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1. Cil metodiky

Cilem této metodiky je popsat pracovni postupy, v¢. postupt v¢asné detekce zalozené na
pouziti polymerazové fetézové reakce (PCR), pro ochranu zeli ptfed vybranymi druhy bakterii
a hub, presnéji pred druhy Xanthomonas campestris pv. campestris, Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans a Botrytis cinerea. Metodika doporucuje opatieni, ktera pomohou piedchazet a
branit poskozeni uvedenymi fytopatogennimi mikroorganismy.

2. Vlastni popis metodiky
2.1. Uvod

Brukvovitd zelenina patfi mezi nejvyznamngjsi skupiny zeleniny produkované a
se v poslednich letech, tj. 2012-2016, p&stuje na 1230 — 1340 hektarech a celkoveé ho byva ro¢né
sklizeno v rozmezi zhruba 45 — 60 tisic tun pfi praimérném vynosu v rozmezi 35,8 — 47,3 tun
na hektar (Buchtova 2017). Ceska republika je také zemi, kde se zeli $lechti s cilem ziskat nové
ekonomicky vynosnéjsi odriidy, tedy i odridy odolné€jsi vici abiotickym ¢initeliim, chorobam
a Skidcim. Efektivitu produkce zeli ovlifiuje nejen vhodnd vyziva a spravné provedeni
agrotechnickych opatfenich, klimatické podminky v daném roce, ekonomicka situace na trhu
S touto komoditou, ale i mira poskozeni zeli $kodlivymi druhy organismti, v¢. hub a bakterii, a
to jak ve fazi pied sklizni, tak po sklizni.

2.2. Houbové a bakterialni choroby zeli

Rostliny zeli a jejich nasledné skladované hlavky jsou poskozovany riznymi abiotickymi
faktory, ale i viry, viroidy, bakteriemi, houbami a houbam podobnymi organismy (v Sirokém
slova smyslu) a zivoéichy. Nasledujici text je vénovan v CR nejvyznamngj$im mykézam sensu
lato a bakteriozam.

2.2.1. Choroby zpiisobené houbami a houbam podobnych organismy

brukvovitych (= boulovitost kofenti brukvovitych = plasmodioforovd nadorovitost
brukvovitych) vyvolavana druhem Plasmodiophora brassicae (dnes fazena do skupiny
Rhizaria). Na kofenech se vytvari boulovité nadory, které se rozpadaji ptisobenim bakterii. Diky
poskozeni kotent dochazi k omezenému piisunu vody, rostliny jsou nasledné slabsi, vadnou,
listy zloutnou nebo méni barvu do Cervena nebo fialova. V piipadé siln€jSiho napadeni
odumiraji i celé rostliny (Koike et al. 2007, Rod et al. 2005).

Dalsi vyznamnou chorobou zeli je plisen brukvovitych zpiisobovand druhem
Hyaloperonospora parasitica (= Peronospora parasitica). Tento $kodlivy organismus napada
listy mladych i starSich rostlin, pfi¢emz listy Zloutnou, odumiraji a opadavaji. Muze pronikat i
do hlavek a zpisobovat jejich mokrou skladkovou hnilobu (Koike et al. 2007, Rod et al. 2005).

Alternariovou skvrnitost brukvovitych, tj. poSkozeni lista ve formé Sedohnédych,
hnédych az ¢ernych skvrn, nékdy splyvajicich, piipadné zloutnuti, zasychani a opadani listu,
zpusobuji Alternaria brassicae a A. brassicicola. Podobné poskozeni listii (Skvrny s fialovym
lemem) mize zpusobovat druh Mycosphaerella brassicicola (Koike et al. 2007, Rod et al.
2005).



Poskozeni kofentl, Zloutnuti a uvadani listt, stonkti a kofenovych krcka (symptom znamy
jako ¢ernd noha), zaostavani rostliny v riistu, ptipadné hnilobu skladovanych hlavek zptsobuje
houba Leptosphaeria maculans (= Phoma lingam). Kofeny napada i druh Rhizoctonia solani,
ktery zptisobuje zaskrcovani kotfenovych krcki, Cerndni kofenti, vadnuti listth a nékdy i hnilobu
kostalt a hlavek (Koike et al. 2007, Rod et al. 2005).

Kromé vys$e zminénych dvou druhi hub se na padani kli¢nich rostlin podilejii dal$i ptidni
mikroorganismy, oomycety Pythium spp. a Phytophthora spp. ¢i houby Olpidium brassicae,
Botrytis cinerea, Thielaviopsis basicola, Fusarium spp., Verticillium spp.. Typickym
pfiznakem je vodnaténi, ¢ernani a zuzovani kofenového kréku mladych rostlin. Nasledné
dochazi ke sklanéni a hynuti rostlin. V nékterych ptipadech dochézi k hnédnuti nebo ¢ernani
kofenti a nasledné k jejich odumirani nebo k odumirani celych klicka (Koike et al. 2007, Rod
et al. 2005).

Daleko castéji nez bila hniloba poskozuje zeli Seda hniloba, zptisobovana houbou Botrytis
cinerea. Tato hniloba se projevuje piedevsim na skladovanych hlavkach, kde dochazi k
hnédnuti pletiva. Pfitom se vytvaii typicky Sedohnédy pomérné vysoky povlak, tvofeny
hnédym myceliem a konidiofory, z nichz vznikaji jednobunécné konidie, které se dale snadno
§ifi a napadaji rostlinna pletiva. Pfednostné jsou napadany poranéné listy nebo kostaly, u
kterych je snadnéjsi vstup této houby do pletiv rostliny. Houba pteziva na rostlinnych zbytcich
a jeji rozvoj podporuje nizsi teplota, vyssi vzdusna vlhkost a kapky vody na rostlinach. Pti¢inou
poranéni, které umozni rozvoj této hniloby, mtze byt poskozeni zivoc¢isnymi skudci, abiotické
poskozeni (napft. kroupy) a mechanické poskozeni ¢lovékem pii péstovani, sklizni a maniplaci
pti skladovani (Koike et al. 2007, Rod et al. 2005).

Skladované hlavky zeli jsou nejcastéji poskozovany bilou nebo Sedou hnilobou.
V piipadé bilé hniloby dochéazi k vodnaténi, hnédnuti a méknuti pletiv, nasledné k vadnuti a
odumirani celé rostliny. Na spodni ¢asti stonku a hlavky se tvofi bilé mycelium a ¢ernd tvrda
sklerocia. Piivodce této hniloby je houba Sclerotinia sclerotiorum (Koike et al. 2007, Rod et al.
2005).

Rostliny zeli mohou byt kolonizovany také riznymi druhy rodu Fusarium, z nichz taxon
Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans zptsobuje fusariové vadnuti zeli, které se projevuje
zloutnutim, pozdéji zhnédnutim a opadem listl, tmavym aZ hnédym zbarvenim xylému ve
stonku rostlin. Postupné dochazi k celkovému zeZloutnuti, usychani a odumirani celé rostliny.
Myecelium do rostlin vstupuje ptes poranéné kofeny, prordsta cévnim systémem a nepfizniveé
ovliviiuje pratok vody a zivin V pribéhu rastu. Prvni pfiznaky jsou spojeny se zloutnutim
spodnich listli nasledované hnédou nepravidelnou nekrozou okraja listd. Léze se zvétsuji, az
tvoti velké nekrotické oblasti, které vedou k opadu listli. Xylém je zbarven do riiznych odstini
hnédé. Napadené rostliny Zloutnou, sesychaji a asem umiraji. K rozvoji této choroby dochazi
Castéji a rychleji v teplejSich podminkach (24 — 29 °C), nez pii nizsi teploté (zejména pod 16
°C) (Koike et al. 2007).

2.2.2. Bakteriozy zeli

Puvodcem bakterialni ¢erné zilkovitosti brukvovitych je Xanthomonas campestris pv.
campestris. Toto onemocnéni je momentaln¢€ ekonomicky nejvyznamné;jsi bakterialni chorobou
zeli. Bakterie do rostliny vstupuje ptirozenymi otvory nebo poskozenim zptisobenym hmyzem,
jinymi patogeny nebo mechanickym poskozenim. Za optimalnich podminek (vysoké vlhko a
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vrvr

teploty kolem 25 °C) se §ifi xylémem rostlin za tvorby klihovitého polysacharidu xantanu, ktery
spolu s rychle se mnozicimi bunkami vlastni bakterie postupné ucpava cévni svazky. Nasledné,
nejdiive vSak v obdobi 10 — 14 dni po primarni infekci, dochéazi ke tvorbé nekrotickych skvrn
ve tvaru V (listové zilky na fezu Cerné zbarvené) na okrajich listii. Pfi silné infekci ve stadiu
hlavky, jsou na fezu kost'dlem dobie viditelnd Cernd pletiva napadenych cevnich svazk.
Primarni infekci mize pochazet jiz z osiva. V mezinarodni terminologii X. C. pv. campestris
oznacujeme jako tzv. ,,seed born patogen® (pfenosny semeny). Vzhledem k rychlému Sifeni
infekce za idedlnich podminek se za kritické povazuje vyskyt jiz jednoho infikovaného semene
z 10 000 testovanych, ¢emuz odpovida také metodika pro testovani X. c. pv. campestris
doporucovana  organizaci  ISTA  (International ~ Seed  Testing  Association;
https://www.seedtest.org/upload/cms/user/2015-SH-7-019a.pdf). Vzhledem ktomu, ze tato
bakterie muze prezivat po mnoho let na alternativnich hostitelich, jako jsou brukvovité plevely
(napt. kokoska pastusi tobolka (Capsella bursa-pastoris) anebo v poskliziiovych zbytcich, je
mozna primarni infekce pravdé€podobné i z téchto zdroji. Nasledné mohou byt bakterie
kauzalniho patogena rozptylovany v ramci kapek vody pochazejicich z desté anebo horniho
zavlazovani nebo prostfednictvim hmyzich vektorii parazitujicich na porostech. V ptipadé
optimalnich podminek pro X. c. pv. campestris (tzn. v teplych a vlhkych obdobich) se pak
infekce miZe rychle rozsitit po celém produkénim porostu.

Obrazek ¢. 1: Ptiznaky bakteridlni ¢erné zilkovitosti brukvovitych na
listech



Obrazek €. 2: Piiznaky bakterialni cerné zilkovitosti brukvovitych na

fezu kost’alem napadenych rostlin

Dalsi bakterialni onemocnéni nejen u zeli, ale i u dalSich druht zeleniny, je bakteridlni
mekké hniloba. Typickym piiznakem bakterialni mékké hniloby je enzymaticky rozklad
pektinu, ktery je pficinou rozpadu rostlinnych pletiv na kaSovitou hmotu s nepiijemnym
zapachem. Na povrchu hlavky nebo kostalu se objevuji tmavé, postupné postupné Cernajici,
vodou nasdkla rozkladajici se pletiva, ktera postupné meéknou, propadaji se a zapachaji.
Pivodcem bakterialni me&kké hniloby muize byt vice druhti z rodid Pectobacterium a
Pseudomonas, pficemz nejcastéji ji zpusobuji Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (dfive Erwinia carotovorum subsp. carotovorum), Pseudomonas marginalis pv.
marginalis, P. viridiflava a P. syringe pv. maculicola. Tyto bakterie se $ifi hmyzimi vektory
(napf. v Gstnim ustroji kvétilek nebo pochmurnatky mrkvové), vodou, nafadim apod. a do
rostlin pronikaji pfedev§im v mistech poSkozeni, ale i pfirozenymi vstupnimi otvory. Pribéh
onemocnéni je silné zavisly na pocasi, idedlni podminky pro $ifeni choroby jsou vlhko, mlha,
destivo pii chladnéj$im pocasi. V ptipad¢ ptiznivych klimatickych podminek mlize zptisobovat
velké hospodarské ztraty. Pii skladovani je dulezité zabranit pienosu bakterie na fezacich
nastrojich nebo na rostlinnych zbytcich v pouzivanych zasobnicich a zajisténi skladovacich
podminek nevhodnych pro $ifeni bakterie. Ochrana spo¢iva predev§im ve vybéru odolnéjsich
odrud (Rimmer 2007).

2.3. Charakteristika zajmovych $kodlivych mikroorganismu
2.3.1. Charakteristika taxonu Xanthomonas campestris pv. campestris

Bakterie Xanthomonas campestris pv. campestris (McCulloch) Dye infikuje $irokou
Skalu rostlin z Celedi brukvovitych (Brassicaceae), mezi které patii napiiklad zeli, kvétak,
brokolice, fedkve nebo husenic¢ek. Tato bakterie je tedy hospodaisky vyznamnym patogenem
(Williams, 1980). Jeji klasifikace prochazi neustalym vyvojem. Diive byly jednotlivé druhy



v ramci rodu Xanthomonas klasifikovany na zakladé DNA-DNA hybridizace, coz vedlo
k vy¢lenéni vyhradné vaskularniho patogena X. c¢. pv. campestris jakozto taxonu zptusobujiciho
bakteridlni ¢ernou zilkovitou brukvovitych a dalSich taxoni, které zpisobuji vaskularni nebo
listové symptomy jako je X. C. pv. aberrans, X. c. pv. armoraciae, X. c. pv. barbareae, X. c.
pv. incanae a X. c. pv. raphani. Toto taxonomické roz¢lenéni vSak nadale podléha dalsim
navrhim na zmeény, coz prehledné prezentovano v praci napt. Vicente et Holub (2013).
Aktualné nejvice ptijimané d€leni (na 14 patovart) je na strankdch EPPO (European Plant
Protection Organisation), konkrétné na adrese https://gd.eppo.int/taxon/IXANTG.

Z hlediska morfologie se Xanthomonas c. pv. campestris fadi mezi gram-negativni,
striktné aerobni bakterie ty¢inkovitého tvaru s rozméry 0,4 — 0,6 um x 1,0 — 1,8 um. Tento druh
nevytvaii spory a je pohyblivy prostfednictvim jednoho biciku. Preferuje zésaditéjsi prostiedi,
optimalni pH se udava v rozmezi 6 - 8, je ale schopna ptezivat v pH od 5,2 do 10,5 (Gorner et
Valik; 2004).

Kamoun et al. (1992) rozdélili X. c. pv. campestris do péti ras dle reakce kultivart
Brassica rapa a B. juncea na umélou infekci studovanymi izolaty. Vicente et al. (1998) navrhli
zmény v uspotradani rasové struktury na zakladé modelu gen proti genu, kdy byly do testovani
reakci zatazeny dal$i kultivary druhd B. oleracea a B. carinata. Tento model vedl k rozliseni
Sesti ras. Pozd¢ji bylo rozpoznano dalsich pét ras (Fargier et Manceau 2007; Jensen et al. 2010;
Cruzetal. 2017). V soucasnosti je uznavana existence 11 ras a z nich jsou rasy 1 a 4 celosvétoveé
nejrozsitené]si (Taylor et al., 2002; Vicente et Holub, 2013). Piehled diferenciacnich genotypt
Brassica spp. a jejich reakci na napadeni jednotlivymi rasami je uveden v Tab. ¢. 1.

Tab. ¢. 1: Rozliseni ras Xanthomonas campestris pv. campestris na zakladé jejich reakci na
vybranych genotypech rodu Brassica (model dle Vicente et al., 2001; Fargier et
Manceau, 2007; Jensen et al., 2010; Cruz et al., 2017)

Hostitel Cislo rasy Xanthomonas campestris pv. campestris
1 2 3 4 5 6| 7 89|10 |11
Wirosa F1' (B. oleracea) | + | (¥)/[+| + + + + | + |+ |+ + |+
"Just Right Hybrid
. + + + - + + |+ |+ - + +
Turnip' (B. rapa)
‘Seven Top Turnip' N ] . . o a e | ] ]
(B. rapa)
P1199947 (B. carinata) - + - -[+ + + |+ | -] - + +
'Florida Broad Leaf
, . - + - - + |+ - - - - +
Mustard' (B. juncea)
‘Miracle F1' (B.
+ | -+ | -+ + - + |+ | -] - + +
oleracea) i) | -+

Vysvétlivky: + nachylnost, (+) niz$i nachylnost, - rezistence, * pii pouziti riiznych izolati se muze lisit


https://gd.eppo.int/taxon/1XANTG

2.3.2. Charakteristika Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans

Houby znamé pod oznacenim Fusarium (Celed” Nectriaceae, fad Hypocreales, tiida
Sordariomycetes, podkmen Pezizomycotina, kmen Ascomycota) patii dnes do cca deseti
piibuznych rodt. Nejvyznamnéjs$im z té€chto rodt jsou rody Fusarium a Neocosmospora. Druhy
z tohoto rodu patii z hlediska zeméd€lstvi k nejvyznamnéj$im, protoze mohou zpiisobovat
choroby riznych hospodarsky vyznamnych rostlin, pficemz v sou¢asnosti jSOU na prvnim misté
z tohoto hlediska obiloviny. Mohou také produkovat mykotoxiny, které snizuji kvalitu nebo
dokonce znehodnocuji nekteré zemédelské produkty. Dnes je v této skupiné znamo okolo 200
druht a stéle jsou rozpoznavany dalsi, pficemz o mnohych dfive popsanych taxonech se hovofi
jako o komplexech druhti (Fusarium fujikuroi species complex, Fusarium graminearum species
complex, Fusarium oxysporum species complex, Fusarium solani species complex). Typickym
znakem této skupiny hub jsou vicebunééné hyalinni makrokonidie tvaru bananu, ale kromé toho
nékteré druhy také vytvareji hyalinni mikrokonidie a chlamydospory (Kirk et al. 2008, Leslie
et Summerell 2006).

Druh Fusarium oxysporum Schitdl. patii mezi nejznaméj$i druhy z tohoto rodu a v
minulosti bylo v ramci tohoto druhu popséno velké mnozstvi nizsich taxonomickych jednotek,
predevsim formae speciales a variet. Tento druh patii mezi tzv. $iroké taxony a vyskytuje se
velmi Casto v pid¢ a rostlinach, u nichz zpusobuje vadnuti a hniloby kofenti riznych druht
ekonomicky vyznamnych rostlin. Dnes se ukazuje, ze nékteré z téchto formae speciales mohou
byt skuteénymi druhy. Na druhou stranu se také ukazuje, Ze mnohé z formae speciales nemaji
monofyleticky piivod, coz znamena, Ze to, co vypada jako jedna forma specialis, ve skutecnosti
vzniklo vicekrat nezavisle na sobé a kmeny fazené do tohoto taxonu si nejsou tak ptibuzné, jak
by se mohlo zdat na prvni pohled. Vétsi rozdily nez ve vztahu k hostitelské rostliné a morfologii
mohou byt v jinych vlastnostech (Fourier et al. 2011, Kirk et al. 2008, Aoki et al. 2014).

V ramcirodu Fusarium zpusobuje poSkozeni brukvovitych rostlin taxon Fusarium
oxysporum f. sp. conglutinans (Wollenw.) W.C. Snyder & H.N. Hansen, ktery je dnes dale
¢lenén do 4 — 5 ras, které se vzajemné 1i8i schopnosti napadat riizné druhy hostitelskych rostlin.
Rasa 1 napadé rGzné druhy brukvovitych vcetné fedkvicky. Rasa 2 je schopnd napadnout
fedkvicku a nckteré jiné brukvovité, ale neni schopna zplsobit onemocnéni plodin druhu
Brassica oleracea a nékdy se tato rasa povySuje na uroven samostatné forma specialis, a to F.
0. f. sp. raphani J.B. Kendr. & W.C. Snyder. Rasy 3 a 4 napadaji rostliny z rodu Matthiola.
Rasa 5 byla popsana v osmdesatych letech v USA jako novy patotyp F. 0. f. sp. conglutinans
schopny napadat zeli. F. 0. f. sp. conglutinans zpusobuje fusariové vadnuti a zloutnuti rostlin
(angl. Fusarium wilt, Fusarium yellows). Napadeni se projevuje zloutnutim, pozdé&ji
zhnédnutim a opadem listd, a tmavym aZz hnédym zbarvenim xylému ve stonku rostlin.
Postupné dochazi k celkovému zezloutnuti, uschnuti a odumirani celé rostliny. Do rostlin
vstupuje pies poranéni kofenti a v prib&hu ristu nepfizniveé ovliviiuje cévni systém snizenim
pratoku zivin a vody. Prvni pfiznaky jsou spojeny se zloutnutim spodnich listii nasledované
nepravidelnou, hnédou nekrézou okrajti listh. Léze se zvétsuji, az tvoti velké nekrotické oblasti,
které vedou k opadu listi. Xylém je zbarven do riiznych odstinti hnédé. Napadené rostliny
zloutnou, sesychaji a Casem umiraji. K rozvoji této choroby dochazi castéji a rychleji
Vv teplejSich podminkach (24 -29 °C) nez pii nizsi teploté (zejména pod 16 °C) (Koike et al.
2007).



Kolonie na bramborovo — dextrézovém agaru (PDA) pii teploté 25 °C fidké az plstnaté,
30 - 56 mm velké (po 4 dnech), bil¢, n€kdy s nadechem barvy broskve. Revers Zlutavy nebo
nacervenaly. Konidiofory nevétvené nebo vétvené, Konidiogenni buniky monofialidické,
hyalinni, cylindrické, na konidioforech. Makrokonidie fidce u nékterych kmenti, 3 - 5-bunécné,
hyalinni, vietenovité nebo slabé zaktivené, 26 — 53 um X 3,0 — 4,5 um velké vznikajici na
vzdusném myceliu. Mikrokonidie hyalinni, jednobunécné (vzacné dvoubunééné), elipsoidni az
cylindrické, 5 -12 pm x 2,5 - 3,5 um velké. Chlamydospory na hyfach nebo konidiichhyalinni,
hladké nebo drsné, soliterni nebo v fetizku po dvou nebo tiech, kulovité nebo skorokulovité,
4,5 — 15 um velké (Leslie et Summerell 2006, Domsch et al. 2007, Samson et al. 2004).

Obrazek ¢. 3: Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans - makrokonidie

Obrazek ¢. 5: Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans - chlamydospora

Obrazek ¢. 4: Fusarium oxysporum
f. sp. conglutinans - mikrokonidie
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Obréazek ¢. 6: Fusarium oxysporum f. sp.  Obrazek ¢. 7: Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans — kolonie na bramborovo —  conglutinans — kolonie na bramborovo —
dextrozovém agaru po 4 dnech dextrozovém agaru po 10 dnech

2.3.3. Charakteristika druhu Botrytis cinerea

Houby rodu Botrytis (dfive také znamé pod rodovym jménem Botryotinia, celed
Sclerotiniaceae, fad Helotiales, tfida, Leotiomycetes, podkmen Pezizomycotina, kmen
Ascomycota) patii k taxonim vyznamné poskozujicim hospodaisky dulezité rostliny, a to
predevsim ty, které vytvareji plody s vyS$$im obsahem vody nebo maji duznaté listy. Houby
tohoto rodu jsou zndmy a zaznamenavany V nepohlavni form¢, ktera se vyznacuje hnédym
vzpifimenym mononematosnim vétvenym konidioforem, ktery na konci vytvaii nadufelé
konidiogenni bunky, znichz se tvoifi hnédé jednobun&tné konidie. Plodnice jsou typu
apothecium se stopkou, Vv nichz se vytvaieji osmisporova valcovita viecka. V soucasné dobg¢ je
popsano v ramci tohoto rodu okolo 30 druhd, z nichz se vétSina vyskytuje na izkém druhovém
spektru hostitelskych rostlin. VSeobecné jsou tyto druhy patogeny nebo endofyty rostlin nebo
se vyskytuji jako saprotrofové na rostlinnych zbytcich nebo piipadné v pudé (Domsch et al.
2007).

Druh Botrytis cinerea Pers. je nejznaméjsim z tohoto rodu a podle soucasnych poznatkt
se jedna o komplex druht, vyskytujici se na Sirokém spektru hostitelskych rostlin. Kolonie na
ovesném agaru (OA) pfi teploté 20 °C jsou 50 — 60 mm velké (po 10 dnech), vysoké, tvorené
zpocatku hyalinnim, pozdéji hnédym myceliem, z né¢hoz se vytvari hnédé konidiofory, které
jsou az 2 mm vysoké a 15 — 30 um Siroké. Na konci konidiofori vznikaji nadufelé konidiogenni
buiiky, zZ nichZ se na kratkych zubech tvoii hnédé jednobunécéné konidie. Konidie obvejcite,
svétle hnédé, hladkosténné, 8,0 — 14 x 6,0 — 9,0 um velké. V kultute se nékdy vytvari stadium
typu Myrioconium, které se vyznacuje kulovitymi hyalinnimi mikrokonidiemi, velkymi 2,5 — 3
um. Nékdy se v kulturach vytvaii cerna tvrda sklerocia o velikosti do 12 mm (Domsch et al.
2007, Samson et al. 2004).
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Obra_izek ¢. 8: Bo_tr)_/tis Obrazek ¢&. 9: Botrytis cinerea — konidie vznikajici
cinerea — konidie Z konidiogenni buniky

Obrazek ¢. 11: Botrytis cinerea —
konidiofor s konidiogennimi
hlavicemi a skupinou konidii

Obrazek ¢. 10: Botrytis cinerea —
konidiofor s konidiemi
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Obrazek ¢. 13: Botrytis cinerea — kolonie
na ovesném agaru po 14 dnech

Obrazek ¢. 12: Botrytis cinerea — kolonie

na ovesném agaru po 10 dnech
S vyvinutymi konidiofory

2.4. Identifikace a detekce zajmovych Skodlivych mikroorganismii
2.4.1 ldentifikace a detekce Xanthomonas campestris pv. campestris

Pro spravnou identifikaci a detekci bakterie Xanthomonas c. pv. campestris je nutné
disponovat rutinni diagnostickou a kvantifika¢ni metodou. Pro splnéni téchto cilti predstavuje
metoda Real Time PCR velmi dobfe vyuzitelny nastroj. Vyznamnou vyhodou je moznost
kvantifikace DNA, ktera v ramci PCR funguje jakozto cilovy templat. Vyuziva se pfitom faktu,
ze narust mnozstvi amplifikované DNA v reakéni smési na jistou mez je pfimo Umeérny
vstupnimu mnozstvi templatové DNA.

Jako nejvhodnéjsi je detekovat gen Zur (Zinc uptake regulator), protoze Zur je znac¢né
konzervativnim genem pro X. ¢. pv. campestris a protoze produkt genu Zur je pravdépodobné
nezbytny v metabolickych drahach této bakterie. Detailné popsano v metodice Eichmeier et al.
(2017). Pro ovéteni detekce je vhodné pouzit také primerovy par DLH120/DLH125 pro
amplifikaci genu hrpF (Berg et al., 2005) pii amplifikaci klasickou PCR za vyuziti separace a
vizualizace produktu na agar6zovém gelu (Eichmeier et al., 2017).

Postup izolace X. campestris pv. campestris z hlavek zeli do ¢isté kultury:

Vzhledem k riznym moznym scénaitim pro zacatek infekce a Sifeni X. . pv. campestris
Vv rostlinach zeli (z pole, osiva, kapkami desté ¢i zavlahy, pfenos hmyzem aj.) je pro ziskani
komplexniho obrazu o vyskytu tohoto taxonu bakterie v testované rostliné vhodné odebirat
vzorky z riiznych casti rostliny. U plné vyvinutych hlavek je to napi. odbér ze tii Casti, a to
z koStalu, vnitinich listh a vngjSich listd. Pfi odbéru jsou z jednotlivych cCasti vyfezany
Ctvercové vyseky, optimalné z prechodu zdravého a nekrotického, pletiva o rozmérech 4 x 4
mm (6 vysekl z kazdé casti rostliny), které jsou nasledné dezinfikovany v 2% roztoku
chlornanu sodného a promyty dvakrat ve sterilni destilované vod¢. Takto oSetfené vyseky pletiv
jsou umistény na Petriho misky s Nutrient agar No. 2 nebo Mueller-Hinton agar (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, USA). Nasledn¢ probiha kultivace na Petriho miskach pii 25 °C ve tmé.
V ptipad¢ ptitomnosti X. C. pv. campestris lze ocekavat za 3 — 5 dni nartst typickych
nazloutlych kultur této bakterie. Optimalni je zaroven nakultivovat si tuto bakterii na stejném
agarovém zivném mediu za stejnych kultivacnich podminek jako pozitivni kontrolu nebo mit
dobrou obrazovou dokumentaci o vzhledu kolonii vyrostlé za stejnych podminek. V piipadé
pochyb o taxonomickém zafazeni daného izoldtu je mozZné provést jeho identifikaci
prostfednictvim specifické PCR anebo sekvenace vybraného tiseku genomu (16S rDNA, ITS)
a porovnani ziskané sekvence se standardem pro X. €. pv. campestris (ptehled uveden
v publikaci Vicente et Holub, 2013).

Obrazek ¢. 14: Xanthomonas campestris pv.
campestris — kolonie na Mueller-Hinton
agar po 48 hodinach

Odbér vzorkt a izolace DNA

V piipadé detekce X. c. pv. campestris pomoci molekularné¢ — genetickych metod neni
termin odbéru limitujicim faktorem, pokud je patogen v pletivech pfitomen, popisované
postupy jsou schopny jej detekovat. Ve vegetacnim obdobi je vhodné odebirat listy se
symptomy, jako jsou ¢erné nekrozy (Casto ve tvaru V). K homogenizaci je vhodné pouzit 0,05
g vzorku (listu), u osiva je lepsi pouzit 0,025 g kvuli obsahu inhibiénich latek. Optimalni je
rostlinny material co nejrychleji dopravit do laboratofe, tak aby byl co nejéerstvéjsi a byl by
v dobrém stavu, kde je z n&j ihned izolovana DNA. Pfipadné je mozné material pied izolaci
DNA kratkodob¢ uchovavat (6 — 8 dni) pii teploté 3 —5 °C, po delsi dobu je vhodné&jsi skladovat
pii teploté -80 °C. Pro ziskdni DNA v dostateéné kvalité a kvantité se doprucuje vyuzit
komercné dostupny Kit, napft. kit NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko).
Mnozstvi ziskané DNA se pfi izolacich z listii brukvovitych pohybuje v rozmezi 500 — 1000
ng/ml. Pro dal$i postup je vhodné, aby se v piipadé vysSich koncentraci izolovana DNA
z jednotlivych vzorkt nafedila na pracovni koncentraci 500 ng/ml. Takto ptipravena DNA je
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piipravena k okamzitému pouziti. Kratkodobé je mozno skladovat izolovanou DNA pfi teploté
-20 °C a dlouhodobeé pii teplote -80 °C.

PCR detekce genu hrpF a Real Time PCR detekce genu Zur

Reakéni mix pro PCR o celkovém objemu 20 pul (véetné DNA) ptipravitz 11,85 ul vody
(¢istota HPLC); 4 ul 5x GoTaq Flexi Buffer pro polymerazu (Promega, Madison, USA); 1,2 ul
25mM MgCl2 (Promega, Madison, USA); 0,5 ul 10mM smési dNTPs (MClab, San Francisco,
USA); 1,25 U GoTaq G2 Flexi DNA polymerazy (5 U/ul) (Promega, Madison, USA); 1 ul
10uM kombinace primerd DLH120/DLHI125 (sekvence a dalsi informace viz Tab. ¢. 2) a
nakonec pridat 2 ul zkoumané DNA. Pro amplifikaci se pouzivaji teploty 94 °C / 5 minut, 40
cykla: 95 °C /40s, 63 °C /40s, 72 °C / 40 s a finalni krok 72 °C po dobu 7 minut pro primery
skupiny DLH.

Tab. ¢. 2: SloZeni reak¢éni smési pro kvantifikaci detekce Xanthomonas campestris pv.
campestris pomoci Real Time PCR zalozené na na genu Zur

Reagencie Objem Konec¢na koncentrace
kit 2x HoTaq Real-Time PCR kit
. 10,00 pl 1x

(MClab, San Francisco, USA) SR
H>0 (HPLC C(istota) 6,00 ul
primer Zurl-CAE-rev
10 uM 0,8 pl 0,4 uM
primer Zur2-EAC-fwd
10 uM 0,8 ul 0,4 uM
TagMan sondy Zurl-TP
10 uM 0,4 ul 0,2 uM
T latova DNA

emplatova 2ul 20 ng
10 ng/ ul
CevlkO\Z}'/ objem ’ 20 4l
(vCetné DNA templatu)

Pro amplifikaci v pfistroji pro Real Time PCR pouzit teploty 94 °C / 5 minut, 35 cyklu:
95°C/40s,54 °C/40s, 72 °C / 40s a finalni teplota 72 °C po dobu 7 minut. Pfi vyvijeni postupu
byl pouzitym ptistrojem Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Mortlake, Australia).
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Tab. ¢. 3: Sekvence oligonukleotidi a velikosti findlnich PCR produkti

Primer nebo Sekvence ve sméru 5-3 Cileny gen Velikost
sonda produktu (pb)
DLH120 (Berg | CCGTAGCACTTAGTGCAATG Hypersensitive 619

et al., 2005) reaction and

pathogenicity
gene cluster
DLH125 (Berg | GCATTTCCATCGGTCACGATTG | Hypersensitive 619
et al., 2005) reaction and
pathogenicity
gene cluster

Zurl-CAE-rev | AGGCGACGAAGGCATTGA Zinc uptake 142
regulator
Zur2-EAC- CAAACCGGTCAAGGCCTA Zinc uptake 142
fwd regulator
Zurl-TP FAM- Zinc uptake
CGCTGGATTTTTTGATTGG- regulator
BHQ

2.4.2. Identifikace a detekce Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans

Pro zjisténi vyskytu Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans je mozné provést detekci
ptimo pomoci specifickych primert (viz niZe) v substratu anebo, pokud je potieba ziskat kmen
tohoto taxonu, je tfeba kmen vyizolovat ze substratu.

Pro rychlou a spolehlivou identifikaci a detekci formae speciales druhu Fusarium
oxysporum je mozné pouzit pouze molekularni metody. Alternativou je inokulace spektra
potencialnich hostitelskych rostlin a nasledné zjisténi, zda se objevuji charakterické symptomy,
ale je to zplisob pomaly a ne zcela spolehlivy. Identifikace formae speciales pomoci
morfologickych a fyziologickych znakl neni moZna.

Pfi izolaci hub z rodu Fusarium, v¢. F. o. f. sp. conglutinans, z rostlinného materialu je
nejprve vzorek o€istén pod tekouci vodou, odebran kus listu, stonku nebo kofene o délce 3 — 5
cm. Odebrany vzorek je povrchové sterilizovan (70% etanol — 1 min, 10% NaCIlO — 3 min.,
70% etanol — 30 s, sterilni voda — 15 s) a poté jsou sterilné roziezany skalpelem na segmenty o
velikosti 3 —5x 3 —5x 1 -2 mm. Segmenty jsou po péti rozmistény na PCNB agaru v 90 mm
Petriho miskach a inkubovany pii teploté¢ 22 °C. Po 2 — 3 tydnech jsou vyrostlé kolonie
prohlizeny a podezielé kmeny Fusarium jsou odizolovavany do Cistych kultur. Ziskané Cisté
kultury jsou identifikovany dle nize uvedeného PCR testu.

Detekce Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans pomeoci PCR testu

Tento protokol byl vyvinut pro detekci F. o. f. sp. conglutinans v rostlinnych pletivech a
pude. PCR je provadéna s oligonukleotidovymi primery pgnlF a pgnlR specifickymi pro
uvedeny taxon (Salava 2017). PCR test je zacilen na gen pro endopolygalakturonazu (pgl).
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Ptimy (pgnlF) a reverzni (pgn1R) oligonukleotidovy primer jsou odvozeny ze sekvenci pgl F.
o. f. sp. conglutinans ziskanych z GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/),

pgnlF 5'- GACGAGTAGCTTGAAGGAGGGAG - 37

pgnlR 5'- GAGCACGCGACATATCAACCT - 37

Délka amplikonu (vcetné sekvenci primertt) je 263 bp.

Extrakce DNA

DNA z rostlinnych pletiv a z mycelia hub (kontroly extrakce) se izoluje pomoci DNeasy
Plant Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) podle doporuceni vyrobce. Celkova padni
genomova DNA se izoluje spouzitim PowerSoil DNA Isolation Kit od firmy MO BIO
Laboratories, Inc. (Carlsbad, USA) podle protokolu doddvaného vyrobcem bez jakékoliv
modifikace.

Polymerazova fetézova reakce
Tab. ¢. 4: Slozeni reakéni smési pro detekei Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans

Reagencie Objem Konec¢na koncentrace
H20 pro PCR 20,05 ul
PCR pufr s MgCl>*
10 x, 20 mM MgCly 2,5 ul 2 mM MgCl>
Smés nukleotidii oy .
20 MM 0,25 ul 0.2 mM kazdy nukleotid
Primer pgnlF
10 uM 0,4 ul 0,16 uM
Primer pgnlR
10 uM 0,4 ul 0,16 uM
Taq DNA polymeraza
4 ul 1
25U/ ul 041 Y
Templatova DNA Il
40 ng
Cevlkoxjy objem ’ 254l
(vCetné DNA templatu)

Vysvétlivky: *Pufr: Tris-HCI (pH 9.0) 750 mM, (NH4)2S04 200 mM, Tween 20 0.1% (v/v)

Podminky PCR: Po pocatecni inkubaci 5 minut pti 94 °C nasleduje 30 cykla 30 sekund
95 °C, 20 sekund 62 °C a 45 sekund 72 °C a zavére¢né prodluzovani primert 5 minut 72 °C.

PCR test byl optimalizovin pro AmpONE™ Tag DNA polymerase (Geneall
Biotechnology Co., Ltd., Seoul, Korea).

PCR amplikon je detekovan po agarozové elektroforéze s vhodnym markerem
molekulové hmotnosti pomoci fluorescencnich barviv pro vizualizaci DNA, napt. ethidium
bromid a UV transiluminatoru.
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Dilezité informace o testu
Kontroly

Pro ziskani spolehlivych vysledkii testu by kazda amplifikace cilové DNA méla
zahrnovat nasledujici vnéjsi kontroly:

e Negativni kontrolu amplifikace (NKA) pro vylouCeni falesn€¢ pozitivnich vysledka
v dusledku kontaminace béhem piipravy reakéni smeési: sterilni destilovana voda pouzité pti
ptipravé reakéni smési.

e Pozitivni kontrolu amplifikace (PKA) pro kontrolu tuc¢innosti amplifikace: DNA
referencniho kmenu F. 0. f. sp. conglutinans ze spolehlivého zdroje (napt. Naktuinbouw
R&D) ve sterilni destilované vodé nebo pufru pro uchovavani DNA.

Interpretace vysledkt PCR:
Provéfeni kontrol:

e NKA by neméla produkovat zddné amplikony.

e PKA by méla produkovat amplikony dlouhé 263 bp.

Kdyz jsou tyto podminky splnény:

e Test je povazovan za pozitivni, kdyz jsou produkovany amplikony dlouhé 263 bp.

e Test je povazovan za negativni, kdyz nejsou produkovany zadné amplikony, nebo jsou-li
produkovany amplikony odlisnych délek.

e Testy by mély byt opakovany v ptipadé, ze jsou ziskany jakékoliv rozporupIné nebo nejasné
vysledky.

2.4.3 ldentifikace a detekce Botrytis cinerea

Zjistit vyskyt druhu Botrytis cinerea v substratu je mozné detekci pfimo pomoci
specifickych PCR primerd (Rigotti et al. 2002): nebo Real Time PCR (Anonymus 2016,
Anonymus 2018) anebo pokud je potieba ziskat zivy kmen tohoto druhu, provede se izolace ze
substratu v in vitro podminkach.

Pfi izolaci druhu B. cinerea z rostlinného materialu (v¢. rostlinych zbytkd) je nejprve
vzorek ocistén pod tekouci vodou, odebran kus listu, stonku nebo kotene o délce 3-5 cm.
Odebrany vzorek je povrchové sterilizovan (70 % etanol — 1 min, 10% NaClO — 3 min., 70%
etanol — 30 s, sterilni voda — 15 s) a poté jsou steriln¢ roziezany skalpelem na segmenty o
velikosti 3 -5 x 3 -5 x 1 —2 mm. Segmenty jsou po péti rozmistény na 2% sladinovém agaru
a inkubovény pfi teplot¢ 20 °C. Po 2 — 3 tydnech jsou vyrostlé kolonie prohlizeny a
zaznamenané kmeny B. cinerea jsou odizolovavany do Cistych kultur. Jiny druh nez B. cinerea
z rodu Botrytis neni ze zeli znam, takze identifikace neni problematicka.

2.5. Ochrana zeli pred §kodlivymi mikroorganismy

Proti onemocnénim lze bojovat riznymi opatfenimi, a to jednak péstovanim rezistentnich
odrud, vhodnou agrotechnikou pii péstovani a sklizni, pouzitim chemickych nebo
bioracionalnich pesticida a biologickou ochranou.
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2.5.1. Vyuziti nanodastic stfibra k eliminaci bakterie Xanthomonas campestris pv.
campestris v osivu rostlin z ¢eledi brukvovitych

Jednou z potencialnich moznosti ochrany osiva zeli pied X. ¢. pv. campestris je vyuziti
nanocastic. Za nanocastice povazuje Borm et al. (2006) castice s rozméry od 1 do 100 nm,
ptfi¢emz jejich vlastnosti se 1ii v zavislosti na materialu, ze kterého jsou vytvoreny, na velikosti,
tvaru a na vlastnostech povrchu. Vyuziti nanocastic v prumyslu a pii vyrobé¢ komercnich
produkti zaznamenavd v poslednich letech velky narist. Porozuméni interakénim
mechanizmiim na molekularni trovni mezi nanoc¢asticemi a biologickymi systémy je vSak stale
nedostatecné (Barrena et al. 2009). Soucasné s timto trendem jsou nalézany nové cesty vyuziti
nanocastic, nicméné mnohé z nich jsou stale ve fazi testovani (Ngomsik et al. 2005, Uheida et
al. 2006).

Jednou z vyuzitelnych vlastnosti nékterych kovovych nanoc¢astic v ochrané rostlin je
jejich antibakteridlni aktivita. Pfedpokladd se, Zze ucinnost nanocastic proti bakteriim je
zalozena na naruSeni funkce bunécné stény (Ahmed et al. 2016). Antibakteridlni vlastnosti
stiibrnych nanocéstic jsou hojné vyuzivany naptiklad pii vyrobé obvazovych materidld,
cévnich néhrad, protéz apod. Podobné¢ t¢inky maji také nanocéstice na bazi médi (Giannousi et
al. 2013) nebo nanocastice zalozené na oxidu titanicitém (Paret et al. 2013). Naproti tomu je
tieba brat v potaz, Ze napi. kovové nanocastice oxidl zinku se pii jistych koncentracich ukazaly
jako inhibi¢ni v riznych vyvojovych stadiich rostlin, jako je kli¢eni semen a prodluzovani
kotene (Hrdinova 2011). Déle je nutné brat v ivahu, ze antibakterialni uc¢inek jednotlivych
nanocastic neni univerzalni a z hlediska u¢innosti zde existuje pro dany druh patogenu
vyznamna specifi¢nost dand konkrétnim typem nanocéstic, jejich velikosti a koncentraci.
Vyhodou pouziti nanocastic stiibra v roztoku rozpoustédla je relativné nizkd cena,
jednoduchost piipravy a také jednoducha aplikace.

Semena jsou umisténa do disperze nanoc¢asticemi stiibra (colodial solution AgNPs 9 nm,
NPIN Celichovski/Grobelny, Lodz University) v piislusném rozpoustédle (reference solution
dor NPIN 8bd colloidal soulution of AgNp size 9 nm, NPIN Celichovski/Grobelny, Lodz
University) v mnozstvi 1 g semen na 100 ml piipravku a vysledna suspenze je dale umisténa na
ttepacku a pii otackach do 350 ot.min™ po dobu alespon jedné hodiny. Poté jsou semena
osusena v tenké vrstvé, naptiklad za pouziti filtraéniho papiru. Koncentrace stfibrych
nanocastic o rozmérech 9 nm Vv pfipravku je 100 ppm, pfi niZ jsou zajiStény dostate¢né
antibakterialni ucinky pfipravku pii splnéni podminky aplikace pfipravku na semena na
trepacce po dobu alespon jedné hodiny.

Vysoké koncentrace nanocastic nad 1000 ppm nejsou vhodné z divodu mozné
fytotoxicity pii vyssi koncentraci stiibra, nizké koncentrace pod 75 ppm naopak nezajistovaly
dostate¢nou Gc¢innost piipravku proti bakterii Xanthomonas c. pv. campestris. Dilezity je také
rozmér nanocastic, pii testovani vétSich nanocastic (19, 35 a 61 nm) neni elimina¢ni ucinek
vici X. ¢. pv. campestris vyrazny nebo zadny. Naopak pfi velikostech nanocastic mensich nez
9 nm muze byt vysoky inhibi¢ni G¢inek vici X. c. pv. campestris doprovazen nezadoucimi
fytotoxickymi u€inky na oSetfend semena.

Utinnost nano¢astic je hodnocena na zakladé kvantifikace mnozstvi DNA X. c¢. pv.
campestris v kli¢nich rostlinach vzeslych z uméle infikovanych semen po jejich oSetieni
riznymi variantami nanocastic. Pro zjiStovani pfitomnosti X. c. pv. campestris v kli¢nich
rostlinach je pouzita metoda fungujici na bazi detekce vybraného useku DNA typického pro
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tento druh bakterie po jeho pfedchozim namnozeni v ramci PCR (postup popsany v kapitole
2.4.1). Na zaklad¢ doby nastupu detekcniho signalu od zacatku analyzy, tzv. Ct hodnoty, ktera
V nepiimé uméfe odpovida mnozstvi detekovanych usektt DNA ve vzorku, jsou jednotlivé
varianty hodnoceny z hlediska obsahu X. c¢. pv. campestris a u oSetienych variant také z hlediska
miry G¢innosti nanocastic stiibra o velikosti 9 nm v zavislosti na dobé ptisobeni a koncentraci
v aplikovaném roztoku.

Z vysledki uvedenych v tabulce ¢. 5 je vidét, ze nejucinnéjsi pro eliminaci
X. ¢. pv. campestris jsou praveé varianty rostlin vzeslé z osiva oSetfeného nanocasticemi o
koncentraci 100 ppm, pii¢emz po inkubaci po dobu jedné ¢i dvou hodin s touto koncentraci
neni tento druh bakterie viibec detekovan. Kli¢ni rostliny nevykazovaly prikazné poskozeni
fytotoxickym plisobenim nanocastic.

Tabulka ¢. 5: VIiv koncentrace a délky oSetfeni nanocasticemi stiibra na potadi cyklu v
piistroji pro Real Time PCR (RT), v némz je zjiSténa pfitomnost DNA
Xanthomonas campestris pv. campestris v rostlinach zeli vyrostlych z osiva
oSetfeného nanocasticemi

Doba inkubace Koncentrace NPs (ppm) Ct (pramérné potadi cykli)
100 0
] 20 19,56
1 hodina
2 21,74
0 21,32
100 o0
] 20 22,17
2 hodiny
2 21,17
0 21,06
Pozztnim 1,<0ntrolva, —.seme:na 0 715
neosetrena nanocasticemil

Vysvetlivky: NPs — nanocastice stiibra;
Pozn.: Pi vyssi koncetraci DNA X. ¢. pv. campestris dojde k zjisténi této DNA pfi cyklu s niz§im pofadovym
¢islem a opacné.

Postup je tedy mozné doporucit pro rutinni piedsetovou upravu osiva u velkoproducenti
brukvovitych zelenin a také jako preventivni 1 kurativni nastroj pro eliminaci patogenu X. c. pv.
campestris v osivu, popiipadé snizeni jeho vyskytu u Slechtitelskych firem, které osivo zeli
hlavkového produkuji a obchoduji s nim. Tim je mozné hned pied distribuci do prodeje zarucit
kvalitu osiva. NavrZzeny postup je navic mozno vyuzit uvniti Slechtitelskych firem v ramci
procesu odstrafiovani X. c. pv. campestris z osiva slechtitelsky vyznamnych linii.
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2.5.2. Vyuziti esencialnich oleji pii ochrané zeli pied Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans a Botrytis cinerea.
Ptedevsim v posledni dob¢ je pfi ochrané rostlin zvySeny zdjem pouzivat prostiedky,
které co nejméné poskozuji zivotni prostfedi. Mezi n¢ patii latky ziskané z rostlin, a to smési
nebo v ¢isté podobé (rostlinné oleje, esencialni oleje rostlinného ptivodu).

V soucasn¢ dob¢ je na trhu celad fada esencialni olejti, ale pouze nékteré z nich omezuji
rist a vyvoj hub. Mezi ty, u nichz je zndmo, Ze maji takovyto Uc¢inek, patii esencidlnich oleje
z rostlin Litsea cubeba (litsea oil), Cinnamonum zeylanicum (cinnamon oil), Thymus vulgaris
(thyme oil), Cymbopogon citratus (lemongrass oil), Thymus capitatus (origanum oil) a Eugenia
sp. (clove oil).

Hodnoceni esencialnich oleji se provadi nejprve v testech na kulturach hub v in vitro
podminkach a teprve ty, které¢ vykazi za takovychto podminek uc¢innost, jsou hodnoceny pfi

aplikaci na rostliny.

Ptiprava esencidlniho oleje
Pii ptipravé roztokl v miskovych testech se postupuje jinak nez pii aplikaci na rostliny.

V piipad¢ hodnoceni vin vitro podminkach je esencialni olej smichan s
dimethylsulfoxidem (DMSO) v poméru 1:1 a vznikly roztok je nasledné fedén v destilované
vodé az na pozadované koncentrace a ptidan do chladnouciho agaru (optimalné s teplotou do
3-7°C nad bodem tuhnuti agaru). Hodnoceni se v pfipadé¢ Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans i Botrytis cinerea provadi na sladinovém agaru pfi teploté 25 °C, kdy se po 7
dnech hodnoti velikost kolonii v porovnani s kontrolou.

V piipadé F. o. f. sp. conglutinans vSechny hodnocené rostlinné esence jsou schopny
omezovat rust testovanych kment této houby. Nejvyssi primérny inhibi¢ni G¢inek je u oleju z
Thymus vulgaris (thyme oil) a Thymus capitatus (origanum oil) (okolo 72 a 73% inhibice ristu
pii koncetraci 100 pl/l), kdy i pii nizké koncentraci (50 pl/l1) tyto oleje omezuji rist téméi o 50
%. Stoprocentni t¢innost vSech testovanych esenci je pii koncentraci 1000 ul/l a vyssi. (graf €.
1)
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Graf ¢. 1: Vliv jednotlivych esencialnich oleji na rust kolonii Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans v in vitro podminkach
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V piipadé B. cinerea vSechny hodnocené rostlinné esence jsou schopny omezovat rust
testovanych kment této houby. Inhibi¢ni Géinek v rozmezi 90 — 100 % vSech hodnocenych
olejti je u vétsiny kmenti pti koncentracich nad 200 pl/l. Jako neji¢inngjsi jsou esencidlni oleje
z Thymus vulgaris (thyme oil) a Thymus capitatus (origanum oil), kdy i pfi nizké koncentraci

(25 pl/1) tyto oleje omezuji rast 0 40 — 50 %.

Pti oSetfeni hlavek zeli je nejprve piipraven 40% roztok Tweenu 20 v destilované vodé a
paralelné s tim je pfipraven 50% roztok esencidlniho oleje v fepkovém oleji. Tyto dva roztoky
jsou smichény v poméru 1,5:1 za velmi intezivniho michani na tfepacce typu vortexu pii 2500
rpm po dobu 15 minut. Vznikly roztok je zdsobnim roztokem pro dal§i pouZiti a miZe byt
skladovan po dobu nékolika tydnti v chladniéce pti teploté 4 °C. Esence je pak dale nafedéna
na koncentraci 1000 pl/l a jsou nanaseny ve formé postiiku na hlavky.

Na zaklad¢ dat ziskanych pii miskovych testech byly vybrany tii silice (clove oil, thyme
oil, origanum oil), které vykazovaly nejvyssi miru inhibice ristu B. cinerea vin vitro
podminkach. Bylo provedeno zjisténi efektivity téchto silic v riznych variantach, pii kterych
muze dochazet k infekci hlavek zeli ve skladu. K rozvoji infekce muize dojit dotykem
s rozvijejici se nebo rozrostlou kulturou B. cinerea (jina infikovana hlavka) nebo vyklicenim
ze spory. Byla hodnocena velikost 1ézi vytvotenych B. cinerea na hlavce zeli.
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Varianty

V1) nedotykajici se hlavky — aplikace silic, poranéni hlavky, inokulace kulturou B. cinerea —
situace kdy jsou preventivné oSetieny hlavky a k poranéni hlavky dojde po tomto oSetieni

V2) nedotykajici se hlavky — poranéni hlavky, aplikace silic, inokulace kulturou B. cinerea —
hlavky jsou nasledkem manipulace pfi sklizni poSkozeny a doslo k naruseni pletiv a tedy
ke vzniku mist, kde muze zacit infekce B. cinerea

V3) dotykajici se hlavky — poranéni hlavky, aplikace silic, inokulace kulturou B. cinerea —
v zakladu situace, ke které dochazi pti skladovani hlavek v bednéch, kde jsou hlavky zeli
vedle sebe a nad sebou ve vrstvach

Tabulka ¢. 6: VIiv esencialnich oleji a zpusobu inokulace na velikost 1ézi vytvotrenych Botrytis
cinerea na hlavkach zeli po 1 mésici od inokulace pfi teploté 4 °C

_ Rostlinna Zpusob inokulace

Varianty silice Kontakt s aktivni Spory
kulturou (mm) (mm)

o) 10.00 2.11

V1 T 6.67 0.57
H 6.36 4.00

o) 10.00 0.75

V2 T 10.00 0.17
H 10.00 10.00

o) 8.13 9.25

V3 T 6.13 4.06
H 4.81 6.50

Kontrola s inokulaci Botrytis cinerea 9,06 10.00
Kontrola bez inokulace 0.00 0.00

Vysvétlivky: O - origanum oil, T —thyme oil, H - clove oil

Vysledky ukazaly, ze origanum oil a thyme oil vyrazné omezuji rozvoj B. cinerea, pokud
dojde k infekci sporami a mista vzniku infekce nejsou v bodech, kde se hlavky vzajemné
dotykaji. Pfi kontaktu hlavek s aktivni kulturou rostouci na nebo v néjakém Zivném médiu je
rozvoj B. cinerea velmi malo az nulové omezen (Tab. ¢. 6).

Osetreni origanum oil a thyme oil je mozné doporucit jako pomocny prostiedek na snizeni
miry rizika poSkozeni hlavek zeli B. cinerea pfi infekci zeli sporami. V uvedené podob¢ a
zpusobu aplikace nemulzZe ochranit skladované zeli pfed poskozenim zplisobenym
B. cinerea pii prorustani mycelia z hlavky do hlavky, kdy jsou skladované hlavky tésné vedle
sebe. Vzhledem k tomu, ze B. cinerea v hojné mife vytvaii na napadenych hlavkach zeli
konidiofory s konidiemi, které se mohou $itit v ramci skladu, ma toto oSetieni smysl. V piipadé
obou rostlinnych silic (origanum oil a thyme oil) se jedna o latky, které jsou ptirodniho ptivodu,
a dochazi casem k jejich degradaci. To sice znamena, ze pii dlouhodobéjsim skladovani je nutné
tyto silice aplikovat opakované, nejméné dvakrat, ale nepiedstavuji zdravotni riziko pro
¢loveka, ktery s nimi ptfijde do kontaktu bud’ jako operator nebo konzument.
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2.5.3. Odolnost odrid zeli vii¢i Xanthomonas campestris pv. campestris

Efektivni ochrana proti vyskytu a Sifeni bakterie X. c. pv. campestris je nyni zaloZena
pfedevs§im na znalosti rasové struktury X. . pv. campestris v dané oblasti a §lechténi odrad
odolnych ¢i pfimo rezistentnich vi¢i dané rase (rasdm). V soucasné dobé€ je znamo 27 rasoveé
specifickych rezistentnich odriid rodu Brassica vyslechténych v USA, Rusku, Velké Britanii a
Portugalsku (Rubel et al., 2017).

Testovani odolnosti viuci patogenu X. C. pv. campestris by mélo zahrnovat reakce
na vsechny doposud znamé rasy nebo pfinejmensim na nejrozsitenéjsi rasy 1 a 4 a rasy, které
se vyskytuji v oblastech, v nichz se bude dana odrtda zeli péstovat. Izolaty rasy 6 mohou byt
zakladem doprovodného testovani na ptipadnou rasové nespecifickou rezistenci (Vicente et al.,
2001). Jednotlivé pokusy a sledovéani reakce rostlin zeli na napadeni by mélo probihat
V izolovanych podminkach skleniku ¢i venkovnich podminkach zajisténych proti $iteni infekce
skudci a zavlahou.

Pro testovani reakce rostlin na napadeni X. c. pv. campestris Ize doporucit inokulaci listt
rostlin propichnutim paradtky namocenymi v bakteridlni suspenzi dle metodiky ISTA
(International Seed Testing Association, 2015) ve fazi mésic staré sadby. Jako inokula¢ni
suspenzi je vhodné zvolit smés bakterialnich izolatd, kterd zahrnuje jak nejrozsitenéjsi rasy 1
(kmen napt. Horticulture research Warwick HRIW 3811) a 4 (kmen napt. Horticulture research
Warwick HRIW 1279A), ptipadné pokud neni k dispozici blizsi uréeni rasové struktury v dané
oblasti, tak kmen ziskany z této oblasti. V piipadé exportu osiva do zahrani¢i je dulezité
zahrnout rasy cilové lokality. Pozorovani odolnosti testovanych polozek by mélo probihat
nejméné mésic od inokulace, kdy je zaznamenana nejen reakce sadby na piimé napadeni
bakterii X. c¢. pv. campestris, ale i reakce starSich rostlin. Vysledky dosavadnich pokust
potvrdily u starSich rostlin nizky vyskyt symptomu i jejich absenci, pfestoze se ve stadiu sadby
(14 dni po inokulaci) vyznaCovaly vysokymi stupni napadeni. PfedCasna eliminace téchto
polozek tedy mize vést k vyfazeni perspektivnich genotypti.

K vizualnimu hodnoceni miry napadeni jednotlivych rostlin Ize pouzit pétibodovou
stupnici napadeni zaloZenou na procentudlnim vyskytu symptomi ¢erné bakterialni Zilkovitosti
na povrchu inokulovanych list (Pefidzova et al. 2018) (Tab. ¢. 7).

Tab. ¢. 7: Stupnice k hodnoceni napadeni rostlin bakterii Xanthomonas
campestris pv. campestris
Stupeini napadeni 1 2 3 4 5

Zasazeni povrchu 0% |<25% /| 25-50% | 50-75% | >75%

Vizuélni pozorovani symptomi by mélo byt vzdy potvrzeno metodami molekularni
detekce, které dokazou odhalit pfitomnost bakterie ve velmi nizkém mnozstvi i
ptipadnou latentni infekci.

Testovani rostlin by mélo probihat ve viceletém opakovéni, nebot’ je znama zavislost
rozvoje bakterie v pletivech rostlin na okolnich podminkach. Rozdilné obdobi péstovani
ve venkovnich izolovanych podminkéch také vede k odli$né mife projevu symptomu. Odolné;jsi

24



linie vSak vykazuji stabiln€ nizkou miru infekce 1 jeji Cetnost. Perspektivni kultivary (genotypy)
vykazujici odolnost k infekci bakterii X. c. pv. campestris ve smésné suspenzi by mély byt dale
testovany prostiednictvim inokulaci jednotlivymi rasami z pouzité smeési pro zjisténi reakce na
konkrétni rasy.

2.5.4. Ochrana porosti a skladovaného zeli pred poskozeni Xanthomonas
campestris pv. campestris, Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans a Botrytis cinerea

Pti hledani u¢inné strategie ochrany porostt zeli hlavkového viici negativnim dopadiim
X. ¢. pv. campestris si je tfeba uvédomit zivotni cyklus této bakterie v piirodé¢ a mozné zdroje
jeho inokula. Jak jiz bylo uvedeno, bunky X. c¢. pv. campestris mohou piezit v pudé,
v poskliziiovych zbytcich z infikovanych rostlin, v nekulturnich hostitelskych druzich (plevele)
anebo také pfimo v semenech zeli. Od toho se také odviji obvyklé scénafe Sifeni infekce a s tim
souvisejici mozna preventivni opatfeni, ktera mohou byt vyznamnym ptredstupném pro G€innou
ochranu porostl. Jak uvadi Boost (2011) ve své préci, mezi zdkladni preventivni opatfeni je
pouzivani zdravého a certifikovaného osiva a sazenic, pouziti alespon tfiletétho osevniho
postupu, pouziti vzdy novych nebo dezinfikovanych sadbovact. Dale je zde doporuceni
nepouzivat na zavlahu postiikovace, zamezit vzajemnému dotyku mokrych rostlin, udrzovat
Cistotu mechanizace a naradi, po sklizni rychle zaorat rostlinné zbytky pro jejich co nejrychle;jsi
rozlozeni, pouziti chemického oSetfeni béhem vegetace a v neposledni fad¢ vybirat odolné
odrudy. V piipad¢ odrud zeli hlavkového rezistentnich vuci X. c. pv. campestris je vSak nabidka
pomérné omezend. V oblasti preventivnich opatfeni Kuchéarek a Strandberg (2000) dale
doporucuji nevysévat zeli hlavkové blize neZ cca pil kilometru od jinych plodin/zahrad s
rostlinami ze stejné cCeledi, odstraniovat plevele z okoli patfici do stejné Celedi, pouzit
piedsetové oSetifeni horkou vodou a kontrolovat porost kazdy den s pfipadnym okamzitym
odstranénim napadené rostliny. Pfihnojovani dusikem b&hem vegetace muze také zvysit
obranyschopnost rostliny a tim zpomalit nebo zamezit rozvoji X. c¢. pv. campestris (McElhaney
et al., 1998). V pfipadé¢ kombinace vyskytu infikovanych rostlin a potencialnich hmyzich
vektori je pak zasadni rychlé osetfeni porostu vhodnym insekticidnim piipravkem.

Velmi Casto pouzivané byly diive pii ochrané rostlin proti bakterialnim chorobam v
evropskych zemich také pfipravky na bazi médi. Dnes je jejich pouZiti v zemich Evropské unie
kvili negativnimu vlivu na Zivotni prostfedi omezeno (podle piedpisu 473/2002). DalSim
problémem je jejich nizk4 ucinnost proti n€kterym bakteridlnim patogentim. Z téchto divodi
jsou v ochrané rostlin proti bakteridlnim chorobam obecné vyhleddvany nové prostiedky s nizsi
zatézi na zivotni prostiedi. Jednou z moznych cest je vyuziti rostlinnych extrakti
s antibakterialnimi uCinky. Jak esencialni oleje, tak Cisté biologicky aktivni latky téchto oleji
maji dlouhou historii pouzivani. Uplatnuji se na celém svéte pii ptiprave jidel (jako koteni), ve
farmaceutickém pramyslu (parfémy) a v neposledni fad¢ 1 jako aromaterapie v lékafstvi
(Pavela, 2006). K velkym vyhodam téchto latek patii nejedovatost éterickych oleji vici
teplokrevnym zivo€ichiim, velmi nizka toxicita byla zaznamenana i u ryb. Z rostlinnych
extraktl majicich nejvétsi antibakterialni ucinek piimo vuci X. c¢. pv. campestris byl
identifikovan extrakt z listd Camellia sinensis Kuntze. Dalsi rostliny s inhibi¢nim G¢inkem
piislusnych extraktd na X. c. pv. campestris jsou Acacia arabicae (Lam.) Willd., Aegli
Marmelos (L.) Corréa, Acacia catechu (Lf) Hurter & Mabb., Achyranthes aspera (L.),
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Asparagus racemosus Willd., Azadirachta indica Juss., Callistemon lanceolatus (Sm.) DC. a
Acacia fernesiana (L.) Wight et Arn (Bhardwaj a Laura, 2009). V jiné praci zahrnujici také
X. c. pv. campestris v okruhu testovanych bakterii (van der Wolf et al., 2008) byl jako pomérné
ucinny vuci X. ¢. pv. campestris identifikovan extrakt z Thymus vulgaris (thyme oil) a Thymus
capitatus (origanum oil). Novou moznosti vyuzitelnou v ochrané rostlin proti bakterialnim
patogentim by mohla byt také kombinace rostlinnych extrakti ¢i esencialnich oleji s
méd’natymi nebo jinymi chemickymi slou¢eninami, ktera by mohla zvysit jejich Gi¢innost.

Druh Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans dosud nebyl zaznamenan na uzemi Ceské
republiky, a proto zakladem pro ochranu pied nim je neumoznit se na toto tizemi roz§ifit z mist,
kde se nyni vyskytuje. Toto opatfeni plati v métitku poli nebo jednotlivych oblasti, kde se zeli
pestuje. Dalsi efektivni ochranou je péstovani odrid zeli odolnych vici této houbé. Koudela et
al. (2018) vypracovali metodiku hodnoceni rezistence zeli vic¢i jednotlivym rasam této
fytopatogenni houby a diky ni mtze byt u jednotlivych odrid zjisténo, zda jsou rezistentni ¢i
nikoliv. Dosud neni v Ceské republice k dispozici z4dna souhrnna informace o rezistenci
jednotlivych odrid zeli od ruznych Slechtitelskych firem k tomuto taxonu houby. V ptipadé
podezieni na vyskyt F. 0. f. sp. conglutinans na zeli je mozné provést detekci pomoci konvenéni
PCR se specifickymi primery, diky niZ se rychle a spolehlivé uréi, zda se jedné skutecné o tento
taxon ¢i nikoliv a je mozné provést opatfeni k zamezeni rozsifeni této houby na tizemi, kde se
dosud nevyskytovala. Postup této detekce je soucasti této metodiky. Napadeni rostlin zeli mize
zvySovat nedostatek drasliku ve vyzivé (Koike et al. 2007), a proto je potieba zajistit zejména
v oblastech s rizikem vyskytu F. 0. f. sp. conglutinans kvalitni vyzivu péstovanych rostlin.
Eradikace této houby z mista vyskytu je slozita, protoze tento taxon vytvari chlamydospory,
které mohou pfetrvavat n€kolik let v piidé v inaktivnim stavu a poté za piiznivych podminek
infikovat a poSkodit rostliny zeli. Napadeny mohou byt i n€které plané rostouci brukvovité
rostliny a na nich mutize tato houba ptezivat. Protoze tato houba pieziva v pide¢ a rostlinnych
zbytcich v pudé, tak v pfipadé jejiho vyskytu neni zadouci na téchto mistech péstovat
brukvovité rostliny vice let. ReSeni odetfenim chemickymi ptipravky je obtizné, protoze je
potieba oSetfovat pfimo zeminu, coz lze velmi obtizn€. Moznosti je provadét fumigaci, coz neni
Setrné vuci Zivotnimu prostifedi nebo se pokusit eradikovat tuto houbu solarizaci (Morrison
2007).

Pfi ochrané riznych zemédélskych rostlin pted Botrytis cinerea se pouziva celd fada
chemickych ptipravki, ale v piipad¢ zeli se tato choroba rozviji ve vétsing ptipadt az po sklizni,
takze je problém pouzit néktery chemicky ptipravek z divodu ochranné lhtity. Na ochranu pted
touto houbou jsou v soucasné dob¢ je povoleny pouze piipravek Chitosan hydrochlorid, ktery
zvysuje odolnost rostlin vii¢i houbovym a bakterialnim chorobam. Kromé toho je povolen
ptipraveka Serenade ASO pro biologickou ochranu na bazi bakterie Bacillus subtilis. I nékteré
dalsi ptipravky povolené na ochranu pted jinymi druhy fytopatogennich hub poskozujicimi zeli
mohou omezovat kli¢eni spor a rlist této houby. Zaroven je vysoce nezadouci, aby jakymikoliv
pesticidy nebo jinymi pouzivanymi latkami doslo k poskozeni pletiv tak, aby byly snadnéji
napadnutelné B. cinerea. Pfi péstovani zeli je potfeba také zajistit dostatecnou vyzivu, diky niz
nebudou hlavky deformovany a nebudou tedy vznikat ptirozené vstupni brany pro infekci.

B. cinerea preziva ve zbytcich rostlinych pletiv a v pripad¢ zivych rostlin se vyskytuje
pfedevS§im na odumirajicich, poranénych nebo ptezralych céastech rostlin. Na takovychto
castech rostlin Casto vytvaii husté vysoké mycelium, na némz se tvoii velké mnozstvi
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nepohlavnich spor, které pak mohou byt snadno rozsifovany do okoli a nasledné, pokud se
dostanou na vhodny substrat, mohou zacit kli¢it a napadat dalsi rostliny nebo rostlinné zbytky.
Proto je potieba pfi sklizni a naskladiiovani hlavek zeli zabranit mechanickému poskozeni a
nezanaset spolu s hlavkami rostlinné zbytky nebo hlavky s ptiznaky napadeni B. cinerea, které
by mohly byt zdrojem pro dalsi Sifeni této houby. Je potieba hlavky zeli sklizet diive, nez jsou
piezralé a za¢nou procesy rozkladu tak, jak to je pfirozené v Zivotnim cyklu této rostliny. Dale
je zadouci, aby hlavky byly suché, neposkozené nizkou nebo vysokou teplotou, diky niz by se
staly vice vnimavé pro infekci timto druhem houby. Pomoci pfi ochrané¢ po nebo béhem
naskladiiovani muze byt oSetfeni rostlinymi silicemi (origanum oil a thyme oil), které omezuji
kliceni spor této houby.

2.6. Zavér

Vyse uvedené postupy poskytuji moznosti detekce Xanthomonas campestris pv.
campestris, Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans a Botrytis cinerea a ochrany zeli pied nimi
riznymi zpusoby. Déavaji moznost efektivné snizit miru poSkozeni péstovaného zeli a zaroven
snizuji negativni vliv na Zivotni prostiedi. V¢asna a rychla detekce je jednim z dtlezitych prvki
tohoto feSeni, ale jeji nevyhodou je vétsi narocnost na ptistrojové vybaveni. Vyuziti nano¢astic
na bazi stfibra je pouzitelné pouze pfi ochrané osiva, protoze pti efektivni aplikaci na rostliny
by objem aplikovanych nanocastic musel byt vétsi a jejich vysledna koncentrace v zeli a
zivotniho prostfedi by mohla byt nezddouci na zdravi ¢lovéka Zivotni prostiedi. Dalsi
alternativou jsou esencialni oleje, které jsou ptirodniho puvodu, a riziko poskozeni zivotniho
prostiedi, je naprosto zanedbatelné, protoZe se piirozené rozkladaji. Vysoce dilezitym
nastrojem pii péstovani zeli je také znalost, které odridy jsou odolIné vici X. c. pv. campestris,
F. o. f. sp. conglutinans a B. cinerea a které nikoliv. Odolnost odrid zeli je vaci X. c¢. pv.
campestris mozné otestovat dle postupu v metodice.

3. Srovnani novosti postupii

V ptedlozené metodice jsou optimalizované postupy spolehlivé detekce Xanthomonas
campestris pv. campestris a Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans pomoci molekularné-
genetickych metod zaloZenych na PCR, které jsou spolehlivéjsi a ¢asové méné naroéné nez
diagnostika pomoci standardnich mikrobiologickych metod. V piipadé X. c. pv. campestris je
vyuzito postupti na bazi Real Time PCR a v ptipadé¢ F. o. f. sp. conglutinans pomoci konven¢ni
druhové specifické PCR. Piednosti je, ze pritomnost obou uvedenych mikroorganismi Ize
zjistit uz v casnych fazich infekce. Dosud nebyl v ¢eském jazyce publikovan metodicky postup
pro detekci patogena F. o. f. sp. conglutinans.

Byly navrzeny inovované postupy a moznosti ochrany zeli, v¢. osiva. V piipadé X. c. pv.
campestris byla doporucena moznost vyuziti nanocastic a byl navrzen postup hodnoceni
odolnosti odrud zeli. Nové byla zhodnocena a predlozena moznost vyuziti esencialnich oleji
pro ochranu zeli pfed F. 0. f. sp. conglutinans a Botrytis cinerea.

4. Popis uplatnéni metodiky
Komplexni metodika je uréena pro péstitele, Slechtitele zeli a subjekty zabyvajici se

diagnostikou Skodlivych mikroorganismii a ochranou zemédé€lsky vyznamnych rostlin.
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Metodika poskytuje informace, jak postupovat pii detekci Xanthomonas campestris pv.
campestris, Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans a Botrytis cinerea v pletivech zeli, a uvadi
alternativni moznosti ochrany této zeleniny.

Diagnostickou ¢ast metodiky mohou vyuzivat vSechna pracovi$té majici potiebné
technické a persondlni vybaveni pro diagnostiku fytopatogennich hub a bakterii. Jsou to jak
nestatni subjekty, tak organy statni spravy (napi. UKZUZ).

Metodika je uplatnéna prostiednictvim firmy MORAVOSEED CZ a.s., se kterou je
uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.

5. Ekonomické aspekty

Metodika bude z ekonomického hlediska pfinosna v n¢kolika oblastech. Bude to jednak pro
piimé uzivatele a také pro nepiimé uzivatele (cela spole¢nost), protoze dojde ke snizeni zatéze
zivotniho prostfedi (vycisleni jeji hodnoty je velmi slozité) souvisejici s vyuzivanim téchto
novych postupti.

Naklady na stanoveni Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans molekularnimi technikami
zalozenymi na konvenéni PCR se spefickymi primery v jednom vzorku se pohybuji okolo 400
K¢, pficemz vySe Castky zavisi pfedevSim na poctu soubézné zpracovavanych vzorkd.
Pouzivani metodiky umozni detekci této forma specialis, coz je klasickymi mykologickymi,
mikrobiologickymi a fytopatologickymi metodami velmi obtizné a umozni také zvysit
vykonnost diagnostické laboratofe a produktivitu prace v ni. Pouzivani molekularnich technik
umozni eliminovat chyby, které vznikaji pii identifikaci hub pomoci kultiva¢nich a nasledné
mikroskopickych metod. Metodika je dobfe rutinné aplikovatelna, pfiCemz analyza od pfijeti
vzorkl do laboratote, ptes extrakci DNA az po samotné stanoveni pfitomnosti patogennich hub
pletiv. Vzhledem k obvyklé kapacité centrifugy je jeden pracovnik schopen extrahovat okolo
40 vzorkl denné. Diky vasnému zjiSténi taxonu F. o. f. sp. conglutinans bude mozné
eliminovat nebo sniZit jeho rozsifeni do porosti zeli v CR. Riziko vyskytu této houby se
zvy$ovanim teploty v Ceské republice stoupa. Pii roéni produkei zeli, ktera je nyni zhruba 55
000 tun, pfi cené 5000,- K¢ za tunu a pii predpokladu, ze se podaii zachranit 5 % produkce,
dojde k ekonomickému piinosu v ¢astce okolo 13,5 mil. K¢.

Naklady na stanoveni Xanthomonas campestris pv. campestris molekularnimi technikami
zalozenymi na Real Time PCR v 1 vzorku se pohybuji okolo 900 K¢ apiesnéjsi vyse castky
zavisi predevSim na poctu soubézné zpracovavanych vzorkil. V soucasné dobé ztraty
zpiisobené touto bakterii ¢ini okolo 3 % péstovaného zeli. Pokud se diky v¢asné detekci podafi
snizit ztraty na polovinu, tedy na 1,5 %, dojde k ekonomickému piinosu (pfi ro¢ni produkci
zeli, ktera je nyni zhruba 55 000 tun, pii cené 5000,- K¢ za tunu) v ¢astce okolo 4,1 mil. K¢
ro¢né. Z hlediska ekonomiky je nejefektivnéjsi zjistit vyskyt této bakterie vV osivu, protoze se
zamezi jejimu dal$imu Sifeni na poli a zaroveil nebudou vynakladany finance spojené
S péstovanim na poli.

Pti skladovani zeli je 10 % z n€ho zniceno skladkovymi chorobami. Pii vyrobé kysaného
zeli je vyuzito 25 % vypéstovaného zeli, tedy okolo 14 860 tun ro¢né, coz pii cen¢ 5000,- K¢
za tunu dojde rocné ke ztrat¢ zhruba 7,4 mil. K¢&. Pfi predpokladu, ze se podafi pomoci
esencialnich oleju snizit ztraty zptsobené houbou Botrytis cinerea o 25 %, dojde
k ekonomickému piinosu v hodnoté okolo 1,86 mil. K¢ ro¢né.
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V piipadé€ ochrany osiva je metoda oSetfeni horkou vodou nahrazena u¢innéjsi metodou na
bazi vyuziti nanocastic stiibra. Nova metoda umozni kvalitnéjsi oSetfeni osiva a snizi riziko
poskozeni semen (miru kli¢ivosti), ke kterému dochazi pti oSetfeni horkou vodou. OSetieni
osiva s cilem zniéit $kodlivé mikroorganismy, které jsou jim ptfenasené, se provadi pouze u
osiva, u kterého je nadstandardni mira pravdépodobnosti pfitomnosti takovychto organismu.
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