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Abstrakt

Plasmodiophora brassicae je obligatné biotrofni patogen zpusobujici nadorovitost
kofenti brukvovitych. Vzhledem k rozsahlému péstovani fepky olejky v Ceské republice,
témet na 400 tisicich ha piady, se musi tomuto patogenu vénovat pozornost. Tento pidni
patogen je schopen piezivat v pude, v podobé spor po nekolik let a zptisobit velké vynosové
ztraty. Vyskyt tohoto patogena Ize omezit klasickymi agronomickymi postupy, jako je
dodrzovani osevniho postupu, klasické zpracovani pudy, likvidaci brukvovitych plevela,
jakozto hostitelskych rostlin. Dalsimi metodami mutze byt propafovani pudy vyuzitelné na
malych plochach, chemick& ochrana, kterd jeméné U¢innd, nejlepsich vysledkd v oblasti
ochrany bylo dosaZzeno péstovanim rezistentnich odrtid. Vyssi pozornost a usili pfi praci na
Slechténi doslo po nadmérmém utoku patogena v Kanadé a Némecku a néslednych 100 %
ztratach na vynosech. Vyskyt tohoto patogena je lokalizovan do oblasti mirného pasu,
Evropy, Asie a Ameriky, kde pod jeho vlivem dochazi k nejvétSim vynosovym ztratam,

nicméné dochazi k jeho $ifeni i do tropickych oblasti.

Pfedmétem této diplomové prace bylo ovéfit ucinnost registrovanych rezistentnich
odrtid v zahraniéi pro podminky Ceské republiky. Odriidy byly péstovany ve skleniku, na
pudé kontaminované patogenem Plasmodiophora brassicae, které pochazely z rtuznych
oblasti Ceské republiky. Piitomnost patogena v pudé byla ovéfena molekularni detekci
patogena, pomoci metody PCR. Nasledné bylo napadeni rostlin vyhodnoceno symptomaticky,
pomoci ¢iselné stupnice v rozmezi 0-3, kdy ¢islo urCuje stupenn napadeni. Pokud kofeny

nevykazuji pfiznaky napadeni, 1zeprovést molekularni detekci z kotfent rostlin.

Detekce patogena byla, ve vSech testovanych zeminach z danych lokalit, pozitivni Po
vyhodnoceni se nejvice osvédéily odridy RAP 1122 a SY Alister, které dosahly nejlepSich
vysledki a byly schopné odolavat natlaku patogena, naopak jako nevhodna odrida pro
podminky Ceské republiky se ukazala odrida CWH 241.

Klicova slova: Plasmodiophora brassicae, rezistence, rezistentni odridy, fepka ozima,
diagnostické metody



Abstract

Plasmodiophora brassicae is obligate biotrophic pathogen causing roots kont crucifer.
Due to the extensive cultivation of oilseed rape in the Czech Republic, almost 400 000 ha of
land, we must be paid attention to this pathogen. This soil pathogen is able to survive in the
soil, in the form of a dispute for many years and cause large yield losses. The incidence of this
pathogen can eliminate traditional agronomic practices comply with crop rotation, tillage,
liquidation of classic cabbage family weeds as host plants. Chemical methods are ineffective,
and the most effective protection is growing resistant varieties. After the excessive attackof
the pathogen in Canada and Germany and the subsequent 100% revenue losses more attention
was given to breeding resistant species. This pathogen occures the most in the area of the
warm temperate zone of Europe, Asia and America, where are the biggest revenue losses,

however nowdays it is spreading also to tropical areas.

The subject of this thesis was to verify the effectiveness of the resistant varieties
registered abroad for the conditions of the Czech Republic. The varieties were grown in the
greenhouse on the soil contaminated by the pathogen Plasmodiophora brassicae, which
originate from different regions of the Czech Republic. The presence of the pathogen in the
soil has been verified, the molecular detection of the pathogen in the soil was done by PCR
method. Subsequently, the infestation of roots was evaluated symptomaticly by using a
numerical scale, in the range of 0-3 the number indicates the degree of infestation. If the roots
do not show symptoms, molecular detection in the roots of plants can be done.

Pathogen was detected in all tested soils samples, the most successful variety were
RAP 1122 and SY Alister, which reached the best results and have been able to withstand the
pressure of the pathogen. By contrast, as inappropriate variety for the conditions of the Czech
Republic was proved variety CWH 241.

Keywords: Plasmodiophora brassicae, resistance, resistant varieties, canola, diagnostic

methods
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1. UvOD

V dne$ni dobé plochy osazené fepkou dosahuji témér 400 tisic hektart, dochézi
k intenzifkaci péstovani, coZ ma za nasledek cCast&jsi vyskyt chorob a skudct fepky. Jednim
Z problematickych onemocnéni je nadorovitost kofenti brukvovitych,zptisobena patogenem
Plasmodiophora brassicae, patogen napadajici rostliny z ¢eledi brukvovitych. Nadorovitost
kofent brukvovitych, je v dne$ni dobé chorobou zatim spise opomijenou, je tfebaziskat hlubsi
znalosti o patogenu samotném, o jeho vlastnostech, potfebach a jinych faktorech nutnych pro

jeho rozvoj.

Tomuto patogenu je tieba vénovat ¢im dél vétsi pozornost,je nutné apelovat na péstitele,
aby si uvédomili nebezpeci této choroby a zacali pouzivat systém integrované ochrany.Kazda
a kol. (2008) uvadi, ze systém integrované ochrany vyuziva vSech metod ochrany rostlin
v souladu s ekonomickymi, ekologickymi a toxikologickymi pozadavky, aby byly skodlivé
organismy udrZeny pod hranici Skodlivosti, kdy jsou preferovany ptirozené faktory regulujici
jejich vyskyt. Evropskd unie zavedla zavazné smérnice, podle kterych musi péstitelé
dodrZzovat systém integrované¢ ochrany. Tento systém ovSem vyZaduje véEtSi znalosti a

technologickou kézen a nespoléhat se na ptipadnou ,,zachranu* aplikaci pesticidy.

V dnesni dobé se vyuziva fada prostiedkll se snahou omezit Skody zplisobené patogeny
rostlin. Jednim z téchto prostiedkll je konven¢ni $lechténi na rezistenci. Existuji odridy
fepky, které se oznaCuji jako rezistentni Kk pavodci nadorovitosti  kofent
brukvovitychPlasmodiophora brassicae. Témto odriidam je vénovana pozornost pii ziskavani
informaci o patogenu, odridy lze péstovat na pozemcich zamoifenych patogenem
Plasmodiophora brassicae a ptitom dosahnout bez pouziti dalsich metod ochrany podobnych
hospodatskych vysledkt, jako pii péstovani fepky na nezamoifenych pozemcich. Ziskani
rezistentnich odrid, které by dosahovaly pozitivnich vysledki proti vSem vyskytujicim se
patotypim patogena, by byl uspéch velkého vyznamu celosvétovych métitek. Je tieba vybirat
odrudy odolné vici patotypim vyskytujicich se v dané geografické oblasti. Tato préce je

zaméfena na pouziti dostupnych odriid ozna¢ovanych jako rezistentni v podminkach CR.



2. VYZKUMNE HYPOTEZY A CIL PRACE

Hypotéza:

Rezistentni odridy vykazuji na riznych pozemcich rozdilné reakce na napadeni patogenem

Plasmodiophora brassicae v souvislosti s vyskytem rtiznych patotypt tohoto organismu.
Cilem této diplomové préce je:

e Sledovat vztah mezi rezistentni odriidou a patogenem,

e ovetit zda odridy vySlechténé v zahrani¢ni si uchovaji rezistentni nebo tolerantni
vlastnosti i v podminkach CR,

e ovéfit, zda je mozné vyuziti rezistentnich odridv praxi,

e dil¢im cilem byla detekce patogena z pudnich vzork.



3. LITERARNI RESERSE

3.1  Repka olejka (Brassicae napus subs.napus)

3.1.1 Historie, rozsifeni, charakteristika Repky olejky

Repka olejka je dvoudélozna rostlina fadici se spolu napiiklad s hoi¢ici bilou (Sinapis alba),
brukvi zelnou (Brassica oleracea) nebo brukvi fepaku (Brassica rapa L. var rapa) do celedi
brukvovitych (Anonym1). Repka olejnavznikla, jako ptirozeny mezidruhovy kiizenec druhu
B. oleracea a B. rapa, ma nizkou vnitrodruhovou genetickou variabilitu, ktera je pro
jednotlivé taxony rozsifovana o geny pochdzejici z pivodnich druhli (Diederichsem et al.,

2009).

Do podvédomi se dostala uz2000 pi. n. 1 v Indii, jako kulturni rostlina se uvedla az ve
13.stoleti v Belgii. V Cechach se poprvé vyskytla 1587. Jeji péstovani se ujalo v letech 1820-
1839. Po vzniku Ceskoslovenské republiky, po rozvoji svitiplynu a pouZivanim petroleje ke
sviceni, doslo k Upadku péstovani olejnin (Fabry, 2007). Toto dokazuje fakt, kdy roku 1930
byla plocha Ceskoslovenska oseta jen 1073 hektary (Graf 1). V pribshu druhé svétové valky
doslo k narastu plochy oseté fepkou, nicméné vynosy byly nizké. Nizkad vynosnost zplisobena
rozpadem ptivodni organizaéni struktury zemédélstvi pokracovala i po roce 1945 (Baranyk,
2013).

Vyznamnym zlomem v péstovani fepky byl pocatek 80.let, kdy byly zavedeny odridy
fepky bez kyseliny erukové a se snizenym obsahem glukosinolatl, a tak se stala fepka
vhodnou i pro potravinaiské a krmivarské ucely (Befka a kol. 2013).0d 80. let doslo
K nartstu osevni plochy fepkou (Vasak a kol., 2012), a od roku 2000 doslo rapidnimu nardstu
osevnich ploch (Graf 1). Tyto zmény nastaly v disledku Slechténi odrud se specialnim
slozenim oleji, vyuziti MERO (metylester fepkového oleje) pro vyrobu bionafty, tolerance
K herbicidim a k dal§im abiotickym i biotickym faktorim (Baranyk, 2013). Divodem nardstu
je nejen vyhodna ekonomika a Siroké uplatnéni ale i nutnost néjak agronomicky pfijatelné
fesit problematiku osevniho postupu, situaci vzniklou po propadu zivoci§né vyroby (Vasak a
kol., 2012). Roku 2005 se zacaly péstovat polotrpasli¢i odrudy, které zjednodusily jednak
pestovani ale 1 sklizen. Dal$im zlomem byl rok 2007, kdy doSlo k optimalizaci vstupi a
zacala se vyuzivat diagnostika ve vyzivé a ochrang, ¢imz dosSlo k zefektivnéni a zlevnéni
péstovani (Becka a kol., 2013). Od roku 2011 doSlo k rapidnimu nartistu farmarské ceny
fepky a to o 46 % oproti piedeslému roku (Vasak a kol. 2012).Pro rok 2013 byla osevni
plocha tepky 418 tisic hektart, v roce 2014 osevni plocha klesla o 33 tisic hektart. Za
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poklesem stoji pocasi, pohyb cen ale také ztrata podpory biopaliv ze strany EU (Anonym
2).Evropka komise piehodnocuje péstovani fepky za ucelem vyroby biopaliva z divodu
omezeni produkce sklenikovych plynt, bylo dokazano, Zze pokud by doslo k zalesnéni plochy,
kde se nyni péstuje fepka, docilili bychom vétSich uspor sklenikovych plynl, nez pii
péstovani fepky pro biopaliva (Anonym 8). Vasak a kol. 2013 jmenuji negativni vlivy, se

kterymi se musi fepka v soucasnosti vyrovnat.

e Pé&stuje se i na nevhodnych mistech (sucho),
e po nevhodnych predplodinach,

e chybi zlepSujici ptedplodiny,

e polovina osevu se zaklada bezorebné,

e nedostate¢né hnojeni K, Mg, objevuji se i nedostatky B a S.

Do roku 2012 byly plochy fepky na vzestupu, prof. Vasak tvrdi, Ze rok 2014 by mohl byt

Vv péstovani fepky meznikem a Ze jeji osevni plocha za¢ne klesat (Vasak a kol., 2013).
3.1.2 Podminky pro péstovani

Becka a kol. (2007) uvadi, ze fepku lze Gispé$né péstovat od niZin az do nadmoiskych
vySek kolem 700 m. Déle uvadi, ze nejvice je péstovana v bramboraiskych a fepatskych
oblastech. Nejlépe se ji dafi v nadmoiské vysce 400- 600 m, v oblastech s primérnou ro¢ni
teplotou 6,6-8,6°C a s ro¢nim thrnem srazek 550- 750mm (Becka a kol., 2007). Optimalni
teplota pro kli¢eni fepky je 20- 25°C (Fabry, 2007). Baranyk (2005) uvadi, ze pfi praméru
kotenového kréku minimalné 0,8 mm je rostlina schopna odolévat holomrazim, teplotam pod
— 20°C. Repka je ohrozena pfi opakujicich se holomrazech a nesvédéi ji ani vysoké teplotni

rozdily mezi dnem a noci (Becka a kol., 2007).

3.1.3 Rozsifeni, vyznam a vyuZziti

Nejvétsimi péstiteli fepky olejky jsou Cina, Kanada a tfetim nejvétsim producentem je
Indie, je péstovana v celém mirném pasu. (Singh et al., 2011). V soucasnosti se fadi na tfeti

misto jako nejvyznamnéjsi zdroj oleje, po palmé olejné a sdje (Vasak a kol. 2013).

Repka je vyhledavana pro jeji Siroké uplatnéni, v potravinaistvi, pii vyrobé oleji a
kosmetiky. Dalsi uplatnéni je v oleochemii, vyroba bionafty, krmivaistvi.Diky Slechténi byla
fepka zbavena, z krmivatského hlediska nezadouci, kyseliny erukové a glukosinolati. DalSim

Slechténim doslo k vyrazné zméné obsahu a slozeni mastnych kyselin (Bec¢ka a kol., 2007).



3.2  Vyznamné choroby Fepky

Repka ozimé je potencialni hostitelskou plodinou pro vice jak 71 druht mikroorganizmi
(viry, bakterie, houby). Pouze asi deset, pfevazn¢ houbového plvodu, je pro fepku
fadi fomové ¢ernani stonkut fepky (Leptosphaeria maculans), sedou plisiovitost brukvovitych
(Botryotinia fuckeliana), alternariovou skvrnitost brukvovitych (Alternariia brassicae),
verticiliové vadnuti (Verticilium dahliae), pliseni zelnou (Perenospora brassicae) abilou
hnilobu ftepky(Sclerotinia sclerotiorum).V poslednich letech dochazi k jejich masivnimu
Sifeni a dopadem je sniZeni vynosu semene 0 20-50 %. Zakladnim pfedpokladem pro snizeni
vyskytu chorob je prevence: osevni postup, odstranéni poskliziiovych zbytkl, spravna
pfedsetova piiprava, optimalni hustota porostu. OvSsem v dusledku roz§ifeni péstovani fepky
je pravé prevence zanedbavana, dochazi k nedodrZzovani osevniho postupu a péstitelské

technologie, coz ma za nasledek Sifeni chorob (Becka a kol., 2007).

Co se ty¢e houbovych chorob, jde o ro¢nikovou zalezitost, zavislou predev§im na pribehu
pocasi (Kazda a kol., 2008). Prokinova a kol. (2000) uvadéji jako nejzavaznéjsi onemocnéni
patogennimi houbami fepky bilou hnilobu Fepky (Sclerotinia sclerotiorum) averticiliové
vadnuti (Verticillium dahliae). Jesté rozsitenéjsi je fomové ¢ernani stonku (Leptosphaeria
maculans L. biglobosa), proti které je ale vétSina odrid odolnych. Tato houba napada vSechny
rostlinné €asti, prvni pfiznaky se objevuji na podzim v podobé okrouhlych, svétle zelenych,
Zloutnoucich a postupné zasychajicich skvrn na déloznich a pozdé&ji 1 pravych listech. Na
napadeném pletivu se objevuji pyknidy (Prokinové, 2003). K vyznamné&jsim $§kodam dochazi,
pokud choroba pronikne do kofenového kréku, dochdzi k tvorbé tmavych skvrn a nasledné
nastava hniloba kofene a rostlina odumird (Kazda a kol., 2008). K napadeni kr¢ki dochézi
v piedjarni a jarnim obdobi a je Casto vazan na posSkozeni krytonosci, zminuje Prokinova
(2003). Becka a kol. (2013) uvadi, Ze toto se stalo po zimé 2011/2012, kdy doslo k posSkozeni
pletiv mrazem a poskozena pletiva byla vstupni branou pro fomu.V roce 2011 ptisla firma
Monsanto na trh s odridou DK Ecellium, hybrid, ve kterém jsou jednak zakomponovany
geny pro rychlejsi vyvoj, ale je obohacen o gen RLM 7, ktery je jednim z geni rezistence
proti fomovému cernani stonkd. Dochazi ke zvySeni odolnosti pravé vici tomuto patogenu
v kritickém obdobi, coZ je v dobé prodluzovani stonku (Cerny, 2012). Sortiment s odridami

odolnymi proti fomovému Cernani stonkt je ale rozsahlejsi.

Bila hniloba Fepky (Sclerotinia sclerotiorum) poskozuje fepku ve vSech oblastech svéta,

proto se vyzkumy zaméfuji na vypracovani spolehlivych prognostickych programt,
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vychazejicich z vyhodnoceni podminek prostiedi, jiné pracuji se sumou efektivnich teplot.
K ptedpovédnim metodam také patii tzv. petal test, kdy se pfitomnost patogena zjist'uje jeho
izolaci z korunnich platki (Becka a kol. 2012). Jde o patogena, ktery pieziva v pudé na
infikovanych poskliziiovych zbytcich, tak voln€¢ ve formé sklerocii, kterd tvoii (Prokinova
2003).Tato sklerocia, jsou schopna v pudé prezit i 10 a vice let, klieni sklerocii je zavislé na
vlastnostech pudy. Prvni viditelné ptiznaky se objevuji v obdobi dokvétani a po odkvétu
fepky. Na stonku se tvofi protahlé skvrny, které Sednou, chytaji stfibfity nadech a nésledné
dochazi k trhani pokozky rostliny. V misté napadeni se ¢asto uvniti stonku tvofi bilé vatovité
mycelium (Prokinov4, 2000). Nejvice ohrozeny jsou rostliny s kiehkymi a poskozenymi
pletivy, napfiklad po napadeni skiidcem, mrazem nebo jako disledek nadmérného dusikatého
hnojeni (Kazda a kol., 2008). Jako ochranu je vhodné v obdobi konce kveteni zvolit
fungicidni postiik, dal$imi opatfenimi je hlubSi zpracovani pidy a odstranovani

poskliziiovych zbytki (Prokinova, 2003).

Pravideln¢ se v porostech objevuje i ¢ern Fepkova, zplisobena houbou Alternaria
brassicicola a Alternaria brassicae. Prvnimi piiznaky jsou koncentrické hnédé okrouhlé
skvrny. Toto onemocnéni se stdva problémem, pokud dojde k napadeni SeSuli, disledkem
toho je piedCasné zasychani semen a pukani Sesuli. I na pribéh tohoto onemocnéni ma velky
vliv prubéh pocasi. K nejvétsim ztratam dochazi v letech s vysokymi srazkami a vysokou
teplotou v dobé kveteni dozralosti. Nejlepsi ochranou je fungicidni oSetfeni v dobé kvétu

(Prokinova, 2003).

Jako dalsi chorobu je tfeba zminit Sedouplisiiovitost brukvovitych (Botrytis cinerea anam.),
prilezitostny patogen vyhledavajici dostatecnou vlhkost. Patogen pieziva na mnoha polnich i
zahradnich plodinach, rostlinnych zbytcich nebo ve formé sklerocii v ptidé. Miize dochazet
k sifeni vétrem na dlouhé vzdalenosti pomoci konidii. Napadd vSechny nadzemni casti
rostliny, pfiznakem jsou Sedé, rychle se zvétSujici okrouhlé skvrny, které nasledné hnédnou a
dochazi k odumirani listu. Na stoncich dochézi k tvorbé dlouhych hnédych skvrn. Sedohnédé
skvrny se mohou objevovat i na SeSulich. Nachylné jsou rostliny poskozené abiotickymi

faktory ale i zivocisnymi skudci (Kazda a kol., 2008).

Plisen zelna, Perenospora brassicae napada rostliny z ¢eledi brukvovitych ve vSech fazich
vyvoje. Prvnimi ptiznaky jsou Zluté ohrani¢ené skvrny na déloznich listech, pozdéji dochazi
k tvorb¢ bilého povlaku zespodu listl, nasledné dochazi k odumirani rostliny. Idealni
podminky pro rozvoj choroby je vlhké pocasi a nizka teplota. Ochranou je dodrzovani

péstitelské technologie a likvidace brukvovitych plevelt (Rod, 2012).
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3.3  Plasmodiophora brassicae

3.3.1. Taxonomie

Nazory na zatrazeni tohoto patogenu se v pribc¢hu let mnohokrat zménily. Gaumannav
taxonomcky systém zafazoval organismus mezi houby (Mycetes). Po ziskani novych
poznatki vznikl Arxdv systém, ktery je zafazoval pod oddé€leni hlenky (Myxomycota)tiidy
nadorovky (Plasmodiophoromycetes). Pozdéjsi systémy podle Alexopoulose nebo
Waterhouse fadily nddorovky spolu s Oomycetes, Hyphochytridiomycetes a Chytridiomycetes
do oddéleni Eumycota, pododdéleni Zygomycotina (Rod, 1996, Chytilova a Dusek, 2007).
Podle nejnové&jsich studii je zatazeniPlasmodiophora brassicaenasledujici: tadi do fiSe
Rhizaria, kmene Cercozoa, tfidy Plasmodiophoromycetes, fadu Plasmodiophorales(Hwang et
al., 2012). Rad Plasmodiophoraleszahrnuje deset rodd, z&ehoz téi, Plasmodiophora,
Polymyxa a Spongospora, maji zemédélsko- ekonomicky vyznam, bud jako patogeni
samotni, nebo jako vektor patogennich vira (Karling, 1968). Rod Plasmodiophora ma kromé
nejvyznamnéj$iho druhu P. brassicae i n€kolik dalsich druht. Co se ty¢e poctu téchto druhd,
nazory se velmi odlisuji, n€ktefi autofi uvadéji az 14 druhtt (Anonym 3).Jde o patogena, ktery

se nachazi mezi rostlinnou a zivoc¢isnou isi, uvadi Hwang et al. (2012a).

3.3.2 Zivotni cyklus

Stejné jako u taxonomie i poznatky o biologii tohoto druhu se postupné vyvijeji. Zivotni
cyklus se déli na tii faze, znichz dvé probihaji uvniti hostitele (Tommerup and Ingram, 1971).
Kagyeyama et Asano (2009) rozdéluji cyklus do tii fazi- preziti v pade¢, napadeni kotfenovych

vlasku a kofenova infekce.

Zivotni cyklus za&ina haploidnimi trvalymi sporami, které se nékdy oznaluji jako
spory spici (hypnospory), odpocivajici spory nebo cystospory (Buzacki et al., 1974). Pravé ve
form¢ spor patogen pieziva v pade.Do pudy se trvalé spory dostavaji z rozpadlych nédort,
kde jich muze byt v jednom gramu fadové az nékolik miliard (Rod, 1996). Bunééné stény
spor maji 5 vrstev, které jsou zodpovédné za odolnost téchto spor vii¢i vnéjSim faktortm.
Tyto vrstvy obsahuji 17 riznych aminokyselin, sacharidy a lipidy, coz udavd vysokou
zivotaschopnost. Vitalni trvalé spory Ize od mrtvych odlisit fluorescenénim mikroskopem po
piedchozi fluorochromaci akridinooranzi nebo orceinem. Vitalni spory fluoreskuji zeleng,
mrtvé Cervené (Rod, 1996). Jak uvadi Cao et al. (2014), klidové spory maji v pudé polocas
rozpadu 3,6 let.Jejich zivotaschopnost v pidé se udava az 20let, i pfes absenci hostitelské

rostliny (Wallenhamar, 1996), je ovliviiovana teplotou, vlhkosti pudy a umisténim v pudnim
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profilu (Dixon, 2009). Jejich vitalitaneni nenarusena ani prichodem zazivaciho traktu zvirat
nebo silazovacimi procesy (Mazakova a kol., 2006). Nejvétsi koncentrace spor se nachazi
V hloubce 15 cm maximalné pak 40 cm (Rod, 1996). Fiberg et al., (2005) uvadi, ze
K uvoliiovani spor nastava spontanné, ale muze byt ovlivnéno pfitomnosti nékterych druht

rostlin, coz se vyuziva v piipadech tzv. vylapavacich rostlin.

V prvni fazi dochézi k vyklic¢eni trvalé spory v primarni zoospory (Naiki and Dixon,
1987), tento proces je ovlivnén pudni teplotou, vlhkosti, vlivem puidni reakce, organizmu a
kotfenovych exudatli, vylucovanych hostitelskou rostlinou (Hwang et al., 2012a). Vykli¢ené
primarni zoospory o velikosti 2,5-3,5 um maji dva nestejné dlouhé biciky, pomoci kterych se
v pudé aktivné pohybuji a dostavaji se tak ke kofenovym vlaskim (Ayers, 1944). Pred
proniknutim do bunék hostitele ztraceji zoospory bi¢iky (Rod, 1996). Po proniknuti sepatogen
pretvaii ze zoospory v primarni plasmodium(Ayers, 1944). Plasmodium se zvétSuje a dochazi
k mitotickému dé¢leni a pfeménuje se v mnohobunécné primarni plasmodium (Devos et al.,
2005). Vznikle priméarni plasmodium je schopno pronikat z buiiky dobutiky(Rod, 1996).Po 7-
8 dnech se z primarniho plasmodia vyvine zoosporangium, z nichz kazdé obsahuje 4-16
sekundarnich zoopsor (Tommerup and Ingram, 1971). Tyto sekundarni zoospory se uvoliuji,
opoustéji kotenové vlasky a dostavaji se zpét do pidy. Timto konéi primarni cyklus, ktery
probihd u vSech brukvovitych plodin, vcetné rezistentnich (Rod, 1996), nedochazi zde
k vyznamnym vynosovym ztratam (Howard, 2010).Primarni zoospory nelze od sekundarnich

zoospor Vvizuelné odlsit (Kageyama and Asano, 2009).

Druhd faze- kofenova faze infekce zacina splyvanimsekundarnich zoospor v pudé
VvV zygoty, které se aktivné pohybuji, a do mladych kotfenl pronikaji skrz bunécéné stény
kofenové kury, ale mohou pronikat i rankami nejen na kofenech, ale i pfes hypokotyl,
ojedinéle i jinym nadzemnimi ¢astmi (Kageyama and Asano, 2009). Zygoty v bunkach
kotenu ztraceji biciky, jadra splyvaji a diferencuji se v sekundarni plasmodia. Tato plasmodia
pronikaji do dalSich bun¢k a vodivymi pletivy i do vzdalengjSich pletiv (Prokinova a kol.,
2013). Sekundarni cyklus vede ke zméné Vv biochemii, fyziologii a metabolickych pochodi

v hostiteli (Devos et al., 2005).

Pravé po vzniku sekundarniho plasmodia a vniknuti do kofenové vrstvy dochéazi ke
spusténi exprese genil podilejicich se na tvorbé auxind, cytokinint a dalSich reguldtora ristu,
¢imz dochazi k hypertrofickému ristu kofene a tim ke tvorbé hélek u citlivych odrad. Ve
zvétsenych bunkach se tvoii velké mnozstvi spor. Halky se rychle rozpadaji a uvoliuji se

dlouhoveéké odpocivajici vytrusy do piady (Hwang et al., 2012b,Chytilova a Dusek,
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2007Tanaka and Ito, 2013). Kratka faze mezi kli¢enim a penetraci je zranitelny ¢as pro vyvoj
P. brassicae. V této fazi hraje dulezitou roli struktura ptdy, vlhkost, pH obsah N, B, Ca a
ptitomnost a aktivita mikrobialnich antagonisti. Tyto faktory ovliviiuji potencial inokula, jeho

zivotaschopnost a invazni vykon (Dixon, 2009).

Siemens et al. (2009) provedli studii, kde sledovali expresi nckolika genti
Plasmodiophora brassicae Vv ¢asovém prubéhu interakce hostitel-patogen v Aradopsis
thaliana, cilem bylo nalézt molekularni markery pro aktivné rostouciho patogena,
Vv jednotlivych fazich vyvoje. Déle uvedli Pb DNA Pb RNA geny mohou rozliSovat aktivitu
bunék. Geny PbBrip9 a PBCC249 jsou spojeny s koncem vyvoje patogena a zahajenim tvorby
spor v hostitelské rostling, o téchto genech jsou ale jesté spekulace. V zasadé popisuje geny,
které mohou slouzZit k popisu vyvoje patogena, dopln¢k pro kvantifikaci onemocnéni.

(Siemens et al., 2006)

Odpocivajici spory
Korenovi infekce (treti faze cyklu)
(druha faze cyklu)

Hypnospory
uvniti hostitele

Infekce Koienovych vidasku
(prvni faze cyklu)

plasmodium
Sekundarni

plasmodium

Sekundarni zoospory

Obréazek 1. Zivotni cyklus patogena Plasmodiophora brassicae Kageyama and Asano (2009)



3.3.3 Hostitelsky okruh

Nédorovitost kofenti brukvovitych je zavazné onemocnéni fepky, ¢inského zeli, tuiinu
(Hwang et al. 2012c), Kopecka a kol. (2012) uvadi, Zze na uvedenych plodinach a kvétaku
zpusobuje nadorovitost vyznamné S$kody. Potencidlnimi hostiteli je dalSich 3700 rostliny
Celedi Brassicaceae (Dixon, 2009b). Napada jednak zeleninu ale mohou byt napadany i
okrasné rostliny napt. Alyssum, Arabis, Descurainia, Draba, Iberia, Sysimbrium(Anonym 7).
Z praktického hlediska je dulezité¢ védét, ze hostitelskym rostlinami mohou byt i plevelné
rostliny napi. kokoska pastusi tobolka (Capsella bursa pastoris), penizek rolni (Thlaspe
arvense), fedkev ohnice (Raphanus raphanistrum), hot¢ice rolni (Sinapis arvensis), vesnovka
obecna (Cardaria draba), rukev (Roripa), huseni¢ek (Arabidopsis) (Rod, 1996). Mimo vSech
druhii brukvovitych napada také druhy dalSich celedi napt. jilek vytrvaly, mék vI¢i, jetel
plazivy, jahodniky (Kopecky a kol. 2012). Napadeni bylo zjisténo i u nékterych z ¢eledi
Poaceae. U téchto rostlin vétSinou probiha pouze primarni cyklus a nejsou tak zdrojem pro

Sifeni nadorovitosti (Rod, 1996).
3.3.4 Projev napadeni

Pro nédorovitost kofent brukvovitych je typicky vznik hélek na infikovanych kofenech, tim
je naruSen piijem vody i zivin (Hwang et al., 2012). Toto naruseni vede k vadnuti, zakrnéni a
dochazi k postupnému Zloutnuti a pfedéasnému odumirani rostliny (Tanaka and Ito., 2013).
Pokud se jedna o zavaznou infekci, dochazi k vyznamnym ztrdtdm na kvalit¢ a vynosu
produktu (Hwang et al., 2012). Rostlina je mensiho vzristu, ma mensi Zlutozelené nebo
fialové listy, evidentné chiadnouci, Casto uvadd. Na kotfenech jsou viditelnd nepravidelné
ztloustla mista, ktera pozdé&ji dostavaji boulovity charakter. Boule mohou byt rizného tvaru
(perlickovité, vietenovité, kulovité) a velikosti (Chytilova a Dusek, 2007). Nadory jsou
zpocatku bilé a kompaktni, pozdé&ji vnitini pletivo hnédne nebo je Sedobilé, ke konci vegetace
nador Sedne a rozpada se (Dixon, 2009, Baranyk a kol., 2005) Kazdy z nadorti obsahuje
miliony spor, které si uchovavaji v padé zivotnost az 18 let a jsou tak zdrojem infekce pro

nasledujici porost (Wallenhammar, 1996).

3.3.5 Dispozi¢ni faktory

Teplota ovliviiuje vznik onemocnéni i jeho zavaznost. Béhem prvnich tydnti odpovida
za kolonizaci patogena a rozvoj symptomu v hostiteli (Gossen et al., 2012). Ke kliceni

trvalych spor v zoospory dochazi pii Sirokém rozmezi pudnich teplot od 6 do 27°C. Prvni

o 24
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teplotach 25°C (Gossen et al., 2012), coz potvrzuje i Dixon et al. (2009), ktery uvadi
optimdlni teplotu pro kli¢eni 24°C. Wellman (1930) urcil optimalni teplotu pro rozvoj 18-
24°C. Tyto poznatky pochazi ze studii s kontrolovanymi podminkami. Prvni dny po
proniknuti zoospory do rostliny je optimalni teplota 18 — 20°C dalsi dny 20 — 25°C a pozd¢&ji
zase teplota klesé (Rod, 1996).

Nektefi autofi uvadeéji, ze na vyskyt nddorovitosti ma vliv obsahu iontd véapniku
v pidé (Rod, 1996). Délka perzistence je vétsi v pudach zasaditych nez v ptidach kyselych.
Kli¢eni spor je ovliviiovano ptidni reakci, za optimalni pH se povazuje rozmezi 4,5-6, ovSem
pfi optimalni plidni vlhkosti a teplot¢ muze dochazet ke kliceni i v zdsaditém prostiedi.
Hodnota pH je dilezita hlavné v dobé, kdy je v pidé nizsi koncentrace spor. Toto potvrzuje
Dixon (2009), ktery uvadi idedlni pH 6,0 -6,7 a dodavd, Zze dochazi k poklesu
zivotaschopnych spor na véapenité pade, pii pH vysSim nez 6,9. Wellenhamer (1996) uvadi, ze
virulence patogena Plasmodiophora brassicaeneni omezena pouze na kyselych pidach, toto
onemocnéni bylo zjisténo i1 v oblastech s pH pidy 7,8. Na naSem tzemi byla nadorovitost
zjisténa na pozemcich s pidni reakci v rozmezi pH 4,7-7,4. Vys§i napadeni a tim ztraty na
vynosech bylo zjisténo ve vyssich polohach s vyssi primérnou vlhkosti. Typ a druh pady
nehrél vyznamnou roli (Anonym 7). Webster (1986) zkoumal vyznam dusiku, boru a pH, jako
dil¢i jednotky pro integrované oSetieni a potlaceni tlaku inokula. Doslo ke snizeni infekce po
zvySeni pH na hodnotu 7,2. Bylo prokazéano, Ze zvySeni pH spolu s aplikaci vapniku a borQ
pozitivné zvySuje kontrolu nad nddorovitosti a dochdzi ke snizeni indexu onemocnéni

(Webster, 1986).

Monteith (1925) uvadi zivotaschopnost spor, pokud je dosazeno minimalni pidni
vihkosti 45 % pIné vodni kapacity. Toto potvrzuje i Prokinova a kol. (2013), ktefi uvadi
optimalni podminky pro vznik infekce v nasich podminkach do konce srpna, vysoké teploty
musi doprovazet jesté optimalni vihkost. Piijatelna vlhkost pro rozvoj choroby je 50% plné
vodni kapacity, optimalni vSak 70-90%. Vzhledem k tomu ze organismus vyzaduje aerobni

podminky, tak mu vyssi vlhkost neprospiva (Rod, 1996).

Pro vznik infekce ma vliv i délka dne a intenzita svétla, coz jsou hlavni faktory pro
pribéh fotosyntézy, kterd je nepostradatelnd pro aktivaci a projev nadorovitosti (Webster,
1986). To bylo dokazano na pekingskem zeli, u kterého nedochézelo k vytvofeni nadoru, je-li
délka dne kratsi nez 11,5 hodiny (Devos et al., 2005, Dixon, 2009).
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Zkouman byl také vliv stfidani plodiny, vyskyt pleveli nebo vyziva na vyskyt
nadorovitosti kofenti brukvovitych (Dixon, 2009). Byl dokazan vliv vyskytu nékterych prvki
v pidé na vznik a pribéh onemocnéni. Inhibi¢né¢ plsobi zvySeny obsah jodu, naopak
stimulujici uc¢inky ma hoicik, dale mohou vyskyt snizovat prvky jako bor, zinek, méd,
mangan, molybden (Rod, 1996). Vyssi obsah boru v pudé¢, pted zamofenim vede k omezené
schopnosti zoospor pronikat do kofenového systému (Craig and Dixon, 1993). Vyssi obsah
dusi¢nand v pudé zpomaluje projev symptomi onemocnéni (Webster, 1986). Bhattachyrya a
Mandal (2006) zjistili vyrazné snizeni intenzity napadeni po aplikaci dusi¢nanti amonného
s vapencem a dusi¢nanu vapenatého, toto tvrzeni bylo potvrzeno vysledky (Page, 2001). Také
dusikaté vapno ma inhibi¢ni ucinek na rozvoj patogena Plasmodiophora brassicae. Jeho
aplikaci dochazi k omezeni rozvoje patogena, toto Ize z ekonomického hlediska aplikovat

pouze na malych plochéach (Dixon, 2009).
3.4  Historie, prognoza a signalizace vyskytu

3.4.1 Historie rozsifeni

Jak uvadi Rod (1996) prvni pisemné zpravy o nddorovitosti kofent brukvovitych pochazeji
z ptirodovédné encyklopedie Pliniuse StarSiho ,,Naturalishistoria“ od Columella z 1. stoleti
naseho letopoctu a od Palladiuse ze 4. stoleti. Samoziejmé, Ze pravy pivodce této choroby
nebyl znam a choroba se pfisuzovala nejriznéj$im pfi¢inam. Dal$i historické zaznamy

pochazi ze 13. stoleti.

Pozdé&ji v 19. stoleti vypukla silna epidemie a nadorovitost znicila urodu pekingského
zeli na obrovskych plochéach v St. Peteburgu v Rusku. Prava pfic¢ina této choroby nebyla
dlouho zndmé (Chytilova a Dusek, 2007). Roku 1852 bylo onemocnéni poprvé zaznamenano
v USA (Prokinova a kol., 2013).

Teprve roku 1874 rusky védec Michail Wronin zjistil pravého piivodce naddorovitosti,
jehoz Zivotni cyklus stru¢né popsal a roku 1877 patogena pojmenoval Plasmodiophora
brassicae Wor. (Rod, 1996). O 10 let pozdé&ji, roku 1887, bylo jméno akceptovano védeckou
botanickou komunitou a dodnes je platné. Rusky védec byl za tento velky objev a krok
dopfedu v poznavani tohoto patogenu odménén nejednou cenou (Prokinova a kol., 2013).
Prvni zprava o vyskytu v Koreji je z roku 1920, zatimco v Japonsku byl vyskyt zaznamenan
jiz roku 1890 (Ikegami et al., 1981). Roku 1930 Cook a Schwarz dokazali, ze zivotni cyklus
se sklada ze dvou fazi, kdy jedna prochazi v kofenovych vlascich a druha probiha v buiikach

hlavniho kotene (Tommerup and Ingram, 1971).
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Prvni zminky o nédorovitosti kotenti brukvovitych v ¢eskych zemich pfinesl roku
1896 F. Sitensky, jeden ze zakladateli Ceské fytopatologie, a to z o0koli Veseli nad Luznici,

kde se péstovalo znamé kruharenské zeli (Chytilova a Dusek, 2007).

3.4.2 Rozsifeni ve svété

Jedna se o hospodaisky vyznamné onemocnéni brukvovitych rostlin, které v dnesni
dobé¢ stoupa na vyznamu. Vzhledem k optimalnim podminkam pro vyskyt patogena, je i jeho
roz$ifeni pfedurceno do oblasti mirného pasma Evropy, Asie, Ameriky, kde jsou registrovany
nejvetsi negativni dopady na produkei (Strelkov et al., 2011). Mzeme tedy fict, Ze vyskyt je
mozny ve vSech oblastech kromé Antarktidy, ovSem nejvEtsi koncentrace napadeni je
vV mirném pasmu Evropy a Asie a tam, kde se hojné&ji pé€stuji nachylné plodiny. V poslednich
letech dochazi k rozsifeni do subtropickych oblasti (Rod, 1996). Rychle se §iii v Asii- Cina,
Japonsko, Korea ale i v tropickych zemich jako je Indonésie, Thajsko, Vietnam (Tanaka,
1996). V Evropé je vyskyt ve vSech zemich, li$i se intenzitou napadeni. Polsko je napadeno
celoplosné, v jinych zemich je vyskyt ohniskovy (Chytilova a Dusek, 2007). Plochy zamotené
nadorovitosti se zvySuji a je to zplusobeno rozsifovanim ploch brukvovitych plodin, uz§im
spektrem plodin zastoupenych v osevnim postupu a zhorSovanim puadni struktury (Rod,
1996). Vyznamné onemocnéni pro oblast Kanady, kde byla nadorovitost poprvé
identifikovana v Alberté roku 2003, od té doby se masove rozsifila po celé provincii (Hwang
et al., 2013). V Alberté a nejen tam je toto onemocnéni velkou hrozbou v produkci fepky,

mize dochazet az k 100 % ztratam na vynosu(Martison and Matt, 2014).

3.4.3 Rozsifeni v CR

Do roku 2010 byla nadorovitost kofenii brukvovitych problémem hlavné
Vv zelinafskych oblastech, az na podzim 2011 byl zaznamenan nérast napadeni na fepce ozimé.
Do té doby bylo zaznamendno pravidelné napadeni pouze na severni Moraveé. Roku 2011 byl
silny vyskyt na fepce ozimé ve 44 podnicich v 21 okresech, zejména v severnich Cechach, na
severni Morave, skuteény rozsah byl ale pravdépodobné vétsi (Kazda a kol., 2013). Tento
nartst byl zplsobem jednak pfiznivym pribéhem pocasi a dalSim faktorem bylo zaloZeni
porosti jiz v druhé dekadé srpna. V roce 2012 byl zaznamenan slabsi vyskyt, coz muze byt
odivodnéno pouzitim rezistentnich odrad v oblastech napadeni v pfedchozich letech
(Prokinové a kol., 2013).
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3.4.4 Prognoza

Prognozou je zjiStovano, s dostatecnym pfedstihem, riziko vyskytu Skodlivych
organizmd, tuto progndzu je tieba béhem vegetace upfesiovat. Progndza nemusi byt piesna,
byva ovlivnéna atypickym pribéhem pocasi. Signalizaci nasledn€ uréujeme optimalni termin
pro zahdjeni ochrany. Co se ty¢e monitoringu, existuje cela tfada faktord, které ptispivaji
Kk rozvoji nadorovitosti, pfedevS§im teplota. Pro nadorovitost je alarmujici dlouhy a teply
podzim (Kazda a Sketfik 2008). Gludovacz et al. (2013) za¢ali pracovat na vyvoji
ptedpovédniho modelu, ktery by na zakladé zavislosti teploty a srazek dokazal predpovidat
nadorovitost kofenii brukvovitych a zavaznost vyskytu. Po vylepSeni by mohl model

dosahovat slibnych vysledkd.

3.4.5 Monitoring

Pro detekci patogena jsou vyuzivany biotesty. Jako novéjsi metoda pro detekci
patogena je vyuziti kvantitativni polymerazové fetézové reakce (qPCR) a ve spojeni

s analyzou mastnych kyselin je tato metoda jesté citlivéjsi.

3.5 Patotypy

Buzacki et al. (1975) tvrdi, ze rizné izolaty Plasmodiophora brassicae maji odlisné
preference na hostitele. Tyto populace s hostitelskou preferenci jsou nazyvany patotypy. Tyto
patotypy jsou nasledné ur€ovany riznymi typy biologickych zkousek (Hatakeyama et al.,
2004). Mikroorganismus P. brassicae a jeho geneticka variabilita byla pozorovéana od roku
1931 (Honig, 1931), existence patotypu byla prokazana az roku 1959 (Ayers, 1972). Jak
uvadi Rod (1996) uz pocatkem 60. let bylo zjisténo, ze tufin je v nékterych oblastech se
projevuje infekce a v jinych neprojevuje znamky napadeni. Pro tcel identifikace byly
sestaveny diagnostické sady (Rod, 1996), nejvice vyuzivanou je Williamsova metoda a
metoda ECD (European Clubroot Diferencial set) (Strelkov et al., 2006). Kopecky a kol.
(2012) popisuji vznik tzv. Williamsovy metody (1966), sada ¢tyi hostielt, ktera je schopna
identifikovat 16 patotypl. Pomoci této metody bylo u nds koncem 80. let detekovano 6
patotypu (Rod, 1996), Chytilova a Dusek (2007) uvadi, Ze bylo identifikovano 7 patotypt..
Roku 1975 byla vytvofena metoda ECD (European Clubroot Diferencial set), coz je Ciselny
systém k urcovani patotypt (Hatakeyama, 2004). Tento test se sklada z 15 riznych genotypt
predstavujici tii podskupiny ze tfi druhG B. oleracea, B. rapa, B.napus. Tyto genotypy
ptredstavuji odliSnou kombinaci genu resistence k nadorovitosti kost'alovin. Pfesné informace

o poctech rezistentnich genl nejsou znamy (Diederischen et al., 2009). Tato metoda urci sérii
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recesivnich genli pomoci zastoupeni gentl. Pozdé&ji k t€émto identifikacnim metoddm ptibyla
Klasifikace podle Somé et al. (1996), obsahujici 3 diferen¢ni rostliny, z nichz 2 pochazi
z metody ECD. Tato klasifikaéni metoda rozeznava 8 patotypd, Somé et al. (1996) pouzival
k inokulaci pouze jednu sporu a vysledkem byl geneticky jednotny patotyp. Tato metoda je
pracnd a navic uspéSnost inokulace jednou sporou bylo dosazeno v 10 % pftipadl, ve

zminované studii.

V byvalém Ceskoslovensku bylo podle Wiliamsovy metody detekovano 7 patotypi.
Pomoci ECD metody bylo detekovano 35 patotypu, Casto se jednalo o smés dvou az tii
patotypti (Rod, 1996).Nadorovitost kostalovin je tedy charakteristickd svou velkou
genetickou variabilitou a jeden izoldt se mnohdy se skladd z komplexu patotypt, coz
komplikuje ochranu ale i §lechténi (Kopecky a kol., 2012). Stanoveni patotypu ma totiz velky
vyznam pravé pro Slechténi rezistentnich odrad proti nadorovitosti kost’alovin (Buzacki et al.,

1975).

V Edmontonu na jafe 2014 byl nalezen novy patotyp, ktery ma schopnost infikovat
vSech 7 bézné dostupnych odolnych odrud fepky. Bylo zjisténo, ze jde 0 novy kmen vznikly
Castym péstovanim v infikované oblasti, doslo k mutaci a tak mohou byt nakazeny i odridy

rezistentni (Martison and Matt, 2014).

3.6 Interakce Plamodiophora brassicae s hostitelem

Plasmodiophora brassicae, biotrofni patogen, ktery ¢asto zavisi na vytvoieni slozitého
vztahu se svym hostitelem, musi pfekonat obranné mechanismy hostitele, aniz by doslo k jeho
usmrceni a patogen tak mél pfisun Zivin k dokonéeni vyvojového cyklu (Hok et al., 2010).
V disledku toho dochazi ke zménam v biochemii, fyziologii a metabolickych pochodi
hostitele (Feng et al., 2012). Znalost téchto zmén v hostiteli a znalost interakce hostitel -
patogen pfispiva k rozvoji novych technik pro ochranu nadorovitosti. Byly stanoveny geny
S riznou urovni exprese korelujici s ur€itymi fazemi vyvoje onemocnéni, které se podili na

patogenité Plasmodiophora brassicae (Ito et al., 1997).

Volné kyslikové radikdly (ROS) nemaji v rostlinnych pletivech pouze negativni
funkci, naopak v pfiméfeném mnozstvi zastavaji funkci ochrannou. Jejich produkce roste
vlivem stresovych faktori.Mezi ROS (reaktivni formy kysliku) fadime: superoxidovy anion,
hydroxylovy radikdl a peroxid vodiku, které vznikaji jako vedlejsi produkt pfi fotolyze a

glykolyze. Tvorba, regulace a odbouravani ROS je fizeno souborem gend, Vv
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ptipadénerovnovahy mezi odbouravanim a tvorbou, vede k oxidativnimu stresu, dochazi ke

vzniku a hromadéni kyslikovych radikal(Piterkova a kol., 2005).

Jak uvadéji Lamb and Dixon (1997) avirulentni patogeni, ktefi byli rozpoznani diky
pfitomnosti genli rezistence imunitniho systému rostlin, vyvolavaji v rostliné dvoufdzovou
akumulaci ROS. V prvni fazi dochazi k nizké akumulaci ROS, kterou sttida druha déletrvajici
faze tvorby ROS, coz je charakteristicky projev rezistence. Dilezitou roli hraje také oxid
dusnaty (NO), ktery je nepostradatelny pro procesy jako je kli¢eni, kveteni, obranné reakce,
senescenci, ¢i bunétnou smrt. Dale hraje vyznamnou roli vrasové specifické i rasové

nespecifické rezistenci (Piterkova a kol., 2008).

Patogen zpiisobuje tvorbu nadorii na kotfenech, ¢imz dochéazi k naruSeni pfijmu vody a
zivin, nasledkem toho je zakrsly rlst, chlordzy ¢i pred€asné odumirdni nadzemnich organti
(Cao et al., 2014). Tvorba nadortt ma souvislost se zménou rostlinnych hormonti v rostlinném
pletivu. Kyselina salicylovd (SA) je zodpovédna za prvotni signdl pro aktivaci ochrany
rostlin, exogenni aplikace SA zvySuje rezistenci rostlin proti napadeni biotrofnimi patogeny
(Ludwig- Muller et al., 2014). Ludwig- Mller et al. (2014) pozorovali vliv fytohormonu pii
pribéhu onemocnéni nddorovitosti. Dokazali, Ze napadené rostliny maji zvySené mnozstvi
kyseliny salicylové, neZ rostliny kontrolni.Po vzniku sekundarniho plasmodia a vniknuti
patogena do kotenové vrstvy dochdzi ke spusténi exprese geni podilejicich se na tvorbé
auxinil, cytokininii a dalSich regulatorti riistu, ¢cimz dochazi k hypertrofickému ristu kotene,
coz vede ke tvorbé nadorti (Hwang et al., 2012b). Siemens et al. (2006) zminuji velky vliv
cytokyninti na pribeh infekce. Existuji dikazy, kdy cytokininy jsou syntetizovany pomoci
plasmodii, ale také miZe dochdzet k poklesu cytokininli v nékterych fazich vyvoje (Devos et
al., 2005). Devos et al. (2005) dale zminuji vyssi produkci auxinuhostitelskou rostlinouvlivem
napadeni patogena Plasmodiophora brassicae. Auxiny jsou fytohormony podilejici se na
regulaci ristu kofend (Prochdzka a kol., 1998). Funkce sekundarniho plasmodia vede
k poklesu auxintl, tato reakce neprobihd u rezistentnich hostitelt (Ludwig - Miller et al.,
2009).

3.7 Ochranna opatieni

Patogen se vyskytuje v podzemnich, stojatych vodach, jezerech a zavlahové vodé,
odkud mutze byt Sifen dal. Patogen je Sifen nejen vodou, §ifi se 1 ptidnimi ¢asticemi, na coz
maji vliv povétrnostni vlivy, dale se pudni ¢astice $ifi zemédélskou technikou a dalSimi méné

vyznamnymi zpusoby (Jedryczka et al., 2014). Mezi mén¢ vyznamné zpusoby fadi Dixon
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(2009) transport patogena na kratsi vzdalenosti krtky, zizalami nebo hlisticemi. Ochrana proti
tomuto patogenu je slozitd, predevSim kvili snadnému rozSifovani a vysoké perzistenci
trvalych spor v pidé (Chytilova a Dusek, 2007). Situace se stava vaznou, jelikoz neni levna a
ekologicka cesta proti tomuto patogenu (Riafova a kol., 2013). Jak pisi Kazda a Sketik
(2008), jednotliva opatieni jsou nedostate¢na, proto je ticba dodrzovat zasady integrované
ochrany a provadét komplexni ochranu a zkombinovat v§echny dostupné metody ochrany,
Vv Cele s preventivnim opatfenim. Ke zmirnéni dopadti nadorovitosti muze piispét preventivni
Uprava pH, déale aplikace fungicidi nebo fumigace pud (Cao et al., 2014). Vibec nejucinné;si
a nejuspeésnéjs§i metodou jsou rezistentni odridy, nicméné i rezistence muze byt diky

vysokému selekénimu tlaku narusena (Buzacki et al., 1975, Strelkov et al., 2007).

3.7.1 Prevence Sifeni

Tato opatfeni jsou zaloZena na eliminaci rozSifovani nddorovitosti na nezamotené
pozemky. Na nezamotené pozemky se dostdva vysadbou infikované sadby, pouzivanim

infikovanych organickych hnojiv (Dusek a Chytilova, 2007).

Déle je tteba vénovat pozornost zemédélske technice a naradi, aby doslo k ocisténi od
ptipadné ulp¢€lé infikované pidy. Jednd se o vyznamny zdroj pienosu, pii prejezdech mezi
pozemky (Martison and Matt, 2014). Howard et al. (2013) se zabyvaji metodami a ¢isténi
kontaminovaného zafizeni, jelikoZ pravé ulpéla pida na zemédé€lské technice je vyznamnym
zdrojem S$ifeni ndkazy. Dezinfekce se sklada ze tii kroki, nejdiive dochazi k hrubému ¢isténi,
pomoci Skrabani, kartacovani, nasleduje jemné cCiSténi pomoci tlakového myti a na zavér
dezinfekce aplikovana na c¢istény povrch, po dobu 20 minut (Strelkov et al., 2011).
Chemikalie, které¢ dosahly pfti Cisténi nejlepsich vysledkd, jsou chlornan sodny, peroxid
vodiku, kyselina octova a peroxymonosulfat draselny. V neposledni fadé je potieba vénovat
pozornost zavlahové vodé¢ (Howard et al., 2013).P&stitelé by méli byt obeztetni pii pouzivani
slamy, sena, silaze, kejdy nebo mocluvky z nakazenych nebo podezielych oblasti. Je tfeba se
také vyhnout mnozitelského materidlu z potencidlné¢ infikovanych oblastni (Martison and
Matt, 2014).

3.7.2  Agrotechnické opatfeni

Primarné by na zamofenych pozemcich nemély byt péstovany zadné brukvovité
plodiny (Rod, 1996). Dalsim krokem je tprava osevniho postupu, eliminace zastoupeni
brukvovitych plodin, dodrzovat ¢asovy odstup minimalné 5 let (Chytilova a Dusek, 2007).

Martison a Matt (2014) uvadéji v idealnim piipadé pét let, ne vSak méné nez tii roky.
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Nepéstovat brukvovité plodiny na vihkych pozemcich, ideélnich pro rozvoj patogena, nebo
tyto pozemky odvodnit (Chytilova a DusSek, 2007). Ani stfidani plodin nemusi byt
efektivni,v piipadé zamoteni pozemku brukvovitymi plevely (Hwang et al., 2013), je tfeba
jejich likvidace, jinak mohou fungovat jako mezihostitel patogena. V piipad¢ napadeni, je
nutna likvidace napadenych plodin pfed rozpadem nédord, tyto plodiny se nesmi dostat do
kompostd a hnojist, nejlepsi je nadory spalit a zabranit tak Sifeni. Napadeni muizeme
eliminovat terminem seti, fepka setd pozd¢ji na podzim je proti nadorovitosti odolné;si (Rod,
2006). Prokinova a kol. (2013) testovali odolnost polnich odrid na zamofeném pozemku a
vliv terminu seti. U rostlin zasetych v terminu 2.8 byly zjistény velké nadory, u rostlin
stejnych odrid zasetych o mésic pozdéji bylo napadeni zjistitelné pouze mikroskopicky.

Strelkov et al. (2011) uvadi, Ze diky ¢asnému seti doslo ke zvySeni vynosu a to az o 58%.

Velky vyznam ma Uprava plidni reakce vapnénim a docileni neutrdlni az slabé
alkalické hodnoty pH. Vybérem rezistentnich odrid lze eliminovat vynosové ztraty.
V neposledni fadé¢ je tieba dbat na vyvazenou vyzivu rostliny, ¢imz zvysime odolnost plodiny
a eliminujeme dopady dalsich chorob (Chytilova a Dusek, 2007). Mezi plevele napadené
nadorovitosti patii, hoi¢ice bila, kokoska pastusi tobolka, penizek rolni nebo fedkev ohnice

(Hwang et al., 2013).

Jako ochrana plodin na zamotenych pozemcich mohou slouzit vylapavaci predplodiny
jako fedkev olejna (Raphanus sativus var. oleifera), oves sety (Avena sativa L.), zito (Secale
cereale L.) nebo jilek vytrvaly (Lolium perenne L.), které stimuluji vykli¢eni trvalych spor
Plasmodiophora brassicae a jsou tak schopny sniZzovat koncentraci spor v pudé¢. Tato metoda
by mohla byt slozkou integrované ochrany fepky, ovSem studie jsou prozatim nejednotné

(Friberg et al., 2006).

3.7.3 Chemické ochrana

Pouziti chemické ochrany je problematické, vétSina fungicidnich pfipravki méa na
omezeni nadorovitosti malou nebo Zadnou G¢innost, fungicidni pfipravky s dobrou ucinnosti
jsou z davodu fytotoxicity nepouzitelné (Chytilova a Dusek, 2007). Naiki a Dixon (1987)
sledovali ¢innost chemickych latek na vyvoj patogena a zavaznost symptomi. Mezi
aplikovanymi latkami byly benomyl, trichlamide a dusikaté vapno. Zjistili, Ze po pouziti
doslo ke snizeni invaze patogena a nasledného vyvoje symptomu. Nejucinngjsi na potlaceni
infekce kofent a sniZzeni rozvoje halek mély benomyl a trichlamide. Dusikaté vapno mélo

toxicky ucinek, pouze kdyz doslo k zasazeni sazenic do 7 dna od aplikace nebo pii pouziti
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nadmérné koncentrace. V minulosti nasel uplatnéni chlorid rtutnaty (kalomel), od kterého se

rychle ustoupilo, pro nezadouci u¢inky rtuti na Zivotni prostiedi (Naiki and Dixon, 1987).

Pro ochranu je mozné vyuzit desinfekce péstebnich substrati ve sklenicich nebo
pouziti dusikatého vapna v polnich podminkach ke zvySeni pH (Donald and Porter, 2009).
Tyto metody nenaSly pro jejich ekonomickou nakladnost SirSitho uplatnéni (Webster and
Dixon, 2001). V Kanadé¢ jsou povoleny pfipravky, obsahujici G¢innou latku quintozene, které
redukuji vyskyt nadora, dale ptipravky s G€innou latkou fluazinam, ktery poskytuje ochranu
kvétaku ale pouze na organickych padach (Cao et al.,, 2014). Fumigace pudy pfipravky
su¢innou latkou metam sodium je vyuzivano i v USA a Kanadé¢ (Zuzak et al.,
2014).V Kanade¢ byl provadén pokus s aplikaci fumigantu Vapam (dithiokarbamat, sodium N-
methyldithiokarbamadt), byl zkoumén vliv na primarni a sekundarni infekci a zavaznost
onemocnéni. Byly prokazany kladné vysledky tohoto ptipravku, kdy doslo ke sniZeni infekce
az 0 50 %, a tim zlepSeni vynosu fepky, ov§em pouze ve sklenikovych pokusech (Zuzak et al.,
2014, Hwang et al., 2014) Dale byl zjistény pozitivni ucinek, bez fytotoxickych dopadt, u
ptipravki s G¢innou latkou cyazofamid, zatim vSak nedoslo k jeho povoleni (Chytilova a
Dusek, 2007)..

3.7.4 Fyzikalni metody

Propafovani zeminy po dobu 30 minut o teplot¢ minimalné¢ 90°C, v praxi se
propatfovani provadi pod plachtami. Tato metoda je naro¢na jak casove, tak pro finan¢ni
naklady, tudiz je jeji vyuziti omezené, navic dochazi k reinfekci (Chytilova a Dusek, 2007).
Pii této metod€ nedochazi k usmrceni veSkerych spor, pfi tlaku a teploté¢ 120°C je plida stale

infek¢ni (osobni sdéleni).

3.7.5 Pudni solarizace

Metoda, objevend v Izraeli u nas bohuzel nenasla piiliSného uplatnéni. Je pouzivana
v oblastech s velkou intenzitou slune¢niho zafeni, zaloZzena na vyuziti slune¢niho zafeni. Puda
je pokryta po dobu 3-4 tydna transparentni folii, diky které dochazi ke zvyseni teploty.
Utinnym prvkem je nejen vznikla vysoké teplota, ale dochazi také k fyzikaln&-chemickym
zménam a nasledné biologickym procesim, diky-nimz dochazi k redukci patogena

v pidé(Chytilova a Dusek, 2007).
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3.7.6 Biologicka ochrana

Arie et al. (1997) ziskali vysledky, které dokazuji, Zze pftirozené se vyskytujici
organismy nebo nékteré biofungicidy mohou piinést vysledky v oblasti ochrany proti
patogenu Plasmodiophora brassicae. Ve svété bylo testovano nékolik biologickych agens pro
omezeni vyskytu nadorovitosti, ale vysledky bohuzel nebyly jednoznaéné. Omezeni vyskytu
nadorovitosti na kofenech bylo docileno nékterymi izolaty Trichoderma spp. Doslo k omezeni
vyskytu nadorovitosti a tim se zvysila kone¢na hmotnost rostlin(Chytilova a Dusek, 2007).
Dalsim adeptem byl izolat Streptomyces spp., ktery sice redukoval projevy nadorovitosti na
kofenech, nicméné na zvySeni vynosu to vliv nemélo. Jako dulezité opatfeni v biologické
ochrané patii vyuziti predplodin inhibujicich vitalitu trvalych spor v pide€, mezi které patii

mata peprna (Menha piperita), tymian obecny (Thymus vulgaris) (Chytilova a Dusek, 2007).

Dale byly zkoumany i dal$i metody, jako biologicky agens nadorovitostibyl pouzit
Bacillus subtilis XF-1. Planem bylo dosahnout inhibci rastu patogena za pouziti N-methyl N"-
nitro- N- nitrosoguanidinu, ktery se aplikoval na XF-1 (Li, Xing-yu, 2014). Toto potvrzuje
Kammerich et al., (2014), popisuji G¢inky Bacillus subtilis a jeho vliv na nadorovitost, kdy

dochazi k potlaceni ristu vlasového kotinku a tim i kortikalni infekci.

Strategii k navozeni obrannych mechanismi proti nadorovitosti by mohlo byt pouziti
nepatogenniho Rhizobacterium nebo endofytické houby, které se vyskytuji téméf ve vSech
vysSich rostlinach. Doslo k vyuziti endofytd Acremonium alternatum na indukci tolerance
k nddorovitosti Brassicae rapa, tato analyza ukézala, ze A. alternatum zpomalil vyvoj P.
brassicae(Jaschke et al., 2010).Déle Jaschke et al., 2010 uvadi ptipravky, obsahujici Glioc-

ladium catenulatum, jenz dokazaly snizit zavaznou miru poskozeni patogenem.

3.7.7 Supresivni pudy

Supresivni pudy jsou takové pudy, kde choroba pusobi malé skody, patogen se zde
nevyskytuje nebo se zde neni schopen se usidlit. Tato vlastnost je dana souborem abiotickych
a biotickych vlastnosti. U nas byl takovyto typ pudy nalezen v katastru obce Bolehost
v Nahotanech (Rod, 1996).

3.8 Rezistence

Rezistence je schopnost rostliny odolavat tlaku patogena, ma mnoho rozdéleni.
Tradi¢né se deli na vertikdlni a horizontalni. Vertikalni, téz rasové specifickd ddva odolnost

jen k n¢kterym rasam patogena. Projev vertikalni rezistence fidi vétSinou alely s dominantnim
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ucinkem, geny velkého Gcinku, ziidka je odolnost fizena recesivnimi alelami a projevuje se
hypersenzitivni reakci (Véchet, 2012). Slechténi na tento typ rezistence byva jednodusi, aviak
muze dojit k pfekonani rezistence virulentnimi rasami patogena (Barto$, 1979).Horizontalni
typ rezistence, rasové nespecifickd odolnost ke vSem rasam patogena je fizena polygenng,
tedy vice geny malého G¢inku. Tento typ rezistence byva trvalej§i a je vyuzivan u plodin
péstovanych na velkych plochach (Agrios, 1997, Bartos, 1979). Urcitou troven rasoveé
nespecifické rezistence maji 1 odriidy, obsahujici soucasné rasové specifickou rezistenci.
Za ptitomnosti ucinného genu specifické rezistence je rasoveé nespecificka rezistence piekryta

ucinkem tohoto genu (Dreiseitl, 2010).

3.8.1 Rezistence Brassica

V rdmci druhu Brassica oleracea se vyskytuji poddruhy, v nichz byla zaznamenana
komplexni rasové nespecificka rezistence, u vétSiny rezistentnich odrid a genetickych zdroj
rodu Brassica (Brassica rapa, Brassica nigra) je zjisténa rasové specificka rezistence, tedy
dédi¢na (Diederichsen et al., 2009).

Rasové specifickd- téz vertikalni rezistence je kontrolovdna dominantnimi geny a
casteén¢ kvantitativné pomoci minoritnich QTLs (lokust kvantitativnich znaki)
s epistatickym efektem, coz je nadfazené pusobeni jednoho genu nad genem jinym (Hirali,
2006, Werner et al. 2008). Rezistence Kk izolatim patogena je genetického charakteru, proto
neztraci odruda nikdy svoji rezistenci k témto izolatliim, mize byt ale ovliviiovana urcitymi
podminkami, jako je rGstovad faze hostitele, teplota, intenzita svétla, vyzivny stav hostitele,
pak mize byt rezistence piekonana. U specifické rezistence existuje organové- specificka
rezistence, kdy patogen napada pouze uréitou &ast hostitele (Véchet, 2012). Systémova
rezistence (SAR), dochazi k akumulaci proteini- hypersenzitivni reakci, ktera vyzaduje

ptitomnost kyseliny salicylové (Ludwig-Muller, 2014).

3.8.2 Slechténi
V dnesni dob¢ se na Slechténi proti nadorovitosti kofenti brukvovitych zamétuje hned
nékolik zemi, Cina na &inském zeli, Némecko a Svédsko na fepku olejku a Francie a

Holandsko se zamé&fuji na Slechténi brukvovité zeleniny (Diederischen, 2009).

Inokula se skladaji z vice patotypi, proto by bylo snazsi zaclenit do kultivart vice
genii rezistence. Slechténi je zamé&fovano hlavné na druhy, B. oleracea, B. rapa, B. napus. Pro
nas je nejvyznamnéjsi Brassica napus, zde je Slechténi komplikované, vzhledem k polygenné

zalozené rezistenci s recesivné aditivnim uc¢inkem. Rezistentni genotypy se vyskytuji vzacné a
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dochazi k rychlé ztraté genti rezistence (Rod, 1996). Kvantitativni, téZ polygenni rezistence je
ovliviiovana vlivem vné&jSich faktord (Vé&chet, 2012). Testovani na rezistenci je vhodné
provadét v laboratornich podminkach, kde jsou konstantni podminky prostiedi. V polnich
podminkach Ize testovat jak rezistenci, tak toleranci ale nelze zajistit konstantni péstebni
podminky. V piipadé testovani tolerance i rezistence je nutné pouzit infekéni pole, dostateéné

a rovnomeérné zamotené sporami Plasmodiophora brassicae (Chytilova a Dusek, 2007).

Boj proti nadorovitosti kost'alovin je nejefektivnéjsi pomoci péstovani rezistentnich
odrid, jejichz sortiment nartsta diky rozvijejici se molekularni biologii, biologicko-
technologickym pfistupim v oblasti genetiky (Grupta, 2009). Rozvoj v oblasti molekuléarni
biologie pfinesl rozsahlejsi informace o genomu, rozvoj molekularnich markera, a dale se
vénovala pozornost identifikaci a mapovani gent rezistence (Diederischen, 2009, Voorrips
and Visser, 1993). Slechténi rezistentnich odriid je zaloZeno na posuzovani fenotypu,
pfipadné vyuzivda molekularni markery (Voorrips, 1996), které umoziuji urcit genetiku
kvantitativni rezistence a nalézt misto kvantitativniho znaku souvisejiciho s rezistenci
(Slusarenko et al., 2002). Geneticky modifikované rostliny s rezistenci k houbovym
patogenim jsou zaloZeny na vyuZiti peptidi zriznych organismi (Collinge et al.,
2010).K vyvoji odolnych odrid jsou nutné screening testy, zjisténi genetické variability
(Hwang et al., 2012). Prace na vytvofeni rezistentnich odriid neni jednoducha, jelikoz existuje
malo genetickych zdroju rezistence (Diederischen, 2009). Patogen Plasmodiophora
brassicaevykazuje znacnou genetickou variabilitu, korespondence mezi geny je dosud mélo

objasnéna, z diivodu nedostatku informaci o genetickych sekvencich (Hirai, 2006).
Jak uvadi Véchet (2012) ptedpokladem efektivniho rezistentniho Slechténi:

e znalost biologie patogena, véetné rasového spekira,

e znalost mechanizmu rezistence, véetné typu odolnosti a genetického zalozeni
rezistence

e projev odolnosti,

e znalost techniky inokulaci, umélych infekci v polnich i sklenikovych

podminkach.

3.8.3 Ptiznaky na rezistentni plodiné
Po velkém tlaku patogena k infekci na kofenovych vlascich dochazi, ale Siteni infekce
je pomalejsi, nez u odrud citlivych. U rezistentnich nasledné dochazi k inhibici sekundarniho

cyklu a nasledné tvorby nadord, probéhl pouzeprimarni cyklus(Voorips, 1995,
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Diederischen,2009) a nebylo prokazano hromadéni volnych kyslikovych radikala- ROS, tudiz
nedochazi k hypersenzitivni reakci (Hwang, 2012).Hwang et al. (2013) potvrzuji, ze pokud se
na rezistentnich odridach vytvoii nadory, obsahuji méné spor a ne vSechny jsou dostate¢né

vyvinuté a zivotaschopné. spor, nez odrudy odolné, ¢imz dochazi k mensimu zamoteni pudy.

Po péstovani rezistentnich odrid by mohlo dojit k postupnému vycerpani
odpocivajicich spor v pud¢, testovani pudy probihd méfenim koncentraci spor pomoci

kvantitativni PCR pted a po sklizni (Ernst et al., 2013).

3.8.4 Rezistentni odridy

Odridy maji rasové specifickou rezistenci, jsou odolné proti nej¢astéj$im patotypim.
Roku 2000 byly v Evropé ptedstaveny 2 rezistentni odridy fepky ozimé Mendel a Tosca.
Predpokladem rezistenéniho Slechténi je existence zdroji rezistence, které se vyskytuji
v geografickych centrech plivodu jednotlivych plodin, je tfeba zamétit se na odolnost proti
konkrétnimu patotypu pievladajicimu v dané geografické oblasti (Habibur et al. 2011).
Geneticky zaklad pro rezistenci byl studovan v B. rapa, B. oleracea, B. napus na rostliné
Aradopsis thaliana. V tufinu bylo zjisténo, ze rezistence nadorovitosti je fizena tfemi
nezavislymi dominantnimi geny, kazda rezistence je u¢inna k riznym patotypum (\Voorips et
al., 1997).

Po roce 2003, kdy doslo vzapadni Kanadé k rozsifeni nadorovitosti kotfenti
brukvovitych, se zacalo usilovat o vySlechténi odolnych a rezistentnich odrid a to proti
hlavnim patotypiim, podle Wiliamsova systému, patotypy 2, 3, 5, 6 a 8 (Peng et al., 2014).
Rezistentni odridy byly zavedeny na kanadském trhu v roce 2009 a okamzité se staly
dominantni odridou na trhu, péstovanou v ohrozenych oblastech. Dalsi rezistentni odridy
jsou ve vyvoji, problémem je, Ze odolnost je podminéna genem z jediného zdroje, tedy rasoveé
specificka, coz muze vést k tomu, ze odridy se ¢asem stanou opét citlivymi (Peng et al.,
2014, Ahmed et al. 2011). Rezistence téchto odriid musi byt pribézné kontrolovdna kvili
vysokému selekénimu tlaku. Také diky rozsifovani produkénich ploch fepky a opakovanému
péstovani rezistentni odridy je riziko zhrouceni rezistenénich mechanismi, diky vyskytu

specifickych ras patogena (Cao a kol., 2014, Diederichsen et al., 2009).

Mezi rezistentni odriidy fepky patii zminovana odriida Mendel s rasové specifickou
rezistenci. Roku 2007 UZPI (Ustav zemé&dé&lskych a potravinaiskych informaci) piisly se
zpravou, ze v Némecku a Velké Britanii se objevila infekce odridy novou rasou patogena.

Napadeni neznamenda prolomeni rezistencniho mechanismu, ale je tfeba prozkoumat novou
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rasu patogena. Vyzkumy ukazaly, Ze riziko modifikace patogena se zvysSuje v oblastech
s intenzivnim pé&stovanim meziplodin nebo zatazenim cukrovky seté do mul¢e do osevniho
postupu (Anonym). Proto nejlepSi cestou pro udrzeni rezistence odridy Mendel je
nezafazovani cukrovky seté do mulce do osevniho postupu, pouzivat odriidu vyhradné
v zamotenych oblastech (Anonym 4). V pokusu byla pouzita dale odrida SY Alister s rasové
specifickou rezistenci, specialné vyslechtény hybrid odolny proti nejcastéji se vyskytujicim
rasdm Plasmodiophora brassicae, na napadenych pozemcich poskytuje vysokou vynosovou

stabilitu (Anonym 5).

Rezistentni odridy c¢inského zeli byly vyslechtény za pomoci genu evropské vodnice
(Brassica rapa). B. napus je amfidiploid (kfizenec) druhu B. oleracea a B. rapa, ma nizkou
vnitrodruhovou genetickou variabilitu, kterd je pro jednotlivé taxony rozsitovana o geny

pochazejici z ptivodnich druhti (Diederichsem et al., 2009).

3.9  Detekce a determinace- Plasmodiophora brassicae

Potvrzeni nadorovitosti kost'’alovin vyZaduje sledovani pfiznakd onemocnéni, detekci
DNA patogena ze vzorkt pudy nebo kotfend rostliny. I pfes absenci symptomd u rostlin
mohou vysledky testi DNA pozitivni na pfitomnost patogena. Nasledné pomoci biotestl je
zapotiebi zjistit Zivotaschopnost patogena. Biologicka zkouSka je zalozena na péstovani
nachylnych rostlin, po 6 tydnech dochazi k vyhodnoceni piiznaki nadorovitosti (Anonym
6).Byla vyvinuta fada testi pro detekci patogena fluroescenéni mikroskopie, sérologie,
metody na bazi DNA, tyto metody jsou pouZzivany pro testovani ptidy, vody ale 1 pro vzorky

rostlin (Faggian and Strelkov, 2009).
Kazda a kol. (2010) rozdéluji metody diagnozy rostlinnych poskozeni takto:

e Metoda symptomaticka

e Metoda mikroskopicka

e Metoda chemicka a biochemicka
e Metoda serologicka

e Metoda molekularni

3.9.1 Metoda symptomaticka

Tato metoda urcuje poskozeni na zéklad¢ viditelnych ptiznakt, jednd se o zakladni
metodu, vyuzivanou jako prvni krok k urceni poskozeni. Je vyuzitelna okamzité v prostoru a

dostupna vSem péstitelim (Kazda a kol., 2010). Jednou z hojné¢ vyuzivanych metod
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v minulosti byl Biotest, ktery byl vyhodnocovdn po 5-6 tydnech. Nasledné dochazi
K porovnavani pfirozené¢ zamofenych pozemku s témi naockovanymi. Tyto testy jsou
spolehlivé, nybrz naro¢né na pracovni silu, ¢as a prostor. Biotest je vhodné nasledné potvrdit
PCR detekci (Jedryczka et al., 2014). Biotest je bud’ vizualni, nebo probiha mikroskopicky
(Toxopeus et Janessen, 1975).Hodnoceni pomoci Toxopeus et al. (1986) klasifikuje rostliny

s DI niz8im nez 20 jako odolné, 20- 80 jako meziprodukt a vice nez 80 jako nachylné.
3.9.2 Metoda mikroskopicka

Vyuzivd charakteristickych morfologickych znaki plvodce poSkozeni, metody

vyuzitelna u ptivodci poSkozeni, ktefi nejsou okem viditelni (Kazda a kol., 2010).

Prukopniky diagnostiky pomoci mikroskopu jsou Takahashi a Yamaguchi (1987),
ktefi vyvinuli fluoroesen¢ni test pro detekci Plasmodiophora brassicae. Pod flurosen¢nim
mikroskopem mohou byt pozorovany odpocivajici vytrusy (Faggian et al., 1999). Metoda
prosla nejednou aktualizaci, posledni aktualizovany test zahrnuje pouziti dvou fluorochromd,
coz vedlo ke zlepseni detekce spor. Jeden z fluorochromi je vazan na chitin v neposkozenych
buiikach, druhy fluorochrom- ethidiumbromid pronika do poskozené builky. To umoznilo
barvenim odliSit Zivotaschopné spory, zbarveni modie a nezivé spory, zbarvené Cervené
(Takahashi and Yamaguchi, 1989). Tato metoda je pozd¢ji zpochybnéna Donaldem at al.
(2002). Prace s mikroskopem a poditani spor vyzaduje bohaté zkuSenosti a jako predchozi

metoda je naro¢na na ¢as (Faggian et Strelkov, 2009).

3.9.3 Metoda serologicka

Dalsi metodou je serologicka metoda, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay),kterd je rychld, spolehliva i vysoce vykonna, ovSem nutnosti je laboratof se zakladnim
pfistrojovym vybavenim.Uziva se pro determinaci virovych a nékterych bakteridlnich a
houbovych patogeni (Kazda a kol., 2010). Vyzaduje dostupnost protilatek specifickych
patogent a miize dochazet k problémim s ohledem na citlivost nebo afinitu, protoze je mozna
pfitomnost vice patotypl, proto neni vhodné pouzit rutinné (Faggian et Strelkov, 2009).
Zamotené pudy byly barveny latkou obsahujici IgG, antiséra piipravenych z kralika,
odpocivajici spory byly obarveny a odliSeny od ostatnich ptidnich ¢astic a tkani rostlin (Arie
etal., 1998)

Byla vyvinuta levnd diagnostickou soupravu a zlepSit kvantifikaci patogenu
koncentraci inokula prostiednictvim real- time PCR (Rennie et al., 2011, Wallenhammer et
al., 2012)
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3.9.4 Metoda molekularni

Jak uvéadi Kazda a kol. (2010) jedna se o metodu vysoce piesnou, proveditelnou
V dostatecné¢ vybavené laboratofi. Vyuziva se pro stanoveni virti, bakterii a hub. Jednou

z metod molekularni biologie je PCR- polymerazova fetézova reakce.

3.9.4.1 Izolace DNA

Prvnim krokem pfi préaci s nukleovymi kyselinami je jejich izolace v nativnim stavu
Z ptirozeného materialu v dostateéném mnozstvi a Cistoté. Nukleové kyseliny je nutné zbavit
vSech latek, které se po lyze bunék nebo virovych Castic stdvaji soucasti hrubych lyzati a
jejichz piitomnost brani G¢innému a specifickému pusobeni enzymi pouzivanych k jejich

analyze a Upravam (Rozsypal, 2002).
Postup izolace DNA (Bartova, 2011, Rozsypal, 2002, Ovesna a Hodek, 2007)

e Rozruseni bunék nebo virovych kapsidi plisobenim enzymu (lysozym, celul6za)
nebodetergentt (laurylsiran sodny).

e (Odstranéni kontaminant pomoci enzymd.

e K separaci DNA, je pouzivana smés fenol-chloroformu. Chloroform denaturuje
proteiny, rozpousti tuky a pomahé oddélit jednotlivé faze, dochazi k vysrazeni. Pro
mensi kontaminaci fenolem, 1ze pouzit smés fenol: chloroform: isoamylalkohol.

e Naslednou centrifugaci dojde k oddéleni spodni faze tvofené fenolem, mezifaze
tvofené proteiny a zbytky bun€k a horni faze obsahujici nukleové kyseliny. Nasledné
se vodni faze inkubuje RNazou.

e Nasledné¢ je DNA vysraZena etanolem, a centrifugaci ziskany sediment obsaujici DNA

je rozpustén ve vodném roztoku.

Fenol- chloroformova extrakce je pomérné naro¢na, jednak casové, kvili opakujicim se
centrifugacim a jednak je zavisla na peclivém provedeni. Praci a Cas lze uSetfit vyuzitim
komeréné doddvanym kitl, které vyrazné usnadiuji a urychluji postup pfi ziskdvani DNA

(Béartova, 2011).

3.9.4.2 PCR- polymerazova fetézova reakce

Metoda PCR byla zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem a byla velkym pfinosem
pro molekuldrni biologii (Smarda a kol., 2008). Tato metoda nasla vyuziti k detekci
houbovych patogent, vyuziva se na rostliny i pudni vzorky a poskytuje rychlé, citlivé a

spolehlivé vysledky (Cao et al.,, 2007).Principem metody PCR je enzymaticka
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amplifikaceDNA v in vitropodminkéch. Reakce probiha ve tfech cyklicky se opakujicich se
fazich- denatruce, nasedani primert, elongace, tedy prodluzovani fragmenti DNA. Tyto faze
se odlisuji teplotnimi pozadavky. Pro tuto metodu je nutnd piitomnost primerd
(oligonukleotidovych sond), které slouzi jako stavebni =zaklad pro tvorbu nového
vlakna(Bartinkova a kol., 2011).Primery, sekvence 15-20 nukleotidl, zahajuji replikaci a
vymezuji usek, ktery ma byt namnozen (Necas, 2000). Zahtivaci krok v kazdé fazi vyzaduje
pritomnost DNA-polymerazy a nukleotidi, kdy probiha syntéza novych fetézci (Rozsypal,
2002). Primery pro detekci Plasmodiophora brassicaebyly navrzeny pro amplifikaci sekvence
s jednou kopii (Ito et al., 1997) nebo vice kopii z ITS tseki ribozomélni DNA (Faggian et al.,
2009, Cao et al., 2007) s pouzitim tii primerd zaloZena na sekvenci DNA z pentyltransferase
genu (Ito et al., 2007).

Faggian et al. (2009) uvadi dalsi nested PCR techniky pro konkrétni detekce Plasmodiophora
brassicae v pudé a vodé, vyuzivajici dvé sady primerti. Vnéjsi par primert vymezi z dlouhého
fragmentu urcity lokus. Vnitini par primerd amplifikuje pouze potiebnou c¢ast sekvence.
Metoda nested PCR technika, probihajici dvoufazové, za pouziti primerd, se kterymi ptiSel na
trh Ito et al. (1997) PBTZ-3 a PBTZ-4. Nicméné pro zlepSeni citlivosti a odhaleni patogena
Vv pfirozené infikovanych pudach, musi produkty ziskané z této PCR metody projit druhou
PCR amplifikaci (Cao et al., 2007).

Nasledné byla vyvinuta odstupiovana PCR pro detekci patogena z rostlinnych i pidnich
vzorkll. Byly navrzeny primery TCIF a TCIR zalozené na P. brassicae castecné 18S
ribozomalni RNA (dochazi k sesttihu a vznika 18S r- RNA), genové sekvence z GenBank,
kdy je ziskan produkt o 548 bp. Ve druhém krokujsou ziskané amplikony ptrevedeny do jiné
zkumavky obsahujici druhou dvojici primeri, TC2F a TC2R specifickych k vnitinimu useku

amplikont, je produkovan 519 bp produktu (Cao et al. 2007).

Kvantitativni PCR (QPCR), nazyvana téz real- time PCR, jeji podstatou je pribézné
sledovani mnozstvi amplifikovaného produktu béhem jednotlivych cykli reakce. Tato
metoda, vyuziva napiiklad primerd navrzenych Faggian et al. (1999) PbITS6 a PbITS7, pro
sledovani progrese onemocnéni v kofenech. Pomoci PCR lze detekovat patogena
Plasmodiophora brassicae z kotene, ktery nevykazuje ptiznaky napadeni, jiz 3 dny po
inokulaci patogenem.
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Dalsi metodou pro detekci patogena je LAMP (izotermickd amplifikace DNA, ke které se
vyuziva sada tii primerd. Extrakce DNA probiha za pouziti modifikované metody CTAB.

rrrrr

3.9.4.3 Elektroforeticka separace PCR produktt

Tato metoda patii k nejpouzivanéj$im technikam pii vizualizaci a piipadné k izolaci
produkti PCR. Principem metody je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Nositelem
naboje nukleovych kyselin jsou zaporné nabité fosfatové skupiny (Rozsypal, 2002). Pouziva
se gelova elektroforéza, kterd dokaze rozdélit jednotlivé fragmenty (bp), stejné dlouhé, podle

pohyblivosti.
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4. MATERIAL A METODY

Piedmétem experimentu bylo sledovani odolnosti odrud vici patogenu Plasmodiophora
brassicae. Experiment s odolnymi kultivary nadorovitosti kofenti brukvovitych fepky ozimé
zapocal vroce 2012. Pro rok 2014 byly testované rezistentni odridy péstovany na
kontaminované pudé odebrané z 15 vybranych lokalit. Tyto lokality byly vybrany z velké
Casti Ceské republiky, zodlisnych krajti (tabulka 1, obrazek 2). Experiment byl
vyhodnocovan na zaklad¢ Cetnosti a velikosti nadorti na kofenech rostlin. Pokusy byly

provadény ve skleniku a v polnich podminkéch.

4.1 Lokalita

Pro pokus bylo vybrano 15 lokalitzamoienych patogenem Plasmodiophora brassicae.

Cislo lokality | Lokalita Kraj Nadmoftska vySka
————————————————————————————————————————————
1. Modlibohov Liberecky 389 m.n.m.
2. Holany Liberecky 265m.n. m.
3. Bily Kostel nad Nisou | Liberecky 275m.n. m.
4. Horka u Bakova nad J | Stfedocesky 221 m.n. m.
5. Ttebnouseves Krélovéhradecky | 278 m. n. m
6. Miletin Krélovéhradecky | 334 m.n. m
7 Kbelnice Kréalovéhradecky | 294 m. n. m
8. Zirovnice Vysocina 565m.n. m
9. Horusice JihoCesky 228m.n.m
10. Hrd¢jovice Ves JihoCesky 385 m.n.m.
11. Bilovice Zlinsky 194 m. n. m.
12. Pohledy Pardubicky 495 m.n.m
13. Kozmice Moravskoslezsky | 236 m. n. m.
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Cislo lokality | Lokalita Kraj Nadmoi'ska vyska

14. Klokocov Jihocesky 619 m.n. m.

15. Hréadek nad Nisou Liberecky 255 m. n. m.

Tabulka 1. Seznam lokalit pro odbér pudy odebranych v roce 2014
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Obrazek 2.  Mapa lokalit

4.2  Rostlinny material

Jako rostlinny material byla pouzita fepka olejka, diky spolupraci se Svazem péstitelt
a zpracovatelll olejnin bylo ziskano osivo rezistentnich odrid fepky. Bylo posuzovano 6
rezistentnich odrad fepky ozimé, které jsou distribuovany Slechtitelskymi spole¢nostmi(tab.
2).Kromé rezistentnich odrud, byla jako kontrola pouzita odriidanachylna, dodana anonymng,

u které onemocnéni vzdy propuklo.
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Odridy 2014 | Distributor

SY Alister Syngenta

CWH 241 Monsamto

Mendel Rapool

Mendelson Rapool

SY Alister Rapool

X10W513 Pioneer

Tabulka 2. Rezistentni odrudy a jejich distributofi
4.3  Organizace pokusu

4.3.1 Ptiprava materialu

Vroce 2014 byly odebrany piadni vzorky zpoli infikovanych patogenem
Plasmodiophora brassicae z riznych ¢asti Ceské republiky (tab. 1). Do této zeminy bylo
vyseto 6 odrid fepky ozimé (tab. 2), distribuovanych jako rezistentni. Na jednotlivé lokality
bylo vyseto 30 rostlin,coz je asi 2520 rostlin celkem.Nepotfebna a nadbyte¢na infikovana
zemina a dal$i material byl ukladan do specialné oznac¢enych nddob. Pfi piipravé pokusu, byla
pred samotnym zasetim odrid zemina z vybranych lokalit zbavena necistot a dal promichana
spiskem vpoméru 1:1, ¢imz doslo ke zlepseni podminek pro rozvoj patogena
Plasmodiophora brassicae. Misenim doslok odlehéeni ptidy a snizenim obsahu humusu (Rod,
1996).

4.3.2 Zalozeni pokusu

Pokus byl zaloZen 30. 4. 2014 v technickém izolatoru, ktery zajiStuje podminky pro
rust rostlin podobné podminkam venkovnim.Pfi samotném plnéni kvétinacta infikovanou
zeminou muselabyt opét striktné dodrZzovana veskerd pravidla pro praci s toxickym
materidlem. Pro jednotlivé lokality a jednotlivé odrudy byly pouzivany gumové rukavice, aby
se zabranilo pfipadné vzdjemné kontaminaci vzorkd. Jednotlivé kvétinace byly roztridény

podle lokality odbéru zeminy a podle jednotlivych odriid. Takto roztfidéné kvétinace byly
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naskladdny na hlinikova plata, kterd byla opatfena geotextilii. Tato textilie méla zarucit
optimalni a rovhomérné vlhkostni podminky pro jednotlivé kvétinace. Jak plata s kvétinaci,
tak jednotlivé kvétinace mély zietelné oznaceni dvojim zptisobem, aby se eliminovaly
pfipadné chyby zptsobené lidskym faktorem. Pfi zakladani porostu a manipulaci s patogenem
bylo samoziejmosti dodrzet hygienicka opatfeni. VeSkeré nafadi a pomucky byly

vydesinfikovany v roztoku Sava. Rostlinam byla zajisténa dostate¢na zalivka a pravidelna

aplikace hnojiv.

Obréazek 3. Péstované rostliny fepky ozimé na infikované zeming. Foto: Veronika Ri¢afova

(2014)
4.4 Monitoring Plasmodiophora brassicae

4.4.1 Puadni vzorky

Na kazdé lokalité byl proveden sbér pudnich vzorki. Z jedné lokality bylo odebrano
vzdy ptiblizné 0,5 kg zeminy, které byly nasledné v laboratornich podminkach vysuseny a
uskladnény pro nasledujici pouziti. Pida z kazdé lokality byla oznacena dvojim zplsobem,
aby nedoslo k zaméné. Na identifikacnim Stitku byl uveden nazev lokality, jeji Cislo a rok
odbéru. Toto oznaceni bylo dodrzovano pii jakékoliv manipulaci se vzorky.U kazdého vzorku
z lokality doslo k méteni pH a nasledné byl testovan na ptitomnost patogenu Plasmodiophora
brassicae.

32



4.4.1.1 M¢éteni pH

U pouzité zeminy, z dodanych 12 lokalit bylo zméteno pH. Pro méfeni pH byl zvolen

vodotésny pH metr, vyrobcem je Hanna instruments, HI 98127- HI 98128.

Postup stanoveni:

Do kéadinky bylo odvazeno 10 g jemnozemé,
bylo ptidano 20 ml vychladlé pievarené destilované vody,
nasledné byla smés promichana sklenénou tycinkou,

kalibrovanou sklenénou elektrodou bylo zméteno pH ptimo v suspenzi.

4.4.2. lzolace DNA z pudy

Izolace DNA byla provadéna pomoci komer¢niho kitu NucleoSpin soil DNA

Purification Kit (firma EURX).Postup probihal podle protokolu vyrobce. Odebrana zemina

z lokalit (tab. 1) byla vysuSena pfi laboratorni teploté.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 40 pl Buffer SL, poté byla ponechana pfi
laboratorni teploté.

Pada byla homogenizovana, rozdrcena ve tieci misce na jemné ¢astice, bylo odvazeno
50mg a nasledné byla ptevedena do mikrozkumavkyBead Tube, vzorek byl promichan
V ruce, a nasledné¢ k nému bylo ptidano 700l Lyse SL1 a opét promichan v ruce.

Poté bylo piidano 150 pl Enhancer SX, nasledné¢ byla mikrozkumavka dana do
horizontélni polohy a sto¢ena, nasledné ponechana 5 minut pii pokojové teploté.
Dalsim krokem byla centrifugace vzorku po dobu 2 minut, 11 000 x g, po centrifugaci
vzorku byl ziskan supernatan pro srazeni volné DNA a sediment pro izolaci DNA
z pudnich mikroorganismu, ktery byl pfeveden do nové 2 ml mikrozkumavky.,

Bylo pfidano 150 pul SL3 pufru protiepano a inkubovano 5 minut na ledu. Dale byla
mikrozkumavka centrifugovan po dobu 1 minuty 11 000x g.

700 pl supernatanu bylo ptevedeno do piedpiipravené mikrozkumavky s kolonkou,
vzorek byl centrifugovan (1 minuta, 11 000% g)a byla odstranéna vodni faze. Do
stejné mikrozkumavky a bylo pfidano 250 plISB pufru a stoceno. Déle bylo pievedeno
550 ul do nové kolonky, centrifugovano (1 minuta, 11 000x g) a zbyvajici vzorek byl
dan na kolonu a centrifugovan (1 minuta, 11 000x g).

Dale bylo ptidano 500ul SB pufru, centrifugovano (30s, 11 000 xg), vodni faze byla
odstranéna a bylo pfidano 550 pl SW1 pufru centrifugovat (30s, 11 000 xg), byla

33



odstranéna vodni faze a ptidano 700 ul SW2 pufru, stocit a centrifugovat (30s, 11 000
xg).

Na zavér bylo ptidano 50pl SE pufru a ponechéano inkubovat pti pokojové teploté 1
minutu, nasledné probéhla centrifugace (30s, 11 000x g). Kolonka s membréanou byla

odstranéna a izolovana DNA pouzita pro dalsi analyzy.

4.4.2.1 Cistota a koncentrace vyizolované DNA

Cistota a koncentrace celkové DNA byla méfena na spektrofotometru NanoDrop 2000

(Thermo Scientific, USA). Pro stanoveni postacilo malé mnozstvi vzorku o objemu 2pul.

Piistroj méfi koncentraci a &istotu nukleovych kyselin a proteintl. Cistota vzorku, hodnota

pomeéru absorbanci 260/280 by se méla pohybovat kolem 1,8- 2,0.

443

PCR- Polymerazova fetézova reakce

Tato metoda byla provadéna pro ovéfeni pfitomnosti patogena Plasmodiophora brassicae na

lokalitach vybranych pro experiment. Plni funkci ovéfeni pritomnosti a zaroven je Gc¢innou,

rychlou detekéni metodou.

Reakce PCR byla provadéna v objemu 25 pl obsahujicim:

18,05 pl dd sterilni H,O

2,5 ul 10 x DreamTaq pufru (Fermentas)

2 pl Mg Cl,

0,25 pl kazdého dNTP (zasobni roztok 10 uM, Fermentas)

0,5 pl reverzni primer (z&sobni roztok 10 pl)

0,5 ul fowardového primeru (zasobni roztok 10 uM)

0,2 ul DreamTaq polymerazy (zasobni roztok 5U/ ul, Fermentas)

1 ul vzorku

Pro PCR byl pouzit termocykler MJ Research PTC 200. Velikost amplifikovaného fragmentu

548 bp.

Vzorky byly vloZeny do termocykleru, podminky béhem reakce byly néasledujici:

denaturace 94°C 2 minuty
35 cykli:

nasednuti primert 94°C 30 s.
syntéza DNA 65°C 45 s.
72°C 453s.
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e konecna syntéza vlakna 72°C 7 minut

Néazev Sekvence 5 ----->3’ Orien- Velikost
tace produktu

TC1F GTGGTCGAACTTCATTAAATTTGGGCTCTT forwardovy 548 bp

TCIR TTCACCTACGGAACGTATATGTGCATGTGA | reverzni

TC2F AAACAACGAGTCAGCTTGAATGCTAGTGTG | forwardovy 519 bp

TC2R CTTTAGTTGTGTTTCGGCTAGGATGGTTCG reverzni

attTC1F | AAAAAGCAGGCTGTGGTCGAACTTCATTAA | forwardovy

ATTTGGGCTCTT
attTC1IR | AGAAAGCTGGGTTTCACCTACGGAACGTAT | reverzni

ATGTGCATGTGA

Tabulka 3.Pouzité primery Cao et al. 2007

4.4.4 Elektroforeticka separace

Pro elektroforetickou separaci byl ptipraven agarézovy gel z agardzy a fedéného TBE
pufru, takto byl pfeveden do Erlenmayerovy baiiky, promichan a rozvafen v mikrovinné
troub&. Po mirném zchladnuti, na 60°C, byl pfidan 1 pl ethidium bromid. Agardza s ethidiem
byla nasledné pielita do aparatury urené pro tuhnuti gelu a byl vlozen hiebinek. Takto byl
gel ponechan pfi laboratorni teploté, asi 20 minut- dokud neztuhl. Takto ptipravena aparatura
byla vlozena do elektroforetické vany a zalita TBE pufrem. Nasledn¢ byl hiebinek vyjmut.
Prvni a posledni jamka zustala prazdna. Do nasledujicich byly vzorky pievedeno 10 ul PCR
produktu smichaného s 2 ul barviva (6x loading dye solution, Fermentas). Do prazdnych
jamek bylo napipetovano 3 ul standartu. Nasledné byla elektroforéza spusténa. Proces trval

lhodinu pfi konstantnim stejnosmérném napéti 90 V. Vizualizace fragmentl byla provedena

na UV transiluminatoru Syngene.
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SloZeni TBE pufru:

10 x TBE (pH) — 890 mM Tris, 890 mM kyselina boritad; 20 mM EDTA. Sterilizace pomoci

autoklavu. Skladovani pti laboratorni teplote.

45  Metoda detekce Plasmodiophora brassicae v rostlinnem pletivu

Sklizeni a nasledné vyhodnoceni probéhlo 6-7 tydni od zalozeni porostu (po
inokulaci). Z kazdého kvétniku byly odebrany rostliny, jejichz zelend Cast byla odfiznuta.
Kofenova ¢ast fepky byla zbavena zeminy a nasledné dikladné omyta pod proudem tekouci
vody. Pti omyvani byl kladen ddraz na peclivost a opatrnost pfi manipulaci, aby nedoslo
k eliminaci ztrat vlivem [amani postrannich kotenti. Mezi omyvanim jednotlivych variant byla
voda ménéna a likvidovdna. Pouziténddoby a jiny sklenikovy material, ktery pfiSel do
kontaktu s infikovanou zeminou byl nasledné vydesinfikovan roztokem SAVA.U kazdé
rostliny byla stanovena intenzita napadeni, vizualni vyhodnoceni probihalo podle stupnice
Kuginuki et al. (1999). Oznaceni stupnice je ¢iselné v rozmezi 0-3 a uréuje stupen poskozeni

rostliny.

e 0 - bez vizudlnich ptiznakl napadeni
e 1 -nékolik malych nadorl na postrannich kotfenech
e 2 -malé az stfedni halky na 1/3-2/3, napaden hlavni kofen

e 3 -stfedni az velké halky na vic jak 2/3 kotfenti, deformace celé kotfenové soustavy

Na zakladé ziskanych tidaju 1ze stanovit index napadeni (disease index- DI %). Tento index
udava procentualni napadeni fepky ozimé patogenem Plasmodiophora brassicae a byla

vypocétena s pouZzitim vzorce Horiuchi and Hori (1980) uvedeném Strelkov et al., (2006).

nX04+nxl4+nx2+nx3
DI(%)=Z( N X3 )x100%

DI- Index napadeni
N-celkovy pocet rostlin
n- pocet rostlin pro jednotlivé stupné napadeni

S procentem napadeni roste poskozeni rostliny. U rezistentnich odrid byva hodnota DI
mensi nez 20 %, u vnimavych odrad to je 80-100 % (Dusek a Chytilova, 2007).V piipadé
negativniho nalezu na kotfenech, nebo pro urychleni pokusu, Ize pouzit dalsi metodu pro

detekci- PCR.
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45.1

Izolace DNA pomoci CTAB

Biologicky material (kotfeny) byly dikladné omyty pod tekouci vodou.

Néasledn¢ byly sterilizovany, aby do$lo k zabranéni kontaminace z vnéjsiho prostiedi.
Nejdtiv v roztoku 70 % etanolu po dobu 2 minut, nasledn¢ 10 minut v 20% SAVU (5
% chlornan sodny, 1% hydroxid sodny), nasledné opét omyté tekouci vodou.

Omyté kofeny byly rozdrceny ve tfeci misce a pomoci tekutého dusiku na drobny
prasek.Takto piipraveny prasek byl pomoci sterilni Spachtle pteveden do
mikrozkumavky (navazka 100 mg). Mikrozkumavka byla umisténa do tekutého
dusiku a nasledné pouzita pro izolaci DNA.

Ke vzorku byly ptidany 3 drtici koule o priméru 3 mm a 100 ul CTAB pufru, ktery
byl zahiatim zbaven srazenin. Vzorek byl homogenizovan. K homogenizaci vzorku
byl pouzit oscilacni mlyn, 1,5 minuty rychlosti 30 kmitt za sekundu. Po homogenizaci
bylo ptidano 400 pl CTAB pufru a nasledné tiepan 2 minuty stejnou rychlosti.

Do vzorku bylo ptidano opét 400 pul CTAB pufru a byl inkubovan pti 64 °C po dobu 1
hodiny.

Ke vzorku bylo po inkubaci pfidano 900 pl smési fenol DNA (pH 8): chloroform-
izoamylalkoholu (24:1) v poméru 1:1. Vzorek byl tfepan a centrifugovan 7000 x g po
dobu 10 minut.Nasledné byla vodni faze ptevedena do nové mikrozkumavky a
pfedchozi krok s pfiddnim mnoZzstvi fenolu bylo zopakovano.

Vodni faze byla prevedena do nové mikrozkumavky, bylo pfidano stejné mnoZstvi
chloroform- izomylalkoholu (24:1). Vzorek byl tfepan (2200 RPM, 10 min), poté
centrifugovan (7000x g, 10 min.).

Vodni faze ptevedena do nové mikrozkumavky a ptidano totozné mnozstvi ledového
izopropylalkoholu. Tato smés byla promichéna a vzorek ponechan 3x 3 minuty
v tekutém dusiku nebo ptes noc ponechan v mrazicim boxu (-24°C).

Poté byl vzorek centrifugovan (10 000 x g, 10 min.) a vodni faze byla odstranéna.
Peleta byla promyta v 70 % chlazeném etanolu a centrifugovana (10 000 x g, 10 min.)
Mikrozkumavka byla po odstranéni faze ponechana pii laboratorni teploté po 10
minut. Peleta byla rozpusténa v 50 ul TE pufru a pouzit ihned pro dalsi analyzy, nebo

ponechan pies noc pii teploté -28 °C.
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Pouzité chemikalie
e CTAB pufr: 2% CTAB (cetyltimetylamonium bromid); 0,1 M Tris (pH 8); 20 mM
EDTA; 0,7 M NaCl; 2- merkaptoetanol
e Fenol (pH 8)
e Chloroform- izoamylalkohol (24:1)
e |zopropylalkohol
e 70% etanol
e TE pufr: 10 mM Tris (pH 8); 1ImM EDTA
4.5.1.1 Cistota vyizolované DNA

Viz. protokol uvedeny v kapitole 4.4.2.1

4.5.2 PCR- Polymerazova fetézova reakce

Viz. protokol uvedeny v kapitole 4.4.3.

4.5.3 Elektroforeticka separace

Viz. protokol uvedeny v kapitole 4.4.4.
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5. VYSLEDKY

V roce 2014 nebyla dodéana zemina z lokalit ¢islo 8(Zirovnice), 10 (Hrd&jovice Ves) a 11
(Velké Bilovice). Z duvodu neuspé$né infekce u lokality ¢islo 1 (Modlibohov) byla tato
lokalita vyfazena z experimentu. Experiment byl provadén ve skleniku i v polnich
podminkach, vysledky byly totozné.Hodnoceni probihalo symptomaticky, kdy byla stanovena
intenzita napadeni podle stupnice Kuginuki et al. (1999) a nésledné vypocitan index napadeni
za pouziti vzorce Horiuchi and Hori (1980), vSe probihalo podle protokolu uvedeného v
kapitole 4.5. Déle byla z kofent provedena detekce patogena pomoci metody PCR za pouziti
primertt uvedenych v tabulce 3. U odebranych zemin, z uvedenych lokalit (tab. 1) bylo
zméteno pH a déle byla izolovdna DNA, kterd byla analyzovéana technikou PCR za tcelem

detekce patogena Plasmodiophora brassicae, protokol uveden v kapitole 4.4.

Horni ¢asti rostlin nevykazovaly jasné pfiznaky napadeni.

51 VlivpH

V ramci tohoto experimentu bylo u pid odebranych z jednotlivych lokalit (tab. 1)
zméteno pH,hodnoty pH naméfené na jednotlivych lokalitach jsou uvedeny v nasledujici

tabulce (tab.3). Byly naméfeny hodnoty pohybujici se v rozmezi 6,2- 7,3.

Cislo | Lokalia pH | Cislo | Lokalia pH
1 Modlibohov 7119 Horusice 6,4
2 Holany 73110 Hrdéjovice Ves X

3 Bily Kostel nad Nisou 6,8 111 Velké Bilovice X
4 Hourka u Bakovanad J. | 6,9 | 12 Pohledy 6,6
5 Tiebnouseves 6,513 Klokocov 6,7
6 Miletin 6,6 114 Kozmice 6,6
7 Kbelnice 6,6 | 15 Hradek nad Nisou | 6,8
8 Zirovnice X

Tabulka 4.Hodnoty pH naméiené na lokalitach

39



5.2  Pocet rostlin

Nasledujici graf (graf 2.) znazorfiuje pocet vzrostlych rostlin na jednotlivych
lokalitach 1- 15, mimo lokality uvedené v kapitole 4.2. Celkem bylo vyseto 2520 rostlin,
pocet vzeslych rostlin v dobé sklizné bylo 2025, coz odpovida 80,3 %. V piedchozim roce,
jak uvadi Picha (2014) vzeslo z 2940 pouze 1656, coz je pouze 56,3 %. Nejméné vzeslych
rostlin bylo na lokalité 5 (Tfebnouseves), konkrétné 130 z 210 vysetych semen, coz je 61,9 %,
naopak nejvice bylo na pudé¢ z lokality 4 (Horka u Bakova nad J.), kde z 210 vysetych semen
vzeslo 204 rostlin, tedy 91,4 %. Nejvice vzrostlych rostlin a tim, nejvice materidlu pro
hodnoceni bylo u zmifiované lokality 4 (Horka u Bakova nad J.) ze StfedoCeského kraje a
lokality 12 (Pohledy) z Pardubického kraje.

Pocet vzrostlych rostlin na lokalitach
250
200 ]
150 <7 T

pocet rostlin ] ]

SOOI e I e T e O e T e I e I e I e B e I e I
O e T e T e N e I e i e N e e I e I e I
0

2 3 4 5 6 7 9 12 13 14 15

OPocetrostlin 153 133 204 130 188 178 153 189 183 178 151
lokalita

Graf 2. Pocet vzrostlych rostlin na lokalitach 2-15.

5.3  Index napadeni- DI (%)

Podrobny ptehled pro dané lokality, ktery zahrnuje pocet rostlin, stupenn poskozeni a
index napadeni (DI %) je uveden v tabulce 5, pfiloha- kapitola 9. V této tabulce jsou rostliny
roztiidény do 4 skupin, na zaklad¢ stupnéposkozenipodle stupnice Kuginuki et al. (1999), u
jednotlivych vzorki je uveden DI (%).Mezi testovanymi odridami dosahla nejlepSich
vysledkti odrida SY Alister sDI 0,5% a hned vzapéti RAP 1122 s DI 0,8%. Naopak
z testovanych dopadla nejhute,s indexem napadeni 27,5 % (tab. 6), odraidaCWH 241, vedena

jako rezistentni vi¢i onemocnéni Plasmodiophora brassicae. V ramci jednotlivych lokalit
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dopadla nejlépe lokalita ¢islo 4 (Horka u Bakova nad Jizerou) s primérnym indexem
napadeni 1,2 %. Ostatni lokality jsou vcelku vyrovnané, nejhite dopadly lokality 2, 5, 6, 15
s pramérnym indexem napadeni v rozmezi 20,7- 21,3 %. Spole¢nym znakem téchto lokalit je

lokalizace na severu republiky. Podrobnéjsi rozbor je uveden niZe, u jednotlivych grafu.

Lokalita | Kontrola |Mendelson| Mendel |CWH 241[{RAP1122|SY Alistr [X10W513C|{ Priumér
2 100,0 0,0 0,0 36,4 0,0 0,0 10,8 21,0
3 95,2 5,6 0,0 33,3 5,0 0,0 0,0 19,9
4 8,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2
5 94,4 11,1 9,3 26,7 4,3 0,0 0,0 20,8
6 88,9 6,4 6,5 429 0,0 0,0 0,0 20,7
7 90,0 7,3 0,0 11,1 0,0 2,9 2,5 16,3
9 98,0 0,0 0,0 13,9 0,0 0,0 0,0 16,0
12 96,7 0,0 6,0 30,4 0,0 0,0 3,0 19,4
13 32,2 0,0 2,9 44 4 0,0 0,0 0,0 11,4
14 95,2 4,2 53 30,4 0,0 0,0 0,0 19,3
15 100,0 6,1 2,9 33,3 0,0 3,0 3,6 21,3

Primér 81,7 3,7 3,0 27,5 0,8 0,5 1,8

Tabulka 6. Primérny index napadeni (DI %) u rezistentnich odriid na vybranych lokalitach

V nésledujicim grafu (Graf 3) je znazornéno, u kolika lokalit doslo k napadeni v ramci
jednotlivych odrud. Potvrzuje, hodnoceni podle indexu napadeni, kde byly nejlépe hodnoceny
odrady SY Alister a RAP1122, i z nésledujiciho grafu vyplyva, Ze tyto odridy dosahly
nejlepsich vysledkd, kdy doslo k napadeni pouze u 2 lokalit, ¢imZ obé odridydosahly totalni
rezistence na 9 lokalitach (tab. 6, graf 3). Tyto lokality se neshoduji, u odrady SY Alister byly
napadeny lokality 7 (Kbelnice) a 15 (Hradek nad Nisou) (graf 4), u odridy RAP1122 lokality
3 (Bily Kostel nad Nisou) a 5 (Ttebnouseves) (graf 4). Spoleéné pro tyto lokality je lokalizace
na severu republiky. Nejhute z testovanych, s napadenim na 10 lokalitach dopadla odrtda
CWH 241, jedinou lokalitou, ktera nevykazala napadeni je lokalita 4 (Horka u Bakova nad

Jizerou).
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Pocet infikovanych lokalit pro jednotlivé
odrudy
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Graf 3. Pocet napadenych lokalit v ramci jednotlivych odrad.
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Graf 4. Porovnani primérného indexu napadeni- DI (%), mezi kontrolou, RAP1122, SY

Alister

V nasledujicim grafu, grafu 5 je zobrazen DI (%) odrady SY Alister, nejlépe hodnocené
odridy. U této odridy doslo k napadeni pouze na lokalité 7 (Kbelnice), kde ID dosahl 2,9 %
(tab. 5) a lokalité 15 (Hradek nad Nisou) s DI 3,0 % (tab. 5). Ob¢ tyto lokality se nachazeji na
severu republiky a podminky pro rozvoj patogena mohou byt obdobné.
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Graf. 5 Primérny index napadeni- DI(%) u nejlépe hodnocené rezistentni odridy SY Alister

V nasledujicich dvou grafech je znazornén index napadeni pro jednotlivé odridy na
vybranych lokalitdch, pro vétsi prehlednost jsou data rozdélena do dvou grafii (graf 6 a graf
7). Z grafu 6 vyplyva, ze k nejvétsimu napadeni odrid Mendelson a Mendel doslo na lokalité
Cislo 5 (Tiebnouseves) (tab. 1), kde index napadeniu odridy Mendelson dosahl 11,1%, u

odridy Mendel pak 9,3%. Ob¢ odriidy jsou s timto indexem povazovany za rezistentni.
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Graf 6. Primérny index napadeni u rezistentnich odrad Mendel a Mendelson na vybranych

lokalitach.

V grafu 7 je zobrazen index napadeni pro odraidy CWH 241, RAP 1122, SY Alister a
X10W513C. Z grafu je patrné rozsahle napadeni u odridy CWH 241,podrobnéji rozebrano
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nize, u grafu 8. Odrada RAP 1122 byla nejvice napadena na lokalit¢ 3 (Bily Kostel nad
Nisou), kde hodnota indexu napadeni dosahla 3 %. SY Alister byl napaden na dvou lokalitach
a okomentovan je u grafu ¢islo 5. Odriida X10W513C byla napadena nejvice na lokalité 2
(Holany) (tab.1),kde index napadeni dosahl 10,8 %.
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Graf 7.Primérny index napadeni u rezistentnich odraid CWH 241. RAP 1122, SY Alister,
X10W513C na vybranych lokalitach
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Graf 8. Primérny index napadeni- DI(%) u nejhtife hodnocené rezistentni odrudy

V grafu 8 je vykreslen index napadeni- DI (%) u odraidy CWH 241, pro jednotlivé lokality.

Jak z grafu vyplyva, tato odruda vykazala nadmérné napadeni patogenem Plasmodiophora
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brrasicae. Jedinou lokalitou, kde u rostlin neprobéhla infekce je lokalita 4 (Horka u Bakova
nad Jizerou). K pfipustnému napadeni doslo na lokalit¢ 7 (Kbelnice), kde byl vypocitan index
napadeni na 11% a lokalit¢ 9 (Horusice), kde index napadeni dosahl necelych 15%. Obrazky
8- 14 (kapitola 9- Ptiloha) zobrazuji ukazku napadeni jednotlivych odrud. Na zakladé téchto
obrazkl je patrné extrémni napadeni kontrolni (Obrazek 8), nachylné odridy, nasledné je
patrné napadeni na odradé CWH 241 (Obrazek 10), ktera v tomto experimentu nedoséhla

dobrych vysledki.

5.4  Detekce Plasmodiophora brassicae pomoci sekvence

V rdmci studie bylo otestovano 14 vzorka pud testovanych lokalit (tab. 1), odebranych
v roce 2013. U téchto vzorka byla izolovana DNA, k testovani byla pouzita PCR metoda a
nasledné¢ prob¢hla vizualizace fragmentd na UV transiluminatoru.Byly pouzity primery
navrzené Cao et al. (2007). Jak vyplyva z nize uvedeného elektroforeogramu, z celkem 14
testovanych vzorkl pudy, byla ptitomnostPlasmodiophora brassicae detekovana na vsech 14

lokalitach. Tyto ptidni vzorky byly jiz dfive pouzity v pokusu k bakalaiské praci Picha (2014).

8 9 10 11 12 13 14

Obrazek 4. Detekce Plasmodiophora brassicaez pud odebranych z testovanych
lokalitElektroforeogram PCR produktl po separaci na agar6zovém gelu. Pouzité primery, (-)-
negativni kontrola, (+)- pozitivni kontrola, 1- 14 — lokality- pozitivni na pfitomnost

Plasmodiophora brassica

Z kotenu fepky olejky, péstované v infikované zeminé z testovanych lokalit, byla
izolovana celkovd DNA pomoci CTAB. K detekci byla vyuzita technika PCR za vyuziti
specifickych primeri (tab. 3) a vizualizace fragmentt na UV transiluminatoru.. Tato metoda

je dalsi detekéni metodou vyuzitelnou pro detekci patogena Plasmodiophora brassicae.
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548 bp

Obrazek 5. Detekce Plasmodiophora brassicaez koieni odebranych z testovanych
lokalitElektroforeogram PCR produkti po separaci na agar6zovém gelu. Pouzité primery, (-
Velikost PCR produktu 548 bp; M- marker, 1-3,5 pozitivni na pfitomnost Plasmodiophora
brassicae, 4 negativni vzorek, )
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5.5

Statistické vyhodnoceni sklenikového pokusu
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Grafll.Testovani normalniho rozlozeni dat (SW-W- hodnoty Shapiro- Wilkova testu)

Odrtda: Kontrola DI (%): SW-W =0,6131; p = 0,00004
Odrtda: Mendelson DI (%): SW-W =0,842; p = 0,0335
Odrtda: Mendel DI (%): SW-W =0,8427; p = 0,0343
Odriada: CWH241 DI (%): SW-W =0,9142; p =0,2733
Odrtda: RAP1122 DI (%): SW-W =0,5003; p = 0,00000
Odrtda: SY Alister DI (%): SW-W = 0,4893; p = 0,00000
Odrtda: X10W513C DI (%): SW-W =0,6298; p = 0,00006

Pro testovani normality byl zvolen Shapiro- Wilkuv test. Z grafu i hodnot je patrné, ze doslo

k porusSeni piedpokladu normality, pfedev§sim kviuli nepatrnym rozdilim v hodnotach DI (%)

u nékterych odrud (Graf 11). Ztohoto diivodu neni mozné pouzit ANOVU a proto bylo

zvoleno testovani jeji neparametrickou obdobou Kruskal- Wallisiv test, diky kterému bylo

zjisténo, mezi kterymi odridami je vyznamny rozdil. Na zaklad¢é tohoto vicenasobného

porovnani lze fict, Ze nejlepSich vysledkl bylo dosazeno u odrid RAP 1122 a SY Alister.

Rozdil mezi témito odridami neni statisticky vyznamny (Tab. 10). Na rozdil od odridy CWH

241, kde doslo ke statisticky vyznamnému rozdilu.Vysledky Kruskal- Wallisova testu Ize také

graficky, pomoci krabicového grafu, tento graf (Graf 12) znazoriiuje medidn, dolni a horni
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kvantil a rozpéti. Z tohoto grafu je opét patrny nejlepsi vysledek u odrad RAP 1122 a SY

Alister, ktery dosahl o néco lepsich vysledk, kdy hodnota medianu se rovna nule a rozpéti

hodnot, v naSem ptipad¢ hodnot indexu napadeni, je uzké.

Vicenasobné porovnanip hodnot (oboustr.); DI (%) (Tabulka vse)
Nezavisla (grupovaci) proménna : Odriida
Kruskal-Wallistv test: H ( 6, N= 77) =50,26531 p =0,0001
Zavisla: Kontrola Mendelson Mendel CWH241 | RAP1122 SY Alister X10w513C
Dl (%) R:70,364 R:36,000 R:33,909 | R58,909 | R:23,409 R:22,500 R:27,909
Kontrola 0,006624,  0,002786/ 1,000000  0,000018 0,000011 0,00018
Mendelson 0,006624 1,000000 0,342865  1,000000 1,000000 1,00000
Mendel 0,002786 1,000000 0,184267  1,000000 1,000000 1,00000
CWH241 1,000000 0,342865  0,184267 0,004160 0,002840 0,02426
RAP1122 0,000018 1,000000 1,000000  0,004160 1,000000 1,00000!
SY Alister 0,000011 1,000000 1,000000 0,002840  1,000000 1,00000
X10W513C 0,000180 1,000000  1,000000  0,024262  1,000000 1,000000
Tabulka 10.Kruskal- Wallistv test- porovnani hodnot
Krabicovy graf dle odrGd
Proménna: DI (%)
120
100+
[©]
80t
. 60t
S
a
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o
20 ¢
-20 ‘ ‘ ‘ ‘
Kontrola Mendel RAP1122 X10W513C .
Mendelson CWH241 SY Alister @ Median
[ ]25%-75%
OdrGda

Graf 12.Grafické znazornéni Kruskal- Wallisova testu

| Min-Max

Rozlozeni hodnot indexu napadeni v jednotlivych skupinach Ize pomoci kategorizovaného

histogramu (Graf 13). Opét se potvrzuji nejlepsi vysledky u odrad RAP 1122 a SY Alister.
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6. DISKUZE

Vyskyt Plasmodiophora brassicaebyla detekovana v mirném péasu Evropa, Asie, Amerika
(Strelkov et al., 2011), dochazi k jejimu Sifeni i do tropickych oblasti- Vietnam, Thajsko,
Indonesie (Tanaka, 1996). K masovému S§ifeni doslo roku 2003 v Kanadé (Hwang et al.,
2011). Prvni zminky o tomto onemocnéni V ¢eskych zemich je datovano roku 1896 z okoli
Veseli nad Luznici (Chytilova a Dusek, 2007). Do roku 2011 bylo v Ceské republice toto
onemocnéni problémem pievazné zelinaiskych oblasti, roku 2011 byl zaznamenan narust
napadeni na fepce ozimé (Kazda a kol., 2013), ¢imz doslo ke zvySeni pozornosti smérem ke

zminovanému patogenu.

Tento experiment probihd druhym rokem, vysledky zroku 2013 byly publikovany
Vv bakalaiské praci Picha (2014). Experiment byl v roce 2014 obohacen o lokalitu Hradek nad
Nisou (tab. 1), nicméné byl naopak ochuzeny o lokality 8 (Zirovnice), 10 (Hrd&jovice Ves),

11 (Velké Bilovice) a v zavéru o lokalitu 1 (Modlibohov), u které neprobéhla uspésna infekce.

Soucasti experimentu bylo zjisténi stupné napadeni u odrid fepky olejky deklarovanych
jako rezistentni, které byly péstovany na infikované zeminé z odli$nych lokalit. Infikovana
zemina byla pouzita z oblasti svyskytem patogena Plasmodiophora brassicae, kde lze
predpokladat, Ze panuji podminky prostfedi pfiznivé pro rozvoj patogena. Piitomnost
patogena byla ovéfena ptimou detekci z ptidnich vzorkli. Déle probéhl biologicky test, kdy
doslo k zaloZzeni pokusu a naslednému vyhodnoceni symptomatickou metodou, pomoci
stupnice napadeni dle Kuginuki et al. (1999). Hlavnim cilem této prace bylo zjistit u¢innost

rezistentnich odriid fepky ozimé v podminkach Ceské republiky.

6.1  Monitoring patogena Plasmodiophora brassicae

Jak vyplyva z literarni reSerse, napadeni hostitelské rostliny patogenem je ovliviiovano
vnéjSimi podminkami, jako je teplota pudy, vlhkost a vyzivny stav rostliny. Ke kli¢eni
trvalych spor dochézi v Sirokém teplotnim rozmezi 6-27°C (Gossen et al., 2012), coz
potvrzuje i Dixon (2009b), ktery uvadi idealni podminky pro kliceni 24°C. V naSem
sklenikovém pokuse, byly teploty idedlni pro rozvoj patogena. DalSim dilezitym faktorem
ovlivitujici prub&h napadeni jehodnota pH pidy, nazory na hodnotu optimalniho pH se lisi,
Ricatova a kol. (2013), uvadi optimalni hodnotu pH v rozmezi 4,5-6, naopak Dixon (2009a),
uvadi optimalni hodnotu ptdni reakce pro rozvoj patogena v rozmezi 6-6,7, pii hodnotach pH

nad 6,9 dochazi k poklesu zivotaschopnosti spor.Webster (1986) uvadi pokles indexu
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napadeni se zvysujicim se pH, coz z vysledkl tohoto experimentu nemizeme potvrdit. U pad
pouzitych v naSem experimentu se hodnoty pH pohybovaly v rozmezi 6,4-7,3 a optimalnim
hodnotdm podle Dixona (2009a) se vymykaji lokalita 1 (Modlibohov), ktera byla pro
neuspésnou infekci s pokusu vyfazena a lokalita 2 (Holany).Vezmeme-li v Uvahu hodnoty
naméfené v naSem experimentu, Ize potvrdit vysledky Dixona (2009a), kdy pozitivni vliv na

Sifeni spor méla hodnota pH6,6- 6,8.

U jednotlivych pad, vyuzitych pro sklenikovy pokus bylo nutné potvrdit pfitomnost
patogena, aby byly zajistény idedlni podminky pro piipadny vznik infekce. Pfitomnost
patogena lze zjistit pomoci fluorosen¢niho mikroskopu (Faggian et al., 1999), nicméné
efektivnéjsi metoda je molekuldrni, kdy dojde k izolaci DNA a jeji ndsledné pouziti pro
detekci patogena Plasmodiophora brassicae pomoci metody PCR (Cao et al., 2007).
Vyhodou této metody je rychlost, opakovatelnost, nicméné se jedna o metodu finanéné
naroc¢nou, vyzadujici dobré technické zazemi. Pro PCR byly pouzity primery navrzeny Cao et
al., (2007), pomoci téchto primeri dochazi k detekci patogena Plasmodiophora brassica.
Pfitomnost patogena byla potvrzena na vSech lokalitdch, tudiz chyby v dusledku pouziti

neinfikované zeminy mohly byt vylouceny.
6.2  Index napadeni

6.2.1 Hodnoceni odrad

Tento index udava schopnost odridy odolavat natlaku patogenu. U rezistentnich odrid
byvé index napadeni do 20 % u nachylnych odriad pak 80- 100 % (Chytilova a Dusek, 2007).
U kontroly je index napadeni 81,7 % (tab.6), coZ znaci jeji nachylnost a na zamoteném
pozemku by podlehla tlaku patogena, coz by vedlo az k zaordni porostu. Vysledky byly
porovnany s vysledky v bakalaiské praci Picha (2014). Dale byly hodnoty ziskané z roku
2014 podrobeny statistickému vyhodnoceni, které potvrzuje niZze zminované vysledky
(kapitola 5.5). Tabulka 7, kapitola 9- Ptiloha zobrazuje podrobny piehled experimentu a
porovnani pro rok 2013 a 2014.Picha (2014), uvadi, ze vroce 2013 dosahly nejlepsich
vysledkti odridy RAP 1122 s DI 3,6% a vzapéti s DI 4,5% odrada SY Alister. Vyskyt
ptiznakl se objevil na Ctyfech lokalitach. Pro rok 2014 byl vysledek opacny, nejlepsiho
hodnoceni dosahla odrida SY Alister s DI 0,5% a na druhém mist¢ RAP 1122 s DI 0,8%
(graf 9 a 10., kapitola 9 Piiloha), neshodoval se ani vyskyt napadeni na jednotlivych
lokalitach, v roce 2014 doslo k napadeni pouze na dvou lokalitdch (obr. 5 a 6, kapitola 9.

Ptiloha).Nicméné z vysledka vyplyva souvislost mezi teplotou, vlhkosti a pH ptudy.Jednotlivé
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odrudy vroce 2014 vykazaly nejvétSi index napadeni na lokalitach v Libereckém, nebo
Kralovéhradeckém kraji. Podobnych vysledkt bylo dosazenov roce 2013, v téchto lokalitach,
jak vyplyvé z dat CHMU (tab. 8 a 9, kapitola 9. Piiloha), panovaly nadmérné srazky a idealni
teploty pro rozvoj patogena. Vysledky jednotlivych let mohou byt ovlivnény mensSim
mnozstvi vzeSlych rostlin, a tim mensihomnozstvi rostlinného materialu, pro hodnoceni
vroce 2013.Celkem bylo v roce 2014 vyseto 2520 rostlin, pocet vzeslych rostlin v dobé
sklizn€ bylo 2025, coz odpovida 80,3%. V ptedchozim roce, jak uvadi Picha (2014) vzeslo
Z 2940 pouze 1656, coz je pouze 56,3%. Nejhorsich vysledkt v obou letech dosahla odrida
CWH 241. V roce 2013 byl index napadeni 32,1 %, v roce 2014 27,5 %.Podle Chytilova a
Dusek(2007) by se dala odrida, vroce 2014, povazovat za rezistentni na lokalité 7
(Kbelnice), kde byl vypocitan index napadeni na 11% a lokalit¢ 9 (Horusice), kde index
napadeni dosahl necelych 15%. Pro uvedené lokality, 4, 7, 9 by se dala, v ptipadé
nedostupnosti vhodnéjsi odrady, pouzit odrida CWH 241.

6.2.2 Hodnoceni lokalit

Nejlepsich vysledkt v ramci lokalit doséhla lokalita 4 (Horka u Bakova nad Jizerou),
Tato lokalita se nachazi ve Stfedoeském kraji, kde z dat CHMU (2015) lze vyé&ist
podprimérné srazky a nadprimérné teploty. Pfitomnost patogena v zeminé byla potvrzena
pomoci metody PCR, lze vylou¢it nizky index napadeni v disledku nepfitomnosti
patogena.Jak uvadi Prokinova a kol. (2013) pro idealni rozvoj patogena jsou vyssi teploty
doprovazené vlhkosti, optimaln¢ 70- 90 % pIné vodni kapacity. Nizky index napadeni lze
odivodnit, vzhledem k nizkému napadeni i nachylné odridy, nedostate¢nou zavlahou a tim
nedostatecné piiznivych podminek pro rozvoj onemocnéni. Pro ovéfeni lze doporucit ovétit
pfitomnost patogena pomoci molekularni metody. V tomto sméru bohuZel nelze porovnat, jak
uvadi Picha (2014), v roce 2013 dosahla nejlepSich vysledkt lokalita 11 (Velké Bilovice),
ktera nebyla v roce 2014 soucasti experimentu. NejhorSich vysledkd dosahla lokalita 15
(Hradek nad Nisou) v Libereckém kraji s DI 21,3%, ktera je podle dat CHMU teplotné i
srazkoveé prumérné (tab. 8 a 9, kapitola 9- Pfiloha). Obdobnych vysledkt dosahly lokality 2, 5
a 6. Nejhtiife vroce 2013 dopadla lokalita 9 a obdobnych vysledkii bylo dosaZzeno na
lokalitach 5 a 6, coz se shoduje s vysledky roku 2014.

Jediny zastupce Moravskoslezského kraje, lokalita ¢islo 13 (Kozmice), kterd vykazala
pozitivni nalez pouze na kofenech odriud Mendel a CWH 241 se tak s indexem napadeni 11%,
stala v ramci experimentu druhou nejlépe hodnocenou lokalitou.V tomto kraji, v roce 2014

panovaly lehce podprimérné teplotya srazkove se zaradila mezi oblast nadprumérnou(tab 8 a
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9), coz jsou podminky vhodné pro rozvoj patogena. Coz plati pouze pro odridu CWH 241,
ktera na této lokalité dosahla nejvétSich hodnot indexu napadeni, 44,4 % a tim ziskala status
odridy nevhodné pro pouziti v dané lokalité.Rezistence vici patogenu Plasmodiophora
brassicae, podle Chytilova a Dusek (2007), byla potvrzena u vSech testovanych odrud, kromé
CWH 241, kde doslo k prolomeni rezistence. Nejlepsi ptedpoklady na tspé$né uchyceni
odrtd pro naSe podminky se jevily u odrid RAP 1122 aSY Alister.

6.3  Detekce Plasmodiophora brassicae

Jak uvadi Diederischen (2009) podminky prostiedi nejsou jedinym rozhodujicim faktorem pro
rozvoj onemocnéni, dulezitou roli hraji jednotlivé patotypy patogena Plasmodiophora
brassicae. Slechténi jednotlivy rezistentnich odriidje zaméfeno proti nejéastéji se
vyskytujicim patotypim v dané geografické oblasti (Habibur et al., 2011), tudiz nemusi
dosahovat takové ucinnosti pro jinou geografickou oblast. Detekce patogena probiha jednak
Z pidnich vzorkt ale také z kotfenli, kde mlze byt detekovan i ptes to, Ze zatim nedoslo
Kk viditelnym projevim napadeni. Tyto metody mohou byt vyuzity ptevazné k urychleni
experimentu, nicméné se jednd o metodu finanéné¢ ndkladnou, ndrocnou na technické

vybaveni pracoviste.
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7. ZAVER

Tento vyzkum probihal druhym rokem a vzhledem k vysledkam, i ptes infekci, se vétSina
odrid v naSich podminkach osvédCily. Z vysledkii jsou patrné odliSnosti napadeni
jednotlivych odrud na jednotlivych lokalitach, rozdilny stupen napadeni byl o¢ekavan a lze
tedy potvrdit hypotézu. Dale doslo K potvrzeni korelace mezi rozvojem onemocnéni a

podminkami prostfedi.

Nicméné musime vzit v tvahu variabilitu patogena a jeho moznou proménu V disledku
opakovaného péstovani, kdy muize dojit k napadeni, jako se tomu stalo u odriidy Mendel
vV Némecku a Velké Britanii. Je tfeba se fidit pravidly integrované ochrany pii boji
s patogenem Plasmodiophora brassicae. Je tfeba apelovat na péstitele, aby boj stimto
patogenem zahdjili preventivnimi opatfenimi, jako jsou dodrZovani osevniho postupu,
spravna agrotechnika a vneposledni fadé¢ likvidace brukvovitych plevelil, jakoZto hostiteli.
Zavérem lze fici, ze odrudy péstované v zahrani¢i a vedené jako rezistentni najdou sve

uplatnéni i v podminkéach Ceské republiky.

54



SEZNAM LITERATURY

Agrios, G. N. 1997. Plant patology, 4th ed., Academic Press a division of Harcourd
and Company, Sand Diego, ISBN 0-12-044564-6, 635 s.

Arie, T., Namba, S., Yamashita, S., Doi, Y. 1998. Detecton of resting spores of
plasmodiophora brassicae woron. From soil and root by fluroscent antibody
technique. Annals of the Phytopathological Society of Japan. 54(2). 242-245

Ayers, G. W. 1972. Races of Plasmodiophora brassicae infecting crucifer crops in
Canada. Canadian Plant Disease Survey. 52. S 77-81.

Baranyk, P., Fabry, A. 1999. History of the rapeseed (Brassica napus L.) growng and
breeding from middle age Europe to Canberra. 10" International Rapeseed Congress.
Canberra

Baranyk, P., Ehrenbergrova, M. 2005. Moznosti vyuzitifepky. Sbornik — 22.
Vyhodnocovaci seminaf Systém vyroby fepky a Systém vyroby slunecnice. Svaz
pestiteld a zpracovateld olejnin. Praha. 87- 90

Baranyk, P. P&stovani a zpracovani fepky olejné. Tiskova konference ,,Repkovy olej-
olej nad zlato*. 2013. Cesk4 zemédélska univerzita v Praze.

Bartos, P. (1979). Ochrana rostlin. Odolnost zeméd¢€lskych rostlin k chorobam. Statni
pedagogické nakladatelstvi Praha, 1- 122.

Bartova, E. 2011. lIzolace DNA. Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno. Fakulta
veterinarni hygieny a ekologie. Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvitat.
Dostupné z (cit. 7.3.2015) <http://mmp.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-
izolace_dna&lang=cz>

Barttiikova, J., Paulik, M., Hrusak, O., Smetana, K., Sediva, A., Spisek, R., Sprong],
L., Vernerova, E. 2011. Vysetfovaci metody v imunologii. 2. Piepracované a doplnéné
vydéani. Praha. Grada Publishing a.s. 164 s. ISBN: 978-80-247-3533-7

Bhattachyryya, T. K, Mandal, N. C. 2006. Managment of clubroot (Plasmodiophora
brassicae) of rapeseed and mustard by Nitrogenous fertilizers. Annals of Plant
Protection Sciences. Volume:14, Issue: 1. 260-261

Becka, D., Vasak, J., Zukalova, H., Miksik, V. 2007. Repka ozima- Péstitelsky radce.
CZU v Praze. ISBN 978-80-87111-05-5

55



Becka, D., Simka, J., Prokinova, E., Miksik, V., Vasak, J., Zukalova, H.2013. Repka
ozima, inovace péstitelské technologie. CZU v Praze. ISBN 978-80-213-2382-7
Bec¢ka, D., Simka, J., Bokor, P., Prokinovd, E., Bekova, L. 2012. Diagnostika
hlizenky obecné (Sclerotinia sclerotiorum) u fepky ozimé pomoci odbéru korunnich
platka (Petal test). Prosperujici olejniny 2012. Sbornik z konference s mezinarodni
ucasti. CZU v Praze. ISBN 978- 80- 213-2335- 3

Buzacki, S. T., Ockendon, J. G., White, J. G. 1974. General studies. Rep Natn Veg
Res. STN for 1974. S 113

Buzacki, S. T, Toxopeus, H., Mattuscha, P., Johnston, G. R., Dixon, G. R., Hobolth,
L.A. 1975. Study of physiological specialization in Plasmodiophora brassicae
proposals for attempted rationalization though an international approach. Transaction
of the British Mycological Society, 65: p. 295.303

Cao, T., Tewari, J., Strelkov, E. S. 2007. Molecular Detection of Plasmodiophora
brassicae causal agent of clubroot of crucifers, in Plant and Soil. Department of
Agricultural, Food and Nutritional Science University of Alberta, Edmonton, AB T6G
2P5, Canada. Plamt Dis. 91:80-87

Cao, T., Rennie, D.C., Manolii, V.P.,, Hwang, S.F., Falak, I., Strelkov, S.E..
Quantifying resistence to Plasmodiophora brasicae in Brassica hosts. 2014. Plant
Pathology. 63. 715-726.

Craig, M.A., Dixon, G.R.1993. The influence of boron on the growth of
Plasmodiophora brassicae n Summer Cabbage. In: Proceedings crop protecton
inNorthern Britain Scottisch Crop Research Institute Dundee, pp 277-282. ISSN 0260-
485X

Cerny 2012: Hybridni fepky Dekalb opét o krok vpied. Uroda 4/12.

CHMU.2014. Dostupné z:

<http://portal.chmi.cz/portal/dt?portal _lang=cs&menu=JSPTabContainer/P1_0_Home
>

Devos, S., Vissenberg, K., Verbelen, J.P., Prinsen, E. 2005. Infection of Chinese
cabbage by Plasmodiophora brassicae leads toastimulation of plant growth: impacts
on cell wall metabolism adn hormone balance. New Phytol. 166(1): 241-250.
Diederichsen, E., Frauen, M., Linders, E.G.A., Hatakeyama, K., Hirai, M. 2009. Status
and perspectives of clubroot resistence breeding in crucifer crops. Journal of Plant
Growth Regulation. Volume 28, Issue 3. 265-281.

56



Dixon, G.R.2009. Plasmodiophora brassicae in its Environment. Journal of Plant
Growth Regulation, vol. 28, issue 3, p212-228. DOI: 10.1007/s00344-009-9098-3.
Dostupné z :

Donald, C., Porter, I.: Integrated control of clubroot. J. Plant Growth Regul. 28: 289-
303. Doi: 10.1007/s00344-009-9094-7

Dreiseitl, A. (2010). Genetické rezistence rostlin a jeji vyznam v ochrané pied ptavodci
chorob. Zeméd¢lsky vyzkumny ustav Krométiz, s.r.o.

Ernst, T. W., Stanton, D., Rennie, D. C., Falak, 1., Hwang, S. F., Strelkov, S. E. 2013.
Plasmodiophora brassicae resting spore load dynamics in clubroot- resistant canola
(Brassica napus) cropping systems in Alberta, Canada.

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

Faggian, R., Bulman, S. R., Lawrie, A. C., Porter, I. J. 1999. Specific polymerase
chain reaction primers for detection of Plasmodiophora brassicae in soil and water.
Phytopathology. Mya 1999, volume 89, number 5. 392-397

Faggian, R., Strelkov, S. E. 2009. Detection and Measurement of Plasmodiophora
brassicae. Journal of Plant Growth Regulation. September 2009. Volume 28,Issue 3,
282-288.

Friberg, H., Lagerl6f, J., R&mert, B. 2006. Usefulness of nonhost plants in managing
Plasmodiophora brassicae. Plant Pathology. 55:690-695. Doi: 10.111/j. 1365- 3059.
2006. 01408.x

Habibur, R., Shakir, A., Hasan, M. J. 2011. Breeding for clubroot resistant spring
canola (Brassica napus L.) for the Canadian prairies: Cant he European winter canola
cv. Mendel be used as a source of resistant? Canada Journal Plant Sci. 91: 447- 458.
Doi: 10.4141/CJPS10073

Hatakeyama, K., Fujimura, M., Ishida, M., Suzuki, T. 2004. New
ClassificationMethod for Plasmodiophora brassicae Field Isolates in Japan Based on
Resistance of F; Cultivars of Chinese Cabbage (Brassica rapa. L.) to Clubroot.
Breeding Science. Japan. 52:197-201

Hirai, M. 2006.Genetic analysis of clubroot resistence in Brassica crops. Breeding
Science. Volume 56, Issue 3. 223-229.

57



Howard, R. J., Burke, D. A, Strelkov, D. E., Rennie, D. C., Pugh, C. A., Lisowski, S.
L. I, Harding, M. W., Daniels, G. C. 2013. Evaluating methods for cleaning and
desinfestng equipment contaminated with clubroot.

Howard, R. J., Strelkov, S. E. , Harding, M. W. 2010. Cluroot of cruciferous crops-
new perspectives on an old disease. Can JPlant Pathol, 32 (2010). 43-57.

Honig, F. 1931. Der Kohlkropferreger (Plasmodiophora brassicae Wor.) Eine
Monographie. Gartenbauwissenschaft, 5: 116-225

Hwang, S.F., Ahmed, H.U., Zhou, Q., Strelkov, S.E., Gossen, B.D., Peng, G.,
Turnbull, G.D. 2014. Efficacy of vapam fumigant against clubroot (Plasmodiophora
brassicae) of canola. Plant Pathology.

Hwang, S.F., Ahmed, H.U., Zhou, Q., Rashid, A., Strelkov, S.E., Gossen, B.D., Peng,
G., Tumbull, G.D. 2013. Effect of susceptible and resistant canola plants on
Plasmodiophora brassicae resting spore populations in the soil. Plant Pathology. 62,
404-412.

Hwang, S.F., Strelkov, S. E., Feng, J., Gossem, B. D., Howard, R.J. 2012a.
Plasmodiophora brassicae: a review of an emerging pathogen of the Canadian canola
(Brassica napus) crop. Molecular Plant Pathology. Volume 13, Issue 2. 105-113
Hwang, S. F., Ahmed, H.U., Zhou, Q., Strelkov, S. E., Gossen, B.D., Peng, G.,
Turnbull, G. D. 2012b. Assessement of the impact of resistant and susceptible canola
on Plasmodiophora brassicae inoculum potential. Plant Pathology (2012) 61, p. 945-
952. DOI: 10.1111/j.1365-3059.2011.02582.x

Chytilova, V., Dusek, K. 2007. Metodika testovani odolnosti brukvovitych plodin
k nadorovitosti. Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i. ISBN 978-80-87011-23-2

Ito, S., Maehara, T., Tanaka, S., Kameya-Iwaki, M., Yano, S., Kishi, F. 1997. Cloning
of single-copy DNA sequence unique to Plasmodiophora brassicae. Physiological and
Molecular Plant Pathology. Volume 50, Issue 5, May 1997. 289-300.

Ikegami, H., Ito, T., Imuro, Y., Naiki, T. 1981. Growth of Plasmodiophora brassicae
in the root and callus of Chinese cabbage. In: Talekar NS, Griggs TD (eds) Chinese
cabbage. Asian Vegetable Research and Development Center, Taiwan, s 81-90
Jedryczka, M., Kasprzyk, 1., Korbas, M., Jajor, E., Kaczmarek, J. 2014. Infestation of
Polish agricultural sols by Plasmodiophora brassicae along the Plish- Ukrainian

border. Journal of Plant Protection Research. VVol. 54 Issue 3, 238,

58



Jaschke, D., Dugassa- Gobena, D., Karlovsky, P., Vidal, S., Ludwig- Mauller, J.
2010.Supression of clubroot (Plasmodiophora brassicae) development in Aradopsis
thaliana by the endophytic fungus Acermonium alternatum. Plant Pathology. VVolume
59, Issue 1. S 100-111

Kageyama, K., Asano, T. 2009. Life cycle of Plasmodiophora brassicae. J Plant
Growth Regul, 28 (2009). 203-221.

Kammerich, J., Beckmann, S., Scharafat., Ludwig-Muller J. 2014. Suppression of the
clubroot pathogen Plasmodiophora brassicae by plant growth promoting formulations
in roots of two Brassicae species. Plant Pathology. 2014.63. 846-857

Karling, J. S. 1968. The Plasmodiophales: including a complete host index,
bibliography, and a description of diseases cause by species of this order. Hafner, New
York, s.240

Kazda, J., Skeiik, J., Baranyk, P., Herda, G., Nerad, D., Volf, M. 2008. Metodika
integrované ochrany fepky. Praha: SPZO, 80 s. ISBN 978-80-87065-08-2

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

Kopecky, P., Dolezalova 1., Duchoslav, N., Dusek, K. 2012. Variability in resistence
to cluboot in Europeancauliflowercultivars. Plant Protect. Sci., 48: 156-161.

Kuginuki, Y., Yoshikawa, H., Hirai, M. 1999. Variation in virulence of
Plasmodiophora brassicae in Japan tested with clubroot- resistant cultivars of Chinese
cabbage (Brassica rapa L. ssp. pekinesis). European Journal of Plant Pathology 105:
327-332.

Li, Xing-yu., Yang, Jing-jing., Mao, Zi-chao., Ho, Hon-hing., Wu, Yi-xing., et al.
2014. Enhancement of Biocontrol Activites and cyclic Lipopeptides Production by
Chemical Mutagenesis of Bacillus subtillis XF-1, a Biocontrol Agent of
Plasmodiophora brassicae and Fusarium solani. Ndian Journal of Microbiology 54.4,
2014. 476-479

Ludwig- Mdller, J., Prinsen, E., Rolfe, S. A., Scholes, J. D. 2009. Metabolism and
plant hormone action during clubroot disease. J. Planit Growth Regul. 28, s 229-244.
Ludwig-Mdiller, J., Jilke, S., Geiss, K., Richter, F., Mithofer, A., Sola, L., Rusak, G.,
Bulman, K., Bulman, S. 2014. A novel methyltransferase from the intracellular
pathogen Plasmodiophora brassicae methylates salicylic acid. Molecular Plant

Pathology.

59



Martison, Matt. 2014. New clubroot strain found in resistant canola, Growers should
be vigilant and use good machinery hygiene. The Mountaineer.

Mazakova, J., Lebeda, A., Taborsky, V. 2006. Protozoa a chromista. Ceska
fytopatologicka spolecnost. Praha. ISBN 90-803545-1-3.45s

Monteith, J. 1924. RElation of soil temperature and soil moisture to infection by
Plasmodiophora brassicae. J.

Naiki, T., Dixon, G. R. 1987. The effects of chemicals on developmental stages of
Plasmodiophra brassicae (clubroot). Plant Pathology. 316-327.

Necas, O. (2000): Obecna biologie pro lékaiské fakulty. HandH, JinonCany. 554s.
ISBN 80-86022-46-3

Ovesna, J:, Hodek, j. 2007. Vyuziti AFLP pro genotypizaci rostlin. Metodika pro
praxi. Vyzkumny Ustav rostlinné vyrobym v. v. i. 21 s. ISBN 978-80- 87011-36-2.
Peng, G., Lahlali, R., Hwang, S. f., Pageau, D., Hynes, R. K., Mcdonald, M. R,
Gossen, B. D., Strelkov, S. E. 2014. Crop rotation, cultivar resistence, and fungicides/
biofungicides for managing clubroot (Plasmodiophora brassicae) on canola. Can. J.
Plant Pathology. Vol. 36, No, S1, s. 99-112, 7.3.2015 dostupné z
<http://dx.doi.org/10.1080/07060661.2013.860398>

Picha, A. 2014. Vyskyt a $kodlivost Plasmodiophora brassicae na ozimé fepce v CR.
Ceska zemé&délska univerzita. Praha. 55s.

Piterkov4, J., Tomankovd, K., Luhova, L., Petfivalsky, M., Pe¢, P. 2005. Oxidativni
stres: Lokalizace tvorby aktivnich forem kysliku a jejich degradace v rostlinném
organismu. Chemické listy 99. 455-466 s

Piterkova, J., Luhova, L., Petfivalsky, M. 2008. Signalni drahy oxidu dusnaté¢ho
v rostlinach. Chemické listy. 102. 410- 416 s

Prokinova, E. 2000 : Choroby fepky (223-232). In: Vasak, J. a kol (2000) Repka.
Agrospoj, 321s.

Prokinova, E. 2003. Choroby fepky vyznam v CR a ochrana proti nim. Repka, Mak,
Hoi¢ice. Sbornik referati z konference. CZU v Praze. ISBN 80- 213- 1007- 3
Prokinova, E., Kazda, J., Grimova, L., Ri¢afova, V. 2013. Nadorovitost kofent
brukvovitych na fepce ozimé. Agromanual.

Rod, J. (1996). Zpravy- ptivodce nadorovitosti brukvovitych plodin. Brno: UKZUZ,

37 kvéten, ro€. 1996, zvlastni Cislo. s. 45.

60


http://dx.doi.org/10.1080/07060661.2013.860398

Rod, J. 2012. Atlas chorob sktudct ovoce, zeleniny a okrasnych rostlin. 4., doplnéné a
piepracované vydani Libeznice. Vikend, 94 s. ISBN 978- 80- 7433- 051- 3

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

Ri¢afova, V., Kazda, J., Prokinova, E., Grimova, L., Sandhu, S. K., Baranyk, P.,
Rysanek, P. 2013. Clubroot on winter rape (Brassica napus) in the Czech Republic.
Siemens, J., Keller, 1., Sarx, J., Bulmans, S., In, O., Ludwig- Miiller, J. 2006

Siemens, J., Graf, H., Bulman, S., In, O, Ludwig- Muller, J. 2009. Monitoring
expression of selected Plasmodiophora brassicae during clubrrot development in
Aradopsis thaliana. Plant Pathology, Volume 58, I1Ssue 1 s 130-136

Slusarenko, A. J., Fraser, R. S. S., van Loon, L. C. 2000. Mechanism of Resistance to
Plant Disease, Kluwer Academic Publisher, Dordrecht, ISBN 0-7923-6418-X, 620 s.
Some, A., Manzanares, M. J., Laurens, F., Baron, F., Thomas, G., Rouxel, F. 1996.
Variation for virulence on Brassica napus L. amongst Plasmodiophora brassicae
collections from France and derived single- spore isolates. Plant Pathology. VVolume
45, Issue 3, s 432- 4309.

Strelkov, S. E., Manolii, V.P., Cao, T., Xue, S., Hwang, S. F. 2007. Pathotype
classification of Plasmodiophora brassicae and its occurrence in Brassica napus in
Alberta, Canada. J. Phytopathol. 155. 706-712.

Strelkov, S.E., Hwang, S.E., Howard, R.J., Haartman, M., Turkington, T.K. 2011.
Progress towards the sustaninable managment of clubroot (Plasmodiophora brassicae)
of canola on the Canadian prairies. Prairie Soils and Crops Journal, 4:114-121

Smarda, J., Doskaf, J., Pantitek, R., Razi¢kova, V., Kopitkova. 2008. Metody
molekularni biologie. 1. Vydani Brno. 188s. ISBN 978-80-210-3841-7

Takahashi, K., Yamaguchi, T. 1987. An improved method for estimating the number
of resting spores of Plasmodiophora brassicae in soil. Annals of the Phytopathological
Society of Japan 53, p 507- 515

Tommerup, I.C., Ingram, D.S. 1971. Life cycle of Plasmodiophora brassicae Woron.
In Brassica tissue cultures and in intact roots. New Phytol. 70, 327-332

Toxopeus, H., Janssen A.M.P. 1975. Clubroot resistence in tumip Il. The slurry
sreening method and clubroot races in Netherlands, Euphytica 24. 751-755 doi:
10.1007/BF00132914.

61



Toxopeus, H., Dixon, G. R., Mattusch, P. 1986. Physiological specialization in
Plasmodiophora brassucae: an analysis y international experimentation. Trans, Br.
Mycol. Soc. 87, 279- 287.

Vasak, J., Becka, D., Miksik, V., Zukalova, H. 2012. Agréarni trh, ozima fepka pro
sklizen 2013 a zmény v pést. technologii olejky. Prosperujici olejniny 2012. Shornik
z konference s mezinarodni Gi¢asti. CZU v Praze. ISBN 978-80-213-2335-3

Vasak, J., Be¢ka, D., Miksik, V. 2013. Reeni zacinajiciho utlumu péstovani ozimé
fepky. Prosperujici olejniny 2013. Sbornik z konference s mezinarodni tgasti. CZU
v Praze. ISBN 978-80-213-2420-6

Véchet, L. 2012. Mechanizmy interakci hostitel- patogen a zaklady Slechténi na
odolnost. Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i. ISBN: 978-80-7427-072-7.
Voorrips, R. E. 1995.Plasmodiophora brassicae: aspect of pathogenesis and resistence
in Brassica oleracea. Euphytica. Volume 83, Issue 2. S 139- 146.”

Voorips R. E., Jongerius, M. C., Kanne, H. J. 1997. Mapping of two genes for
resistence to clubroot (Plasmodiophora brassicae) in popilation of doubled haploid
lines of Brassica oleracea by means of RFLP and AFLP markers. Theoretical an
Applied Genetics. Issue 1. 94: 75- 82.

Webster, M. A. 1986. Ph and nutritional effects on infection by Plasmodiophora
brasscae wor. And clubroot symptoms. University of Aberdeen. UK. 423s.

Webster, M. A., Dixon, G. R. 1991. Calcium, pH and inoculum concentration
influencing colonization by Plasmodiophora brassicae. Mycol. Res. 95: 64-73.
Wallenhammer, A. C. 1996. Prevalence of Plasmodiophora brassicae in spring
oilseed rape in central Sweden and factors influencing soil infestation levels. Plant
Pathology. 45. S 710:719

Zuzak, K. A., Hwang, S. F., Turnbull, G. D., Manolii, V., Strelkov, S. E. 2014. The
use of Vapam as a soil fumigant for clubroot (Plasmodiophora brassicae) control in
canola..The American Phytopathological Society. [cit. 2015-04-03] Dostupné z:
<http://www.usask.ca/soilsncrops/conference-

proceedings/2013%20pdf/Day_1 Room%?202_Presentations/004-Krista_Zuzak.pdf>
Anonym 2 .[cit. 2015-03-11] Dostupné z: <http://www.agrofert.cz/?3246/%D8epka-
po-letech-ustoupila-z-poli>

62



Anonym 5 .[cit. 2015-02-12] dostupné z:
<http://www3.syngenta.com/country/cz/cz/syngenta/pruvodce-produkty/osiva/repka-
ozimna/Pages/sy-alister.aspx>

Anonym 4.[cit. 2015-02-12] dostupné z:
<http://www.agronavigator.cz/default.asp?ch=1&typ=1&val=60157 &ids=106>
Anonym 3 [online] .[cit. 2015-03-11] : dostupné z
<http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp>

Anonymé.[cit. 2015-03-11] : dostupné
z::<http://www.agriculture.gov.sk.ca/adx/aspx/adxGetMedia.aspx?DoclD=12453,146
67,14661,14613,81,1,Documents&MedialD=15512&Filename=Clubroot+Manageme
nt+Plan+-+June+2014+-+Printer+Friendly.pdf>

Anonym 7 .[cit. 2015-03-13]: dostupné z : <http://zahradaweb.cz/nadorovitost-
brukvovitych/>

Anonym 8. [cit. 2015-03-29]: dostupné z :
<http://www.rozhlas.cz/plus/ranniplus/_zprava/repka-olejka-jako-byznys-eu-ustupuje-
od-jejiho-pestovani-pro-biopaliva--1465637>

63


http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp
http://www.agriculture.gov.sk.ca/adx/aspx/adxGetMedia.aspx?DocID=12453,14667,14661,14613,81,1,Documents&MediaID=15512&Filename=Clubroot+Management+Plan+-+June+2014+-+Printer+Friendly.pdf
http://www.agriculture.gov.sk.ca/adx/aspx/adxGetMedia.aspx?DocID=12453,14667,14661,14613,81,1,Documents&MediaID=15512&Filename=Clubroot+Management+Plan+-+June+2014+-+Printer+Friendly.pdf
http://www.agriculture.gov.sk.ca/adx/aspx/adxGetMedia.aspx?DocID=12453,14667,14661,14613,81,1,Documents&MediaID=15512&Filename=Clubroot+Management+Plan+-+June+2014+-+Printer+Friendly.pdf
http://www.agriculture.gov.sk.ca/adx/aspx/adxGetMedia.aspx?DocID=12453,14667,14661,14613,81,1,Documents&MediaID=15512&Filename=Clubroot+Management+Plan+-+June+2014+-+Printer+Friendly.pdf
http://zahradaweb.cz/nadorovitost-brukvovitych/
http://zahradaweb.cz/nadorovitost-brukvovitych/

9. SEZNAM PRILOH

Uvedeno v textu:

Obrazek 1 :
Obrazek 2:
Obréazek 3:
Obréazek 4:

Obrézek 5:

Tabulka 1:
Tabulka 2:
Tabulka 3:
Tabulka 4:

Tabulka 6:

Tabulka 10:

Graf 1:
Graf 2:
Graf 3:

Graf 4:

Graf 5:

Graf 6:

Graf 7:

Zivotni cyklus patogena Plasmodiophora brassicae.

Mapa lokalit

Péstované rostliny fepky ozimé na infikované zeminé

Detekce Plasmodiophora brassicae z pud odebranych z testovanych lokalit.

Detekce Plasmodiophora brassicae z kofent odebranych z testovanych lokalit.

Seznam lokalit pro odbér pidy odebranych v roce 2014.
Rezistentni odridy a jejich distributofi.

Pouzité primery.

Hodnoty pH naméfené na lokalitach.

Primérny index napadeni (DI %) u rezistentnich odrid na vybranych

lokalitach.

Kruskal- Wallistuv test- porovnani hodnot

Skliziiové plocha fepky olejky v Ceskych zemich (1843-2013).
Pocet vzrostlych rostlin na lokalitach 2-15.
Pocet napadenych lokalit v ramci jednotlivych odrid.

Porovnani pramérného indexu napadeni- DI (%), mezi kontrolou, RAP1122,
SY Alister.

Primérny index napadeni- DI(%) u nejlépe hodnocené rezistentni odridy SY

Alister.

Primérny index napadeni u rezistentnich odrid Mendel a Mendelson na

vybranych lokalitach.

Primérny index napadeni u rezistentnich odraid CWH 241. RAP 1122, SY
Alister, X10W513C na vybranych lokalitach.

64



Graf 8:

Graf 11:

Graf 12:

Primérny index napadeni- DI(%) u nejhiife hodnocené rezistentni odrady.

Testovani norméalniho rozlozeni dat (SW-W- hodnoty Shapiro- Wilkova testu)

Grafické znazornéni Kruskal- Wallisova testu

Uvedeno Vv pfilohové &asti:

Tabulka 5:

Tabulka 7:

Tabulka 8:

Tabulka 9:

Graf 9:

Graf 10:

Obrézek 6:

Obrézek 7:

Obrézek 8:

Obrézek 9:

Obrazek 10:

Obrazek 11:

Obrazek 12:

Obrazek 13:

Obrazek 14:

Souhrn: pocet rostlin, stupen napadeni, index napadeni ID (%)

Souhrn: pocet rostlin, stupent napadeni, index napadeni ID (%) Porovnani rok
2013 a 2014

Srazkové udaje pro rok 2014. (S- thrn srazek, N- dlouhodoby normal, % - Ghrn

srazek v normalu)

Teplotni Gdaje pro rok 2014. (T- teplota, N- dlouhodoby normal 1961-1990, O-
odchylka od normalu)

Index napadeni, porovnani odriidy SY Alister pro rok 2013 a 2014.
Index napadeni, porovnani odridy RAP 1122 pro rok 2013 a 2014.
Mapa napadenych lokalit, odrtida SY Alister, rok 2013 a 2014
Mapa napadenych lokalit, odrida RAP 1122, rok 2013 a 2014.
Detail nadorti u nachylné odrady.

Detail nadorti u odridy Mendelson.

Detail nadorti u odridy CWH 241.

Detail naddorti u odrtidy Mendel.

Detail nadorti u odridy RAP 1122.

Detail naddorti u odriidy SY Alister.

Detail naddorti u odritdy X10513C.

65



450

Potravinarstvi
Krmivarstvi
Export
0 e e
—— plocha v CR
B e
T B0
<=
9
=
= e N YA Biodiesel
8 Ekomaziva
a Potravinarstvi
Krmivarstvi
O ) LIS RSP [SPRRPPRPPPRY WP SRSSPPRRY PN s gholloi
2 200 Export
= Sviceni . Kvalitni
N Mazani Témeér Na kuml'etle' potravinafsky
3 . nepéstovana nekvalitni olej
ZED T, E—— Mydia..............| [MERESTOVANA 1 POV NN .c NSNS SRS EOS—
Lt Bdrisse T
Udrzeni padni arodnosti
S USO80 OSSO NS0 NS

1843 1878 1887 1893 1899 1905 1911 1917 1923 1929 1935 1947 1953 1959 1965 1971 1977 1983 1989 1995 2001 2007 2013
1875 1884 1890 1896 1902 1908 1914 1920 1926 1932 1938 1950 1956 1962 1968 1974 1980 1986 1992 1998 2004 2010 2014

2014 - prognoza (380 tis. ha)

Obrézek 1.Skliziiovéa plocha fepky olejky v Ceskych zemich (1843-2013) a odhad pro rok
2014

Lokalita Odruda n rostlin Poskozeni: ID
%
0 1 2 3
1 | Mendelson 20 20 0 0 0| 00
1 | Mendel 26 26 0 0 0| 00
1| CWH 241 32 32 0 0 0| 0,0
1 | X10W513 31 31 0 0 0| 00
1 | RAP 1122 28 28 0 0 0| 0,0
1| Alister 24 24 0 0 0| 0,0
2 | Kontrola R 19 0 0 0| 1911000
2 | Mendelson 24 24 0 0 0 00
2 | Mendel 30 30 0 0 0| 0,0
2 | CWH 241 22 14 0 0 8 | 36,36
2 | X10wW513 31 27 0 2 2 | 10,75
2 | RAP 1122 32 32 0 0 0| 0,0
2 | Alister 25 25 0 0 0| 0,0
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Lokalita | Odrada n rostlin Poskozeni: ID
%
T 3| KoolaR | 14| 0 | 0] 2| 12]9523]
3 | Mendelson 18 17 0 0 1] 556
3 | Mendel 20 20 0 0 0| 00
3 | CWH 241 18 12 0 0 6 | 33,33
3 | X10W513 25 25 0 0 0| 00
3 | RAP 1122 20 19 0 0 1| 50
3 | Alister 20 20 0 0 0| 00
4 | Kontrola R 12 11 0 0 1| 8,33
4 | Mendelson 27 27 0 0 0| 0,0
4 | Mendel 30 30 0 0 0| 0,0
4 | CWH 241 32 32 0 0 0| 0,0
4 | X10W513 33 33 0 0 0| 0,0
4 | RAP 1122 37 37 0 0 0 00
4 | Alister 33 33 0 0 0| 00
5 | Kontrola R 18 0 1 1| 16|94,44
5 | Mendelson 12 10 1 0 111,11
5 | Mendel 25 22 1 0 2] 933
5| CWH 241 15 9 2 2 2 | 26,67
5 | X10W513 25 25 0 0 0| 00
5| RAP 1122 23 22 0 0 1| 435
5 | Alister 12 12 0 0 0| 00
6 | Kontrola R 18 0 2 2 14 | 88,89
6 | Mendelson 26 24 0 1 1| 6,41
6 | Mendel 31 29 0 0 2| 645
6 | CWH 241 21 12 0 0 9 |42,85
6 | X10W513 29 29 0 0 0| 00
6 | RAP 1122 33 33 0 0 0| 00
6 | Alister 30 30 0 0 0| 0,0
7 | Kontrola R 20 0 2 2 16 | 90,0
7 | Mendelson 32 29 0 2 1| 7,29
7 | Mendel 20 20 0 0 0| 00
7 | CWH 241 18 16 0 0 21111
7 | X10W513 27 25 2 0 0| 247
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Lokalita | Odrada n rostlin Poskozeni: ID
%
T 7|RAPL22 | 27| 27 | 0] 0] 0] 00|
7 | Alister 34 33 0 0 1| 2,94
9 | Kontrola R 17 0 0| 1| 16|98,03
9 | Mendelson 25 25 0 0 0| 0,0
9 | Mendel 26 26 0 0 0| 00
9 | CWH 241 12 10 0 1 113,89
9 | X10W513 23 23 0 0 0| 00
9 | RAP 1122 25 25 0 0 0 00
9 | Alister 25 25 0 0 0| 00
12 | Kontrola R 20 0 0| 2| 189667
12 | Mendelson 24 24 0 0 0| 0,0
12 | Mendel 28 25 1 2 0] 595
12 | CWH 241 23 16 0 0 7 130,43
12 | X10W513 33 30 3 0 0] 3,03
12 | RAP 1122 33 33 0 0 0| 00
12 | Alister 28 28 0 0 0| 0,0
13 | Kontrola R 30 18 1 5 6 | 32,22
13 | Mendelson 25 25 0 0 0| 0,0
13 | Mendel 34 33 0 0 1| 2,94
13 | CWH 241 9 5 0 0 4| 44,44
13 | X10W513 27 27 0 0 0| 00
13 | RAP1122 28 28 0 0 0| 0,0
13 | Alister 30 30 0 0 0| 0,0
14 | Kontrola R 21 0 0 3 18 | 95,24
14 | Mendelson 24 23 0 0 1| 417
14 | Mendel 25 23 1 0 1] 533
14 | CWH 241 23 16 0 0 7 130,43
14 | X10W513 38 30 0 0 0| 0,0
14 | RAP1122 27 27 0 0 0| 0,0
14 | Alister 28 28 0 0 0| 0,0
15 | Kontrola R 15 0 0 0| 151000
15 | Mendelson 22 19 2 1 0| 6,06
15 | Mendel 23 21 2 0 0] 29
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Lokalita | Odruda n rostlin Poskozeni: ID
%
T 15|cwH24l | 15| 10 | 0] 0] 53333
15 | X10W 28 27 0 0 1| 357
15 | RAP1122 26 26 0 0 0] 0,0
15 | Alister 22 21 0 1 0] 3,03

Tabulka 5.Souhrn: pocet rostlin, stupeni napadeni, index napadeni 1D (%)

SY Alister 2013/2014
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Graf 9. Index napadeni, porovnaniodridy SY Alister pro rok 2013 a 2014 (Picha, 2014)

Obréazek 6. Mapa napadenych lokalit, odriida SY Alister, rok 2013 a 2014 (Eervené oznaceni-

negativni nalez, modré- pozitivni nalez rok 2013, zelené- pozitivni nalez 2014)
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RAP1122 2013/2014
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Graf 10.Index napadeni, porovnani odrady RAP 1122 pro rok 2013 a 2014 (Picha, 2014)

Obrézek 7. Mapa napadenych lokalit, odrida RAP 1122, rok 2013 a 2014. (Cervené
oznaCeni- negativni nalez, modré- pozitivni nalez v roce 2013, zelené- pozitivni nélez v roce

2014, Zluté- pozitivni ndlez oba roky)
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Lok | Odrida n Poskozeni: DI %
rostl.
2013 | 2014 | O- o-| 1-| 1- | 2- | 2- | 3- | 3- | 2013 | 2014
13 | 14| 13| 14 | 13 | 14 | 13 | 14
1 | Kontrola 8 24 2| 24 1 0 2 0 3 0| 58,33 0
1 | Mendelso 16 20| 13| 20 2 0 0 0 1 0| 10,42 0
1 | Mendel 17 26| 16| 26 0 0 0 0 1 0| 5,88 0
1 | CWH 241 13 32 11| 32 2 0 0 0 0 0| 513 0
1 | X10W513 10 31| 10| 31 0 0 0 0 0 0| O 0
1 | RAP 1122 15 28| 14| 28 0 0 1 0 0 0| 444 0
1 | Alister 16 24| 16| 24 0 0 0 0 0 0| O 0
2 | Kontrola 12 19 0 0 2 0 2 0 8| 19| 833 100
2 | Mendelso 25 24| 22| 24 0 0 0 0 3 0| 12 0
2 | Mendel 24 30| 24| 30 0 0 0 0 0 0| O 0
2 | CWH 241 13 22 6| 14 4 0 0 0 3 8| 33,33| 36,36
2 | X10W513 35 31| 34| 27 0 0 0 2 1 2| 2,86 | 10,75
2 | RAP 1122 21 32| 21| 32 0 0 0 0 0 0| O 0
2 | Alister 20 25| 20| 25 0 0 0 0 0 0| O 0
3 | Kontrola 6 14 0 0 0 0 0 2 6| 12| 100 | 95,23
3 | Mendelso 11 18| 10| 17 1 0 0 0 0 1] 303 | 556
3 | Mendel 12 20 8| 20 4 0 0 0 0 0|1111 0
3| CWH 241 5 18 4| 12 1 0 0 0 0 6| 6,67 | 33,33
3 | X10W513 9 25 8| 25 1 0 0 0 0 0| 37 0
3 | RAP 1122 12 20| 11| 19 1 0 0 0 0 1| 2,78 5
3 | Alister 6 20 3| 20 3 0 0 0 0 0 | 16,67 0
4 | Kontrola 8 12 2| 11 0 0 0 0 6 1| 75 8,33
4 | Mendelso 7 27 5| 27 1 0 0 0 1 0| 19,05 0
4 | Mendel 17 30| 13| 30 1 0 1 0 1 0| 13,73 0
4 | CWH 241 17 32| 14| 32 3 0 0 0 3 0| 17,65 0
4 | X10W513 8 33 8| 33 0 0 0 0 0 0| O 0
4 | RAP 1122 6 37 6| 37 0 0 0 0 0 0| O 0
4 | Alister 6 33 6| 33 0 0 0 0 0 0| O 0
5 | Kontrola 5 18 0 0 0 1 0 1 5| 16| 100 | 94,44
5 | Mendelso 13 12| 12| 10 1 1 0 0 0 1| 256 | 11,11
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Lok | Odrida n rostl. Poskozeni: DI %
2013 | 2014 | O©- 0- 1-| 1- 2- 2- 3- 3- | 2013 | 2014
13 14| 13| 14 | 13 | 14 | 13 | 14

5 | Mendel 7 25 4| 22 3 1 0 0 0 21429 | 933

5| CWH 241 7 15 0 9 2 2 2 2 3 2| 71,43 | 26,67

5 | X10W513 10 25 6| 25 4 0 0 0 0 0| 13,33 0

5 | RAP 1122 13 23| 13| 22 0 0 0 0 0 1 0 4,35

5 | Alister 10 12 6| 12 4 0 0 0 0 0| 13,33 0

6 | Kontrola 10 18 0 0 0 2 0 2| 10| 14| 100 | 88,89

6 | Mendelso 13 26| 10| 24 0 0 0 1 3 1|23,08| 641

6 | Mendel 12 31| 12| 29 0 0 0 0 0 2 0 6,45

6 | CWH 241 9 21 4| 12 2 0 0 0 3 9 140,74 | 42,85

6 | X10W513 8 29 5] 29 2 0 1 0 1 0| 16,67 0

6 | RAP 1122 11 33 8] 33 3 0 0 0 1 0| 9,09 0

6 | Alister 7 30 5( 30 1 0 0 0 0 0| 19,05 0

7 | Kontrola 13 20 0 0 0 2 1 2| 12| 169744 | 90,0

7 | Mendelso 20 32| 20| 29 0 0 0 2 0 1 0 7,29

7 | Mendel 22 20 21| 20 1 0 0 0 0 0] 1,52 0

7 | CWH 241 11 18 8| 16 1 0 0 0 2 212121 1111

7 | X10W513 20 27| 18| 25 0 2 0 0 2 0| 10 2,47

7 | RAP 1122 22 27| 21| 27 1 0 0 0 0 0] 1,52 0

7 | Alister 20 34| 20| 33 0 0 0 0 0 1 0 2,94

8 | Kontrola 31 0 0 5 26 94,62

8 | Mendelso 25 14 6 1 4 26,67

8 | Mendel 23 16 6 0 1 13,04

8 | CWH 241 15 6 3 2 4 42,22

8 | X10W513 35 30 3 0 2 8,57

8 | RAP 1122 29 24 5 0 0 5,75

8 | Alister 33 33 0 0 0 0

9 | Kontrola 12 17 0 0 1 0 0 1] 11| 16 |94,44| 98,03

9 | Mendelso 13 25 5| 25 8 0 0 0 0 02051 0

9 | Mendel 11 26 5| 26 5 0 0 0 1 0| 24,24 0

9 | CWH 241 5 12 1| 10 0 0 0 1 4 1| 80 13,89

9 | X10W513 17 23| 13| 23 3 0 0 0 1 011,76 0
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Lok | Odriida n rostl. Poskozeni DI %
2013 | 2014 | ©- o-| 1-| 1-| 2- | 2- | 3- | 3- | 2013 | 2014
13 | 14| 13| 14 | 13 | 14 | 13 | 14

9 | RAP 1122 16 25| 13| 25 2 0 0 0 1 010,42 0

9 | Alister 18 25| 16| 25 2 0 0 0 0 0| 3,7 0
10 | Kontrola 22 0 2 1 20 96,97
10 | Mendelso 22 20 1 0 1 6,06
10 | Mendel 23 22 1 0 0 1,45
10 | CWH 241 21 12 0 1 8 41,27
10 | X10W513 23 19 1 2 1 11,59
10 | RAP 1122 19 19 0 0 0 0
10 | Alister 25 25 0 0 0 0
11 | Kontrola 18 13 5 0 0 9,26
11 | Mendelso 20 19 1 0 0 1,67
11 | Mendel 23 22 1 0 0 1,45
11 | CWH 241 21 18 3 0 0 4,76
11 | X10wW513 27 27 0 0 0 0
11 | RAP 1122 24 24 0 0 0 0
11 | Alister 23 23 0 0 0 0
12 | Kontrola 12 20 2 0 1 0 3 2 6| 18 |69,44 | 96,67
12 | Mendelso 12 24| 12| 24 0 0 0 0 0 0 0 0
12 | Mendel 13 28| 13| 25 0 1 0 2 0 0| O 5,95
12 | CWH 241 8 23 7| 16 0 0 0 0 1 71125 | 30,43
12 | X10W513 15 33| 15| 30 0 3 0 0 0 0| O 3.03
12 | RAP 1122 13 33| 11| 33 1 0 0 0 1 0| 10,26 0
12 | Alister 13 28| 11| 28 1 0 0 0 1 0| 10,26 0
13 | Kontrola 25 30 0| 18 0 1 7 5| 18 6| 90,67 | 32,22
13 | Mendelso 31 25| 24| 25 0 0 2 0 5 0| 20,43 0
13 | Mendel 23 34| 19| 33 2 0 0 0 2 111159 | 294
13 | CWH 241 21 9| 11 5 4 0 1 0 5 4| 33,33 | 44,44
13 | X10W513 26 27| 13| 27 6 0 2 0 5 0| 32,05 0
13 | RAP 1122 26 28| 23| 28 0 0 0 0 1 0| 641 0
13 | Alister 25 30| 25| 30 2 0 0 0 0 0| O 0
14 | Kontrola 13 21 2 0 1 0 1 3 9| 18 76,92 | 95,24
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Lok | Odriida n rostl. Poskozeni DI %
2013 | 2014 | O- 0-| 1-| 1- | 2- | 2- | 3- | 3- | 2013 | 2014
13 | 14| 13| 14 | 13 | 14 | 13 | 14
14 | Mendelso 27 24| 25| 23 0 0 2 0 0 1] 494 | 417
14 | Mendel 25 25| 22| 23 1 1 1 0 1 1 5,33
14 | CWH 241 16 23 9| 16 1 0 0 0 6 713958 | 3043
14 | X10W513 26 38| 18| 30 2 0 1 0 5 0]2436| 0,0
14 | RAP 30 27| 30| 27 0 0 0 0 0 0 0,0
14 | Alister 24 28| 24| 28 0 0 0 0 0 0 0,0
15 | Kontrola 15 0 0 0 15 100,0
15 | Mendelson 22 19 2 1 0 6,06
15 | Mendel 23 21 2 0 0 2,9
15 | CWH 241 15 10 0 0 5 33,33
15 | X10wW513 28 27 0 0 1 3,57
15 | RAP 1122 26 26 0 0 0 0,0
15 | Alister 22 21 0 1 0 3,03

Tabulka 7.Souhrn: pocet rostlin, stupeit napadeni, index napadeni ID (%) Porovnani rok
2013 a 2014 (n- pocet rostlin, lok- lokalita, DI- index napadeni)

Kraj Mésic Rok
1. | 2 3. | 4 |5 |6 | 7 | 8 |9 |10 |11 |12
Ceska republika S |27 |10 (32 (39 |111 (38 |102|91 (96 |49 |23 |39 |657
N |42 |38 |40 |47 |74 (84 |79 |78 |[52 |42 |49 |48 | 674
% |64 |26 |80 |82 |150 (45 | 129|117 | 185|116 (46 |80 | 97
Praha a Stfedocesky | S | 25 |2 36 |33 |121|27 |94 (64 (8 |51 |18 |31 | 587
N |32 |30 (36 (43 |70 |75 |72 |73 [46 |36 |40 |35 | 590
% (78 |7 100 | 77 | 173 |36 | 131 |88 | 185|142 |45 |89 | 99
Jihod&esky S |26 |7 30 |35 |126|33 [120| 104 |93 |53 |17 |32 |676
N |34 |33 (39 (49 |75 |94 |83 |8 |51 |37 |43 |39 |659
% (238|148 |82 |37 [161|200 |53 |111 |94 |[116 |74 |36 | 115
Liberecky S [29 |6 54 |49 | 117 (35 [110 |69 |81 |55 |14 |64 |683
N |69 |54 [56 (56 |79 |83 |89 (89 [66 |61 |71 |84 |860
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% |42 |11 |96 |88 |148 |42 |124 |78 |123|90 |20 | 76 |79
Kralovéhradecky | S |30 |5 |49 |37 |116(39 |77 |68 |78 |43 |16 |49 | 607
N |60 |47 |49 |48 |76 |86 |83 |84 |60 |52 |62 |70 | 774
% |50 [11 |100|77 |153 |45 |93 |81 |130|83 |26 [70 |78
Pardubicky S |26 |8 |49 |44 |110|43 |9 |93 |103 |33 |18 |45 | 668
N |47 |40 |42 |46 |77 |87 |82 |84 |56 |45 |52 |54 | 711
% |55 |20 | 117 |96 | 143 |49 |117 |111 184 |73 |35 [83 |94
Vysotina S |26 |12 |36 |33 |116|35 |90 | 104|112 |34 |27 |35 | 660
N |42 |37 |37 |42 |76 |82 |75 |75 |49 |37 |45 |43 | 644
% |62 |32 |97 |79 |153 |43 |120|139 |229|92 |60 |81 | 102
Zlinsky S |34 |32 |25 |57 |96 |49 |118 |99 |109 |57 |37 |45 | 758
N |47 |46 |44 |56 |82 |102|89 [83 |58 |50 |64 |60 | 786
% |72 |70 |57 | 102|117 |48 | 133|119 | 188|114 |58 |75 | 96
Moravskoslezsky | S |31 |20 |35 |58 |142 |76 | 108|113 |105|55 |35 |36 | 814
N |42 |44 |43 |59 |94 |108|105|98 |63 |50 |58 |52 | 816
% |74 |45 |81 |98 |151|70 |103 | 115|167 | 110 |60 |69 | 100
Tabulka8. Srazkové udaje pro rok 2014. (S- thrn srazek, N- dlouhodoby normal, % - Uhrn
srazek v normalu) (CHMU, 2014)
Kraj Mésic Rok
. | 2 |3 |4 |5 |6 |7 s 10. | 11. | 12.
Ceska T |05 |21 |62 |98 |121]160(19,2|157 14110060 |16 |94
republika
N |28 |-11|25 |73 |123 155|169 |164|128 |80 |27 |-10 |75
O |33 |32 |37 |25 [-02|05 |23 |-07 |13 [20 [33 [26 |19
Prahaa |T |11 |27 |69 |106 126|167 |201|16,6 |147|106 |64 |25 |102
fet:li‘;" N |-20|-04 |34 |81 [130|163|178|172|136|86 |33 |-02 |82
O |31 |31 |35 |25 |04 04 |23 |-06 |11 |20 |31 |27 |20
Jihotesky | T |04 |13 |54 |90 |11,3|157|183|150|133 |98 |53 |15 |89
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N -28 [-13 |23 |69 |118( 151 |16,7|16,0| 125 |75 |24 |-12 |71

0 32 (26 |31 (21 |-05(|06 |16 |-10 |08 |23 (29 |27 |18

Liberecky | T 01 |18 (55 |91 |(11,4|149(18,7|152 (13699 |60 |12 |90

N -33(-19 |14 (58 |111(143|157|152|116 |73 (21 |-16 |64

0] 34 |37 |41 |33 |03 |06 |30 |00 |20 (26 |39 [28 |26

Kralové- | T 05 (22 |61 (97 |121(157 196|158 | 142|199 (64 |14 |95
hradecky

N -32(-16 |19 (66 |118( 149|161 |158 123 |78 |24 |-14 |69

0] 37 |38 |42 (31 (03 |08 |35 |00 |19 (21 |40 |28 |26

Pardubic | T 05 (22 |63 |97 |122 159|195 |16,0|142|98 |64 |15 |95
ky

N 31 (-14 |22 |71 |122|153 (166|163 (12780 |25 |-13 |72

0] 36 (36 (41 |26 |00 (06 |29 |03 |15 (18 |39 (28 |23

Vysodina | T 00 (14 |60 (93 |116(158 189|154 |136|96 (56 |11 (90

N 33 |-15 |21 |70 |12,0| 152 |16,7|162|126 |77 |23 |[-15 |72

0 33 [29 |39 (23 |-04(06 |22 |08 |10 |19 (33 |26 (18

Zlinsky T 10 |33 |66 |97 (127|163 (194 (163|144 101 (70 |14 |99

N -251-05 |33 (82 (131|161 174|170 13,487 (35 |-06 |81

0] 35 |38 |33 (15 (04|02 |20 |-07 |10 (14 |35 |20 |18

Moravsko | T 00 |29 |60 (93 (121|154 190|158 |140(97 |62 |09 |93

slezsky

N 32 |-14,7 (19 |67 |[119| 150|163 |159|125(80 |27 |-14 |70

@) 32 |46 |41 (26 (02 |04 |27 |01 |15 (17 |35 |23 |23

Tabulka9. Teplotni Gdaje pro rok 2014. (T- teplota, N- dlouhodoby normal 1961-1990, O-
odchylka od normalu) (CHMU,2014)
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Obrazek 8. Detail nadoru nachylné odridy. Foto: Veronika Ricafova (2014)

Obrézek 9. Detail napadeni u odriidy Mendelson. Foto: Veronika Ri¢afova (2014)




Obrézek 11. Detail napadeni u odriidy Mendel Foto: Veronika Ri¢atova (2014)




Obréazek 12. Detail napadeni u odriidy RAP1122. Foto: Veronika Ri¢atova (2014)

Obrézek 13. Detail napadeni u odriidy SY Alister. Foto: Veronika Ri¢atova (2014)




Obréazek 14. Detail napadeni u odriidy X10W513C. Foto: Veronika Ri¢atova (2014)
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