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Vliv vyzivy na rozvoj nadorovitosti korent brukvovitych

zpusobené patogenem Plasmodiophora brassicae

Souhrn

Plasmodiophora brassicae piivodce nddorovitosti kotenli brukvovitych patfi mezi
nejvyznamnéjsi choroby brukvovitych, at’ zeleniny nebo fepky olejky. Patogen pieziva v pudé
mnoho let ve formé trvalych spor a jeho eradikace je zna¢né obtizna. Je schopen se rychle $ifit
z pozemku na pozemek. Napada kotenovy systém rostlin, coz ma za nasledek zmény v
metabolismu, pfijmu Zivin a bunécné struktufe rostlin.

Vyrovnand vyziva rostliny ma vliv na jeji obrané mechanismy i na vyvoj patogena uvnitt
hostitele. Cilem této prace bylo zhodnotit vliv vyzivy, zejména dusiku a siry, na rozvoj
nadorovitosti kofenli brukvovitych zptisobené patogenem Plasmodiophora brassicae na
univerzalnim nachylném hostiteli pekingském zeli var. Granaat (Brassica campestris spp.
pekinensis cv. Granaat).

V letnim obdobi byl zalozeny hydroponicky pokus, ktery selhal z divodu Spatné
zvoleného vypliiového materidlu. Nésledné byl zalozen obdobny pokus v substratu. V pokusu
bylo testovano dvacet variant po osmi oddélenych kvétinacich na jednom podkvétniku ve
varianté¢. Varianty mély po dvojicich stejné podminky hnojeni a jedna z dvojice byla
inokulovéana patogenem. Varianty mély rizné¢ dodané mnozstvi dusiku a siry, pfi¢emz jedna
varianta byla pouze kontrolni bez hnojeni. Dusik i sira jsou soucésti glukosinolatl, jejichz
metabolismus je uzce spojen s metabolismem auxini. Patogen v kotfenech hostitelské rostliny
ovliviiuje obé metabolické drahy a to pfispiva k potlaceni nebo zhorSeni projevii symptomi
dané choroby.

Pfi vyhodnoceni vysledkli bylo zjisténo, Ze se varianty od sebe li§i. Mezi vSemi
napadenymi variantami nejlépe vychazela varianta V5B, kde byly rostliny bez napadeni (0)
nebo s niz§im stupném napadeni (1; 2) ve vétSim zastoupeni, neZ rostliny se silnym stupném
napadeni (3). Piestoze varianta vykazovala niZ§i napadeni, byla stile napadend, a proto rozdil
nebyl statisticky vyznamny v porovnani s ostatnimi variantami. Byl vypocten index napadeni,
ktery nedosahl stanovené hranice, a proto byla reakce V5B vyhodnocena jako nachylna.
Ekvivalentni varianta V5A se shodnymi podminky dodaného dusiku a siry, byla na tom
s vynosem nejlépe ze vSech variant.

Kli¢ova slova: Plasmodiophora brassicae, nadorovitost kostalovin, hnojeni, dusik, sira



The influence of nutrition on the development of clubroot

caused by the pathogen Plasmodiophora brassicae

Summary

Plasmodiophora brassicae, the causal agent of clubroot of Brassicaceae, is one of the
most significant diseases of Brassicas, whether vegetables or oilseed rape. The pathogen
persists in the soil for many years as resting spores and eradication is very difficult. It is capable
of spreading rapidly from parcel to parcel. It attacks the root system of plants, this leads to
changes in metabolism, nutrient uptake and plant cell structure.

The balanced nutrition of a plant affects its defence mechanism and the development of
the pathogen inside the host. The aim of this study was estimating the effect of nutrition,
especially nitrogen and sulphur, on the development of clubroot caused by the pathogen
Plasmodiophora brassicae on the universal susceptible host Peking cabbage cv. Granaat
Brassica campestris spp. pekinensis cv. Granaat).

In the summer season was started a hydroponic experiment, which failed due to poorly
chosen filler material. Subsequently, a similar experiment was based on substrate. In the
experiment, twenty variants were tested, one variant consisted of eight separate pots on one
plate. The variants had the same fertilization conditions in pairs and one of the pair was
inoculated with the pathogen. Variants had different supplied amounts of nitrogen and sulphur,
including one variant being a control with no fertilization. Nitrogen and sulphur are components
of glucosinolates, whose metabolism is closely related to the metabolism of auxin. The
pathogen in the roots of the host plant affects both metabolic pathways and it contributes to
inhibition or worsening of the symptoms of the disease.

Based on the evaluation of the results, it was found that the variants differ from each
other. Among all infested variants V5B was the best, where plants with no infestation (0) or
with smaller degree of infestation (1; 2) were more abundant than plants with a strong degree
of infestation (3). Although the variant showed a lower infestation, it was still infested and
therefore the difference was not statistically significant compared to the other variants. A
disease index was calculated which did not reach the specified threshold and therefore the V5B
response was assessed as susceptible.

The equivalent variant V5A, with identical nitrogen and sulphur supply conditions, was
the best performing of all the variants in terms of yield.

Key words: Plasmodiophora brassicae, clubroot, fertilization, nitrogen, sulphur



I UVO0eiiiie 8
2 Védecka hypotéza a Cile PIACE .......cciieirieiiiiiiiiee e 9
2.1 CHLPIACE .. 9
2.2 HYPOEZA ... 9
3 LALOTAINE TES@ISE .uveeieieiieiiieetee et ettt et et e et e st e st e bt e st e e be e saeeenbeesbeeannee e 10
3.1 Plasmodiophora brassicae ptivodce nadorovitosti kofent brukvovitych ....10
3,101 TAXOMOMIC. ...ttt e e e e nne e nne e 11
3.1.2 HiStOTI€ @ VYSKYT .o 11
3.1.3  ONEOZENEZE ....ooveiiiiiiiiiiii i 12
3.1.4 Metody diagnostiky a patotypOVANI.........ccoeerivieriiiiiiieiie e 15
3.1.5 Zmény ve spolecenstvi endofytnich hub pii napadeni P. brassicae ......... 18
3.2 Celed brukvovité (BIasSiCACEAE) .........cevrevrrerrreesreriieeesresseesessssssssessesseseneans 18
3.2.1 Péstovani brukvovitych plodin v Ceské republice a ve sV&t&..........o........ 19
3.2.2  Brukvovité PIEVEIE .....ccccuviiiiiiiiiie e 19
33 Vyziva a hnojeni hlavnich brukvovitych plodin...........cccoooeiiiiiiniiinn, 20
3.3.1  KOStTAlOVA ZELeNINA ..o 20
3.3.2 PoIni Plodiny ...c.ooioieiiiiiiccee e 21
3.3.3 Vliv vyZivy na ptivodce nadorovitosti koStalovin...........ccceeevivieriieennnnn. 22
3.4 Ochrana pted nadorovitosti KOSTAIOVIN ........cceeviiiiiiiiiiiiec e 22
3.4.1  OSEVIL POSTUP 1.vviiirieieieiee et 23
3.4.2  Prevence SIFeNT.......ocoieiiiiiiiii it 23
3.4.3  Lapaci TOStINY ....ooviiiiiiic e 24
3.4.4 FyziKaIni Metody .......ccooviiiiiiiiiiie e 25
3.4.5 Chemickd OChrana...........cccocviiiiiiiiiiiiiiie s 25
3.4.6 Biologickd OChIaNna .........cccocviiiiiiiiiie e 26
3.4.7 Rezistentni odridy ........ccoveiiiiiiiiiiie e 26
3.5 GIUKOSINOIALY .. 27
3.5.1 Chemicka struktura glukosinolathl ............cceoviiiiiiiiiiiiiie, 27
3.5.2 ReaKCE @ ZIMCNY ....oovviiiiiiiiiiiic e 29
3.5.3 Obsahy GLS pted a po infekci P. brassicea ...........cccuvevveieiiiiiicsinnnnnne, 30
3.6  Fytohormony (role pfi tvorb€ nadoril) ........cccccevviiiieiiieiiieie e 31



3.7  Metabolismus rostlin pfi napadeni P. brassicae .............cccocevvvviiiiiiiiicnnnn, 32

3.7.1 Koncentrace IAA v infikovanych rostlinach a souvisejici morfologické

F21115) 1 /PP PR PR 32
3.7.2 Metabolismus GLS @ TAA ..o 33
3.7.3 Strategie obrany a rustu rostlin podle povahy poskozeni ..............ccceeuee. 33

4 Materidl @ MELOAY ......eeiviiiiiiiiiiiee e 34
4.1 POKUS V SUDSETALUL ... 34
4.1.1  Vyhodnoceni pOKUSU........cciviiiiiiiiiiiiciic s 37
4.1.2 Poskliziiové analyzy obsahu Zivin v suSin€ rostlin.........cccoceevvveriivennnnnn. 38

4.2 HYAIOPONIE ... 39

5 VYSIEAKY oo 41
5.1 POKUS V SUDSETALU ... 41
5.1.1  Kvantitativind parametry .........cceeoeeiiueeniinieenie e 41
5.1.2  Napadeni kotenll patogenem P. brassicae ............ccueeereiiiieesieenincninennne 44
5.1.3  Obsahy prvkll v suSing rostlin.........cccvvvviiiiiiiiiniiiii s 45

5.2 HYAIOPONIE ... 50

6 DISKUZE ... 51
6.1 POKUS V SUDSETALU ... 51
6.1.1  Kvantitativii parametry ........cccoevoieieeiiesee e 51
6.1.2 Napadeni kotfenil patogenem P. Drassicae ..........ccccoceevceeeiiceeniniesineennnn 52
6.1.3  Obsahy Zivin v SUSINE rOStHN .......ccoviiiiiiiiie e 52

6.2 HYydropomnie .......ccooiiiiiiiie e 54

T ZAVET it 55
8 Seznam HEETAtUIY .......ccooviiiiieiiiiie e 56
9  Seznam pouzitych zkratek a SyMbOIT..........cccoviiiieiiiienie e 70
10 Samostatné PrlONY ......oocoviiiice I
TO.1  TaDULKY cooeieeee e I
LO.2  Grafy oo s I

103 ODBIAZKY ..o I



1 Uvod

S rozvojem péstovani brukvovitych plodin, ptevazné tepky olejky (Brassica napus var.
olereacea), dochazi na péstitelskych plochach k narustu vyskytu kofenové choroby
nadorovitosti brukvovitych zplsobené patogenem Plasmodiohora brassicae. Patogen se
vyskytuje ve vice nez 60 zemich a v celosvétovém méfitku zptsobuje 10 — 15% sniZeni vynost.
Patogen ma spoustu predpokladli pro dlouhodobé piezivani na zamotfenych pozemcich diky
dobie chranénym a dlouho Zijicim spordm v pudé, zaroven jsou spory schopny rychle reagovat
na ptritomnost kompatibilniho hostitele. Také produkuje velké mnozstvi novych klidovych spor
a obnovuje tak potencial ptidniho inokula (Dixon 2009; Hwang et al. 2011; Javed et al. 2022).

Patogen P. brassicae je obligatni biotrofni organismus, ktery v ramci zivotniho cyklu
zpusobuje v kofenech brukvovitych rostlin primérni a sekundarni infekci. Projevem této
infekce jsou nejen nddory, ale 1 Zloutnuti az fialovéni listd a inhibice rlstu rostliny. V ramci
sekundérni infekce se v kotfenech vytvareji trvalé spory, které se poté uvolni do pldy v disledku
rozpadu napadenych kotfent (Javed et al. 2022).

Proti boji stouto chorobou jsou stile mezery ve znalostech. Zatim neexistuje
jednoduchy, levny a environmentdlné¢ Setrny zptisob chemické ochrany proti tomuto
patogenovi. Vztah hostitele a patogena reaguje na podminky prostfedi a fadu regulacnich
opatieni, jako je manipulace spH a doplnéni Zzivin, aplikace fungicidi apod. v ramci
integrovaného pfistupu. V tomto kontextu nabyva vyznamu zabyvat se vlivem vyzivy rostlin
na rozvoj nadorovitosti brukvovitych zpiisobené P, brassicae. (Donald a Porter 2009; Riafova
etal. 2017).

Stav dusiku a siry ma vliv jak na buné¢nou fyziologii patogena, tak na odolnost rostliny.
Nizké davky dusiku v nékterych piipadech vychdzeji 1épe a v jinych piipadech jsou zase
vhodnéj$i niz8i davky. Zavisi to 1 na form¢ a také podminkach péstovani plodiny (Bloem et al.
2004; Laperche et al. 2017; Gazengel et al. 2021; Aigu et al. 2022).

Dusik a sira jsou prvky tvoftici glukosinolaty, latky obsazené v brukvovitych rostlinach.
Tyto sekundarni metabolity mohou hrat svou roli pfi napadeni patogenem. Reakce pak mtize
byt nachylngjsi k tvorbé nddorti na kotenech, nebo naopak muize vznikat méné symptomi
napadeni (VeliSek 2002b; Kayum et al. 2020; Marsi¢ et al. 2021; Aigu et al. 2022).

Glukosinolaty jsou zaroven Uzce provazany s metabolismem auxinll. Auxiny spolu
s cytokininy, dal§imi rostlinnymi hormony, v napadenych pletivech hostitelskych bunék jsou
spojeny s expanzi a ztratou diferenciace bunck. Tyto zmény vedou k tvorbé nadort, které se
stavaji zasobnikem zivin. (Rolfe et al. 2016; Prerostova et al. 2018).



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Cil prace

Zhodnotit vliv vyzivy zejména pak dusiku a siry na rozvoj onemocnéni nadorovitosti
brukvovitych.

2.2 Hypotéza

Existuje statisticky vyznamny rozdil v napadeni patogenem Plasmodiophora brassicae
pfi riznych schématech hnojeni.



3 Literarni reSerse

3.1 Plasmodiophora brassicae piuvodce nadorovitosti Kkorent
brukvovitych

Plasmodiophora brassicae je obligatni biotrofni pudni eukaryotni patogen, ktery napada
vSechny rostliny z ¢eledé brukvovité (Brassicaceae), u nékterych zastupcii, jako jsou Rukevnik
vychodni (Bunias orientalis), vranozka Supinata (Coronopus squamatus) a tedkev setd
(Raphanus sativus), byla zjiSténa trvald rezistence vici P. brassicae i ptes jeji variabilitu
virulence. Napada vsak i jiné rostliny, které nejsou z jiz zminéné ¢eled€ napf. ryt vonny (Reseda
odorata), lichoteti$nice vetsi (Tropaeolus majus), jetel plazivy (Trifolium repens), jilek vytrvaly
(Lolium perene), srha lalo¢nata (Dactylis glomerata), medynék vlnaty (Holcus lanatus),
jahodniky (Fragaria sp.), mak vI¢i (Papaver rhoeas). Plasmodiophora brassicae zpisobuje
chorobu nadorovitost kotenii brukvovitych, dal$i nazvy jsou naptiklad: plasmodioforova
nadorovitost brukvovitych, boulovitost kofenti brukvovitych, boulovitost, plasmodiofora,
hlenka, nddorovka kapustova (Graf et al. 2004; Javed et al. 2022).

Plasmodiophora brassicae nejprve infikuje kofenové vlasky a produkuje pohyblivé
zoospory, které napadaji kofenovou ktiru. V kotenové kiife se vytvaieji sekundarni plazmodia,
ktera spoustéji expresi genil podilejicich se na produkci auxinti, cytokininti a dalSich regulatort
rustu rostlin a presmérovavaji znacnou ¢ast rostlinnych zdroji do hypertrofického rtstu
kotenovych pletiv, coz vede k tvorbé halek. Sekundarni plazmodia se $t€pi na miliony
klidovych spor a kofenové halky se rychle rozpadaji a uvoliiuji dlouho Zijici klidové spory do
pudy (Hwang et al. 2011).

Ptiznaky napadeni u plodin, jsou Zlutozelené az fialové listy, které ¢asto vadnou a jejich
rust je inhibovan. Na kofenech jsou vidét ztloustld mista nasledné boule rlznych tvari a
velikosti, obvykle vietenovity tvar (jsou nejtlust$i uprostied a smérem ke konctim se zuzuji).
Nadory mohou byt na kofenovém vlaseni, postrannich kotenech, kiilovém koteni nebo dokonce
na kofenovém krcku. Boule jsou zprvu bélavé a kompaktni, pozdé€ji vnitini pletivo hnédne
(nebo je Sedobilé), ke konci vegetace se nador rozpada. U brukvovité zeleniny je ptiznak
choroby obdobny. Na kotenech se utvari nadory riznych tvarid a velikosti (Casto vazi vic nez 1
kg), velmi brzy podléhaji bakteridlnimu rozpadu. PoSkozeni kotfenového systému ovliviiuje
negativné piijem vody a Zivin, tim rostliny rostou pomaleji a konzumni ¢ast bud’ neutvateji
nebo jen ve zhorSené kvalité. Rostliny v prvnich fazich také vadnou, ale jen za slunného pocasi,
pozdé&ji je vadnuti trvalé. Starsi listy se zbarvuji do fialova az Cervena. Velmi napadené rostliny
hynou. Zacatek symptomu a doba infekce zavisi na typu hostitele, virulenci, patotypu, poctu
odpocivajicich spor v ptidé a optimalnich environmentélnich faktorech, jako je teplota pudy,
vlhkost a pH (Sherf a MacNab 1986; Javed et al. 2022; Rostlinolékatsky portal 2024).

V prvnich fazich vyvoje nddoru se daji zaménit s halkami, které se tvoti v reakci na
poskozeni krytonoscem zelnym (Ceutorhynchus pleurostigma). Hélky krytonosci, ale
nezpusobuji prakticky zadné poSkozeni. Halky je moZné rozeznat, kdyz je roziizneme. V hdlce
krytonosce budu chodbicky vyzrané larvami brouka, v pfipadé¢ nadorovitosti bude pletivo
celistvé (De Pietri-tonelli 1950; Kazda et al. 2010).
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Podle néachylnosti lze hostitele rozdé€lit na nejvice nachylné, stfedné nachylné, mirné
nachylné a velmi odolné nebo pfilezitostné imunni. Nejvice nachylné jsou pekingské zeli,
hlavkové zeli, razickova kapusta, nékteré druhy tufinu, tryzel malokvéty a iberka. Stfedné
nachylné kedlubna, kaderava kapusta, kvétak, brokolice, n€které druhy tuiinu a fedkvicek,
kataran piimotsky. Mirn¢ nachylné — fepka, hoiCice ¢erna, nékteré¢ druhy tufinu, fedkvicek,
hulevnik vysoky. Velmi odolné a piilezitostn¢ imunni — barborka obecnd, kien selsky, kokoska
pastusi tobolka, chejr vonny, vecernice vonna, feficha virginska, feficha setd a néckteré
fedkvicky (Sherf a MacNab 1986).

3.1.1 Taxonomie

Plasmodiophora brassicae Woronin 1877 — aktudlni taxonomické zarazeni dle NCBI:
bunééné organismy; Eukaryota; Sar; Rhizaria; Endomyxa; Phytomyxea; Plasmodiophorida;
Plasmodiophoridae; Plasmodiophora (Schoch et al. 2020).

Z ostatnich  obligatné biotrofnich  fytopatologicky zavaznych hub zceledi
Plasmodiophoridae a tim i taxonomicky nejblizSich k P. brassicae, jsou naptiklad Polymyxa
betae, kterd je ptenaSeCem (vektorem) zavazné virové rhizomdnie tfepy, nebo Polymyxa
graminis, kterd je pidnim parazitem kofend obilnin a zaroven je pfenaseCem ekonomicky
vyznamnych rostlinnych vird. Déale Spongospora subterranea, pivodce prasné strupovitosti
brambor. (Rod 1993; Rysanek et al. 2016; De Vienne 2016; Schwelm et al. 2017).

Woronin zalozil rod Plasmodiophora a povazoval je za tfidu Myxomycetes (Woronin,
M. S. 1877). V té¢ dobé byly Myxomycetes povazovany za houby (Fungi), zahrnujici i P,
brassiceae a dalsi plaspodioforidy, dnes uz tomu tak neni. Spolecny znak Plasmodiophory
brassiceae a 1181 Fungi je chitin v bunécné sténé odpocivajicich trvalych spor (Muirhead a
Pérez-Lopez 2022). Naopak se od Fungi a Oomycetes lisi v kiiZovém jadrovém déleni,
dvoubicikatymi sekundarnimi zoosporami, multinuklearnimi plazmodiemi a uninuklearnimi
trvalymi sporami, absenci vldknitého ristu — mycelia (Schwelm et al. 2015; Javed et al. 2022).

3.1.2 Historie a vyskyt

Nadorovitost kofenli brukvovitych zplisobuje vyznamné ztraty v péstovani olejnin a
zeleniny po celém svété€ a jiz dlouho je jednim z hlavnich omezeni pro péstovani brukvovitych
rostlin. K objevu P. brassicae ptisp€la vroce 1872 v Rusku silna epidemie. Do Evropy,
Austrélie, Severni a Jizni Ameriky se nejspiSe dostala ptist€hovalci a kolonizaci novych mist
prvnimi osadniky. Patogen se tak rozsifil na vSechny kontinenty (kromé& Antarktidy), diky
zamorenym potravindm a krmiviim, na kterych ulpéla kontaminovana zemina. Je tedy velika
pravdépodobnost, ze se patogen vyskytuje po celém svét€¢ tam, kde se péstuji brukvovité
plodiny nebo je brukvovitd vegetace. Oblasti s vysokou populacni hustotou patogena, jsou
predevsim vlhké oblasti mirného péasu (Struck et al. 2022).

V Ceské republice je Plasmodiphora problémem a vyzvou predevsim v severni ¢asti
Moravy a Cech. Obzvlast Moravskoslezsky kraj patii dlouhodob& k nejvice zamofenym
oblastem. Patogen se stale $iii do dalSich regionil a je jiz prakticky po celé republice, proto jeho
vyznam roste (Ri¢afova et al. 2016; 2017)
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Ve svété¢ je plasmodioforovd nadorovitost brukvovitych rozsifena po vSech
kontinentech, krom¢ Antarktidy. Vyskyt je hlaSen ve vice nez 80 zemich svéta. V Kanad¢ byl
historicky nejvétsi problém s P. brassicae u brukvovité zeleniny. V provincii Alberta, je
dlouhodoby problém se zamotenymi pozemky patogenem jiz od roku 2003, ale i oblasti Britské
Kolumbie, Ontaria a Quebecu maji dost zamotené pozemky, kvili produkci zeleniny. V Evropé
zejména ve Francii, Némecku, Polsku, Svédsku a Velké Britanii (hlavné ve Skotsku a Walesu),
jsou nadéle zkoumdany patotypy P. brassicae na zamotenych pozemcich (Hwang et al. 2011;
Bouma 2016; Ri¢afova et al. 2017; Javed et al. 2022; Zamani-Noor et al. 2022).

3.1.3 Ontogeneze

Zivotni cyklus P. brassicae (znazornén na obrazku ¢&. 1), je pomérné slozity a obvykle
se d¢li na dvé hlavni faze, primarni infekce v kofenovém vlaSeni a sekundarni infekce v
pletivech kury, pak je jest¢ klidova faze v pad¢€. Existuji rozpory ohledné tohoto rozdéleni
zivotniho cyklu a také nezndmé skutecnosti ohledné detailti infekce, které nebyly dosud
vyzkoumany (Liu et al. 2020).

r In soil ﬂ

a2 Nt
“ - r
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Zoosprangium

©

Secondary
zoospore

Root hair infection I

Obrazek 1 Zivotni cyklus Plasmodiophora brassicae: a — odpoéivajici spora; b — priméarni
zoospora; ¢ — primarni plasmodium v kofenovém vlasku; d — shluk zoosporangii v kofenovém
vlasku; e — prazne zoosporangium,; f,g — sekundarni plasmodium v kortikélnich bunkach; trvalé
spory v kortikdlnich bunikdch (Kageyama a Asano 2009).
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3.1.3.1 Pida, trvalé spory, kli¢eni

Zivotni cyklus P. brassicea zatina v pudé, kde odpoéivaji trvalé spory, které se do ptidy
dostavaji diky rozpadu kotenovych nadora. Velikost jedné spory se uvadi kolem 3 pm. Povrch
klidové spory je pokryt ostny (Ikegami et al. 1978).

Nejvice trvalych spor (ptes 90 %), se nachdzi v povrchové pade (0 — 5 cm). Urcity pocet
trvalych spor vSak miize byt az v hloubce 40 cm, s tim ze populacni hustota klesa s rostouci
hloubkou. Patogen je na zaroven rovnoméerné rozprostien a neshlukuje se u rostlin (ChoongHoe
et al. 2000).

Odpocivajici spory P. brassicae maji velkou schopnost piezivat v pad¢, uvadi se ze
ptezijii5 let bez hostitelské rostliny (Kageyama a Asano 2009), nékteré zdroje vSak uvadi i 20
let (Bouma 2021). Polocas rozpadu trvalych spor ve studii (Wallenhammar 2010) byl stanoven
na 3,6 let pro pole se 100% napadenim. Bylo zjisténo, ze uroven napadeni klesala az po 17,3
letech pod detekéni troven (PCR).

Prvni fazi zivotniho cyklu je kli€eni spor, k tomu dojde vSak za urCitych podminek.
Prvni podminkou uvoliiovéani vapenatych iontl (Ca?") z trvalych spor spousti jejich kli¢eni a
zaroven je duileZita jejich zpétna adsorpce (Shogo et al. 1991). Dal§im faktorem je i zralost spor
(Macfarlane 1970) zjistil, ze klidové spory ze starych rozpadajicich se halek maji zvySenou
(rychlejsi) klic¢ivost nez spory ziskané z mladych pevnych halek. Mladé vytrusy jsou pokryty
vlaknitym materidlem na rozdil od zralych trvalych spor, které maji fadu ostnll. Zralé spory
navic kli¢i bez ohledu na pfitomnost Ca®" na rozdil od mladych. Zarovei se kli¢eni urychluje a
podil klic¢icich vytrusi se zvySuje v piitomnosti rostlin rodu Brassica (Macfarlane 1970).
Dalsimi podminkami pro vykliceni trvalych spor jsou faktory prosttedi, jimiz jsou pH, vlhkost,
teplota, dalsi anorganické ionty a biologické faktory (Takahashi 1994). Rozpad napadené tkané
se d&e za pomoci sekundarnich mirkoorganismii (bakterie pfedevs§im), které ale nejsou
nezbytné pro proces kliceni, ale pfipravuji spory na efektivné;si kliceni (Dixon 2009).

Experimentalné¢ bylo mimo jiné prokézéno (Feng, J. et al. 2010), Ze gen kodujici
serinovou proteazu (PRO1), ktery je pfitomen v Sirokém spektru patotypl P. brassicae, je
dalezity pro kliceni klidovych spor. Mnozstvi PRO1 kolisa v zavislosti na fazi patogeneze.
Optimalni teplota PRO1 je 25 °C a vykazuje zaroven vysokou aktivitu pti hodnotach pH 6,0 —
6,4. Tyto hodnoty se shoduji s teplotnimi a pH podminkami ptfiznivymi pro kliceni klidovych
spor P. brassicae na poli. Protein PRO1 zesiluje stimulacni ucinek kofenovych exudatd,
prostfednictvim své proteolytické aktivity, na kli¢eni klidovych spor (Hwang et al. 2011).

Trvalé spory podle vySe zminénych podminek tedy vykli¢i ve dvoubicikaté zoospory.
Zoospory piezivaji pouze kratkou dobu a jsou pfitahovany latkami obsazenymi v kofenech
rostlin. Aktivnim pohybem se vodnim filmem dostanou ke kotfenovému vlaseni (Rod 1993;
Kageyama a Asano 2009).

3.1.3.2 Primarni infekce

Do kotenového vlaseni se dvoubicikaté zoospory dostanou ve formé myxoaméb (Rod
1993). Jakmile se primarni zoospora pfichyti ke sténé kotenového vlaseni, bic¢iky se svinou a
axonemy se zatdhnou. Béhem 2 hodin se utvofi trubicovitd cysta (tzv. Rohr — R) ve které se
dale utvoii bodec (tzv. Stachel — S), jak je vidét na obrazku €. 2. V dasledku tlaku expandujici
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vakuoly se vytvoii adhesorium. Stachel ndsledné prorazi hostitelskou bunécnou sténu a béhem
1 sse patogen injektuje do hostitelské builky. Zahajeni primarni infekce je tedy
zprostiedkovano adhesoriem zoospory, které¢ propichne bunécnou sténu kotenového vlasu a
vpravi svlij obsah do cytoplazmy hostitelské buiky. Celkova doba potfebna k vytvoreni
adhesoria a proniknuti do hostitele je asi 1 min. Bylo zjisténo, Ze sekundarni zoospory jsou
schopny provadét podobny proces penetrace (Aist a Williams 1971).

Obrézek 2 Nédorovky (Phytomyxea). A — (5 um) infekce hostitele pomoci ‘Rohr (R) a
Stachel (S)‘, zoospora (Z). B — pfiznaky nadrorvitosti na ¢inském zeli. C — (20 um) odpocivajici
spory P. brassiceae (A), plazmodia (—) a typické vakuoly, které mizi, kdyz se plazmodia
za¢nou diferencovat do odpocivajicich spor (*) (Schwelm et al. 2017).

Po vniknuti do rostlinné bunky se na misté priiniku mezi sténou hostitele a plazmatickou
membranou brzy utvoii papila bohatd na kalézu. Mladé améby v kofenovych vlascich nemaji
lipidova téliska, jsou obaleny sedmivrstevnymi obaly (Aist a Williams 1971).

P brassicae muze iniciovat primarni infekci, jak v kofenovém vlaSeni, tak v
epidermalnich bunikéch, kde se 1 den po inokulaci vytvofi nejaderné priméarni plasmodium,
nekdy ma jen omezeny pocet jader. Postupné se vyvine ve vicejaderné plasmodium a nésledné
prochazi kondenzaci a §t€penim cytoplazmy na jednojadernd zoosporangia od 1 do 4 dn po
inokulaci. Pak nasleduje tvorba vicejadernych zoosporangii, ve kterych se utvoii sekundarni
zoospory (Liu et al. 2020).

Sekundérni zoospory po svém uvolnéni provadeji konjugaci v epidermalnich buiikach
kotene (Liu et al. 2020). Sekundarni zoospory uvolnéné ze zoosporangii v kotfenovych vlasech
znovu infikuji kofenové vlasky a epidermalni buiiky, patogen tak proliferuje v kratkém cyklu a
tim se zvySuje sekundarni infekce kotenové kiry (Naiki et al. 1984).
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3.1.3.3 Sekundarni infekce

Féze infekce kofenové kary je vyvoldna sekundarnimi zoospory uvolnénych ze
zoosporangii v kofenovych vlasech. Primarni zoospory neinfikuji pletiva kiiry (Dobson a
Gabrielson 1983). Neni vSak zcela objasnéné, zda jsou zoospory uvoliiovany do ptidy nebo se
pohybuji uvnitt kofenového vlasu, ¢i se déje oboji (Kageyama a Asano 2009).

V primarnich plasmodiich dochéazi synchronné¢ k tadé jadernych déleni, po nichz
nasleduje Stépeni na zoosporangia. Z vicejaderného zoosporangia vznikaji jednojaderné
sekundérni zoospory, které se uvolituji do lumenu kofenovych vlaska ¢i epidermalnich bunék.
Zde nasledné konjugaci dvou jednojadernych haploidnich sekundéarnich zoospor vznikne
diploidni jednojadernd zygota (Javed et al. 2022). V kazdém zoosporangiu se vytvoii 4 — 16
sekundarnich zoospor, které se uvoliuji do piidy. Sekundarni zoospory pronikaji do korovych
tkani hlavnich kotenti (Kageyama a Asano 2009).

Zygoty vnikaji znovu do kotfenli pomoci specializovanych vldken pfes bunécné stény
nebo rankami. Uvnitf napadenych bunék kotenli ztraci biciky a diferencuji se v sekundérni
jednojaderna plazmodia 8 dni po inokulaci, timto zacina sekundéarni infekce. Nasledné se vyviji
v dvoujadernd, Ctyfjadernd a vicejaderna sekundéarni plasmodia od 10 po 15 den po inokulaci,
be&hem téchto dnti se uz objevuji typické priznaky (Rod 1996; Liu et al. 2020; Javed et al. 2022).

Plasmodia, pronikaji do dalSich bun¢k vodivymi pletivy. Plasmodia produkuji
fytohormony (auxiny a cytokininy) a zaroven tvorbu téchto hormonti v hostiteli indukuyji.
Dochazi tak k hyperplazii a hypertrofii. Buniky jsou 5 — 10x vétsi, jadra jsou az 30x zvétSena a
zvySuje si obsah DNA (16x). Dochdzi k tvorbé nadort. V postizenych bunikdch dochazi ke
zvySené aktivité nitrolazy a kataldzy a zvySuje se tvorba proteinii. Klesd vSak obsah
redukujicich cukrii a susiny (Rod 1996).

Haploidni jednojaderné odpocivajici spory v bunikach hlavniho kofene se objevi az 24
dnti po inokulaci, utvoii se meidézou pii zmensovani jadra sekundarnich plasmodii. Nasleduje
jejich uvolnéni do pldy a tim se ukonci zivotni cyklus P. brassicae (Javed et al. 2022; Liu et al.
2020).

Neni shoda ohledné pohlavni faze u P. brassicae, je v§ak naznaceno, Ze by k ni mohlo
dochazet béhem konjugace sekundarnich zoospor pfi tvorbé trvalych spor (Javed et al. 2022).

3.1.4 Metody diagnostiky a patotypovani

Patogen je velmi variabilni a Casto se vyskytuje jako tzv. smés patotypli v pidé a i
v kotenech (v jednom nadoru). Izolaty se lisi preferenci i agresivitou vici riznym hostitelim,
pievazné z Celedi brukvovitych (Saharan et al. 2021c¢; Javed et al. 2022).
Nejvice pouzivané metody k detekci (tabulka €. 1) a rozliSeni patotypti, jsou:
- ¢cpn60 universal target (cpn60UT) k vytvoteni dropletového digitdlniho PCR (ddPCR)
a amplifikace DNA pomoci izotermické smycky (LAMP), coz se ukazuje jako vhodna
metoda ke studii distribuce patogena v zamotenych polich a k rozliSeni patotypil, viz
tabulka €. 1.
- Dal8i metodou je tzv. RNase H — dependent PCR, kterd amplifikuje rDNA nebo
fragmenty z genomu jedine¢né pro rizné patotypy identifikované pomoci srovnavaci
genomiky.
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- Viditelné infraervené hyperspektralni snimani (HSI — HyperSpectral Imaging)
spolecn¢ s CNN (Convolutional Neural Network), ktery detekuje fyziologické
abnormality rostlin zptisobené P. brassicae. Tato metoda mé vSak spoustu nevyhod,
jednou z nich je Ze rostliny musi byt jiz napadené (Gossen et al. 2019; Feng et al. 2022;
Javed et al. 2022; Tso et al. 2022).

Tabulka 1 Metody detekce vyvinuté ke studiu patogena Plasmodiophora brassicae (Javed

et al. 2022).

Metoda Pouziti

PCR Detekce P. brassicae, diferenciace patotypt P. brassicae na zéklad€ virulence
nebo geografického rozsifeni.

qPCR Studium distribuce P. brassicae a kvantifikace poc¢tu spor v poli.

ddPCR Kvantifikace P. brassicae a studium dynamiky patogena v poli.

rhPCR Studium polymorfismu populace P brassicae a diferenciace patotypl
nadorovitosti kost'’alovin s rozdilnou virulenci.

LAMP Rychla a citliva detekce P. brassicae.

HSI + CNN | Detekce nadorovitosti kostalovin bez zniceni infikovanych rostlin.

Patotypovéni obligatniho patogena P. brassicae je zalozeno na virulenci na rtizné
hostitele, je klasifikovano do patotypi a ras. Bylo vyvinuto pét hlavnich systémut
paptotypovani. V soucasnosti je v Kanad¢ identifikovanych 36 patotypt na 13 hostitelich.
Diive byly vyuzivany tfi systémy pro patotypovani, diky slechténi se na pocatku stoleti zacaly
na trhu objevovat nové rezistentni odridy fepky. Diky komerénimu tlaku na vznik novych
rezistentnich odrd byly geny rezistence piekonany novymi virulentnimi patotypy, coz vedlo
k zavedeni novych diferenciacnich systémil. Jeden z prvnich systému pro patotypovani se
nazyval Williamsova diferencialni sada nadorovitosti kost'alovin (P. H. Williams 1966), dal§im
je Evropské diferencidlni sada nadorovitosti kostalovin (ECD) (Buczacki et al. 1975), dale
Somého diferencialni sada nadorovitosti kostdlovin (Somé, A. et al. 1996). Novy zavedeny
systém Kanadska diferencidlni sada nadorovitosti kost’alovin (CDD) (Strelkov et al. 2018).
Nejnovéjsim systémem je Siniticka diferencialni sada nadorovitosti kost'dlovin (SCD) (Pang et
al. 2020; Javed et al. 2022).

Pro rychlou identifikaci a detekci patotypt, byly vyvinuty molekuldrni markery. Gen
CR 811 byl identifikovan v patotypu 3 a 5 a hraje dlleZitou roli v rezistenci hostitele a
patogenité P. brassicae. Diferencialni sady, které byly dosud vyvijeny a pouzivany, maji n€kolik
omezeni pii detekci a identifikaci novych patotypt. Sady se skladaji z geneticky heterogennich
druhti ¢eledi Brassicaceae a to je v rozporu se standartnimi mezindrodnimi diferencialnimi
hostitelskymi systémy. Samotné izolaty jsou sloZeny z geneticky heterogennich populaci
patogena. Oznaceni a pojmenovani patotypli ma také sva omezeni, napiiklad Williamsova sada
pouziva sériové Cislo (pf. patotyp 4), ECD (napt. ECD16/15/31), SCD (napt. Pb4), coz omezuje
porovnani, analyzu a detekci novych patotypt. Navic podle tohoto systému jsou pak nasledné
hlaseny podobné patotypy v jinych zemich. (Pang et al. 2020; Saharan et al. 2021b; Zeng et al.
2023)
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3.1.4.1 Vznik novych virulentnich patotypi

Vysoky stupeni variability patogena v polnich populacich poukazuje na pohlavni
rekombinaci. Diky kontroverzi ohledné piipadné sexudlni faze P. brasssicce, se tato etapa neda
zahrnout do zivotniho cyklu patogena. Jsou rGzné hypotézy ohledné plazmogamiie a
karyogamie. Jedna z nich usuzuje, ze sexualni stddium patogena probihd v multinukledrnim
sekundarnim plazmodiu, kdy se jadra objevuji v parech a fuzuji s naslednym meiotickym
délenim a délenim cytoplazmy, za vzniku haploidnich odpocivajicich spor (Ingram et al. 1997;
Liu et al. 2020; Saharan et al. 2021c¢).

Genom P. brassicae je kompaktni a malé velikosti (24,2 — 25,5 Mb), ma vysokou hustotu
genl a malo opakovani. Vzacnost opakovani gent odliSuje P. brassicae od ostatnich biotrofnich
patogenti jako jsou rzi, padli (Fungi) a oomycota Hyaloperonospora arabidopsidis. V genomu
zaroven dochazi k redukci a prekryvani intergenovych vzdalenosti (Rolfe et al. 2016; Saharan
etal. 2021¢).

Jednim typem obrany proti nadorovitosti brukvovitych je vysadba rezistentnich odrtd.
Ovsem kratkodobé stiidani rezistentnich odrtd, vede ke vzniku virulentngjSich patotypt. Jde
tedy o souboj mezi obrannymi molekularnimi mechanizmy hostitele a generovanim efektorti
patogena, které vyuzivaji k prekonani rezistence (Galindo-Gonzélez et al. 2021).

3.1.4.2 Efektory patogena

Efektové proteiny hraji klicovou roli pro virulenci patogena. U néchylnych
hostitelskych rostlin z ¢eledi brukvovitych indikuje Plasmodiophora brassicae tvorbu zivnych
kotenovych halek pii sekundarni infekci. ZvySeny rist kofenli z diivodu zvétSujicich se
plazmodii poskytuje zéasobarnu Zivin, které patogen vyuZiva. Pravdépodobné vétSina
molekularnich interakci mezi hostitelem a patogenem probihd pravé v této fazi. Tato faze se
proto stava vyznamnou pro sekreci efektort a patogenezi (Galindo-Gonzalez et al. 2021; Pérez-
Lopez et al. 2021).

Efektory maji za cil potlacit imunitni reakci rostlin a ziskavat Ziviny potfebneé k zajisténi
preziti, zaroven efektory napomdhaji kolonizaci rostlinného hostitele. Efektory patogena
napomahaji procesu infekce bud pfimym ovlivnénim imunitni odpovédi hostitele, nebo
zménou reakci rostlin ve svlij prospéch. Plivodné byly efektory patogenti definovany jako malé,
na cystein bohaté proteiny s tlohou v manipulaci s imunitnimi reakcemi rostlin, byly vSak
popsané i dal$i molekuly, jako jsou malé RNA nebo sekunddrni metabolity, které vykonavaji
typické efektorové funkce (Galindo-Gonzalez et al. 2021; Javed et al. 2022).

Efektory jsou obvykle vylucované proteiny patogena, které poté ptisobi bud’ v apoplastu
hostitele, nebo vstupuji do rostlinnych bunék, kde interaguji s riznymi bunéénymi slozkami a
zpusobuji onemocnéni nebo se vazou receptory (R-gen) nebo medidtorové proteiny spojené
s R-proteiny, které spoustéji imunitu. Efektory mohou mit rtzné funkce, vcetné ochrany
patogena nebo jinych efektorii, renaturace efektorii, které byly poskozeny oxidativnimi
formami kysliku hostitele, interference a / nebo manipulace s expresi genli a metabolismem
hostitele, manipulace vezikularniho toku nebo inhibuji PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) (Pérez-Lopez et al. 2020; Galindo-Gonzélez et al. 2021).

17



Jednim z ptikladi je efektorovy protein PbBSMT, ktery pfeméiuje obrannou slouc¢eninu
kyselinu salicylovou (SA) na jeji metylester (Me-SA), pomoci homologu k rostlinnym
metyltransferazdm (SABATH). Je to jeden z nejvice exprimovanych genii P. brassicae (v
plazmodialnim stadiu) v infikovanych kotenovych pletivech. Rostliny s vy$§im obsahem Me-
SA jsou nachylnéjsi k dalsim patogentim (viz kapitola: 4.1.5) (Ludwig-Miiller et al. 2015; Rolfe
et al. 2016; Djavaheri et al. 2019).

Dalsim ptikladem efektoru P. brassicae je naptiklad inhibitor cysteinovych proteaz
SSPbP53, ktery hraje roli v umoznéni progrese rozvoje choroby nadorovitosti brukvovitych
(Pérez-Lopez et al. 2021).

3.1.5 Zmény ve spolecenstvi endofytnich hub p¥i napadeni P. brassicae

ey

V rostlinach ziji rizné endofytni houby, které ovliviiuji abiotické i biotické stresy, tim
padem i choroby. Podle studie (Tian et al. 2019) se pomoci vysoce vykonného sekvenovani
(ITS) a dalich metod doSlo k zavérim, Ze v neinfikovanych kofenech byla mnohem vyssi
diverzita spolecenstva endofytl nez u napadenych. Dominantni skupinou endofytii byla
Ascomycota (Phoma sp., Mortierella sp., Penicillium sp. atd.) ve zdravych kotenech. Naopak
v ptipad¢ nadorovych kotfenti byl dominantnim taxonem Plasmodiophora brassicae a dale bylo
izolovano mnoho druhti fytopatogennich fusarii. Lze fici ze infekce zplsobena P. brassicae
meéni spolecenstvo houbovych endofytii a usnadiiuje vstup ptidnich patogenti dovniti koteni
hostitele (Tian et al. 2019).

3.2 Celed’ brukvovité (Brassicaceae)

Aktudlni taxonomické =zatfazeni dle NCBI: bunéné organismy; Eukaryota;
Viridiplantae; Streptophyta; Streptophytina; Embryophyta; Tracheophyta; Euphyllophyta;
Spermatophyta; Magnoliopsida; Mesangiospermae; eudicotyledons; Gunneridae; Pentapetalae;
rosids; malvids; Brassicales; Brassicaceae (Schoch et al. 2020).

Brukvovité (Brassicaceae), patii do vysSich dvoud€loznych rostlin z fadu brukvotvarych
(Brassicales). Rostliny z této Celedé jsou snadno rozpoznatelné diky unikatnim kvétim se
Ctyfmi okvétnimi listky, tvoficimi kiiz. Odtud se vzal alternativni nazev celed¢ kiizaté
(Cruciferae). Zahrnuji jednoleté, dvouleté 1 bylinné trvalky a vzacné kete. Celkovy pocet rodii
je 338 — 360 a druht tém&t 3709. Celed’ zahrnuje mnoho jedlych druhii, jako krmiva, olejnaté
plodiny, zeleninu a kofeni. V Brassicaceae existuje mnoho rostlin s velkym ekonomickym,
agronomickym, védeckym a léCebnym vyznamem. Navic jsou rizné druhy Brassicaceae
zkoumdany pro svllj farmakologicky potencial, diky specifickym sekundarnim metabolitim.
Sekundarni metabolity se nazyvaji glukosinolaty a spolu senzymem myrosinazou
v idioblastech jsou ptiznacné pro tuto Celed’. Pii poruSeni pletiv se tyto dve latky setkaji a uvolni
se glukdza a hoi€icné silice, pro které je charakteristickd ostra drazdiva az paliva chut’ a Stiplava
viné (Novak a Skalicky 2017). Tato Celed’ je klicova pro vitaminy A, B1-2, B6, C (zejména
v listech), E, K a mineraly, jako jsou hoi¢ik, zelezo a vapnik (Anjum et al. 2012; Novék a
Skalicky 2017; Raza et al. 2020).
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Kvétni vzorec: § * K 2+2 C 4 A 2+4 G (2). Kvéty tvoii hrozny, na kvétnim lazku jsou
nektaria (medonosné rostliny). Kvét je dale tvoten Sesti tyCinkami, pfi¢emz dvé jsou kratsi nez
vnitini Ctyfi. Plod je SeSule s dvéma chlopnémi, kterymi pukéd ze zdola nahoru, uvniti jsou
semena s nepravou blanitou pfehradkou. Semena obsahuji olej a v riznych koncentracich také
nenasycené mastné kyseliny, zejména erukovou a brassikovou kyselinu (Novak a Skalicky
2017).

3.2.1 Péstovani brukvovitych plodin v Ceské republice a ve svété

Repka ozim4 je v Ceské republice po obilninach nejpéstovangjsi plodinou. Jeji produkce
je v dnesni dobé¢ spojena s vysokou intenzitou agrotechnickych zasahti. V roce 2023 byla osevni
plocha fepky 379 944 ha, z toho 379 632 ha tvoftila fepka ozima. Hof¢ice na semeno byla na
15 621 ha zemédélské piidy. Kost'dlova zelenina zabirala 1 511 ha osevni plochy, z toho zeli
tvotilo 268 ha roce 2023 byla osevni plocha fepky 379 944 ha, z toho 379 632 ha tvoftila fepka
ozimd. Kost'dlova zelenina zabirala 1 511 ha osevni plochy, z toho zeli tvofilo 268 ha (Jonas
Hnétek et al. 2019; Cesky statisticky ufad)

Dle (USDA 2024) nejvétsimi producenty fepky ozimé ve svété jsou Kanada, Indie a
také Cina, Australie a Rusko. Data za rok 2022 z udavaji, ze v Kanad¢ zabirala osevni plocha
fepky 8,95 milionti hektarti a v Indii 7,99 miliont ha. Pfedbézné data a predikce, ale ukazuji,
ze Indie bude vétsim péstitelem fepky neZ Kanada. Z Evropské Unie dominuji staty jako je
Francie (1,23 miliont ha za rok 2022), Némecko (1,09 mil. ha v roce 2022) a Polsko (1,08 mil.
ha za rok 2022) v osevni ploSe fepky (FAO 2024).

Cina v roce 2022 méla nejvice hektart zeli, brokolice a kvétaku, potom Indie a Spojené
staty americké (FAO 2024).

3.2.2 Brukvovité plevele

Hubenim vydrolu a pleveli zceledé¢ brukvovitych, lze predchdzet napadeni
Plasmodiophorou brassicae. Kvili dlouho pietrvavajicim sporam v pidé, potlatenim plevelt
docilime toho, Ze pocet trvalych spor, alesponl snizime. Hlavnimi plevely jsou: vydrol fepky,
hoi¢ice polni, kokoska pastusi tobolka, penizek rolni, thornik mnohodilny, rukev obecna aj.
(Donald a Porter 2009; Jursik et al. 2018; Struck et al. 2022).

Hoft¢ice polni je jarni plevelny druh, ma koten zasahujici az do podorni¢i. Vyskytuje se
v nizinach az po teplejsi oblasti podhiifi. Dava ptfednost trodnéj$im, vlhéim, na ziviny bohat$im
pudam, predevsim s vys$im pH. Reguluje se hlavné v obilninach, kukufici, cukrové fepé a
bramborach (Jursik et al. 2018).

Kokoska pastusi tobolka je jednolety ozimy plevel s vietenovitym kofenem a mnoha
postrannimi. Je indiferentni na klimatick¢é a pidni podminky, dokaZe se i velmi dobie
pfizpusobit jakékoliv agrotechnice. Reguluje se v obilninach, fepce, kukufici a cukrové fepé
(Ren et al. 2016; Jursik et al. 2018).

Penizek rolni je jednolety ozimy druh, ma dlouhy kiillovy kofen s postrannimi vétvemi.
V CR se vyskytuje hojné od nizin az po horni hranici péstovanych plodin, ale ¢asto jen
prechodné se vyskytuje ve vysSich oblastech. Uptfednostiiuje urodné, humoézni a na ziviny
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bohaté pudy. Preferuje zaroven vlhéi pldy, s nizSim pH. Reguluje se v obilninédch, fepce,
kukufici, cukrové fepé a bramborach (Jursik et al. 2018).

Uhornik mnohodilny je jednolety ozimy plevel, vytvaii vietenovity kofen s ten&imi
bo&nimi kofeny. Je rozsifen hlavné v teplejsich oblastech CR. Preferuje vysychavé, na Ziviny
bohat¢ pidy, k pH pidy nema specifické pozadavky. Roste hojné 1 na synantropnich
stanovistich (rumiste, Zeleznicni naspy apod.). Regulovan je v obilninach a ozimé fepce (Ren
et al. 2016; Jursik et al. 2018).

Rukev obecnd je vytrvaly druh, mélceji kofenici s mnoha vodivymi vybézky. U nds
témer na celém uzemi. Je to primarné pobtezni rostlina a preferuje vlhéi lokality, ale jako plevel
ji, sice v mensim zastoupeni, najdeme i v sussich oblastech. Hlavni vyskyt na regozemich, coz
jsou lehké piscité pady (pida drnova). Casto se zde péstuje zelenina a brambory (dostatek
zavlahy), reguluje se také v obilninach (Jursik et al. 2018).

3.3 Vyziva a hnojeni hlavnich brukvovitych plodin

3.3.1 Kost’alova zelenina

Z pudy si berou pievazné dusik, draslik a vapnik. Brukvovita zelenina je oznaCovana jako
nitrofilni, to znamen4, ze upfednostiiuje nitratovou formu dusik. Pti dobrych vynosech obzvlast
zeli, kapusty, kvétaku a novych odriid brokolice je celkovy odbér N a K pres 200 kg/ha. Pokud
jsou plodiny Casto péstovany na pozemku, musi byt zvysené hnojeni draslikem. Kedlubny maji
nizsi odbér, ale zaroven 1 krat$i vegetacni dobu po kterou vyzaduji také dostatek zivin, aby
nedievnatéli nesmi byt nedostatek dusiku a vody (Vanék et al. 2012; Poldkova et al. 2019).

Odbér Zivin béhem vegetace koreluje s tvorbou biomasy. V zacatku vegetace je vysoka
potieba N a v druhé poloviné se zvySuje piijem K, zatimco piijem Ca a P je tém¢t rovnomérny
béhem vegetace. V pfipad¢ zeleniny s kvétni riiZici je rozdil ve vys$§im piijmu K nad N po celou
vegetaci. Je zde 1 ur€itd prodleva piijmu zivin, kdyz se zacne tvofit kvétni rizice. Dusik je pro
pestovani kostdlové zeleniny kliCovym makroprvkem, kvili ndrustu biomasy (piedpoklad
dobrého vynosu a kvality). Pro dodani dusiku pomoci minerélnich hnojiv, je nutné stanovit
podle celkové potfeby. Nutné je proto stanovit konkrétni obsah Nuin v ornici a pouzit odpocty
skutecného obsahu. Hnoji se hlavné pfed vysadbou ¢i setim, nebo také na pocatku vegetace,
aby se podpofila tvorba listové plochy. K zakladnimu hnojeni jsou vhodné siran amonny,
mocovina, DAM nebo dusikaté vapno. Dusikaté vapno ma dobry efekt diky pozvolnému
uvolnéni N a alkalické piisobeni Ca. Vyznamné to ovliviiuje vyskyt nadorovitosti kost'dlovin
(Vangk et al. 2012; Poldkova et al. 2019).

Pti pfehnojenim dusikem je podpoten vyskyt houbovych chorob, horsi skladovatelnost
a 1 chut. U zeli, které je urcené ke konzervaci kvaSenim ma negativni vliv ptfehnojeni pti
procesu kvaseni, kdy se méni pomér dusikatych latek a cukri. Nadbytek N u kedluben
podporuje kumulaci nitratd (nezaddouci), naopak nedostatek dusiku v pifipadé kedluben,
zpisobuje jejich dievnaténi. Draslik u brukvovité zeleniny zlepSuje skladovatelnost a obsah
cukri, podporuje zdravotni stav a suchovzdornost (Poldkova et al. 2019).
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Z mikronutrientdi jsou dilezité zminit bor a molybden. Pfi nedostatku boru dochézi
k zhnédnuti rizic kvétaku a pii absenci molybdenu k vyslepnuti rizice kvétaku (Polakova et al.
2019).

Vliv vyzivy a hnojeni kostalové zeleniny ma vliv na vynos a kvalitu vynosu (obsah
nitrat, obsah a zastoupeni jednotlivych glukosinolatii). Kostdlova zelenina vyzaduje i siru
v kombinaci s dusikem, coz se potvrdilo ve studii (Mar$i¢ et al. 2021), kdy nejvyssiho
ekonomického vynosu, vynosu susiny a vyuziti dusiku, bylo dosazeno pii nejvyssi davce
dusikatého hnojeni v kombinaci se sirou. Zaroven u tohoto oSetieni byl piebytek dusiku v pade
po sklizni niz$i nez pii stejném hnojeni dusikem bez aplikace siry. Dosli k zadvéru, ze ptidanim
siry se vyrazné zvysuje vyuzitelnost dusiku a projevuje se i snizenim nitratu v hlavkach zeli.
Glukosinolaty byly v zastoupeni 80 — 85 % alifatické a zbytek indolové GLS. Interakce mezi
hnojeni dusikem a sirou u alifatickych GLS se projevila zvySenim obsahu progoitrinu a
glukoiberinu, kdyz byly pfi aplikaci siry nizsi davky dusikatého hnojeni. V ptipadé indolové
skupiny se hladiny glukobrassicinu a celé¢ skupiny indolovych GLS snizovaly pfi vysSich
davkach hnojeni dusikem, bez ohledu na hnojeni sirou (Kayum et al. 2020; Marsic et al. 2021).

3.3.2 Polni plodiny

Do hlavnich polnich plodin z ¢eledi brukvovitych patii ozima fepka a hoic¢ice (Vangk et
al. 2016).

3.3.2.1 Ozima fepka

Repka je jednou z pudu zlepsujicich piedplodin. Opousti pidu pomérné brzo a
zanechava ji v dobrém stavu a s velkym mnozstvim poskliziiovych zbytkii. Repka ma dobrou
osvojovaci schopnost pro Ziviny. Jakmile utvoii dostate¢ny kofenovy bal, je schopna vyuzivat
1 méné piistupné formy Ziviny, nez jiné plodiny a uvadét je tak do kolob&hu Zivin (Vanék et al.
2016).

Ozima fepka se svym odbérem Zivin patfi k intenzivnim plodindm. Nejvétsi piijem ma
dusiku a drasliku. Jejich odbér ma obdobny trend, jako narust biomasy, tzn. intenzivni pfijem
pii dlouzivém rtstu (konec zimy a brzo na jare). Pfijem N mirn¢ pievysuje piijem K. Ve druhé
poloving vegetace (od faze butonizace), je ptijem N, K maly. Rostlina spiSe redistribuuje tyto
dvé Ziviny z listl a stonki do tvorby SeSuli a semen. Pfevazuje vSak ve fazi butonizace piijem
vapniku a hoic¢iku. Co se tyce siry je jeji pfijem koresponduje s pfijmem dusiku, ale je
pozvolngj$i a pretrvava az do faze tvorby SeSuli. Sira je elementarni pro rostlinny metabolismus
a zvysuje obsah oleje. V ptipadé fosforu, siry a hotciku je pfijem zivin rovnomérny a vrcholi
v dobé kveteni, pak zacina stagnovat a odbér zacina klesat, neplati to vSak pro fosfor. Podobné
je to 1 u mikroprvkil. Nejvice rostlina odebira mikroprvky v fadé: Mn > Fe >Zn > B > Cu. Méd’,
zinek, bor a mangan pfijima ve vét§Sim mnoZzstvi od faze butonizace az do zralosti. Ve fazi
tvorby Sesuli je potteba, aby rostlina méla dostatek fosforu, vapniku a siry (Richter et al. 2010;
Vangk et al. 2016).

Z ptedeslych udaju vyplyva, Ze fepka nejvice Zivin pfijme v obdobi 8 tydnil. Proto je
nutné zajistit dostatek pfijatelného K, P a Mg hnojenim jesté pred vysevem. A béhem vegetace
hlavné hnojit dusikem a v ¢as, aby mohla rostlina utvofit dostatek nadzemni biomasy. Je také
dobr¢ aplikovat B, pro zlepSeny piijem Ca, nejlépe pied zasetim fepky. Celkové odbéry Zivin
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rostlin a jejich naslednd akumulace v biomase na hektar: 250 — 290 kg N, 250 — 290 kg K, 50 —
80kg S, 42 —48 kg P, 13 — 17 kg Mg (Vangk et al. 2016; Ri¢afova et al. 2017)

3.3.3 Vliv vyzZivy na ptivodce nadorovitosti kost’alovin

Hnojeni dusikem ma vliv na rozvoj choroby zpusobené patogenem P. brassicae.
Hnojeni nizkymi davkami dusiku vyvolava u nékterych genotypi fepky olejky vyrazné snizeni
symptomu nadorovitosti, jak uvadi studie (Aigu et al. 2022). Jak bylo poznamenano vyse, kdyz
se aplikuje nizsi davka dusiku a dodé se sira, tak se zvysi obsah alifatickych glukosinolati,
konkrétné¢ mnozstvi progoitrinu a glukoiberinu. Progoitrin je zaroven jeden z GLS pfi jehoz
vys$§im obsahu vznika méné symptomu pii napadeni P. brassicae. Soub&zné, ale se zvySenymi
davkami dusiku se snizuje obsah indolovych GLS, konkrétné glukobrasicinu. Rostlina s vyS$§im
obsahem glukobrasicinu, je nachylnéjsi na projevy symptomt a tvofeni nadorti (Kayum et al.
2020; Marsic et al. 2021; Aigu et al. 2022).

Dalsimi prvky, které spolu synergisticky pusobi proti napadeni P. brassicae je bor a
vapnik. Pfi absenci boru v jsou v piildé omezeny vapenaté ionty s funkci regulace tvorby nadort
na kofenech rostlin. B a Ca spolu v ovliviiuji patogena a to pfedevsim zoospory v obou fazich
infek¢éniho cyklu. Ve fazi primarni infekce, diky toxicité obou prvkl nedochéazi k proniknuti
zoospor do kofenovych vlaska. Ve fazi sekundérni infekce, tyto dvé ziviny zpomaluji dozravani
sporangii P. brassicae. Navic bor pfispiva imunitnimu systému rostliny (Ri¢atova et al. 2017;
Tripathi et al. 2022).

Dusikaté vapno ma dobry efekt diky pozvolnému uvolnéni N a alkalické ptisobeni Ca.
Vyznamné to ovliviiuje vyskyt nadorovitosti kost'dlovin. Rozklad dusikatého vépna je
viceuroviiovy. Prvni vznika diky piidni vlhkosti kyanamid, ktery je toxicky jak pro patogena
tak pro rostliny. Poté vznikd amoniak a mo€ovina, které jsou nitrifikovany a amonizovany. Tyto
produkty degradace snizuji Zivotaschopnost trvalych spor a méni makrobiotickou rovnovahu
(podpora antagonisti P. brassicae). Aplikace dusikatého vapna ma vétsi vyznam na malych
plochach, v ptipadé¢ ochrany zeleniny. Aplikace na velkd pole oset¢ ozimou fepkou je
ekonomicky naroénd. (Vangk et al. 2012; Dixon 2017; Ri¢afova et al. 2017).

3.4 Ochrana pred nadorovitosti koSt’alovin

Tim, Ze v poslednich letech se zvySila intenzita péstovani fepky olejné, jako
Sirokofadkové plodiny, a zvysila se 1 intenzita produkce zeleniny, zvysila se tim i zdvaznost
vyskytu nadorovitosti brukvovitych. Diive se proti nadorovitosti doporucovaly i nejriznéjsi
chemické ptipravky, ale jejich i€¢innost na zamoiené ptidé nebyla dostatecna. Musime brat totiz
v potaz, Ze na primérné zamoiené piid€ jsou milidny trvalych spor v 1 g piidy a Ze k napadeni
rostlin za optimélnich podminek sta¢i jen jedna spora v 10 g pidy. Proto kazdé oSetfeni
zanechalo vzdy dostatek infekce schopnych spor. Kromé preventivnich fytosanitarnich opatieni
mize mit uspéch hlavné komplexni ochrana. Cim vice ochrannych opatieni je mozné uskuteénit
soucasng, tim lepsi mize byt kone¢ny efekt (Rod 1993; Donald a Porter 2009; Hwang et al.
2014).

V ramci integrované ochrany lze jeji vyskyt snizit mnoha zplsoby jako naptiklad:
stfiddnim plodin a thorem, posouvanim terminu seti, aplikaci chemickych latek a hubenim
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plevelt z ¢eledi brukvovitych, lapacimi rostlinami nebo navnadovymi plodinami, péstovanymi
rezistentnimi odrtidami uréitych plodin, pfedpovéd'mi vyskytu choroby, doplnénim urcitych
zivin (napt. Ca, B) do pudy a upraveni pH, zminuje se i aplikace fungicidii a dezinfekce
zemédélskych zatfizeni (Donald a Porter 2009; Hwang et al. 2014).

NejlepSimi postupy pro regulaci jsou dlouhd obdobi vramci stfidani plodin
(odpocivajici spory ziistavaji infek¢éni po desetileti), také vapnéni (dusikaté vapno), nebo
péstovani tolerantnich ¢&i rezistentnich plodin rodu Brassica spp. Slechténi na odolnost proti
klicnim houbam je komplikované, protoze existuje n¢kolik patotypi P. brassicae. Dobrou
zpravou je, ze i kdyz jsou klidové spory dlouhovéké, tak vétSina spor preziva pouze 1 — 2 roky,
proto je standartnim doporucenim péstovat plodiny s rozestupem 2 roky, kdy na poli nebyla jina
hostitelska rostlina. (Schwelm et al. 2017; Rod 1993; Dalton 2016; Hwang et al. 2019).

Je také nutné podotknout, Ze P. brassicae se muze §ifit i pomoci trvalych spor, které ulpi
na prachovych ¢astech zeminy, které jsou pak roznaSeny vétrem, jak naznacuje studie (Rennie
etal. 2015).

Také zpracovani plidy ma vliv na trvalé spory P. brassicae. Odpoc&ivajici spory jsou
vysoce citlivé na UV zafeni a proto pokud se spory vynesou na povrch piidy, kde jsou vystaveny
slune¢nimu zareni, mize se podpofit boj proti nim (Zahr et al. 2021; Struck et al. 2022).

3.4.1 Osevni postup

Se zvysujici se pestebni plochou fepky se snizuje stiidani plodin, coz vede k vétsSim
problémim s P. brassicae. Vice nez dvouleta prestavka mezi péstovanim brukvovitych plodin
muze snizit silny vyskyt patogena. Ve studii (Yang et al. 2020) byly pozorované ptredchazejici
plodiny pied fepkou olejnou. Vysledky poukazaly na 50 resp. 40% sniZeni miry vyskytu a
indexu napadeni chorobou nadorovitost brukvovitych, pokud byla pfed fepkou zafazena soja.
Ve studii déle sledovaly mikrobidlni spoleCenstvo, které se ménilo v zavislosti na predeslych
plodinéach. V ptipadé so6ji pred fepkou olejnou se vyznamné zvysila populacni hustota mikrobtl,
ktefi mohou inhibovat P. brassicae (napt. Sphingomonas, Bacillus, Streptomyces a
Trichoderma). Naopak pii péstovani brukvovitych plodin za sebou se namnozili rostlinni
patogeni (véetn& P. brassicae, Olpidium a Colletotrichum) (Yang et al. 2020; Struck et al.
2022).

3.4.2 Prevence SifFeni
3.4.2.1 Sanitace

Sanitace je proces Cisténi a dezinfekce nebo jiné dekontaminace povrchi (strojd,
zafizeni, vozidel, néstrojii, obuvi), osiva, rostlinnych materiali, vody a pidy zamotené
patogenem. V rostlinné vyrobé ma tento postup za cil zbavit se patogena, eliminovat riziko
zavleCeni nebo zpomalit jeho Sifeni. Proto by se hlavné stroje, vybaveni, naradi a obuv méla
oCisti a vydezinfikovat pfed vstupem na nezamotené pole. (Hwang et al. 2014).

Proces sanitace zahrnuje tfi kroky. Prvnim krokem je hrubé ¢isténi — seSkrabani a ¢isténi
kartac¢i ¢i1 ofoukani, za Gi€elem odstranéni zbytkd pidy. Druhym krokem je tzv. jemné €isténi,
to se déje prostednictvim podtlakového myti vodou, nebo myti pomoci kartact. Tyto dva kroky
jsou kli¢ové, jelikoz mohou odstranit az 99 % zamotenosti P. brassicae. Poslednim krokem je
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dezinfekce. Dezinfekci se nechava ptsobit na ociSténé povrchy, alespont 20 min, aby znicila
zbyvajici spory. Pouziva se napiiklad 1 — 2% roztok chlornanu sodného. (Hwang et al. 2014).
dostanou na pole, $ifi se nejen brukvovitymi plodinami, ale jako alternativni hostitelské rostliny
slouzi také jiz zminéné brukvovité plevele, meziplodiny a samovolné rostouci fepka. Rostliny
mohou byt pak kdykoliv napadeny a proto by mély byt v€as odstranény (Struck et al. 2022).

3.4.2.2 Termin vysevu

Vyvoji nddorovitosti brukvovitych prospiva vysoka ptidni vlhkost a teploty kolem 25
°C. Proto manipulace s na¢asovanim vysevu, mize hrat roli, aby se infekce minimalizovala.
Nizké teploty brani rozvoji patogena, zaroven star$i rostliny jsou méné nachylné k infekci a i
po ptipadné infekcei je méné ovlivnén vynos. Proto v€asny termin mize snizit intenzitu vyskytu
nadorovitosti kostalovin (Feng, J. et al. 2010; Hwang et al. 2014).

Pro podminky u nés je posunuti terminu kvili niz§im teplotam pudy pii vysevu ozimé
fepky prakticky nemoZné. Spis zde rozhoduje mnoZstvi srazek. Idealni podminky v obdobi seti
pro infekci je pfi teplém pocasi, které je doprovazeno boutkovymi lijdky. Chladné a vlhké
pocasi (konec srpna), kdy naprsi méné, tak neni tak vhodné pro podminky infekce. Pii dlouhém
suchém obdobi po zaseti, bez ohledu na teploty, k infekci prakticky nedochazi i na pozemcich
s velkym mnoZstvim spor (Ri¢atova et al. 2017).

3.4.2.3 pH pidy

Dulezitym faktorem pro rozvoj choroby je i pidni reakce (pH), protoze nizkd hodnota
pH 5 — 7 v pidé podporuje kli¢eni spor a vede k siln¢jSimu napadeni. Optimalni pH se za
normalnich podminek pohybuje u lehkych pid mezi 5,5 — 6, u sttedné té¢Zkych v rozmezi 6 —
6,5 a v pfipadé t€zkych pid kolem 7. Se zvySujici se hodnotou pH, pfiblizn€ od 7,2, se ve
vétsing pripadli nova infekce témét neobjevuje. Na nasem Gzemi byla v§ak nadorovitost zjisténa
na pozemcich s piidni reakci v rozmezi pH 4,7 - 7,4 (Riafova et al. 2017; Struck et al. 2022).

Pidy s alkalickou reakci prokazatelné redukuji klicivost spor a infekEnost zoospor.
Zvyseni pH lze docilit aplikaci vapna, a tak snizit dlouhovékost a Zzivotaschopnost
odpocivajicich spor, tim padem i redukovat vyskyt napadeni rostlin P. brassicae. Vliv pudni
reakce je ale patrny pii nizké koncentraci vitalnich spor v pudé, jinak pH nema takovy vliv.
Dulezity je spiSe obsah vapenatych iontl v pidé. Jiz zminéné dusikaté vapno je jedno
z nejpouzivanéjsich syntetickych hnojiv, které je jiZ mnoho let spojovano se zmirnénim vyskytu
nadorovitosti kostdlovin (vice probrané téma v ramci kapitoly: Vliv vyzivy na plvodce
nadorovitosti kostalovin) (Hwang et al. 2014; Ri¢atova et al. 2017; Struck et al. 2022).

3.4.3 Lapaci rostliny

Jednou z metod ochrany je pouziti tzv. lapacich rostlin. Infekce kofenového vlaseni
(primarni infekce) je pozorovana totiz i u nehostitelskych rostlin, jako jsou jilek vytrvaly
(Lolium perenne), ryt vonny (Reseda odorata), lichotetiSnice vétsi (Tropaeolum majus), ale
zfejmé nevede k sekundarni infekci, §lo by tedy vyuzit téchto rostlin jako navnad, které trvalé
spory vychytaji. Ve studii (Friberg et al. 2005) uvadéji, ze exudaty jilku vytrvalého stimulovaly

24



kliceni trvalych spor vice nez nachylny hostitel, kterym bylo pekingské zeli (B. rapa var.
pekinensis) (Ludwig-Miiller et al. 1999; Friberg et al. 2005; Hwang et al. 2015)

3.4.4 Fyzikalni metody

Jednou z fyzikalnich metod je propafovani zeminy, to se provadi zejména v zelinarské
produkci, ale je Gasové a finanéné naro¢na, ¢asto dochéazi k rekontaminaci (Ri¢afova et al.
2017).

Dalsi metodou je solarizace pudy. Puda je zakryta po dobu 3 — 4 tydnli transparentni
folii, zvySuje se zde teplota. Vyuziva predevs§im v oblastech s velkou intenzitou slune¢niho
zafeni, hlavng v Izraeli, Kalifornii a Australii (Donald a Porter 2009; Riafova et al. 2017).

3.4.5 Chemicka ochrana

Chemické ptipravky jsou omezené, maji Siroké spektrum ucinku, jsou Skodlivé pro
zivotni prostiedi a rychle se stavaji neucinnymi v disledku vyvoje rezistence patogend.
Chemické ochrana na likvidaci patogena v pidé se da rozdélit na pidni fumiganty a ptdni
fungicidy. Aplikace piipravki je v polnim méFitku technicky a ekonomicky naro¢na (Ri¢atova
et al. 2017; Greer et al. 2023).

3.4.5.1 Pidni fumiganty

Nejcastéji pouzivanym pudnimi fumiganty jsou dithiokarbamaty metham sodium
(sodium N-methyldithiocarbamate) a dazomet. Metham sodium je obsazen naptiklad
v ptipravku Vapam (pouZzivany v USA a Kanad€). Dazomet je obsazeny v ptipravku Basamid,
ktery je u nas registrovan k ochran¢ proti had’atktim, patogennim houbam a plevelim. Kdyz se
tyto ptipravky dostanou do kontaktu s vlhkou ptidou, pfeméni se na t€kavé slou€eniny, které se
Sifi plidou a plsobi jako fungicid. Fumigacni aktivita je zavisld na vlhkosti a typu pudy.
Nevyhodou pouzivani fumigantt je, Ze zpiisobuji lokalni znecisténi ovzdusi (Donald a Porter
2014; Ricatova et al. 2017; Greer et al. 2023).

Dalsi zatim testovanym fumigantem je ethanedinitril (EDN), v Australii ma pro pouziti
do pidy platnou registraci, v Evropské unii je zatim ve fazi registrace. Jeho pouziti je v CR
vazano na povoleni od UKZUZ pro t&ely vyzkumu, vyvoje nebo omezeni vyskytu zvast
nebezpecnych ¢i invazivnich patogent a Skiidci. Pti testovani proti P. brassicae bylo zjisténé
potlaceni choroby o 81,39 % ve srovnani s kontrolou ve sklenikovych pokusech. EDN navic
zlep$il zdravi rostlin a zvySil hmotnost nadzemni hmoty, negativné vSak bylo ovlivnéno
vzchdzeni sazenic pii vyssich davkach a delsim obdobi fumigace (Hiatek 2019; 2020; Patar et
al. 2023).

3.4.5.2 Pudni fungicidy
Je znamo jen velmi malo chemickych latek, které by trvale potlacovaly chorobu
nadorovitosti u brukvovitych. Diive byl velmi pouZivany a velmi G€inny ptipravek s u¢innou

latkou chlorid médnaty (Calomel™). Byl vSak zakazan kvuli toxicité rtuti a dlouhodobé
perzistenci v Zivotnim prostfedi. Nejvice pouzivanymi fungicidy jsou benzimiazoly a jejich
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prekurzory jak napf. benomyl, ktery nejefektivnéji inhibuje infekci sekunddrnimi zoosporami
(Peng et al. 2014; Greer et al. 2023).

DalSimi syntetickymi fungicidy, které se zkoumaji ptevdzné v Kanadé¢, jsou naptiklad
pentachloronitrobenzene (PCNB, ptipravek Terraclor), fluzinam (ptipravky Allegro a Omega)
a cyazoflamid (pfipravek Ranman, ten neni ale registrovan ptimo na P. brassicae). VSechny
piipravky vykazovaly ucinnost, ale v siln¢ infikovanych polich nefungoval zadny. Pouziti
téchto pripravka ve velkém meéfitku (na poli) je ekonomicky velmi nékladné, a navic maji
nezadouci vliv na lidské zdravi a vysoké rezidua v padé (Donald a Porter 2014; Hwang et al.
2014; Peng et al. 2014).

3.4.6 Biologicka ochrana

Mikroorganismy bézné znamymi a vyuzivanymi biokontrolnimi vlastnostmi jsou
Trichoderma spp. a Bacillus spp. V ptipad¢ Bacillus velezensis (F85) a amyloliquefaciens
(T113), bylo zjisténo, ze se v nich nachazeji geny zodpoveédné za biosyntézu antibiotik a
antimikrobidlnich peptidi. Dale Bacillus subtilis (XF-1) ma v rhizosféfe silné inhibi¢ni G€inky
na prezivani klidovych spor, pokud by se rostliny oSetfili v ranné fazi daji se snizit Skody
zpusobené P. brassicae (He et al. 2019; Zhu et al. 2020).

Trichoderma spp. muze snizit obsah P. brassicae v kotenovych buikach a oddalit jeji
vyvoj. Navic Trichoderma harzianum (LTR-2) upravuje (moduluje) mikrobialni spolecenstvo
pudy a rhizosféry, naptiklad tim, ze zvySuje pocetnost rodu Bacillus a drasticky snizuje napf.
bakterie Psudomonas (Li et al. 2020; Zhao et al. 2022).

V CR je registrovany piipravek Serenade ASO s biofungicidni slozkou Bacillus subtilis.
Do fepky ozimé a kostalové zeleniny je registrovan pouze jako postiik (Peng et al. 2014;
Registr pfipravkii na ochranu rostlin 2020). V registru hnojiv je napf. pomocny rostlinny
ptipravek GLIOREX, ktery obsahuje krom jiného i konidie hub rodt Clonostachys a
Trichoderma (Registr hnojiv 2020)

Existuje také endofyt Acremonium alternatum, ktery snizuje ptiznaky nadorovitosti
brukvovitych (tvorba mensich halek) (Jaschke et al. 2010; Auer a Ludwig-Miiller 2015)

3.4.7 Rezistentni odrudy

Jedina redlna ochrana proti Plasmodiophora brassicae je volba rezistentnich odrid a
spravny osevni postup. Mechanismus rezistence je zaloZen na potlaceni vyvoje patogena
v rostlin€ nez na zabranéni infekce. Dochazi zde k primarni infekci a 1 sekundarni, ale vzniklé
sekundarni plasmodium nedozravé a neutvofi se trvalé spory. Priméarni i sekundarni infekce
jsou vyrazné potlaceny, nedochézi také k silnému poruseni bunécnych stén a neni zastaveno
druhotné tloustnuti stonku. Obrané reakce rostliny zahrnuji aktivaci metabolickych cest pro
syntézu fytoalexind, fenolickych latek, ligninu apod., které zabraiiuji invazi patogena. Aktualné
jsou na evropském trhu k dispozici odriidy fepky s rezistenci odvozenou od prvni rezistentni
odriidy Mendel (Rigafova et al. 2017).
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3.5 Glukosinolaty

V kapitole vliv vyzivy na Plasmodiophora brassicae je zminén piinos glukosinolatl
(GLS), které mohou byt ptirozenou obranyschopnosti hostitele na projevy choroby zpiisobené
timto patogenem. Jsou ale ovSem i nékteré glukosinolaty, které mohou naopak podpofit tvorbu
nadort, ale obecné se spi§ pojedndva o prvni varianté. Cely obrany mechanizmus rostliny je
provazan s riznymi dalSimi metabolickymi drahami, jednou z nich je naptiklad metabolismus
auxint (Siemens et al. 2002; Kayum et al. 2020; Marsi¢ et al. 2021).

Glukosinolaty, také zname jako thioglukosidy, jsou vyznamnymi sekundarnimi
metabolity mnoha dvoudéloznych rostlin, vyskytuji se u jedenacti celedi, ale predevsim v Celedi
brukvovitych (Brassicaceae). Tato hospodaisky vyznamna ¢eled’ zahrnuje plodiny ¢lenéné do
olejnin, zeleniny a pochutin. Glukosinolaty anebo jejich metabolity jsou znamy pro své
fungicidni, baktericidni, nematocidni a alelopatické vlastnosti (Fahey et al. 2001; Velisek
2002b).

Thioglukosidy zptisobuji Stiplavou chut’ naptiklad v hoicici (Sinapsis spp.), fedkvich
(Rhapanus spp.), kienu (Armoracia spp.) a v méné pikantni brukvovité zelenin¢ (Brassica
spp.), jako naptiklad v zeli, brokolici a kapusté. Paliva chut' a charakteristickd vinég je
v dtsledku pfitomnosti isothiokanatd, tim hlavnim je allylisothiokanat, ktery je vysledkem
¢innosti enzymu myrosinasy, pii degradaci glukosinolatu sinirgiu (pfi poruseni rostlinnych
pletiv) (Velisek 2002a).

Glukosinolaty jsou konzumovéany také v ¢astech rostlin patficich do jinych celedi.
Ptikladem jsou jedlé kvéty kapary a lichofefiSnice, nebo semena papaji a vybrand kofeni.
V kvétech a plodech kapary je obsazen glukokapparin. V kvétech a ptfevazné plodech
lichofefiSnice jsou zastoupeny pievazné benzylglukosinolat a glukotropaeolin. Semena papdji,
ktera se pro svoji Stiplavost pouZzivaji jako nadhrada pepie obsahuji také glukotropaeolin jako
lichotetisnice (Velisek 2002b; Kopec 2004).

Z hlediska vyzivy se glukosinolaty fadi mezi antinutricni faktory interferujici
s metabolismem jodu. Piijem glukosinolati cloveékem je hlavné pii konzumaci brukvovité
zeleniny obzvlast’ zeli, brokolice, kvétak a kedluben. Ve vegetativnich ¢astech rostlin se obsah
glukosinolatl pohybuje mezi 100 az 2500 mg/kg a v semenech kolem 60000 mg/kg. V zelening
je piiblizné 20 — 30 glukosinolatl, z ¢ehoZ v rdmci jedné rostliny je ve vyznamném mnoZstvi
zastoupeno jen n¢kolik. SloZeni glukosinolatl v rostling je pro kazdou odriidu viceméné typické
a je urceno predevsim genetickymi predispozicemi. Celkovy obsah je ov§em ovlivnén riznymi
vnéj§imi faktory, napt. klimatické podminky, napadeni skiidci a patogeny apod. (Velisek
2002b).

3.5.1 Chemicka struktura glukosinolati

Molekula glukosinolétu je tvofena prvky uhliku, vodiku a kysliku, také atomy siry a
dusiku. Thioglukosidy jsou derivaty cyklickych monosacharid. Molekula se sklada z cukerné
slozky a aglykonu. Cukernou slozku vétSinou tvoii B-D-glukosa, kterd mtiZze byt esterifikovana
sinapovou ¢i jinou karboxylovou kyselinou. Aglykon je anion sulfonového oxinu (C=N)
v poloze trans k postrannimu fetézci (R) a cis k thioglykosidovému zbytku (Velisek Jan, 2002).
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tetézce (R), rozliSujeme glukoinolaty:

Piehled nejvyznamnéjSich glukosinulati je uveden v tabulce €. 2, podle postranniho

alifatické, alk(en)ylové (¢. 1 — 6 v tabulce €. 2), ptipadné alifatické substituované
hydroxyskupinou (¢. 7 — 9 v tabulce €. 2)
sirné, které obsahuji v postrannim fetézci methylthioskupinu (¢. 10 — 13 v tabulce .
2), ptipadné jejich oxidované formy (¢. 14 — 19 v tabulce €. 2)
aromatické s nesubstiovanym nebo substituovanym benzenovym jadrem (¢. 20 — 26

v tabulce €. 2)

Indolové se substituovanym indolem (¢. 27 — 30 v tabulce €. 2).

Tabulka 2 Nazvy a struktura substituentii nejrozsitenéjSich glukosinolatt (Velisek 2002b).
¢. Trivialni nazev Substituent R
1 Glukokapparin methyl
2 Sinigrin prop-2-en-1-yl
3 Glukoputranjivin isopropyl
4 Glukonapin but-3-en-1-yl
5 Glukochlearin sek-butyl
6 Glukobrassikanapin pent-4-en-1-yl
7 Progoitrin (2R)-2-hydroxybut-3-en-1-yl
8 Epiprogoitrin (2S)-2-hydroxybut-3-en-1-yl
9 Glukonapoleiferin 2-hydroxypent-4-enl-yl
10 Glukoibervirin 3-methylthiopropyl
11 Glukorafasatin 4-methylthiobut-3-en-1-yl
12 Glukoerucin 4-methylthibutyl
13 Glukoberteroin 5-methylthiopentyl
14 Glukoiberin 3-methylsulfinylpropyl
15 Glukorafenin 4-methylsulfinylbut-3-en-1-yl
16 Glukorafarin 4-methylsulfinylbutyl
17 Glukoalyssin 5-methylsulfinylpentyl
18 Glukocheirolin 3-methylsulfonylpropyl
19 Glukoerysolin 4-methylsulfonylbutyl
20 Glukotropeolin Benzyl
21 Sinalbin 4-hydroxybenzyl
22 Glukolimnantin 3-methoxybenzyl
23 Glukoaubrietin 4-methixybenzyl
24 Glukonasturtiin 2-fenylethyl
25 Glukobarbarin (2R)-2-hydroxy-2-fenethyl
26 Glukosibarin (2S)-2-hydroxy-2-fenethyl
27 Glukobrassicin 3-indolylmethyl
28 4-hydroxyglukobrassicin 4-hydroxy-3-indolylmethyl
29 Neoglukobrassicin 1-methoxy-3-indolylmethyl
30 4-methoxyglukobrassicin 4-methoxy-3-indolylmethyl
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3.5.2 Reakce a zmény
3.5.2.1 Hydrolyza glukosinolitii katalyzovina myrosinazou

Glukosinolaty samy o sob¢é nevykazuji zadné biologické ucinky, projevuji je az
produkty jejich rozkladu (Lampova a Doskocil 2022). Pii mechanickém poskozeni (krajeni,
kousani), infekci nebo napadeni Skiidci dojde k bunéénému rozpadu a v bunkach ulozené
glukosinolaty jsou nasledné¢ vystaveny degrada¢nim enzymim myrosinazam (Bones a Rossiter
1996). Degradacni enzym je v neporusenych pletivech ulozen odd¢len¢, v idioblastech, od
glukosinolatli, které jsou situovany v parenchymatickych pletivech (Lampova a Doskocil
2022).

Myrosindza neboli enzym beta-thioglukosiddza pii kontaktu s GLS katalyzuje
hydrolyzu thioglukosidové vazby GLS za vzniku monosacharidu (D-glukézy) a nestabilniho
meziproduktu tzv. aglykonového fragmentu. Meziprodukt se nasledn¢ samovolné degraduje,
pficemz se odstépi hydrogensiran. Nej€astéjSimi rozkladnymi produkty jsou isothiokyanaty a
nitrili, ale maze vznikat fada dalSich produkt (Botti et al. 1995; Castro-Torres et al. 2020;
Kayum et al. 2020).

Pti hydrolyze nevznikaji jen isothiokyanaty a nitrily, ale i dal$i metabolity, jako jsou
napiiklad tihokyanaty, epithionitrily a oxazolidiny. Nékteré z nich mohou hrat dtlezitou roli pfi
obranném mechanismu rostliny. Ve studii (Kayum et al. 2020) pomoci srovndvaci genomiky
(silico analyz) identifikovali 13 gend myrosinazy (Myro) a 28 genti podobnych myrosinaze
(MBP) u Brassica oleracea L. Porovnali dvé linie nachylnou a rezistentni po inokulaci
Plasmodiophorou brassicae. V nachylné linii byly exprimovany 2 geny myrosinazy a 12 gent
podobnych myrosindze, zatimco v rezistentni linii byl exprimovéan 1 gen Myro a 5 gentt MBP.
Tato analyza prokézala, Ze specifické profily GLS a exprese gent byly modulovéany v disledku
infekce patogenem. Rostliny s vys$S§imi hladinami neoglukobrassicinu, glukobrassicinu a
methooxyglukobrassicinu projevovaly symptomy choroby a tvofily halky. Dale rostliny s
vys$Simi hladinami sinigrinu, hydroxyglukobrassicinu a progoitrinu vytvarely méné symptomu
a tém¢t zadné halky (Kayum et al. 2020).

Rychlost hydrolyzy ovliviiuje aktivita myrosinazy, na kterou piisobi fada faktord -
teplota, hodnota pH, druh a ¢ast rostliny a pfitomnost latek plsobicich jako aktivatory nebo
inhibitory (VeliSek 2002b).

Hodnota pH ma vliv jak na rychlost enzymové hydrolyzy, tak na mechanismus
degradace nestabilniho aglykonu. Optimum v ramci rodd u celedi Brassicaceae je variabilni,
pohybuje se od 4 do 8, ale obecné hlavni aktivita myrosindzy je pii neutralnim pH. Pfi pH
niz§im 5 stabilita enzymu klesa. Pii1 nizkych hodnotach pH se tvofi pfevazné nitrily a naopak
v rozmezi pH 7 — 10 je vySsi tvorba isothiokyanatti. Aktivita myrosinasy je tedy silné zavisla
na pH. Pro ptiklad optimum u brokolice a wasabi je pH 6,5 — 7, u Cerveného a bilého zeli je
optimum pH 8 a v pfipad¢ rizickové kapusty jsou dveé rizné optima pH 6 — 6,5 a 8 (Martinez-
Ballesta a Carvajal 2015).

Aktivita enzymu je snizena v pfitomnosti riznych organickych rozpoustédel, véetné
jednoduchych alkoholii, ale neni sniZena natolik, aby se zabrdnilo uskutecnéni reakce.
Myrosindza je specificky aktivovéana kyselinou askorbovou, ktera se na ni navaze (Botti et al.
1995).

29



3.5.2.2 Produkty hydrolyzy

3.5.2.2.1 Isothiokyanaty

Isothiokyanaty, jsou pfirozené se vyskytujici molekuly patfici mezi vysoce reaktivni
organické sirné synthony s obecnou strukturou R-N=C=S, wvznikajici pii hydrolyze
glukosinolatt (Kala et al. 2018).

3.5.2.2.2 Vznik askorbigenu

Askorbigen (ABG) vznika z prekurzoru glukobrasicinu. Glukobrasicin je hydrolyzou
pfeménén na indol-3-karbinol, ktery nasledné reaguje s L-askorbovou kyselinou za vzniku
askorbigenu. Tvorba zavisi na pH a teploté¢ (Wagner a Rimbach 2009).

3.5.3 Obsahy GLS pied a po infekci P. brassicea

Ve studii (Ludwig-Miiller et al. 1997), byl zkouman obsah glukosinolat v ¢inském zeli
(Brassica campestris ssp. pekinensis), béhem vyvoje nadorovitosti kostalovin zptisobené
biotrofem Plasmodiophora brassicae. V ramci vyzkumu pouzili dvé odriidy nachylné ('Granat'
a 'Osiris') a dv€ odolné ('Parkin' a 'Yuki'), analyzovali tfi tfidy glukosinolati: alifatické
(alkenylové), aromatické a indolové. Obsah glukosinolatli v kofenech nachylnych odrid byl
vy$s§i po celou dobu experimentu neZ v odolnych odrtiidach, pfi¢emz 'Osiris' mél nejvyssi obsah
GLS (tiikrat vyssi nez 'Granat' a pétkrat vyssi nez 'Parkin' a 'Yuki'). Po infekci P. brassicae
obsah indolovych GLS vzrostl v nadchylnych odridach po 14 a 20 dnech u odolnych nebyl
v obsahu rozdil. U odridy 'Granat' vzrostl i obsah alifatickych, v druhé nachylné odrad¢ byl po
celou dobu experimentu vysoky. Kotfeny odolnych odrid, péstované v pfitomnosti spor P,
brassicae vykazovaly zvySenou koncentraci aromatickych GLS po 14 a 30 dnech, coZ u
nachylnych odriid nebylo zjisténo. Celkovy obsah GLS v semenech koreloval s nachylnosti
testovanych odriid.

V pokusu také doSlo k oSetfeni rostlin kyselinou salicylovou (SA) a kyselinou
jasmonovou (JA). Osetfeni rostlin odrid 'Parkin' (odolnd) a 'Granat' (nachylnd) kyselinou
salicylovou a kyselinou jasmonovou vedlo k zvySenému obsahu glukosinolatli, ackoli byly
pozorovany rozdily mezi obéma oSetfenimi. JA indukovala hlavné indolové glukosinolaty v
listech, zatimco SA indukovala indolové glukosinolaty také v kofenech u obou odrud. U odridy
'"Parkin' také pozorovali indukeci alifatickych a aromatickych GLS po oSetfeni jasmonatem. |
kdyz "Parkin' nevykazovala ptiznaky napadeni, byly detekovany struktury hub uvnitt koten,
dosli k zavéru, Ze 'Parkin' je spiSe tolerantni odriida (Ludwig-Miiller et al. 1997).

Obé kyseliny hraji svou roli, kdyZ je rostlina napadena patogenem. Kyselina salicylova
se ucastni obrany proti biotrofnim patogenim a kyselina jasomonova proti nekrotrofnim,
pficemz pusobeni obou kyselin je antagonistické, ale existuji dikazy, Ze ob¢ tyto
fytohormonalni drahy mohou byt aktivovany soubézné. Nejsou oddéleny Casove, ale mistné.
SA je pfitomna v blizkosti mista napadeni, kyselina jasmonova se vyskytuje az za prstencem
pusobeni kyseliny salicylové. ZvySuje to Sanci rostliny na pfeziti pfi napadeni riznymi
patogeny, jako to bylo zkoumano v u husenicku rolniho (4rabidopsis thaliana) napadeném
bakteriemi rodu Pseudomonas syringae na listech (Janda 2018; Tsuda 2018).
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3.6 Fytohormony (role pri tvorbé nadori)

Biotrofni patogeni obecné jsou omezeni v metabolickych drahdch proto, vztah mezi
patogenem P. brassicae a hostitelskou rostlinou vede ke zménam v hormondlniho stavu,
bunécném vyvoji patogena a toku Zivin (zasoba a spotieba) v rostlin€. Pti tvorb¢ halek hraji roli
rostlinné hormony, které podporuji rtst. Témito hormony jsou auxin a cytokinin, které
vyvolavaji hypertrofii a hyperplazii zvySenou rychlosti bunécného d€leni a zvétSenim bunék.
V napadenych rostlinach hraji roli i dalsi sekundarni metabolity, efekt jejich piisobeni je bud’
pfimo na rastové hormony, nebo nepiimo diky jejich bioaktivnim vlastnostem. Zmény
fytohormonalniho systému kofen a pfeprogramovani stavajici meristematické aktivity za
ucasti latek, jako jsou auxiny, cytokininy, glukosinolaty, kamalexin, brassinosteroidy, giberelin,
kyselina jasminova a salicylova, etylen, flavonoidy a cukry, maji vliv na fenotypy nadora.
Vysledkem metabolického propadu je hromadéni Skrobovych zrn v nadorech. Tvorba nadort
je také dusledkem pieprogramovani aktivity hostitelského cévniho kambia, coz vede ke
zvySené proliferaci bun¢k, kdy se zachova produkce floému, ale siln€ se snizi produkce xylému.
Rizné drahy a hormondlni signély tedy vedou k homeostdzi mezi patogenem a hostitelskou
rostlinou, kdy bud’ dojde k tvorbé nddort nebo potlaceni jejich ristu. Protein produkovany
patogenem (PbGH3) miize modifikovat auxiny a kyselinu jasmonovou produkované v
infikovanych kofenovych nadorech. Také P brassicae sekretovana methyltransferaza
(PbBSMT) muze snizit akumulaci kyseliny salicylové v infikovanych kofenech a tim zasdhnout
do obranych mechanizmi rostliny (Malinowski et al. 2012; Schuller et al. 2014; Schwelm et al.
2015; Saharan et al. 2021a)

Zmény koncentrace auxinu a cytokininu v napadenych pletivech jsou spojeny se
stimulaci déleni hostitelskych bunék, expanzi bunék a ztratou jejich diferenciace, to vede
k rGstu naddort. Nadory jsou velkym zasobnikem Zivin, jako jsou sacharidy a aminokyseliny.
Pti ranych fazich tvorby nadori dochazi ke zméné v cytokinové (predevsim cis-zeatin)
odpovédi hostitele a az pak v pozdéjSich fazich infekce vys$si auxinovou odpovéd’ (IAA). U
nachylngjsich odrid tento stav trva déle (prikladem miize byt odriida Brassica napus Hornet)
(Rolfe et al. 2016; Prerostova et al. 2018).

Kyselina salicylova zvySuje odolnost vii¢i nemoci zpiisobenou patogenem P. brassicae
(Ji et al. 2021; Djavaheri et al. 2019). Odolné;jsi odriidy jako je SY Alister (Brassica napus)
maji vy$si bazalni hladinu kyseliny salicylové pfi napadeni a v kofenech stimuluji produkci SA
diive nez citlivéjsi Hornet. Vys$§i obsah kyseliny jasmonové je vice v citlivéjSich odrtidach
(Prerostova et al. 2018). Kyselina jasmonova muZe indukovat tvorbu glukosinolatt, aromatické
GLS mohou hrat roli v obran¢ proti patogenovi a naopak alifatické hraji roli béhem
sekundarniho infek¢niho stadia. Pokud je zvySeny obsah JA béhem sekundarni infekce, muze
byt ndsledné zpiisobend akumulace prave alifatickych GLS (Xu et al. 2018; Jayasinghege et al.
2023).

Zvétseni bun€k je zprostfedkovano také brassinosteroidy a zahrnuje jak remodelaci
bunécné stény, tak endoreduplikaci (Stefanowicz et al. 2021).

31



3.7 Metabolismus rostlin pii napadeni P. brassicae

Pfi napadeni kofenové pokozky patogen zplisobuje bobtnani kofene a vyvolava rust
nadoru. Béhem tohoto procesu je biotrofni patogen zavisly na zivinach hostitele, jako jsou
sacharidy, aminokyseliny a lipidy. Nador je tzv. velky metabolicky zasobnik, ktery vede
k inhibici rastu zelenych nadzemnich ¢asti, jelikoZz maji vyhony a listy méné zivin (Ludwig-
Miiller et al. 2009).

Patogen méni také metabolismus hostitele a to zejména rostlinné hormony, nejvice
auxiny a cytokininy. Jejich dulezitost je z hlediska indukce bunécného déleni a prodluzovani
bun¢k. Dalsi ovlivnéné hormony mohou byt ty, kteti se podileji jakozto signalni molekuly,
zabranujici stresu ze sucha nebo podilejici se na regulaci obrany (napt. kyselina salicylova).
K témto zménam dochéazi béhem sekundarniho infekéniho cyklu. Zmény béhem primarni faze
infekce nejsou tak vyrazné, dochazi k indukci bunééného déleni a prodluzovani bungk, za
vzniku novych meristematickych ¢asti. Dosud se nevi zda zde hraji svoji roli rostlinné hormony
(Janda 2018; Ludwig-Miiller et al. 2009)

3.7.1 Koncentrace IAA v infikovanych rostlinach a souvisejici morfologické
zmény

Morfologické zmény souvisejici s napadenim P. brassicae, jako je bunécné de€leni a
prodlouzeni buné¢k, které vedou ke vzniku nadoru, zacinaji uz v ranych stadiich infekce.
Soucéasti zmén bunétné stény jsou enzymy xyloglukan endotransglukosylazy/hydrolazy
(XTH), kter¢ ji modifikuji. XTH mohou mit aktivitu xyloglukan endotransglukosylazy (XET)
nebo endohydrolazy (XEH). Pfevazné vykazuji aktivitu XET, (Saladié et al. 2006).

Analyza expanze bunék byla provedena v experimentu (Devos et al. 2005), kde
pozorovali piisobeni xyloglukan endotransglukosylazy/hydrolazy (XTH) a provedli projekci
endogennich koncentraci nékolika fytohormonii pomoci hmotnostni spektrometrie u ranych
stadiich P. brassicae v pekingském zeli (Brassica rapa spp. pekinensis).

Pocatecni infekce vede k zvySeni celkového obsahu auxini a zvySené aktivity XTH.
Tim dojde k uvolnovani stén a nasledné expanzi bunék. Tfinact dni po infekci, kdy se vytvofi
prvni sekundarni plazmodia, 1ze povazovat za bod zmény v metabolismu fytohormonti. Dvacet
jedna dni po infekci mohou plazmodia pisobit jako zadsobarna rostlinnych hormonti, coz ma za
nasledek snizeni aktivniho poolu cytokinini a niz8§i obsah kyseliny indol-3-octové v
infikovanych rostlinach (Devos et al. 2005).

Lze to vidét i na piikladu u tolerantnich a nachylnych odrid ¢inského zeli (Brassica
rapa spp. pekinensis), kdy koncentrace IAA v ptipad€ infikovanych rostlin P. brassicae byla
v pruméru o0 66,5 % vyS$$i néZ u neinfikovanych. V tolerantnich i nachylnych odriidach po deseti
dnech od inokulace, byla nalezena vyssi koncentrace IAA, nez v neinfikovanych. Po Ctrnécti
dnech poklesla hladina IAA u nachylnych odrtd a zvysila se naopak u tolerantnich (Ludwig-
Miiller et al. 1993).
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3.7.2 Metabolismus GLS a IAA

Metabolismus glukosinolatii je propojen s biosyntézou auxinit (IAA), obé zminéné
chemické latky hraji roli pfi napadeni kotenti Plasmodiophorou brassicea. Indolové GLS jsou
prekurzorem pro indol-3-octovou kyselinu, ktera je hlavnim zastupcem auxini v rostliné. Ve
studii (Siemens et al. 2002), kde zkoumali sady mutantnich linii a ekotypt Huseni¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) ovlivnénych naptiklad fytohormony, fytoalexiny, glukosinolaty,
lipidovym nebo cukernym metabolismem v interakci s P. brassicae, byly identifikovany
fyziologicky relevantni procesy béhem patogeneze nadorovitosti kofent. Zjistili naptiklad, ze
u jedné testované linie husenicku (jarl-1) bylo prokazano, ze hladina kyseliny jasmonové se
zvysila pti vyvoji nddort a rovnéz indukovala indolové glukosnolaty a nitrilédzu.

U druht rodu Brassica byla zjisténa korelace mezi hypertrofii a hyperplazii
hostitelskych bun¢k a zvySenym obsahem fytohormonii auxinu a cytokininu, kdy zvysSeny
obsah IAA byl i v nddorech u rtiznych ekotypli huseni¢ku. Naznacuje to, Ze auxin se zda byt
spiSe podporujicim doplitkem pro tvorbu nadorti nez nutnym piedpokladem pro samotnou
infekci nebo vyvoj patogena. Nicméné projev nemoci je ovlivnén také rGstem rostliny a
charakterem rostliny. Divoké typy rostliny maji snizeny obsah glukosinolatt, odpovida to i
snizenému obsahu indol-3-octové kyseliny a indol-3-acetonitrilu. Ve vyzkumu bylo naznaceno,
ze 1 urcity vyznam na vyvoj ptiznakli ma zejména nitrildza (Siemens et al. 2002).

Indolové GLS prispivaji k biosyntéze auxinu prostiednictvim metabolickych
intermediatd indol-3-acetaldoximu (IAOx) a indol-3-acetonitrilu (IAN). TAOx je tzv. odbo¢ny
bod metabolismu pro biosyntézu indolovych GLS, IAA a kamalexinu. PferuSeni metabolického
toku IAOx do indolovych GLS vede k vysoké produkei auxinu. IAN je také produkovan jako
hydrolyzovany produkt indolovych GLS a metabolizovan na IAA nitrildzami (Malka a Cheng
2017).

3.7.3 Strategie obrany a ristu rostlin podle povahy poskozeni

Ve studii (Vik et al. 2018), byly zkoumdany strategie obrany rostliny a riistu v zavislosti
na povaze poskozeni at’ uz Skiidcem ¢i nekrotrofnim ¢i biotrofnimi patogeny. Pfi poskozeni
konkrétné u husenic¢ku (Arabidopsis thaliana), rostlina spoléha na obranyschopnost indolového
GLS, konkrétné¢ indol-3-ylmethyl. Pii hydrolyze enzymem myrosinazou je uvolnéno mnozstvi
bioaktivnich latek. Mezi nimi je napfiklad indol-3-acetonitril, indol-3-acetoisothiokyanat a
indol-3-karbinol. Vysoce nestabilni isothokyanat rychle reaguje s dal§imi molekulami. Indol-3-
karbinol patfi mezi inhibitory auxinové signalizace diky navazani na TIR1 auxinovy receptor.
Naopak indol-3-acetonitril mize byt pfeménén nitrildzovymi enzymy na primarni molekulu
auxinu (indol-3-octovou kyselinu), ktera aktivuje TIR1. Znamena to, Ze auxinova signalizace
podléha jak antagonistickym tak protagonistickym ucinktim hydrolyzy GLS indol-ylmethyl pti
poskozeni.
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4 Material a metody

4.1 Pokus v substratu

V ramci této diplomové prace byl v pokusnych sklenicich katedry ochrany rostlin
(FAPPZ, CZU v Praze) zalozen nadobovy pokus s univerzalnim hostitelem, ktery je nachylny
na vSechny patotypy patogena zpusobujici chorobu nadorovitost kost'alovin (Plasmodiophora
brassicae), konkrétn¢ pekingské zeli 'Granaat™ (Brassica campestris spp. pekinensis cv.
Granaat), nomenklatura byla sjednocena dle Kli¢e ke kvétend CR (Woronin, M. S. 1877;
Buczacki et al. 1975; Kaplan 2019).

Cilem bylo zhodnotit vliv vyzivy, zaméfeny predevSim na dusik a siru, na rozvoj
onemocnéni nadorovitosti brukvovitych. Pokus zahrnoval celkové 20 variant z ¢ehoz jedna
polovina nebyla inokulovéna a dal$ich deset bylo inokulovéano P. brassicae. Jednotlivé varianty
se od sebe také 1iSily dodanymi zivinami riiznymi hnojivy (Kristalon start, NH4NO3; a NaHSOa.
H>0). Byly vZdy obdobné podminky hnojeni pro varianty bez inokula (koncici zpravidla
pismenem A) a pro varianty, které byly inokulovény patogenem zpusobujici chorobu
nadorovitosti brukvovitych (kon¢ici zpravidla pismenem B), jak uvadi tabulka €. 3.

Jedna varianta se sklddala z osmi malych kvétinact (rozmér: 9 x 9 x 10 cm, objem: 0,50
1), které byly umistény na jednom podkvétniku a tim byly oddéleny od ostatnich variant. Do
kazdého kvétinace pii zakladani pokusu byly vsazeny dvé semena Brassica campestris spp.
pekinensis cv. Granaat. Pro vétsi prehlednost byla kazda z variant byla oznacena ptislusnou
zkratkou, viz tabulka ¢. 3.

Pouzity substrat: Gramoflor hrnkovaci smés + lignofibre (70 1). Substrat byl nejdiive
sterilizovan vodi parou po dobu 25 min pii 120 °C v pfistroji: Autoklav Sanyo MLS 3780.

Navazky jednotlivych hnojiv byly provedeny na analytickych vahach podle piedem
stanovenych hmotnosti na objem 1 1. Hnojeni probihalo ob tyden po 25 ml ptisluSného roztoku
k nalezejici varianté do kazdého kvétinace ve varianté. Kazdé varianté bylo dodédno konkrétniho
mnozstvi dusiku a siry (uvedeno v tabulce €. 4).

PouZit4 hnojiva s obsahy jednotlivych Zivin:

- NHsNO3 (N 35 %, S 0 %)

- NaHSOs4 - H2O (N 0 %, S 23,19 %)

- Kristalon start: celkovy N 19 %, SO4* 7,5 %, P20s 6 %, K20 20 %, MgO 3 %, B

0,025 %, Fe 0,07 %, Cu 0,01 %, Mn 0,04 %, Mo 0,004 %, Zn 0,025 %.
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Tabulka 3 Ptehled jednotlivych variant a navazky jednotlivych hnojiv.
Déavka hnojiva (g/l) - navazky Inokulace
Varianta Hnojeni P.
Kristalon | NHsNOs | NaHSOs.H20 | prassicae
KOA kontrola 0 0 0fne
K0B kontrola 0 0 0fano
KI100A | kontrola 100 % Kristalon 1,500 0 0| ne
K100B | kontrola 100 % Kristalon 1,500 0 0]ano
K75A | kontrola 75 % Kristalon 1,125 0 0| ne
K75B | kontrola 75 % Kristalon 1,125 0 0| ano
V1A | 75 % Kristalon, NS na 100 % 1,125| 0,203571 0,1212807 | ne
V1B | 75 9% Kristalon, NS na 100 % 1,125| 0,203571 0,1212807 | ano
V2A | 75 % Kristalon, NS na 125 % 1,125 | 0,407143 0,2425614 | ne
V2B | 75 9 Kristalon, NS na 125 % 1,125 | 0,407143 0,2425614 | ano
V3A | 75 % Kristalon, NS na 150 % 1,125| 0,610714 0,3638422 | ne
V3B | 75 % Kristalon, NS na 150 % 1,125| 0,610714 0,3638422 | ano
V4A | 75 % Kristalon, N na 100 % 1,125| 0,203571 0] ne
V4B | 75 9 Kristalon, N na 100 % 1,125| 0,203571 0| ano
V5A | 75 % Kristalon, N na 125 % 1,125| 0,407143 0| ne
V5B | 75 9 Kristalon, N na 125 % 1,125| 0,407143 0| ano
VBA | 75 9 Kristalon, S na 100 % 1,125 0 0,1212807 | ne
V6B | 75 9 Kristalon, S na 100 % 1,125 0 0,1212807 | ano
V7A | 75 % Kristalon, S na 125 % 1,125 0 0,2425614 | ne
V7B | 75 9 Kristalon, S na 125 % 1,125 0 0,2425614 | ano
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Tabulka 4 Celkové mnozstvi dodaného dusiku a siry do jednotlivych variant.

Aplikované davky Zivin (g)
Varianta
N celk. S celk.
KOA 0 0
K0B 0 0
K100A 0,285000 0,112500
K100B 0,285000 0,112500
K75A 0,213750 0,084375
K75B 0,213750 0,084375
VIA 0,285000 0,112500
V1B 0,285000 0,112500
V2A 0,356250 0,140625
V2B 0,356250 0,140625
V3A 0,427500 0,168750
V3B 0,427500 0,168750
VAA 0,285000 0,084375
V4B 0,285000 0,084375
V5A 0,356250 0,084375
V5B 0,356250 0,084375
V6A 0,213750 0,112500
V6B 0,213750 0,112500
V7A 0,213750 0,140625
V7B 0,213750 0,140625

Inokulace univerzalniho hostitele P. brassicae byla provedena tzv. smé€snym inokulem
z riznych izolath. Jednotlivé izolaty pochdzeli z lokalit: Ji¢in, Hradek nad Nisou, Terezin a
Opavsko (zde bylo vice izolati). Pro extrakci trvalych spor byly pouZity metody dle riznych
studii (P. H. Williams 1966; Tewari et al. 2005; Strelkov et al. 2006; Ri¢afova et al. 2016), které
byly upraveny pro této pokus nasledné. Sklizené¢ nddory izolatli zriznych lokalit byly
rozemlety a roztok v praven do pfedem piipravené bedny se substratem, na kterém se patotypy
namnozili na univerzalnich hostitelich, ¢imz byla prokazana virulence danych patotypd.
Ziskané virulentni inokulum v podob¢ sklizenych nadorti, bylo pouzito nasledné pro nadobovy
pokus a k inokulaci rostlin pekingského zeli.

Navazka 7,5 g nadori se smésnou infekci byla smichand s destilovanou vodou (300 ml)
a po dobu 3 x 1 min v mixéru rozdrcena, aby se nepiehiala suspenze a postupné se také nddoba
oplachovala stfickou s destilovanou vodou. Nasledné byl ziskany heterogenni roztok
ptefiltrovan pomoci tii filtracnich sit s riznou velikosti otvort (425; 250 a 25 um) (P. H.
Williams 1966; Tewari et al. 2005; Strelkov et al. 2006; Ri¢afova et al. 2016).

Stanoven byl minimalni podet spor v 1 ml na 10’ spor potfebnych k inokulaci
univerzalniho hostitele, tedy aby ve 2 ml dodaném roztoku do kazdé nadoby bylo minimalné
20 milionti (2*107) spor. Poget spor byl stanoven pomoci svételného mikroskopu Olympus BX
41 a Biirkerovy pocitaci komilrky. V den inokulace bylo do kazdé nadoby, ve variantach
s napadenim, vpraveno pomoci automaticky nastavitelné pipety po 2 ml roztoku s virulentnim
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inokulem (P. H. Williams 1966; Tewari et al. 2005; Strelkov et al. 2006; Gunetti et al. 2012;
Ricafova et al. 2016).

Harmonogram pokusu byl nasledujici:

- 16. listopadu 2023: zalozeny pokus, zasazena semena (viz obrazek ¢. 10).

- 5. prosince 2023: prvni pravé listy — inokulace patogenem (viz obrazek ¢. 11).

- 7. prosince 2023: prvni hnojeni.

- 14. prosince 2023: druhé hnojeni*.

- 21. prosince 2023: tfeti hnojeni.

- 4. ledna 2024: ¢tvrté hnojeni.

- 11. ledna 2024: paté hnojeni.

- 17. ledna 2024: sklizen (viz obrazky ¢. 12 a 13).

- 18. ledna 2024: vyhodnoceni a vazeni vzorkl (viz obrazky ¢. 14 a 15).

*Pti druhém hnojeni se na listech objevily housenky, které zplisobily zir na listech. Proto
byly nejvice zasazeny listy odstranény, aby nedoslo k uvadnuti celé rostliny. Nésledné byly
vSechny varianty oSetfeny piipravkem Karate.

U vsech pokust byly provedeny nasledujici analyzy:

- Zvazeni hmotnosti nadzemni ¢asti vSech rostlin ve varianté (v ¢erstvém stavu).

- Zvazeni hmotnosti kotfent vSech rostlin ve varianté (v Cerstvém stavu).

- Vyhodnoceni napadeni pouze variantach, které byly inokulovany patogenem (v
cerstvém stavu) — viz nize.

- Vypocteny index napadeni v inokulovanych variantach.

- Stanoveni obsahu nékterych zivin ve sklizenych rostlinach (zv1ast’ pro nadzemni a
podzemni Cast) — metody jsou uvedeny nize.

4.1.1 Vyhodnoceni pokusu
4.1.1.1 Kvantitativni parametry: vaha nadzemni ¢asti a kofent rostlin

Vyhodnoceni sklizené¢ho pokusu spocivalo ve zvazeni jednotlivych rostlin ve varianté,
a to zvlast nadzemni ¢ést rostliny a zvlast’ kofeny rostliny. Rostliny byly zvazeny v Cerstvém
stavu do 24 h po sklizni na laboratornich vahach. Cast vzorki byla schovana pro dalii analyzu
(obsah zivin).

Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci programu Statistica 12 (STATSOFT
2017) a R studia (RStudio Team 2022). N&které grafy a tabulky byly upraveny pomoci
programu Microsoft Excel (EXCEL 2007).

4.1.1.2 Vyhodnoceni napadeni kof'enii patogenem P. brassicae

Po sklizni byl vyhodnocen stupen napadeni u rostlin, pouze ve variantach, které¢ byly
inokulovany patogenem (obvykle varianta kon¢i pismenem B), dle stupnice viz obrazek €. 3,
ze studie (Ji et al. 2021). Stupnice je tvofena ¢tyfmi stupni mozného napadeni: 0 — bez napadent,
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1 — maly nédor na postrannich kotfenech, 2 — maly az stfedni nador na postrannim a hlavnim
koteni, 3 — velky nador, hlavni kofen deformovan (Kuginuki et al. 1999; Ji et al. 2021).

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci programu Statistica 12 (STATSOFT
2017) a R studia (RStudio Team 2022). N¢které grafy a tabulky byly upraveny pomoci
programu Microsoft Excel (EXCEL 2007).

Byl vypocten index napadeni dle vzorce: ID (%) = ZnxOtnx1tnx2tnx3)

X 100, kde n
NXx3

je pocet rostlin v jednotlivych stupnich stupnice napadeni a N je celkovy pocet rostlin. Byly
pouzity dvé hranice reakce zkoumanych rostlin — 25 % ID (index of disease) a 50 % ID, podle
kterych se odpovéd’ jedince stanovila jako nachylna nebo rezistentni (Strelkov et al. 2006;
Ricafova et al. 2017).

Obrazek 3 Hodnotici stupnice napadeni a vlastni vytvofena stupnice z fotografii z pokusu.
Stupné napadeni: 0 — bez napadeni, 1 — maly nador na postrannich kofenech, 2 — maly az
stitedni nddor na postrannim a hlavnim kofeni, 3 — velky nador, hlavni kofen deformovan (Ji et
al. 2021).

4.1.2 Poskliziiové analyzy obsahu Zivin v susiné rostlin

Nadzemni hmota a kofeny analyzovanych rostlin byly zv1ast’ ususeny za pomoci ON-
O01E suSarny s pfirozenou cirkulaci a jemné namlety. Kofeny byly namlety v hmozdifi a
nadzemni ¢asti ve stfizném mlynu SM 100, aby se dosdhlo maximalni pozadované hrubosti
materidlu 2 mm pro nasledny rozklad na mokré ceste. Jednalo se o smésny vzorek z vice rostlin
ve variantg, aby bylo dosaZeno poZzadovaného mnoZstvi materialu pro analyzu. Bylo navaZeno
0,5 g (£ 0,005g) namletého materidlu. Ten byl pfeveden do roztoku rozkladem na mokré cesté
s pomoci mikrovinné digesce v prostiedi kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku. Ziskany vzorek
byl poté kvantitativné pieveden do roztoku (finalni objem 50 ml) a analyzovan ICP-OES pro
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zméteni obsahii P, Ca, Mg, S a mikroelementii, rovnéZ pomoci atomového absorpéniho
spektrometru (AAS) pro ziskani hodnoty celkového obsahu K.

Obsahy jednotlivych Zivin poslouzily k doplnéni informaci k jiz ziskanym dattim.
Neslouzily vsak jako podklad pro dalsi statistickd vyhodnoceni.

4.2 Hydroponie

Pfed zaloZzenim nadobového pokusu byl zalozen hydroponicky pokus se stejnym
univerzalnim hostitelem, inokulem a dodanym hnojivem. V tomto pokusu nebyla vSak zalozena
varianta bez hnojeni. PouZita byla upravena kultiva¢ni sada IKEA VAXER.

Selhal zde vyplnovy materidl (perlit) kvétinacl v nddobach s zivnym roztokem, ktery
nebyl dostateéné propustny k semeniim a k naslednym kotfeniim. Semena bud’ nevyklicila
v dostate€ném mnozstvi v jednotlivych variantdch, anebo rostliny uschly. Statisticka
vyhodnoceni na tomto pokusu nesla provést z diivodu malého poctu reprezentujicich rostlin
v jednotlivych variantach.

Variant bylo celkem osmnéct viz tabulka €. 5. V jedné nadobé€ s Zivnym roztokem (tzn.
jedné variant€), bylo umisténo 8 kosikd naplnénych perlitem. Do kazdého z koSiku byly
vpraveny tii semena. Bylo oviem nutné nékolikrat zopakovat dosev. Zivny roztok byl vpraven
jednorazové, pti zakladani pokusu (1 1). Zalévani fungovalo na doliti destilovanou vodou po
objem stanoveny ryskou v nadob¢ (1 1).

Harmonogram pokusu s hydroponii:

- 25. Cervence 2023: zalozeni pokusu (viz obrazek €. 16).

- 21. srpna 2023: inokulace patogenem (viz obrazek ¢. 17).

- 25. 7411 2023: sklizen a vyhodnoceni (viz obrazky €. 18 a 19).

39



Tabulka 5

Ptehled jednotlivych variant — hydroponie.

_ , Dévka hnojiva (g/l) - navazky | Inokulace |  Aplikované

Varianta Hnojeni P. davky Zivin (g)
Kristalon | NH4sNOs | NaHSOa . H20 | brassicae | N celk. | S celk.

H_K100A | kontrola 100 % Kristalon 1,500 0 0 ne 0,29 0,11
H_K100B | kontrola 100 % Kristalon 1,500 0 0 ano 0,29 0,11
H_K75A | kontrola 75 % Kiristalon 1,125 0 0 ne 0,21 0,08
H_K75B | kontrola 75 % Kristalon 1,125 0 0 ano 0,21 0,08
H_V1A |75 % Kristalon, NS na 100 % 1,125 0,203571 0,1212807 ne 0,29 0,11
H_V1B |75 % Kristalon, NS na 100 % 1,125 0,203571 0,1212807 ano 0,29 0,11
H_V2A | 75 % Kristalon, NS na 125 % 1,125 0,407143 0,2425614 ne 0,36 0,14
H_V2B |75 % Kristalon, NS na 125 % 1,125 0,407143 0,2425614 ano 0,36 0,14
H_V3A | 75 % Kristalon, NS na 150 % 1,125|0,610714 0,3638422 ne 0,43 0,17
H_V3B | 75 % Kristalon, NS na 150 % 1,125 0,610714 0,3638422 ano 0,43 0,17
H_V4A |75 % Kristalon, N na 100 % 1,125 0,203571 0 ne 0,29 0,08
H_V4B | 75 % Kristalon, N na 100 % 1,125 0,203571 0 ano 0,29 0,08
H_V5A | 75 % Kristalon, N na 125 % 1,125 0,407143 0 ne 0,36 0,08
H_V5B | 75 % Kristalon, N na 125 % 1,125 0,407143 0 ano 0,36 0,08
H_V6A |75 % Kiristalon, S na 100 % 1,125 0 0,1212807 ne 0,21 0,11
H_V6B |75 % Kristalon, S na 100 % 1,125 0 0,1212807 ano 0,21 0,11
H_V7A |75 % Kristalon, S na 125 % 1,125 0 0,2425614 ne 0,21 0,14
H_V7B | 75 % Kristalon, S na 125 % 1,125 0 0,2425614 ano 0,21 0,14

U vSech variant byly provedeny nasledujici analyzy:
Zvazeni hmotnosti nadzemni ¢asti vSech rostlin ve varianté (v ¢erstvém stavu).
Zvazeni hmotnosti kofentl vSech rostlin ve varianté (v Cerstvém stavu).
Vyhodnoceni napadeni pouze variantach, které byly inokulovany patogenem

Index napadeni byl vypoc¢ten dle vzorce: ID (%

cerstvém stavu)

(v

Vypoéitani indexu napadeni dle studie (Strelkov et al. 2006; Ri¢afova et al. 2017).
Vyhodnoceni napadeni bylo provedeno dle studie viz. pokus v substratu. Rostlinné
vzorky (inokulované varianty) byly hodnoceny dle stupnice: 0 — bez napadeni, 1 — maly nador
na postrannich kotenech, 2 — maly aZ stfedni nador na postrannim a hlavnim kofeni, 3 — velky
nador, hlavni kofen deformovan (Kuginuki et al. 1999; Ji et al. 2021)

) __ Z(nX0+nx1+nx2+nx3)
- Nx3

X 100, kden

je pocet rostlin v jednotlivych stupnich stupnice napadeni a N je celkovy pocet rostlin. Byly
pouzity dvé hranice reakce zkoumanych rostlin — 25 % ID (index of disease) a 50 % ID, podle

kterych se odpovéd’ jedince stanovila jako nachylné nebo rezistentni.
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5 Vysledky

5.1 Pokus v substratu

Do kazdé varianty bylo v prubéhu pokusu dodané urc¢it¢ mnozstvi dusiku a siry (viz
tabulka €. 4). Dusik a sira nebyly dodany do variant, které slouzily jako prosta kontrola (KOA a
KO0B). Nejmén¢ dodaného dusiku (kdyz pomineme varianty do kterych nebyl dusik dodan),
mély k dispozici K75A/B, V6A/B, V7A/B (0,21375 g N). V ptipad¢ dodané siry bylo nejméné
vpraveno u variant K75A/B, V4A/B, V5A/B (0,084375 g S). Z toho vyplynulo, ze K75A a
K75B mély nejméné dodaného dusiku i siry. Nejvice dusiku i siry bylo doddno do V3A a V3B
(0,4275 g N; 0,16875 g S) v pribchu vegetace.

5.1.1 Kvantitativni parametry

Po sklizni byla zvaZzena Cerstva nadzemni hmota rostlin i kofeny. Pocet rostlin v jedné
varianté se pohyboval od 13 do 18 kust, nejcastéji bylo 16 rostlin v jedné varianté.

5.1.1.1 Vaha nadzemni ¢asti rostlin

Viéha nadzemni hmoty pochdzela z dat s normalnim rozdélenim a spliiovala podminky
homosekedascidity (p < alfa = 0,05), proto byla pro vyhodnoceni zvolena jednofaktorova
ANOVA a néasledny Tukeyuv test — homogennich skupin. V grafu (obrazek ¢. 4) jsou cervené
vyznaceny statisticky odlisné varianty.

Na nadzemni ¢ast nemélo vliv ani jednotlivé hnojeni a ani napadeni. Varianty, které jsou
statisticky odlisné KOA/B nebyly hnojené (viz obrazek ¢. 4). Statisticky vyznamna vychazela i
varianta V5A s nejvyssi primérnou hmotnosti nadzemni hmoty (13,9 g), kterd byla inokulovana
a hnojend. Varianty KOA/B mély naopak nejnizsi primérnou vahou nadzemni hmoty (6,4 a 6,7
g). Celkové lze vidét, Ze az na varianty KOA/B a V7A/B vychdzely inokulované varianty
(kon¢ici -B) v primérnych hodnotach lehce hif, neZ jejich ekvivalentni neinokulované (koncici
-A).
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Primeéry vahy nadzemnich &asti rostlin.

p = 0,00146; F (19,292) = 2,3430
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
Tukeyuv HDS test - homogenni skupiny, alfa =0,05

Vaha nadzemnich &asti rostlin (g)

Obrazek 4

5.1.1.2
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V4A
V4B

V3A
V3B

V2A
V2B

KOA K100A K75A V1A
KOB K100B K75B V1B

Varianta

Primérné hmotnosti nadzemnich ¢asti u jednotlivych variant (g).

Vaha kofenu rostlin

Vaha kofenti pochédzela zdat snormalnim rozdélenim a splilovala podminky
homosekedascidity (p < alfa = 0,05), kdyz byla data pomoci funkce log transformovana (= log
(vaha kotent)). Nésledné byla pro vyhodnoceni zvolena jednofaktorovd ANOVA a Tukeytv
test — homogennich skupin.

V grafu ¢. 1 jsou uvedeny priméry hmotnosti kofenii jednotlivych variant (g) a
statistickd odliSnost variant, ve vaze kofentl, byla zaznamenéana v obrazku €. 5.

Varianty inokulované (-B), mély vzdy vys$i hmotnost kofenli, nez varianty
neinokulované (-A) z diivodu napadeni. Napadeni, v podob¢ nadora na kofenech, mélo vliv na
vahu podzemni ¢asti rostlin. Varianty V5A (0,73 g) a V5B (1,05 g) se v praméru od sebe tolik
neliSily (dokonce 1 méné nez nehnojené kontroly). Nejvétsi rozdil, v primémé vaze, byl u
variant VO6A/B, kdy 1 V6B méla nejvétsi primérnou vahu kofend 3,5 g, ze vSech variant.
Nejnizsi primérné hodnoty byly zvaZeny u varianty KOA (0,44 g) a nasledné u V7A (0,46 g).

42



4,00
3,50
~ 3,00
=0
og 2,50
]
’S 2,00
~
1,50
1,00
0,50
0,00

Vaha

3,50
3,18
2,86

2,47 238
’ 23— o7 2:16

1,06 1,06
0,77 0,80 0,79 0,72 0.72 063 0,73 B

0,44 ' 0,51 0,46

© LW © © L N 0 © ©
8

& RS A R R R AN\

Varianty

Graf 1 Primérné vahy kotenti ve variantach (g).

Priméry LOG vahy kofen

p =0,0000; F (19,292) = 14,861
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
Tukeyuv HSD test - homogenni skupiny, alfa = 0,05

)

fenu

LOG (vaha ko

Obrazek 5

0,8

0,6+

04}

0,2+

cde

bcd

ahc abc abc  abc ab

ab

KOA K100A K75A V1A V2A VA V4A  VBA  VBA  V7A
KOB K100B K75B V1B V2B V3B V4B V6B V6B V7B

Varianta

Transformované data vahy koteni (log) a rozdé€leni dle homogennich skupin.
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5.1.2 Napadeni korent patogenem P. brassicae

Pouzity byl model ptedpokladajici negativné binomické rozdéleni dat (GLM-nb).
Nejdiiv byla data transformovana pomoci funkce (= stupenl napadeni — 3), data vysla
nasledovné: 3=0;2=—-1; 1 =—2; 0=- 3. Vysledek analyzy byl jasné prikazny, ze varianty
se od sebe lisi (x? (9) =49,621; p = 0,0001).

Data nesplnovala podminky pro parametrické testy, proto byl jako dal§i zvolen
neparametricky test Kruskal-Wallis (obrazek ¢. 6). Mezi jednotlivymi varianty nebyla zjisténa
statisticky vyznamna odli$nost.

Kruskal-Wallis(v test: Krabicovy graf stupné napadeni

H (9, N =157) = 49,76164; p = 0,0000

4,0
35Fr T
3,0 3,0 3,0
30+t = 23 R A L
[uf

()
® 25} ]
o
[
c
e
t]:Jé‘_ 20 = 19
= a
i

1,6+

1,0 ¢

0,5 . . . A ‘ . . ) ) ) o Pramér

KOB K75B V2B V4B V6B DPrEJm?H-SmCh
K100B V1B V3B V5B v78 L Primér+- SmQOdch
Varianta

Obrazek 6 Stupné napadeni Kruskal-Wallis — krabicovy graf.

Celkovy pocet diagnostikovanych rostlin (r. celk.) se ve variantach pohyboval od 15 do
16 kust na variantu. Podle histogramt u jednotlivych variant, lze vidét, ze varianta V5B,
pfestoZze nebyla vyhodnocena jako statisticky vyznamné odli$na, vynikala v menSim poctu
silného napadeni (3 — velky nador) nez ostatni varianty, viz obrazek ¢. 7. VSechny varianty mély
siln¢ napadené rostliny od 13 do 16 kust ve varianté, varianta V5B pouze 6 rostlin. Varianta
V5B méla také nejvyssi pocet rostlin 0 — bez napadeni (3 kusy), kontrola KOB méla pouze jednu
nenapadenou rostlinu, jinak vSechny varianty byly pfiznakové. V ptipadé¢ V2B, V3B a V6B
mély vSechny rostliny ve variantach velky nador a hlavni kofen byl deformovan.
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Pocet pozorovani

Obrazek 7

Kruskal-Wallistv test: Kategoriz. histogram stupfiti napadeni
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Histogramy jednotlivych inokulovanych variant.

3

0 1 2 3
varianta: V5B

Byl vypocitan index napadeni uvedeny v tabulce €. 6. Vysledek ,,Cervené zvyraznény*,

cvwr

pod stanovenou hranici 50 % a rekce varianty byla nédchylnd jako u vSech ostatnich

diagnostikovanych variant.

Tabulka 6 Index napadeni (%) u jednotlivych variant.
Varianta|KOB |K100B |K75B|V1B |V2B |V3B |V4B |V5B |V6B |V7B
ID (%) |91,67 97,78 |95,56 |95,83 |100,00|100,00|97,92 |62,50 | 100,00 | 97,92

5.1.3 Obsahy prvkii v suSiné rostlin

Nebyly zméfeny obsahy dusiku v nadzemni hmoté a ani v kofenech z divodu
nedostupnych ptistroji k zméfeni hodnot.
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5.1.3.1 Obsahy prvkii v susiné nadzemni hmoty rostlin

Obsahy zivin v susin¢ nadzemni hmoty rostlin byly zaznamenany na grafech v obrazku

Cx
>

V nadzemni hmoté bylo u drasliku naméfeno nejméné ve varianté¢ KOA 1720 mg/kg,
kde tato hodnota byla extrémné nizko v porovnani s ostatnimi variantami. Dal$i nizké hodnoty
K byly ve vzorcich V2B (21520 mg/kg v susin€¢) a K75A (21734 mg/kg v susing). Nejvetsi
podil K bylo naméfeno ve variant¢ V7A a K100A (32720 a 31138 mg/kg v susing).

Vépnik byl namérfen ve varianté K3B v nejvétsi koncentraci ze vSech variant (41995
mg/kg Ca v susin€). Nejmensi koncentrace vapniku byla ve variantdich V1A (16082 mg/kg
v susing) a K75A (17536 mg/kg v susing). Ve vSech inokulovanych variantach byl vyssi obsah
Ca nez v nenapadenych kromé V4A/B.

Fosfor se ve vSech variantach pohyboval pomérné ve stejnych hladinach. Nejvétsi obsah
P v suSin¢€ byl naméfen ve varianté¢ V4B (3938 mg/kg). Nejméné P bylo ve varianté V3A (2059
mg/kg v susing).

Ve vSech inokulovanych variantach az na varianty K100A/B a V4A/B, byl obsah siry
vy$s§i nez ve variantach neinokulovanych. Nejvice S bylo ve vzorku V3B (13922 mg/kg
v susing). Nejmén¢ siry s obsahem 4103 mg/kg v susing€, bylo zméfeno ve vzorku V1A.

Hladiny obsahu hot¢iku v jednotlivych vzorcich byly v podobnych koncentracich bez
vyraznych extrémui. Nejvice hot¢iku bylo zjisténo u varianty V3B (4694 mg/kg v suSing).
Nejnizsi obsah byl ve varianté V7A (2766 mg/kg v susing).

Obsah Zeleza v jednotlivych variantach byl nepravidelny, obsahy kolisaly od minimalni
hodnoty 34 mg/kg Fe v susin€ (V3A) aZ po maximalni hodnotu 235 mg/kg Fe v susin¢ (V4B).

Mangan byl v nejvice obsaZen v susin¢ nadzemni hmoty u varianty V4A (347 mg/kg) a
nejméné ve variant¢ V1A (98 mg/kg).

Hodnota s nejvyS$§im obsahem Zn v suSin€ byla naméfena ve varianté¢ V4A (93,7

Boér byl v inokulovanych variantach vice obsazeny, néz ve variantach, které nebyly
inokulovany, kromé ptipadt V4A/B, V7A/B. Nejvice boru bylo naméteno ve vzorku KOB (51,2
mg/kg v susin€), nejméné ve vzorku V1A (19,6 mg/kg v susin¢).

Hladiny koncentrace molybdenu v jednotlivych vzorcich byly nepravidelné. Nejméné
bylo zjiSténo u varianty V5B s obsahem 0,989 mg/kg v susing. Nejvétsi koncentrace Mo
v susiné byla u varianty V4B (6,472 mg/kg).

Obsah niklu v su$iné byl zjiStén jen u neinokulovanych variant V3A (0,828 mg/kg),
V4A (1,040 mg/kg) a V5SA (0,887 mg/kg).

Tézké kovy byly nalezeny jen ve variantach s patogenem P. brassicace, konkrétné ve
KOB, V4B a V5B.
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5.1.3.2 Obsahy prvkii v susiné korent rostlin

Mnozstvi ziviny v napadenych kotfenech je skoro ve vSech ptipadech vyssi nez mnozstvi
v nenapadenych viz obrazek ¢. 9. Ve vSech inokulovanych variantach bylo vice makrozivin: K,
Mg, P a S, z mikroprvkii: Zn, Fe a B. U ostatnich zivin (Ca, Cu a Mn) byl také vyssi obsah
v inokulovanych az na urcité vyjimky. Vyjimky byly u KOA, u které byl naméten vyssi obsah
Ca, Cua Mn nez u ekvivalentni inokulované varianty. Také v piipad¢ varianty V7A byl naméten
vyss$i obsah nékterych Zivin, konkrétné Mn a Ca. VEétsi mnozstvi Ca bylo 1 u varianty K100A
nad variantou K100B. Nikl a Molybden nebyly zjistény ve vSech variantach.

Drasliku bylo v sus$in¢ kofent naméteno nejvice u vzorkit V7B (35236 mg/kg) a K100B
(34955 mg/kg). Nejméné ve vzorku V2A, kde byl obsah drasliku 2559 mg/kg v susin¢ kotent.

Nejnizsi obsah fosforu v susing kotfent byl ve variantach V1A (625 mg/kg) a V2A (459
mg/kg). Nejvice ve varianté V5B (5422 mg/kg v suSing).

Vapnik stejné jako draslik byl nejméné obsazen u variant V1A a V2A s obsahy 2166 a
1835 mg/kg v susiné. Naopak nejvice ve varianté V4B 13694 mg/kg Ca v suSiné.

Maximalniho naméteného obsahu S v suSin€ bylo ve vzorku V5B (5907 mg/kg).
Miniméalni hodnota obsahu siry byla namétena ve V2A (700 mg/kg v susin¢) a nasledné ve V1A
(806 mg/kg v susing).

Nejvétsi mnozstvi Mg bylo zjisténo ve vzorku V4B s obsahem 2508 mg/kg v susin¢ a
nejméné ve vzorku VIA (303 mg/kg v susin¢). Dalsi nizké obsahy hotc¢iku v susiné byly u
variant V2A (500 mg/kg) a K75A (645 mg/kg).

U Zeleza byla naméfena extrémné vysoka hodnota ve vzorku V6B s obsahem 5539
mg/kg Fe v suSin€. Dal§i vysoké obsahy byly zméteny u variant V1B (2917 mg/kg v susin¢) a
V3B (2773 mg/kg v susin€). Nejméné zeleza v susin€ s obsahem 0,91 mg/kg bylo zjisténo ve
varianté V5A a také ve V2A (93 mg/kg v suSing).

Mangan byl nejméné obsazeny v susin¢ kofenti u variant V2A a V1A s obsahy 11 a 15
mg/kg. Naopak nejvic Mn v susin¢ bylo naméfeno u V6B (179 mg/kg).

V4B obsahovala nejvétsi namérené mnozstvi zinku (61,6 mg/kg v susing€). Nejméné Zn
v suSing€ obsahovaly varianty V2A a V1A (6,1 a 13 mg/kg).

M¢éd dosahovala maximalni naméfené hodnoty u varianty V6B s obsahem v suSiné
kotentli 18,25 mg/kg. Minimalni zji§téné hodnoty byly u varianty V1A s obsahem 1,61 mg/kg
v suSiné¢ a nasledné u varianty V2A (2,46 mg/kg).

Nejvys$si naméfend hodnota obsahu boru v susiné kofenil byla u varianty V4B (21,9
mg/kg). Naopak nejnizsi byla u varianty V2A (1,8 mg/kg B v susin€) a nasledné u variant V5A
a V1A (3,1 a 3,4 mg/kg B v suSing¢).

Molybden nebyl zjistény u variant KOA, V5A a V7A. Nejméné byl naméfen ve
variantach V2A (0,657 mg/kg v suSin¢€) a V1A (0,708 mg/kg v susing).

Nejvetsi obsah niklu byl naméten ve varianté V6B (4,359 mg/kg v susing€). Nejméne ve
variantdich V4A/B (0,730 a 0,971 mg/kg v suSin¢). Obsah nebyl zjistén ve variantaich KOA/B,
K100B, K75B, V1A, V2A, V3A, V5B, V6A a V7A/B.

Ve variantach, které byly inokulovany byly také zjiStény tézké kovy (Cr a Pb), konkrétné
u vzorkli: KOB, V1B, V2B, V3B, V4B, V6B. Nejvice u V6B (8,5515 mg/kg Cr a 8,9276 mg/kg
Pb v susing kotenil). Jedind neinokulovand varianta V4A méla také naméteny obsah Cr (0,6349
mg/kg v susiné).
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5.2 Hydroponie

Pokus s hydroponii byl vyhodnocen jako pouhé doplnéni udajii k pokusu v substratu.
Neslo provést statistické zhodnoceni z divodu kolisajictho poctu vyrostlych rostlin ve
variantach (od 1 do 16 rostlin ve varianté), v tabulce €. 7 je tento trend zaznamenan a barevné
jsou vyznaceny extrémy.

Priméry nadzemnich ¢asti rostlin ve variantach se pohybovaly od 0,08 g (H VA3) do
26,2 g (H VA7). Velké vynosy nadzemni hmoty byly pozorovany u nenapadenych variant
H V4A (3 rostliny ve varianté) s pramérem 23,323 g a H V7A (2 r. ve var.) s primérnou
hmotnosti 26,2 g. U varianty H V7A, byla zaroven navazena nejvyssi primérna vaha kotenti
(6,195 g). I kdyz byl u variant H V7A a H V4A nejvyssi vynos nadzemni hmoty pocet rostlin
byl zde jeden z nejnizsich.

cvwvr

cvwvr

variantaich H V3A/B (1 a 4 r. ve var.). Tam, kde bylo nejvice rostlin ve varianté, tzn. u
H K100B (16) a H VIB (14), tedy u napadenych rostlin, se primér nadzemni hmoty
pohyboval kolem 4,5 g az necelych 5 g.

Vypocten byl ID (%), pouze u variant inokulovanych patogenem P. brassicae. ID vysel
i v ptipadé dvou inokulovanych variant H V2B a H V3B 0 %, stejné tak i primérny stupeil
napadeni, byl uréen u obou variant 0 — bez napadeni, reakce na napadeni byla rezistentni (pod
25 %). Varianty H V4B a H V7B mély nejvyssi hodnoty ID kolem 70 % a praimérny stupeil
napadeni pfiblizné 2,1, reakce diagnostikovanych rostlin ve variantach byly nachylné.

Tabulka 7 Vysledky hydroponického pokusu.
Varianta | Potet rostlin ve Priméry Index napadeni
varianté Nadzemni ¢ast (g) | Kofeny (g) | Stupei napadeni (%)
H_K100A 10 5,336 0,600
| H_k1o08 [ 4,473 0,575 1,875 62,50
H_K75A 6 3,285 0,238
H_K75B 10 5,193 0,634 1,400 46,67
H_ V1A 6 10,595 1,303
Hvis [T 4,958 0,470 1,071 35,71
H_V2A 6 7,582 1,130
H_ V2B 2 4,820 0,610 0,000 0,00
H_V3A 1 0,080 0,010
H_V3B 4 0,678 0,128 0,000 0,00
H_V4A 3 23,323 1,940
H_ V4B 10 5,704 0,482 2,100 70,00
H_V5A 3 15,007 2,110
H_V5B 7 4,183 0,459 1,571 52,38
H_V6A 3 3,423
H_ V6B 7 0,656 0,714 2381
H_V7A 2 26,200
H_V7B 7
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6 Diskuze

V soucasné dobé jsou chemické metody regulace P. brasicae na polich malo vyuzivané,
velmi toxické pro zivotni prostiedi a ne stoprocentné ucinné. Diky rychlém a snadnému $iteni
patogena z pozemku na pozemek je proto nutné se soustiedit i na jiné moznosti ochrany proti
chorob¢ nadorovitosti brukvovitych, kterou zpusobuje Plasmodiophora brassicae. Klade se
daraz na preventivni metody, jednou z nich je 1 ovlivnéni patogena upravou pH a dodanim zivin
do pudy, proto bylo za cil této prace analyzovat ovlivnéni rozvoje choroby na univerzalnim
hostiteli Brassica campestris spp. pekinensis cv. Granaat pomoci zivnych roztokl pfi riznych
schématech hnojeni (Javed et al. 2022).

Kompletni a vyvazend vyziva byla vzdy jednim z hlavnich ptedpokladi obrany rostlin,
diky pfimé ucasti mineralnich prvki na jejich ochrané. Mineralni prvky ovlivituji zdravi rostlin
pfimo modulaci aktivity redoxnich enzyml nebo zlepSuji vitalitu rostlin nepfimo zménou
kotenovych exudatl a tim zménou dynamiky populaci mikrofléry, obsahu Zivin v rhizosféte
pudy, kolisanim pH, uklddanim ligninu a biosyntézou fytoalexinti (Tripathi et al. 2022).

6.1 Pokus v substratu

6.1.1 Kvantitativni parametry
6.1.1.1 Nadzemni vaha

V primérné vaze nadzemni hmoty vychdzela z hnojenych variant nejvynosnéjsi VSA
(13,9 g), ktera nebyla inokulovana. Do této varianty bylo dodano 0,356250 g N celk. a 0,084375
g S celk. jeji ekvivalentni inokulovana varianta V5B nevychazela v priméru také Spatné (11,6
g). V potadi druhé vychazely nejlépe varianty V3A/B, s velmi dobrym primérem nadzemni
vahy 13,5 g a 12,8 g. Témto variantdm byl dodéan dusik 1 sira v nejvétsi davce (0,4275 g N a
0,16875 g S) v pokusu. Podobnych vysledkt dosli i ve studii (MarSi¢ et al. 2021), se zelim
(Brassica oleracea L. var. Capitata), kdy bylo dosazeno nejvysSiho vynosu suSiny, také
ekonomického vynosu a vyuziti dusiku, pfi nejvyssi davce dusikatého hnojiva v kombinaci se
sirou (240 kg/ha N a 40 kg/ha S). Tato varianta v napadeném piipad¢ (V3B) vysla jako treti
nejvynosné€jsi v primeérné hmotnosti nadzemni biomasy ze vSech variant.

Na nadzemni hmoté se, ale v ostatnich variantich hnojeni neprojevilo vyraznymi
rozdily. Jen nehnojené kontrolni varianty KOA/B byly na tom s vynosem nadzemni biomasy
podstatné huf.

Nezbytné je zdlraznit, Ze béhem pokusu byly rostliny napadeny housenkami, coz vedlo
k ur¢itému poskozeni listi. Nicmén¢ napadeni postihlo vSechny testované varianty, takze 1ze
fict, Ze podminky byly pro vSechny varianty srovnatelné.

6.1.1.2 Koreny

Napadené kotfeny v priméru mély vzdy vys$Si hmotnost ve vSech variantich nez
neinokulované. Dlivodem je, Ze patogen ovlivni hormonalni stav rostliny a v kofenech nasledné
auxiny a cytokininy zplisobi zvySenou rychlost déleni a zvétSeni bunék, takze koteny vytvoii
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nadory. Nadory zvétSuji objem kofend, jejich vaha je pak vys$si nez u zdravych kotenti (Saharan
et al. 2021a). V pokusu to potvrdily varianty V5A/B a V6A/B. Varianty V5A//B se od sebe
vahou kotfenli nejméné liSily (rozdil byl 0,33 g). Divodem bylo, ze ve variant¢ V5B bylo
nejmén¢ napadenych kofent ¢i kofenti s niz§im stupném napadenim. Varianty V6A/B mély
naopak nejveétsi rozdil mezi hmotnostnimi priiméry o 2,99 g. Tato varianta méla vSechny kofeny
vSech pozorovanych rostlin s nesiln€j$im stupném napadenim (3).

6.1.2 Napadeni kofenti patogenem P. brassicae

Nadorovitost brukvovitych zplsobend patogenem Plasmodiophora brassicae, je
ovlivnéna dusikem (Laperche et al. 2017). Hnojeni dusikem je jiz dlouhou dobu studovano v
souvislosti s jeho vlivem na riizné choroby rostlin. Obecné vzato N negativné ovlivituje
fyzikélni obranu rostliny spolu s produkci antimikrobialnich slou¢enin, ale vyznamné zmiriuje
hladiny enzymi souvisejicich s obranou (Tripathi et al. 2022). Casto se spise predpoklada, Ze
nadmérné mnozstvi dusiku ma tendenci podporovat zadvaznost symptomu choroby, je vSak i
zaznamenan opacny pristup a neplati tu Zddnad obecnd zékonitost pro vSechny patosystémy —
1181 se v zavislosti na konkrétnim izoldtu P. brassicae a genotypu Brassica spp. Hnojeni mize
nepiimo ovliviiovat signalni drahy v rostlindch a oslabovat nebo podporovat obranné reakce
rostliny. Stav dusiku v rostliné ma vliv na buné¢nou fyziologii patogena. Rozpory v rtiznych
studiich ohledné nizké ¢i vysoké davky hnojeni, tak mohou byt i ovlivnény podminkami ve
kterych je pokus provadén — pole, sklenik nebo rustova mistnost (Laperche et al. 2017,
Gazengel et al. 2021; Aigu et al. 2022). V této studii bylo vypozorovano, ze stupn¢ napadeni
nekorelovaly s mnozZstvim dodaného dusiku. Pravdépodobné to ovlivnily rizné davky siry. Sira
muze zvysit odolnost zemédé€lskych plodin proti patogenim (Bloem et al. 2004).

Negativné€ binomické rozdéleni dat ukazalo, Ze varianty se od sebe li$i. Nejvice se podle
indexu napadeni (tabulka ¢. 6) a histogrami (obrazek ¢. 7) liSila varianta V5B, kde bylo
nejméné napadenych rostlin, ¢i rostlin s niZSim napadeni. To potvrzoval 1 index napadeni, ktery
vysel 62,5 %, ale nedostal se pod hranici nachylné reakce 50 %. Do této varianty bylo dodano
napadené varianty, ve kterych byly veskeré¢ rostliny vyhodnoceny jako siln¢ napadené (stupent
3) a index napadeni vySel u v§ech 100 %, byly: V2B, V3B a V6B (kazda z variant méla odliSné
dodavky dusiku i siry).

6.1.3 Obsahy Zivin v susiné€ rostlin

V této studii nebyl zméfen obsah dusiku v nadzemni hmoté a kofenech z divodu
nedostupnosti pristrojit a latek k provedeni této analyzy. Proto by bylo dobré v dalSich
podobnych pokusech zméfit obsahy dusiku a to zvlast v kofenech, protoze ovliviiuje P,
brassicae (Laperche et al. 2017).

V nadzemni ¢asti rostlin nebyly dosazeny tak zajimavé vysledky v obsahu Zivin jako u
kotenli. Velmi nizké obsahy vSech Zivin v suSiné kofenll byly zaznamenany u nenapadenych
variant V2A a V1A. Obecné¢ byl zaznamenan vys$si obsah vSech Zivin u ekvivalentni varianty
napadené patogenem nez u nenapadené (u Ca, Cu a Mn byly opacné vyjimky). Tento jev lze
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pfi¢ist zvySenému mnozstvi cytokinini v napadenych kotfenech, které pfitahuji ziviny do
infikovanych jak uvadi (Prerostova et al. 2018).

Podminkou kli¢eni spor v prvni fazi zivotniho cyklu, jak uvadi (Shogo et al. 1991), je
uvoliiovani Ca** ze spor a jejich zp&tna adsorpce, miize to byt divodem zvyseného mnozstvi
vapniku u napadenych kotent, ktery byl prokdzan u vSech variant, kromé KOA/B a K100A/B.
Rozdily v mnozstvi vapniku obsazeného v suSin¢ napadenych koieni byly v nékterych
variantach opravdu vyrazné, zvlast’ u variant V4A/B (rozdil o 8888 mg/kg Ca v susin¢ kofent).

Vapnik také, ale mize potlacovat rozvoj choroby, odezva vsak zavisi i na uréitém
mnozstvi boru. Pokud chybi bor je potlacena schopnost vapenatych iontd. V nasem ptipadé byl
také ve vsech variantach s patogenem vyssi obsah boru, ale naddory potlaceny nebyly, nejspis
kviili niz§imu obsahu dodaného vapniku (Donald a Porter 2009; Palm 1963).

Vsechny inokulované varianty mély zvySeny obsah drasliku v kotfenech oproti
neinokulovanym variantdm, nejspi§ kvali tomu, ze pokud je K pfitomen v dostatecné
koncentraci, mize zvysit koncentraci polyfenolickych latek v rostlin€, které hraji rozhodujici
roli v obranném mechanismu (Tripathi et al. 2022). Jina studie (Palm 1963), také naznacuje, ze
dodavani drasliku po infekci patogenem podporuje tvorbu hélek.

V piipad¢ fosforu neni pozorovana vyrazna role v odolnosti rostlin vii¢i chorobam. Jeho
vysoky obsah v§ak mize zvysit nachylnost vii¢i patogenovi, v pokusu byl (v kofenech) obsah
fosforu ve vSech napadenych variantach vyrazné vyssi, coz toto tvrzeni mize podporovat. Také
zvySeny obsah zinku byl zjistén u inokulovanych variant ve vSech ptipadech oproti
neinokulovanym. MuzZe to souviste s tim, Ze zinek je soucéasti enzymd, které se podileji na
syntéze auxintl, infekénosti, produkci fytotoxinli a mykotoxinll u patogennich mikroorganismu
(Tripathi et al. 2022).

Glukosinolaty, které maji vliv na fenotyp nddoru obsahuji atomy N a S. Sira muize
ovlivnit formy GLS, ve studii (Marsi¢ et al. 2021) bylo cilem zjisti vliv hnojeni dusi¢nanem
amonnym (0, 180 a 240 kg/ha N) a siranem véapenatym (0 a 40 kg/ha). Zjistili, Ze pii vysSich
davkach dusiku (N2so) a siry (Sas0) se zvétSuje podil alifatickych GLS (podil 80 — 85 %),
naptiklad progoitrin. Konkrétné€, bylo ale nejvice progiotrinu ve varianté s vysokym obsahem
siry a sniZzenym obsahem dusiku. Pii vysokém obsahu dodané¢ho dusiku se snizoval podil
indolovych GLS, napt. glukobrassicin, a nebyly zavislé na hladinach hnojeni sirou. Navic
progiotrin je zndm, Ze symptomy choroby potlacuje a glukobrassicin je naopak podporuje
(Kayum et al. 2020; Marsic¢ et al. 2021; Aigu et al. 2022).

U vSech variant byla sira vice obsazend v napadenych variantdch ve vyrazné vyssich
koncentracich, az na varianty V6A/B, kde obsah siry v susin¢ kotenil byl velmi podobny, tato
varianta byl siln€ napadena. Je to moZzna z diivodu zvysSeného obsahu GLS v kotfenech. Nejvice
siry v susin¢ kofenti bylo u inokulované varianty V5B, ktera byl nejméné¢ napadena. Je ovSem
zajimavé, ze 1 kdyZ méla vysoky podil v susin€ kotfentl, dodavka siry v podobé€ Zivného roztoku
byla nejnizsi (0,084375 g S celkem), to ovSem nekoresponduje s daty vySe uvedenymi a
divodem muze byt, napadeni rostlin patogenem (VeliSek 2002b; Saharan et al. 2021a).

Pro dal$i vyzkum by bylo vhodné zjistit, jak rizné davky dusiku a siry ovliviiuji skladbu
glukosinolatli v kofenech infikovanych rostlin. Zda ptevazuji GLS, které podporuji symptomy
nemoci, nebo ty, které je naopak potlacuji (Kayum et al. 2020; Marsi¢ et al. 2021; Aigu et al.
2022).
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Tézké kovy byly, jak v nadzemni, tak podzemni hmot¢ rostlin zjiStény jen ve variantach
s napadenim, az na variantu V4A, kde byl naméfeny obsah chromu v kotfenech. Jak v nadzemni
biomase, tak kofenech byl nelezen chrom, ale olovo pouze v kofenech a kadmium jen
v nadzemni Casti. Mohlo by to mit za divod naruseni kofenti deformaci, pfijmu zivin a zména
exsudata kofenti (fytohormony napt.) a s tim 1 zménu pH patogenem P. brassicae zvyseny
piijem téchto tézkych kovii a ukladanim do biomasy rostliny. Také se ale ukazuje, Ze akumulace
tézkych kovi v rostlinnych pletivech mtize byt vyuzita jako u¢inny mechanismus proti zejména
biotickym strestim, vzhledem k tomu, ze mohou byt toxické nejen pro rostlinu samotnou ale i
pro rostlinné patogeny a konzumety. Tyto neesencialni kovy jako je arsen (As), kadmium (Cd),
chrom (Cr), rtut’ (Hg) a olovo (Pb), mohou do rostlin pronikat prostfednictvim pienaSect
urenych pro esencialni prvky. I v nizkych koncentracich mohou v buiice vyvolat tvorbu
reaktivnich forem kysliku (ROS), coz vede k poskozeni rtiznych slozek rostliny (proteint,
lipidi,, sacharidi a DNA). V pribéhu dlouhodobé evoluce si vSak rostliny vyvinuly
mechanismy, jak tyto Skodlivé kovy vyuzit, aby odolaly vnéjSimu stresu, to mize byt i divodem
u zvySené akumulace kovu ve studovanych variantach (Stefanowicz et al. 2021; Zhang et al.
2024).

Zjisténé udaje o akumulaci t€zkych kovi, jak v nadzemni, tak podzemni ¢asti rostlin
prevazujicich v napadenych rostlinach, jsou impulzem pro dalsi studie. Navrhuje se zaméfit se
na vliv infikovanych rostlin rodu Brassica spp. na lidské zdravi. Mohlo by to pfispét
k pochopeni moznych rizik spojenych s konzumaci téchto rostlin, s cilem dodrzovat maximalni
limity pro olovo a kadmium, jak stanovuje (Evropska komise 2023)

6.2 Hydroponie

Pokus byl nejdiive proveden v hydroponické kultivacni sad€, zde selhal pokus na
vypliovém materidlu. Proto byl opakovan s pfidanim varianty bez hnojeni v substratu.
Vysledky z hydroponického pozorovani nejsou v této diskusi zdsadni, nebot’ zahrnuji pouze
maly pocet rostlin v jednotlivych variantach.

Stale existuje mnoho faktorii ovlivitujicich slozity vztah mezi hostitelem, patogenem a
zivinami, které dosud nebyly plné€ objasnény. Tato studie pfispéla k lepSimu porozuméni témto
vztahim, a to jak prostfednictvim zkouméni vlivu pfidavku hnojiv na patogena, tak
prostfednictvim posileni odolnosti rostlin. Tyto poznatky poskytuji cenny zaklad pro dalsi
vyzkum v oblasti interakci mezi rostlinami, patogeny a Zivinami, a mohou vést k vyznamnym
pokrokiim v zeméd¢€lské praxi a ochrané rostlin.
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7 Zavér

Diplomova prace se =zabirala vlivem vyzivy na rozvoj néadorovitosti kotfend
brukvovitych zptsobené patogenem Plasmodiophora brassicae. Cilem bylo zhodnotit dopad
vyzivy zejména pak dusiku a siry na rozvoj onemocnéni nadorovitosti brukvovitych. Za timto
ucelem byl vypracovan pokusu nejdiive v hydroponii, ktery selhal z divodu technologie
provedeni a nasledn¢ byl zaloZen pokus v substratu, ktery pfinesl zajimavé vysledky.

Byl zhodnocen vliv vyzivy dusikem a sirou na rozvoj choroby zplisobené P. brassicae.
Vysledky zkoumani nepotvrdily hypotézu, ktera prepokladala existenci statisticky vyznamného
rozdilu v napadeni patogenem P. brassicae piiriznych schématech hnojeni. Na zaklad¢ vystupi
dalsi analyzy byla zjisténa priikaznost, ze varianty se od sebe lisi. Nejvice se liSila inokulovana
varianta V5B, kterd méla nejméné rostlin napadenych a s niz§im stupném napadeni z vSech
inokulovanych variant. Index napadeni také potvrdil relativné nizkou miru napadeni ve varianté
V5B (62,5 %), ale i tak se nedostala varianta pod stanovenou hranici 50 % a reakce varianty
byla nachylnd, jako u v§ech ostatnich inokulovanych variant.

Ve vynosu nadzemni hmoty vychdzela varianta V5B velmi dobfe, jako pata
nejvynosnéjsi z dvaceti a jeji ekvivalentni varianta (V5A), ktera byla patogena prosta vychazela
statisticky prokazatelné nejlépe ze vSech variant. Do variant V5SA/B bylo dodano 0,356250 g N
celk. a 0,084375 g S celk.

Vysledky prace ukazuji na dalezitou roli vyzivy brukvovitych rostlin pfi obrané proti
biotrofnimu patogenovi P. brassicae. Vztah mezi rostlinou, patogenem a vyzivou je velmi
provazany a pokus tak ptispé€l k pochopeni dalSich vztahil na univerzalnim nachylném hostiteli
Brassica campestris spp. pekinensis cv. Granaat. Studie byla omezena mnoZstvim analytickych
pfistroji k prozkoumani hlubs$ich interakci, at’ uz jakou roli hrali jednotlivé fytohormony,
glukosinolaty v riznych schématech hnojeni.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ABG - askorbigen

CDD — Kanadska diferencidlni sada nadorovitosti koSt'alovin
CNN — konvolu¢ni neutronové sité

CR — Ceska republika

CZU — Ceska zemé&délska univerzita v Praze

DAM - kapalné dusikaté hnojivo (roztok dusi¢nanu amonného a mocoviny)
DNA — deoxyribonukleova kyselina

EDC — Evropska diferencialni sada nddorovitosti kostadlovin
EDN - ethanedinitril

FAPPZ — Fakulta agrobiologie, potravinovych a ptirodnich zdroju
GLS — glukosinolaty, thioglikosidy

[AA — auxin

ID — index napadeni

ITS — interndlni transkripcni sekvence

JA —kyselina jasmonova, jasmonat

LAMP — izotermicka amplifikace zprostiedkovana smyckou
NCBI — Nérodni centrum pro biotechnologické informace

P. brassicae — Plasmodiophora brassicae

PCNB — pentachlornitrobenzen

PCR — polymeréazova fetézova reakce

RNA — ribonukleova kyselina

SA — kyselina salicylova

SCD - Siniticka diferencidlni sada nadorovitosti kostalovin
UKZUZ — Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky
XEH — xyloglukan endotranshydrolaza

XET — xyloglukan endotransglukosylaza

XTH — xyloglukan endotransglukosylazy/hydrolazy
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Obréazek 10  Zalozeni pokusu v substratu (16. 11. 2023).

Obrazek 11  Inokulace P. brassicae (5. 12. 2023).
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Obrazek 15  Piiklady kofenti v inokulovanych variantach (vyhodnoceni 18.1. 2024).
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Obrazek 17  Inokulace (21. 8. 2023).
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Vyhodnoceni neinokulovanych variant — hydroponie (25.9. 2023).
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