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UvoD

V soucasné dobé zpiisobuji choroby a Skiidci vice nez 25 % skliziiovych a post-skliziovych
ztrat (Main et al., 1977; James a Teng, 1979) zeméd¢lskych plodin. Klimatické zmény vedou
ke zvySeni variability a zmén v prabéhu teplot, destovych srazek, rychlosti a periodicity vétru.
Tyto zmény ovliviiuji aktivitu a vitalitu vzdusnych i pidnich patogeniti. Mnoho patogenti
poskozujicich plodiny a snizujicich vynos se stalo aktivnéjsimi a $kodlivéjsimi, protoze jejich
geograficky rozptyl se v dusledku zmény klimatu stale zvétSuje. Lidska populace rychle roste,
coz ma za nasledek vétsi naroky na vSechny ptirodni zdroje, které daleko pievysuji zasoby.
Ptirodni biodiverzita je poskozovéna, ¢asto nevratné. Kombinace zmény klimatu, rozsifovani
lidskych pozadavki na potravu, zdroje, prostor a zvySena aktivita rostlinnych patogenu
predstavuji pro fytopatology obrovské vyzvy vedouci ke snizeni vynosovych ztrat (Dixon,
2012).

Plivodce nadorovitosti kofent brukvovitych nadorovka kapustova (Plasmodiophora
brassicae) (Woronin, 1877) je znam jiz téméf 150 let. Pfedpoklada se, ze vSichni zastupci ¢eledi
brukvovitych (Brassicaceae) mohou byt potencialnimi hostiteli a také, ze predevsim kulturni
plodiny jsou k tomuto patogenu vnimavé (Diederichsen et al., 2009; Dixon, 2009). Projevem
napadeni rostlin jsou typické malformace kotene, ale také reverzibilni vadnuti listd a jejich
nasledné Cervenani, chlordza a nekréza. Rostliny v diisledku napadeni podzemnich ¢asti krni a
dochézi k urychleni kveteni. Vynos, kvalita, chut’ a skladovatelnost produkti je negativné
ovlivnéna a dochazi k vyznamnym ekonomickym ztratam (Dixon, 2009). P. brassicae ma
intenzifikaci péstovani téchto plodin a zvySovani frekvence jejich zatazeni do osevniho postupu
dochazi k zvySovani intenzity napadeni pidy. Ceskd republika vykazuje vysoky podil
zem&délskych pid zamotenych P. brassicae predevsim v souvislosti se zvétSovanim ploch
osévanych ozimou fepkou (Rigafova et al., 2009). Pro zabranéni §ifeni P. brassicae bylo
zkouSeno mnoho zpiisobtl, at’ uz to byly systémy rotace plodin, vapnéni piidy za Gcelem upravy
pH, fumigace nebo solarizace pudy, pouZiti pesticidi ¢i biologickd ochrana za pouZiti
antagonistickych bakterii nebo hub (Nott et al., 1994). Protoze ale ptivodce nadorovitosti je
schopen ptezivat v pidé po dlouhou dobu ve formé odolnych trvalych spor, nebyly tyto zptisoby
prilis ucinné. Jako nejefektivnéjsi zpusob se jevi selekce odolnych materialt a Slechténi na
rezistenci vuci P. brassicae (Nott et al., 1994; Diederichsen et al., 2009). Cilem této prace bylo
otestovat vybrané genotypy rostlin z ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae) dostupné v Genové
bance Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. na odolnost viuéi P. brassicae a doporucit
odolné materialy vhodné pro péstovani (Kopecky et al., 2020).



CiLE PRACE

Cile této prace Ize strucné charakterizovat nasledujicim zpiisobem:

1. Vteoretické cCasti charakterizovat a popsat patogena Plasmodiophora brassicae,
pfedevs§im jeho taxonomii, zivotni cyklus a projevy napadeni na hostitelskych
rostlinach, metody detekce patogena a zptisoby ochrany proti nadorovitosti.

2. 'V praktické ¢asti pak otestovat vybrané genotypy brukvovitych rostlin na odolnost viici

nadorovitosti  kofenti  brukvovitych  zptsobenou Plasmodiophora brassicae
Vv kontrolovanych podminkach fytotronu a také v polnich podminkach.
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1. TEORETICKA CAST S LITERARNIM PREHLEDEM

1.1. Charakteristika nadorovky kapustové (Plasmodiophora brassicae)

Nadorovka kapustova (Plasmodiophora brassicae, P. brassicae) zptsobuje nadorovitost
kofenti brukvovitych. Vyskytuje se u vSech zastupct celedi brukvovitych (Brassicaceae) a
zpusobuje prumérné 15 % ztraty na vynosech (Dixon, 1999). P. brassicae se vyskytuje zhruba
na 10 % vSech osevnich ploch (Crete, 1981), azZ na 20 % osevnich ploch v Kanadé¢ (Landry et
al., 1992) a az na 70 % ve staté Viktoria v Australii (Donald et al., 2006b). V Ceské republice
bylo ve viech krajich kromé& Usteckého (Ri¢atova et al., 2016a) nalezeno celkem 18 rtiznych
patotypti (Ri¢atova et al., 2016b), zptisobujicich az 100% ztraty na vynosech (Ricafova et al.,
2016c¢).

Jeden z nejstar$ich dochovanych zdznamii 0 tomto patogenu v Evropé pochdzi ze 4. stol n.
l. z Italie (Crisp et al., 1989). Ve Spanélsku byl popsan v 15. stol n. I., v Anglii v 18. stol n. I. a
v 19. stol. se rozsitil téméf po celé Evropé, USA a Japonsku (Colhoun, 1958; Yoshikawa a
Buczacki 1978). Poprvé byla P. brassicae identifikovana ruskym biologem M. S. Woroninem
v St. Petersburgu (Woronin, 1878).

Jedna se o ptidniho patogena schopného piezivat v piidé po dlouhou dobu ve formé spor.
Spoustécem pro kliceni téchto spor je hexasacharidovy kofenovy exudat hostitelské rostliny
(Dixon, 2012). Pudni podminky ovliviuji pfezivani spor a invazi hostitelské rostliny (Dixon,
2009). Klicovym faktorem prostiedi, ktery ovliviiuje tspésnost P. brassicae jako patogena je
pudni vlhkost, teplota, pH a obsah pidnich iontd. P. brassicae ma schopnost vyvinout rizné
virulentni kmeny pfi zméné agronomickych systémd, plodin ¢i prostfedi (Dixon, 2012).

1.2. Taxonomie

Na zéklad¢ fylogenetické analyzy metodou exprimované kratké sekvence (Expressed
Sequence Tags — EST) vybranych 167 genl byl vytvofen supermatrix slozeny z 36 735
aminokyselinovych pozic. Pozice Plasmodiophora brassicae byla za pomoci metody
maximalni vérohodnosti a bayesianské analyzy reklasifikovana do nového taxonu Rhizaria
(obr. 1; Burki et al., 2010), ktery je rozmanitou skupinou améboidnich protist s dvéma
nestejnymi bic¢iky (Nikolaev et al., 2004).

Clade: Rhizaria

Class: Phytomyxea
Order: Plasmodiophorida

11
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Obrazek 1: Fylogeneticky strom piibuznosti skupiny Rhizaria a zelenych rostlin (pfevzato z
Burki et al., 2010).
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1.3. Hostitelské rostliny

Potencionalnim hostitelem P. brassicae jsou vSichni zastupci celedi Brassicaceae, U
kterych je soucasné patogen schopen dokoncit obé stadia svého Zivotniho cyklu. (Dixon, 2009).
Vnimavé jsou piedev§im péstované plodiny, jedna se o vSechny variety brukve zelné (Brassica
oleracea L.): brokolice (Brassica oleracea var. italica Plenck), jarmuz (Brassica oleracea var.
viridis L.), kapusta hlavkova (Brassica oleracea var. sabauda L.), kapusta rtizi¢kova (Brassica
oleracea var. gemmifera DC.), kedluben (Brassica oleracea var. gongylodes L.), kvétak
(Brassica oleracea var. botrytis L.) a zeli hlavkové (Brassica oleracea var. capitata L.); dale
brukev fepak (Brassica rapa L.): brukev ¢inska (Brassica rapa subsp. chinensis (L.) Hanelt),
brukev pekingska (Brassica rapa subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt) a brukev fepak vodnice
(Brassica rapa subsp. rapa L.); brukev fepka (Brassica napus L.): brukev fepka tufin (Brassica
napus L. subsp. rapifera Metzg.) a dalsi plodiny odvozené od rostlinnych druht, jako jsou
brukev kylnata (Brassica carinata A. Braun) a brukev sitinovita (Brassica juncea (L.) Czern).
Piibuzné rody, jako je fedkvicka (Raphanus L.), brukvovité plevele _ kokoska (Capsella
Medik.), penizek (Thlaspi L.). Infikovany mohou byt také okrasné rostliny, jako jsou fiala
(Matthiola (L.) R. Br.) a chejr (Cheiranthus L.). Velice nachylny je i modelovy rostlinny
organismus a zaroven skalni¢ka _ husenicek (Arabidopsis L.; Bailey, 1961). Rod Raphanus je
povazovan za odolné&jsi nez rod Brassica, coz ale mize také souviset pouze S nizsi frekvenci
virulence v populacich patogena (Dixon, 2009).

12



1.4. Zivotni cyklus Plasmodiophora brassicae

1.4.1. Zivotni cyklus in vivo

P. brassicae je vyhradné pidni parazit, ktery ma 3 etapy zivotniho cyklu: pfezivani v pude¢,
infekce kofenového vlaseni a kortikalni infekce (obr. 2) (Naiki, 1987). Primarni inokulum je
tvoteno z klidovych spor uvolnénych z hostitelské tkan¢ do okolni ptidy. Tyto klidové spory
jsou kulovitého tvaru o rozméru 3 um (obr. 2a, 3a) (Buczacki a Cadd, 1976) a jejich povrch je
pokryt ostny (obr. 3b) (Ikegami et al., 1978). Z kazdé vytrvalé spory se uvoliiuji dvoubicikaté
primarni zoospory vietenovitého tvaru o délce 2,5 — 5,9 mm (obr. 2b) (Ayers, 1944). Kratsi
bicik ma tupy konec a del§i ma Spicaté zakonceni. Po dosazeni povrchu kotfenového vlasku
penetruji zoospory bunéénou sténu. Tato etapa zivotniho cyklu se nazyva stddium infekce
kofenového vlaseni nebo také primérni infekcéni stadium. V kotfenovych vlascich se tvofi
primarni plasmodia (obr. 2c). Jadra se v plasmodiich synchronné déli a nasledné dochazi
k tvorbé zoosporangii. Zoosporangia tvoii shluky v kotenovych vlascich (obr. 2d) a nékdy také
V epidermalnich bunikéch. V kazdém zoosporangiu se néasledné vyskytuje 4-16 sekundarnich
zoospor. Po uvolnéni zoospor zustavaji prazdna zoosporangia v kofenovych vlascich (obr. 2e¢).
Sekundarni zoospory nejsou viditelné odliSitelné od primarnich zoospor (Kageyama a Asano,
2009). Ziidka se vyskytuji i dvoujadrové zoospory vzniklé fizi dvou zoospor, ne pouhym
rozdélenim jader (Ingram a Tommerup, 1972). Sekundarni zoospory penetruji kortikéalni tkan¢.
Tento proces se nazyva kortikalni infekce neboli sekundarni etapa infekce. Uvnitf napadenych
bun¢k se patogen vyviji v sekundarni plasmodia, kterd se mnozi a zptiSobuji hypertrofii bun¢k
(obr. 2f, g) a naslednou tvorbu nadori na kofenovém systému. Po n€kolika jadernych délenich
obsahuji plasmodia v rané fazi vyvoje dvé jadra a dale se vyviji v mnohojaderna plasmodia
(Garber a Aist, 1979). Haploidni jadra mohou fuzovat a vytvofit diploidni jadra. U diploidnich
jader vSak mize dochazet k meiotickému déleni za vzniku haploidnich jader (Buczacki, 1983).
Plasmodia se nakonec vyviji ve vytrvalé spory (obr. 1h, i) (Ikegayami et al., 1982) a dochazi k
jejich naslednému uvolnéni do piidy. Béhem téchto komplexnich bunéénych déleni produkuje
patogen vytrvalé spory a zvySuje svou genetickou diverzitu (Kageyama a Asano, 2009).
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l Kortikalni infekce I
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Obrazek 2: Zivotni cyklus Plasmodiophora brassicae. a) Vytrvala spora. b) Primarni zoospora.
¢) Primarni plasmodium v kotfenovém vlaseni. d) Zoosporangialni shluk v kofenovém vlaseni.
e) Prazdné zoosporangium. f, g) Sekundarni plasmodia v kortikalnich bunkach. h, i) Vytrvalé
spory v kortikalnich bunikach (upraveno dle Kageyama a Asano, 2009).
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Obrazek 3: Mikrofotografie vytrvalych spor z nadoru na kotfenech brukve fepky tufinu potizena
rastrovacim elektronovym mikroskopem. a) Nezralé vytrvalé spory. b) Zralé vytrvalé spory
(Kageyama a Asano, 2009).
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1.4.2. Klic¢eni vytrvalych spor

Vytrvalé spory jsou vyznamné pro dlouhodobé preziti P. brassicae v pudé¢ a uchovani si
zivotaschopnosti navzdory ptisobeni ro¢nim obdobim a nepiiznivého pocasi (Dixon, 2009). Dle
Gibbse (1931) mohou vytrvalé spory ptezit v pidé bez hostitelské rostliny po dobu 5 let.
Wallenhammar (1996) zjistil, ze polocas zZivota inokula v silné infikované ptud¢ je 3-6 let a po
17,3 letech klesla troveit zamoteni pod detekovatelnou miru. Vytrvalé spory zlistavaji aktivni
po dobu 24 h pti 40 °C, ale pii 30 °C po dobu 14 dni jsou inaktivni nebo aktivitu ztraceji (White
a Buczacki, 1979).

Klic¢eni vytrvalych spor je prvnim krokem zivotniho cyklu patogena. Kli¢eni spor spousti
uvolnéni vapenatych iontti a pro Gspésné kliceni je nezbytna jejich reabsorpce (Yano et al.,
1991). Spory ze starSich rozpadavych nadorti na kofenech jsou vice kli¢ivé nez spory z mladych
tvrdych nadorti (Macfarlane, 1970). Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM) prokazala, ze
mladé spory jsou pokryté vlaknitou hmotou (obr. 3a), zatimco zralé spory jsou opatiené fadou
trnt, ale bez ptitomnosti této vliaknité hmoty (obr. 3b). Zralé spory, na rozdil od mladych, kli¢i
nezavisle na pfitomnosti vapenatych iontd. Tyto vysledky naznacuji rozdilnou zralost
vytrvalych spor a tudiz i rozdilnou kli¢ivost v zavislosti na jejich zralosti (Kageyama a Asano,
2009). Klicivost spor dale zavisi také na podminkach prostredi, jako jsou pH, vlhkost, teplota,
anorganické ionty a biologické faktory (Friberg et al., 2005).

Zoospory uvolnéné z vytrvalych vytrusi prezivaji v pudé relativné kratkou dobu
(Takahashi, 1994). Indukce spontanniho kliceni mtize byt pfilezitosti snizit infekéni potencial
patogena (Kageyama a Asano, 2009). Kli¢eni mize byt spusténo kofenovymi vymeésky jak
hostitelskych, tak i nehostitelskych rostlin (Friberg et al., 2005). Infekce kofenového vlaseni
byla pozorovana i U nehostitelskych rostlin, napf. u jilku vytrvalého (Lolium perenne L.), rytu
vonného (Reseda odorata L.) nebo lichotefisnice vétsi (Tropaeolum majus L.). Toto napadeni
vsak nevede ke kortikalni infekci (Macfarlane, 1952). Péstovani vybranych rostlin by mohlo
byt Giéinnym zptisobem pii omezeni vyskytu nadorovitosti (Kageyama a Asano, 2009). Redkev
seta (Raphanus sativus L.), Spenat sety (Spinacia oleracea L.) a oves sety (Avena sativa L.) pti
péstovani na zamoifeném pozemku redukuji hustotu populace patogena a soucasné snizuji
intenzitu napadeni (Murakami et al., 2001).

1.4.3. Infekce kofenového vlaseni

Ackoliv primarni zoospory infikuji kotfenové vlaseni, shluky zoosporangii s mnozstvim
zoospor jsou formovany v kotfenovych vlascich (Kageyama a Asano, 2009). Sekundarni
zoospory uvoliiované ze zoosporangii v kofenovych vlascich je reinfikuji (Naiki et al., 1984a).
Patogen se Vv této fazi Zivotniho cyklu mnozi okolo kotfenovych vlaskil a epidermalnich bunék
a zvysuje tak infekci kortikalnich tkani.

Infekce kofenového vlaseni je pozorovana u hostitelskych i nehostitelskych rostlin. Neni
jisté, zda sekundarni zoospory z kofenli nehostitelskych rostlin mohou infikovat koteny
hostitelskych rostlin z ¢eledi Brassicaceae. Hostitelska specifita je nizsi u kotenového vlaseni
nez u kortikalnich bun¢k (Kageyama a Asano, 2009).
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Stanoveni Grovné zamofeni na polnim pozemku je zavislé na vztahu mezi hustotou
populaci a frekvenci infekce kofenového vlaseni (Samuel a Garrett, 1945). Pii koncentraci nizsi
nez 103 vytrvalych spor/g v piidé nedochazi k infekci kofenového vlaseni (Naiki et al., 1978).

Koncentrace vapniku v padé souvisi s infekci kofenového vlaseni a také s kli¢enim
vytrvalych spor (Kageyama a Asano, 2009). Koncentrace vapenatych ionti okolo kofent
omezuje vyvoj zoosporangii v kofenovém vlaSeni a zpomaluje uvoliiovani sekundérnich
zoospor ze zoosporangii. Vapnéni pidy ma dva vlivy: zvySeni koncentrace vapenatych iontd a
také zvyseni zasaditosti pudy, coz muze vést k tispésné regulaci této choroby (Webster a Dixon,
1991).

Vztah mezi infekci kotfenového vlaseni a kortikalni infekci je komplexni (Naiki et al.,
1984b). Vnimavost kofenového vlaSeni by neméla byt korelovana s vnimavosti kortikalnich
bun¢k vedouci ke tvorbé nddor. Mira napadeni kofenového vlaSeni a tvorby nddort se 1isi
Vv zavislosti na rase patogena. Pfi napadeni fyziologickou rasou ECD 20/15/12 muze dojit k
vysoké mite infekce kofenového vlaSeni, ale netvoii se nddory, naopak pti napadeni rasou ECD
20/31/31 muze dojit k nizké mite infekce kofenového vlaseni, ale k tvorbé velkych nadort
(Kageyama a Asano, 2009).

1.4.4. Kortikalni infekce

Procesy, které vedou ke vzniku kortikalni infekce, nejsou jesté zcela znamé. Stale neni
objasnéno, zda-lijsou zoospory uvoliiovany z kotenového vlaseni do pidy nebo se pohybuji
uvnitf kofenového vlaseni. Faze kortikalni infekce je zahdjend uvolnénim sekundarnich zoospor
ze zoosporangii v kofenovém vlaseni. Na rozdil od sekundéarnich, primarni zoospory neinfikuji
kortikalni tkan¢ (Dobson a Gabrielson, 1983).

Populaéni hustota vytrvalych spor byla pfi péstovani vysoce vnimavého Einského zeli
korelovana s tvorbou nadorti na kotfenech (Naiki et al., 1978). Na zaklad¢ této regresni korelace
byla stavena minimalni populacni hustota pro tvorbu nadort na 3,5 vytrvalé spory/g pudy.
V kazdém Zzivotnim cyklu tohoto patogena existuji dvé strategie: infekce kofenového vlaseni
tvofici zoosporangidlni shluky s velkym mnozZstvim zoospor a kortikalni infekce tvofici
vytrvalé spory. Nizk4 mira zamoteni pidy neovlivni vynos vnimavé plodiny, ale vyznamné se
zvysi populaéni hustota v nasledujici vegetacni sezoné (Kageyama a Asano, 2009). Jedna
vytrvala spora mize zpusobit tvorbu nadort (Narisawa et al., 1996).

Kli¢eni povrchové dezinfikovanych vytrvalych spor zacina 2 dny po zahajeni kultivace.
Kli¢ivost se po dobu 6 dni zvySuje a pak ustava. Kli¢ivost nedezinfikovanych spor byla
opozdéna o 2 dny a byla niZ8i. Na konci experimentu byla kli¢ivost povrchové dezinfikovanych
spor 12 % a bez osetfeni pouze 6,7 %. Tyto vysledky naznacuji, ze procesy kliceni jsou
identické i u intaktnich spor, kliceni vsak ovliviuji jiné biologické faktory (Asano et al., 1999).

1.4.5. Riist P. brassicae v korenovém vlaseni v kultuie

Stari kofenového vlaseni ovliviiuje infekci P. brassicae (Naiki et al., 1978). V dualnich
kulturach (kultury kofenového vlaseni a P. brassicae) umoziujici opakované pozorovani
infekce kofenu v Case (Asano et al., 2000) bylo zjisténo, ze pocet infekci byl nejvyssiu 5 — 6
dni starého kofenového vlaseni, coz potvrzuje, Ze staii kotfenovych vlaskt ovlivituje uspesnost
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infekce. Infekce zacina 3 dny po inokulalci, do staii 6 dni narist zrychluje a nasledné rtst
pokracuje jiz mirnéjSim tempem do stari 10 — 12 dni po inokulaci. Kli¢eni klidovych spor a
infekce kofenovych vlaskli se vyskytly synchronné se zpozdénim 2 dnli, coz muze byt
zpiisobeno Casovym zpozdénim infekce primarnimi zoosporami a klicenim vytrvalych spor
(Kageyama a Asano, 2009).

Prvni den po inokulaci kotfenového vlasku P. brassicae v kultufe je mozné pozorovat
amorfni primarni plasmodium (obr. 4a) vypliujici jednu ¢tvrtinu objemu kofenového vlasku
(obr. 4b). Tvar protoplasmy plasmodia se méni na hrbolaty (obr. 4c). Kazdy hrbolek je zaroven
ohrani¢en membranou a vyvinutym zoosporangiem. Cytoplazma uvnitf zoosporangii se déli a
poté diferencuje na zrald zoosporangia obsahujici sekundarni zoospory. Ze zoosporangii se
uvoliuji sekundarni zoospory (obr. 4d). V dualni kultufe je mozné vidét plovouci sekundarni
zoospory po 6 — 8 dnech od inokulace.

Obrazek 4: Rast P. brassicae v kofenovém vlasku brukve fepaku vodnice fotografovany a) 4,
b) 5, ¢) 6 a d) 8 dni po inokulaci vytrvalymi sporami (Kageyama a Asano, 2009).

1.4.6. Riist sekundarnich plasmodii v suspenznich kulturach

Asano a Kageyama (2006) vyvinuli dualni kultury P. brassicae a brukve fepky tufinu
(Brassica napus subsp. rapifera, dale jen tufin) za pouziti kultur suspenznich bunék.
NamnozZené suspenzni bunky mély kulovity az vélcovity, zifidka vlaknity tvar. Bunky
infikované P. brassicae byly vyznamné vétsi a ¢asto abnormalniho tvaru. Tato pozorovani
vedla k zavéru, ze bunky hostitelskych rostlin po napadeni P. brassicae indukuji produkci
auxinu. Zvysena produkce auxinu vede ke zvétSeni napadenych bunék a usti v hypertrofii
napadenych tkani (Ludwig-Miller, 1999). Sekundarni plasmodia jsou schopna syntetizovat
cytokininy (Miiller a Hilgenberg, 1986), P. brassicae zvySuje déleni bun¢k v nadorové tkani a
vede k hyperplasii (Kobelt et al., 2000).

Sekundarni plasmodia v buiikach suspenzni kultury, stejné jako v pfirozené infikovanych
nadorech, prochazi nasledujicimi vyvojovymi stadii: kulovitd mlada plasmodia (obr. 5a),
rozdélena do mnoha mladych kulovitych plasmodii (obr. 5b). Vyvinuta mala plasmodia (obr.
5c¢) tvoti nasledné shluky opakovanym délenim (obr. 5d). Plazmodia fazuji (obr. 5e) a tvori
vegetativni plasmodia (obr. 5f) (Kageyama a Asano, 2009).
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Obrazek 5: Vyvojova stadia P. brassiceae v suspenzni kultute (Kageyama a Asano, 2009).

Sekundarni zoospory infikuji kortikalni bunky b&hem kortikalni infek¢ni faze, stavaji se
myxoamébami a nasledné napadaji vnitini kofenové tkané. Myxoaméby penetruji a migruji
z epidermis do centralniho valce, kde se stavaji sekundarnimi plasmodiemi a rostou
v kortikalnich bunkach. Sekundarni plasmodia ve wvnitinich kortikdlnich buikach jsou
distribuovana Castéji cytoplazmatickym proudénim a délenim bun€k nez porusenim intaktnich
bunécnych stén.

1.5. Epidemiologie P. brassicae

Rozdilné podminky prostedi v ptidé maji vliv na riznou intenzitu napadeni hostitelskych
rostlin. Jednim z nejvyznamnéjSich faktord, ktery ovliviiuje vyskyt P. brassicae, je pH pidy.
Infekce se vyskytuje predevsim pii pH pidy niz8im nez 7. Dal$im klicovym faktorem je vlhkost
pudy, jelikoz pohyb zoosporového stadia zivotniho cyklu P. brassicae je zavisly na pidni vodé
(Dobson et al., 1982). To vysvétluje rozsiteni infekce v nedostateéné odvodiovanych ¢astech
polnich pozemkl. Optimalni teplota pidy pro rozvoj onemocnéni je 20 — 22 °C (Einhorn a

Bochow, 1990). Geografické rozsifeni vyskytu P. brassicae vSak naznacuje, Ze patogen je
schopen se ptizptisobit riznym teplotnim rezimtim (obr. 6).

Sifeni patogena na velké vzdalenosti je zplsobené piedeviim kontaminovanym
materialem. Oproti patogentim vyskytujicich se napf. na listech ma disperze vétrem, predevsim
una$enim kontaminované pidy, pouze minoritni vyznam. Sifeni P. brassicae na stiedni az
velké vzdalenosti je zplsobené zejména transportem infikovanych sazenic a ¢asti rostlin, polni
mechanizaci, zvé# nebo odtokem vody (Diederichsen et al., 2009). Sifeni spor na kratké
vzdalenosti aktivnim pohybem v rhizosféfe ma velmi omezeny vyznam, jelikoz se jak primarni,
tak sekundarni zoospory pohybuji maximalné na vzdalenost nékolika milimetrd (Doyle, 1990).
Pohyb zoospor slouzi pouze k dosazeni nejbliz§iho kotfenového povrchu. Evolucni strategii, jak

se vyporadat s omezenou schopnosti Sifeni je dlouha zivotaschopnost a vysoka mira reprodukce
patogena (Diederichsen et al., 2009). Vytrvalé spory jsou schopné piezivat v pudé po dobu
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minimalné 17 let, poloCas zivota je stanoven na 3,6 let (Wallenhammar, 1996). Jeden gram
infikované kofenové tkan& obsahuje min. 1-2 X 108 spor, jedna hostitelska rostlina pak miize na
kofenech vytvofit az 20 g nadori. V piipadé pocateéni infekce rostliny 10* spor je nartist spor
10 000 nasobny béhem jedné generace za dobu piiblizné 6 tydnt (Diederichsen et al., 2009).

Vzhledem K nespecifité primarni faze infekce se predpoklada, ze nékteré nehostitelské,
stejn¢ jako rezistentni rostliny, redukuji mnozstvi inokula v infikované piad¢ tim, ze zptsobi
vykli¢eni vytrvalych spor bez jejich nasledné multiplikace (Friberg et al., 2006).

CABI, 2021. Plasmodiophora brassicae. In: Invasive Species Compendium.
Wallingford, UK: CAB International. https://www.cabi.org/isc

@ CABI Summary Data

Obrazek 6: Geografické rozsifeni Plasmodiophora brassicae (CABI, 2021)

1.6. Metody detekce P. brassicae

Detekce zamoteni piidy, hlavni prerekvizity pro epidemiologické studie, byva zjiStovana
pomoci bioeseji za pouziti vysoce citlivych rostlin jako indikéatord, kterymi jsou predev§im
¢inské zeli nebo brukev sitinovita (Melville a Hawken, 1967). Dale byly vyvinuty metody na
zakladé PCR analyz pro detekci P. brassicae v pidé, rostlinach i vzorcich vody, které vedly
k vyvoji real time PCR protokoll pro kvantitativni detekci zamoteni pudy (Cao et al., 2007).

1.6.1. Fenotypizace

Pro detekci P. brassicae se pouziva jiz od roku 1945 pudni biotest za pouziti lapacich
rostlin. Jedna se o nejspolehlivéjsi diagnostickou metodou hodnoceni pid na pfitomnost P.
brassicae, a stale na ni spoléha mnoho modernéjsich metod (Samuel a Garrett, 1945). Princip
metody spociva v tom, ze lapaci rostliny stimuluji kli¢eni spor P. brassicae a naslednou
inokulaci téchto rostlin (Tso et al., 2021). Tato metoda se pouziva pro stanoveni piitomnosti
zoosporangii na kofenovém vlaseni (Samuel a Garrett, 1945), pro stanoveni mnozstvi spor
piezivajicich v pudé (Macfarlane, 1952), pro detekci korelace vyskytu spor P. brassicae

s vyvojem nadort na kofenovém systému (Colhoun, 1957) nebo pro péstovani hostitelskych
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rostlin ve zkoumaném vzorku ptidy a naslednou analyzu kofenti na piitomnost nadort (Melville
a Hawken, 1967). Tyto metody funguji spolehlivé, pokud je v pidé koncentrace spor vice nez
1 000 spor/g suché pudy, ktera vede k rozvoji symptomia nadorovitosti (v zavislosti na typu
pudy a podminkach prostiedi). Nevyhodou je naro¢nost na Cas (5 a vice tydni) a lidskou praci
(Faggian a Strelkov, 2009). Tato metoda je také naro¢na na kultivacni prostor, proto neni
vhodna k rutinnimu teStovani vétsiho mnozstvi vzorka (Wakeham a White, 1996). Péstovani
pouze jedné plodiny nepodéava informaci o rase ¢i patotypu inokula (Tso et al., 2021).

Patotypy P. brassicae se v soucasné dob¢ fenotypové rozlisuji dle virulence hostitelskych
diferencia¢nich sad. Reakce hostitelskych rostlin jsou monitorovany dle rozvoje nadord na
kofenech. Tyto testy zachycuji piitomnost a rozsifeni fyziologické specializace v populacich
patogena (Fredua-Agyeman et al., 2018). Pro studium patogenické variability P. brassicae bylo
ptredstaveno nékolik diferenciac¢nich sad. Jednou z nejpouzivangjSich diferenciacnich sad je
sada predstavena Williamsem (1966), ktera se sklada ze ¢tyi diferenciacnich hostitelskych
genotypu a muze rozli$it maximalné 16 patotypt. Evropska diferenciacni sada nadorovitosti
(European Clubroot Differential, ECD) byla piedstavena o 9 let pozdé&ji (Buczacki et al., 1975).
Tvofi ji 15 riznych hostitelskych genotypd, z toho tfi jsou shodné s Williamsovou sadou (obr.
7). Dalsi diferenciacni sadu, ktera obsahuje tfi genotypy brukve fepky (B. napus) vyvinul Somé
etal. (1996). Jelikoz se v Alberté (Kanada) objevily nové virulentni patotypy P. brassicae, které
ptekonaly rezistenci u brukve fepky olejky (Brassica napus subsp. napus L.), bylo nutné
vytvofit novou diferenciacni sadu: Kanadskou diferencia¢ni sadu nadorovitosti (CCD), ktera
sestava z 13 hostitelskych genotypii — hostitelské odridy dle Williamse, Somé, 8 z ECD a
odridy brukve fepky (B. napus) péstované predevsim v Kanadé. Kazdy tester z CCD sady je
inokulovany izolaty P. brassicae a projevy napadeni jsou vyhodnocené po Sesti tydnech
(Strelkov et al., 2018). Patotypy jsou identifikované dle reakce hostitele. Kazdému patotypu je
piifazené ¢islo nasledované pismenem (napi. 3A; Tso et al., 2021). Nejnovéjsi sadou je Cinska
diferenciacni sada nadorovitosti (SCD, kterd pouZziva hostitele se znamymi geny rezistence viuci
nadorovitosti k odhaleni variability patotypu 4, dle definice Williamse (Pang et al., 2020). SCD
byl vytvofen proto, ze n€které izolaty identifikované jako patotyp 4 (dle Williamse) byly rtizné
virulentni na odradach ¢inského a hlavkového zeli (Tso et al., 2021).
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Diferenciacni cislo hostitel ECD oznaceni
20 chromozomova sada (B. campestris L. )

1 ssp. rapifera (aaBBCC) 1
2 ssp. rapifera (AAbbCC) 2
3 ssp. rapifera (AABBcc) 4
4 ssp. rapifera (AABBCC) 8
5 ssp. pekinensis, Granaat 16
38 chromozomova skupina (Brassica napus L.)
6 var. napus linie DC101 1
7 var. napus linie DC119 2
8 var. napus linie DC128 4
9 var. napus linie DC129 8
10 var. napus linie DC130 16
18 chromozomova skupina (Brassica oleracea L.)
11 var. capitata , Badger Shipper 1
12 var. capitata, Bindsachsener 2
13 var. capitata, Jersey Queen 4
14 var. capitata, Septa 8
15 var. acephala subvar. laciniata, Verheul 16

Obrazek 7: Hostitelské druhy Evropské diferenciacni sady nadorovitosti pro Klasifikaci
populaci P. brassicae (upraveno dle Buczacki et al., 1975).

Ackoliv je CCD sada velice ti€¢inna a ma vétsi rozliSovaci schopnost nez predchozi sady,
ma také své limity. Tato metoda je velice naro¢na na lidskou praci i misto ve skleniku, které je
nutné zabezpec€it proti rozsifeni spor P. brassicae. Hodnoceni jednotlivych patotypt dle
hostitelskych sad je ¢asové narocné, virulence patogena miize byt ovlivnéna podminkami ve
skleniku, biologickym rstem nadord na kotfenech i jednotlivymi hostiteli. Nejcastéji jsou
rostliny hodnocené po 6 tydnech od inokulace a v zavislosti na prostoru miiZze byt zaroven
testovano pouze malé mnozstvi izolatl. Je tudiZ obtiZzné tuto metodu urychlit nebo rozsitit pocet
hodnocenych izolatd. Hrozi také riziko lidské chyby i rozdilnych vysledkt mezi jednotlivymi
laboratofemi, a tudiZ je poZadovand vysoka mira zkuSenosti a zodpovédnosti. Soucasné
diferencia¢ni sady jsou zalozené na fenotypové klasifikaci, kterd ¢asto neodpovida genomickeé
variabilit¢ mezi patotypy (Tso et al., 2021).

1.6.2. Fluorescenc¢ni mikroskopie

Detekce spor v pidé pomoci fluorescencni mikroskopie byla vyvinuta ji