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Abstrakt

V této diplomové praci byl hodnocen vliv oSetieni osiva nizkoteplotnim
plazmatem (LTP) na vyskyt patogenti na 0sivu pSenice seté (Triticum aestivum L.)
a fepky olejné (Brassica napus L.). Pro posouzeni vlivu oSetfeni LTP byl porovnavan
vyskyt detekovanych patogenti izolovanych z neosetfeného osiva a z osiva osetfené¢ho
LTP po dobu 4 a 8 minut. Pro detekci patogen byla provedena metagenomicka
analyzy pomoci kultiva¢nich metod. Kultivaci vzorka osiva na PDA (potato dextrose
agar) médiu a naslednym pasdzovanim bylo piipraveno celkem 182 Cc¢istych
mikrobialnich kultur. Z vybranych 130 vzorkia Ccisté mikrobialni kultury byla
izolovana DNA pomoci metody CTAB-PVP. Dale byly pomoci polymerazové
fetézové reakce provedeny amplifikace prokaryontniho genu kodujiciho 16S rRNA a
eukaryontniho genu kédujictho 28S rRNA. Jednotlivé mikroorganismy byly

identifikovany na zaklad¢ sekvenci ziskanych amplikoni.

Osetienim osiva pSenice seté byly eliminovany vyznamné fytopatogeny rodi
Pseudomonas sp. a Fusarium sp. Osetfenim osiva fepky olejné byly eliminovany
fytopatogenni  bakterie ~ Curtobacterium  flaccumfaciens,  Erwinia  sp.,
Pseudomonas sp., Pantoea agglomerans, houby Alternaria infectoria, Cladosporium
pseudocladosporioides, houbam podobny organismus Phytophtora cambivora
a kontaminanty potravin a krmiv houbovych rodt Aspergillus sp. a Penicillium sp.
Pomoci osetfeni osiva LTP je mozné eliminovat vyskyt nezddoucich mikroorganismt
na povrchu osiva. Proto je vhodné toto oSetfeni vyuzit jako alternativni postup

k chemickému o$etieni osiva.

Kli¢ova slova: nizkoteplotni plazma, metagenomicka analyza, gen kddujici
16S rRNA, gen kodujici 28S rRNA, fytopatogeny, eliminace

mikroorganismu



Abstract

The effect of seed treatment by low-temperature plasma (LTP) on the
occurrence of pathogens on seeds of wheat (Triticum aestivum L.) and oilseed rape
(Brassica napus L.) was evaluated in this thesis. The presence of detected pathogens
isolated from untreated seeds and from seeds treated by LTP for 4 and 8 minutes were
compared for evaluation the effect of LTP treatment. The detection of pathogens was
done by metagenomic analysis using culture methods. A total of 182 pure microbial
cultures were prepared by culturing the seed sample on PDA (potato dextrose agar)
medium and subsequent transfer of isolated microbial material. DNA was isolated by
CTAB-PVP from selected 130 samples of pure microbial cultures. Furthermore,
amplifications using polymerase chain reaction of the prokaryotic gene encoding
16S rRNA and the eukaryotic gene encoding 28S rRNA were done. Particular
microorganisms were identified based on the sequences of the obtained amplicons.

Important phytopathogens of genera Pseudomonas sp. and Fusarium sp. on
wheat seeds was eliminated by seed treatment using LTP. Treatment of oilseed rape
seeds eliminated the phytopathogenic bacteria Curtobacterium flaccumfaciens,
Erwinia sp., Pseudomonas sp., Pantoea agglomerans, fungi Alternaria infectoria,
Cladosporium pseudocladosporioides, fungal-like organism Phytophtora cambivora
and food and feed fungal contaminants Aspergillus sp. and Penicillium sp. LTP seed
treatment can eliminate unfavorable microorganisms from the seed surface. It is

suitable to apply this treatment as an alternative form to the chemical seed treatment.

Key words: low-temperature plasma, metagenomic analysis, gene encoding
16S rRNA, gene encoding 28S rRNA, phytopathogens, elimination of

microorganisms
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1.  Uvod

Kvalitni osivo je zadkladnim prvkem =zajistujicim zeméd¢lskou produkci.
Pfimym oSetfenim osiva je zajisténa efektivni eliminace patogenti pfenosnych osivem
a snizovani vynosovych ztrat. Pro udrzitelnou produkci osiva, zvySovani ekonomické
efektivnosti zemédélské produkce a eliminaci zatiZzeni Zivotniho prostfedi je snaha
pouzivat alternativni postupy (biologické a fyzikélni) k chemickému oSetfeni osiva
(Sharma a kol., 2015). Pouzivané metody oSetfeni osiva musi splilovat pozadavky
udrzitelného rozvoje zemédélstvi. Musi byt zajistén jejich minimalni vliv na zivotni
prostiedi a zaroven kvili zvySovani globalni lidské populace musi byt zajisténo

zvySovani produkce potravin a krmiv (Araujo a kol., 2016).

Tyto pozadavky je mozné zajistit alternativnim postupem oSetifeni osiva
pomoci nizkoteplotniho plazmatu (low-temperature plasma, LTP). Timto oSetfenim
muze byt podpofeno kliceni a rust rostlin (Filatova a kol., 2013; Roy a kol., 2018),
dochazi k eliminaci patogent vyskytujicich se na povrchu osiva (Selcuk a kol., 2008;
Puligundla a kol., 2017), redukci vyznamnych mykotoxini (Havelka a kol., 2019)
a mize byt zvySovan vynos plodin. Osetfeni osiva LTP mulze byt pravé diky
schopnosti eliminovat patogeny vyuZzivano Vv ochrané rostlin (Mraz a kol., 2014,
Kordas a kol., 2015).

Jednim z cili této diplomové prace je detekce mikroorganismi osidlujicich
povrch osiva pSenice seté (Triticum aestivum L.) a fepky olejné (Brassica napus L.).
Tyto plodiny byly vybrany pro sviij péstitelsky vyznam. P$enice setd je v Ceské
republice nejpéstovangjsi obilninou a fepka olejna nejpéstované;si olejninou. Déle byl
Vramcei této prace posuzovan vliv oSetfeni osiva nizkoteplotnim plazmatem na

eliminaci detekovanych mikroorganismu.



2.  Literarni prehled
2.1 Interakce rostlin a mikroorganismu

Mikroorganismy mohou byt symbionty, parazity i patogeny rostlin (Kudela
a kol., 2002). Jsou schopny kolonizovat Siroké spektrum substratti. Jako saprotrofové,
¢i biotrofové mohou osidlovat rostliny, zivoCichy i ostatni mikroorganismy.
Saprotrofni mikroorganismy se Zivi exudatem zivych rostlin nebo organickymi
latkami z odumielych tél a ¢asti rostlin. Biotrofni mikroorganismy potiebuji pro zisk

zivin zivého hostitele (Thines a kol., 2006).

Typickym piikladem symbiotického vztahu je vztah hlizkovych bakterii
a rostlin z ¢eledi bobovitych, nebo mykorhiza. Mykorhiza je oboustranné prospésny
vztah houby a rostliny. Rostlina je pro houbu zdrojem uhlikatych slou¢enin. Houba
umoznuje rostliné lep$i pfijem anorganickych zivin nebo vody. Také ji muze

poskytovat vitaminy a organicky dusik (Oliver a Schweizer, 1999).

Mnoho mikroorganismti, které kolonizuji rostliny, neposkytuji svym
hostitelim zadné benefity. Vystupuji jako patogeny a ptvodci onemocnéni rostlin
(Thines a kol., 2006). Pro projev onemocnéni rostliny je nutné spoluptisobeni
pfitomnosti virulentniho patogena, nachylného hostitele a ptiznivych podminek
vngjSiho prostiedi (pro rozvoj patogena), a to ve stejném prostoru a ¢ase (Kudela
a kol., 2002).

Evoluéni vyvoj fytopatogentl a jejich hostitelskych rostlin probihal soucasné.
Pivodnim vztahem mikroorganismu a rostlin byla inkompatibilita (neslucitelnost), ze
které se nasledné vyvinula kompatibilita (slu¢itelnost). Pavodné saprofytické
mikroorganismy se béhem vyvoje stavaly vice zavislé na svych hostitelich.
Fytopatogeny jsou Zzivotné zavislé na hostitelském organismu. Jsou vystaveny
selekénimu tlaku pro kompatibilitu s rostlinnym hostitelem a jsou adaptovany na
specifické hostitele. Naopak pro hostitele je zddouci, aby byl potlacen rtist a vyvoj
patogena. Proto jsou hostitelské rostliny selektovany na inkompatibilitu s patogeny.
U rostlin jsou vyvinuty obecné mechanismy inkompatibility proti Sirokému spektru

mikroorganismi (Ktdela a kol., 2002).



2.1.1 Kompatibilita

Kompatibilita (slucitelnost) je schopnost urcitého druhu, patovaru ¢i rasy
mikroorganismu byt pro ur¢ity druh ¢i odridu rostliny patogenem a moznosti rostliny
byt pro dany mikroorganismus hostitelem. Tato interakce je podminéna molekularné
biologickymi, genetickymi a biochemickymi vlastnostmi potencialniho patogena

a hostitele (Kudela a kol., 2002).

Infekce rostlin houbovymi patogeny muze probihat odliSnymi zpulsoby.
Nekteré patogeny mohou vstupovat do hostitele jeho pfirozenymi otvory,
¢1 poranénimi. Houbové patogeny mohou mit specializované struktury pro prinik
neporusenym povrchem hostitele (napf. apresoria, nebo enzymy degradujici kutikulu
a bunéénou sténu bunck hostitele). Vétsina téchto fytopatogent kolonizuje vSechny
organy rostlinného téla. Kolonizace mulze probihat interceluldrnim, nebo
intracelularnim proristanim mycelia. Fytopatogeny mohou usmrtit svého hostitele
a zivit se jeho odumfelymi pletivy (nekrotrofové), nebo mohou kolonizovat a ptipadné
dokoncovat sviij zivotni cyklus pouze na zivych hostitelskych rostlinach (biotrofové).
Biotrofni houby nesou specializované sktruktury tzv. haustoria, ktera jim umoziuji

signalni a Zivinovou vymeénu s hostitelskymi bunikami (Punja, 2004).
2.1.2 Inkompatibilita

Inkompatibilita (neslucitelnost) je stav, kdy urcity druh, patovar ¢i rasa
mikroorganismu nemuze byt pro urCity druh ¢i odridu rostliny patogenem
a nemoZznosti rostliny byt pro dany mikroorganismus hostitelem (Ktdela a kol., 2002).
Castou rezistenci je nehostitelsk rezistence, ktera zabrafiuje potencialnim patogentim
byt pro rostlinu infekénimi. Rezistence je Casto realizovana fyzikalnimi bariérami

hostitele nebo ¢asnym rozpoznanim patogena (Punja, 2004).

Veskeré rostlinné druhy vykazuji nehostitelskou rezistenci ke specifickym
patogenim. Ta je zalozena na vice faktorech, které mohou byt v ramci druhu hostitele
segregovany, aniz by byla naruSena celkovad rezistence rostliny. Oproti tomu
hostitelska rezistence je exprimovana jednotlivymi genotypy v ramci hostitelského
druhu. Rezistence hostitele je obvykle specificka proti danému genotypu patogenu.
Hostitelska rezistence je Casto podminéna geny rezistence, jejichz produkty pfimo

nebo nepiimo reaguji s produkty genu avirulence patogena (Heath, 2000).
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Rostliny mohou pfi interakci s patogenem formovat kolem mista vniku
patogena vrstvu odumielych bun¢k a tim jej lokalizovat v daném mist¢, zabranovat
jeho sifeni do okolnich bung¢k a eliminovat i Sifeni toxickych latek jim produkovanych.
Rostliny jsou také schopny formovat vrstvu ligninu okolo proristajicich hyf

houbového patogena a tim GspésSné zastavit jeho Siteni v rostliné (Oliver a Schweizer,

1999).

Rostliny reaguji na infekci patogenem vice zpusoby. Mohou produkovat
vysoce reaktivni superoxidové radikaly, enzymy, které degraduji houbovou bunéénou
sténu (chitinazy a glukanazy) nebo kyselinu salicylovou. Superoxidové radikaly
a kyselina salicylova jsou signalnimi molekulami systémové ziskané rezistence.
Infekce v jedné casti rostliny vede k produkci téchto signalnich molekul, které
zpusobuji obrannou reakci i1 v ostatnich neinfikovanych ¢astech rostliny. Timto
zpusobem je zajiSténa netspéSnost budouci infekce danym patogenem (Oliver

a Schweizer, 1999).

K houbové infekci jsou néachylnéjsi poSkozené casti rostlin nebo semen.
Poskozené casti jsou pristupnéjsi pro spory hub, které mohou ve vlhkém prostiedi
kli¢it v mycelium a rozSifovat se v téle hostitele. Poskozeni mohou byt zpisobena
hmyzem, ptactvem, hlodavci nebo nepfiznivym pocasim pied i po sklizni. Dal$imi
pri¢inami poSkozeni semen mohou byt Spatné pracovni postupy pii sklizni

a posklizinovém zpracovani semen (Golob, 2007).

2.2 Negativni vlastnosti hub

Houby jsou schopny rozkladat vétSinu organickych latek produkovanych
rostlinami. Houby jsou ale i vyznamnymi patogennimi organismy pro fadu
ekonomicky vyznamnych plodin. Infekce celych zivotaschopnych rostlin nebo
rostlinnych produktii vede kvili rozkladu organické hmoty ¢i produkci toxini

k ekonomickym ztratam (Oliver a Schweizer, 1999).

Infekce polnich plodin houbovymi organismy muze zplsobovat sniZeni
kvantity 1 kvality sklizné. Produkované mykotoxiny mohou byt pro zvifata i cloveéka
vysoce toxické. Z téchto divoda je provadéna kontrola krmiv proti kontaminaci

mikroorganismy (Diaz, 2005).
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Druhy hub produkujici mykotoxiny, tzv. toxigenni houby, mohou byt déleny
do dvou skupin. Na ty, které kolonizuji rostlinného hostitele a produkuji toxiny pred
sklizni. Infekce hostitele témito houbami je ovlivnéna interakcemi mezi houbovym
organismem a danym hostitelskym druhem. Do druhé skupiny toxigennich hub se fadi
ty, které kolonizuji hostitele az po sklizni, tzv. ptivodci skladkovych chorob. Invaze
témito houbami je ovlivnéna kvalitou a kvantitou zivin plodiny, fyzikalnimi
a biologickymi faktory (Miller, 1995).

2.2.1 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou sekundarnimi metabolity hub a pro houby jsou postradatelné.
Jsou produkovany, jestlize je organismus vystaven konkuren¢nimu organismu nebo
stresu — napt. zménam teplot, vlihkosti nebo aerace (Diaz, 2005). Mykotoxiny mohou
poskytovat organismu vyhodné vlastnosti oproti konkurenénim organismiim (houbam,
kvasinkam nebo bakteriim) v jeho prostiedi. Mykotoxiny nejsou produkovany v§emi

druhy hub, ani v§emi kmeny urcitého druhu (Golob, 2007).

Mezi vyznamné producenty mykotoxint se fadi druhy rodu Fusarium, které
produkuji vice nez 70 druhi mykotoxint (napf. fumonisiny). Rod Fusarium ma pro
své Siroké spektrum mykotoxind a pro své Siroké rozsiteni globalni ekonomicky vliv
(Diaz, 2005). Dalsimi vyznamnymi mykotoxiny jsou aflatoxiny (produkovany druhy
rodu Aspergillus). Vyznamnymi producenty mykotoxini (napi. patulinu

a ochratoxinu) jsou také druhy rodu Penicillium (Miller, 1995).

VétSina mykotoxint je relativné tepelné stabilnich. Predpoklada se, ze mohou
zastavat i v tepelné upravenych produktech (Rundberget a kol., 2004). Mykotoxiny
vykazuji odliSnou toxicitu u odliSnych ZivociSnych druhid. Pozfeni potravy, nebo
krmiva kontaminovaného mykotoxiny muze zpuasobit akutni, nebo chronické
mykotoxikozy. Otrava aflatoxiny mize zpusobovat krvacivy prujem, poruchy
imunitniho systému ¢i metabolismu Zivin. Ochratoxiny jsou vyznamnymi nefrotoxiny
a hepatotoxiny. Zminéné mykotoxiny spolu sfumonisiny a patulinem jsou

potencialnimi karcinogeny nebo teratogeny (Seo a Yu, 2005).
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2.3 Vyznamné patogeny pSenice seté (Triticum aestivum L.)

2.3.1 Bakterie

Pseudomonas syringae pv. atrofaciens

Pseudomonas syringae pv. atrofaciens je ptuvodcem bakterialniho hnédnuti
bazi plev psSenice a jeémene. Tato choroba miize byt rozvinuta, jSou-li od doby metani
po dobu mlééné zralosti plodiny vyznamné destové srazky (Kudela a kol., 2002).
Ve stiedni a vychodni Evropé je tato choroba nejvyznamnéjsi bakteridlni chorobou
obilnin. Symptomy této choroby jsou zména barvy baze plev (viz obr. 18, ptiloha ¢. 1)
anekrozy listi a stébel. VEtsina kment bakterie Pseudomonas syringae pv. atrofaciens

produkuji toxiny syringomyciny a syringopeptiny (lacobellis a kol., 1997).
Xanthomonas translucens pv. translucens

Xanthomonas translucens pv. translucens je gram-negativni bakterie, ktera je
vyznamnym patogenem pSenice a triticale a zplisobuje bakterialni listové skvrnitosti
(viz obr. 19, ptiloha ¢. 1) a ¢ernani plev (Ktdela a kol., 2002). Tento patogen muze
byt Sifen zemédélskymi stroji a nastroji. Bakterie vstupuje do rostlin praduchy

a ranami. Hostitel je kolonizovan svym xylémem (Kolliker a kol., 2006).

2.3.2 Houby
Oculimacula yallundae, Oculimacula acuformis

Druhy Oculimacula yallundae a Oculimacula acuformis jsou povazovany za
nejvyznamnéjsi houbové pivodce chorob pat stébel a oznaCovany jako stéblolam
pSenice. Nebyly popsany vyznamné rozdily v postupu infekce druhtt Oculimacula
yallundae a Oculimacula acuformis, a proto se za ptivodce stéblolamu povazuji oba
druhy. Stéblolam ma vyznamny ekonomicky vliv na péstovani ozimé ps$enice (Wan
a kol., 2005). Ztraty na vynosech jsou zplsobeny rozsahlymi 1ézemi (viz obr. 20,
ptiloha ¢. 2), které brani normalni pohybu zivin a vody V rostling a cela rostlina mtize

poléhat (Ray a kol., 2006).
Puccinia triticina

Rez pSeni¢na zpusobena houbovym patogenem Puccinia triticina je nejcastéjsi

rzi pSenice. Jejim mezihostitelem je vytrvala rostlina zlutucha (Thalictrum L.).
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Puccinia triticina je obligatni parazit, ktery produkuje letni vytrusy - urediospory
(Kalina a Vana, 2010). Tyto spory mohou byt rozsifovany vétrem. Timto zpiisobem
mohou byt infikovany rostliny i stovky kilometri daleko od zdroje infekce. Typickymi
projevy rzi pSeni¢né jsou rezavé skvrny na listech pSenice (viz obr. 21, ptiloha ¢. 2)
zpisobené rezavymi urediosporami. Ztraty na vynosu jsou zpusobené malou velikosti

zrn a jejich menSim poctem v klasu pSenice (Bolton a kol., 2008).
Tilletia caries

Tento houbovy patogen je puvodcem mazlavé snéti pSeni¢né a celosvétove
zpusobuje nejvice devastujici Skody na pSenici. Tento patogen osidluje obilky pSenice
a zita. Zde jsou produkovany teliospory (zimni vytrusy) houby. Infikovana zrna jsou
Cerna, tvrda a obsahuji zapachajici, mazlavou hmotu s teliosporami (viz obr. 22,
ptiloha ¢.3). Infekce mulze byt nasledné rozSifovana pomoci napadenych obilek
hostitele (Schlaich a kol., 2006).

Ustilago tritici

Zastupci rodu Ustilago se vyznacuji vysokou hostitelskou specifitou
a organotropii. Organotropie je schopnost tvofit spory jen na urcitych organech
hostitele. Konkrétné Ustilago tritici tvoii teliospory jen na zrnech hostitele. Ustilago
tritici je ptivodcem prasné snéti pSeni¢no-jecné (Kalina a Vana, 2010). Vyznamnym
symptomem této choroby je ¢erné zbarveni zrn pSenice (viz obr. 23, ptiloha €. 3). Zrna
maji ¢ernou barvu kviili mase teliospor patogena, které zde vznikaji. Primérné ztraty

na vynosech pfi postizeni porostu prasnou snéti jsou 15 az 30 % (Anjum a kol., 2012).
2.4 Vyznamné patogeny i‘epky olejné (Brassica napus L.)
24.1 Bakterie

Pseudomonas syringae pv. maculicola

Pseudomonas syringae pv. maculicola je puvodcem bakterialni listové
skvrnitosti nejméné 25 druhi brukvovitych rostlin. Skody zptisobené timto patogenem
jsou vyssi v kombinaci s mrazovym poskozenim (Kudela a kol., 2002). Typickymi
pfiznaky této choroby jsou malé hnédé skvrny a vodnaté, chlorotické a nekrotické 1éze

na spodni stran¢ listd (viz obr. 24, ptiloha ¢. 3). S postupujici infekci se mohou
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jednotlivé 1éze spojovat a zptisobovat celkové poskozeni listll a tim zptuisobovat ztraty

na vynosech (Peters a kol., 2004).
Xanthomonas campestris pv. campestris

Tato bakterie zpusobuje ¢ernou zilkovitost brukvovitych rostlin. V tropickych
a subtropickych oblastech je tato choroba jednou z nejvyznamnéj$ich chorob
brukvovitych rostlin. Symptomy choroby jsou listové skvrnitosti (viz obr. 25, ptiloha
¢. 4), ¢i tracheobakteriozy. Jsou-li infikovany rostliny ve fazi semenack, odumiraji,
nebo zustavaji zakrnélé (Kudela a kol., 2002). Bakterie infikuje rostlinu hydatodami,
poranénimi nebo infikovanymi semeny. Typickymi piiznaky cCerné zilkovitosti
brukvovitych jsou Zluté ohranicené tmavé skvrny ve tvaru pismene V na listech

hostitele (Singh a kol., 2016).

24.2 Houby
Alternaria brassicae

Pro rod Alternaria je typické tmavé zbarveni konidii a mycelia. Konidie tohoto
druhu jsou bézné ptitomny v ovzdusi a mohou zptisobovat alergické reakce dychacich
cest zivocichti (Kalina a Vana, 2010). Houba Alternaria brassicae zpusobuje ¢eri
fepkovou. Touto chorobou mohou byt poskozeny listy, SeSule i semena hostitele.
Jestlize jsou casti rostliny kolonizovany timto patogenem, jsou zbarveny cerné
(viz obr. 26, priloha ¢. 4). Na poskliziovych zbytcich i semenech mize ptezivat

patogen mnoho let a mize byt dale rozsifovan (Kohl a kol., 2010).
Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum je celosvétové rozsifeny houbovy patogen fepky,
ktery miZe zplsobovat ztraty na vynosech az 50 %. Infekce je iniciovana askosporami,
které jsou uvolnovany z apothecii. Ta na jafe vyrustaji na sklerociich, ktera jsou pies
zimu ulozena v pudé (Clarkson a kol., 2014). Symptomy infekce Sclerotinia
sclerotiorum jsou vodnaté l1éze na listech a stoncich. Tyto 1éze nekrotizuji a prortsta
na nich bilé mycelium se sklerocii (viz obr. 27, ptiloha ¢. 4). Ta jsou zietelnym znakem
infikovanych rostlin (Bolton a kol., 2006).
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Verticillium longisporum

Verticillium longisporum je houbovy patogen zpusobujici verticiliové vadnuti
fepky. Infekce hostitele se projevuje chlor6zami na bocnich vétvich a listech
a hnédymi pruhy a diskoloracemi na stoncich. Pozdé&ji mohou byt pod epidermis
stonku viditelna mikrosklerocia (viz obr. 28, pfiloha ¢. 5), kterymi mutize byt infekce
nasledné Sifena. Symptomy této choroby se objevuji 3 — 4 tydny pied sklizni plodiny.
Projevem této infekce muze byt i piedCasné dozravani fepky. Ztraty na vynosech

zpusobené timto patogenem mohou byt 10 — 50 % (Dunker a kol., 2008).

24.3 Nadorovky
Plasmodiophora brassicae

Kosmopolitni rozsiteni rodu Plasmodiophora souvisi s arealem vyskytu jeho
hostiteld. Tento rod se fadi do tfidy Phytomyxea (nadorovky) do skupiny Rhizaria
(Hwang a kol.,, 2012). Nadorovky jsou obligatnimi, endoparazitickymi,
intracelularnimi nekrotrofy. Obvykle zplisobuji hypertrofii a hyperplazii ¢asti rostlin
(viz obr. 29, priloha ¢. 5). Plasmodiophora brassicae, nadorovka kapustova, napada
koteny brukvovitych rostlin (pfedevsim kostalovych zelenin, ale i fepky olejné).
Infekce je rozSitovana pomoci cyst (dormantnich spor), které jsou rozptylené
v buiikdch hostitele. Ochrana proti tomuto patogenu je zaloZzena na vhodnych
agrotechnickych postupech, napt. v nepéstovani brukvovitych rostlin na infikovanych

pozemcich po dobu 5 — 8 let (Kalina a Vana, 2010).

2.5 Vyznamné kontaminanty rostlinnych produkti
Aspergillus sp.

Tento rod hub patii spolu s rodem Penicillium k nejvyznamné&js$im rodiim fadu
Eurotiales. Rod Aspergilus, kropidlak, je anamorfa. Jeho teleomorfy jsou fazeny do
roda Eurotium, Emericella, Fennelia, Neosyrtorya a Chaetosartorya. Pro rod
Aspergillus jsou typické kulovité zakoncené konidiofory. VétSina zastupcl tohoto
rodu jsou saprotrofni organismy. Nékteré druhy mohou byt pro zivocichy i ¢lovéka
Skodlivé. Neékteti zastupei tohoto rodu (napi. Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger)
mohou zplisobovat tzv. aspergilozy (choroby dychacich cest, sttedniho ucha, rohovky

atd.) nebo produkovat mykotoxiny. Mezi nebezpecné, pravdépodobné karcinogenni
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mykotoxiny patii sterigmatocystin (produkovany druhem Aspergillus versicolor)
a aflatoxin Bi produkovany druhem Aspergillus flavus. Tento druh se typicky
vyskytuje na zapafenych plodech podzemnice olejné. Naopak nékteré druhy jsou
biotechnologicky vyuzivany pii vyrobé potravin ze sOji a ryze a pil vyrobé
organickych latek, napi. kyseliny citronové (Kalina a Vana, 2010). Pro vyrobu
kyseliny citronové je vyuzivan Aspergillus wentii nebo diploidni kmen Aspergillus

niger vznikly parasexualnim kiizenim (Schuster a kol., 2002).

Fusarium sp.

Nékteré druhy rodu Fusarium jsou anamorfou rodu Giberella. Do rodu
Fusarium patii vice nez 80 druhd hub, které mohou byt saprofyty, nebo parazity
rostlin, ostatnich hub, hmyzu a obratlovcu véetné ¢lovéka (Kalina a Vana, 2010).
Druhy rodu Fusarium casto kolonizouji obilniny, zejména kukufici setou (Zea mays
L.) a pdenici setou. Rada druht rodu Fusarium mize produkovat §iroké spektrum
sekundérnich metabolitli, z nichZ nékteré mohou byt toxické pro ZivocCichy i ¢loveka
a mohou byt detekovany i v produktech vyrobenych z infikovanych plodin (Cendoya
a kol., 2018). Nékteré mykotoxiny, napt. fumonisiny mohou byt karcinogenni (Ivi¢
a kol., 2009).

Penicillium sp.

Pro anamorfni rod Penicillium, stétickovec, jsou typické konidiofory ve tvaru
Stéticek. Teleomorfni rody pro rod Penicillium jsou Eupenicillium a Talaromyces.
U vétSiny druhl neni teleomorfa popsana. Mezi vyznamné druhy tohoto rodu patii
producenti cytostatik (napt. kyseliny mykofenolové) a producenti antibiotik:
penicilinu (produkovany nékterymi kmeny Penicillium chrysogenum) nebo
griseofulvinu (produkovany Penicillium griseofulvum). Nékteré druhy jsou vyuzivany
V potravinafském pramyslu pii vyrobé syri (Penicillium camembertii, Penicillium
roquefortii) nebo masnych vyrobku (Penicillium nalgiovense). Naopak Penicillium
italicum je typickym patogenem citrusovych plodt (Kalina a Vana, 2010). Rod
Penicillium je jednim z nejpocetnéjsich rodi hub vyskytujicich se na potravinovych
zbytcich. Zde se mohou vyskytovat i nebezpe¢né druhy produkujici mykotoxiny
(patuliny, citrinin apod.), napf. druhy Penicillium crustosum, Penicillium
chrysogenum, Penicillium griseofulvum nebo Penicillium expansum (Rundberget

a kol., 2004).
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2.6 OSetreni osiva

Mikrofléra osiva muze byt sloZzena z patogennich i nepatogennich organismii.
Nékteré patogenni mikroskopické houby (napf. Fusarium), které jsou pienosné
osivem, mohou snizovat kli¢ivost a nasledné vzchazivost rostlin (Houba a kol., 2002).
Ro¢ni ztraty na vynosech obilnin zptisobené béhem poskliziiové faze mohou byt 9 %

V rozvinutych zemich a az 20 % v zemich rozvojovych (Hou a kol., 2016).

Béhem poskliznové faze muize dochézet kvili mikrobidlnim infekcim,
nespravnym technologickym postupim ¢i  starnutim  skladovanych produkti
k ekonomicky vyznamnym ztratam. Vhodnymi skladovacimi podminkami,
chemickym, biologickym ¢i fyzikalnim oSetfenim pfedem piecisténého, vysuseného
a pretiidéného osiva lze zajistit jeho mikrobialni bezpeénost a eliminovat tak ztraty
(Mari a Guizzardi, 1998). Prevence kontaminace osiva mykotoxiny by méla probihat
jiz béhem piedsklizinové faze kontrolou toxigennich hub, pfedevsim rodt Fusarium,

Aspergillus, Alternaria a Penicillium (Varga a Toth, 2005).

Osivo je zakladnim prvkem zemédé€lské produkce. Porosty ptiblizné 90 %
plodin jsou zakladany osivem. Choroby a sktdci pfenosni osivem mohou zpiisobit
vyznamné vynosové ztraty, nejsou-li véas eliminovani. V dnesni dobé je v zemed¢€lstvi
kladen velky diraz na zvySovani produkce se soucasnym snizovanim potieby
prostoru, vody a lidské prace. Téchto vysledkt jiz nelze dosahnout tradi€nimi postupy
pro eliminaci sktdct (napf. sanitaci, stfidanim plodin, péstovanim smésnych kultur,

aplikaci organickych hnojiv apod.) (Sharma a kol., 2015).

Ptimé oSetteni osiva chemickymi, biologickymi ¢i fyzikalnimi postupy vede
osiva, snizeni ceny a k eliminaci zatizeni Zivotniho prostfedi. Tyto postupy mohou
diky eliminaci patogent, které se mohou na rostling vyskytovat jiz béhem kli¢eni, vést
ke zvySeni vynosi. Pro oSetieni osiva jsou vyuzivany postupy s vysokou ucinnosti,
ktera vede ke zlepSovani ekonomické efektivnosti zemédélské produkce. Tyto metody

mohou byt pouzity v ramci integrované ochrany rostlin (Sharma a kol., 2015).

Osetiovani osiva je kontrolovéano legislativou. V Ceské republice je zakladni
pravni normou pro uZivani pfipravkid na ochranu rostlin zdkon ¢. 326/2004 Sb.,

o rostlinolékarské péci. Tento zakon reguluje povolovani, pouzivani a kontrolovani
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pfipravkli na ochranu rostlin. Dle tohoto zdkona nesmi mit pouzité pfipravky na
ochranu rostlin negativni vliv na zivotni prostiedi ani na zdravi lidi a zvifat.
Strategickym dokumentem Evropské unie je smérnice Evropské parlamentu a rady
2009/128/ES, kterou je fizena ¢innost Spolecenstvi za celem dosazeni udrzitelného
pouzivani pesticidll. Tato smérnice zajist'uje udrzitelné pouzivani pesticidl, snizovani
rizik aplikace pesticidi (snizovani vlivu na lidské zdravi a zivotni prostiedi)

a pouzivani integrované ochrany rostlin (Harasta a kol., 2015).

Pouzivané metody oSetfeni osiva musi spliiovat pozadavky udrzitelného
rozvoje zem&délstvi. Musi byt zajistén minimalni vliv na zivotni prostiedi a zaroven
kvili zvySovani globalni lidské populace musi byt zajiSténo zvySovani produkce

potravin a krmiv (Aratjo a kol., 2016).

2.6.1 Chemické metody

Chemické moteni osiva je pouzivano u vétSiny zemédélskych plodin véetné
zelenin. Mezi prvni uzivana mofidla patfily siran méd’naty a hydroxid sodny (Houba
akol., 2002). Od 20. let 20. stoleti byla uzivana sucha i kapalna rtut'nata moftidla, ktera
byla pro svou tékavost vysoce U¢inna ale zaroven nebezpecna pro Zivotni prostredi.
Od 80. let minulého stoleti je ¢isté osivo osetfovano suspenzi nebo dispergovatelnym
granulatem organickych slouCenin - napf. difenoconazolu, gludioxonilu,

fluoxastrobinu a mnoha dal$ich (Dumalasova a kol, 2007).

Motidla by méla byt dostatecné toxicka proti cilovému patogenu, neSkodna pro
rostliny, zvifata a lidi, snadno aplikovatelna a stabilni po dobu skladovani osiva. Osivo
by mélo byt namoteno jen po dobu nezbytné nutnou, aby nedochazelo k degradaci

zivého semene (Houba a kol., 2002).

Chemické metody mohou byt také pouzity pro eliminaci mykotoxinti v 0Sivu.
Pro detoxikaci osiva kontaminovaného ochratoxiny nebo aflatoxiny mize byt pouZita
amoniace. Chemické Gpravy osiva vsak mohou zménit nutri¢ni a biologické vlastnosti

0siva, proto nejsou vyuzivany ¢asto (Varga a To6th, 2005).

Mezi chemické metody lze zaradit i skladovéani osiva v fizené atmosféfe.
Obsah O nizsi nez 0,14 % a obsah CO; vyssi nez 50 % jsou hodnoty, pfi kterych je
inhibovan rast mycelia hub a produkce mykotoxini. Pro tento zpuisob oSetieni musi

byt osivo skladovano v hermeticky uzavienych skladech (Neme a Mohammed, 2017).
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Uzivana chemickd mofidla maji nesporny pozitivni vliv v oSetfovani osiva
proti patogentim. Jednim z problémi mofeni osiva ale miize byt vzristajici rezistence
patogeni k danym chemickym latkdm. DalSimi dusledky nadmérného pouzivani
fungicidi mize byt zneistovani zivotniho prostiedi, kontaminace potravin nebo
zvysSovani ceny potravin. Pouzité pesticidy se mohou vyskytovat v Zivotnim prostiedi
I v potravinach ve formé perzistentnich organickych latek. Mnoho chemickych latek
uzivanych v zeméd¢€lstvi mize  eliminovat prospésné  mikroorganismy
(napf. endofytické houby a bakterie). Se vzrustajicimi obavami ohledné uZivani
toxickych latek pro oSetfeni osiva jsou vyvijeny alternativni postupy oSetfeni osiva.
Ty by mély podporovat riist osetfené plodiny a eliminovat jeji patogeny S obdobnym

nebo lepsim G¢inkem nez metody chemické ochrany (Syed Ab Rahman a kol., 2018).

2.6.2 Biologické metody

Biologické metody oSetfeni osiva jsou vyvijeny jako alternativni postupy
chemickych metod oSetfeni osiva. Systém biologické ochrany je levny, nezatézujici

Zivotni prostiedi a trvale udrzitelny (Syed Ab Rahman a kol., 2018).

Biologicka oSetfeni osiva jsou pouZzivana pro snizeni vlivu patogenu, pro
podporu rustu plodiny a rozvoje prospéSnych mikroroganismi a hmyzu. Osivo je
inokulovano rtiznymi druhy bakterii a hub. Tato inokula mohou svym ristem
potlacovat rlst patogena a rozvoj choroby nebo mohou byt hostitelsky specifickymi
patogeny cilového skidce (Syed Ab Rahman a kol., 2018). Typickym piikladem je
oSetfeni osiva houbou Trichoderma harzianum, ktera potlac¢uje pidni patogeny rodu
Pythium, Rhizoctonia nebo Fusarium (Houba a kol., 2002). Houby rodu Trichoderma
a bakterie rodt Streptomyces, Bacillus, Agrobacterium Pseudomonas a Erwinia
mohou produkovat antimikrobidlni latky, které potlacuji rist cilovych patogenti (Syed

Ab Rahman a kol., 2018).

Utinnost biologického oSetieni osiva je dana schopnosti pouZitého druhu
regulovat dany patogen, mnoZstvim jednotek pouZitého druhu na semeni a zpisobem
aplikace. Procesu tpravy osiva musi byt probihat za aseptickych podminek (Houba
a kol., 2002).

Mezi biologickd oSetfeni lze =zaradit i1 aplikace pfirodnich produktt

a chemickych latek (napf. antioxidantli a esencialnich olejit) extrahovanych z rostlin,
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hub a bakterii (Syed Ab Rahman a kol., 2018). N¢které esencialni oleje skoficovniku
a hiebickovce mohou eliminovat rist hub Fusarium sp., Penicillium verrucosum nebo

Aspergillus ochraceus (Neme a Mohammed, 2017).

Biologicka detoxikace osiva je definovana jako enzymatickd degradace nebo
biotransformace mykotoxinii pomoci celych bunék nebo enzymovych systémi.
Pro degradaci aflatoxinti mize byt pouzita bakteric Flavobacterium aurantiacum.
Pro degradaci fumonisini muze byt osivo oSetfeno fungalnimi druhy Exophiala
spinifera, Rhinocladiella atrovirens nebo bakterialnim rodem Caulobacter (Varga
a Toth, 2005).

2.6.3 Fyzikalni metody

Diky fyzikalnimu oSetfeni osiva lze redukovat mnoZstvi pouZzitych hnojiv a tim
snizovat miru kontaminace zivotniho prostiedi. Dale Ize témito metodami snizovat
mnozstvi pouzitych fungicidd, diky mozné dezinfekci osiva pied setim i po dobu
skladovani. Osivo mulze byt oSetfovano napf. elektromagnetickymi vlnami,

magnetickymi poli, ultrazvukem nebo ionizujicim zatfenim (Araujo a kol., 2016).

Osivo muze byt oSetfeno termalné metodami vyuzivajici plazmatu, jehoz
zdrojem muzZe byt piimo proud nebo vysokofrekvenéni (radiové viny) nebo zdroje
mikrovinného zateni (Bonizzoni a Vassallo, 2002). Radiové viny mohou byt diky své
vlnové délce a hloubce penetrace pouZity pro oSetieni velkého mnozstvi materialu. Pro
uspesné komercni vyuziti musi tato metoda poskytovat dostatecnou mortalitu Skiidci
s ohledem na karanténni a fytosanitarni opatieni, nesmi ovliviiovat kvalitu produkti
a musi byt ekonomicky vyhodna pro primyslové vyuziti. Nevyhoda této metody je
neuniformni oSetfeni daného materialu. Aby byla zajiSténa rovnomérna eliminace
Sktidcti na osivu, je tato metoda Casto kombinovana s oSetfenim horkou vodou nebo

vzduchem (Hou a kol., 2016).

Obsah mykotoxinti v osivu lze snizit mechanickou separaci zrn na zakladé
odlisné hustoty ¢i odliSného zbarveni. Pro snizeni obsahu nékterych mykotoxinl
(napt. zearaloni a fumonisinll) v osivu muze byt osivo promyvano vodou nebo
roztokem uhli¢itanu sodného (Varga a Toth, 2005). Obsah mykotoxini

produkovanych rodem Fusarium mutze byt také snizen plsobenim gamma zareni.
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Ovsem oSetfovani radioaktivnim zafenim zplisobuje zmény genetické informace osiva

a neni u¢inné pro eliminaci v§ech mykotoxini (Neme a Mohammed, 2017).

Jednou z dalSich metod fyzikalniho oSetfeni osiva je mofeni horkou vodou.
Tato metoda slouzi k eliminaci Sirokého spektra patogenti nechemickym zptisobem.
Teplota vody musi byt dostatecné vysoka, aby doslo ke zni¢eni patogend, ale zaroven
nesmi dojit k poskozeni osiva. Osivo je po Gpravé opét vysuseno na doporuc¢enou
skladovaci vlhkost, ale jeho dlouhodobé skladovani doporu¢ovano neni (Houba a kol.,
2002).

2.7 Plazma

2.7.1 Obecna charakteristika plazmatu

Plazma je oznacovano jako ¢tvrté skupenstvi hmoty. Je-li plynné fazi latky
dodana tepelna energie, dojde K jeji ¢asteéné a nasledné iplné ionizaci a latka se stava
plazmatem. Poprvé termin plazma pouzil Irwing Langmuir vroce 1928
a charakterizoval jej jako oblast vyboje v plynu, ktera neni ovlivnéna sténami elektrod

a vykazuje nasledujici vlastnosti:

1. Plazma je tvofeno volnymi nosi¢i elektrického naboje (Kulhanek, 2017). Plazma
je tvoteno ionty, elektrony, neutrony, fotony a makromolekularnimi a polymernimi
¢asticemi (Shishoo, 2007).

2. Plazma vykazuje kolektivni chovani. Na elektricka ¢i magneticka pole reaguje jako
celek a muze je i vytvaiet.

3. Plazma je kvazineutralni - v makroskopickém objemu je stejné mnozstvi kladnych

1 zapornych castic (Kulhanek, 2017).

Plazma tvofi vétSinu atomarni hmoty vesmiru. Plazmatem jsou tvoteny hvézdy,
mlhoviny a v celé slune¢ni soustavé se vyskytuje plazma slune¢niho vétru. Na Zemi
se plazma pfirozené vyskytuje jen v kanalech blesktl, v ionosféfe a v polarnich zatich

(Kulhanek, 2017).

Zdroje plazmatu mohou byt nizkofrekvenéni zafeni (o frekvenci 50 — 450 kHz),
vysokofrekvenéni zafeni (13,56 — 27,12 MHz), mikrovinné zafeni (915 MHz, nebo
2,45 GHz) nebo vyboj stejnosmérného, ¢i stiidavého proudu (Shishoo, 2007).

Elektricky vyboj poskytuje mezi 2 elektrodami hmotu s vysokou teplotou a hustotou.
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Je-li zajistén dostate¢ny proud plynu, mize plazma piesahovat jednu z elektrod ve
form¢ plazmového paprsku. Tato skuteCnost je vyuzivdna v praxi pfi oSetfovani

materialti (Bonizzoni a Vassallo, 2002).

2.7.2 Rozdéleni plazmatu

Plazma lze dé¢lit dle mnoha kritérii, napi. dle stupn¢ jeho ionizace, schopnosti
tvorit elektron-pozitronové pary, dle vodivosti, termodynamické rovnovahy plazmatu,
miry interakci jednotlivych ¢astic plazmatu, vyskytu prachu v plazmatu a teploty
plazmatu. Dle teploty je plazma déleno na vysokoteplotni (fizni) plazma
a nizkoteplotni. Ve vysokoteplotnim plazmatu jsou teploty elektroni a plynu
V rovnovaze, a to v fadech tisict stupiti Kelvina. Oproti tomu teploty nizkoteplotniho

plazmatu v rovnovaze nejsou (Kulhanek, 2017).

Plazma Ize délit dle zptisobu jeho generovani. Generovat plazma Ize termickou
ionizaci plynu. K ionizaci plynu dochazi az pti teplotach fadové tisict stupinii Kelvina,
které poskozuji zivé organismy i vétSinu materialii. Proto neni tento zptisob generovani

plazmatu vhodny pro primyslové ¢i biologické pouziti (Machala, 2009).

Druhym zptisobem generovani plazmatu je ionizace neutralniho plynu pomoci
elektrického pole. Pro technologické a technické aplikace je tento zpusob
nejpouzivangj$im typem generovanim plazmatu (Conrads a Schmidt, 2000).
V elektrickém poli se nabité Castice zacnou pohybovat zrychlenym pohybem.
Zrychlené Castice se mohou srazet s jinymi Casticemi plynu a tim plyn ionizovat.
Elektrické vyboje, které mohou v elektrickém poli vznikat, mohou byt jednosmérné,
stiidavé a pulzni. Vzniklé elektrické pole Ize dle konfigurace elektrod délit
na homogenni (rovinné uspotfddani elektrod) a nehomogenni (napf. koaxialni
usporadani elektrod). Nehomogenni elektrické pole je typické pro korénovy vyboj.
Dalsimi typy vyboju jsou dielektricky bariérovy vyboj, pfechodna jiskra, vysokotlaky
Zhavici vyboj a mnoho dalsich (Machala, 2009).

NiZe popsané vyboje byly pouzity v praktické ¢asti této diplomové prace.

2.7.2.1 Mikrovinny vyboj za sniZeného tlaku

MikrovInné vyboje jsou generovany vysokofrekvencnim elektromagnetickym
polem. A jsou Siroce pouzivany pro tvorbu plazmatu v riznych odvétvich
(primyslové, medicinské a védecké aplikace). Charakteristickymi vlastnostmi
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mikrovinnych vyboju je jejich vlnova délka, ktera odpovida velikosti plazmové
aparatury (Conrads a Schmidt, 2000). VInové délky mohou byt od jednotek milimetrt
az po desitky centimetri (Lebedev, 2010). Pro nejcastéji pouzivanou frekvenci
elektromagnetickych vin 2,45 GHz je vinova délka mikrovinného vyboje 12,24 cm
(Conrads a Schmidt, 2000).

Mikrovinné vyboje mohou byt generovany za atmosférického, zvySeného
1 snizeného tlaku. Tyto vyboje mohou vznikat v uzavienych, otevienych
a rezonancnich systémech (Conrads a Schmidt, 2000). Vyhodou vybojt vzniklych za
snizeného tlaku s neelektrodovym piivodem je minimalni kontaminace oSetfované¢ho

materidlu nezddoucimi Casticemi plynu nebo produkty elektrodové eroze (Lebedev,

2010).

Pro tvorbu mikrovinného vyboje lze vyuzit ptistroj generujici mikrovinné
plazma pii snizeném tlaku (5 — 200 Pa). Elektromagnetické pole je tvofeno
magnetronem, ktery je umistén nad vakuovou komorou. Mikrovinné vyboje jsou
spojovany pres kifemennou vrstvu v plazma. Nad kfemennou vrstvou je umistén

parabolicky reflektor, ktery zajist'uje rovnomérné oseteni vzorku (Lebedev, 2015).

parabolic reflecor microwave antenna
field applcator
\

front door - megnetron

mcrowave window

Yoy um

vesse!

substate lable

Obr. 1: Schéma generdatoru mikrovinného plazmatu (Lebedev, 2015)

2.7.2.2 Atmosféricky typ vyboje plazmatu - Gliding arc

Vyboj typu Gliding arc (klouzavy obloukovy vyboj) vznika mezi dvéma nebo
vice divergujicimi elektrodami, které jsou umisténé v proudu rychlého plynu. Gliding
arc vznika pti atmosférickém nebo vyssim tlaku (Fridman a kol., 1999). Vyboj typu
Gliding arc generuje ve vzduchu reaktivni ¢astice — napt. atomarni kyslik, ozon, oxidy

dusiku, dusitanové ionty nebo hydroxylové radikaly (Cerny a kol., 2019).
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Vysokonapétovy zdroj poskytuje elektrické pole, které je potfebné pro vznik
vyboje mezi elektrodami. Vyboj vznika v misté, kde jsou od sebe elektrody vzdaleny
1 -2 mm. Pro vzduch pii atmosférickém tlaku a vzdalenosti elektrod 1 mm je hodnota

napéti potfebna pro vznik vyboje 3 kV (Fridman a kol., 1999).

Po jeho vzniku piechazi vyboj do rovnovazného stavu, kdy dochazi k formaci
stabilniho plazmového kanalu. V tomto kanalu je maly objem rovnovazného plazmatu.
Toto plazma se pohybuje v proudu plynu. Délka oblouku vyboje se béhem tohoto
pohybu zvétsuje az do doby, kdy potiebna elektricka energie pro jeho udrzeni dosahne

maximalni hodnoty dostupné ze zdroje napajeni (Fridman a kol., 1999).

Jestlize dosahne délka vyboje své kritické hranice, dochazi k nerovnovaznému
stavu plazmatu. Teplo uvoliiované plazmatem za¢ne pievySovat hodnoty energie
dodavané zdrojem a plazma neni mozné udrzet v termodynamické rovnovaze.
Vysledkem je ochlazeni teploty plynu plazmatu na cca 2000 K (cca 1700 °C).
Vodivost plazmatu je udrzena vysokou teplotou elektroni (cca 11000 K;
cca 10 700 °C) a dochazi k postupné ionizaci plynu. Vyhodou tohoto typu vyboje
oproti mikrovinnému vyboji je cenova dostupnost (Fridman a kol., 1999).
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Obr. 2: Faze vzniku vyboje Gliding arc, A) vznik vyboje, B) rovnovazny stav a C) nerovnovazny

stav (Fridman a kol., 1999)
2.7.3 Nizkoteplotni plazma

Nizkoteplotni plazma (low-temperature plasma, LTP) je tvofeno elektrony,
jejichz energie muze dosahovat hodnot 0,5 az 5 eV, dile ionty a neutrdlnimi
molekulami plynu. Energie téchto castic odpovida teplotam 300 — 600 K,
tzn. 27 °C - cca 330 °C (Basner a kol., 2000).
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Veétsina LTP neni v termodynamické rovnovaze. Teplota elektronti byva vyssi,
nez teplota tézkych Castic a plynu. Zdroje LTP mohou produkovat chemicky bohaté
prostiedi 1 pii teplotach blizkych pokojové teploté, pii normalnim 1 snizeném tlaku.
Je tedy mozné oSetfovat materidly reaktivnimi plazmatickymi casticemi

nedestruktivnim zpusobem (Adamovich a kol., 2017).

Procesy vyuzivajici plazmatu mohou byt rozd€leny na homogenni reakce
(reakce plynnych fazi) a heterogenni reakce, tj. reakce plazmatu a povrchu pevného,
popt. kapalného materialu. Heterogenni interakce mohou byt dale déleny do tii
kategorii. Je to postup, kdy je nezadouci material z povrchu plsobenim plazmatu
odstranén. Dal8i formou oSetfovani materialu plazmatem je ,,plasma-enhanced
chemical vapor deposition“ (PECVD), kdy je novy material ve formé filmu kumulovan
na osetfovaném materidlu. Tretim postupem miize dochézet k fyzikalni nebo chemické

modifikaci materialu (d”Agostino a kol., 2005).

2.7.3.1 Vyuziti nizkoteplotniho plazmatu v zemédélstvi

Vyuziti LTP je jednou z efektivnich poskliziiovych Gprav osiva. Muze byt
vyuzito pro eliminaci nezddoucich mikroorganismi, nebo pro zlepseni biologickych
vlastnosti osiva. Efekt LTP aplikovan¢ho na osivo mize byt ve zlepSeni kliceni,
zakofenovani a ristu celé rostliny (celkové zvyseni vynosu), v inaktivaci nezadoucich
organismi (patogennich ¢i kontaminujicich mikroorganismti ¢i hmyzu) nebo
v konzervaci kazicich se produktti (Adamovich a kol., 2017). OSetfenim LTP Ize snizit
mnozstvi aplikovanych chemickych latek a tedy snizit dopad na zivotni prostfedi (Puac

a kol., 2018).

Nizkoteplotni plazma zacalo byt vyuzivano od za¢atku tohoto stoleti. OSetteni
plazmatem pfinasi pozitivni vysledky (napf. procentudlni zvyseni kliceni oSetfenych
semen) nezavisle na typu semen. Vysledek oSetfeni zavisi na hodnoté energie
plazmatu, dobé oSetfeni a na pouzitém typu ionizovaného plynu. Pisobenim LTP
muze byt modifikovana smacivost povrchu semen a tim zvySena mira klicivosti.
S rozvojem pfistroji pro tvorbu plazmatu za normalniho atmosférického tlaku jsou

roz$ifovany moznosti aplikaci LTP (Puac a kol., 2018).

Timto zpisobem mohou byt oSetfovany 1 vzeslé rostliny. Napt. oSetienim LTP

sazenic jahod doslo k25 % nartGstu obsahu antokyanti v ovoci. Tyto pigmenty
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(a zaroven antioxidanty) vykazuji schopnost redukovat mnoha lidska onemocnéni.

Tento postup by mohl byt vyuzit ve farmacii (Puac a kol., 2018).

Nizkoteplotni plazma ma baktericidni ucinky. Na oSetfeni nizkoteplotnim
plazmatem jsou vice citlivé Gram-pozitivni bakterie nez Gram-negativni. Ale oba typy
bakterii vykazuji po oSetfeni LTP zpomaleni rlstu a snizeni miry reprodukce (Mraz
akol., 2014). LTP ma i fungicidni G¢inky. Proto maze byt pouzito pro dekontaminaci
velkého mnozstvi zrn uréenych pro produkci krmiv. Dale muze byt oSetieni LTP

vyuzito pro redukci mykotoxint, napt. aflatoxinii v mléce (Puac a kol., 2018).

Mechanismy inaktivace mikroorganismii pomoci LTP lze délit na biologické
a fyzikalni. Mezi biologické mechanismy patii degradace DNA ultrafialovym zarenim,
které je produkovano plazmatem, oxidativni degradace membran nebo intracelularni
slozek (DNA, proteint, lipidd i1 polysacharidll), modulace proteini a zména jejich
funkce, nebo indukovana apoptéza. Mezi fyzikdlni mechanizmy mikrobidlni
inaktivace pomoci LTP patii elektrostaticka disrupce bunéénych membran,

elektroporace a nasledna buné¢na smrt (Liao a kol., 2017).

Obdobné vysledky jako pfimé oSetfeni osiva LTP mulze mit 1 aplikace
plazmatem-aktivované vody (plasma-activated water, PAW). Pii této aplikaci
nedochdzi k degradaci materidlu pusobenim plazmatu. PAW mulze obsahovat
atomarni kyslik, superoxidové radikaly, 0zon, hydroxylové radikaly, atomarni dusik,
dale peroxid vodiku, oxidy dusiky nebo dusi¢nanové ionty. PAW miiZe byt pouZita
pro tvorbu antimikrobialnich a desinfek¢énich roztokd pro poskliziiova oSetfeni
rostlinnych produktt. Aplikaci PAW muze byt zvysena klicivost semen a diky obsahu

dusi¢nanovych iontl mize byt podpoten rist rostlin (Thirumdas a kol., 2018).

LTP maze byt také wvyuzito jako ekologickda alternativa chemické
dekontaminace a modifikace pidy. LTP mize zvysit viabilitu prospéSnych
mikroorganismt (napf. bakterii fixujicich vzdusny dusik) a eliminovat nezadouci
organismy. Napf. osetfenim pudy pulprocentnim ozénem generovanym plazmatem
bylo eliminovéano 83 % had’atek bez redukce prospésnych mikroorganisma a hmyzu

(Puac a kol., 2018).
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2.74 Vyuziti plazmatu v ostatnich odvétvich pramyslu

Osetfeni materialu plazmatem je provadéno z nasledujicich divodii: destrukce
toxickych nebo Skodlivych materidlti, povrchova tprava existujicich materialii nebo
tvorba novych materidlti. Vysokoteplotni plazma mulze byt pouzito pro destrukci
pevnych, kapalnych ¢i plynnych toxickych latek nebo pro tvorbu antikoroznich vrstev

a tepelnych bariér (Bonizzoni a Vassallo, 2002).

Principem oSetfeni materialu plazmatem je penetrace energeticky bohatych
iontl, elektronii nebo fotond do cilového materialu, kde jsou ¢asticemi plazmatu
Stépeny chemické vazby a mize dochazet k atomarnim kolizim a zméndm struktury
na atomarni urovni. Mize dochézet k difzi ¢i depozici reaktivnich ¢astic, které mohou

dale reagovat (Adamovich a kol., 2017).

Nizkoteplotni plazma je v poslednich letech nejrychleji se rozvijejici oblasti
fyzikélnitho vyzkumu. LTP je vyuzivano ve vyzkumu elektrodynamické, atomarni
a molekularni fyziky, v oblasti materidlovych a povrchovych uprav, ve vyzkumu

chemického a elektrického inzenyrstvi, v biologii a mediciné (Adamovich a kol.,

2017).

LTP muze byt pouzito pro povrchové Gpravy polymert (zejména pro zmeénu
povrchového napéti). Lze jej vyuZit pro snizeni propustnosti obalovych materidlt
potravin ¢i l1é€iv. Textilni materidly mohou byt oSetfeny LTP pro jejich snadnéjsi

a trvalejsi barveni a impregnaci. (d"Agostino a kol., 2005).

V biomediciné muze byt LTP pouzito pro sterilizaci nastroji. Osetienim LTP
mohou byt eliminovany vSechny zivé buiky, nebo proteiny (napf. priony). Tato
metoda by mohla nahradit ozafovani kontaminovanych materialii destruktivnim
ultrafialovym zafenim, nebo pouzivani toxickych chemickych latek (d”Agostino
a kol., 2005). Timto zptisobem by mohly byt sterilizovany i n¢které potraviny (Puac
a kol., 2018). Ptsobeni LTP mutize mit terapeuticky vliv. LTP muze indukovat tvorbu
imunogennich bunék v exponovaném tumoru. Tato skute¢nost by mohla byt vyuzita

pro 1é¢bu pokrocilych fazi rakoviny (Adamovich a kol., 2017).

LTP miZe byt vyuZito i v enviromentdlni sféfe, zejména pii remediaci
(ptsobenim  plazmaticky vzniklého Oz) a pii elektrostatické precipitaci.
Elektrostaticka precipitace je vyuzivana pro eliminaci primyslovych emisi (zejména
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sklenikovych plynti). Diky LTP by mohly byt ze vzdusného dusiku syntetizovany dale
zpracovatelné slouceniny dusiku a tim by mohl byt snizen jeho obsahu ve vzduchu
(Adamovich a kol., 2017).

2.8 Metody identifikace mikroorganismii

2.8.1 Kultiva¢ni metody

Kultiva¢ni metody nejsou vhodné pro identifikaci nékterych mikroorganismd.
Napi. enviromentalni ¢i medicinské vzorky mohou obsahovat znacné mnozstvi
nekultivovatelnych mikroorganismi (Daims a Wagner, 2007). VétSina bunék
obsazenych v ziskanych vzorcich je zivotaschopnych, ale na médiu za standardnich
podminek netvoii pozorovatelné kolonie, napf. kvuli nepfitomnosti limitujicich Zivin
(Zengler a kol., 2002). Jen ptiblizn¢ 1 % mikroorganismu je kultivovatelnych in vitro
(Patzold a kol., 2008).

Bakterialni mikroorganismy jsou typicky kultivovany 24 — 72 hodin. Pro
tvorbu typickych houbovych kolonii, diky kterym lze identifikovat jednotlivé druhy
hub, je doba kultivace alesponn 5 dnii. Konkrétni doba, teplota a dal$i podminky
(ptistup vzduchu, pH, relativni vlhkost apod.) kultivace zavisi na druhu kultivovaného

mikroorganismu a pouZzitém typu kultivaéniho média (Bursova a kol., 2014).

Jednim z nejpouzivanéjSich médii pro izolaci a kultivaci hubovych organismi
je Sabouraudiv agar. Toto médium je selektivni a je pouzivano pro kultivaci hub nebo
vlaknitych bakterii. Pro dal$i inhibici rGstu bakterii se toto médium obohacuje

o antibiotické ¢i antimikrobialni latky, napt. chloramfenikol (Gupta a kol., 2013).

2.8.2 Mikroskopické metody

Jestlize jsou analyzovany mikroorganismy, které nelze separovat ze ziskanych
vzorkll a nésledné je kultivovat, je vhodné pouZit mikroskopické metody (Rios a kol.,
2004). Nekteré fungalni druhy lze identifikovat pomoci svételné mikroskopie dle
struktury jejich hyf a reprodukénich organt (Speranza a kol., 2010).

Jednou z mikroskopickych metod pouzivanych v mykologii je fluorescencni
mikroskopie. Mnoho patogennich a saprofytickych hub ma4, jestlize jsou vystaveny
ultrafialovému zafeni, schopnost fluorescence. Jednotlivé druhy mohou byt
identifikovany na zakladé spektra jejich autofluorescence (Speranza a kol., 2010).
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Také mohou byt vyuzivany fluorescencné znacené rRNA (ribozomalni ribonukleova
kyselina) sondy komplementarni k druhové specifické sekvenci DNA (Rickerts a kol.,
2011). Jednim zlimitd svételné a fluorescen¢ni mikroskopie je rozliSeni. Pro
pfekonani tohoto limitu jsou vyuzivany metody elektronové mikroskopie (Speranza

akol., 2010).

2.8.3 Chemické metody

Pouzivanymi chemickymi metodami pro identifikaci bakterii je Gramovo
¢1 Ziehl-Neelsenovo barveni. Obé metody jsou rychlé, levné a poskytuji pfimou
vizualizaci bunék a informace o struktuie buné¢né stény. Tyto metody vSak nejsou

vhodné pro identifikaci organismi na urovni druhu (Moter a Gobel, 2000).

2.84 Sérologické metody

Jednou z pouzivanych metod pro identifikaci bakterialnich druhd je
imunofluorescence. Pro identifikaci druhii jsou pouzivany druhové specifické
monoklonalni protilatky, které se ale mohou vazat i nespecificky. Piesnost této metody
zavisi na fenotypové variabilité¢ antigent cilového organismu a mife exprese danych

antigent (Moter a Gobel, 2000).

2.8.5. Cytogenetické metody

Pro identifikaci i kvantifikaci mikroorganismil 1ze pouzit fluorescenéni in situ
hybridizaci (fluorescence in situ hybridization, FISH), pfi niz je pouZzit znaeny
oligonukleotid, ktery je komplementarni k RNA cilového organismu. Bakterie jsou
identifikovany dle sekvenci 16S nebo 23S rRNA (Daims a Wagner, 2007).
Pro identifikaci fungalnich druhti 1ze pouzit napt. 28S rRNA (Rickerts a kol., 2011).
Bunky jsou vizualizovany pomoci fluorescencni mikroskopie a kvantifikovany dle
poctu vizualizovanych bun€k ptimou, nebo digitadlni analyzou obrazu. FISH neni

cvwvr

druhti (Daims a Wagner, 2007).

2.8.6 Molekularné biologické metody

Molekularni metody jsou pouzivany pro piekondni limitaci tradi¢nich
identifika¢nich metod. Jednou z téchto limitaci je neschopnost kultivovat nékteré

organismy in vitro nebo jejich obtizna kvantifikace (Cumagun, 2012).
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Mikrobialni druhy lze identifikovat dle variability druhové specifickych
sekvenci genetickych markert - dle fingerprinti. Analyza téchto markeri je vysoce
informativni a dobie reprodukovatelna. Tyto metody je vhodné pouzit, jestlize nelze
identifikovat organismy na turovni druht dle variability konzervativnich gent
(viz nize). Fingerprintové metody jsou pouzivany pro fylogenetické studie
a pro detekci a identifikaci organismii na poddruhové trovni (Cumagun, 2012).
Pro piesnou identifikaci mikrobidlniho druhu je vhodné analyzovat az 20 markerd,
které nejsou ve vzajemné vazb¢. Metodami, které byly diive hojné pouzivany
k analyze genetickych markeri, jsou nahodna amplifikace polymorfni
deoxyribonukleové kyseliny (DNA; random amplified polymorphic DNA, RAPD),
polymorfismus délky restrikénich fragmentl (restriction fragment lenght
polymorphism, RFLP) nebo polymorfismus délky amplifikovanych fragmentt
(amplified fragment lenght polymorphism, AFLP) (McDonald, 1997).

S rozvojem technologie polymerazové fetézové reakce (polymerase chain
reaction, PCR) a sekvenovani doslo i krozvoji technologii pro identifikaci
mikrobidlnich druhti zalozenych pravé na téchto metodach. Pro identifikaci
bakteridlnich organismi je vyuzivdna analyza variability konzervativniho genu
pro 16S rRNA (Davies a kol., 2001). Tento gen se vyznacuje vlastnostmi, diky nimz
mize byt vyuzit jako fylogeneticky marker. Gen pro 16S rRNA se vyskytuje u vSech
organismu fiSe prokaryot. Pro prokaryotické bunky ma konstantni esencialni funkci
a je u n¢j vykazovana nizka evoluéni rychlost. Tento gen je sloZen z konzervativnich
oblasti a 9 variabilnich Gsekt specifickych pro dany bakterialni taxon (viz obr. 3).
Kvuli vysoké konzervativité genu Casto nelze identifikovat bakterialni organismy na
urovni druhti (Uhlik a kol., 2013).

Non hypervariable regions Hypervariable regions

/

0 /100 200 300 400 500 600 700 80Q/ 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp
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Obr. 3: Struktura genu pro 16S rRNA (Renvoisé a kol., 2013)
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Pro molekularni identifikaci hub, ktera je zaloZena na analyze variability
konzervativnich lokusti, mohou byt pouzity internal transcribed spacer regiony (ITS1
alTS2). ITS regiony jsou povazovany za standardni lokusy pro identifikaci houbovych
organismi (Demirel, 2016). Pro piesnéjsi urCeni druhti hub identifikovanych
dle sekvence ITS lze pouzit analyzu vysoce variabilni intergenic spacer sequence
(IGS) (Cumagun, 2012). Dalsi geny, které mohou byt pouzity pro identifikaci hub,
jsou gen pro 28S rRNA také oznaCovan jako gen kodujici velkou ribozomalni
podjednotku (large subunit, LSU), ktery je slozen ze dvou hypervariabilnich domén
D1 a D2 obklopenych konzervativnimi regiony, a gen pro 18S rRNA oznacovany jako
gen pro malou ribozomalni podjednotku (small subunit, SSU) (Demirel, 2016; Liu
a kol., 2012).

ribosomal gene cluster in tandem repeats, separated by intergenic spacers (IGS)

Obr. 4: Schéma genii kédujicich eukaryotni rRNA (Sonnenberg a kol., 2007)

Pro PCR identifikaci houbovych organismu lze také vyuzit vysoké variability
nékterych house-keeping gentt — napi. genu pro B-tubulin, genu pro transla¢ni
elongacni faktor 1 alpha, genu pro kalmodulin nebo mitochondrialnich genti kodujici
podjednotky 1 a 2 cytochrom c oxidazy (cox | a cox Il). Pro bezpeénou identifikaci

daného organismu je vhodné analyzovat sekvence vice lokust (Cumagun, 2012).

2.8.7 Elekroforetické metody

Elektroforetické = metody  umoziuji krom¢  analyz spojenych
s molekularné-genetickymi metodami i analyzu proteinovych profild organismu.
Analyzy proteini mohou byt vyuzity pro identifikaci druhti, jejichz morfologické
znaky neumoznuji pfesnou identifikaci geneticky odlisnych druhti. Nebo mohou byt
vyuzity pro identifikaci geneticky podobnych organismd, které se mohou vyskytovat

ve vice morfologickych variantach (Helmy, 2011).

Hojn¢ vyuzivanou elektroforetickou metodou pro identifikaci hub je
denaturujici proteinova elektroforéza (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
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electrophoresis, SDS-PAGE). Na zakladé analyzy vSech bunéénych proteind je mozné

taxonomicky rozliSit organismy na druhové i poddruhové Grovni (Helmy, 2011).

2.8.8 Fagotypizace

Fagotypizace je metoda identifikace bakterialnich druhii na zakladé schopnosti
daného bakteriofaga infikovat urcity druh ¢i kmen bakterie. Bakteriofag je schopen
infikovanou bunku lyzovat. Je-li bakteridlni kultura kultivovana s danym
bakteriofagem, kterym je infikovatelnd, objevi se v médiu prazdnd mista (lyzované
bakterialni bunky). Tato metoda nema kvili nizkému poctu piipadi absolutni

specificnosti daného bakteriofaga a bakteridlniho druhu Siroké uplatnéni (Kuadela
a kol., 2002).
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Cile diplomové prace

Osetfeni osiva nizkoteplotnim plazmatem, izolace a kultivace mikroorganismu
povrchové mikroflory semen a ptiprava Cistych mikrobialnich kultur

. PCR analyza gent kodujicich 16S rRNA u bakterii a 28S rRNA u hub
Identifikace mikrobialnich druhi pomoci sekvena¢ni analyzy amplikond gent
kédujicich 16S rRNA a 28S rRNA

. Analyza vlivu oSetfeni osiva nizkoteplotnim plazmatem na druhové spektrum

mikroorganismu osidlujicich 0sivo psenice seté a fepky olejné
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4. Material a metodika

Tato kapitola bude vlozena a doplnéna po vydani védecké publikace.
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5.  Vysledky

Vysledky jsou zpracovavany do védecké publikace. Budou vlozeny a doplnény

po jejim vydani.
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6. Diskuze

Diskuze bude vlozena a doplnéna po vydani védecké publikace.
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7. Zavér

V ramci této diplomové prace byly pomoci sekvenacni analyzy detekovany
patogeny osidlujici osivo pSenice seté a fepky olejné. Pro detekci mikroorganismil
vyskytujicich se na osivu byla pouzita metagenomicka analyza pomoci kultiva¢nich
metod. Nasledn¢ byl posuzovan vliv oSetfeni osiva nizkoteplotnim plazmatem na
druhovou skladbu mikroorganismu, které se vyskytuji na povrchu osiva pied a po jeho

oSetfeni.

Kultivaci semen na PDA médiu a naslednym pasazovanim bylo piipraveno
182 ¢istych mikrobialnich kultur. Dle odlisné morfologie bylo vybrano 130 kultur,
které byly dale analyzovéany. Ze vzorka mikrobialnich kultur byla extrahovdna DNA
pomoci metody CTAB-PVP. Tato metoda byla vybrana pro svou efektivnost a Sirokou

vyuzitelnost pro extrakci DNA z odli$nych materiali.

Jednotlivé mikroorganismy byly identifikovany pomoci sekvenaéni analyzy
genl pro rRNA. Konkrétné bakterie byly identifikovany na zdkladé sekvence Casti
genu pro 16S rRNA a houby a houbam podobné mikroorganismy na zakladé sekvence
casti genu pro 28S rRNA. U jednotlivych vzorkd byly provedeny PCR amplifikace
¢asti zminénych gend. Jednotlivé amplikony byly sekvenovany pomoci Sangerovy
metody. Ziskané sekvence byly hodnoceny pomoci nastroje BLAST. Jestlize nebylo
mozné mikroorganismy identifikovat jen pomoci tohoto nastroje, byla ziskana
sekvence analyzovana spole¢né s vysoce homolognimi sekvencemi (vybranymi dle

miry identity v NCBI GenBank) pomoci programa Clustal X2 a FigTree.

Pro analyzu ucinnosti oSetfeni osiva LTP v eliminaci mikroorganismu
osidlujicich osivo byl kvalitativné¢ analyzovan vyskyt jednotlivych mikrobidlnich
druhti na neoSetfeném osivu a na osivu osetfeném LTP po dobu 4 a 8 minut. OSetfenim
osiva pSenice seté¢ vybojem typu Gliding arc byly eliminovdny patogeny rodi
Pseudomonas sp. a Fusarium sp. Naopak timto osetfenim nebyly eliminovany bakterie
Bacillus amyloliquefaciens, potencialné patogenni rod Pantoea sp. ani vyznamné
houbové patogeny pSenice seté rodu Alternaria a druh Pyrenophota tritici-repens
a potencialni zivocisSné patogeny a organismy znehodnocujici potraviny Mucor

circinelloides a Rhizopus oryzae.
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Osivo tfepky olejné bylo oSetteno LTP mikrovinnym vybojem za snizeného
tlaku. Timto oSetfenim byl eliminovan vyskyt vSech detekovanych fytopatogenti
(bakterii Curtobacterium flaccumfaciens, Erwinia sp., Pseudomonas sp., Pantoea
agglomerans, hub Alternaria infectoria, Cladosporium pseudocladosporioides
a houbam podobného organismu Phytophtora cambivora) a nékterych kontaminantt
(Aspergillus versicolor a Penicillium chrysogenum). Timto oSetfenim osiva nebyl
eliminovan vyskyt vétsiny detekovanych druhti bakterialniho rodu Bacillus sp. ani hub

Aspergillus glaucus a Rhizopus oryzae.

Jednotlivé druhy mikroorganismti zfejm¢ vykazuji odliSnou vnimavost
k ptisobeni LTP. V ramci navazujiciho vyzkumu by bylo vhodné provést optimalizaci
parametra oSetfeni osiva LTP tak, aby doslo k uplné eliminaci vSech detekovanych
patogentl a zaroven nebyla sniZena zivotaschopnost osiva. Za takovych podminek by
bylo mozné a vhodné oSetfeni osiva LTP pouzivat v udrzitelném systému zeméd¢lstvi

pro ochranu rostlin jako alternativni formu k chemickému oSetieni osiva.
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Priloha ¢. 1

Obr. 18: Zména barvy baze plev zpiisobend infekci Pseudomonas syringae pv. atrofaciens
(Atlas of Plant Pathogenic Bacteria, 2006)

Obr. 19: Listové skvrnitosti zpuisobené infekci Xanthomonas translucens pv. translucens (Atlas
of Plant Pathogenic Bacteria, 2006)
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Priloha ¢. 2

Obr. 21: Urediospory houby Puccinia triticina, a) symptomy na praporcovém listu pSenice, b)
symptomy na adaxialni strané listu vzchazejici rostliny a c¢) mikroskopickd fotografie

infikovaného listu s uvolnujicimi se urediosporami (Chaves a kol., 2013)
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Priloha ¢. 3

Obr. 23: Infikovana zrna pSenice patogenem Ustilago tritici (Koppert Biological Systems,
2020)

Obr. 24: Nekrotické léze zpiisobené infekci Pseudomonas syringae pv. maculicola (Nexles
Europe, 2020)
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Priloha ¢. 4

Obr. 25: Listové skvrnitosti zpiisobené infekci Xanthomonas campestris pv. campestris (Saha
a kol., 2016)

Obr. 27: Bilé mycelium s cernymi sklerocii — typické symptomy infekce Sclerotinia
sclerotiorum (Peltier a kol., 2012
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Priloha ¢. 5

Obr. 28: Symptomy infekce repky olejné patogenem Verticillium longisporum, a) diskolorace
na stonku, b) casné stadium infekce, c) pozdni stadium infekce a rist mikroslerocii, d) a €)

kliceni mikrosklerocii a produkce konidii (Hwang a kol., 2017)

Obr. 29: Nadory na korvenech brukve zelné vyvolané infekci Plasmodiophora brassicae

(Pacific Pests and Pathogens - Fact Sheets, 2017)
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