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Anotace:

Predkladana metodika v uvodni ¢asti popisuje biologii fytopatogenni houby Fusarium
oxysporum f. sp. conglutinans (Foc), symptomy napadeni na hostitelské rostling, cesty,
kterymi patogen infikuje rostlinu, faktory ovliviiujici jeho rozvoj, genetickou podminénost
odolnosti k Foc a antagonistické organismy, které omezuji rist této fytopatogenni houby.
Soucasti metodiky je popis kultivace a piipravy inokula Foc, pfiprava rostlinného materialu
pro infekéni pokusy, postupy inokulace rostlin, hodnoceni vizualnich symptomu napadeni Foc
na rostlinach a metodiku miskovych pokust pro hodnoceni antagonismu vybranych hub a
bakterii k Foc. V metodice jsou sumarizovany vysledky hodnoceni odolnosti vybraného
sortimentu odrid, novoslechténi a Slechtitelskych linii firmy MORAVOSEED CZ a.s., déle
vliv pH, teploty a ptidnich vlastnosti na rozvoj fusariového vadnuti. Soucasti metodiky jsou

také vysledky hodnoceni antagonistického vlivu vybranych hub a bakterii vii¢i Foc.

Annotation:

In the introductory part, this methodology describes the biology of phytopathogenic
fungus Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans (Foc), host plant infection symptoms,
pathways of the plant infection, factors affecting its development, genetically determined
resistance to Foc and antagonistic organisms that inhibit the growth of this phytopathogenic
fungus. Description of cultivation and preparation of Foc inoculum is included in the
methodology, as well as preparation of plant material and plant inoculation procedures for the
experiments, evaluation of visual symptoms of Foc plants attack and methodology of
experiments to evaluate the antagonism of selected fungi and bacteria to Foc. In the
methodology, there are summarized the results of the evaluation of the resistance of the
selected assortment of varieties, new breeding and breeding lines of MORAVOSEED CZ a.s.,
the influence of pH, temperature and soil properties on the development of Fusarium wilt.
One part of the methodology are also the results of the evaluation of the antagonistic influence
of selected fungus and bacteria on Foc.
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| Uvod

Zeli hlavkové patii v CR mezi nejvyznamnéj§i zeleninové druhy jak z hlediska
spotteby, tak zhlediska produkce. Tato plodina je napadana celou tadou patogennich
organismu, které pusobi vazné ekonomické Skody. Narustajici teploty a castéjsi vyskyt

suchych period mohou na naSem Uzemi podporovat rozSifovani organismi, které jsou

-------

Vv

Sharma, 1999; Koike a kol, 2007). Nejvétsi skody v soucasné dobé pusobi v Kalifornii,

Australii, jizni Ukrajiné, Italii a Kanad¢, kde u fepky zpusobuje az 30% ztraty, dale plsobi

ztraty na hot¢ici a zeli. (Garibaldi a kol., 2006; Kochman, 2007; Lange a kol., 2007).
Pocate¢ni symptomy napadeni jsou zloutnuti listli od okraje, ¢asto jen na jedné stran¢.

Listy postupné hnédnou a opadavaji. Nasledné Zloutne, vadne a hyne cela rostlina. Foc ptisobi

vazné problémy predevsim v letnich mésicich pii vyssi teploté pudy (Koike a kol., 2007).

- T

o

o i i
Obrazek 1 Vizualni symptomy projevu napadeni patogenem Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans

Fusarium oxysporum je kosmopolitni (vyskytuje se ve vétSiné pud svéta) a velmi
variabilni druh, u kterého se rozliSuje vice nez 120 formae speciales (Gordon a Martyn, 1997).
Tento druh vytvaii tfi druhy spor — makrokonidie (dlouhé 35 - 70 um), mikrokonidie (obvykle
jednobunééné, 5 - 15 um velké) a chlamydospory (silnosténné spory, které umoznuji houbé

prezit neptiznivé obdobi). Kli¢eni spor stimuluji exudaty semen a kofent. K infekci rostliny



dochazi prostiednictvim poranéni kotfenti nebo kotenovych Spicek. Patogen nasledné vriista
do cévniho systému (xylému) a produkuje mikrospory, které se pohybuji v rostlin¢. Blokace
cévnich svazkl patogenem vede k typickému hnédému zbarveni cévnich svazki (Kochman,
2007).

Teplota nad 17 °C podporuje rozvoj patogena, pficemz jeho maximalni aktivita je pfi
teplotach okolo 25 °C. Vzhledem k teplomilnosti patogena je pé€stovani plodin v jarnich nebo
podzimnich mésicich urCitym preventivnim opatfenim, nebot’ patogen vykazuje V téchto
obdobich obvykle nizsi aktivitu.

Dulezita jsou preventivni opatieni, ktera brani Siteni patogena. Mezi n¢ patii zabranéni
rozsitfeni infikované plidy na nezamotené stanovist¢ prostiednictvim pracovnikl, stroju,
naradi, infikovanych rostlinnych zbytkti apod., pouzivani zdravého osiva a sadby, dilezity je
také dostatecny odstup mezi brukvovitymi v osevnim postupu, je tieba také omezit zhutnéni
pudy, které je pfi¢inou vétsiho posSkozeni kotfinki a tim také infekce (Kochmann, 2007).

Dulezitym néstrojem k ochran¢ proti patogenu je péstovani odolnych odrid (Verna a
Sharma, 1999). U zeli je znama odolnost dvojiho typu, A a B. Odrudy s typem odolnosti A
vykazuji rovnomérnou odolnost bez ohledu na teplotu pudy. Odridy s typem odolnosti B
vykazuji vysokou odolnost, ale pouze pfi teploté piudy do 21 °C. Pii teploté nad 25 °C je
odolnost piekonana a dochazi k infekci rostlin. Modernéjsi odriidy nesou pievazné odolnost
typu A. Odolnost typu A (kvalitativni) je fizena jednim genem (monogenni), zatimco typ B
(kvantitativni) je polygenni (Koike a kol., 2007).

Chemickd ochrana v polnich podminkdch byva zpravidla neefektivni nebo
neekonomickd. Vyskyt napadeni se projevuje vétSinou az v priibéhu vegetace a na pouziti
fungicidl ve fazi prvnich symptomu je uz pozdé. Fungicidy lze preventivné pouzit predevsim
na osivo. Dilezitym opatfenim pro sniZeni koncentrace patogena v pudé je dodrzovani
dostate¢nych odstupli v osevnich postupech mezi brukvovitymi plodinami, nepouzivat
brukvovité rostliny jako zelené hnojeni (hoicice) a disledné likvidovat plevele z této celedi
(kokoska pastusi tobolka, penizek rolni, vydrol fepky a hoicice). Jednou z moznych metod
ochrany proti fusariovému vadnuti je biologickd ochrana, vradmci které jsou cilené
podporovany antagonistické plidni houby a bakterie. Za potencidlni mikroorganismy
biologické ochrany na zeleninach lze uvést bakterie z rodu Bacillus a Pseudomonas, z
mykoparazitickych hub pak Trichoderma sp. a Pythium oligandrum (El-Katatny a kol., 2006;
Ajilogba a kol., 2013).



Il Cil metodiky

Predkladand metodika si klade za cil seznamit péstitele zeleniny a dalsi zajemce z fad
odborné vefejnosti s problematikou fytopatogenni houby Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans (Foc), biologii této houby, symptomy, kterymi se projevuje na hostitelskych
rostlinach, faktory, které ovliviiuji jeji rozvoj, stejné tak jako s ucinky antagonistickych hub a
bakterii na tohoto patogena. Dilezitym dil¢im cilem je seznamit odbornou vefejnost
s vysledky experimenttl, ve kterych byla upfesnéna metodika kultivace Foc, pfiprava inokula
a hostitelskych rostlin a hodnoceni symptomi napadeni Foc v ramci standardizované
experimentalni metodiky. Metodika prezentuje rovnéz celou fadu konkrétnich ptiklad

z experimentd, které dokladaji uvedena doporuéeni v metodice.



I11 Vlastni popis metodiky

I11.1 Kultivace Foc a priprava inokula

Patogen Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans rasa 1, byl kultivovan na PDA mediu
(Potatoe dextroze agar). Medium bylo nasledné autoklavovano pfi teploté¢ 121°C po dobu 20

minut. Na Petriho miskach o priméru 9 cm byl patogen kultivovan za teploty 24°C.

Narostlé mycelium bylo stazeno z misek klickou do sterilni destilované vody

(autoklav 121°C/20min). Ziskana suspenze byla zhomogenizovana (WiseTis HG-15D).

Pro potieby inokulace byla pouzita koncentrace spor 1x10° (Li a kol., 2005; Kang a
kol., 2009).

II1.2 Rostlinny material

Pro testovani odolnosti odrid k patogenu Foc byly zvoleny odrtidy a Slechtitelské linie
pochézejici z Slechtitelské firmy, kterd udrzuje 49% odrtd zeli hlavkového registrovanych ve

statni odriidové knize CR.

Jednotlivé odridy zeli hlavkového jsou v metodice oznafeny pismeny X a

Slechtitelské linie jsou znaceny L-X. Novoslechténi je znaceno SUX/X.

I11.3 Hodnoceni vizualnich symptomi fusariového vadnuti

Vizualni symptomy byly hodnoceny bodovou stupnici 0-3 (viz obrazek 1). Hodnoty
byly dale vyjadifeny indexem napadeni DI (disease index = %).

DI [%]=[Z (n x v)/ 3N], kdy n — pocet rostlin s ur€itym stupném napadeni, v — stupen
napadeni, N — celkovy pocet rostlin celku. Pfi napadeni 0-10% = HR (high resistence); 10-
30% = R (resistence); 30-50% = IR (intermediate resistence); 50-70% = S (sensitive); >70% =
HS (high sensitive) (Liu a kol., 2017).



Obrazek 2 Stupnice hodnoceni vizualnich projevi infekce 0-3 (0 — rostlina bez pfiznaku, 1 —
rostlina vykazuje omezeny rust a dochazi k zavadani, 2 — projevuje se vadnuti a Zloutnuti
listd, 3 — zavazné vadnuti rostliny a chlordza listl, dochazi k vadnuti rostliny az k tthynu
rostliny)

I11.4 Metodika miskovych pokusi s antagonistickymi mikroorganismy

Jednotlivé potencidlni antagonistické mikroorganismy byly testovany proti Foc (rasa
1) v in-vitro podminkach v dualnich testech. Bylo vytvofeno né€kolik variant (Trichoderma
harzianum CCF 2714, T. hamatum CCF 2390, T. asperellum ATCC 204424, nepatogenni
kmen Fusarium oxysporum CCF 3428, Fusarium laterititum CCF 3689, Pythium oligandrum
CBS 530.74, Aureobasidium pullulans CCF 4532, Cladosporium herbarum CCF 3741,
z bakterii; Pseudomonas fluorescens CCM 2115, Pseudomonas aeruginosa CCM 1960,
Bacillus amyloliqufacines DSM 23117 a Bacillus subtilis Xa, Erwinia herbicola DSM 8570 a
kontrola, kazda varianta ve 3 opakovanich. Testy byly provadény v Petriho miskach (primér
9 cm) na PDA. Kultivace probihala bez pfistupu svétla, u hub pii teploté 24 °C, u bakterii pfi
t 28 °C. Houbov¢ kultury byly o¢kovany na PDA v Petriho miskach pienesenim terc¢iku agaru

(primér 7 mm) porostlého myceliem z pfedem napéstované kultury (PDA, 24 °C, tma).



Bakterie byly o¢kovany kapkou (10 pl) bunécné suspenze o optické densité ODsoonm = 1,0.

Kultury byly nao¢kovany ve stejném terminu, ve vzdalenosti 2,5 cm od sebe.

Béhem 14denni kultivace kultur byl kazdé 2 dny méfen prumér (v cm) kolonii.
V piipad¢€ pravidelné kolonie byl primér méfen jedenkrat, v piipad¢ nepravidelné kolonie byl
prumér méien dvakrat (kolmo na sebe, Sitka a vyska), naméfené hodnoty byly zpriimérovany

a porovnavany s kontrolou.

Tabulka 1 Vysvétlivky

DSM Deutsche sammlung von mikroorganismen und zellkulturen

CCM Czech Collection of Microorganisms

CCF Culture Collection of Fungi

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures

ATCC | American Type Culture Collection

1115 Uprava pH

Hodnota pH PDA media byla upravena na hodnoty 4; 5; 6; 7; 8 a 9, za pomoci 37 %
kyseliny chlorovodikové (HCI) a jedno molarniho hydroxidu sodného (1M NaOH). Po Gpravé
pH PDA media bylo medium autoklavovano pfi teploté 121 °C, rozlito na Petriho misky o

praméru 9 cm.



IV Vysledky a doporuceni

IV.1 Hodnoceni vlivu koncentrace inokula na rozvoj fusariového vadnuti u

zeli hlavkového

Srovnani odli$nych koncentraci inokula. Pro testovani vlivu koncentrace inokula na
index napadeni vybraného sortimentu zeli hlavkového byly zvoleny dvé koncentrace 1x10°
spor/ml inokula a 1x10° spor/ml inokula. Pfi hodnoceni si odriidy/linie zachovaly stejny index
napadeni — miru rezistence. Nicmén¢ pro dosazeni rychlejSich vysledkll pfi testovani na
odolnost zeli hlavkového vici fusariovému vadnuti je vhodna koncentrace vyssi = 1x10°

spor/ml inokula.

Graf 1 Hodnoceni vlivu koncentrace inokula na rozvoj fusariového vadnuti zeli
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IV.2 Vybér vhodné metodiky pro hodnoceni odolnosti juvenilnich rostlin

zeli hlavkového k Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans (Foc)

Ovérovany byly nasledujici metody:

a) Maceni koienového systému juvenilnich rostlin zeli hlavkového v inokulu Foc
P¥i pikyrovani.

b) Zalivka juvenilnich rostlin zeli hlavkového (ve stejné vyvojové fazi a stejnym
inokulem jako predchozi) v nadobdch - bez pikyrovani.

C) Zalivka substrdatu inokulem (jako v piedchozich) bezprostiedné po vysevu osiva

zeli hlavkového.

Na zéklad¢ rychlosti rozvoje fusariového vadnuti na pokusnych rostlinach zeli
hlavkového byla jako nejvhodnéjsi metoda pro inokulaci pokusnych rostlin vybrdna varianta
a), ve které inokulace probihala macenim kotenového systému pfii pikyrovani. Tato metoda
bude dale pouzivana pro dalsi testovani $irS§iho sortimentu brukvovité zeleniny na odolnost
k Foc. V této varianté (a) se, pravdépodobné vlivem castetného poskozeni kotenového
systému pii pikyrovani, vytvofila vstupni brdna pro infekci Foc, coz zplsobilo rychlejsi
pribéh onemocnéni (prvni symptomy jiz za 2 — 3 tydny). Ve variantaich b) a c) nebyl
kofenovy systém mechanicky naruSen, proto zde prubéh fusariového vadnuti byl vyraznéji

pomalejsi (prvni projevy po 4 — 5 tydnech v porovnani s variantou a).

IV.3 Vysledky infek¢énich pokusi s Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans

na vybranych genotypech Brassica oleraceae

U vybraného sortimentu zeli hlavkového (odrudy s, A a L a linie L-1) byl proveden
infekéni pokus, ve kterém byl hodnocen prib¢h fusariového vadnuti juvenilnich rostlin zeli
hlavkového po inokulaci patogenem Foc. Stupeii napadeni Foc byl hodnocen pomoci bodové
skaly 0 — 9.



Graf 2 Porovnani stupné napadeni patogenem Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans
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Tabulka 2 Primérné hodnoty napadeni patogenem Fusarium oxysporum f. sp.

conglutinans

Osetieni Odrtda/linie | Primérna hodnota napadeni Foc [body]
Infikované L-1 0,004
Kontrola A 0,19
Kontrola L-1 0,204
Kontrola L 0,42q0
Infikované A 0,772
Kontrola S 0,98
Infikované L 5,07
Infikované S 6,524

*0dli$na pismena u primérnych hodnot ve sloupci znac¢i vyznamny rozdil




Z dosavadniho hodnoceni citlivosti odrid a linie zeli hlavkového byl zjistén statisticky
vyznamny rozdil v intenzit¢ napadeni patogenem Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans
mezi odriidami a linii zeli hlavkového. Priikazné nejcitlivéjsi byla odriida s (stupeni napadeni
po inokulaci 6,52 bodu), dale odrada L (5,07 bodl). V porovnani s pfedchozimi dvéma
odridami vykazovaly prikazné vyssi odolnost k Foc odrida A (0,77 bodit) a L-1 (0 boda).

Vizudlni projevy onemocnéni byly potvrzeny, obsahem patogena v rostlinnych
pletivech, PCR metodou se specifickymi markery. Pfitomnost patogena byla potvrzena
Vv kofenech rostliny, nikoli ve stonku a listech.

Pro rychlej$i nastup projevi infekce byla navysena koncentrace inokula na 1 x 10°
spor/ml inokula. Symptomy fusariového vadnuti jsou hodnoceny stupnici 0-3 viz Obrazek 1.
Pro vyjadifeni miry odolnosti zeli hlavkového viici Foc je dle pfislusné metodiky vybran
vzorec pro vypocet indexu napadeni DI (viz Graf 2), kde genotypy dosahujici hodnot 0-50%
(zelena barva) jsou vysoce odolné vuéi Foc, genotyp majici hodnoty >50% je citlivy na
napadeni patogenem Foc (Cervena barva). Jednotlivé genotypy jsou v Grafu 2 zatazeny dle
miry napadeni do skupin pro rezistentni HR, R, IR a pro nachylné genotypy S, HS (Liu a kol.,
2017).



Graf 3 Hodnoceni odolnosti vybraného sortimentu odrid, novoslechténi a linii zeli

hlavkového na rozvoj fusariového vadnuti
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Graf 4 Stupen napadeni zeli hlavkového Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans
Stupen napadeni zeli hlavkového patogenem Foc
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Hodnoty stupné napadeni jsou vyhodnoceny neparametrickym testem Kruskal-Wallis,
jelikoZ se nejedna o normalni rozdéleni dat. Krabicovy graf zndzorfiuje vysledky analyzy.
Odolnost viici patogenu Foc vykazovaly rostliny zeli hlavkového §lechtitelské linie L-1, L-2.
Tyto linie jsou rodicovskymi liniemi odrady A, ktera rovnéZ vykazuje odolnost vici patogenu
Foc. Novoslechténi pod kodovym oznacenim N-32 vykazuje odolnost vici Foc.

Naopak odridy s (pouzita jako pozitivni kontrola) a C jsou nachylné, vykazovaly

nejvyssi miru napadeni. Ze Slechtitelskych linii byly nejvice napadené L-5 a L-3.



IV.4 Interakce genotypu a pudnich podminek ve vztahu k citlivosti k Foc

1V.4.1 Hodnoceni vlivu pH na rast Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans

Graf 5 Vliv pH na rist mycelia Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans
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Z grafu 4 je patrny rozdil pfi rlstu v prostfedi s odliSnymi hodnotami pH, pfirGstky
mycelia se lisily ve variantach s niz$imi (oproti vy$§im hodnotam) hodnotami pH a to 4 a 5,
pfi varianté pH 4 patogen rostl znatelné pomaleji a béhem 10 dnti nezarostl celou misku (9
cm). Nejrychleji zarostlo mycelium patogena misku pii hodnotach pH 6, 7 a 9. Za stejné
Casové obdobi nezarostlo mycelium celou misku ve variantach s hodnotami pH 4, 5a 8. Z
vysledkt riistu Foc na mediu s riznymi hodnotami pH a literatury pfevazné vyplyvaji idealni
hodnoty pH pro rist patogena v rozmezi 6 — 8. Je také patrné, ze mirné kyselé (4 a 5) az mirné
alkalické (8 a 9) podminky stale dostacuji druhu Fusarium oxysporum f.sp. conglutinans k

rustu. Se zvySenym pH se patogen vyrovnava mnohem lépe nez s niz§imi hodnotami pH.

Z uvéadeéné literatury a vysledkll jasné vyplyva informace tykajici se ristu F.

oxysporum za rozdilnych hodnot pH. Nésledna specifikace pro druh se jevi jako nedostacujici



a samotné formae speciales se velmi liSily v reakci na rozdilné hodnoty pH. Velmi dulezité je

specifikovat druh F. oxysporum na formae speciales.

1V.4.2 Hodnoceni vlivu teploty na rist Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans v in-vitro
podminkach (PDA medium)

Pro experiment bylo vybrano 5 rozdilnych teplot; 15, 18, 24, 28 a 37 °C. Kultivace
probihala na standardnim PDA mediu. Kultury byly ockovany teréikem mycelia o praméru 7
mm. Ter¢ik byl umistén na stied Petriho misky. Béhem kultivace byl pravidelné méten
primér Foc kolonii. Nejrychleji rostlo Foc pii teplotich 24 a 28 °C. Naopak nejmensi
prirustky mélo pfi teploté¢ 15 °C, pii teplot¢ 37 °C nedoslo béhem kultivace k zadnym

prirastkam.

Graf 6 Vliv teploty na rast Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans
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Z grafu 5 je patrné teplotni rozhrani, pfi kterém je patogen nejvice aktivni. Pfi teploté

37 °C patogen nejevil znamky ristu, po ukonceni experimentu byla tato varianta umisténa do



teploty 24 °C, ani poté nejevil patogen znamky ristu, nejspise byl dlouhodobym ptsobenim

vyssi teploty inaktivovan.

IVV.4.3 Hodnoceni vlivu odliSnych teplotnich rezimi na rozvoj F. oxysporum f. sp.

conglutinans (péstebni substrat)

Nejvhodnégj$i parametry pro infekéni pokusy v péstebnim substratu vykazovalo
inokulum s koncentraci spor 1x10°. Nizsi koncentrace (10° a 10*) vykazovaly nedostateény
infekéni potencial. Standardni péstebni substrat Profimix (Agro CS Ceska Skalice) byl
nainfikovan Foc a poté do néj byly pikyrovany rostliny zeli, celkem byly pouzity 3 odridy
hlavkového zeli, dvé citlivé a jedna odolna. Byl hodnocen vliv teplot 16/18, 19/21 22/24 a
26/28 °C (den 12 hod/noc 12 hod). Prvni symptomy napadeni se u varianty (citlivé odrudy)
22/24 °C objevily po 2-3 tydnech, u variant s niz$imi teplotami po 3-4 tydnech od inokulace.
U varianty 22/24 °C dochazelo k postupnému projevu symptomi a tthynu rostlin. Varianty
16/18 a 19/21 °C 5-6 tydnii po inokulaci vykazovala stile pouze pocatecni symptomy
s minimem uhynulych rostlin. Pfi varianté 26/28 °C byl u citlivych odridy nastup symptomi
velmi rychly, do 1-2 tydnl byla vétSina rostlin jiz uhynuld. Rostliny tolerantni odridy

vykazovaly pouze pocatecni symptomy, v€etné varianty s nevyssimi teplotami 26/28 °C.



Graf 7 Vliv odlisnych teplotnich rezimti na rozvoj F. oxysporum f. sp. conglutinans
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Graf 8 Vliv odlisnych

conglutinans
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Graf 9 Vliv odlisnych teplotnich rezimti na rozvoj F. oxysporum f. sp. conglutinans

sp.



4t -
3 L
.g o
° 2 o - T
3]
Q.
@
C
C
g
s 1y
n
m]
ol 1
<
[&]
o
5 8
1t - § 50
ES
U) ~
oy G B
O O D
-2 . . : € EE
Odruda s 22/24°C QOdruda C 22/24°C Odruda A 22/24°C E ;E_’ :;,E_
Varianta o

Graf 10 Vliv odlisnych teplotnich rezimi na rozvoj F. oxysporum f. sp. conglutinans
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1V.4.4 Vliv odliSnych piid na infekci Foc

Byly zalozeny experimenty s ptdou ziskanou ve Svijanském Ujezdé a Oticich-
Dulance. Rostliny hlavkového zeli, odriidy L byly inokulovany zplisobem méceni po dobu 15
minut v inokulu o koncentraci spor 1x10°, nasledné byly pikyrovany do sadbovace (obsah
buniky 54 ml) naplnéné piidou. Teplotni rezim experimentu byl nastaven na 22/24 °C (12 den/

12 noc). Mezi ptidami nebyl rozdil v intenzité infekce.

IV.5 Hodnoceni antagonistického vztahu vybranych mikroorganismii k Foc

Z vysledkt ziskanych z laboratornich experimentl 1ze povazovat za G¢innou bakterii
pouze Bacillus amyloliqufascient, ktera omezila rist mycelia Foc, ktery se pii pruméru
kolonie 5,93 cm zcela zastavil, zatimco u kontrolni varianty byl po 14 dnech pramér kolonie

8,5cm.

Bakterie Pseudomonas fluorescens a Bacillus subtilis pouze zpomalily, ale nezastavily

rust patogena Foc, ktery postupné bakterie preristal.

Z hub nejvice snizila velikost priméru kolonie patogena Trichoderma harzianum
(2,62 cm), houba béhem 2-3 dni zcela pferostla a pohltila kolonii Foc. SniZeni velikosti
pruméru kolonie patogena doSlo i u varianty s Trichoderma hamatum a Trichdoerma

asperllum, které potlacily a velmi brzy zcela zastavily rust kolonie Foc.

Podobné ucinky vykazalo také Pythium oligandrum, které velmi rychle dosahlo

kolonie Foc a omezilo jeji rozriistani.

U varianty s nepatogennim kmenem Fusarium oxysporum, doslo k vytvoteni inhibiéni
zOony mezi obéma mikroorganismy, a k zastaveni riistu patogena i zmenseni priméru kolonie

Foc na 5,95 cm



Graf 11 Rust kolonii F. oxysporum f. sp. conglutinans v interakci s vybranym sortimentem
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Graf 12 Rust kolonii F. oxysporum f. sp. conglutinans v interakci s vybranym sortimentem
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Obrazek 4 Nepatogenni kmen F. oxysporum (vpravo) a jasna inhibi¢ni zona mezi nim
a patogennim Foc (vlevo).



Obrazek 5 Trichoderma hamatum (vlevo) a jasné ohrani¢ena kolonie Foc (vpravo).

Obrazek 6 Foc (vlevo), znatelné prertsta kolonii bakterie B. subtilis.



Obrazek 7 Postupny rust Foc a nepatogenniho Fox 3428



Obrazek 8 Postupny vyvoj interakce T. asperellum a Foc



Obrazek 9 Znatelné omezené Foc pomoci Pythium oligandrum



V Zavér

Celkem bylo otestovano 39 genotypt zeli hlavkového na odolnost vici patogenu
Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans. Mezi jednotlivymi genotypy pozorujeme statisticky
vyznamné rozdily. Tedy miizeme po otestovani specifikovat, zda se jedna o rezistentni
genotyp ¢i nachylny k fusariovému vadnuti.

Z celkového poctu testovanych lze stanovit 22 rezistentnich genotypt, piicemz 6
genotypll nesou vlastnost vysoké rezistence (HS). Rezistentni linie mohou byt dale vyuzity ve
Slechténi pro ziskani novych rezistentnich odrtd.

Podle nami provedenych experimentd v dudlnich testech na Petriho miskach s PDA
mediem se jako ucinna bakterie prokazala pouze Bacillus amyloliqufascient FZB42, ktera
omezila a potladila rast Foc. Naopak v literatufe jako ucinné uvadéné organismy
Pseudomonas fluorescens CCM 215 (Laksmidevi a kol., 2015) a Bacillus subtilis (Ajilogba a
kol., 2013) se v nasich experimentech projevily jako neucinné. Z hub byla nejefektivnéjsi
Trichoderma harzianum CCF 2714, ktera béhem 2 - 3 dni zcela pierostla a pohltila kolonii
Foc. Velmi G¢inna byla téz Trichoderma hamatum CCF 2390, ktera potlacila a velmi brzo
zastavila riist Foc Obé& ze sbirek Pfirodovédecké fakulty UK. U¢inna se ukézala také T.
asperellum ATCC 204424. Obdobé ucinné bylo také Pythium oligandrum CBS 530.74, které
velmi rychle dosahlo kolonie Foc a omezilo jeji Sifeni. Proti patogenu byl vyzkouSen 1
nepatogenni kmen Fusarium oxysporum CCF 3428, jehoz mycelium po "setkani" s myceliem
Foc zastavilo jeho rlst a byla zfejma inhibi¢ni zona mezi obéma mikroorganismy.

Zavérem lze fici, Ze se v budoucnu miize jednat o potencidlné nebezpecného piidniho
patogena, ktery zptisobuje vaznéjsi Skody za teplého a susSiho pocasi, ktery je typicky pro
jizni Ukrajiny). Zékladem ochrany do budoucna bude piedevS§im prevence a hlavné
dostateCna a spravna hygiena na pozemku, v haldch a obecné mistech, kde se uchovava
naradi, mechanizace, hnojiva apod. Jistou moznost ochrany mohou davat ptipravky na bazi
zminénych mikroorganismt, napiiklad velmi znamé a dostupné Polyversum (Pythium
oligandrum), RhizoVitel 42 (Bacillus amyloliqufascient) od firmy Biocont laboratory a dale
dostupny ptipravek ze Slovenska Trichomil (Trichoderma harzianum) apod. Problém u
podobnych ptipravkti mize byt v dostatecném mnozstvi spor mikroorganismu, ktery musi byt
pro uc¢innou aplikaci velmi vysoky (Kashiwa, 2016). Urcitou piekdzkou muize byt i
legislativa, kdy naptiklad ptipravek Polyversum byl na nékolik let zakdzan a opé&tovné

povolen. Nejlepsi zptisob ochrany ov§em spociva ve vyuziti rezistentnich odrtd.



VI Srovnani novosti postupii

Odborna literatura prezentuje obvykle pouze dil¢i aspekty problematiky fusariového
vadnuti ptisobeného fytopatogenni houbou Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans (Foc).
Novost této metodiky spociva piedevS§im v komplexnéj§im pohledu na problematiku
fuzariového vadnuti u brukvovité zeleniny s ohledem na klicové faktory, které ovliviuji
stupent onemocnéni. Rovnéz jsou zde prezentovany vysledky hodnoceni odolnosti SirSiho
sortimentu genotypu zeli hlavkového véetné novych, modernich odriid a novoslechténi k Foc,

které dosud v literatufe takto komplexné prezentovany nebyly.

VII Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urCena Slechtitelim, semenaiskym firmam a péstitelim zeleniny
(ptedevsim zeli hlavkového), kteti ziskané poznatky prezentované v této metodice budou
vyuzivat v praxi. Vydavatelem metodiky je Ceska zem&délska univerzita v Praze a metodika
bude v elektronické podobé piistupna na webovych strankach Ceské zemédélské univerzity.

Smlouva o vyuziti metodiky bude uzaviena s firmou MORAVOSEED CZ as.

VIII Ekonomické aspekty

Uplatnénim certifikované metodiky lze ocfekavat né€kolik ekonomickych ptinost.
Vybérem vhodného sortimentu odolngjSich odriid, optimalizaci péstebnich podminek (pH,
castecné 1 teplota) a vysSim podilem antagonistickych organismil uplathovanych v zeliniské
praxi muze vést k omezeni skliziovych ztrat zeli hlavkového vlivem fuzariového vadnuti.
Vzhledem k tomu, Ze tato choroba bude do budoucna nabyvat vice na vyznamu, lze o¢ekavat
omezeni skliziiovych ztrat v rozmezi 5 - 8 %. Pfi ro¢ni produkci zeli hlavkového na 57 145
tun, pfi cené produkce 5082,- K¢/1t se jednd o potencidlni ro¢ni tisporu 8,7 — 12,2 mil K¢.

Lze rovnéz ocekéavat zvySeny zajem péstiteli mj. v integrovaném a ekologickém
systému produkce o tyto odriidy nejen u domacich, ale 1 zahrani¢nich odbératelil, coZ povede

ke zvySeni prodeje osiva s deklarovanou vyssi odolnosti k Foc v fadech mil. K¢&.
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