliznich 2009 a 2010.
Cislo rostliny (A;/09/1/1). Obvykle bylo odebirano 5 rostlin.

Cast rostliny (A1/09/1/1). Kdy 1 je oznaleni kotene, 2 kofenového kréku, 3 pro
prvnich cca 5 cm stonku a 4 pro dalSich piiblizné¢ 5 cm stonku. Délka zpracovani stonku
zavisela na jeho tloustce. U mocnéjSich stonkli stafilo zpracovat krat$i ¢ast pro ziskani

stejného mnozstvi hmoty.

Pomiicky: filtracni papir, nlizky Fiskars, 2 ks kadinek 0,5 1, malé kadinka, laboratorni
1zicka, kahan, mikrozkumavky, popisova¢ Bel-pen, kulovy mlyn s pfisluSenstvim,

ultrazvukovy Cisti¢, denaturovany lih, destilovana voda.

Rostlinny material byl zpracovén tak, ze jednotlivé ¢asti rostliny byly nastfihany na
filtraéni papiry. Pred kazdou casti bylo nutné omyt nizky v denaturovaném lihu a poté
Vv destilované vod¢ (ob¢ latky jsou v 0,5 1 kadinkach), aby nedoslo k pfenosu patogena z jedné
¢asti rostliny na druhou. Nastiihany rostlinny material byl poté ptesypan do valeCku kulového
mlyna a uzavien. Vzorek byl tiepan na kulovém mlynu Retsch MM 301 po dobu 2 minut pii
frekvenci 30 vibraci za sekundu. Homogenizovany rostlinny material byl laboratorni 1zickou

pfeveden do mikrozkumavky a popsan. Lzicka byla pted kazdym nabranim sterilizovana
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V denaturovaném lihu a posléze opéalena nad kahanem. PfisluSenstvi kulového mlyna — tfepaci

valecek, kulicka a tésnéni bylo po kazdém vzorku potieba vlozit na 5 minut do ultrazvukové

lazné a naslednym oplachnutim v destilované vodé, sterilizovat. Pied dal$im zpracovanim

byly mikrozkumavky ukladany do -20 °C.

4.3 1ZOLACE DNA

Izolace DNA byla provadéna pomoci komeréniho kitu GenElute™ Plant Genomic

DNA Miniprep Kit od spole¢nosti Sigma — Aldrich.

Postup extrakce DNA byl dle pokynii vyrobce Kitu:

1.

2.

10.

Tteci miska s tlouckem byla vymrazena tekutym dusikem.

Cca 50 pg homogenizovaného rostlinného materidlu bylo vlozeno do vychlazené
tieci misky, zalito tekutym dusikem a rozetfeno. Timto by mélo dojit k rozruseni

bunécnych stén.

K vzorku bylo pfipipetovano 450 pl Lysis solution Part A a opét byl vzorek

homogenizovan.

Vzorek byl pfeveden do mikrozkumavky a bylo k nému pfipipetovano 50 pl Lysis

solution Part B.
Mikrozkumavka byla promichana 5x obracenim v ruce.

Vzorek byl inkubovan 10 minut v Thermoblocku pii 65 °C. Béhem inkubace je

nutno vzorek 2x — 3x promichat.

K vzorku bylo pfipipetovano 130 ul Precipitation solution a vzorek byl promichan.

Vzorek byl poté vloZen na 5 minut do ledové tfiste.

Vychlazené mikrozkumavky se vzorky byly odstfed’ovany po dobu 5 minut pii

12 000 x g.

Supernatant (tekutd frakce) byl piepipetovan do filtra¢ni kolonky GenElute

Filtration Column a odstfedén 1 minutu pii 12 000 X g.

Filtra¢ni kolonka byla odstranéna a k filtratu na dné mikrozkumavky bylo

ptipipetovano 700 pl Binding solution a obsah mikrozkumavky byl promichan.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20

Do kolonky pro izolaci DNA bylo napipetovano 500 ul Column preparation a dale
probihalo odstfedéni 1 minutu pii 12 000 x g. Timto krokem doslo ke kladnému
nabiti kolonky, aby mohla zachytit zaporn¢ nabité¢ molekuly DNA. Filtrat byl vylit
do vylevky.

700 ul filtratu z filtracni kolonky bylo ptfepipetovano do kolonky pro izolaci DNA

a 1 minutu odstied’ovano pii 12 000 x g.

Filtrat je mozno vylit a do filtra¢ni kolonky v mikrozkumavce pro izolaci DNA je

piepipetovan zbytek filtratu z filtracni kolonky. Vzorek byl odstfedén 1 minutu pfi
12 000 x g.

Filtracni kolonka byla pfenesena do nové mikrozkumavky a bylo do ni
napipetovano 500 ul promyvaciho roztoku Wash. Vzorek byl odstfedén 1 minutu
pii 12 000 x g.

Filtrat byl vylit z mikrozkumavky a do kolonky bylo opét napipetovano 500 ul
promyvaciho roztoku Wash. Vzorek byl opét odstiedén 1 minutu pii 12 000 X g.

Filtrat byl opét vylit z mikrozkumavky a vzorek byl odstied’ovan pti 12 000 X g po

dobu 3 minuty, aby doslo k vysuseni filtru.

VysuSend kolonka pro izolaci DNA byla pfemisténa do nové, sterilni
mikrozkumavky a bylo do ni napipetovano 100 ul Elution buffer pfedehfatého na
65 °C.

Mikrozkumavka byla 5 minut pti pokojové teploté inkubovana a poté 3 minuty

odstfed’ovana pti 12 000 x g.

Filtra¢ni kolonku bylo mozné odstranit. DNA z filtru kolonky byla odstfedéna na

dno mikrozkumavky.

. Vzorek byl fadné popsan a umistén do skladovaciho boxu pfi teploté — 20 °C.

44 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Polymerazova fetézova reakce vyuziva exponencidlniho zmnoZeni (amplifikace)

fragmenti DNA, které jsou specifické pro daného patogena. Tato reakce byla provedena

v mikrozkumavkach v termocycleru MJ Research PTC — 200. DNA byla amplifikovana
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Vv prostiedi MasterMixu. V 25 ul roztoku v mikrozkumavce je 24 pl MasterMix a 1 pl
vyizolovana DNA.

SloZeni MasterMixu:

e 2.5 ul pufru pro Tag-polymerazu (1x)
. 2,5ulMgCl; (2,5 mM)

e 0,25 ul ANTP (0,25 mM)

e 0,4 pl primer mixu (0,4 pM)

e 0,2 ul Tag-polymerazy (1 U)

e 18,15 ul destilované H,O

Sclerotinia sclerotiorum byla detekovana podle sady primera SSREV 5" -
TGACATGGACTCAATACCAAGCTG — 3'a SSFWD 5 -
GCTGCTCTCGGGGCCTTGTATGC — 3" (Freeman et al., 2002).

Amplifika¢ni program pro termocykler byl nasledujici:

Proces Teplota Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 °C 10 min 1x
Denaturace 94 °C 0,5 min
Anelace 72 °C 0,5 min — 2 cykly

30 x
65 °C 0,5 min — 2 cykly
Polymerace 72 °C 1 min
Kone¢né polymerace 72 °C 10 min 1x
Chlazeni 4°C 00

Detekce Verticillium spp. byla provadéna pomoci primeri DB19 part bazi 5° -
CGGTGACATAATACTGAGAG - 3 a DB22 part bazi 5 -
GACGATGCGGATTGAACGAA -3’ (Mercado-Blanco et al., 2003, Collins et al., 2005).
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Reakce v termocycleru probihala dle programu:

Proces Teplota Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95°C 5 min 1x
Denaturace 94 °C 1 min
Anelace 58 °C 0,5 min 30 x
Polymerace 72 °C 1 min
Koneéna polymerace 72 °C 4 min 1x
Chlazeni 4°C o0

Mahuku et al. (1996) navrhli primery pro amplifikaci useku ribozomalni DNA
Leptosphaeria maculans i L. biglobosa. Pro L. maculans se jedna o sekvence HV17S 5'-
CCCATTTTCAAAGCACTGCC — 3" a HV26C 5" - GAGTCCCAAGTGGAACAAACA —
3’. A pro L. biglobosa se jedna o primery WV17S 5° - CCCTTCTATCAGAGGATTGG - 3’
aWV58C 5" - GCTGCGTTCTTCATCGATGC - 3".

Pro oba tyto patogeny byl pouZzit stejny reakéni sled:

Proces Teplota Cas Pocet cykli
Pocateéni denaturace 95 °C 2 min 1x
Denaturace 94 °C 1 min
Anelace 55 °C 0,5 min 30 x
Polymerace 72°C 1 min
Koneéna polymerace 72°C 4 min 1x
Chlazeni 4°C 0

45 ELEKTROFORETICKA SEPARACE

,,PCR produkty* byly separovany na 1% agar6zovém gelu. Tento gel byl pfipravovan
vafenim agardzy v TBE 1x pufru v Erlenmeyerové barce. Po ochlazeni na piiblizn¢ 40 °C
bylo nutno tekutinu pfelit do vyrazné€ oznacené Erlenmeyerovy baiky. Vyrazné znaceni

odliSuje banku jiz kontaminovanou ethidium bromidem. Posléze byl pfipipetovan
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ethidium bromid (1 mg/ml) v mnozstvi 0,05 objemového procenta gelu (tj. pfi objemu 100
ml gelu se pipetuje 50 pl ethidiumbromidu). Gel byl vlit do elektroforetické formy a ihned do

né&j byl vloZen hiebinek pro vytvoreni jamek. Gel byl ponechan 25 minut tuhnout.

Hiebinek byl vyjmut velmi opatrn€, aby nebyly poskozeny jamky v gelu.
Elektroforeticka forma s gelem byla vloZena do elektroforetické cely. Do elektroforetické cely

je dolit TBE 1x pufr tak, aby gel byl zcela ponofen.

PCR produkty byly obarveny ,,Mass loading die“ (Fermentas) v poméru 5 : 1. Do
prvni jamky bylo pipetovano 5 ul markeru ,,Massruler DNA ladder low range* (Fermentas).
Do dalSich jamek bylo pipetovano po 5 pul PCR produkti. Do ptedposledni jamky v fad¢ byla
pipetovana tzv. pozitivni kontrola, kterd ma indikovat bezchybnost postupu v ptipadé, ze
vSechny izolované vzorky jsou zdravé. Do posledni jamky byla pipetovana tzv. negativni
kontrola, ktera ma prokazat, ze v pritb¢hu pracovniho postupu nedoslo ke kontaminaci vzorki
navzajem a vSechny vzorky jsou na zkoumaného patogena pozitivni. Pro pozitivni kontrolu
byla pouzita DNA z ¢isté kultury ptivodce choroby. Jako negativni kontrola byla pouZzita
DNA ze zdravé rostliny fepky olejky.

Elektroforetické separovani v agar6zovém gelu probihalo pfi napéti 60 V po dobu 50
minut. Pfitomost usekit DNA bylo moZno pozorovat na UV Transiluminatoru pii vinové délce
310 nm. Pomoci dokumenta¢niho a analytického systému Bio — Imaging — Ingenius —

Syngene a pocitacového programu Genesnap bylo mozno gely vyfotografovat.
4.6 MERENI CISTOTY DNA

Me¢éteni cCistoty DNA bylo provadéno na zakladé méfeni absorbance pii vlnovych
délkach 260 nm a 280 nm na spektrofotometrickém pfistroji NanoDrop 2000 a vysledky
vyhodnoceny jeho pocitacovym programem. Oznaceni vzorku bylo zapsano do programu. Na
¢idlo bylo napipetovano 2 pl izolované DNA a vzorek byl proméfen. Mezi jednotlivymi

vzorky bylo tfeba ¢idlo otfit.

4.7 VYHODNOCENI

Z elektroforeogramt byla vyhodnocena pfitomnost jednotlivych patogenti na
zkoumanych lokalitdch. Ukézka elektroforeogramu je uvedena jako pfiloha ¢. 1. Z ¢etnosti
napadeni jednotlivych Casti rostlin byla pomoci analyzy rozptylu ve statistickém programu

SPSS vypocitana priikaznost napadeni ¢asti rostliny jednotlivymi patogeny.
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5. VYSLEDKY

Vysledkova tabulka je pro svij velky rozsah uvedena jako pfiloha ¢. 2. Vzorky byly
dodany z pokusnych ploch z 56 lokalit. Na pifitomnost patogent Sclerotinia sclerotiorum (v
tabulce oznaceno jako SS) a Verticillium spp. (v tabulce oznaceno jako VD) byl testovan
rostlinny material z 35 odbérnych mist. Pivodci fomové hniloby Leptosphaeria maculans (v
tabulce oznaceno jako LM) a Leptosphaeria biglobosa (v tabulce oznaceno jako LB) byli
zkoumani u 52 lokalit. Cistota DNA nebyla zjistovana u viech vzorkt, nebot’ nékteré vzorky

jiz nebyly k dispozici.

V zadné lokalité nebyla nalezena pfitomnost patogennich organismu Verticillium spp.

Statistické vyhodnoceni nebylo tedy tfeba provadet.

Opava — Chvalikovice (N1/09/1-12/1-4). Z této lokality bylo testovano 12 rostlin. S.
sclerotiorum byla prokazana v jedné rostlin¢ v kofeni a kofenovém kréku. L. maculans byla
detekovana v jedné rostlin¢ v kofenovém kréku. Napadeni L. biglobosou bylo prokazano v 9
rostlinach, a to 1x v kofeni, 9x v kofenovém krcku, 4x v prvni ¢asti stonku a 3x v druhé ¢asti

stonku. Cistota DNA byla nevyhovujici u jednoho vzorku.

Z odbérného mista Opava — predmésti (N2/09/1-4/1-4) byly testovany 4 rostliny.
Leptosphaeria maculans nebyla prokazana v zadné, oproti tomu vSak L. biglobosa byla
detekovdna ve vSech rostlinach v kofenovém krcku a v prvni castli stonku, v druhé ¢asti
stonku jen ve 3 pfipadech. Sclerotinia sclerotiorum byla evidovana ve vSech rostlinach od

kotene po stonek 1.

Kujavy (N3/09/1-4/1-4) — dodany byly 4 rostliny. L. maculans byla detekovana ve 3
rostlinach — 3x v kotenovém kréku, 2x ve stonku 1 a 3x na druhé ¢asti stonku. L. biglobosa
byla prokazana u vsech rostlin (2x kofen, 3x kotfenovy kréek a na vSech rostlinach v obou

¢astech stonku).

Z lokality Slatiny (M1/09/1-3/1-4) byly dodany 3 rostliny. Na patogena L. maculans
byly pozitivni dvé znich — jedna celd a u druhé pouze kofenovy kréek a stonek 1. L.
biglobosa byla nalezena ve vSech 3 rostlinach. V kofeni byla detekovana 1x, v kofenovém
krcku a stonku 1 ve vSech pfipadech a ve stonku 2 2x. Sclerotinia sclerotiorum byla
prokazana ve vSech rostlindich 2x v kofeni a kofenovém krcku, 1x ve stonku 1 a 1x ve

stonku 2.
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Z Ceské Tiebové (L1/09/1-5/1-4) bylo dodéno 5 rostlin. Napadeni L. maculans bylo
prokazano u vsech rostlin, a to ve 3 kotenech, vSech kotenovych krécich, na 3 stoncich 1 a na
4 stoncich 2. L. biglobosa byla detekovana také u vSech rostlin — 2X kofen, 5x kofenovy
kréek, 2x stonek 1 a 1x stonek 2. Pfitomnost S. sclerotiorum byla potvrzena ve 4 rostlinach

(2x koten, 1x kotfenovy krcek a 2x stonek 1.

Po 5 rostlinach bylo testovano i u odriidy Labrador z Ceské Tiebové (L2/09/1-5/1-4).
L. biglobosa byla pozitivni u kofenovych krckii vech rostlin. Kofeny a stonky 2 vsak byly
napadeny pouze ve 3 piipadech, stonek 1 ve 4 piipadech. L. maculans byla potvrzena u 3
rostlin, a to v jedné celé, a dale v jednom koteni, dvou kotfenovych krécich a jednom stonku 2.

U rostliny €. 5 nebyla métena Cistota DNA.

Ze stanice v Zubii (SA1//9/1-10/1-4) bylo dodano 10 kusu rostlin. U 6 byla prokazana
ptitomnost L. maculans (2x v kofeni, 6x v kofenovém krcku, 1x ve stonku 1 a 1x ve stonku

2). Sclerotinia sclerotiorum byla detekovana v jednom kofeni.

Z lokality Zubti — Haje (SA2/9/1-7/1-4) bylo od odrudy Digger testovano 7 rostlin.
Piitomnost Leptosphaeria maculans byla potvrzena u Sesti z nich. Byla detekovana na 4
kofenech, 6 kofenovych krécich, 4 stoncich 1 a 2 stoncich 2. L. biglobosa byla prokazana v 5
rostlinach u 4 kotenovych krcki, 4 stonkti 1 a 4 stonkd 2. DNA nebyla vyhovujici u jednoho

vzorku.

V Zubii — ZaSové (SA3/9/1-8/1-4) byla odebirana odrida Ontario. Z osmi
analyzovanych rostlin byla L. maculans potvrzena u 3 (1x kofen, 3x kréek, 1x stonek 1 a 2x

stonek 2) a L. biglobosa u 4 (1x krcek, 2x stonek 1 a 3x stonek 2) rostlin.

Ze ZAS Kolove¢ (A1/09/1-5/1-4) bylo odebrano 5 rostlin odridy Atlantic. Rostlinné
vzorky byly rozborovany pouze na piitomnost Leptosphaeria maculans a L. biglobosa.
Napadeni L. biglobosa bylo rozpoznano ve dvou rostlinach na kofenovych krécich, jednou na
stonku 1 a jednou ve stonku 2. Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly testovany

(v tabulce jsou oznaceny jako ,,N*). Cistota DNA nebyla méfena.

Z lokality Bylany (B1/09/1-5/1-4) bylo testovano 5 rostlin odridy Ontario.
L. maculans byla prokazana u 3 rostlin v ¢etnosti 2 kofenové kréky, 3 stonky 1 a 3 stonky 2.
Patogen L. biglobosa byl nalezen ve vsech rostlinach (1x na kofeni, 4x na kofenovém krcku,
5x na stonku 1 a 3x na stonku 2). Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly

testovany (v tabulce jsou oznaéeny jako ,N*). Cistota DNA nebyla méfena.
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Dalsi zkoumany rostlinny material z Bylan (C1/09/1-5/1-4) bylo 5 rostlin odrady
Baldur. Napadeni L. maculans bylo ur¢eno ve 4 rostlinach, a to v 1 kofeni, 3 kofenovych
krécich, 4 stoncich 1 a 2 stoncich 2. L. biglobosa byla prokazana ve stoncich 1 u vSech rostlin,
dale 3x v kofenovém krcku a 3x v stonku 2. Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp.

nebyly testovany (v tabulce jsou oznadeny jako ,,N“). Cistota DNA nebyla méfena.

Slatiny (D1/09/1-5/1-4) - odriida Ladoga. Z testovanych 5 rostlin byly v L. maculans
pozitivni 4 (1x kofenovy kréek, 4x stonek 1 a 3x stonek 2). L. biglobosa byla detekovana ve 2
rostlinach, v 2 kofenovych krécich a 2 stoncich 1 a jedné druhé casti stonku. Sclerotinia
sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly testovany (v tabulce jsou oznageny jako ,,N*). Cistota

DNA nebyla métena.

Z lokality Slatiny (E1/09/1-5/1-4) bylo dalSich 5 testovanych rostlin. Na piitomnost
Leptosphaeria maculans byly pozitivni 4 rostliny (3x kofenovy krcek, 4x stonek 1 a 2x stonek
2). Napadeni patogenem L. biglobosa bylo prokazano u 4 rostlin (2x v kofenovém kréku a 3x
ve stonku 1). Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly testovany (v tabulce jsou

oznadeny jako ,,N*). Cistota DNA nebyla méfena.

Ze Sychrova (F1/09/1-5/1-4) bylo zkoumano 5 rostlin odridy Californium. Patogenni
organismus L. maculans byl prokazan u vSech analyzovanych stonku a jesté u 2 kotfenovych
krékd. L. biglobosa byla urcena pouze ve dvou rostlinach — 1x kofenovy kréek a 1x stonek 1.
Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly testovany (v tabulce jsou oznaeny jako
»N). Cistota DNA nebyla méfena.

Z odbérného mista v Dobroniné (G1/09/1-5/1-4) bylo odebrano 5 rostlin odrudy
Baros. Z analyzovaného materialu byla L. maculans uréena ve 2 rostlinach (2x kofenovy
kréek a 2x stonek 1). L. biglobosa byla ovSem pozitivni u vSech rostlin ve stonku 1 a 3x v
kofeni a stonku 2. Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly testovany (v tabulce

jsou oznageny jako ,,N*). Cistota DNA nebyla méfena.

Dalsich 5 rostlin z Dobronina (H1/09/1-5/1-4) byla odriida Baldur. L. biglobosa byla
prokazana ve vsech stoncich 1, 3x ve stonku 2 a 1x v koteni. Sclerotinia sclerotiorum a
Verticillium spp. nebyly testovany (v tabulce jsou oznageny jako ,,N“). Cistota DNA nebyla

meéfena.
Vzorky Smilovy Hory (11/09/1-5/1-4) - Ontario, Biilice (J1/09/1-5/1-4) — Asgard,
Biilice (K1/09/1-5/1-4) — Ladoga - byly vSechny po 5 zdravych rostlinach. Sclerotinia
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sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly testovany (v tabulce jsou ozna¢eny jako ,,N*). Cistota

DNA nebyla métena.

Z 5 rostlin odrudy Ontario z Moutnice (S1/09/1-5/1-4) bylo na L. maculans pozitivni
ve 3 ptipadech (3x stonek 1 a 1x stonek 2). L. biglobosa byla ptitomna ve 4 rostlinach — 2x v
kofenovém kréku, 2x ve stonku 1 a 2x ve stonku 2. DNA byla nevyhovujici z hlediska ¢istoty

u jednoho vzorku.

Z lokality Moutnice (S2/09/1-5/1-4) bylo odebrano jesté¢ 5 rostlin odridy Liprima.
V analyze byla zjiSténa piitomnost L. maculans i L. biglobosa ve vsech rostlinach. L.
maculans byla evidovana na 3 kofenovych krécich, vSech stoncich 1 a 2 stoncich 2. Absence
L.. biglobosa byla na kofenech a jednom kofenovém krc¢ku. DNA méla nevhodnou kvalitu u 2

vzorkda.

V Chorusicich (T1/09/1-5/1-4) doslo k odbéru 5 rostlin odrudy Asgard. Pozitivni
detekce L. maculans byla u 4 rostlin, a to u 4 kofenovych krcki a 2 stonku 2. L. biglobosa
byla ur¢ena také ve 4 rostlinach (4x kofenovém kréku, 2x stonku 1 a 2x stonku 2). Sclerotinia

sclerotiorum byla prokazana u v§ech kofeni, kofenovych krékii a na 3 stoncich 1.

K odbéru rostlinného materialu v této lokalité¢ doslo jeste o tyden pozdé€ji — Chorusice
(T2/09/1-5/1-4). U téchto vzorku jiz bylo napadeno vSech 5 rostlin L. maculans (2x kofen, 5x
kréek, 2x stonek 1 a 2x stonek 2) i L. biglobosa (1x kofen, 5x kotenovy kréek a 3x stonek 2).

Avsak nebylo zde zadné napadeni S. sclerotiorum.

Ze ZAS Kolove¢ (U1/09/1-5/1-4) analyzovano 5 rostlin odridy Ontario. Pozitivni
nalez z hlediska L. maculans i L. biglobosa byl u v§ech rostlin. L. maculans byla nalezena na
3 kofenovych krécich, 1 stonku 1 a 2 stoncich 2. L. biglobosa byla detekovana na vsech

kotenovych krécich, ale jenom na 2 kofenech a 4x na obou ¢astech stonku.

Na pozemku Vv Risutech (V1/09/1-5/1-4) bylo pii sklizni odebrdno a naslednd
analyzovano 5 rostlin. Napadeni L. maculans bylo prokazano ve 3 rostlinach, a to v jednom
kofeni, 2 kofenovych krécich a jednom stonku 1. L. biglobosa byla vizualizovana na 4
rostlinach (1x kofen, 4x kofenovy kréek, 3x ob¢ ¢asti stonku). Sclerotinia sclerotiorum byla
detekovéna ve 4 rostlinach s Cetnosti 3x koten, 3x kofenovy krcek a 1x stonek 1. Jeden vzorek

nevyhovoval ¢istotou DNA.
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Ze Slovée (W1/09/1-5/1-4) bylo analyzovano 5 rostlin odridy Labrador.
K pozitivnimu nalezu L. maculans doslo u vsech rostlin - 1x na kofeni, 5x na kofenovém
kréku, 3x na stonku 1 a 1x na stonku 2. L. biglobosa byla ur¢ena také ve vsech rostlinach —
shodné 1x Vv kofeni, 5x v kofenovém kréku a ve stonku 1 1x a stonku 2 3x. Cistota DNA

nebyla vyhovujici u 2 vzorkd.

Z odbérného mista U Sloupu (X1/09/1-5/1-4) byly provedeny odbéry 5 rostlin odridy
Asgard. L. maculans byla potvrzena ve 4 rostlinach, a to 1x v kofeni, 3x v kotfenovém krcku,
1x v stonku 1 a 2x v dalsi casti stonku. Patogenem L. biglobosa byly napadeny vSechny
testované rostliny (1x kofen, 4x kotenovy krcek, 4x stonek 1 a 3x stonek 2). V této lokalité
byla ve vSech rostlinach detekovana i Sclerotinia sclerotiorum — 1x na kofeni, 5x na

kotenovém krcku a 3x na stonku 1. Pozadovana Cistota DNA nebyla splnéna u 3 vzorki.

Jako dal$i odriida z této lokality U Sloupu (Y1/09/1-5/1-4) bylo odebrano 5 rostlin
fepky olejky odriady Asgard. L. maculans byla evidovana pouze ve 2 rostlinach (2x na
kofenovém kr¢ku a 2x na stonku 2). Naproti tomu L. biglobosa byla potvrzena ve vsech
testovanych rostlinadch v €etnosti 1x kofen, 4x kotfenovy kréek, 4x stonek 1 a 3x stonek 2.
Sclerotinia sclerotiorum byla také detekovana ve vsSech rostlinach — 1x v kofeni, 5x Vv

kotfenovém krcku a 3x na stonku 1. U jednoho vzorku nebyla vyhovujici Cistota DNA.

Po 5 rostlinach bylo analyzovano i z Dubé (SA1/10/1-5/1-4). Rostlina ¢. 2 neméla
kofen (v tabulce ,,X* prosktlé poli¢ko). Napadeni L. maculans bylo zjisténo ve 4 rostlinach,
kdy byly napadené 3 kotenové krcky a 3 stonky 1. Patogenni organismus L. biglobosa byl
potvrzen ve vSech zkoumanych rostlinach, mimo kofene a jednoho kofenového krcku byl

napaden veskery rostlinny material.

Z mista odbéru ve Svéradicich (SA2/10/1-5/1-4) bylo k analyzam odebrano 5 rostlin.
Testované rostliny byly bez kofenti (v tabulce ,,.X“ prosktlé policko). L. maculans byla
prokazana Vv jedné celé rostlin€. Detekce L. biglobosa byla pozitivni u 4 rostlin (4x kofenovy
kréek, 4x stonek jedna a 4x stonek 2). S. sclerotiorum byla detekovana ve vsech rostlinach, a
to 4x v kotenovém krcku, 3x ve stonku 1 a 3x ve stonku 2. Dva izolaty nemély pozadovanou
¢istotu DNA.

5 rostlin z Kasejovic (SA3/10/1-5/1-4) bylo také bez kotfene (v tabulce ,,.X* prosktlé

policko). Pivodce fomové hniloby L. biglobosa bylo mozné pozorovat ve vsech rostlinach,
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ato 2x v kofenovém krcku, 4x ve stonku 1 a 3x ve stonku 2. S. sclerotiorum se vyskytovala

ve vSech analyzovanych rostlinnych ¢astech. DNA nebyla zcela vyhovujici u jednoho vzorku.

Po 5 rostlinach z Uhlifskych Janovic (SA4/10/1-5/1-4) bylo dodano bez kofene (v
tabulce ,,X“ prosktlé policko). U dvou kofenovych krcka byl prokazan vyskyt L. maculans.
Ve 4 rostlinach byla evidovana L. biglobosa (3x na kofenovém kréku a u jedné rostliny na
obou stoncich). Sclerotinia sclerotiorum byla pifitomna ve vSech analyzovanych castech

rostlin mimo jeden stonek 1.

Z Mili¢ina (SA5/10/1-5/1-4) byly dodany 4 rostliny bez kofene (v tabulce ,,.X*
prosktlé policko) a jedna cela. U 2 rostlin byla detekovana L. maculans, 1x v kofenovém
kr¢ku a I1x ve stonku 2. Ve vSech testovanych rostlinaich byla prokazana piitomnost L.
biglobosa (1x v kofeni, 3x Vv kofenovém kréku, 5x ve stonku 1 a 3x ve stonku 2). Sclerotinia
sclerotiorum byla také uréena ve vSech analyzovanych rostlinach (3x v kofenovém kréku, 5x

ve stonku 1 a 4x ve stonku 2).

V lokalité Pofi¢i nad Sazavou (SA6/10/1-5-1-4) doslo také k odbéru 5 rostlin bez
kofene (v tabulce ,,X“ prosktlé policko). U 4 znich byla nalezena L. biglobosa 2x v

kofenovém kréku, 2x ve stonku 1 a 2x ve stonku 2.

Z Ov¢in (SA7/10/1-5/1-4) bylo analyzovano 5 rostlin. Pfi testech byla ur¢ena v jedné
rostling v kofenovém kréku a stonku 2 L. maculans. Napadeni L. biglobosou bylo patrné u
vech rostlin v &etnosti 3x kofenovy kréek, 4x stonek 1 a 3x stonek 2. Cistota DNA nebyla

vyhovujici u jednoho vzorku.

Z oblasti Kr¢ (A1 — A20) v okrese Pisek bylo dodano po 5 rostlinach. Ve 2 rostlinach
(2x stonek 1 a 1x stonek 2) bylo prokazano napadeni L. maculans. Patogen L. biglobosa byl
evidovan ve 4 rostlinach v Cetnostech 1x kofenovy kréek, 3x stonek 1 a 4x stonek 2.
Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly testovany (v tabulce jsou oznaceny jako
,N%). Cistota DNA nebyla méfena.

Testovanych rostlin z Kluk (B1 — B20) bylo 5. L. biglobosa byla vizualizovana ve 4
rostlinach — 3x v kofenovych krccich, 3x v stoncich 1 a Ix v stonku 2. Sclerotinia
sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly testovany (v tabulce jsou ozna¢eny jako ,,N*). Cistota

DNA nebyla méfena.
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Ze Sudkova (C1 — C8) bylo dodano po 4 zdravych stoncich bez kofene a kofenového
krcku (v tabulce ,,X“ prosktlé policko). Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly

testovany (v tabulce jsou oznaéeny jako ,,N%). Cistota DNA nebyla méfena.

V Zahoti (D1 — D20) bylo odebrano 5 rostlin. Ve dvou ptipadech byla detekovana L.
biglobosa (2x stonek 1). Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly testovany (v

tabulce jsou oznageny jako ,N%). Cistota DNA nebyla méfena.

Pouze 3 zdravé rostliny byly dodany k analyzam z Budkova (E1 — E11). Jedna byla
bez kofene (v tabulce ,,X* prosktlé policko). Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp.

nebyly testovany (v tabulce jsou oznadeny jako ,,N“). Cistota DNA nebyla méfena.

Vzorky z Rapotina (Gl — G8) byly dodany ve formé¢ 4 stonki bez kofene a
kotfenového kréku (v tabulce ,,X“ prosktlé policko). Na ptitomnost patogena L. biglobosa byly
pozitivni 2 rostliny (1x stonek 1 a 2x stonek 2). Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp.

nebyly testovany (v tabulce jsou ozna¢eny jako ,,N“). Cistota DNA nebyla méfena.

Ze Zabtehu (H1 — H8) bylo doddno po 4 zdravych stoncich bez kotene a kofenového
kr¢ku (v tabulce ,,X“ prosktlé policko). Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly

testovany (v tabulce jsou oznaéeny jako ,,N*). Cistota DNA nebyla méfena.

Z odbérného mista v Dolnich Studénkach (I1 — I10) bylo odebrano 5 stonkd bez
kotenli a kotenovych krckli (v tabulce ,,X* prosktlé policko). Ve dvou rostlinach byla
nalezena DNA L. biglobosa (1x ve stonku 1 a 2x ve stonku 2). Sclerotinia sclerotiorum a
Verticillium spp. nebyly testovany (v tabulce jsou oznageny jako ,,N“). Cistota DNA nebyla

meérena.

Vzorky z Pechovy Lhoty (J1 — J20) jiz byly kompletnich 5 rostlin. Jeden stonek 2 byl
napaden L. maculans. Na L. biglobosa byly pozitivni 2 rostliny 2x ve stonku 1 a jedna ve
stonku 2. Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. nebyly testovany (v tabulce jsou

oznadeny jako ,,N*). Cistota DNA nebyla méfena.

Ceta Kobefice (02/09/1-4/1-4) - odruida Californium. Z testovanych 4 rostliny byla
jedna v kofeni pozitivni na L. maculans. L. biglobosa byla detekovana v obou ¢astech stonkt

u 3 rostlin.

Z Kobeftic (03/09/1/1-4) byl vzorek odridy Ladoga oznaceny jako ,,zdrava rostlina®.

V kofteni byla zjisténa L. maculans.
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Z Kobetic (04/09/1-4/1-4) byly jesté dalsi 4 rostliny odrudy Ladoga. Piivodce fomové
hniloby L. maculans byl odhalen u vsech 4 rostlin (2x Vv kofeni, 2x v kofenovém kréku, 1x ve
stonku 2). Tyto rostliny byly také napadeny L. biglobosa — 2x v kofeni, 2x vV kofenovém

kréku, 3x v stonku 1 a 2x v stonku 2.

Na lokalit¢ Smilovy Hory (P1/09/1-5/1-4) bylo odebrano 5 rostlin. L. biglobosa byla
prokazana ve 4 rostlinach a to 3x ve stonku 1 a 3x ve stonku 2. Sclerotinia sclerotiorum byla

uréena na stejnych 4 rostlinach ve 3 kotenech a 3 kotenovych krécich.

Sipy (Q1/09/1-4/1-4) bylo odbérné misto pro dalsi 4 rostliny. L. maculans se projevila
u jedné rostliny v kofeni a kofenovém krcku. L. biglobosa vsak byla detekovana v 3

rostlinach — 2x v kofteni, 3x vV kofenovém krcku a 1x ve stonku 1. DNA nebyla méfena.

5 rostlin odridy Liprima bylo odebrano ve Vycapech (R1/09/1-5/1-4). L. maculans
byla vizualizovana v jednom kofenovém krcku. L. biglobosa byla evidovana ve 4 rostlinach

3x v kofenovém kréku, 3x ve stonku 1 a 4x ve stonku. 2.

Dalsi odrida, kterd byla odebrana ve Vycapech (R2/09/1-5/1-4), bylo Cadeli. L.
maculans byla, jako u pfedchozi odrudy, zjisténa v jednom kofenovém kréku. Napadeni
patogenem L. biglobosa bylo zjisténo v 4 rostlinach (1x v kofenovém krcku, 3x a stonku 1 a

4x ve stonku 2). Kvalita DNA nebyla vyhovujici u 2 vzorkd.

Rostlinny material s ozna¢enim SA4/09/1-7/1-4, SA7/09/1-5/1-4, SA6/09/1-2/1-4 a
Q1/09/1-5/1-4 byl na KOR dodan bez oznaceni lokality odbéru. Vzorky byly testovany pouze
na Sclerotinia sclerotiorum a na Verticillium spp. U SA7/09/1-5/1-4 byly patogenem
Sclerotinia sclerotiorum napadeny vSechny rostliny (4x kofen, 4x kréek, 3x stonek 1). U
vzorkd SA6/09/1-2/1-4 byla S. sclerotiorum napadena jedna rostlina v kofeni a kr¢ku. V této

skupin€ vzorkii mél jeden nevyhovujici ¢istotu DNA.
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Graf 1: Leptosphaeria maculans, pomér napadenych a zdravych rostlin
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Na pfitomnost patogenniho organismu Leptosphaeria maculans bylo celkem testovano
265 rostlin z 52 lokalit. Napadeni kofene rostlin bylo zjisténo ve 23 rostlinach. Infekce
kotenového krcku byla zjisténa u 83 vzorkt. Napadeni jednotlivych ¢asti stonkd nebylo piilis
rozdilné. Pfitomnost patogena na prvni ¢asti stonku byla evidovana v 58 ptipadech a v druhé

¢asti stonku v 50 ptipadech.

Ze statistického hodnoceni s pravdépodobnosti na hladiné vyznamnosti a 95 % (viz
ptiloha 3) vyplyva, ze napadeni kotene je statisticky pritkazné niZ8i neZ napadeni kofenového
kr€ku a obou ¢€asti stonku. Mira napadeni kofenového krcku je statisticky prikazné vyssi nez
u kofene a stonku. Rozdily v napadeni jednotlivych ¢asti stonku mezi sebou se statisticky

nelisi, jsou zde vSak signifikantni rozdily od ¢etnosti napadeni kotfene a kofenového krcku.
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Graf 2: Leptosphaeria biglobosa, pomér napadenych a zdravych rostlin
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Na piitomnost ptivodce fomové hniloby Leptosphaeria biglobosa bylo analyzovano
také 265 rostlin. Pfitomnost tohoto patogena byla ovéfena u 25 kofenl, coZ je srovnatelné
s L. maculans. Avsak oproti L. maculans doslo k obrovskému nartustu pozitivnich nalezi u
kofenového krcéku a obou casti stonkd. L. biglobosa tak byla zjisténa ve 121 kofenovych
krécich a velmi podobném poctu stonkd 1 — u 128 vzorkt. Ve stoncich 2 byla detekovéana o

néco méné — u 110 vzorka.

Vyhodnoceni programem SPSS s pravdépodobnosti na hladiné¢ vyznamnosti a 95 %
(ptiloha 3) prokazalo, ze L. biglobosa napada statisticky prikazné méné kofen, nez ostatni

¢asti rostliny. Mezi intenzitou napadeni kofenového kréku a 2 ¢astmi stonku nejsou

signifikantni rozdily.
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Graf 3: Sclerotinia sclerotiorum, pomér napadenych a zdravych rostlin
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Pfi analyzach napadeni Sclerotinia sclerotiorum bylo zpracovano 184 rostlin. Koten
byl infikovan ve 45 piipadech. Téméf stejné mnoZstvi bylo infikovanych kofenovych krckl —

47.V jednotlivych ¢astech stonku byl patogenni organismus S. sclerotiorum detekovan velmi

rozdiln€. V bazi stonku 35x a v dalSich péti cm pletiva jiz jenom jednou.

Statistické vyhodnoceni (pfiloha 3) u tohoto patogena je s pravdépodobnosti na
hladin€ vyznamnosti a 95 % pomérné komplikované. Diference v intenzité napadeni kofene
je statisticky prukazna v porovnani s kofenovym krékem, avSak pii porovnani se stonky je
napadeni sice vyS$i, ale statisticky neprikazné. Kotfenovy kréek byl sice napaden nejcastéji,

ale statisticky prikazny rozdil je pouze mezi nim a stonkem 2. Bylo prokazano statisticky

prukazné vyssi napadeni stonku 1 oproti stonku 2.
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6. DISKUSE

U vzorki rostlin fepky olejky, odebranych pracovniky Svazu péstitelli a zpracovateld
olejnin na 56 lokalitach, byla provedena analyza na pfitomnost fytopatogennich organismil
Leptosphaeria maculans, Leptosphaeria biglobosa (ptivodci fomové hniloby), Sclerotinia

sclerotiorum (ptvodce bilé hniloby) a Verticillium spp. (pivodce verticiliového vadnuti).

Metodou PCR byla detekovana piitomnost jednotlivych patogenti v pletivu kofene,
kotenového krcku, cca 5 cm stonku u kotenového kr¢ku (= stonek 1) a dalSich cca 5 cm
stonku (= stonek 2). Determinace patogenid na zaklad€ in vitro charakteristik neni vzdy

spolehliva. VyuZzitim polymerazové fetézové reakce jsou nepiesnosti maximalné eliminovany.
6.1 FOMOVA HNILOBA

Puvodci fomové hniloby Leptosphaeria maculans a L. biglobosa byli dfive rozliSovani
kultivaci na agaru, avSak na pevném zivném médiu se nedaji spolehlivé rozlisit (Delwiche,
1980). Sippel and Hall (1995) uvad¢ji, ze ani zptsob kultivace na tekutém médiu, kdy by
méla L. biglobosa tvofit hnédavy pigment, neni 100% spolehlivy. A pfi zpracovani vétsiho

mnozstvi vzorkil nastane problém i narocnost na prostor a cas.

Pro diferenciaci L. maculans a L. biglobosa je tedy vyuziti PCR obzvlasté vhodné.
K indikaci L. maculans byla pouzita sada primerat HV17S a HV17C (Mahuku et al., 1996).
Pomoci téchto primert byla amplifikovana, pro tohoto patogena specificka, oblast DNA o
délce cca 400 bp (bp - base paar = part bazi, pozn. Sketikova). Napadeni L. biglobosa bylo
testovano sadou primerd WV17S a WV58C (Mahuku et al., 1996). Diky nim probé&hla
amplifikace Giseku ribozomalni DNA o délce cca 230 bp.

Zjisténé Cetnosti napadeni jednotlivych ¢asti rostliny patogeny L. maculans i
L. biglobosa koreluji se zpisobem rozmnozovani a $ifeni tohoto organismu. Oba druhy
saprofytné ziji na rostlinnych zbytcich, kde produkuji primdrni inokulum - vétrem Sifené
askospory. Sekundarni inokulum jsou pyknidiospory vznikajici v pyknidach na nekrotickych
skvrnach listd. Pyknidiospory jsou destém rozstfikovany na okolni rostliny (Hammond et al.,

1985; West et al., 2001; Rouxel and Balesdent, 2005).

Skutecnosti, ze houba neprodukuje v pidé mycelium, které by napadalo koteny,
odpovidaji vysledky u obou organismu, kdy pfitomnost L. maculans byla prokazana ve 23

ptipadech a L. biglobosa ve 25 ptipadech z 265 rostlin. Vyhodnocenim analyzy rozptylu, bylo
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potvrzeno, Ze tato Cetnost je s pravdépodobnosti na hladin€ vyznamnosti a 95 % statisticky

prikazné niz$i nez u ostatnich analyzovanych c¢asti rostlin. Infekce kotene je, dle mého

nazoru, zpisobena infikovanym osivem.

U L. biglobosa dochézi k rovhomérnému napadeni nadzemnich ¢asti rostliny, nebot

mezi ¢etnostmi napadeni kofenového krcku, stonku 1 a stonku 2 nejsou statisticky prikazné

rozdily. Pro L. maculans rovnéz plati statisticky nevyznamné rozdily v napadeni ¢asti stonku,

ale oproti L. biglobosa je zde diference ve statistické prokazatelnosti nejcetnéjsiho napadeni

kofenového krcku. Vzhledem k vétSi agresivité patogena a statisticky prikazné cCastéjsi

wewvr

infekci kofenového kréku, je pfitomnost L. maculans v porostu zavazné&jsi.

Tabulka ¢. 1: West et al. (2001) charakterizuje rozsifeni L. maculans a L. biglobosa ve svéteé:

Oblast Patotyp Metoda detekce Pocet 5
vzorku
izolace z listovych a stonkovych
Australie L. maculans 1ézi, nasledna identifikace
pomoci PCR metody
diive L. biglobosa, 70. a 80.
Zapadni Iéta prvni Zpravy o kultivace na zivném médiu
Kanada L. maculans, ta je dnes
roz§ifena ve veétSiné oblasti
70 % populace L. maculans zkoumani stonkd, listi,
Kanada - populace L. ' | poskliziiovych zbytki, nasledna
Ontario stonkove léze - pouze identifikace pomoci PCR 200
L. maculans
metody
smiSena populace L. . . , ,
maculans a L. biglobosa, lz,o!ace, ? hStOVyc.h a St(,mkovyCh
L maculans ie previadasici 1ézi, dale z posklizitovych
Zapadni Evropa | |’ > I°P ) zbytkl, nasledna identifikace nékolik tisic
druh, v priibéhu vegetace .
, S pomoci PCR metody nebo
stoupa procentické Kultivaci
zastoupeni L. biglobosa
L bialobosa ie vice izolace stonkovych lézi a z
Vychodni -0l J poskliziiovych zbytkd, nékolik
rozSifena, populace v Polsku |: . 0
Evropa ‘e témef ien L. biglobosa identifikace kultivaci, nebo stovek
] jen L. DIg PCR metodou
“ . izolace askospor z
Cina pouze L. biglobosa poskliziiovych zbytki 18

West et al. (2001) popisuji rozsifeni patogennich organismi L. maculans a

L. biglobosa ve svéts. Ceskou republiku bych porovnavala spise s vychodni Evropou, kamzto

West et al. (2001) zaradili i snami sousedici Polsko. V celkovém souctu bylo z
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analyzovanych 265 rostlin napadeno L. maculans 109 rostlin a L. biglobosa 180 rostlin. Coz

odpovida tvrzeni o vétsim rozsifeni L. biglobosa na tomto tizemi.
6.2 VERTICILIOVE VADNUTI

K detekci ptavodcu verticiliového vadnuti (Verticillium spp.) byla pouzita sada primert
DB19 a DB22 navrzena Collinsem et al. (2005). Pii jejich vyzkumu byly pouzity jesté dalsi
specifické primery k rozliSeni defoliantnich a nedefoliantnich patotypti. Pro ucely této
diplomové prace vsak bylo diilezité pouze zjistit pfitomnost patogena v rostlinném materialu.

V thermocycleru doslo k amplifikaci useku DNA o délce ptiblizné 530 bp.

V Ceské republice neni verticiliové vadnuti jesté pfili§ rozsifeno (Kazda a Skefik,
2008; Kazda a kol., 2010). Tomuto odpovidéa 1 vysledek analyz, kdy pfitomnost patogena
Verticillium spp. nebyla nalezena v zadném zkoumaném rostlinném pletivu. Vzhledem
k tomu, Ze plocha, na které se v Ceské republice péstuje fepka olejka, je velmi vysoka, a
dochazi tak k jejimu nevhodnému zatazovani do osevniho postupu, a Ze proti verticiliovému
vadnuti stale neni fungicid, ktery by s pivodcem choroby neusmrtil i hostitelskou rostlinu, je

potieba dbat na preventivni opatieni a pravidelné monitorovani Verticillium spp.

6.3 BILA HNILOBA

Detekce puvodce bilé hniloby Sclerotinia sclerotiorum kultivaci na zivném médiu je
velmi jednoduchd, nebot’ po Case dojde, podobné jako na rostlinném pletivu, k vytvoteni
¢ernych sklerocii. Casova naro¢nost, kdy na vysledky se miize Gekat az 14 dni, je dnes

nevhodnosti tohoto postupu pro béZnou praxi.

Pro relativné rychlé zpracovani, kdy jiz béhem jednoho pracovniho dne je mozné
ziskat vysledky, je metoda PCR pro detekci S. sclerotiorum velmi vhodna. K amplifikaci
specifické oblasti DNA byla pouzita sada primerat SSFWD a SSREV (Freeman et al., 2002).
S touto sadou je mozno detekovat i velmi blizké druhy Sclerotinia trifoliorum, S. minor a S.
glacialis. Tyto primery jiné dalsi patogeny nedetekuji. Pii reakci byla namnozena sekvence
DNA o délce cca 300 bp.

Pred 30 lety Zvara (1981) o, tehdy jesté sklerotiniové hnilobé, napsal: ,,Vzhledem
k malému vyznamu choroby se ochrana neprovadi“. Dnes je bila hniloba prakticky
nejrozsitendj§i chorobou fepky olejky v Ceské republice. Pfi celkovém hodnoceni

z testovanych 184 rostlin jich bylo na S. sclerotiorum pozitivnich 59. Z tabulky ¢. 1 je vSak
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evidentni, ze az na 2 vyjimky byly vSechny odebrané rostliny z lokality bud’ zdravé, nebo
byly minimaln€¢ 4 z 5 napadené alespoit ve dvou mistech, coz naznacuje urCité zamoieni

pozemku.

Pokud ze sklerocia vyroste v pidé mycelium, Sclerotinia sclerotiorum napada kofeny
a kotenovy kréek. Infekce nadzemnich casti byva pomoci askospor uvolilovanych apothecii
vyrustajicimi ze sklerocii (Willets and Wong, 1980). V porovnani celkového poctu
testovanych rostlin a napadenych casti vyplyva nejCastéjsi napadeni kofene (45x) a
kotenového kréku (47x), coz by odpovidalo napadeni myceliem. Analyza rozptylu vsak
prokazala, Ze mezi témito 2 ¢astmi rostliny jsou statisticky prukazné rozdily. Stonek 1 byl
napaden 35x. Napadeni stonku 2 bylo evidovano pravé jednou. S. sclerotiorum ziejmé
myceliem ze sklerocii napadla kofeny a kofenové krCky a prorostla jeste¢ do stonku 1.
Prakticky 100% absence patogena ve stonku 2 by se dala tedy vysvétlit tak, Ze na vSech
sledovanych lokalitach nebyly vhodné podminky pro tvorbu apothecii, uvoliiovani askospor a

naslednou infekci nadzemni ¢ésti rostliny.
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7. ZAVER

K detekci a determinaci nejdilezitéjsich fytopatogennich organismii fepky olejky byla
pouzita metoda polymerdzové fetézové reakce — PCR. Na zédklad¢ védecké literatury byly
pouzity sady primerd, které amplifikovaly useky DNA specifické pro patogeny Leptosphaeria

maculans, Leptosphaeria biglobosa, Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp.

Na pritomnost pavodci fomové hniloby Leptosphaeria maculans a L. biglobosa bylo

testovano 265 rostlin z 52 lokalit.
Bylo prokazano:

o Cetngjsi napadeni L. biglobosa nez L. maculans. L. biglobosa byla evidovana na 180

rostlinach a L. maculans na 109. rostlinach.

e Velmi podobné mnozstvi piipadi napadeni kofene patogenem - L. maculans u 23
vzorki a L. biglobosa u 25 vzorkd. V obou piipadech se jedna o statisticky prikazny

rozdil oproti ostatnim, ¢astéji napadanym castem rostliny.

e L. maculans statisticky prukazné infikovala Castéji kofenovy kréek nez kofen a stonky.

Pti porovnani miry napadeni stonku 1 a stonku 2 nebyly statisticky priikazné rozdily.

o Diference v poctu pozitivnich nalezii L. biglobosa na kofenovém krcku a obéma

¢astmi stonku neni statisticky prikazna.

Na pritomnost Sclerotinia sclerotiorum a Verticillium spp. bylo analyzovano 184 rostlin
z 35 lokalit.

Bylo prokazano:
e 100% absence patogennich organismu Verticillium spp.
e Napadeni Sclerotinia sclerotiorum u 59 rostlin.

e Statisticky vyznamné rozdily jsou mezi kofenem, ktery byl napaden 45x, a kofenovym

krckem, kde byla pfitomnost S. sclerotiorum prokazana 47x.

e Druha statisticky vyznamné se liSici dvojice je stonek 1, kde byl pocet pozitivnich

nalezl 35, a stonek 2, ktery byl infikovan 1x.
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e Dle programu SPSS nejsou ve skupindch kotfen/stonek 2, koten/stonek 1 a kotenovy

kréek/stonek 1 signifikantni rozdily.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

bp
dH,0O
DNA
d-NTP
EDTA
PCR
rDNA
Tag
TBE pufr
uv

TE pufr

par bazi

destilovana voda

kyselina deoxyribonukleova
deoxynukleotid — 5°- trifosfat
kyselina etylendiamintetraoctova
polymerazova fetézova reakce
ribozomalni DNA

Thermus Aquaticus

tris-boratovy pufr s EDTA
ultrafialové zateni

TRIS/EDTA pufr

54



9. SEZNAM LITERATURY

Abawi, G. S., Grogan, R. G. 1975. Sources of primary inoculum and effects of
temperature and moisture on infection of beans by Whetzelinia sclerotiorum.
Phytopathology. 65. 300 — 309.

Adams, P. B., Ayers, W. A. 1979. Ecology of Sclerotinia species. Phytopathology.
69. 896 — 898.

Aghajani, M. A., Safaei, N. 2008. New hosts for sclerotinia stem rot of canola. Journal
of plant pathology. 90. 143 — 149.

Alberts, B., Bray, D., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. 1998.
Zaklady bun&éné biologie — Uvod do molekularni biologie buiiky. Library of Congress
Cataloging. Publication Data. Espero Publishing s. r. 0. Usti nad Labem. 630 s.

Anonym, 2012a. Izolace na kolonkdch MoBio. Elizabeth pharmacon. (cit. 22. 3.

2012). <http://laboratore.elisabeth.cz/izolace-dna-a-rna-mobio.html>.

Anonym, 2012b. Polymerazova fetézova reakce. www.wikipedia.cz. (cit. 22. 3. 2012)
<http://cs.wikipedia.org/wiki/Polymer%C3%A1zov%C3%Al1l_%C5%99et%C4%9Bz
ov%C3%A1 reakce>.

Ansan-Melyah, D., Rouxel, T., Bertrandy, J., Letarnec, B., Mendes-Pereira, E.,
Balesdent, M. H. 1997. Field efficiency of Brassica napus specific resistance
correlates with Leptosphaeria maculans population structure. European journal of
plant pathology. 103. 835 — 841.

Bailey, K., Gossen, B., Gurgel, R., Morral, R. 2003. Diseases of field crops in Canada.

University extension press. University od Saskatoon. Canada.
Baranyk, P. (ed.) 2010. Olejniny. Profi press. Praha. ISBN 978-80-86726-38-0. 205 s.

Baranyk, P., Ehrenbergrovda, M. 2005. Moznosti vyuziti fepky. Sbornik - 22.
vyhodnocovaci seminat Systém vyroby fepky a Systém vyroby slunecnice. Svaz

péstitelti a zpracovatelii olejnin. Praha. 87 — 90.

55


http://cs.wikipedia.org/wiki/Polymer%C3%A1zov%C3%A1_%C5%99et%C4%9Bzov%C3%A1_reakce
http://cs.wikipedia.org/wiki/Polymer%C3%A1zov%C3%A1_%C5%99et%C4%9Bzov%C3%A1_reakce
http://cs.wikipedia.org/wiki/Polymer%C3%A1zov%C3%A1_%C5%99et%C4%9Bzov%C3%A1_reakce

Baranyk, P., Kazda, J., Sketik, J., Volf, M. (eds.). 2005. Repka olejka v Ceském
zemedelstvi: Komplexni péstitelska technologie. Svaz péstitell a zpracovatell olejnin.

Praha. 161 s.

Barbetti, M. J., Khangura, R. K. 1999. Management of blackleg in disease-prone
environments of western Australia. Proceedings of the 10th international rapeseed
congress. Canberra. Australia, (cit. 13. 3. 2012).
<http://regional.org.au/au/gcirc/3/8.htm>.

Bardin, S. D., Huang, H. C. 2001. Research on biology and control of Sclerotinia
diseases in Canada. Canadian journal of plant pathology. 23. 88 — 98.

Bartova, E. 2011. Izolace DNA. Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno. Fakulta
veterinarni hygieny a ekologie. Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvifat, (cit. 22.

3. 2012). <http://opvk2011.ptacisvet.cz/?title=popis_metod-izolace_dna&lang=cz>.

Beckman, C. H. 1987. The nature of diseases of plants. American phytopathological
society. ISBN 978-0890540749. 175 s.

Beckman, C. H., Talboys, P. W. 1981. Anatomy of resistance. In Mace, M. E., Bell.,
A. A., Beckman, C. H. 1981. Fungal wilt diseases of plants New York. Academic
press. ISBN 978-0124644502. 640 p.

Boland, G. J., Hall, R. 1994. Index of plant hosts of Sclerotinia sclerotiorum.

Canadian journal of plant pathology. 16. 93 — 108.

Bolton, M. D., Thomma, B. P. H. J., Nelson, B. D. 2006. Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary: biology and molecular traits of cosmopolitan patogen. Molecular plant
patology. 2006. 7 (1). 1 - 16.

Bradley, C. A., Henson, R. A., Porter, P. M., LeGare, D. G., del Rio, L. E., Khot, S. D.
2006a. Response of canola cultivars to Sclerotinia sclerotiorum in controlled and field

environments. Plant disease. 90. 215 — 219.

Bradley, C. A., Lamey, H. A,, Endres, G. J., Henson, R. A., Hanson, B. K., McKay, K.
R., Halvorson, M., LeGare, D. G., Porter, P. M., 2006b. Efficancy of fungicides for

control of sclerotinia stem rot of canola. Plant disease. 90. 1129 — 1134.

56


http://regional.org.au/au/gcirc/3/8.htm
http://regional.org.au/au/gcirc/3/8.htm
http://regional.org.au/au/gcirc/3/8.htm
http://regional.org.au/au/gcirc/3/8.htm
http://opvk2011.ptacisvet.cz/?title=popis_metod-izolace_dna&lang=cz
http://opvk2011.ptacisvet.cz/?title=popis_metod-izolace_dna&lang=cz
http://opvk2011.ptacisvet.cz/?title=popis_metod-izolace_dna&lang=cz

Brun, H., Levivier, S., Eber, F., Renard, M., Chévre, A. M. 1997. Electrophoretic
analysis of natural populations of Leptosphaeria maculans directly from leaf lesions.
Plant pathology. 46. 147 — 154.

Buchwaldt, E. 2007. Sclerotinia white mold (cabbage drop, stem rot, watery soft rot).
In Rimmer, R. S., Shattuck, V. I., Buchwaldt, L. 2007. Compendium of Brassica
Diseases. The American Phytopathological Society. 117 s.

Clarkson, J. P., Phelps, K., Whipps, J. M., Young, C. S., Smith, J. A., Walting, M.
2004. Forecasting Sclerotinia disease on lettuce: toward developing a prediction

model for carpogenic germination of sclerotia. Phytopathology. 94. 268 — 279.

Collins, A., Mercado-Blanco, J., Jiménez-Diaz, R. M., Olivares, C., Clewes, E.,
Barbara, D. J. 2005. Correlation of the molecular markers and biological properties in
Verticillium dahliae and the possible origins of some isolates. Plant Pathology
54. 549 — 557,

Cesky statisticky tfad. 2012. Sklizeti zem&dé&lskych plodin v roce 2011 celkem. (cit. 1.
4. 2012). < http://www.czso.cz/csu/2012edicniplan.nsf/p/2102-12>.

Debode, J., Clewes, E., De Backer, G., Hofte, M. 2005. Lignin is involved in the
reduction of Verticillium dahliae var. longisporum inoculum in the soil by crop

residue incorporation. Soil biology & biochemistry. 37. 301 — 309.

Delourne, R., Chevre, A. M., Brun, H., Rouxel, T., Balesdent, M. H., Dias, J. S,
Salisbury, P., Renard, M., Rimmer, R. S. 2006. Major gene and polygenic resistance
to Leptosphaeria maculans in oilseed rape (Brassica napus). European journal of plant
pathology. 114. 41 — 52.

Delwiche, P. A. 1980. Aspects of blackleg (Leptosphaeria maculans) resistance to
rapeseed (Brassica napus). Ph.D. Thesis. University od Wisconsin-Madison. 144 p. In
Williams, P. H. 1992. Biology of Leptosphaeria maculans. Canadian journal of plant
pathology. 14. 30 — 35.

Dixelius, C., Happstadius, 1., Berg, G. 2005. Verticillium wilt on Brassica oil crops —

Swedish perspective. Journal of the Sweedish seed association. 115. 36 — 48.

S7



Dixelius, C., Happstadius, 1., Berg, G. 2005. Verticillium wilt on Brassica oil crops —

Swedish perspective. Journal of the Sweedish seed association. 115. 36 — 48.

Eastburn, D. M., Paul, V. H. 2007. Verticillium wilt. In Rimmer, R. S., Shattuck, V. 1.,
Buchwaldt, L. 2007. Compendium of Brassica Diseases. The American

Phytopathological Society. 117 s.
Fabry, A. (ed.). 1992. Olejniny. Ministerstvo zemédélstvi CR. 419 s.

Féabry, A. 2007. Biologicka charakteristika. In Baranyk, P., Fabry, A. (eds.) 2007.
Repka - vyuziti, péstovani, ekonomika. Profi Press. Praha. 208 s.

Fahleson, J., Hu, Q., Dixelius, C. 2004. Phylogenetic analysis of Verticillium species
based on nuclear and mitochondrial sequences. Archive of microbiology.
181. 435 — 442.

Fernando, D. W. G., Nakkeeran, S., Zhang, Y. 2004. Ecofriendly methods in
combating Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Recent research developmental
and enviromental biology. 1. ISBN 81-7736-217-8. 329 — 347.

Fitt, B. D. L., Brun, H., Barbetti, M. J., Rimmer, R. S. 2006. World-wide importance
of phoma stem canker (Leptosphaeria maculans and L. biglobosa) on oilseed rape

(Brassica napus). European journal of plant pathology. 114. 3 — 15.

Fitt, B. D. L., Hu, B. C., Li, Z. Q., Liu, S. Y., Lange, R. M., Kharbanda, P. D.,
Butterworth, M. H., White, R. P. 2008. Strategies to prevent spread of Leptosphaeria
maculans (phoma stem canker) onto oilseed rape crops in China; costs and benefits.
Plant pathology. 57. 652 — 664.

Freeman, J., Ward, E., Caleron, C., McCartney, A. 2002. A polymerace chain reaction
(PCR) assai for the detection of inokulum of sclerotinia sclerotiorum, European Joural
of Plant Pathology. 108. 877 — 886.

Garibaldi, A., Minuto, A., Gullino, M. L. 2007. First report of white mold caused by
Sclerotinia sclerotiorum on Oreganum vulgare and Taraxacum officinale in Italy.
Plant disease. 91 (10). 1360. 3. Ref.

58



Gladders, P., Evans, N., Marcroft, S., Pinochet, X. 2006. Dissemination of information
about management strategies and changes in farming practices for the exploitation of
resistance to Leptosphaeria maculans (phoma stem canker) in oilseed rape cultivars.
European plant pathology. 114. 117 — 126.

Goicoechea, N. 2009. To what extent are soil amendments useful to control

Verticillium wilt? Pest management science. 65. 831 — 839.

Gulya, T., Raschid, K. Y., Masirevic, S. M. 1997. Sunflower diseases. In Schneiter, A.
A., 1997. Sunflower technology and production. American society of agronomy. Crop
sciense society of American. Soil science society of America. Madison. Wisconsin.
263 —379.

Hall, R. 1992 Epidemiology of blackleg of oilseed rape. Canadian journal of plant
pathology. 14. 46 — 55.

Hammond, K M., Lewis, B. G. 1987. The establishment of systemic infection in

oilseed rape by Leptosphaeria maculans. Plant Pathology. 36. 135 — 147,

Hammond, K. M., Lewis, B. G., Musa, T. M. 1985. A systemis pathway in the
infection of oilseed rape plants by Leptosphaeria maculans. Plant pathology.
34. 557 — 565.

Hannush, D. J., Bolland, G. J. 1996. Influence of air temperature and relative humidity
on biological control of white mold of bean (Sclerotinia sclerotiorum).
Phytopathology. 86. 156 — 162.

Heale, J. B., Karapapa V. K. 1999. The verticillium threat to Canada's major oilseed

crop: canola. Canadian journal of plant pathology. 21. 1 - 7.

Hoffman, G. M., Schmutterer, H. 1999. Parasitire Krankheiten und Schadlinge an
landwirtschaflichen Kulturpflantzen. 2. Erwieterte und erginzte Auflage. Verlag
Eugen Ulmer Stuttgart. ISBN 3-8001-3207-9. 675 s. In Plachka, E. 2010. Bila hniloba
fepky (Sclerotinia sclerotiorum) — vyskyt a fungicidni oSetfeni maloparcelkovych
pokusii ozimé fepky na Opavsku v roce 2010. Sbornik — 27. vyhodnocovaci seminaft
Systém vyroby fepky a Systém vyroby slune¢nice. Svaz péstitelli a zpracovateli

olejnin. Praha. ISBN 978-80-87065-25-9. 229 — 234.

59



Howlett, B. J., Idnurm, A., Soledade, M., Pedras, C. 2001. Leptosphaeria maculans,
the causal agent of blackleg disease of brassicas. Fungal genetics and biology.
33.1-14.

Huang, H. C., Kozub, G. C. 1989. A simple method for production of apothecia from

Sclerotinia sclerotiorum. Plant protection bulletin. 31. 333 — 345.

Hysek, J., Vach., M., Javirek., M. 2008. Biologicka ochrana obilnin proti houbovym
fytopatogenim. Metodika pro praxi. Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v. v. i.

ISBN 978-80-87011-56-0. 24 s.

Jedryczka, M., Dakowska, S., West, J. S., Fitt, B. D. L. 1999. The influence of
wettness and temperature on the release of ascospores of Leptosphaeria maculans
(blackleg) from oilseed rape debris. Materialy z Sympozjum Naukowego Polskiego
Towarzystwa Fitopatologicznego ,,Bioroznorodnosc w fitopatologii europejskiej na

przelomie wiekow*. Poznan. 7. — 9. Wrzesien. 1999. 75.

Jensen, B. D., Finckh, M. R., Munk, L., Hauser, T. P. 2008. Susceptibility of wild
capot (Daucus carota spp. carota) to Sclerotinia sclerotiorum. European journal of
plant pathology. 122. 359 — 367.

Jevig, P. 2009. Nepotravinaiské vyuziti fepky olejné. In kolektiv autorii. 2009. Repka -
plodina s budoucnosti. BASF spol. s. r. 0. 180 s.

Johansson, A. 2006. Verticillium longisporum , Infection, Host range, Prevalence and
Plant Defence Responses. Licentiate thesis. Swedish university of agricultural

sciences. Uppsala. 2006. 27 s.

Johansson, A., Goud, J., K., C., Dixelius, C. 2005. Plant hosts range of Verticillium
longisporum and microsclerotia density in Swedish soils, European journal of plant
pathology, 114, 139 — 149.

Karapapa, V. K., Bainbridge, B. W., Heale, J. B. 1997. Morphological and molecular
characterization of Verticillium longisporum comb. nov., pathogenic to oilseed rape.
Mycologycal research. 101. 1281 — 1294,

Kazda, J., Mikulka, J., Prokinova, E. 2010. Encyklopedie ochrany rostlin. Profi press.
Praha. 399 s. ISBN 978-80-86726-34-2.

60



Kazda, J., Skeiik J., (eds.). 2008. Metodika integrované ochrany fepky. SPZO s.r.0.
2008. 80 str. ISBN 978-80-87065-08-2.

Khangura, R. K., MacLeod, W. J. 2011. Yield losses from blackleg (Leptosphaeria
maculans) in canola varieties under moderate disease pressure. 17th Australian
research assembly on brassicas. Wagga Wagga. New South Wales. Australia. (cit. 13.
3. 2012) <http://lwww.australianoilseeds.com/__data/assets/pdf_file/0015/8331/S4-P1-
Khangura.pdf>.

Kittner, M. 2012. Molekuldrni markery vyuzivané pii studiu variability rostlin.

Vzdélavani stfedoskolskych pedagogiu a studentd stfednich $kol jako néstroj ke

zvySovani kvality vyuky piirodovédnych predméta. CZ.1.07/1.1.00/14.0016. 30. ledna
2012. (cit. 22. 3. 2012). < http://www.priroda2l.upol.cz/docs/2012-01-3030 -

Kitner - Zakladni metody molekularni biologie v botanice.pdf>.

Kohn, L. M. 1979. A monographic revision of the genus Sclerotinia. Mycotaxon.
9. 365 — 444.

Koch, E., Song., K., Osborn, T. C., Williams, P. H. 1991. Relationship between
pathogenicity based on restriction fragment lenght polymorphism in Leptosphaeria

maculans. Molecular plant microbe interaction. 4. 341 — 349.

Koike, S., Subbarao, K., Davis, R., Gordon, T., Hubbard, J. 1994. Verticillium wilt of
cauliflower in California. Plant disease. 78. 1116 — 1121.

Ktemen, J., Pohlreich, P., Stiibrna, J. 1998. Techniky molekularni biologie a jejich

vyuZiti v mediciné. Karolinum Praha. 117 s.

Kuusk, S., Sohlberg, J. J., Long, J. A., Fridborg, 1., Sundberg, E. 2002. STY1 and
STY2 promote the formation of apical tissues during Arabidobsis gynoecium
development. Development. 129. 4707 — 4717.

Le Turneau, D. 1979. Morphology, cytology and physiology of Sclerotinia species in
culture. Phytopathology. 69. 887 — 890.

Luth, P. 2001. The biological fungicide Contans WG — a preparation on the basis of
the fungus Coniothrium minitans. International sclerotinia workshop. Central science
laboratory. York. UK. 127 p.

61


http://www.australianoilseeds.com/__data/assets/pdf_file/0015/8331/S4-P1-Khangura.pdf
http://www.australianoilseeds.com/__data/assets/pdf_file/0015/8331/S4-P1-Khangura.pdf
http://www.australianoilseeds.com/__data/assets/pdf_file/0015/8331/S4-P1-Khangura.pdf
http://www.australianoilseeds.com/__data/assets/pdf_file/0015/8331/S4-P1-Khangura.pdf
http://www.australianoilseeds.com/__data/assets/pdf_file/0015/8331/S4-P1-Khangura.pdf
Kittner,%20M.%202012.%20Molekulární%20markery%20využívané%20při%20studiu%20variability%20rostlin.%20Vzdělávání%20středoškolských%20pedagogů%20a%20studentů%20středních%20škol%20jako%20nástroj%20ke%20zvyšování%20kvality%20výuky%20přírodovědných%20předmětů.%20CZ.1.07/1.1.00/14.0016.%2030.%20ledna%202012.%20(cit.%2022.%203.%202012).%20%3c%20http:/www.priroda21.upol.cz/docs/2012-01-3030_-_Kitner_-_Zakladni_metody_molekularni_biologie_v_botanice.pdf%3e
Kittner,%20M.%202012.%20Molekulární%20markery%20využívané%20při%20studiu%20variability%20rostlin.%20Vzdělávání%20středoškolských%20pedagogů%20a%20studentů%20středních%20škol%20jako%20nástroj%20ke%20zvyšování%20kvality%20výuky%20přírodovědných%20předmětů.%20CZ.1.07/1.1.00/14.0016.%2030.%20ledna%202012.%20(cit.%2022.%203.%202012).%20%3c%20http:/www.priroda21.upol.cz/docs/2012-01-3030_-_Kitner_-_Zakladni_metody_molekularni_biologie_v_botanice.pdf%3e
Kittner,%20M.%202012.%20Molekulární%20markery%20využívané%20při%20studiu%20variability%20rostlin.%20Vzdělávání%20středoškolských%20pedagogů%20a%20studentů%20středních%20škol%20jako%20nástroj%20ke%20zvyšování%20kvality%20výuky%20přírodovědných%20předmětů.%20CZ.1.07/1.1.00/14.0016.%2030.%20ledna%202012.%20(cit.%2022.%203.%202012).%20%3c%20http:/www.priroda21.upol.cz/docs/2012-01-3030_-_Kitner_-_Zakladni_metody_molekularni_biologie_v_botanice.pdf%3e
Kittner,%20M.%202012.%20Molekulární%20markery%20využívané%20při%20studiu%20variability%20rostlin.%20Vzdělávání%20středoškolských%20pedagogů%20a%20studentů%20středních%20škol%20jako%20nástroj%20ke%20zvyšování%20kvality%20výuky%20přírodovědných%20předmětů.%20CZ.1.07/1.1.00/14.0016.%2030.%20ledna%202012.%20(cit.%2022.%203.%202012).%20%3c%20http:/www.priroda21.upol.cz/docs/2012-01-3030_-_Kitner_-_Zakladni_metody_molekularni_biologie_v_botanice.pdf%3e
Kittner,%20M.%202012.%20Molekulární%20markery%20využívané%20při%20studiu%20variability%20rostlin.%20Vzdělávání%20středoškolských%20pedagogů%20a%20studentů%20středních%20škol%20jako%20nástroj%20ke%20zvyšování%20kvality%20výuky%20přírodovědných%20předmětů.%20CZ.1.07/1.1.00/14.0016.%2030.%20ledna%202012.%20(cit.%2022.%203.%202012).%20%3c%20http:/www.priroda21.upol.cz/docs/2012-01-3030_-_Kitner_-_Zakladni_metody_molekularni_biologie_v_botanice.pdf%3e

Mahuku, G. S., Hall, R., Goodwin, P. H. 1996. Co-infection and induction of systemic
acquired resistence by weakly and highly virulent isolates of Leptosphaeria maculans

in oilseed rape. Physiological and Molecular Plant Pathology. 49. 61 — 72.

Martens, J. W., Seaman, W. L., Atkinson, T. G. 1994. Diseases of canola rapeseed and
mustard. Diseases od field crops in Canada: An illustrated compedium. The Canadian

phytopathological society. 116 — 121.

Maylandt, M., Bothe, H. 2009. Houbové¢ choroby - biologie, diagndza, ochrana. In
kolektiv autort. 2009: Repka — plodina s budoucnosti. BASF, spol. s. 1. 0. 180 s.

Mazakova, J. 2007. Osobni sdéleni.

Mengistu, A., Rimmer, R. S., Koch, E., Williams, P. H. 1991. Pathogenicity grouping
of isolates Leptosphaeria maculans on Brassica napus cultivars and their disease
reaction profiles on rapid-cycling brassicas. Plant disease. 75. 1279 — 1282.

Mercado-Blanco, J., Rodriguez-Jurado, D., Parrilla-Araujo, S., Jiménez-Diaz, R. M.
2003. Simultaneous detection of the defoliating and nondefoliating Verticillium
dahliae pathotypes in infected olive plants by duplex nested PCR chain reaction. Plant
Disease 87. 1487 — 1494.

Mol, L., Scholte, K. 1995. Formation of microsclerotia of Verticillium dahliae Kleb.
on various plant of two potato cultivars. Potato research. 38. 143 — 150.

Morall, R. A. A. 1977. A prelimitary study od influence of water potential on
sclerotium germination in Sclerotinia sclerotiorum. Canadian Journal of Botany.
55.8 - 11.

Mueller., D. S., Hartman. G. L., Pedersen, W. L. 2002. Effect of crop rotation and
tillage systems on sclerotinia stem rot on soybean. Canadian journal of plant
pathology. 24. 450 — 456.

Naseri, B. 2006. Epidemiology of blackleg disease of canola, caused by Leptosphaeria
maculans,. Thesis submitted for the degree of Doctor of Philosophy in University of
Adelaide. School of agriculture, food & wine. Australia. 199 p.

62



Nerad, D. 2007. Vyznam péstovani fepky. In Baranyk, P., Fabry, A. (eds.). 2007.

Repka - vyuziti, péstovani, ekonomika. Profi Press. Praha. 208 s.

Neumann, M. J., Dobinson, K. F. 2003. Sequence tag analysis of gene expression
during pathogenic growth and microsklerotia development in the vascular wilt

pathogen Verticillium dahliae. Fungal genetics and biology. 38. 54 — 62.

Ovesna, J., Hodek. J. 2007. Vyuziti AFLP pro genotypizaci rostlin. Metodika pro
praxi. Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v. v. 1. 21 s. ISBN 978-80-87011-36-2.

Pegg, G. F., Brady, B. L. 2002. Hosts. In Pegg, G. F., Brady, B. L. 2002. Verticillium
wilt. Wallingford. UK. CAB Publishing. ISBN 0-85199-529-2. 552 p.

Plachka, E. 2010. Bila hniloba fepky (Sclerotinia sclerotiorum) — vyskyt a fungicidni
oSetfeni maloparcelkovych pokust ozimé fepky na Opavsku v roce 2010. Sbornik —
27. Vyhodnocovaci seminai Systém vyroby fepky a Systém vyroby slunec¢nice. Svaz

péstitelil a zpracovatelil olejnin. Praha. ISBN 978-80-87065-25-9. 229 — 234.

Purdy, L. H. 1979. Sclerotinia sclerotiorum: history, diseases and symptomatology,
host range, geographic distribution and impact. Phytopathology. 69. 875 — 880.

Rimmer, R. S., van den Berg, C. G. J. 2007. Black leg (phoma stem canker). In In
Rimmer, R. S., Shattuck, V. I., Buchwaldt, L. 2007. Compendium of Brassica
Diseases. The American Phytopathological Society. 117 p.

Riou, C., Freyssinet, G., Fevre, M. 1991. Production of cell wall degradading enzymes
by the phytopathogenic fungus Sclerotinia sclerotiorum. Applied and environmental
microbiology. 57. 1478 — 1484.

Rosypal, S. 2002. Uvod do molekularni biologie. 4. dil. Brno. 1200 s.
ISBN 80-902562-4-4.

Rouxel, T., Balesdent, M. H. 2005. The stem canker (blackleg) fungus, Leptosphaeria

maculans, enters the genomic era. Molecular plant pathology. 6. 225 — 241.

Shirzadegan, M., Robbelen, G. 1985. Influence of seed colour and hull proportion on
quality properties of seed in Brassica napus L. - Fetre. Seifen. Anstrichmittel. 6.
235-237.

63



Shoemaker, R. A., Brun, H. 2001. The teleomorph of the weakly aggresice segregate

of Leptosphaeria maculans. Canadian journal of botany. 79. 412 — 4109.

Schathorst, W. C. 1981. Life cycle and epidemiology of Verticillium. In Mace M. E.,
Bell., A. A., Beckman, C. H. 1981. Fungal wilt diseases of plants. New York.
Academic press. ISBN 978-0124644502. 640 p.

Singh, M., Singh Rathore, S., Shekhawat, K., Singh Chauhan, J. 2011. Evaluation of
high water use efficient Brassica juncea L. germplasm for gas exchange parameters
and seed yield. Proceedings 13" International rapeseed congress. International

Consultative Research Group on Rapeseed. 5. — 9. 6. 2011. Czech republic.

Sippell, D. W., Hall, R. 1995. Glucose phosphate isomerie polymorphism distinguish
weakly from highly virulent strains of Leptosphaeria maculans. Canadian Journal of
Plant Pathology. 17. 1 — 6.

Somda, I., Harkous, S., Brun, H. 1997. Bipolar heterothallism in B-group isolates od
Leptosphaeria maculans. Plant pathology. 46. 890 — 896.

Stevenson, L. A., Fahleson, J., Hu, Q., Dixelius, C. 2002. An investigation of the
susceptibility of Arabidopsis thaliana to isolate of two species of Verticillium. Journal
of phytopathology. 149. 395 — 401.

Tsror, L. 2011. Epidemiology and control of Verticillium wilt on olive. Israel journal

of plant sciences. 59. 59 — 69.

Tulasne, L. R., Tulasne, C. 1863. Selecta Fungorum Carpologia, 2. Paris: La Presse
Impériale. In Rouxel, T., Balesdent, M. H. 2005. The stem canker (blackleg) fungus,
Leptosphaeria maculans, enters the genomic era. Molecular plant pathology.
6. 225 — 241.

Vlaskova, H., TreSlova, H. 2008. PCR. Sbornik textli Vybrané vySetfovaci metody
v molekuldrni genetice a cytogenetice. Projekt Metabolické vzdélavaci centrum
CZ.04.3.07/3.2.01.2./2048. Ustav dédiénych a metabolickych poruch. Vseobecna

fakultni nemocnice v Praze. Praha. 50 s.

Weipen, E. 2009. Repkovy stolni olej — z outsidera hvézdou. In kolektiv autorti. 2009.
Repka - plodina s budoucnosti. BASF spol. s. . 0. 180 s.

64



West, J. S., Kharbanda, P. D., Barbetti, M. J., Fitt, B. D. L. 2001. Epidemiology and
management of Leptosphaeria maculans (phoma stema canker) on oilseed rape in

Australia, Canada and Europe. Plant pathology. 50. 10 — 27.

Wilhelm, S. 1955. Longevity of the Verticillium wilt fungus in the laboratory and in
the field. Phytopathology. 45. 180 — 181.

Willets, H. J., Wong, J. A. L. 1980. The biology of S. sclerotiorum, S. triforium and S.

minor with emphasis on specific nomenclature. The botanical review. 46. 101 — 165.

Williams, P. H. 1992. Biology of Leptosphaeria maculans. Canadian journal of plant
pathology. 14. 30 — 35.

Williams, R. H., Fitt., B. D. L. 1999. Differentiating A and B groups of Leptosphaeria
maculans the blackleg pathogen of Brassica napus. Molecular plant pathology.
3. 487 —493.

Youn-sung, C., Sae-rom, K., Yu-jeong, J., Hye-joon, J., Ji-hie, H., Yoon-hi, C., L., J.,
Dong-Hee, L. 2012 Comparative transcriptome analysis of Arabidopsis and rapesees
under extreme temperature stress. Proceedings 13" International rapeseed congress.
International Consultative Research Group on Rapeseed. 5. — 9. 6. 2011. Czech

republic.

Zare, R. 2003. A revision of plant — associated Verticillium species. Rostaniha.
4. 29 -54.

Zhou, L., Hu, Q., Johansson, A., Dixelius, C. 2006. Verticillium longisporum and V.
dahliae: infection and disease in Brassica napus. Plant pathology. 55. 137 — 144.

Zouhar, M., Gaar, V. 2003. Zékladni metody diagnostiky a determinace karanténnich
druhd had’atek z rodu Globodera (G. rostochiensis a G. pallida) pro potiebu praxe.

Rada védéckych spole¢nosti CR. 71 s.

Zvara, J. 1981. Choroby fepky. In Caca, Z., Kollar, V., Novak, J. B., Zvara, J. 1981.
Zemgdélska fytopatologie. Statni zemed¢€lske nakladatelstvi. 1981. 344 s.

65



10.

SEZNAM PRILOH

11.1 PRILOHA C. 1: UKAZKA ELEKTROFOREOGRAMU
11.2 PRILOHA C. 2: TABULKA VYSLEDKU

11.3 PRILOHA C. 3: ANALYZA ROZPTYLU

66



11. PRILOHY

11.1 PRILOHA C. 1: UKAZKA ELEKTROFOREOGRAMU

v T

1111

Tento elektroforeogram byl vytvofen pro S. sclerotiorum. V prvni jamce je zfetelné
vidét Zzatici prouzky ,,Mass ruller DNA low range“. Ve druhé jamce je jasné viditelny
amplifikovany fragment o délce cca 300 bp, kde byla nalezena S. Sclerotiorum. V mistech,

kde tyto fragmenty viditelné nejsou, nebyl vzorek na pfitomnost DNA patogena pozitivni.
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11.2 PRILOHA C. 2: TABULKA VYSLEDKU

. Datum | Cast Cistota
Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
N1/09/1 8};;321{0"“6 Neuvedena | 25.6.2007 |Koten 1] 179
Kréek 1 1 1,86
Stonek 1 1,92
Stonek 2 1,91
N1/09/2 Kofen 1 1,53
Krcek 1,66
Stonek 1 1,95
Stonek 2 1,59
N1/09/3 Kofen 0,84
Kréek 1 1,69
Stonek 1 1 1,81
Stonek 2 1,73
N1/09/4 Koten 1,74
Krcek 1 1,68
Stonek 1 1 1,8
Stonek 2 1 1,82
N1/09/5 Kofen 1,82
Kréek 1 1,93
Stonek 1 1 1,92
Stonek 2 1 1,97
N1/09/6 Koften 1 1,72
Kréek 1 1,57
Stonek 1 1 1,62
Stonek 2 1 1,77
N1/09/7 Koften 1,93
Krcek 1 1,86
Stonek 1 1,81
Stonek 2 1,98
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)

N1/09/8 Kofen 1,63
Krcek 1 1,79

Stonek 1 2,07

Stonek 2 1,97

N1/09/9 Kofen 1,69
Kréek 1,8

Stonek 1 2,01

Stonek 2 1,76

N1/09/10 Kofen 1,84
Krcek 1,77

Stonek 1 1,98

Stonek 2 1,98

N1/09/11 Koten 1,79
Kréek 1 1,99

Stonek 1 1,83

Stonek 2 1,88

N1/09/12 Kofen 1,78
Krcek 1 1,91

Stonek 1 1,79

Stonek 2 1,68

N2/09/1 ggz‘sé's & |Neuvedena | Neznimé |Kofen 1 1,77
Krcek 1 1 1,74

Stonek 1 1 1 1,95

Stonek 2 1 1,94

N2/09/2 Koten 1,67
Kréek 1 1 1,78

Stonek 1 1 1 1,85

Stonek 2 1 1 1,99

N2/09/3 Koften 1 1,68
Krcek 1 1 1,67

Stonek 1 1 1 1,66

Stonek 2 1,84

69




Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
N2/09/4 Kofen 1 1,55
Krcek 1 1 1,76
Stonek 1 1 1 2,01
Stonek 2 1 1,94
N3/09/1 (ZFSulanL";"y Neuvedena | 20.7.2007 |Kofen 2
Kréek 1 1 1,86
Stonek 1| 1 1 1,79
Stonek 2| 1 1 1,83
N3/09/2 Koften 1,87
Krcek 1 1 1,89
Stonek 1 1 1,62
Stonek 2| 1 1 1,97
N3/09/3 Kofen 1 2,04
Kréek 1,95
Stonek 1 1 1,98
Stonek 2 1 1,78
N3/09/4 Kofen 1 2
Krcek 1 1 2,02
Stonek 1| 1 1 1,68
Stonek 2| 1 1 1,87
M1/09/1 | Slatiny Neuvedena 7.7.2008 |Koften 1 1 1 1,97
Krcek 1 1 1 1,75
Stonek 1| 1 1 1,69
Stonek 2| 1 1 1,79
M1/9/2 Koten 1 1,84
Kréek 1 1 1,78
Stonek 1 1 1,59
Stonek 2 1 1,47
M1/9/3 Kofen 1,87
Krcek 1 1 1,96
Stonek 1| 1 1 1 1,75
Stonek 2 1 1,69
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)

L1/09/1 %fi‘gva Neuvedena | 3.7.2008 |Kofen | 1 | 1 1,96
Kréek 1 1 1,75

Stonek 1| 1 1 1,88

Stonek 2| 1 1,92

L1/09/2 Kofen 1 1,53
Krcek 1 1 1,8

Stonek 1 1 1,76

Stonek 2 1,87

L1/09/3 Koften 1 1 1 1,75
Krcek 1 1 1 1,97

Stonek 1 1,71

Stonek 2| 1 1,53

L1/09/4 Kofen 1 1,81
Krcek 1 1 1,48

Stonek 1| 1 1 1,77

Stonek 2| 1 1 2,06
L1/09/5 Kofen 1,7
Krcek 1 1 1,7

Stonek 1| 1 1 1,86
Stonek 2| 1 1,6

L2/09/1 %f:é‘gva Labrador 3.7.2008 |Koten | 1 | 1 1,62
Krcek 1 1 1,9
Stonek 1| 1 1 1,8

Stonek 2| 1 1,85

L2/09/2 Kofen 1,61
Kréek 1 1 1,72

Stonek 1 1 1,78

Stonek 2| 1 1 1,67

L2/09/3 Koten 1 1 1,61
Krcek 1 1 1,66

Stonek 1 1,76

Stonek 2 1,76
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Datum

Cast

Cistota

Oznacdeni | Lokalita Odrida odbéru | rostliny LM [LB|VD|SS| DNA (A
260/280)
L2/09/4 Kofen 1,73
Krcek 1 1,57
Stonek 1 1 1,76
Stonek 2 1 1,81
L2/09/5 Kofen 1
Kréek 1
Stonek 1 1
Stonek 2 1
SA1/9/1 sztgﬁfée Neuvedena | 16.7.2009 | Kofen 1,98
Krcek 1 1,88
Stonek 1| 1 1,84
Stonek 2 1,9
SA1/9/2 Kofen 1,99
Kréek 1 1,94
Stonek 1 1,94
Stonek 2 1,96
SA1/9/3 Koften 1 1,98
Krcek 1 1,95
Stonek 1 1,63
Stonek 2| 1 1,84
SA1/9/4 Kofen 1 1,73
Kréek 1 1,49
Stonek 1 1,73
Stonek 2 1,27
SA1/9/5 Koten 1,51
Kréek 1 1,64
Stonek 1 1,61
Stonek 2 1,35
SA1/9/6 Kofen 1,54
Krcek 1 1,72
Stonek 1 1,85
Stonek 2 1,74
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Cistota

Oznateni | Lokalita Odrida E;s;’:; réo’:‘:tfiny LM |[LB|VD|SS| DNA (A
260/280)
SA1/9/7 Kofen 1 1,74
Krcek 1,7
Stonek 1 1,85
Stonek 2 1,74
SA1/9/8 Kofen 1,57
Kréek 1,56
Stonek 1 1,73
Stonek 2 1,74
SA1/9/9 Kofen 1,74
Kreek 1,71
Stonek 1 1,82
Stonek 2 1,66
SA1/9/10 Koften 1,56
Krcek 1,77
Stonek 1 1,7
Stonek 2 1,61
SA2/9/1 |Zubfi - Haje | Digger 16.7.2009 |Kofen 15
Kréek 1 1 1,78
Stonek 1| 1 1 1,8
Stonek 2 1 1,78
SA2/9/2 Koften 1,89
Krcek 1 1,84
Stonek 1 1 1,75
Stonek 2 1 1,6
SA2/9/3 Koften 1 1,99
Krcek 1 1 7,19
Stonek 1 1,72
Stonek 2 1,86
SA2/9/4 Koten 1 1,7
Kréek 1 1 1,8
Stonek 1| 1 1 1,88
Stonek 2| 1 1 1,74
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Datum

Cast

Cistota

Oznacdeni | Lokalita Odrida odbéru | rostliny LM [LB|VD|SS| DNA (A
260/280)
SA2/9/5 Kofen 1 1,9
Kréek 1 1,89
Stonek 1| 1 1,87
Stonek 2 1,83
SA2/9/6 Kofen 1 1,7
Kréek 1 1 1,7
Stonek 1| 1 1 1,75
Stonek 2| 1 1 1,96
SA2/9/7 Kofen 1,83
Krcek 1,93
Stonek 1 1,67
Stonek 2 1,74
SA3//L | 2000 Ontario 16.7.2009 | Kofen 1,84
Kréek 1 1,83
Stonek 1| 1 1 1,86
Stonek 2| 1 1 1,87
SA3/9/2 Koften 1,86
Krcek 1 1,8
Stonek 1 1,79
Stonek 2 1,74
SA3/9/3 Kofen 1 1,81
Kréek 1 1 1,87
Stonek 1 1,66
Stonek 2| 1 1,72
SA3/9/4 Koten 1,84
Kréek 1,91
Stonek 1 1,85
Stonek 2 1 1,65
SA3/9/5 Koften 1,89
Krcek 1,82
Stonek 1 1 1,76
Stonek 2 1 1,71
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Oznaceni

Lokalita

Odriada

Datum
odbéru

Cast
rostliny

LM

LB

VD

SS

Cistota
DNA (A
260/280)

SA3/9/6

Kofen

1,67

Kreek

1,93

Stonek 1

1,69

Stonek 2

1,71

SA3/9/7

Kofen

1,95

Kréek

1,92

Stonek 1

1,8

Stonek 2

1,8

SA3/9/8

Kofen

1,75

Kréek

1,73

Stonek 1

1,77

Stonek 2

1,84

A1/09/1

ZAS -
Kolove¢

Atlantic

30.7.2009

Kofen

pd

pd

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

A1/09/2

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

A1/09/3

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

A1/09/4

Kofren

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

A1/09/5

Kofen

Krcek

Stonek 1

Stonek 2

Z|1Z2|lZ2|1Z2|lZ2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|12|Z2|Z2

Z|Z2|lZ2|1Z2|lZ2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|12|Z2|Z2
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Datum

Cast

Cistota

Oznacdeni | Lokalita Odrida odbéru | rostliny LM [LB|VD|SS| DNA (A
260/280)
B1/09/1 |Bylany Ontario Neznamé | Kofen N [ N
Krcek 1 1 [ N[N
Stonek 1| 1 1 [ N[N
Stonek 2| 1 1 [ N[N
B1/09/2 Kofen N | N
Kréek N | N
Stonek 1 1 | N|N
Stonek 2 N | N
B1/09/3 Kofen 1 [ N[N
Krcek 1 1 | N[N
Stonek 1| 1 1 [ N[N
Stonek 2| 1 1 [ N[N
B1/09/4 Kofen N | N
Krcek 1 | N|N
Stonek 1| 1 1 | N|N
Stonek 2| 1 1 | N|N
B1/09/5 Kofen N | N
Kréek 1 [ N[N
Stonek 1 1 [ N[N
Stonek 2 N | N
C1/09/1 | Bylany Baldur Neznamé | Kofen N [ N
Krcek 1 1 | N|N
Stonek 1| 1 1 | N|N
Stonek 2| 1 1 [ N[N
C1/09/2 Koften 1 N | N
Krcek 1 1 | N[N
Stonek 1| 1 1 | N|N
Stonek 2 1 [ N[N
C1/09/3 Koften N | N
Kréek N [N
Stonek 1 1 [ N[N
Stonek 2 N | N
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni Lokalita Odrida odbéru | rostliny LM |LB|VD|SS| DNA (A
260/280)
C1/09/4 Kofen N | N
Krcek N | N
Stonek 1| 1 1 [ N[N
Stonek 2 N | N
C1/09/5 Kofen N | N
Kréek 1 1 N[N
Stonek 1| 1 1 | N|N
Stonek 2| 1 1 | N|N
D1/09/1 | Slatiny Lagoda 29.7.2009 | Kofen N [ N
Krcek 1 | N[N
Stonek 1 1 [ N[N
Stonek 2 N | N
D1/09/2 Kofen N | N
Krcek 1 | N|N
Stonek 1| 1 1 | N|N
Stonek 2| 1 1 | N|N
D1/09/3 Kofen N | N
Krcek 1 N | N
Stonek 1| 1 N | N
Stonek 2| 1 N | N
D1/09/4 Kofen N | N
Krcek N [N
Stonek 1| 1 N | N
Stonek 2| 1 N | N
D1/09/5 Kofen N [N
Krcek N | N
Stonek 1| 1 N | N
Stonek 2 N | N
E1/09/1 |Slatiny Neuvedena | 27.7.2009 |Koien N [ N
Kréek 1 1 | N|N
Stonek 1| 1 1 | N|N
Stonek 2| 1 N | N
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
E1/09/2 Kofen N | N
Krcek 1 N | N
Stonek 1| 1 N | N
Stonek 2 N | N
E1/09/3 Kofen N | N
Kréek 1 N[N
Stonek 1| 1 N | N
Stonek 2| 1 N | N
E1/09/4 Kofen N | N
Krcek 1 N | N
Stonek 1| 1 1 [ N[N
Stonek 2 N | N
E1/09/5 Kofen N | N
Krcek N | N
Stonek 1 1 [ N[N
Stonek 2 N | N
F1/09/1 | Sychrov Californium | 31.7.2009 | Kofen N [ N
Krcek 1 N | N
Stonek 1| 1 N | N
Stonek 2| 1 N | N
F1/09/2 Kofen N | N
Krcek N [N
Stonek 1| 1 N | N
Stonek 2| 1 N | N
F1/09/3 Kofen N [N
Krcek 1 | N[N
Stonek 1| 1 N | N
Stonek 2| 1 N | N
F1/09/4 Koften N | N
Kréek N [N
Stonek 1| 1 1 | N|N
Stonek 2| 1 N | N
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Datum

Cast

Cistota

Oznadeni | Lokalita Odrida odbéru | rostliny LM [LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
F1/09/5 Kofen N [ N
Kréek 1 N | N
Stonek 1| 1 N [N
Stonek 2| 1 N [N
G1/09/1 | Dobrotin Baros Neznamé | Kofen N | N
Kréek 1| N|N
Stonek 1 1 [ N[N
Stonek 2 1 | N|N
G1/09/2 Kofen N [ N
Kréek 1 1 | N|N
Stonek 1| 1 1 | N[N
Stonek 2 1 | N|N
G1/09/3 Kofen N | N
Krcek N | N
Stonek 1 1 | N|N
Stonek 2 N [N
G1/09/4 Kofen N [ N
Kréek 1 1 | N|N
Stonek 1| 1 1 | N|N
Stonek 2 1 | N|N
G1/09/5 Kofen N [ N
Kreek N | N
Stonek 1 1 | N[N
Stonek 2 N [N
H1/09/1 | Dobrotin Baldur Neznamé | Kofen 1 | N|N
Kréek N | N
Stonek 1 1 [ N[N
Stonek 2 N [ N
H1/09/2 Koften N [ N
Kréek N | N
Stonek 1 1 | N[N
Stonek 2 N | N
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Oznaceni

Lokalita

Odriada

Datum
odbéru

Cast
rostliny

LM

LB

VD

wn
w

Cistota
DNA
(A 260/280)

H1/09/3

Kofen

Kreek

Stonek 1

Stonek 2

H1/09/4

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

H1/09/5

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

11/09/1

Smilovy hory

Ontario

Neznamé

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

11/09/2

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

11/09/3

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

11/09/4

Kofen

Krcek

Stonek 1

Stonek 2

11/09/5

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

Z|Z2|lzZz|Z2|lZ2|Z2(Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|(Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|12(Z2|2|Z2

Z|Z2|lzZz|Z2|lZ2|Z2(Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|(Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|12Z2(Z2|2|Z2
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Oznaceni

Lokalita

Odriada

Datum
odbéru

Cast
rostliny

LM

LB

VD

wn
w

Cistota
DNA
(A 260/280)

J1/09/1

Brilice

Asgard

Neznamé

Kofen

Kreek

Stonek 1

Stonek 2

J1/09/2

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

J1/09/3

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

J1/09/4

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

J1/09/5

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

K1/09/1

Brilice

Lagoda

Neznamé

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

K1/09/2

Kofen

Krcek

Stonek 1

Stonek 2

K1/09/3

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

Z|Z2|lzZz|Z2|lZ2|Z2(Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|(Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|12(Z2|2|Z2

Z|Z2|lzZz|Z2|lZ2|Z2(Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|(Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|12Z2(Z2|2|Z2
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
K1/09/4 Kofen N | N
Krcek N | N
Stonek 1 N | N
Stonek 2 N | N
K1/09/5 Kofen N | N
Kréek N | N
Stonek 1 N | N
Stonek 2 N | N
S1/09/1 | Moutnice Ontario 27.8.2009 |Kofen 1,65
Krcek 1,65
Stonek 1 1,78
Stonek 2 1,66
S1/09/2 Koten 1,76
Kréek 1 1,75
Stonek 1 1 1,75
Stonek 2 1 1,63
S1/09/3 Kofen 1,84
Krcek 1,91
Stonek 1| 1 1 1,73
Stonek 2 1,55
S1/09/4 Kofen 1,63
Kreek 1,66
Stonek 1| 1 1,79
Stonek 2| 1 1 1,62
S1/09/5 Kofen 1,6
Krcek 1 1,68
Stonek 1| 1 0,72
Stonek 2 1,64
S2/09/1 | Moutnice Liprima Neznamé | Koifen 1,69
Kréek 1 1 1,73
Stonek 1| 1 1 1,62
Stonek 2 1 1,61
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
S2/09/2 Kofen 1,7
Krcek 1 1 1,75
Stonek 1| 1 1 1,75
Stonek 2| 1 1 15,45
S2/09/3 Kofen 1,88
Kréek 1 1,9
Stonek 1| 1 1 1,58
Stonek 2 1 1,41
S2/09/4 Kofen 1,77
Krcek 1 1 1,79
Stonek 1| 1 1 2,2
Stonek 2| 1 1 1,52
S2/09/5 Koten 1,71
Kréek 1,87
Stonek 1| 1 1 1,83
Stonek 2 1 15
T1/09/1 | Chorusice Sion-Asgard | 22.7.2009 | Kofen 1 1,92
Krcek 1 1 1 1,81
Stonek 1 1 1,92
Stonek 2 1 1,89
T1/09/2 Kofen 1 1,59
Kréek 1 1 1 1,8
Stonek 1 1 1 1,69
Stonek 2 1 1,95
T1/09/3 Koften 1 1,79
Krcek 1 1 1 1,63
Stonek 1 1 1,68
Stonek 2| 1 1,88
T1/09/4 Kofen 1 2,08
Kréek 1 1 1 1,85
Stonek 1 1 2,03
Stonek 2| 1 1,93
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
T1/09/5 Kofen 1 1,77
Krcek 1 1,77
Stonek 1 1,81
Stonek 2 1,78
T2/09/1 | Chorusice Sion-Asgard | 30.7.2009 | Kofen 1 1,89
Kréek 1 1 1,67
Stonek 1 1,75
Stonek 2 1,67
T2/09/2 Kofen 1,62
Krcek 1 1 1,52
Stonek 1| 1 1,77
Stonek 2| 1 1 1,67
T2/09/3 Koten 1 1 1,55
Krcek 1 1 1,62
Stonek 1| 1 1,84
Stonek 2 1 1,73
T2/09/4 Kofen 1,76
Krcek 1 1 1,74
Stonek 1 1,73
Stonek 2| 1 1 1,88
T2/09/5 Kofen 1,58
Krcek 1 1 1,54
Stonek 1 1,53
Stonek 2 1,75
uroors |25 lontario | 30.7.2009 | Kofen 1,34
Kréek 1 1 1,32
Stonek 1 1,82
Stonek 2 1,6
U1/09/2 Kofen 1,62
Krcek 1 1,74
Stonek 1 1 1,62
Stonek 2| 1 1 1,93
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Cistota

Oznateni | Lokalita Odriida 5;1:;2 réoiiTiny LM |LB|VD|SS| DNA
(A 260/280)
U1/09/3 Kofen 1,7
Kréek 1 1,33
Stonek 1| 1 1 1,79
Stonek 2| 1 1 1,58
U1/09/4 Kofen 1 1,55
Kréek 1 1 1,61
Stonek 1 1 1,33
Stonek 2 1 1,73
U1/09/5 Kofen 1 1,58
Kréek 1 1 1,62
Stonek 1 1 1,64
Stonek 2 1 1,76
V1/09/1 |Risuty Neuvedena | Neznamé |Kofen 1 1,98
Kréek 1 1 1,72
Stonek 1 1 1,29
Stonek 2 1 1,85
V1/09/2 Kofen 1 1,96
Kréek 1 1 1,97
Stonek 1 1 1,67
Stonek 2 1 1,65
V1/09/3 Kofen 1 1 1,79
Kréek 1 1 1,67
Stonek 1| 1 1 191
Stonek 2 1 1,94
V1/09/4 Kofen 1 2,12
Kréek 1 1 1 2,02
Stonek 1 1 1,96
Stonek 2 1,86
\V/1/09/5 Kofen 1,78
Kréek 1,83
Stonek 1 1,74
Stonek 2 1,87
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
W1/09/1 |ZS Sloveg Labrador 23.7.2009 | Kofen 1,89
Krcek 1 2
Stonek 1 1 1,85
Stonek 2 1 1,73
W1/09/2 Kofen 1,81
Kréek 1 1 1,74
Stonek 1 1,91
Stonek 2 1 1,79
W1/09/3 Kofen 1,98
Krcek 1 1 1,99
Stonek 1| 1 1,95
Stonek 2| 1 1 1,84
W1/09/4 Koten 1 1 1,88
Krcek 1 1 2,15
Stonek 1| 1 1,87
Stonek 2 1,81
W1/09/5 Kofen 1,73
Krcek 1 1 1,91
Stonek 1| 1 2,22
Stonek 2 1 1,71
X1/09/1 | U Sloupu Lagoda 27.7.2009 | Kofen 1 1 1,53
Kréek 1 1,58
Stonek 1 1 1,72
Stonek 2| 1 1,94
X1/09/2 Koften 2,12
Krcek 1 1 1,47
Stonek 1| 1 1,98
Stonek 2 1,96
X1/09/3 Koften 1 1 2
Kréek 1 1 2,07
Stonek 1 1,95
Stonek 2 1,92
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
X1/09/4 Kofen 1 1,51
Krcek 1 1 1,52
Stonek 1 1,96
Stonek 2| 1 1 1,9
X1/09/5 Kofen 2,38
Kréek 2,28
Stonek 1 1,76
Stonek 2 1,92
Y1/09/1 |U Sloupu Asgard 27.7.2009 | Kofen 1 1,67
Krcek 1 1 1,58
Stonek 1 1 1 1,85
Stonek 2 1,94
Y1/09/2 Koten 1,73
Kréek 1 1,69
Stonek 1 1 1,75
Stonek 2 1 1,88
Y1/09/3 Kofen 1,61
Krcek 1 1 1 1,71
Stonek 1 1 1,72
Stonek 2| 1 1 1,83
Y 1/09/4 Kofen 1 1,87
Kréek 1 1 1 1,63
Stonek 1 1 1 1,8
Stonek 2| 1 1 1,7
Y1/09/5 Koften 1,47
Krcek 1 1 1,53
Stonek 1 1 3,58
Stonek 2 1,46
SA1/10/1 E&?;(;\Sée Neuvedena | 13.7.2010 | Kofen 1,89
Krcek 1 1 1,7
Stonek 1| 1 1 1,55
Stonek 2 1 1,73
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
SA1/10/2 Kofen X | X | X | X
Kréek 1 1 1,85
Stonek 1 1 1,81
Stonek 2 1 1,56
SA1/10/3 Koten 1,67
Kréek 1 1,98
Stonek 1 1 1,84
Stonek 2 1 1,67
SA1/10/4 Kofen 1,83
Krcek 1,87
Stonek 1| 1 1 1,54
Stonek 2 1 1,76
SA1/10/4 Koten 1,5
Kréek 1 1,81
Stonek 1| 1 1 2,07
Stonek 2 1 1,81
SA2/10/1 ivlztrgs;ce " |Neuvedena |13.7.2010 |Kofen | X | X | X | X
Krcek 1 1 1 1,92
Stonek 1| 1 1 1 1,29
Stonek 2| 1 1 1 1,59
SA2/10/2 Kofen X | X | X | X
Kréek 1 1 1,9
Stonek 1 1 1 2,15
Stonek 2 1,86
SA2/10/3 Koten X | X | X ]| X
Kréek 1,76
Stonek 1 1,78
Stonek 2 1 1 1,71
SA2/10/4 Kofen X | X | X | X
Krcek 1 1 0,52
Stonek 1 1 1,98
Stonek 2 1 1,89
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Datum

Cast

Cistota

Oznacdeni | Lokalita Odrida odbéru | rostliny LM [LB|VD]| SS DNA
(A 260/280)

SA2/10/5 Kofen X | X | X | X

Kréek 1 1 1,78

Stonek 1 1 1 1,74

Stonek 2 1 1 1,67
SA3/10/1 I*flazse‘ﬂ‘;:ﬂce Neuvedena | 13.7.2010 |Koten | X | X | X | X

Kréek 1 1,81

Stonek 1 1 1 1,78

Stonek 2 1 1,71
SA3/10/2 Koien X X | XX

Kréek 1 1 1,54

Stonek 1 1 1,63

Stonek 2 1 1,71
SA3/10/3 Kofen X | X | X | X

Kréek 1 1,9

Stonek 1 1 1 2,11

Stonek 2 1 1 1,96
SA3/10/4 Koien X X | XX

Kréek 1 1 1,79

Stonek 1 1 1 1,74

Stonek 2 1 1 1,79
SA3/10/5 Kofen X | X | X | X

Kréek 1 1,62

Stonek 1 1 1 1,57

Stonek 2 1 1 1,63
saio/ | INISKE I Neuvedena [ 12.7.2010 |Kofen | X | X | X | X

Kréek 1 1,71

Stonek 1 1 1,97

Stonek 2 1 1,83
SA4/10/2 Koten X X | XX

Kréek 1 1,47

Stonek 1 1 1,64

Stonek 2 1 1 1,69
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
SA4/10/3 Kofen X | X | X | X
Krcek 1 1 1 1,34
Stonek 1 1 1,9
Stonek 2 1 1,7
SA4/10/4 Koten X | X| X | X
Kréek 1 1 1 1,66
Stonek 1 1 1,53
Stonek 2 1 1,69
SA4/10/5 Kofen X | X | X | X
Krcek 1 1 1,92
Stonek 1 1 1,93
Stonek 2 1 1,66
SAS/10/1 | MRS | Neuvedena [ 12.7.2010 |Kofen | X | X | X | X
Kréek 1 1,65
Stonek 1 1 1 1,68
Stonek 2 1 1,69
SA5/10/2 Koften X | X | X | X
Krcek 1 1 1,69
Stonek 1 1 1 1,76
Stonek 2 1 1 1,9
SA5/10/3 Kofen 1 1,71
Kréek 1 1 1,68
Stonek 1 1 1 1,89
Stonek 2 1 1,89
SA5/10/4 Koten X | X | X ]| X
Kréek 1 1,61
Stonek 1 1 1 1,65
Stonek 2 1 1 1,78
SA5/10/5 Kofen X | X | X | X
Krcek 1 1,93
Stonek 1 1 1 1,21
Stonek 2| 1 1 1,95
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
sae/10/1 | Poricinad i Noyvedena | 12.7.2010 [Koten | X | X | X | X
Sazavou
Kréek 1 1,87
Stonek 1 1,63
Stonek 2 1,88
SA6/10/2 Kofen X | X | X | X
Krcek 1,73
Stonek 1 1,81
Stonek 2 1,85
SA6/10/3 Koften X | X | X | X
Krcek 1 1,73
Stonek 1 1,84
Stonek 2 1 1,76
SA6/10/4 Kofen X | X | X | X
Kréek 1,99
Stonek 1 1 1,87
Stonek 2 1,74
SA6/10/5 Koften X | X | X | X
Krcek 1,66
Stonek 1 1 1,68
Stonek 2 1 1,74
SA7/10/1 g:;ggv Neuvedena |12.7.2010 [Kofen | X | X | X | X
Krcek 1,59
Stonek 1 1 1,55
Stonek 2 1 1,72
SA7/10/2 Kofen X | X | X | X
Kréek 1 1,82
Stonek 1 1,71
Stonek 2 1,63
SA7/10/3 Koten 1,88
Krcek 1 1 1,86
Stonek 1 1 1,73
Stonek 2| 1 1 2,12
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Oznaceni

Lokalita

Odriada

Datum
odbéru

Cast
rostliny

LM

VD

SS

Cistota
DNA
(A 260/280)

SAT7/10/4

Kofen

Kreek

1,7

Stonek 1

1,32

Stonek 2

1,79

SAT/10/5

Kofen

Xl ||| X

Kréek

1,78

Stonek 1

1,71

Stonek 2

1,94

Al-A4

Kr¢ (Pisek)

Neuvedena

12.7.2010

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

A5 - A8

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

A9 -A12

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

Z|Z2|lZ2|1Z2|1Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|2|Z2

Z|1Z2|lZ2|1Z2|1Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|2|Z2

Al3-A
16

Kofen

pd

pd

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

Al7- A20

Kofren

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

Bl-B4

Kluky

Neuvedena

13.7.2010

Kofen

Krcek

Stonek 1

Stonek 2

Z|Z2|lZ2|1Z2|lZ2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2

Z|Z2|lZ2|1Z2|lZ2|1Z2|Z2|1Z2|1Z2|Z2|Z2
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Oznaceni

Lokalita

Odriada

Datum
odbéru

Cast
rostliny

LM

LB

VD

wn
w

Cistota
DNA
(A 260/280)

B5 - B8

Kofen

Kreek

Stonek 1

Stonek 2

B9- B12

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

B13 - B16

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

B17 - B20

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

Cl-C2

Sudkov

Neuvedena

Neznamé

Kofen

Kréek

XXl |Fr|F

Stonek 1

Stonek 2

C3-C4

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

C5-C6

Kofen

Krcek

Stonek 1

Stonek 2

C7-C8

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

Z|Z2|lzZz|Z2|lZ2|Z2(Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|(Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|12(Z2|2|Z2

Z|Z2|lzZz|Z2|lZ2|Z2(Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|(Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|12Z2(Z2|2|Z2
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Oznaceni

Lokalita

Odriada

Datum
odbéru

Cast
rostliny

LM

LB

VD

wn
w

Cistota
DNA
(A 260/280)

D1 - D4

Zahoti

Neuvedena

12.7.2010

Kofen

Kreek

Stonek 1

Stonek 2

D5 - D8

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

D9 - D12

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

D13 -D16

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

D17 - D20

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

El-E4

Budkov

Neuvedena

Neznamé

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

E5-E7

Kofen

Krcek

Stonek 1

Stonek 2

E8 - El1

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

Z|Z2|lzZz|Z2|lZ2|Z2(Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|(Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|12(Z2|2|Z2

Z|Z2|lzZz|Z2|lZ2|Z2(Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|(Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|12Z2(Z2|2|Z2
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
G1-G2 |Rapotin Neuvedena | Neznamé |Kofen X | X| N|N
Krcek X | X| N|N
Stonek 1 N | N
Stonek 2 1 [ N[N
G3-G4 Koften X [ X| N|N
Kréek X | X| N|N
Stonek 1 N | N
Stonek 2 N | N
G5-G6 Kofen X | X| N[N
Krcek X | X| N|N
Stonek 1 1 [ N[N
Stonek 2 1 [ N[N
G7-G8 Koten X | X| N|N
Krcek X X | N|N
Stonek 1 N | N
Stonek 2 N | N
H1-H2 |Zabieh Neuvedena | Neznamé |Kofen X X | N|N
Krcek X | X| N|N
Stonek 1 N | N
Stonek 2 N | N
H3 - H4 Koten X X | N|N
Krcek X X | N|N
Stonek 1 N | N
Stonek 2 N | N
H5 - H6 Koften X | X| N|N
Krcek X | X| N|N
Stonek 1 N | N
Stonek 2 N | N
H7 - H8 Koften X X | N|N
Kréek X X | N|N
Stonek 1 N | N
Stonek 2 N | N
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Oznaceni

Lokalita

Odriada

Datum
odbéru

Cast
rostliny

LM

LB

VD

wn
w

Cistota
DNA
(A 260/280)

11-12

Dolni
Studénky

Neuvedena

Neznamé

Kofen

pd

pd

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

13-14

Kofen

Kreek

Stonek 1

Stonek 2

I15-16

Kofen

Kréek

X | X]r|r|X|X]r

Stonek 1

Stonek 2

17-18

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

19-110

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

Z|Z2|lZ2|1Z2|lZ2|Z2(Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|2]|Z2

Z|Z2|lZ2|1Z2|lZ2|Z2(Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|2]|Z2

J1-J4

Pechova
lhota

Neuvedena

Neznamé

Kofen

pd

pd

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

J5-J8

Kofen

Kréek

Stonek 1

Stonek 2

J9-J12

Kofren

Krcek

Stonek 1

Stonek 2

Z|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|2|12|Z2

Zl|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|2|12|Z2
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odrida odbéru | rostliny LM [LB|VD]| SS DNA
(A 260/280)
J13-J16 Kofen N | N
Kréek N | N
Stonek 1 1 | N|N
Stonek 2 N | N
J17-J20 Kofen N | N
Kréek N | N
Stonek 1 N [ N
Stonek 2| 1
02/09/1 I?(E)‘;)rff\ice Californium | Neznamé |Kofen 1,46
Kréek 1,53
Stonek 1 1,72
Stonek 2 1,61
02/09/2 Kofen 1 2,08
Kréek 1,76
Stonek 1 1 1,89
Stonek 2 1 1,83
02/09/3 Kofen 1,65
Kréek 1,56
Stonek 1 1 1,87
Stonek 2 1 1,73
02/09/4 Kofen 1,78
Kréek 1,84
Stonek 1 1 1,86
Stonek 2 1 1,75
03/09/1 I%El-)rff\ice Ladoga Neznamé | Kofen 1,87
Kréek 1 1,89
Stonek 1 1,9
Stonek 2 1,68
04/09/1 Kofen 1 1 1,68
Kréek 1,73
Stonek 1 1 1,71
Stonek 2 1,86
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
04/09/2 Kofen 1,68
Kréek 1 1 1,69
Stonek 1 1,93
Stonek 2 1 1,54
04/09/3 Kofen 1,63
Kréek 1 1 1,68
Stonek 1 1 1,62
Stonek 2| 1 1 1,76
04/09/4 Kofen 1 1 1,62
Krcek 1,68
Stonek 1 1 1,63
Stonek 2 1,84
P1/09/1 a’;‘g’o"y Ladoga Neznamé | Kofen 1,71
Kreek 1,71
Stonek 1 1,86
Stonek 2 1,38
P1/09/2 Koften 1 1,77
Krcek 1 1,8
Stonek 1 1,74
Stonek 2 1 1,81
P1/09/3 Kofen 1 1,7
Kréek 1,62
Stonek 1 1 1,7
Stonek 2 1 1,62
P1/09/4 Koten 1 1,79
Kréek 1 1,83
Stonek 1 1 1,82
Stonek 2 1 1,79
P1/09/5 Kofen 1,4
Krcek 1 1,93
Stonek 1 1 1,94
Stonek 2 1,86
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
Q1/09/1 |Sipy - pokus |Neuvedena | Neznamé |Kofen 1
Krcek 1
Stonek 1
Stonek 2
Q1/09/2 Kofen
Kréek 1
Stonek 1
Stonek 2
Q1/09/3 Kofen 1 1
Krcek 1 1
Stonek 1 1
Stonek 2
Q1/09/4 Kofen
Kréek
Stonek 1
Stonek 2
R1/09/1 | Vycapy Liprima Neznamé | Kofen 1,99
Krcek 1 1,95
Stonek 1 1 2,82
Stonek 2 1 1,69
R1/09/2 Kofen 1,96
Kréek 1 1,96
Stonek 1 1 1,83
Stonek 2 1 1,65
R1/09/3 Koften 1,86
Krcek 1,94
Stonek 1 1 1,94
Stonek 2 1 1,68
R1/09/4 Kofen 1,82
Kréek 1 1 1,93
Stonek 1 1,63
Stonek 2 1 1,81
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
R1/09/5 Kofen 1,55
Krcek 1,71
Stonek 1 1,7
Stonek 2 1,64
R2/09/1 | Vycapy Cadeli Neznamé | Kofen 1,83
Kréek 1,83
Stonek 1 1,88
Stonek 2 1,98
R2/09/2 Kofen 1,86
Krcek 1,92
Stonek 1 1 1,82
Stonek 2 1 1,93
R2/09/3 Koten 1,76
Kréek 1 1,84
Stonek 1 1,77
Stonek 2 1 1,98
R2/09/4 Kofen 3,01
Krcek 1,94
Stonek 1 1 1,7
Stonek 2 1 1,75
R2/09/5 Kofen 2,24
Kréek 1 1,57
Stonek 1 1 1,71
Stonek 2 1 1,49
SA4/09/1 [Neoznaceno |Neuvedena | Neznamé |Kofen N N 1,7
Krcek N N 1,83
Stonek 1| N N 1,92
Stonek2| N | N 1,89
SA4/09/2 Kofen N N 1,55
Kréek N N 1,47
Stonek1{ N | N 1,77
Stonek 2| N N 1,59
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
SA4/09/3 Kofen N N 1,72
Kréek N | N 1,59
Stonek 1| N N 1,81
Stonek 2| N N 1,3
SA4/09/4 Kofen N N 1,48
Kréek N N 1,63
Stonek 1| N N 1,97
Stonek2| N | N 1,98
SA4/09/5 Kofen N | N 1,85
Krcek N N 1,8
Stonek 1| N N 1,74
Stonek 2| N N 1,94
SA4/09/6 Koten N N 1,93
Krcek N N 1,97
Stonek1| N | N 1,95
Stonek2| N | N 1,84
SA4/09/7 Kofen N N 1,67
Krcek N N 1,85
Stonek 1| N N 2,15
Stonek 2| N N 1,87
SAT7/09/1 |Neoznaceno |Neuvedena | Neznamé |Kofen N | N 1,69
Kréek N N 1 1,61
Stonek 1| N N 1,6
Stonek 2| N N 1,67
SA7/09/2 Koften N N 1 1,66
Krcek N N 1 1,66
Stonek 1| N N 1,89
Stonek2| N N 1,84
SA7/09/3 Kofen N N 1 1,52
Kréek N N 1 1,68
Stonek 1| N N 1 1,8
Stonek 2| N N 1,65
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Datum

Cast

Cistota

Oznaceni | Lokalita Odruda odbéru | rostliny LM |LB|VD| SS DNA
(A 260/280)
SA7/09/4 Kofen N N 1 1,65
Krcek N N 1,7
Stonek 1| N N 1 1,74
Stonek 2| N N 1,81
SA7/09/5 Koten N N 1 1,72
Kréek N N 1 1,56
Stonek 1| N N 1 1,48
Stonek2| N | N 1,62
SA6/09/1 |Neoznaceno |Neuvedena | Neznamé |Kofen N | N 1 1,81
Krcek N N 1 1,6
Stonek 1| N N 1,8
Stonek 2| N N 1,65
SA6/09/2 Koten N N 1,72
Krcek N N 1,82
Stonek1| N | N 1,88
Stonek2| N | N 1,81
Q1/09/1 |Neoznaceno |Neuvedena | Neznamé |Kofen N N 1,62
Krcek N N 1,56
Stonek 1| N N 1,8
Stonek 2| N N 1,83
Q1/09/2 Kofen N N 1,77
Kréek N N 1,63
Stonek 1| N N 1,64
Stonek 2| N N 1,86
Q1/09/3 Koften N N 1,6
Krcek N N 1,64
Stonek 1| N N 1,67
Stonek2| N N 1,64
Q1/09/4 Kofen N N 1,61
Kréek N N 1,62
Stonek1| N | N 1,86
Stonek 2| N N 1,91
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Cistota

Oznateni |Lokalita | Odrida 5;52‘:; Foistfiny LM |LB|VvD|SS| DNA
(A 260/280)

Q1/09/5 Kofen N | N 1,59

Krcek | N | N 171

Stonek1| N N 1,74

Stonek 2| N N 1,61
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11.3 PRILOHA C. 3: ANALYZA ROZPTYLU

V pocitaCovém programu byla provedena analyza rozptylu, kde bylo vlozeno i ¢islo
rostliny. Podstatna je zde tabulka ,,Homogenous Subsets®, kterd obsahuje vzdy ve sloupcich
ty ¢asti rostlin (Cislované 1 — koten, 2 — kotenovy krcek, 3 — stonek 1, 4 stonek 2), které se
nelisi a dal$i subset se opét uvnitt nelisi, ale od ostatni subsett se li$i. Napt. u L. maculans je

prvni mnozinou c¢ast 1, druha signifikantné se liSici mnoZina je tvofena Casti 4 a 3, tfeti

vyznamna mnozina je tvofena ¢asti 2. Proménné Casti jsou obcas v jiném poiadi.

11.3.1 Analyza rozptylu Leptosphaeria maculans

Univariate Analysis of Variance

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable LM

Source Typ;(;lula?:sm of df SI\(;ISZpe F Sig.
Corrected 92,657 282 | 329 | 3418 000
Model

Intercept 40,889 1 40,889 425,392 ,000
ROSTLINA 86,111 279 ,309 3,211 ,000
CAST 6,546 3 2,182 22,702 ,000
Error 80,454 837 ,096

Total 214,000 1120

Corrected Total 173,111 1119

a. R Squared = ,535 (Adjusted R Squared =,379)
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Post Hoc Tests

CAST
Multiple Comparisons
Dependent Variable LM Tukey HSD
95% Confidence Interval
Q) @) Mean Difference Std. Sig.
CAST | CAST (1-J) Error Lower Upper
Bound Bound
2 -21 ,026 |,000 -,28 -,15
1 3 -13 ,026 |,000 -,19 -,06
4 -,10" ,026 |,001 -,16 -,03
1 21" 026 0000 15 28
2 3 ,09° 026 |,004 02 16
4 12" 026 ,0000 05 19
1 137 026 |,0000 06 19
3 2 -,09” 026 ,004  -16 -,02
4 ,03 ,026 |,696 -,04 ,10
1 107 ,026 |,001 ,03 ,16
4 2 - 127 ,026 |,000 -,19 -,05
3 -,03 ,026 |,696 -,10 ,04
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) =,096.
*. The mean difference is significant at the 0,05 level.
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Homogeneous Subsets

LM
Tukey HSD
Subset
CAST N
1 2 3

1 280 ,08

4 280 ,18

3 280 21

2 280 30
Sig. 1,000 ,696 1,000

Based on observed means.

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

The error term is Mean Square(Error) =,096.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 280,000.

b. Alpha = 0,05.

UNIANOVA LB BY ROSTLINA CAST

IMETHOD=SSTYPE(3)
/INTERCEPT=INCLUDE

/POSTHOC=CAST(TUKEY)

/ICRITERIA=ALPHA(0.05)

/IDESIGN=ROSTLINA CAST.
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11.3.2 Analyza rozptylu Leptosphaeria biglobosa

Univariate Analysis of Variance

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable LB

Source Typl;(;lulafgsm of df S'\(/;SZPe F Sig.
Corrected 131,693 282 467 | 3,240 | 000
Model
Intercept 131,657 1 131,657 |913,361 ,000
ROSTLINA 107,843 279 387 2,682 ,000
CAST 23,850 3 7,950 55,153 ,000
Error 120,650 837 ,144
Total 384,000 1120
Corrected Total 252,343 1119
a. R Squared = ,522 (Adjusted R Squared = ,361)
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Post Hoc Tests

CAST
Multiple Comparisons
Dependent Variable LB Tukey HSD
95% Confidence Interval
Q) @) Mean Difference Std. Sig.
CAST | CAST (1-J) Error Lower Upper
Bound Bound
2 -33" ,032  |,000 -41 -,25
1 3 -,36" 032,000 -45 -,28
4 -30° 032,000 -39 -,22
1 33 032 0000 25 A1
2 3 -,03 ,032 |,748 -11 ,05
4 ,03 ,032 |,810 -,05 11
1 367 032 000 28 45
3 2 ,03 ,032 |,748 -,05 11
4 ,06 ,032 |,232 -,02 14
1 307 ,032 |,000 22 39
4 2 -,03 ,032 |,810 -11 ,05
3 -,06 ,032 |,232 -,14 ,02
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) =,144.
*. The mean difference is significant at the 0,05 level.
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Homogeneous Subsets

LB
Tukey HSD
Subset

CAST| N

1 2
1 |280| ,09
4 | 280 40
2 | 280 43
3 |/ 280 46
Sig. (1,000 ,232

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) =,144.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 280,000.

b. Alpha = 0,05.

UNIANOVA SS BY ROSTLINA CAST
IMETHOD=SSTYPE(3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/POSTHOC=CAST(TUKEY)
ICRITERIA=ALPHA(0.05)
/DESIGN=ROSTLINA CAST.
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11.3.3 Analyza rozptylu Sclerotinia sclerotiorum

Univariate Analysis of Variance

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable SS

Type 111 Sum of

Mean

Source Squares df Square F Sig.
Corrected 66,400° 282 235 | 4196 | 000
Model

Intercept 14,629 1 14,629 260,672 ,000
ROSTLINA 64,871 279 ,233 4,143 | ,000
CAST 1,529 3 ,510 9,079 | ,000
Error 46,971 837 ,056

Total 128,000 1120

Corrected Total 113,371 1119

a. R Squared = ,586 (Adjusted R Squared = ,446)
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Post Hoc Tests

CAST
Multiple Comparisons
Dependent Variable SS Tukey HSD
95% Confidence Interval
C/&'%T C,(AgT Diffe?g(ra]acg (1-3)| StO-Ermorf Sig- | sver | Upper
Bound Bound
2 -,07" 020 | ,002 -,12 -,02
1 3 -,03 ,020 ,483 -,08 ,02
4 ,03 ,020 ,483 -,02 ,08
1 07" 020 | ,002 02 12
2 3 ,04 ,020 ,141 -,01 ,09
4 107 020 | ,000 05 15
1 ,03 ,020 ,483 -,02 ,08
3 2 -,04 ,020 ,141 -,09 ,01
4 06 ,020 ,023 ,01 11
1 -,03 ,020 ,483 -,08 ,02
4 2 -10" ,020 ,000 -,15 -,05
3 -,06" ,020 ,023 -11 -,01
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = ,056.
*. The mean difference is significant at the 0,05 level.

111




Homogeneous Subsets

SS
Tukey HSD
Subset
CAST N
1 2 3
4 280 ,07
1 280 ,10 ,10
3 280 ,13 13
2 280 17
Sig. 483 | 483 141
Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = ,056.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 280,000.
b. Alpha = 0,05.
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