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Prostiredky biologické ochrany proti P. cactorum na
jahodniku

Souhrn

Phytophthora cactorum spada mezi nejvyznamnéjsi patogeny z rodu Phytophthora
Skodici Sirokému okruhu hostitelll a vyskytujici se na globalni trovni. Jednim, nichz takovych
hostiteld jsou praveé jahodniky, u kterych je tento patogen divodem vysokych ztrat na vynosech.
V soucasnosti se zeméd¢lci snazi uptednostnit latky pfirodni povahy pted ochranou chemickou,
to hlavné z diivodu jejich dopadu na Zzivotni prostfedi. Piipravky biologické ochrany spadaji
mezi jednu z piirodnich metod s Sirokym vyuzitim v této problematice. Prostiedky biologické
ochrany dokazou svym puisobenim vyrazné negativné ovlivnit patogen.

Prace se zabyva ucinnosti deviti voln¢ dostupnych prostifedki biologické ochrany na

mortalitu P. cactorum.
Kli¢ova slova: jahodnik, Phytophthora cactorum, bioagens, ochrana rostlin

Phytophthora cactorum is one of the most important pathogens of the genus
Phytophthora, which harms a wide range of hosts and occurs on a global scale. One of such
hosts is fragaria plants, for which this pathogen is the cause of high losses. Currently, farmers
are trying to prioritize substances of a natural nature over protection by a chemical products,
mainly because of their impact on the environment. Biological protection products are one of
the natural methods with a wide use of this issue. Bioagens, due to their natural nature, are able
to negatively influence the pathogen.

My thesis is focused on the effectiveness of nine freely available biological protection

agents on the mortality of P. cactorum.

Keywords: Fragaria, Phytophthora cactorum, bioagens, plants protection
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1 Uvod

Rod Phytophthora je jednim z nejvice problémovych skupin patogend, které skodi
v zem¢edélstvi, ale i ve volné piirodé, kde maji zasluhu na vymfieni riznych druhd rostlin.
Nejznaméjsim patogenem z rodu Phytophthora je pravdépodobné Phytophthora infestans,
ktery zptsobil Velky irsky hladomor roku 1845, a pti kterém zahynuly az 2 miliony lidi. V této
praci jsme se zaméfili na P. cactorum, ktery je schopen napadnout az 250 riznych druhti rostlin
po celém svéts. V Ceské republice se jedna pievazné o ovocné stromy, konkrétnéji jablong a
hrusn¢, dale také jahodniky, ale 1 lesni dieviny ¢i okrasné rostliny v podobé rododendronti a
dalgich. Péstovani jahod v Ceské republice je znamo uz po mnoho generaci, ale diky neustale
meénicim se podminkam se zvySuje vyskyt chorob. Tyto choroby zptisobuji vysoké ztraty, a tak
péstitelim snizuji vynosy. Jeden z hlavnich problémi ptredstavuje praveé fytoftorova hniloba
jahodniku, kterd zptsobuje poskozeni rostliny béhem celého procesu péstovani, coz zvySuje
riziko posSkozeni rostlin jahodniku a nasledného Sifeni patogenu mezi zdravymi rostlinami.
Projevem jsou nahla vadnuti az nekréza celych rostlin, které se primarné objevuji Vv krcku
rostliny. Napadeni se mlze projevit jak pouze na zelené rostling, ale 1 v kvétech ¢i samostatnych
plodech méknutim az hnilobou.

Jedna z dal$ich hrozeb je schopnost patogenu pietrvat neptiznivé podminky v klidovém
stadiu zvané spora. Soucasny systém ochrany pifed patogenem je spatfovan v integrované
ochran¢ rostlin, kdy je potieba pouziti spravnych agrotechnickych opatfeni a stfidani
chemickych a biologickych ochran. ZvySené odolnosti rostlin jahodniku proti chorobam Ize
docilit 1 péstovanim vice rezistentnich druhti. Z praxe vime, Ze na chemickou ochranu vznika
rychla rezistence patogenu, a proto upiednostiiujeme alternativni zptsoby ochrany rostlin.
Vyzkum v rozvoji biologické ochrany rostlin se jevi jako nejvhodnéjsi metoda pro kontrolu

ochrany rostlin (Blesa 2019).



2 Védecka hypotéza a cil prace

Védecka hypotéza:
Existuje konvencni ¢i experimentalni prostfedek biologické ochrany, ktery bude mit negativni

vliv na zivotaschopnost P. cactorum v in vitro podminkach.

Cil prace:
Ziskat nové informace o G¢innosti prostfedki biologické ochrany proti P. cactorum v in vitro

podminkach.



3 Literarni reSerSe
3.1 Rod Phytophthora

Rod Phytophthora je skupina Zivych organismil zafazena mezi obligatné¢ parazitické
oomyecety, které spadaji pfevazné mezi rostlinné patogeny. Do ptichodu molekularni techniky
bylo znamo okolo 50 druht (Alexopoulos et al. 1996), ale pozdéji pomoci molekularné
genetickych metod bylo ziskano vice nez 150 druht rodu Phytophthora (Jung et al. 2016).
Nejznaméjsi ze svého rodu je pravdépodobné Phytophthora infestans, ktera je také nejvice
prostudovanym druhem, diky svému ekonomickému dopadu na agrokulturu a historii lidstva

(Trigiano 2007). Zastupci rodu Phytophthora jsou rozsifeni po celém svété.
3.1.1 Taxonomie P. cactorum

Taxonomické urceni zkoumaného patogenu Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn

1870) bylo stanoveno dle National Center of Biotechnology Information (2020).

Doména: Eukaryota

Rige: Chromista

Podiise: Sar

Kmen: Stramenopiles

Ttida: Oomycetes

Rad: Peronosporales

Celed’: Peronosporaceae
Rod: Phytophthora

Druh: Phytophthora cactorum

3.1.2 Puavod a historie P. cactorum

Prvni izolat P. cactorum byl ziskan z ¢eledi Cactaceae v Bratislavé z Jacobovy zahrady,
nasledné byl H. Lebertem & F. Cohnem (1870) popsan a pojmenovan Peronospora cactorum.
De Bary (1881) pozménil oznaceni patogenu na Phytophthora cactorum. V literatufe se tento
druh uvadi i pod odlisnymi nazvy, které sepsal Cline et al. (2008) jako Peronospora fagi (Hartig
1876), Phytophthora fagi (Hartig 1876), Phytophthora paeoniae (Cooper & Porter1928),

Peronospora sempervivi (Schenk 1875).



3.1.3 Morfologie P. cactorum

Dle morfologie je patogen P. cactorum casto chybné oznacovan jako houba. Hlavnim
odliSujicim se znakem je proces rozmnozovani (Erwin & Ribeiro 1996). Mezi dalsi odliSnosti
u rodu Phytophthora mizeme zatadit bi¢ikaté stadium, které houby nemaji. Na rozdil od hub,
které maji zasobni latku chitin, Phytophthora ziskava energii z mykolaminaranu. Na fadu
nesrovnalosti 1ze poukazovat i ve sméru biochemickych déjt, naptiklad rozdil v syntéze lipida
(Mrazkova et al. 2012).

Mycelium P. cactorum, obsahujici glykoglukany a celulézu, tvoii takzvané
nepiehradkované hyty, které odborné nazyvame coenické mycelium (Agrios 2005). Primérna
velikost hyf patogenu se dle riznych zdroja lisi. Waterhouse & Waterson (1966) publikuje
rozsah do 6 um, zaroven Blackwell (1943) udava velikost 2-14 um. Erwin & Ribero (1996)
také poukazuji na fakt, Ze se u hyf ¢asto nachézi nepravidelnd zdufeni. U vétveni mycelia jsou
hyfy u zakladu tenc¢i a tvarem znazornuji pravy uhel. Kazd4 hyfa ma diploidni jadro, jez se
nachdzi ptevazné u baze hyfy (Mass 1998). U zakonceni se hyfy protahuji do Spicky, ktera tak
diky své tenké a flexibilni sténé zaujima vyhodnou pozici pro piijem zivin. Mladé hyfy tvoii
pti¢né stény, které¢ oddéluji reprodukeni ¢ast hyf, na rozdil od starych, u kterych se pticné stény
mohou vytvofit kdekoliv. Stfed starych hyt je vyplnén vakuolou a buné¢na sténa je tvorena
vrstvou protoplazmy (Blackwell 1943).

Prostredi, tedy kultivacni médium, ve kterém patogen péstujeme, ovliviiuje morfologii
hyf. Pfi pouziti vodného média pro kultivaci fytoftorové hniloby mizeme pozorovat uzké, malo
vétvene, a do délky protdhlé hyfy. Pti kultivaci patogenu v prostiedi bohatém na Ziviny jsou
hyfy Siroké, maximélné rozvétvené a kratké (Blackwell 1943). Tvar vzrostlych mycelii
fytoftorové hniloby jahodniku ptfipomind svym vzhledem strukturu okvétnich listki. MnoZstvi
ponofené¢ho mycelia je pfiblizné stejné jako vzrostlé mycelium nad agarem. I pfestoze hyfa neni
hlavnim vyvojovym stadiem tohoto patogenu, je pomérné¢ odolnd vaci vnéj$im vlivim

(Blackwell 1943).
3.1.4 Vyvoj P. cactorum

Patogen béhem svého zivota méni podobu z diploidni (dvé sady chromozomti) na haploidni
(obsahuje pouze jednu sadu chromozomt) formu, kdy prevlada diploidni typ (Dick 1973).

Haploidni fazi 1ze pozorovat u rodu Phytophthora pouze pii pohlavnim rozmnozovani.
Vysledkem pohlavniho rozmnoZzovani je téleso zvané oospora (Goodwin 1997). Oospora svou

stavbou téla ptipomina obvykle siroko sténné kulovité Gitvary o rozméru 24—30 pum, které dobie
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odolavaji neblahym podminkam (Maas 2004). Cast druhti rodu Phytophthora spada mezi
homothalické, které hned po kolonizaci hostitelského pletiva piechazi v dormanci (Goodwin
1997). Typicky pro tento zpisob je produkce obou pohlavnich organi uvniti samostatného
izolatu (Ko 1978). Druha cast, zvana heterothalicka, vyzaduje ke vzniku oospor dva
fyziologicky odlisné typy organti, v myceliu se tedy vyskytuji bud’ sam¢i (antheridia) nebo
samici (oogonia) organy (Goodwin 1997).

P. cactorum se prezentuje tvorbou oogonia i antheridia, ktera jsou obecné nazyvana
gametangia, coz dokazuje, Ze hovofime o homothalickém typu (Erwin & Ribeiro 1996).
Oogonia jsou tvofena hladkou sténou Sirokou 2 um (Waterhouse & Waterston 1966) a jejich
celkovy vzhled je ¢irého, kulovitého charakteru o velikosti v priméru 19-38 um (Abad 2019).
Antheridia se nachazi v t€sné blizkosti stopky oogonia (paragenni uspotadani), které svym
tvarem pifipominaji klubko, jez dosahuje rozméri 8,5-21 x 12-21 pum (Waterhouse &
Waterston 1966).

Splynutim obou gametangii vznikd z oosféry oogonia diploidni oospora. Propojeni
probihd pomoci plazmogamii (spojeni cytoplazmy) a naslednym splynutim jader (Judelson
2009). Dle Blackwella (1943) si oospora zachovava obal oogonia a ke své ochrané vytvari
2 um tlustou bunéénou sténu. Vyplnéni oogonia je bud’ plerotické (celkové) nebo aplerotické
(Castecné), dohromady je vytvoien 20-26 wm kulaty ttvar (Abad 2019). Judelson (2009) udava,
ze takto vzniklé oospory zvladnou piekonat extrémné nevyhovujici podminky jako jsou teploty
zivotnost spor je podpoiena také vysokou odolnosti proti mikrobtim. Aby mohla spora vyklicit,
musi projit dormanci (Blackwell 1943).

Pti vyskytu spravnych podminek oospora kli¢i pomoci sporangioforu. Sporangiofor je
popisovan jako hyfa, jez je nositelkou sporangia taktéz zvana jako zoosporangium dle zoospor,
které se z nich postupné uvolnuji (Ko 1978). Za nejlepsi podminky pro spravny rust sporangii
se povazuje mycelium, které je ovlh¢ovano béhem 3—-24 hodin pii teploté v rozmezi 15-25 °C.
Nejveétsi narust sporangii byl dosazen pii ovlh¢eni mycelia po dobu 16 hodin za konstantni
teploty 20 °C (Grove et al. 1985). Erwin & Ribeiro (1996) uvadéji, Ze sporangiofor roste
nejcastéji jednotlive.

Sporangia se vytvareji termindlné (na vrcholu) nebo interkalarné (podél hyfy) na
sporangioforech. Sporangiofor svym vzhledem piipomina ovalny az hruskovity, vejcity nebo
sféricky tvar. Rozméry sporangia jsou 31,4 + 4,8 x 26,4 £ 4,0 um (Erwin & Ribeiro 1996,
Blackwell 1943). Erwin & Ribeiro (1996) ve svych pracich udavaji, ze tvar sporangii zavisi na
okolnich podminkach. Nejcastéji se vyskytuji sporangia, jejichz tvar je vice protahly,
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piipominajici tvar citronu (Heffer et al. 2002). Obsah jednoho zralého sporangia ¢ini az 50
zoospor (Maas 2004). Sporangium dozrava nejdiive za 6 hodin od jeho vzniku. Nasledné,
pokud jsou vhodné podminky, sporangium vykli¢i nebo praskne a spory se rozsifi do okoli.
Typu spor, které se $ifi do okoli po prasknuti sporangia fikame zoospory (Heffer et al 2002).

Zoospory maji obvykle protahly tvar, ptipominajici tvar citronu ¢i hrusky (Blackwell
1943). Zoospory maji pouze jedno jadro a postradaji bunécnou sténu. K aktivnimu pohybu
pouzivaji zoospory dva protilehlé bi¢iky, které se 1i§i délkou, ale shoduji se funkci (Blackwell
1943). Kratsi bicik s mastigonematy (vlaseni) je umistén ve sméru pohybu, jemu protilehly je
delsi hladky bicik (Erwin & Ribeiro 1996). Zoospory vyuzivaji ke svému pohybu vodni
prostiedi (Maas 2004). Pokud voda, ve které se zoospory vyskytuji, neni Cerstva nebo je
znecisténa, dochazi k usmrceni zoospor (Blackwell 1943). Zoospory k nalezeni svého hostitele
vyuzivaji chemotaktické strategie (pohyb bunck smérem chemickému podnétu), a proto aktivné
detekuji chemické latky hostitele a plavou jeho smérem (Goodwin 1997). Organické latky, které
zoospory pfitahuji, jsou pfevazné sacharidy a aminokyseliny, které rostliny vylucuji do okoli
(Heffer et al. 2002). Po nalezeni vhodného hostitele zoospory encystuji (oddéli bi¢iky) a zaénou
tvofit buné€nou sténu spolecné s kli¢icim vldknem, ze kterych pozdéji vyrlstaji nové hyfy
(Ploetz 2003, Blackwell 1943).

Pti mimotadnych podminkéch jako je naptiklad vysoka teplota nebo vyrazné zvysSena
vlhkost vytvaii P. cactorum formu K pfeziti, vzniklou nepohlavnim rozmnozovanim, zvanou
chlamydospora (Blackwell 1943). Chlamydospory stejné jako oospory vyrtstaji bud’ na vrcholu
nebo podél hyfy (Abad 2019), ale narozdil od nich maji bunécnou sténu tvorenu pouze z jedné

vrstvy (Blackwell 1943). Cely Zivotni cyklus mtizeme vidét piechlednéji na obrazku ¢. 1.
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3.1.5 Zastoupeni rodu Phytophthora

Patogenni druhy z rodu Phytophthora jsou pfi¢inou ni¢ivych onemocnéni u mnoha
ruznych druht rostlin od sazenic jednoleté zeleniny a viceletych bylin, pfes okrasné rostliny az
na ovocné a lesni stromy. VétSina zastupci z rodu Phytophthora se na rostlinach projevuje
hnilobou kofenti, tlumenim rustu sazenic a hnilobou spodnich stonkt, jiné druhy rodu
Phytophthora zptsobuji rostlinam hnilobu pupenti pozd¢ji plodd, puchyfte na listech, mladych
vétvich nebo pfimo na plodech (Agrios 2005). Obecné 1ze o nich fict, ze Skodi jak v ptdnich

kofenovych systémech, tak i v nadzemnich ¢astech rostlin (Goodwin 1997).

3.1.5.1 Ve svété

Mezi nejznaméjsi zastupce tohoto rodu fadime druh Phytophthora infestans, ktery je
puvodcem onemocnéni brambor zvané plisenn bramboru. Druh P. infestans napada i dalsi
hostitele, a to nejen z rodu Solanaceae (Agrious 2005). Plisent bramboru je znama také jako
divod Velkého irského moru v letech 1845-1849, pti kterém zahynuly az 2 miliony obyvatel
Irska (Saville et al. 2016). Papriky a tykvovité plodiny trapi pfevazné P. capsici, ktera
zpusobuje jejich hnilobu (Agrios 2005). Nékteti zastupci z rodu Phytophthora zapticinili
snizeni vyskytu ptuvodnich druht rostlin z riznych ¢asti svéta. Patogen P. cinnamoni v 70.
letech 20. stoleti zni¢il vice nez 20 % eukalyptovych stromii. Diivodem vymirani dubd naptic¢
Evropou, Jizni, Stfedni a Severni Amerikou v poslednich letech je ptfipisovana taktéz druhu P.
cinnamoni. Naopak choroby na cypfisich a tisech zptisobuje ziejmé P. lateralis. Obavanym
druhem, ktery se projevil nejvice na prelomu tisicileti, je P. ramorum, ktera zpusobila tzv.
nahlou smrt dubu v Kalifornii a Oregonu (Agrios 2005).

Momentalné je popsano vice nez 150 druht rodu Phytophthora (Jung et al. 2016) jako
napiiklad P. cryptogea, P. megasperma a P. parasitica, které zplisobuji kofenové a stonkové
hniloby mnoha druhlim zeleniny, okrasnych rostlin, polnich plodin a nékterych dievin. Za
hniloby kotenli, nizSich ¢asti stonku, mladych vétvi a plodt dievitych okrasnych rostlin,
zeleniny, bylin a stromd muze prevazné P. cactorum, P. cambivora, P. citrophora, P. fragarie,
P. palmivora a P. syringae (Jung et al. 2016). Na obrazku ¢. 2 miZzeme zaznamenat rozsifeni

podrobnéji zkoumané P. cactorum ve sveéte.
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Phytophthora cactorum (PHYTCC)
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Obr. ¢&. 2: Rozsiteni druhu Phytophthora cactorum po svété (upraveno autorem)

3.1.5.2 V Ceské republice

V oblastech Ceské republiky byl monitoring rodu Phytophthora zahajen okolo roku
2000, kvili vysokému vyskytu onemocnéni lesnich porostii. Studovany byly hlavné druhy P.
alni a P. plurivora, které zpiisobily nejvétsi skody (Cerny et al. 2015). Dalsimi vyznamnymi
druhy z rodu Phytophthora ohrozujici ¢eské lesy jsou P. cambivora a P. citriola (Mrazkova et
al. 2012). Dulezité je zminit i druh Phytophthora cactorum, ktery zptsobuje rozsahlé skody
na jahodach, ovocnych a okrasnych dfevinach po celé Ceské republice, a samoziejmé
Phytophthora infestans, ktera skodi v zemé&délstvi b&hem celé historie Ceské republiky. V. CR
existuje 21 taxonu, z toho jsou 4 puvodni evropské (P. gallica, P. lacustris, P. polonica, P.
taxon oaksoil) a 17 zavleCenych zjinych svétadilti, znich jsou 3 neptvodni druhy, 2

hybridogenni (kiiZenci) a 12 neobjasnéného pavodu (Cerny et al. 2013).
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3.2 Jahodnik (Fragaria L.)

Jahodnik pod latinskym nazvem Fragaria L. je zafazen do ¢eledi rizovitych (Rosaceae)
(Pilat & Usak 1963). Jako kulturni plodina je jahodnik péstovan ve vétsing oblasti svéta. Jahody
1ze nalézt jak v mirném pasu, tak i v subtropickém a tropickém podnebi (Hancock et al. 1991).
Rod Fragaria L. roste v nadmoiskych vyskach od hladiny mote az do 600 metrti nad mofem
(Reed & Hummer 1995).

Rod Fragaria L. zahrnuje 43 druhti (Harant 1986). Momentaln¢ neexistuje zadny
ohrozeny druh jahodniku (Reed & Hummer 1995). Nejvice prozkoumanym druhem je jahoda
lesni (Fragaria vesca.), ktera se péstuje v Evropé a Severni Americe, a jahodnik truskavec
(Fragaria moschata), ktery se vyskytuje v Evropé (Reed & Hummer 1995). Naopak nejvice
vysazovanym a péstovanym druhem je jahodnik velkoplody (Fragaria x ananassa Duch.), coz
je kiiZzenec dvou americkych druhii jahodniku, a to jahodniku Cilského (Fragaria chiloénsis L.),
ktery je puvodnim druhem jihoamerické republiky Chile, a jahodniku virzinského (Fragaria
virginiana D.), ktery pochazi ze stfedni ¢asti Severni Ameriky (Pilat & Usak 1963). Jahodnik
velkoplody fadime mezi ekonomicky vyznamnou plodinu se svétovou produkci témét 2
milionti tun (Hancock & Scott 1988). Piivodnimi druhy Ceské republiky jsou jahodnik obecny
(Fragaria vesca), jahodnik truskavec (Fragaria moschata) a jahodnik travnice (Fragaria
viridis). Viechny piivodni druhy CR miizeme vidét jako divoce rostouci rostliny ve volné
ptirod¢ (Pilat & Usak 1963).

3.2.1 Historie a puvod

Za vznik kultivovaného druhu F. xananassa muze kiizeni dvou rodi¢u z rodu Fragaria
L.. Rodicovsky kmen jahodnik <¢ilsky dovezl do Francie z chilského Concepcionu
podplukovnik Amedee Francois Frezier, ktery byl vyslan kradlem Ludvikem XIV.. Frezierova
uloha byla prevést zivé rostliny jahodniku do Francie (Wilhelm & Sagen 1974). Vybér sazenic
jahodniku byl zaméfen na rostliny, u kterych narostly nejvétsi plody. Z divodu neznalosti
vlastnosti rostliny, pfezilo pouze 5 sazenic jahodniku, které zvladli odolat 6mésic¢ni plavbé po
mofi. Po dokonceni cesty byly sazenice jahod vysazeny v kralovskych zahradach ve Francii
(Wilhelm & Sagen 1974). Svoji urodou plodt jahod druh Fragaria chiloensis zaujal jak Siroky
okruh odbornikd, tak i vefejnost po celé Evrop€. Jahodnik virzinsky byl pievezen z Ameriky
uz koncem 15. stoleti sirem Francisem Drakem do Anglie, kde se z botanickych zahrad rozsifil

do celé Evropy.
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Kfizeni téchto dvou druhti jahodniku navrhl v roce 1766 Antoin Duchense. Zahradnik
po zkiizeni pylu z F. virgianiana se sami¢imi organy F. chiloensis dokazal vytvofit nové
odridy jahodniku, které se ze zacatku oznacCovali jako Carolina strawberry, ale pozd¢ji byla

tato odrida jahodniku piejmenovana na F. xananassa (Wilhelm & Sagen 1974).
3.2.2 Taxonomie Fragaria L.

Zatazeni rodu Fragaria L. bylo stanoveno dle National Center of Biotechnology
Information (2020).
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3.2.3 Anatomie rostliny

Rostliny rodu Fragaria L. jsou zafazeny mezi vytrvalé byliny se Sikmym oddenkem,
ktery se dale vétvi. Z oddenku vyrusté piizemni razice, ze které vychazi az dvaceti centimetrové
lodyhy. Chlupata lodyha, ktera se na vrcholku lehce vétvi, je zakonéena sadou bilych kvétd,
které vytvareji chudokvéty okolikovity vrcholik. Na lodyhu navazuji dlouze fapikaté listy, které
jsou svym vzristem Vy$$i nez puvodni lodyhy. Pfizemni listy jahodniku jsou slozeny
z vejcitych listkt, které jsou rapikaté a trojcetné, z nichz prostredni z lista je svéSeny smérem
dold. Okraje list jsou ozubené. Barva listu je na povrchu tmavé zelena s ptitisklymi chlupy a
spodni strana je zbarvena bilo zelené, na které je ochlupeni vyrazné vétsi nez u povrchové strany
listu (Pilat & Usak 1963).

Kvéty jahodniku jsou tvofeny kaliskem. P&t korunnich platk, které jsou 4-8 mm dlouhé
a bélave zbarvené, maji tvar okrouhle vejcity. Obvykle se nachéazi uvnitt kvétu 20 ty€inek. Na
mohutném ltzku sedi ve velkém pocétu drobné semenacky, které zraji do podoby malych
peckovitych nazek. Kdyz rostlina plodi, je kalich slozen z péti trojboce vejcitych zaspicatélych
listku, které zustavaji té€sné€ za plodem jahodniku. Pti dozrani jahodniku vznika ¢erveny plod

ptijemné a sladké chuti (Pilat & Usak 1963).
3.2.4 Podminky pro péstovani jahodniku

Schopnost ptizptsobit se klimatickym podminkam umoznuje jahodniku rist jak
Vv nizinach, stfednich polohach, tak i v podhorskych oblastech. Nejcastéji se doporucuje pro
péstovani kukufi¢na nebo teplejsi bramboraiska oblast. Vyhodna poloha pro rtst jahodniku se
nachazi na jihozépadnich svazich, kam dopadd dostatecné mnozstvi svétla a je zde ptizniva
vlhkost a teplota (Peiker & Stary 1956). Naopak nevhodna mista k péstovani jahodniku jsou
vychodni a jizni stanovisté, které byvaji casto obéti sucha (Harant 1986).

Nejvyssich vynost dosahujeme, kdyz péstujeme jahodniky v nizinach, ale vhodna jsou
I stanovisté ve vysSkach do 600 m nad moiem (Peiker & Stary 1956). Nejvice pfinosna teplota
pro péstovani jahodniku je v ro¢nim priméru 7-8 °C. Vysoké vynosy nam zarucuje dostatecny
sluneéni svit a primérny ro¢ni tthrn srazek v rozmezi 600700 mm. (Vachan 2004). Vachtn
(2004) dale uvadi, ze pro péstovani jahodniku je idealni pH plidy Vv rozmezi 5,5 — 6,5 a je
doporucovana sadba do cernozemée, hnédozemé a mladsich sprasové pudy. Abychom zamezili
vzniku infekce plisni Sedou (Botrytis cinerea), tak je nutné v dobé dozravani jahodniku zabranit

prebyte¢né manipulaci s ptidou. K péstovani jahodniku se pouzivaji dva typy sazenic. Sazenice
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nechlazené, které maji klasickou podobu s listy a sazenice chlazené, u kterych se pouziva stav

bezlisty, ktery je vetejnosti znamy jako frigo sadba (VVachan 2004).
3.2.5 Fytoftorova kr¢kova hniloba jahodniku (P. cactorum)

Phytophthora cactorum se fadi mezi nejvice destruktivni patogeny jahodniku, které
zpusobuji onemocnéni zvané fytoftorova hniloba jahodniku. Patogen napada celou rostlinu
jahodniku, a to od kofenti, oddenkd, listti az k plodiim (Porras et al. 2007). K rychlejsimu $ifeni
fytoftorové hniloby pfispiva teplé¢ a destivé pocasi. Nejvyssi ztraty na vynosech jahodniku
zpusobené P. cactorum byvaji v teplejsich oblastech a pti péstovani sadby jahodniku v tézkych
a vlhkych padach. Spatnd strategie stiidani plodin na pozemku, kde jahody péstujeme,
napomaha k rozsahlej§imu $ifeni fytoftorové hniloby, ke které nejcastéji dochazi pti absolutni
ignoraci vsech agronomickych doporuéeni (Kloutvorova et al. 2018). Onemocnéni zapti¢inéné
patogenem P. cactorum zptisobuje celosvétové ekonomické skody. Pro ptiklad ekonomickych
Skod se uvadi ptipad v letech 1996-1997 v Norsku, kde doslo ke ztratam az 40 % na vynosech
jahod a také kauza v roce 1981, ktera uvedla az 30 % ztrat na jahodovych farmach v Ohiu
(Nellist et al. 2019).

3.2.5.1 Infekce jahodniku patogenem

Phytophthora cactorum pieziva v piadé nebo v infikovaném rostlinném pletivu jako
perzistentni, odolné a spici spora. Ve vlhkém prostifedi dochazi ke kliceni spor ve strukturu
zvanou sporangium (viz 3.1.4. Vyvoj P. cactorum). Fytoftorova hniloba infikuje kofeny a kréky
jahodniku pouze v pifipadé¢, pokud nastane ptimy kontakt sporangia s rostlinou. Pokud je ptida
dlouhou dobu dostatecné nasycena vodou, sporangium P. cactorum za¢ne uvoliovat bicikaté
zoospory, které jsou schopny doplavat k dal§im zdravym rostlinam a infikovat je. Dusledkem
Spatné odvodnovanych poli anebo tézkych ptd, ve kterych vydrzi voda delsi dobu, dochazi
k v&tSimu riziku infekce jahodniku timto patogenem. Patogen je schopen kontaminovat jak
piirozené, tak i umélé vodni nadrze. Phytophthora cactorum infikuje zdravé rostliny, pokud
zavlazujeme vysadbu z takto infikovanych vodnich ploch. (Celetti & Fisher 2015).

Prvni ptiznaky napadeni fytoftorovou hnilobou pfi ptenosu piidou se projevi za 4 tydny
po kontaktu zoospor s rostlinou. Pokud pouzijeme jiz infikovanou sadbu jahodniku patogenem
Phytophthora, tak dochazi k propuknuti infekce rychleji, a to 1-2 tydny po vysadbé. Pokud
nastanou vhodné podminky ve prospéch patogenu, dokéze fytoftorova hniloba usmrtit rostlinu

jiz za tyden, ale v pfipad¢€ neptiznivych podminek se doba usmrceni jahodniku mutize prodlouzit
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I v fadu mésict (Maas 2004). K pochopeni infekéniho cyklu nam mize napomoci obrazek ¢. 4

dostupny z Ohio State univerzity.
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Obr. ¢&. 4: Infekéni cyklus P. cactorum na jahodniku (upraveno autorem)

3.2.5.2 Piiznaky fytoftorové krckové hniloby

Ptiznaky fytoftorové hniloby jahodniku se dokumentuji nejcastéji na polich, které jsou
dobie zasobeny vodou. Infekce se na rostling projevuje skvrnitosti, zvadnutim anebo zakrnénim
ristu (Celetti & Fisher 2015). Po napadeni patogenem rostliny nahle vadnou a postupné
zasychaji (Kloutvorova et al. 2018). Ptiznaky lze pozorovat v jakékoliv vyvojové fazi
jahodniku (Maas 2004).

Nejprve jsou zasaZeny nejmladsi listy a poté infekce pfechdzi na starsi listy jahodniku
(Nellist et al. 2019). Listy jahodniku se zpocatku infekce ¢asto zbarvuji do modrozelené barvy.
Pti zavazném onemocnéni fytoftorovou hnilobou se objevuji hnéd¢€ zbarvena nekroticka pletiva

podél okraju a v zilkovani listd jahodniku (Celetti & Fisher 2015).
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Patogen napada taktéz plody jahodniku, jak zralé, tak i nezralé, kvétni stopky i baze
fapikd. U plodu jahodniku, ktery je jeSté nezraly, vznikaji v misté infekce P. cactorum tmavé
hnédé skvrny, ale miize nastavat i situace, ve které zistava plod zeleny a tmavé hnéda barva
lemuje pouze okraje jahodnikového plodu. (Maas 2004). Konzistence napadenych nezralych
plodt je gumovita. Zraly plod jahodniku mékne a postupné ztraci barvu a chut’, kterd se ze
sladké méni na hotkou (Kloutvorova et al. 2018).

V krcku rostliny po roziiznuti nozem muzeme pozorovat znamky fytoftorové hniloby
nejlépe, a to naCervenalym az syté Cervenym, ba dokonce V krajnich ptipadech az tmavé
hnédym zbarvenim pletiva. Kofeny, které rostou z infikovaného kréku, jsou Casto ¢erné v misté
splynuti s infikovanym krckem. Zasazeni kofenového systému mize mit za nasledek zménu
barvy samotnych rhizomu a snizeni produkce sekundarnich kofend rostlin jahodniku (Celetti &
Fisher 2015). Pokud rozieZzeme rostlinu v misté infikovaného kréku, tak mtzeme v prifezu
zaznamenat nekrotické 1éze. (Kloutvorova et al. 2018).

Ptiznaky zptisobené P. cactorum mohou byt zameénitelné i s jinymi patogeny jahodniku,

a proto se pro ptesné stanoveni vyuzivaji laboratorni detek¢ni metody (Celetti & Fisher 2015).

3.2.5.3 Ochrana pied P. cactorum

Zamezit vzniku fytoftorové hniloby zapficinéné P. cactorum je ponékud obtizné, a proto
se doporucuje integrovana ochrana rostlin (Celetti & Fisher 2015). Tento proces je nutno fidit
dle kontrolniho systému z roku 2014, ktery vyplyva ze smérnice 2009/128/ES. V roce 2015
bylo nutno pozménit vyklad skrze vyjadieni Evropské Komise, od toho roku se musi
kazdoro¢né predkladat formulai na komplexni pojeti integrované ochrany rostlin. Provedeni
integrované ochrany je posuzovano pomoci bodového systému a za poruseni povinnosti, které

jsou dany zakonem, je udélena pokuta (anonym 2020).

3.2.5.3.1 Agrotechnicka ochrana

Ochrana rostlin zac¢ina volbou spravného mista pro péstovani. Vhodny vybér pozemku
je nezamokieny s lehkou pudou (Kloutvorova et al. 2018). Pokud neni k dispozici takto
popsana parcela, volime sadbu do vyvysSenych zahonu (Celetti a Fisher 2015). Dulezité je
vyhnout se Stérkovitym, jilovitym a podmacenym mistim (Kloutvorova et al. 2018).
Samoziejmosti je vyhybat se polim, kde byl vyskyt patogenu P. cactorum jiz zaznamenan, tim
piedejdeme vysoké pravdépodobnosti znovu vzniku infekce (Celetti & Fisher 2015). Sadbu je
vhodné umistit na piimé sluneéni svétlo. Jahodniky vysazujeme v fadcich ve sméru

prevladajiciho vétru (Ellis 2008). Aby nedoslo k ptehusténi porostu, jsou doporuc¢ovany

20



rozestupy od 20 cm az do 70 cm mezi sazenicemi jahod, kde vzdalenost zavisi na zvolené
odrad¢é (Kloutvorova et al. 2018). Diky témto uvedenym ukonim napomahdme rostling
k zabranéni vzniku infekce zpusobené patogenem P. cactorum (Ellis 2008).

Velmi dulezity je i vybér spravné odridy jahodniku (Kloutvorova et al. 2015).
V rozhrani péti let v letech 1998-2002 bylo provedeno testovani na odolnost proti P. cactorum,
ve kterych byly stanoveny jako nejodolngjsi odridy Senga Sengana, Induka, Melody, Glima a
Bogota. Naopak mezi nejcitlivéjsi byly zatazeny Tamella, Inga, Evita a Jonsok. Na zaklad¢
novych znalosti bylo provedeno k¥izeni mezi odolnymi druhy, ve kterém byl cil zvysit odolnost
jahodnikt proti fytoftorové hnilobé. Noveé vzniklé odridy nebyly odolnéjsi, nybrz citlivejsi nez
dosavadni znamé odolné odridy (Eikemo et al. 2003). Pozdé&ji byly doplnény do skupiny
odolnych odrid jahodniku taktéz Korona a do citlivéjsich odrud jahodniku Polka, Nobel a Saga
(Eikemo & Stensvand 2015). Kloutvorova et al. (2018) uvadi jako odolné odrudy jahodniku i
Kama, Karmen, Zefyr a Tenira.

Pro zamezeni kontaktu jahodovych plodu s ptidou je doporuc¢eno mulovani jahodniku
slamou nebo jinym pfirodnim materialem (Ellis 2008). Maas (2004) dopliiuje ve své studii, ze
material vyrobeny z umélé hmoty neni vhodny pro mulovani jahodnikd, protoze by mohl
zachycovat nadbyte¢nou vodu a tim napomahat K Sifeni patogenu Phytophthora cactorum.

Dodrzovani rozestupu sadby rostlin v ramci 5 let a spravné nacasovani hnojeni je taktéz
dulezité k zabranéni vzniku infekce. Naptiklad nadmérna spotieba dusikatych hnojiv mize mit
za nasledek vysokou produkci listil, které by mohly zakryvat plody a omezit je ve vysychani
pfi neptiznivych podminkéch, které by mohli vést ke vzniku infekce zptisobené patogenem
Phytophthora cactorum (Ellis 2008).

3.2.5.3.2 Chemicka ochrana

Mezi hlavni postupy ochrany jahodniku patii také aplikace fungicidii (Porras et al.
2007). Dle aplikace fungicidii je muizeme rozdélit do tii kategorii, a to jako kontaktni,
systémové a mezosystémove.

Prvni z nich jsou kontaktni ptipravky, které zlistavaji na povrchu rostliny a nepronikaji
ptes pletiva do rostliny. Problematikou kontaktnich ptipravkd jsou silné desté, které smyji
prostiedek z povrchu jahodniku, naopak vyhodou je, Ze na tyto prostfedky nevznika rezistence
(Kloutvorova et al. 2018). U¢innymi latkami kontaktnich p¥ipravki je pouzivani Captanu nebo
Thiramu, ale jelikoz neprokazovali vyss§i G€innost ve srovnani s jinymi pfipravky, tak se

vyuzivaji k chemické obrané jen velmi ziidka (Wedge et al. 2007).
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Druhou kategorii jsou systémové piipravky, které pronikaji do rostlinnych pletiv, ¢imz
zamezime moznost odstranéni ptipravku smyti destovymi srazkami. Zptisobilost systémovych
piipravki ohrozuje mozny vznik rezistence patogenu na u¢inné latky a z toho diivodu je nutné
dodrZzovat zasady antirezistentni strategie.

Treti skupinou jsou mezosystémové fungicidy. Tento typ je dosti podobny prvnim
zminénym, ale na rozdil od nich se fungicid po dopadu na rostlinu rozsiti po povrchu. Stejné
jako kontaktni prostiedky i prostiedky mezosystémové nepronikaji dovniti pletiv rostliny. U
mezosystémovych piipravki je taktéz mozny vznik rezistence patogenu na fungicid, tento typ
se pouziva prevazné k preventivni ochrané pted chorobami a skiidci. Jako hlavni G¢inné latky
mezosystémovych prostfedkit jsou strobulinové povahy (Kloutvorova et al. 2018), a to
azoxystrobin a pyraclostrobin, které vykazovaly excelentni ochranu proti P. cactorum. Ze
stejného testovani se jako velmi Uc¢inné latky mezosystémovych prosttedkll projevily i
fosfore¢nan draselny a mefenoxam. (Rebollar-Alviter & Ellis 2005). Velmi G¢inna latka proti
P. cactorum je Methylbromid, ktery ale svoji toxicitou poSkozuje ozonovou vrstvu, a proto na
ptikaz Evropské unie je od roku 2005 legislativné zakézano pouZzivat tento prostiedek (Porras
et al. 2007). Jako chemickou alternativu Methylbromidu byly pouzity ve S$panélskych
jahodarnach v pribéhu let 2003-2017 Chlorpikrinové smési. Tyto smési dokazaly snizit vyskyt
P. cactorum v uvedeném obdobi, a proto byly tyto prosttedky zafazeny jako vhodna nahrada
za velmi u¢inny Methylbromid (Villarino et al. 2021).

Chemicka ochrana v Ceské republice neni natolik podporovana. Jedinou u¢innou
latkou, kterou lze vramci chemické ochrany pouzit, je fosetyl-Al (Alliette 80 WG)
(Kloutvorova et al. 2018). Pripravek Aliette 80 WG spada do skupiny ethyl fosfonatd, ktery
dokaze svymi tc¢inky ovlivnit metabolismus aminokyselin a slozeni bilkovin rostliny. Ptijem
toho prostiedku rostlinou je velmi rychly, jelikoZ vnika do rostlinnych pletiv pies cely povrch.
Rozsifeni prosttedku probihd jak pfes xylém, tak i pfes floém. Hlavni Gc¢innosti pfipravku je
aktivni inhibice rlistu patogenu a tim je schopen zabranit kli¢eni sporangii P. cactorum.
Vyhodou piipravku Aliette 80 WG je, Ze soucasné zabraiiuje rozvoj myceliem, omezuje dalsi
sporulaci a stimulaci obrannych mechanismi také napomdhd nepfimo zvySovat odolnost
rostlin. Ptipravek muzeme aplikovat pasovou zalivkou. Pasova zalivka je preferovana pii
sussich podminkach a vhodna pro frigo sazenice z diivodu Setrnosti k tomuto typu sadby.
Fungicid aplikujeme az sazenice zakoteni a zacnou ji rist pocatecni listy (10-14 dni po
vysadb¢), kde na pas o velikosti 20 cm spada davka 1000 1/ha. Druhou moznosti je méaceni
rostlin v ptipravku, ve kterém se 20 minut sazenice namaci a poté jsou ihned zasazeny. Kofeny

jahodniku a srdécka rostlin se maci jednotlivé, nelze pouzit k maceni celé¢ svazky. Pokud se
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blizi suché pocasi, je potieba po aplikaci fungicidu porost zavlazit. Pfi mac¢eni kotenti jahodniku
Se Casto poskodi frigo sazenice, a proto neni vhodné tento typ fungicidu pro tuhle sadbu
pouzivat. Kvili moznému vzniku rezistence na ptipravek musi byt pouzita antirezistentni
strategie. Na porost jahodniku mizeme aplikovat ptipravek Aliette 80 WG jen jednou béhem
jedné sezony (Bayer 2007). Lécba dle Bayer (2007) je rychla, fungicid by mél ucinkovat do
dvou dnil po vzniku infekce. Tento prostiedek je také doporu¢ovan jako vhodna ochrana pred
plisni chmelovou (Pseudoperonospora humuli), u tykvové zeleniny jako regulator onemocnéni
plisni okurkové (Pseudoperonospora cubensis). Pomoci tohoto piipravku je dokazan vysoky
ucinek proti onemocnéni ¢ernou skvrnitosti révy (Phomopsis viticola) a ristu penicilinu.
V ramci antibaktericidni ochrany se pouziva fungicid Aliette 80 WG pro oSetieni rostlin pred
bakterialni spalou rizovitych (Erwinia amylovora) a rakovinnému odumirani vétvi peckovin

(Pseudomonas syringae) (Bayer 2007).

3.2.5.3.3 Biologicka ochrana

Pojmem biologicka ochrana se zabyva velké spektrum védnich obori jako jsou naptiklad
entomologie, fytopatologie, chemie, rostlinna fyziologie, ekologie a dalsi. Ve fytopatologii, je
tento zplisob ochrany rostlin pouzit jako mikrobialni antagonismus k potlaceni chorob, ale také
se da pouzit ve vztahu k patogentim, které jsou zaméfeny na redukci pleveld. V praxi se
pouzivaji pfirozeni nepratelé¢ Skodlivych organismil k jejich Gplnému zneSkodnéni, nebo
alespon omezeni jejich vyskytu. Strategie ochrany rostlin spoc¢iva v podpofeni ptirozeného
vyskytu puvodnich nebo zavleCenych prospé$nych organismu. Organismus, ktery ma za
nasledek potlaceni Skiidce ¢i patogenu, je nazyvan jako ,,Biocontrol agent™ ¢i zkracené
,bioagens®. (Blesa 2019).

Z bioagens, které jsou doporucovany k ochrané jahodniku proti P. cactorum, je dle
registru pripravki nejucinngj$i Polyversum, ktery vyuziva ochranou strategii pomoci
mykoparazitismu Pythium oligandrum. Polyversum aplikujeme macenim rostliny v ptipravku
ptred zasazenim anebo pasovou zalivkou po zasazeni. Nejlépe podpoiime Gc¢innost bioagens

aplikaci do vlh¢ich pid (Kloutvorova et al. 2018).
3.3 Bioagens

Termin bioagens oznacuje organismy, které jsou soucasti ¢inné biologické ochrany
rostlin. Vyznam bioagens je také Casto zaménovan s vyznamem biological warfare agents
(prostfedek biologického boje), ktery oznacuje nebezpecné mikroorganismy, které jsou
zakazany kvli své toxicité, tedy pfedstavuji hrozbu pro zdravi ¢loveka (Blesa 2019).
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3.3.1 Bioagens a rostlina

Bioagens a rostlina spolu mohou Zzit pouze takovym zpisobem, ktery je pro oba
prospésny. Tento vzajemny vztah, ktery by mél mezi rostlinou a bioagens panovat se nazyva
symbidza. Z ptesné definice tohoto vztahu také vyplyva, Ze symbidza neni omezena pouze na
dva nezavislé organismy, nybrz mize vznikat i mezi vicero organismy najednou (Blesa 2019).

Existuji rizné strategie, jak dosdhnout podplirného efektu bioagens. Z praktického
hlediska ndm nejvice vyhovuji organismy, které se ve vhodném prostfedi sami rozmnozuji a
vztah mezi nimi byl mutualisticky (BleSa 2019). Mutualismus je definovan jako vzajemné
prospésné ovlivitovani dvou a vice organismtl (Lhotsky 2015). Velka ¢ast zastupct spada mezi
fakultativni mutualisty. Toto oznaceni znac¢i ty organismy, u kterych je efekt prospéSnosti
zavisly na podminkach prostfedi (Blesa 2019). Obsahlou pocetni skupinu tvoii téz
komenzalové. Komenzalismus je interakce mezi dvéma organismy, ve které jeden z nich neni
ovlivitovan a zaroven piinasi prospéch organismu druhému. (Lhotsky 2015). Ve vztahu mezi
rostlinou a bioagens existuje i neutralismus, ktery oznacuje stav, ve kterém na sebe organismy
nemaji zadny vliv, a jejich souziti je tedy neutralni povahy. Do ptipravku s bioagens se pro
vytvorfeni spravnych podminek ptidavaji latky, které napomahaji k rozvoji symbidzy a také

posiluji vitalitu samotné rostliny (Blesa 2019).
3.3.2 Bioagens a patogen

V ptipadé vztahu mezi bioagens a patogenem se zaméfujeme na symbiotické interakce,
které poskodi minimalné jednoho z téastniki symbiotického souziti, v naSem piipadé¢ idealné
jen patogen. Prvnim ztéchto vztahl je parazitismus (Blesa 2019). V praxi parazitismus
znamena, ze jeden z pfitomnych druha si ptilepSuje na ukor druhému druhu (Lhotsky 2015).
Dulezitym vztahem je také predace, kdy se jeden organismus (populace) stava zdrojem energie
a vyzivy pro jiné organismy (populace). Z hojné¢ se vyskytujicich pouzivanych typt interakci
mezi rostlinou a patogenem v ramci fytopatologie je antagonismus, coz je vztah, kdy vznikaji
negativni dasledky u jednoho ¢i obou zastupcii (Blesa 2019). Ptikladem antagonismu miize byt
kompetice, ktera se zaméfuje na mezidruhovou interakci, kdy jsou postaveny druhy mezi sebe
a konkuruji si vzajemné o teritorium a potravu (Lhotsky 2015), nebo tvorba antibiotik (Blesa
2019).

Mechanismy pusobeni bioagens jsou raznorodé. Jednim z nich je mykoparazitismus.
V piipadné bioagens je relevantni hyper parazitismus (parazitické organismy napadaji parazity

rostlin). Radime mezi n& naptiklad hypoviry, fakultativni parazity, obligatni bakterialni
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patogeny, i nékteré z predatorti. Casto vznika problém, kdyz vlivem okolnich podminek dojde
ke zmén¢ strategie parazitického vztahu, kterd miize znehodnotit G€innost bioagens (Blesa
2019).

Dalsim zpusobem je antibidza, coZz je inhibice patogenu za pomoci produkce
antibiotickych latek druhého organismu (Baker & Griffin 1995). Dle Blesi (2019) je znamo
mnozstvi organismu, které jsou schopny produkovat latky vykazujici antibiotickou aktivitu.
Mechanismus, jakym tyto antibiotické latky zasahuji do Zivotnich funkci daného organismu je
Casto neznamy. Pro fytopatologii je vSak stézejni jejich ucinnost, kterd uzce souvisi se
sensitivitou nezadoucich organismi. S antibiézou uzce souvisi produkce sekundarnich
metabolitd, které mohou $kodlivy organismus vyznamné ovlivnit. Radime mezi né latky, které
také omezuji vyskyt a rlst patogenu, typu rozkladu enzymu (lytické enzymy), které jsou
schopny Stépit chitin, proteiny, polysacharidy a nukleové kyseliny, ale i slou€eniny jako je
kyanovodik. Napomocna mize byt jiz zminovana kompetice. Bylo zjisténo, ze nepatogenni
organismy chrani rostlinu pied vznikem infekce (Blesa 2019).

Posledni a nejvice zkoumanou metodou ochrany rostlin ve fytopatologii je elicitace
obranné reakce rostliny, tedy cilené zvySeni rezistence za pomoci bioagens. Jednim ze zptisobd,
jak toho docilit, je pouzit bioagens stimulujici tvorbu vlastnich proteini schopnych rozlozit
burniky patogenniho organismu, navysit rozmér bunééné stény, anebo piimo vpravit latky do
infekei je takzvana indukce systematické odolnosti pomoci bioagens. Piikladem takové indukce

je jasmonova kyselina (Blesa 2019).
3.3.3 Aplikace bioagens

Metody aplikace bioagens jsou rizné, predevsim kvuli infekéni strategii patogenu a
podminkam okoli. Jednou z forem aplikace je aplikace pifima. Bioagens se aplikuje na dany
patogen ¢i se zapravuje ptimo do pudy urcené k péstovani rostlin, pro které patogen predstavuje
hrozbu. Dalsi moznosti ptimé aplikace je maceni semen rostliny ve smésich, které obsahuji
vhodné bioagens. Mezi dalsi metody aplikace muzeme zafadit aplikaci za pomoci
kompostovatelného materidlu. Bioagens neni nutno zapravovat ptimo do pudy, fadu prostiedki
s bioagens Ize aplikovat na nadzemni Casti rostlin. Forma, v jaké se bioagens aplikuji, zavisi na
zivotaschopnosti patogenu. Pro patogeny s vysokou Zzivotaschopnosti se voli granulované
formy bioagens, pro patogeny, které jsou méné odolné, ale produkuji vysokou tvorbu propaguli,

obvykle volime formu spreje ¢i prasku. V zavislosti na druhu patogenu se uvadi i frekvence
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pouziti, bioagens mizeme aplikovat jednou, sezonn¢, opakované po urcitém intervalu, nebo

ptilezitostné (Blesa 2019).
3.3.4 Zastupci bioagens

Momentalné muzeme v prodeji najit Siroké Spektrum piipravku K oSetfeni proti
Skodicim organismiam. Vyzkum a vyvoj bioagens se nyni v ramci prumyslu dostava do popiedi.
Toho si v§imaji i velké firmy a snazi se rozSifovat svou nabidku téchto produkti. Vyhodou je,
ze velké firmy dosahuji oproti tém mensim rychlejsi registrace produktt, a tak mensi firmy
ptipravky z bioagens oznacuji spiSe jako rostlinné stimuldtory riistu, aniz by zminily jejich
podptirny ué¢inek viiéi patogenim. Viechny biopreparaty v CR musi byt zatazeny v registru pro
ochranu rostlin vydanym Ustfednim kontrolnim a zkugebnim tstavem v zemédélstvi (Blesa
2019).

Hlavni ptipravky jsou na bazi bakterii, a to pfevazné kmeni rodu Lactococcus,
Acetobacter, Bacillus cereus a Bacillus subtilis. Dalsi organismy mohou byt kvasinky a houby
z rodu Pichia, Hanseniaspora, Aureobasidium, Candida, Yarrowia, Penicillium, Clonostachys
a dalsi (BleSa 2019). Pripravky, které inokulujeme pfimo do pidy, obsahuji nejcastéji
organismy Pseudomonas putida, Trichoderma spp., Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aureofaciens, Burkholderia cepacia, Paenibacillus polymyxa, vyse zminéné rody bakterii a
Pythium oligandrum (Blesa 2019).

3.3.5 Bioagens a Phytophthora cactorum

Bé&hem poslednich let byly provedeny rtzné studie, jak na patogen Phytophthora
cactorum vyzrat. Pro nas vyzkum jsme vybraly zastupce, jejichZ efektivita napovidd moznému
vyuziti téchto bioagens v boji proti druhu Phytophthora cactorum. Nasledujici podkapitoly
popisuji jednotlivé bioagens, které odkazuji na vyzkum, jenZ nam byl napomocny k vybéru

vhodného biologického piipravku.

3.3.5.1 Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens je grampozitivni ptidni bakterie blizce pfibuzna druhu
Bacillus subtilis.. Bakterie tvofici spory dle Li et al. (2015) mohou docilit toho, aby jeden
z jejich proteint byl fungicidni povahy a G¢inné inhiboval produkci konidii hub. Dale ve své

studii Li et al. (2015) uvadi, Zze spory dobfe odolavaji neptiznivym podminkam. Inhibi¢ni
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ucinek této bakterie je zaloZzen na produkci antibiotik a sideroforti, napiiklad surfaktinu, iturinu
a fengycinu.

Lee et al. (2015) zasvétil velkou ¢ast svého vyzkumu druhu Phytophthora cactorum,
ktery byl ziskan z korejského ZenSenu (Panax ginseng). Na zakladé jejich studie (Lee et al.
2015) se domnivaji, ze rod Bacillus amyloliquefaciens mize potlacit samostatné onemocnéni
rostliny. Z vysledkt prace vyplyva, ze tento kmen dokaze vyvolat rezistenci proti P. cactorum
u ZenSenu, pii jednordzové aplikaci ptfimo do promacené pidy az z 99,1% spolehlivosti a pii

dvojnasobné aplikaci v ranych stadiich infekce dokazovaly 83,9% t¢innost.

3.3.5.2 Bacillus subtilis

Grampozitivni bakterie Bacillus subtilis spada mezi dal$i organismy, které¢ sporuluji. B.
subtilis byl zkouman na zéklad¢ jeho antibakterialnich, fungicidnich a rist rostlin podporujicich
vlastnosti. Bylo dokazano, ze tento organismus je zdravi neSkodny a jeho pouziti coby bioagens
je tedy bez rizika. V Némecku jiz existuje biostimulator rdstu rostlin, jehoZ hlavni bio slozkou
je pravé B. subtilis, ktery se prodava pod ozna¢enim FZB24 (Krebs et al. 1998).

Bacillus subtilis byl prokazan jako vhodny bioagens proti P. cactorum (Gupta &
Utkhede 1987). Dle Utkhede & Smith (1991) maji kmeny AB8, BACT X, NZBI, AB7, AB8 a
BACT 2 z B. subtilis zasluhu na sniZeni po¢tu infikovanych jablonovych stromi. Na zaklad¢
zjiSténé trovné ochrany, kterou tito antagonisté vykazuji v polnich podminkach u jabloni, se
tedy mizeme domnivat, ze B. subtilis je nadéjnym bioagens proti P cactorum. Pro maximalni
funkci fungicidnich latek vyprodukovanych bioagens je potieba ptidat N a P hnojiva do pudy
(Gupta & Utkhede 1987).

3.3.5.3 Clonostachys rosea

Clonostachys rosea fadime mezi pudni houby s mykoparazitickou povahou. Jsou
schopny degradovat jiné fytopatogeny 1 jejich klidova stadia. Dalsi vyhodou je, Ze rozklada;ji
organickou hmotu, zvySuji supresivitu plidy a pomahaji rostlinam odolavat jinym patogeniim
(Ondrackova 2019).

Clonostachys rosea je oznacovan jako antagonista, ktery ucinné reguluje Botrytis
cinerea a sedou plisen na jahodnicich. Vysledky nékolika studii dokazuji, ze tento typ bioagens
je stejné Gcinny jako pouzivani chemické obrany u jahodniku.

Clonostachys rosea ovliviiuje zminéné patogeny pievazné svou konkurence schopnosti

o0 ziviny a substrat, zaroven snizuje schopnost sporulace, coz nasledné vede k redukci inokula
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produkovaného v ulomcich plodin. Dulezitou se jevi také regulace uc¢innosti prostredku za
pomoci UV zafeni. Vyssi podil UV-B ve svételném spektru v misté, kde je prostfedek
aplikovan, ma za nasledek sniZeni efektivity prostiedku zalozeného na vlastnostech C. rosea.
Dle vysoké uc¢innosti ochrany pro jahodnik 1ze uvazovat o C. rosea jako o dalsim nadéjném

prostiedku v boji proti patogeny rodu Phytophthora (Carbu et al. 2016).

3.3.5.4 Trichoderma spp.

Trichoderma spp. patti mezi nejvice prozkoumané mykoparazitické houby.
Charakteristickym mechanismem (ovinutim hyf patogenu a naslednou penetraci) dokazou
znemoznit jeho rozsiteni a postupné jej zlikvidovat. Existuje velké mnozstvi studii dokazujicich
jejich schopnost biologické kontroly. Stale jsou vSak nedostatetné informace o presném
mechanismu antagonismu této houby (Carbt et al. 2016).

Smith et al. (1990) ve svém vyzkumu pouzili rod Trichoderma spp. k ovlivnéni pied P.
cactorum. Po 14 dnech rustu infikovanych rostlin a 72 hodinovém intervalu zapleveleni byl
dokazan vysledek vyznamnym sniZeni poskozeni kofeni a zvySeni hmotnosti rostlin ve

srovnani se sazenicemi infikovanymi P. cactorum bez zapleveleni.

3.3.5.4.1 Trichoderma asperellum

Trichoderma asperellum patii mezi dalsi houby, které jsou pouzivany pro biologickou
kontrolu. Typ jejich ptisobeni je nejcastéji antagonismus a mykoparazitismus (Segarra et al.
2013)

Segarra et al. (2013) ve své studii popisuje pievazné pusobeni kmenu T34,
Kuzmanovska et al. (2018) tadi tento kmen jako bio kontrolni ¢inidlo, které cili pfevazné na
pudni patogeny. Ve své praci objasnuje u¢innost Trichodermy asperellum proti Phytophthora
drechsleri, Phytophthora cryptogea, Phytophthora capsici a Fusarium oxyporum. Dalsi studie
zaméfena na T. asperellum potvrdila schopnost tohoto kmene branit rostliny proti napadeni
okurek patogenem Rhizoctonia solani. Zminéna studie také poukazala na vyznamné snizeni
vyskytu onemocnéni zpusobené Pseudomonas syringaepy, lachrymans u okurek (Segarra et al.
2013). Mbarga et al. (2012) ve své praci popisuje inhibici ristu Pythium myriotylum o vice nez

60 % u kokosu v Kamerunu.

3.3.5.4.2 Trichoderma harzanium

Ve vybéru u rodu Trichoderma schopné biologické kontroly pted patogeny pfi produkci
plod jahodniku uspél hlavné druh Trichoderma harzanium (Carbu et al. 2016). Jeho hybridni
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kmenT-22 byl vyvinu takt, aby zlepsil celkovou odolnost vii¢i chorobam, toleranci prostiedi a
symbiotickou interakci s napadenou rostlinou. Diky témto vlastnostem se fadi mezi jedny
Z neprodavanéjSich produktii na trhu. Spad4d do kategorie hub, které jsou ucinné na bazi
antagonismu a mykoparazitismu (Concklin 2012).

Prvnim registrovanym pfipravkem byl kmen T-39, u které¢ho byla prokazana ucinnost
proti Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Cladosporium fluvum a Celletotrichum
acutatum (Carbu et al. 2016). Freeman et al. (2004) v ramci svého vyzkumu zjistil, Ze
Trichoderma harzanium je ucinny bioagens v jakékoli koncentraci a mife opakované aplikace
proti antrakn6zové chorobé jahodniku. Naopak pti kontrole $edé hniloby jahod je pro ideélni
ucinnost houby zapotiebi dodrzovat piesné postupy aplikace. Concklin (2012) ve své praci
doporucuje, Ze je tato houba uzitecna pro potirani béznych chorob ve smyslu omezeni ristu a

Sifeni chorob, které jsou pienaseny pudou (naptiklad Fusarium, Pythium a Rhizoctonia).
3.3.5.5 Clonostachys spp. a Trichoderma Spp.

Oba zvyse uvedenych druhi bioagens spadaji mezi saprotrofické ptdni houby
s mykoparazitickym a antagonistickym u¢inkem proti jinym patogenim. Kombinace téchto
dvou rodu je v nékterych piipadech ochrany rostlin efektivnéjsi nez pouziti jednoho z druhti
samostatné, ale zatim neni objasnéno pro¢. Zdroje se domnivaji, ze vliv na efektivitu téchto hub
mohou mit symbiotické vztahy s dal§imi organismy (Ondrackova et al. 2013). JelikoZ vime, ze
jednotlivé rody pozitivné ovliviwji rostliny jahodniku, Ize soudit, ze kombinace zminénych

rodli mize mit taktéz podptirny efekt, ne-li vyssi.
3.3.5.6 Coniothyrium minitans

Coniothyrium minitans spada mezi coelomycety (konidialni houby) znamé po celém
svéte. Jeho formy dokazou infikovat patogenni houby zascomycetes, ale ne formy
bazidiomycetes. Vetejnosti je Coniothyrium minitans znamo jako nejéastéji pouzivana bioagens
proti Sclerotinia sclerotiorum. C. minitans pouziva nejcastéji mykoparazitismus Vv boji
s patogenem. Dalsi zptsoby, které houba pouziva K ovlivnéni patogenu, je antagonismus a
antibioza. (Whipps & Gerlagh 1992).

Pfi zkoumani inhibice C. minitans se podafila dokazat inhibice S. sclerotiorum a S.
cepivorums az se 76% spolehlivosti. Inhibice byla zna¢na také na rostlinnych patogenech
Phytophthora nicotianae a Pythium ultimum (Tomprefa et al. 2009), které jsou svou stavbou

velmi podobné zkoumané P. cactorum.

29



3.3.5.7 Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp. spada mezi aerobni, chemoheterotrofni, gramnegativni bakterie ve
tvaru ty¢inky. Je znamo, ze druhy P. fluorescens, P. putida a P. aeruginosa jsou prospésné pro
rust rostlin a omezuji Sifeni chorob zpiisobené jinymi organismy. Pocet kmend, které maji takto
pozitivni G¢inky neustdle ptibyva. Ochrana, kterou tyto bakterie poskytuji spociva ve tvorbé
biofilmu, kterym pokryji rostlinu a zabrani tak nezddouci vniknuti Skodlivych organismt. Dalsi
mechanismus je antibidza a produkce sekundéarnich metabolitd (toxini). Komplexni pouziti
téchto kment prospésné ovlivituje rostliny pievazné v kofenovém prostiedi (Siddiqui & Khan
2017).

Berg et al. (2000) uvadéji, ze pouziti bioagens rodi Pseudomonas spp. ve sklenicich i
terénnich podminkach napomohlo zvyseni produkce jahod a potlaceni patogenu Verticillium.

Zohara et al. (2016) ve svych pracich uvadi, ze pii oSetieni semen Pseudomonas spp. u
okurek se zvysi odolnost vuci Phytophthora capsici.

Agusti et al. (2011) prokazali u¢innost Pseudomonas fluorescens proti P. cactorum za
pomoci bioaktivnich metabolitli bakterie. Interakci téchto dvou druhti se zjistilo, ze P.
fluorescens inhibuje klieni cyst P. cactorum na povrchu kotene jahod. Pti sklenikovych
metodach navic dokazali, ze smés riznych kmend Pseudomonas vyrazné snizuje zavaznost

fytoftorové hniloby jahodniku.

3.3.5.8 Pythium oligandrum

Pythium oligandrum fadime do fadu oomycetes. Patii mezi mykoparazity, které jsou
schopny piisobit i na organismech stejného fadu z jakého sami pochazi. Jejich hlavni strategii
je antagonismus. Nepouzivaji antibidzu, coz zabrafiuje moznému vzniku rezistence pied timto
bioagens. Vyskytuje se na povrchu kotfene spolecné s rostlinnymi patogeny, kde vyuziva
kofenové exsudaty a houby hyf ke své potiebé rustu (Brozova 2002). U P. oligandrum byla po
delsim zkoumani prokazana vysoka odolnost vii¢i nevhodnym vnéj$Sim podminkam, kterou
prezentuje pieziti velkého mnozstvi antagonistickych oomycet v ptidé béhem vegetaéni doby
(duben—zaii). Vysledky studie prokazaly vyznamné zmenseni populace znamého patogenu
raj¢at Pythium dissotocum (Vallance et al. 2009).

Pouziti P. oligandrum ve svém vyzkumu na vyvoj hniloby patogenem Phytophthora
cactorum u gerber, cypfist a tisu zkoumal Orlikowski (2001). Vysledkem pokusii v rdmci

vyzkumu Orlikowského (2001) bylo snizeni poétu patogenti pomoci P. oligandrum, které
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tvorily konidie béhem 4 tydnt. Pokud bylo P. oligandrum aplikovano pfimo po vysadbé do
zamokiené raSeliny, tak se efekt potlaceni rodu Phytophthora se jesté zvysil.
Do prozatimniho vyzkumu je druh Pythium oligandrum fazen mezi neu¢inngjsi

prostiedky pro ochranu jahodniku v Ceské republice (Brozova 2002).

4 Material a metody

4.1 Uvodni charakteristika

Pro mou praci byly vyuZity prostory Ceské zemédélské univerzity na fakulté
Agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji, pfesnéji na katedie ochrany rostlin.
V laboratotfi byly dodrzeny podminky urcené pro spravny a pribéh vyzkumu. Také byla
dodrzena hygiena prace v laboratofi a pravidla pro praci v mikrobiologické laboratofi. Princip
vyzkumu byl provadén in vitro testovanim princip inhibice rustu na médiu V8 v Petriho

miskach.
4.2 Priprava zivného média

Pro spravnou kultivaci a dodrZeni vyhodnych podminek pro rist bioagens i P. cactorum

byly pokusy provadény za pouziti pevného média (agar) V8.

Pomucky, které byly vyuzity pro zadélani agaru jsou:

Odmérny valec o objemu 1000 ml, plastova 1zi¢ka, vazenka, kadinka o objemu minimaln¢ 1000
ml, centrifuga¢ni zkumavky 50 ml, Erlenmayerovy baiky o objemu 500 ml, alobal, Petriho
misky, parafilm
Ptistroje:
Digitalni vaha, magnetickd michacka a michadlo, centrifuga, autoklav, flow box
Material:
V8 dzus, CaCOg, zivny agar, destilovana voda
Postup:

Na ptipravu media V8 jsme se fidili pfedepsanym postupem, ktery doporucuje davkovani,
kdy na 100 ml V8 dzusu piipada 1 g CaCOz. Smés téchto dvou ptisad ve velké kadince byla
umisténa na magnetickou michacku a dovnitié bylo uloZzeno magnetické michadlo. Aby se

uhlic¢itan vapenaty uplné rozpustil, bylo potieba michat minimalné 15 minut. Po rozmichéni se

31



smgs pielila do 50 ml falkon (centrifugacni zkumavky) a nechala se 10 minut centrifugovat na
4000 RPM. Po ukonceni centrifugace se pirelila kapalina do odmérného valce a zbyly sediment
se odstranil. Z pravidelného opakovani jsme zjistili, Ze z 50 ml smési bylo mozno pouzit pouze
42 ml a 8 ml bylo zanechano v sedimentu.

K dal$imu postupu jsme pouzili 500 ml Erlenmayerovy banky, do kterych bylo navazeno
4,5 g zivného agaru na 60 ml jiz ziskané suspenze. Krouzivym pohybem banky se latky
promichaly a nasledné se doplnily 240 ml destilovanou vodou. Vznikla 300 ml suspenze byla
znovu zamichana. Nasledné byla Erlenmayerova banka uzaviena alobalem, aby nevznikla
pfipadna kontaminace média. Takto uzaviend batnika bylo ulozena do autoklavu a nechala se
autoklavovat pti 121 °C po dobu 30 minut.

Po dokonceni sterilizace byla baiika ptesunuta do flow boxu, kde se roztok rozlil po
objemu 15-20 ml do Petriho misek. Pro ztuhnuti media je zapotfebi minimalné¢ 3 hodin a
zpracovat jej lIze do konce nasledujiciho dne. Pokud medium nepouzijeme, tak je nutno jej

opatfit parafilmem a vhodné jej oznacit K pozdé&jsSimu uziti.
4.3 Vzorky P. cactorum z izemi CR

Odbér vzorku byl proveden v prostiedi, kde je znamo pravidelné péstovani jahod po dobu
minimalné deseti let. Z té&chto pozemki byly odebrano 10 vzorkd v mnozstvi odpovidajicimu
rozloze tizemi (200 g na 0,1 ha). Za pomoci kultiva¢ni lopatky byly odebrany vzorky z hloubky
15 cm, ktery ptedstavoval reprezentativni vzorek. Nésledn€ byla vytvofena velkd smeés
z danych lokalit, kterd byla suSena 21 dni. Byla dodrZena opatieni zamezujici potencidlni
kontaminaci mezi lokalitami. K odbéru ptdnich vzorki bylo odebrano i 10 rostlin na 0,1 ha,
které svym vzhledem napovidaly napadeni P. cactorum.

Vzorky byly odebrany v celé¢ Ceské republice viz obrazek & 5, skrze anonymitu
producentt jahod byly oznaceny pouze kraje odkud byly vzorky odebrany.

K vytvofeni izolatu z pidy bylo vyuZzito metody tzv. leaf bait. Oznaceni urcuje pouziti
hostitelskych rostlin a odebrani P. cactorum z nich. Ziskédni izolatu bylo provedeno kolegy
z VURYV, kdy pro mé stanoveni sta¢ilo pouze namnozeni P. cactorum na kultivaénim mediu
V8 v dostate¢ném mnoZzstvi.

Skrze obsahlost vyzkumu byla potieba vzorky pribézné ptfeockovavat na nové misky s
mediem a zajistit jejich vitalitu, ktera byla potfebna ke spravnému stanoveni inhibice patogenu
bioagens. Pieockovani preparati bylo provedeno z dosavadnich izolati vzdy po posouzeni

jejich stavu v 10 opakovanich. Ockovalo se vzdy ve flow boxu, ve sterilnich podminkach a na
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stejném kultivacnim médiu V8 (za pomoci korkovrtu a skalpelu). Nové vzorky byly uzavieny

Vv Petriho miskach, zaizolovany parafilmem a ulozeny k dal§imu uziti.

Plzensky kraj

Ustecky kraj

Liberecky kraj

Obr. €. 5: Mapa piivodu vzorki P. cactorum (Hanacek 2021)

4.4 Test u¢inku bioagens na ruast P. cactorum

K celkovému testovani byly zapotiebi sterilni podminky s regulovanou teplotou.
K posouzeni vlivu na rast P. cactorum jsme hodnotili inhibi¢ni u¢inek jednotlivych bioagens,

které¢ byly dostupné z komerénich piipravki v zemedélstvi.

Pomtcky:

Skalpel, korkovrt, Petriho misky, parafilm, posuvné métitko

Ptistroje:

Flow box, plynovy kahan, pocita¢ (software Statistika 11.0, Microsoft excel, Word)

Material:

V8 medium, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Clonostachys rosea, Clonostachys
spp. a Trichoderma spp., Trichoderma asperelellum, Trichoderma harzanium, Coniothyrium
minitans, Pseudomonas spp., Pythium oligandrum, Phytophthora cactorum (viz Tabulka 1).

Postup:
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Jako prvni byly pfipraveny izolaty z riznych lokalit do flow boxu. Z kazdé lokality byly
pteockovany vzorky v 15 opakovanich do novych Petriho misek, které obsahovaly V8 medium.
Deset izolatu bylo pfipraveno na inhibici s bioagens a 5 z nich bylo uzito jako kontrolni vzorky.
Pteockovani bylo provedeno otevienim zachovalych vzorkii, ohném oSetienym korkovrtem
bylo navrtano 15 ocek a sterilnim skalpelem precizné pfeneseno na okraj Petriho misky viz
obrazek €. 6. Izolat byl Setrn¢ uzavien parafilmem v Petriho misce, aby nedoslo k predcasné
kontaminaci celého média a popsan kodem a datem ockovani. Preparat byl poté uloZzen po dobu
tfi dnti v laboratornich podminkéch za c¢elem rozmnozeni P. cactorum. UrCend doba tii dna
byla stanovena podle prvnich ptiznakd nakazy na rostling. Po 3 dnech bylo 10 preparatt znovu
ptreneseno do flowboxu a 5 izolatl zistalo zachovano k dalsimu rastu.

Preparaty ve flowboxu byly otevieny a pfipraveny k infikaci bioagens. VVzorky bioagens
byly naockovany stejnym zptisobem jako P. cactorum a vlozeny k protéjsi strané jako na
obrazku ¢. 6. V pripadé pouziti bakteridlnich bioagens, byla bakteridlni kultura pfenesena
pomoci mikrobiologického laboratorniho ocka, kterym se natiela bioagens dvéma tahy na
protilehlou stranu. Nasledné bylo vSechno opatieno izolaci ve formé parafilmu a na Petriho
misku bylo pfipsano oznaceni a datum ockovani bioagens. Po dalsich tfech dnech byly
okometricky vyhodnoceny vzorky ke stanoveni inhibice. Ta se provadéla posuvnym méfitkem
a stanovenim piesné velikosti narostlé kultury P. cactorum. Tato hodnota, dale ozna¢ovana jako
hodnota ristu P. cactorum, byla zaznamenana do tabulky a porovnana s hodnotami rdstu
kontroly, ktera byla zméfena ve stejny den. Pomoci statistického programu Statistika 11.0, byly

vyhodnoceny vysledky.

Test ve tiech opakovanich

Test ve tfech opakovanich

1 den
Inokulace PC O

Kontrola

Test ve tiech opakovanich

3 -4 den

O Po naridstu Q
inokulace BCAs

Obr. ¢&. 6: Test uc¢inku inhibice biological agens (BCAS)
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Tabulka ¢. 1: Lokality sbéru izolatd P. cactorum a jejich piislusné oznaceni pro identifikaci

Lokalita Oznaceni
Zlinsky kraj vzorek ¢. 1
Hlavni mésto Praha vzorek ¢. 2
Pardubicky kraj vzorek ¢. 3
StiedoCesky kraj vzorek ¢. 4
Kralovehradecky kraj vzorek ¢. 5
Plzensky kraj vzorek ¢. 6
Liberecky kraj vzorek ¢. 7
Ustecky kraj vzorek ¢. 8
Plzensky kraj vzorek ¢. 9
Ustecky kraj vzorek &. 10

Tabulka €. 2: Zkratky pro bioagens ve vyzkumu

Oznaceni ve
vyzkumu Bioagens (BCAS)

A Clonostachys spp. a Trichoderma spp.
B Clonostachys rosea
C Trichoderma Asperelum
D Trichoderma Harzanium
E Bacillus amyloliquefaciens
F Pseudomonas spp.
G Bacillus subtilis
H Pythium oligandrum
I Coniothyrium minitans
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5 Vysledky

5.1 Izolaty z Ceské republiky

Ke zkoumani Géinnosti bioagens bylo pouzito 10 izolatd (Tab. 1) z celé Ceské republiky.
Kazdy zeméd¢lec pouziva jiné odridy a jiné praktiky ve vysadbé rostlin, navic kazda z lokalit
dominuje jingymi podminkami. Tyto davody by mohly mit vysoky podil na zmény rustu

jahodniku a interakce patogenu s rostlinami.
5.2 Zivné medium

Zivné médium bylo pouzito kvili vyhodnému ristu P. cactorum a nasledné vyhodé
Kk porovnani vysledki. Tento krok mohl zptisobit narusit optimalni podminky pro konfrontaci
s bioagens, jelikoz u nékterych ztestovanych bioagens se vyskytly problémy s ristem

Vv piipravnych izolatech.
5.3 Utinek bioagens na P. cactorum

Pro testovani bioagens bylo pouzito 10 izolatt P. cactorum z riznych lokalit, k nim bylo
inokulovano 9 odlisnych druhd bioagens. Testovani bylo provedeno in vitro. Uéelem testovani
bylo zjistit, zda bioagens inhibuji rast patogenu P. cactorum za sterilnich podminek a
optimalnich teplot. Kvuli mé&feni v odlisnych dnech byla provedena tprava namétenych dat za
pomoci funkce arcsin a nasledné takto pfeménéna data byla pouzita ve statistickém programu
Statistika 11.0.

Schopnost inhibice riistu patogenu byla dokézana u vSech z pouzitych bioagens, pticemz
vyrazn¢ dominovaly prostfedky s organismy Clonostachys spp. a Trichoderma Spp. (A),
Pythium oligandrum (H) a Clonostachys rosea (B), u kterych byla dle zpracovanych dat

dokazana vyssi ucinnost oproti ostatnim bioagens.
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Narust mycelia (transformace arcsin)

Graf ¢. 1: Boxplot — vliv bioagens na riist P. cactorum mezi v§emi lokalitami

0,9

varianta; Priméry MNE

Soutasny efekt F (80, 465,22)=13,893, p=0,000
Dekompozice efektivni hypotézy

Vertikalni sloupce oznatuji 0,55 intervaly spolehlivosti

08}
o7} 1
0,6} H
05t
0.4t
03}
02}
01}

0,0}

-0,2

Varianta BCAs

Tabulka €. 3: Legenda grafu ¢. 1

Oznaceni v grafu | Vyzkumné znaceni
51 1 vzorek
F2 2 vzorek
$3 3 vzorek
14 4 vzorek
35 5 vzorek
96 6 vzorek
37 7 vzorek
i 8 8 vzorek
EN: 9 vzorek
4 10 10 vzorek
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5.3.

1 Vysledna méreni Tukeyovym HSD testem

Tabulka €. 4: Tukeyiav HSD test statisticky vyznamnych rozdiltit mezi bioagens a 1. vzorku

Tukeytv HSD test; proménna narustu mycelia vzorku 1 (arcsinvtransformace). Priblizné

¢ [pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: mezi skupinami PC =,00820, sv = 81,000

buiik|Varianta| {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

y BCAs |,73198 |,60872 | ,43046 |,44075 |,12237 |,29903 |,60199 |,57762 |,39845
1 A 0,072967|0,000132|0,000132(0,000132|0,000132|0,047110{0,007904/0,000132
2 B ]0,072967 0,001137|0,002636(0,000132|0,000132|1,000000(0,997473]0,000175
3 C ]0,000132(0,001137 0,999999(0,000132|0,042768|0,001972(0,013784/0,996901
4 D (0,0001320,002636|0,999999 0,000132(0,020705|0,004557|0,029340(0,980145
5 E (0,000132/0,000132/0,000132(0,000132 0,001298|0,000132(0,000132/0,000132
6 F ]0,000132/0,000132/0,042768|0,020705(0,001298 0,000132|0,000132|0,269805
7 G |0,047110j1,000000]0,001972|0,004557(0,000132|0,000132 0,999588(0,000218
8 H ]0,007904(0,997473|0,013784|0,029340(0,000132|0,000132(0,999588 0,001058
9 I 0,000132(0,000175|0,996901(0,980145|0,000132|0,269805(0,000218]0,001058

Vzorek €. 1 byl odebran ze Zlinského kraje, u tohoto vzorku bylo mozné k vidéni vyssi

ucéinnosti inhibice ristu P. cactorum v§emi bioagens nez u jinych lokalit. Mezi nejvice u¢inné

se prokazaly prostiedky s organismy Clonostachys spp. a Trichoderma Spp. (A), Clonostachys

rosea (B), Bacillus subtilis (G) a Pythium oligandrum (H). Naopak Bacillus amyloliquefaciens

(E) a i Pseudomonas spp. (F) v inhibici ristu patogenu zastaval za ostatnimi.

Tabulka ¢. 5: Tukeyiav HSD test statisticky vyznamnych rozdiltt mezi bioagens a 2. vzorku

Tukeyav HSD test; proménnd narustu mycelia vzorku 2 (arcsin transformace). Pfiblizné

¢.  [pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: mezi skupinami PC =,00642, sv = 81,000

bunk|Varianta| {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

y BCAs | ,64221 | ,52167 | ,36191 | ,47444 | ,01555 | ,39673 | ,11820 | ,55927 | ,50361
1 A 0,030738|0,000132|0,000477(0,000132(0,000132|0,000132|0,346137(0,006604
2 B ]0,030738 0,000951/0,923118]0,000132(0,021536(0,000132|0,979619|0,999890
3 C (0,000132/0,000951 0,056821/0,000132|0,987464{0,000132|0,000143|0,004986
4 D |0,000477/0,923118/0,056821 0,000132|0,436102(0,000132|0,316273|0,996192
5 E ]0,000132/0,000132(0,000132(0,000132 0,000132/0,113331(0,000132(0,000132
6 F ]0,000132|0,021536/|0,987464(0,436102(0,000132 0,000132|0,000737/|0,085212
7 G ]0,000132|0,000132(0,000132|0,000132|0,113331/|0,000132 0,000132/0,000132
8 H |0,346137]0,979619|0,000143]0,316273(0,000132(0,000737|0,000132 0,826681
9 I 0,006604/0,999890|0,004986(0,996192|0,000132|0,085212|0,000132(0,826681
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U vzorku ¢. 2 odebiran z hlavniho mésta v Praze, lze taktéz zduraznit Gi¢innost vSech
bioagens, ve které se mezi nejlépe ptisobi proti patogenu projevily organismy Clonostachys
spp. a Trichoderma Spp. (A), Clonostachys rosea (B) a Pythium oligandrum (H). Nové se
objevila vyssi aéinnost Coniothyrium minitans (1), mezi méné G¢inné v této lokalité se projevil

znovu Bacillus amyloliquefaciens (E), ale i dalsi z bakterii, a to Bacillus subtilis (G).

Tabulka €. 6: Tukeylv HSD test statisticky vyznamnych rozdili mezi bioagens a 3. vzorku

Tukeytv HSD test; proménna ndrustu mycelia vzorku 3 (arcsin transformace). Pfiblizné

¢ [pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: mezi skupinami PC =,00536, sv = 81,000

bunk|Varianta| {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

y BCAs | ,65225 | ,62921 | ,43387 | ,48131 | ,05986 | ,31473 | ,31233 | ,50953 | ,49201
1 A 0,998655|0,000132(0,000170}0,000132|0,000132(0,000132|0,001307(0,000279
2 B ]0,998655 0,000133]0,000776(0,000132|0,000132|0,000132(0,012872|0,002281
3 C ]0,000132(0,000133 0,874855(0,000132/0,013540/0,010781(0,347733|0,697262
4 D |0,000170(0,000776|0,874855 0,000132/0,000198|0,000181|0,994338(0,999996
5 E (0,000132/0,000132/0,000132|0,000132 0,000132|0,000132(0,000132|0,000132
6 F 10,000132/0,000132|0,013540(0,000198]0,000132 1,000000/0,000133]0,000148
7 G 10,000132/0,000132/0,010781{0,000181|0,000132(1,000000 0,000133]0,000144
8 H ]0,001307(0,012872|0,347733|0,994338/0,000132|0,000133(0,000133 0,999827
9 I 0,000279)0,002281(0,697262|0,999996(0,000132/0,000148|0,000144(0,999827

Vzorek €. 3 z Pardubického kraje, také nadale ukazuje ti¢innost inhibice patogenu v§emi
pouzitymi bioagens. Nejvyssi schopnost inhibovat P. cactorum dosahly bioagens Clonostachys
spp. a Trichoderma Spp. (A), Clonostachys rosea (B) a Pythium oligandrum (H), nejhiie znovu
Bacillus amyloliquefaciens (E).

Tabulka €. 7: Tukeylv HSD test statisticky vyznamnych rozdili mezi bioagens a 4. vzorku

Tukeytiv HSD test; proménna narustu mycelia vzorku 4 (arcsin transformace). Ptiblizné

¢ [pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: mezi skupinami PC =,00751, sv = 81,000

bunk|Varianta| {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

y BCAs | ,70761 | ,64021 | ,41830 | ,50934 | ,21616 | ,35208 | ,22647 | ,57746 | ,36806
1 A 0,720500]0,000132(0,000191}0,000132|0,000132(0,000132|0,031105(0,000132
2 B |0,720500 0,000136|0,029494(0,000132|0,000132|0,000132(0,791420]0,000132
3 C ]0,000132(0,000136 0,325969|0,000170[0,739227|0,000249(0,003005|0,929524
4 D ]0,000191(0,029494/0,325969 0,000132/0,003533(0,000132|0,708788(0,013264
5 E (0,000132|0,000132/0,000170|0,000132 0,020173|0,999999(0,000132|0,005553
6 F 10,000132/0,000132|0,739227|0,003533|0,020173 0,043151]0,000135(0,999976
7 G (0,000132/0,000132|0,000249(0,000132(0,9999990,043151 0,000132/0,012947
8 H ]0,031105(0,791420/0,003005|0,708788|0,000132|0,000135(0,000132 0,000149
9 I 0,000132|0,000132(0,929524/0,013264(0,005553|0,999976/|0,012947|0,000149
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Ze StredocCeského kraje se odebral vzorek €. 4, na ktery byly net¢innéjsi v inhibici rastu

patogenu bioagens Clonostachys spp. a Trichoderma Spp. (A), Clonostachys rosea (B) a

Pythium oligandrum (H). Vysokou schopnost omezit rast P. cactorum prokazoval i bioagen

Trichoderma Harzanium (D), nejmén¢ ucinné v inhibici rstu patogenu se zde stale objevuji

bakterialni rody Bacillus amyloliquefaciens (E) a Bacillus subtilis (G).

Tabulka €. 8: Tukeyiv HSD test statisticky vyznamnych rozdilti mezi bioagens a 5. vzorku

Tukeytv HSD test; proménna narustu mycelia vzorku 5 (arcsinvtransformace). Priblizné

¢ [pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: mezi skupinami PC =,00465, sv = 81,000

buiik|Varianta| {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

Y BCAs | ,66936 | ,68670 | ,48826 | ,53481 | 0,0000 | ,25667 | ,17686 | ,50728 | ,46400
1 A 0,999728|0,000134/0,001097|0,000132(0,000132|0,000132/0,000157|0,000132
2 B ]0,999728 0,000132|0,000235/0,000132(0,000132(0,000132|0,000134/0,000132
3 C |0,000134/0,000132 0,839740/0,000132|0,000132(0,000132|0,999463|0,996757
4 D |0,001097|0,000235|0,839740 0,000132|0,000132(0,000132|0,992262|0,341566
5 E ]0,000132|0,000132(0,000132(0,000132 0,000132/0,000135(0,000132(0,000132
6 F ]0,000132|0,000132|0,000132(0,000132(0,000132 0,195787|0,000132(0,000132
7 G ]0,000132|0,000132(0,000132|0,000132|0,000135|0,195787 0,000132/0,000132
8 H |0,000157|0,000134/0,999463|0,992262(0,000132(0,000132|0,000132 0,887205
9 I 0,000132|0,000132|0,996757|0,341566|0,000132|0,000132|0,000132(0,887205

Vzorek €. 5 ze stanovisté z Kralovehradeckého kraje ukazuje velmi dobrou tc¢innost

inhibice ristu patogenu vSech z bioagens, kdy mezi pfednimi byly Clonostachys spp. a

Trichoderma Spp. (A), Clonostachys rosea (B), Trichoderma asperelum (C), Trichoderma

Harzanium (D) a Pythium oligandrum (H) a méné u¢inné byly opét bakterialniho zastoupeni

Bacillus amyloliquefaciens (E) a Bacillus subtilis (G).
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Tabulka €. 9: Tukeyiv HSD test statisticky vyznamnych rozdilti mezi bioagens a 6. vzorku

Tukeyiv HSD test; proménnd narustu mycelia vzorku 6 (arcsinvtransformace). Ptiblizné

¢, [pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: mezi skupinami PC =,00634, sv = 81,000

bunk|Varianta| {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

y BCAs | ,69093 | ,68521 | ,45824 | ,49318 | ,10021 | ,40804 | ,25247 | ,60668 | ,42763
1 A 1,000000(0,000132|0,000141)0,000132|0,000132(0,000132|0,317007|0,000132
2 B  [1,000000 0,000132/0,000150j0,000132|0,000132/0,000132/0,412597)0,000132
3 C |0,000132/0,000132 0,986660]0,000132|0,891054(0,000135|0,002464(0,994471
4 D |0,000141{0,000150}0,986660 0,000132|0,303345|0,000132(0,050100(0,655531
5 E (0,000132(0,000132(0,000132|0,000132 0,000132(0,001730}0,000132|0,000132
6 F 10,000132]0,000132|0,891054(0,303345|0,000132 0,001274|0,000140]0,999788
7 G (0,0001320,000132|0,000135(0,000132|0,001730]0,001274 0,000132|0,000266
8 H ]0,317007)0,412597|0,002464)0,050100(0,000132(0,000140(0,000132 0,000218
9 I 0,000132|0,000132|0,994471{0,655531/0,000132|0,999788|0,000266(0,000218

Vzorek €. 6 z Plzenského kraje také potvrzuje pozitivni plisobeni vSech bioagens na

regulaci rustu P. cactorum. Nejvyraznéjsi z nich byly Clonostachys spp. a Trichoderma Spp.

(A), Clonostachys rosea (B), Trichoderma asperelum (C), Trichoderma Harzanium (D),

Pythium oligandrum (H) a mensi inhibici ristu proti znamému patogenu byla bioagens Bacillus

amyloliquefaciens (E) a Bacillus subtilis (G).

Tabulka €. 10: Tukeyv HSD test statisticky vyznamnych rozdilti mezi bioagens a 7. vzorku

Tukeyav HSD test; proménnd narustu mycelia vzorku 7 (arcsin transformace). Pfiblizné
pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: mezi skupinami PC =,00277, sv = 81,000
L e S v S S I O S R O S O S O S R O O
v |BCAs ,68440 | ,68421 | ,45220 | ,50061 | ,04493 | ,39186 | ,33590 | ,53022 | ,49107
1 A 1,000000{0,000132(0,000132/0,000132|0,000132(0,000132|0,000132/0,000132
2 B {1,000000 0,000132/0,000132/0,000132(0,000132]0,000132|0,000132(0,000132
3 C 10,000132/0,000132 0,508950(0,000132(0,217970]0,000253|0,035092|0,772919
4 D ]0,000132/0,000132|0,508950 0,000132|0,000565|0,000132(0,940144/0,999979
5 E (0,000132|0,000132/0,000132(0,000132 0,000132|0,000132|0,000132(0,000132
6 F 10,000132/0,000132(0,217970|0,000565|0,000132 0,309662(0,000134(0,002094
7 G |0,000132|0,000132(0,000253]0,000132/0,000132(0,309662 0,000132/0,000132
8 H ]0,000132/0,000132|0,035092|0,940144(0,000132|0,000134/0,000132 0,766012
9 I ]0,000132|0,000132/0,772919/0,999979(0,000132(0,002094(0,000132|0,766012

Z Libereckého kraje byl z pozemku odebran vzorek ¢. 7. Na P. cactorum z této oblasti

nejvice fungovaly bioagens Clonostachys spp. a Trichoderma Spp. (A), Clonostachys rosea
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(B), Trichoderma asperelum (C), Trichoderma Harzanium (D), Pythium oligandrum (H), ale i
Coniothyrium minitans (I) ptsobilo zna¢né vyrazné. Hufe zabranovaly rustu P. cactorum

bioagens z Bacillus amyloliquefaciens (E).

Tabulka €. 11: Tukeylv HSD test statisticky vyznamnych rozdilti mezi bioagens a 8. vzorku

Tukeyav HSD test; proménnd narustu mycelia vzorku 8 (arcsin transformace). Pfiblizné
¢ [pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: mezi skupinami PC =,00447, sv = 81,000

bunk|Varianta| {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

v BCAs | ,54197 | ,61679 | ,45848 | ,48023 | ,11878 | ,46354 | ,26086 | ,59110 | ,51193
1 A 0,246598|0,133906|0,504150(0,000132(0,193716|0,000132|0,778296/|0,984468
2 B ]0,246598 0,000160]0,000668{0,000132/0,000189|0,000132(0,994474/0,020249
3 C 10,133906|0,000160 0,998303]0,000132/1,000000{0,000132/0,001022/0,690153
4 D |0,504150{0,000668|0,998303 0,000132|0,999764(0,000132|0,010966|0,978231
5 E (0,000132/0,000132/0,000132/0,000132 0,000132|0,000394(0,000132/0,000132
6 F 10,193716|0,000189|1,000000(0,999764(0,000132 0,000132|0,001786|0,792190
7 G ]0,000132|0,000132|0,000132|0,000132/0,000394/0,000132 0,000132/0,000132
8 H ]0,778296(0,994474/0,001022|0,010966(0,000132|0,001786(0,000132 0,183875
9 I 0,984468|0,020249|0,690153|0,978231/0,000132|0,792190/0,000132(0,183875

Vzorek &. 8 byl pouzit z Usteckého kraje. Vyznamn4 inhibice ristu P. cactorum byla
zpusobena bioagens Clonostachys spp. a Trichoderma spp. (A), Clonostachys rosea (B),
Pythium oligandrum (H) a Coniothyrium minitans (1). Mén¢ se osvédéily Bacillus

amyloliquefaciens (E) a Bacillus subtilis (G).

Tabulka €. 12: Tukeylv HSD test statisticky vyznamnych rozdilti mezi bioagens a 9. vzorku

TukeylGv HSD test; proménné narustu mycelia vzorku 9 (arcsin transformace). Piiblizné
¢, [pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: mezi skupinami PC =,01287, sv = 81,000

buitk|Varianta] {1} | 2 | 3y | 4 | 53 ] 63 | 3 | 8 | {9

y | BCAs | 66881 | ,67336 | ,37356 | ,39156 | ,07435 | ,38085 | ,16233 | ,56663 | 44648
1] A 1,000000{0,000135]0,000145/0,000132|0,000137|0,000132|0,5386260,001219
2 | B [1,000000 0,0001340,000141|0,000132{0,000135(0,000132|0,478353(0,000911
3 | ¢ [0,000135)0,000134 0,9999930,0001341,000000[0,002505|0,008065(0,879950
4| D [0,000145/0,000141]0,999993 0,000132[1,000000[0,000778|0,023931/0,075262
5 | E [0,000132]0,000132/0,000134/0,000132 0,000133]0,724105/0,000132{0,000132
6 | F [0,000137]0,000135/1,000000[1,000000(0,000133 0,001556(0,012664/0,930504
7 | & [0,000132]0,000132]0,002505]0,0007780,724105[0,001556 0,000132[0,000139
8 | H [0,538626]0,4783530,008065(0,023931/0,000132|0,012664(0,000132 0,315797
9 | |0,001219/0,000911/0,879950/0,975262|0,000132|0,930504(0,000139)0,315797
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Z Plzenského kraje byl pouzit vzorek ¢. 9, ktery nejlépe omezovaly v rustu bioagens
Clonostachys spp. a Trichoderma Spp. (A), Clonostachys rosea (B) a Pythium oligandrum (H),
naopak ostatni bioagens nebyly tak uc¢inné. Rody bakterii Bacillus amyloliquefaciens (E) a

Bacillus subtilis (G) opét vysly, jako nejméné ucinné v inhibici patogenu.

5.3.2 Reprezentativni vzorek

Pro lepsi prehled ucinnosti regulace ristu patogenu byl vybran reprezentativni vzorek

&. 10 z Usteckého kraje, ktery byl znazornén ve Grafu ¢&. 2.

Tabulka ¢&. 13: Tukeytv HSD test statisticky vyznamnych rozdili mezi bioagens a 10 vzorku
z oblasti Usti nad Labem

Tukeyiiv HSD test; proménna narustu mycelia vzorku 10 v(arcsin transformace). Pfiblizné

_ [pravdépodobnosti pro post hoc testy Chyba: mezi skupinami PC =,00513, sv = 81,000

C.

bun [Varianta | {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

ky [BCAs ,70429 | ,63062 | ,47278 | ,45275 | ,02031 | ,42833 | ,17588 | ,58206 | ,43703
1 A 0,354730)0,000132|0,000132|0,000132/0,000132/0,000132{0,007803|0,000132
2 B (0,354730 0,000261/0,000141]0,000132|0,000132/0,000132/0,845023(0,000133
3 C |0,000132/0,000261, 0,999454/0,000132|0,899393(0,000132(0,026780{0,970232
4 D |0,000132|0,000141|0,999454 0,000132/0,997597|0,000132(0,003801/0,999910
5 E 10,000132/0,000132/0,000132/0,000132 0,000132/0,000304/0,000132|0,000132
6 F  10,000132|0,000132/0,899393|0,997597|0,000132 0,000132|0,000349|0,999999
7 G 10,000132)0,000132/0,000132/0,000132|0,000304(0,000132 0,000132/0,000132
8 H (0,007803|0,845023/0,026780]0,003801/0,000132/0,000349|0,000132 0,000755
9 I 0,000132|0,000133|0,970232(0,999910(0,000132|0,999999|0,000132/0,000755
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Graf ¢. 2: Boxplot — vliv bioagens na rust P. cactorum z 10 vzorku
varianta; Praméry MNC
Soucasny efekt F (80, 465,22)=13,893, p=0,000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznatuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Dle Tukeyova testu, jsme provedli vyhodnoceni, které nam ukazuje, ze u vzorku ¢. 10
byla vyssi G¢innost inhibice patogenu pievazné zpusobena bioagens Clonostachys spp. a
Trichoderma Spp. (A), Clonostachys rosea (B) a Pythium oligandrum (H), naopak bioagens
Bacillus amyloliquefaciens (E), se u toho vzorku neprokazal jako velmi u¢inny v inhibici proti
P. cactorum stejné jako u vétsiny ze zkoumanych preparatii. Z celkového pohledu lze ale fict,

ze inhibice ristu znamého patogenu byla znatelna pii pouziti jakékoliv z vyzkumnych bioagens.
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5.3.3 U&innost mezi bioagens

Z primérnych hodnot jednotlivych bioagens byl vytvofen graf ¢. 3, ktery nam

zvyraznuje ucinnost jednotlivych bioagens v potaz celého vyzkumu.

Graf ¢. 3: Znézornéni primérnych odchylek ucinnosti jednotlivych bioagens

Znazornéni primérnych odchylek uc¢innosti jednotlivych
bioagens
Clonostachys spp. a Trichoderma
spp.
Coniothyrium minitans Clonostachys rosea
Pythium oligandrum Trichoderma Asperelum
Bacillus subtilis Trichoderma Harzanium
Pseudomonas spp. Bacillus amyloliquefaciens
== Clonostachys spp. a Trichoderma spp. Clonostachys rosea
Trichoderma Asperelum Trichoderma Harzanium
= Bacillus amyloliquefaciens Pseudomonas spp.
e Bacillus subtilis Pythium oligandrum
Coniothyrium minitans

Vyhodnocenim grafu bylo zdiraznéno, ze se jako hlavni uc¢inna bioagens v inhibice rtstu
patogenu Phytophthora cactorum osvédéila smés rodu Clonostachys spp. a Trichoderma Spp.
(A), nasledovala v tésném zavésu bioagens Clonostachys rosea (B), jako velmi uc¢inna se i
prokazala biologicka ochrana za pomoci Pythium oligandrum (H). Primérna inhibice ristu
patogenu byla zptisobena druhy Trichoderma asperelum (C) a Trichoderma Harzanium (D),
naopak nevhodnou formou bioagens byly oznaceny rod Pseudomonas spp., ktery se vyrazné
pozitivné prokazal jen u jednoho ze vzorku, a bioagens bakterialniho ptivodu, ve kterych byla
inhibice rustu patogenu pomoci Bacillus amyloliquefaciens (E) a Bacillus subtilis (G) natolik

neefektivni, Ze byla vyhodnodnocena jako nevhodna.
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6 Diskuse

Jako védni obor byla biologicka ochrana rostlin dlouho zkouméana, a az v 70. letech 20.
stoleti se stal tento obor oficialnim. Dnes je jednou z mala agrotechnickych véd, kterou
podporuji jak farmari, tak i celkova vetejnost. Tento smér se nadale rozviji, ale naklady na jeho

praktickou aplikaci jsou oproti jinym formam ochrany rostlin vysoké (Blesa 2019).

Cilem naseho vyzkumu bylo ziskat nové informace o ucinnosti prostfedkti biologické
ochrany proti P. cactorum v in vitro podminkach. NaSe studie prokazala, Ze existuji i jiné
prostiedky k ochrané jahodniku pied P. cactorum, které jsou dokonce G¢innéjsi nez u bioagens
pouzivanych v soucasnosti (Polyversum). Nejvyssi inhibi¢ni ucinek na patogen P. cactorum
byl prokazan u bioagens ze smési organismu Clonostachys spp. a Trichoderma spp., a to ve
vSech testovanych vzorcich. Pomoci Tukeyovych testii byla také dok4zéna vysoka uc€innost
inhibice P. cactorum druhem Clonostachys rosea a az poté se umistila komeréné nejvice

pouzivana bioagens Pythium oligandrum.

Dle Lee et al. (2015) byla prokazana vysoka ucéinnosti inhibice druhem Bacillus
amyloliquefaciens na P. cactorum pii zkoumani korejského zensenu. Vysledky Lee et al.
(2015) byly odlisné od vysledkii nasi prace. V nasi praci jsme spolehlivost Bacillus
amyloliquefaciens jako bioagens nepotvrdili. Z podprimérnych hodnot inhibice patogenu na
jahodniku jsme dosli k zavéru, Zze se jedna o nejméné uCinny ze zkoumanych bioagens

(v celkovém porovnani viz fotografie ¢. 1).

Utkhede & Smith (1991) ve svém vyzkumu porovnavali G¢innost Bacillus subtilis proti P.
cactorum na jablonich. Gupta & Utkhede (1987) navic zdiraznili, ze pro maximalni produkci
fungicidnich latek je potieba piidat N a P hnojiva. Toto zjisténi mlze byt jednim z vysvétlent,
pro¢ jsme v naSich vzorcich nebyli schopni prokazat u¢innou inhibici timto bioagens. Obé
z bakterialnich bioagens se projevily jako malo G¢inné prosttedky ochrany proti P. cactorum u
jahodniku. S pfihlédnutim k ziskanym vysledkiim je vyhodnocujeme jako nejméné efektivni

(viz fotografie ¢. 2).

Carbu et al. (2016) dokazali vysokou ucinnost inhibice Botrytis cinerea u jahodniku
pomoci bioagens Clonostachys rosea, ktera vyuziva konkurenceschopnosti k omezeni riistu
patogenu. U¢innost bioagens se navic zvysuje regulaci UV zafeni. V nadi praci se druh

Clonostachys rosea prokazal jako jeden z nejvice u¢innych bioagens (viz fotografie ¢. 3), a to
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i bez regulace UV zafeni. Jelikoz byla u C. rosea dokazana vysoka uc¢innost inhibice P.

cactorum, miizeme fict, ze tato bioagens by mohla nahradit Pythium oligandrum.

Kuzmanovska et al. (2018) dokazala za pomoci organismu Trichoderma asperellum
vyrazné ovlivnit a omezit rust rodu Phytophthora, konkrétnéji proti Phytophthora drechsleri,
Phytophthora cryptogea, Phytophthora capsici. Jeji vyzkum prokazal efektivitu inhibice za
pouziti Trichoderma asperellum také proti Fusarium oxyporum a Rhizoctonia solani. Segarra
et al. (2013) k tomu ptidal i inhibici rustu u rodu Pseudomonas. Mbarga et al. (2012) ukazal
omezeni rustu Pythium myriotylum u kokosu pomoci T. asperellum. Vyse zminéné piiklady nas
vedly k moznosti, ze T. asperellum je schopna i inhibovat rust P. cactorum. Pfi pohledu na
vysledky prace lze potvrdit nasi domnénku 0 ucinnosti inhibice tohoto kmene, i na rist P.

cactorum (viz fotografie ¢. 4).

Freeman et al. (2004) prokazal ve své praci G¢inky druhu Trichoderma Harzanium na
dalsi chorobu jahodniku, a to antrakn6zové onemocnéni. Carbt et al. (2016) uvadi G¢innost
inhibice rustu pomoci T. Harzanium u patogenti Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum,
Cladosporium fluvum a Celletotrichum acutatum za pomoci kmenu T-39. Concklin (2012) ve
své praci doporucuje Trichodermu Harzanium jako prevenci pted vznikem infekce zptisobené
rody Fusarium, Pythium a Rhizoctonia. Z naseho vyzkumu jsme prokazaly, Ze pouziti bioagens
s T. harzanium je u¢inné proti ristu fytoftorové hniloby jahodniku (viz fotografie ¢&. 5).
Dokonce se na uzemi Ceské republiky tato bioagens prokazala mezi neGi¢inngjsi prostiedky

biologické ochrany jahodniku ve 4 ptipadech z 10 zkoumanych.

Uz roku 1990 Smith et al. dokazaly inhibici rastu P. cactorum pomoci rodu Trichoderma.
Z vyse zminénych bioagens bylo patrné, ze Clonostachys spp. a Trichoderma spp. Silné
omezuji rast P. cactorum samostatné. Pfekvapenim bylo, kdyZ jsme pouZili smés téchto dvou
zminénych rodi, kterd se prokéazala jako nejvice U€innd Vv potlaovani ristu P. cactorum ze
vSech bioagens (viz fotografie ¢. 6). Nejednalo se pouze 0 odlisnosti jednoho vzorku, tato
dokazana inhibice P. cactorum byla nejvyssi u vSech zkoumanych preparatl. Z vysledl nasi
prace lze tedy vyvodit, Ze by tento druh biologické ochrany mél byt zafazen mezi nejaéinnéjsi

metody ochrany proti fytoftorové hnilob¢ jahodniku.

Tomprefa et al. (2009) objevil vysoce spolehlivou inhibici patogent S. sclerotiorum a S.
cepivorums pomoci Coniothyrium minitans, pozd¢ji také prokazal ui¢inek tohoto bioagens na
Phytophthora nicotianae a Pythium ultimum. Jak jiz bylo zminéno, tyto druhy rodu

Phytophthora jsou svou stavbou velmi podobné nami zkoumané P. cactorum, a proto jsme se
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domnivali, ze by zde mohla vzniknout vyznamna inhibice ristu prostfednictvim C. minitans.
Jak je patrno z fotografie ¢. 7, tuto hypotézu se nam podafilo potvrdit. Jelikoz bioagens
vykazovala vysokou u¢innost inhibice rustu patogenu u vsSech vzorkli patogenti rodu
Phytophthora a jevila se jako jeden z nejvice u¢innych ptipravki, doporu¢ujeme zafadit tuto

biologickou ochranu jahodniku jako alternativu pted chemickymi prostiedky.

Berg et al. (2000) ve svém vyzkumu dokazal zvysit produkci jahod a potlacit patogen
Verticillium pomoci bioagens obsahujici rod Pseudomonas spp.. Zohara et al. (2016) pii
oSetieni semen okurek pomoci Pseudomonas spp. zvysili odolnost proti infekci druhem
Phytophthora capsici. Agusti et al. (2011) pomoci Pseudomonas fluorescens dokazali dokonce
inhibovat kliceni cyst druhu Phytophthora cactorum u jahodniku. Vysledky inhibice rastu
rodem Pseudomonas spp. (viz fotografie ¢. 8) byly také prokazatelné u velkého mnozstvi
vzorkll, nicméné stalost této inhibice byla velmi kolisavé. Pfikladem nestdlosti inhibice ristu
P. cactorum je vzorek 5, u kterého se pomoci této bioagens nepodatilo dostatecné efektivné
zabranit rustu patogenu. U vzorku ¢. 8 se naopak dokazal rod Pseudomonas spp. vyrovnat svym

uc¢inkem inhibici rastu P. cactorum pomoci bioagens obsahujici Pythium oligandrum.

Pythium oligandrum je zafazen v registru pfipravkél na ochranu rostlin v Ceské
republice jako neucinngjsi prostfedek proti fytoftorové hnilobé jahodniku (Brozova 2002).
Vallance et al. (2009) prokazal omezeni vyskytu Pythium dissotocum pomoci inhibice
zpusobené organismem P. oligandrum. Orlikowski (2001) zjistil studii u gerber sniZeni poctu
rodu Phytophthora za pomoci znamé bioagens. Vysledky naSich testi potvrdily, ze P.
oligandrum je jako bioagens proti P cactorum t¢inné (viz fotografie ¢. 9), nicméné mezi nami
testovanymi bioagens se jako nejucinnéjsi projevily Clonostachys spp. a Trichoderma spp. a

Clonostachys rosea.
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7 Zavér
Vysledek vyzkumu, ktery se zaméfoval na prostiedky biologické ochrany proti druhu
Phytophthora cactorum na jahodniku potvrdil védeckou hypotézu, ze existuje konvencni ¢i

experimentalni prostfedek biologické ochrany, ktery bude mit negativni vliv na Zivotaschopnost

P. cactorum v in vitro podminkéach.

Na zaklad¢ vSech vysledkti mizeme fict, Zze jakykoliv typ biologické ochrany je pro
rostlinu jahodniku prospésny, nicméné naklady na pouziti v nékterych piipadech prevysuji
efektivitu jednotlivych ptipravkii. Ze vSech dat, které jsme vyhodnotili, vysly s u€innosti
inhibice rastu P. cactorum nejlépe rody Clonostachys, a to ve smési Clonostachys spp. a
Trichoderma spp., ale také samostatny druh Clonostachys rosea. Piavod vzorka P. cactorum
dle statistiky nebyl tak dilezitym métitkem, aby ovlivnil vysledky prace. Nejvice prostudovana
a pouzivana bioagens obsahujici Pythium oligandrum proti fytoftorové hnilobé jahodniku se
V hodnoceni uc¢innosti inhibice riistu patogenu umistila az na tfetim misté. Velmi dobfe se
umistili v inhibici ristu patogenu téz dal$i bioagens nebakterialniho pivodu, které by se daly
pouzit jako alternativni ochrana jahodniku ve prospéch zemédélce. NejhorSich vysledkt
dosahovaly organismy rodu Bacillus, které ve vétsiné piipadti nedokazaly vytvofit dostate¢nou
inhibici rastu zkoumaného patogenu. Jedinou vyjimkou byl vzorek ¢. 1, kde se Bacillus subtilis
projevil jako vysoce inhibi¢ni. Tato vyjimka mohla byt zptisobena podminkami Kultivace, které
podpofily rust bakterii. Zavérem lze konstatovat, ze vybrané bioagens (Clonostachys spp.,
Trichoderma spp; Clonostachys rosea) by mohly byt alternativnim feSenim ochrany jahodniku
pied infekci zptisobenou patogenem Phytophthora cactorum, ktery vytvari onemocnéni zvané

fytoftorova hniloba jahodniku.
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9.4 Fotodokumentace

Pro fotografie byl vybran nejvice piehledny vzorek ze Stredoceského kraje.




Foto ¢. 3: Reakce Clonostachys rosea s P. cactorum + kontrolni vzorek P. cactorum

Foto ¢. 6: Reakce Clonostachys spp. a Trichoderma spp. s P. cactorum + kontrolni vzorek P.

cactorum



Foto ¢. 9: Reakce Pythium oligandrum s P. cactorum + kontrolni vzorek P. cactorum



