CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju
katedra zahradnictvi

Opatreni ke snizeni ztrat zplisobenych vadnutim
vyvolanym houbou Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans u vybraného sortimentu brukvovité zeleniny

doktorska disertacni prace

Autor: Ing. Tomas Jelinek

Skolitel: doc. Ing. Martin Koudela, Ph.D.

Praha 2019



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou disertacni praci ,,Opatieni ke sniZeni ztrat zpisobenych vadnutim
vyvolanym houbou Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans u vybraného sortimentu
brukvovité zeleniny*‘ jsem vypracoval samostatn¢ pod vedenim Skolitele a s pouzitim odborné
literatury a dalSich citovanych zdroju, které jsou uvedeny v kapitole 8 Seznam pouzité
literatury. Dale jako autor prohlasuji, Ze jsem s jejim vytvofenim neporusil autorskd prava

tfetich osob.

V Praze, dne

Ing. Tomas Jelinek



Podékovani

Touto cestou bych rad podékoval svému skoliteli doc. Ing. Martin Koudela, Ph.D. za vedeni
své disertacni prace, podporu a odborny dohled. Mé podé€kovani patii vSem, kteti mi byli
napomoci pfi  tvorbé prace, cClenim katedry zahradnictvi, spolupracovnikiim

z Mikrobiologického ustavu AV a Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v Praze Ruzyni.



L VOt e et a et sttt st ses st sasa et s e sanens 8
2 Cile a hypotézy disertalini PraCe .....ccceieceeeiiirieiiriecreeeeste e e cee e e see e e stne e ee e e e aeeseaeeseneeenans 9
I 1 0= =14 0V o] (=] 1 [T PO USROS 10
3.1 Brukvovitd ZeIeNINA ....cc.eiiiieieee e e 10
3.1.1 Zeli RIAVKOVE ...ttt ettt saee e 10
3.1.2 AU S A - s 11
3.1.3 KVBTAK ..ttt e 11
3.14 BrOKOIICE ..ttt 12
3.15 KeAIUDEN. ... 12
3.1.6 Pekingskeé @ CINSKE ZlH......ccuueeiieiiiie e 13
3.1.7 [T 0 I =] £ SV ST 13
3.1.8  REAKVIEKA .. ceueeercieseireeee ettt 13
3.1.9  REOKEV SETA ..ueeveicecectete ettt sttt sttt et snas 14
3.1.10 Méneé znama brukvovitd zelenina ........cceceerieriiireee s 14
3.1.11  Choroby a sktdci brukvovité zeleniny.........ccccoocveeeieeiiiee e 15
3.2 FUSQIIUM OXYSPOIUIM c..ceieiieetee e e ettt e e e e e sttt e e e e e s esaabsbaeeeeeeeeseaanbsaaeeaaaesans 17
3.2.1 Vliv teploty na Fusarium OXYSPOIUM ...........uveeeeeeeeeieecirveeeeeeeeeeeccinrrereeeeeeenenanns 19
3.2.2 VIiv pH Na FUSAriUm OXYSPOIUM .........ccceccereiieeeeeeeeieciiieeeee e e e s eseiivereeeaseeeeeeanes 20
3.2.3 Fusarium oxysporum f.sp. CONGIUtINGNS............ccccevvveeiieeeeieeiiirreeeeee e, 21
3.3 MozZnosti ochrany proti FUSQrium OXySPOrum ..........ccccceeeecueeeeeiiiueeeeniiieeesniieeesenans 22
33.1 Preventivni OPatleNI. ..ot e e 22
3.3.2 Chemickd OChIanNa .....coc.eiiiii e 23
3.3.3 REZISTENTNT OAIUAY ..evvveiieeiieee ettt e eeaaeee s 23
3.34 035etfeni 0ZONEM (O3)..cciivcciiiiiieiee e e e e s e s s earbreeeeas 24
3.4  Interakce vybranych mikroorganismu a Fusarium oxysporum ..............ccccccevueeeenne. 25
3.4.1 THICROTBIINGA SP.cvveeeeeitrieeeee ettt ee e e e e e e e e e ssabreeeeeeeeesesastreeeeeaeeeens 25
3.4.2 Pythium Oligandrum ................ooeeeeeoeccciiieeee ettt e e e 28
3.4.3 Nepatogenni kmeny FUSArium OXYSPOIUIM .........eeeeeeeeeeeeiiiveereeeeeeeeesiireeeeeeeeeens 29
344 PS@UAOMONGS SP..uuvveeeieiiieeeeiiiiee ettt e sttt e s st e e e s sbae e s s tae e e s s sabae e e e sbbaeessnanees 30
3.4.5 BACIITUS SP. coeeeeieeiieeeeie ettt eeceer e e e s s e abaar e e e e e eesesbabaereeeeessenanssreaees 32



3.5 Metody detekce patogennich mikroorganismu..........cccecueeivieeniieeniieeniieenee e, 34

35.1 ELISA ettt s e e ne e e n e nneeereen 34
3.5.2 Polymerazova retézovd reakce (PCR).....cceeecieeeiiee e 35
353 RT=PCR ettt sttt s e e e s e b e e sar e e sne e s b e e sneeearees 36
3.54 LAMP ettt sttt h e st e bt e bt eshe e et e e nateebeeeateereas 36
4 Material @ MELOAY .....coii it e e e e et e e e e e rne e e e e aneee e e ennnas 38
.1 MATEIIAL e et 38
4.1.1 o L0 =<1 o T 38
4.1.2 [V 1o o g2 T a1 1 5 1} VPSR 38
4.1.3 ROSEINNY MAteridl ......veeeeieee e e e 39
4.1.4 SUDSEIAT .ttt sttt st et e be e 39
4.1.5 PESTEDNT MEAIUM ..o e 39
4.2 KUltivace PatOBENQA ... ..ciiiiiiiieeieiee e ee e 40

4.3  Metodika zaloZeni experimentu s hodnocenim vlivu teploty na rlst patogena
(VA o JoTe [0 a110] ol a WAV 17 Y 1 o RSP 40

4.4  Metodika experimentu s hodnocenim vlivu teploty na infekci rostlin zeli

hlavkového z inokulovaného SUDSTrAtU ..........cooiiiiiiiiiiiie e 40
441 Tvorba inokula a inokulace sUbSTrAtU ........coocveeiiiiiiiieeee 40
4.4.2 PEstebni POAMINKY ......uueiiieieee e 40
4.43 HOOANOCENT ..o 41
4.4.4 ANAIYZA PCR ..ottt e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e s nbarreeeeeeeeennnnnes 42
4.4.5 Statistické VYhodNOCEN .......vvvieeieiieee e 42

4.5 Metodika Upravy pH a hodnoceni eXperimentu ......ccccceveeeeeieciiireeeeeeee e, 42
4.5.1 TURE MEIUM ..ttt e 42
4.5.2 TeKULE MEIUM ..o 42
4.5.3 Statistické VYhodNOCENI .......uvviieieiiieee e 43

4.6  Miskové experimenty s antagonistickymi mikroorganismy.........ccccceeevevvcirnveenneeenn. 43

4.7  OSetfeni osiva antagonistickymi mikroorganismy ..........ccccovcieeiiniiieeeniiieeecnieeenn 43
471 ROSEIINNY MATEIIAl .. e e e 43
4.7.1 Vytvoreni suspenze antagonisty a oSetfeni 0Siva .......ccccceeeeeieccciiiieeeee e, 44
4.7.2 Statistické VYhOANOCNENT ..coceeiiieiciee e 44

4.8 Metodika 0Setreni 0ZONEmM (O3)...ciiiiiiciiiiieiieee et s e e e e 44



oAV L (=T |4 RSO USRRRROPRR 45

5.1  Vliv teploty na rlst mycelia Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans v in vitro....... 45
51.1 RASA 1 e e e e e 45
5.1.2 RASA 2 i 46

5.2 Vliv teploty na infekci rostlin zeli hlavkového z inokulovaného substratu.............. a7
5.2.1 Odrida 'PoOUroVO POZANI" .......uvieeeciiee et e 47
5.2.2 Odrlida 'ZEUS' ...t 48
5.2.3 (0o ¥ Lo - T =T - SRS 48

5.24 Porovnani odrad z hlediska citlivosti k fuzariovému vadnuti v riiznych

teplotnich POAMINKACK .......oiiieee e e e are e e e e 49
5.3  Vliv pH na rUst mycelia Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans.................ccc........ 53
531 RASA L et e e e s e e e e e e as 53
5.3.2 RASE 2 it 54

5.4  Hodnoceni vlivu antagonistického vztahu mikroorganism( na Fusarium oxysporum

£.5P. €oONGIULINANS TASA L.... .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnrraaees 57
541 BaAKEEIIE .ttt 57
5.4.2 [ Lo TU ] <1 SRR 58

5.5 Hodnoceni vlivu antagonistického vztahu mikroorganism( a Fusarium oxysporum

F.5P. CONGIULINANS TASA 2.t e e e e e st e e e e e e e s enab e e e e e e e e e e sesnnrsanees 59
5.6  OSetreni osiva antagonistickymi mikroorganismy ........cccccceveeevvveeeee e iccccinneeeeeeeenn, 60
5.7 OSetreni OZONEM ..coiiiiiiieee et s 61
5.8  Ekonomické zhodnoceni vyuZiti antagonistickych mikroorganismd ....................... 63
B DISKUZE ..ottt st st et e e b e sar e s ne et e e naeenane e 65
6.1  Vliv teploty na intenzitu fusariového vadnuti u zeli hlavkového.............ccccocveeenne. 65
6.2  Vliv pH na intenzitu rlstu Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans......................... 67

6.3  Interakce mezi potencialné antagonistickymi mikroorganismy a Fusarium

OXYSPOIrUM f.5SP. CONGIULINANS ........coooeeiirveeeeie ettt eeeccrreree e e e e e e s e eabaer e e e e e s sesssbaaaeaeeeeenas 69
6.4  OSetreni osiva pomoci Trichoderma asperellum ..............ccccccovuveeeeeieiicccciiiieeneeeenn, 70
6.5  OSetreNi OZONEM oot e 71
T ZAVET ettt e e s h e et e e Rt R s rnesee e e e e e e neeanens 73
% S =T o] [o ] - FO PP UPRRRPPPPPRRN 73

7.2 PH et ettt ettt ettt ettt ettt n ettt ee e e e e 74



7.3 Antagonistické mikroorganismy........ccccoviiiriiiiniieeriee s 74
A S © 1o o RO P PP URPUPRRPRUPROt 74
8  SeZNamM POUZITE [IHEIatUNY.....couvviiiiiriiei ettt errar e eesar e e eearae e e saraeeeenns 75
S B o 41 (] o 1Y RSSO 92

9.1  Fotografie dudlnich testl kolonie Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans (Foc) rasa

1 s vybranymi antagonistickymi mikroorganismy na konci experimentu.........ccccceeecvvveeeenneen. 92

9.1  Fotografie dudlnich testl kolonie Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans (Foc) rasa

2 s vybranymi antagonistickymi mikroorganismy na konci experimentu.........ccccceeecvveeeennnen. 98



1 Uvod

Brukvovita zelenina je svym vyznamem nedocenitelna. V roce 2017 dosahovala péstebni
plocha hlavkového zeli v CR piiblizné 935 ha a sklizeno bylo 53 348 t, praimérny hektarovy
vynos v roce 2017 byl 43,83 t/ha (Buchtova 2018). Nutri¢ni hledisko hraje pii hodnoceni téchto
zelenin zasadni roli. VSechny jsou bohaté na vitaminy, minerdlni latky a latky antioxidacni
povahy - sulforafany, glukosinolaty, vitaminy A, C a E. VétSina téchto zelenin je i vydatnym
zdrojem vlakniny. Velkou vyhodou vétSiny brukvovitych =zelenin je jejich dlouhd
skladovatelnost, ptfedev§im zeli, coz umoziuje plynulé zdsobeni trhu po cely rok. Nejvice
péstovanym druhem v podminkach CR je zeli hlavkové.

Rostliny z ¢eledi brukvovitych, véetné zeli hlavkového napada (oproti jinym plodinam)
velké mnozstvi skiideti a chorob. Zavazné Skody na brukvovitych plodindch zplisobuje
v teplejiich  oblastech (oproti CR) fytopatogenni houba Fusarium  oxysporum
f. sp. conglutinans, tento patogen vyvolava tzv. fusariové vadnuti (fusarium wilt nebo fusarium
yellow), které je doprovazeno typickym Zlutavym zabarvenim listd napadené rostliny.
Zavaznost Skod zptisobenych timto patogenem je dana také problematickou ochranou, ktera
spociva pievazné v prevenci, rezistentnich odridach a ptipadnou biologickou ochranou
Vv podobé¢ antagonistickych mikroorganismi.

Skodlivost patogena jde ruku v ruce s jeho teplomilnosti, se stoupajici primérnou teplotou
se rozSifuje 1 geograficky areal patogena. S rozSifovanim patogena se zvétSuji oblasti, kde
oblasti déle na sever. Existuje potencialni riziko, Ze se patogen roziti i do teplych oblasti CR.
Tyto faktory musi brat v uvahu i semenaiské firmy, které exportuji své produkty do zahranici,

kde se s timto patogen lze setkat a musi tedy zajistit obchodnim partnertim rezistentni odridy.



2 Cile a hypotézy disertacni prace

Cil prace:

Cilem préce je navrhnout soubor dil¢ich opatfeni, kterd povedou ke zlepSeni zdravotniho
stavu vybraného sortimentu brukvovité zeleniny béhem vegetacniho obdobi a po sklizni. Budou
optimalizovany péstitelské postupy predevsim z hlediska minimalizace ztrat pisobenych

patogenem Fusarium oxysporum f. sp. congluntinans.
Hypotézy:

1. Lze ptedpoklddat rozdilnou uroven patogenity kment F. oxysporum
f. sp. conglutinans, které budou odebrany z vybranych produkénich ploch brukvovité
zeleniny a otestovany na vybraném sortimentu brukvovité zeleniny.

2. Uprava pidnich vlastnosti (vlhkost, pH, struktura pidy apod.) bude mit statisticky
prukazné vysledky na rozvoj a agresivitu patogena.

3. Rizné teplotni podminky budou vyznamné ovliviiovat aktivitu patogena.

4. Vybrané mikroorganismy (napt. mykoparazitické houby Trichoderma harzianum
aj.) prukazné€ omezi rozvoj F. oxysporum f. sp. conglutinans.

5. Aplikace ozonu potla¢i rozvoj patogena F. oxysporum f. sp. conglutinans.



3 Literarni prehled

3.1 Brukvovita zelenina

Souhrnné je tak oznaCovana zelenina pattici do Celedi Brassicaceae (Cruciferae) neboli
brukvovité (kiizaté). Jednd se o rostliny se stfidavymi a bez palistnatymi listy, které jsou
porostlé jednoduchymi nebo vétvenymi trichomy. Kvéty tvoii hrozny, jednotlivé kvéty jsou
ctyiCetné. Plodem je SeSule, kterd pukd dvéma chlopnémi. Pro celed’ je typicky obsah
charakteristické ostrou drazdivou az Stiplavou chuti, samotné silice pak maji fytocidni ucinky.
Velmi znatelné jsou silice napf. u kfenu, fedkvicky ¢i fedkve. Semena obsahuji olej a v rliznych
koncentracich i nenasycené mastné kyseliny, konkrétné kyselinu erukovou a brasikovou.
V listech je u fady druhti vysoky obsah vitaminu C. Samotny rod Brassica (brukev) zahrnuje
asi 40 druht rozsifenych plivodné ve sttedomoii. Druh Brassica oleracea (brukev zelna)
pochazejici taktéZz ze Stiedomoii je jako zelenina vyuzivéana jiZ po né€kolik tisicileti, druh se
vyznacuje velkou morfologickou variabilitou kulturnich forem, které maji rtizn€ dlouhy
stonek — kost’al, odtud také nazev kost'alova zelenina (Novak & Skalicky 2012).

Kostalova zelenina obsahuje celou fadu vitaminii, minerall i latek antioxidacni povahy,
mezi nimi vy¢niva zejména brokolice s obsahem sulforanu, latkou s protirakovinnymi G¢inky
(Petiikova et al. 2012).

Brukvovita zelenina ov§em nezahrnuje pouze kostalovou zeleninu, ale i jiné druhy z celedi

brukvovitych jako je fedkvicka, pekingské a ¢inské zeli, vodnice, tufin, kien, fedkev atd.
3.1.1 Zeli hlavkové

Plodina je péstovana po celém svété s Sirokym spektrem vyuziti, 1ze jej konzumovat
Vv Cerstvém stavu, ale zvlaste jako kysané zeli. Jedna se o dvouletou rostlinu, které¢ v prvnim
roce tvoii zkracenou duznatou lodyhu, na které jsou rozmistény zelené ¢i Cervenofialové listy
(Valsikova 2019). Jednotliva internodia se smérem k vrchu zkracuji a vznika typicka hlavka,
cely proces je oznacovan jako epinastie. Ve druhém roce zeli vytvaii az 1,7 m vysokou kvétni
lodyhu, na které se objevuji zluté kvéty. Zeli je dlouhodenni a cizosprasna rostlina a neni
teplota pro vegetativni rast je 16 — 20 °C. Béhem vegetace potiebuje zeli vyssi a rovnomérnou

vlhkost pudy. Nejlepsi zptisob zavlahy je postiikem, pted sklizni se mnozstvi zdvlahy omezuje.
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Ranym odriidam vyhovuji spise leh¢i pady, pozdnim odriidam naopak pudy t€zsi. Zeli je velmi
narocné na obsah zivin v pud¢ a fadime ho do prvni trati, hnojime tedy chlévskym hnojem
v davce 50 t/ha a béhem vegetace prihnojujeme. Rané odridy jsou péstovany z predpéstované
sadby, pro letni a pozdni odrady je vhodnéjsi zalozeni porostu z pfimych vysevi. U hybridnich
odrid se vzhledem k cené osiva ale vyuziva piedpéstovana sadba (Petfikova et al. 2012).
Sklizen probiha u ranych odrid probirkou, letni a pozdni odriidy se sklizeji mechanicky. Zeli
pro skladovani je nutné sklizet za suchého pocasi a bez mechanického poskozeni ¢i napadeni
Sktdci. Zeli se skladuje pti 0 — 1 °C a relativni vzdusné vlhkosti 85 — 90 %, skladovat je mozné
az do ¢ervna nasledujiciho roku (Petiikova et al. 2012; Valsikova 2019).

Skliziiova plocha zeli hlavkového v roce 2017 cinila 1217 ha, celkova sklizenn byla

53 345 t a primérny vynos byl 43,83 t/ha (Buchtova 2018).

3.1.2 Kapusta

Rozlisovany jsou celkem tii variety kapust a to kapusta hlavkova (Brassica oleracea var.
sabauda), kapusta razickova (Brassica oleracea var. gemmifera) a kapusta kadefava neboli
kadetavek (Brassica oleracea var. acephala). VSechny zminéné patii mezi kostalovou
zeleninu. Jedna se o dvouleté a cizosprasné rostliny. Kapusty jsou chladu odolné az
mrazuvzdorné zeleniny, zejména pak razickova kapusta. Obdobné jako u zeli, rané odrudy
pestujeme spise v leh¢ich ptidach, naopak pozdni odriidy spise v tézsich a vododrznych ptdéch.
Kapusty jsou narocné na Zziviny, proto jsou fazeny do prvni trati (Petfikova et al. 2012).
Péstujeme je pievazné z piedpéstované sadby, ale l1ze i z pfimych vysevi, kapusty se vysévaji
¢1 vysazuji v jarnim obdobi, nejlépe v dubnu az kvétnu. Kromée ranych odrad hlavkové kapusty
se kapusty sklizi mechanizované. Ruzickovou kapustu a kadetavek lze bez problému sklizet i

béhem zimniho obdobi (Pokluda 2009).

3.1.3 Kvétak

V piipadé kvétaku (Brassica oleracea var. botrytis subv. cultiflora) se jedna o jednoletou
kost'alovinu a konzumni ¢asti je fasciované zduznatélé kvétenstvi. Kvétak je naro¢ny na ziviny,
proto ho fadime do prvni trati. Ranému kvétdku vyhovuji spiSe leh¢i piscitohlinité pady, t€zsi
a vododrzné pudy jsou vhodné pro pozdni odridy. Jedna se o chladu odolnou zeleninu, vysoké
teploty zpisobuji oddaleni tvorby razic, optimalni teploty pro rist jsou 18 - 20 °C. Kvétak
péstujeme téméf vzdy z predpéstované sadby (Koike et al. 2009).
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V podminkach CR probiha vysadba ranych kultur od pielomu biezna a dubna, pozdni
kultury az do poc¢atku Cervna (Petiikova et al. 2012).

Kvétak se sklizi probirkou, v oblastech s celoro¢nim péstovanim i 4x za sezoénu. Kvétak je
mozno skladovat maximalné po dobu 1 mésice pii teploté 0 °C a 95 % vzdusné vlhkosti, pii
vysSich teplotach se razice velmi rychle kazi, napt. pfi teploté 3 °C vydrzi pouze 2 tydny, pii

teploté 10 °C pouze 5 dnii (Koike et al. 2009).
3.1.4 Brokolice

Tak jako kvétak i brokolice (Brassica oleracea var. italica) je jednoleta kost'alovina jejichz
konzumni &asti jsou kvéty. Brokolice se péstovala uz ve starovékém Rimé, ale napiiklad do
USA se dostava az v roce 1925 (Le Strange et al. 2010).

Je to kultura naro¢na na ziviny a fadime ji do prvni trati. Vyzaduje téz$i a vododrzné pidy a
vyhovuji ji obdobné jako kvétaku teploty do 20 °C a snasi pokles teplot k minus 8 °C. Pti
vysokych teplotach tvofi méné riizic a rychle vykvétd. V nasich podminkach ma terminy vysevu
¢i vysadby obdobné jako kvétak (Pettikova et al. 2012).

Brokolici sklizime probirkou, svétle az tmavé zelenou, s uzavienymi poupaty a kompaktni
pevnou ruzici. Po sklizni by se méla co nejdiive schladit a zabalit, pfi teploté 0 °C je mozZno
skladovat az mésic. V CR je péstebni plocha brokolice v roce 2018 (dohromady s kvétakem)
34 ha (Buchtova 2018). Pro porovnani v USA je to 52 630 ha a 90 % této plochy se nachazi
v Kalifornii. Brokolice se v Kalifornii (podle lokality) oproti CR péstuje po cely rok i béhem
zimnich mésict. Napiiklad v USA je stoupajici trend v konzumaci brokolice, zejména diky
novym zjiSténim, ze patii k zeleninam s nejvétSim obsahem vldkniny a z koStdlovin

1 glukosinolatu sulforafanu ktery zpomaluje rakovinné bujeni (Le Strange et al. 2010).
3.1.5 Kedluben

Kedlubna neboli kedluben (Brassica oleracea var. gongylodes) se péstuje kvili osni hlize,
ktera vznikd zkracenim stonku a sekundarnim ztloustnutim. Hlizy jsou kulovité az plose
kulovité. Listy jsou dlouze fapikaté, u modrych odrtid jsou siln€ ojinéné. M4 slaby kotenovy
systém, bilé odridy jsou nachylnéjsi k praskani a dievnaténi nezli modré. Ve druhém roce
vytvaii kedlubna kvétni stvol. Kedlubny jsou i pies svou krat$i vegetacni dobu naro¢né na
ziviny a fadi se do prvni trati. Rané kedlubny se péstuji hlavné z piredpéstované sadby, vysadba
probiha v bfeznu az dubnu, pro letni a podzimni sklizné se vysévaji od dubna do pocatku

cervna. Rostliny se sklizi pfevazné probirkou (Petiikova et al. 2012), podle Drost & Johson
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(2010) se daji skladovat 2 - 3 tydny pii 95 % vlhkosti vzduchu. Kedlubny jsou chladu odolné
zeleniny, ale jsou nachylné na jarovizaci, které nastava pii poklesu teplot pod 7 °C, naopak
vysoké teploty béhem vegetace snizuji rast a snizuji kvalitu dfevnaténim hliz. V teplejsich

oblastech je doporucovano péstovat kedlubny na jaie ¢i na podzim (Drost & Johson 2010).
3.1.6 Pekingské a ¢inské zeli

Obé rostliny pochazeji s dalného vychodu a fadi se k listové zeleniné. Jak pekingské
(Brassica pekinenses) tak cinské zeli (Brassica chinensis) jsou nenaro¢né zeleniny, daji se
s uspéchem péstovat i ve vyssich polohach. Péstuji se jako néasledna plodina, porost se zaklada
v Cervenci z piimych vysevl nebo se sadby. Kultura se sklizi v zafi az fijnu a to probirkou.
Zatimco pekingské zeli lze skladovat do ledna az unora, ¢inské lze skladovat v idealnich

podminkach 5 - 6 tydnt (Pokluda 2009).
3.1.7 Kf¥en selsky

Kfen selsky (Armoracia rusticana) vytvaii pfizemni razici fapikatych ovalnych listi. Kien
se péstuje po celém mirném pasu pro jeho koten, ktery obsahuje hot¢i¢nou silici a je bohaty na
vitamin C. V Evrop¢, USA i Kanadé se péstuje jako jednoleta kultura s dlouhou vegetacni
dobou. Pro lepsi vyvoj kofenu kienu vyhovuje teply pribéh 1éta a chladnéjsi pocatek podzimu.
Sazi se brzy z jara a sklizi po prvnim pfemrznuti nat€¢ na podzim. V ptipadé trvalé kultury
typické pro oblasti s kratkou vegetacni dobou se sklizi kazdy druhy rok a rostlina se nechava
na poli kvuli regeneraci. Viceleté kultura je na stanovisti klidn¢ 10 — 20 let, vytrvala kultura je
velkou schopnost adaptace, ale vyhovuji mu hluboké hlinité pudy. Jako jedna z malo zelenin se

mnozi vegetativné a to kofenovymi fizky (Bratsch 2009).
3.1.8 Redkvi¢ka

Redkvi¢ka neboli Raphanus sativus var. radicula, je spotiebitelsky velmi oblibena
brukvovita zelenina. Jedna se o velmi starou plodinu, ktera méla sviij vyznam jiz pted 5 000
lety. Dnesni fedkvicky jsou tzv. evropské fedkvicky. Jedna se o jednoletou rostlinu s kratkou
vegetacni dobou, v idedlnich podminkach je mozné sklizet po 28 dnech. Zelenina se pé&stuje pro
duznaté bulvicky, které vznikaji ztloustnutim hypokotylu a obsahuji glukosinolaty — ty
zpusobuji jeji typickou chut’. Nedostatek vlahy a vyssi teploty mohou zptisobit vyssi palCivost.
Tvar bulvicek byva vétSinou kulovity a barva ¢ervend, existuji vSak odrady bilé, zluté, cerné,
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teplotach 2 — 4 °C, optimum je viak 12 — 14 °C. Redkvicky vysévame ihned z jara, jakmile to
umozni klimatické podminky. Sklizi se, kdyz bulvi¢ky dosahnou pozadované velikosti (podle
odridy). V dobrych podminkach (0 °C a 95 % vlhkost) je mozno fedkvicky skladovat 3 - 4
tydny (New England vegetable management guide).

Pro fedkvicku je typické rychleni v krytych prostorach. Vzhledem k jeji kratké vegetacni
dob¢ a citlivosti na dlouhy den péstujeme fedkvicku jako ptedplodinu nebo néaslednou plodinu

(Maly & Petiikova 1998).
3.1.9 Redkev seta

Velmi podobna fedkvicce je fedkev seta (Raphanus sativus var. niger), lisi se zejména vétsi
velikosti a del$i vegetacni dobou. Naroky jsou velmi obdobné jako u fedkvicky, je nendro¢na
na teplo. Rané odrudy vysévame v dubnu, pozdni odridy v ¢ervenci, vegetacni doba je 8 — 12
tydnt podle odridy. Bulva mize byt kulovita nebo valcovitd, pozdni odridy se daji skladovat

az 6 mésict (Maly & Pettikova 1998).
3.1.10 Méné znama brukvovita zelenina

Mezi méné zndmou zeleninu v naSich podminkéch by se dal zafadit tufin s vodnici a n€kolik
asijskych zelenin. Tufin (Brassica napus var. napobrassica) se péstuje zejména pro svoji bulvu,
konzumovat je vSak mozné i listy v zavislosti na odradé. Jedna se o chladu odolnou zeleninu,
ktera se v naSich podminkach péstuje pro jarni podzimni sklizeni, na jate se vyséva i vysazuje
predpéstovana sadba, jakmile to umoziuje pocasi. Péstovani za vyssich teplot zhorSuje kvalitu
bulvy. V teplejsich oblastech (napi. Texas), Ize tufin péstovat celou zimu. Bulvy tufinu, Ize
snadno skladovat v chladu po nékolik tydnt (Masabni 2014).

Podobnou zeleninou jako tufin je zminéna vodnice Brassica rapa var. rapa, ktera se fadi
mezi kofenovou zeleninu, dnes se péstuje zejména ve Skandinavii, Francii, Velké Britanii nebo
Kanadé ale byla znama uZ ve starém Recku a Rimé. Jedna se o dvouletou rostlinu, v prvnim
roce vytvari konzumni ¢ast — bulvu. Je to nenarocna plodina, které vyhovuji teploty do 20 °C
a snasi teploty az do — 8 °C, vyssi teploty znehodnocuji bulvu. Péstuji se z pfimého vysevu
V bfeznu a dubnu, pro pozdni sklizeni v ¢ervnu az srpnu a sklizi se v fijnu az listopadu. Pfi
sklizni se sefizne nat’, ale ponechavame srdécko (Slosar 2014).

Z asijskych zelenin se jedna pfedev§im o mizunu (Brassica nipposinica), mibunu (Brassica

rapa ssp. Japonica), ¢inskou hoicici (Brassica juncea) a c¢inskou brokolici (Brassica
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alboglabra). Vsechny zminéné druhy maji spoleény asijsky puvod, nenaro¢nost a kratkou
vegetacni dobu. Kromé ¢inské brokolice, u které se sklizi nerozkvetla poupata, se jedna
o listovou zeleninu. Rostliny nejsou naro¢né na teplotu, jedna se spiSe o chladu odolnou
zeleninu, mizuna snasi pokles teplot i k -15 °C. Rostliny se péstuji z jarniho vysevu, pfipadné
Vv predpéstované sadby, kterd se vysazuje taktéz na jate, ¢inskou brokolici je mozné péstovat

I jako podzimni kulturu z ¢ervencovych vysevil (Petfikova et al. 2012).
3.1.11 Choroby a skudci brukvovité zeleniny

Mezi fyziologické poruchy patii zejména praskani hlavek ¢i deficity jednotlivych prvka,
zejména vapniku (Ca) (Ackermann & Kazda 2014) a molybdenu (Mo) (Rod 2017). Z virovych
chorob jde o virovou mozaiku kvétaku nebo virovou mozaiku vodnice (Petiikova et al. 2012).
brukvovitych (Plasmodiophora brassicae), na kotfenech rostlin se vytvaii nadory, rostlina krni
a zaostava v rastu, ochrana spocita predevsim v prevenci (agrotechnika, zdrava sadba, vapnéni,
pestovani fedkve olejné) a péstovanim rezistentnich odrid (Petiikova et al. 2012). Dalsi
chorobou je bakterialni Cerna zilkovitost brukvovitych (Xantomonas campestris pv.
campestris), typickym piiznakem jsou chlorotické vyseCe ve tvaru pismena V, bakteridozu
podporuje vlhké a teplé pocasi, zakladni prevenci je zdravé neinfikované osivo (Meenu et al.
2013). Mezi dalsi vyznamné choroby patii plisei brukvovitych (Hyaloperonospora parasitica),
ktera piisobi nejvetsi Skody na sazenicich a semenafskych porostech, na listech se objevuji
zlutavé skvrny, starsi listy zloutnou a odumiraji, silné napadeni rostlin mize vést az k uhynu
rostliny (Ackermann & Kazda 2014). Podobné skody zpusobuje Alternariova skvrnitost
brukvovitych (Alternaria brassicola a A. brassicae), ktera se projevuje hnédocernymi az
¢ernymi mirné propadlymi skvrnami, silné napadeni muze vést az k uhynu rostlin,
vyskytuje i tzv. Cerna noha zplsobena fomovou hnilobou brukvovitych (Leptosphaeria
maculans), na déloznich listech, lodyze a kotfenovém kréku a kotfenech mladych rostlin
Sedohnédé skvrny s tmavs§im okrajem. Listy vadnou, siln¢ napadené rostliny mohou uhynout
(Ackermann & Kazda 2014)
jejichz bilé larvy oziraji kofeny, zejména boc¢ni koteny, rostliny krni, vadnou, mladé rostliny
mohou i uhynou, v chodbi¢kach pak muze sekundarné dochazet k hnilobam pletiv (Petiikova

et al. 2012). Na brukvovité zeleniné skodi né¢kolik druhti krytonosct a to krytonosec fepkovy
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(Ceutorhynchus napi), ktery poskozuje vegetani vrcholy, zpusobuje praskani kedluben.
Krytonosec ¢tyizuby (Ceutorhynchus pallidactylus) jehoz larvy vyziraji chodbicky v listech,
fapicich a pozdgji i v lodyhach. Krytonosec zelny (Ceutorhynchus pleurostigma) jehoz larvy
zpusobuji vznik halek na hypokotylu a kotfenech rostlin (Ackermann & Kazda 2014).

Pomérné velké Sedomodré kolonie vytvaii na brukvovité zeleniné msice zelna (Brevicoryne
brassecae), pfitomnosti msic dochazi ke Zloutnutim, deformaci listl a zpomaleni ristu, mize
dojit az k zaschnuti vegeta¢niho vrcholu — vyslepnuti. Rostliny i okolni ptida jsou pokryty
voskovitym prachem. MSice maji béhem vegetace az 16 generaci. Pfi napadeni nad 10 % je
nutné provést chemické oSetieni porostu (Smith et al. 2016). Ve vzchazejicich porostech
zpusobuji vyznamné ztraty diepcici (Phyllotreta sp.). Brouci vykusuji drobna okénka (1,5 - 2
mm) na vrchni strané listd (i déloznich), pifi silném napadeni mladé rostliny odumiraji.
Chemicka ochrana se doporucuje pouze u ptimych vysevi. Velmi u¢innou ochranou je zakryti
porostll netkanou textilii (Petfikova et al. 2012). Asi nejznaméj$im Skidcem na brukvovité
zelening je motyl bélasek zelny (Pieris brassicae). Housenky bélaska $kodi na rostlinach Zirem
aZ holozirem, samotni dosp€lci nijak nesSkodi. V posledni dobé¢ se stava hojnéjsi bélasek fepovy
(Pieris rapae), oproti piedchozimu druhu jsou vajicka kladena jednotlivé a ne ve snisce.
Housenky skeletuji listy, postupné ztiraji cepel listli a nasledné se prokusuji do hlavek zeli a
kapusty, kde se kukli. Velmi podobné $kodi i dalsi ¢lenové fadu Lepidoptera; to mira zelna
(Mamestra brassicae) a mura kapustova (Polia oleracea), v listech jsou vykousané otvory a
muze dojit aZ k holoZiru, postupné se housenky vziraji do hlavek. Spodni ¢asti rostlin, zejména
kotenovy kréek jsou oZzrané a provrtané osenici polni (Agrotis segetum), v noci housenky oziraji
listy. Jestlize je housenkami napadeno vice nez 10 %, je vhodné pouzit chemickou ochranu
(Ackermann & Kazda 2014).

Béhem teplych let se muze piemnozit zapiednicek polni (Plutella xylostella), jedna se
o drobného motyla, jehoz housenky skeletuji na spodni stran€ listu, star§i housenky se vZziraji
do hlavek, velkym problémem je rezistence vici chemickym piipravkim, napf. v letech
2015 - 2016 byla zjisténa rezistence proti pyretroidim (Kovatikova & Kocourek 2017).

Korkovitost na listech tvofici hlavku zpisobuji tiasnénky (Thrips sp.), tfasnénky saji na
listech, zejména pak na srdéckéch, posata mista jsou stiibrnd, pozdéji zasychaji, Skody piisobi
predevsim na piedpéstované sadbé v krytych prostorach. Skiidcem, ktery znehodnocuje rostliny
je molice vlastovnikova (Aleurodes proletella), molice vylu¢uje medovici, na které se nasledné
vytvaieji povlaky ¢erni, molice $kodi i pfenosem virdz (Petiikova et al. 2012).

K vyslepnuti ¢i zahnivani vegetac¢nich vrcholl (srdécek) dochdzi vlivem cinnosti larev

plodomorky zelné (Contarinia nasturtii), ¢imz dochazi k tzv. vicehlavosti ¢i mnohohlavosti
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rostlin, kterd je zptsobena tim, Ze se nahradni vyhony vytvareji z adventivnich pupent

(Rod 2017).
3.2 Fusarium oxysporum

Druh Fusarium oxysporum je nejrozsifenéjsi zastupce svého rodu (Fusarium), vyskytuje se
na vSech moznych stanovistich, od pousti, tropti az po Arktidu, bez ohledu na to, zda je ptida
obhospodafovana ¢i nikoliv. Jedna se o hospodaisky nejvyznamnéjsiho patogena z rodu
Fusarium. Tohoto druhu se do roku 2006 tykalo pies 6000 védeckych c¢lanki
(Leslie & Summerell 2006).

Celkov¢ se rozlisuje vice nez 120 form specialis. Napt. F. oxysporum f. sp. lycopersici,
capsici, spinacia, melonis, cucumerinum, atd. Z toho vyplyva ze, F. oxysporum zpusobuje
ztraty na spousté plodin z odlisnych cCeledi ¢i odlisnych péstebnich narokl. VSechny kmeny
jsou saprofytické, schopné riist a ptezit po dlouhou dobu na organické hmoté v piidé a ve vodé.
Houba pronika do kofent, kde vyvolava trachecomykozy (Larkin & Fravel 1998; Fravel et al.
2003).

Fusarium oxysporum muze byt rozsifovano mnoha zpusoby, vcetné vétru, infikovanou
pudou, semeny, infikovanymi rostlinami nebo dokonce hmyzem, nalezen byl 1 u motskych fas.
Druh je specificky tvorbou tii typd spor, makrokonidi, mikrokonidii a chlamydospor.
Makrokonidie (35 - 70 um) jsou produkovany v konidioforech ve sporodochiu ve velmi hojném
mnozstvi a byvaji svétle oranzové. Spory jsou kratké az sttedné dlouhé, rovné az mirné
zaktivené, relativné Stihlé, zakfivené s lehkym hackem, tenkosténné, rozdélené tremi
ptepazkami. Mikrokonidie (5 - 15 um) jsou ovalné, eliptické nebo ledvinovitého tvaru, obvykle
bez piepazeni, oproti makrokonidiim byvaji pfitomny po celém myceliu. Chlamydospory jsou
silnosténné spory, které umoznuji piezit patogenu nepiiznivé obdobi. Chlamydospory jsou
tvofeny v hyfach a byvaji tvofeny v hojném mnozstvi, jsou vSak zndmi izolaty, které tvori
chlamydospory v malém mnozstvi anebo je netvoii viibec. Spory se tvoti obvykle ve dvojicich,
je v8ak mozné je najit i v kratkych fetézcich (Leslie & Summerell 2006).

Spory patogena mohou byt jiz pfitomny v pid¢, na infikovanych poskliziiovych zbytcich
nebo mohou byt zavleceny do novych oblasti infikovanym osivem. Spory kli¢i v reakci na
vymesky osiva ¢i kofentt (Kochman 2007).

Fusarium oxysporum je houbovy patogen, ktery napada rostliny pies kofeny a vrusta piimo
do cévnich svazkli (xylém). Po dosazeni xylému patogen zlstdva jiz pouze ve vodivych

pletivech, kde se $ifi pomoci mikrokonidii, které jsou neseny transpiracnim proudem dale
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vzhuru rostlinou. Samotné vadnuti je zpiisobeno aktivitou patogena, tj. akumulaci mycelia nebo
tvorbou toxint, dale je zplisobovana obranou reakci rostlin, které tvoii gely, gumy, tylosy
a antifungédlni latky. Dokud je rostlina zivd, houba zlstava izolovana pouze v xylému
a prilehlych bunikach. Pokud rostlina uhyne, houba napada parenchym a hojné se sporuluje na
povrch rostliny (Di Petro et al. 2003).

U rezistentnich rostlin je tvorba obranych bariér mnohem rychlejsi a je doprovazena
antimykotickymi slou¢eninami. Pfitomnost antifungalnich latek brani dal§imu Sifeni patogena
transpiracnim proudem. U citlivych rostlin je tvorba gum a gelii pomalejsi, stejné jako tvorba
a kumulace antifungalnich latek, coZz umoznuje patogenu rychle osidlit vodiva pletiva (Flood
2006).

V ramci druhu se bézné v piid¢ vyskytuji tzv. nepatogenni kmeny, které jsou dulezitou
soucasti supresivni pudy, kde dochazi k vyznamnému snizeni nebo dokonce eliminaci
fusariového vadnuti, formou systematické (indukované) rezistence. Nepatogenni kmeny
soupeti s patogennimi kmeny o ziviny nebo o prostor v blizkosti koteni (rhizosféra). Miize byt
vsak obtizné identifikovat efektivitu a ekonomické provedeni biologického osetieni inokulem
nepatogenniho kmenu, jsou znami piipady, ze je velmi rozdilna ucinnost v zavislosti na

prostiedi — sklenik x pole (Leslie & Summerell 2006).
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Obrazek 1: Fusarium oxysporum. A — B: Makrokonidie; C — D: Mikrokonidie; E — F:
Mikrokonidie in situ. A — D, mefitko = 25 um; E — F, méfitko = 50 um (Leslie & Summerell
2006).

18



3.2.1 Vliv teploty na Fusarium oxysporum

Infekce patogenem je ovlivnéna podminkami zivotniho prostifedi, pfedevsim teplotou.
Teplota nad 17 °C, podporuje rozvoj patogena, agresivita patogena je na vrcholu pii 25 °C
(Kochman 2007).

Podle (Koike et al. 2007) je Fusarium oxysporum nejaktivnéjsi pti teplotach 24 — 29 °C
a minimalni rozvoj patogena pod 16 °C, podobné rozmezi teplot je optimalni i pro ostatni druhy
rodu Fusarium, naptiklad F. proliferatum, F. verticillioides,F. napiforme i F. oxysporum, které
rostou nejlépe pii teploté 25 — 30°C (Mogensens et al. 2009; Mohsen et al. 2016), naopak napf.
F. sacchari a F. globosum rostou dobie pfi teploté 20°C (Mohsen et al. 2016).

Aktivita formae specie druhu Fusarium oxysporum zacina pii teplotach okolo 15 °C, pfi
teplotach nad 30 °C se rast zpomaluje a ustava (Fravel et al. 1995; Gheorghe et al. 2015;
Chitarra a et al. 2015; Somu & Thammaiah 2015; Fovo et al. 2017).

Jednotlivé studie studie uvadi teplotu 25 °C jako optimalni pro rust F. oxysporum f.sp
lacutacea (Scott et al 2010) F. oxysporum f.sp. solanii (Fayzalla et al. 2008) F. oxysporum f.sp.
lycopersici (Hibar et al. 2006) a F. oxysporum f.sp. erythroxyli (Fravel et al. 1995). Teplotu 28
°C uvadi Fovo et al. (2017) jako optimalni pro rust mycelia F. oxysporum a Gupta et al. (2010)
pro F. oxysporum f. sp. pisidii. Farooq et al. (2005) uvadi pro F. oxysporum f.sp. ciceri
optimalni teploty 25 az 30 °C. Gheorghe et al. (2015) uvadi vétsi rozpéti teploty pro optimalni
rast mycelia F. oxysporum f.sp. glycines, konkrétné 22 - 28 °C. Studie dale uvadi zastavovani
rastu pii teplotach nad 35 °C.

Koike et al. (2007) se zmifuji o rozvoji patogena v rozmezi 17 - 35 °C, pfi niZSich teplotach
mohou byt rostliny napadeny, ale nemuseji se projevit piiznaky. Tamietti & Garibaldi (1978)
se ve své studii zminuji, Ze infekce patogenem nastava pfi teplotach v rozmezi 17 - 35 °C, dale
upfesiiuje, Ze mald aktivita patogena zacina jiz za teploty 12 °C, optimdlni teplota pro infekci
je vSak 26 - 27 °C. Wong (2003) povazuje teplotu 28 °C, pudy i vzduchu jako optimalni pro
vznik infekce, dale publikuje teplotu nad 34 °C a pod 17 - 20 °C jako teplotu brzdici rozvoj
patogena. Webb et al. (2015) publikovali, ze teploty nad 24 °C, vedou k intenzivnéj$imu
projevu ptiznak fusariového vadnuti, zatimco teploty pod 16 °C vedou k min. poctu ptiznaki.
Pfi in vitro podminkach v rozmezi 15 - 35 °C, nejvétsiho rustu F. oxysporum dosahovalo pii

teplote 25 °C, autor upiesiiuje, ze idealni teplota nemusi zcela odpovidat intenzité onemocnéni.
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3.2.2  Vliv pH na Fusarium oxysporum

Druhy rodu Fusarium (v€etné F. oxysporum) maji schopnost rist v podminkach pH
vrozmezi 4 — 10 (Thomson et al. 1992) a preferuji zejména kyselé hodnoty pH
(Agarwal & Sarbhoy 1978). U druhu F. graminearum se uvadi optimalni ristu pti hodnoté 7,2
pH a schopnost riist pti rozpéti od 3 — 10 pH, autofi dale uvadi, ze druh rostl 1épe v alkalickém
prostiedi nezli kyselém (Wheeler et al. 1990). Farkya et al. (1996) uvadi maximalni rast
a sporulaci F. solani pii pH 5,5, houba ale roste za hodnot pH 4 — 8. Druh F. moniliforme roste
velmi dobie v rozpéti od 3 — 9,5 pH (Wheeler et al. 1990). Hodnotu pH 7,5 jako optimalni pro
rast mycelia druhu F. oxysporum uvadéji Mohsen et al. (2016).

Hodnoty pH ovliviuji rychlost rastu mycelia Fusarium oxysporum (Jahuar & Prasad (2011;
Tyagy & Paudel 2014). Patogen je schopen stabilné rust v rozmezi 5,5 — 10 pH (Yamamoto et
al. 1985). Druh F. oxysporum rostl nejlépe pii hodnotach 6 a 8 pH, naopak snizujicim se pH (4)
se rust zpomaluje (Thomson et al. 1992). Pro F. oxysporum je uvadéna také hodnota 4 — 7 pH
(Frans et al. 2017).

AvsSak v literatufe existuji informace vlivu hodnot pH na rist pfedevS§im o druhu
F. oxysporum jako takovém, specifikace pro jednotlivé formae specialis jsou velmi
nedostate¢né. Studie Jaruhar & Prasad (2011), ktera je zamétena na Fusarium oxyposrum f.sp.
lentis uvadi hodnotu pH 6 - 9. Hodnotu pH 6,5 udavaji jako optimalni Tyagy & Paudel (2014)
pti pokusech s F. oxysporum zpusobujici vadnuti rajcat, Cha et al. (2007) udavaji jako optimalni
hodnotu pH 7 pro rust mycelia Fusarium oxysporum izolovaného z papriky. Oproti tomu Frans
et al. (2017) uvadi u stejného druhu Skodici na paprikach optimalni hodnoty pro rist hodnoty
4 - 7 pH, autofi dale uvadg&ji snizeni rustu mycelia patogena o 50 % pii hodnoté pH 3 a lepsi
snaseni spiSe alkalickych hodnot pH nez kyselych. Pro patogena F. oxysporum f.sp. capsici je
rozpéti ristu mezi 4 - 9 pH a jako optimum pro rist hodnotu pH 7, nasledovanou pH 6 (Attri et
al. 2018).

Jako nejvhodnéjsi pro rist Fusarium oxysporum f.sp. ciceri udavaji Farooq et al. (2005)
hodnoty 6 - 7 pH. Podobné vysledky publikovali i Nagao & Hattori (1983), ktefi optimalni
hodnotu pH pro tvorbu hyf Fusarium oxysporum f.sp. raphanii uvad¢ji 6,5 a 7 pH. Mohsen et
al. (2016) uvad¢ji u druhu F. oxysporum hodnotu pH 7,5 jako optimalni pro rist mycelia, dale
hodnoté¢ pH 4,5.

Myecelium Fusarium oxysporum nartsta S rozdilnou intenzitou pii vSech hodnotach pH

Gheorghe et al. (2015), autofi dale uvadi zhorSeni rustu mycelia F. oxysporum pii hodnotach
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vétsich nez pH 7. Rathore et al. (2015) udavaji u Fusarium oxysporum f.sp. cumini hodnotu
pH 8 jako optimalni pro rust mycelia. Gupta et al. (2010) u Fusarium oxysporum f.sp solanii
uvadéji jako optimalni hodnotu pH 5,5. Fusarium oxysporum podle Yamamoto et al. (1985)
roste nejlépe pii hodnotach pH 4,5 - 6.

Napadeni patogenem podporuji mirné kyselé pudy (5 - 5,5 pH), vadnuti vyznamn¢ snizuje
pH 6 - 7 (Zitter 1998). Fusariové vadnuti je onemocnéni, pievladajici na kyselych ptdach,

zvySeni pH pady na 6,5 - 7 pomaha snizit vyskyt patogena (Wong 2003).
3.2.3 Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans

S neustéle stoupajicimi teplotami a ¢astéjSim vyskytem sucha se mohou objevit organismy,
patogentu (Shabani et al. 2014). Vyssi teploty a zvysena frekvence suchych obdobi nebo malé
mnozstvi vody v pudé poskytuji idealni podminky pro fytopatogenni houbu Fusarium
oxysporum f.sp. conglutinans (Koike et al. 2007).

Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans (dale Foc) napada rostliny z ¢eledi brukvovitych

(Brassicaceae) a zpusobuje tzv. fusariové vadnuti (fusarium wilt, fusarium yellow). Vazné

problémy putsobi na fepce, hoicici, zeli a ftedkvickach.
Pocate¢ni symptomy napadeni rostlin Foc se projevuji
Zloutnutim listu ¢i listd, ¢asto jen na jedné strané (Obrazek 2)
a jejich naslednym hnédnutim a opadem. Postupem casu, v
zavislosti na podminkach, rostlina zloutne, vadne a nasledné
hyne. Pro infekci Foc je charakteristické svétle hnédé
zabarveni cévnich svazkii stonkd nebo vétSich kotent.
Patogen zpisobuje vazné problémy piedev§im, pii vyssich
teplotach (Gaetan 2005; Koike et al. 2007; Kochman 2007;
Lange et al. 2007, Liu et al. 2017).

Ztraty na plodinach celedi Brassicaceae zpusobené

fusariovym vadnutim jsou zndmy po celém svété. Napiiklad Obrizek 2° Poctecni
Kochman (2007) uvadi informace o problémech s patogenem  symptom Foc (Foto autor).

Foc z Australie, Lange et al. (2007) z Kanady, kde patogen zpusobuje az 30 % ztraty na fepce,
problémy s patogenem jsou znamy také v Italii (Garibaldi et al. 2006), Argentin¢ (Gaetan

......

oblasti dale na sever (Dzhalilov & Ha 2014).
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Diive bylo rozliSovano celkem 5 ras Foc (Armstrong & Armstrong 1952; Bosland &
Williams 1984), rasa 1 napadé pfevazné zeli a ostatni brukvovité, rasa 2 fedkvicky, rasa 3 a 4
napada rostliny z rodu Matthiola, rasa 5 napada zeli, pozd¢ji byly rasy osamostatnény jako
formae speciales a to: conglutinans 1 a 2, raphani a mathioli 1 a 2 (Li et al. 2015).

Z hospodatského hlediska jsou vyznamné ob¢ rasy 1 a 2, které zpisobuji nejvétsi Skody
(Kistler et al. 1987; Kistler et al. 1997). Rasa 2 se lisi oproti rase 1 tvorbou vétsiho poctu konidii,

¢imz se prvotni symptomy napadeni vyskytnou rychleji (Li et al. 2015).
3.3 Moznosti ochrany proti Fusarium oxysporum

Pro rozvoj patogena je dilezité teplota pudy. Teplota nad 17 °C, podporuje rozvoj patogena,
jeho agresivita je na vrcholu pfi teplotaich okolo 25 °C. Teplomilnosti patogena lze vyuzit
k péstovani ranych odriid brukvovité zeleniny v jarnich nebo podzimnich mésicich, kdy je nizsi
teplota ptidy a aktivita patogena je menSi. Timto agrotechnickym opatfenim se vyhneme

zvySenému tlaku patogena, ktery nastava béhem teplejSich mésica.
3.3.1 Preventivni opati‘eni

V zabranéni vyskytu patogena jsou velmi duilezita preventivni opatieni. Zabranit rozsifeni
infikované ptidy na nezamotené stanovist¢. Patogen mulze byt pfenesen infikovanou pudou,
nalepenou na zemédélskych strojich, nafadi, botach i obleceni pracovnikl, stejné tak
infikovanymi zbytky kulturnich plodin nebo pleveli z ¢eledi Brassicaceae (Kochman 2007).

Dobrym néstrojem snizeni koncentrace spor patogena v pidé je dodrzovani osevnich
postupti, odstupu mezi brukvovitymi plodinami (4-5 let), nepouzivat brukvovité rostliny jako
zelené hnojeni (hoi¢ice) a disledna likvidace plevell z této celedi (pfedevsim kokoska pastusi
tobolka, penizek rolni a vydrol fepky a hoi¢ice). Casté péstovani brukvovitych plodin zvysuje
mnozstvi spor v pide€. Spory se také Sifi zavlahou nebo destém, kdy dochézi ke splaveni spor
z pudy. Zhutnéni ptidy podporuje rozvoj patogena, protoze dochazi k poSkozovani kotinki
rostlin (Kochman 2007).

Ovliviovani pH ptdy, je velmi ¢asto doporu¢ovano v souvislosti s jinymi pidnimi patogeny,
avsak pH a vlhkost piidy ma minimalni vliv na vyvoj uvedeného patogena (University of lllinois
1988). Nicméné urcitou roli hraje koncentrace nékterych prvki v pudé. Konkrétné aktivitu
patogena podporuje vysoky obsah dusiku, piedevsim forma NH4™ a sniZeni dusi¢nanové formy
dusiku, dale lehké, pis€ité a mirné kyselé pudy 5 - 5,5 pH. Vadnuti vyznamné snizuje pH 6 - 7
a snizeni obsahu dusiku v pud¢ (Zitter, 1998; Wong 2003) . Arya & Kuwatsuka (1993), dokonce
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zminuji jako mozny zpisob potlaceni F. oxysporum vyssi koncentraci dusi¢nanti v pad¢, ucinek
dusi¢nanti byl vyraznéjsi v ptidé s vyssim obsahem Ca. Uvadén je také nedostatek drasliku,

ktery vede k intenzivnéj$imu projevu symptomu napadeni Foc (University of Illinois 1988).

3.3.2 Chemicka ochrana

Chemicka ochrana a rezistentni odriidy jsou hlavni zplisoby ochrany proti fusariovému
vadnuti (Kocham 2007). Nicméné aplikace fungicidi byvaji neGéinné, protoze nemusi
zasahnout mycelium a v§echny spory, které jsou ve velkém méfitku produkovany do prostiedi.
Chemickd ochrana v polnich podminkach byvéa zpravidla neefektivni nebo neekonomicka
(Ghazalibiglar et al. 2016). Vyskyt napadeni se projevuje vétSinou az v prib&hu vegetace a na
pouziti fungicidli ve fazi prvnich symptomi je uz pozdé. Fungicidy se mohou preventivé
pouzivaji predev§im na mnozitelskych plochach ptipadné pii preventivnim oSetfeni osiva

(Kochman 2007).

3.3.3 Rezistentni odridy

Rezistentni odridy jsou dilezitym nastrojem k ochrané proti patogenu. Naptiklad Kochman
(2007) wuvadi u fepky existujici rezistentni odridy; 46A76, SW RideR, Quantum
a Nexera 710, je zfejmé rezistentni nebo mirn€ odolna proti Foc. Rezistentni odriidy nabizeji
nejlepsi ochranu proti Foc.

U zeli se uvadi rezistence dvojiho typu, A a B. Odrudy s typem A vykazuji rovhomérnou
odolnost bez ohledu na teplotu pidy. Odridy typu B vykazuji vysokou odolnost, ale pouze
pokud je teplota pudy do 21 °C. Pti zvySeni teploty nad 25 °C je odolnost pieckonana a rostliny
jsou infikovany, zatimco U rostliny s typem A ziistava odolnost na stejné trovni. Moderné;si
odolné odridy nesou prevazné rezistenci typu A. Jako odolné odridy se uvadi napfi.: Jones,
Gilman a Anderson. Odolnost typu A (kvalitativni) je fizena jednim genem (monogenni),
zatimco typ B (kvantitativni) je polygenni (Koike et al. 2007).

Rezistenci typu B maji spise starsi odriidy napft.: Bugner a Red Hollander, vétSina modernich
rezistentnich odrud disponuje rezistenci typu A (University of Illinois 1988).

Celkové je ale vyvoj novych rezistentnich odrid velmi nakladné a obtizné, (Larkin & Fravel
1998; Fravel et al. 2003; Ghazalibiglar et al. 2016), rezistence bohuzel neni trvala a Casem muiize
byt patogenem ¢i1 jen rasou patogena prekonana

Ruazickova kapusta a kvétak vykazuji urcity stupen piirozené odolnosti vii¢i fusariovému

vadnuti, vyjma extrémné horkych a suchym obdobi béhem roku, opacné je tomu u kedluben
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a kapust, které byvaji naopak velmi citlivé k Foc. U fedkvi¢ek jsou nejucinnéjsi ochranou
rezistentni odridy, nicméné fedkvicky diky obdobi kdy jsou péstovany, teda piedevsim jaro

a podzim, nebyvaji napadany z diivodu nizsi teploty pudy (University of Illinois 1988).
3.3.4 OSetieni ozénem (O3)

Oz6n (O3) je piirozeny plyn, ktery se bézné vyskytuje ve stratosféte ve vyskach 25 — 35 km,
kde tvoii tzv. ozonovou vrstvu, ta ma za kol chranit Zemi pted ultrafialovym zafenim. Ozon
je nékdy nazyvam aktivnim kyslikem, je to z toho divodu, ze je podobny kysliku (O2), oproti
nému ma ozon tfi atomy kysliku, tedy o jeden vice nez kyslik. Pfirozené ho lze najit predevSim
Vv horskych oblastech, u moie nebo pii boutkach, kdy je mozné ho i citit. Samotny 0zoén ma
velmi silné oxida¢ni schopnosti a tedy dezinfekéni ucinek. Z toho divodu je 0zén vyuzivam
k dezinfekci v mnoha oborech, potravinaistvi, textilnim pramyslu, vodarenstvi apod. Ozon je
mezinarodné¢ uznavan jako bezpecny prosttedek pfi zpracovani potravin, véetné zeleniny, je
také povolen pfi oSetfeni povrchu ekologicky péstovanych potravin. Ozon ma mimotadné
velkou mikrobicidni u¢innost. Kdyz je spravné aplikovan, je schopen hubit vétsinu znamych
bakterii, virti a hub, v¢etné F. oxysporum. Navic se ozon rozklada na kyslik (O2) a nezanechava
zadné vedlejsi produkty svého plisobeni. Je to velmi G€inny, ekologicky ptijatelny dezinfekéni
prostiedek pro vzduch i vodu. Uginnost ozénu je nékolikanasobné vétsi nez UV zafeni,
samotny 0zon je velmi nestabilni a neni mozné ho skladovat a je nutné ho vzdy vyrabét na misté
(Ozontech).

Utinnost ozénu proti F. oxysporum dokazuji vysledku studie Manning et al. (1971), kteii
pusobeni 0zénu vystavily citlivou a rezistentni odrtidu zeli po dobu 10 tydnti a po tomto obdobi
se neobjevily zjevné nepiiznivé U€inky ozonu na celkovy rist rostlin. Rezistentni odrida byla
bez ptiznaku napadeni, citlivdA odriida vykazovala urcité symptomy, které¢ ale behem
experimentu postupné mizely. Oproti tomu Ebihara et al. (2011) uvadéji ovlivnéni rostlin
¢inského zeli ozénem a to snizenim ristu o 24 %, po vystaveni ozonu. Autoii ale dale dodavaji,
7e zaroven byl siln& inhibovan patogen F. oxysporum pii davce 20 g O3 /m?.

Pro oSetfovéani ozénem je nutné zvolit spravnou davku (koncentraci). Pfi vystaveni sazenic
vigny ¢inské (Vigna unguiculata) v rozmezi 10 - 50 O3 ppm, byla nejiéinnéjsi jako ochrana
proti Fusarium oxysporum varianta 30 Oz ppm (30 mg Os/l), autofi studie dale uvadéji zvyseni
biomasy po tomto oSetfeni (Nagendra-Prasad et al. 2009).

Vysledky pouziti ozénu ukazaly, Ze mycelium F. oxysporum bylo vyznamné inhibovéano po

pouziti ozonu pii koncentraci 62 - 72 mg Oz / m® vzduchu. Uspé&$nost inhibice se zvysuje
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s prodlouZenim doby 1écby a dosahlo az 90 % pti dob¢ trvani 120 minut. Pouziti davky 40
mg/m? sta&ilo k potladeni kli¢eni spor F. oxysporum (Zhou et al. 2009).

VEtsi tcinnost ozonu pii delSimu vystaveni potvrzuje i studie Al-Ahmadi et al. (2009), kdy
za nizké koncentrace 4 ppm dochdzi ke zpomalovani rdstu mycelia hub vcetné
F. oxysporum po dobu 120 minut, pii koncentraci 8 ppm po dobu 120 minut, uz tato davka byla
pro F. oxysporum letalni.

Oz6n je mozno vyuzivat k desinfekci hydroponickych kultur i pfes svou hor$i rozpustnost
ve vode. V tomto piipad¢ zavisi na velikosti vzniklych bublin ve vodé. V piipadé vétsich
bublin, ‘‘milibublin‘‘ (milibubble), které jsou velké od milimetrii po centimetry, dochazi
k mensi mife desinfekce neZli u bublin mensi velikosti — ‘ ‘mikrobublin‘‘ (microbubble), které
maji velikost mensi nez 50 um. Vyssi ucinnost spoc¢iva v mensi rozpinavosti jednotlivych
mikrobublin, ty svym plisobenim rozrusuji bunétné stény spor. Timto zpisobem je mozné
desinfikovat hydroponické kultury, kde doslo k vyskytu Fusarium oxysporum f.sp. melonis
(Tamaki et al. 2018).

3.4 Interakce vybranych mikroorganismii a Fusarium oxysporum

Jedna z moznych metod ochrany proti fusariovému vadnuti je biologicka ochrana, ktera
predstavuje introdukei a cilené podporovani antagonistickych pidnich hub a bakterii. Jedna se
0 regulaci patogena bez pozdégjsiho lidského zasahu. Za potencialni mikroorganismy biologické
ochrany na zeleninach se uvadi bakterie z rodu Bacillus a Pseudomonas, z mykoparazitickych
hub byvaji uvadény Trichoderma sp. a Pythium oligandrum (El-Katatny et al. 2006; Ajilogba
et al. 2013).

Antagonistické organismy mohou konkuren¢né vyfadit patogeny prostfednictvim rychlé
kolonizace pidy a nasledné monopolizovanim dostupnych zivin. Naptiklad houba Trichoderma
harzianum vyftadi druh Fusarium oxysporum, patogena vyvolavajici vadnuti, aby méla piistup
ke kofenovym exsudatim a celuléze. Nékteré mikroby monopolizuji zasoby zeleza v pudé
a tak patogeny vyhladovéji. Tyto uzitecné mikroby tvoii siderofory (produkty metabolismu,
které poutaji Fe®"), které vazou Zelezo do organickych sloucenin a pak jej odebiraji do svych

bun¢k (Vondraskova 2011).
3.4.1 Trichoderma sp.

Druhy rodu Trichoderma jsou pidni houby, znamé od roku 1865. Druhy lze od sebe tézce

rozli$it kvili velmi podobné morfologii. Houby jsou zndmé diky svym antagonistickym
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schopnostem (Verma et al. 2007). Druhy maji schopnosti chranit rostliny pied biotickym
stresem, podporou jejich rstu vlivem na jejich fytohormony. Svou pfitomnosti chrani rostliny
pted patogeny vyvolanim indukované rezistence. Dulezitou vlastnosti je i agresivni rist hub
(Ghazalibiglar et al. 2016).

Uspéch druhll je spojen &aste¢nd s pfimym antagonismem pomoci mykoparazitismu
a castecné produkci litickych enzymd, kterymi rozpousti bunééné stény patogena (Marzano
et al. 2013).

Velmi a¢inné kmeny druhu Trichoderma harzianum proti F. oxysporum f. sp. lycopersici
jsou T-22, T-24, T-35, ANR-1. T. harzianum inhibuje patogena pomoci tvorby chitinazy
a b-l, 3-glukanazy. Kmen T-35 v in vitro inhiboval patogena ze 48 %, v nadobovych pokusech
kmen snizil vyskyt vadnuti o 30 %. Po ptfidani kravského hnoje byl vyskyt vadnuti jesté snizen
0 5 - 25 %. Podobnou miru inhibice vykazuje kmen ANR-1, ktery inhiboval rist patogena
0 53 %. V podminkach skleniku byl vyskyt napadeni sniZen z 58 % (infikovana kontrola) na
15% pii oSetieni kmenem ANR-1. Kmen T-24 inhiboval patogena v in vitro ze 100%. Casto
pouzivany a rozsifeny je kmen T-22, tento kmen je i soucasti biologického ptipravku a snizuje
vyskyt vadnuti o 62 — 68 % (Larkin & Fravel;1998; El-Katatny et al. 2006; Yigit & Dikilitas
2007; Srivastava et al. 2010; Sundaramoorthy & Balabaskar 2013). Uc¢innost druhu
T. harzianum je prokazatelna i bez ovéteni kmene, Alwathnani & Perveen (2011) pouzili proti
patogenu kmen bez oznaceni, ktery snizil vadnuti v nadobovych pokusech o 44 %.

Aplikaci T. harzianum do pidy dochazi ke zvySeni vysky rostlin rajéat o 73 cm a zvyseni
hmotnosti suSiny plodu rajcete o 288 g ve srovnani s neoSetifenou kontrolou (61 cm a 187 g)
(Sundaramoorthy & Balabaskar 2013).

Utinné proti F. oxysporum f. sp. lycopersici. jsou také uméle ziskané (zmutované) kmeny
T. harzianum (Th50M6 a Th50M11), které jsou navic odolné zasoleni, oba vzniklé kmeny jsou
jesteé ucinnéjsi nez ptivodni kmeny. Pii pouziti divokého kmene v polnich podminkéch doslo ke
snizeni vadnuti na 17-19 %, pfi pouziti novych kment byl vyskyt vadnuti 1 - 2%
(Hassan & Wafaa 2006). Se zvySenim inhibice zmutovanych kmend T. harzianum se shoduji
I Marzano et al. (2013). Ti uvadgji Gcinnost kmene T. harzianum (Th908) inhibovat
F. oxysporum f.sp. lycopersici v podminkach v in vitro z 56 — 66 % v zavislosti na péstebnim
mediu. Z 300 predpokladanych zmutovanych kmenti (pomoci UV-C ozatovani) selektovali
2 kmeny, Th908-5, které inhibovaly v podminkach v in vitro z 69 %. Pti nadobovych pokusech
aplikovali plivodni 1 ziskany kmen. Pfi aplikaci plivodniho kmene ptezilo 45% rostlin, v piipadé

nového kmene Th908-5 prezilo 95%, pii neosetiené kontrole uhynulo 75 % rostlin.
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Na snizeni fusariového vadnuti ma vliv i mnozstvi organického materialu v padé¢/substratu.
Pii aplikaci samotné houby (T. harzianum SQR-T037) proti F. oxysporum f.sp. cucumerinum
doslo k nejmensimu snizeni vadnuti 25 - 28 % pii koncentraci suspenze konidii 10° TCS
(trearment conidia suspensions), pfi aplikaci konidii 10® TBF (treatment conidia suspension
blended with organic fertilizer) byl vyskyt fusariového vadnuti 4,4 - 13 %, pii pouziti varianty
TFF (treatment conidia suspension fermented organic fertilizer) byl vyskyt 7 — 9 % pfi
koncentraci konidii 10°, p¥i koncentraci konidii 10° byl vyskyt vadnuti 0% (Yang et al. 2011).

Na intenzitu fusariového vadnuti mélo prukazny vliv i mnozstvi vody v substratu. Jako
antagonista byl pouzit kmen T-22 proti F. oxysporum f.sp. lactucae, ktery zptisobuje vadnuti
na salatu. Aplikaci kmene T-22 doslo ke snizeni infekce o 57 % pii suché varianté (-0,5 MPa)
a ke snizeni o 78 % pti mokré varianté (-0,03 MPa) péstovani. Déle doslo pfitomnosti kmene
ke zvyseni nartstu biomasy (Innocenti et al. 2015).

Druh T. harzianum neni jediny, ktery se uvadi jako biologicka ochrana proti F. oxysporum.
Podle Morsy (2009) T. viride (kmen neuveden) v in vitro inhiboval rist F. oxysporum f.sp.
lycopersici 0 58 %. V nadobovych pokusech ve skleniku pfi aplikaci T. viride do substratu
ptezilo 73 % rostlin, oproti neosetiené kontrole, kde ptezilo 35 % rostlin.

T. viride (KGI-3) zkouseli i Sundaramoorthy & Balabaskar (2013) pfi in vitro pokusech proti
F. oxysporum f.sp. lycopersici uvadi 38 % inhibici. Pti sklenikovych pokusech byl vyskyt
vadnuti 17,5 % oproti neoSetifené kontrole, kde byl vyskyt 57 %. Pii pouziti kmene KGI-3 doslo
ke zvySeni primérné vahy plodu rajcat o 101 g. S u¢innou inhibici pomoci druhu T. viride se
shoduji i vysledky Rini & Sulochana (2007), ktefi v podminkach v in vitro otestovali u¢innost
nékolika kmenu proti F. oxysporum f. sp. lycopersici. Jako velmi G¢inné, kdy antagonista zcela
pterostl mycelium patogena uvadéji kmeny TR18, TR19 a TR22.

S ucinnosti v in vitro se shoduji i Sahi & Khalid (2007), ktefi uvadi 62 % potlaceni
F. oxysporum. f.sp. capsici pomoci T. viride (kmen neuveden).

Naopak Larkin & Fravel (1998) uvadi druh T. viride za neuéinny, pii pouziti kmene
T-101 bylo dosazeno minimalni inhibice v nddobovych pokusech proti F. oxysporum f. sp.
lycopersici.

Dalsim druhem rodu Trichoderma je druh T. hamatum. Ten byl testovan proti F. oxysporum
f. sp. lycopersici v nadobovych pokusech. Kmen TRI-4 snizil vyskyt vadnuti o 64 %
(Larkin & Fravel 1998). Mensi uc¢innost mél v in vitro podminkach kmen T. hamatum (RTM-
5), ktery inhiboval F. oxysporum f. sp. lycopersici z 31 % (Sundaramoorthy & Balabaskar
2013).
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Mnohem U¢inngjsi je kmen LU740. Pti pouziti proti F. oxysporum f. sp. lycopersici
v nadobovych pokusech doséahl snizeni vadnuti z 80 % (kontrola) na 50 %. Samotna aplikace
kmenu (bez patogena) vyrazné zvysila mnozstvi biomasy rajcat Je predpoklad, ze muze
ovliviiovat fytostimulatory nebo fytohormony (Ghazalibiglar et al. 2016).

Testovanym druhem rodu Trichoderma je i T. asperelum. Aplikaci T. asperelum (kmeny
T-1, T-II) do sterilizovaného substratu (kompost a raselina), ktery byl poté infikovan
F. oxysporum f. sp. lycopersici, doslo ke snizeni infikovanych rostlin z 90 % (kontrola) na
13 % (TI) a 5 % (TII). Stejny experiment byl proveden s piirozenou pidou (lokalita
Chateaurenard), ta byla sterilizovdna a poté infikovana patogenem, vyskyt vadnuti byl 55 %,
po aplikaci antagonisty byl vyskyt vadnuti 22 % (T1) a 23 % (TII) (Cotxarrera et al. 2002).

Tticet izolatd T. asperelum bylo zkouSeno v dudlnich testech proti 4 kmentm F. oxysporum
f. sp. lycopersici, pficemz 6 ze ziskanych izolatt mélo silnou inhibi¢ni aktivitu. Nejvetsi
inhibici (68-71%) vykazovaly nasledujici kmeny: TS39, TS12, TS42, TS9, TS32 a TS36.
Naopak nekteré kmeny mély inhibice pouze 32 - 36 %. Kmeny se také liSily v objemu tvorby
chitindzy a B-1,3-glukanazy, mnozstvi odpovidalo mife inhibice jednotlivych kment (EI-Komy
et al. 2015).

Druhem z rodu Trichoderma zkouSenym pro biologickou ochranu je i T. atroviride.
Ghazalibiglar et al. (2016) zkouseli proti F. oxysporum f. sp. lycopersici celkem 10 izolatu
Trichoderma spp. Nejvétsiho snizeni infekce se dosahlo u 2 kment T. atroviride LU140
a LU584, kdy doslo ke sniZzeni o 69 %. Zaroven doSlo k prikaznému zvySeni ristu a vySky
rostlin oproti neosetiené kontrole a ostatnim izolatim.

Mensi inhibici zpusobil kmen T. atroviride (T8). Pfi pouZiti proti F. oxysporum zpisobujici
vadnuti cibule, byl patogen inhibovan z 30 - 40 % (Sanchez et al. 2015).

Uvadeén je také druh T. koningii (kmen neuveden), ktery v in vitro podminkach inhiboval
F. oxysporum f. sp. phaseoli z 28 % (Otadoh et al. 2011). S podobnou uc¢innosti se shoduje
i Sahi & Khalid (2007), T. koningii (kmen neuveden) inhiboval rist F. oxysporum. f.sp. capsici
z 18 %.

3.4.2 Pythium oligandrum

VétSina druht rodu Pythium jsou rostlinnymi patogeny, druh P. oligandrum se odlisuje svou
schopnosti chranit rostliny pied biotickym stresem a podporou jejich ristu. Uspéch druhu je
spojen CasteCné s piimym antagonismem pomoci mykoparazitismu a castecné produkci

antimikrobialnich sloucenin. Pozoruhodna je schopnost "rozpoznat" své bunécné stény od
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ostatnich houbovych stén. P. oligandrum svou pfitomnosti chrani rostliny pied patogeny
vyvolanim indukované rezistence. Podili se na omezeni priniku a vyvoje patogent
v hostitelskych pletivech nepfimo, zesilenim bunécnych stén rostlin nebo piimo
antimikrobialni aktivitou (Benhamou et al. 2012).

Pfi testovani v in vitro podminkach mezi P. oligandrum (EI-U1122) proti F. oxysporum,
vznikla mezi mikroorganismy vznikla inhibi¢ni zéna a po 12 dnech byl patogen zcela pterostly
antagonistou. K inhibici dochazi pomoci tékavych sloucenin chitindzy a b-1,3-glukandzy
(El-Katatny et al. 2006).

P. oligandrum (1010) je velmi G¢inné v boji s F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, nebot’
pti kontaktu hyf dochazi v buinikach patogena k fad¢ poruch, véetné vSeobecné dezorganizace
cytoplazmy a nakonec ztrat¢ protoplazmy. Dale dochazi v pritomnosti antagonisty ke zménam
pletiv kofenu rajat, které podle autori pomahaji rostliné vzdorovat patogenu (Benhamou
1996).

Houba pronika svymi hyfami do rostlinnych pletiv a tim vyvolava systémovou reakci
rostliny, ktera je schopna ubranit se velkému mnozstvi ptidnich patogent, vcetné F. oxysporum.
P. oligandrum, ale neni schopno piezit v rostlinnych pletivech bez ptijmu Zivin z vné&jsiho
prostiedi. Zajimavé je i zji$téni, Ze antagonista ziejmé nenarusSuje biodiverzitu mikroflory
Vv rhizosféte (Benhamou et al. 2001; Brozova 2002; Gerbore et al. 2013). Brozova (2002), dale
uvadi uziti ptipravku Polyversum na bazi P. oligandrum proti F. oxysporum f.sp. pisi. Aplikaci
ptipravku doslo k vét§imu sniZeni vadnuti neZ pfi pouZiti rezistentnich odrtid hrachu.

Vyvolani systémové rezistence je odiivodiiovdno bilkovinou zvanou oligandrin, kterou
produkuje P. oligandrum. Po aplikaci této latky na rajéata doslo k vyznamnému sniZeni
vyskytu vadnuti zptusobeného F. oxysporum f.sp. radicis-lycopersici oproti rostlinam
oSetfenych vodou. DoSlo k omezeni vristani hyf patogena a celkové sniZeni jeho

zivotaschopnosti (Benhamou et al. 2001).

3.4.3 Nepatogenni kmeny Fusarium oxysporum

Jako dalsi mikroorganismy potlacujici patogenni kmeny Fusarium oxysporum, jsou velmi
Casto uvadény nepatogenni kmeny tohoto druhu. Nepatogenni kmeny soutézi s patogenem
o stejné ziviny v pud¢, coz ovliviiyje kliceni chlamydospor. Mohou také konkurovat v obsazeni
mist, kde doslo k poskozeni kofenl a tim vyvolat u rostliny reakci na tento podnét, ktera vede

k odolnosti rostliny vii¢i patogenni formé F. oxysporum (Fravel et al. 2003).
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Nepatogenni kmeny Fo47, CS-1 a CS-20, zplsobuji urcity stupeni inhibice fusariového
vadnuti na raj¢atech. Nejucinngjsi kmen je CS-20, ktery snizuje vyskyt vadnuti az o 92 %,
naopak nejméné ucinny je kmen Fo47, jeho ucinnost je max. 25 %. Rozdil je dan jejich
zpusobem inhibice, zatimco kmeny CS-1 a CS-20 indukuji rezistenci rostliny, kmen Fo47
primarné soutézi o ziviny s patogennimi kmeny a mensi mife v indukci rezistence rostliny
(Duijff et al. 1998; Larkin & Fravel. 1999; Elmer 2004; Aimé et al. 2013; Aicha et al. 2014).
Nepatogenni kmen Fo47 je v kolonizaci kofenového systému mnohem rychlejsi nez patogenni
kmeny Fusarium oxysporum (Bolwerk et al. 2005).

Dalsi u¢innym kmenem je Fo-B2, ktery snizil fusariové vadnuti na rajcatech az o 87 %,
v zavislosti na varianté experimentu. Nejuc¢innéjsi byl v péstebni komoie, to je dano stabilnim
prostiedim experimentu. V podminkach skleniku byl Gfinny az ze 71 %. V polnich
podminkach, kde je ovSem vétsi tlak okolniho prostiedi, se vyskyt choroby snizil o 16 — 30 %,
(Shishido et al. 2005).

Na snizeni fusariového vadnuti za pomoci nepatogennim kmend, konkrétné proti
F. oxysporum lycopersici byly nejicinnéjsi kmeny 233/1, 141/3 a 245/1 (Silva & Bettiol 2005).

Kmen CS-20 byl jiz zminén pfi pouziti na sniZzeni fusariového vadnuti na raj€atech. Jako
ucéinny se ukazal i proti F. oxysporum f. sp. asparagi. Z dalsich kmenii pouzitych proti patogenu
byly CS-20, CWB 312, CWB 314, CWB 318 a Fo47. V polnich i sklenikovych podminkach
byly nejucinngjsi kmeny CWB 318 a CS-20. Kmen CS-20 dokonce zvysil vahu vyhonkt
chiestu oproti ostatnim kmentim nebo neoSetfené kontrole Elmer (2004) s vétsi ucinnosti

kmene CWB 318 oproti kmenim CWB 312 a CWB 314 se shoduje i (He et al. 2002).
3.4.4 Pseudomonas sp.

Pseudomonas vyuzivané jako biologicka ochrana (zejména P. fluorescens and putida) jsou
nepatogenni rhizobakterie, kolonizaci rhizosfery potlacuji ptidni patogeny (Ramamoorthy et al.
2002).

Utinnost druhi rodu Pseudomonas je dana vyvolanim indukované rezistence rostlin
pfitomnosti samotné bakterie. Buriky jsou pfitahovany kofenovymi exudaty a také kyselinou
fusarovou (zpasob neni zcela znam) (Kamilova 2008). Pti indukované rezistence dochazi
k indukci obranych enzymt fenylpropanoidovou cestou a akumulaci fenolickych
a PR-proteinli. Bakterie svoji pfitomnosti posiluji strukturu bunécéné stény a podporuji

akumulaci fenolickych latek a chitinaz (Ramamoorthy et al. 2002)
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Za Uc¢inny je povazovan kmen Pfl, ktery dokazal snizit vyskyt fusariového vadnuti na
raj¢atech (Ramamoorthy et al. 2002; Manikandan et al. 2010). Konkrétné¢ Ramamoorthy et al.
(2002), zkouseli n€kolik kmenti proti F. oxysporum f.sp. lycopersici. Kmen Pfl v polnich
podminkach nejvice snizil vyskyt fusariového vadnuti, a to na 18 %, oproti 76 % vyskytu na
neoSetiené kontrole. Pfi pouziti chemického oSetieni pomoci fungicidu carbendazim, byl
vyskyt vadnuti 17 %. Z vysledkt je patrny minimalni rozdil mezi chemickou a biologickou
ochranou.

Za ucinnou aplikaci kmene Pfl je povazovdno maceni semen nezli maceni kofent
semenackil. Za vhodny piipravek se povazuje kapalna suspenze (2 % glycerol, 1 ml (3 x 10%
CFU (colony-forming unit) ml). Po aplikaci suspenze doslo ve sklenikové kultuie ke sniZeni
fusariového vadnuti na 17 %, a v polnich podminkéch na 4,8 %. Aplikaci kapalného piipravku
bylo dosazeno i zvySeni vynosu polnich raj€at o 53%, oproti neoSetfené kontrole (Manikandan
et al. 2010).

S tcinnosti zbylych kment Pf se autofi rozchézeji, Larkin & Fravel (1998), publikovali
snizeni vyskytu fusariového vadnuti na rajcatech v praiméru o 46 % (30 — 63 %) v zavislosti na
kmenu bakterie. Jako nejucinnéjsi uvadi kmeny Pf-5 a SB65.

Naopak z kment Pf 1 to Pf 15 byl pfi v in vitro pokusech nejucinngjsi proti F. oxysporum
f.sp. lycopersici kmen Pf 12. Uginné kmeny jsou jesté Pf 3, Pf 9, Pf 13 a Pf 14 (Laksmidevi et
al. 2015).

Velmi ué¢innym kmene je kmen WCS365, ktery dokaze v in vitro podminkach kolonizovat
hyfy F. oxyposrum f.sp. radicis-lycopersici a tim inhibovat patogena (de Weert et al. 2004;
Kamilova et al. 2008). Kamilova et al. (2008) dale uvadi snizeni poctu vyklicenych spor
patogena za ptitomnosti bakterie.

Kmen WCS365 je pouZivam i jako standartni kmen k porovnani sjinymi kmeny
P. fluorescens. Na experiment v péstebnim systému Gnotobiotic s rajcaty se pouzilo celkem
20 kmenu P. fluorescens. Sedm kmenti nemélo zadny vliv nebo dokonce zvysilo zavaznost
onemocnéni ze 63% (kontrola) na 64 — 75 %. DalSich sedm kment mirn¢€ snizilo tlak
onemocnéni, aviak nikoliv vyznamné na 58 - 60 %. Sest kmenii, se ukéazalo jako velmi Gi¢inné
pii potlaceni fusariového vadnuti na rajcatech. Kmeny PCL1757, PCL1758, PCL1760 byly
dokonce ucinn¢jsi nez standardni kmen (Validov et al. 2006).

Proti F. oxysporum f.sp. lycopersici je uvadéno i nékolik dalSich inhibujicich kmend,
piiblizné€ se stejnou ucinnosti, jedna se o kmeny: P16 , P20, P28, 58/1. Napf. v piipad¢ kmene
P16 doslo v polnich podminkach ke snizeni fusariového vadnuti 0 30 — 31 %, u kmene 58/1 byl
vyskyt vadnuti v nadobach 29 % (Akkoprii & Demir 2005; Riny & Sulochana 2007; Srivastava
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et al. 2010). Akkoprii & Demir (2005) dale uvadi zvySeni obsahu P v kofenech naockovanych
rostlin ve varianté s aplikaci P. fluoresnces.

P. fluorescens je G¢inna i na jiné forma specialis patogena, konkrétné proti F. oxysporum f.
sp. melonis. Z celkem 126 izolath vykazovalo v nddobovych pokusech 64 izolatt uréitou miru
inhibice, 28 izolatl vykazovalo vice nez 50 % inhibici, 6 izolatl vykdzalo inhibici v rozmezi
70 - 84 % (Ozaktan & Bora 2000).

P. fluorescens, kmen LRB3W1 je uvadén jako uc¢inny zpusob k potlaceni vyskytu
fusariového vadnuti na zeli. K porovnani u¢innosti byl pouzit fungicid benomyl. Pii aplikaci
pouze bakterie byl snizen vyskyt vadnuti o 50 %, pfi koncentraci bunék 10°, pii koncentraci 10°
pouze o 15%, pii kombinaci s benomylem byla G¢innost 80 — 90 % (Someya et al. 2006).

Jako 0¢inny je uvadén i druh Pseudomonas putida, konkrétné kmeny WCS358 a RES,
jejichz kombinaci v nadobovych pokusech byl snizen vyskyt fusariového vadnuti na
fedkvickach zptisobeného F. oxysporum f. sp. raphani o 50%, pfi jednotlivém pouZiti pouze
0 30% (de Boer et al. 2003).

S ti¢innosti P. putida se shoduji i vysledky Ozaktan & Bora (2000), kteti pouzili kmeny P30,
P109 a P180, které snizili vyskyt fusariového vadnuti na melounech v nddobovych pokusech
0 80, 82 a 84 %.

V kombinaci Pseudomonas fluorescens s T. harzianum doslo vyraznému snizeni vyskytu
fusariového vadnuti na rajCatech, navic se zvysila i kli¢ivost semen o 22 - 48 %

(Srivastava et al. 2010).
3.4.5 Bacillus sp.

Bakterie rodu Bacillus jsou dobte znamy pro svoji schopnost biologické ochrany pomoci
riznych mechanismi, zejména pak B. subtilis, B. cereus, a B. amyloliquefaciens, (Yu et al.
2011). Druhy Bacillus chrani rostliny kolonizaci jejich kofeny. Druhy produkuji lipopeptidy,
jakou jsou ituriny, surfactiny, fengyciny a korynebactin. Lipopeptidy jsou schopné potlacit
Fusarium oxysporum (Cao 2012; Zhao 2013).

Druh B. amyloliquefaciens je ucinny proti spektru ptidnich patogent, véetné F. oxysporum.
Druh inhiboval houbové patogeny pomoci produkce lipopeptidii, které maji antifungdlni ucinky
(Vitullo et al. 2011; Lietal. 2014).

B. amyloliquefaciens je velmi u¢inny proti F. oxysporum f. sp. lycopersici, jako nejucinné;si
kmeny proti fusarivému vadnuti byli zjistény kmeny, LIOBac179, BO7. Kmen LIOBac179

potlacil patogena v in vitro podminkach o 92,5 %, v podminkach skleniku doslo ke snizeni
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vyskytu vadnuti o 75 %. Kmen B07 ma silnou inhibi¢ni aktivity v in vitro. Kmen nasledné
uspésné kolonizoval kofeny rajcat a produkei lipopeptidu snizil vyskyt vadnuti o 40 % (Vitullo
etal. 2011; Ajilogba et al. 2013). S G¢innosti se naopak neshoduje Myresiotis et al. (2011) podle
této studie B. amyloliquefaciens (IN937) je neti¢inny, ale v kombinaci s B. subtilis (GB03) doslo
ke snizeni vadnuti vyvolaného F. oxysporum f.sp. lycopersici o 60 %.

B. amyloliquefaciens inhibuje i jiné f. sp. patogena. Konkrétné¢ kmen Q-426 inhiboval
Vv in vitro zcela rust spor F. oxysporum f. sp. spinacia. Inhibice byla Gispésna tvorbou lipopeptidt
(Zhao et al. 2012).

B. amyloliquefaciens (NJN-6) produkoval pii inhibici Fusarium oxysporum f.sp. cubense
antifungalni latky, které byly velmi u¢inné; benzothiazol fenol, 2,3,6-trimethylfenol,
2-nonanon, 2-dekanon (Yuan et al. 2012).

Proti F. oxysporum je u¢inny také druh B. subtilis. Patogena F. oxysporum f. sp. lycopersici
nejvice potlacily kmeny ATCC 11774, EU07, QST 713 a GB 03. Kmen ATCC 11774 v in vitro
inhiboval patogena z 82 %, v podminkach skleniku snizil vyskyt vadnuti ze 100 % na 37,5 %.
Kmen EUO7 snizil vyskyt vadnuti ve skleniku o 75 %, kmen QST 713 0 53 %. Kmen GB 03
snizil vadnuti na rajéatech o 60 % (Baysal et al. 2008; Myresiotis et al. 2011; Ajilogba et al.
(2013). Myresiotis et al. (2011) dale uvadéji kmen FB24, ktery snizil vyskyt vadnuti pouze
0 30 %, kmen byl nasledné aplikovan v kombinaci s kmenem GB 03 a doslo ke sniZeni jen
0 40 %, oproti samotnému kmenu GB 03 je ucinek opét nizsi.

B. subtilis je G¢inny i v potlaceni patogena F. oxysporum f. sp. cucumerinum. Druh také
inhibuje patogena pomoci antifungalnich latek — lipopeptida (Cao et al. 2012).

Nejucinnéjsi kmeny proti F. oxysporum f. sp. cucumerinum jsou SQR 9, B579 a B068150.
Vsechny tfi kmeny inhibovali ve velké mite patogena. Kmen SQR 9 snizil vyskyt fusariového
vadnuti ve skleniku o0 49 - 61 % tento kmen snizuje kli¢ivost spor az o 83%. Kmen B579 snizil
fusariové vadnuti o 73 %. Kmen BO068150 v nadobovém pokusu v modifikovaném
gnotobiotickém systému snizil vadnuti o 50 % a je témé&f srovnatelny s chemickou variantou
oSetfenou pomoci fungicidu carbendazim, kde byl uc¢inek 60 %. VSechny 3 kmeny zlepSili
fyziologicky stav rostlin. Kmen SQR 9 dvojnasobné zvysil obsah suSiny oproti neoSetiené
kontrole, dale se zvysila délka vyhonu z primérnych 67 cm na 91 cm. Aplikace kmene B579
zvysila obsah TAA u osetfenych rostlin (Chen et al. 2010; Cao et al. 2011; Cao et al. 2012; Li
et al. 2012).

B. subtilis je u¢inny i proti F. oxysporum f. sp. melonis. Konkrétné¢ kmen Y-IVI, u¢innost

jesté zvysila aplikace organického hnojeni (Zhao et al. 2013).
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B. subtilis je G¢inny také proti F. oxysporum. f. sp. capsici. Konkrétné kmen CASI5
Vv in vitro podminkéach siln¢ inhiboval patogena. V nadobovych pokusech ve skleniku bylo pti
soucasné aplikaci patogena i antagonisty snizen vyskyt vadnuti na rostlinach paprik o 44 %, pti
samostatné aplikaci doSlo ke snizeni o 57 %. Kmen velmi podporoval i samotnou rostlinu,
rostliny oSetfené¢ CAS15 byly vyssi, zvysil se vynos plodl, tim ze doslo ke zkraceni doby
kveteni 0 50 %, 0 37 % se zvysila primérna hmotnost ploda a celkovy vynos z rostlin se zvysil
049% (Yuetal. 2011).

Jako dal$i mozné druhy vhodné k ochran¢ proti Fusarium oxysporum uvadi Ajilogba et al.
(2013) B. cereus (ATCC 11778) a B. pumilus (LIOBac269), ty v podminkach v in vitro
inhibovaly F. oxysporum f.sp. lycopersici z 55 % a 70 %. Ve sklenikovych podminkach snizila
aplikace B. cereus vyskyt vadnuti na raj¢atech na 25 % (obdobné jako B. amyloliquefascines),
B. pumilus snizil vyskyt na 37 % (obdobné jako B. subtilis).

Rozdilnou inhibici druhu B. pumilus uvadi ve své publikaci Myresiotis et al. (2011), ktefi
testovali proti F. oxysporum f.sp. lycopersici kmen SE34, vyskyt vadnuti na raj¢atech byl snizen
z 97 % (kontrola) na 87 % v oSetfené varianté. Kmen nebyl vyznamné u¢inny ani v kombinaci

s jinymi druhy rodu Bacillus.
3.5 Metody detekce patogennich mikroorganismi

Rostliny, vcetné kulturnich plodin trpi mnozstvim chorob, které¢ byvaji zplsobeny
pritomnosti vird, fytoplazem, bakterii ¢i hub. Vyjmenované mikroorganismy mohou za urcitych
podminek zplisobit vyznamné hospodaiské ztraty. Patogenni mikroorganismy byvaji Casto
ptitomny v pletivech v tzv. latentni formé. Pro pfesnou diagnézu se vyuzivaji laboratorni
metody detekce. Mezi vyuzivané metody patii: ELISA, PCR, RT-PCR a LAMP
(VSUO 2015 - 2016).

3.5.1 ELISA

. Nazev ELISA pochazi z anglického Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay. Prvné byla
tato metoda predstavena jiz v 60. letech 20. stoleti. Od PCR se odlisuje, Ze detekuje fenotypové
vlastnosti patogennich mikroorganismi (Schmidt & Rodrick 2003). Jedna se o
imunoenzymatickou metodu, ktera je zalozend na interakci antigenu testovan¢ho patogena a
protilatky. Vznikne tak imunokomplex antigen-protilatka. Cely proces probiha zptisobem, ze
se na specifickou protilatku navdze antigen patogenu. Na n¢j se nésledn€ navaze enzymové

oznacena protilatka, ktera se pridava v dal§im kroku analyzy. Pfi dal$im kroku se do reakéni
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smési piidava substrat, ktery se za pomoci enzymu pfeméni na barevny produkt. Zabarveni
kone¢ného produktu se stanovi spektrofotometricky a je ptimo imérna koncentraci antigenu ve
vzorku. (Schmidt & Rodrick 2003). Metoda je vyuZivana piedevsim pro diagnozu viréz (VSUO
2015 - 2016).

3.5.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce vynesla jejimu objeviteli K. B. Mullisovi vroce 1993
Nobelovu cenu. Zkratka PCR pochézi z anglického originalu polymerase chain reaction.

Principem diagnostické metody PCR je zmnozeni specifickych usekit DNA daného
mikroorganismu na detekovatelné mnozstvi. Technické vybaveni pro PCR je nasledujici:
centrifuga, vortex, termocyklér, pipety, mikrozkumavky, sterilni Spicky, pfistroj na
elektroforetickou separaci (elektroforéza) a UV transluminator s fotoaparatem. Nezbytné jsou
také urcité chemikalie a to: vyizolovana DNA, Master Mix, primery a destilovana voda. Pred
vyuzitim samotného PCR je nutné izolace DNA. Predpokladem je dostate¢né mnozstvi celkové
DNA z rostlin, metod pro extrakci DNA je nékolik a vybér metody zalezi na vzorku (VSUO
2015 - 2016). Béhem PCR se k denaturované DNA, ktera se rozestoupila do dvou fetézci, ptida
jeden par specifickych primerd. Primery jsou svymi sekvencemi konstruovany specialné
k sekvencim  diagnostikovaného mikroorganismu. Vybrané primery se vyznacuji
komplementaritou k fetézciim DNA mikroorganismu a vazou se jen na né. Po navazani pisobi
termostabilni enzym tzv. Taq DNA polymeraza, ta zptsobi, ze se do syntetizuje druhy fetézec
do formy dvou fetézce (Atawodi et al. 2010).

Samotnou polymérazovou fetézovou reakci je mozné roz¢lenit do tii krokt. Pii prvnim
kroku se dvojity fetézec DNA pii pfiblizn€ 90 °C denaturuje na dva samostatné fetézce. Ve
druhém kroku dochazi k napojeni dvou oligonukleotidovych primerti, komplementarnich
k nékterému tiseku DNA pi#i 50 °C, probiha tzv. annealig, primery se vyberou, tak aby se vazaly
vZzdy jen na jednom fetézci na k nim specifické sekvence podle sméru G€innosti polymerazy
DNA, tedy od 5’ k 3°. Retézec by mé&l byt mezi nimi ohrani¢en o délce piiblizné 20 000 bp,
protoze aktivita primer je na obou fetézcich vzajemné protismérna. Ve tfetim kroku pfi
polymerizaci vyuziji DNA polymerazy napojené primery jako start K syntéze
komplementarniho fetézce pii 70 °C. Tato reakce se nechd probéhnout ptiblizné 25 — 30 krat,
tim dojde k rozmnoZeni tiseku, ktery byl vyhranicen primery 10° az 108 krat. Péivodni malé
mnozstvi nékolika desitek molekul se rozmnoZi natolik, Ze se d4 nasledn€ vznikly usek DNA

o znamé délce elektroforeticky prokazat. Celd metoda je velmi citlivd ke kontaminaci
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a vyzaduje naprostou cistotu, aby nedochazelo k namnoZeni nechténych molekul DNA
(Chloupek 2008; Atawodi et al. 2010).

K samotnych krokim cyklu dojde v jedné zkumavce zménou teploty v termocykléru. Asi
nejpouzivanési a nejjednodussi metoda vyhodnoceni PCR je elektroforeticka separace PCR na
gelu (agardzovy ¢i polyakrylamidovy). Metoda je zalozena na principu pohybu zaporné
nabitych molekul DNA v elektrickém poli smérem k anod¢. Elektroforéza probiha v gelu, ten
tvoii separacni sit’ polymernich molekul s pory, kterymi se molekuly DNA pohybuji rozdilnou
rychlosti v zavislosti na velikosti, a tim dojde k jejich separaci. Vzorky se na gel nanesou
S fluorescenénim barvivem, barvivo zplsobi, Ze se na gelu pomoci UV transilumindtoru

zviditelni fragmenty DNA pozitivnich vzorkt (VSUO 2015 - 2016).
3.53 RT-PCR

Reverzni transkripce spojena s polymerazovou fetézovou reakci (reverse transcription
polymerase chain reaction, RT-PCR) se bézné pouziva k detekci piitomnosti mRNA,
pre-mRMA nebo jinych typti RNA (Rio et al. 2011). Reverzni transkripce byla objevena v roce
1970 (VSUO 2015 - 2016). Pii reverzni transkripci dochazi k piepisu genomové RNA na jedno
fet¢zovou DNA. Timto krokem se ziskd molekula, kterd odrazi specifickou genetickou
informaci patogena a funguje v ramci PCR jako vstupni templat (Rio et al. 2011). Timto krokem
mize byt naplno vyuzit potencial PCR, ktery spociva v jeho vysoké citlivosti a specifi¢nosti

(VSUO 2015 — 2016).
354 LAMP

LAMP, tedy Loop mediated isothermal amplification, neboli izotermalni amplifikace
zprosttedkovana smyckou. Jednd se 0 techniku, kterd umoznuje detekci DNA 1 RNA. Pomoci
této techniky je mozné v rostlinnych pletivech potvrdit pfitomnost virti, bakterii ¢ hub (VSUO
2015 — 2016).

Velka vyhoda této metody spociva v tom, Ze je jedno, zda se zjistuje DNA nebo RNA. Pfi
pouziti této metody neptedstavuji problém zneciStujici latky, je tedy mozné udélat test
S minimalni vybavou pfimo na poli. Metoda vznikla v roce 2000 v Japonsku. Jedna se 0 obdobu
PCR. Princip LAMP je podobny fungovani PCR, kde se museji vlakna DNA oddg¢lit zahtatim.
V ptipadé LAMP se pouzije odliSny termostabilni enzym, ktery dokdze béhem syntézy nového
vlakna DNA pavodni vldkno odstrkovat stranou. Postaci tedy jedna teplota pro vSechny faze

reakce (60 — 65 °C). Primery jsou navrzeny tak, aby pii syntéze DNA vznikla nekone¢na
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smycka a enzym DNA polymeraza, tak neustale piidava dalsi kopie useku DNA, dokud se
nenamnozi do takového mnozstvi, které je mozné detekovat. Nejvetsi vyhodou metody LAMP
oproti klasické PCR je niz§i cena a nizsi citlivost na ¢istotu vzorku (Bouma 2019). Cely proces
probihd v jedné zkumavce. Technika ma pravdépodobné slibnou budoucnost jako levna

detekéni metoda (VSUO 2015 — 2016).
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4 Material a metody

4.1 Material

V letech 2015 — 2019 byl v ramci jednotlivych experimentd studujicich vliv jednotlivych

faktort na rast patogena Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans vyuzit nasledujici material:
4.1.1 Patogen

B&hem experimentl byl pouzivan houbovy patogen Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans
zbl (rasa 1) a zb 2 (rasa 2), ze sbirky Stichting Nederlandse Algemene Kwaliteitsdienst
Tuinbouw (Naktuinbouw).

4.1.2 Mikroorganismy

Pro experiment tzv. dudlnich testi mezi patogenem a vybranymi mikroorganismy, tedy
testovani ovlivnéni rlstu ¢i inhibice mycelia patogena Foc, byly na ziklad¢ literatury

a doporuceni otestovany v dualnich testech tyto potencialné antagonistické mikroorganismy:

e Trichoderma harzianum CCF 2714

e Trichoderma hamatum CCF 2390

e Trichoderma asperellum ATCC 204424
e nepatogenni kmen Fusarium oxysporum CCF 3428
e Fusarium laterititum CCF 3689

e Pythium oligandrum CBS 530.74

e Aureobasidium pullulans CCF 4532

e Cladosporium herbarum CCF 3741

e Pseudomonas fluorescens CCM 2115

e Pseudomonas aeruginosa CCM 1960

e Bacillus amyloliqufacines DSM 23117
e Bacillus subtilis

e Erwinia herbicola DSM 8570.
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Vysvétlivky:

e DSM: Deutsche sammlung von mikroorganismen und zellkulturen
e CCM: Czech Collection of Microorganisms
e CCF: Culture Collection of Fungi

e CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures
4.1.3 Rostlinny material

Na zékladé ptedbéznych pokust byly vybrany pro experimenty 3 odrtidy hlavkového zeli
(Brassica oleraceae convar. capitata f. alba). Dvé odrudy citlivé k fusariovému vadnuti,

'Pourovo pozdni' a 'Zeus' a jako rezistentni odruda ‘Target'.

e 'Pourovo pozdni'
Pozdni kruharenské zeli, hmotnost hlavky 4 - 6 kg, vegeta¢ni doba 130 - 140 dni.
Moravoseed.

e 'Target' F1
Polopozdni zeli, vyuziti ke kruharenstvi ¢i skladovani, hmotnost hlavky 3,3 kg,
vegetacni doba 125 - 130 dni. Udavana rezistence k Foc. Moravoseed.

o 'Zeus'Fl
Polorané zeli pro letni sklizen, vyuZiti pro pfimy konzum, vegeta¢ni doba 75 - 80

dni. Moravoseed.
4.1.4 Substrat

Bé&hem experimentt byl pro veSkerou kultivaci rostlin hldvkového zeli pouZivan substrat od
firmy Agro CS Ceska Skalice, konkrétné substrat AGRO CS profi, radelinovy substrat I
s nasledujicimi parametry; N: 50 - 300 mg/l, K>O: 80 - 300 mg/l a P20s: 80 - 300 mg/l,
pH5,5-6,5.

415 Péstebni médium

e Pevné médium: Potatoe dextroze agar — PDA, Vyrobce: VWR
e Tekuté médium: Malt extrakt — ME, Vyrobce: ROTH
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4.2 Kultivace patogena

Patogen Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans (rasa 1 a 2), byl kultivovan na PDA mediu.
Médium o koncentraci 39 g/l bylo autoklavovano pii teploté 121 °C. Médium bylo rozlito na
Petriho misky o priméru 9 cm. Na miskach byl kultivovan patogen pfi teploté 24 °C ve tmé.

Kultivace patogena probihala na miskach dle Ramamoorthy et al. (2002) 10 dni.

4.3 Metodika zaloZeni experimentu s hodnocenim vlivu teploty na rist

patogena v podminkach v in vitro

Patogen byl naockovan na misky s PDA mediem. Médium o koncentraci 39 g/l bylo
autoklavovéno pfi teploté 121 °C a rozlito na Petriho misky o priméru 9 cm. Na miskach byl
kultivovan patogen za konstantnich teplot a to 15, 18, 24, 28 a 37 °C. VSechny varianty byly

bez piistupu svétla. Prirtstky kolonie patogena byly pravidelné méteny métitkem.

4.4 Metodika experimentu s hodnocenim vlivu teploty na infekci rostlin

zeli hlavkového z inokulovaného substratu

Pfi tomto experimentu byl substrat inokulovéan inokulem o urcité koncentraci spor patogena
Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans rasa 1. Do substratu byly piepichany piedpéstované

rostliny tii odrid hlavkového zeli a dale péstovany za odlisnych teplotnich podminek.
4.4.1 Tvorba inokula a inokulace substratu

Narostlé mycelium bylo stazeno z misek do destilované vody, kterd byla predem
autoklavovana pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut. Petriho misky byly poté jesté vyplachnuty
destilovanou sterilni vodou. Ziskand suspenze byla mixovana homogenizatorem
WiseTis HG-15D.

Pomoci Burkeho komirky byla spocitdna aktudlni koncentrace spor. Ziskana suspenze byla

nafedéna sterilni vodou na koncentraci spor 1x10°, ziskanou suspenzi byl inokulovan substrat.
4.4.2 Péstebni podminky

Rostliny vsech tfi odrid byly pfedpéstovany v substratu v chlazeném inkubatoru Binder
KBW 400 s regulovanymi teplotnimi a svételnymi podminkami 12 h svétla a 12 h tmy. Pti

svételné fazi byla teplota 22 °C, v temnosti fazi pak 20 °C. Juvenilni rostliny hlavkového zeli
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byly ve fazi 3 - 4 pravych listi pfesazeny do infikovaného substratu po 40 kusech v kazdé
varianté.

Samotny experiment probihal v sadbovacdich s objemem bunék 54 ml. Sadbovace byly
naplnény standardnim substraitem AGRO profi raSelinovy substrat I. Substrat byl pied
vysadbou rostlin inokulovan patogenem. Pti vysadbé do sadbovacu byly rostlindm zkraceny
koteny na 5 cm. Sadbovace s rostlinami byly kultivovany pfi svételném rezimu 12h svételna
faze (430 Im) a 12h temnostni faze v ristové komote (Q-CELL 1), kde byly rostliny péstovany
pfi teplotach 16/18 °C, 19/21 °C, 22/24 °C a 26/28 °C.

4.4.3 Hodnoceni

Napadeni rostlin zeli hlavkového patogenem bylo hodnoceno bodovou stupnici 0 - 3 podle
Luhova et al. (2006), 0 — bez ptiznakt; 1 — pocate¢ni symptomy, zloutnuti jednoho pravého
listu, Casto jen z jedné strany, stagnace v rustu; 2 — intenzivni napadeni, Zloutnuti nékolika listq,
Cisté zeleny pouze veg. vrchol; 3 — uhynulé rostliny. Prvni hodnoceni probéhlo 3 tydny od

ptepichani rostlin do infikovaného substratu, stupen napadeni byl zaznamenavan 5X vV rozmezi

2 - 3 dntu.

Obrazek 3: Stupnice hodnoceni vizualnich symptomi hlavkového zeli infikovaného Foc,
0 — bez ptiznaki 1 — pocatecni symptomy, 2 — intenzivni napadeni, 3 — uhynulé rostliny

(Foto Véra Kofrankova).
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444 Analyza PCR

V nahodné¢ vybranych uhynulych rostlinach nebo v rostlinach s pfiznaky infekce byla
pritomnost DNA patogena potvrzovana v kofenech a kofenovych krécich rostlin pomoci PCR.
Izolace DNA probéhla podle navodu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

PCR s primery 1#77R/1#77S probéhla dle metodiky Zhang et al. (2014). Amplifikované
PCR vzorky byly elektroforézovany na 1,5% agarozovém gelu, ktery byl zbarven v ethidium

bromidu a vizualizovan na UV transluminéatoru.
445 Statistické vyhodnoceni

Ziskana data byla testovana na normalitu dat, kterd byla negativni, k vyhodnoceni byl pouzit
Kruskal-Wallistv test v programu StatSoft, Inc (2013) STATISTICA (data analysis software

systém), version 12.
4.5 Metodika upravy pH a hodnoceni experimentu

Pfi experimentu byl patogen Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans (rasa 1 a 2) kultivovan
za rozdilnych hodnot pH v tuhém a tekutém mediu a hodnocen vliv hodnoty pH na rist

patogena. Po skonceni experimentu byl zjiStovan vliv patogena na pH zméfenim hodnoty pH.
45.1 Tuhé médium

Hodnota pH PDA media byla upravena na hodnoty 4; 5; 6; 7; 8 a 9 pH, za pomoci kyseliny
chlorovodikové (HCI) a hydroxidu sodného (NaOH). PDA médium bylo autoklavovano pfi
teploté 121 °C, rozlito na Petriho misky o priméru 9 cm.

Z ptedem napéstovanych kultur Foc na Petriho miskach byl patogen naockovan tercikem
o priméru 0,7 cm na stfed Petriho misky s upravenym mediem a kultivovan pii 24 °C bez
piistupu svétla. Sife mycelia bylo pravidelné méfena (cm) po dobu 10 dni. Poté byl experiment

ukoncen a vyhodnocen. Dale byla zpétné zméiena hodnota pH media.
45.2 Tekuté médium

Patogen Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans, byl kultivovan v 50 ml v ME mediu ve 250
ml Erlenmeyerové bance. pH bylo upraveno na hodnoty 4; 5; 6; 7; 8 a 9, autoklavovano pii
121°C 15m a banky byly umistény na tfepacce WishSahde SHO-1D (120 rpm) za teploty 24
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°C po dobu 5 dnu. Podle metodiky Rosa-Garzon et al. (2017), ktera byla pfizpusobena nasim

podminkam.
4.5.3 Statistické vyhodnoceni

Priméry mycelia Foc byly hodnoceny pomoci T-testu. Zavislost ristu mycelia na hodnoté
pH bylo hodnoceno jednoduchou linearni korelaci. VSechny data byla testovana v programu
StatSoft, Inc (2013) STATISTICA (data analysis software system), version 12.

4.6 Miskové experimenty s antagonistickymi mikroorganismy

Jednotlivé potencialné antagonistické mikroorganismy byly testovany proti Foc (rasa 1 a 2)
vin vitro podminkach v dualnich testech. Bylo vytvofeno nékolik variant (Trichoderma
harzianum, T. hamatum, T. asperellum, nepatogenni kmen Fusarium oxysporum, Fusarium
laterititum, Pythium oligandrum, Aureobasidium pullulans, Cladosporium herbarum,
z bakterii; Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus amyloliqufacines
a Bacillus subtilis, Erwinia herbicola a kontrola Foc, kazda varianta ve 3 opakovanich. Testy
byly provadény v Petriho miskach (primér 9 cm) na PDA. Kultivace probihala bez ptistupu
svétla, u hub pfi teploté 24 °C, u bakterii pi1 28 °C. Houbové kultury byly o¢kovany na PDA
v PM pienesenim terciku (primér 7 mm) porostlého myceliem z ptedem napéstované kultury
(PDA, 24 °C, tma). Bakterie byly o¢kovany kapkou (10 pl) bunééné suspenze o optické densité
ODeoonm = 1,0. Kultury byly naockovany ve stejném terminu, ve vzdalenosti 2,5 cm od sebe.

Béhem 10 denni kultivace kultur byl kazdé 2 dny méfen pramér (v cm) mycelia. V piipadé
pravidelné kolonie byl primér méten jedenkrat, v ptipadé nepravidelné kolonie byl primér

méten dvakrat (kolmo na sebe, Sitka a vySka), namétené hodnoty byly zprimérovany.
4.7 OSetreni osiva antagonistickymi mikroorganismy
4.7.1 Rostlinny material

Pro experiment byla vybrana citliva odrtida hlavkového zeli 'Pourovo pozdni' (Brassica
oleraceae convar. capitata f. alba). Péstebni podminky (viz kapitola 4.4.2), vyjma teplotnimu
rezimu, ktery byl jednotné nastaven na 24 °C v temnostni fazi, 26 °C svételna faze. Osivo bylo
vyseto do inokulovaného substratu inokulovaného Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans rasa

1 (viz kapitola 4.4.1) po 50 kusech ve 4 opakovani od kazdé varianty.
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4.7.1 Vytvoreni suspenze antagonisty a oSeti‘eni osiva

Na zaklad¢ vysledkt z duélnich test v in vitro byl vybran druh Trichoderma asperellum.
Narostlé mycelium T. asperellum bylo stazeno z misek do destilované vody, ktera byla pfedem
autoklavovana pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut. Petriho misky byly poté jesté vyplachnuty
destilovanou sterilni vodou. Ziskanda suspenze byla mixovana homogenizatorem
WiseTis HG-15D. Suspenze byla nafedéna sterilni vodou na pozadované koncentrace spor
1x10°, 1x108 a 1x10’ ve kterych bylo osivo ma¢eno po dobu 10 minut.

Veskeré osivo bylo sterilizovano 4 % NaClO po dobu 5 min dle Valkonen & Koponen

(1990) a bylo rozdeleno na 4 varianty:

1) neinokulovany substrat (kontrola) + sterilizované osivo
2) inokulovany substrat Foc + sterilizované osivo
3) neinokulovany substrat + osivo oSetiené antagonistou

4) inokulovany substrat Foc + osivo oSetfené antagonistou
4.7.2 Statistické vyhodnocneni

Ziskané data byla testovana na normalitu dat s negativnim vysledkem, na zakladé toho byl
pouzit k vyhodnoceni Kruskal-Wallis test (o = 0,05) v programu StatSoft, Inc (2013)
STATISTICA (data analysis software system), version 12,

4.8 Metodika oSetieni ozonem (O3)

Pro experiment byla vybrana citlivda odridy hlavkového zeli — 'Pourovo pozdni'.
Desinfikované osivo bylo po 30 minut maceno ve vytvoifeném inokulu (tvorba inokula viz
kapitola 4.4.1) o koncentraci spor 1x10°. Kontrolni (neo3etiend) varianta byla macena pouze
Vv destilované sterilni vodé a po oschnuti bylo osivo vyseto. Osivo macené v inokulu bylo
nasledné osetfeno ozoénem po dobu; 0 minut, 30 minut a 60 minut. Pro oSetfeni osiva ozonem
byl vyuzit ozonizér Hailea HLO-820A (koncentrace 2 mg Oz/ l). Osivo oSetfené ozonem bylo
nasledné vyseto do substratu AGRO profi a umisténo do Q-cell 1, s rezimem 12/12h tma/svétlo
pii teploté 24/26 °C. Nasledné byl experiment po 14 dnech hodnocen — pocitan pocet Zivych

vyklic¢enych rostlin. Osivo bylo vyseto po 40 ks ve 4 opakovanich.
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5 Vysledky

5.1 Vliv teploty na rast mycelia Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans v

in vitro
5.1.1 Rasal

Rist mycelia byl v prubé¢hu 10 dnt méfen a vyhodnocovan. V in vitro nejrychleji rostlo
mycelium patogena pii teploté 24 °C a 28 °C, nejmensi piiristky mél patogen pii teploté 15 °C
a pii teplot¢ 37 °C patogen nerostl vibec. Zgrafu 1 je patrné teplotni rozhrani,
18 - 28 °C, pfti kterém mél patogen nejvetsi prirastky. Pti teploté 37 °C patogen nejevil znamky
ristu, po ukonceni experimentu byla tato varianta umisténa do teploty 24 °C, ani po tydnu

nejevil patogen zndmky rastu.

Graf 1: Vliv teploty v in vitro na rast mycelia Foc rasa 1.
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5.1.2 Rasa?

Rist mycelia byl v prabéhu 10 dnii méfen a vyhodnocovan. V in vitro nejrychleji rostlo

mycelium patogena pii teploté 24 °C a 28 °C, nejmensi piiriastky mél patogen pii teploté 15 °C

a pii teploté 37 °C patogen nerostl vibec. Z grafu 2 je patrné teplotni rozhrani, 18 - 28 °C, pfi

kterém mél patogen nejvetsi prirGstky. Pii teplot¢ 37 °C patogen nejevil znamky riistu, po

ukonceni experimentu byla tato varianta umisténa do teploty 24 °C, ani po tydnu nejevil

patogen znamky ristu.

V porovnani s rasou 1, rostla rasa nejvice intenzivné za obdobnych hodnot, liSila se pouze

Vv rychlosti rustu — dosazeny urcité velikosti priméru mycelia bylo rychlejsi.

Graf 2: Vliv teploty v in vitro na rast mycelia Foc rasa 2.
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5.2 Vliv teploty na infekci rostlin zeli hlavkového z inokulovaného

substratu

Nejvhodnéjsi parametry pro infekéni pokusy v péstebnim substratu vykazovalo inokulum
s koncentraci spor patogena Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans (rasa 1) 1x10°. Nizsi
koncentrace (10° a 10%) vykazovaly nedostateény infekéni potencial.

Byl hodnocen vliv teplot 16/18 °C, 19/21 °C, 22/24 °C a 26/28 °C (den 12 hod/noc 12 hod).
Prvni symptomy napadeni se u varianty (citlivé odrudy) 22/24 °C objevily po 2 - 3 tydnech,
u variant sniz$imi teplotami po 3 - 4 tydnech od inokulace (Tabulka 1). U varianty
22/24 °C dochazelo k postupnému projevu symptoml a Uhynu rostlin. Varianty
16/18 °C a 19/21°C 5 - 6 tydnl po inokulaci vykazovala stale pouze pocatecni symptomy
s minimem uhynulych rostlin. Pfi varianté 26/28 °C byl u citlivych odridy nastup symptomut
velmi rychly, béhem 1 tydne byla vétSina rostlin jiz uhynuld. Rezistentni odrida vykazovala
pouze pocatecni symptomy, v¢etné varianty s nejvyssi teplotou 26/28 °C. Intenzita napadeni

patogenem odpovida nejveEtsi intenzité rustu mycelia v in vitro podminkach.
5.2.1 Odruda 'Pourovo pozdni’

V jednotlivych teplotnich variantaich, mezi vysadbou piedpéstovanych rostlin do
inokulovaného substratu a prvnim vyskytem vizudlnich symptomi byl zfetelny rozdil ve
vyskytu prvnich symptoml a rozvoje choroby (Tabulka 1). Za nizSich teplot 16/18 °C
a 19/21 °C se prvni symptomy objevily mnohem pozdé€ji a intenzita vadnuti byla nizka,
s minimem uhynulych rostlin, naopak u teplot 22/24 °C a 26/28 °C byl prubéh onemocnéni
mnohem intenzivngjsi, coz je patrné z grafu 3.

Symptomy napadeni Foc u rostlin péstovanych v teplotni varianté¢ 16/18 °C nebyly
statisticky vyznamné odliSné oproti varianté 19/21 °C, obdobné€ nebyly zjiStény rozdily mezi
variantami 22/24 °C a 26/28 °C. Rostliny péstované v teplotnich rezimech 16/18 a 19/21 °C
byly prikazné¢ méné napadeny Foc v porovnani s teplotnimi rezimy 22/24 °C a 26/28 °C
(Tabulka 3).

U varianty 22/24 °C se prvni symptomy objevily za 1 - 2 tydny (Tabulka 1), symptomy se
postupné zintenziviovaly a vedly k thynu rostlin. Ve varianté 26/28 °C propukla infekce
nejrychleji a nejintenzivnéji. Prvni symptomy se u této varianty objevily uz né€kolik dni po

pfesazeni rostlin a jiz pii prvnim méfeni byla vétSina rostlin uhynulych. Varianty 22/24 °C
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a 26/28 °C se lisily pouze vizualné v rychlosti vyskytu prvnich symptomi infekce a v rychlosti

uhynu rostlin.
5.2.2 Odruda 'Zeus'

V jednotlivych teplotnich variantdch, mezi vysadbou rostlin do inokulovaného substratu
a prvnim vyskytem vizudlnich symptomu byl ztetelny rozdil ve vyskytu prvnich symptomu
a rozvoje choroby (Tabulka 1). Za nizsich teplot 16/18 °C a 19/21 °C se prvni symptomy
objevily mnohem pozdé&ji a intenzita vadnuti byla nizkd, s minimem uhynulych rostlin, naopak
u teplot 22/24 °C a 26/28 °C byl prub¢h onemocnéni mnohem intenzivnéjsi, coz je patrné
z grafu 3. Zavaznost infekce, stoupala postupné v zavislosti na teploté, coz je ziejmé z grafu 3.

Uroveti napadeni Foc v teplotni varianté 16/18 °C nebyla statisticky vyznamné odligna
pouze oproti varianté 19/21 °C. Mezi variantami 22/24 °C a 26/28 °C nebyl statisticky prukazny
rozdil ve stupni napadeni. Varianta 19/21 °C se statisticky prikazné¢ lisila ve stupni napadeni
pouze s variantou 26/28 °C. Rostliny zeli hlavkového péstované v teplotnich rezimech 16/18
°C a 19/21 °C byly statisticky vyznamné mén¢ napadeny Foc v porovnani s variantou 26/28 °C
(Tabulka 3).

U varianty 22/24 °C se prvni symptomy objevily za 1 - 2 tydny (Tabulka 1), symptomy se
postupné zintenziviiovaly a vedly K Gthynu rostlin. Pfi varianté 26/28 °C se symptomy vadnuti
objevily nejrychleji a byly nejintenzivnéjsi. Prvni symptomy se u této varianty objevily uz

nékolik dni po pfesazeni rostlin a jiz pfi prvnim méfeni byla vétSina rostlin uhynulych
5.2.3 Odruda 'Target’

Symptomy napadeni Foc u rostlin péstovanych v rozdilnych teplotnich variantdch se
statisticky liSily pouze varianty 19/21 °C a 26/28 °C. Mezi ostatnimi variantami nebyl
statisticky prukazny rozdil ve stupni napadeni (Tabulka 3). U této odridy byl vyskyt symptomi
zcela minimalni anebo Zadny. Pouze ve varianté 26/28 °C doslo k thynu nékolika rostlin a

nekolik dalSich mélo béhem hodnoceni pocatecni symptomy napadeni patogenem.
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Tabulka 1: Pocet dnti do vyskytu prvnich symptomi Foc 1.

—Teplota | 6180¢ 19/21 °C 22124 °C 26/28 °C
Odruda
Pourovo pozdni 21-28 21-28 7-14 0-7
Zeus 21-28 21-28 7-14 0-7
Target 28-35 28-35 21-28 7-14

5.2.4 Porovnani odrud z hlediska citlivosti k fuzariovému vadnuti v raznych

teplotnich podminkach

Odrida "Pourovo pozdni' méla statisticky stejnou uroven symptomi za nizSich teplot
(16/18 °C a19/21 °C) jako odrida 'Zeus'. Pti vyssich teplotach (22/24 °C a 26/28 °C) mély obé
odridy statisticky stejnou troveil napadeni, pficemz varianta 'Zeus' 22/24 °C se neodliSovala
od zadné z varianty odridy 'Pourovo pozdni' (Tabulka 3).

Odrtda 'Pourovo pozdni' vychazi na intenzitu napadeni v zavislosti na teplot¢ méné¢ citliva
nez odrida 'Zeus' (graf 3), ktera se pfi varianté 19/21 °C priukazné neodliSovala od 'Pourovo
pozdni' pti varianté 22/24 °C (Tabulka 2).

Odruda 'Target' vykazala svou rezistenci proti infekci patogenem, ale za vyssi teploty
26/28 °C doslo k thynu né€kolika rostlin, a troven infekce se pii této varianté (26/28 °C)
prikazné neli$ila od citlivych odrud za teplot 16/18 °C a 19/21 °C (Tabulka 3).

Odruda 'Target' vykazovala ve vSech variantach vzdy statisticky rozdil oproti ostatnim
odrudam za teplot 22/24 °C a 26/28 °C. Za niz$ich teplot 16/18 a 19/21 °C se odrida ‘Target'
prikazné neliSila v intenzité¢ napadeni pouze vuci odrudé 'Zeus' 16/18 °C, jinak méla vzdy
staticky prukazné nizsi stupenn napadeni oproti ostatnim variantam (Tabulka 3).

Urovei napadeni odriidy 'Target' za teploty 26/28 °C dosahovala stejné hodnoty stupnd
napadeni jako u citlivych odridy za nizsich teplot 16/18 °C a 19/21 °C, pii varianté 22/24 °C
byl statisticky stejny stupen napadeni v porovnani s variantami s nizsi teplotou, vyjma varianty
'Zeus' 19/21 °C, ktera se prukazn¢ odliSovala. Celkové statistické vyhodnoceni vSech variant je
shrnuto v tabulce 3.

Pro potvrzeni ptfitomnosti patogena v rostlinném pletivu byl vybran soubor 10 rostlin pro
analyzu PCR. U variant s teplotami 22/24 °C a 26/28 °C byly po vyhodnoceni odebirany
piedevsim uschlé a uhynulé rostliny, u kterych se potvrdila pfitomnost patogena v kotenech

a kofenovém krcku. V listech byla analyza vzdy negativni. U zbylych variant byly odebirany
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po vyhodnoceni uhynulé a zivé rostliny pievazné s pocateCnimi symptomy, které se
projevovaly béhem celého hodnoceni (spodni listy s ptiznakem odpadly a rostlina plsobila
zdanim nenapadeni patogenem, to se opakovalo béhem celého pokusu) a i ptes zdanlivy dobry
zdravotni stav, byla v pletivech kotenii a kofenového kréku pomoci PCR analyzy prokdzéana
piitomnost patogena (Obrazek 4).

Zajimavym poznatkem je zjisténi, Ze citlivé odridy za nizsich teplot (16/18 a 19/21 °C) maji
minimalni, tedy prikazné shodné symptomy jako rezistentni odriida za vyssich teplot (26/28
°C) coz bylo potvrzeno i statisticky. Pii pokusném piemisténi variant s nizsi teplotou 16/18 a
19/21 (po vyhodnoceni) do podminek s vys$i teplotou 26/28 °C, doSlo za né€kolik dni
k rychlému nastupu infekce a do deseti dnti k uhynu vétSiny rostlin (odridy 'Zeus' a 'Pourovo

pozdni').

cvwr

evwr

Odrida Nejnizsi primérna | Nejvyssi primérna Rozdil hodnot
hodnota (varianta) | hodnota (varianta)

Pourovo pozdni 1,15 (16/18 °C) 2,68 (26/28 °C) 1,53
Zeus 0,85 (16/18 °C) 2,85 (26/28 °C) 2
Target 0,05 (19/21 °C) 1,02 (26/28 °C) 0,97
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Graf 3: Grafické zobrazeni vlivu teploty na infekci rostlin z péstebniho substratu.
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Obrazek: 4: Elektroforeticky agarozovy gel (1,5 %); 1: marker (100 bp DNA ladder), 2 - 4:
"Pourovo pozdni' 19/21 °C, 5 - 7: 'Zeus' 16/18 °C, 8 - 10: 'Target' 22/24 °C, 11: negativni
kontrola (sdH20), 12: pozitivni kontrola (DNA Foc).
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Tabulka 3: Statistické vyhodnoceni stupné napadeni jednotlivych variant

Varianty

Pourovo

pozdni
16/18°C

Pourovo

pozdni
19/21°C

Pourovo

pozdni
22/24°C

Pourovo

pozdni
26/28°C

Zeus
16/18°C

Zeus
19/21°C

Zeus
22/24°C

Zeus
26/28°C

Target
16/18°C

Target
19/21°C

Target
22/24°C

Target
26/28°C

++

++

++

++

++

Target
22/24°C

++

++

++

++

++

Target
19/21°C

++

++

++

++

++

++

++

Target
16/18°C

++

++

++

++

++

Zeus 26/28°C

++

++

++

++

Zeus 22/24°C

++

Zeus 19/21°C

++

Zeus 16/18°C

++

++

Pourovo

pozdni
26/28°C

++

++

Pourovo

pozdni
22/24°C

++

Pourovo

pozdni
19/21°C

(Kruskal-Wallisav test)
+ statisticky vyznamny rozdil o = 0,05
++ statisticky vysoce vyznamny rozdil a. = 0,01
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5.3 Vliv pH na rist mycelia Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans
5.3.1 Rasal

Z vysledk je patrny rozdil pii rustu v prostfedi s odliSnymi hodnotami pH (graf 4), pfirdstky
mycelia se liSily ve variantach s niz§imi hodnotami pH 4 a 5 oproti zbylym variantam a dale se
lisily mezi sebou. Ve varianté pH 4 patogen rostl prikazné pomaleji oproti ostatnim variantam
a béhem 10 dni nezarostl celou misku (9 cm) viz tabulka 8.

V ostatnich variantach (6 - 9 pH) rostlo mycelium nejrychleji a béhem experimentu se
varianty odliSovaly pfedevsim proti variantdm pH 4 a 5, mezi sebou se varianty nejvice lisily
behem patého dne experimentu, k osmého dni experimentu jiz nebyly prikazné rozdily v ristu
mycelia mezi variantami pH 6 - 9 (Tabulka 8).

Byla zjisténa zéavislost velikosti priméru kolonie mycelia Foc 1 na hodnoté pH, jednotlivé
korelaéni koeficienty jsou uvedeny v tabulce 4.

Po kolonizaci celé Petriho misky byla stanovena hodnota pH zivného média a byla
zaznamenana tendence okyselovani média v fadu jednotek (Tabulka 5). Cim vétsi byla ptivodni
hodnota pH média, tim vétsi byl naméteny rozdil hodnot pH (nejvétsi rozdil byl pii hodnoté

pH 9).

Tabulka 4: Zavislost ristu mycelia Foc rasa 1 na hodnoté pH.

Dny 1 3 5 8 10
D (.= 0.05) >0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
Korelacni 0.26 07 0.8 0.78 0.6
koeficient

Korela¢ni koeficient primérti mycelia mezi hodnotami pH (4; 5; 6; 7; 8 a 9) béhem jednotlivych méfeni.

Tabulka 5: Hodnota pH media na zac¢atku a konci experimentu Foc rasa 1

Hodnota pH
B e e D
4 3,1+£0,6 0,9 3,7+£0,1 0,3
5 3,3+0,11 1,7 3,68 £ 0,01 1,32
6 3,9+0,13 2,1 4,85+0,18 1,15
7 597+0,21 1,03 4,71 £0,29 2,29
8 6,3+0,2 1,7 5,4+ 0,25 2,6
9 6,51 +0,24 2,49 5,89 +0,2 3,11
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Graf 4: Vliv pH na rist mycelia Foc rasa 1
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5.3.2 Rasa?2

Z vysledk je patrny rozdil pii ristu v prostiedi s odliSnymi hodnotami pH (graf 5), pfirastky
mycelia se liSily ve variantach s niz§imi hodnotami pH 4 a 5 oproti zbylym variantam a dale se
lisily mezi sebou. Ve varianté pH 4 patogen rostl prikazn¢ pomaleji oproti ostatnim variantdm
a béhem 10 dni nezarostl celou misku (9 cm) viz tabulka 8.

V ostatnich variantach (6 - 9 pH) rostlo mycelium nejrychleji a béhem experimentu se
varianty odliSovaly pfedevs§im proti variantdm pH 4 a 5, mezi sebou se varianty nejvice lisily
béhem patého dne experimentu, k osmého dni experimentu jiz nebyly prikazné rozdily v ristu
mycelia mezi variantami pH 6 - 9 (Tabulka 8).

Byla zjiSténa zéavislost velikosti priméru kolonie mycelia Foc 2 na hodnoté pH, jednotlivé
korelacni koeficienty jsou uvedeny v tabulce 6.

Po kolonizaci Petriho misky byla stanovena hodnota pH média a byl, zaznamenam trend
v okyselovani média v fadu jednotek (Tabulka 7). Cim vétsi byla pivodni hodnota pH média,

tim veétsi byl naméfeny rozdil hodnot pH (nejvétsi rozdil byl pti hodnoté pH 9).
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V porovnani s rasou 1, byly pfiriistky mycelia rasy 2 ve vétsin€ variant ptiblizné stejné velké

anebo vEétsi a mycelium zarostlo celou misku, vyjma varianty pH 4. Rozdil v pfirGstcich mycelia

V jednotlivych variantach mezi rasou 1 a rasou 2 ukazuje tabulka 8.

Graf 5 : Vliv pH na rust mycelia Foc rasa 2.
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Tabulka 6: Zavislost ristu mycelia Foc rasa 2 na hodnoté pH.
Dny 1 3 5 8 10
p (a =0.05) <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
Korelacni 0.8 0.8 0.8 0.8 0.64
koeficient

Korelaéni koeficient primérd mycelia mezi hodnotami pH (4; 5; 6; 7; 8 a 9) béhem jednotlivych méfeni.
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Tabulka 7: Hodnota pH media na za¢atku a konci experimentu Foc rasa 2.

Hodnota pH
nocnotapr | POAmedium | S | ME médium | 0 dum
4 3,9+0,14 0,1 2,67 £ 0,06 1,23
5 4,5+0,09 0,5 3,37 £ 0,05 1,63
6 5,3+0,17 0,7 4,08 £ 0,34 1,92
7 6,3+0,1 0,7 5,26 £ 0,06 1,74
8 6,5+0,16 1,5 5,53+0,12 2,47
9 6,9+0,15 2,1 5,97 £ 0,06 3,03

Tabulka 8: Statistické vyhodnoceni velikosti mycelia v pribéhu experimentu Foc rasa 1 a 2.

Dny 1 3 8 10
. Rasa Rasa Rasa Rasa Rasa
Varian
ta 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
L4 | 265 | 2:44bc Sc?é?é 3,26b | 5.2bc | 4,78bc | 6,33bc | 6,6bcd | 7,08bc | 7,7bcd
P cdef+ | def+ p cdef | def+ def+ def+ ef+ def+ ef+
3,08a | 2,82bc | 4,5ac | 4,42a | 5,96a | 6,64ac | 7,74ac | 7,74ac
PHSB | "Cor | "4 | def | cdef | cdef+ | def+ | def | def | S°2 | 894
oH6C | 3980 | 3 4agp [ 213 | 5282 | 6.8ab | 7,242 f o 4o | g aaan | 852 | 85a
f ab b + e+
493 | 546 | 6,45 7.3
pH7D | 3,15a | 3,32ab ab+ | abs | abf+ | ape+ 8,43ab | 8,44ab | 8,5a 8,5a
3,32a 498 | 544 | 6,58 7,76
pHS8E b 3,3ab ab+ | ab+ | abf+ | abedf+ 8,28ab | 8,5ab | 8,5a 8,5a
3,03a 487 | 54ab | 7,06 7,34
pHOF ot 3,4ab+ abt | dr abde abe 8,5ab | 8,5ab | 8,5a 8,5a

Jednotlivé pismena a — f symbolizuji statisticky pritkazny rozdil pfiriistkti mycelia v jednotlivych dnech mezi

rozdilnymi hodnotami pH (A-F) béhem jednotlivych méfeni.

Symbol + znaci prukazny rozdil primérného piirtistku mycelia mezi rasou 1 a 2 béhem jednotlivych méteni.
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5.4 Hodnoceni vlivu  antagonistického vztahu  mikroorganismu

na Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans rasa 1

Vybrané mikroorganismy byly spolu s patogenem Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans
rasa 1 a 2 naoCkovany ter¢ikem (houby) ¢i v ptipadé bakterii pipetou na Petriho misky v tzv.

dudlnich testech. Byl sledovan rist obou mikroorganismti a méten primér mycelia patogena.
5.4.1 Bakterie

Z vysledku ziskanych v laboratornich experimentt, 1ze povazovat za ti¢innou bakterii pouze
Bacillus amyloliqufascient, ktera inhibovala rust mycelia Foc (Graf 6). Literaturou uvadéné
inhibujici bakterie Pseudomonas fluorescens a Bacillus subtilis pouze zpomalily, ale
nezastavily riist patogena Foc, ktery postupné bakterie pterostl (foto viz ptiloha).

Zbylé testované bakterie nezpomalily rust Foc a patogen jimi nebyl inhibovan.

Graf 6: Interakce mezi bakteriemi a Foc rasa 1.
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5.4.2 Houby

Z hub nejvice snizila velikost praméru kolonie patogena Trichoderma harzianum, houba
béhem 2 - 3 dni zcela pierostla a pohltila kolonii Foc. K inhibici praiméru kolonie patogena
doslo i u varianty s Trichoderma hamatum a Trichoderma asperellum, které potlacily a velmi
brzy zastavily rist kolonie Foc (Graf 7).

Podobné ucinky vykazalo také Pythium oligandrum, které velmi rychle dosahlo kolonie Foc
a inhibovalo jeji rozrustani.

U varianty s nepatogennim kmenem Fusarium oxysporum, doslo k vytvofeni inhibi¢ni zony
mezi obéma mikroorganismy a k zastaveni ristu patogena (foto viz ptiloha).

Zbylé testované houby nezpomalily riist Foc a patogen jimi nebyl inhibovén.

Graf 7: Interakce mezi houbami a Foc rasa 1.
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5.5 Hodnoceni vlivu antagonistického vztahu mikroorganismi a Fusarium

oxysporum f.sp. conglutinans rasa 2

Na zéklad¢ vysledkt srasou Foc 1, byly testovany jen ucinné mikroorgansimy a to:
Trichoderma harzianum, Trichoderma hamatum a Trichoderma asperellum, které potlacily
a velmi brzy zcela zastavily rast kolonie Foc 1. Podobné ucinky vykazalo také Pythium
oligandrum a nepatogennim kmen Fusarium oxysporum s bakterii Bacillus amyloliqufascient,
kdy doslo k vytvofeni inhibi¢ni zony mezi obéma mikroorganismy nebo k zastaveni ristu
patogena.

Vysledky jsou obdobné jako s rasou 1, nejvice byl patogen inhibovan druhy Trichoderma
harzianum, T. asperellum, T. hamatum a Pythium oligandrum, za G¢inny lze povazovat opét i
nepatogenni kmen Fusarium oxysporum 3428, kdy byla vytvofena inhibi¢ni zoéna jako
v ptipadé Foc rasa 1. Z bakterii byl opét uc¢inny druh Bacillus amyloliqufascient, kdy doslo

k podobné¢ inhibici jako v pfipadé Foc rasy 1 (Graf 8, foto viz ptiloha).

Graf 8: Interakce mezi mikroorganismy a Foc rasa 2.
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5.6 OSetieni osiva antagonistickymi mikroorganismy

Jiz béhem prvnich dnti béhem kli¢eni osiva byl patrny rozdil mezi neoSetfenou kontrolou
a osivem, které bylo oSetfeno (maceno) suspenzi T. asperellum. U neoSetfené kontroly po
vyraseni prvnich déloznich listd doslo k jejich Zloutnuti a uhynuti kli¢icich rostliny, tedy doslo
k tzv. padani kli¢nich rostlin, vlivem Foc. Rostliny, které pteZily tuto fazi, byly zakrnélé a i tyto
rostliny postupné¢ uhynuly. V kontrolnich variantach, tedy bez oSetteni, bylo zivych 97 - 98 %
rostlin, pii oSetfeni osiva pouze suspenzi T. asperellum bylo zivych 93,5 - 95 %. Ve variantach
infikovaného substratu a neosSetieného osiva bylo 1,5 - 3 % zivych rostlin. Ve variantach
infikovaného substratu a osetfen¢ho osiva piezilo 24,5 % (koncentrace spor inokula 1x10°),
42 % (koncentrace spor inokula 1x10°) a 60,5 % (koncentrace spor inokula 1x107) rostlin (Graf
9). Procentualni pocet nativnich rostlin piehledné shrnuje tabulka 9. Vyssi G¢innost inokula
pii vyssi koncentraci spor byla potvrzena statisticky (Tabulka 10), kdy byl prikazny rozdil

zivych rostlin po oSetieni osiva pii koncentracich spor inokula 1x10° a 1x10,

Tabulka 9: Procentudlni shrnuti nativnich rostlin.

Neinfikovany substrat Infikovany substrat
Koncentrace spor
T. asperellum v OSetfeni osiva || ... .| OSetfeniosiva | . . .
inokulu T. asperellum T. asperellum
1x10° 94,5 % 98 % 245 % 15%
1x1068 95 % 97,5% 42 % 3%
1x10’ 93,5% 97 % 60,5 % 2%
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Graf 9: Pocet nativnich vykli¢enych rostlin.
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Tabulka 10: Statistické vyhodnoceni vlivu koncentrace spor na vyskyt fusariového vadnuti pti

oSetfeni osiva pomociT. asperellum pii vysevu do infikovaném substratu.

Koncentrace spor 1x105 1x108 1x107
T. asperellum v inokulu
1x10° - 0,349993 0,005106
1x108 0,349993 - 0,349993
1x107 0,005106 0,349993 -

Kruskal-Wallis test, o. = 0,05

5.7 OsSetieni ozonem

Uz po n¢kolika dnech po vysevu inokulovaného osiva byl vizualné patrny rozdil mezi
oSetfenim, které trvalo 60 minut oproti osivu, které oSetieno nebylo, tedy varianta 0 minut. Ve
variant¢ 0 minut, zacala kli¢it vétSina semen, ale po 14 dnech od vysevu pfezilo v priméru
pouze 10 % rostlin. V piipadé varianty oSetfené ozonem 60 minut, zacala kli¢it vétSina semen

a po 14 dnech ptezilo prukazné vice rostlin, a to 31 % (Tabulka 11). Varianta oSetiend ozénem
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po dobu 30 minut se prukazné neliSila od ostatnich dvou (0 a 60 minut), ale i v této variant¢ byl
patrny, neprukazny rozdil v poc¢tu nativnich vykli¢enych rostlin, kdy ptezilo 26 % rostlin,
celkové zhodnoceni je zobrazeno v grafu 10, vcetné kontroly, kterd nebyla inokulovana
patogenem, a bylo zde 97 % zivych rostlin. Z vysledki je patrné, Ze oSetfeni inokulovaného

osiva hlavkového zeli pomoci ozonu ma urcité desinfekéni ucinky.

Tabulka 11: Statistické vyhodnoceni plsobeni ozénu na vyskyt fusariového vadnuti pfi

inokulaci osiva.

Doba Oéeitfeni osiva 0 minut 30 minut 60 minut
ozonem
0 minut - 0,105029 0,028086
30 minut 0,105029 - 1,000000
60 minut 0,028086 1,000000 -

Kruskal-Wallis test, a = 0,05

Graf 10: Pocet nativnich vykli¢enych rostlin z inokulovaného osiva oSetfeného ozonem

po jednotlivych variantach a kontrola bez inokulace a oSetfeni ozonem.
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5.8 Ekonomické zhodnoceni vyuziti antagonistickych mikroorganismii

Do celkovych nakladt na péstovani plodin je nutno pficist také naklady na prosttedky na
ochranu rostlin at’ uz pii pfedpéstovavani nebo pii péstovani v polnich podminkach. V piipadé
biologické ochrany existuje nékolik ptipravki na bazi antagonistickych mikroorganismu.
Velmi znamy a opét dostupny je piipravek Polyversum (Pythium oligandrum), existuji ovsem
I jiné ptipravky jako: RhizoVital 42 (Bacillus amyloliquefaciens) nebo Trichomil (Trichoderma
harzianum). Ptipadné pouziti by navySovalo celkovou cenu na ochranu rostlin. Konkrétné
oSetieni brukvovité zeleniny pomoci ptipravku Polyversum ve formé zalivky ¢i postiiku, by
zvysilo naklady na jeden hektar o cca 2 800 K¢ (20 g na 1 ha). U Slovenského piipravku
Trichomil (2 litry na 1 ha) by se naklady za hektar zvysily o cca 1 000K¢ (40 €) v ptipadé
RhizoVital 42 (0,51 na 1 ha) o cca 1300 K¢&. V pfipadé ploch o velikosti n€kolika desitek
hektartt by naklady na ochranu rostlin vzrostly o desitky tisic korun (bez ceny za vodu
a mechanizaci).

Vyuzitim ptipravkl asi nelze zcela omezit ztraty zeli hlavkového zpisobené fusariovym
vadnuti, ale muze tyto ztraty vyznamné snizit. V pfipad¢ rajCat jsou antagonistické
mikroorganismy schopny snizit tyto ztraty i o vice nez 50 % (Ajilogba et al. 2013; Gerbore et
al. 2013). SniZenim ztrat na zeli zptisobené Foc, které v Ruské federaci dosahuji 20 - 25 %
(AgroFlora 2014) o 50 % by doslo *’pouze’’ k 10 - 15 % ztratam.

Vynos pozdnich odrtid zeli bilého hlavkového z hektaru mize dosahovat v podminkach CR
okolo 80 - 100 t. Rané odrady se péstuji na zacatku vegetace s nizsi teplotou pudy a patogen za
nizSich teplot je mnohem mén¢ agresivni nez behem letnich mésict, zpiisobené ztraty jsou tedy
mensi, rané odrudy maji také mensi vynos a to 35 - 40 t/ha. Primé&rna cena za kilo hlavkového
bilého zeli byla v CR v roce 2018 necelych 7 korun (Buchtova 2018). Samotné cena za kilo
hlavkového bilého zeli se méni kazdym rokem a neni tedy stala. Celkovy trend cen je takovy,
7e spise stoupa, to Ize dat 1 do souvislosti s vétSimi naroky na zavlazovani z disledku vyskytu
sucha a vysSich teplot, tedy podminek, které¢ vyhovuji patogenu.

Trzby z jednoho hektaru (bez zapocteni ostatnich naklada) s vynosem 100 t/ha ¢ini 700 000
K¢. Vezmeme-li v uvahu, Ze i v naSich podminkach mohou byt ztraty u citlivé odrudy
zpusobené fusariovym vadnutim teoreticky 20 %, budou trzby nizsi o 140 000 K¢ na hektar.
V piipad€ pouziti piipravku Polyversum a teoretickym snizenim ztrat o 50 %, byly by ptipadné
ztraty polovicni, tedy 70 000 K¢ na hektar, plus cena za samotny pfipravek 2 800 K&, tzn., Ze
Vv ptipad¢ vyuziti ptipravku Polyversum by ztrata (po zapocteni ceny piipravku) ¢inila 72 800

K¢&. Vy¢cislené teoretické ztraty nemusi odpovidat realité, kde vstupuje do hry spousta faktort,
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jako teplota, vlhkost, citlivost odridy, vegetacni doba, mnozstvi spor v ptid€, zptisob péstovani
apod.

DalSim tézko vycislitelnym benefitem vyuziti antagonistickych mikroorganismi je, ze
nechrani rostliny pouze proti Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans, ale jsou uvadény ucinky
proti daleko vétSimu spektru houbovych patogent, studie dale prokazaly vitalngjsi rust
osetfenych rostlin a v ptipad¢ rajcat 1 vyssi ndsadu kvéti. V pripade zeli je benefit v ndsade
kvéth vedlejsim efektem vyuzitelny pouze v semenafstvi, ale 1ze teoreticky prepokladat, ze
mikroorganismy by meéli mit taktéz pozitivni vliv na vyvoj a riast zeli hlavkového a tim

teoreticky i zvySeni vahy samotnych hlavek a ke zlepSeni zdravotniho stavu.
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6 Diskuze

6.1 Vliv teploty na intenzitu fusariového vadnuti u zeli hlavkového

Vysledky experimentti potvrdily, ze druh Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans je
teplomilny patogen. Podle (Koike et al. 2007) je Foc nejaktivnéjsi pii teplotach 24 - 29 °C,
podobné rozmezi teplot je optimalni i pro ostatni druhy rodu Fusarium, napiiklad
F. proliferatum, F. verticillioides, F. napiforme i F. oxysporum rostou nejlépe pii teploté
25 - 30 °C (Mogensen et al. 2009; Mohsen et al. 2016), naopak napi. F. sacchari
a F. globosum rostou dobie pii teploté 20 °C (Mohsen et al. 2016). Aktivita formae specie
druhu Fusarium oxysporum za¢ina pti teplotach okolo 15 °C, pfi teplotach nad 30 °C se rust
zpomaluje a ustava (Mogensen et al. 2009; Gheorghe et al. 2015; Somu & Thammaiah 2015;
Fovo et al. 2017), ¢emuz odpovidaji i vysledky experimentu v in vitro podminkach, kde
mycelium Foc pfi teploté 37 °C nevykazovalo zadné ptirtstky, z ¢ehoz lze usuzovat, ze byl
dlouhodobym plisobenim vyssi teploty zahuben nebo siln€ inhibovan.

Z nasich vysledku je patrné, Ze v in vitro podminkach patogen nejlépe rostl pfti teploté 24
a 28 °C. To se shoduje s tvrzenim Navas-Cortés et al. (2006) a Somu & Thammaiah (2015).
Obdobné vysledky prezentuji i studie Fravel et al. (1995); Hibar et al. (2006); Cha (2007)
a Scott et al. (2010), které uvadi teplotu 25 °C jako optimalni pro rust F. oxysporum. Teplotu
28 °C uvadi Fovo et al. (2017) jako optimalni pro rist mycelia F. oxysporum a Gupta et al 2010
pro F. oxysporum f. sp. pisidii. Farooq et al. (2005) uvadi pro F. oxysporum f.sp. ciceri
optimalni teploty 25 az 30 °C. Gheorghe et al. (2015) uvadi vétsi rozpéti teploty pro optimalni
rast mycelia F. oxysporum f.sp. glycines, konkrétné 22 - 28 °C, studie dale uvadi zastavovani
rastu pii teplotach nad 35 °C.

Na zéakladé vysledkii experimentd v in vitro byly navrzeny teplotni pokusné varianty pro
experiment s hodnocenim stupné napadeni rostlin v infikovaném substratu (Foc rasa 1) v
podminkach s definovanymi teplotami. Absence ¢i jen minimalni pfiznaky u citlivych odrtd ve
variantach 16/18 °C a 19/21 °C odpovidaji niz$i intenzité rustu patogena v in vitro podminkach.
Vyskyt minimélnich pfiznakli na rostlinach za niZSich teplot se shoduje s vysledky studii
Larkin & Fravel (2002); Landa et al. (2006), nicméné autofi upozornuji, Ze infekce byla pouze
latentni. Symptomy infekce se projevovaly pouze na nejstarSich listech a to stfidanim vizuéalni
symptomatické faze s asymptomatickou fazi, listy opadly a rostlina byla opét bez ptiznakda.

Docasné symptomy infekce na rostlinach vymizi (opad listu), infekce vSak v rostlinach
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pretrvava latentné, coz bylo potvrzeno pomoci PCR analyzy (Obrazek 4). Pfitomnost patogena
1 stald patogenita infikovanych rostlin se také potvrdila premisténim (po vyhodnoceni) do
vyssich teplot, kdy vétSina rostlin citlivych odriid béhem cca 10 dni uhynula.

Pfitomnost patogena v pletivech rostlin byla prokazana v kofenech ¢i kofenovém krcku,
V nadzemnich Castech rostlin byla pfitomnost patogena sporadicka a v listech byla analyza vzdy
negativni, coZ mohlo byt zpiisobeno juvenilni fazi rostlin — cca 6 - 8 pravych listii (Epstein et
al. 2017).

Varianty citlivych odrid s vysSimi teplotami 22/24 °C a 26/28 °C, jednoznacné potvrdily
teplomilnost patogena, ktery je zndm ptevazné¢ v teplomilnych oblastech, kde patogen
zpusobuje nejvetsi ztraty, napf. Australie a Italie (Garibaldi et al, 2006; Kochman, 2007).
Podobné vysledky infekce formae specialis F. oxysporum za vyssich teplot, konkrétné 23/32
°C udava Scott et al. 2010 a 27 °C (Larkin & Fravel 2002; Landa et al. 2006).

Rozdil 3 °C se ukazal jako velmi rozdilovy u odridy 'Pourovo pozdni', varianta 19/21 °C
S minimalnimi pfiznaky a odumftelymi rostlinami se prikazné liSila s variantou 22/24 °C, kdy
vétsina rostlin uhynula, podobny rozdil 3 °C udava také Hibar et al. (2006).

U odolné odridy dochézi za vysokych teplot (26/28 °C) k vétSimu vyskytu symptomi oproti
péstovani za nizSich teplot, jak ukazala analyza PCR, nékteré rostliny byly pozitivni na
pritomnost Foc, odriida je ziejmé pouze tolerantni a potvrzuje fakt, Ze za urcitych podminek
(zejména vysoké teploty) muize byt rezistence proti formae specialis z ¢asti ptekonana (Landa
et al. 2006).

Citlivé odridy za nizSich teplot (16/18 a 19/21 °C) vykazovaly podobnou intenzitu napadeni
jako odolna odriida (‘Target') za vyssich teplot (26/28 °C). Uhyn nékolika rostlin u odolné
odridy byl zptisobem infekci Foc, coz bylo potvrzeno pomoci PCR analyzy, kdy byl patogen
ptitomen v pletivech.

Néchylnost rostlin k infekci patogenem za vySSich teplot je jist€é zjedné strany dana
podminkami vhodnymi pro rist patogena ale zaroven dané podminky jako je vyss$i teplota
a s tim souvisejici mozny piisusek jsou stresujici pro rostliny, ¢imz se odolnost k patogeniim
obecné snizuje. Vys§i teploty nejsou ani fyziologicky vhodné pro zeleniny z celedi
Brasicaceae, naptiklad optimum pro hlavkové zeli je ptiblizné 20 °C (Rosa & Rodrigues 1998;
Wszelaki & Kleinhenz 2009). Nejnizsi Groven napadeni odolné odridy ve varianté 19/21 °C
muze byt zpisobena zvySenou odolnosti rostlin za teplotnich podminek optimélni pro rust.
Podobné teploty plati i pro hospodaiky vyznamnou fepku a hoi¢ici, kdy optimalni teplota ristu,
kveteni a tvorby semen je okolo 20 °C, za vysSich teplot mohou mit rostliny problémy

s kvetenim a semena jsou horsi kvality nez pfi zrani za teplot okolo 20 °C (Morrison 19809;
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Yaniv 1995; Angadi 2000). Je patrné, Ze vyssi teploty nejsou vhodné pro hostitelské rostliny
patogena Foc, nebot’ se zvysuje stres kviili vysokym teplotadm a stavaji se tim méné odolné vici
patogenu a tim se umocnuje tlak patogena a infekce je tak snazsi.

Na zéklad¢ téchto skute¢nosti se doporucuje nachylné odrady péstovat pii nizsich teplotach
na pocatku ¢i konci vegetace (Scott et al. 2010). Naptiklad Landa et al. (2006) doporucuje
infikovanych a uhynulych rostlin mensi oproti inorovém terminu. Stejné dulezité je v praxi
rozliSovat tolerantni a rezistentni odridy, kdy mize byt rezistence ¢aste¢né prekonana a rostlina

se stdva moznym zdrojem nakazy.
6.2 Vliv pH na intenzitu rastu Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans

Hodnoty pH ovliviiuyji rychlost ristu mycelia Fusarium oxysporum (Jahuar & Prasad 2011;
Tyagy & Paudel 2014). Avsak v literatufe existuji informace vlivu hodnot pH na rast pfredevsim
o druhu F. oxysporum jako takovém se velmi 1isi a specifikace pro jednotlivé formae specialis
jsou velmi nedostatecné.

Thomson et al. (1992) udavaji schopnost druhti rodu Fusarium (v¢etné F. oxysporum) rast
vV podminkach pH v rozmezi 4 - 10 (4,6,8 a 10) s vyjimkou druhu Fusarium graminearum,
podle vysledki studie roste druh F. oxysporum nejlépe pii hodnotach 6 a 8 pH, naopak se
snizujicim se pH (4) se rust zpomaluje, toto tvrzeni potvrzuji naSe vysledky u F. oxysporum
f.sp conglutinans. Patogen je schopen stabilné rist v rozmezi 5,5 - 10 pH (Yamamoto et al.
1985), s témito hodnotami, 1ze podle nasich vysledkt souhlasit.

Z grafii (4 a 5) je patrné, ze nejlépe a rovnomérné nardstalo mycelium pii pH 6 - 9, to
potvrzuje i studie Jaruhar & Prasad (2011), ktera je zamétfena na Fusarium oxyposrum f.sp.
lentis. Hodnotu pH 6,5 udavaji jako optimalni Tyagy & Paudel (2014) pii pokusech s F.
oxysporum zpusobujici vadnuti rajcat, Cha et al. (2007) udavaji jako optimalni hodnotu pH 7
pro rist mycelia Fusarium oxysporum izolovaného z papriky. Oproti tomu Frans et al. (2017)
uvadi
u stejného druhu Skodici na paprikach optimalni hodnoty pro rast hodnoty 4 - 7 pH, coz jsou
pouze Castecné shodné hodnoty s nasimi vysledky s Foc, autofi dale uvadéji snizeni ristu
0 50 % pti hodnot€ pH 3 a lepsi snaSeni spise alkalickych hodnot pH neZ kyselych, coZ potvrzuji
vysledky naseho experimentu. Pro patogena F. oxysporum f.sp. capsici je rozpéti ristu mezi
4 - 9 pH a jako optimum pro rust hodnotu pH 7, nasledovanou pH 6 (Attri et al. 2018), coz jsou
obdobné naroky jako Foc.

67



Jako nejvhodnéjsi pro rast Fusarium oxysporum f.sp. ciceri udavaji Farooq et al. (2005)
hodnoty 6 - 7 pH, tyto hodnoty jsou podobné s naroky Foc. Podobné vysledky publikovali také
Nagao & Hattori (1983), ktefi optimalni hodnotu pH pro tvorbu hyf Fusarium oxysporum f.sp.
raphanii uvadégji 6,5 a 7 pH. Mohsen et al. (2016) uvadéji u druhu F. oxysporum hodnotu pH
7,5 jako optimalni pro rast mycelia, to se shoduje s vysledky experimentu. Dale je uvadén
4.5.

Myecelium Fusarium oxysporum f.sp. glycines naristalo s rozdilnou intenzitou pii vSech
hodnotach, to potvrzuje i studie Gheorghe et al. (2015), ten dale uvadi zhorSeni ristu mycelia
F. oxysporum pii hodnotéach vétsich nez pH 7, coz neodpovida vysledkiim naseho experimentu,
kdy Foc rostlo velmi dobfe i pii hodnotach pH 8 a 9, tento rozdil mohl byt zpusoben jinym
kmenem. Rathore et al. (2015) udavaji u Fusarium oxysporum f.sp. cumini hodnotu pH 8 jako
optimalni pro rist mycelia, coz se shoduje s nasimi vysledky pouze ¢aste¢né. Gupta et al. (2010)
u Fusarium oxysporum f.sp solanii uvadgji jako optimalni hodnotu pH 5,5, tato hodnota pH se
lisi od pH, kdy Foc nejintenzivnéji nardstalo. Fusarium oxysporum podle Yamamoto et al.
(1985) roste nejlépe pii hodnotach pH 4,5 - 6, uvadéné hodnoty jsou odlisné od nasich vysledkt
(pH 6 -9).

Z vysledkl je zfejmé, ze obé€ rasy reaguji velmi podobné na rozdilné podminky pH, shodné
reagovali za niz8i hodnoty pH (4 a 5), ale také na vys§i hodnoty pH (8 a 9).

Rasy se nelisily v reakci na hodnoty pH, ale byly pritkazné rozdily v rychlosti riistu mycelia
za stejnych podminek pH, toto zjiSt€éni by mohlo odpovidat vétsi tvorbé konidii
a agresivnéjs§imu rustu rasy 2 (Li et al. 2015), rozdilnost agresivity ras je mozné pozorovat
i u jinych formae speciales (Zhou & Everts 2003; Perchepied & Pitrat 2004).

Patogen svym ristem okyseloval péstebni médium, coz se neshoduje s vysledky studie
da Rosa-Garzon et al. (2017), kde v tekutém mediu dochazelo spise k mirné alkalizaci
pestebniho media. Rozdilné vysledky (alkalizaci) je mozné vysvétlit rozdilnym mediem,
da Rosa-Garzon et al. (2017) pouzili médium (oproti nami pouzitému mediu) s malou
dostupnosti uhliku (bez ptidani glukozy a sachardzy), coz ziejmé vedlo k alkalizaci prostiedi
(Bi et al. 2016). Velikost zmény pH zavisi na dostupnosti zivin (Vylkova 2017), lze
prepokladat, ze v ptipad€ dostatku uhliku (nase médium) ve formé zakladnich cukri dochazi
k opa¢nému efektu, tedy okyselovani a tvorbé organickych kyselin, které méni pH prostiedi

(da Rosa-Garzon et al. 2017).
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Druh Fusarium oxysporum produkuje konkrétné Kyselinu fusariovou, ktera okyseluje
prostfedi a pletiva hostitele (Vylkova 2017), tento fakt odpovidd okyselovani media pfi
kultivaci Fusarium oxysporum f.sp conglutinans.

Samotné rozdily oproti ptiivodni hodnot¢ je mozné dat do souvislosti s intenzitou ristu, ktera
byla vys$i pfi neutralnim az alkalickém mediu, zda se, Ze patogen vyuziva vyssi hodnoty pH
k rychlej$imu ristu a intenzivnéj$imu okyselovani (¢im vyssi bylo pH tim vic bylo médium

okyseleno).

6.3 Interakce mezi potencialné antagonistickymi mikroorganismy

a Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans

Jednou z moznych metod ochrany proti fusariovému vadnuti je biologickéd ochrana, ktera
ptedstavuje introdukci a cilené podporovani antagonistickych ptadnich hub a bakterii. Jedna se
o regulaci patogena bez pozd¢jsiho lidského zasahu. Za potencialni mikroorganismy vyuzitelné
v biologické ochrany zeleniny se uvadéji bakterie rodu: Bacillus a Pseudomonas, z hub:
Trichoderma sp., Pythium oligandrum a nepatogenni kmeny druhu Fusarium oxysporum
(El-Katatny et al. 2006; Ajilogba et al. 2013).

V piipadé Bacillus amyloliqufascient, Trichoderma harzianum, T. hamatum, T. asperellum,
Pythium oligandrum a nepatogenniho kmene Fusarium oxysporum se naSe vysledky shoduji
s udaji uvadénymi autory Fravel et al. (2003), El-Katatny et al. (2006), Vitullo et al. (2011)
a Ajilogba et al. (2013), ktefi uvedené druhy povazuji za schopné inhibovat ptvodce
fusariového vadnuti.

Pfi pouziti bakterie Bacillus amyloligufascient a nepatogenniho kmene Fusarium oxyposrum
doslo k vytvoteni inhibi¢ni zony. Mycelium druht r. Trichoderma a Pythium oligandrum velmi
rychle preriistalo mycelium patogena, z diivodu vyssi intenzity rastu, a proto doslo k potlaceni
mnohem rychleji nez u vySe zminénych dvou druht.

Naopak nase vysledky s Bacillus subtilis, ktery Myresiotis et al. (2011) a Ajilogba et al.
(2013) wuvadeji jako druh inhibujici Fusarium oxysporum, jejich zjisténi nepotvrzuji.
V pocatecni fazi experimentu se mezi B. subtilis a Foc nejprve vytvarela inhibi¢ni zoéna,
ale v druhé polovin¢ experimentu Foc kolonii B. subtilis pterostl.

Lakshmidevi et al. (2015) uvadégji Pseudomonas fluorescens jako bakterii inhibujici druh
Fusarium oxysporum. Ziskané vysledky jsou v rozporu s timto tvrzenim, protoze bakterie

Pseudomonas fluorescens pouze zpomalila pocatecni rist mycelia patogena, ktery nasledné
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bakterii pterostl. Pti testovani antagonistickych mikroorganismu proti patogeniim velmi zalezi

na pouziti kmene, protoze t€¢innost jednotlivych kmenti se mize vyrazné lisit.
6.4 OSetreni osiva pomoci Trichoderma asperellum

V duélnich testech T. asperellum potvrdilo, ze se nijak neodliSuje svym rychlym
a agresivnim rastem od ostatnich testovanych druhti rodu Trichoderma pouzivanych jako
biologicka ochrana (Ghazalibiglar et al. 2016). T. asperellum v dualnich testech proti Foc siln¢
inhibovalo patogena, coz odpovida testim s F. oxysporum f. sp. lycopersici (EI-Komy et al.
2015). Silnou inhibi¢ni aktivitu vykazovalo T. asperellum i proti Fusarium oxysporum f. sp.
cucumerinum (Saravanakumar et al. 2016). Inhibi¢ni aktiva byla v dualnich testech vykazovana
také proti Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Otadoh et al. 2011). Inhibi¢ni aktivitu prokazala
T. asperellum vin vitro proti Fusarium oxysporum zpasobujici vadnuti brambor
(Omati & Zaker 2012) nebo proti Fusarium oxysporum f.sp lentis (Akrami et al. 2011).

Ochrana rostlina u T. asperellum spo¢iva v pfimém parazitismu hyf patogena (Akrami et al.
2011) a dale silnou kumulaci zeleza a tvorbou siderofor a tim eliminaci Fusarium oxysporum
(Segera et al. 2009; Borrero et al. 2011). Fusariové vadnuti u brambor bylo pomoci
T. asperellum sniZeno na pouhé 2,5 % (Ommati & Zaker 2012). U¢inna je také aplikace
T. asperelum do sterilizovaného substratu (kompost a raselina), ktery byl poté infikovan
F. oxysporum f. sp. lycopersici, doslo ke snizeni infikovanych rostlin z 90 % (kontrola) na
5 - 13% (Cotxarrera et al. 2002). Podobna ucinnost (79 %) je uvadéna proti
F. oxysporum Akrami et al. (2013), v téchto piipadech doslo k mnohem razantnéj$imu snizeni
infekce oproti naSemu experimentu. Rozdil je zplisoben nejspiSe rozdilnym kmenem oproti
naSemu experimentu.

Pii oSetieni osiva ¢ocky pomoci T. asperellum proti F. oxysporum doslo ke snizeni vyskytu
vadnuti na 42 %, to je podobnd uroven inhibice vadnuti jako v naSem experimentu, autofi
zaroven zminuji proménlivou ucinnost u druhu T. asperellum proti F. oxysporum
(Slusarsk & Pietr 2009)

Rozdilnou zavaznost vyskytu fusariového vadnuti v jednotlivych variantach experimentu,
lze odlivodnit rozdilnou koncentraci spor T. asperellum v inokulu, ve kterém bylo maceno
osivo, snizeni zavaznosti fusariového vadnuti odpovida vyssimu poctu spor v inokulu,

to potvrzuje Adebesin et al. (2009).
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Osetieni osiva pomoci T. asperellum dokaze snizit vyskyt fusariového vadnuti na zeli.
Rozdilnou ucinnost je mozné vysvétlit odlisnymi kmeny T. asperellum a odlisnou vstupni

koncentraci spor v inokulu, kde vyssi koncentrace spor v inokulu mé vétsi inhibi¢ni potencial.

6.5 Osetreni ozonem

Vystaveni patogena plisobeni 0zénu zptsobuje uréitou inhibici jeho ristu ¢i jeho uhynuti,
véetné spor (Al-Ahmadi et al. 2009; Zhou et al. 2009; Tamaki et al. 2018. ). Autofi se shoduji
na inhibici a eliminaci patogena F. oxysporum (mycelia i spor) pomoci ozonu. Pii oSetieni
infikovaného osiva ozénem dochazi k poskozeni bunécnych stén spoér patogena (Tamaki et al.
2018). Z toho duvodu ziejmé doslo Ke snizeni po¢tu uhynulych rostlin v naSem experimentu
Vv piipadé variant 30 a 60 minut. Podle Zhou et al. (2009) se GispéSnost inhibice patogena zvySuje
s dobou pusobeni ozonu, kdy vystaveni ozonu po dobu 120 minut zptsobuje 90 % inhibici
mycelia F. oxysporum, tuto dobu ptisobeni 0zonu uvadi Al-Ahmadi et al. (2009) uz jako letalni
pro F. oxysporum.

Osetrovani prostiedi ¢i rostlin 0zénem je doporucovano pro desinfekci proti patogentiim,
véetné Fusarium oxysporum. Pusobeni ozonu a jeho inhibi¢ni vliv na Fusarium oxysporum,
potvrzuje i studie Manning et al. (1971), ktefi oSetfovali jiz vzrostlé sazenice zeli, dale u ozoénu
neuvadi negativni vliv na rast rostlin zeli. K inhibici patogena F. oxysporum pomoci ozoénu
doslo také u rostlin ¢inského zeli (Ebihara et al. 2011). Autofi, ale dale uvadi negativni vliv na
rostliny ¢inského zeli, kdy doslo nejen k eliminaci patogena, ale také ke sniZeni rtstu rostlin
0 24 %. Ozo6n bude mit tedy rozdilné inhibi¢ni dopady na odliSné druhy rostlin, ziejmé
1 odrtidy, hlavkové zeli bude méné citlivé na plisobeni ozoénu nezli ¢inské zeli.

V ptipadé oSetfovani osiva dochdzi ke sniZeni pfitomnosti osivem pienosnych patogenti
naptiklad také u hrachu (Ciccarese et al. 2007). Studie uvadi jako u¢innou dobu oSetieni osiva
hrachu 3 minuty. Po vyseti semen na PDA médium nebyla prokdzana piitomnost rozli¢nych
chorob (Alternaria sp., Aspergilus sp., Rhizoctonia sp. atd.) véetné Fusarium sp. Osetieni
nemeélo vliv ani na kli¢ivost hrachu, které se pohybovalo ptfes 90 % a to u osiva oSetiené¢ho
1 neoSetfen¢ho ozonem. Minimdlni nebo zadny vliv ozénu na kli¢ivost osiva uvadi i studie
Violleau et al. (2007), pfi oSetfovani ozénem osiva kukufice nebyl negativni rozdil v kli¢ivosti
a Zivotnosti oproti neoSetfenému osivu, naopak autofi dodavaji, Ze kratkodobé vystaveni semen
ozonu zlepsuje jeho klic¢ivost.

Autofi se jiz ale neshodnou ohledné koncentrace ozonu v prostiedi, kdy jsou v publikacich

uvadény nejen odlisné koncentrace, ale také jednotky, zejména miligramy (gramy) na objem,
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tedy litry pfipadné metry krychlové, piipadné jako ppm. Spravna koncentrace se bude spise lisit
v zavislosti na dané ploding, nezli formae specie patogena, vysledna koncentrace musi byt ale
dostate¢né letalni pro patogena, ov§em bez dopadu na zdravy vyvoj rostlin.

Jako ptiklad lze uvést studii Nagendra-Prasad et al. (2009) zaméfenou na vignu ¢inskou
a nejucinngjsi davku 30 ppm Ogz, tedy 30 mg O3z /I, Ebihara et al. (2011) udavaji potifebnou
davku 20 g Oz /m? K silné inhibici F. oxysporum napadajici ¢inské zeli, zatimco Al-Ahmadi et
al. (2009) udavaji mnohem mensi koncentraci, a to 8 ppm, kterd byla uc¢inné proti F. oxysporum
zpusobujici vadnuti datli. Lze tedy predpokladat, ze v ptipad€ pouziti vétsi koncentrace nez

byla koncentrace v nasich experimentech (2 mg Os/1), by doslo k Vétsi inhibici Foc.
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[ Zavér

Z vysledkli provedenych experimentd a analyz zpracovanych v predkladané praci lze

vyvodit néasledujici zavéry:
7.1 Teplota

e Byla prokazana teplomilnost patogena Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans,
jehoz intenzita rdstu mycelia Vv in vitro podminkach byla nejvySsi ve variantach
24 a 28 °C, naopak ve varianté 15 °C byl riist mnohem méné intenzivni a pfi varianté
37 °C patogen nerostl viibec.

e Nejvétsi pocet uhynulych rostlin byl ve variantach s vyssi teplotou (22/24 °C a 26/28
°C) arozdil mezi variantami byl pouze v rychlosti uhynuti rostlin.

e Byly zjistény latentni pfiznaky infekce za nizsich teplot, kdy rostliny jsou zdanliveé
zdravé, ale patogen je ptitomen v pletivech a rostliny mohou byt potencialnim
zdrojem nakazy.

e Piitomnost patogena V pletivu byla prokdzana pomoci PCR pouze v kotenech,
kotenovém krcku a ¢asti stonku, nikoli v§ak v listech, na kterych se objevuji prvni
vizualni symptomy infekce.

e Analyza PCR ukazala, ze rezistence vuci patogenu (odriida 'Target’) mtze byt za
vySSich teplot pfekonana a rostlina se stdva pouze tolerantni S latentnimi ptiznaky
a stava se potencialnim zdrojem nakazy, podobn¢ jako citlivé odridy za nizSich
teplot.

e Citlivé odrudy je vhodné péstovat za nizsich teplot (jaro, podzim) a tim se vyhnout
vy$§imu infekénimu tlaku patogena. Ov§em je nutno piihlédnout k citlivosti odrud
na jarovizaci a mit na védomi, ze asymptomatické rostliny citlivych odrid s latentni
infekci mohou byt potencialnim zdrojem nékazy.

e Bylo by vhodné, aby vyzkum v budoucnu studoval princip ztraty rezistence
a Slechténi novych plné rezistentnich odrid.

e Vyzkum by se mohl zamé&fit na studium reakce rostlin na ptitomnost patogena v
cévnich svazcich na bunétné urovni s vyuzitim modernich vizualizacnich metod,

jako je napf. konfokalni mikroskopie.
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7.2 pH

Byl prokazan vliv hodnoty pH na intenzitu rastu mycelia patogena, ktery
nejintenzivnéji rostl v rozmezi hodnot pH 6 - 9.

Byla prokazana zavislost intenzity ristu mycelia na hodnoté pH.

Bylo zji§téno, e patogen svou ¢innosti okyseluje médium. Cim vyssi byla ptivodni
hodnota pH media (8 a 9), tim bylo médium vice okyseleno.

Zminéné poznatky tykajici se inhibice Foc v kyselejSich podminkach jsou vSak
problematicky uplatnitelné v praxi, protoze vét§in¢ kulturnich plodin vyhovuje
podobné pH, tedy mirné kyselé az neutralni (6 - 7 pH), kostalové zeleniné dokonce

neutralni az mirné zasadité.

7.3 Antagonistické mikroorganismy

Bylo prokazano, Ze druhy Trichoderma harzinaum, T. asperellum a T. hamatum,
Pythium oligandrum, nepatogenni kmen Fusarium oxysporum a Bacillus
amyloliqufascient inhibuji rust patogena Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans
Bylo prokazano snizeni vyskytu fusariového vadnuti pii oSetfeni osiva pomoci
Trichoderma asperellum.

Vyzkum by se v této oblasti mohl zaméfit na vyuziti biologické ochrany proti
fusariovému vadnuti vhodnou kombinaci mikroorganismii, pfipadné vhodnou
kombinaci vybranych kmend téhoz druhu.

Budouci vyzkum by mohl studovat ¢i izolovat ucinné latky produkované

mikroorganismy a dale je testovat pro vyuziti v praxi pfi ochrané rostlin.

7.4 Ozo6n

Bylo prokazano, Zze ozon ma inhibi¢ni u¢inek na Fusarium oxysporum f.sp.
conglutinans, je vsak nutné zajistit, aby pouzita koncentrace ozonu méla kurativni
efekt, ale soucasn¢ neposkodila vitalitu osiva

Budouci vyzkum by se mohl zaméfit na hledani optimalniho poméru mezi eliminaci

patogena a prahem skodlivosti u¢inku 0zonu u osiva brukvovité zeleniny.
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9 Prilohy

9.1 Fotografie dualnich testi kolonie Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans (Foc)

rasa 1 s vybranymi antagonistickymi mikroorganismy na konci experimentu

Obrazek 5: vlevo Foc x vpravo Erwinia herbicola

Obrazek 6: vlevo Foc x vpravo Bacillus amynoliqufascinet
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Obrazek 7: vlevo Foc x vpravo Pseudomonas aeruginosa

Obrazek 8: vlevo Foc x vpravoPseduomonas fluorescens
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Obrazek 9: vlevo Foc x vpravo Bacillus subtilis

Obrazek 10: vlevo Foc x vpravo Aurerobasidium pullulans
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Obrazek 12: vlevo Foc x vpravo Fusarium lateritium
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Obrazek 13: vlevo Foc x vpravo nepatogenni kmen Fusarium oxysporum 3428

Obrazek 14: vlevo Trichoderma hamatum x vpravo Foc
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Obrazek 16: vlevo Trichoderma asperellum x vpravo Foc
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Obrazek 17: vlevo Foc x vpravo Pythium oligandrum

9.1 Fotografie dualnich testi kolonie Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans (Foc)

rasa 2 s vybranymi antagonistickymi mikroorganismy na konci experimentu

Obrazek 18: vlevo Bacillus amyloligiefascient x vpravo Foc
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Obrazek 20: vlevo Pythium oligandrum x vpravo Foc 2
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Obrazek 22: vlevo Trichoderma harzianum x vpravo Foc 2
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Obrazek 23: vlevo Trichoderma asperellum x vpravo Foc 2
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