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Biologicka ochrana proti patogenu Verticillium
longisporum v rizenych podminkach

Souhrn

Predkladand diplomova prace se zabyva problematikou houbového patogenu fepky
Verticillium longisporum a moznostmi ochrany fepky pfed timto patogenem, zejména
biologickou ochranou. Prace se zaméfuje na ochranu pomoci biologickych piipravkl
obsahujicich houby Pythium oligandrum, Coniothyrium minitans, Clonostachys rosea
a Trichoderma spp. a bakterie Bacillus spp. a Pseudomonas veronii. Tyto organismy svym
plsobenim v okoli kofenti oSetfené plodiny riznymi mechanismy omezuji napadani plodiny
patogennim organismem, v tomto ptipadé V. longisporum.

Pokusy vramci experimentalni &asti této prace probihaly ve sklenicich Ceské
zem&délské univerzity. Byly pouzity rostliny fepky odrid Croquet a Inspiration, které byly
vypéstovany v substratu infikovaném patogenem V. longisporum a jednotlivé varianty byly
osetfené¢ biologickymi pfipravky Clonoplus, Contans, Gliorex, Hirundo, Integral Pro,
Polyversum, Prometheus a Xilon.

Na konci sklenikového pokusu bylo z kazdé varianty odebrano 10 rostlin BBCH 14-16
pro ucel laboratornich analyz. Z jednotlivych vzorki byla nejprve izolovana DNA patogenu V.
longisporum pomoci metody CTAB a poté byl zjistén findlni obsah DNA pomoci Real-Time
PCR.

Vysledky pokusu byly vyhodnoceny v programu STATISTICA.

S riznou uspéSnosti byla ovétena Gcinnost biologickych ptipravkl. Nejlepsi ucinky
proti patogenu V. longisporum prokézaly ptipravky Contans a Xilon, kdy pfitomnost patogenu
nebyla detekovana ani u jedné odridy fepky. Naopak ve variantach s ptipravky Hirundo a
Integral Pro byl patogen detekovan u obou odriid. Zdaleka nejvétsi obsah patogenu vykazala
varianta odriidy Croquet oSetfena ptipravkem Clonoplus, i kdyZ ve varianté odriidy Inspiration
oSetfené stejnym piipravkem patogen nebyl pfitomen vibec.

Klicova slova: Verticillium longisporum, tepka ozimd, biologické pftipravky, biologicka

ochrana



Biological control against fungal pathogen Verticillium
longisporum in controlled conditions

Summary

This thesis is concerned with the fungal pathogen of winter oilseed rape Verticillium
longisporum and possible methods of control against this pathogen, mainly biological control.
It focuses mainly on biological control by using fungal bioagents Pythium oligandrum,
Coniothyrium minitans, Clonostachys rosea, and Trichoderma spp. and bacterial bioagents
Bacillus spp. and Pseudomonas veronii. After application into the substrate these organisms
establish and use various mechanisms to control the growth and infection by the fungal
Pathogen V. longisporum.

Experiments included in this thesis were conducted in the greenhouses of the University
of Life Sciences in Prague. The experiment used two winter oilseed rape varieties — Croquet
and Inspiration. These plants were grown in substrate infected with V. longisporum
and corresponding variations were treated with biological preparations Clonoplus, Contans,
Gliorex, Hirundo, Integral Pro, Polyversum, Prometheus, and Xilon.

For the purpose of laboratory evaluations of the experiment 10 plants from each variant
were harvested. DNA from each sample was extracted by CTAB DNA isolation and later
measured using Real-Time PCR.

The results were evaluated by STATISTICA.

Biological preparates were tested with varying degrees of success. The best results in
control of the fungal pathogen V. longisporum were detected in variants treated with preparates
Contans and Xilon. In both winter oilseed rape varieties no presence of V. longisporum was
detected while using these preparates. On the contrary both varieties were infected with the
pathogen in variants treated with Hirundo and Integral Pro. By far the biggest amount of
pathogen was detected in the variety of winter rape Croquet treated with biological preparate
Clonoplus even thought the other variety, Inspiration, didnt register any amount of the patogen
while being treated with the same preparate.

Keywords: Verticillium longisporum, winter oilseed rape, biological preparates, biological

control
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1 Uvod

Brukev fepka olejka je jednou znejvyznamnéjSich plodin a v soucasné dobé¢, at uz
ve formé jarni &i ozimé, tvoii velkou &ast osevnich postupti nejen v Ceské republice a v Evropé,
ale 1 ve svété. Pro péstitele je dilezitou plodinou nejen z hlediska ekonomického, ale také
z hlediska ekologického. Je jednou z mala zlepSujicich plodin, které se péstuji ve vetsi mite,
funguje jako dobry pieruSovac obilnych osevnich sledt.

Kwvili ¢astému vyskytu na poli je tfeba dbat na dobrou ochranu, protoze miize narustat tlak
chorob a Skiidct, ktefi fepku napadaji. NejcastéjSimi Skodlivymi organismy napadajicimi fepku
jsou houbové patogeny, mezi které patii i Verticillium longisporum. Posledni dobou se fepka
setkava s nékolika problémy. Kromé jiz zminéného fytopatogenniho tlaku i se smérem, kterym
se evropska politika v sou€asnosti ubird, co se ochrany rostlin tyce. Se stale se snizujicim
poctem povolenych chemickych latek pfichazi cas, kdy je tfeba vénovat pozornost
1 jinym metoddm ochrany fepky bez pouziti chemické ochrany, nebo pouze s jejim nezbytnym
mnozstvim.

Jednou z takovych metod je biologickd ochrana, kterda mize byt pouZzita samostatné ¢i
v kombinaci s chemickymi piipravky. Regulace vyskytu V. longisporum je naro€na z toho
diivodu, Ze patogen pteziva i napada rostlinu v pidé, a proto je jeho zasazeni ptipravky slozité.
V tomto tvi jedna z vyhod biologické ochrany, kterd dokaze patogen v plid¢ regulovat a tim
fepku ochranit (Zhang et al. 2014).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Existuji biologické ptipravky (pomocné latky), které jsou €inné proti patogenu
Verticillium longisporum v fizenych podminkach.

Hlavnim cilem bylo otestovat vybrané biologické pfipravky (pomocné latky) proti
patogenu V. longisporum a zaznamenat jejich pfipadnou ucinnost pomoci laboratornich
diagnostickych metod.

Diléimi cili bylo:

1) Otestovat metodiku aplikace inokula V. longisporum do substratu v fizenych
podminkach.

2) Otestovat u¢innost pudni aplikace vybranych biologickych piipravkit (pomocnych
latek) proti patogenu V. longisporum.

3) Otestovat piipadné rozdily mezi potencialné odolnou variantou fepky ozimé a variantou
prokazateln€ nachylnou (na zéklad¢ dosavadnich sledovani).



3 Literarni reSerse

3.1 Brassica napus napus

Pocatek péstovani Brassica napus napus, neboli fepky olejky, lze v Evropé datovat
do 19. stoleti, jeji vyrazngjsi zastoupeni v osevnim postupu lze pak pozorovat od 70. let 20.
stoleti. Velky vyvoj fepka zaznamenala v 90. letech. Hojné péstovani fepky se da pfifadit
nékolika faktorim. Jako hlavni je pravdépodobné jeji ekonomicka zajimavost, poté také fakt,
ze je v dnesni dobé, kdy velkou ¢ast osevniho postupu Casto tvoti obiloviny, jednou z mala
zlepSujicich plodin. Nahrazuje tim funkci dalSich plodin, které z osevnich postupi ustoupily
z diivodl ekonomickych nebo technologickych, nebo také po snizeni stavlii hospodaiskych
zvitat. Velké zastoupeni této plodiny v osevnim postupu sebou samoziejmé nese i negativni
stranky, jako jsou napfiiklad fytopatogenetické problémy (Baranyk et al. 2007; Becka et al.
2007).

V soucasné dobé se mezi nejvétsi péstitele fepky fadi Kanada, Cina, Indie, dale Francie,
Némecko, Australie a Ukrajina.V roce 2019 bylo ve svéte fepkou oseto celkem 34 mil. ha,
z toho v Evropé to bylo 8,8 mil. ha (FAO 2021). V Ceské republice byla vyméra fepky v roce
2019 379 780 ha, v roce 2020 to bylo 368 214 ha a v roce 2021 plocha fepky ke sklizni poklesla
na 350 440 ha. Mezi roky 2020 a 2021 se jednd o pokles ploch o 4,8 %. Osevni plochy
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naposledy v roce 2007 (FAO 2021; CSU 2021).
3.1.1 Péstovani
Pozadavky na prostredi

Faktory, které nejvice ovlivituji péstovani fepky, jsou vlaha pti zakladani porostl
a vhodné zimni pocasi, které umozni uspésné prezimovani porostii fepky (Baranyk et al. 2010).

V soucasné dob& se v Ceské republice péstuje téméf pouze ozima forma fepky
s vegetacni dobou dlouhou 300 — 340 dni (Hula & Prochazkova 2008).

I kdyZ se nyni fepka v Ceské republice péstuje ve viech vyrobnich oblastech, mizeme
charakterizovat, jaké podminky fepce vyhovuji nejlépe:

- nadmoiska vyska 400 — 600 metra (ale roste 1 v oblastech az do 700 metrtt)

- prumérné rocni teplota 6,5 — 8,5 °C a ro¢ni uhrn srazek 450 — 750 milimetr

- puda lehka az stfedni, hlinitopis¢ita az hlinita

- oblasti, kde je v obdobi vysevu fepky dostate¢na vlidha

Oblasti, ve kterych se fepka péstuje, se postupem casu zménily. Nejprve se péstovala
v urodnych niZinach (v kukufi¢né a fepai'ské vyrobni oblasti), zde konkurovala fepé cukrové
o chlévsky hntij. Kvili tomu se dale rozsifila do vysSich poloh, kde ma pro rist idedlni
podminky — je zde dostatek vldhy, snéhova pokryvka chrani v zimé& porost proti holomrazim a
vyskyt sktidct zde neni tak intenzivni, 1 kdyz podminky v jednotlivych letech se samoziejmé
mohou lisit (Baranyk et al. 2007).
Podminky, ve kterych se fepce nedafi, popsali Becka et al. (2007) nasledovné¢:

- puda, kterd je na jare ¢i na podzim zamokiena déle nez tyden (dochéazi k vyhnivéni)



- puda s vyoranou mrtvinou a Spatn¢ zapravenymi poskliziovymi zbytky (ztéZuje
vzchazeni)

- oblasti s holomrazy pod -20 °C (dochéazi k vymrzani)

- puda tézka, s hroudami nebo utuzena (ztézuje vzchazeni)

Zarazeni do osevniho postupu

Jak jiz bylo zminéno, fepka ma mezi plodinami p&stovanymi v Ceské republice zvla$tni
misto. Nejprve bylo jeji zastoupeni v osevnim postupu doporucovano na 12,5 % (jednou za 8
let), poté do 17 % (jednou za 6 let), nyni se stalo normou tento interval zkracovat na 4 — 5 let,
ale ne ojedinéle pé&stitelé na pozemcich stiidaji pouze pienici ozimou a fepku ozimou. Repka
tedy v takovych ptipadech tvoti 50 % osevniho postupu (Snobl et al. 2005; Baranyk et al. 2010).

Zakladnim pozadavkem, ktery plodina musi spliiovat, aby mohla byt pfedplodinou
pro fepku je, aby byla sklizena tak, aby mohla byt fepka véas v srpnu zaseta. Repka v osevnim
postupu Casto nasleduje po obilnin€. Mezi vhodné piedplodiny patii ozimy jeCmen, ozima
pSenice, Zito i tritikale (Snobl et al. 2005). Za velmi dobré piedplodiny pro fepku jsou
povazovany jarni a ozimé smésky, rané brambory, rand zelenina, kmin ¢i hrach (Hila &
Prochazkova 2008).

Jak jiz bylo fe¢eno vySe, v soucasnosti vysoké zastoupeni fepky v osevnim postupu
pfinasi i jistd negativa. Jednim z nich je fakt, ze se fepka muze stat zaplevelujici rostlinou.
Semena fepky si v ptid¢ uchovavaji klicivost i pies 20 let. Proto je vhodné po sklizni fepky pole
nepodmitat, nechat vydrol vykli€it a poté porost zaorat pred setim dalsi plodiny (Becka et al.
2007). Druhé negativum, ktery vysoké zastoupeni fepky pfinaSi, jsou jiz zminéné
fytopatogenetické problémy. Jednak dochazi k infekci houbovymi chorobami pies ptldu,
ale také kvili Castému sousedéni nove zaloZenych porostl s plochami, kde byla fepka péstovana
predeslou sezonu, dochazi i k migraci skiidct a preletu spor piivodcti chorob na novy porost
(Baranyk et al. 2007).

3.1.2  Odridy

Abychom mohli fepku Uspésné péstovat, je nutny spravny vybér odriiddy. Na trhu je
k dispozici velké mnozstvi odrid a dalsi Slechténi stale probihd. Vlastnosti, na které se Slechténi
v soucasné dobé zamétuje, jsou odolnost vici houbovym chorobam, odolnost vic¢i suchu,
nepukavost SeSuli a v neposledni fad¢ i1 kvalita semene. Vlastnosti, které¢ je zadouci béhem
Slechténi zachovat, jsou vynos, mrazuvzdornost a odolnost vi¢i poléhani. Pro péstitele je
jako je rychlost jarni regenerace, sila podzimniho riistu a ranost sklizn¢. V souc€asnosti jsou
odrady, co se ty¢e vynosu, dost vyrovnané, zalezi vice na spravném umisténi do vhodnych
oblasti a podminek (Becka et al. 2018).

Pti vybéru odriidy bere péstitel v potaz dvé véci, a to odriidové vlastnosti: vynos
semene, vynos oleje, zdravotni stav, pfezimovani, ranost/pozdnost a spolecenské vlivy:
objektivni informace, cena osiva, firemni motivace (Baranyk et al. 2010).

Jak jiz bylo feceno, v posledni dobé¢ se Slechtitelé zamétuji na selekci odrud, které by
mély zvySenou odolnost vici verticiliovému vadnuti. Tento termin je casto pouzivan,
oviem podle vysledki z pokust vedenych UKZUZ vyplyva, Ze ani nové registrované odriidy



nevykazuji v této oblasti velky posun k lepSimu. Zatim se nepovedlo nalézt vhodny geneticky
material k vySlechténi odolnych odriid (Baranyk 2019).

Nové strategie s velkym potencidlem ke zlepSeni odolnosti rostlin vi¢i chorobam
ptedstavili Probsting et al. (2020), kdyz upravou genomu fepky, konkrétné knokautem jednoho
genu, dosahli celkového snizeni nachylnosti rostlin k napadeni Verticillium longisporum. Védci
z tohoto tymu se domnivaji, Ze houba je schopna svym plisobenim zménit fyziologické procesy
v rostlin€ a tim ji udélat vice nachylnou, ¢imz se vytvoii vhodné podminky pro nakazu.

3.1.3 Faze rustu

Prof. Andrejem Fabrym byla zpracovana fenologicka klasifikace ozimé fepky, ktera se
posléze stala podkladem pro tvorbu dalsich klasifikaci, mimo jiné také pro klasifikaci BBCH —
mezinarodné pouzivanou stupnici ristovych a vyvojovych fazi rostlin. Klasifikace BBCH se
pouziva pro upfesnéni péstitelské technologie, v pokusnictvi, v ochrané rostlin (napf. v jaké
fazi se zanou projevovat symptomy rostlin, v jakych fazich aplikovat ptipravky na ochranu
rostlin apod.) a celkové ve vyzkumu (Baranyk et al. 2007).

Kli¢eni

Suché osivo 00
Nabobtnalé osivo 01
Objeveni kotinku 05
Vzchazeni

Objevuje se zahnutd osni ¢ast (hypokotyl) se slozenymi déloznimi listky 07
D¢lozni listky se objevi nad povrchem 08
D¢lozni listky se rozvijeji 09
Objevuje se zéklad epikotylu (naddélozni ¢ast) a vzrostného vrcholu 10
Riist vegetativnich organii — tvorba listové riiZice

Rozvinuti prvnich 2 pravych listh 12
Rozvinuti 4 pravych listl 14
Rozvinuti 6 pravych listl 16
Rozvinuti 8 a vice pravych listl 18
Obdobi dlouZivého ristu

Zacatek dlouzivého ristu 30
Vzdélenost mezi inzerci délozich listl a vzrostnym vrcholem 5 — 10 cm 31
Vzdélenost mezi inzerci délozich listi a vzrostnym vrcholem 10 — 20 cm 33
Butonizace

Poupata vrcholového kvétenstvi ¢asteéné zakryta lodyZznimi listky 50
Objevuji se poupata vrcholového kvétenstvi 52
Prvni dorostla poupata vrcholového kvétenstvi 55
Kveteni

Prosvitani korunnich platka 59
Prvni kvéty se oteviraji 60
Zacatek kveteni u 10 % kvéti vrcholového kvétenstvi 61
Plny kvét — kvete 75 % kvéth vrcholového kvétenstvi a tvofi se SeSule 67
naspodu kvétenstvi

Odkvét — kvete méné nez 10 % kvétd, prevazuji SeSule nad poctem kvét, 69
SeSule na spodni ¢asti kvétenstvi maji vytvofend semena




Kveteni ukonceno — ojedinélé kvéty, u prevazné vetsiny Sesuli jsou 71
semena dorostld do normdlni velikosti

Zrani

Zelend zralost 79
Prvni technicka (vazaovd) zralost 81
Druha technické (kombajnova) zralost 89
Plna zralost 929

Tabulka 1: Klasifikace BBCH (Baranyk et al. 2007)
3.1.4 Houbové choroby repky

Houby napadajici fepku na ni mohou zptisobovat velké ztraty, vynos se mize snizovat
0 20 — 50 %. Nejcastéjsi houbové choroby, které na fepce nachazime, jsou fomova hniloba,
sklerotiniova hniloba, ¢ern fepkova a plisenl Seda (Becka et al. 2007).

Padli brukvovitych

Pivodce: Erysiphe cruciferarum

Symptomy napadeni padlim se vyskytuji az tésné€ pfed dozranim, mnohdy jsou SeSule
pokryté bilym, mouc€natym, sporulujicim povlakem. V tomto piipadé€ se nevyskytuji pro padli
typické bilé¢ skvrny. Mélokdy se v polnich podminkach vyskytuje na listech fepky, protoze
fepka ve féazi, kdy se padli objevuje, Casto uz listy nema. Pomérné Casto se vSak vyskytuje
na fepce péstované ve sklenicich. Zpravidla pfi napadeni padlim nedochazi k vynosovym
ztratam, ale snizuje se kvalita. V piipad¢ silného infek¢éniho tlaku mize patogen zplisobovat
vyznamné ekonomické ztraty (Lebeda et al. 2017).

Sklerotiniova hniloba

Ptvodce: Sclerotinia sclerotiorum

Ptiznaky napadenim sclerotiniovou hnilobou se na rostlinach fepky zacinaji projevovat
v obdobi pozdniho kveteni a odkvétani. Nejprve se na stonku objevuji dlouhé a vodnaté 1éze,
které Sednou a pokozka se za¢ina loupat. Ve stonku se v misté napadeni vytvari bilé vatovité
mycelium, ze kterého se tvoii tmava tvrda téliska zvana sklerocia. Pfi silném napadeni dochéazi
k 1amani stonkli. Miize dochazet i k napadeni Sesuli, ty Zloutnou a zasychaji, uvnitf se také tvofi
mycelium a sklerocia. Sklerocia se po sklizni dostavaji do piidy, kde mohou prezivat i 10 let.
Vyznam a rozsifeni této choroby jsou zplsobeny rozsifenym péstovanim fepky a Uzkymi
osevnimi sledy (Kazda 2010; Kocourek et al. 2018).

Fomova hniloba

Pivodce: Phoma lingam/Leptosphaeria maculans

Pivodce choroby, houbovy patogen Phoma lingam miZze napadat listy fepky jiz
na podzim. Tvofi na nich ostfe ohrani¢ené skvrny s Sedym stfedem. Napadeni listli na vynos
velky vliv nemd, ale nebezpecné jsou ndsledné infekce stonku, které piichazeji v obdobi
pozdniho jara a pfed sklizni. Pletivo uvnitt stonku trouchnivi a rozpada se, coz zpusobuje
nouzové dozravani fepky nebo az lamani stonkti a poléhani porostu. Po sklizni patogen pieziva
na posklizitovych zbytcich, ze kterych se §ifi vodou nebo vétrem, ale spory patogenu se mohou



pfi sklizni dostavat i na osivo a §ifit se timto zplisobem (Mazdkova et al. 2017; Rouxel &
Balesdent 2005).

Verticiliové vadnuti

Pivodce: Verticillium longisporum
Viz kapitola 3.2

3.2 Verticillium longisporum

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Rise: Fungi

Oddéleni: Ascomycota
Pododdéleni: Peizomycotina
Ttida: Sordariomycetes
Podtiida: Hypocreomycetidae
Rad: Glomerellales

Celed: Plectosphaerellacae
Rod: Verticillium

Druh: Verticillium longisporum (C. Stark) Karapapa, Bainbridge & Heale (1997)

Houbové patogeny Verticillium spp. jsou zodpovédné za choroby zptsobujici Skody
na zelening, polnich plodinach, stromech i okrasnych rostlindch. Nejvétsi Skody na polnich
plodindch vyvoléavaji Verticillium albo-atrum a Verticillium dahliae (Schnathorst 1981).
V. dahliae bylo povazovéano za ptivodce verticiliového vadnuti fepky, avSak v roce 1961 byl
izolovan kmen V. dahliae, jehoz konidie byly del$i nez konidie jiz znamych kment. Tento kmen
byl pojmenovan Verticillium dahliae var. longisporum (Stark 1961). Za samostatny druh bylo
V. longisporum oznafeno az o mnoho let pozdé€ji, vroce 1997. Hlavni charakteristiky,
kterymi se V. longisporum odliSuje od V. dahliae, jsou jiz zminované dlouhé konidie,
dale protahly tvar sklerocii a také okruh hostitelt, V. longisporum se orientuje zejména
na rostliny z ¢eledi Brassicaceae (Karapapa et al. 1997). RozliSovani téchto dvou druht pouze
na zaklad¢ uvedenych charakteristik ovSem neni vzdy spolehlivé, protoze nekteré druhy V.
longisporum se mohou morfologicky liSit a podobat se V. dahliae (Depotter et al. 2016).
Proto je vhodné mikroskopickou diagnostiku pii identifikaci patogenu doplnit jesté nékterou
molekularné-biologickou metodou (Rysanek et al. 2018).

3.2.2 Priznaky napadeni

Patogen Verticillium longisporum zpusobuje na fepce chorobu, ktera je zndma jako
verticiliové vadnuti, v anglictiné ,,verticillium wilt“. Pfiznaky napadeni fepky se ovSem
od pfiznakl, kterymi se tato choroba projevuje na jinych rostlinach z ¢eledi Brassicaceae,
tedy vadnuti a usychani poskozené rostliny, 1isi. Proto Depotter et al. (2016) u fepky navrhuji
pouzivani nového anglického oznaceni ,,verticillium stem stripping®.



Symptomy napadeni tepky V. longisporum jsou pomérné nespecifické, coz velmi
ztézuje diagndzu této choroby v porostu, dale také mize dojit ke snadnému zaménéni s jinym
patogenem. Symptomy, podle kterych se verticiliové vadnuti d4 diagnostikovat uz lépe
se v porostu vétSinou neobjevuji diive nez 3 — 4 tydny pied sklizni (Dunker et al. 2008).
Kvili tomu, Ze se pfiznaky na napadenych rostlindch objevuji az v pozd¢jsi fazi ristu,
se zacatkem dozravani, je bézné jejich zameénéni s projevem starnuti. Také je nutné podotknout,
7e projev ptiznakd choroby v polnich podminkach a v regulovanych podminkéach (na umeéle
inokulovanych rostlindch) se ¢asto velmi lisi (Johansson et al. 2006).

Mezi brzké symptomy se fadi chloréza postrannich vétvi a listd (Dunker et al. 2008),
nékdy také zloutnuti jedné poloviny starSich listl, které se objevuje béhem faze kvétu (Eastburn
& Paul 2007). Pozdé&ji se mikrosklerocia stanou viditelnymi pod epidermis, v dieni a také
v kotenové tkani (Kniifer 2011). Zloutnutim jedné poloviny listtl se projevuje i dal$i vaskularni
patogen tfepky, Fusarium oxysporum, avsak ten neni zatim povazovan za vazného patogena
fepky v Ceské republice, protoZe jeho vyskyt je dokumentovan zejména v suchych a teplych
podminkach (Johansson et al. 2006). Zloutnuti jedné poloviny listd by mohlo byt brano
za presveédcCivejsi priznak napadeni V. longisporum, pokud by se neobjevilo pouze u jednoho
listu, ale bylo pozorovatelné u vice listi na jedné rostliné (Gladders 2009).

Za typicky a nejspolehlivéjsi symptom pii ur€ovani, zda je napadeni rostliny zpisobené
patogenem V. longisporum, je povazovan nejprve zluty a posléze hnédnouci pruh rizné Sirky
tahnouci se po jedné strané stonku az do postrannich vétvi. Tento pruh mtze byt pouze na malé
casti obvodu stonku ¢i vétve, ale u nékterych rostlin mize byt po celém obvodu. Tyto silné
napadené rostliny rychle pfed¢asné dozravaji nebo umiraji. Pruhy se objevuji, kdyz jsou rostliny
jesté zelené a postupné tmavnou a Sednou. V primarni kife pod epidermis se tvoii Seda
mikrosklerocia. Epidermis nésledné praskd a jde ji ze stonku lehce oSkrabat, ¢imz se
mikrosklerocia odhaluji (Johansson 2006).

Mikrosklerocia se formuji také na kotenech, kde se napadené pletivo zbarvuje do Seda
(Gladders 2009). Tmavé zbarveni kofenii a také stonkd nezpusobuje pouze tvorba
mikrosklerocii. Napadeni vnittku stonki a kofenl se projevuje tmavé hnédym zbarvenim
cévnich svazkii. Toto zbarveni je zplsobovdno ochrannym ucpdvanim cévnich svazki
fenol-pektinovym materidlem, ¢imz se rostlina brani proti Siteni choroby. Pti pfi¢ném prefiznuti
stonku rostlin napadenych Verticillium spp. je mozné vidét tmavé kruhy cévnich svazki
uz v brzkych fazich rlstu, ale u fepky je tézké tento symptom detekovat vcas. Priznaky
verticiliového vadnuti mohou byt pomérné snadno zaménény s pfiznaky fomového Cernani
stonku fepky, zmateni napoméha i fakt, ze se choroby na fepce vyskytuji ve stejnou dobu
(Johansson 2006).

Pti sklenikovych pokusech sumélou inokulaci V. longisporum na inokulovanych
rostlinach zpiisobovalo béhem prvnich 5 tydni Zloutnuti déloznich listki a pravych listd,
tmavnuti Zilek na listech a zpomaleni ristu rostlin (Karapapa et al. 1997). Zpomaleni riistu
rostlin je symptom, ktery je typicky pro sklenikové pokusy a ktery se na rostlinach v bézném
polnim porostu viibec neobjevuje. Po inokulaci rostlin konidiemi pomoci namoceni kofenového
systému se symptomy napadeni dostavily dfive a ve vétsSi mife nez pii druhym zplisobem
inokulace, kdy byla mikrosclerocia zapravena do pidy (Dunker et al. 2008).



3.2.3 Zivotni cyklus V. longisporum
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Obrazek 1: Zivotni cyklus Verticillium longisporum (Depotter et al. 2016, upraveno)

Verticillium longisporum se vyznacuje monocyklickym zivotnim cyklem, coz znamena,
ze béhem jedné vegetacni sezdny je patogen schopen dokoncit pouze jeden zivotni cyklus,
nemuze se tedy stat, Ze by vytvarel sekundarni inokulum. Pohlavni stddium tohoto patogenu
nebylo zatim pozorovéano (RySéanek et al. 2018).

Zivotni cyklus V. longisporum je riznymi zdroji rozd&lovan bud’ na tii fize — dormantni,
parazitickou a saprofytickou (Schnathorst 1981) nebo na faze ctyfi — fazi biotrofni,
endofytickou, nekrotrofni a nakonec fazi dormantni (von Tiedemann 2020).

Faze biotrofni

Exudaty produkované koteny vyvolaji kliceni mikrosklerocii, které ¢ekaji v piidé. Muze
se jednat o kofenové exudaty hostitelské rostliny, ale kli¢eni mikrosklerocii mohou vyvolat
1 kofenové exudaty rostlin, které V. longisporum nenapada (Godecke 2007, Schnathorst 1981).
Hyfy vyristaji z mikrosklerocia smérem ke kofenu rostliny (Berlanger & Powelson 2000),
husté poristaji povrch kofenového vlaseni, ale prozatim nepronikaji do bunék a pokracuji
v ristu smérem k postrannim kotfentim. Pozdéji se hyfy piichyti k rhizodermis a prorustaji
dovnitt buiikky. Hyfy patogenu do hostitele vstupuji hlavné postrannimi kofeny a vlaSenim.
Zhou et al. (2006) pozorovali vnik hyf do rostliny i skrz builkky kofenového vlaSeni
a ptes kotenovou $picku, to ovSsem nebylo Eynck et al. (2007) potvrzeno. Po proniknuti hyfy
do hostitele je kolonizovana primarni kira (kortex), ve které se hyfy rozriistaji intracelularné



i extracelularné. V této fazi buniky na napadeni nijak nereaguji, nebyla pozorovana zadna zména
barvy kotenti. Hyfy proristaji kortexem a smétuji dovnitt smérem ke stiednimu valci. Tato faze
je pomé&rné kratka (Eynck et al 2007).

Faze endofyticka

Nasleduje endofyticka faze, kterd je uz o poznani delsi. Endofytickd faze se vyznacuje
tim, ze hyfy prorustaji cévami xylému, do které¢ho se dostavaji ve sttednim valci. Cévy ovSem
nejsou kolonizovany vSechny, mikroskopicky bylo pozorovdno, ze nékteré zcév jsou
kompletné vyplnény hyfami a cévy s nimi sousedici mohou byt Gplné prazdné (Eynck et al.
2007). Vypada to tedy, ze fepka mé schopnost urCitym zpiisobem omezit bo¢ni rozriistani
mycelia do dalSich cév, rozristani v rostliné probiha pouze linearné. I ptfi pomérné silném
napadeni rostliny proto Casto zlistdvd podstatné mnozstvi volnych cév, které dale dokazou
transportovat vodu, proto tedy jednim z pfiznakti u fepky neni vadnuti rostlin, jak jiz bylo
zminéno diive (Kniifer 2011). Mycélium mutze produkovat konidie, které¢ jsou unaSeny
transpiraénim proudem do dalSich nadzemnich c¢asti rostlin, kde se zachtavaji, kli¢i a mohou
byt zdrojem dalSich kolonii patogenu (Eynck et al. 2007; Garber & Houston 1966).

Rozristani houby cévami hostitele je ovlivnéno teplotou piidy. Prvni kolonizace
se objevuje uz na podzim (do konce zaf1), v ristové fazi fepky BBCH 14. Ale pak na dlouhou
dobu ustdva a znovu se obnovuje az béhem pozdniho jara (kolem poloviny kvétna), kolem
BBCH 63, kdy teplota pudy zac¢ina stoupat nad 12 — 15 °C (Siebold & von Tiedemann 2013).

Faze nekrotrofni

Faze nekrotrofni je pravdépodobné nejzndméjsi, protoze je uz dobfe vizualné
pozorovatelnd ve formé symptomdl, které se na rostliné objevuji. Jsou to jiz zminéné postupné
tmavnouci skvrny na stonku a vétvich, poté lze na poskozeném pletivu pozorovat
1 mikrosklerocia. Nejprve je Sifeni patogenu omezeno pouze na vaskularni systém, ale pozd&ji
spolu se starnutim rostliny se infekce rozsifuje i do okolniho pletiva, az nakonec vytvari
mikrosklerocia. Produkce mikrosklerocii zplisobuje typickou Sedou ¢i ¢ernou diskoloraci
stonkll (Gladders 2009).

Faze dormantni

Mikrocklerocia jsou shluky tlustosténnych a melanizovanych (tmavé zbarvenych)
bun¢k. Utvareji se na cévnich svazcich, ale pronikaji primarni kiirou (kortexem) az na svrchni
vrstvu epidermis (Schnathorst 1981). Mikrosklerocia jsou do piidy uvoliiovana béhem rozkladu
rostlinného pletiva, na kterém vyrostla. ProtoZe jsou velmi odolné k vnéj$im vliviim, jako jsou
extrémni teploty, sucho a dalsi, dokdzou v plidé vydrzet dlouhou dobu a zachovévaji
si schopnost infikovat hostitelskou rostlinu. Heale & Karapapa (1999) uvadgji, Zze tato
dormantni faze mtize u V. dahliae trvat 10 — 15 let, lze tedy ptedpokladat, ze u V. longisporum
bude délka této faze obdobnd (RySanek et al. 2018). Jsou popsany piipady, kdy se silné
poskozeni porostu zplsobené napadenim V. longisporum objevilo i po 8 — 10 letech
po péstovani fepky, coz mlize potvrzovat tuto hypotézu (Eastburn & Paul 2007). Dormantni
faze konci, kdyZ mikrosklerocia zac¢inaji kli¢it smérem k hostitelské rostling.
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3.2.4 Hostitelsky okruh

Patogen Verticillium longisporum se specializuje hlavné na hostitele z celedi
Brassicaceae (Zeise & von Tiedemann 2002), ovSem ne vSechny brukvovité rostliny tomuto
patogenu podléhaji, jednou z vyjimek je naptiklad brokolice (Njoroge et al. 2011). Plodiny,
u kterych bylo napadeni popsano, jsou naptiklad kvétak (Debode et al. 2005), zeli (Inderbitzin
et al. 2011), rizickova kapusta (Isaac 1957), ¢inské zeli (Watanabe et al. 1973) a vodnice
(Carder & Barbara 1994).

Prvni vyskyt V. longisporum byl zaznamenan v Anglii na razickové kapusté (Isaac
1957) a potom na kienu (Stark 1961). Napadeni fepky bylo poprvé pozorovano Kroekerem
(1970) ve Svédsku v roce 1969.

Rozdéleni hostitelskych rostlin na ty, které jsou vice napadany V. dahliae a které V.
longisporum, neni zcela jasné, protoze se u obou patogent jako ptiklady uvadéji fepka
(Steventon et al. 2002), kfen (Stark 1961) a cukrovd fepa (Jackson & Heale 1985),

v

ale je prokdzano, ze V. longisporum je na rostlinach z ¢eledi Brassicaceae Skodlivejsi, nez V.
dahliae.

Jak jiz bylo feCeno, V. longisporum napada hlavné rostliny z ¢eledi Brassicaceae,
ale v pokusech, kdy byly rostliny uméle infikovany, V. longisporum napadalo i hefmankovec
nevonny, hoi¢ici polni, oves, pSenici (Johansson et al. 2006), dale také lilek, raj¢e, meloun
vodni a salat (Novazaki 2015).

3.2.5 Geografické rozsireni

V. longisporum bylo ve Svédsku oznaovano za dileZitou chorobu od roku 1960,
ale znamo bylo jiz v letech 50. (Svensson & Lerennius 1987). Jeho vyskyt je také zndmy
z Némecka, kde jeho vyskyt od 80. let 20. stoleti prudce vzrostl (Dunker et al. 2008).
Dale se vyskytuje také ve Francii, Polsku, jiznim Rusku a na Ukrajiné¢ (Karapapa et al. 1997),
na Slovensku (Bokor et al. 2013) a i Velké Britanii (Gladders et al. 2011). Mimo Evropu
se vyskytuje i v Kanadé (CFIA 2015), kde zacina zplisobovat narGstajici problémy (Depotter et
al. 2016) a objevuje se i v Japonsku a USA, ale pouze na brukvovité zelening (Subbarao 1995).

Byly zkouméno, zda je mozny pfenos choroby osivem, napiiklad v Kanadé bylo V.
longisporum zaznamenéno az v roce 2014. Ackoliv bylo u sklenikovych pokusii detekovano
DNA V. longisporum v semenech napadenych rostlin, pouze u 2 % z téchto infikovanych
semen vyrostly rostliny, na kterych se projevily pfiznaky napadeni V. longisporum. U rostlin
péstovanych v polnich podminkéch infekce semen byla jesté¢ v mensi mife a nevyrostly z nich
zadné nakazené rostliny. Zavér tohoto pokusu byl takovy, Ze semeny infikovanymi na pozemku
tento patogen nemuze byt prenasen (Zheng et al. 2019).

3.2.6 Skodlivost

Ztraty na vynosu, které V. longisporum u fepky zpusobuje, jsou velmi variabilni, zalezi
hlavné na intenzit€¢ choroby a na rozsahu pfed¢asného dozravani fepky (Rysanek et al. 2018).
V pokusech bylo prokézano, ze v ptipad¢ samostatné stojicich rostlin zptisobuje choroba ztraty
30 — 60 % v pfipadé mirného az silného napadeni. U celych porostii se objevuje tolerance
az do 50 % napadeni porostu, pak teprve piichdzeji ztraty. Nebyl prokazan vliv choroby
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na olejnatost semen (Dunker et al. 2008). Odhady ztrat vychazejici z pozorovani v polnich
podminkach udavaji, Zze vynosové ztraty zplsobené piedcasnym dozravanim fepky mohou
dosahovat az 50 %, v extrémnich ptipadech i 80 % (Becka et al. 2007; Dunker et al. 2008).

3.2.7 Ochrana proti V. longisporum

Ochrana proti veriticiliovému vadnuti je znacn€ naroc¢nd, jednak kvili dlouhé
perzistenci patogenu v pud¢, ale také kvuli tomu, ze jakmile se patogen rozsiii v cévnich
svazcich rostliny, je jakdkoliv ochrana neucinna. Protoze patogen kolonizuje xylém napadené
rostliny, chemické fungicidy pii ochrané proti rodu Verticillium selhdvaji (Eynck et al. 2007;
Zhou et al. 2006). Pro dosdhnuti adekvatni ochrany by bylo mozné pouzit kombinaci vice
zpiisobll ochrannych zasaht, které jsou uvedené dale (Depotter et al. 2016).

Chemicka ochrana, tepelna oSetreni a solarizace

V soucasné dobé regulace V. longisporum pomoci fungicidli témét neni k dispozici,
v Ceské republice je do fepky registrovan pouze jeden ptipravek, Symetra (eAGRI 2021).
Metoda fumigace plidy je sice U€innym zplsobem, jak zasdhnout mikroclerocia V. dahliae
v pudé (Powelson & Carter 1973), ale jiz se nemiize v zemédé€lstvi pouzivat kvili Skodlivému
vlivu na Zivotni prostiedi (Subbarao 2002). Tepelnd oSetfeni pidy mohou byt Gcinna,
ale zejména oSetfeni pomoci horké pary, ale i1 dalsi varianty jsou velmi energeticky narocné
a nakladné, proto se v bézném provozu takika nepouzivaji. AvSak solarizace pidy s pouzitim
folie je technicky a finan¢né pfistupna (Pullman et al. 1981), byla prokdzana jako Uc¢inna
(Ashworth et al. 1982), ale pouzitelna pouze v oblastech, kde teploty vystoupaji tak vysoko,
ze dokazou patogen zasdhnout (Stapleton 2000).

Regulace pleveli a osevni postup

Verticillium longisporum mé na rozdil od V. dahliae uzsi okruh hostitelskych rostlin,
coz by teoreticky naznacovalo, ze vhodny osevni postup by mohl byt dostate¢nou ochranou
proti tomuto patogenu. OvSem kvuli nedostatecné regulaci plevelnych rostlin z ¢eledi
Brassicaceae i ¢eledi jinych, které jsou hostitelskymi rostlinami, a schopnosti mikrocklerocii
pfezivat v pudé a zachovavat si schopnost infikovani hostitelské rostliny po mnoho let,
se pii soucasnych uzkych osevnich postupech o G¢innou ochranu nejedna (Abuamsha 2011;
Johansson et al. 2006).

Byly provedeny studie zkoumajici, zda by doslo ke snizeni mnozstvi sklerocii, pokud
by se ptuda, kde se vyskytuji, nechala lezet ladem jako tihor. Z vysledkl vyplyva, Ze v ptidé po
dobu uhoru k poklesu koncentrace mikrosklerocii nedoslo (Franca et al. 2013; Subbarao &
Hubbard 1999).

Rezistentni odridy Fepky

Zatim se nepovedlo objevit jednoznacné pouzitelny geneticky zdroj odolnosti proti
verticiliovému vadnuti a vyslechtit s jeho pomoci vyrazné odolnou odriidu fepky. Ani u nové
registrovanych odriid nejsou rozdily v odolnosti proti rodu Verticillium velké, at’ uz jsou tyto
rozdily posuzované mezi novymi odridami navzdjem ¢i mezi odridami novymi a starSimi.
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V pokusech byly pozorovany geneticky podminéné rozdily mezi odridami, ale Zadna z nich
neni odolné (Baranyk 2019).

Biologicka ochrana

V posledni dobé¢ je po celém svété tendence pouzivat metody ochrany rostlin Setrnéjsi
k ptirod¢ (Hajieghrari et al. 2008). Z tohoto divodu, a i z toho divodu, ze nejsou dostupné
témét zadné efektivni metody ochrany proti rodu Verticillium, se stale vice se zvySuje zajem
o biologickou ochranu, v pfipadé¢ houbovych chorob o prospésné houby a bakterie Zijici
ptirozené v piid¢€ a v rhizosféie rostlin, které jsou pfirozenymi antagonisty houbovych patogent
(Fotoohiyan et al. 2017).

3.3 Biologicka ochrana

Blol0gIcKa ocnrana je cnarakterizovana jako zamérné vyuzivani pfirozenych nepfiatel
(tzv. bioagens) s cilem regulace populaci sktiidct, piivodct chorob rostlin a poptipadé i pleveli
(Bagar 2011). Jedna se o potlaceni ristu, infekce ¢i rozmnozovéni jednoho organismu
organismem druhym (Heydari & Pessarakli 2010). Co se chorob tyce, tak jako bioagens byvaji
vyuzivany hlavné bakterie a houby, které jsou izolované z ptidy, mozné je i pouZiti virl
(O’Brien 2017). V soucasné dobé piipravky na biologickou ochranu rostlin vyuzivaji okolo 100
druht a kmenid mikroorganismt, 50 druhii makroorganismu a asi 50 druhii semiochemikalii,
tedy latek, které organismy vyuZzivaji pro pfenos informaci (Bagar 2011).

Pé&stitelé pfi ochrané rostlin stale spolé¢haji pouze na vyuZzivani chemické ochrany,
ktera se v souCasné dob¢ stava stale komplikovanégjsi. Posledni dobou se stale vice ukazuje,
jaky vliv mé uZzivani nadmérného mnozstvi agrochemikalii na Zzivotni prostfedi, jak tyto
chemikalie ovliviiuji necilové organismy a jak se snizuje jejich ucinnost kvili vypéstovani
rezistence vici ucinnym latkdm u Skodlivych organismt (Heydari & Pessarakli 2010).
Stale stoupajici obavy z vlivu fungicidl na ptirodni prosttedi a z jejich rezidui v potravinach
mély za nasledek omezeni pouzivani velkého poctu fungicidnich latek. Nutnost jejich nahrady
zvysila zdjem o biologické ptipravky (O’Brien 2017).

Na rozdil od chemické ochrany ma biologickd ochrana vyhodu v tom, Ze nezatéZuje
zivotni prostfedi, ma nizkou toxicitu vii¢i lidem, teplokrevnym Zivo€ichim a necilovym
organismim. Diky jeji Setrnosti je mozné ji pouzivat i v chranénych oblastech, ochrannych
pasmech vod apod. (Bagar 2011). Mezi jeji vyhody déle patii bezpe¢nd a snadnd manipulace
a aplikace pfipravku (Chandrashekara et al. 2012).

Ovsem pro uspésné pouziti biologické ochrany je dilezité spravné urceni Skidci
a také znalost jejich zplisobu Zivota, podrobnd znalost uzite¢nych organismt, mechanismi
pusobeni biologickych ptipravki a jejich vztahu se skodlivymi organismy. Nevyhodou pouziti
biologické ochrany je pomaly néastup u€innosti n€kterych piipravki. V téch ptipadech je nutna
aplikace s dostatenym predstihem. Pfipravky také mohou mit krat§i dobu skladovatelnosti
z divodu uziti zivych organismi (Bagar 2011). Dal§imi nevyhodami je naptiklad velké
ovlivnéni €innosti ptipravki ptirodnimi podminkami a také nizsi efektivita, nez maji chemické
fungicidy (Chandrashekara et al. 2012).
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3.3.1 Strategie pouZiti biologické ochrany

Jsou znadmy Ctyfi typy biologické ochrany: pfirodni, konzervacni, klasicka
a augmentativni (Eilenberg et al. 2001; Cock et al. 2010).

Ptirodni biologicka ochrana je funkce ekosystému, kdy jsou Skodlivé organismy
regulovany pfirozené se vyskytujicimi antagonisty. Tato ochrana probihéd ve vSech svétovych
ekosystémech bez lidskych zasaht a co se ty¢e ekonomické stranky, je to nejvyznamné;jsi cast
biologické ochrany v zeméd¢lstvi (Waage & Greathead 1988).

Konzervaéni biologickd ochrana je zalozena na ochrané¢ a stimulaci bé&zné
se vyskytujicich pfirozenych neptatel. Pfi ochrané proti rostlinnym chorobdm se zamétuje
na potlacovani infekce pomoci mikroorganismi pfirozené se vyskytujicich v pudé
a také na mikroorganismy vyskytujici se na a uvnitt rostlin, které podporuji odolnost rostliny
proti infekci patogenem (Mendes et al. 2011; Weller et al. 2002).

Pti klasické biologické ochran¢ jsou bioagens sbirdny v misté pfirozeného vyskytu
patogenu a ndsledné vypouStény v mistech sinvazivnim vyskytem tohoto Skodlivého
organismu. Pfi pouziti této metody Casto dochazi k trvalé regulaci populaci (DeBach 1964).

Augmentativni metoda biologické ochrany spocivad v umélém péstovani pfirozenych
nepratel, které jsou nasledné ve velkém mnozstvi vypoustény bud k okamzité¢ regulaci
Skodlivych organismt v plodinach s kratkou vegeta¢ni dobou — inundativni biologicka ochrana,
nebo vypoustény opakované pro regulaci skiidct s nékolika generacemi u plodiny dlouhou
vegetacni dobou — inokulativni biologicka ochrana (Parnell et al. 2016; van Lenteren 2012).

3.3.2 Mechanismy biologické ochrany

Biologické organismy vyuzivané v biologické ochrané maji rizny mode of action,
neboli zplisob Gc¢innosti, kterym plisobi na cilové organismy a tim je omezuji a snizuji jejich
Skodlivost vici péstovanym plodindm (O’Brien 2017).

Stimulace riastu rostlin

Castym vysledkem puisobeni bioagens na rostlinu je urychleni jejiho ristu. Mnoho
bakterii a hub pouzivanych v biologickych pfipravcich produkuje latky podobné
fytohormoniim regulujicim rist a metabolity, které riist podporuji (Harman et al. 2004; Taghavi
et al. 2009). To znamend, ze vyhoda pouziti biologické ochrany je ta, Ze i kdyz se danou sezénu
choroby v porostu nevyskytnou, u oSetienych plodin se zvysi vynos (Santoyo et al. 2012).

Latky podobné fytohormontim produkované nékterymi endofytickymi bakteriemi nejen
ze urychluji rist, ale také pomahaji rostliné zvladnout stresové situace jako je naptiklad sucho
(Brader et al. 2014).

Vyvolani obranného mechanismu rostlin
Dal$im bézné pozorovanym mechanismem biologické ochrany je vyvoldni obranné

odpovédi u hostitelské rostliny. Miize se jednat o systemickou obrannou odpoved,
kterd je charakterizovdna odolnosti vici Sirokému spektru patogentl, také mize byt vyvolana
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abiotickymi stresory. Nebo také muze jit o specifické obranné mechanismy, kdy bioagens
vyvola produkei specifickych obrannych latek (Shoresh et al. 2010).

Produkce enzymi

Produkce enzymt rozkladajicich polysacharidy jako jsou chitindzy, protedzy a celuldzy
je znakem mnoha bioagens (Jan et al. 2011; Quecine et al. 2008). Tyto enzymy jsou schopné
rozkladat bunééné stény hyf, chlamydospor, oospor, konidii, sporangii a zoospor. To zpiisobuje
smrt bun€k a tim 1 pfispiva k ochrané rostlin. Oligosacharidy, které se uvoliluji pfi rozkladu
houbovych bun¢k plisobi jako signaliza¢ni molekuly, které spoustéji obranny mechanismus
rostlin (O’Brien 2017).

Produkce antibiotik

Velky pocet bakterii a hub pouzivanych v biologickych ptipravcich produkuje
antibiotika, kterd jim poskytuji pfevahu nad skodlivymi druhy bakterii a hub tim, ze je eliminuji.
Jeden kmen organismu muze produkovat i nckolik druht antibiotik (Jan et al. 2011,
Raaijmakers et al. 2010). Jako ptiklad mlizeme wuvést houbu Trichoderma spp.,
ktera je obsazena ve velkém poctu prodavanych piipravkii. Ta produkuje celou fadu
sekundéarnich metabolitli s antibiotickym tG¢inkem (Druzhinina et al. 2011).

Mnohé studie se snazily prokazat G€innost produkovanych antibiotickych latek tim,
ze probéhlo u bioagens naruSeni geni, které jsou za produkci téchto latek zodpovédné
a nasledné bylo pozorovano, jestli stdle dochazi k potlaceni patogenu. Debode et al. (2007)
ve své studii prokazali, Ze u Pseudomonas aeruginosa a Pseudomonas chlororaphis po naruseni
produkce antibiotickych latek doslo ke znaénému omezeni potlacovani tvorby mikrosklerocii
u Verticillium spp., avSak nedoslo k iplnému zastaveni potlacovani patogenu, coz naznacuje,
Ze jsou pfitomny i jiné mechanismy biologické ochrany.

Biofilmy

Bakterie se na povrchu rostlin malokdy vyskytuji jako jednotlivé bunky, ale vytvare;ji
seskupeni nazyvané biofilm (Bogino et al. 2013; Flemming et al. 2016). Biofilmy vétSinou
obsahuji vice druhii bakterii nebo smésici bakterii a hub (Flemming et al. 2016; Frey-Klett et
al. 2011).

V téchto biofilmech jsou buniky pokryty matrixem, latkou, kterd je ochraiuje
pted vysychanim, UV zéfenim, predaci a také naptiklad antibiotiky. Biofilmy se skladaji z latek
produkovanych bunikami, které tyto biofilmy pokryvaji. Obsahuji polysacharidy, proteiny,
lipidy, DNA a dalsi latky. Biofilmy jsou sorbenty, které mohou akceptovat a akumulovat Siroké
spektrum latek, které mohou byt nasledné¢ vyuzity bunkami, které pokryvaji. Biofilmy
nepiijimaji pouze Ziviny, ale také toxické latky, které jsou v matrixu fixovany, dokud nedojde
k jeho rozkladu, nebo se z n€j uvolni do vodni faze pidy (Flemming et al. 2016).

Biofilmy se v biologické ochrané uplatnuji tim, ze zamezuji patogenu piistup k povrchu
rostliny a také produkuji antibiotika (Morris & Monier 2003).
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Kompetice

Soupefteni o ziviny na kofenech nebo v jejich tésné blizkosti, tedy v rhizosféte, je dalsim
mechanismem biologické ochrany. Bioagens soupefi s patogeny o zdroje potravy. Tim,
ze vyuzivaji stejné zdroje jako patogeny, bioagens piedchdzeji usidleni patogenti a nasledné
infekci (Card et al. 2009; Ellis et al. 1999).

Z téchto divodi je idedlni pouziti hypovirulentnich variant (kment) patogenti jako
bioagens. Vyuzivaji stejnych zdroji, zabiraji stejny prostor a mohou okupovat mista vstupu,
kterd jsou vyuzivana patogenem, ¢imz piedchdzeji rozvinuti infekce (Sneh 1998).

Deaktivace fytotoxini

Hodné rostlinnych patogent produkuje fytotoxiny, které pfispivaji k patogenité tim,
ze pusobi jako inhibitory enzymt, zasahuji do spravné funkce membran nebo zabraiuji spusténi
obranného mechanismu rostlin. Bioagens ochrafiuji rostliny tim, ze fytotoxiny deaktivuji,
nebo rovnou zabrani jejich produkei (O’Brien 2017).
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4 Metodika

4.1 Sklenikové pokusy

Datum zahajeni pokusu (inokulace sterilniho substratu inokulem): 11.3. 2020
Aplikace biologickych ptipravki: 12.3. 2020

Seti pokusu: 16.3. 2020

Sbirani vzorkl na laboratorni analyzy: 14.5. 2020

Misto: skleniky Ceské zemé&dglské univerzity

4.1.1 Pouzity material
4.1.1.1 Odridy Fepky pouzité v diplomové praci

Ve sklenikovych pokusech byly pouzity dvé odriady fepky olejky — Croquet
a Inspiration, ani jedna znich nema deklarovanou rezistenci k patogenu V. longisporum,
ale ve sledovani pokust se odrida Croquet jevi jako potencialn€ odolna.

Seti pokusu probihalo 5 dni od zahajeni pokusu, fepka byla seta do sadbovace.

Croquet

Odrida Croquet mé deklarovanou rezistenci vu¢i nadorovitosti brukvovitych
(Plasmodiophora brassicae) a také rezistenci vi¢i fomové hnilobé. Jedna se o hybrid
se stfednim aZ pozdnim terminem seti, je uren vyhradné na pozemky s vyskytem patogenu
Plasmodiophora. Tato odrida je vhodnd na vSechny druhy pid vcetné tézkych jilovitych.
Diky vysoké odolnosti proti poléhdni a deklarovanym rezistencim je odriida dobtfe vybavena
pro narocné podminky jako jsou vlhké a zamokiené pozemky zatizené jednak tlakem
houbovych chorob a také patogenem P. brassicae. Po zaseti ma velmi rychly podzimni start,
velmi dobry zdravotni stav a také vysokou regeneracni schopnost, to vse zajiStuje dobré
pfezimovani. Obsah oleje v semenech je velmi vysoky (Rapool 2021).

Inspiration

Odrtda Inspiration je stfedné€ rany az polopozdni hybrid, jeji habitus je masivni, véetné
silného kotene. Vzrist této odridy je stfedni az vyssi, vySka se pohybuje kolem 151 cm.
Inspiration mé prodlouzenou délku plodného patra. Obsah oleje v semenech této odrudy je
velmi vysoky. Je vhodna do riznych oblasti, na lehké i stfedni ptidy, ale zejména na ptudy tezké.
Idedlni termin vysevu je rany az sttedné pozdni. Na jafe a na podzim se za standardni povazuje
oSetfeni regulatory rustu, které jeSté podporuje jiz geneticky dané vétveni. Méa velmi dobrou
odolnost k ptisuskiim a také regeneracni schopnost (Rapool 2019; Starek 2012).

Inspiration mé& vysSi vynos v chladnéjSich oblastech, velmi dobfe piezimuje a je
vynosov¢ indiferentni, coz znamena, Ze pfili§ nereaguje na intenzitu agrotechniky (Baranyk et
al. 2016).

vvvvvv

vyhodnocena jako nachylna k houbovym patogentim.

17



4.1.1.2 Biologické pripravky pouzité v diplomové praci

Byly aplikovany biologické piipravky vyuzivajici houby a bakterie — Clonoplus
(Clonostachys spp.), Contans (Coniothyrium minitans), Gliorex (Clonostachys spp.,
Trichoderma spp.), Hirundo (Bacillus spp.), Integral Pro (Bacillus amyloliquefaciens kmen
MBI 600), Polyversum (Pythium oligandrum), Prometheus (Pseudomonas veronii), Xilon
(Trichoderma asperellum kmen T34).

Aplikace biologickych ptipravkll probéhla 4 dny pfed setim pokusu, pfipravky byly
aplikovany pipetou na povrch ptidy, do stejného mista, kam bylo piedtim aplikovano inokulum.

Clonoplus

Clonoplus je pomocny piipravek, ktery obsahuje konidie 4 kment hub Clonostachys
spp., ptripravek je distribuovan ve forme dispergovatelného (smacitelného) prasku bélavé barvy.
V 1 g prasku je obsazeno 1x107 konidii hub Clonostachys spp.

Houby Clonostachys spp. se bézné vyskytuji v pid¢é a pomahaji rozkladat organické
zbytky, ¢imz u rostlin zvySuji piijem Zivin z ptdy. Dalsi pozitiva, ktera tyto houby pro rostliny
pfinasi jsou podpora tvorby bakteridlnich hlizek, zvySeni odolnosti rostlin proti stresu, zvyseni
poctu vzeslych rostlin a také zvySeni dynamiky ristu rostlin. Pfes zimni obdobi jsou houby
Clonostanych spp. schopny rozlozit v pad¢ ulozené zarodky (sklerocia, mikrosklerocia, gemy
a chlamydospory) patogennich hub jako jsou napt. Claviceps spp., Sclerotinia sclerotiorum,
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solanii, Verticillium spp. a také nékteré druhy fusarii.

Ptipravek je urcen k aplikaci do pudy, substratii nebo na osivo a sadbu, neni vhodna
aplikace na nadzemni ¢asti rostlin. Déle také miize byt Clonoplus pouzit k osetfeni komposti.
Doporucené davkovani je 4 kg/ha (Fytovita 2021).

Contans

Tento pomocny biologicky piipravek obsahuje spory houby Coniothyrium minitans
v koncentraci 1x10'? spor/1 kg piipravku. Ptipravek je ve formé dispergovatelného granulatu,
jehoz doporucené davkovani je u fepky 1-2 kg/ha.

Konidie hub obsazené v pfipravku po aplikaci na piadu ¢i posklizitové zbytky
a ndsledném zapraveni infikuji a parazituji sklerocia houby Sclerotinia spp., kterd se nasledné
rozpadaji. Pfipravek musi byt dobfe promichan s plidou, parazitace sklerocii probiha
do hloubky 10 cm a pfi teplotich nad 1°C. Pfi zmrznuti pidy Coniothyrium minitans
pozastavuje rust, ale neodumira a po zvyseni teplot opét zacina parazitovat.

Contans se pouziva pro regulaci hub Sclerotinia spp. u fepky, hoi¢ice, slunecnice, méaku,
aromatickych a lécivych rostlin, luskovin, zeleniny a také okrasnych rostlin a tabaku. U fepky
se pripravek aplikuje pfed podzimnim vysevem, mozna je také aplikace po vzejiti fepky,
¢i oSetieni poskliziiovych zbytkil fepky, které obsahuji sklerocia, ¢imz se ptredchazi zamoteni
pozemku sklerocii (Agromanudl 2021; Bayer 2021).
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Gliorex

Gliorex je biologicky ptipravek ur€eny pro uZziti pfi ochrané rostlin proti houbovym
patogenim jako jsou napt. Rhizoctonia solanii, Sclerotinia sclerotiorum a Botrytis cinerea.

Je distribuovan ve formé bilého smacitelného prasku, ktery je ve vode nerozpustny,
ale tvofi suspenzi. V jednom gramu piipravku je 5x107 konidii hub Clonostachys spp.
a Trichoderma spp. Ptipravek je uren pro oSetfeni osiva ¢i sadby, substratu a pudy.
Je také mozné ho aplikovat jako zalivku.

Gliorex obsahuje konidie hub, které¢ se pfirozené vyskytuji v pidé€. Konidie po aplikaci
pfipravku v padé¢ wvyklici a v okoli kofenll oSetfené rostliny vyroste mycelium,
které nejen zabrafiuje rozvoji patogennich hub, ale také rozklada organické zbytky,
¢imz pro rostlinu zpfistupiiuje Ziviny. Gliorex také podporuje rostliny pfi vzchézeni.
Béhem zimniho obdobi mohou mycelia hub obsazenych v pfipravku napadat a nicit klidova
stadia patogennich hub, napt. jiz zminénych Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea,
Rhizoctonia solanii a v neposledni fad¢ také Verticilium spp. (Fytovita 2019).

Hirundo

Biologicky ptipravek Hirundo je registrovan v kategorii hnojiv a je urcen pro pouziti
do porostil fepky, hoi€ice, maku a vSech druhti zeleniny. Obsahuje bakterie Bacillus spp. a jeho
formulace je tekutd a doporucend aplikacni davka je 1 I/ha.

Utinnost tohoto p¥ipravku je zalozena na symbiéze mezi kofeny hostitelské rostliny
a bakteriemi. Bakterie kolonizuji kofeny a produkuji latky na bézi fytoalexint, které udrzuji
fytopatogenni houby (napt. Sclerotinia spp., Phoma lingam, Verticillium spp. a Botrytis
cinerea) v odstupu od kotentll. Bakterie rodu Bacillus také napomahaji mineralizaci organické
hmoty, ¢imZ zlepsSuji dostupnost Zivin a podporuji rust rostlin.

Ptipravek Hirundo je doporucen pro pouziti do pid s vysokym obsahem organickych
latek. Aplikace ptipravku mize byt piedsetova, ¢i ptimo do porostu, at’ uz na podzim ¢i na jate.
Bakterie snéseji Siroké rozmezi teplot, ale jsou citlivé na UV zéfeni. Proto je doporucené
se pii aplikaci vyvarovat ostrého slune¢niho svitu, je tedy vhodné aplikovat za oblaéného pocasi
nebo navecer (Monastechnology 2021).

Integral Pro

Fungicidni biologicky piipravek Integral Pro obsahuje bakterie Bacillus
amyloliquefaciens kmene MBI 600 v koncentraci 2,2x10'° CFU (jednotky tvofici kolonie)/1 ml
ptipravku. Integral Pro je ve form¢ kapalného suspenzniho koncentrétu, je ur¢en k moteni osiva
fepky a doporucené davkovani je 160 ml/100 kg osiva.

Mechanismus uc¢inku tohoto ptipravku je zaloZen na osidleni kotenti hostitelské rostliny
bakteriemi, které na nich vytvoii ochrannou zonu, jiz patogen nepronikne a ani jeho spory v této
z6n¢ nemohou klicit. Bakterie Bacillus amyloliquefaciens ma silny fungicidni a antibakterialni
ucinek, a navic u rostliny vyvolava systemickou obrannou odpovéd’ viici patogeniim.

Integral Pro je urcen k pouziti proti patogenu Phoma lingam a také je mozna jeho
aplikace za ucelem stimulace rustu rostlin fepky, coz napoméha redukci skod zptisobenych
drepc¢iky rodu Psylliodes a Phyllotreta (Agrofert 2019).
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Polyversum

Tento pfipravek obsahuje oospory organismu Pythium oligandrum v koncentraci 1x10°
spor/1 g ptipravku. Je distribuovan ve form¢ smacitelného prasku.

Je ur¢en k ochran¢ mnoha plodin jako jsou fepka, pSenice, je¢men, brambory, cukrovka,
mak, hrach, s6ja, slunecnice a dale chmel, vinna réva ¢i jahody, okurky, rajcata a jina zelenina.
Vyuziva se k ochrané plodin proti antraknéze, fuzarioze, rzi, stéblolamu, helmintosporioze,
sklerotiniové hnilobé, fomové hnilob¢ a jinym houbovym chorobam.

Pfi ochrané¢ ftepky ucinkuje proti sklerotiniové hnilobé, fomové hnilobé
a v poloprovoznich pokusech se prokdzala G¢innost i proti verticiliovému vadnuti. Aplikace
probiha ve tfech terminech. Prvni aplikace ve fazi BBCH 14-16 a ma za cil prevenci fomové
hniloby a parazitaci na sklerociich hlizenky (Sclerotinia sclerotiorum) ulozenych v ptidé. Druha
aplikace probihd ve fdzi BBCH 30-39 a jejim ucelem je potlaceni dalSiho vyvoje fomové
hniloby, podpora rostliny béhem regenerace po zimnim obdobi a likvidace apothecii hlizenky.
Posledni aplikace se provadi ve fazi BBCH 40-65 a zabraiiuje dal$imu Sifeni hlizenky.

Mechanismy, kterymi Pythium oligandrum reguluje patogenni organismy, jsou
mykoparazitismus, indukovanad rezistence a stimulace ristu. Bc¢hem mykoparazitismu
P. oligandrum enzymaticky napada a rozklada télo patogenniho organismu. Pti indukovanaé
rezistenci P. oligandrum u rostliny stimuluje mechanismus bariér v rostlinnych pletivech.
A také P. oligandrum stimuluje produkci ristoveé stimulujicich latek (Biopreparaty 2019).

Prometheus

Prometheus je biologicky pomocny ptipravek, ktery jako bioagens pouziva zivé bakterie
bakterie rodu Pseudomonas veronii v tekutém médiu. Doporucena aplika¢ni davka je 1 1/ha.
Ptipravek je ur€en k pouziti do porosti fepky, méku, slunecnice a také na vSechny druhy
zeleniny.

Utinek tohoto piipravku je zaloZzeny na volné symbidze mezi koteny hostitelské rostliny
a bakteriemi. Bakterie obsazené v pfipravku Prometheus kolonizuji kofeny, ¢imz rostlinu
chrani pfed houbovymi patogeny jako jsou Sclerotinia spp., Phoma lingam, Verticillium spp.
Botrytis cinerea. Bakterie Pseudomonas spp. také produkuji latky, které inhibuji rist
houbovych patogenti a udrzuji je v odstupu od kotenti. I v letech, kdy neni velky tlak houbovych
chorob, dosahuji porosty oSetfené ptipravkem Prometheus vyssich vynost, a to diky schopnosti
bakterii uvoliiovat a zpfistupiovat ziviny. Tento efekt je zplisoben metabolickou aktivitou
bakterii, kterd upravuje pH smérem k vy$§im hodnotdm a tim zpfistupiiuje formy fosforu,
uvoliiuje Ziviny z organické hmoty jeji mineralizaci a uvoliiuje Ziviny, které jsou jinak pevné
vazané v anorganickych slouceninach.

Prometheus je vhodny k uziti na pidach s nizsi bonitou, které nalezneme v podstaté
na celém uzemi Ceské republiky kromé oblasti Polabi a Hané. Pouziti piipravku
se nedoporucuje na pudach s vysokym obsahem organickych latek a zasaditou reakci.

Bakterie rodu Pseudomonas se pouzivaji pii likvidaci kontaminace ropnymi derivaty.
V pokusech se prokéazalo, ze bakterie pouzité v ptipravku Prometheus odbouravaji rezidua
pesticidu.
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Pti aplikaci je nutné se vyvarovat vystaveni bakterii ostrému slune¢nimu svitu, protoze
jsou citlivé na UV zéfeni, je doporuceno piipravky aplikovat za oblacnosti nebo navecer.
Ptipravek by mél byt aplikovan do vlhké piidy nebo tésné pied destém, aby se bakterie mohly
dobte dostat do pudy a ke koteniim (Monastechnology 2021).

Xilon

Biologicky fungicid Xilon obsahuje houbu Trichoderma asperellum kmen T34. Slouzi
k ochran¢ kukufice, slunecnice a s6je proti houbovym chorobam ptfenosnym z pudy, napf.
kotenomorce (Rhizoctonia spp.), fuzariu (Fusarium spp.), hlizence obecné (Sclerotinia
sclerotiorum) a rodu Verticillium (Verticillium albo-atrum a Verticillium longisporum).

Xilon kolonizuje koteny, ¢imz chrani rostlinu proti napadeni patogeny z ptidy a vede
k optimalnimu ¢erpani vody a Zivin, zvlasté¢ za sucha. Ve vlhkych letech dokdze vyznamné
snizit obsah skodlivych mykotoxint v kukufici. Dale houba obsazend v ptipravku Xilon ptsobi
jako ockovaci latka a posiluje imunitni systém rostliny, diky ¢emuz je rostlina schopna 1épe
odolévat napadeni houbovymi patogeny (VP AGRO 2021).

4.1.1.3 Inokulum Verticillium longisporum

Uméla inokulace probéhla aplikaci 1 ml roztoku suspenze spor (8x10” spor v 1 ml).
Ptiprava suspenze spor probéhla v laboratornich podminkach.

Pro ptipravu houbovych patogennich kultur byly pouzity vyfezy z agaru porostlého
patogenem V. longisporum, které byly pifevedeny do 150 ml PDA broth tekutého zivného média
(PDA broth), a po dobu jednoho tydne ponechany inkubaci pii 23 °C za neustdlého michani.
Po sedmidenni inkubacii bylo mycelium ptefiltrovano pies sito, a tak byla ziskdna suspenze
spor a nafedéna na potfebnou koncentraci (8107 spor v 1 ml) (Eynck 2008). Mnozstvi spor,
které bylo aplikovano, bylo spocitdno pomoci Biirkerovy komurky.

4.1.2 Design experimentu

Kazda varianta s inokulovanym substratem méla 4 opakovani, ve kterych bylo 10
rostlin fepky ozimé. Varianty bez inokulovaného substratu byly provedeny pouze ve dvou
opakovanich po 5 rostlinach, jak je patrné v nasledujici tabulce ¢.2. Jednotliva opakovani byla
nahodné rozmisténa ve sklenikové koji.

Substrit | Substrat inokulovany | Substrét bez inokulace
Odrtda fepky Croquet Inspiration | Croquet Inspiration
Clonoplus 4x10 4x10 2x5 2x5
Contans 4x10 4x10 2x5 2x5
Gliorex 4x10 4x10 2x5 2x5
PHpravek Hirundo 4x10 4x10 2x5 2x5
Integral Pro 4x10 4x10 2x5 2x5
Polyversum 4x10 4x10 2x5 2x5
Prometheus 4x10 4x10 2x5 2x5
Xilon 4x10 4x10 2x5 2x5
kontrola 2x5 2x5 2x5 2x5

Tabulka 2: Varianty a pocty opakovani ve sklenikovém pokusu.
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4.1.3

Hodnoceni experimentu

Na konci sklenikového pokusu bylo z kazdé varianty odebrano 10 rostlin

pro laboratorni analyzu. V dobé odbéru byly rostliny ve fazi BBCH 14 — 16.

4.2 Laboratorni analyza

4.2.1

Piiprava vzorki

Z rostlin urenych pro laboratorni analyzu byla odebrana ¢ast stonku podle

nasledujiciho obrazku,

Kofenovy kréek

= 10cm (qPCR) i =5cm

J
v Y v

Stonek Hypokotyl Kofen

Obrazek 2: Cast stonku nejvhodnéjsi pro metodu gPCR (Kniifer et al. 2016, upraveno).

Rostliny byly zbaveny povrchovych necistot. Nejprve byly ponoteny do 70% ethanolu

po dobu 2 minut, poté ponoteny do 30% piipravku Savo po dobu 10 minut, a nakonec dvakrat

promyty destilovanou vodou.

Ocistené stonky byly zmrazeny na -80 °C a poté vysuSeny v lyofilizatoru, nasledné byly

rozdrceny v kulovém mlyné. Byly vytvofeny smésné vzorky vzdy ze dvou odebranych rostlin,
byl odvézen vzorek o hmotnosti 0,1 g a nasledné byla izolovana celkova DNA.

4.2.2

1.

Izolace celkové DNA pomoci CTAB

Lyofilizovany biologicky material (kofeny fepky) byl rozdrceny v kulovém mlynu
na prasek, ktery byl pfeveden pomoci sterilni Spachtle do mikrozkumavky (navazka 100
mg). Mikrozkumavka byla umisténa do tekutého dusiku a nasledné bud’ uskladnéna
v mrazicim boxu (-70 °C), nebo ihned pouzita pro izolaci totalni DNA.

Ke vzorku byly pfidany tii drtici koule (o priméru 3 mm) a 100 ul CTAB pufru (t€sné
pfed  pouzitim byl do pufru pfidin = 2-merkaptoethanol v poméru
1 ml CTAB/ 1,56 ul 2- merkaptoetanolu.

Vzorek byl homogenizovan pomoci oscilacniho mlyna po dobu 1,5 minuty rychlosti 30
kmita za sekundu. Poté bylo do mikrozkumavky ptidano 400 ul CTAB pufru a vzorek
byl podobu 2 minut tfepan stejnou rychlosti.

Poté bylo do mikrozkumavky piiddno dalSich 400 pul CTAB pufru a vzorek byl
inkubovén 1 hodinu pii 64 °C.
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5. Ke vzorku byl ptidano 900 pl smési fenol DNA (ph 8) a chloroform-izoamylalkoholu
(24:1) v poméru 1:1. Vzorek byl tfepan (2200 RPM, 10 minut) a nasledné centrifugovan
(7000 x g, 10 minut, 4 °C).

6. Poté byla do nové zkumavky pievedena vodni faze a tento krok byl jednou zopakovan
[pfidano stejné mnozstvi fenol (ph 8): chloroform-izoamylalkoholu (24:1) v poméru
1:1, tfepani, centrifugace].

7. Vodni faze byla pievedena do nové mikrozkumavky a ke smési bylo pfidano stejné
mnozstvi chloroform-izoamylalkoholu (24:1). Vzorek byl tfepan (2200 RPM,
10 minut), poté centrifugovan (7000 x g, 10 minut).

8. Vodni faze byla pfevedena do nové mikrozkumavky, do které bylo nasledné ptidano
stejné mnozstvi ledového izopropylalkoholu. Smés byla promichdna (nékolikrat
pfevracena vruce) a ponechidna prfes noc v mrazicim boxu (-24 °C), popfipadé
pro urychleni postupu byl vzorek ponechan 3 x 3 minuty v tekutém dusiku.

9. Poté byl vzorek centrifugovan (10 000 x g, 10 minut, 4 °C) a vodni faze byla odstranéna.
Peleta byla promyta ve 400 pl chlazeného etanolu (70 %) a centrifugovana (10 000 x g,
10 minut).

10. Po odstranéni etanolové faze byla mikrozkumavka ponechdna pfi laboratorni teploté
inkubovat 10 minut, pro vysuseni etanolu. Peleta byla rozpusténa v 50 ul TE pufru
a vzorek byl uskladnén v mrazicim boxu (-28 °C) ¢i ihned pouzit pro dalsi analyzy.

sloZzeni CTAB pufr

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

20 mM EDTA

0,7 M NaCl

2-merkaptoetanol

pristrojové vybaveni pouzité pri izolaci
Termoblok — Bio TDB-120, firma Biosan
Vortex/ttepacka — IKA-VIBRAX-VXR, firma IKA

Centrifuga — Universal 320 R, firma Hettich
Real-Time PCR cycler — CFX Connect, Real-Time system, firma Biorad
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4.2.3 Quantitative polymerase chain reaction (Real-Time PCR)

Reakéni smés:
SYBR Select Master mix 5 pl (Applied Biosystems)
Primer mix 0,2 pul
ddH20 3,8 ul
DNA 1 pl

Program:

Krok 1 aktivace pfi 95 °C 3 minuty, pak nasledoval krok 2 denaturace pti 95 °C 30
sekund, krok 3 annealing pfi 58 °C 30 sekund a krok 4 amplifikace pti 72 °C 30 sekund.
Program mé¢l od kroku 2 dalSich 39 opakovani.

Pro analyzu byl pouzit cycler BioRad CFX Connect Real-Time PCR Systém, na
nasledujim obrazku je vidét pocitaCovy program pouZzity pro analyzu.

Obrdzek 3: Pogram pouczity pro Real-Time PCR

Primer (Kniifer 2011):
*OLG 70 Forward CAGCGAAACGCGATATGTAG 261 bp
OLG 71 Reverse GGCTTGTAGGGGTTTAGA
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4.2.4 Hodnoceni vysledki

Vysledky byly zpracovany v programech Microsoft Excel a STATISTICA 12.0
StatSoft. V programu STATISTICA probéhlo hodnoceni pomoci jednofaktorové metody
ANOVA ¢i ANOVA s interakcemi a nédsledné byly ptipadné statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi variantami detekovany pomoci Tukeyova testu pfi post-hoc analyze.
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5 Vysledky

5.1 Diagnostické laboratorni analyzy
Verticillium kontrola
Croquet Inspiration Croquet | Inspiration
0 0,000010902511 0 0
0 0,000010784255 0 0
kontrola 0 0,001275706580
0 0,000010512611
0 0,000010983254
primér 0 0,000263777842 0 0
0,000010738408 | 0,000000980852 0 0
0,000012738508 | 0,000000970850 0 0
Hirundo 0,000001042015 | 0,000000969850
0,000010238907 | 0,000000960851
0,000001242035 | 0,000000960851
pramér 0,000007199975 | 0,000000968651 0 0
0,000001034211 0 0 0
0 0 0 0
Prometheus 0,000001024221 0
0 0
0,000001037213 0
primér 0,000000619129 0 0 0
0 0,000001005958 0 0
0 0 0 0
Polyversum 0 0,000001006259
0 0
0 0,000001011258
pramér 0 0,000000604695 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
Xilon 0 0
0 0
0 0
primer 0 0 0 0
0,001493305951 0 0 0
0 0 0 0
Clonoplus 0,001323306251 0
0 0
0,001625305952 0
primér 0,000888383631 0 0 0

[\
(o)}




0 0,000001020404 0 0
0 0,000000925663 0 0
Gliorex 0 0,000001130453
0 0,000000978365
0 0,000000966363
pramér 0 0,000001004249 0 0
0,000001034755 0 0 0
0,000001016512 | 0,000001028633 0 0
Integral Pro 0,000001037554 | 0,000001029632
0,000001016816 | 0,000001027635
0,000001036453 0
pramér 0,000001028418 | 0,000000617180 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
Contans 0 0
0 0
0 0
pramér 0 0 0 0

Tabulka 3: Mnozstvi DNA namereného diagnostickou metodou Real-Time PCR v gramech DNA patogenu

Verticillium longisporum na gram rostlinného materialu

Hodnoty ziskané diagnostickou metodou Real-Time PCR uvedené ve vysSe uvedené
tabulce ¢.3 ukazuji, Ze u variant, které byly oSetfeny pfipravky Contans a Xilon nebyl
zaznamenany zadny vyskyt patogenu V. longisporum ani u jedné z odrtd fepky.

U odridy Croquet dale nebyl zaznamenan vyskyt patogenu u variant oSetfenych

ptipravky Polyversum a Gliorex.

Odrtda Inspiration nebyla kromé jiz uvedenych variant napadena patogenem
ani ve variantach oSetfenych ptipravky Prometheus a Clonoplus.
Naopak u variant oSetfenych piipravky Hirundo a Integral Pro byly patogenem

napadeny ob¢ odrudy fepky.
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5.2 Statistické zpracovani

Vysledky byly zpracovany v programu STATISTICA pomoci jednofaktorové metody
ANOVA ¢i metody ANOVA s interakcemi, pfi statisticky vyznamnych rozdilech nasledovala

post-hoc analyza pomoci Tukeyova testu.

Jednorozmeérné testy vyznamnosti pro obsah patogenu
Efekt Sigma-omezend parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné | PC F P

volnosti

Abs. Clen 0,000000 |1 0,000000 |6,850973 |0,010791
odriida 0,000000 |1 0,000000 [2,007852 [0,160799
varianta 0,000002 |8 0,000000 |4,027643 [0,000536
odriida*varianta | 0,000002 |8 0,000000 |4,632860 [0,000136
chyba 0,000004 |72 0,000000

Tabulka 4: Jednorozmeérné testy vyznamnosti pro obsah patogenu.

ANOVA s interakcemi ukazala statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi
variantami bez ohledu na odrtidu i v kombinaci odrtida-varianta. Nebyl ov§em prokazéan zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi odridami fepky, co se obsahu patogenu tyce.

odrtida; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 72)=2,0079, p=,16080
Dekompozice efektivni hypotézy

Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
0,00020

0,00015

0,00010 .

0,00005 |

obsah patogenu

0,00000

-0,00005

-0,00010

Croquete inspiration
odruda

Graf 1: Statisticky rozdil v obsahu patogenu mezi odridami repky
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Ze statistického hodnoceni uvedeného v grafu ¢€.1 vyplyva, Ze mezi hodnotami DNA
namétfenymi u jednotlivych odriid bez ohledu na variantu, neni statisticky vyznamny rozdil.

varianta; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(8, 72)=4,0276, p=,00054
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

0,0007
0,0006 _
0,0005 .
0,0004 + .
0,0003 + .

ol N ] L]
s R e e e R e o

-0,0002 .

obsah patogenu

-0,0003

kontrola Prometheus Xilon Gliorex Contans
Hirundo Polyversum Clonoplus Integral Pro

varianta

Graf 2: Statistické rozdily v obsahu patogenu mezi variantami bez ohledu na odridu repky.

Pti statistickém hodnoceni jednotlivych variant bez ohledu na pouZitou odriidu bylo
dosazeno statisticky vyznamného rozdilu. To tedy znamend, Ze nékteré varianty se vyznamné
statisticky 1i$i v obsahu patogenu.
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odrGida*varianta; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(8, 72)=4,6329, p=,00014
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
0,0014

0,0012
0,0010
0,0008
0,0006

0,0004

obsah patogenu

0,0002

0,0000 - e o g B e gl

-0,0002

-0,0004

kontrola Prometheus Xilon Gliorex Contans =4 odrida
Hirundo Polyversum  Clonoplus Integral Pro Croquete

—4— odruda

varianta inspiration

Graf 3: Statistickeé rozdily mezi odriidami Fepky i variantami oSetreni

Vyse uveden je souhrnny graf porovnavajici mezi sebou jednak odriidy, a zaroven
1 varianty oSetfeni. Byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily.
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Odriuda fepky Inspiration

varianta; Praméry MNC

Soucasny efekt: F(8, 36)=1,0839, p=,39623
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti

0,0005 r r r r . T T T
0,0004 .
0,0003 .
q
20,0002 | 1
©
o)
o
g 0,0001 ¢ .
<
3
_8 0,0000 L d Ve a D a J
-0,0001 ¢ _
-0,0002 _
-0,0003 . . . . . . . .
kontrola Prometheus Xlon Gliorex Contans
Hirundo Polyversum Clonoplus Integral Pro
varianta
Graf 4: Statistickeé rozdily mezi variantami osetreni u odrudy Inspiration
} Tukeytiv HSD test; proménna obsah patogenu
C. Pfiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
buikky | Chyba: meziskup. PC =,00000, sv = 36,000
varianta 1 2 3 4 5 6 7 8 9
,00026 [ ,00000 | 0,0000 ,00000 [ 0,0000 | 0,0000 ,00000 [ ,00000 | 0,0000
1 kontrola 0,424952 | 0,420071 | 0,423113 | 0,420071 | 0,420071 | 0,425131 | 0,423176 | 0,420071
2 Hirundo 0,424952 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
3 Prometheus | 0,420071 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
4 Polyversum | 0,423113 [ 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
5 Xilon 0,420071 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
6 Clonoplus 0,420071 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
7 Gliorex 0,425131 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000
8 Integral Pro | 0,423176 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000
9 Contans 0,420071 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000

Tabulka 5: Tukeyitv HSD test, odriida Inspiration

U jednotlivych variant odriidy Inspiration nebyly zaznamendny vyznamné statistické
rozdily. Nebyl tedy proveden post-hoc test.
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Odrida rFepky Croquet

varianta; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(8, 36)=5,8826, p=,00008
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
0,0014 . : : . . . . . .

0,0012 _
0,0010 .
0,0008 | _
0,0006 | .

rl 1] L]
e 0 e e e e A o

-0,0004 . . . . . . . . .
kontrola Prometheus Xilon Gliorex Contans

Hirundo Polyversum Clonoplus Integral Pro

obsah patogenu

varianta

Graf'5: Statistickeé rozdily mezi variantami osetieni u odridy Croquet

Tukeytiv HSD test; proménna obsah patogenu
C. Ptiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
buiiky | Chyba: meziskup. PC = ,00000, sv = 36,000

varianta 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0,0000 ,00001 ,00000 0,0000 0,0000 ,00089 0,0000 ,00000 0,0000

1 kontrola 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,000411 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
2 Hirundo 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 [ 0,000448 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
3 Prometheus | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 1,000000 | 0,000414 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
4 Polyversum | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 1,000000 | 0,000411 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
5 Xilon 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 0,000411 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000
6 Clonoplus 0,000411 | 0,000448 | 0,000414 | 0,000411 | 0,000411 0,000411 ] 0,000416 | 0,000411
7 Gliorex 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,000411 1,000000 | 1,000000
8 Integral Pro | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,000416 | 1,000000 1,000000
9 Contans 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 1,000000 | 0,000411 { 1,000000 | 1,000000

Tabulka 6: Tukeyitv HSD test, odriida Croquet
U odridy Croquet byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil, byla provedena post-hoc

analyza a byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi variantou oSetfenou piipravkem
Clonoplus a v§emi ostatnimi variantami.
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Varianty oSetfeni biologickymi pripravky

Bylo provedeno i statistické hodnoceni, ve kterém byly hodnoceny rozdily v obsahu
patogenu mezi odridami v rdmci variant oSetfenych stejnym piipravkem. Piipravky Xilon a
Contans nebyly hodnoceny vzhledem k nepfitomnosti patogenu V. longisporum
v analyzovanych vzorcich.

odrida; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 8)=1,0872, p=,32758
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti

0,0008
0,0006 |
0,0004 | T
>
c
S
S 10,0002 t
@®
o
=
% 0,0000 ¢
o
c
S 1
-0,0002 ¢
-0,0004 ¢ =1
-0,0006 : :
Croquet Inspiration
odriida

Graf 6: Jednofaktorova ANOVA rozdilii mezi odriidami ve varianté neosetrené kontroly
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odrtida; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 8)=2,6629, p=,14136
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 7: Jednofaktorova ANOVA rozdilii mezi odriidami ve varianté Integral Pro

U kontrolnich variant a u variant oSetfenych pfipravkem Integral Pro nebyl mezi
odriidami zji$tén statisticky vyznamny rozdil.

odriida; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 8)=6,1708, p=,03787
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf 8: Jednofaktorova ANOVA rozdilii mezi odriidami ve varianté Hirundo
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Graf 9: Jednofaktorova ANOVA rozdilii mezi odriidami ve varianté Prometheus

odrtida; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 8)=5,8972, p=,04130
Dekompozice efektivni hypotézy
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Graf 10: Jednofaktorova ANOVA rozdili mezi odridami ve varianté Clonoplus
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odrida; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 8)=5,9999, p=,03997
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikélni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Graf'11: Jednofaktorova ANOVA rozdili mezi odrudami ve varianté Polyversum

odrida; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 8)=824,31, p=,00000
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Vertikalni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti

0,0000012

0,0000010

0,0000008

0,0000006

0,0000004

mnozstvi patogenu

0,0000002

0,0000000

-0,0000002

Croquet Inspiration
odrGda

Graf 12: Jednofaktorova ANOVA rozdilit mezi odridami ve varianté Gliorex

Mezi odridami byl zjiStény statisticky vyznamny rozdil v pfipad€ variant oSetfenych
ptipravky Hirundo, Prometheus, Clonoplus, Polyversum a Gliorex. Odriida Inspiration
obsahovala mensi obsah patogenu pfi oSetfeni piipravky Hirundo, Promethues a Clonoplus.
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Odrtda Croquet v téchto ptipadech obsahovala vyssi obsah patogenu, ale u variant osetfenych
ptipravky Polyversum a Gliorex tato odriida vykazovala niz$i obsahy patogenu.
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6 Diskuze

Pythium oligandrum roste v rhizosféfe mnoha kulturné péstovanych rostlin, proto bylo
pfedpokladéno, Ze lze tento organismus pouzit v ochrané proti houbovym patogeniim
napadajicim kofeny téchto rostlin. Plivodné byl izolovéan ze zabarvenych kotenti Pisum sativum
(Drechsler 1930). Jeho pouzitelnost byla ovéfena pii ochrané proti padani kli¢nich rostlin,
zejména u fepy (Lutchmeah & Cooke 1985; McQuilken et al. 1990; Walther & Gindrat 1987),
a houbovym chorobam (Benhamou et al. 1997; Vesely & Koubova 1993). Pythium oligandrum
pusobi mykoparaziticky tim, ze prorsta dovnitt bunék hostitelskych hyf, které¢ rozklada,
a také mlze v urCitych podminkéach produkovat antibiotika (Bradshaw-Smith et al. 1991; Laing
& Deacon 1991).

Al-Rawahi a Hancock (1998) v pokusech prokazali, ze P. oligandrum je schopné
parazitovat Verticillium dahliae a méa negativni vliv na jeho rist a schopnost tvofit
mikrosklerocia. Vysledky jejich studie naznacuji, ze P. oligandrum na V. dahliae plsobilo
mykoparaziticky, a ne pomoci inhibi¢nich latek ¢i kompetici o ziviny. Také bylo zjiSténo,
ze interakce mezi houbami jsou silné ovlivnény pfirodnimi  podminkami,
ve kterych se odehravaji, jako je napfiklad teplota. Al-Rawahi a Hancock (1998) pouzili
P. oligandrum k regulaci V. dahliae na paprikéch a pozorovali znacné snizeni vynosovych ztrat
zpusobenych timto patogenem, ale konstatuji, Ze tento vysledek nebyl ovlivnén pouze pfimou
redukci napadeni patogenem, ale také stimulaci riistu rostlin. Tato stimulace riistu byla popséana
i u dal$ich plodin (Al-Rawahi 1995; Kratka et al. 1994).

Houba Pythium oligandrum je v ptedlozené praci obsazena v biologickém ptipravku
s nazvem Polyversum. Podle Kazdy et al. (2008) vysledky z pokusii ukazuji, ze je vhodné
ptipravek aplikovat jiz na podzim od rané faze vegetace (BBCH 14-16). Dale autoii poukazuji
na to, ze U€innost pripravku je pravdépodobné zavisla na vysoké vlhkosti porostu. Na jafe mlize
byt porost ovlivnén velkym suchem, a proto doporucuji v€asnou aplikaci uz na podzim,
aby se organismus zvladl béhem vhodnych podminek v ptid¢ etablovat a spravné fungovat.

Rekanovic et al. (2007) ve svych pokusech potvrdili, Ze je opravdu diilezité aplikovat
spory P. oligandrum ve vhodnou dobu a do vhodnych podminek, aby doslo k pozadované
nez pii aplikaci az po inokulaci substratu patogenem. V jejich sklenikovych pokusech pfi
ochrané rostlin paprik sice doslo k lep§im vysledklim pfi pouziti chemické ochrany, ale autofi
konstatuji, Ze i1 biologickd ochrana byla uspé$nd, zejména pokud se vezme v potaz jeji
ekologické toxikologické vyhody.

Dale byl ptipravek Polyversum testovan na chmelu, kde byl v pokusech podle
Sedého (2016) prokazan dobry uéinek na patogen Pseudoperonospora humuli.

Testovani piipravku Polyversum probéhlo i u fepky, kde oSetiené rostliny mély
v priméru o 2 cm del§i kofen nez kofeny rostlin neoSetfenych. To podporuje hypotézu,
ze houba P. oligandrum nejen ze ochranuje rostlinu pfed napadenim patogenem, ale také
stimuluje jeji rust. V téchto pokusech byl hodnocen i zdravotni stav rostlin a byl porovnavan
stav rostlin oSetfenych chemickymi a biologickymi pfipravky. Mezi variantami nebyly zjistény
zadné rozdily, coz naznacuje, ze Uc€innost piipravku Polyversum je velmi dobra, v tomto
pfipadé srovnatelnd s G¢innosti ptipravkil chemickych (Prochazkova-Rulfova 2009).
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V pokusech na ozimé pSenici a jarnim je¢menu byl pii pouziti pfipravku Polyversum
jako moftidla pozorovan nartist vynosi u téchto obilnin (Hysek 2008).

V piedlozené diplomové praci byl piipravek Polyversum uc¢inny pii ochrané proti
patogenu Verticillium longisporum. Zejména ve variantach s odriidou Inspiration bylo
dosazeno uspéchu, kdy nebyl patogen v pokusnych rostlinach viibec detekovan. U odrady
Croquet bylo dosazeno vysledkii horsich. Patogen detekovéan byl, ale pouze v mnozstvich
srovnatelnych s variantami oSetfenymi jinymi biologickymi ptipravky, kde byl také detekovan.
Nebyl prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil mezi variantou oSetfenou piipravkem
Polyversum a variantami oSetfenymi jinymi biologickymi ptipravky.

Houba Coniothyrium minitans byla poprvé izolovana Campbellem (1947) ze sklerocii
houby Sclerotinia sclerotiorum, ktery okamzité predpokladal jeji vyuziti v biologické ochrang.
Coniothyrium minitans ma schopnost napadat sklerocia mnoha askomycot, véetné hub z rodu
Sclerotinia, ale neni schopné napadat sklerocia basidiomycot (Whipps & Gerlagh 1992).
Mechanismy biologické ochrany, kterymi ptsobi na sklerocia a hyfy patogenti, byly v pokusech
popsany jako kompetice a mykoparzitismus (Whipps et al. 2008).

C. minitans bylo v pokusech Usp&$né aplikovano do pidy pro regulaci sklerocii
S. sclerotiorum u plodin jako jsou salat, celer (Budge & Whipps 1991), slune¢nice (Huang &
Hoes 1980), fazole (Gerlagh et al. 1999) a fepka (Luth 2001).

V této diplomové praci byla houba Coniothyrium minitans obsazena v piipravku
Contans. Piipravek je bézné pouzivan pro ochranu fepky proti patogenu Sclerotinia
sclerotiorum, ale probehly i1 pokusy s jeho u¢innosti na patogeny Phoma spp. a Verticillium
spp. Pfi hodnoceni téchto pokusii bylo zjisténo, ze pomér zelenych stonkd v porostech
oSetfenych pfipravkem stoupl z 19,3 % na 68,6 % pfi porovnani s porosty neoSetfenymi,
tedy témet o 50 %. Podil predCasné dozréavajicich rostlin, symptom typicky pro Verticillium
longisporum, byl u neoSetfené varianty 80,7 % a u oSetfené varianty 31,4 %. Velmi podobnych
vysledkli bylo dosazeno i pii hodnoceni zdravotnich stavii kofent a kofenovych krcki.
Ve vsech ptipadech byl omezen vyskyt sklerocii na stoncich, bazich stonkti a kofenovych
krécich a také bylo snizeno riziko napadeni jinymi chorobami, jako je fomové Cernani krcku
fepky. Aplikace pfipravku pfispéla k redukci napadeni kofent rostliny patogeny Verticillium
spp. (Riha 2018).

Pti pokusech provadénych v ramci této diplomové prace vySel pouzity piipravek
Contans mezi dvéma nejlepsimi ptipravky. Ani v jednom opakovani u obou odrtd fepky nebyla
pfi laboratornich analyzach detekovana pfitomnost patogenu Verticillium longisporum,
je tedy mozné piedpokladat, ze C. minitans bylo velmi uspé$né pii ochrané rostlin fepky proti
tomuto patogenu.

Houby rodu Clonostachys a zejména Clonostachys rosea, se v pokusech jevi
jako vyborni mykoparazité. Mechanismy biologické ochrany, kterymi na patogeny plsobi
je produkce enzyml rozkladajicich bunécné stény, produkce metabolitli pisobicich
antifungdlné a vyvolani obranného mechanismu rostliny (Sun et al. 2020). Byla prokézana
ucinnost C. rosea proti mnoha riiznym patogeniim, vcetné Alternaria spp. (Jensen et al. 2004),
Fusarium spp. (Schoneberg et al. 2015), Botrytis cinerea (Mouekouba et al. 2014),
Trichoderma spp. (Krauss et al. 2013).
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V ceskych podminkach byla houba C. minitans zkouSena na luskoviny, kde byla
vystaveny silnému tlaku ptidnich fytopatogennich hub (Rhizoctonia solani, Fusarium solani,
Pythium spp. a jiné). U vSech luskovin doslo ke zvySeni vynosu a HTS a také oSetteni
ptipravkem podporovalo tvorbu kofenovych hlizek. Dale byla C. rosea zkousena v obilninach,
kde méla pozitivni vliv na rast kofend. Byly provedeny i pokusy s bramborami, ¢esnekem
a mrkvi, kde bylo zaznamenano omezeni napadeni rostlin brambor R. solani, u ¢esneku doslo
ke zvySeni vynosu a velikosti sklizenych cibuli a u mrkve byl u variant oSetfenych piipravkem
zjistén niz8i pocet nekrotizovanych kofenll nez u neosetiené kontroly (Ondrackova et al. 2014).

Ondrtej a Ondrackova (2014) ve svych pokusech na tepce zjistili, ze Clonostachys rosea
méla 100% inhibi¢ni G¢innost vici houbé Sclerotinia sclerotiorum. V dalsich pokusech byl
zjistén pozitivni vliv houby pfi regulaci houbového patogenu tepky Phoma lingam, ale u¢inek
nebyl ptili§ vyrazny (Havel & Ondrackova 2014). Pfi aplikaci houby C. rosea na semena fepky
pted setim byly pozorovany dobré vysledky pfi regulaci patogenu Plasmodiophora brassicae
v fizenych podminkéch (Andersen et al. 2018).

Houba Clonostachys rosea byla v této praci uZzita ve dvou biologickych ptipravcich,
samostatné v piipravku Clonoplus a v kombinaci s houbami rodu Trichoderma v ptipravku
Gliorex. Clonoplus vysel ve variantdch s odridou fepky Croquet nejhiif ze vSech pouzitych
ptipravkl. Byly detekovany vysoké obsahy patogenu Verticillium longisporum, nejvyssi z celé
prace. Spatna ué¢innost ptipravku Clonoplus byla statisticky prokazana. Zaroveii pii pouziti
na odrtid€ fepky Inspiration nebyl pfi laboratornich analyzach detekovan zadny obsah patogenu
V. longisporum, coz by naznacovalo dobry uc¢inek piipravku v kombinaci s touto odradou.
Piipravek Gliorex vychazel pii statistickém hodnoceni primérné, nebyl zaznamenan zadny
statisticky prikazny rozdil mezi timto pfipravkem a ostatnimi pfipravky. Jak jiz vSak bylo
fec¢eno, v tomto piipravku byly obsazené také houby Trichoderma spp.

Dalsi z hub pouzivanych v biologické ochran€ jsou i houby Trichoderma spp., které jsou
uz delsi dobu uspésné pouzivany jako bioagens pfi ochrané plodin proti riznym patogennim
houbéam jako jsou Rhizoctonia spp., Pythium spp., Botrytis cinerea, Fusarium spp. (Benitez et
al. 2004). Mezi mechanismy, kterymi 7richoderma plsobi na patogenni organismy, patfi
mykoparazitismus, kompetice a produkce antibiotik a enzymt (Howell 2003).

Fotoohiyan et al. (2017) aplikovali houbu Trichoderma harzianum ve sklenikovych
pokusech za ucelem regulace Verticillium dahliae na kli¢nich rostlinach pistacie. V téchto
pokusech se prokdzala jako Gc€innd, u rostlin oSetfenych bioagens byly piiznaky napadeni
patogenem Verticillium méné casté nez u rostlin neoSetienych. Jiny druh, Trichoderma
asperellum, byla Carrero-Carrén et al. (2016) aplikovana na olivovniky, kde se prokazala jeji
dobré schopnost osidlovat rhizosféru a chranit rostlinu pted infekci V. dahliae. Dale byly houby
Trichoderma spp. testovany proti V. dahliae na rostlinach raj¢at, kde potvrdily svou schopnost
omezovat rust mycélia patogenu. Ale také se ukdzalo, Ze jsou tyto houby schopné piisobit
na mikrosklerocia V. dahliae, rozkladat jejich bunééné stény a tim pfispivat k rozpadu
mikrosklerocii (Jabnoun-Khiareddine et al. 2009).

V Ceské republice byly biologické piipravky obsahujici houby rodu Trichoderma,
konkrétné Trichoderma asperellum, ktera je obsazena v piipravku Xilon, zkouSeny napiiklad
pfi péstovani kukufice. Po aplikaci téchto pfipravkll bylo zaznamenano zlepSeni kvality —
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snizeni obsahu mykotoxint, zvySeni vynosu zrna i vynosu silaze. Také mély rostliny oSetfené
houbami Trichoderma vice vétvené a hustsi kotfenové soustavy (Kuthan 2020).

V této praci byly pouzity dva biologické ptipravky obsahujici houby Trichoderma spp.
a to Gliorex a Xilon (Trichoderma asperellum). Ptipravek Xilon vysel jako jeden z nejlepSich,
pfi laboratornich analyzdch nebylo v zZadném vzorku fepky oSetfeném piipravkem Xilon
nalezeno DNA V. longisporum. Muzeme proto predpokladat, ze houba Trichoderma
asperellum v ptipravku obsazena byla velmi U¢innd pii regulaci houbového patogenniho
organismu V. longisporum. Druhy pftipravek, Gliorex, ve kterém jsou kromé hub Trichoderma
spp. obsazeny i1 houby Clonostachys spp., vychazel pti hodnoceni primérné. Ve variantach
odriidy fepky Inspiration byla detekovana ptfitomnost patogenu, ve variantach odridy Croquet
pfitomnost detekovana nebyla.

V biologickych ptipravcich se pouzivaji nejen houby, ale také bakterie. Jednémi
z téchto bakterii jsou i bakterie rodu Pseudomonas. V pokusech se ukdzalo, Ze bakterie tohoto
rodu maji vybornou schopnost kolonizovat kotfeny rostlin (Berg et al. 2006), produkuji Siroké
spektrum antibiotik a dal§ich metaboliti potlacujicich mikroorganismy (O‘Sullivan & O’Gara
1992) a také spousti obranny mechanismus rostlin (Haas & Défago 2005).

Uginnost Pseudomonas spp. byla uspiné otestovana v regulaci Verticillium dahlie
u nékolika plodin — olivovniku (Goémez-Lama Cabanas et al. 2018), lilku (Malandraki et al.
2008), baviniku (Erdogan & Benlioglu 2010, Tao et al. 2020) a brambor (Uppal et al. 2008)
a to jak ve sklenikovych, tak polnich pokusech.

Pti aplikaci bakterii Pseudomonas spp. na mak byl zaznamenan jejich uc¢inek na redukcei
skvrn na listech maku, dale také skvrn na stoncich, ¢erné a skvrn na tobolkéch a také plisné
na listech (Plachkd 2018).

Ve studii, kterou provedli Abuamsha et al. (2011), se prokazalo, ze aplikace
antagonistické bakterie Pseudomonas chlororaphis na osivo fepky muize snizit infekci rostlin
patogenem Verticillium longisporum o 46 az 75 %.

Dalsi studie, provedena Debode et al. (2007), ukazala, ze bakterie Pseudomonas spp.
pusobit 1 na mikrosklerocia Verticillium spp., snizovat jejich Zivotaschopnost a tim naruSovat
zivotni cyklus patogenu a snizovat jeho vyskyt v dalSich letech.

V pokusech provedenych na fepce, ve kterych byl aplikovan piipravek Prometheus,
ktery byl pouzit i v této praci a obsahuje bakterie rodu Pseudomonas, se ukazal jeho pozitivni
vliv na délku a hmotnost kotene fepky. Délka kotfenu byla v priméru o 32 % vétsi nez primér
celého pokusu. Lepsi vysledky byly dosazeny pfi aplikaci pfipravku do porostu na podzim,
nez pii aplikaci az na jafe. Nebyl vSak zaznamenan zvySeny vynos oproti jinym variantdm
v pokusu (Kuchtova et al. 2018).

Bakterie Pseudomonas spp. byly vtéto praci otestovany v piipravku Prometheus.
Ten dobfe fungoval u odridy fepky Inspiration, kdy nebyla pfitomnost patogenu V.
longisporum vibec detekovéana. Hife dopadla odriida Croquet, u které patogen detekovan byl,
dokonce se statisticky pritkaznym rozdilem pii porovnani s odriidou Inspiration.
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Kromé bakterii Pseudomonas spp. byly se pii biologické ochrané pouzivaji také bakterie
Bacillus spp.

Mansoori et al. (2013) testovali Gi¢innost riznych bakterii Bacillus spp. na verticiliové
vadnuti bavlniku zptsobované patogenem Verticillium dahliae. Jejich vysledky vyhodnotily
bakterie Bacillus spp. jako G€inné pii snizeni vyskytu této choroby, pfi¢emz nejlepsi vysledky
dosahoval kmen Bacillus subtilis. Ovsem ne v§echny kmeny Bacillus spp. dosahovaly stejnych
vysledkd, vysledky byly nevyrovnané.

Dobrych vysledkt pti pouziti Bacillus velezensis proti V. dahliae na baviniku dosahli
v pokusech provedenych Sherzad & Canming (2020).

V pokusech vedenych Hollensteiner et al. (2017) v in vitro podminkach se bakterie B.
thuringiensis izolovany zkofenii rostlin rajéete jevila jako dobry kandiddt na pouziti
v biologickych ptipravcich, protoze produkovala latky s antifungalnimi vlastnostmi.

Nevyrovnanost schopnosti jednotlivych kment Bacillus spp. pisobit proti patogenu
Verticillium spp. potvrzuje 1 dal§i studie, tentokrat provedend na fepce. Bacillus
amyloliquefaciens se v pokusech na fepce jevil jako potencidln¢ vhodny bioagens in vitro
se ukézal jako neucinny pii testovani na rostlindch. Jiné kmeny Bacillus spp. se naopak ve stejné
studii jevily téméf neti€inné v in vitro pokusech, ale pfi aplikaci na rostlinu dosahly pomérné
uspokojujicich vysledkl pii regulaci patogenu V. dahliae na tepce (Uppal et al. 2008).

V Ceskych podminkédch byly bakterie Bacillus spp. v ptipravku Hirundo testovany
napiiklad u kukufice, u které nebyl pozorovan zadny nértst u vynosu biomasy (Tomasek &
Cihlar 2016).

Dale byly bakterie Bacillus spp. testovany také u maku, kde také neprojevil piilis
pozitivni vliv na vynos semen, na HTS a ani na obsah oleje v semenech. Co se vlivu na
zdravotni stav rostlin tyce, tak nebylo pozorovano zaddné zlepseni pii hodnoceni vyskytu plisné
méaku a mirné zlepSeni pfi hodnoceni pfitomnosti pleosporové skvrnitosti maku v porostu
(Plachka & Rychla 2020).

V diplomové praci se bakterie Bacillus spp. vyskytovaly ve dvou pouzitych ptipravcich,
Hirundo (Bacillus spp.) a Integral Pro (Bacillus amyloliquefaciens). U obou ptipravka byl
detekovan patogen V. longisporum ve variantach u odriidy Croquet i u odridy Inspiration,
ale nebyly prokdzany zadné statisticky vyznamné rozdily pfi porovnani s ostatnimi pfipravky.
Lze konstatovat, ze vysledky pii pouziti bakterie Bacillus amyloliquefaciens dosazené v této
praci Ize srovnat s vysledky, kterych ve své studii se stejnou bakterii dosahli Uppal et al. (2020).
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7 Zavér
Hlavni cil byl naplnén, pro ucely diplomové prace byla otestovana ucinnost

biologickych ptipravkli (pomocnych latek) proti patogenu V. longisporum v fizenych
podminkach sklenikii Ceské zemédélské univerzity.

I stanovené dil¢i cile byly naplnény:

1) Metodika aplikace inokula V. longisporum do substratu v fizenych podminkach byla
otestovana jako Gspesna.

2) Puadni aplikace biologickych ptipravkii (pomocnych latek) je prokazala jako vhodna.

3) Nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil mezi potencidlné¢ odolnou variantou
fepky (Croquet) a prokazatelné nachylnou odridou fepky (Inspiration).

Hypotéza, Ze existuji biologické pfipravky ucinné proti patogenu Verticillium
longisporum v tizenych podminkach, byla experimentalné potvrzena.

V pokusech nejlépe vysly varianty osetfené ptipravky Xilon a Contans, u kterych nebylo
ani u jedné odridy naméfeno zadné mnozstvi DNA patogenu V. longisporum. Naopak
u pfipravki Hirundo a Integral Pro byla zji§téna ptfitomnost patogenu u obou odrid.

Viibec nejvyssi obsah patogenu byl naméten u odridy Croquet ve varianté oSetiené
ptipravkem Clonoplus. NeoSetfend kontrola odriidy Croquet byla vyhodnocena jako bez
pfitomnosti patogenu, ale po pfidani piipravku Clonoplus byly naméfeny vysoké hodnoty
patogenu.

Celkové 1ze konstatovat, Ze o ucinnosti biologickych pfipravki mlize rozhodovat také
odrida fepky, na kterou jsou aplikované, protoze v pokusech Casto pro jednotlivé odrudy
nevychdzely srovnatelné hodnoty obsahu patogenu, piestoze byly pouzity stejnym zpiisobem
a ve stejném mnozstvi. Zaveérem lze fici, Ze pouziti nékterych ptipravki se jevi jako podporujici
infekci ve vztahu k odriidé. Tyto vztahy by mély byt pfedmétem dalSiho vyzkumu.
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9 Seznam pouzitych zkratek

BBCH - Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und CHemische Industrie
CFU — colony forming units — jednotky tvoftici kolonie

CTAB — cetyltrimethylamoniumbromid

CSU — Cesky statisticky ufad

CZU — Ceska zemédélska univerzita v Praze

DNA - kyselina deoxyribonukleova

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

FAO — Food and Agriculture Organization of the Unated Nations
HTS — hmotnost tisice semen

KOR CZU — Katedra ochrany rostlin Ceska zem&dé&lské univerzita
PCR — polymerase chain reaction — polymerazova fetézova reakce
RPM - rounds per minute — otacky za minutu

UKZUZ — Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky
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Ptiloha 4: Real-Time cycler BioRad CFX Connect, Real-Time System
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Ptiloha 7: Spory Verticillium longisporum
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