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Moznosti integrované ochrany korent repky

proti patogenu Verticillium longisporum
Souhrn

Tato bakalaiska prace se zabyva biologickou ochranou proti patogenu Verticillium
longisporum na rostlinach fepky olejky a diagnostikou choroby — verticiliového vadnuti — timto
patogenem zpusobenym. V literarni ¢asti se stru¢né vénuje soucasnému béznému zpisobu
pestovani fepky olejky a zmifuje nékteré problémy spojené s vyraznym rozvojem péstebnich
ploch ozimé fepky v Ceské republice. Zb&zné charakterizuje nékteré odraidy fepky olejky, které
maji deklarovanou odolnost vuc¢i patogenu V. longisporum. V dalsi ¢asti jsou zminény
nejvyznamnéjsi choroby fepky olejky a jejich plivodci. Detailngji se prace vénuje zejména
Verticilliovému vadnuti fepky a houbovému patogenu, ktery tuto chorobu zpisobuje. Jsou
popsany diivody obtiznosti detekce této choroby a zminéna poskozeni, kterd rostlinam
zpusobuje. Patogen je popsan a je charakterizovan jeho zivotni cyklus. Nadale jsou zminény
moznosti ochrany proti Verticilliovému vadnuti fepky, a to zejména v ramci integrované
ochrany rostlin, jejiz zasady jsou uvedeny. Prace se téZ zabyva biologickou ochranou, jejiz
definice se pokousi vymezit a zevrubné popisuje mechanismy, kterymi jsou schopny prospésné
bioagens redukovat ¢i pfimo znemoznovat vyskyt patogennich organismi na rostlinach.
Posledni cast je vénovana biologickym piipravkiim, které by mohly vykazovat Gi¢innost proti
houbovému patogenu Verticillium longisporum.

V ramci praktické Casti prace je popsana metodika sklenikovych pokust provedenych
v obdobi mezi 15. 4. 2018 a 13. 5. 2018 v Pokusnych a demonstra¢nich sklenicich CZU, které
se vénovaly hodnoceni zdravotniho stavu rostlin fepky olejky oSetfenych vybranymi
biologickymi ptipravky (Prometheus, Hirundo, Serenade, Gliorex, Polyversum a Clonoplus).
Dale jsou vyliceny metody laboratorni diagnostiky, které byly vyuzity ke zhodnoceni soucasné
metody polni diagnostiky rostlinného patogenu V. longisporum pii hodnoceni 30 vzorka
rostlinného materialu shromazdénych v poloprovoznich pokusech na uzemi Ceské a Slovenské
republiky. Témito metodami jsou Izolace celkové DNA pomoci CTAB, Extrakce DNA dle
Brandfass 2004, PCR a Gelova elektroforéza.

Nebylo potvrzeno, ze biologické ptipravky redukuji vyskyt patogenu V. longisporum
v kofenech fepky ozimé, ale nékteré ptipravky prokazatelné zpomaluji jeho vyvoj.

Kli¢ova slova: Verticillium longisporum, Brassica napus var. Napus, Integrovana ochrana

rostlin, Biologické ochrana rostlin, Laboratorni diagnostika



Integrated Protection of the Winter Rape Roots Against

Verticillium longisporum

Summary

This bachelor thesis is focused on biocontrol against the plant pathogen Verticillium
longisporum on Brassica napus var. napus plants and the diagnostics of the disease cause by
this pathogen. The literary research part briefly describes the current common way to grow
oilseed rape in the Czech Republic and the problems connected to the increasing of growing
areas. Varietes of oilseed rape with the tolerance against Verticillium wilt are shortly described.
In the next part, there are mentioned the most common pathogens of Brassica napus var. Napus.
The most detailed view is taken on the plant pathogen Verticillium longisporum. Problems
connected to the detection of this plant pathogen are described with a brief description of the
damages it cause on the plants. It also contains part dedicated to the life-cycle of this pathogenic
organism. The possibilites of protection against the Verticillium wilt are mentioned, mainly
focused on the inegrated crop protection and its principles are characterized. The main focus is
on the methods of biocontrol and the mechanisms used to achieve the reduction of plant
pathogens on crops. The last part describes chosen biological preparations that could reduce
presence of plant patogen Verticillium longisporum on oilseed rape roots.

The practical part of this bachelor thesis describes the methodology of greenhouse
experiments concluded in the greenhouse facilities of Czech University of Life sciences
between 15th of April and 13th of May 2018, where the effect of different biological preparetes
(Prometheus, Hirundo, Serenade, Gliorex, Polyversum and Clonoplus) on the disease
Verticillium wilt severity was evaluated. Methods of laboratory diagnostics, which were used
to asses the realiability of the currently used field diagnostics are covered. Those methods are
CTAB DNA isolation, DNA extraction by Brandfass 2004, PCR and Gel electroforesis. These
were conducted on 30 isolates acquired from field experiments from the Czech Republic and
Slovakia in 2018.

Biological preparates used in this bachelor thesis didn’t reduce the presence of
Verticillium longisporum in winter rape roots, but they slow down the development of the plant
pathogen.

Keywords: Verticillium longisporum, Brassica napus var. Napus, Integrated control,

Biological control, Laboratory diagnostics
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1 Uvod

Brukev fepka olejka (Brassica napus var. Napus) je jednou z nejvyznamnéjSich
zemé&délskych plodin na tzemi Ceské republiky, Evropy ale i celého svéta. Ackoliv se
Vv posledni dobé objevuje uréity tlak vefejnosti na snizeni vyméry péstebnich ploch fepky a
ekologicko-hospodaisky vyvoj ma také urcité tendence pritéZovat péstovani fepky olejky, neda
se predpokladat, Ze by jeji misto mohla nahradit, alespon v dohledné¢ dobé, plodina jina.
Vzhledem k obrovské vyméie a ekonomickému vyznamu této plodiny je vSak také tieba dbat
na jeji ochranu, protoze vyraznéj$i rozsifeni chorob a Skidcti by mohlo vést k pomérné
vyznamnym ekonomickym ztratam. Jednou z nejvyznamnéjSich skupin patogenti fepky jsou
houbové choroby. Verticilliové vadnuti zptisobené patogenem Verticillium longisporum se
Vv poslednich letech stava stale diskutovanéjsi chorobou, u které¢ se predpoklada, ze muize
vyrazné redukovat vynos. Vzhledem ke sméru vyvoje soucasné evropské politiky z hlediska
ochrany rostlin je tieba vénovat vétsi pozornost alternativnim zdrojlim ochrany bez nebo jen s
nezbytnym vyuzitim vyuziti chemickych ptipravkid. Inokulum patogenu V. longisporum se
nachdzi v pidé, napadeni tak probiha pies koteny rostlin, tim padem je tfeba se zaméfit na
biologické ptipravky plsobici v piidé a zhodnotit jejich vyuziti pfi ochrané proti patogenu
Verticillium longisporum a také jejich ptipadnou ucinnost pro ozdraveni pudy.



2 Cil prace

Hlavnim cilem prace bylo vyzkousSeni a zhodnoceni u¢innosti biologickych ptipravkl na
zdravotni stav rostlin fepky ozimé infikované patogenem Verticillium longisporum.

Vedlejsi cile prace:

Zhodnotit spolehlivost soucasného zptsobu polni diagnostiky (tvar stonki béhem
vegetace) za pomoci laboratorni diagnostické metody PCR.

Zhodnotit rizné metody izolace DNA a zvolit vhodny zptsob pro metody PCR.

Hypotéza:
Nékteré biologické pripravky jsou schopny zredukovat vyskyt patogenniho organismu V.
longisporum na kotenech fepky ozimé.



3 Literarni reSerse
3.1 Repka olejka (Brassica napus var. Napus)

Rige: Rostliny (Plantae)

Odd¢leni: Rostliny krytosemené (Magnoliophyta)

Ttida: Vyssi dvoudélozné rostliny (Rosopsida)

Rad: Brukvotvaré (Brassicales)

Celed’: Brukvovité (Brassicaceae)

Rod: Brukev (Brassica)

Druh: Brukev fepka (Brassica napus) (Danihelka et al. 2012)

Brassica napus var. Napus neboli fepka olejna je rostlina z ¢eledi brukvovitych, jejiz
pocatek péstovani se dad v Evrope pozorovat pfiblizn€ od 19. stoleti. Vyraznéj$i narlist osevni
plochy lIze sledovat od roku 1970. Extrémni vyvoj v Ceské republice viak zaznamenala zejména
v dobé& porevoluéni. K péstovani fepky olejky se vétSina péstiteld prikloniuje Z pomérné Siroké
fady diivodt, za hlavni se vSak dé oznacit jeji ekonomické zajimavost. Déle je nariist péstebnich
ploch vysledkem mnoha procesi, jako je napiiklad restrukturalizace zemédélstvi ¢i vstup Ceské
republiky do Evropské unie. Po razantnim snizeni stavlii hospodatskych zvirat a tstupu celé
fady plodin at’ uz z divodid ekonomickych, ¢i technologickych, fepka olejka v osevnich
postupech majoritné vyuzivanych v Ceské republice zaujima vzacnou roli zlepSujici plodiny.
RozSitfovani této plodiny s sebou vSak nese 1 negativni aspekty, mezi hlavni je mozZno zatadit
velky rozvoj chorob a plevell pfimo vazanych na jeji péstovani, které se vSak vzdy projevuji
s ur¢itym zpozdénim. V dne$ni dobé& se vSak v podstaté bez vyjimky vyskytuje v kazdém
konvencnim osevnim postupu a vyrazné omezeni péstovani fepky olejky se zda jako neredlné
vzhledem Kk absenci, ¢i spiSe vyrazné nizsi konkuren¢ni schopnosti jinych plodin, z hlediska
zatazeni v osevnich postupech. (Baranyk & Fabry 2007; Becka et al. 2007)

RO je rostlinou mirného pasma, rozsifena je viak co se tyce tohoto klimatu kosmopolitné.
Péstovani je vétSinu vazano na péstovani obilovin, jelikoz fepka je vybornou ptedplodinou a
nejéastéji po ni v osevnich postupech nasleduje psenice ozima. Ceska republika je patym
nejvétsim péstitelem Repky olejné v EU a devatym nejvétsim na svét. Vynosy se pohybuji
okolo 3 t/ha semen. K nejvétsimu rozvoji pestovani doslo po roce 1990, kdy se péstebni plochy
pfiblizné ztrojnasobily. Tento vyvoj byl vdzany na sniZeni Zivo€isné produkce, jejimz
diisledkem byla potieba nahrazeni jetelovin, pro které se nenachazelo vyuziti. Repka tedy
zabrala skupinu zlepSujicich plodin a v osevnich postupech ve vétSing Ceskych systému
dominuje nad ostatnimi alternativami. V roce 2017 bylo na tzemi Ceské republiky vyseto
394 262 hektard fepky meziro&né se jedna o zménu v ramci desetin procent (CSU 2019)

KaZzdoroéné se vSak zmény plochy odliSuji maximdlné v ramci jednotek procent.
(Baranyk 2010; Becka et al. 2007)

10



3.1.1 Biologie

Brukev fepka olejka je jednoletd nebo dvouletd rostlina dosahujici vysky okolo 150
centimetr. Kvéty jsou zluté a Ctyicetné a plodem je SeSule, v niz se nachazeji semena, jez jsou
hlavnim péstitelskym zajmem. Jedna se o rostlinu hluboko kofenici, kulovy kotfen dosahuje
hloubky ptes 0,5 metru. Seti probiha ptiblizn¢ v druhé poloviné srpna a sklizet se zacina v prvni
poloving Cervence. Na podzim probiha vyvoj listové rizice a kofenu, na jaie dale pokracuje
dlouzivy rast. Repka kvete piiblizné v obdobi pozdniho dubna, na nékterych mistech pievazné
ve vyssich polohach je kveteni oddaleno az do kvétna. Po odkveteni a vytvoreni Sesuli nastava
faze dozravani, kdy porost zasychd, ¢imz se dostava do stavu vhodnému ke sklizni a dalSimu
vyuziti. (Baranyk & Fabry 2007)

3.1.2 Technologie péstovani

Kli¢ovym faktorem pro spravné seti fepky je vybér vhodné piedplodiny. Dilezitym
faktorem, kterym piedplodina ovliviiuje péstovani a vynos fepky je termin sklizné dané
pfedplodiny a stav, v jakém piedplodina zanechava pidu. Za vhodné ptedplodiny se daji
oznacit ranné brambory, luskoviny a picniny sklizené v Cervenci. Jelikoz se ale tyto plodiny
Vv Ceskych osevnich postupech vyskytuji minimalné, na vétsiné ploch jsou jako ptredplodiny
pestovany obilniny, ze kterych se jako nejvhodnéjsi predplodiny jevi ozimy je¢men, vzhledem
k jeho rannéjSimu terminu sklizn€. Obilniny s sebou nesou ale i fadu problému a jako
nejvyznamnéjsi se d4 oznacit pomérné agresivni rust vydrolu, jenz je vhodné herbicidné
likvidovat. Mezi nevhodné pifedplodiny patii kukufice, cukrova fepa a pozdni brambory.
(Baranyk & Fabry 2007; Zemédélec.cz 2013)

Spravna predsetova piiprava je kliCovym faktorem pii spravném péstovani fepky.
Spravné rozvrzeni piedsetové piipravy je pfimo navazano na péstovanou piedplodinu a
pfirodni podminky. DulezZita je analyza vldhového rezimu pidy a ur€eni stavu, v jakém se
vV soucasné chvili piida nachédzi a péstovand predplodina ovliviiuje Cas, ve kterém se musi
operacich nutnych v tomto obdobi provést. V humidnich oblastech je vzhledem 1 k lepsi
regulaci vydrolu a semen plevelnych rostlin doporuovana orba. Ta je vSak energeticky a
ekonomicky naro¢na a Castéji vede k erozi, a tak je soucasnym trendem v predsetové ptiprave
rostlin minimalizace. Zpracovani pidy bez obraceni orni¢ni vrstvy ¢asto vede k ekonomicky
lepsim vysledkiim zejména v aridnéjSich oblastech, ale nevede k tak dobré regulaci plevell a
vydrolu. (Becka et al. 2007; Zeméd¢lec.cz 2013)

Termin vysevu ozimé fepky se vétSinou pohybuje v rozmezi poloviny az konce srpna,
vhodné je vSak fepku zasit v co nejzaz§im terminu s ohledem na polohu. Hloubka seti se
vzhledem k velikosti semen pohybuje okolo dvou az tfi centimetri, a proto je dilezité v této
oblasti zajistit vhodné podminky pro vzchazivost semen. Vysevni jednotka ozimé fepky se
pohybuje zhruba v rozsahu 450 az 700 tisic kli¢ivych semen na hektar. Pro vysev fepky je
mozné pouziti jak normalnich, tak ptesnych secich stroji. (Baranyk & Fabry 2007)
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3.2 Odridy repky ozimé

Pokus, na kterém se zaklada tato bakalafska prace, byl vedeny na odridé fepky
Inspiration, kterd nevykazuje odolnost vuci patogenu V. longisporum. Vzhledem
K nardstajicimi problémy s ptidnimi houbovymi patogeny je tieba vyuzivat odrudy, které se
vyznacuji rezistenci ¢i odolnosti k ptidnim kofenovym chorobam. Vzhledem k nedostatecné
moznosti ochrany je na Slechténi kladen narUstajici diraz a je to jedna z moznosti, jak
s kotfenovymi chorobami fepky bojovat. (Kniifer 2011)

3.2.1 Inspiration

Jedna se o stfedné rany hybrid vhodny do vSech oblasti péstovani. Odriida se vyznacuje
vysokou plasticitou, olejnatosti a HTS. Dosahuje stfedni aZ vyssi vysky a my vysokou odolnost
Kk poléhani. Doporuceny je spiSe nizsi vysevek. Tato odrida nema deklarovanou odolnost viici
patogenu Verticillium longisporum. (Elita 2019)

3.2.2 Factor KWS H 2014

Jedna se o stfedné rany pylové fertilni hybrid, ktery se hodi do vétSiny oblasti péstovani
a dobfe reaguje na vyssi intenzitu péstovani. Tento hybrid ma vysoky vynos semene i oleje a
nijak vyrazné€ se neprojevuji podminky ro¢niku. Tato odriida se hodi k Sirokofadkovému vyuZziti
a kniz8imu vysevku diky dobré tvorb&é bocnich vétvi a vétvi druhého fadu. Odolna vici
poléhani a pukani SeSuli. Nadprimérna tolerance k Verticillium longisporum a geneticky
podminéné odolnosti vii¢i Phoma lingam. (KWS 2019)

3.2.3 Alvaro KWS H 2015

Stiedné rany pylové fertilni hybrid vhodna pro typické polohy a pidy péstovani fepky
ozimé s vysokou schopnosti kompenzace nedostatki daného stanovisté. Vysoky vynos semene
a oleje. Vhodné pro strip-till i pfesné seti. Dobra odolnost vii¢i poléhani za ptedpokladu jarni
regulace vysky porostu a vysokd odolnost vii¢i vypadavani semen. Velmi dobfe odolava
komplexu chorob (Phoma, Botrytis, Alternaria, Sclerotinia, Verticillium). (Agromanual 2016;
KWS 2018)

3.24 Goya L 2009

Polopozdni liniova odrida s vysokym vynosovym potencialem. Vhodnéd pro vSechny
oblasti typické pro péstovani fepky. Stfedni az vysSi vzrist a nizkd nachylnost k poléhani.
Semeno obsahuje minimum glukosinolati a kyseliny erukové. Zdravotni stav na velmi dobré
urovni, vysoka tolerance zejména vuci Verticillium longisporum. (Agromanual 2016; Saatbau
2019)
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3.2.5 Orex L 2016

Prvni Ceskd registrovand odriida vznikla dihaploidizaci. Nizsi, polopozdni, dobra
odolnost vii¢i poléhani a nadprimérmna zimuvzdornost. Odolnost vii¢i vyznamnym chorobam
dobra, vysoka tolerance zejména vuci Verticillium longisporum. (Selgen 2019)

3.3 Choroby fepky olejky

Ackoliv je doporuceny rozestup péstovani fepky na jednotlivych ptidnich blocich 4 roky,
diky tlaku poptavky je obcas nemozné ho dodrzovat. Toto vSak vede ke zvySenému vyskytu
houbovych chorob, které se mohou vyznamné projevovat jako limitujici faktor péstovani fepky.
Mezi dulezité pivodce houbovych chorob na nasem uzemi patii Sclerotinia sclerotiorum,
Phoma lingam (Leptosphaeria maculans) a Verticillium longisporum (Prokinova 2003). Dale
se také mohou vyskytovat Pyrenopeziza brassicae, Alternaria brassicae, Erysiphe
cruciferarum, Plasmodiophora brassicae, Botrytis cinerea, Peronospora parasitica
(Odstréilova & Plachka 2007).

Diagnostika houbovych chorob je zejména v pocatecnich fazich napadeni velice slozita,
vzhledem k vzajemné podobnosti danych piiznakt. Na fepce se také vyskytuje vice druhti rodu
Verticillium, které je mozno rozeznat az za pomoci vyuziti laboratornich diagnostickych metod.
(Kniifer 2011)

3.3.1 Verticillium longisporum (C. Stark) (Karapapa et al. 1997)

Rise: Fungi

Odd¢leni: Ascomycota
Pododde¢leni: Pezizomycotina
Ttida: Sordariomycetes
Podttida: Hypocreomycetidae
Rad: Glomerellales

Celed’: Plectosphaerellaceae
Rod: Verticillium

Druh: Verticillium longisporum (C. Stark) (Karapapa et al. 1997)

Verticillium longisporum je vieckovytrusa houba zpusobujici chorobu rostlin bé&zné
znamou jako verticilliové vadnuti. V zavislosti na minulém zvySovani pé&stebnich ploch ozimé
fepky a stale se rozSifujicimu arealu tohoto patogenu zaina piedstavovat pomérné vyrazny
limitujici faktor v péstovani fepky. ,, Skody vsak mohou byt mimorddné vyznamné a mohou
snizit vynos o mnoho desitek procent. “ (Baranyk & Fabry 2007)
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3.3.1.1 Projevy verticilliového vadnuti

Ackoliv se choroba nazyva verticilliové vadnuti, neprojevuje se vadnutim a usychanim
jako u jinych vaskularnich patogeni (Gladders 2009). Pfiznaky této choroby jsou casto
nespecifické a snadno zaménitelné s jinymi patogennimi organismy. Nejvyznamnéjsi priznaky
se objevuji az v pozdni fazi vyvoje hostitele, coz komplikuje diagnostiku choroby v polnich
podminkach (Dunker et al. 2008). Za prvni pfiznak muaze byt povazovano Zloutnuti jedné
poloviny listt pti kveteni fepky (Eastburn & Paul 2007). V této fazi se také mohou objevit dalsi
nespecifické ptiznaky jako chlordza listli a postrannich vétvi. Nejcastéjsi piiznaky se objevuji
az ve fazi dozravani. V disledku napadeni xylému hostitele patogenem lze na infikované
rostlin€é pozorovat zprvu zluty a pozd¢ji tmavnouci podélny pruh pletiva tdhnouci se v rizné
Sifce po jedné stran¢ stonku od jeho baze az ptipadné do jeho postrannich vétvi. Podélna 1éze
je postupem casu vyraznéjsi diky Sifeni patogena z xylému do primarni ktiry. V té se dale tvori
mikrosclerocia, nacez praska pokozka. Tento proces je také pozorovatelny v napadenych
kotenech a dfeni. U siln¢ napadenych jedinci miize na postrannich vétvich dochazet
k pfedéasnému dozravani. VSechny piiznaky lze vSak pomérné snadno zaménit s jinymi
patogeny, které se na fepce vyskytuji v podobné fenologické fazi a diagnostika je tedy neptesné
(Depotter et al. 2016; Gladders 2009).

3.3.1.2 Zivotni cyklus
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z systematické nedochazi k
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vstup do mikrosklerocia na
epidermalnich stonku
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Obrizek 1 - Zivotni cyklus Verticillium longisporum viz Kniifer 2011

Pro Verticillium longisporum a dalsi druhy Verticillia jako tieba Verticillium dahliae a
Verticillium arbo-atrum je charakteristickd zména zivotni strategie béhem jejich zivotniho
cyklu. V zavislosti na podminkach prostfedi se V. longisporum muze vyskytovat ve fazi
dormantni, parasitické nebo saprofytické (Eynck 2008). V dormantni fazi se houba vyskytuje
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ve form¢ microsclerotii, coz jsou melanizované shluky zvétSenych hyf. Microsclerotia mohou
Vv pudé¢ prezit déle nez deset let a mohou tedy zpisobit jeji dlouhotrvajici kontaminaci (Heale
& Karapapa 1999). Microsclerotia zacinaji klicit pfi kontaktu s kofenovymi exudaty rostlin.
Ptedchozi studie ukazuji, Ze microslerotia mohou zacit kli¢it nejen pii kontaktu s kofenovymi
exudaty hostitelské rostliny, ale mohou ho také vyvolat kofenové exudaty rostlin, které
Verticillium longisporum nenapada (Mol & Riessen 1995). Exudaty vypusténé bunikami kofent
se rozpusti do rhizosféry, coz vede k navysSeni exudatového gradientu (Olsson & Nordbring-
Hertz 1985). Tento gradient stimuluje rist hyf ke kofenu a paraziticka faze houby zapocina
pfimou penetraci kofenovych epidermalnich bun€k (Zhou et al. 2006; Eynck et al. 2007).
Béhem penetra¢niho procesu nikdy nebylo pozorovano, ze by hyfy formovaly apressorialni
struktury. Prinik do epidermalnich bun¢k prob¢hl spiSe formou mirného rozsifeni hyfalnich
Spicek a vytvotenim tenkého Cepu, ktery do rostliny vstupuje. Priinik kofenovou kirou byl
pozorovan pied napadenim xylémovych cév, a to jak mimobunééné, tak i mezibunééné (Eynck
et al. 2007). Ve vaskularnim systému probiha systematicky rlst v ramci centralniho valce a
Vv cévnich svazcich stonku. Béhem této faze je vytvotena nova generace konidii. Se zacatkem
starnuti rostliny patogen opousti xylémové cévy a vstupuje do parenchymatickych bunék. Tato
migrace zapo¢inad saprofytickou fazi zivotniho cyklu houby a vede k tvorbé mikrosclerotii.
(Kniifer 2011)

3.3.1.3 Detekce

Verticilliova hniloba na ozimé fepce, Siroce rozsifend choroba v kontinentalni Evropé, je
zpusobena ,,témét diploidnim* houbovym patogenem Verticillium longisporum. 31 izolati z
rostlin brukvovitych, a to zejména z ozimé fepky olejky z Némecka, Svédska, Japonska, Francie
a Polska, a 1 izolat z cukrové fepy byly popsany a porovnavany s 9 typickymi izolaty
Verticillium dahliae a 5 izolaty Verticillium arbo-atrum. Isolaty Veticillium longisporum byly
odlisitelné od Verticillium dahliae tfemi morfologickymi znaky: podlouhla microsclerotia,
dlouha conidia (7,1-8,8 um) a zejména 3 philaida na nédum na conidioforech. Zastupci
Verticillium dahliae méli pfiblizn¢ kulovita microsclerotia, kratsi conidie (3,5-5,5 um) a 4-5
philaid na conidioforech. Pfi pouziti téi oligonukleotidovych primert byly izolaty Verticillium
longisporum jednoznacné odlisitelné od izolatt Verticillium dahliae a Verticillium albo-atrum
pomoci vysledkid RAPD. Pii sklenikovych testech patogenity, ve kterych bylo vyuZzito 5 odrad
ozimé fepky olejky, se potvrdila patogenita Verticillium longisporum, kdezto Verticillium
dahliae nebylo patogenni. Dikazy naznacuji, ze se Verticillium longisporum mohlo vyvinout
pomoci parasexualni hybridizace mezi Verticillium dahliae a Verticillium arbo-atrum, ¢imz by
mohl byt vysvétlen jeho ,,témét diploidni® stav a ptivod ¢tyt pozorovanych rekombinaci. Na
poli se prvni symptomy této choroby projevuji pomérné¢ pozd¢, a to az ve fazi dozravani
hostitelskych rostlin a zaroven jsou snadno zaménitelné s jinymi houbovymi patogeny, proto je
spravné rozpoznani této choroby v polnich podminkach velice slozité a v praxi nema velkého
uplatnéni. (Karapapa et al. 1997)
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3.4 Ochrana proti patogenu V. longisporum

Jako klicovy prvek ochrany proti vS§em houbovym patogenum je uvadéno dodrzovani
minimalné tiletého, radéji vSak Ctyiletého odstupu v osevnich sledech. Do nich by také nemély
byt zatazovany luskoviny a slunecnice. Mezi dalSi moznosti patii kvalitni managment
poskliziiovych zbytkt, ktery podpoii jejich rozklad a zkrati tim dobu pfezivani patogena na
pozemku. Potfebna je také likvidace rostlin vzeslych z vydrolu, které umozni vyvoj choroby
mimo hlavni vegeta¢ni obdobi a miize tak byt zdrojem infekce pro okolni porosty. Jako posledni
by se dalo zminit odplevelovani, které je zapotiebi pro snizeni vlhkosti vzduchu oproti
neodplevelenému porostu a snizuje tak vyskyt chorob s houbovymi ptivodci. Ackoliv je mozné
vyuziti i chemickych piipravki, ziistava otdzkou, jaka je jejich ucinnost, jestlize se aplikuji za
stavu, kdyz je patogen plné rozvinut. (Prokinova 2003)

3.4.1 Vitavax

Vitavax je kombinované nertutnaté motidlo ve formé tekutého dispergovatelného
koncentratu ur¢ené k moteni kukufice, je¢mene, pSenice, zita, triticale, Inu, hrachu, ovsu, fepky,
brambor, bobu obecného a lupiny bilé. U¢inné latky v tomto pfipravku jsou carboxin coz je 5,6-
dihydro-2-karboxanilido-3-methyl-1,4-oxathin a thiram, coz je tetramethylhiuramdisulfid.
Pisobi jako fungicid se systémovou a kontaktni sloZkou. Zabraiuje kli¢eni spor a omezuje riist
mycelia houbovych patogent. (Chemtura Europe 2016)

3.4.2 Symetra

Symetra je kombinovany piipravek se systémovou a kontaktni sloZzkou. Je ur€en k pouziti
na fepce vobdobi kvétu. U¢inné latky pouzité vtomto piipravku jsou isopyrazam a
atoxystrobin. Isopyrazam ma schopnost navazat se na voskovou vrstvu rostliny a také na
puvodce choroby. Ptipravek pusobi na Siroké spektrum chorob, a i pifi absenci napadeni
deklaruje zvySeni vynosu, flexibilitu a rentabilitu. (Syngenta)

3.5 Integrovana ochrana rostlin

Jednd se o pfechod mezi konvenénim zemédé€lstvim a ekologickym zemé&délstvim.
Integrovand ochrana rostlin preferuje pouziti pfirozené€j$i moznosti ochrany rostlin a pokousi
se snizit zavislost na pesticidech. Stavebnim kamenem je stejné jako u konvenéniho
zemedelstvi efektivni ochrana plodin pred Skiidci, plevely a chorobami. Stejné jako u
konvenc¢nich systému je cilem stabilni vynos péstovanych plodin, odpovidajici kvalita dané
produkce, ale navic se pokousi sniZzit rizika na zdravi a ekosystémy zptsobené pesticidy. Pokud
tyto body nejsou naplnitelné pomoci vyuziti alternativnich metod ochrany rostlin, dulezité je
odpovédné vyuziti takovych pesticidli, které maji vysokou specifitu k danym Skodlivym
organismiim a maji co nejmensi dopady na okolni prostiedi. (UKZUZ 2019)
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3.5.1 Biologicka ochrana rostlin

Termin biologickd ochrana byl pouzit v mnoha riznych oborech, nejvyznamnéji
V entomologii a ochrané rostlin. V ochrané rostlin se tento termin rovna pouziti mikrobialnich
antagonistil stejné jako K pouziti hostitelsky specifickych patogeni pro redukci populaci
pleveli. V obou oborech je organismus, ktery potlacuje Skiidce ¢i chorobu oznacCovan jako
agent biologické ochrany. Sifeji byl termin biologicka ochrana pouzit také pti pouZiti piirodnich
produktl extrahovanych ¢i fermentovanych z riiznych zdroji. Tyto pfipravky mohou byt velmi
jednoduchou smési ptirodnich produktii se specifickou aktivitou nebo komplexni smési
s vicendsobnym efektem na hostitele stejné jako na cileného patogena ¢i Sktidce. Ackoliv tyto
ptipravky napodobuji aktivity zijicich organismt, nezivé piipravky by méli byt spravngji
oznacovany jako biopesticidy ¢i biohnojiva v zavislosti na primarnim benefitu poskytovaném
Skodlivych aktivit Skodlivého organismu za pomoci jednoho ¢i vice jinych organismd, Casto
oznacovanych za pfirozené nepratele. V uz§im slova smyslu pojednévéa termin biologicka
ochrana o cileném vyuziti introdukovanych ¢i residentnich zijicich organismd, jinych nez
resistentnich hostitelskych organisma, k regulaci aktivit a populaci jednoho ¢i vice rostlinnych
patogend. V nejuzsim slova smyslu je biologicka ochrana potlaceni jednoho patogena pomoci

jednoho antagonisty v jedné monokultuie. (Heydari & Pessarakli 2010)

3.5.1.1 Mechanismy biologické ochrany

JelikoZ je biologicka ochrana vysledkem spousty typl interakci mezi mikroorganismy,
védci se zamétili na charakterizaci situaci vedouci k jednotlivym mechanismiim (Audenaert et
al. 2002; De Meyer & Hofte 1997; Elad & Baker 1985; Heydari et al. 1997; Howell et al. 1988;
Islam et al 2005; Meziane et al. 2005; Ryu et al. 2004; Van Dijk & Nelson 2000). Ve vSech
pfipadech jsou patogeny antagonizovany pfitomnosti a aktivitou jinych mikroorganismi, se
kterymi ptijdou do styku.

Piimy antagonismus je vysledkem fyzického kontaktu a vysokého stupné selektivity na
patogena mechanismu biologického piipravku. Pfi tomto typu interakce by byl
hyperparasitismus obligatnimi parazity rostlinnych patogeni povazovan za nejpiiméjsi typ
tohoto mechanismu, protoZe neni vyZadovédna aktivita Zadného jiného mikroorganismu
(Harman et al. 2004). Z druhého konce spektra, neptimy antagonismus je vysledkem aktivity,
kterd nezahrnuji ptimé plsobeni mikroorganismil na rostlinny patogen. ZlepSeni a stimulace
obrannych mechanismi hostitelské rostliny nepatogennimi organismy je pfiklad nejméné piimé
formy antagonismu (Kloepper et al. 1980; Lafontaine & Benhanio 1996; Leeman et al. 1996;
Maurhofer et al. 1994; Silva et al. 2004). Ackoliv se spousta studii koncentrovala na ustaleni
dilezitosti jednotlivych mechanismii biologické ochrany u riiznych patologickych systémd,
vSechny popsané mechanismy se pravdépodobné projevuji ve vSech ptirodnich a zemédélskych
ekosystémech.
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3.5.1.2 Mycoparasitismus

Pti hyperparasitismu je patogen piimo napaden specifickym bioagens, ktery zabije jeho
nebo jeho propagule. Byli identifikované Ctyfi nejvyznamnéj$i skupiny hyperparaziti —
Hypoviry, fakultativni parazité, obligatni bakteridlni patogeny a predatofi. Ptikladem
hypoparazita je virus, ktery napada Cryphonectria parasita, houbové ptivodce korové nekrozy
kastanovniku, ktery zptsobuje hypovirulenci, redukci patogenocity tohoto patogena. Tento
mikroorganismus pfispél k ochran¢ pied korovou nekrézou kastanovniku na mnoha mistech
(Milgroom & Cortesi 2004). Interakce viru, houby, stromu a prostiedi fidi ispéch ¢i neuspéch
hypovirulence.

Jako dalsi byly identifikovany hypoparazité véetné téch, které napadaji sclerotii nebo jiné,
které napadaji houbové hyfy. V nékterych pfipadech mize byt jediny houbovy patogen napaden
nckolika hyperparasity.

Na rozdil od hyperparasitismu, mikrobidlni predace je vice obecnd, nespecifickd a
poskytuje hiife predpovidatelnou urovenn biologické ochrany. Nekteti bioagens vykazuji
predacni chovani v prostfedi s omezenymi podminkami vyzivy. Tteba jako Trichoderma,
houbovy antagonista, ktery produkuje fadu enzymi, které plisobi na bunééné st€ny houbovych
parazitu. Kdyz je pii kompostovani vyuzita Cerstva kura, Trichoderma piimo nenapada
rostlinného patogena Rhizoctonia solani. Pokud je vSak pouZita rozkladajici se kura, je
koncentrace ptimo vyuzitelné celuldzy snizena, coz aktivuje chitindzni geny Trichodermy a
vede tak k produkci chitinazi k parazitovani na R. Solani (Benhamou & Chet 1997).

3.5.1.3 Antibioza

Spousta mikroorganismti produkuje a sekrenuje slouceniny s antibiotickou aktivitou
(Homma et al. 1989; Howell & Stipanovic 1980; Islam et al. 2005; Leclere et al. 2005; Shahraki
et al. 2009; Shanahan et al. 1992; Thomashow et al. 1990; Thomasow & Weller 1988).
V obecné definici jsou antibiotika mikrobidlni toxiny, které mohou, pii nizkych koncentracich,
otravit ¢i zabit jiné mikroorganismy. Bylo dok4zéano, Ze nékterd antibiotika jsou obzvlasté
ucinna proti rostlinnym patogentim a chorobam, které zptisobuji choroby rostlin (Homma et al.
1989; Howell & Stipanovic 1980; Islam et al. 2005; Shanahan et al. 1992; Thomashow et al.
1990; Thomasow & Weller 1988). Ve vSech piipadech bylo dokdzano, ze antibiotika jsou
obzvlasté efektivni k omezeni riistu cilového patogena v in vitro a in situ podminkach. Uginné
antibiotikum musi byt produkovéano v dostate¢ném mnozZstvi blizko patogena. Byla studovana
in situ produkce antibiotika n€kolika biologickymi ptipravky (Thomashow et al. 1990). Ackoliv
byli vyvinuty riizné procedury k uréeni kdy a kde budou antibiotika produkovana, detekce
expresse vV misté infekce je velice sloZita vzhledem k nerovnomérnému rozloZeni mikrobt a
potencialnich mistech infekce (Thomashow et al. 1990).

V nékterych piipadech byla dilezitost produkce antibiotik prokdzana. Zmutované kmeny
neschopné produkce fenazini (Thomasow & Weller 1988) a fluoroglucinolt (Keel et al. 1989),
které byly schopny kolonizace rhizosféry, ale daleko méné schopny potlacit kofenové choroby
nez piirozené kmeny. Bylo prokézano, Ze mnoho bioagens je schopno produkce vice antibiotik,
které jsou schopny potlacit jednoho ¢i vice patogenii (Homma et al. 1989; Howell & Stipanovic
1980; Islam et al. 2005; Shanahan et al. 1992; Thomashow et al. 1990; Thomasow & Weller
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1988). Schopnost produkce vice antibiotik pravdépodobné vede ke schopnosti potlacit rizné
mikrobialni kompetitory a rostlinné patogeny.

3.5.1.4 Produkce metabolitu

Mnoho biologickych piipravki mtze produkovat dalsi metabolity, které mohou
zasahovat do rustu patogend. Lytické enzymy jsou jednémi z téch, které mohou narusit
polymerické slouceniny, naptiklad chitin, bilkoviny, celul6zu, hemicelul6zu a DNA (Anderson
et al. 2004; Howell et al. 1988; Loper & Buyer 1991; Ordentlich et al. 1988; Press et al. 2001,
Wilhite et al. 2001). Studie prokazaly, Ze nékteré z téchto metabolitli jsou schopné vést
k pfimému potlaeni rostlinnych patogent. Napiiklad ochrana pied Sclerotium rolfsii pomoci
Serratia marcescens byla zprostifedkovana expresi chitinazy (Ordentlch et al. 1998). Zda se
pravdépodobné, ze antagonistické schopnosti téchto metabolitii jsou disledkem potieby
degradace komplexnich polymert za ucelem zisku vyzivy uhlikem. Mikroorganismy, které
projevuji preferenci v kolonizovani a potlacovani rostlinnych patogenti mohou byt oznaceny za
bioagens. Naptiklad Lysobacter a Myxobacteria, které produkuji lytické enzymy se ukazaly
jako efektivni proti nékterym houbovym patogentim rostlin (Bull et al. 2002).

Studie ukézaly, ze n€které produkty lytické enzymatické aktivity mohou mit nepiimy
efekt na rostlinné patogeny. Oligosacharidy odvozené z bunéénych stén byly schopny
indukovat obranu u hostitelské rostliny (Howell et al. 1988). Pravdépodobné je efektivita téchto
slouCenin zavisld na sloZzeni a uhlikovych a dusikovych zdrojich plidy a rhizosféry. Pii
posklizitové ochrané rostlin se jako efektivni ukdzalo pfidani chitosanu, cozZ je netoxicky a
organicky rozlozitelny polymer beta 1,4-glukosaminu, produkovaného z chitinu alkalinni
deacylaci, ktery podporoval mikrobidlni degradaci patogenti (Benhamou 2004). Pozménéni
substratu chitosanem vedlo k potlaceni kofenové hniloby zptisobené Fusarium oxysporum f. sp.
Radicis-lycopersici u raj¢at (Lafontaine & Benhamou 2004).

Neékteré dalsi produkty mikrobialni aktivitou mohou také hrat dilezitou roli v biologicke
ochrané rostlin (Philipps et al. 2004). Naptiklad kyanovodik (HCN) efektivné blokuje
metabolickou cestu cytochromové oxidasy a je vysoce toxicky pro vSechny aerobni
mikroorganismy uz pii pikomoldrnich konecentracich (Ramette et al. 2003). Produkce HCN
nékterymi fluorescenénimi pseudomondzami se ukazuje jako efektivni proti rostlinnym
patogenim. Vysledky nékterych studii ukazuji, ze P. flourescens CHAO, antagonisticka
bakterie, produkuje antibiotika jako siderofory a HCN, ale potlaceni ¢erné hniloby tabaku
zpusobené Thielaviopsis basicola je efektivni zejména kvili produkci HCN. Dalsi studie
ukazuji, ze t€kave latky jako amoniak mohou byt také vyuzity pii biologické ochrané rostlin.

3.5.1.5 Kompetice

Zdroje zivin v pudé a rhizosféie jsou Casto nedostacujici pro mikroorganismy. Pro
uspesnou kolonizaci phytosféry a rhizosféry musi mikroorganismus efektivné soutézit o Ziviny
(Elad & Baker 1985; Keel et al. 1989; Loper & Buyer 1991). Na povrchu rostlin zahrnuji
hostitelem poskytnuté Ziviny exudaty, roztoky nebo zestarla pletiva. Ziviny mohou byt navic
ziskavany z odpadnich produktli jinych organismli jako hmyzu ¢i z pldy. Existuje obecna
pfedstava o tom, ze kompetice o Ziviny mezi patogennimi a nepatogennimi mikroorganismy je
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dilezitou sloZzkou ochrany rostlin (Elad & Baker 1985; Keel et al. 1989; Loper & Buyer 1991).
napadaji rostlinu skrz myceliarni kontakt, nez u patogent, které napadaji rostlinu skrz nadzemni
casti (Elad & Baker 1985; Keel et al. 1989; Loper & Buyer 1991). Vysledky studii od
Andersona a kol. (1988) prokazuje, ze produkce rostlinného glykoproteinu agglutininu koreluje
s potencialni schopnosti Pseudomonas putida kolonizovat kofenovy systém. Mutanti druhu P.
putida nedisponujici touto schopnosti projevuji snizenou schopnost kolonizovat rhizosféru a
korespondujici schopnosti potlaceni fusariové hniloby u okurek (Tari & Anderson 1988).

Bylo také dokazéano, ze nepatogenni mikroorganismy obecné ochranuji rostlinu rychlou
kolonizaci, a tedy vycerpanim omezenych dostupnych substrati, takze zadné nejsou dostupné
pro rust patogenti. Naptiklad efektivni katabolismus zivin ve spermosféfe byl identifikovan
jako mechanismus pfispivajici k redukci Phytium ultimum mikroorganismem Enterobacter
cloacae (Van Dijk & Nelson 2000; Kageyama & Nelson 2003). Tyto mikroby také produkuji
metabolity, které jsou efektivni pro potlaceni patogeni. Kolonizuji mista s dostupnou vodou a
uhlik obsahujicimi zivinami, jako tfeba krc¢ky sekundarnich kotfentli, poSkozené epidermalni
buiiky a nektary a vyuZzivaji kofenovy sliz.

Kompetice o vzacné ale klicové mikroziviny, jako tfeba zelezo, se také ukazala byti
dilezitym faktorem pii biologické ochrané rostlin. Zelezo je v rhizosféfe extrémné vzacné
v zavislosti na pidnim pH. Ve vysoce oxidovanych a provzdusnénych ptidach se zelezo
vyskytuje ve formée kationta Zelezitych (Kageyama & Nelson 2003; Shahraki et al. 2009), které
jsou nerozpustné ve vode a jejich koncentrace tak mize byt extrémné nizka. Tato velice nizka
koncentrace neni schopnad podpofit rist mikroorganismi. Pro ptfeziti v takto extrémnich
podminkach mikroorganismy produkuji Zelezo vazici ligandy zvané sideriofory, které maji
vysokou schopnost ziskat Zelezo z dalSich mikroorganismii (Shahraki et al. 2009). Témét
vSechny mikroorganismy produkuji suderiofory katecholového nebo hydroxamatového typu
(Kageyama & Nelson 2003).

3.6 Biologické pripravky na bazi mikroorganismi

Za biologické ptipravky se daji komerecné oznacit takové vyrobky, které obsahuji Zivé
organismy (€1 viry) a aktivné ¢i pasivné piisobi proti patogenickému organismu nebo stimuluji
rust a vyvoj rostlin. Mezi efekty piisobeni nemusi spadat pfimy kontakt s patogenem, miiZe se
jednat naptiklad o stimulaci hostitelské rostliny a tim vyvolanou vyssi odolnost vii¢i patogenu.
Mezi biologické piipravky na bazi organismil se povazuji takové, kde vétSinovou slozku tvori
bakterie, houby nebo viry. VétSina takovychto produkti obsahuje vice mikroorganisml se
spole¢nym ¢i podobnym efektem. (Helyer et al. 2014)

3.6.1 Pripravky pouzité v ramci piredloZené bakala¥ské prace

3.6.1.1 Serenade ASO

V tomto biologickém piipravku je obaszen kmen bakterii Bacilus subtillis. Tento
kolonizuje kotenovy systém a diky Cerpani kotenovych exudati vytvaii konkurencni prostiedi
omezujici vstup piipadnych fytopatogennich organismi do kotent rostlin. Déle také napomaha
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rozkladu organickych latek v pidé a napomdha lepSimu rlstu oSetfenych rostlin. Proti
houbovym chorobam vsak ptsobi také aktivné, a to produkci lipopeptidd, které naruSuji
bunééné membrany a zpisobuji kompletni destrukci bunék. (Bayer 2017)

3.6.1.2 Polyversum

Utinou bioagens obsaZenou v tomto piipravku je fasovka Pythium oligandrum. Tento
mikroorganismus je schopen pronikat do bun¢k patogennich hub a ¢erpa z nich potiebné latky.

vvvvv

vyskyt patogena. (Bio Agens Research and Development 2019)

3.6.1.3 Gliorex

Gliorex je biologicky piipravek obsahujici spory hub rodu Clonostachys a Trichoderma,
které se piirozen¢ vyskytuji v pidé€ a rostlinnych zbytcich a podileji se na saprofytickych
procesech v nich. Spory téchto bioagens vykli¢i a mycelium se rozrista v rhizosféte plodiny a
diky kompetici brani vstupu patogennich hub. Napomaha rozkladu organickych zbytkl a tim
zvysuje jejich piijem rostlinou. Jakozto mykoparazit také mize pomoci rozkladu bunécénych
stén redukovat fytopatogenni houby v pudé (napf.Rhizoctonia solanii; Sclerotinia
sclerotiorum; Botrytis cinerea; Bipolaris sorokiniana...). (Fytovita 2015)

3.6.1.4 Hirundo

Piipravek Hirundo je registrovany v kategorii hnojiv a je aplikovan do porostl fepky
olejky. Jako u¢inny bioagens se zde nachazi buniky bakterii rodu Bacillus v tekutém médiu.

Diky produkci fytoalexinli je pfipravek schopen aktivné cilit na patogenni organismy
nalézajici se v ptid¢€ a pasivné také napomahd odolnosti diky stimulaci rastu. Tento princip je
zaloZen na volné symbidze mezi bioagens a rostlinou. Jedna se o oboustranné prospésny vztah
podporujici rast rostliny. Bakterie chrani kofeny rostlin pfed patogennimi organismy jejich
rychlou kolonizaci a poméha tak potlacovat houbové choroby vyskytujici se v pude. Podle
polnich pokusi se prokazalo, ze vyskyt patogennich hub (Sclerotinia, Phoma
lingam, Verticillium a Botrytis cinerea) je prokazatelné niz§i nez u neosetfenych variant.

Diky mineralizaci organické hmoty a zvySeni pfistupnosti Zivin rostlinam také piipravek
aktivné napomaha k lepSimu ristu, coz vede k naslednému zvyseni vynosu. Piipravek se hodi
Kk pouziti v pudach s vyssim obsahem organickych latek, pidach neutralnich a slabé zasaditych
a je mozné ho aplikovat jak v podzimnim, tak v jarnim terminu. (Monas technology 2019)

3.6.1.5 Clonoplus

Piipravek Clonolpus obsahuje spory kmend hub rodu Clonostachys. Tyto kmeny byly
vybrany vzhledem k jejich prospéSnému plisobeni na rostliny. Jedna se o houby pfirozené se
vyskytujici v pid¢, které napomadhaji rozkladani organickych zbytkli a napomdhaji tak
zvySenému piijmu téchto zivin rostlinami. Dale také piisobi aktivné proti patogennim houbam
(napf. Rhizoctonia solanii; Sclerotinia sclerotiorum; Botrytis cinerea; Bipolaris sorokiniana;
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Verticilium dahliae; n¢které druhy fusarii ...), jejichz zarodky roskladaji a chrani pfed nimi
péstované plodiny. (Fytovita 2015)

3.6.1.6 Prometheus

Jedna se o biologicky piipravek, jehoz mozné pouziti je v porostech (Brassica napus),
maku (Papaver somniferum) a slune¢nice (Helianthus annuus). Bioagens je v tomto produktu
tvofeno bakteriemi rodu Pseudomonas v tekutém médiu.

Ptipravek aktivné chrani rostliny pfed houbovymi patogeny pfirozené se vyskytujicimi
v padé. Utinek je zalozen na volné symbidze bakterii s rostlinami. Bakterie aktivné chrani
koteny rostlin pred Skodlivymi organismy za pomoci kompetice a produkce latek zabranujicich
rustu houbovych patogent. Bakterie jsou schopny udrZzovat v odstupu bézné patogeny
(Sclerotinia, Phoma lingam, Verticillium a Botrytis cinerea) a jsou tak schopny zabranit jejich
vstupu do rostlin. Jak polni pokusy, tak provozni podminky dokazaly, Ze je zasdané potlacen
vyskyt primarnich infekci téchto patogenti. Déle je schopna inhibovat zivotnost sklerdcii.

Diky mineralizaci a zpfistupiiovani zivin z pudy tak pfipravek pomaha jejich piijmu
rostlinami a zvysSuje tak vynos a olejnatost semen.

Diky metabolické aktivité bioagens je ptipravek Prometheus schopen zvySovat pH ptdy,
coz napomahd lep$imu ristu a vyvoji plodin a jejich odolnosti vii¢i chorobdm. Zména pH zavisi
na ptivodni kyselosti pudy, kdy v kyselejsich piidach dochazi k vyraznéj§imu navyseni pH nez
u pud spiSe neutralnich. V fepkovych porostech doslo k primérnému nértstu pH o 0.4 stupné.

Diky spolupraci s Vysokou skolou chemicko-technologickou se také prokéazalo, ze tento
piipravek je schopen odbouravani rezidui pesticidi v pudée. (Monas technology 2019)
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4 Metodika
4.1 Sklenikové pokusy

Praktické pokusy provedené na odrid¢ fepky ozimé Inspiration byly zaloZzeny 15. 4. 2018
v prostorech pokusnych a demonstra¢nich sklenikti CZU. Pomoci namaéeni kotink v suspenzi
spor (8x107 spor v 1 ml) byly tyden staré rostliny inokulovany patogenem V. longisporum.
Biologické ptipravky byly aplikovany ve formé posttiku, a to dle doporuc¢eného davkovani
vyrobce v doporucené koncentraci. Pro kontrolu nebyly vyuzity pouze rostliny inokulovany V.
longisporum, ale i rostliny, na kterych inokulace sporami patogenu neprob¢hla.

Obrazek 2 — Sklenikovy pokus

4.1.1 Pouzity material
Odruda fepky ozimé

Pti sklenikovych pokusech bylo vyuzito odridy fepky Inspiration, kterd nema
deklarovanou rezistenci k patogenu V. longisporum.

Biologické pripravky

Bylo vyuzito biologickych piipravki na bazi bakterii a hub: Prometheus (Pseudomonas
sp.), Hirundo (Bacillus sp.), Serenade (Bacillus subtilis), Gliorex (Clonostachys sp. a
Trichoderma sp.), Polyversum (Pythium oligandrum) a Clonoplus (Clonostachys sp.)
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Kultivace patogena Verticillium longisporum

V laboratornich podminkach byla pfipravena suspenze spor.

Pro ptipravu houbovych patogennich kultur byly pouzity vyfezy z agaru porostlého
patogenem V. longisporum, které byly ptevedeny do 150 ml PDA broth (tekuté zivné médium),
a po dobu jednoho tydne ponechdny pfti 23 °C za neustalého michani. Po sedmidenni inkubaci
bylo mycelium pfefiltrovano pies sito, a tak byla ziskana suspenze spor (8x107 spor v 1 ml.)
(Eynck 2008)

4.1.2 Design experimentu

Pti sklenikovych pokusech byl po dobu 4 tydn od oSetfeni sledovan a hodnocen
zdravotni stav rostlin (pomoci uvedené stupnice viz tab. ¢. 1) oSetfenych jednotlivym
biologickymi ptipravky (3 opakovani po 16 rostlindch — randomizované rozd¢lent).

4.1.3 Hodnoceni experimentu
Pti hodnoceni zdravotniho stavu fepky ozimé odrudy Inspiration, které byly zalozeny

15. 4. 2018 v prostorech pokusnych a demonstraénich sklenikti CZU bylo vyuZito hodnoceni
popsané v nasledujici tabulce. Vysledky byly zpracovyny v programu MS Excel.
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Stupeni hodnoceni ‘ Symptomy

Bez symptomil

Zloutnuti nejstarsich listil

Slabé symptomy na mladych listech

Méné jak 50 % listd ma symptomy

Vice jak 50 % listh ma symptomy

Méné jak 50 % list je mrtvych

Vice jak 50 % listl je mrtvych

| N O O & W N|

Pouze vzrostny vrchol je Zivy

9 Mrtva rostlina

Tabulka 1 — Stupné zdravotniho stavu viz Eynck 2008

Béhem kone¢ného hodnoceni po uplynuti 4 tydnt byla kromé zdravotniho stavu
zjiStovana i vyska rostlin od kotfenového krcku k nejdelsimu listu a tloustka kotenovych kreka.
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4.2 Laboratorni diagnostika

Byly shromézdény stonky po ukonceni vegetace v roce 2018. Vzorky byly roziazeny do
3 skupin podle soucasné polni diagnostiky (hranaty stonek, ¢erné léze v pletivu v oblasti
kotenového krc¢ku a kotene). Skupina 1 obsahovala nejméné napadené vzorky, skupina 3
vzorky napadené nejvice. Vzorky pochazely z poloprovoznich pokusti na uzemi Ceské a
Slovenské republiky (viz Tabulka 2).

Vzorky byly zamrazeny na - 80 °C a nésledné lyofilizovany.

Bylo hodnoceno 30 vzorkt ze 3 skupin dle vizualnich ptiznaki, ¢ast vzorkd byla pro
velky objem materidlu hodnocena jako smésné vzorky.
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Skupina

Cislo vzorku

W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25
26
27

28
29
30

Tabulka 2 — Vzorky pro laboratorni diagnostiku
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4.2.1 1Izolace celkové DNA

Pro izolaci DNA byly vyuzity dvé metody: CTAB a Extrakce DNA

4.2.1.1 Izolace celkové DNA pomoci CTAB

1. Biologicky material (koteny fepky) byly diikladné omyty pod tekouci vodou a nasledné
rozdrceny ve tieci misce pomoci tekutého dusiku na drobny prasek, ktery byl pfeveden pomoci
sterilni Spachtle do mikrozkumavky (navazka 100 mg). Mikrozkumavka byla umisténa do
tekutého dusiku a nasledné bud’ uskladnéna v mrazicim boxu (-70 °C) nebo ihned pouzita pro
izolaci totalni DNA.

2. Ke vzorku byly ptidany tii drtici koule (o priméru 3 mm) a 100 ul CTAB puftru (t€sné
pted pouzitim byl do pufru ptidan 2-merkaptoetanol v poméru Iml/1,56 pl).

3. Vzorek byl homogenizovan pomoci oscilaéniho mlyna po dobu 1,5 min. rychlosti 30
kmitd za sekundu. Poté bylo do mikrozkumavky ptidano 400 ul CTAB pufru a vzorek byl po
dobu 2 min. tfepan stejnou rychlosti.

4. Poté bylo do mikrozkumavky ptidano 400 ul CTAB pufru a vzorek byl inkubovan 1h.
pii 64 °C.

5. Ke vzorku bylo pfidano 900 ul smési fenol DNA (pH 8)-chloroform-izoamylalkoholu
(24:1) v poméru 1:1. Vzorek byl tfepan (2200 RPM, 10 min.) a nasledn¢ centrifugovan (7000
X g, 10 min.).

6. Poté byla do nové mikrozkumavky ptevedena vodni faze a tento krok byl jednou
zopakovan [pridano stejné mnozstvi smési fenol (pH 8): chloroform-izoamylalkoholu (24:1) v
poméru 1:1, tfepani, centrifugace].

7. Vodni faze byla pfevedena do nové mikrozkumavky a ke smési bylo pfidano stejné
objemové mnoZstvi chloroform-izoamylalkoholu (24:1). Vzorek byl tfepan (2200 RPM, 10
min.), poté centrifugovan (7000xg, 10 min.).

8. Vodni faze byla pfevedena do nové mikrozkumavky, do které bylo pfidano stejné
mnozstvi ledového izopropylalkoholu. Smés byla promichéna (n€kolikrat ptevracena v ruce) a
ponechana pies noc v mrazicim boxu (-24 °C), popiipadé pro urychleni postupu byl vzorek
ponechan 3x3 min. v tekutém dusiku.

9. Poté byl vzorek centrifugovan (10 000xg, 10 min.) a vodni fdze byla odstranéna. Peleta
byla promyta v 70 % chlazeném etanolu a centrifugovana (10 000xg, 10 min.).

10. Po odstranéni vodni fdze byla mikrozkumavka ponechana pfii laboratorni teploté
inkubovat 10 min. Peleta byla rozpusténa v 50 ul TE pufru a vzorek byl uskladnén v mrazicim
boxu (-28 °C) ¢i hned pouzit pro dalsi analyzy.

Roztoky pouzité pri extrakei

CTAB pufr

2% CTAB (cetyltrimetylamonium bromid)
0,1 M Tris (pH 8,0)

20 mM EDTA
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0,7 M NaCl

2-merkaptoetanol

Fenol pH 8,0

Roztok fenol (pH 8,0) : chloroform-asoamylalkohol (1:1)

Chloroform-isoamylalkohol (24:1)

Isopropanol

70 % ethanol
TE pufr (pH 8,0)
10 mM Tris
1mMEDTA
ddH20

4.2.1.2 Extrakce DNA (Brandfass,2004)

©ooN RN

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Navazit 50 mg vzorku, rozemlit na jemny prasek (napft. v tekutém N) a pievést do 2 ml
zkumavek

Ptidat 1 ml CTAB bufferu - 1 pl Proneinazy K a promichat (vortex)

Inkubovat vzorek po dobu 5 sekund v ultrazvukové Cisti¢ce

Inkubovat po dobu 10 minut pti 42 °C

Inkubovat po dobu 10 minut pti 65 °C, dvakrat az tikrat promichat

Ptidat 800 pl Chloroform/isoamylalkoholu (24:1) a promichat (vortex)

Inkubovat po dobu 10 minut na ledu

Centrifugovat po dobu 10 minut pii 13000 rpm

Ptipravit 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky s 200 ul PEG (30%, Polyethylenglycol PEG
6000 ve vod¢) a 100 pl SM NaCl

. Pfevést 600 pl supernatantu po centrifugaci do zkumavek s PEG a promichat (vortex)
11.

Centrifugovat po dobu 15 minut (maximalni rpm) pfi pokojové teplo pro peletovani
DNA

Opatrné odstranit supernatant pro uchovani DNA pelet

Ptidat 600 ul EtOH (70%) pro ocisténi DNA pelet

Centrifugovat po dobu 5 minut (maximalni rpm)

Opatrné odstranit EtOH (pipetovanim)

Vysusit peletu v koncentratoru po dobu 10 minut pii 30 °C

Rozpustit peletu v 100 pl TE (1x), inkubovat aspon po dobu 30 minut, nemichat
Ulozit vzorky pii -20 °C
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Roztoky
CTAB buffer

Proteinaza K

Zivné médium 20 mg/ml v TE bufferu, zfedit 1:10 s TE pied pouzitim
TE Buffer

10 mM TE, 1 mM EDTA, pH 8,0

Merkaptoethanol

Dalsi roztoky

5 M NaCl

70% EtOH

Chloroform/isoamylalkohol 24:1

30% PEG 6000 (Polyethylenglykol) v H2O
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4.2.2 PCR (Debode et al. 2011)

Velikost

Nazev Smér Cil Sekvence (5' — 3") produktu PCR
VITubF2? | Popiedu |pB-tubulin | GCAAAACCCTACCGGGTTATG 142 bp

VITubR1?® | Pozpatku |B-tubulin | AGATATCCATCGGACTGTTCGTA [142 bp

Tabulka 3 — Pouzité primery vit Debode et al. 2011

Reaké¢ni smés (25pM):

18,8 ul ddH.0

2,5 ul bufferu pro Taq polymerazu
0,5 ul ANTP (25 mM/10 mM)

0,5 pl primeru R

0,5 pl primeru F

0,2 pl Taq polymerazy (5U/ pl)

2 ul templatové DNA

Program:

Aktivaéni krok 15 minut pii 95 °C nasledovan 40 cykly po 10 sekundach pti 95 °C,
15 sekundach pti 60 °C a 15 sekundach pti 72 °C. Kone¢na elongace po dobu 15 sekund pfi
72 °C.

4.2.3 Gelova elektroforéza

Byl pfipraven roztok z 1,5 % agaréozy v TBElx pufru. Roztok byl pfeveden do
Erlenmayerovy baiky, promichan a v mikrovinné troubé rozvatren. Poté zchlazen. Do smési
byla ptidana polovina objemu zasobniho roztoku etidiumbromidu v pl (do 100 ml objemu gelu
bude ptidano 50 pl zasobniho roztoku etidiumbromidu). VSe bylo promichano a poté byl obsah
baiiky nalit do vanicky. Zasunutim hiebinkt do tekuté agar6zy nylo umoznéno utvoieni jamek
pro nanaseni jednotlivych vzorki. Po ztuhnuti gelu byly hiebinky opatrné vyjmuty z gelu a
vanicka byla pfenesena do elektroforetické horizontalni cely s TBE 1 x pufrem. Do jednotlivych
jamek byla napipetovana smés 10 pul DNA (produkt PCR) + 2 ul barviva (6 x loading dye
solution, Fermentas). PCR produkt byl ponechan v elektroforéze cca 1 hodinu pii konstantnim
stejnosmérném napéti 100 V.
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5 Vysledky
5.1 Sklenikové pokusy

Sklenikové byly zalozeny 15. 4. 2018 v prostorech pokusnych a demonstrac¢nich sklenikti
CZU. Zdravotni stav rostlin byl postupné hodnocen v tydennich intervalech a pii terminu
posledniho hodnoceni bylo také provedeno méfeni délky rostlin a $itky kotfenového kréku.

5.1.1 Stupné zdravotniho stavu neinokulovanych rostlin

Stupné zdravotniho stavu neinokulovanych rostlin
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Graf 1 — Stupné zdravotniho stavu neinokulovanych rostlin

Vyslydky této casti pokusu by mohly napovidat, Ze ptipadna aplikace biologickych
ptipravkt by mohla zhorSovat zdravotni stav rostlin. Jelikoz vSak vétSina bioagens obsazenych
Vv téchto piipravcich pochézi z fiSe hub, pfipadné¢ z domény bakterii, jednd se o pfirozeny
biologicky proces. Vzhledem k tomu, ze je tato stupnice sestavena k hodnoceni rostlin
napadenych V. longisporum, neda se pfedpokladat, ze by realné¢ odpovidala u jinych pfipravka
Skoddm patogenem zplsobenym. Mikroorganismy a nosice, na kterych jsou v piipravcich
navazany, maji také urcity, prozatim nezhodnoceny, vliv na zdravotni stav rostlin. V posledni
fadé se na zdravotnim stavu rostlin podepsaly limitované podminky skleniktt CZU, které byly
bohuzel neovlivnitelné. V ¢ase posledniho hodnoceni byly rostliny fepky pterostlé, coz vedlo
k tak vyraznému zhor$eni zdravotniho stavu oproti pfedchozim tydntm.
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5.1.2 Stupné zdravotniho stavu inokulovanych rostlin

Stupné zdravotniho stavu inokulovanych rostlin
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Graf 2 — Stupné zdravotniho stavu inokulovanych rostlin

Ve zjisténych vysledcich jde ve vétSing€ ptipadi pozorovat jisté zakonitosti. ZlepSeny
zdravotni stav v prvnich tydnech hodnoceni napovida, Ze biologické ptipravky zpomalily vstup
patogena do kofenového systému rostlin. Toto by odpovidalo procesu kompetice, kdy je
patogenni organismus nucen soutézit o ziviny s bioagens obsazenych v ptipravcich a jeho vyvoj
je tak zna¢n€ zpomalen. Kotfeny rostlin byly dikladné infikovany a pokud se patogenni
organismus dostal do vnitfnich pletiv rostliny, vyrovnava po Case rozdil oproti neoSetiené
kontrole a dostava se do srovnatelnych hodnot. Z tohoto hlediska doséhly nejlepsich vysledkt
ptipravky Clonoplus a Prometheus. U vSech wvariant je vSak oproti vysledkim
z neinokulovanych rostlin vidét postupné, ptiblizné linearni zhorSovani zdravotniho stavu a
zZ tohoto pohledu se Zadny z pouZitych ptipravkl oproti ostatnim nelisi.

33



5.1.3 Délka rostlin

Délka neinokulovanych rostlin: kofen - nejdelsi list v %
ku kontrole (27,13 cm)
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Graf 3 — Délka neinokulovanych rostlin

Vzhledem k tomu, ze primarnim Gc¢elem aplikovanych biopreparati je podpora ristu
osetfenych rostlin, neni ptekvapujici, ze vSechny neinokulované varianty oSetfené biologickymi
ptipravky svym primérem pievysuji neinokulovanou kontrolu. Lze tedy tvrdit, Ze aplikované
biologické pripravky zvysuji délku rostlin fepky. Nejlépe v tomto hodnoceni dopadly ptipravky
Hirundo a Gliorex.

Délka inokulovanych rostlin: koten - nejdelsi list v % ku
kontrole (28,62 cm)
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Graf 4 — Délka inokulovanych rostlin

Nejvyssi pramér délky rostlin méla v této varianté inokulovana kontrola. Z velké ¢asti se
to da prisuzovat efektu, kdy rostlina sviij zhorSeny zdravotni stav kompenzuje nadmérnym
rastem. U vSech piipravki lze sledovat stejny trend snizeni primérné délky rostlin. V p¥ipadé
délky inokulovanych rostlin je vSak rozptyl vyrazné vyssi nez u rostlin neinokulovanych.
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5.1.4 Tloustka kofenového kréku

Tloustka kofenového krcku neinokulovanych rostlin v %
ku kontrole (0,72 mm)
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Graf 5 — Tloustka korenového krcku neinokulovanych rostlin

Vysledky méfeni Sitky kotfenového krcku neinokulovanych rostlin z velké ¢asti
odpovidaji métenim délky neinokulovanych rostlin. Také v tomto piipadé vSechny rostliny
osetfené biologickymi pfipravky dosdhly v priméru vysSich hodnot nez neinokulovana
kontrola. Primérna Sifka kotenového krcku koreluje s primérnou délkou rostliny. Vyjimkou je
V tomto Cast rostlin oSetfena piipravkem Clonoplus, kterd zde dosahla nejlepsiho vysledku,
ackoliv se v méfeni délky rostlin pohybovala spiSe na primérnych hodnotach.

Tloustka kofenového krcku inokulovanych v % rostlin
ku kontrole (0,98 mm)
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Graf 6 — Tloustka korenového krcku inokulovanych rostlin

Stejné jako u délky rostlin inokulovanych variant vétSina rostlin oSetfena biologickymi
pripravky nedosahla vyssi primérné hodnoty nez inokulovana kontrola. Vyjimkou je v tomto
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pripadé¢ skupina rostlin oSetfena ptipravkem Hirundo, kterd vyrazné ptedcila vSechny ostatni
hodnocené varianty rostlin oSetfenych biologickymi ptipravky.
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5.3 Laboratorni diagnostika

Laboratorni diagnostika byla vyuzita pro hodnoceni 30 vzorkli shromazdénych po konci
vegetace v roce 2018, které pochazely z poloprovoznich pokusti na tizemi Ceské a Slovenské
republiky.

5.3.1 Izolace celkové DNA

Pro spravné probéhnuti reakce PCR pti méfeni Cistoty izolované DNA je podstatné, aby
se mnozstvi DNA pohybovalo v optimu.
Idealnimi hodnotami p#i poméru absorbanci 260/280 jsou hodnoty mezi 1,7 a 1,9.
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260/280 260/280

1. Vzorek CTAB  Extrakce DNA
1 1,76 2,62
2 1,68 2,53
3 1,89 241
4 1,87 2,12
5 1,83 2,53
6 1,76 2,23
7 1,91 0,49
8 1,72 2,21
9 1,87 1,61
10 1,87 2,41
11 1,74 1,69
12 1,78 2,08
13 1,82 2,3
14 1,79 2,28
15 1,92 2,28
16 1,83 2,66
17 1,8 2,07
18 1,77 2,43
19 1,87 2,94
20 1,75 2,23
21 1,89 2,27
22 1,76 2,31
23 1,81 2,86
24 1,83 1,73
25 1,87 2,42
26 1,78 2,01
27 1,76 1,48
28 1,92 3,06
29 1,67 2,49
30 1,82 2,21

Tabulka 4 — Vysledky izolace celkové DNA
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Z vysledki metody CTAB je patrné, ze metoda se jevi jako vhodnd pro izolaci
z lyofilizovanych vzorkt. Naopak z vysledkii metody Extrakce DNA dle Brandfass 2004
vyplyva, ze se nejedna o vhodnou metodu pro izolaci z lyofilizovanych stonkt (viz Tabulka 4).

5.3.2 Gelova elektroforéza

Z vyizolovanych vzorkd pomoci metody CTAB byla zjisténa ptitomnost patogenu V.
longisporum.

Obrazek 3 — Vysledky Gelové elektroforézy, vzorky 1-15

N P P 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Obrazek 4 — Vysledky Gelové elektroforézy, vzorky 16-30
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Negativni kontrola byla negativni v obou pfipadech a ob¢ positivni kontroly positivni,
tim padem probéhl program PCR v potfadku a gelova elektroforéza byla Gspés$na. Bez ohledu
na rozfazeni do jednotlivych skupin podle souc¢asnych metod polni diagnostiky jsou vSechny
vzorky positivni kromé& vzorku ¢islo 4 (ze skupiny 1) a ¢islo 21 (ze skupiny 3). Vysledky gelové
elektroforézy tedy neodpovidaji hodnocenim soucasné polni diagnostiky.
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6 Diskuze

vvvvvv

ochrany rostlin. Je povazovana za G¢innou alternativni metodu ochrany rostlin. Biologicka
ochrana je Setrnd k zivotnimu prostiedi a v nékterych ptipadech se jedna o jedinou moznost,
jak ochranit plodiny proti patogennim organismim (Cook 1993)

Rostlinnému patogenu Verticillium longisporum je vénovano ¢im dal vice pozornosti a
z hlediska moznych $kod puisobenych na rostlinach fepky olejky (Depotter et al. 2016; Dunker
et al. 2008). Vzhledem k naro¢nosti detekce tohoto patogena (Novakazi et al. 2015) je tieba
vénovat se moznym metodam jeho diagnostiky a zhodnotit stavajici postupy slouzici k detekci
patogenu Verticillium longisporum. Vzhledem k nedostatetné chemické ochrané je
pfistupovano k metodam integrované ochrany rostlin, a to zejména biologické ochrané rostlin
(Marin et al. 2018).

Pseudomonady produkujici DAPG navozuji obranu hostitele. (Kloepper et al. 1980;
Lafontaine & Benhaniou 1996; Leeman et al. 1995; Maurhofer et al. 1994; Silva et al. 2004).
Nadale maji schopnost agresivné kolonizovat rhizosféru, coz napomahd jejich schopnosti
redukovat vyskyt ptidnich patogennich organismii pomoci kompetice o organické ziviny
(Heydari & Pessarakli 2010)

V praci byl vyuzit pfipravek Prometheus, ktery obsahuje rod bakterii Pseudomonas.
Piipravek Prometheus prokazatelné zpomaluje vyvoj patogenu V. longisporum a podporuje rist
rostlin. Po findlnim hodnoceni zdravotniho stavu rostlin navic dosahl jednoho z nejlepsich
vysledkd.

V Kontextu biologické ochrany rostlinych chorob byly zkoumény 3 typy lipopeptida
produkovanych rodem Bacillus pro jejich antagonistickou aktivitu proti Siroké Skale
fytopatogentli, v€etn¢ bakterii, hub a kvasinek. Témito latkami jsou Surfaktiny, Ituriny a
Fengyciny. Posledni studie prokazaly, ze tyto lipopeptidy také maji vliv na fitness
mikroorganismu produkujicich tyto latky z hlediska kolonizace rhizosféry. Také hraji klicovou
roli pfi stimulaci obrannych mechanismu osetiené rostliny. (Ongena & Jacques 2008)

Rod Bacillus byl v této praci zastoupen piipravkem Hirundo, ktery dosahl velice dobrych
vysledkl pti méfeni délky rostlin a Sitky kofenového kréku. Tento piipravek také prokazatelné
zpomaluje vyvoj patogena V. longisporum, pii kone¢ném méteni zdravotniho stavu v8ak dosahl
nejhorSich vysledkd. Druhym piipravkem s rodem Bacillus byl ptipravek Serenade, ktery
dosahl z hlediska podpory rustu spise primérnych vysledkt a stejné si vedl 1 u hodnoceni stupné
zdravotniho stavu.

Pythium oligandrum je parazit patogenniho organismu Verticillium dahliae schopny
snizit jeho schopnost rtstu a tvorby mikrosclerotii. Byly prokazany rozdily v parasitismu u
riznych izolatd P. oligandrum a schopnost jim odolavat u izolatd V. dahliae. Teplota a
matricovy potencial mély velky vliv na interakci mezi houbami. Populace P. oligandrum byly
podobné u inokulovanych i neinokulovanych variant V. dahliae, ale populace V. dahlia v pud¢
pfi péstovani Capsicum annuum byla vyrazné niz$i pii pritomnosti P. oligandrum. Pii
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sklenikovych pokusech byla vdha nadzemnich ¢asti rostlin vyrazné vyssi u oSetfenych variant.
U neinokulovanych rostlin dosadhly nazdemni Casti oSetiené P. oligandrum az o polovinu
vys$sich hmotnosti. (AL-Rawahi & Hancock 2007)

U¢inné bioagens Pythium olygandrum bylo ve sklenikovych pokusech obsazeno
Vv biologickém piipravku Polyversum. Z hlediska podpory ristu rostlin a sitky kofenového
krcku dosahoval tento ptipravek podprimérnych vysledki. Bohuzel ani pfi hodnoceni
zdravotniho stavu nedosahl tento mikroorganismus ptfedpokladanych vysledki, kdy na rozdil
od ostatnich pripravki spiSe podpotil vyvoj patogenniho organismu V. longisporum.

Clonostachys rosea BAFC3874 se prokazal byt efektivnim antagonistou agresivniho
pudniho patogenu S. sclerotiorum ve sklenikovych experimentech. Hlavnimi mechanismy
biologické ochrany jsou v tomto piipadé¢ produkce metabolitii a mycoparasitickd aktivita
(Rodriguez et al. 2011)

Piipravek Clonoplus obsahujici rod Clonostachys byl pouzit ve sklenikovych pokusech
uréenych k hodnoceni zdravotniho stavu rostlin inokulovanych V. longisporum a podpofe riastu
rostlin Brassica napus var. Napus. V piipadé podpory ristu rostlin se tento pfipravek projevil
jako primérny, ovSem vyrazné podporoval zvyseni Sitky kofenového krc¢ku. U hodnoceni
ptipravki. Z vysledi je patrné, ze ptipravek vyrazné zpomalil vyvoj patogenniho organismu, a
i pii findlnim méfeni dosahl nadprimérnych vysledki. Druhym piipravkem s rodem
Clonostachys byl biologicky piipravek Gliorex, ktery vyrazné podpofil délku rostlin a §itku
kotenového kréku u neinokulovanych rostlin, ale zdravotni stav nebyl vyrazné odlisny od
rostlin pouze inokulovanych patogenem V. longisporum.
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[ Zavér
Byla vyzkousena a zhodnocena G¢innost biologickych pfipravkii na zdravotni stav rostlin
fepky ozimé, které byly infikované patogenem Verticillium longisporum.

Byly otestovany tyto piipravky: Prometheus (Pseudomonas sp.), Hirundo (Bacillus sp.),
Serenade (Bacillus subtilis), Gliorex (Clonostachys sp. a Trichoderma sp.), Polyversum
(Pythium oligandrum) a Clonoplus (Clonostachys sp.) a porovnana jejich Géinnost.

Pomoci diagnostické metody PCR bylo vyhodnoceno, ze soucasnd polni diagnostika
zcela neodpovida realnému stavu ptitomnosti patogenu Verticillium longisporum v porostu.

Bylo izolovano 30 vzorkd, které byly zpracovany dvéma metodami. Metoda extrakce dle
byla vyhodnocena jako nedostacujici, pro dalsi analyzy se doporucuje extrakce metodou
CTAB.

Hypotéza, ze by nekteré biologické ptipravky vykazovaly Gc€innost proti patogennimu
organismu V. longisporum na kofenech fepky ozimé nebyla potvrzena, ale nékteré biologické
ptipravky prokazateln¢ zpomaluji vyvoj patogenu Verticillium longisporum a podporuji rast
rostlin.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

CTAB - Cetyltrimethylamoniumbromid

PCR — Polymerazova fetézova reakce

HTS — Hmotnost tisice semen

RAPD — Néhodna amplifikace polymorfni DNA
DAPG - 2,4-Diacetylfluoroglucinol

CZU - Ceské Zemé&d¢lska Universita

PDA — Agar s bramborovou dextrézou

RPM — Otéacky za minutu
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