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Souhrn

V letech 2007 a 2008 byly odebrany vzorky slunecnice ve stadiu BBCH 14 (4 vyvinuté listy), 32-33 (2-3 internodia), 51
(objeveni se zakladu kvétu) a 61 (pocatek kveteni) a to rostlin a kofenli, v BBCH 14 a 32-33 také vzorky pudy. V BBCH 14
a 32-33 byly vzorky rostlin bez viditelné pfitomnosti patogena, v BBCH 51 a 61 rostliny vykazujici pfiznaky vadnuti. Vzorky
stonku a kofend byly analyzovany metodou PCR a ELISA vzorky pudy pouze PCR. Metodou ELISA byla zjisténa pfitomnost
S.sclerotiorum ve vétSim poctu pfipadu, nez tomu bylo u metody PCR. Detekovana byla pfedevsim pfitomnost patogena
v kofenech a také v ¢asnéjsich rustovych fazich slunec¢nice. Byla zji$téna mala shoda metod v detekci patogena v kofenech
a listech a pritomnosti S. sclerotiorum v rostlinach s typickymi vizualnimi symptomy této choroby. Je otazkou, zda se na vadnuti
rostlin slune€nice nepodili i jiny houbovy patogen.
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Summary

Between 2007 and 2008 were collected samples of sunflower in stage BBCH 14 (4 developed leaves), 32-33 (2-3 internodes),
51 (the emergence of flower base) and 61 (beginning of flowering) the plants and roots, in the BBCH 14 and 32-33 the soil
samples. The BBCH 14 and 32-33 are samples of the plants without any visible presence of the pathogen, the BBCH 51 and
61 plants showing signs of infestation. Samples of stems and roots were analyzed by PCR and ELISA and soil samples PCR
only. The method of ELISA was detected S.sclerotiorum in more cases than it was at the PCR. Was mainly detected the
presence of the pathogen in the roots and also in earlier stages of sunflower growth. It was found little consensus methods for
detecting the pathogen in roots and leaves and the presence of S. sclerotiorum in plants with typical visual symptoms of the
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disease. It is questionable whether the sunflower plants wilt not participates in a different fungal pathogen.

Uvod

Sclerotinia sclerotiorum je houbovy patogen napadajici celo-
svétové vice nez 400 druhu rostlin, z nichz mnohé jsou péstova-
ny jako kulturni plodiny na polich. Mezi takové patfi napfiklad
brambory, fepka, mak i slune¢nice (Garg a kol., 2010). Primarnim
zdrojem infekce u Fepky i slune€nice jsou askospory produkova-
né v jarnich mésicich plodnicemi houby vyrostlymi ze sklerocif
v zemi. Kromé tohoto zpusobu Sifeni dochazi v plidé za urcitych
podminek ke carpogenickému kli¢eni sklerocii a Sifeni infek&nich
hyf plddou ke kofenum rostlin. Toto S$ifeni je dlouho skryté
a na rostlinach se projevi az pozdéji, u slunecnice to byva
v obdobi po¢atku kvétu (Cowan a kol., 2010).

Detekce choroby na rostlinach slune€nice je vizualné mozna
az v dobé, kdy jiz houba po$kozuje vyrazné rostliny a moznosti
kvalitni ochrany jsou malé. Vyuzivani analytickych metod PCR
nebo ELISA pro zji§téni pfitomnosti patogena v rostliné nebo
pltdé v dobé pred rozvinutim choroby je v literature zmifiovano
jen vzacné. Metoda PCR a DAS ELISA byla vyuzita pfi studiu
vyskytu viru SuUCMoV (Sunflower chlorotic mottle virus) (Giolitti
a kol., 2009). Metoda RT-PCR byla vyuzita pfi analyze dé&ju
v rostlinach slunecnice pfi napadeni S. sclerotiorum. Detekovany
byla exprese genu kddujicich neutralni endopolygalacturonasy
na poc¢atku vzniku nekréz (Fraissinettachet a kol., 1994).

Metoda ELISA byla vyuzita pfi studiu moznosti detekce
S. sclerotiorum na korunich platcich fepky s vyuZzitim téchto
informaci pro vypracovani modelu predikce rozvoje dal$iho
napadeni plodiny (Bom a kol., 2000).

Cilem nasi prace bylo ovérit, zda metody PCR a ELISA jsou
vhodné k pouziti k véasné detekci S. sclerotiorum u rostlin slu-
necnice a v pudé a vzajemné porovnani vysledkd analyz.

Metodika

V letech 2007 a 2008 byly zasety experimentalni plochy slu-
nec¢nice odridy Alexandra a to na pozemcich, kde se v osevnim
sledu stfida ozima fepka a slunec€nice v tfiletych cyklech, takze
je zde vysoka pravdépodobnost vyskytu S. sclerotiorum.
Ve vyvojovych stadiich rastu slune¢nice BBCH 14 (4 vyvinuté
listy), 32-33 (2-3 internodia), 51 (objeveni se zakladu kvétu) a 61
(pocatek kveteni) byly odebrany vzorky rostlin a kofenti, v BBCH
14 a 32-33 také vzorky pldy. V BBCH 14 a 32-33 byly odebrany
vzorky rostlin ndhodné bez viditelné pfitomnosti patogena
na rostlinach. V BBCH 51 a 61 byly vybrany selektivné rostliny
vykazujici pfiznaky vadnuti. V roce 2007 byly rostliny odebirané
v BBCH 61 rozdéleny na ¢asti pod uborem, stonek, kofenovy
kréek a kofen. V roce 2008 byly ve stadiu BBCH 61 rostliny roz-
déleny jen na stonky a koreny. Celkem bylo v roce 2007 analy-
zovano 75 vzorkl a v roce 2008 110 vzorku.

V8echny vzorky rostlinného materialu odebrané v roce
2007 byly po usus$eni a namleti analyzovany metodou PCR
v laboratofi molekularni genetiky Agrotestu fyto, s.r.o. a stejné
vzorky byly zaslany na pracovisté ,Institut fur Pflanzenpathologie
und Pflanzenschutz der Georg-August-Universitdt Gottingen*®
profesoru G. Wolfovi, ktery proved| analyzy pomoci metody
ELISA.

Vzorky rostlinného materialu odebrané v roce 2008 byly vSech-
ny analyzovany metodou PCR ve vlastni laboratofi molekularni
genetiky Agrotestu fyto, s.r.o. a na pracovisté ,Institut fur
Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz der Georg-August-
Universitat Gottingen” profesoru G. Wolfovi byly z kapacitnich
dlvodl némecké strany zaslany pouze vzorky odebrané
v BBCH 61.
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Vzorky pudy odebirané v bezprostredni blizkosti rostlin, které
byly odebrané pro rozbor stonkl a kofen(, byly analyzovany
pouze metodou PCR v laboratofi molekularni genetiky Agrotestu
fyto, s.r.o.

Analyza metodou PCR - Vzorky odebranych rostlin, kofenu
a pady byly zmraZzeny na -30 °C. Pfed analyzou byl rostlinny
material mechanicky drcen v tfeci misce za pomoci tekutého
dusiku. Genomova DNA pak byla izolovana pomoci DNeasy
Plant Minikitu Qiagene. Diagnostika byla provedena pomoci PCR
za pritomnosti druhové specifickych primert (Freeman a kol.,
2002). Separace produktu PCR byla provedena na horizontalni
agarozové elektroforéze a vizualizovana po obarveni na UV tran-
siluminatoru.

Analyza metodou ELISA - Vzorky byly po odbéru vysu$eny pfi
30 °C a po té pomlety. Pak byly pies noc tfepany v extrakénim
pufru (1:20 w/v) pfi 4 °C. Po extrakci bylo 1000 pl extraktu dano
do centrifugy a centrifugovano pfi 13000 rpm. Sedlina byla pfimo
analyzovana ELISA, méfeni extinkce bylo provedeno fotometrem
pfi vinové délce 405 nm a referenéni vinové délce 592 nm.
Analyzy byly provedeny u profesora Wolfa v Institut far
Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz der Georg-August-
Universitat Gottingen.

Vysledky a diskuse

Rok 2007 byl pro rozvoj S. sclerotiorum velmi priznivy a na
slunecnici se projevily pfiznaky pidni infekce jiz pfed pocatkem
kveteni. Ve vzorcich pady odebranych ve stadiu BBCH 14 meto-
da PCR neprokazala zadnou pritomnost S. sclerotiorum, stejné
jako u vzorku stonku a kofenu. Naproti tomu metoda ELISA pro-
vedena u stejnych vzorkl stonkU a korenu prokazala u tii vzork(
kofent vyznamnou pfitomnost patogena. Obé& metody se shodly
v hodnoceni stonkd, ale pfi hodnoceni korenl byl vysledek riizny.

Rozbor vzorkd odebranych v BBCH 32 byl na zakladé hodno-
ceni metodou PCR negativni na pritomnost S. sclerotiorum jak
u korend, tak i stonkl a pUdy. Metoda ELISA se shodla s PCR
v negativnim hodnoceni pfitomnosti S. sclerotiorum ve stoncich,
ale opét u kofenu byl vysledek rozdilny. ELISA metodou byla zjis-
téna pfitomnost patogena ve tfech pfipadech.

Rozbor vzorkd odebranych v BBCH 51 z vadnoucich rostlin byl
na zakladé hodnoceni metodou PCR negativni na pfitomnost
S. sclerotiorum jak u kofen(, tak i stonkd. Metoda ELISA proka-
zala napadeni S. sclerotiorum v jednom pfipadé u korene a v jed-
nom pfipadé u stonku.

Rozbor vzorkd odebranych v BBCH 61 z napadenych rostlin
s vyraznymi vizualnimi pfiznaky S. sclerotiorum byl na zakladé
hodnoceni metodou PCR pozitivni u vSech stonkl a jednoho
kofenového kr¢ku. Metoda ELISA prokéazala pfitomnost patoge-
na ve dvou pfipadech korenu a kr¢ku.

Metoda PCR prokazala v sezoné 2007 pfitomnost S. scleroti-
orum pouze ve stadiu pocatku kveteni, kdezto metoda ELISA
prokazala navic pfitomnost patogena i ve stadiu slunecnice
BBCH 51 a BBCH 32 a to v kofenech.

Rok 2008 byl pro rozvoj S. sclerotiorum méné priznivy, ale
na slunec€nici se opét projevily pfiznaky vadnuti nasledkem pad-
ni infekce poc¢atkem kveteni. Ve vzorcich pldy odebranych
ve stadiu BBCH 14 metoda PCR neprokazala zadnou pfitomnost
S. sclerotiorum, stejné jako u vzork( stonkul a korenu a stejné tak
tomu bylo i u vzorkl odebranych ve stadiu BBCH 32 a BBCH 51.
Analyzy metodou ELISA byly provedeny pouze u vzorkl odebra-
nych ve stadiu BBCH 51 a byly také negativni a to jak u kofend,
tak i u stonkU a to i pres to, ze ¢ast vzorku stonkl a korenu byla
odebrana z rostlin s vizualnimi pfiznaky vadnuti obecné pfipiso-
vanému pudni infekci S. sclerotiorum.

U vzork( odebranych v BBCH 61 prokazala metoda PCR pozi-
tivni pfitomnost S. sclerotiorum v péti pfipadech u stonku, kdyz
byly vzorky opét odebrany z rostlin s pfiznaky napadeni. V kore-
nech nebyla pfitomnost patogena metodou PCR prokazana.

Z vysledkl vyplyvd, ze metodou ELISA byla zjisténa pfitom-
nost S. sclerotiorum ve vétSim poctu pripadd, nez tomu bylo
u metody PCR. Detekovana byla predevsim pritomnost patoge-
na v kofenech a také v ¢asnéjsich rlistovych fazich slunec¢nice.
Walcz (1985) uvadi metodu ELISA jako dostate¢né citlivou a spe-
cifickou pro zjisténi S. sclerotiorum u slunecnice a za hrani¢ni
povazuje koncentraci 10 ng/ml. Metody PCR a RT-PCR byly
vyuzity pfi sledovani expresi genll zpusobujicich odolnost proti
S. sclerotiorum (Fraissinettachet 1994), nebo pro detekci virl
u slune¢nice (Giolitti 2009). Pro sledovani pfitomnosti patogena
S. sclerotiorum v pudé, kofenech a stoncich v obdobi pred vzni-
kem typickych viditelnych pfiznakd choroby nejsou v dostupné
literatufe udaje.

Kromé& malé shody obou metod v detekcich pfitomnosti pato-
gena v kofenech a listech nebyla také prokazana pfitomnost S.
sclerotiorum v rostlinach s typickymi vizualnimi symptomy obec-
né pripisovanym této chorobé. Nejzfetelngjsi to bylo v roce 2008
u vzorkl odebranych v BBCH 51, kde byla ¢ast rostlin vizualné
zdravych a druha ¢ast vadnouci rostliny. U zadné z rostlin neby-
la zji§téna pfitomnost S. sclerotiorum a to zadnou z metod. Je
otazkou, zda se na vadnuti rostlin slune¢nice nepodili i jiny hou-
bovy patogen.

Zavér

Sclerotinia sclerotiorum je vyznamny patogen slunecnice
v podminkach jejiho pé&stovani v Ceské republice a v nékterych
letech zpUsobuje vysoké ztraty na vynose a kvalité produkce.
MozZnosti ochrany proti této chorobé se kromé agrotechnickych
opatreni omezuji na aplikace fungicidl v terminu od 8-10 listU
do pocatku kveteni. Timto opatfenim Ize potlacovat chorobu
a jejiho paivodce pochazejici z askospor. PFi kli¢eni carpogenic-
kém jsou rostliny napadeny z pudy a az do obdobi po¢atku kve-
teni se choroba vizualné neprojevuje. Detekce patogena v rostli-
nach v ranych vyvojovych stadiich (BBCH 14 az BBCH 32) by
umoznila zaméfit se cilené i na ochranu proti padni infekci.
Metoda ELISA se jevi jako vhodnéjsi pro tento Ucel, nez metoda
PCR, ale ani jeji vysledky neodpovidaji vSem napadenim hodno-
cenym vizualné. Je nutné ovéfit, zda se na vadnuti rostlin slune¢-
nice pred kvétem nepodili i dal$i fytopatogeni houby.

Podékovani
Publikované vysledky byly dosazeny v rdmci feSeni projektu
NAZV QH 71254 - Inovace metod ochrany slunecnice.
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