Vyskyt houby Verticillium longisporum u vzorkl ozimé fepky a jeho uréeni
hodnocenim rostlin podle pfiznakl a metodou ELISA - srovnani obou metod
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Souhrn: V letech 2013-2015 byly analyzovany vzorky ozimé fepky na pfitomnost Verticillium longisporum odebranych z ploch
s predpokladanym vyskytem choroby z riznych mist CR agronomickou sluzbou Svazu péstitelt a zpracovateld olejnin.
Hodnoceni bylo provedeno laboratorni analyzou metodou ELISA a vizualnim hodnocenim porostu odbérateli vzorkt a provedeno
srovnani obou metod. Bylo zji$téno, Zze se houbovy patogen Verticilium longisporum v CR v porostech ozimé fepky bé&zné
vyskytuje, protoze slabé pozitivnich a pozitivnich vzorkd bylo v praméru 3 let okolo 70 %. Shoda laboratorni analyzy ELISA
s vizudlnim hodnocenim napadeni porostu byla prekvapivé dobra na urovni 62 %, coz ukazuje na dobré znalosti pfiznaku
i choroby ozimé fepky.
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Abstract: Between 2013 and 2015, samples of winter rape were analyzed for the presence of Verticillium longisporum, taken
from areas with suspected disease from different places of the Czech Republic by Svazu péstitell a zpracovatell olejnin
agronomic service. The evaluation was made by ELISA laboratory analysis and visual evaluation of the stand by the sampler
and a comparison of both methods was performed. The Verticillium longisporum fungal pathogen in the Czech Republic has
been found to be common in winter rape crops, since slightly positive and positive samples were about 70 % on average for
3 years. Laboratory analysis ELISA compared with a visual evaluation of the infestation was surprisingly good at 62 %, indicating

a good knowledge of this disease of winter rape.
Key Words: Verticillium longisporum, Verticillium dahliae

Uvod

Puvodcem vyznamné choroby ozimé fepky - verticiliového
vadnuti fepky — je houbovy patogen Verticillium longisporum.
Houba se vyskytuje ve vSech oblastech péstovani ozimé
fepky, pfitemz vyznamnéjsi vynosové ztraty byly zaznamenany
v pfimofskych oblastech severni Evropy hlavné v Némecku.
Dunker et al. (2008) v polnich pokusech s o¢kovanim i pfirodni
infekci zjistil ztraty na vynose jednotlivych rostlin 20-80 %
v zavislosti na infek&nim potencialu pudy.

Na Fepce jsou detekovany dva hlavni zastupci rodu Verticillium
a to V. longisporum and V. dahliae, ktefi se liSi preferenci
hostitelt. Ozimou Fepku Brasica napus preferuje jako hostitele
V. longisporum.

Prdizkum provadény v letech 2006-2008 na 66 lokalitach v Ceské
republice prokazal pfitomnost V. longisporum na rostlinach
fepky ve 12-41% (Spitzer et al. 2008). Pritomnost tohoto
patogena jako jednoho ze dvou nejvice rozSifenych u ozimé
fepky na Slovensku prokazal Bokor et al. (2014).

Spolehlivé uréeni patogena V. longisporum na rostlinach
fepky neni snadna vzhledem k jeho Zivotnimu cyklu a pouhé
vizudlni uréeni pavodce choroby je velmi ovlivnéno zku$enosti
hodnotitele. Proto by bylo pfinosné zavedeni spolehlivych
analytickych metod determinace patogena napriklad ELISA
testy. Tato metoda se u ozimé fepky jiZ v minulosti vyuZzivala.
Byly vyvinuty ELISA testy pro detekci zastupcl rodu Verticillium
a ve Francii byly ELISA testy testovany jako jedna z moznosti
sledovani kvality osiva fepky (Wagner et al. 2012). Pro rychlé,
spolehlivé a citlivé zjistovani obsahl kadmia ve vodé, pudé
a rostlinach fepky vyvinul Gao et al. (2012) metodu na bazi
sindirect competitive ELISA".

Cilem této prace bylo:

> Pokragovani ve sledovani vyskytu V. longisporum v CR z let
2006-2008 a

» Srovnani vysledku rozbord vzorkl ozimé fepky na pfitomnost
houbového patogenu V. /longisporium metodou ELISA
s celkovym vizualnim hodnocenim porostu na poli
provedenym odbérateli vzorkl a posouzeni vhodnosti téchto
metod pro praktickou determinaci v patogenu v provoznich
podminkach.

Material a metody

Vzorky rostlin byly odebirany tésné po sklizni z rznych poli
osetych ozimou Fepkou v CR v letech 2013-2015. Byly vybrany
lokality a porosty, u nichz odbératelé vzorki predpokladali
pfitomnost verticiliového vadnuti. Z kazdé lokality v kazdém
roce bylo na strnisti odebrano patnact zbytkd( stonkd a z nich
odebrana ¢ast nad korenovym krékem o délce 20cm (Dunker et
al. 2008). Lokality nebyly kazdy rok identické, ale liSily se podle
aktudlniho péstovani ozimé fepky ve vybranych zemédélskych
podnicich. V roce 2013 bylo analyzovano celkem 28 vzorkda,
v roce 2014 26 vzorkl a v roce 2015 22 vzorkl. Kazdy vzorek byl
namlet na laboratornim mlynku Fritsch Pulverisette 19 na sité
1mm a analyzovan metodou ELISA.

Metoda ELISA byla provedena pomoci spektrofotometru
Mikroplate Reader MRX Il s pouzitim KlITu Verticillium komplete
KIT 480 od firmy Bioreba AG. Pro kazdou pokusnou sezonu
byl pofizen novy Kit. Vysledné namérené extinkce jednotlivych
vzorka zjisténé metodou ELISA byly porovnany s pozitivni
a s negativni kontrolou pfislusnou k jednotlivym pouzitym kitam.
Vzorky pak byly nasledné roztfidény do tfi skupin a to — pozitivni
(blizici se hodnotou extinkce pozitivni kontrole), negativni (blizici
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Tab. 1: Slovni zarazeni jednotlivych vzork( na zékladé analyz ELISA a celkového vizudlniho hodnoceni porostti

2015 2014
Cislo Metoda hodnoceni Metoda hodnoceni Metoda hodnoceni

Vz. ELISA Vizualni ELISA Vizualni ELISA Vizualni

1 slabé pozitivni nemocny pozitivni nemocny pozitivni nemocny

2 pozitivni zdravy porost pozitivni nemocny pozitivni nemocny

3 negativni zdravy porost slabé pozitivni nemocny pozitivni nemocny

4 slabé pozitivni nemocny pozitivni nemocny pozitivni nemocny

5 slabé pozitivni zdravy porost pozitivni nemocny pozitivni nemocny

6 slabé pozitivni nemocny pozitivni zdravy porost pozitivni nemocny

7 negativni zdravy porost slabé pozitivni zdravy porost pozitivni nemocny

8 pozitivni nemocny slabé pozitivni zdravy porost pozitivni nemocny

9 slabé pozitivni zdravy porost negativni zdravy porost pozitivni nemocny
10 negativni zdravy porost slabé pozitivni zdravy porost negativni nemocny
11 slabé pozitivni zdravy porost negativni zdravy porost slabé pozitivni nemocny
12 negativni zdravy porost slabé pozitivni zdravy porost slabé pozitivni zdravy porost
13 pozitivni zdravy porost negativni nemocny pozitivni nemocny
14 slabé pozitivni nemocny negativni zdravy porost pozitivni nemocny
15 negativni zdravy porost slabé pozitivni zdravy porost negativni nemocny
16 slabé pozitivni nemocny slabé pozitivni zdravy porost pozitivni zdravy porost
17 negativni zdravy porost slabé pozitivni zdravy porost negativni nemocny
18 slabé pozitivni zdravy porost slabé pozitivni zdravy porost negativni zdravy porost
19 negativni zdravy porost slabé pozitivni zdravy porost pozitivni nemocny
20 slabé pozitivni nemocny negativni zdravy porost slabé pozitivni nemocny
21 negativni zdravy porost slabé pozitivni nemocny slabé pozitivni zdravy porost
22 negativni zdravy porost pozitivni nemocny pozitivni nemocny
23 slabé pozitivni zdravy porost slabé pozitivni zdravy porost
24 negativni zdravy porost negativni nemocny
25 negativni zdravy porost pozitivni nemocny
26 negativni zdravy porost pozitivni nemocny
27 negativni nemocny
28 negativni nemocny

se hodnotou extinkce negativni kontrole) a slabé pozitivni (s mirou
extinkce okolo stfedni hodnoty mezi pozitivni a negativni kontrolou).
Hodnoty extinkci tfi uvedenych skupin jsou uvedeny v tabulce €. 2.
Zaroven bylo zaznamenano vyjadreni odbératele vzorku na jeho
vizualni hodnoceni porostu z pohledu jeho néazoru na miru napadeni
V. longisporum. Odbératelé vzorkid hodnotili porost ve dvou
kategoriich jako zdravy porost anebo nemocny porost.

Vysledky a diskuze

Vysledky analyz vzork(l metodou ELISA spolu s hodnocenim
stavu porostu jsou uvedeny pro jednotlivé roky v tabulce &. 1.

V roce 2013

V tomto roce bylo analyzovano celkové 28 vzorkd. Metodou
ELISA bylo zjisténo 22 slabé pozitivnich a pozitivnich vzorku.

V celkem 18 pfipadech byla zjisténa urc€itd mira schody

s vizualnim hodnocenim napadeni a 10krat byla zjisténa
neshoda.

V roce 2014

V tomto roce bylo analyzovano celkové 26 vzorkl. Metodou

ELISA bylo zjisténo 18 slabé pozitivnich a pozitivnich vzorku.

V celkem 14 pfipadech byla zjiSténa urcita mira schody

s vizualnim hodnocenim napadeni a 12krat byla zjisténa
neshoda.

Vroce 2015

V tomto roce bylo analyzovano celkové 22 vzork(. Metodou
ELISA bylo zji§téno 13 slabé pozitivnich a pozitivnich vzork.

V celkem 15 pfipadech byla zjiSténa urc¢itd mira schody

s vizualnim hodnocenim napadeni a 7krat byla zjiSténa
neshoda.

Z provedenych analyz i vizualniho hodnoceni porostu fepek
vyplyvaji nékteré zajimavé poznatky. Vizualni hodnoceni
napadeni porostu V. longisporum je ovlivnéno vSemi negativy
spojenymi se subjektivnim hodnocenim. Toto hodnoceni bylo
od odbératelt vzorkl na poli pozadovano proto, abychom zjistili,
jak se bude toto hodnoceni liSit od analytického laboratorniho
testovani. Vizualni hodnoceni se s metodou ELISA shodovalo
v 62 % pfipadl v prameéru tii let.

Pritomnost patogena byla dale prokdzana metodou ELISA
v pruméru tfi let u cca 70 % odebranych vzorku.
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Tab. 2: Hodnoty extinkce pro pozitivni a negativni kontrolu a zafazeni do tfid podle namérenych hodnot extinkci (ELISA)

2015 2014 2013
PN 2,965 pozitivni kontrola 2,478 pozitivni kontrola 3,075
kontrola
EET 0,148 negativni kontrola 0,116 negativni kontrola 0,175
kontrola
Vzorek Rozpéti hodnot Vzorek Rozpéti hodnot Vzorek Rozpéti hodnot
pozitivni 2,156 3,398 pozitivni 1,731 3,42 pozitivni 1,997 3,06
slabé pozitivni 1,294 1,824 slabé pozitivni 1,022 1,55 slabé pozitivni 1,227 1,913
negativni 0,335 0,899 negativni 0,372 0,793 negativni 0,459 0,977
Zavér Wagner M. H., Ducournau S., Luciani A., Lechappe J. : From

Z analyz pfitomnosti V. longisporum u ozimé fepky provedenych
metodou ELISA vyplyvd dobra moZnost pouziti kita, které
nejsou specificky zamérené pouze na V. longisporium, ale
zachycuiji oba hlavni druhy V. longisporum a V. dahliae na fepce.
Shoda laboratorni analyzy ELISA s vizualnim hodnocenim
napadeni porostu byla prekvapivé dobra na urovni 62 %. Svédci
to o vcelku dobré znalosti projevi patogena V. longisporium
u pracovnika, ktefi vzorky ozimé repky odebirali. Dale se
prokazalo, ze problém této choroby je staly, a ze se houbovy
patogen vyskytuje na polich s ozimou Fepkou minimalné
ve stejné mife, jak bylo zaznamenano predchozim monitoringem
situace v letech 2006-2008.

/Recenzovano/

Podékovani
Tato publikace vznikla z podpory projektu QJ1310227.
Literatura

Bokor P, Becka D., Tothova M.: Occurrence of white rot and
verticilium wilt in Winter Rapeseed fields in Slovakia during 2014.
ROSPEROUS OIL CROPS 2014 Pages: 82-85 Published: 2014.
Dunker S., Keunecke H., Steinbach P. Von Tiedemann A.: Impact
of Verticillium longisporum on Yield and Morphology of Winter
Oilseed Rape (Brassica napus) in Relation to Systemic Spread in
the Plant, Journal of Phytopathology,Volume 156, Issue 11-12,
pages 698-707, December 2008

Gao W, Nan T. G, Tan G. Y., Zhao H. W., Wang B. M., Li Q. X.,
Meng F. Y.: Development of a sensitive monoclonal antibody-
based enzyme-linked immunosorbent assay for the analysis
of cadmium ions in water, soil and rape samples. FOOD AND
AGRICULTURAL IMMUNOLOGY Volume: 23 Issue: 1 Pages:
27-39 DOI: 10.1080/09540105.2011.589045 Published: 2012.

Spitzer T. MatuSinsky P. MikolaSova R. Wolf G.: Occurence of
Verticillium wilt of oil seed rape in the Czech Republic detected
by PCR and ELISA 56. Deutsche Pflanzenschutztagung in Kiel
22.-25. September 2008 : Mitteilungen aus dem Julius Kihn-
Institut, 2008, 370 ISSN: 1867-1268

knowledge-based research towards accurate and rapid testing
of seed quality in winter rape.SEED SCIENCE RESEARCH
Volume: 22 Pages: S80-S85 Supplement: 1DOI: 10.1017/
S0960258511000316 Published: FEB 2012.

Meteorologické varovani

pro vsechny plevele v psenici,
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V jarnich mésicich ocekavejte
prichod silného hurikanu, ktery
zasahne celou Ceskou republiku.

Ohrozena je chundelka metlice
a vsechny dvoudélozné plevele,
nasledné se ocekava extremné
vysoka uroda obilnin.
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