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Anotace:

Predkladand metodika zahrnuje vysledky laboratornich experimentti, V nichz
byl sledovan vliv vybranych faktorti na rozvoj zavaznych chorob, za prvé na skvrnitost
brukvovitych pusobenou patogenem Alternaria brassicicola u hlavkového zeli, za
druhé na skvrnitost listi mrkve pusobenou patogennim mikroorganismem Alternaria
dauci a za tfeti na dvé zavazné choroby cibule, kr¢kovou hnilobu cibule vyvolavanou
mikroorganismem Botrytis aclada a plisen cibule ptisobenou patogenem Peronospora
destructor. V piipadé¢ A. brassicicola, A. dauci a B. aclada byly rostliny
V definovaném stavu vyvoje infikovany kmeny fytopatogennich hub ziskanych
z renomovanych mezinarodnich sbirek mikroorganismut. V ptipadé P. destructor byly
rostliny infikovany houbovym organismem ziskanym z polni kultury vyrazné zasazené
infekci timto fytopatogenem. Byl hodnocen vliv odriidy a termického oSetfeni osiva
na rozvoj uvedenych patogent. U zahrnutych odrid je tfeba pti interpretaci
dosazenych vysledkt piihlédnout K jejich ranosti, ktera je dulezitym faktorem

odolnosti odridy k houbovym patogentim.

Anotation:

The methodology includes the results of laboratory experiments where the
effect of selected factors on the development of important diseases was studied,
namely, Alternaria black boot of head cabbage resulting from the infection by
Alternaria brassicicola, Alternaria carrot leaf blight resulting from the infection by
Alternaria dauci, and downy mildew on onion leaves resulting from the infection by
Peronospora destructor and Botrytis neck rot of onion resulting from the infection by
Botrytis aclada. In the case of A. brassicicola, A. dauci and B. aclada, the plants in a
defined stage of development were infected by the strains of phytopathogenic fungi
obtained from acknowledged international collections of microorganisms whereas in
the case of P. destructor the plants were infected by the fungal pathogen obtained
from a field crop massively infected by this fungus. The effect of cultivars and of the
thermic treatment of the seed was determined. It was necessary to take into account
also the earliness of the evaluated cultivars, which was an important factor influencing

the resistance to fungal pathogens.
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l. Uvod

Zeli, mrkev, cibule a salat patii mezi hlavni druhy zeleniny péstované v Ceské
republice z hlediska velikosti produkce. Tyto druhy zeleniny jsou ohroZovany zavaznymi
chorobami zptuisobovanymi fytopatogennimi houbovymi organismy roda Alternaria, Botrytis,
Peronospora a Bremia. Tyto choroby pusobi velké hospodaiské Skody v oblasti komeréni
produkce zeleniny. Primarnim zdrojem infekce mohou byt infikovana semena, ale patogenni
organismy mohou rovnéz prezivat na infikovanych zbytcich zeleniny a jejich Sifeni je
podporovano destém a vétrem a relativné teplym pocasim s teplotami nad 24°C (Kazda et al.,
2003). Houbové patogeny A. dauci a A. brassicicola jsou organismy $ifici se infikovanymi
semeny a pii konvenénim zpusobu produkce je pro eliminaci téchto patogent pouzivano
chemické oSetfeni semen, zatimco ekologicky systém produkce pouziva alternativu tepelného
oSetfeni semen (Lammerts van Bueren et al., 2003). Autofi vSak zdlraznuji rovnéz dileZitost
slechténi novych odrid, které maji nejen vyssi odolnost vii¢i patogennim mikroorganismim a
abiotickému stresu, ale rovnéZz zvySenou produkci a dobrou senzorickou kvalitu. Nové
vySlechténé odridy tak zajisti nejen minimalni rozdil mezi potencidlnim a aktudlnim
vytézkem produkce, ale rovnéz snizené pouziti pesticidi a v jeho dusledku i nizsi obsah
pesticidovych rezidui v zelenin€. Ptikladem mohou byt pravé nové vyslechténé odridy zeli a
mrkve se zvySenou toleranci k A. brassicicola a A. dauci (Cadod, 2002).

U cibule kuchyiské, choroba pusobend houbovym patogenem P. destructor je
nejvyznamnéj$im onemocnénim poskozujicim trodu. Tento patogen je fazen mezi oomycety
a preziva v semenech, infikovanych cibulich a rostlinnych zbytcich a funguje jako primarni
patogen, jehoz infekce byva nasledovana sekundarnimi infekcemi semiparazitickymi a
saprofytickymi houbami, které dale zvysuji ekonomické Skody (Kazda et al., 2001). Dalsi
vyznamny houbovy patogen posSkozujici trodu cibule, ktery byl zahrnut v této studii, je
Botrytis aclada vyvolavajici hnilobu kré¢ku cibule. Toto onemocnéni se spiSe objevuje po
sklizni pfi skladovani produkce a vyvolava méknuti a hnilobu krcku cibuli. Zdrojem infekce
jsou kontaminovand semena, z nichZ se infekce §ifi na juvenilni rostliny, kde na listech se
tvofici konidie infikuji okolni rostliny. Dal§im zdrojem infekce byvaji poskliziiové zbytky
cibule ¢i sklerocia v padé (Rod et al., 2005).

Termalni oSetfeni semen horkou vodou, tzv. hot water treatment (HWT) je standardni
postup doporuceny pro snizovani infekce fytopatogeni infikujici semena rostlin. Farrar et al.

(2004) kriticky rozebira otdzku pouzitych teplot a délky jejich pouziti a uzavira, ze vysoké
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teploty a dlouhé periody jejich pouziti mohou vyvolat pokles kli¢ici kapacity semen. Bézn¢
pouzivané teploty zahrnuji interval 46-52°C po dobu 10-60 min. HWT metoda byla Gspésné
pouzita proti infekcim brukvovitych rostlin, celeru, salatu cibule, rajcat, lilku, Spenatu apod. a
fytopatogenni organismy proti nimz lze pouzit zahrnuji  bakterie, houby 1 viry

(https://ag.umass.edu/services/hot-water-seed-treatment).

Cilem studie bylo porovnat odolnost odrid zeli, mrkve a cibule vySlechténych
v minulych letech v Moravoseedu a. s. a pouzivanych k produkei ¢erstvé zeleniny pro trh vici
vyznamnym houbovym patogenum A. brassicicola, A. dauci, P. destructor a B. aclada,
pusobicim vyznamné hospodéiské Skody. Kmeny fytopatogennich hub byly ziskany
z mezinarodné certifikovanych sbirek mikroorganisma V piipadé P. destructor, kde kmeny
nejsou komeréné dostupné, byl mikroorganismus ziskan z masivné kontaminovaného pole
cibule v Ceské republice a k zamérné infekci byly pouZivany standardni postupy popsané
Vv literatute. Citlivost vici cilenym infekcim byla vZdy méfena proti neinfikované kontrole.
Utinnost termalniho ofetfeni semen, které bylo provadéno podle standardniho protokolu
Moravoseed a. s. (2002) horkou vodou (HWT) po zamérné inoulaci semen pfiislusnym
houbovym patogenem, sledovala stupent vyvoje ptislusnych infekci ve vyklicenych rostlinach.
Proces HWT snizoval jak rozvoj cilenych infekci, tak 1 spontanni infekce plisobené patogeny

spontann¢ pfitomnymi na povrchu semen.

I1. Cil metodiky

Cilem metodiky je sumarizovat vysledky laboratornich studii, ve kterych byl hodnocen vliv
vybranych faktori na rozvoj nasledujicich dutlezitych chorob, alternariové skvrnitosti
brukvovitych hlavkového zeli (ptivodce A. brassicicola), alternariové skvrnitosti listd mrkve
(ptivodce A. dauci), plisné cibule (ptivodce P. destructor) a krékové hniloby cibule (ptvodce
B. aclada). Hodnocenymi faktory byly odriida a oSetfeni osiva horkou vodou. U hodnocenych
odrid je vzdy nutné pfihlédnout k jejich ranosti, ktera je rovnéz dulezitym aspektem odolnosti

odrudy k patogentim.
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I11.  Vlastni popis metodiky

I11.1. Materidl a metodika pokusi zaméfenych na hodnoceni odridové odolnosti
vybraného sortimentu zeleniny vuc¢i vybranym fytopatogennim houbam a vliv

termického oSetieni osiva na omezeni téchto patogeni

V ramci projektu QJ1210165 byly provadény pokusy zjist'ujici vliv patogennich hub rodu
Alternaria jako stresového faktoru na rostliny zeli a mrkve. Byla testovana hypotéza, ze v
odridovém sortimentu zeli hlavkového a mrkve lze nalézt takové genotypy, které maji vétsi
schopnost odoldvat napadeni vybranymi fytopatogennimi houbami. U zeli hlavkového byla

pouzita jako patogenni organismus A. brassicicola, u mrkve A. dauci.
I11.1.1. Zeli hlavkové a infekce A. brassicicola

Ke studiim byl pouzit kmen Alternaria brassicicola CCF 2749 ziskany ze sbirky
houbovych organismi pfirodovédecké fakulty UK v Praze. Kmen byl udrzovan na Sikmych
agarech media V8 o slozeni 10% V8 vegetable juice (V/V), (dodavatel Campbell Foods,
Belgium) a 2 % agar (W/V), (Oxoid, UK), pH 6, nebo Potato Dextrose Agar (PDA) media
(Oxoid, UK), a byl pfeo¢kovavan ve 2-3 mési¢nich intervalech.

Byl vypracovan protokol laboratorni kultivace A.brassicicola pro pouziti k infekci
rostlin v laboratornich i polnich pokusech. Ptiprava inokula A. brassicicola probihala na
Petriho miskach s V8 agarem zaocCkovanych suspenzi spor o koncentraci 10° CFU. Rist
houby probihal pfi teploté 24 °C ve tmé, nejméné po dobu dvou tydnti. Poté byla piipravena
sporova suspenze s pouzitim sterilni destilované vody obsahujici 0.01% (V/V) Triton X-100.
Suspenze byla prefiltrovana ptes sterilni gazu a jeji koncentrace upravena na findlni hodnotu
5x10° spor/mL pomoci stanoveni poc¢tu spor Vv optickém mikroskopu (Biirkerova komiirka).
Inokulace rostlin sporovou suspenzi byla provadéna pomoci atomizéru v objemu 5 ml na
rostlinu. Po aplikaci suspenze spor byly infikované rostliny po dobu 48 hod. drzeny pod
polypropylénovou netkanou textilii, aby byla udrzena vysoka vlhkost prostiedi.

Byla vypracovana metodika hodnoceni infekce rostlin fytopatogennimi houbami, ktera
vychazi z metody publikované Pawelecem et al. (2006), a ktera byla modifikovana podle
podminek experimentli. Vychazi zhodnoceni poctu infikovanych (napadenych) listh a

hodnotici Skala poskozeni je ndsledujici: 0 — Zadné listy neinfikovany, 1 - < 5 % listh



infikovano, 3 — 5-30 % listt infikovano, 5 — 30-60 % listti infikovano, 7 - 60-90 % lista

infikovano, 9 - > 90% listli infikovano anebo vétsina listi opadala.
I11.1.2. Mrkev a infekce A. dauci

Ke studiu byly pouzity kmeny Alternaria dauci CBS 101592 a CBS 117098
zakoupené ze sbirky Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Nizozemsko. Kmen A.
dauci CBS 101592 byl dodan za podminek, kdy b&hem transportu byl kontaminovan
pravdépodobné kvasinkovou infekci. Proto byl pted dalSim pouzitim v laboratofi na pevném
PDA mediu precistén.

Na rozdil od kmene A. dauci CBS 117098 se nepodatilo nakultivovat kmen CBS
101592 v tekutych mediich. Byla zkousena media V8, PDA, malt extrakt-glukozové (MEG)
medium pH 6, jak v podob¢ statickych tak 1 tfepanych kultur pfi teploté¢ 24 °C. Rist na
pevném agarovém V8 ¢i PDA mediu byl naopak velmi dobry.

Produkce spor A. dauci je zavisla na osvitu kultury UV zafenim. Byl testovan
nasledujici postup, ktery umoznil produkci sporového inokula tohoto houbového patogena.
Byl pouzit svételny zdroj emitujici dlouhovinné UVA zafeni (Blacklight Blue LT-T5 13W) a
umistén v rastové komoie APT Line KBW. Byly ptipraveny Petriho misky s V8 agarovym
mediem pH 6, kde kultury A. dauci CBS 101592 byly zaockovany pomoci blockt agaru
porostlych myceliem houby do stfedu agarové plochy kazdé misky a misky byly inkubovany
dva tydny pfi teploté 24 °C. Podobné¢ byly ptipraveny i Petriho misky s kmenem A. dauci
CBS 117098. Kultury obou kmenti na pevném mediu byly vystaveny dlouhovinnému UVA
zafeni pi1 vysoké vlhkosti a teploté 20 °C pfi rezimu osvitu 12 hod svétlo/12 hod. tma ve
vzdalenosti cca 20 cm od svételného zdroje po dobu dvou tydnl s cilem navodit sporulaci u
obou kmenii. Nasledujici postup byl obdobny protokolu pouzitém pro A. brassicicola. Spory
byly smyty sterilni destilovanou vodou obsahujici 0.01% (V/V) Triton X-100. Suspenze byla
prefiltrovana pres sterilni gazu a jeji koncentrace upravena na finalni hodnotu cca 1x10°
spor/mL pomoci stanoveni poctu spor v optickém mikroskopu (Biirkerova komiirka).
Inokulace rostlin sporovou suspenzi byla provadéna pomoci atomizéru obdobné, jako
Vv ptipadé cilené infekce A. brassicicola. Rovnéz dalsi postup, kdy infikované rostliny byly po
dobu 48 hod. drzeny pod polypropylénovou netkanou textilii, aby byla udrzena vysoka
vlhkost prostiedi, byl obdobny jako v pfipadé inokulace A. brassicicola.

Kromé testovaného postupu inokulace definovanou suspenzi spor byla testovdna

moznost infikovat semenacky mrkve homogenizovanou tekutou kulturou. A.dauci.
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S kmenem A. dauci CBS 117098 byl proveden experiment, kdy tekuta kultura kmene A. dauci
CBS 117098 o objemu 2000 ml nakultivovana na V8 mediu pii 24 °C po dobu tii tydnt byla
Setrné homogenizovana (Ultraturrax, 3x20 sekund, teplota 22 °C) a pouzita k inokulaci
semenackti mrkve pomoci atomizéru podle vySeuvedenych podminek. Rostliny byly dale
kultivovany v teploté 20°C a nasledné byl vyhodnocovan stupen infekce fytopatogenni
houbou.

Metodika hodnoceni infekce rostlin mrkve houbou A. dauci byla obdobna metodice

pouzité pro hodnoceni infekce A. brassicicola (viz kapitola 2.1).
111.1.3. Cibule kuchyniska a infekce B. aclada a P. destructor

Byl pouzit kmen Botrytis aclada DSM 62081 ze sbirky Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, SRN. Inokulum patogena bylo pfipraveno
statickou kultivaci zahrnujici rist po dobu dvou tydnt na tekutém mediu Malt Extract Broth
(Oxoid, UK) pii teploté 24 °C. Houbova kultura byla po Setrné homogenizaci pii pokojové
teploté (Ultraturrax, 3x20 sekund, teplota 22 °C) pouzita k zaoCkovani Petriho misek
s Oatmeal Agar mediem (Difco, USA) obsahujicim 2% agar. Rust houby probihal po dobu
dvou tydnt pfi teplot¢ 24 °C ve tmé. Poté byla pfipravena sporova suspenze s pouZitim
sterilni destilované vody obsahujici 0.01% (V/V) Triton X-100. Finalni koncentrace spor byla
stanovena pocitanim v optickém mikroskopu (Biirkerova komiirka) a méla hodnotu 2.2x10’
spor/mL. Nasledné byl proveden laboratorni pokus s infekci riznych odrid rostlin cibule
touto sporovou suspenzi. Nalev byl pouzit k infekci nadzemnich ¢asti rostlin postiikem
atomizérem (postiik 3 sekundy, objem 5-7 ml na rostlinu). Byla hodnocena odridova
odolnost cibule kuchynské k infekci patogenem B. aclada podle metodiky hodnotici celkovy
pocet napadenych rostlin a pocet napadenych listi na rostling (viz. kapitola 2.1).

Vzhledem ktomu, Ze kmenovy material Perenospora destructor nelze
z mezinarodnich sbirek ziskat, bylo pfipraveno inokulum pro infekci z biomasy rostlin
rostoucich v polnich podminkach napadenych spontanni infekci timto patogenem cibule.
Nasbirané listy byly rozmixovany a extrahovany pii pokojové teploté¢ 0.2 M fosfatovym
pufrem pH 7.0 v poméru 2000 ml pufru na 250 g zelené hmoty nadzemnich ¢asti rostlin
cibule. Extrakce probihala po dobu 30 min. pii 4°C, extrakt byl dekantovan, ¢imz byly
oddéleny vétsi fragmenty rostlinné biomasy. Ziskany nalev byl pouzit k infekci rostlin ve fazi
prvniho pravého listu pomoci atomizéru (postiik 3 sekundy, objem 5-7 ml na rostlinu).

Rostliny po infekci byly inkubovany ve fytotronu (Binder KBW 400) pii teplot¢ 20 °C,
8



vlhkosti 80 % (RVV) a intenzité osvétleni 12 kLx (12 hodin osvétleni ve 24 hodinovém
cyklu). Byla hodnocena odriidova odolnost cibule kuchyinské k infekci patogenem P.
destructor podle metodiky hodnotici celkovy pocet napadenych rostlin a pocet napadenych

listt na rostliné (viz. kapitola 2.1).

111.1.4. Termalni oSetieni osiva (Hot Water Treatment, HWT)

Metodicka studie rovnéz zahrnula testovani vlivu termalniho oSetieni osiva pouzitych
odrad zeli, mrkve a cibule na vznik a vyvoj infekce testovanymi houbovymi patogeny
Osetieni HWT bylo provedeno podle ovétenych metodickych postupti firmy Moravoseed na
pracovisti v Mikulové. Byly pfipraveny nasledujici varianty: Infikovanad semena podrobena
procesu HWT, infikovand semena nepodrobend procesu HWT, neinfikovana semena
(kontrola), neinfikovana semena podrobena procesu HWT. Rozdil mezi infekci pozorovanou
u infikovanych semen podrobenych i nepodrobenych procesu HWT ukazal vliv HWT na
infekci semen a nasledny vyvoj infekce vyklicenych rostlin danym houbovym patogenem,
zatimco rozdil mezi infekci pozorovanou u neinfikovanych semen podrobenych i
nepodrobenych procesu HWT ukézal vliv HWT na spontanni infekci plisobenou patogennimi
mikroorganismy pfitomnymi na povrchu pouzitych semen v dobé provedeni experimentu.

Infekce semen testovanych odrid zeleniny byla provadéna standardnim postupem, kdy
semena byla namocena do sporového inokula ¢i homogenatu suspenze, které byly pouZivany
k inokulaci rostlin po dobu 5 min pfi teplot¢ mistnosti. Semena pak byla podrobena
standardnimu procesu  HWT popsaném nize a vyseta proti kontrolnim semenim
nepodrobenym HWT.

Postup HWT byl provadén podle protokolu spole¢nosti Moravoseed a.s. ( Moravoseed
CZ a.s., Czech Republic, 2012) a zahrnul nasledujici kroky: Vlozeni semen do sacku
z materialu Monofil PAD, pfedehtati semen v teplé vodé (37°C) po dobu 2 min., vlastni
procedura HWT, kdy semena byla inkubovdna ve vodé teplé 50°C po dobu 20 min.,
nasledovand zchlazenim semen inkubaci ve studené vodé (4°C) po dobu 5 min. V kone¢ném
kroku byla semena rozestiena na sito a susena v proudu vzduchu ptichdzejiciho odspoda pfi
teploté¢ 28°C. Pred zahdjenim postupu byly manudlné ze sacku se semeny ponoiené¢ho do
vodni lazn€ odstranény bubliny vzduchu a sacek byl udrzovan po dobu procedury v trvale
michané vodni lazni ve vznosu.

U kazdého kultivaru veetné kontroly bylo v rdmci experimentu vyseto 4x50 semen,

tedy jeden test zahrnul celkem 200 rostlin, z toho pfipadalo na jednu variantu 50 rostlin.
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Rostliny byly déle kultivovany v teploté 20°C a nasledn¢ byl vyhodnocovan stupen infekce
fytopatogenni houbou..
Byly testovany nasledné kombinace zeleninovych kultivari a fytopatogent: zeli

hlavkové / A. brassicicola, mrkev / A. dauci, cibule / B. aclada nebo P. destructor.

I11.2. Vysledky a doporuceni

111.2.1. Odrudova odolnost

111.2.1.1. Hodnoceni odriudové odolnosti zeli hlavkového Kk A. brassicicola v ranych
ristovych fazich

Byly provedeny pokusy s infekci vybraného sortimentu 10 odrid hlavkového zeli
patogenem A. brassicicola. Ptiprava inokula pro infekci a jeho aplikace na rostliny probihala
podle protokolu uvedeného v kapitole 2.1. Vysledky testovani odolnosti odrud k této

definované infekci jsou uvedeny v obr. 1 a Tab. 1.
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Obr. 1. Odridova odolnost testovanych hybridnich odrtad zeli hlavkového k A. brassicicola
vyjadiena bodovym hodnocenim podle metodiky uvedené v kapitole 111.1.1.
V laboratornim pokuse, kde byla hodnocena odridova citlivost v souboru deseti

hybridnich odrid zeli hlavkového, jmenovité kultivara Albatros, Aros, Avak, Dynamic,
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Hornet, Kiklop, Libreto, Madison, Target, Zeus, vuci Alternaria brassicicola, byly nalezeny

prikazné rozdily v citlivosti viéi tomuto patogenu. Po definované inokulaci A. brassicicola

v

Tab. 1. Praimérné hodnoty stupné napadeni A. brassicicola u juvenilnich rostlin testovanych

hybridnich odrtd zeli hlavkového proti neinfikovanym kontrolnim rostlinam.

Odriida OSetfent . .
Stupen infekce (stupnice 0-9)
Kontrola 4,4
Libreto F1
Infikovana 8,33
_ Kontrola 4,88
Kiklop F1
Infikovana 6,67
Kontrola 4,95
Madison F1
Infikovana 8,25
Kontrola 5,13
Target F1
Infikovana 8,58
Kontrola 5,36
Aros F1
Infikovana 8,58
Kontrola 5,79
Zeus F1
Infikovana 7,00
_ Kontrola 8,17
Dynamic F1
Infikovana 8,00
Kontrola 8,2
Albatros F1
Infikovana 9,00
Kontrola 9,00
Avak F1
Infikovana 8,58
Kontrola 9,00
Hornet F1
Infikovana 8,67
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111.2.1.2. Hodnoceni odriidové odolnosti mrkve k A. dauci v ranych ristovych fazich

Byly provedeny pokusy s infekci vybraného sortimentu odrid mrkve patogenem A.
dauci. Byly pouzity dva kmeny A. dauci, CBS 101592 izolovany v Nizozemsku a CBS
117098 pochazejici z Nového Zélandu. Pfiprava inokula pro infekci a jeho aplikace na
rostliny probihala podle protokolu uvedeného v kapitole 2.2. V experimentech byla
hodnocena odridova citlivost v souboru 11 hybridnich odrid mrkve, jmenovité kultivari
Afalon F1, Aneta F1, Berlika F1, Cortina F1, Darina, Favorit, Francis, Katrin, Marion F1,
Naomi a Tingo, vuéi A. dauci. Vysledky testovani odolnosti odrid k t¢émto definovanym

infekcim jsou uvedeny v obr.2a3aTab. 2a 3.

=¢_ Darina

Stuperi napadeni [body]

Obr. 2. Odridova odolnost testovanych hybridnich odrad mrkve k A. dauci CBS 101592

Kontrola

Osetfeni

Infikovana

=& Favorit
=% Berlika F1
-~F_ Naomi
¢ Tinga

—¥_ Katrin
—¥ Francis
=~k Cortina F1
=F Afalon F1
-¥ AnetaF1
=& Marion F1

vyjadiena bodovym hodnocenim podle metodiky uvedené v kapitole 111.1.2.
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Tab. 2. Pramérné hodnoty stupné napadeni A. dauci CBS 101592 u juvenilnich rostlin

testovanych hybridnich odrid mrkve proti neinfikovanym kontrolnim rostlinam.

Odrtda Osetfeni Stupeii infekce (stupnice 0-9)
Kontrola 3,56
Darina Infikovana 4,16
Kontrola 1,16
Favorit Infikovana 2,50
Kontrola 3,09
Berlika F1 nfikovana 197
Kontrola 4,50
Naomi Infikovana 7,00
Kontrola 3,63
Tinga Infikovana 4,00
Kontrola 3,06
Katrin Infikovana 5,31
Kontrola 1,69
Francis Infikovana 2,25
Kontrola 2,78
Cortina F1 nfikovana 5,60
Kontrola 2.41
Afalon F1 Infikovana 478
Kontrola 4,81
Aneta F1 Infikovana 6,13
Kontrola 6,16
Marion F1 Infikovana 6,16
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Obr.3. Odridova odolnost testovanych hybridnich odrad mrkve k A. dauci CBS 117098

vyjadiena bodovym hodnocenim podle metodiky uvedené v kapitole 111.1.2.

Pfi testovani odriid byly nalezeny priikazné rozdily v citlivosti vici patogenu A. dauci,
ktery byl zkouSen ve dvou variantach, kmeni izolovaném v zapadni Evropé (Nizozemsko) a
jiném kmeni izolovaném na teritoriu Nového Zélandu. Po inokulaci patogenem vykazovaly
patogena z Nizozemska. Ve varianté infikované patogenem z Nového Zélandu vykazovala
odrida Francis opét prukazné vyssi stupent odolnosti v porovnani s vétSinou testovanych
odrud. Jesté nizsi stupen napadeni byl v této varianté u odridy Cortina. Z vysledka je patrny

vyssi infekeni potencial patogena A. dauci piavodem z Nizozemska.

14



Tab. 3. Primérné hodnoty stupné napadeni A. dauci CBS 117098 u juvenilnich rostlin

testovanych hybridnich odrid mrkve proti neinfikovanym kontrolnim rostlinam.

Odrida Osetfeni Stupeti infekce (stupnice 0-9)
. Kontrola 2,25
Darina
Infikovana 4,50
Favorit Kontrola 1,35
Infikovana 3,79
Kontrola 0,52
Berlika F1 :
eriika Infikovana 2,83
Naomi Kontrola 3,71
Infikovana 5,38
Tinga Kontrola 1,39
g Infikovana 3,88
Katrin Kontrola 3,75
Infikovana 4,17
Erancis Kontrola 1,50
Infikovana 2,00
. Kontrola 1,33
Cortina F1 ’
! Infikovana 1,42
Kontrola 2,63
Afalon F1 ’
alon Infikovana 2,63
Kontrola 2,50
Aneta F1
neta Infikovana 450
) Kontrola 1,38
M F1 ’
arion Infikovana 1,96

111.2.1.3. Hodnoceni odridové odolnosti cibule kuchyiiské vici B. aclada a P. destructor v
ranych ristovych fazich.

Byly provedeny pokusy sinfekci vybraného sortimentu odrid cibule kuchynské
houbovymi patogeny B. aclada a P. destructor.. V experimentech byl pouzit kmen B. aclada
DSM 62081 ze sbirky Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen,
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Braunschweig, SRN. Inokulum patogena bylo piipraveno statickou kultivaci zahrnujici rust
po dobu dvou tydnti na tekutém mediu a aplikovano na rostliny, jak je popsano v kapitole 2.3.
Byla hodnocena odriadova citlivost v souboru deviti hybridnich odrid cibule kuchynské,
jmenovité kultivard Afalon, Amfora, Avalon, Bolero, Grenada, Karmen, Tosca, Triumf a
Vietana. Vysledky testovani odolnosti odrid k infekci B. aclada jsou uvedeny v obr. 4 a Tab.
4.

7,5
7,0
6,5
6,0 -
§ 55 R =% Odrida
Esy N Alice
= 5.0 o “& - Odruda
§ 45 N Amfora
C i =% Odrada
E 40 Avalon
o ~F- Odrada
2 35 Bolero F1
@ =% Odrtda
3,0 Grenada
~§- Odruda
2,5 Karmen
-} Odrada
A Tosca
15 -k Odrada
Infikovana Kontrola Triumf F1
T odruda
Osetieni Vietena

Obr.4. Odrudova odolnost testovanych hybridnich odrid cibule kuchynské k B. aclada DSM
62081 vyjadiena bodovym hodnocenim podle metodiky uvedené v kapitole 111.1.3.

Vzhledem k tomu, ze kmenovy material P. destructor nebylo mozno z mezinarodnich
sbirek ziskat, bylo pfipravovano inokulum pro infekci z biomasy rostlin rostoucich v polnich
podminkach napadenych masivni spontanni infekci timto patogenem. Napadené listy byly
rozmixovany a extrahovany do fosfatového pufru (viz kapitola 2.3). Po dekantaci byl ziskany
nalev pouzit k infekci rostlin pomoci atomizéru. Opét byla hodnocena odridova citlivost
Vv souboru deviti hybridnich odrid cibule kuchyniské, jmenovité kultivari Afalon, Amfora,
Avalon, Bolero, Grenada, Karmen, Tosca, Triumf a VSetana. Vysledky testovani odolnosti

odrid k infekci P. destructor jsou uvedeny v obr. 5 a Tab. 5.
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Tab.4. Primérné hodnoty stupné napadeni patogenem B. aclada DSM 62081 u juvenilnich

rostlin testovanych hybridnich odrid cibule kuchynské proti neinfikovanym kontrolnim

rostlinam.
Odrtda | Osetteni Stupen infekce (stupnice 0-9)
) Infikovana 5,50
Alice
Kontrola 3,88
Infikovana 6,00
Amfora
Kontrola 5,25
Infikovana 5,00
Avalon
Kontrola 4,19
Infikovana 4,25
Bolero
Kontrola 3,94
Infikovana 5,25
Grenada
Kontrola 4,50
Infikovana 450
Karmen
Kontrola 3,31
Infikovana 5,50
Tosca
Kontrola 5,50
_ Infikovana 3,50
Triumf
Kontrola 3,06
Infikovana 450
Vsetana
Kontrola 3,13

V experimentech hodnoticich odridovou odolnost vybranych odrid cibule kuchynské
k B. aclada byly nalezeny priikazné rozdily v citlivosti viéi tomuto patogenu. Po cilené
inokulaci patogenem vykazovala pritkazné nizsi stupen napadeni odriida Triumf v porovnani
s odridami Amfora, Alice a Grenada. U odrid Bolero, Karmen a VSetana byl stupeni napadeni

houbou pritkazné nizsi oproti odridé Amfora.
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Obr. 5. Odradova odolnost testovanych hybridnich odrid cibule kuchynské k P. destructor
vyjadiena bodovym hodnocenim podle metodiky uvedené v kapitole 111.1.3.

V laboratornich experimentech, kde byla hodnocena odridova odolnost vybranych
odrtd cibule kuchynské vuci P. destructor, byly nalezeny prikazné rozdily v citlivosti vici
tomuto patogenu. Po zamérné inokulaci patogenem byl priikazné niz$i stupeni napadeni zjistén
u odridy Avalon v porovnani s odridami Amfora, Karmen a Grenada. U odridy Tosca byl

stupen napadeni pritkazné nizsi v porovnani s odridami Amfora a Karmen.
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Tab. 5. Praimérné hodnoty stupné napadeni patogenem P. destructor u juvenilnich rostlin

testovanych hybridnich odrid cibule kuchynské proti neinfikovanym kontrolnim rostlindm.

Odrtda | Osetteni Stupen infekce (stupnice 0-9)
] Infikovana 4,38
Alice
Kontrola 3,31
Infikovana 6,25
Amfora
Kontrola 4,50
Infikovana 3,06
Avalon
Kontrola 3,19
Infikovana 3,31
Bolero
Kontrola 4,50
Infikovana 5,13
Grenada
Kontrola 4,25
Infikovana 5,50
Karmen
Kontrola 3,63
Infikovana 3,94
Tosca
Kontrola 4,19
_ Infikovana 3,81
Triumf
Kontrola 2,63
Infikovana 6,25
Vsetana
Kontrola 1,81
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111.2.2. Hodnoceni vlivu tepelného oSeti‘eni osiva (HWT) na vyvoj cilené a spontanni

infekce u riznych druhi zeleniny

111.2.2.1. Vliv HWT na vyvoj cilené infekce A. brassicicola u rostlin riznych odrud zeli

hlavkového

Podle planu experimentii byly provedeny pokusy zjistujici vliv A. brassicicola CCF

2749 jako stresového faktoru na rostliny hlavkového zeli. Podminky kultivace a sporulace

houbového patogena a jeho aplikace pii inokulaci jsou popsany v kapitole 111.1.1. Kontrolni

rostliny vyrostly ze semen, kterd nebyla infikovana sporovou suspenzi patogena. OSetieni

HWT bylo provedeno podle ovétenych metodickych postupi firmy Moravoseed (viz. kapitola

[11.1.4).. Vysledky experimentt jsou uvedeny nize.

Pocet infikovanych list( [body 0 - 9]

[EnY
N W~ 01O N 0 © O

[EY

-$- Target

|+ HWT

Osetreni

K ~#- Madison
=$- Albatros
-£- Avak

Obr. 6. Vliv HWT na vyvoj zamérné infekce A. brassicicola u rostlin riznych odrad zeli

hlavkového. Inokulovana semena, I; inokulovand semena vystavend HWT, [+HWT; kontrola

bez inokulace, K.
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Ciselné hodnoty vysledki jsou uvedeny v Tab. 6. Z laboratornich pokusii, ve kterych byl
ovétovan vliv oSetfeni osiva horkou vodou na infikovand semena hlavkového zeli vyplynuly
nasledujici zavéry. U ¢tyt hodnocenych odriid Albatros F1, Avak F1, Madison F1 a Target F1
bylo zjisténo, ze po zdmérné infekci osiva patogenem A. brassicicola HWT prukazné snizilo
rozvoj infekce, pfiblizn¢ 2-7x v zavislosti na pouzité odradé. HWT snizilo rozvoj A.
brassicicola u infikované varianty osiva i oproti neoSetiené kontrole u odrid Albatros F1,
Madison F1 a Avak F1. Tato skute¢nost byla pravdépodobné zptsobena vyrazngjsi
kontaminaci patogeny jiz v semennych porostech. U varianty kontrolni byl rozvoj patogenti

nizsi v porovnani s variantou infikovanou A. brassicicola bez osetteni HWT.

Tab 6. Vliv HWT na vyvoj zamérné infekce A. brassicicola u rostlin riznych odrud zeli
hlavkového. Inokulovana semena, I; inokulovand semena vystavenda HWT, [+HWT; kontrola

bez inokulace, K.

Odriida OSetfeni Stupeii infekce (Stupnice 0-9)
|+ HWT 1,00
i 7,80
Madison K 311
Avak |+ HWT 2,11
i 8,00
K 7,79
Albatros I+ HWT 242
K 4,79
Target |+ HWT 290
i 7,56
K 2,54

Poznamka: Pro hodnoceni stupné infekce rostlin bylo pouzito hodnoceni poctu infikovanych
listti (viz. kapitola I1I.1.1.). Hodnoty piedstavuji primér hodnoceni étyt paralelnich vzork.
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111.2.2.2. Vliv HWT na vyvoj cilené infekce A. dauci u rostlin riznych odrid mrkve

Experiment byl proveden se sporovou suspenzi kmene A. dauci CBS 117098, ktera byla
pouzita k infekci semen (viz. kapitola 111.1.2). Semena testovanych odrad mrkve byla po
infekci podrobena procesu HWT (viz. kapitola I11.1.4.) a byl sledovan vliv na vyvoj cilené
infekce semen patogenem A. dauci a na vyvoj spontanni infekce dané patogeny pfitomnymi
na povrchu semen. Celkem byly testovany ¢tyfi odrudy mrkve, Afalon F1, Aneta F1, Cortina

F1 a Marion F1. Vysledky jsou prezentovany v Obr. 7 a Tab. 7.
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Obr. 7. Vliv HWT na vyvoj zamérné infekce A. dauci a spontanni infekce u rostlin riznych
odrid mrkve. Inokulovana semena, [; inokulovana semena vystavena HWT, I+HWT; kontrola
bez inokulace, K; kontrola bez inokulace vystavena HWT, HWT. Hodnoty pfedstavuji pramér

hodnoceni ¢tyft paralelnich vzorkd.
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Tab. 7. VIiv HWT na vyvoj zamérné infekce A. dauci a spontanni infekce u rostlin riznych
odrid mrkve. Inokulovand semena, [; inokulované semena vystavena HWT, [+HWT; kontrola

bez inokulace, K; kontrola bez inokulace vystavena HWT, HWT.

Odrtda Osetfeni Stupen infekce
(stupnice 0-9)
Marion F1 I 8,86
I+ HWT 6,57
K 6,43
HWT 4.43
Afalon F1 I 8,68
| + HWT 5,07
K 4,79
HWT 4,07
Aneta F1 I 8,57
| + HWT 3,82
K 6,86
HWT 3,29
Cortina F1 I 8,14
I+ HWT 3,50
K 3,18
HWT 2,79

Poznamka: Pro hodnoceni stupné infekce rostlin bylo pouzito hodnoceni poctu infikovanych
list (viz. kapitola II1.1.1.)..Hodnoty pfedstavuji primér hodnoceni ¢tyf paralelnich vzorkd.

Proces HWT, kterému byla podrobena semena kultivarti mrkve, snizil rozvoj infekce
A. dauci u vSech testovanych kultivard. Snizeni bylo v rozmezi 1.3-2.3-krat (Tab. 7). Rozvoj
spontanni infekce byl naopak vyssi u rostlin, jejichZ semena byla podrobena HWT, v rozmezi

1.1-2.1- krat, a to u vSech testovanych odrud (Tab. 7).
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111.2.2.3. Vliv HWT na vyvoj cilené infekce B. aclada, P. destructor a spontanni infekce u

rostlin riiznych odriid cibule kuchyrské

Semena testovanych odrud cibule kuchynské byla podrobena procesu HWT (viz.
kapitola 111.1.4.) a byl sledovan vliv na vyvoj cilené infekce semen patogeny B. aclada nebo
P. destructor, a na vyvoj spontanni infekce dané patogeny pfitomnymi na povrchu semen.
Celkem byly testovany dvé odrudy cibule, Alice a Amfora. Vysledky jsou prezentovany
v obr. 8 a Tab. 8 pro B. aclada a obr. 9 a Tab. 9 pro P. destructor.
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Obr. 8. Vliv HWT na vyvoj zamérné infekce B. aclada a spontanni infekce u rostlin riznych
odrud cibule kuchyniské. Inokulované semena, I; inokulovana semena vystavenda HWT,

I+HWT; kontrola bez inokulace, K; kontrola bez inokulace vystavena HWT, HWT.

Pies malé rozdily mezi variantami oSetfenymi a neosSetfenymi HWT a vzhledem
k zna¢né variabilité dat nejsou rozdily mezi hodnotami stupné napadeni pokusnych variant pii

infekci osiva cibule patogenem B. aclada a naslednym oSetienim HWT statisticky prukazné.
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U obou kultivaru zjisténé pramérné hodnoty ukazuji trend poklesu vyvoje spontanni infekce i

cilené infekce po aplikaci HWT (Tab. 8).

Tab. 8. VIiv HWT na vyvoj zamérné infekce B. aclada a spontanni infekce u rostlin riznych
odrad cibule kuchyniské. Inokulovand semena, I; inokulovana semena vystavena HWT,

I+HWT; kontrola bez inokulace, K; kontrola bez inokulace vystavena HWT, HWT.

Stupen infekce
Odrtda Osetteni )
(stupnice 0-9)
I 6,50
I+HWT 5,63
Amfora
K 5,38
HWT 4,94
I 5,88
) I+HWT 4,88
Alice
K 5,13
HWT 4,94

Poznamka: Pro hodnoceni stupné infekce rostlin bylo pouZito hodnoceni poctu infikovanych
list (viz. kapitola II1.1.1.).Hodnoty ptedstavuji prumér hodnoceni ¢ty paralelnich vzork.

V literatufe neni pfenos patogena P. destructor semeny jednoznaé¢né prokazan, nicméné
nekteré zdroje tento prenos predpokladaji. Vysledky pokusu, ve kterém byl ovéfovan vliv
HWT na omezeni infekce osiva cibule kuchyiiské timto patogenem vSak spise pienos P.
destructor osivem nepotvrzuji, nebot’ nejvyssi stupen napadeni byl zaznamenan ve varianté
kontrolni u obou testovanych odrid. Neptili§ vyrazny, pozitivni vliiv HWT na vyvoj

spontanni infekce v8ak byl prokazan u obou testovanych odrad cibule (Obr. 9, Tab. 9).
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Obr. 9. Vliv HWT na vyvoj zamérné infekce P. destructor a spontanni infekce u rostlin

raznych odrud cibule kuchynské. Inokulovand semena, I; inokulovand semena vystavena

HWT, I+HWT; kontrola bez inokulace, K; kontrola bez inokulace vystavena HWT, HWT
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Tab. 9. VIiv HWT na vyvoj zamérné infekce P. destructor a spontanni infekce u rostlin
raznych odrid cibule kuchynské. Inokulovana semena, I; inokulovand semena vystavena

HWT, I+HWT; kontrola bez inokulace, K; kontrola bez inokulace vystavena HWT, HWT.

Stupen infekce
Odrtda OSetteni )
(stupnice 0-9)
I 4,13
) I+HWT 4,38
Alice
K 5,25
HWT 5,06
I 4,69
I+HWT 4,00
Amfora
K 6,50
HWT 4,75

Poznamka: Pro hodnoceni stupné infekce rostlin bylo pouzito hodnoceni poctu infikovanych
list (viz. kapitola I11.1.1.). Hodnoty piedstavuji primér hodnoceni ¢tyf paralelnich vzorkd.

111.2.3. Shrnuti vysledki

Odolnost vybranych kultivard zeli, mrkve a cibule, které jsou dulezité pro produkci
Gerstvé zeleniny pro trh v Ceské republice byla testovana pomoci zamérné infekce houbovymi
fytopatogeny A. brassicicola, A. dauci, B. aclada, P. destructor.

Z deseti odrid zeli hlavkového testovanych na citlivost k zamérné infekei juvenilnich
rostlin patogenem A. brassicicola byly nejodolngjsi viici vyvoji infekce odridy Kyklop F1 a
Zeus F1, kde rozsah infekce byl pfiblizn€ polovi¢ni, ve srovnani s ostatnimi odridami, jejichz
citlivost byla podobna.

Jedenact odriid mrkve bylo testovano na citlivost viéi infekci dvéma kmeny A. dauci,
pochazejicimi z Nizozemska (CBS101592) a Nového Zélandu (CBS117098). Kmen
pochézejici z Nového Z¢élandu byl trochu méné agresivni z hlediska rozsahu vyvolané
infekce. U infekce vyvolané kmenem CBS101592 byly nejodolnéjsi odridy Favorit a Francis,

kde stupeni rozvoje infekce byl 2-3x niz8i nez u ostatnich odrid. V piipadé infekce kmenem
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CBS117098 byly nejodoln¢jsimi odriidami Favorit, Berlika F1, Tinga, Francis, Cortina F1,
Afalon F1 a Marion F1.

Devét odrid cibule kuchynské bylo testovano na citlivost vici infekei patogeny B.
aclada a P. destructor. Nejodolng&jsi vuci zamérné infekci B. aclada byly kultivary Bolero,
Karmen a Triumf, u ostatnich odrtid byla citlivost ponékud vyssi. Nejmén¢ citlivé odrady
cibule kuchynské k patogenu P. destructor zahrnovaly kultivary Avalon, Bolero, Tosca a
Triumf. Nejcitlivéj§imi odridami byly Vsetana a Amfora.

Proces HWT ve vétSing pripadu snizil stupen rozvoje zdmérné infekce u juvenilnich
rostlin i rozvoj spontanni infekce vyvolané patogeny spontanné pfitomnymi na povrchu
semen. HWT, kterému byla podrobena semena kultivart mrkve, snizil rozvoj infekce A. dauci
u vSech testovanych kultivarti 1.3-2.3-krat. Rozdily mezi hodnotami infekce odrud cibule
kuchynské patogenem B. aclada pied a po oSetfeni HWT nebyly statisticky prikazné.
Vysledky, kdy bylo HWT pouzito pro omezeni zamérné infekce patogenem P. destructor
pienos patogena osivem nepotvrdily. V literatufe neni pfenos patogena P. destructor semeny
jednoznaéné prokazan, nicméné nékteré zdroje tento prenos predpokladaji. V pokusu, ve
kterém byl ovéfovan vliv HWT, byl nejvyssi stupent napadeni zaznamenan ve varianté

kontrolni u obou testovanych odrad.

IV. Srovnani novosti postupii

Na zéklad€ provedeného laboratorniho vyzkumu byly doplnény a aktualizovany
informace tykajici se zasad integrované ochrany, platnych od roku 2014 podle novely zdkona
¢. 326/2004Sb. a vyhlasky ¢. 205/2012Sb. Vysledky provedené¢ho vyzkumu seznamuji
s biologii houbovych patogenti a poskytuji metodiku monitorovani jejich vyskytu. Informace
uvadéné v metodice se tykaji hlavkového zeli, mrkve a cibule a pfedstavuji originalni
vysledky feseni projektu, které nebyly v uvedené podobé péstitelim zeleniny v CR dosud
piedlozeny. Z uvedeného diivodu je srovnani ,,novosti postupti““ s diive publikovanymi

pracemi obtizné.

V. Popis uplatnéni certifikované metodiky
Uzivateli téchto metodik budou péstitelé zeleniny, zejména ¢lenové Svazu pro
integrovanou produkci zeleniny. Smlouva o vyuziti metodiky bude uzaviena se Zelinaiskou

unii Cech a Moravy. V metodice najdou fadu informaci také péstitelé zeleniny v ekologickém
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zemédelstvi a péstitelé cibule, mrkve a hlavkového zeli z fad malopéstitelt a zahradkari. Tuto
metodiku vydava Mikrobiologicky tstav AVCR, v.v.i., spolu s ostatnimi fesiteli projektu Mze
QJ 1210165. Metodika bude distribuovana uZivatelim prostiednictvim Zelinaiské unie Cech a

Moravy.

VI.  Ekonomické aspekty spojené s uplatnénim metodiky

Vyuzivani metodiky ze strany péstiteldl umozni zvysit u€innost systému integrované
ochrany polni zeleniny vaéi vySeuvedenym houbovym chorobdm a umozni zvysit
ekonomickou efektivitu péstovani omezenim ztrdt na vynosech a snizenim néakladi na
ochranna opatteni. To se projevi snizenim nakladové polozky na ochranu rostlin pfi péstovani
zeleniny. Odhad na rok ¢ini: 1000 ha zeli: 504,- K¢/ha, celkové 504 tis. K¢; 600 ha mrkev:
305,- K¢é/ha, celkove 183 tis. K¢&; 1500 ha cibule: 342,- K¢/ha, celkové 513 tis. K¢; celkové
snizeni ndkladl na ochranu se odhaduje na 1,2 mil. K¢/rok. Omezeni chemické ochrany
prispéje k niz§im obsahtim rezidui pouzivanych pesticid, coz ptispéje k dosazeni lepsi vnitini
kvality vypéstované zeleniny, kterd muze byt diky tomu na trhu uplatnitelnd za vyssi cenu.
Odhad na zédkladé produkce CR v roce 2015 ¢&ini: zeli 46 tis. tun, mrkev 22 tis. tun., cibule 33
tis. tun; Ize o¢ekavat narlst ceny u 1/10 produkce: zeli 0,5 K¢/kg = 2,3 mil. K¢, mrkev 0,8
K¢/kg = 1,76 mil. K¢, cibule 0,2 K¢/kg = 0,66 mil. K&; celkové zvySeni trzni ceny lze tedy
odhadnout na 4,72 mil. Ké&/rok. Lze ocekavat ptiznivy vliv integrované a ekologicky
vypéstované zeleniny s niz§im obsahem rezidui pesticidii na zdravi spotrebiteli.

Vedle toho bude zajisténa pozadovana kvalita zeleninovych produktii a potravin ze
zeleniny vyrobenych. Pfinosy z uplatnéni metodiky lze ocekavat v oblasti ekonomické,
zdravotni, environmentalni i socidlni. Pfinosy ekonomické pro péstitele spocivaji ve zvySeni
ekonomické efektivnosti ochrannych opatfeni viici uvedenym chorobam cibule, mrkve a

hlavkového zeli a ve zlepSeni ekonomické efektivnosti péstebnich systémil zeleniny.
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