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1 Prehled o soucasném stavu problematiky

1.1 Repka olejka (Brassica napus subsp. napus L.)
Rise: Rostliny (Plantae)
Oddé¢leni: Rostliny krytosemené (Magnoliophyta)
Ttida: Vyssi dvoudé€lozné rostliny (Angiospermae)
Rad: Brukvotvaré (Brassicales)
Celed: Brukvovité (Brassicaceae)
Rod: Brukev (Brassica)
Druh: Brukev fepka (Brassica napus)

(EPPO, 2024)

Celed’ Brassicaceae zahrnuje mnoho ekonomicky vyznamnych druhd Siroce pouzivanych
jako zdroje oleje a potravy a jako okrasné rostliny (Al-Shehbaz a kol., 2006; Meyer a Purugganan,
2013). Brukev ftepka (Brassica napus) je jednoleta nebo dvouletd plodina z celedi brukvovitych.
Geneticky je brukev fepka amfidiploid (pocet chromozomu 2n = 38), polovina jejiho genomu
pochazi z brukve zelné (Brassica oleracea, 2n = 18), druha polovina z brukve tfepaku (Brassica
rapa, 2n = 20) (Chalhoub a kol., 2014). Péstuje se ve dvou poddruzich: brukev fepka olejka, neboli
tepka olejka (Brassica napus subsp. napus), péstovana pro olejnatd semena a brukev fepka
tufin (Brassica napus subsp. napobrassica) péstovana pro své bulvy (Kaplan a kol., 2019). Repka
olejka je Siroce péstovana na mnoha mistech svéta a je jednou z nejvice pestovanych olejnin ve
svété. Po penici ozimé je druhou nejrozsitengjsi plodinou v Ceské republice, i kdyZ jeji plocha se

dle tidaju Ceského statistického aradu postupné spise snizuje (Obrazek 1).

Plocha péstované fepky v CR v ha
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Obrazek 1: Plocha péstované fepky v CR v ha (Cesky statisticky utad, 2024).
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Kazda cast fepky — kvét, semena, listy, stonek a kofen - se pouziva v potravinaiském
prumyslu, ale také pro vyrobu bionafty ¢i riznych biologicky degradovatelnych maziv
a hydraulickych kapalin (Heale a Karapapa, 1999). Nejdulezitéjsi soucasti jsou semena, protoze se
pouzivaji jako zdroje oleje a bilkovin. Obsah fepkového oleje a bilkovin se v riznych liniich
kultivart lisi a v semenech se nachazeji také dalsi slozky, jako jsou glukosinolaty, fenoly, kyselina
fytova, celuldza a cukry. Repka, znaméa produkei vysoce kvalitniho rostlinného oleje, konkuruje
ostatnim plodindm (Raboanatahiry a kol., 2021).

Repka je jako predplodina velmi cenna, byva vyuZzivana jako jediny prerusovad obilnych
sledt. Péstovani fepky pfinasi mnoho pozitiv, mezi které patii obohaceni pudy snadno rozloZzitelnou
organickou hmotou, tvorba drobtovité puadni struktury, biologicka meliorace tvorena mohutnym
kulovitym kofenem a vynageni Zivin k povrchu (Betka a kol., 2007). Repka je v Ceské republice
péstovana témeéf vyhradné v ozimé formé s vegetacni dobou dlouhou 300 — 340 dni (Hila
a Prochazkova, 2008).

Ackoliv je fepka v Ceské republice velmi rozsifena, a to ve viech vyrobnich oblastech, 1ze
charakterizovat, jaké podminky fepce vyhovuji nejlépe: nadmotska vyska 400 — 600 m (ale roste
v oblastech az do 700 m.n.m.); oblasti s primérnymi ro¢nimi teplotami 6,5 — 8,5 °C a s ro¢nim
uhrnem srazek 450 — 750 mm; puda lehka az stfedni, hlinitopiscita az hlinita. Nejvhodné&jsimi
vyrobnimi oblastmi pro péstovani fepky jsou oblast bramborarskd, kde ma produkce nejvyssi
kvalitu a vynosy, a oblast feparska. Kukufi¢na oblast neni pro pé€stovani fepky vhodna, ale z davodu
rentability se zde i pfesto fepka péstuje (Baranyk a kol., 2010; Becka a kol, 2007; Hila
a Prochazkova, 2008).

Celosvétoveé se produkce fepkového semene, stejné jako u jinych plodin, se Casto
potyka s velkymi obtizemi kvali mnoha faktoram, jako je ubytek pracovnich sil a zemédélcu
v dasledku zvySujicich se nakladd na pracovni silu a zemédé€lskych vstupt, coz ma za nasledek
niz§i vystupy, slabou zemédélskou mechanizaci a nestabilitu vynost. Casté zastoupeni fepky olejky
v osevnim postupu a nedostateCné zpracovani poskliziiovych zbytkli jen napomaha rozvoji
Skodlivych Ciniteld a podporuje zastoupeni houbovych patogent v pidnim profilu (Granér a kol.,

2003).

1.2  Choroby repky ozimé

Nejvyznamnéj$imi pavodci houbovych chorob v fepce olejce jsou Sclerotinia sclerotiorum,
Leptosphaeria maculans, Leptosphaeria biglobosa a Verticillium longisporum (Zheng a kol., 2020).
Dalsimi puvodci chorob v fepce olejce jsou Pyrenopeziza brassicae, Alternaria brassicae, Erysiphe

cruciferarum, Plasmodiophora brassicae, Botrytis cinerea, Peronospora parasitica (Odstrcilova
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a Plachka, 2007). Dle portalu eagri (2024) jsou aktualnimi chorobami v CR v fepce olejce
alternariova skvrnitost brukvovitych (Alternaria brassicae, A. tenuis, A. brassicicola, A. raphani),
bila hniloba tepky (Sclerotinia sclerotiorum), fomové Cernani stonkt ftepky (Leptosphaeria
maculans), listova skvrnitost fepky (Pyrenopeziza brassicae), nadorovitost kofentd brukvovitych
(Plasmodiophora brassicae), padani kli¢nich rostlin brukvovitych (Pythium spp., Fusarium spp.,
Alternaria brassicae, Thanatephorus cucumeris), padli brukvovitych (Erysiphe cruciferarum),
plisei brukvovitych (Hyaloperonospora parasitica) a $eda plisiiovitost brukvovitych (Botryotinia
fuckeliana).

Diagnostika jednotlivych houbovych chorob na ozimé fepce je ponékud obtizna, zvlasté
v pocatcich napadeni. Na fepce se také vyskytuje vice druhd rodu Verticillium (hlavné
V. longisporum a V. dahliae, V. albo-atrum), které je mozno rozeznat az za pomoci vyuziti
laboratornich diagnostickych metod (Kniifer, 2011). Verticillium longisporum se na ozimé fepce
muize zaménit s patogenem Leptosphaeria maculans, které vykazuji obdobné pfiznaky na stonku
behem vegetace (Kuusk a kol., 2002).

Spolecnym symptomem pro velkou skalu chorob je nouzové dozravani, jehoz dusledkem je
snizeni hmotnosti tisice semen, coz vede ke snizeni vynosu a obsahu oleje ve sklizni. Zaplisnéna,
drobna semena mohou byt pficinou zhorSeni osivovych hodnot semenné sklizné a nasledné jejiho

neuznani jako osiva (Kocourek a kol., 2018).

1.2.1 Leptosphaeria maculans Cesati & De Notaris
Choroba: fomové Cernani stonka fepky
Dal$i nazvy: fomova hniloba, fomova hniloba brukvovitych, fomové Cernani krcku fepky olejné,
sucha hniloba (eagri, 2024).
Rise: Fungi
Oddé¢leni: Ascomycota
Ttida: Dothideomycetes
Rad: Pleosporales
Celed’: Leptosphaericeae
Rod: Leptosphaeria
Druh: Plenodomus lingam (Tode) Hohn., 1911; Phoma lingam (Tode) Desm., 1849) -
Leptosphaeria maculans Cesati a De Notaris, 1863

(NCBI, 2020)



Patogen poprvé popsal Tode v roce 1791 na stoncich Cerveného zeli a pojmenoval ho
Sphaeria lingam. V roce 1849 Desmazieres nasel stejnou houbu na zivych rostlinach a prenesl ji do
rodu Phoma (P. lingam). V roce 1956 H. C. Smith poprvé objevil sexualni stadium P. lingam
a pojmenoval ho Leptosphaeria napi (Dilantha a kol., 2007). V roce 1964 H. C. Smith a B. C.
Sutton zménili ndzev na L. maculans. Nasledn€ v roce 2001 byl nazev L. biglobosa ptidélen pro

slabé virulentni izolaty z L. maculans (Shoemaker a Brun, 2001).

ZvySovani vyskytu L. maculans souvisi se zvétSovanim vysevnich ploch fepky. Do
osmdesatych let minulého stoleti to byl patogen téméf neznamy, v roce 1993 prisla prvni epidemie,
pfi které bylo napadeno pfiblizné€ 15 % rostlin. V letech 1999 a 2002 pftisly dalsi dvé epidemie, kdy
bylo napadeno okolo 40 % rostlin. Mezi faktory, které piispivaji epidemickym vyskytim, patii také
vyslechténi dvounulovych odrad fepky, které jsou patogenu méné odolné, ale také rast ploch

s minimalnim zpracovanim pudy (Mazakova a kol., 2017).
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Obrazek 2: Vyvojovy cyklus L. maculans (Bokor a kol., 1975).



Fomova hniloba je vétSinou monocyklicka choroba, patogen se zpravidla §ifi vzduchem
askosporami, ale infekce se mize prenaset i infikovanymi semeny (Kaczmarek a Jedryczka, 2011),
pfimym kontaktem s napadenym strni§tém ¢i konidiemi rozstfiknutymi deStovymi kapkami
(Rouxel a Balesdent, 2005). Po sklizni hostitelské rostliny patogen saprofyticky preziva na
poskliziiovych zbytcich 1 nékolik let v podobé mycelia a pseudotecii (Ash, 2005; Rouxel
a Balesdent, 2005). Toscano-Underwood a kol. (2003) uvadéji, ze pseudotecia mohou prezit az
5 let.

Askospory, které jsou v pseudoteciich produkovany ve velkém mnozstvi (oznaCovany jako
primarni inokulum), jsou za vhodnych podminek vétrem rozsifovany az na kilometrové vzdalenosti
(Rouxel a Balesdent, 2005). Askospory jsou kli¢ivé vice jak 30 dni a mohou se premistit az 5 km,
nicméné vétsina je dle pokust zachycena v okruhu 50 m (Kaczmarek a Jedryczka, 2011). Spory
klici a pronikaji do rostliny dychacimi otvory ¢i ranou. Patogen zabere mezibunééné prostory mezi
palisadovou vrstvou bunék a epidermalni vrstvou bunék listu. Tato faze je biotrofni a bez piiznaku,
ale po ni nasleduje faze nekrotrofni, kdy se houba rozrista dale do mezofylu a zafina usmrcovat
buriky hostitele (Ash, 2005).

K napadeni listd v podminkach CR dochazi od konce zafi do poéatku listopadu, ale infekce
neni omezena pouze na tento termin (Mazdkova a kol., 2017). Léze na listech se li§i podle
rezistence hostitelské rostliny vaci L. maculans a faze vyvoje skvrn (West a kol., 2001). Na
skvrnach se vytvareji pyknidy, ve kterych jsou postupné produkovany pyknospory, tedy spory
vzniklé nepohlavnim rozmnozovanim (Mazakova a kol., 2017). RozSifuji se pouze na kratké

vzdalenosti pomoci deStovych kapek. Maji na svédomi sekundarni infekci rostliny (Ash, 2005).

Priznaky napadeni se na rostliné mohou objevovat v jakémkoli vyvojovém stadiu
(Prokinova, 2014). Patogen muze napadnout kteroukoli ¢ast rostliny (Bokor a kol., 1975). Od
podzimu do jara se na listech objevuji bézové, Sedozelené az popelové Sedé skvrny, ve kterych se
postupem cCasu na okraji nebo roztrousené po celé plose objevuji tmavé tecky — pyknidy patogenu
(Ash, 2005; Prokinova, 2014; Mazakova a kol., 2017). Léze se dale rozsituji listovou zilnatinou
k bazi Cepele listu a pfi silnych napadenich se mohou 1éze rozsitit az na stonek (Ash, 2005). Infekce
se muze dostat i do lusk, kde vede ke kontaminaci semen pyknidiosporami (Manak, 2017).

Na jare a pred sklizni se ptfiznaky napadeni zacinaji objevovat na stonku, kde se vytvareji
Sedobézové nekrotické skvrny, na kterych se pozdeji také objevuji pyknidy (Mazakova a kol.,
2017). Napadeni kotfenového kréku se vétSinou také objevuje na jare, ale neni vylouceno

ani napadeni béhem podzimu (Prokinova, 2014). Pfi napadeni timto patogenem dochazi



k nejvétsimu poskozeni pletiva uvnitt baze stonku a kotfenového krcku, které trouchnivi a rozpada

se (Mazakova a kol., 2017).

1.2.2 Sclerotinia sclerotiorum Lib.
Choroba: bila hniloba fepky
Dalsi nazvy: hlizenka obecna, sklerotiniova hniloba, sklerotinia (eagri, 2024).
Rise: Fungi
Oddé¢leni: Ascomycota
Ttida: Leotiomycetes
Rad: Helotiales
Celed’: Sclerotiniaaceae
Rod: Sclerotinia

Druh: Sclerotinia sclerotiorum Lib., 1837

(NCBI, 2020)

Sclerotinia sclerotiorum patii mezi celosvétoveé nejvirulentnéj§i a nejrozsirenéjsi patogeny
rostlin. Patogen je Siroce rozsifen v mirnych, tropickych i suchych oblastech (Lehner a kol., 2017).
Jedna z prvnich studii (Boland a Hall, 1994) identifikovala 408 rostlinnych druhti v 75 rodinach,
které jsou hostiteli S. sclerotiorum. Jako rostlinny patogen je S. sclerotiorum vysoce destruktivni
a jeho infekce ¢asto vede k vyznamnému poskozeni plodin a ztraté vynosu. V ptiznivém prostredi
ztraty na vynosu cCasto dosahuji Na skvrnach se vytvareji pyknidy, ve kterych jsou postupné
produkovany pyknospory, tedy spory vzniklé nepohlavnim rozmnozovanim 20-35 % a na raznych
mistech, zejména v mirném podnebi, byly dokumentovany ptfipady presahujici 50 % dosahujici

1 80-100 % (Alkooranee a kol., 2017).

Zdrojem nakazy jsou sklerocia ve vrchni vrstvé pudy, ktera se dostala do pudy pii sklizni
nebo z planych hostitelskych rostlin ¢i pfi seti jako pifimés v osivu (eagri, 2024). Sklerocia jsou
odolna vuci chemickym a fyzikalné nepfiznivym podminkam, stejné jako vuci biologické degradaci
(Merriman 1976; Wu a kol. 2008). Cook a kol. (1975) prokazali, ze 78 % sklerocii piezije alesponi
tfi roky, ale sklerocia mohou prezit az 4-5 let (Adams a Ayers, 1979) a mnoho studii ukazuje vliv
hloubky v pudé, vlhkosti a teploty na preziti sklerocii S. sclerotiorum (Matheron a Porchas 2005;
Wau a kol., 2008).
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Obrazek 3: Vyvojovy cyklus S. sclerotiorum (Fowler, 2020).
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Primarnim zdrojem infekce u fepky jsou askospory produkované v jarnich mésicich
plodnicemi houby vyrostlymi ze sklerocii v zemi. Kromé tohoto zpiisobu §ifeni dochazi v pide za
urCitych podminek Sifeni infekCnich hyf padou ke kofeniim rostlin. Toto Sifeni je dlouho skryté a na
rostlinach se projevi az pozdéji v obdobi dozravani (Cowan a kol., 2010). Na sklerociich se mohou
tvorit také plodnice (apotecia) a v nich ve vieckach askospory, které zptsobuji sekundarni infekci
(Kohn, 1979). Askospory uvolnéné z apotecii se mohou Sifit vzdusnymi proudy na vzdalenost
nékolika kilometri (Sedun a Brown, 1987). Infekce S. sclerotiorum a vyvoj mycelia je
maximalizovan v pfitomnosti volné vody na povrchu rostliny. Askospory mohou kli¢it na povrchu
zdravého pletiva, ale nemohou infikovat rostliny bez exogenniho zdroje zivin (Bolton a kol., 2006).
NejcastéjsSim mistem napadeni je vétveni stonku, kde zachycené kvétni platky s kapkou vody

vytvari idealni mikroklima pro riist patogenu (eagri, 2024).

Priznaky se zacinaji projevovat v obdobi pozdniho kveteni a odkvétani. Prvnimi pfiznaky
jsou na stonku se objevujici dlouhé a vodnaté 1éze, které rychle Sednou, a pokozka rostliny se zacina
loupat. Na misté napadeni se ve stonku vytvari bilé vatovité mycelium, ve kterém se tvofi mala
tvrda t&liska zvana sklerocia. Stonky se pii siln&j§im napadeni lamou. Sesule pii napadeni Zloutnou

a zasychaji, uvniti se také muze tvorit mycelium a sklerocia (Kocourek a kol., 2018). Je vhodné



preventivni vyuziti chemické ochrany béhem kveteni, pfiCemz je oSetfeni nejucinnéjsi, pokud je

aplikace provadéna zac¢atkem kveteni (Prokinova, 2014).

1.2.3 Botrytis cinerea Pers.
Choroba: §eda plistiovitost brukvovitych
Dalsi nazvy: pliseni Seda, botrytida (eagri, 2024).
Rise: Fungi
Oddé¢leni: Ascomycota
Ttida: Leotiomycetes
Rad: Helotiales
Celed’: Sclerotiniaceae
Rod: Botrytis
Druh: Botrytis cinerea Pers., 1801; Botryotinia fuckeliana
(NCBI, 2020)

B. cinerea je asexudlni forma (anamorfa) nekrotrofni houby, jejiz sexudlni forma
(teleomorfa) se jmenuje Botryotinia fuckeliana (Gonzalez-Dominguez a kol., 2015). Botrytis
cinerea ma §iroké spektrum hostitelt, vice nez 1400 rostlinnych druhti (Hua a kol, 2018) a postihuje
Sirokou skalu organt, vcetné kvétu, plodi, stonka a listd (Elad, 1996). Navic bylo hlaseno, ze
infikuje plodiny péstované na poli i ve skleniku pred sklizni (Williamson a kol., 2007) a béhem

skladovani po sklizni (Wang a kol., 2018).

Cyklus onemocnéni, pocinaje konidiemi, které se vytvofily b&hem piredchozi zimy,
vzduchem se dostavaji na povrch hostitele béhem jara (Shaw a kol, 2016; Elmer a Michailides,
2007) a pfichycuji se tam prostfednictvim fyzickych povrchovych interakci (Van Kan, 2005).
Kliceni konidii je zavislé na nékolika faktorech, z nichz nejdualezitéjsi je vysoka vlhkost (>93 %)
(Williamson a kol., 1995) a dostupnost zivin (Shaw a kol, 2016; Harper a kol., 1981). Po vykli¢eni
konidii miZze patogen vyuzit pfedchozi rany a praduchy k penetraci nebo mize piimo napadat
zdrava pletiva (Van Kan, 2005). Na této Grovni invaze indukuje programovanou bunécnou smrt,
typickou obrannou reakci proti patogenum (Wojtaszek, 1997). Infekce se pak §ifi do okolnich
bunék degradaci bunécné stény s vyuzitim zivin, které jsou vysledkem tohoto procesu. Nakonec
expanze pokracuje, dokud se obrana rostlin nezhrouti a patogen zaziva energicky rust, oblast
napadeni se rozsifuje (Chen a kol., 2018) a to vede k maceraci rostlin, nasledné sporulaci patogenu

a produkci novych konidii (Van Kan, 2005).



Priznakem jsou Sedé, pfiblizné¢ okrouhlé skvrny, které se rychle zvétSuji, zbarvuji se
piskov€, dochazi k odumirani listi. Na napadenych stoncich se ve spodni casti rostliny tvori
podlouhlé hnédavé, popt. Sedohnddé skvrny. Sedohnédé skvrny se objevuji i na SeSulich.
Nasledkem napadeni jsou nedostateCné vyzrala semena. Pti vy$si vlhkosti pokryva napadené pletivo
vzdusny syté Sedy povlak mycelia houby. Pfi extrémné silném napadeni se mohou rostliny i lamat.

Napadeni kvéta se projevuje hnilobou (Kocourek a kol., 2018).

1.3 Verticillium longisporum (C. Stark) Karapapa et al.
Choroba: verticilliova pruhovitost, v CR stale uvadéno jako verticilliové vadnuti (eagri, 2024).
Rise: Fungi
Oddé¢leni: Ascomycota
Ttida: Sordariomycetes
Podtiida: Hypocreomycetidae
Rad: Glomerellales
Celed’: Plectosphaerellaceae
Rod: Verticillium
Druh: Verticillium longisporum (C. Stark) Karappa a kol. 1997; Verticillium dahliae var.
longisporum C. Stark 1961
(NCBI, 2020)

Posledni roky se do podvédomi dostava patogen, jemuz dfiv nebyl pfipisovan velky
vyznam, a to Verticillium longisporum, které je oznaCovan za jednoho z ptvodcu verticilliového
vadnuti (eagri, 2024). Ac¢koliv se v CR stale nazyva verticilliové vadnuti, neprojevuje se vadnutim
a usychanim jako u jinych vaskularnich patogent (Gladders, 2009), ale spiSe vyvolava predCasné
dozravani (Hornig, 1987; Knufer, 2011), zpusobuje tzv. pruhovani stonku (Zheng, 2019),
v nejnovéjSich publikacich uz je pouzivan nazev Verticilliovy pruh (Wang a kol., 2023). Pudni
patogen V. longisporum muze zpusobit masivni ztraty na vynosech fepky (Karapapa a kol. 1997).
Ztraty na vynosu spojené s V. longisporum byly mezi 10 az 50 % u fepky olejky ve Svédsku
(Rimmer a kol., 2007). Dunker a kol. (2008) uvadi, ze patogen muze v porostech fepky zpusobovat
ztraty az do 50 %. Zheng a kol. (2020) zkoumali choroby a skudce fepky olejky a V. longisporum
bylo vyhodnoceno jako jeden z 16 nejzavaznéjsich patogent fepky olejky na celém svéte.

Zastupci hub rodu Verticillium maji §iroky hostitelsky okruh (slunecnice, brambory, bavinik,
olivovnik, rajCe, salat, vodni meloun). Verticillium longisporum (ex. Verticillium dahliae var.

longisporum Stark) bylo poprvé identifikovano z kienu (Stark, 1961). V. longisporum predstavuje
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odlisny druh ve srovnani s V. dahliae (Stark, 1961; Karapapa a kol., 1997) a rozliSeni taxonomické
skupiny bylo potvrzeno molekularni analyzou (Steventon a kol., 2002). Diagnostika jednotlivych
druht je poméme slozita, né€které linie V. longisporum se mohou morfologicky lisit a podobat se
V. dahliae (Depotter a kol. 2016). Proto je vhodné mikroskopickou diagnostiku pfi identifikaci

patogenu doplnit jesté nékterou molekularné-biologickou metodou (Mazakova a kol., 2017).

Bylo potvrzeno, ze patogen V. longiposrum je amfidiploidni hybridni houba tvofici tfi rizné
linie (Obrazek 4) — A1/D1, A1/D2, A1/D3, mezi nimi je A1/D1 nejvirulentnéjsi linii na fepce olejce
(Depotter a kol., 2016). VSechny hybridy maji spoleCny rodi¢ovsky druh A1 — druhy rodicovsky
druh je u kazdé linie rozdilny. U linii D2 a D3 jsou druhym rodiovskym druhem jednotlivé linie
V. dahliae, zatimco Al a D1 jsou linie zatim nepopsanych druha rodu Verticillium. Je velmi

pravdépodobné, ze V. longisporum vzniklo teprve nedavno (Inderbitzin a kol., 2011).

10



/L

/L

7

PD660 Verticillum tricorpus: lettuce, CA || 0utg roup

PD589
PD614
PD687
PD715
PD356
PD402
PD629
PD730
PD348
PD588
PD590

PD591
PD624
PD630
PD638
PD640
PD644
PD674
PD676
PD716
PD720
PD721

PD621 Verticillium nubilum: UK

PD353, PD620 Verticillium albo-atrum: alfalfa

A1: cabbage, Japan

A1: rape, Germany — 1
A1: horseradish, Germany

At:rape, Germany

A1: horseradish, IL

Af: horseradish, IL ~——
A1: horseradish, IL

A1: horseradish, IL

A1: caulifiower, CA
A1: cabbage, Japan
A1: cabbage, Japan
A1:radish, Japan
A1: caulifiower, USA
A1: birdrape, Japan
A1:rape, Germany ~—
A1:rape, France

A1: rape, Sweden
A1:rape, Germany

A1: sugar beet, Sweden
A1:rape, Germany
A1:rape, Sweden
A1:rape, Sweden

PD348 D1: caulifiower, CA
PD588 D1: cabbage, Japan
PD590 D1: cabbage, Japan
PD591 D1: radish, Japan
PD624 D1: cauliflorwer, USA
PD630 D1: birdrape, Japan
PD638 D1: rape, Germany

/78

—— 10 changes

100 pp356 D2: horseradish, IL

\ PD730 D2: horseradish, IL

PD640 D1: rape, France gl
PD644 D1: rape, Sweden
PD674 D1: rape, Germany
PD676 D1: sugar beet, Sweden
PD716 D1: rape, Germany
PD720 D1: rape, Sweden
PD721 D1: rape, Sweden

V. longisporum lineage A1/D1
V. longisporum lineage A1/D2

V. longisporum lineage A1/D3

PD402 D2: horseradish, IL e —
PD629 D2: horseradish, IL

PD327: bell pepper, CA
PD362: paprika, CA

- PD502: maple, WI

+ PD589 D3: cabbage, Japan

PD614 D3: rape, Germany ‘
PD687 D3: horseradish, Germany [~ —

PD715 D3: rape, Germany
100 |PD322: lettuce, CA; PD325: chili pepper,CA; PD326:Anaheim

100/99 /74 | Pepper, CA; PD328: bell pepper, CA; PD373: spinach, WA;

/84

79/
-

/70 | PD582: udo, Japan; PD583: bell or chili pepper, Japan; PD584:

cabbage, Japan; PD587: Icelandic poppy, Japan; PD637: flax,
\ Germany; PD668: potato, Germany; PD680: stock, Germany;

PD696: pistachio, Iran; PD706: celandine, Russia; PD707:

scentless false mayweed, Russia; PD708: opium poppy,Ukraine

PD404: bell pepper,CA

PD323: strawberry, CA; PD350, PD413: lettuce, CA; PD570: udo,

Japan; PD578, PD580, PD581: tomato, Japan; PD604: olive, CA

PD623: rape, Germany; PD649: potato, CA; PD727: horseradish, IL

PD729: horseradish, IL

100/83/88 NG PD332: tomato,CA; PD617: tomato, Brazil; PD669: potato, Germany

PD615: tomato, Israel; PD628: eggplant, Israel;
PD698: almond, Iran; PD728: horseradish, IL

- PD585: cabbage, Japan

PD717: rape, France
PD718, PD719: rape, France

g7/1| PD331: cotton, CA; PD631: cotton, Spain

PD337: cotton, CA
PD656: sunflower, CA

Obrazek 4: Evolu¢ni puvod V. longisporum (Inderbitzin a kol., 2011).

1.3.1 Vyvojovy cyklus V. longisporum

dlouhotrvajici kontaminaci (Heale a Karapapa, 1999).
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Pro Verticillium longisporum a dal§i druhy rodu Verticillium je charakteristicka zména
zivotni strategie béhem jejich zivotniho cyklu (Obrazek 5). V zavislosti na podminkach prostiedi se
V. longisporum muze vyskytovat ve fazi dormantni, parasitické nebo saprofytické (Eynck, 2008).
V dormantni fazi produkuje houba klidové struktury, mikrosklerotia, coz jsou melanizované shluky

zvétSenych hyf. Mikrosklerotia mohou v pudé prezit déle nez deset let a mohou zpusobit jeji



(. vstup do e v

. redcasné zrani
vaskularniho P 2

z systematické nedochizi k
aysiomn Sifeni vadnuti
vstup do
epidermalnich stonku
bunék kotene mikrosklerocia na
poskliziiovych

co: zhytcich PSR
kli¢eni 7
mikrosklerocii

Obréazek 5: Zivotni cyklus V. longisporum (Kniifer, 2011).

Mikrosklerocia zac¢inaji klicit v reakci na exsudaty rostliny (Schnathorst, 1981), mohou byt
stimulovany nejen hostitelskymi, ale také nehostitelskymi kofenovymi exsudaty (Schnathorst, 1981;
Mol a Riessen, 1995). Exsudaty uvolnéné kotfenovymi buiikami difunduji do rhizosféry, coz ma za
nasledek gradient exsudatu (Olsson a Nordbring-Hertz, 1985). Tento gradient indukuje pohyb hyf
smérem ke kofeni a parazitickd faze houby je inicializovana pfimou penetraci kofenovych bunek
(Zhou a kol., 2006; Eynck a kol., 2007). Ve vaskularnim systému probiha systematicky rtst v ramci
centralniho valce a v cévnich svazcich stonku, kde rostliny ochuzuje o asimilaty, aminokyseliny
a mineraly (Floerl a kol., 2008). Béhem této faze je vytvorena nova generace konidii. V okamziku,
kdy v cévnich svazcich jiz neni dostatek zivin, tak je opousti a vstupuje do parenchymatickych
bunék. Tato migrace zapocina saprofytickou fazi zivotniho cyklu houby a vede k tvorbé

mikrosklerocii v primarni kiife pod epidermis (Kniifer, 2011).
1.3.2 Priznaky napadeni patogenem V. longisporum

Mezi brzké symptomy, které jsou jasné pozorovatelné ve skleniku na inokulovanych

rostlinach patfi ¢asteéné zloutnuti (Obrazek 6) a nasledna nekrotizace listd (Kniifer, 2011).
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Obrazek 6: Zloutnuti listd fepky olejky po inokulaci V. longisporum (Zuskova, nepublikovano).

Na poli se nejvyznamnéjsi pfiznaky objevuji az v pozdni fazi vyvoje hostitele, coz
komplikuje diagnostiku choroby v polnich podminkach (Dunker a kol., 2008). V dusledku napadeni
xylému hostitele patogenem lze na infikované rostlin€é pozorovat zprvu zluty a pozdéji tmavnouci
podélny pruh pletiva tahnouci se v rizné Sifce po jedné strané stonku od jeho baze az pfipadné do
jeho postrannich vétvi. Podélna 1éze je postupem casu vyraznéjsi diky §ifeni patogenu z xylému do
primarni kiry, v té se dale tvoii mikrosclerocia (Obrazek 7). Nasledné pokozka praska (Obrazek 8)
a jde ji ze stonku lehce oskrabat, cimz se mikrosklerocia odhaluji (Johansson, 2006; Depotter a kol.,
2016). Mikrosklerocia se formuji také na kofenech, kde se napadené pletivo zbarvuje do Seda

(Gladders, 2009).

Obrazek 7: Mikrosklerocia V. longisporum na stonku fepky olejky (Zuskova, nepublikovano).

— —~ — =z
m 7 P
. - -
- - s

Obrazek 8: Mikrosklerocia V. longisporum na stonku fepky olejky (Zuskova, nepublikovano).
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1.3.3 Ochrana proti V. longisporum
Ochrana je pomémé obtizna, vzhledem k dlouhé perzistenci patogenu v pudé a také
Sirokému spektru hostiteld, prevazné rostlin z Celedi Brassiceae (Depotter a kol., 2016). Jakmile se
patogen rozsiti v cévnich svazcich rostliny, jakékoliv ochrana je neucinna, proto je cilem co nejvice
snizit obsah primarniho inokula v pud€. Protoze patogen kolonizuje xylém napadené rostliny,
chemické fungicidy pfi ochrané proti rodu Verticillium selhavaji (Eynck a kol., 2007; Zhou a kol.,
2006). Pro dosahnuti adekvatni ochrany by bylo mozné pouzit kombinaci vice zpusobti ochrannych

zasahu (Depotter a kol., 2016).

V roce 2019 byly dle eagri.cz v CR dostupné dva piipravky na ochranu rostlin registrované
proti V. longisporum: Vitavax (mofidlo) a Symetra (postiik do kvétu). Dnes (anor 2024) dle webu
eagri.cz je V. longisporum soucasti skupiny patogent, které zpusobuji verticilliové vadnuti
a registrace proti samotnému V. longisporum neni v souCasné chvili v databédzi evidovana. Proti
verticilliovému vadnuti jsou nyni registrovany piipravky Lalstop Contans WG (Coniothyrium
minitans kmen CON/M/91-08 (DSM 9660)), Ocet a Polyversum (Pythium oligandrum M1).
Pripravky Contans a Polyversum byly registrovany pfimo proti patogenu V. longisporum a jsou
soucasti predlozenych pokusi, kdy dané pokusy slouzily i jako podklady pro registraci pfipravku

Contans.

U nékolika druha bakterii (napf. Bacillus spp., Pseudomonas spp.) a hub (napt. Pythium
oligandrum, Clonostachys spp., Trichoderma spp.) je pozorovan antagonisticky efekt viaci
V. longisporum, ktery ma za nasledek vyraznou redukci patogenu v pudé (Li a kol., 2007; Mercado
— Blanco a kol., 2004; Hanson, 2000). Dals§i moznost ochrany proti Verticillium longisporum
v fepce je kromé mikroorganismu vyuziti nepatogenni linie A1/D2 V. longisporum, ktera vykazuje

schopnost potlacit patogenni linii A1/D1 (Vega-Marin a Tiedemann 2022).

1.4 Fungicidni ochrana repky ozimé
Choroby vyznamné ovliviiuji kvalitativni i1 kvantitativni parametry fepky. Regulaci chorob

lze provadét nepifimymi zasahy a pfimymi zasahy, které jsou nedilnou soucasti zasad integrované

ochrany rostlin (Kocourek a kol., 2018). Integrovana ochrana je definovana v legislativé vyhlaskou

(@8

. 205/2012 Sb o obecnych zasadach integrované ochrany rostlin podle § 88 odst. 1 pism. e) zakona
. 326/2004 Sb. o rostlinolékarské péci.

(@8
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Nepiimé metody maji spiSe preventivni charakter a jejich cilem je zamezit Skodlivému
vyskytu vytvafenim nepfiznivych Zivotnich podminek pro ptivodce chorob a skiidce. Mezi metody
nepiimé patii metody agrotechnické a §lechtitelské (Kazda a Skefik., 2008): odstup v osevnim sledu
(3 a vice let dle patogenu), odolnost odridy, zdravotni stav osiva (certifikace), termin seti (rostliny
z Casngjsich termind seti jsou vystaveny mozné infekci delsi dobu v podminkach pfiznivéjsich pro
vyvoj patogenu), vyziva, hustota porostu, odstraniovani poskliziovych zbytkt (Kocourek a kol.,
2018). Dlouhodobé muze mit vliv na zdravotni stav porostt i Slechténi (Horacek a kol., 2017).

K pfimym zasahtim patii cilené fungicidni oSetfeni. K dispozici jsou pfipravky na bazi jak
chemickych latek, tak na bazi mikroorganismii. Termin oSetfeni je dan vyvojovym cyklem patogenu
a dobou infekce na rostlinach. Fungicidni zasah je zpravidla smérovan do 4 termina vyvoje fepky:
oSetfeni osiva, ve vyvojové fazi 3 az 8 listi, od pocatku prodluzovaciho rastu do butonizace
a v kvétu fepky. Tyto pifimé zasahy se provadéji na zakladé signalizace oSetfeni, ktera vychazi ze
zaznamenani optimalnich podminek pro vyvoj patogenu a infekci plodiny, stanoveni pifitomnosti
spor patogenu v ovzduSi/na rostliné v kritické vyvojové fazi fepky (Kocourek a kol., 2018).
Monitoring a signalizaci nékterych chorob realizuje Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zem&dé&lsky

a publikyje vysledky na strankach eagri.cz (inor, 2024).

1.5 Biologicka ochrana

V Ceské republice, stejn& jako ve vSech zemich Evropské unie, existuji strategie Farm to
Fork a Biodiversity, které zavazuji EU dosahnout 25% podilu ekologického zemédélstvi do roku
2030. Podle Market and MarketsTM (platforma pro vyzkum trhu, publikovano 2022) se ocekava, ze
trh s biopesticidy vzroste do roku 2028 na 13,9 miliardy USD.

Pouziti pripravki obsahujicich mikroorganismy spada pod evropskou legislativu nafizeni
(ES) ¢. 546/2011 cast II., kde je definovano, co vSechno je povazovano za mikrobialni pfipravek na
ochranu rostlin: , miZe obsahovat zivotaschopné a zivota neschopné mikroorganismy (vCetn€ virr)
a formula¢ni pfisady. Mize obsahovat rovné€z relevantni metabolity/toxiny produkované béhem
rastu, rezidua ze zivného media a mikrobialni kontaminujici latky.© Dale je popsano, co vSechno
musi byt prozkoumano a popsano pro povoleni biologického pfipravku: ,vliv mozny
metaboliti/toxinti na zpusob ufinku, mozna antibioza, indukce rezistence rostlin, interference
s virulenci patogenniho cilového organismu, endofyticky rast, kolonizace kofenud, konkurence

ekologické niky (napfiklad ziviny, pfirozené prostiedi), parazitismus, patogenita bezobratlych.*

Biologicka ochrana je charakterizovana aplikaci a podporou organismud, které jsou

antagonistické Skodlivym organismim (Heimpel a Mills, 2017). Cilem biologické ochrany je
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potlaceni rastu, infekce Ci rozmnozovani jednoho organismu organismem jinym (Heydari
a Pessarakli, 2010). Biologické produkty (¢i piipravky) obsahuji organismy, které se bézné
vyskytuji v padeé. Pudni organismy nejsou prospésné jen tim, ze snizuji mnozstvi Skodlivych
Ciniteld, ale také zvysuji pidni aktivitu a mnozstvi zivin vyuzitelnych pro rostliny (Granér a kol.,
2003). Na podpore pfirozené biodiverzity v pudé a antagonistickych vztazich jednotlivych
organismu jsou zalozeny nové metody ochrany rostlin.

Biologicka ochrana je tedy vysledkem spousty typu interakci mezi mikroorganismy, ve
vSech pfipadech jsou patogeny antagonizovany pfitomnosti a aktivitou jinych mikroorganismu
(Audenaert a kol. 2002; Meziane a kol.,, 2005). Prostfedky biologické kontroly (Microbial
biological control agents — MBCAs) chrani plodiny pfed poskozenim zplsobenym chorobami
prostfednictvim rtznych zpasobi pusobeni (Mode of Action). Mohou vyvolat rezistenci nebo
aktivovat zvysenou odolnost proti infekcim zpisobenym patogenem v rostlinnych pletivech bez
pfimé antagonistické interakce s patogenem (Pieterse a kol., 2014; Conrath a kol., 2015). Dalsi
nepiimou interakci s patogeny je konkurence o ziviny a prostor (Spadaro a Droby, 2016). MBCAs
mohou také interagovat pfimo s patogenem hyperparazitismem nebo antibiézou. Hyperparaziti
napadaji a zabijeji mycelium a spory houbovych patogeni a bunky bakterialnich patogent
(Ghorbanpour a kol., 2018). Produkce antimikrobialnich sekundarnich metabolitd s inhibi¢nimi

ucinky proti patogentim je dal§im pfimym mechanismem ucinku (Raaijmakers a Mazzola, 2012).

1.5.1 Mechanismy biologické ochrany

Interakce prostfednictvim rostlinného metabolismu: ISR a SAR

Rostliny se proti patogentim brani Sirokou skalou fyzikalnich a chemickych mechanism.
Konstitutivni mechanismy, jako jsou kutikuly, jsou doplnény mechanismy indukované rezistence.
Indukované obranné mechanismy rostlin jsou spoustény stimuly rozpoznavanymi specifickymi
rozpoznavacimi receptory. Rezistence muze byt vyvolana lokalné€ v napadeném pletivu nebo se Sifit
prostfednictvim signalizace ptes rostlinu nebo dokonce do sousednich rostlin, coz vede k systémové
ziskané rezistenci (SAR - systemic acquired resistence). Tento typ indukované rezistence je pfimou
reakci na podnét nekrotizujicich patogent. Dal§im typem je indukovana rezistence (ISR - induced
systemic resistence), kde je zvySena obranna kapacita celé rostliny vaci vice patogenim je
indukovana prospéSnymi mikroby (Conrath a kol., 2015). Oba typy rezistence se v nepfitomnosti
stimulu opét snizuji. Obranné mechanismy zalozené na zmén¢ rostlinného metabolismu zahrnuji
produkci reaktivnich forem kysliku, fytoalexind, fenolickych sloucenin nebo proteinti souvisejicich
s patogenezi nebo tvorbu fyzickych bariér, jako jsou modifikace bunécnych stén a kutikuly (Wiesel

a kol., 2014).
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Utinek bioagens zavisi jak na aktivni kolonizaci povrchu rostlin danymi MBCAs, tak na
fyziologii rostliny, kterd potfebuje potencial vyvinout dostatecné vysokou uroven rezistence.
MBCA vyvolava obranné reakce rostliny prostiednictvim §iroké Skaly signalnich sloucenin, které
jsou nizkomolekularnimi slou€eninami, v nékterych piipadech produkty rozkladu bunéénych stén.
Bézné je produkuji mikroorganismy ve velmi nizkych milimolarnich az subnanomolarnich
koncentracich pro chemickou komunikaci mezi mikroorganismy a rostlinami. Tyto procesy jsou
vSudypfitomné v zivotnim prostiedi a bézné vSude tam, kde rizné mikroorganismy koexistuji
s rostlinami (Kohl a kol., 2019). Bakterie rodu Bacillus mohou v rostlinach spustit indukovanou

rezistenci, ktera muze rostlinam pomoci vici stresovym faktorim (Arguelles — Arias a kol., 2009).

Konkurence

KliCeni a rust rostlinnych patogent zavisi na pfijmu zivin. Obligatni biotrofni patogeny
vyuzivaji vyhradn€ ziviny z infikovanych zivych hostitelskych bunék a nejsou zavislé na zadnych
exogennich zdrojich zivin v prostfedi mimo hostitelskou rostlinu (Agrios, 2005). VétSina
rostlinnych patogenti vyuziva zdroje zivin mnohem méné specifickym zplisobem, a to degradaci
odumfielé organické rostlinné hmoty. Jakmile je patogenem vyvolana nekrdza, nepatogenni
mikroorganismy se saprofytickym zivotnim stylem mohou potencidlné také kolonizovat nekroticka
pletiva, coz vede ke konkurenci o ziviny a prostor. Principialni konkuren¢ni vyhodou nekrotrofnich
patogentd je to, ze jsou prvnimi kolonizatory bezprostiedné poté, co podnitily bunécnou smrt.
Potencialni konkurenéni MBCAs musi byt schopny obsadit takové niky, ptezit a rychle spotifebovat
zdroje zivin nezbytné pro infekci patogeny, jako jsou cukry, pyl a rostlinné exsudaty na povrsich
rostlin a v rostlinnych zbytcich, aby patogeny nebyly schopny infikovat hostitele (Kohl a kol.,
2019).

Mnoho mikroorganismii muze produkovat rizné nizkomolekularni siderofory (latky vazici
a prenaSejici zelezo) s vysokou afinitou k trojmocnému zelezu (van Loon, 2000). Mikrobialni
kmeny mohou byt vybrany pro biologickou kontrolu prostfednictvim konkurence zeleza s patogeny,
které produkuji mensi mnozstvi siderofort s nizsi afinitou k Zelezu (van Loon, 2000; Lugtenberg
a Kamilova, 2009). Tento mechanismus byl zkouman zejména u izolatd Pseudomonas spp. a bylo
prokazano, ze konkurence zeleza zprostiedkovana sideroforem vede ke sniZeni populace patogent
v rhizosfére (Raaijmakers a kol., 1995). Konkurence zeleza je také mechanismem uc¢inku nékolika
antagonistd hub, napt. Trichoderma asperellum produkuje siderofory vazajici zelezo, a tak omezuje
fusariové vadnuti (Segarra a kol., 2010), T. harzianum je nutri¢nim konkurentem v ptidé (Harman,
2000). Hyfy pudnich hub rodu Clonostachys konkuruji patogenim omezenim Zzivotniho prostoru

a snizenim dostupného mnozstvi zivin (Rodriguez a kol., 2011). Bakterie rodu Pseudomonas
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produkuji velké mnozstvi latek, jeZ podporuji rust rostlin, jsou velmi kompetitivni viéi jinym
organismum a na bakterie se velmi dobfe pfizpiisobuji podminkam prostedi (Weller, 2007).
Antagonisté produkuji enzymy pro degradaci komplexni organické hmoty, jednoduchych
sacharidi nebo aminokyselin nebo produkuji siderofory v piipadé konkurence o Zelezo. Tyto
principialni procesy jsou zakladem pro vSudypfitomné saprofytické aktivity mikroorganismu pfi
vyuziti a rozkladu organické hmoty rostlin nebo mikroorganismu, coz jsou zakladni procesy pro
udrZeni kolob&hu Zivin a ristu rostlin v ekosystémech. Na rozdil od rostlinnych patogent nemohou
saprofytické houby hojné€ kolonizovat celé rostliny nebo plody ani zpisobit kazeni (Ko6hl a kol.,

2019).

Hyperparazitizmus

Parazitismus je pfima konkuren¢ni interakce mezi dvéma organismy, ve které jeden
organismus ziskava ziviny od druhého. Pokud je hostitelem také parazit, napt. rostlinny patogen, je
interakce definovana jako hyperparazitizmus. Tento druh interakce je Casto pozorovan mezi
houbami. U bakterii byl hyperparazitizmus hlasen jen ziidka (Kohl a kol., 2019).

Nejvice studovanymi mykoparazity jsou rody Trichoderma a Clonostachys, které zabijeji
své hostitele pomoci produkti degradované bunécné stény, ¢asto v kombinaci s antimikrobialnimi
sekundarnimi metabolity (Harman a kol., 2004; Harman, 2006; Mukherjee a kol., 2012; Karlsson
a kol., 2017; Nygren a kol., 2018).

Patogeny mohou wvyvinout klidové struktury, jako jsou endospory, chlamydospory
a sklerocia s vysokou odolnosti proti hyperparazitismu piirozené se vyskytujicimi antagonistickymi
mikroorganismy (Bardin a kol., 2015). Patogeny mohou také potlacit syntézu enzymi potiebnych
antagonistou pro hyperparazitické interakce. Antagonisté s hyperparazitismem maji uzky rozsah
hostitelt a jejich aktivita zavisi na podminkach prostfedi, protoze jejich antagonisticka aktivita
zavisi na aktivnim rastu (Kohl a kol., 2019).

Hyfy Pythium oligandrum pronikaji aktivné do bunék patogennich hub a Cerpaji z nich
ziviny (Brozova, 2002). Systém interakce patogenni houby a P. oligandrum neni zalozen na jednom
urCitém procesu. Z vyzkuma vyplyva, ze dochazi k riznym reakcim mezi P. oligandrum
a jednotlivymi patogennimi druhy (Benhamou a kol., 1999), také se reakce mohou lisit v zavilosti

na podminkach prostredi (Bradshaw-Smith a kol., 1991).

Antibioza prostfednictvim antimikrobialnich metabolita

Antimikrobialni metabolity jsou sekundarni metabolity patiici do heterogennich skupin

organickych sloucenin s nizkou molekulovou hmotnosti produkovanych mikroorganismy, které
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jsou Skodlivé pro rust nebo metabolické aktivity jinych mikroorganisma (Thomashow a kol., 1997).
Jsou produkovany a uvoliiovany do zivotniho prostiedi v malych mnozstvich mnoha
mikroorganismy. VétSina antibiotik produkovanych in situ v prostiedi je stale neznama (Kohl a kol.,
2019).

Antimikrobialni metabolity jsou Casto povazovany za nejucinnéj$i zpusob pusobeni
mikroorganismii proti konkurentim, coz umoziuje mikroorganismim produkujicim antibiotika
konkuren¢ni vyhody v prostiedi s omezenymi zdroji (Raaijmakers a Mazzola, 2012). Produkce
antimikrobialnich metabolit, vétSinou se Sirokospektralni aktivitou, byla hlasena u biokontrolnich
bakterii patficich krodim Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Streptomyces a mnoha dal§im. U rodu Bacillus byly zkoumany zejména lipopeptidy jako iturin,
surfactin a fengycin (Ongena a Jacques, 2008), u rodu Pseudomonas bylo studovano mnoho
metabolitd antibiotik - pyrrolnitrin a fenazin (Raaijmakers a Mazzola, 2012). Rod Baccilus
vykazuje silnou antibiotickou aktivitu proti patogenum (Botrytis cinerea, Alternaria brassicicola
atd.), ktera je vSak velmi zavisla na vnéjSich podminkach, napt. pH (Pal Bais a kol., 2004). Také
houbovi antagonist¢ mohou produkovat antimikrobialni slou€¢eniny. U rodu Trichoderma a blizce
ptibuzného rodu Clonostachys byly zkoumany 6-PAP, gliovirin, gliotoxin, viridin a mnoho dal§ich

sloucenin s antimikrobialni aktivitou (Ghorbanpour a kol., 2018; Innocenti a kol., 2003).

1.5.2 Praktické pouziti MCBASs vyuzitych v predlozenych pokusech

Trichoderma spp.

V roce 2018 Ghazanfar a kol. sestavili prehled, kde prezentovali dosavadni studie s pouzitim
rodu Trichoderma 1 se zaznamenanou ucinnosti proti jednotlivym patogenim. Mezi nejcastéjsi
organismy, proti kterym druhy rodu Trichoderma jsou testovany a vykazuji UCinnost patfi:
Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum.

Ve sklenikovych podminkach bylo dosazeno jistého stupné ucinnosti v potlaceni patogent
pomoci rodu Trichoderma napiiklad: u rajcat a fazoli proti R. solani (Montealegre a kol., 2010;
Junior a kol., 2007), u okurek proti F. oxysporum, B. cinerea, Pseuperonospora cubensis,
S. sclerotiorum (Alizadeh a kol., 2013), u rajcat a Cocky proti F. oxysporum (Alwathnani a Perveen,
2012; El-Hassan a kol., 2013), v cibuli proti Alternaria porri (Abo-Elyousr a kol., 2014).

V polnich podminkach bylo dosazeno jisté ucinnosti pfi pouziti druhti rodu Trichoderma
proti: F. solani, Aspergillus flavus, S. minor a Thecaphora frezzi u podzemnice olejné (Rojo a kol.,
2007, Illa a kol., 2020) Plasmopara viticola v révé (Banani a kol., 2013), P. halstedii ve slunecCnici
(Ozer a kol., 2023), S. cepivorum v cibuli (Rivera-Méndez a kol., 2020).
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V Ceské republice je & bylo dle serveru eagri (2024) 8 registraci piipravkd s druhem rodu
Trichoderma. Dosud platné registrace jsou: Trichoderma harzianum kmen T-22 (Trianum -P)
v zeleniné a ovoci proti Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Pythium spp.; Trichoderma atroviride
kmen SC1 (Vintec) v réveé proti Phaeomoniella chlamydospora; Trichoderma asperellum kmen T34

(Xilon) v slunecnici, soje, kukufici a fepce proti S. sclerotiorum, Fusarium spp..

Pythium spp.

Z rodu Pythium je nejCastéji pouzivanym druhem pro biologickou ochranu Pythium
oligandrum, kmen M1 je jedinym prozatim povolenym druhem v biologické ochrané v Evropé (EK,
2024). P. oligandrum ma antagonisticky ucinek proti patogentim, jako jsou Rhizoctonia solani,
Botrytis cinerea, Pythium ultimum a Fusarium culmorum. Tento MCBA byl poprvé registrovan
v Ceské republice v roce 1994 pod nazvem 'Polverysum' (Tepedelen AZaner a Karaca, 2017). V CR
je v soucasné chvili 29 registraci (Polyversum, Polygandron, Green Doctor, Polydresser) do témert
vSech péstovanych plodin a proti mnoha riznym patogentim (eagri, 2024).

Ve sklenikovych podminkach bylo dosazeno jistého stupné ucinnosti v potlaceni patogent
pomoci P. oligandrum proti: F. oxysporum, Phytophthora parasitica, R. solani, S. sclerotiorum
a Ralstonia solanacearum na rajCeti (Haghi a kol., 2022; Ouhaibi Ben Abdeljalil a kol., 2021;
Ouhaibi Ben Abdeljalil a kol., 2023; Takenata, 2015), Phaeomoniella chlamydospora v révé
(Yacoub a kol., 2016), Verticillium dahliae v paprikach (Al-Rawahi a Hancock, 2007).

V polnich pokusech byla prokazana ucinnost P. oligandrum proti: R. solani na bramborach
(Takenata, 2015), Pythium aphanidermatum a P. myriotylum v soje (You a kol., 2019), Fusarium
spp. v hrachu (Klimek-Kopyra a kol., 2023), Phytophthora spp. v paprice (Jie a Ling, 2017),
P. ultimum v bavin€, cukrové fepé (Martin a Hancock, 1987), vpudé redukuje vyskyt
S. sclerotiorum (Madsen a Neergaard, 1999) a Botrytis cinerea (Rey a kol., 2005).

Clonostachys spp.
V CR pouze 2 registrace ob& s Clonostachys rosea kmen J1446 (Lalstop G46 WG), do

zelenin, ovoce a bylin proti B. cinerea, Pythium spp., Alternaria spp., Rhizoctonia spp., Fusarium
spp. a Phytophthora spp. (eagri, 2024), ktery je jako jediny druh (a kmen) povoleny v EU pro
ochranu rostlin (EK, 2024).

S druhy rodu Clonostachys ve sklenikovych podminkach bylo dosazeno jistého stupné
ucinnosti v potlaCeni patogenu: F. oxysporum v okurkach (Chatterton a kol., 2008), Hemileia
vastatrix na kavovniku (Kapeua-Ndacnou a kol., 2023), B. cinerea na rajcatech, jahodach a rizich

(Sutton a kol., 2002; Cota a kol., 2009; Morandi a kol., 2006).
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V polnich podminkach druhy rodu Clonostachys vykazaly G€innost proti Helminthosporium
solani v bramborach (Lysee a kol., 2017), Botrytis cinerea na raj¢atech a jahodach (Gong a kol.,
2017; Cota a kol., 2008), Alternaria solani and A. grandis na bramborach (da Silva a kol., 2021),
Phytophthora palmivora v kakaovniku (Krauss a kol., 2013), Alternaria spp. na ruzich (Morandi
a kol., 2000), Zymoseptoria tritici v pSenici (Jensen a kol., 2019), S. sclerotiorum v soje (Sun
a kol., 2017), Bipolaris solani na je¢meni (Jensen a kol., 2016).

C. rosea vykazuje virulenci i proti nékterym had’atkim (Zou a kol., 2010; Igbal a kol.,
2018).

Coniothyrium spp.

V Ceské Republice je aktualng 5 povoleni s druhem Coniothyrium minitans kmen
CON/M/91-08 (DSM 9660) v pripravcich Contans WG, Lalstop Contans WG, Euro-Chem
Thyriumtans. Registrace jsou do olejnin, zeleniny, jetelovin, tabaku, bylinek, méaku a kminu proti
patogenim rodu Sclerotinia (eagri, 2024). Zaroven C. minitans kmen CON/M/91-08 (DSM 9660)
predstavuje jediny povoleny druh z rodu Coniothyrium v EU na ochranu rostlin (EK, 2024).

Vyuziti Coniothyrium minitans je hlavné pro kontrolu onemocnéni zpisobenych patogeny
tvoricimi sklerotia, zejména Sclerotinia sclerotiorum (Whipps a kol., 2008). Nejlepsich vysledka
C. minitans dosahuje, kdyz je aplikovano do pudy at’ uz ve skleniku nebo na poli pro kontrolu
patogenu S. sclerotiorum v mnoha plodinach v€etné hlavkového salatu, celeru, slunecnice, fazoli
a fepky olejky (Budge a Whipps, 1991; Huang a Hoes, 1980; Gerlagh a kol., 1999; Luth, 2001),
S. minor na salatu (Rabeendran a kol. 2006) a S. cepivorum na cibuli (Ahmed a Tribe, 1977;
McLean a Stewart, 2000). C. minitans dobfe preziva v pude nékolik let a mize byt v nékterych
oblastech zodpovédny za potlaceni onemocnéni sklerotinie (Huang a Kozub, 1991; Jones a Whipps,
2002).

Jista ucinnost C. minitans je i v pripadé, ze ochrana je provedena postfikem na listy, aby se
zabranilo infekci askosporami a rozvoji onemocnéni u vojtésky, fazoli a fepky olejky (Huang a kol.,

2000; Gerlagh a kol., 2004).

Bacillus spp.

Rod Bacillus vykazuje silnou antibiotickou aktivitu proti patogenim riiznym patogeniim,
ktera je viak velmi zavisla na vn&jsich podminkach, napi. pH (Pal Bais a kol., 2004). V Ceské
Republice je v soucasnosti 24 registraci zalozenych na druzich rodu Bacillus: Bacillus thuringiensis
ssp. aizawai kmen GC-91 (Agree 50 WG), Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum strain D747
(Amylo-X WGQG), Bacillus thuringiensis ssp. Kurstaki kmen SA-11 (Delfin WG), Bacillus
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amyloliquefaciens kmen MBI 600 (Integral Pro, Prirodni pfipravek na plisenn Sedou, Serifel),
Bacillus thuringiensis ssp. kurstaki kmen EG 2348 (Lepinox Plus, Zdravi zahrada — Piipravek proti
housenkam), Bacillus subtilis kmen QST 713 (Serenade ASO), Bacillus pumilus QST 2808
(Sonata), Bacillus amyloliquefaciens kmen FZB24 (Taegro), Bacillus firmus kmen I-1582
(VOTiVO). Registrace jsou platné pro velké mnozstvi riznych plodin a patogenu, ale i Skadct
(eagri, 2024).

Zaroven je k dispozici i nékolik bioproduktu, které obsahuji druhy z rodu Bacillus, ale jsou
vedeny jako pfipravky pro podporu ristu (napf. v testovani vyuzité Hirundo).

V celé EU je aktualné registrovano a povoleno 6 kmena B. amyloliquefaciens, 9 kment
B. thuringiensis, a po 1 kmeni B. subtilis a B. pumilus (EK, 2024).

Druhy rodu Bacillus vykazuji acinnost proti: Fusarium spp. v hrachu (Klimek-Kopyra
a kol., 2023), Colletotrichum acutatum v jahodach (Es-Soufi a kol., 2020), Pseudomonas syringae
v cukrové fepe (Nikoli¢ a kol., 2019), Gaeumannomyces graminis v obili (Yang a kol., 2018),
Magnaporthe grisea v ryzi (Tendulkar a kol., 2007), B. cinerea v paprice (Jiang a kol., 2018),
Plasmopara halstedii v slunecnici (Nandeeshkumar a kol., 2008).

Rod Bacillus vykazuje antifungalni aktivitu i vici poskliziovym chorobam: Penicillium
digitatum a P. italicum na citrusech (Chen a kol., 2018), Alternaria alternata v melounu (Wang
akol., 2010), B. cinerea na hruskach a raj¢atech (Mari a kol.,, 1996), B. mali na jablkach
(Jamalizadeh, 2010), Rhizopus stolonifer, B. cinerea a Colletotrichum spp. v jahodach (Fan a kol.,
2017).

Pseudomonas spp.

V EU jsou pro pouziti v ochrané rostlin povoleny 2 druhy rodu Pseudomonas: Pseudomonas
sp. kmen DSZM 13134 a Pseudomonas chlororaphis med MA342 (EK, 2024). V CR je platna
jedna registrace a to pro Pseudomonas sp. kmen DSZM 13134 (Proradix) do brambor proti
R. solani (eagri, 2024). Zaroven je k dispozici i n€kolik bioproduktt, které obsahuji druhy z rodu
Pseudomonas, ale jsou vedeny jako pfipravky pro podporu rustu (napf. v testovani vyuZity
Prometheus). Pseudomonas spp. mohou fungovat nekonzistentné z jednoho pole do druhé nebo
z jednoho roku na druhy v dusledku variability v kolonizaci kofent (Weller, 2007).

Druhy rodu Pseudomonas vykazuji G¢innost proti: Thielaviopsis basicola v tabaku (Keel
akol., 1989), Geotrichum candidum a Erwinia stewartii v citrusech (Gardner a kol., 1984),
Penicillium spp. a Fusarium spp. u okrasnych rostlin (Yuen, 1986), Pythium myriotylum
a Phytophthora capsici v pepti (Kumar a kol., 2013), Sclerotium rolfsii v okurce (Pandey a kol.,

2012), Colletotrichum gloeosporioides v chilli (Allu a kol., 2014), Ralstonia solanacearum v rajceti
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(Maji a Chakrabartty, 2014), Fusarium oxysporum v bavin¢ a pSenici (Yasmin a kol., 2014; Gupta
a kol., 2015).
Pseudomonas spp. mohou dokonce zabranit rustu patogenu Escherichia coli O157:H7

v potravinach (McKellar, 2007).
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2 Cile a hypotézy

Hypoteézy:
1) Existuji mikroorganismy, které maji inhibi¢ni ucinky na rust patogenu V. longisporum
a mohly by poslouzit jako mozny zptisob ochrany proti tomuto patogenu v praxi.

2) Patogen V. longisporum napada kotenovy systém fepky ozimé jiz v podzimnim obdobi.

Cile:

1) Otestovat mozné metody biologické ochrany fepky ozimé proti patogenu V. longisporum.

2) Otestovat diagnostické metody V. longisporum v podminkach CR.
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3 Metodika

3.1 Produkty pouzité v testovani

V ramci vSech prezentovanych pokusti bylo pouzito 20 produktii na biologické bazi, at’ uz

registrované piipravky na ochranu rostlin nebo ptipravky pro podporu rustu rostlin (Tabulka 1).

bioprodukt

ucinna latka/bioagens

vyrobcem deklarovana ucinnost

Hirundo

Bacillus
amyloliquefaciens FV08-10

Produkci fytoalexini chrani kofeny pfed houbovymi
chorobami, likviduje houbové patogeny, napoméha k uvoleni

Zivin z pudy.

Prometheus

Pseudomonas veronii CCM
9674

Aktivné chrani kotfeny pred houbovymi chorobami, je schopna
inhibovat Zivotnost sklerocii, upravuje pH puady, rostliné

umoznén piijem jinak nedostupnych zivin.

Polyversum

Pythium oligandrum M1

Za pomoci hydrolytickych enzymt rozklada stélky
fytopatogenti a takto ziskané Ziviny vyuziva pro vlastni
vyzivu, indukuje rezistenci vici patogenim nadzemnich Casti

v oSetiené rostlin€ a stimuluje rast.

Xilon

Trichoderma asperellum T34

Lepsi pfijem vody a zivin, vysSi fotosyntetickd aktivita,
mobilizace fosforu a Zzeleza; Chrani pred primarni infekci
kofen hlizenkou a dalSimi patogeny prenasenymi pudou.
Zlepsuje rozklad organické hmoty, coz vede k lepsi
dostupnosti mikrozivin. Pomaha obnovit spravnou pidni

faunu.

Clonoplus

Clonostachys sp.

Pies zimni obdobi rozlozit sklerocia, mikrosklerocia.

Podporuje tvorbu bakterialnich hlizek.

Gliorex

Clonostachys sp.,
Trichoderma sp.

Spory hub obsazené v pripravku vykli¢i a jejich mycelium se
rozvine v kofenovém systému rostliny a brani nastupu
patogennich hub. Rozklada organické zbytky a zpfistupiiuje je

pro piijem rostlinou.

Integral Pro

Bacillus amyloliquefaciens
MBI 600

Biologické fungicidni moftidlo s fungicidnim a fungistatickym
ucinkem, jehoz ucinny organismus po kontaktu s patogenem

narusuje vlakna hub.

Contans

WG

Coniothyrium minitans

NOC/M/91-08

Je jediny pusob regulace hlizenky, ktery odstrariuje pficinu
a nikoli az dusledek infekce. Umoziiuje tak ozdraveni pudy od

sklerocia v pudé a prerusuje tak vyvojovy cyklus choroby.
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Jako jediny zajiStuje feSeni infekce pres kofeny. Nové

registrovano 1 proti V. longisporum.

Serenade

Aso

Bacillus subtilis QST 713

Fyzicky narusuji bunéénou membranu houbovych patogenti
a zpusobi tak jejich destrukci. Vykazuje antibakterialni efekty
proti  bakterialnim  patogenim. ZvySuje  pfirozenou
obranyschopnost rostlin. Stimulace biochemickych obrannych
mechanismil pfispiva jak ke zvySeni pfirozené odolnosti

rostlin.

Polymix

Botryotrichum spp., Isaria

spp., Clonostachys spp.

Spory vykli¢i a jejich mycelium se rozvine v kofenovém
systétmu. Rozklada obtizn€ rozlozitelné organické zbytky
a uvoliuje ziviny. Podporuje kolonizaci kofenového systému,

dobfte roste 1 pii nizkych teplotach (nad 2 °C).

AGRA

Meéd inhibuje vyvoj a rist patogent zpusobenych houbovymi
a bakterialnimi patogeny fungicidnim a bakteriostatickym

udinkem.

TS Silos

riizné latky

Pozitivné ovliviiuje rust rostlin, jejich vyvoj, mnozstvi urody
ajeji kvality (soli huminovych latek, smés aminokyselin,
vytazek z motskych fas, molybden a bor, kompletni skalu
mikro a makroprvkd, kombinace syntetickych auxinu, stiibro

v chelatovych vazbach)

Tonivit

filtrat z motskych tas

Ascophyllum nodosum

Aktivuje rist a vyvoj kofenového systému, piijem zivin
z pudy a nasledné zvyseni vynosu. Obohaceny o P a K, Ziviny
dulezité pro rozvoj kofenové soustavy a prezimovani. Produkt
je velmi bohaty na biologicky aktivni latky, jako jsou
oligosacharidy, aminokyseliny, vitaminy a rostlinné hormony

a prokazatelné aktivuji klicové fyziologické procesy v rostling.

Albit

Albit MAX

Kyselina poly-beta-

hydroxymaselna

Pomaha rychleji prekonat stres z chemickych stresort a zlepsi
odolnost, vyvolava §ifeni pfirozeného signalniho metabolitu —
kyseliny salicylové, tim se imunizuji i ty organy rostliny, které

nebyly oSetfeny.

Fumag

6NK-SB

B, K, N, Mg, S; pH 9,5-12,5

Listové suspenzni hnojivo s kurativnim uc¢inkem, s moznosti
odstranéni latentniho 1 zjevného nedostatku boru a zmirnéni
deficitu siry, se souCasnym dodanim hoiciku, dusiku

a drasliku.
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Listové hnojivo s kurantnim uc¢inkem s moznosti odstranéni

latentniho 1 zjevného deficitu kiemiku a se soucasnym

Carbon Si K, Si, C; pH 10,5-12,5 dodanim drasliku a uhliku - zvySeni odolnosti proti poléhani
(zpevnéni bunéénych stén), pozitivni vliv na dynamiku
fotosyntézy.

Ptispiva k lepS§imu stavu pudy a vyssi arode. Podporuje rist,

LAIVEN® | Smés probiotickych plodnost 1 vitalitu rostlin a zkvalitiiuje jejich vyzivu, stimuluje

FLORA mikroorganismi vyvoj kofent. ZvySuje odolnost rostlin proti suchu, mrazu

a patogenum.

Tabulka 1: Bioprodukty a jejich u¢inné latky pouzité pro predlozena testovani.

ptipravek

Propulse

BAS 750,
BAS 762

Topsin M
500 SC

V ramci pokust byly také vyuzity konvencni ptipravky na ochranu rostlin pro porovnani
ucinnosti (Tabulka 2).

ucinna latka
fluopyram, prothiokonazol

nebylo specifikovano

thiofanat-methyl

vyrobcem deklarovana ucinnost

systémovy fungicid postiik v dobé kvétu

Postrikovy fungicidni pfipravek uréeny k ochrané fepky
olejky proti Cerni, fomové hnilobé, plisni Sedé. M¢l pti

prvnich pokusech i registraci proti V. longisporum.

Tabulka 2: Konvenéni pfipravky a jejich ucinné latky pouzité pro predlozZena testovani.

3.2 In vitro pokus

3.2.1 Biologicky material

V pokusech in vitro byl pouzit izolat Verticillium longisporum VLA3 ze severniho Némecka

(ze sbirky Georg-August-Universitdt Gottingen), izolovany z B. napus a vybrany na zakladé

pilotniho testovani, ve kterém vykazoval nejvyssi virulenci (dal§i testovaci izolaty byly z CBS

Filamentous Fungi Collection databaze cCisla 110222, 110232, 110277, 124.64, 128316, 128317,

které pochazely z Némecka, Svédska a USA, vSechny izolované z B. napus).

Rist patogenu byl otestovan na 4 typech kultivacnich médii (PDA, PDA s pridavkem

glukozy, Czapek dox a tekuté médium Potato dextrose broth), ktera by mohla byt vhodna pro rast

patogenu dle dostupné literatury. PDA bylo vyhodnoceno jako nejvhodnéjsi kultivacni médium pro

rast patogenu V. longisporum, coz se shoduje s poznatky popsanymi Kniifer (2011).

V pokusech bylo vyuzito 8 bioproduktd (Tabulka 1), které jsou dostupné budto jako

pfipravky na ochranu rostlin nebo rostlinné stimulanty: Gliorex (4g/10 m?> + 10 L), Clonoplus (4 g/
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10m? + 10L), Contans (2 kg/ha + 500 L), Xilon (10 kg/ha + 500 L), Polyversum (0,1 kg/ha +
400 L), Hirundo (1 L/ha + 600L), Prometheus (1 L/ha + 600 L), Integral Pro (12,8 L/ha + 256 L).
Ptipravky byly do pokusu zatazeny na zakladé mozné U¢innosti proti patogenu V. longisporum dle

dostupné literatury ¢i na zadost vyrobce.

3.2.2 Zalozeni pokusu

In vitro pokusy byly zalozeny v 10 opakovéanich pro kazdy bioprodukt a kontrolu.
Verticillium longisporum bylo inokulovano na pravou stanu misky a nechano rust po dobu jednoho
tydne pred pfidanim bioproduktu (nutnost odstupu jednoho tydne byla vypozorovana na zaklade
predbéznych testl). Mnozstvi bioproduktu pouzitého pro testovani bylo vypocitano na zakladé
doporuceného davkovani vyrobce, piepocitano na obsah Petriho misky (v pfipad€ rozpéti mnozstvi
ptipravku ¢i objemu vody u doporu¢eného davkovani byla vzdy pouzita nejvyssi doporucena
hranice). Petriho misky byly ulozeny pifi 21 °C v tmavém prostiedi po celou dobu experimentu.

Pokus byl realizovan v laboratofich KOR v listopadu a prosinci roku 2019.

3.2.3 Hodnoceni pokusu
Rist mycelia byl méfen podobu 45 dnt od aplikace bioproduktu (kazdych 15 dnt) a byla
spocitana inhibice rustu patogenu (%).

_(c—17)-100
-

Kde C = prumér kolonie (mm) kontroly, T = primeér kolonie (mm) patogenu (Bekker a kol., 2006).

Vysledky nésledné byly vizualné zpracovany v softwaru STATISTICA 14 pomoci 2D grafu

(line plots variables).

3.3 Pilotni sklenikové pokusy 2018/19

3.3.1 Biologicky material

Pro sklenikové pokusy byl pouzit izolat VL43.

Sklenikové pokusy byly realizovany odradé fepky olejky Inspiration. Odriida Inspiration je
sttedné odolna az odolna proti napadeni plisni Sedou, stfedné odolna proti napadeni fomovym
Cernanim stonku, méné odolna proti napadeni sklerotiniovou hnilobou a stfedné¢ odolna proti
napadeni Cernémi fepky. Odruda byla vybrana pro pouziti ve sklenikovych pokusech na zaklade

konzultace s odborniky ze Svazu péstiteltl a zpracovateld olejnin (dlouhodoba pozorovani), byla
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vyhodnocena jako potencionalné nachylna proti patogenu V. longisporum a také byla v dané sezoné
jednou z nejpéstovanéjSich odrad v zemédélské praxi.

V pokusech bylo vyuzito 6 bioprodukti — Hirundo (1 L/ha + 600 L), Prometheus (1 L/ha +
600 L), Polyversum (0,1 kg/ha + 400 L), Clonoplus (4 g/10 m*+ 10 L), Gliorex (4 g/10 m?>+ 10 L)
a Serenade (2 L/ha + 400 L), které jsou dostupné budto jako piipravky na ochranu rostlin nebo

rostlinné stimulanty (Tabulka 1).

3.3.2 Zalozeni pokusu
Pokusy byly zalozeny v dubnu 2018 v prostorech pokusnych a demonstrac¢nich sklenikt
CzU.

Experiment byl veden v kvétinaich 4x4 cm. Bylo zalozeno variant 14, kde byly rostliny
inokulované patogenem V. longisporum a oSetfeny bioprodukty, dale varianty, které byly jen
oSetfeny bioprodukty, vCetné kontroly a inokulovanych rostlin bez osetfeni. Kazda varianta pokusu
meéla 3 opakovani po 16 rostlinach, véetné kontroly. Pro zalozeni pokusu byl pouzit profi substrat
Gramoflor, bylo sterilizovano osivo fepky olejky (2 min v 70% ethanol). Byla pfipravena suspense
spor 8x107 spor v 1 mL. Pro pfipravu suspenze byl pouZit PDA broth (tekuté Zivné médium), po
dobu jednoho tydne bylo médium (s vyfezy patogenu z Petriho misek) ponechano pti 23 °C za
neustalého michani. Po sedmidenni inkubaci bylo mycelium odfiltrovano pies sito, a tak byla

ziskana suspenze spor (Eynck, 2008).

V pokusu byl sledovan béhem 4 tydnd zdravotni stav rostlin. Rostliny byly uméle
inokulované sporami V. longisporum namacenim kofinkd 1 tyden starych rostlin v suspenzi spor
(8x10” spor v 1mL). OSetieni piipravky bylo provedeno postfikem (ihned po inokulaci), a to dle
doporuceného davkovani vyrobce v dvojnasobné koncentraci (v pfipad€ rozpéti mnozstvi pfipravku
¢i objemu vody u doporuceného davkovani byla vzdy pouzita nejvyssi doporucend hranice). Byly
oSetieny rostliny inokulované Verticillium longisporum a bioproduktem byly oSetfeny i rostliny,

které nebyly inokulovany patogenem.

3.3.3 Hodnoceni pokusu
Po 4 tydnech byl vyhodnocen zdravotni stav rostlin a byla zmétena jejich délka a tloustka
kotenového krcku.
Stupnice pro stanoveni zdravotniho stavu rostlin (Eynck, 2008):
1 Bez symptomu

2 Zloutnuti nejstarsich listd
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3 Slabé symptomy na mladych listech
4 Méné jak 50 % listd ma symptomy
5 Vice jak 50 % listi ma symptomy

6 Méné jak 50 % listd je mrtvych

7 Vice jak 50 % listt je mrtvych

8 Pouze vzrostny vrchol je zivy

9 Mrtva rostlina

Vysledky byly zpracovany a vizualizovany jako priméry za variantu pomoci MS Excel.

3.4 Sklenikové pokusy 2019/20

3.4.1 Biologicky material

Pro sklenikové pokusy byl pouzit izolat VL43.

Sklenikové pokusy byly realizovany na dvou odridach fepky olejky — Inspiration
a Croquette. Inspiration viz. kapitola 3.2.1. Croquete byla vybrana kvuli své potencialni odolnosti
proti chorobam na zakladé konzultace s odborniky ze Svazu péstitell a zpracovateld olejnin
(dlouhodoba pozorovani). Odrada disponuje rasové specifickou rezistenci vici nadorovitosti kofent
brukvovitych rostlin a rezistenci viici fomeé typu APR 37.

V pokusech bylo vyuzito 8 bioproduktd (Tabulka 1), které jsou dostupné budto jako
ptipravky na ochranu rostlin nebo rostlinné stimulanty: Gliorex, Clonoplus, Contans, Xilon,

Polyversum, Hirundo, Prometheus, Integral Pro (davkovani viz. kapitola 3.2.1).

3.4.2 Zalozeni pokusu
Zeise a Seidel jiz v roce 1990 vypozorovali, ze infekce v polnich podminkach zacini uz
v podzimnim obdobi, bylo tedy pro ucely experimentu nutné simulovat co nejvice podminky, které
jsou v pozdné letnim/podzimnim obdobi na poli. Pokus probihal ve sklenicich CZU v kvétnu —

cervnu 2020. Metodika pokusu byla optimalizovana pomoci pilotnich testa.

Experiment byl veden pod stabilni teplotou 21 °C, v kvétinacich 9x9 cm. Kazdy bioprodukt
v pokusu mél tfi opakovani po 10 rostlinach, v€etné€ kontroly. Pro zalozeni pokusu byl pouzit profi
substrat Gramoflor, ktery byl vysterilizovany v autoklavu, bylo sterilizovano 1 osivo fepky olejky
(2 min v 70% ethanolu). Byla pfipravena suspense spor 8x10° v 1 mL.

Pét dnu pred aplikaci bioproduktu bylo vysazeno 1 cm hluboko osivo fepky ozimé. Byl
aplikovan 1 mL suspenze spor doprostied kvétinace (1 cm hluboko — k semeni). Nasledny den

suspenze bioproduktu byla pipetovana do stfedu kvétinace (1 cm hluboko), mnozstvi pouzitého
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bioproduktu bylo prepocitano na zakladeé doporuceni vyrobce na kvétina€ 9x9 cm (v piipade rozpéti
mnozstvi pripravku ¢ objemu vody u doporuceného davkovani byla vzdy pouzita nejvyssi

doporucena hranice).

3.4.3 Hodnoceni pokusu
Z kazdé variant bylo sklizeno 10 vzorku (cela rostlina v BBCH 14 — 16) pro diagnostické
hodnoceni obsahu patogenu. Rostliny byly ocistény od necistot a ponofeny do 70% ethanolu po
2 minuty, nasledné byly ponoteny do 30% roztoku Sava (1.5% NaOClI, chlornan sodny 4,7 g/ 100 g
= 100 %) po dobu 10 minut, poté dvakrat omyty destilovanou vodou. Spodni ¢ast rostliny (az po
rostlinny kréek) byla lyofilizovana a ulozena pro diagnostické hodnoceni obsahu patogenu pomoci

metody real-time PCR.

Diagnostické hodnoceni real-time PCR

Ze sklenikového experimentu byl analyzovan kazdy vzorek.

Rostliny byly zmrazeny na -80 °C a lyofilizovany. Rostlinny material byl rozdrcen v drticim
mlynu (Retsch®, MM400, 50 ml ocelové mleci nadoby, 1 x 25 mm ocelova kuli¢ka, 2 minuty pfi
30 Hz). Z rozdrceného rostlinného materialu byl navazen vzorek 0,1 g, ze kterého byla izolovana
celkova DNA metodou fenol-chloroformové izolace (Barker a kol., 1998). Byla méfena
koncentrace DNA ve vzorku (ThermoScientific, NanoDrop 2000) a vzorky byly pouzity k analyze
mnozstvi DNA patogenu Verticillium longisporum pomoci real-time PCR. Byly pouzity
oligonukleotidové primery OLG70/OLG71 (Sigma - Aldrich Company Limited), zacilené na oblast

mezernikové ribozomalni DNA (internal transcribed spacer -ITS) (Eynck a kol., 2007).

OLG 70 Forward CAGCGAAACGCGATATGTAG
OLG 71 Reverse GGCTTGTA GGGGTTTAGA

Predpokladana délka PCR produkti 261 bp.

Pro hodnoceni DNA bylo pouzito detekéniho systému Bio-Rad (Bio-Rad, CFX Connect
Real-Time System). 10 pl reakcni smési sestavalo z 1 ul celkové DNA a 0,2 pl smési primert
(koncentrace primert byla 1:1:2 — R:F:dd voda), Master mix 5 ul (Applied Biosystems, Syber
Select Master Mix). Kazdy vzorek DNA byl kvantifikovan ve tfech (standard) nebo dvou (DNA
patogenu) technickych replikatech. Program PCR sestaval z 3minutového aktiva¢niho kroku pii 95
°C, nasledovanych 40 cykly s 30 s pii 95 °C, 30 s pti 58 °C a 30 s pii 72 °C a finalnim elonga¢nim
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krokem 2 min pii 72 °C. Mnozstvi fungalni DNA v rostlinné tkani bylo stanoveno na zakladé
standardni kfivky vyvinuté z 10nasobné fady tfedéni (1000 pg az 0,0001 pg) purifikované DNA
VL43 izolatu V. longisporum (Eynck a kol., 2007 upraveno). Modifikace v programu PCR byly
zalozeny na pied testech riznych teplotnich gradienti a pro diagnostiku byla vybrana nejlepsi

varianta.

Vysledky z diagnostického hodnoceni byly zpracovany v softwaru STATISTICA 14 pomoci
Kruskal-Wallice ANOVA.

3.5 Pilotni polni maloparcelkové pokusy 2018/19

3.5.1 Biologicky material

Pro polni pokusy byla pouzita odriida fepky Inspiration.

V pokusech byly pouzity produkty (9), které jsou dostupné bud'to jako ptipravky na ochranu
rostlin nebo rostlinné stimulanty ¢i chemické pfipravky na ochranu rostlin (Tabulka 1 a 2): Hirundo
(1L/ha+600L), Prometheus (1 L/ha + 600 L), Polyversum (0,1 kg/ha + 400 L), Clonoplus (4 g/10
m? + 10 L), Gliorex (4 g/10 m? + 10L), Serenade (2 L/ha + 400 L), Polymix (4 g/10 m*+ 10 L),
Topsin M (1,2 L/ha + 400 L) a méd'naty pripravek ve zkouSeni pod kodovym nazvem AGRA (5,3
L/ha + 1000 L).

3.5.1 Zalozeni pokusu

Pokus byl zalozen v srpnu 2018 na dvou lokalitach: Vyzkumna stanice CZU Cerveny Ujezd
(30.8.2018), Demonstraéni a experimentalni pracovi§té CZU — pozemek (28.8.2018).

Pripravky byly aplikovany dle doporuceni vyrobce (v pripadé rozpéti mnozstvi pripravku ¢i
objemu vody u doporu¢eného davkovani byla vzdy pouzita nejvyssi doporucend hranice) aplikaci
do pudy pfi vysevu.

Na obou lokalitach bylo vyuzito 8 biopreparati a 1 konvencni piipravek na ochranu rostlin.
Na lokalité¢ Cerveny Ujezd mozna piitomnost piirozené infekce patogenem V. longisporum byla
diskutovana s provozovatelem, pifitomnost patogenu nebyla na lokalit¢ potvrzena. Pokus byl
zalozen tak, Ze na piilce parcelek byla plida inokulovana suspenzi spor (1L na 100 m?) den po
vysevu, nacez den po vysevu byly aplikovany produkty rovnomeérné na radky a zapravené do
vrchniho profilu pidy. Byla pouZita suspense spor 8x107 spor v ImL — PDA broth. Druha ptilka
pokusu byla osSetfena pouze produkty bez inokulace patogenu. Kazda z variant byla na dané lokalité
jedenkrat.

Na lokalit¢ CZU dle provozovatele demonstratnich pozemkd patogen V. longisporum byl

pritomen. Kazda z variant byla ve 4 opakovanich a pokus byl pravidelné zavlazovan.
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3.5.1 Hodnoceni pokusu
Na obou lokalitach bylo pied sklizni (Cerveny Ujezd - 15.7.2019, CZU - 25.6.2019)

provedeno hodnoceni zdravotniho stavu porostd (vSechny rostliny na parcelce) dle stupnice,
hodnoceno pro veskeré pfiznaky napadenim patogeny:

Al pftiznaky do 25% povrchu stonku

A2 ptiznaky do 50% povrchu stonku

A3 ptiznaky do 75% povrchu stonku

A4 ptiznaky nad 75% povrchu stonku

vyjadfeno indexem zdravotniho stavu podle vzorce:

_A1-1+A2-2+ A3 -3+ A4 -4

DS
YA

Zavaznost onemocnéni (disease severity) DS, kde A je pocet rostlin v dané kategorii. Vzorec

pro vypocet dle Chiang a kol. (2017), upraveno.

Vysledky hodnoceni byly zpracovany v softwaru STATISTICA 14 pomoci One way
ANOVA (normalni rozdéleni dat ovéreno) v 95% intervalu spolehlivosti. Pro post-hoc analyzu byl

pouzit Fisherav LSD test.

3.6 Polni maloparcelkové pokusy 2019/20

3.6.1 Biologicky material

Pro polni pokusy byla pouzita odrida fepky Alicante (stfedné vysoka rostlina
s nadstandardnim kofenovym systémem, kvantitativni 1 kvalitativni odolnost proti fomovému
Cernani stonku (Rlm7)). Tato odrida byla vybrana, jelikoz odrida Inspiration, ktera byla pouzita
pro piedesla testovani i sklenikové pokusy, nebyla v této sezon€ k dispozici. Odrida Alicante byla
v dané sezoné velmi rozSifena a taktéz byla vyhodnocena dlouhodobém pozorovanim jako
potencionalné nachylna (zalozeno na pozorovani SPZ0O).

V pokusech byly pouzity produkty, které jsou dostupné bud'to jako pfipravky na ochranu
rostlin nebo rostlinné stimulanty, také kombinace chemického piipravku na ochranu rostlin
a bioproduktu ¢i chemické ptfipravky samotné (Tabulky 1, 2 a 3). Produkty Hirundo a Prometheus
byly pouzity s ohledem na specifické podminky, které jsou nutné pro ucinnost (pH a mnozstvi Ca

v puade).
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varianta | produkty ve varianté

1 Contans

2 Contans + Serenade + Propulse

3-6 Polyversum

7 Integral Pro + BAS

8-9 Topsin M

10 TS Silos

11 Xilon

12 Polyversum + Tonivit

13 Hirundo (Chlumec, Kujavy); Prometheus
(Trutnov)

14 ALBIT + ALBIT Max + FUMAG 6NK SB

15 ALBIT + ALBIT Max + CARBON Si

16 Flora

17 Alicante kontrola

Tabulka 3: Varianty oSetfeni maloparcelkového polniho pokusu 2019/20

3.6.2 Zalozeni pokusu
Pokus byl zaloZen v srpnu 2019 na tiech pokusny stanicich (Obrazek 9): SS Chlumec nad
Cidlinou, Zemédelska ZkusSebni Stanice Kujavy, s.r.o., ZkuSebni Stanice Trutnov s.r.o.. Pfipravky
byly aplikovany dle zadavatele na zakladé predpokladané nejlepsi ucinnosti (Ptilohy 8.1). Na kazdé
lokalité byla tfi opakovani ke kazdé varianté pokusu randomizované rozmisténa po pozemku. Na
vSech lokalitach byly varianty & 1 a & 2 zaloZeny alespofi na 50 m? (s ohledem na velikosti

parcelek), bezna velikost parcelky 12 — 15 m? dle lokality.

N
2 Cthmg}: nad
g Cidlifiou ™
W\\(MP

Z\

Obrazek 9: Lokality maloparcelkového pokusu 2019/20.

Trutnov (50°33'41.4"N 15°52'55.0"E)
Lokalita je 450 m nad mofem, pis¢ito hlinita pida, primérna teplota 7,2 °C, ro¢ni thrn
srazek 708 mm. Predplodinami byly hrach na zelené hnojeni (2019) a zimni pSenice (2018).
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Hodnota pH na lokalité je 5,9. Obsah zivin v padé: P 153 mg/kg, K 174 mg/kg, Mg 174 mg/kg, Ca
1353 mg/kg. Priprava pudy pied setim (29.8.2019) byla orba a nasledna pfiprava kultivatorem.

Chlumec nad Cidlinou (50°07'46.3"N 15°30'41.7"E)

Lokalita je 240 m nad mofem, jilovita puda, primérna teplota 8,7 °C, ro¢ni uhrn srazek 642
mm. Pfedplodinami byly zimni pSenice (2019) a hrach na zelené hnojeni (2018). Hodnota pH na
lokalité je 6,8. Obsah zivin v pudé: P 63 mg/kg, K 300 mg/kg, Mg 145 mg/kg, Ca 4413 mg/kg.
Priprava pudy pred setim (31.8.2019) bylo diskovani strnisté, hluboké podryvani Terraland, 2x
ptiprava kompaktomatem Verso.

Kujavy (49°41'24.9"N 17°58'24.8"E)

Lokalita je 260 m nad mofem, hlinita puda, primérna teplota 8,25 °C, ro¢ni thrn srazek 604
mm. Pfedplodinami byly jarni jeémen (2019) a fepa cukrova (2018). Hodnota pH na lokalité je 6,5.
Obsah zivin v pudé: P 100 mg/kg, K 205 mg/kg, Mg 140 mg/kg, Ca 2095 mg/kg. Priprava pudy
pred setim (29.8.2019) byla podmitka, orba, kombinator a rotacni brany.

3.6.3 Hodnoceni pokusu
V podzimnim (listopad 2019) a jarnim obdobi (bfezen 2020) byl spocitan pocet rostlin na

1 m?>. Méfena plocha byla vzdy stejna, a to od levého zadniho rohu 1mxlm do parcelky (pro
vSechna hodnoceni pokusu). Na lokalit¢ Kujavy nebylo provedeno jarni hodnoceni kvuli epidemii

Covid 19.

V ramci hodnoceni zdravotniho stavu rostlin byla zjistovana ptitomnost Botrytis cinerea,
Leptosphaeria maculans, Sclerotinia sclerotiorum v prubéhu sezony, jsou uvedeny vysledky
hodnoceni na konci sezény i mnozstvi nouzové dozravajicich rostlin ze 2 m? (+1 m? do porostu
horizontaln€). Na lokalit¢ Chlumec nad Cidlinou je uvedeno hodnoceni z 16. 6. 2020, jelikoz
porost pied sklizni polehl a nebylo mozné provést predskliziiové hodnoceni. Predskliziiové
hodnoceni v Trutnové bylo provedeno 14.7.2020 a hodnoceni v Kujavach bylo provedeno
30.6.2020.

V ptipad€ B. cinerea a S. sclerotiorum byla hodnocena jejich pfitomnost na rostlinach bez
sestaveni Skaly napadeni. Pro vyskyt patogenu L. maculans, ktery byl v porostu velmi hojny, byla
stanovena stupnice, ve které muselo byt zohlednéno 1 to, ze ze zafatku vegetace nebyly pfiznaky
patogenu v porostu tak vyrazné a musely byt rozliSeny 1 rostliny, které nemeély zadné napadent:

AO zdrava rostlina bez ptiznakt

Al pftiznaky do 25% povrchu stonku

A2 ptiznaky do 50% povrchu stonku

A3 ptiznaky do 75% povrchu stonku
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A4 ptiznaky nad 75% povrchu stonku
Napadeni bylo nasledné vyjadieno indexem vyskytu podle vzorce:

_AD-1+A41-2+A2-3+A43 -4+ 44 -5

DS
nA

Zavaznost onemocnéni (disease severity) DS, kde A. Vzorec pro vypocet dle Chiang a kol.

(2017), upraveno.

Na strnisti byl spo€itan pomér zelenych a suchych stonkt z parcelky, ktery byl vyjadien
v % zelené stonky k suchym.

Nahodnym odbérem bylo z kazdé parcelky sebrano 5 stonka (diagonalné v pravidelném
rozestupu), které byly dale vyuzity pro laboratorni diagnostiku V. longisporum. Z pokusnych stanic
byly dodany hodnoty vynosu, které byly pfepocitany na vynos (t/ha) pii 8% vlhkosti v porostu. Ze
Zkusebni Stanice Trutnov s.r.o. byly ziskany hodnoty HTS a olejnatosti, stanice SS Chlumec nad
Cidlinou hodnoty stanovila pouze pro jedno opakovani, tudiz neni dostatecné mnozstvi vzorka pro
statistické zpracovani. Vzorky ze Zemédélska Zkusebni Stanice Kujavy, s.r.o. byly béhem prepravy

znehodnoceny a nebylo mozné je pouzit k hodnoceni.

Diagnostické hodnoceni real-time PCR

V polnich pokusech byl sestaven smésny vzorek z péti rostlin (jedna parcelka) a to z 10 — 20

cm od kotfenového krcku (Obrazek 10).

qPCR

Obrazek 10: Odbérové misto na rostlin€ pro analyzu real-time PCR (Kniifer, 2011).

Casti rostlin byly zmrazeny na -80 °C a lyofilizovany. Real-time PCR viz kapitola 3.4.3.
Vysledky hodnoceni byly zpracovany v softwaru STATISTICA 14 pomoci One way

ANOVA (normalni rozdéleni dat ovéreno) v 95% intervalu spolehlivosti. Pro post-hoc analyzu byl

pouzit Fishertv LSD test.
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Ve vysledcich nejsou prezentovany varianty, kde byly pouzity pfipravky nekorespondujici
se zadanim prace (napt. varianty s insekticidnim oSetfenim). Byly vyfazeny zcCislovani a na

Obrazcich 22, 23 a 24 je misto nich uvedeno Xx.
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4 Vysledky

4.1 In vitro pokus

Byl zméfen rist mycelia podle vzorce dle Bekker a kol. (2006) a vysledky byly
vizualizovany pomoci 2D grafu (line plots variables) (Obrazek 11). Nejlepsi vysledky v in vitro
testu mély bioprodukty Gliorex, Contans a Xilon bez rastu mycelia, tedy se 100% inhibici na rast
patogenu V. longisporum. Velmi slibné vysledky vykazuji také Integral Pro a Prometheus s inhibici
pies 80 %. U zkouSenych bioproduktd se béhem testovani zvySovala nebo neménila schopnost
inhibice, kromé bioproduktu Hirundo, kde schopnost inhibice ristu patogenu po 30 dnech zacala

klesat.

Line Plot of multiple variables
Spreadsheet1 10v*30c

Gliorex = 100+0%x
=1 l Clonoplus = 100+0%
Contans =

47 4045+0 442 8%
; F Xilon = 100+0%x
a0 1 1 Pohyversum =

i T I | 72.8778+1,231 3%
|1 T Hirundo =
LT * 43,6055-0,450 5%
Prometheus =
60 | | 86,1948+0 0457
+————"""| Integral Pro =
89 6026+0, 150 Fx
[ . control = 0+0%x

40 } T

inhibiton %

il . 4. Gliorex

o0 | | .. Clonoplus
1+ ~4.. Contans
. Xilan

4 Polyversum
; ~ L "% Hirundo

T N
15.11.2019 29 11.2019 13.12.2019 % m;z';rzl i

date of evaluation % control

Obrazek 11: In vitro testovani - inhibice ristu mycelia u 8 bioprodukti v obdobi 45 dn.

4.2 Sklenikové pokusy 2018/19

Byl zaznamenan zdravotni stav dle stupnice 1 (nejlepsi) — 9 (nejhorsi) podle Eynck (2008)
a pruméry ze tifi opakovani jednotlivych variant inokulovanych patogenem byly vizualizovany
v MS Excel (Obrazek 12). Vramci zdravotniho stavu nebyly zaznamenany zadné statisticky
vyznamné rozdily. V hodnoceni po 4 tydnech se zdravotni stav rostlin zhorSil, z toho byl ucinén
zavér pro naslednou sezonu sklenikovych pokust. Pro dalsi sezonu byly lépe specifikovany

podminky osvétleni a vyrovnani teplot tak, aby odpovidaly obdobi zacatku ristu fepky ozimé. Byl
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taktéz ucinén zaver, ze substrat musi byt sterilizovén, jelikoZz nebyla vylou€ena ani pfipadna

kontaminace patogeny ze substratu.

Hodnoceni zdravotniho stavu rostlin

2,2

kontrola Gliorex Clonoplus Polyversum Serenade Prometheus Hirundo

Stupnice1-9
= =
(2] oo [a=]

=
=

1

N

Pouzité produkty

Hpoltydnu Mpo2tydnech Mpo3tydnech Mpo4tydnech

Obrazek 12: Vysledky hodnoceni zdravotniho stavu u rostlin fepky olejky po inokulaci patogenem
V. longisporum.

Z vysledka vyplyva, Ze nejlepSich vysledki v omezeni projevtu patogenu dosahl Clonoplus,
nasledovan bioprodukty Serenade a Prometheus. OvSem vsechny vysledky byly v intervalu od 1 do
2,1.

Dale byl hodnocen i primér kofenového krcku a délka rostliny od kofenového krcku po
nejdelsi list pfi ukonceni experimentu. Jednotlivé hodnoty byly pfepocitany na %, vztazena ke
kontrole (100 %), a vizualizovany pomoci MS Excel (Obrazek 13). Rozpéti hodnot pruméru
kotenového krcku v mm se pohybovala od 0,73 cm (patogenem inokulovana varianta oSetfena
Serenade) do 1,24 cm (varianta oSetfena Clonoplus), rozpéti hodnot délky rostlin od kofenového
kr¢ku po nejdelsi list bylo od 25,38 cm (patogenem inokulovana varianta oSetfena Serenade) do

30,3 cm (varianta oSetfena Hirundo).
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Délka od korenového kréku po nejdelsi list a pramér
korenového krcku v % vztazeno ke kontrole (100%)
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pouiité pfipravky (V=inokulované patogenem V. longisporum)

m délka od kofenového krcku po nejdelsi list m prumér kofenového kréku

Obrazek 13: Vysledky hodnoceni délky rostlin a priméru kotfenového krcku inokulovanych a
neinokulovanych rostlin patogenem V. longisporum oSettenych bioprodukty.

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze nékteré produkty maji pozitivni vliv na rust rostliny (bez
pfitomnosti patogenu), jak je deklarovano vyrobcem. Muzeme i usuzovat, ze rostlina inokulovana
patogenem ma tendenci posilit sviij kofenovy krcek, pokud neni oSetfena zadnym produktem. Dalsi
vyhodnoceni vysledkt by bylo pouze spekulaci vzhledem k velkému mnozstvi interakci, ke kterym

v pudé ve vztahu produkt/patogen/rostlina dochazi a reakce rostlin jsou rtiznorodé.

4.3 Sklenikové pokusy 2019/20

Mezi odridami Croquette a Inspiration (soubor dat pro vSechny vzorky za odriidu) nebyly
zadné vyznamné rozdily (p=,1298) v mnozstvi patogenu ve vzorcich, ale pro varianty v ramci

jednotlivych odrid, byly mezi bioprodukty statisticky vyznamné rozdily (Obrazek 14).
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obsah patogenu
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Obrazek 14: Statistické hodnoceni obsahu patogenu V. longisporum v rostlinném materialu dvou

odriad fepky ozimé.

V tabulce 4 s obsahem patogenu V. longisporum (g) v 0,1 g rostlinném materialu je uvadén

prumér za 10 rostlin se smérodatnou odchylkou (SD). U pftipravki Xilon a Contans nebyla

zaznamenana piitomnost patogenu v ani jedné z pouzitych odrid.

odrida Croquette Inspiration

bioprodukt |Obsah patogenu |SD Obsah patogenu | SD

Hirundo 8,7.10° +5,75.10° 9,687.107 +6,746.10”
Prometheus |4,422.107 +5,065.1077 0

Polyversum |0 6,047.107 +4,606.107
Xilon 0 0

Clonoplus | 8,884.10™ +0,00071 0

Gliorex 0 1,004.10°° +7,257.10°%
Integral Pro |1,028.10°¢ +3,005.10%  |6,172.107 +5,042.107
Contans 0 0

kontrola 0 2.641.10* + 0,00041

Tabulka 4: Obsah patogenu V. longisporum (g) v rostlinném materialu (0,1 g) dvou odrud fepky

ozime.

Odrida ma vliv na pfitomnost patogenu V. longisporum v rostliné, tato skuteCnost je

uvedena v diskuzi.
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4.4 Polni maloparcelkové pokusy 2018/19

V polnim maloparcelkovém pokusu na lokalité Cerveny Ujezd (Obrazek 15) byl statisticky
vyznamny rozdil (p=,00091) ve zdravotnim stavu porostu mezi parcelkami, kde byl inokulovan
patogen V. longisporum a nasledné oSetten ptfipravky (1) a parcelkami pouze oSetfenymi piipravky
(0). Patogenem inokulované varianty mezi sebou nem¢ly statisticky vyznamné rozdily (p=,20303).
Zdravotni stav rostlin byl hodnocen na stupnici 1 (nejlepsi) — 4 (nejhorsi).

pritomnost patogenu; LS Means
Current effect: F(1, 700)=11,101, p=,00091
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
22

21 ¢

20}

19 ¢

stupefi 1-4

1.8 F

1.7F

1.6

pfitomnost patogenu

Obrazek 15: Rozdil v hodnoceni zdravotniho stavu mezi variantou inokulovanou patogenem
V. longisporum (1) a variantou bez inokulace (0) bez ohledu na variantu oSetfeni.

Varianty, které byly oSetfeny pfipravky bez inokulace patogenu mély statisticky vyznamné
rozdily (p=,00833) ve zdravotnim stavu (Obrazek 16). Rozdily byly zaznamenany mezi variantami:
kontrola a Clonoplus, Gliorex, Hirundo, Polyversum, Serenade a Topsin; dale mezi Topsinem
a Prometheus; dale mezi Serenade a Prometheus; ddle mezi Prometheus a Clonoplus, Gliorex;
a mezi AGRA a Clonoplus.

Produkty Clonoplus, Polyversum a Serenade dosahly nejlepSich vysledkd, co se podpory

zdravotniho stavu tyce.
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produkt; LS Means
Current effect: F(9, 297)=2,5279, p=,00833
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obrazek 16: Rozdily v hodnoceni zdravotniho stavu mezi variantami bez inokulace patogenem
z lokality Cerveny Ujezd.

V polnim maloparcelkovém pokusu na lokalité CZU (Obrazek 17) nebyly zaznamenany
statisticky vyznamné rozdily (p=,34035) v hodnoceni zdravotniho stavu porostu mezi jednotlivymi
oSetfenimi.

produkt; LS Means
Current effect: F(9, 1459)=1,1264, p=,34035

Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obrazek 17: Rozdily v hodnoceni zdravotniho stavu mezi variantami z lokality CZU.
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4.5 Polni maloparcelkové pokusy 2019/20

Hodnoceni prezimovani rostlin fepky ozimé

V ramci pokusu byla hodnocena i schopnost pfezimovani rostlin po aplikaci produkti. Byl
spocitan pocet rostlin na 1 m? v podzimnim i jarnim obdobi a je uvedeno jako primér za lokalitu

(Tabulka 5). Jarni hodnoceni na lokalité Kujavy nebylo uskutecnéno kvuli epidemii Covid — 19.

Podzim Jaro
Chlumec nad Chlumec nad
varianta | Trutnov | Kujavy Cidlinou Trutnov | Kujavy Cidlinou o}
1 41,6| 533 28,4 33,7 X 25,7|36,54
2 41,21 49,3 30,8 36,3 X 23,7136,26
3 40,4 50,3 27,2 31 X 21(33,98
4 47,2 49,7 25,2 34 X 24,8136,18
5 38,4 53 30,8 32,7 X 26,7|36,32
6 40| 52,7 25,2 32,3 X 21134,24
7 43,2 51 25,2 32 X 24.7135,22
8 45,2 49 23,6 39,3 X 23,7136,16
9 47,2 543 26,8 34,7 X 23,3137,26
10 44,81 523 28,4 33,7 X 24,7136,78
11 50f 453 33,2 33 X 241 37,1
12 50| 49,7 27,6 30,3 X 24,3136,38
13 47,2 53 25,2 34,3 X 23136,54
14 52 41 23,2 32,7 X 22,3134,24
15 40,4 53 30,8 28,3 X 27,3135,96
16 49,2 43 29,2 39 X 25(37,08
17 42.8 49 28 31,3 X 23,7134,96
o 43,6 49 28 33,7 X 24,7

Tabulka 5: Podet rostlin 1m? podzim/jaro (primér ze 3 parcelek) s vyuzitim barevného $kalovani

(nejtmavsi=nejlepsi).
Rozdily mezi variantami bez ohledu na lokalitu nejsou nikterak vyznamné, veliké rozdily

byly v ramci jednotlivych lokalit a mezi lokalitami (hlavné v zalozeni porostu), coz se nasledné

odrazilo i na celkovém zdravotnim stavu porostu.
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Hodnoceni vyskytu patogenu v porostech v jednotlivych variantach

Na jednotlivych lokalitach byla zjistovana pfitomnost vyznamnych patogent stonku fepky
ozimé. Z lokality Chlumec nad Cidlinou (Tabulka 6) je uvedeno diivéjsi hodnoceni kvuli polehnuti
porostu, kdy bylo jesté brzy pozorovat nouzové dozravani (ND). Vyskyt L. maculans byl hodnocen
stupnici O (nejlepsi) — 4 (nejhorsi).

Chlumec nad Cidlinou
‘ L. maculans | B. cinerea S. sclerotiorum

variant index vyskytu | poCet rostlin | pocet rostlin b
1 1,88 0 2 X

2 1,84 0 1 X

3 1,83 0 0 X

4 2,04 0 1 X

5 1,82 0 5 X

6 1,75 0 2 X

7 1,43 1 0 X

8 1,82 0 0 X

9 1,59 0 4 X

10 1.9 0 1 X
11 1,8 0 1 X
12 2,09 0 0 X
13 2 1 0 X
14 1,85 0 3 X
15 1,87 0 2 X
16 1,72 0 0 X
17 2,08 1 3 X

Tabulka 6: Zavérecné hodnoceni chorob na stonku Chlumec nad Cidlinou s vyuzitim barevného

Skalovani (nejtmavsi=nejvice napadené) z 2 m.

Napadeni L. maculans na této lokalité bylo vyrazné. V hodnoceni zdravotniho stavu si velmi
dobte vedla kombinace biologického a chemického piipravku - varianta €. 7 (Integral Pro + BAS
3x). Nejlepsi zdravotni stav dosazeny s pouze biologickym osetfenim byl dosazen variantou €. 16

(Flora 3x). Vyskyt S. sclerotiorum a B. cinerea nebyl v tomto obdobi zatim nijak vyrazny.
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Na lokalité Trutnov (Tabulka 7) a Kujavy (Tabulka 8) doslo k hodnoceni vyskytu chorob

v porostu tésné pred sklizni.

‘ Trutnov
varianta
L. maculans |B. cinerea' S. sclerotiqrum ND
index vyskytu | pocet rostlin [ pocet rostlin

1 0,92 0 8 19
2 0,85 0 3 6

3 0,87 0 11 13
4 0,75 1 6 25
5 0,8 0 10 16
6 0,89 0 8 12
7 0,65 0 0 11
8 0,83 0 6 15
9 0,83 0 13 23
10 0,97 0 15 24
11 0,81 0 12 15
12 1,1 0 8 20
13 0,77 0 4 12
14 0,85 0 11 17
15 0,61 0 11 10
16 0,83 0 8 11
17 0,92 1 10 15

Tabulka 7 :Zavérecné hodnoceni chorob na stonku Trutnov svyuzitim barevného Skalovani

(nejtmavsi=nejvice napadené) z 2 m>.

Vyskyt patogenu L. maculans byl na lokalit¢é Trutnov nejnizsi ze tfi lokalit pokusu.
Nejlepsich vysledkti v hodnoceni zdravotniho stavu dosahla varianta ¢. 15 - bio stimulanty na
podporu rastu (ALBIT + ALBIT Max 3x + CARBON Si 2x). Dobrého vysledku dosahla i na této
lokalité varianta ¢. 7 (Integral Pro + BAS 3x).

Proti patogenu S. sclerotiorum se jako u¢inna ukazala opét varianta ¢. 7 (Integral Pro + BAS
3x). Dobrych vysledka dosahly i varianty ¢. 2 - kombinace biologického a chemického pfipravku

(Contans + Serenade + Propulse) a ¢. 13 (v pfipadé lokality Trutnov — Prometheus 3x).
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Na problematiku nouzového dozravani je nejucinngjsi varianta ¢. 2 (Contans + Serenade +
Propulse). Nejmensiho vyskytu patogenu po oSetfeni Cisté biologickymi produkty bylo dosazenu
u varianty ¢. 15 (ALBIT + ALBIT Max 3x + CARBON Si 2x).

Vyskyt patogenu B. cinerea v porostu byl zanedbatelny.

Kujavy
varianta L. maculans | B. cinerea S. sclerotiorum
index vyskytu [pocet rostlin [ pocet rostlin AD
1 1,49 1 12 10
2 0,99 0 6 4
3 1,33 2 6 9
4 1,46 0 5 6
5 2,15 0 3 19
6 1,48 1 3 6
7 0,97 0 0 2
8 1,7 0 2 14
9 1,65 0 5 10
10 1,65 0 7 22
11 1,43 0 6 10
12 1,74 0 7 5
13 1,14 0 10 6
14 1,53 0 5 8
15 1,57 0 3 11
16 1.9 0 5 10
17 1,85 0 4 12

Tabulka 8: ZavéreCné hodnoceni chorob na stonku Kujavy svyuzitim barevného Skalovani

(nejtmavsi=nejvice napadené) z 2m>.
Proti patogenu L. maculans nejlepSich vysledkii v hodnoceni zdravotniho stavu dosahly
varianty ¢. 2 (Contans + Serenade + Propulse) a ¢. 7 (Integral Pro + BAS 3x). Nejlepsich vysledka

po ciste biologickém oSetieni dosahla varianta €. 13 (v ptipadé lokality Kujavy — Hirundo 3x).
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Proti patogenu S. sclerotiorum se jako u¢inna ukazala opét varianta ¢. 7 (Integral Pro + BAS
3x), kdy opét nebyl zadny vyskyt patogenu, stejné jako na lokalité Trutnov. Nejnizsiho vyskytu
patogenu po Cisté biologickém oSetfeni bylo dosazeno ve variantach ¢. 5 (Polyversum na podzim),
€. 6 (Polyversum pii seti) a €. 15 (ALBIT + ALBIT Max 3x + CARBON Si 2x).

Na problematiku nouzového dozravani je nejucinngjsi varianta ¢. 7 (Integral Pro + BAS 3x)
a opét varianta ¢. 2 (Contans + Serenade + Propulse). NejlepSich vysledkti pifi pouziti Cisté
biologické ochrany v ptipad€ nouzového dozravani bylo dosazeno ve variantach ¢. 4 (Polyversum
mofteni + na podzim), ¢.6 (Polyversum pfi seti) a €. 13 (Hirundo 3x).

Vyskyt patogenu B. cinerea v porostu byl zanedbatelny.

Hodnoceni vynosovych prvku na jednotlivych variantach - Vynos

Jednotlivé stanice provedly hodnoceni vynosu (Tabulka 9). Nejlepsiho vynosu bylo
dosazeno na lokalit¢ Chlumec nad Cidlinou, coz bylo neofekavané vzhledem ke
Spatnému zdravotnimu stavu porostu a naslednému polehnuti. Statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi variantami bez ohledu na lokalitu nebyly zjiStény (p=,99848) ovSem mezi lokalitami

bez ohledu na variantu statisticky vyznamné rozdily existuji (p=,0000).

varianta | Trutnov | % gﬂﬁﬁfﬁ nad % Kujavy |%

1 5,57 103,92 |5,83 110,42 14,05 108,29
2 5,83 108,77 | 6,24 118,18 4,43 118,45
3 5,57 103,92 |5,73 108,52 14,09 109,36
4 5,68 105,97 |5,99 113,45 14,1 109,63
5 5,53 103,17 |5,7 107,95 14,06 108,56
6 5,65 105,41 |5,29 100,19 (4,14 110,7
7 5,88 109,7 6,13 116,10 | 4,42 118,18
8 5,51 102,8 5,77 109,28 14,13 110,43
9 5,51 102,8 5,82 110,23 4,04 108,02
10 5,48 102,24 |5,72 108,33 |3,87 103,48
11 5,61 104,66 |6,29 119,13 | 3,84 102,67
12 5,62 104,85 |5,72 108,33 14,02 107,49
13 5,83 108,77 |6,27 118,75 |4 106,95
14 5,35 99,81 6,15 116,48 | 3,79 101,34
15 5,49 102,43 |6,1 115,53 | 3,93 105,08
16 5,55 103,54 |5.,82 110,23 4,07 108,82
17 5,36 5,28 3,74

o 5,59 5,87 4,04

Tabulka 9: Vynos na lokalitach pii 8 % vlhkosti, vyjadieno v % vuci kontrole (100 %) s vyuzitim

barevného skalovani (nejtmavsi=nejlepsi).
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Procentualni vyjadieni bylo pouzito k sledovani vynosové nejlepsich variant celého pokusu
bez ohledu na lokalitu (p=,0000). Nejlepsiho vysledku dosahla varianta ¢. 2 (115,87 %), ¢. 7
(115,55 %), & 13 (110,27 %).

Na lokalit¢ Trutnoveé nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi variantami
(p=,13245). Ovsem rozdil mezi vynosové nejvykonnéjsi variantou a nejméné vykonnou variantou je
9,89 %, coz v zemédelské praxi predstavuje jiz vyznamny, hlavné ekonomicky, rozdil. NejlepSich
vynosovych vysledkt (o0 9,7 % vyssi nez kontrola) na lokalité dosahla varianta ¢. 7 (Integral Pro +
BAS 3x), tedy kombinace biologické a chemické ochrany. Vynosové nejlepsi Cisté biologicka

varianta je ¢. 13 (Prometheus), ktera oproti kontrole méla vynos vyssi o 8,77 %.

Na lokalit¢ Chlumec nad Cidlinou (Obrazek 18) jsou statisticky vyznamné rozdily ve

vynosu (p=,00866) mezi variantami.

varianta; LS Means Chlumec nad Cidlinou
Current effect: F(16, 38)=2,5656, p=,00866
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obrazek 18: Rozdily v hodnoceni vynosu pti 8% vlhkosti mezi variantami z lokality Chlumec nad
Cidlinou.
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Statisticky vyznamné rozdily byly zaznamenany mezi variantami: ¢. 1 (Contans pfed setim)
a ¢. 6 (Polyversum pfi seti), ¢. 17 (kontrola); dale mezi variantami ¢. 2 (Contans + Serenade +
Propulse) a ¢. 3 (Polyversum mofeni), ¢. 5 (Polyversum na podzim), ¢. 6 (Polyversum pii seti),
¢. 10 (TS Silos), ¢. 12 (Polyversum + Tonivit), ¢. 17; mezi variantami ¢. 4 (Polyversum mofteni + na
podzim) a €. 6 (Polyversum pfi seti), ¢. 17; mezi variantami ¢. 5 (Polyversum na podzim) a €. 2,
¢. 11 (Xilon), ¢. 13 (Hirundo 3x); mezi variantami ¢. 6 (Polyversum pii seti) a¢. 1, ¢. 2, ¢. 4, €. 7
(Integral Pro + BAS 3x), ¢. 11 (Xilon), ¢. 13 (Hirundo 3x), ¢. 14 (ALBIT + ALBIT Max 3x +
FUMAG 6NK-SB 2x), ¢. 15 (ALBIT + ALBIT Max 3x + CARBON Si 2x); mezi variantami ¢. 7 a
¢. 6, €. 17; mezi variantami ¢. 10 (TS Silos) a ¢. 2, ¢. 11 (Xilon); variantami ¢. 11 (Xilon) a €. 5,
€. 6, ¢. 10, €. 12 (Polyversum + Tonivit), ¢. 17; a také mezi variantami ¢. 17 a ¢. 13, €. 14, €. 15.

Dle procentualniho vyjadreni je rozdil mezi vynosové nejlepsi a nejhorsi variantou 19,13 %.

Nejlepsiho vysledku v hodnoceni vynosu dosahla varianta ¢. 11, pfipravek Xilon.

Na lokalité¢ Kujavy (Obrazek 19) jsou statisticky vyznamné rozdily ve vynosu (p=,00022)

mezi variantami.

varianta; LS Means Kujavy
Current effect: F(16, 97)=3,1779, p=,00022
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obrazek 19: Rozdily v hodnoceni vynosu pii 8% vlhkosti mezi variantami z lokality Kujavy.
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Statisticky vyznamné rozdily byly zaznamenany mezi variantami: ¢. 2 (Contans + Serenade
+ Propulse) a vSemi variantami pokusu kromé ¢. 7 (Integral Pro + BAS 3x); mezi variantami ¢. 7
(Integral Pro + BAS 3x) a vS§emi variantami krome ¢. 2, ¢. 4 (Polyversum mofeni + na podzim), ¢. 6
(Polyversum pii seti), ¢. 8 (Topsin na podzim); mezi variantami ¢. 1 (Contans pied setim) a €. 2,
¢. 7, €. 17 (kontrola); mezi variantami €. 3 (Polyversum mofteni) a ¢. 2, €. 7, €. 17 (kontrola); mezi
variantami ¢. 4 (Polyversum mofeni + na podzim) a ¢. 2, €. 17 (kontrola); mezi variantami ¢. 5
(Polyversum na podzim) a €. 2, ¢. 7; mezi variantami ¢. 6 a ¢. 2, €. 14 (ALBIT + ALBIT Max 3x +
FUMAG 6NK-SB 2x), ¢. 17 (kontrola); a také mezi variantami ¢. 8 (Topsin na podzim) a ¢. 2, €. 14
(ALBIT + ALBIT Max 3x + FUMAG 6NK-SB 2x), ¢. 17 (kontrola).

Dle procentualniho vyjadieni je rozdil mezi vynosoveé nejlepsi a nejhorsi variantou 18,45 %.
Nejlepsiho vysledku v hodnoceni vynosu dosahla varianta ¢. 2, nejlépe vynosové hodnocena

varianta s Cisté biologickym oSetienim je varianta ¢. 6.

Olejnatost a HTS

Na lokalité Trutnov byla hodnocena olejnatost a HTS (hmotnost tisice semen) ve tifech
opakovanich pokusu, na lokalit¢ Chlumec nad Cidlinou byly ziskdny hodnoty olejnatosti a HTS
z jednoho opakovani (Tabulka 10). Vysledky byly vyjadieny v % vuci kontrole (100 %).

lokalita Trutnov Chlumec nad Cidlinou
) HTS olejnatost HTS olejnatost

varianta % % % %
1 4,47 104,44 41,7 101,29 4,04 103,06| 40,87 101,59
2 4,65 108,64 43,13 104,76 4,17 106,38| 41,33 102,73
3 4,43 103,5 41,8 101,53 4,14 105,61 41,16 102,31
4 4,35 101,64 41,9 101,77 4 102,04| 40,67 101,09
5 4,3 100,47| 41,23 100,15 3,97 101,28 41,23 102,49
6 4,26 99,53| 41,47 100,73 4,08 104,08 41,6 103,41
7 4,51 105,37| 42,87 104,13 4,02 102,55 40,95 101,79
8 4,31 100,7 41 99,59 3,9 99,49 40,23 100
9 4.4 102,8( 40,97 99,51 4,08 104,08| 40,68 101,12
10 4,28 100 41,03 99,66 4,09 104,34 40,63 100,99
11 4,47 104,44 41,37 100,49 3,96 101,02 39,93 99,25
12 4,35 101,64| 41,43 100,63| 3,91 99,74| 40,66 101,07
13 4,35 101,64| 41,57 100,97| 4,01 102,3 40,7 101,17
14 4,39 102,57 40,9 99,34 3,85 98,21 40,38 100,37
15 4,21 98,36 41,53 100,87 3,91 99,74 40,96 101,81
16 4,38 102,34 41,73 101,36 3,88 98,98| 40,56 100,82
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| 17 | 4.28] | 41,17 | 39| | 40,23
Tabulka 10: Olejnatost a HTS na lokalité Trutnov a Chlumec nad Cidlinou, vyjadieno v % vuci
kontrole (100 %) s vyuzitim barevného Skalovani (nejtmavsi=nejlepsi).

V Chlumci nad Cidlinou nelze provést statisticka hodnoceni, ale je mozné uvést varianty,
které byly v prvnim opakovani nadprameérné, co se olejnatosti a HTS tycCe. Nejvyssi olejnatost byla
dosazena na varianté €. 6 (Polyversum pii seti) srozdilem proti nejhor§i varianté 4,16 %.
Nejvyssiho HTS bylo dosazeno na varianté ¢. 2 (Contans + Serenade + Propulse) s rozdilem oproti

nejhorsi varianté 8,17 %.

Na lokalité Trutnov (Obrazek 20) jsou statisticky vyznamné rozdily v olejnatosti (p=,00079)

mezi variantami.

varianta; LS Means Trutnov
Current effect: F(16, 34)=3,6231, p=,00079
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obrazek 20: Rozdily v hodnoceni olejnatosti mezi variantami z lokality Trutnov.

Statisticky vyznamné rozdily byly zaznamenany mezi variantami: ¢. 2 (Contans + Serenade
+ Propulse) a vSemi variantami pokusu krome €. 7 (Integral Pro + BAS 3x); mezi variantami ¢. 7

(Integral Pro + BAS 3x) a vSemi variantami kromé €. 2; a také mezi variantami €. 4 (Polyversum
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mofeni + na podzim) a €. 2, €. 7, €. 9 (Topsin na jafe), ¢. 14 (ALBIT + ALBIT Max 3x + FUMAG
6NK-SB 2x).

Dle procentualniho vyjadreni je rozdil mezi vynosove nejlepsi a nejhorsi variantou 5,42 %.
Nejlepsiho vysledku dosahly varianty €. 2 a ¢. 7, nejlépe vynosové hodnocena varianta s Cisté

biologickym oSetfenim je varianta €. 4 (Polyversum mofeni + na podzim).

Na lokalité Trutnov (Obrazek 21) jsou statisticky vyznamné rozdily v HTS (p=,00479) mezi

variantami.

varianta; LS Means Trutnov
Current effect: F(16, 34)=2,8704, p=,00479
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obrazek 21: Rozdily v hodnoceni HTS mezi variantami z lokality Trutnov.

Statisticky vyznamné rozdily byly zaznamenany mezi variantami: ¢. 1 (Contans pred setim)

a ¢. 6 (Polyversum pii seti), ¢. 10 (TS Silos), ¢. 15 (ALBIT + ALBIT Max 3x + CARBON Si 2x),

(@8

. 17 (kontrola); mezi variantami ¢. 2 (Contans + Serenade + Propulse) a vSemi variantami kromé

(@8

.1, ¢. 7 (Integral Pro + BAS 3x), ¢. 11 (Xilon); mezi variantami ¢. 3 (Polyversum moteni) a ¢. 2,
¢. 15, mezi variantami €. 4 a €. 2; mezi variantami ¢. 5 (Polyversum na podzim) a €. 2, ¢. 7 (Integral
Pro + BAS 3x); mezi variantami €. 6 (Polyversum pii seti) a €. 1, €. 2, €. 7 (Integral Pro + BAS 3x),
¢. 11 (Xilon); mezi variantami ¢. 7 a €. 5, €. 6, €. 8 (Topsin na podzim), €. 10 (TS Silos), €. 15, ¢. 17
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(kontrola); mezi variantami €. 8 a €. 2, €. 7, mezi variantami €. 9 (Topsin na jafe) a €. 2, €. 15; mezi
variantami €. 10 (TS Silos) a¢. 1, €. 2, €. 7, €. 11 (Xilon); a také mezi variantami ¢. 11 a €. 6, €. 10,
¢. 15 (ALBIT + ALBIT Max 3x + CARBON Si 2x), ¢. 17 (kontrola).
Dle procentualniho vyjadfeni je rozdil mezi vynosové nejlepsi a nejhorsi variantou 10,28 %.
Nejlepsiho vysledku dosahla varianta €. 2, nejlépe vynosové hodnocena varianta s Cisté

biologickym oSetfenim jsou varianty ¢. 1 (Contans pred setim) a ¢. 11 (Xilon).

Pomér zelenych a suchych stonkt na strnisti

Na variantach ¢. 2 (Contans + Serenade + Propulse) a ¢. 7 (Integral Pro + BAS 3x) byl
zaznamenan nejlepsi procentualni pomér zelenych stonki vic¢i suchym na parcelce na vsech
lokalitach (Tabulka 11). U obou variant byla zaznamenana pfitomnost patogenu v porostech.
Zaroven lokalita Kujavy, méla jeden pozitivni nalez patogenu V. longisporum (Obrazek 25)
a poméry zelenych stonka vici suchym jsou velmi nizké ve srovnani s lokalitou Trutnov (Obrazek

24), kde byly nalezy patogenu na pozemku v rozmezi 0 az 10,

Trutnov Chlumec n. | Kujavy
(%) C. (%) (%)
1 39,37 13,46 14,08
2 69,43 21,26 34,52
3 33,80 12,98 16,87
4 37,18 16,82 12,50
5 40,00 10,57 23,29
6 33,08 8,77 16,67
7 67,94 21,10 29,79
8 49,66 9,01 12,66
9 48,92 12,98 16,67
10 36,59 14,29 12,68
11 37,68 8,49 6,76
12 36,80 10,71 22,06
13 50,00 14,95 16,36
14 44,53 10,47 20,24
15 46,11 11,63 28,05
16 38,73 7,88 14,52
17 39,24 6,86 20,00
2 44,06 12,48 18,69

Tabulka 11: Pomér zelenych vici suchym stonkiim na strnisti. Uvedeno v % zastoupeni zelenych
stonkl (nejtmavsi=nejlepsi).
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Diagnostické hodnoceni pfitomnosti patogenu V. longisporum

Obsah patogenu V. longisporum nevykazal statisticky vyznamné rozdily mezi variantami

bez ohledu na lokalitu (p=,65851). Ani rozdily v obsahu patogenu mezi jednotlivymi lokalitami bez

ohledu na variantu nebyly statisticky vyznamné (p=,11721). Na lokalit¢ Chlumec nad Cidlinou

(p=,43665) a Trutnov (p=,60611) nebyly statisticky vyznamné rozdily mezi variantami. Na lokalité

Kuyjavy byl pouze jeden nélez patogenu V. longisporum.

I kdyz nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily, rozmezi vyskytu patogenu se

pohybovalo od 0 do 10* a nalezy byly riizné rozmistény po pokusném pozemku (Obrazky 23, 24

a25).
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Obrazek 22: Rozlozeni patogenu V. longisporum (g) v rostlinném materialu (0,1 g) na pokusném

pozemku v Chlumci nad Cidlinou s vyuzitim barevného skalovani (nejtmavsi=nejvice napadeng).
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Obrazek 23: Rozlozeni patogenu V. longisporum (g) v rostlinném materialu (0,1 g) na pokusném

pozemku v Trutnové s vyuzitim barevného Skalovani (nejtmavsi=nejvice napadené).

8,92E-07]




8(11| 7{x |14 2 3[x 1
0l 0] O of O 0|x 0
5( 9]15(x |10|12]|16|17|x 6[x 13| 4
0l 0] O Of O] O] O]x 0|x ol O
13| 7| 11|x 9|12 2 x |15
Of O] O|x | O] O 0 Ofx 0
3( 14| 17| 5|x 8 1 |10 16| 4|x 6
Ol O] O] O|]x | O] O 0 0 Ofx 0
17|x [16{x |x [x |x |15]14 13| 12|x |11
O[x | O]x 0| 0]9,04E-07| O|x 0
1 2 3| 4] 5| 6] 7|x 8| 9(10
0 0 0| O] O] O] OJx Of O] O

Obrazek 24: Rozlozeni patogenu V. longisporum (g) v rostlinném materialu (0,1 g) na pokusném
pozemku v Kujavach s vyuzitim barevného skalovani (nejtmavsi=nejvice napadené).
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5 Diskuze

5.1 In vitro testovani

Rizné slouceniny, enzymy a metabolity, jsou produkovany in situ v nizkych koncentracich,
potencial mikroorganismu produkovat takové slouCeniny in vitro nemusi nutné korelovat s jejich
in situ antagonismem. Produkce sekundarnich metaboliti zavisi na koncentraci zivin a sloZeni
zvoleného média (Ko6hl a kol., 2019). Bézna zivna média jsou piiblizné 100krat bohat$i na ziviny ve
srovnani s rhizosférou a objemné pudy jsou jest€ mnohem méné€ bohaté na ziviny (Lugtenberg
akol., 2017). V dusledku toho jsou mnozstvi sekundarnich metaboliti v systémech in vitro
mnohem vyS§i nez na pfirozenych stanovistich. Kromé& toho jsou agarovd média nebo kapalna
média idealni pro difuzi, coz neni piipad biotopt, jako je ptida nebo povrchy listi (Knudsen a kol.,

1997).

Vétsina dosud testovanych MBCA vykazuje in vitro antagonismus proti Verticillium spp.,
ale mozna antibidza in situ nebyla prokazana. In vitro testovani proti Verticillium spp. vétSinou
nekoreluje s aktivitou biologické kontroly u rostlin in situ (Deketelaere a kol., 2017). Nekolik studii
prokazalo, ze antagonismus in vitro nepfedpovida antagonismus v polnich situacich (Knudsen
akol., 1997). Toto tvrzeni nelze vyvratit i na zakladé vysledkt dosazenych v predlozenych
testovanich:

U bioproduktu Xilon (Trichoderma asperellum T34) bylo v in vitro podminkach dosazeno
100% inhibice patogenu V. longisporum, ve sklenikovych pokusech nebyla také zaznamenana
zadna pritomnost patogenu, ale polnich maloparcelkovych pokusech byly nalezy patogenu na dvou
lokalitach, ve 3 riznych opakovanich. U bioproduktu Contans (Coniothyrium minitans NOC/M/91-
08) bylo taktéz dosazeno 100% inhibice v in vitro 1 sklenikovych pokusech, nasledné v polnich

pokusech byla zaznamenana pritomnost patogenu na dvou lokalitach, ve 4 riznych opakovanich.

Mezi nejvice prozkoumané potencionalni MCBAs, které vykazuji schopnosti inhibice
in vitro, patfi organismy z rodu Trihoderma a Clonostachys (Kohl a kol., 2019), které byly téz

zatazeny do in vitro pokust a dosahovaly v in vitro pokusech 100% inhibice patogenu.

5.2 Sklenikové pokusy

Z vysledka sklenikového experimentu 2019/20 lze usuzovat, ze odriida ma silny vliv na
chovani patogenu V. longisporum. Na odrudé€ Inspiration byl zjistén patogen ve vzorcich kontrolni
varianty, ale nebyly pozitivni vzorky na variantach s bioprodukty Contans, Clonoplus, Xilon

a Prometheus. U odrudy Croquette nebyl v kontrole zjiSténa pfitomnost patogenu, stejné tak
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u variant s bioprodukty Contans, Gliorex, Xilon a Polyversum. V nékolika pokusech bylo ovéreno,
ze u kultivara B. napus existuji rizné stupné rezistence vuci V. longisporum (Lopisso a kol., 2017,

Depotter a kol., 2017).

V polnich podminkach se infekce objevuje jiz na podzim (Zeise a Seidel, 1990), iniciovana
kotenovymi exsudaty z hostitelskych rostlin, mikrosklerocia kli¢i, tvoii hyfy, které se pfichyti na
povrch kofene a infikuji rostlinu (Mol, 1995).

V kontrolovanych podminkach je mozné vidét po 21 dnech od inokulace typické piiznaky
jako je zpomaleni rustu a Castecné zloutnuti (az béleni) listd (Obrazek 6). Prinik houby do kofene
rostliny je mozné detekovat 60 hodin po inokulaci (Zheng a kol., 2019). Béhem staze na Georg-
August-Universitit Gottingen byly pofizeny snimky z konfokalniho mikroskopu (Obrazek 26),
které byly pozd€ji vydany (Vega-Marin a Tiedemann, 2023), kde je jasné viditelné prorustani
mycelia patogenu mladou rostlinou 3 dny po inokulaci patogenem. Na zakladé tohoto zjisténi 1ze
predpokladat, ze hlavni ochrana proti V. longisporum musi byt provedena nejlépe pred zalozenim
porostu (popf. pfi zalozeni porostu), aby se omezil vyskyt patogenu, jelikoz vstup patogenu do

rostlin je velmi rychly a pozdé&jsi zasahy nezabrani patogenu v infikaci rostlin.

Obrazek 25: Rust hyf VL43 v prodluzovaci zon€ kotene 3 dny po inokulaci. Hyfy (zelené) byly

obarveny Alexa Fluor a kofeny (Cerven€) propidium jodidem (Vega-Marin a Tiedemann, 2023).

Stanoveni hub z rodu Verticillium béhem vegetace je v polnich podminkach bez pouziti
molekularnich metod (real-time PCR) velmi obtizné (Verticillium spp. lze stanovit kvantifikaci
mnozstvi mikrosklerocii pfitomnych v subepidermalni tkani stonku, ale tuto metodu lze pouzit
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pouze v saprofytickém zivotnim stadiu patogenu) (Zeise, 1992). Metodu real-time PCR lze pouzit
k detekci houby v rostling jiz v rané fazi a beéhem jeji biotrofni zivotni faze (Knufer, 2011). Tato

skute¢nost byla potvrzena na rostlinach ve vyvojové fazi BBCH 14-16.

5.3 Polni maloparcelkové pokusy

V polnich maloparcelkovych pokusech byla otestovana cela tada pfipravkd na ochranu
rostlin a bioproduktd, které meély bud’to eliminovat/omezit vyskyt patogenu V. longisporum nebo
posilit rostlinu tak, aby byla i po napadeni patogenem vynosu schopna, jelikoz u¢inek MBCAs
podporujici rast rostlin mtze pusobit proti nepfiznivému acinku patogennich druht Verticillium na
vynos plodin (Deketelaere a kol., 2017).

Dunker a kol. (2008) piredpokladaji, ze teploty pudy a vzduchu mohou byt dilezitymi
proménnymi urcujicimi kolonizaci fepky ozimé patogenem na poli. Byl prokazan vyznamny narast
kolonizace fepky ozimé patogenem V. longisporum, kdyz byly teploty pudy zvysSeny o 1,6 resp.
3,2°C vzhledem k okolni teploté, coz ukazuje na vysSi zranitelnost na jafe zasetych plodin
rostoucich do teplejsiho obdobi (Siebold a Tiedemann, 2013). V ptedlozenych 2019/20 pokusech
obsah patogenu na jednotlivych variantach nedosahoval statisticky vyznamnych rozdila
a z Obrazkl 23, 24 a 25 je patrné nerovnomérné rozlozZeni patogenu na pozemku.

Vynosy na jednotlivych lokalitach v pokusech 2019/20 vykazuji statisticky vyznamné
rozdily. Depotter a kol. (2019) uvadeji, ze V. longisporum pravdépodobné trvale neovliviiuje vynos
fepky olejky, a to i pres vyskyt hojnych ptiznaki onemocnéni. Pravdepodobnost infekce zalezi na
mnozstvi inokula v pudé€ a pocasi v sezon€. Statistické rozdily ve vynosu lze prisoudit aplikacim

jednotlivych produktt, které mély vétsSinou pozitivni vliv na vynosové parametry (oproti kontrole).

Z obou rocnikti polnich maloparcelkovych pokust lze usoudit, Ze jednotlivé aplikace maji
prevazné pozitivni efekt na zdravotni stav rostlin a vyskyt patogenti na fepce ozimé. NejlepSich
vysledkt je dosazeno pii kombinaci chemické a biologické ochrany a to tak, ze biologicka ochrana
je aplikovana pred i pfi seti, aby bylo zamezeno mikrosklerociim v napadeni kofenového vlaseni.

U nékolika druha bakterii (napf. Bacillus spp., Pseudomonas spp.) a hub (napt. Pythium
oligandrum, Clonostachys spp., Trichoderma spp.) je pozorovan antagonisticky efekt viaci
V. longisporum, ktery ma za nasledek vyraznou redukci patogenu v pudé (Li a kol., 2007, Mercado
— Blanco a kol., 2004, Hanson, 2000). Dosazené vysledky z predlozenych pokust se shoduji se
zaveéry v literature, jelikoz bioprodukty zaloZzené na téchto organismech dosahly zlepSeni

zdravotniho stavu rostlin (proti kontrole).
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Pro vhodné pouziti biologické ochrany je nutné spravné urCeni Skadct a znalost jejich
bionomie (zplsob zivota a souziti organismu), dale znalost bionomie uZite¢nych organismdg,
pusobeni biologickych pfipravki a jejich vztahu ke skodlivym organismiim (Bagar, 2011). Jako je
mozné pozorovat na 4 variantach v polnich maloparcelkovych pokusech 2019/20, kde je pouzit
ptipravek Polyversum v raznych terminech aplikace za dosazeni jinych vynosovych hodnot
i rozdilnych stupna napadeni patogeny.

Pochopeni mechanismu u¢inku MBCA je zésadni pro dosazeni optimalni kontroly
onemocnéni. Je také dalezité porozumét zpusobu ucinku, aby bylo mozné charakterizovat mozna
rizika pro ¢lovéka nebo Zivotni prostiedi a rizika pro rozvoj rezistence via¢i MBCA (Kohl a kol.,
2019). Na zakladé téchto skuteCnosti se vyviji 1 nové podminky pro povolovani MBCA, které
vyjdou v platnost listopadu roku 2024, kde se v ramci registrace pifedpoklada dokazovani napt.

prave toho, Ze neni mozny vznik rezistence ¢i neni ohrozena bezpecnost lidi.
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6 Zavér

1) Byla potvrzena hypotéza, ze existuji mikroorganismy, které maji inhibi¢ni Gcinky na
rast/ patogenu V. longisporum a mohly by poslouzit jako mozny zptusob ochrany proti
tomuto patogenu v praxi. Dana hypotéza byla potvrzena vysledky pokust.

Na zakladé polnich pokust 2019/20 byl piipravek Contans registrovan pro pouZiti
v fepce olejce proti patogenu V. longisporum.

2) Byla potvrzena hypotéza, ze patogen V. longisporum napada kofenovy systém tepky
ozimé jiz v podzimnim obdobi, a ze pomoci diagnostické metody Real-Time PCR lze
urcit pfitomnost patogenu jiz u mladé rostliny v BBCH 14-16. Zaroven béhem studijniho
pobytu na Georg-August-Universitdt Gottingen byly ziskany snimky kofend mladych
rostlin (BBCH 12), které byly inokulovany patogenem V. longisporum. Po 3 dnech od
inokulace byly prifezy kofinku nasnimany konfokalnim mikroskopem, kde bylo

viditelné prorastani patogenu v pletivech (Obrazek 25).

Stanovené cile byly splnény.

Shrnuti

Testovani in vitro muze odhalit predispozice jednotlivych organismi jako potencionalné
mozné ucinné latky proti V. longisporum, ale ne vzdy musi odpovidat u¢innost in vitro G€innosti
in situ. Sklenikové a polni pokusy lépe odhali potencionalni vliv jednotlivych organismt proti
V. longisporum. Mikroorganismy i jiné biologické latky maji mnoho zpiisobu ucinkl, které maji
vliv na vynosové parametry. Vzhledem k dal§im restrikcim v oblasti konvencni fungicidni ochrany
je stale potieba testovat dal§i mozné potencionalni mikroorganismy, které jsou ucinné proti
patogentim, nejen proti rodu Verticillium.

V predlozenych polnich pokusech 2019/20 je demonstrovano, ze spojeni chemické
a biologické ochrany muze vést nejenom ke zlepSeni zdravotniho stavu porostu, ale také zvySeni

vynosovych prvka.
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8 Prilohy

Iniho maloparcelkového pokusu 2019/20

Zeni po

v

Metodika zalo

8.1

zadavatel

varianta /

termny aplikace

Agroprotec + Bayer

Polyversum

BASF

Sumi agro Czech

Trisol
1180 Kwizda

farm

Arysta

Monas

Albit + Klofa¢

Manetech

kontrola
Alicante

Chlumec 30.08.2019
Trutnov 29.08.2019
Kujavy 28.08.2019
Contans 2|Contans 2 Flora 3 V/ha,
kg/ha ve | kg/ha ve fedéni s vodou v
pred setim 3001 3001 X X X X X X X X X X X X X poméru 1:100 X
H20 H20 postiikem na
(50m2) | (50m2) pudu
Chlumec 31.08.2019
Trutnov 29.08.2019
Kujavy 28.08.2019
mofent X X Polyversum|Polyversum X X Integral X X TS Silos X X X ALBIT - 100 | ALBIT - 100 X X
5 gkg 5 g/kg Pro 1,6 It 23 Sl ml/t ml/t
pfi seti X X X X X Polyversum X X X X Xilon 10 X X X X X X
100g/ha kg/ha
Chlumec 11.10.2020
Trutnov 07.10.2019
Kujavy 02.10.2019
Polyversum 0,1 .
BBCH 14- 16 X X X Polyversum |Polyversum X Bl?li Z%O ST(;))PSSCI:NII\; X X X kg/ha + Tonivit Pr(l){nu::‘tll:[:l/s 1 ALBIT Max ALBIT Max Flora 3 l/ha, X
100 g/ha | 100 g/ha > : 1,0 Vha v tank- TM 120 ml/ha | T™M 120 ml/ha 1:100
Vha Vha k Vha
mixu
Chlumec 12.03.2020
Trutnov 18.03.2020
Kujavy 19.03.2020
ALBIT Max ALBIT Max
120 ml/ha + 120 ml/ha +
BBCH 30 X Se:e]/hnzde X X X X X X X X X X X listové hnojivo ~ [listové hnojivo ~ [x X
FUMAG 6NK - |CARBON Si
SB 4 kg/ha 0,5 - 11ha
Chlumec 16.03.2020 07.04.2020| 16.03.2020
Trutnov 11.04.2020
Kujavy 19.03.2020
BAS 750 TI?,[P;)? Hinmdof Flora 5 Vha
BBCH 32 11F - 1.0 X X X X Prometheus 1 X X ’ X
Vha SC. 14 Tha 1:100*
I/ha
Chlumec 24.04.2020
Trutnov 23.04.2020
Kujavy 24.04.2020
ALBIT Max + | ALBIT Max +
listové hnojivo | listové hnojivo
BBCH 61 - 63 X X X X X X X X X X X X X FUMAG 6NK -| CARBON Si X X
SB 4 kg/ha 0,5 - 1 l/ha
Chlumec 05.05.2020
Trutnov 07.05.2020
Kujavy 30.04.2020 04.05.2020) 30.04.2020
Propulse BAS 762 Hirundo/
BBCH 65 X X X X X 02F - 1,0 X X X X X Prometheus 1 X X X X
11/ha
Vha Vha
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8.4

EPPO
NCBI
MBCA
ISR
SAR
EK
EU
CR
PDA
PCR

SPZO
CzZU
HTS

Seznam zKkratek

Evropska a Stfredomoftska organizace na ochranu rostlin
Narodni centrum pro biotechnologické informace
Microbial biological control agents

indukovana rezistence

ziskana rezistence

Evropska Komise

Evropska Unie

Ceska Republika

bramborovo-dextrozovy agar

polymerazova fetézova reakce

part bazi

Svaz Péstitelt a Zpracovatelt Olejnin

Ceska zemédélska univerzita

Hmotnost tisice semen
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