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Abstrakt

Certifikovand metodika je zaméfena na nové postupy, které snizuji vyskyt a
zavaznost aktinobakterialni obecné strupovitosti brambor. V teoretické roviné
vychazi ze znalosti vyzivy rostlin, ktera je ¢asto v naSich ptidnich podminkach
omezena dostupnosti zeleza. Dale vychazi ze znalosti pidniho mikrobiomu a
jeho interakci s patogeny, které v pudé piezivaji. Pomoci aplikace dostupného
zeleza a podpurnych bakterialnich kment bylo dosazeno vyznamného sniZeni
zavaznosti onemocnéni. V experimentalnich podminkach osetieni dosahovalo
az 40 % sniZeni zavaznosti onemocnéni, v polnich podminkéch byla efektivita
ucinngjsi a stabilngjsi nez oseteni bakterialnimi kmeny. Metodika piinasi i
nové postupy monotoringu vyskytu patogennich streptomycet pro piedchazeni
Sifeni a doporucéeni novych postupt hodnoceni zavaznosti AOSB.

Klicova slova

Aktinobakterialni obecna stupovitost brambor, Streptomyces, ostrov
patogenity, dostupnost zeleza, ptidni mikrobialni spoleenstva

Abstract

The certified methodology is focused on new procedures, which regulate the
occurrence and severity of actinobacterial common scab of potatoes. On a
theoretical level, it is based on knowledge of plant nutrition, which is often
limited by the availability of iron in Czech soil conditions. It is also based on
knowledge on soil microbiome and its interactions with soil-born pathogens. A
significant reduction in disease severity was achieved using available iron
supplements and plant growth promoting bacterial strains. In experimental
conditions new treatments reached up to 40% reduction of disease severity, in
field conditions the efficiency was more variable and reached 12-32%
reduction. Overall, the iron treatment was more effective and stable than the
bacterial strain treatment. The methodology also brings new procedures for
monitoring the occurrence of pathogenic streptomycetes to prevent the
spreading of the disease and recommends new procedures for assessing the
AOSB severity.

Key words

Actinobacterial common scab of potatoes, Streptomyces, pathogenicity island,
iron availability, soil microbial communities



Cil metodiky

Cilem metodiky je 1) poskytnout péstitelim a organizacim statni spravy nové
vyvinuté postupy pro ochranu brambor pied aktinobakterialni obecnou
strupovitosti, které byly testovany v experimentélnich i polnich podminkéch a
2) vysvétlit teoretickou podstatu nové vyvinutych postupi, a na jejich zakladé
také doporucit nové postupy hodnoceni vyskytu patogennich streptomycet a
stanoveni zavaznosti onemocnéni.

Uvod do problematiky

Aktinobakterialni obecna strupovitost je celosvetovym problémem péstovani
brambor

Aktinobakterialni obecna strupovitost brambor (AOSB) je onemocnéni
zpusobené patogennimi druhy rodu Streptomyces, které jsou rozsiteny po
celém svéte. V genomu téchto aktinobakterii je velky ostrov patogenity (325—
660 kb), jehoz nejdulezitéjsi determinantou jsou geny kodujici syntézu
fytotoxinu thaxtominu A, z nichz pfedev§im geny txtA a txtB se pouzivaji pro
stanoveni a kvantifikaci patogenti odpovédnych za onemocnéni (Box 1).

Nejlépe charakterizovanymi patogeny zptisobujicimi AOSB jsou
druhy S. scabiei, S. turgidiscabies, S. acidiscabies a S. ipomoeae (Loria et al.,
2008). Kromé téchto ¢ty hlavnich patogennich bakterii existuji dalsi hlasené
patogeny, které zptisobuji AOSB, a to S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei, S.
luridiscabiei, S. puniciscabiei, S. niveiscabiei, S. reticuliscabiei, S. caviscabiei,
a S. bottropensis (Liang et al., 2019). Navic je pravdépodobné, Ze existuje
mnoho dal$ich lokalnich druhti a kment, které si pfedavaji ostrov patogenity
horizontalnim pfenosem, a proto jsou pfizpisobeny podminkam prostiedi,
které se mohou velmi odlisovat (Box 2, Obr. 1).

Rozsiteni, zavaznost a vyskyt AOSB byly na celém svéte studovany
ve vztahu k fyzikaln€-chemickym a mikrobidlnim vlastnostem pady, ale
onemocnéni je stale velmi rozsitené a zadné postupy potlacujici onemocnéni
nejsou dostate¢né G¢inné. Tradi¢ni strategie zahrnovaly zménu zavlazovani a
zménu pH ptdy. SniZeni pH ptudy pod 5,2 nebo zvySeni nad 8,5 snizovalo
intenzitu onemocnéni AOSB, ackoli patogen Streptomyces scabiei byl pouze
potlacen, nikoli zahuben, podobné zvySeni i snizeni zavlahy dokazalo snizovat
zavaznost onemocnéni (Waterer, 2002).



Box 1. Primery pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR a qPCR).

Zavedeni molekularniho stanoveni a kvantifikace patogennich
streptomycet pisobicich AOSB. Metoda PCR, kvalitativni a kvantitativni,
umozni v€asnou detekci pritomnosti patogennich bakterii i bez viditelnych
priznaki na odolnych odridach a také ptimo v polni ptidé pted vysadbou
brambor. Oba tyto postupy jsou dillezité jako opatieni proti pfenosu patogenti
se sadbou a jako dlouhodoba prevence onemocnéni.

- primery pro detekci patogena (prostfednictvim gent txtA a txtB):

Stxla GTGGACCGTGGAGCATCT

Stxlb CAGTTCGGCGTAACTCAGC (Flores-Gonzélez et al., 2008)
Protokol pro PCR test: denaturace — 94°C, 2 min, 35 X (nasednuti primerd -
60°C, 50 s; elongace - 72°C, 30 s, denaturace - 94°C, 1 min), nasednuti
primerd - 60°C, 50 s, zavérec¢na elongace - 72°C, 7 min

- pro analyzu p¥ibuznosti patogennich kment (amplifikaci a sekvenovanim
oblasti mezi geny txtB a txtC):

txtBC1_F CCTTCACACCCTGRACAT

txtBC1_ R AGTTCGGTGAAGTTGGGY (Kopecky et al., unpublished)
Protokol pro piipravu amplikonu: denaturace — 94°C, 2 min, 35 x (nasednuti
primerd - 56°C, 50 s; elongace - 72°C, 90 s, denaturace - 94°C, 1 min),
nasednuti primert - 56°C, 50 s, zav€re¢na elongace - 72°C, 7 min

- pro kvantifikaci patogennich kment (amplifikaci kratkého Useku genu txtB):
Strepf GCAGGACGCTCACCAGGTAGT

StrepR  ACTTCGACACCGTTGTCCTCAA (Qu et al., 2008)

Protokol pro kvantitativni PCR test: denaturace — 95 °C, 10 min, 45 x
(denaturace — 95 °C, 15 s, nasednuti primerti — 60 °C, 30 s, elongace — 72 °C,
30s).

| v soucasnosti se ovSem vyskyt onemocnéni i jeho potlaceni
velmi obtizné piedvida, protoze i se znamym patogennim druhem
Streptomyces, ve zndmé koncentraci a v kontrolovanych podminkach
prostiedi (sklenik nebo riistové komory) se rozsah symptomi 1isi od
témét zadnych az po zavazné na hlizach z jedné rostliny v jedné nadobg.
Nové nastroje molekularni genetiky umoznily lepsi pochopeni genetiky
rezistence vii¢éi AOSB a regulaci produkce thaxtominu a pfispivajicich
faktorl patogenity pro vhodnéjsi postupy kontroly onemocnéni.
Patogenni streptomycety se vyznamné lisi v agresivité a existuji
specifické souhry rostlinného genotypu a patogenu, ale mechanismus
patogenity zaloZzeny na produkci thaxtominu je pravdépodobné
zachovan u vSech patogennich druht.




AOSB je onemocnéni potencialné ovlivnéné mineralnimi
Zivinami, protoze jejich nedostatek oslabuje rostliny, a tim zvyhodnuje
patogenni streptomycety. Pfedchozi studie spojovaly se zavaznosti
AOSB obsahy dusiku, fosforu, drasliku, vapniku, hoiciku, zeleza, zinku,
manganu, médi a hliniku a to jak v ptidé, tak rostlinné tkani. U¢innost
pridavkl zivin pro ochranu pfed AOSB byla pomérné extenzivné
zkoumana, ale uc¢inky se lisily podle lokality, kultivaru a roku (Kopecky
et al., 2021; Kristafek et al., 2015). Druhy mechanismus ochrany pted
timto onemocnénim spociva ve vyuziti interakci mezi rostlinami,
mikroorganismy a pudou, a to pfedevsim (1) produkce antibiotickych
latek n€kterymi bakteriemi a houbami, (2) konkurence o zdroje
organického uhliku mezi nepatogennimi a patogennimi
streptomycetami, (3) indukce systémové rezistence aplikaci kmenti
pribuznych patogeniim, a (4) zlepSeni rustu rostlin podplirnymi
bakterialnimi kmeny.

Box 2. Determinace druhi patogennich streptomycet

Detekce genti ostrova patogenity druh pomoci PCR s primery Stx1a/Stx1b
(viz. Box 1).

Urceni fylogenetického ptivodu (taxonomické zatfazeni kmene amplifikaci a
sekvenovanim genu pro 16S rRNA) pomoci primeru:

16Seu27f AGAGTTTGATCMTGGCKCAG (Cermak et al., 2008)
pH AAGGAGGTGATCCAGCCGCA (Bruce et al., 1992)

Protokol pro pfipravu amplikonu: denaturace — 94°C, 2 min, 35 x (nasednuti
primert - 57°C, 50 s; elongace - 72°C, 90 s, denaturace - 94°C, 1 min),
nasednuti primert - 57°C, 50 s, zavéreéna elongace - 72°C, 7 min

Urceni patogenniho druhu je uzitecné kvuli souvisejici adaptaci jednotlivych
druhti na podminky prostfedi, které jim vyhovuji a mohou byt vyuzity pro jeho
potlaceni. Na vétsin€ mist se budou patrné kromé zndmych patogennich druha
vyskytovat i mistni ,,nové* druhy, které si pfedavaji ostrov patogenity
horizontalnim pfenosem, a proto tyto druhy budou pfizpisobeny mistnim
podminkam prostiedi, a v této adaptaci se mohou velmi odliSovat od ur¢eného
patogenniho kmene. Potlaceni téchto lokélnich patogennich druhii mize byt

a je proto potteba jejich piitomnost zohlednit a nepfistupovat k omezeni
AOSB na vSech lokalitach stejné.




Moderni vyzkum se dlouhodobé zamétuje na pouziti bakterii
podporujicich rist rostlin bud’ formou manipulace se slozenim
mikrobidlnich spolecenstev tak, aby potlacovaly fytopatogeny, nebo
pridavky specialnich bakterialnich kmeni, které maji nejen potencial
snizit vstup nemoci, protoze produkuji bioaktivnich latky vcetné
antibiotik, insekticidl a pesticidu, ale také podporuji rust rostlin
produkci fytohormontl, jako jsou auxiny, nebo siderofori, které
dodavaji zelezo, a dalsich kmen, které aktivuji obranné drahy rostlin
(Sarwar et al., 2018). V zamoii (USA, Japonsko) ale i okolnich zemich
(Rakousko, Némecko) se v poslednim desetileti objevuji nové
spolecnosti, které se zamétuji na vybér a aplikaci mikrobialnich kment
do ptdy a na rostliny pro stimulaci rastu, kveteni a ochranu proti
onemocnéni pod nazvy ,,Biostimulants“ a Effective Microorganisms*.
Rakouské spolecnosti jsou navic uzce propojené s vyzkumem, takze
nabizeji komplexné otestované mikroorganismy, coz je zdsadni pro
dlouhodobou udrzitelnost téchto postupt.

Vhodnym nastrojem omezeni AOSB je také selekce odolnych
odrid brambor, ale v souc¢asné dob¢€ neni dostupna zadné zcela odolna
komerc¢ni odriida. Ani aplikace pesticidii do puidy a na sadbu se
neosvédcila. Pozadovanych vysledk se ¢astecné dosahovalo zavedenim
ekologického hospodateni a recyklaci rostlinnych zbytku, ale i tyto
pristupy vyzaduji dalsi vyvoj. Stfidani plodin s riznymi rostlinami, jako
je jetel Cerveny, hoicice, fepka, slunecnice a zito nasledované
bramborem mohou snizit choroby pienasené ptiidou, véetné zmén v
pudnich mikrobidlnich spoleCenstvech. Piesto maji rizné typy
stiidanych plodin velmi odlisné ti¢inky a komplexni vysledky testovani
nejsou znamy (Larkin et al., 2017; Wetherington, 2015). V posledni
dobé byly ukazany ucinky Gprav mikrozivin, ale pouze v relativné
malych pfipadovych studiich (Klikocka, 2009; Kristufek et al., 2015;
Sarikhani et al., 2017).

Vsechny zminéné postupy, tj. selekce rezistentnich odrtd, redukce
inokula neseného sadbou, uprava pH pidy, stfidani plodin, zména teploty a
doby sklizné, pridani chemickych latek a biologické manipulace v§ak ptinesly
vysledky s vysokou variabilitou mezi roky a misty (Dees et al., 2013). V
disledku toho je AOSB stale nevyfeSenym problémem a k nalezeni vhodného
feSeni budou zapotiebi rozsahlejsi a komplexnéjsi studie.

V této metodice bylo vyuzito: 1) piimé aplikace dostupného organicky
vazaného Zeleza do piidy s cilem doplnéni limitujiciho prvku, a déle 2)
pridavkii peclive vybranych bakteridalnich kmenii, které solubilizuji Zelezo



vazané v piidnich minerdlech, a také produkuji rostlinné hormony a ldtky
potlacujici patogenni streptomycety. Piestoze i tyto postupy vykazovaly mistni
a Casovou variabilitu a bude tfeba je dale zkoumat, ptidavky Zeleza byly
ucéinné na vSech lokalitach v nékolika letech, v nddobovych i polnich
pokusech.

Tradi¢ni postupy ochrany pied AOSB: vybér mista, odrudy a redukce
inokula pfenaSeného sadbou

Patogenni streptomycety Ziji v piid€ nebo na povrchu hliz; jsou
saprofyty zivici se organickymi latkami, a proto mohou pfezimovat a
slouzit jako zdroj inokula v pfi$tim roce. Jakmile jsou v ptid€, mohou
prezivat neomezené dlouho, protoze streptomycety produkuji odolné
spory, a ty se také §iti vodou a vétrem na velké vzdalenosti (Driscoll et
al., 2009). Zakladni zasadou je pouziti certifikované sadby, abychom
urodé brambor poskytli co nejvétsi prilezitost k plnému ristu bez
chorob. Sarze sadby jsou obvykle certifikovany vizualnim subjektivnim
hodnocenim onemocnéni, ale v posledni dobé se zavadéji postupy
pomoci polymerazové fetézové reakce, jak kvalitativni, tak kvantitativni
(Box 1). Mezi popula¢nimi hustotami patogennich streptomycet
zjisténymi molekularnim metodami a vyskytem onemocnéni dcetinych
hliz byla pozorovana signifikantni korelace, coz dokazuje, Zze hodnoceni
populaci v terénu muze slouzit jako vynikajici prediktor onemocnéni
strupovitosti (Sarikhani et al., 2017; Wang & Lazarovits, 2005). Pii
srovnani obou metod i vizudlni hodnoceni poskytovalo pomérné piesné
méfitko kvality hliz, ale PCR méla schopnost identifikovat i rozsah
napadeni na hlizach bez p¥iznakt, coz ma velky vyznam u
resistentnéj$ich odrud, které mohou slouzit jako pienasece (Tegg &
Wilson, 2010). Dalsi vyznamnou aplikaci metody PCR je zjistovani
vyskytu patogennich streptomycet piimo v polni pidé a tim i nastaveni
efektivni prevence.
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Obr. 1. Fylogram kmenti rodu Streptomyces izolovanych z tuberosféry a
peridermu brambor a typovych kment ptibuznych druhii. Znamé patogenni
druhy jsou oznaceny Cervené, izolaty nesouci geny odpovédné za patogenitu
oranzove (jméno a vnitini mezikruzi). Schopnost izolatli inhibovat riist
patogena S. scabiei je vyznacena ve vn&j§im mezikruZzi stupnici od bilé (bez
inhibice) po syt€ modrou (nejvyssi inhibiéni aktivita).



Osetteni pady infikovanych poli neni jednoduché, protoze se
ucinnost metod 1i8i podle typu pudy (textura a struktura) a pH.
Patogenni streptomycety jsou adaptované na specificky rozsah ptidniho
pH, typicky je S. scabiei adaptovany na alkalické pudy a S. acidiscabies
na kyselé, ostatni patogenni streptomycety ale také vykazuji citlivost k
pH. Pokud tedy vime, ktera patogenni streptomyceta pole infikuje,
muizeme se pokusit ji regulovat pifidanim elementarni siry nebo siranu
amonného, které pH snizi, anebo aplikaci vapna ke zvySeni pH. Tyto
postupy ovSem narusi celé mikrobialni spolecenstvo, takze mohou
zpisobit i zhorSeni. Naopak nami navrhovana aplikace zeleza mtize
kromé potlaéeni patogent zvysit vynos a podil velkych hliz (Sarikhani
etal., 2017)).

Vyvoj odriid brambor s vysokou tirovni odolnosti vii¢ci AOSB
byl cilem velkého poctu programt §lechténi brambor, protoze dosud
predstavuje nejlepsi metodu ochrany (Haynes et al., 2009). Nova
Slechtitelska strategie zaloZena na kiizeni klont s péstovanymi
odridami umoziiuje introgresi gent rezistence do pokrocilého Slechténi
a umoznuje Slechtitelim zaclenit do odrad i recesivni znaky. Uvadi se,
ze rezistence k AOSB se nachazi na dvou nezavislych lokusech, jednom
dominantnim a jednom recesivnim. Murphy a kol. (1995) byli uspés$ni
pti prenosu rezistence ke strupovitosti z diploidniho rodic¢e na
tetraploidni potomstvo pomoci 4x-2x kiizeni. Haynes a kol. (2009) vsak
ukazali, Ze rezistence vic¢i AOSB neni jednoduse dédénou vlastnosti a
Ze urovné rezistence nelze zlepsit Slechténim v diploidni populaci.
Vétsina novych odrid je diky tomuto postupu stejné odolna jako stfedné
odolny standard ‘Russet Burbank’. V Ceské republice byla provedena
nedavna studie na 44 odriidach brambor a ukazala, ze mezi resistentné;jsi
odrtdy patifi Mozart, Samantana, Satina, Laura, Ornella, Flavia, Velox,
Adéla, Belana, Vineta, Granola a Asterix (Sedlakové et al., 2013).

V pokusech se dale jako rezistentni ukazaly odridy Adéla a Kariera.

Je ovSem mozné, Ze se situace S vysledky Slechténi do budoucna
zlepsi, protoze v USA byla nedavno testovana odriida ‘Mountain Gem
Russet’ v nékolika regionech na rtiznych typech ptdy a ukazala aplnou
rezistenci vaci patogenu AOSB (Stark et al., 2016). Déle se také v USA
rozvinul vyzkum botanickych druhii brambor, které vykazuji rezistenci
vici AOSB, mezi néz patii Solanum chacoense, S. commersonii a S.
yungasense, S. bukasovii, S. canasense a S. multidissectum, a také
skupina diploidnich odrid jako je Phureja. Tyto brambory proto patii
mezi vyznamné genetické zdroje. V posledni dob¢ se podatilo vyslechtit



tii zcela nové a navic i tetraploidni klony brambor s vysokou odolnosti.
Ty byly ziskany s pomoci silného zdroje rezistence zjisténého u
diploidniho divokého piibuzného brambor Solanum chacoense. Tento
divoky druh byl Slechtén s tetraploidnimi kultivovanymi odriadami
prostfednictvim jednostranné sexualni polyploidizace (Jansky et al.,
2019, 2018a). Nov¢ klony byly vytvoteny kiizenim diploidniho klonu
(50% S. tuberosum, 50 % S. chacoense) s tetraploidnim kultivary,
vyprodukované hybridy jsou s obsahem 75 % kultivované a 25 %
divoké zarodecné plazmy. Klony jsou sam¢i a samici a jsou
prizptsobeny produkénimu prostiedi mirného pasma.

Poslednim tradi¢nim zpisobem ochrany pied AOSB je Slechténi
na zvySeny obsah suberinu, coz je komplexni polyesterovy biopolymer,
ktery je podobny vosku, je lipofilni a sklada se z mastnych kyselin s
dlouhym fetézcem. Jeho vyuziti vychazi z diive pouzivaného postupu,
kdy byly bramborové klony odolné vii¢i chorobam ziskavany
bunécnymi selekcemi proti toxinu patogenu, tj. thaxtominu. Tyto klony
mély Sirokospektralni odolnost i vii¢i dal§im patogeniim napadajicim
hlizy a reagovaly jak na patogena, tak na toxin, vytvofenim vice
korkovych vrstev v peridermu hlizy a tvorbou suberinovych polyfenolii
v téchto tkanich. Fenotyp rezistence je zptsoben infuzi zesilenych
vrstev peridermalnich bun¢k a suberizaci (tvorba suberinu) peridermu
hlizy, coz omezuje infekci. Tyto klony nabizeji cenny zdroj pro budouci
zkoumani suberiza¢nich reakci a jejich genetické kontroly (Tanios et al.,
2020).

Nové moznosti ochrany pred AOSB: supresivni pady a
manipulace pidniho mikrobiomu.

Supresivni puidy jSOU v souCasnosti patrné nejvyznamnéj$i moznosti
ochrany plodin pied onemocnénimi, nejen pted AOSB. V soucasné
dobé¢ se dostavaji do poptedi zajmu vyzkumu i praxe jako ojedinélé
modely pro spravné fungovani agroekosystému. Obecné se vyznacuji
velmi nizkym rozsahem a zavaznosti plodinovych onemocnéni, i kdyz je
v misté pfitomen pfislusny virulentni patogen a nachylny hostitel.

Supresivni pudy se rozli$uji na ,,pfirozené* a ,,indukované*.
Ptirozené supresivni pidy potlacuji onemocnéni i v nepfitomnosti urcité
plodiny. Jejich vznik patrné souvisi s dlouhodobym vyvojem pud v dané
lokalité (Obr. 2). Indukovana suprese je iniciovana a udrzovana uréitym
typem managementu, ale obecné principy také nejsou znamy.
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Nejspolehlivéjsim ustanovenim indukované supresivni pady je
dlouhodob& monokultura nebo inokulace cilového patogenu jako
stimulace obranyschopnosti lokalniho mikrobiomu. Dalsi moznosti
zahrnuji inokulaci supresivnich bakterialnich kmenti, zavedeni plodin se
specifickymi vlastnostmi, jako je naptiklad ¢esnek, nebo naopak stfidani
plodin, zavlazovani apod. (Obr. 2). Supresivita je velmi pravdépodobné
spojena se strukturou celého mikrobialniho spolecenstva zaloZenou na
antagonistickych funkcich (Garbeva et al., 2004). Organismy, které
pusobi pii potlacovani patogent, tak ¢ini prostfednictvim riznych
mechanismu, které zahrnuji kompetice o ziviny, antibiézu a indukci
rezistence hostitele. Neékteré odridy, které stimuluji potlaceni
onemocnéni, mohou ve své rhizosféte zvysit populace specifickych
bakterii s antagonistickou aktivitou vuéi jejich patogentim (Kopecky et
al., 2019; Mazzola, 2002).

Na nékterych lokalitach i v CR se onemocnéni AOSB téméi
nevyskytuje a pfitom je zde pfitomna patogenni streptomyceta (Obr. 3).
Tyto ptdy intenzivné studujeme, protoze se zdaji byt i celosvétove
jedine¢né. Prave vysledky jejich zkoumani ukazaly na potencial vyuziti
dostupného Zeleza. Zaroven se nam podafilo pomoci raseliny dosahnout
manipulace spolecenstva tak, aby se mikrobialni spolecenstvo v padé
s oSetfenim priblizilo ptide supresivni a potlacovalo AOSB. Tento
vyzkum ale jesté vyZaduje pouziti jiného organického substratu, aby
bylo mozné pievést ho do praxe, protoze raselina se neda plosné
aplikovat.

Dlouhodobg se hledaji moznosti jak supresivni ptidy spravné
identifikovat. Nékteré z nich byly identifikovany na zakladé zvysené
dostupnosti Zeleza, nebo podle specialniho sloZeni jila (Almario et al.,
2013; Sarikhani et al., 2017). Byly rovnéz hledany bioindikatory, a
urceny skupiny bakterii, archaei a protist, které patrn€ se supresivitou
souviseji (Obr. 4). Byly rovnéz vyhledavany bakterialni kmeny, které
jsou spoleéné pro vSechny svétové supresivni ptidy a tento soubor by
bylo vhodné déle testovat v ¢eskych podminkach na jedné strané pro
ovéteni jeho platnosti, na strané druhé pro zjisténi vyskytu supresivnich
pud na nasem tGzemi. Tato problematika ovSem potiebuje jeste dalsi
vyzkum, ktery by vyhledavani zjednodusil a umoznil péstiteltim, ale i
pracovnikim, ktefi vyvijeji nové zpiisoby ochrany rostlin, ziskavat
podrobné poznatky pravé ze supresivnich pud. Kromé jejich vyznamu
pro ochranu plodin, jsou totiz supresivni pudy zasadné dileZité pro
definovani pojmu zdravi pudy.
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Obr. 2. Supresivni pidy vznikaji dlouhodobym vyvojem, jehoZ podstata je
vét§inou neznama, nebo cilenym managementem, ktery je ale také zatim spise
nahodny. Oba procesy ovliviiuji potravni fetézce v pid¢€ a také poméry
uziteénych a patogennich mikroorganismtl, tyto manipulace se také nazyvaji in
situ modifikace ptidniho mikrobiomu. Pidy supresivni vii¢i chorobam plodin se
vyskytuji na riznych mistech po celém svété. Specificka supresivita je do
znaéné miry uréena kratkodobou reakci na tlak piislusného patogena. Je ale
pravdépodobné, ze prirozené supresivni pudy jsou vysledkem dlouhodobych
vlivl vétsinou neznamé povahy. Mozna vysvétleni zahrnuji geologicky ptivod,
hromadéni erodovanych materiali nebo pozistatkd organismt, minulé
zaplaveni, historické osidleni, jakoz i klimatické, pidni a vegetacni zony
(pferusované Sipky). K vytvoreni pid potlacujicich choroby byly pouzity rizné
kratkodobé manipulace, z nichZ vétSina spocivala v pfidaveich organické
hmoty (OM), inokulaci rhizobakterii podporujicich rtst rostlin (PGPR) nebo
stfidani plodin (tlusté Sipky); mén¢ vyuzivané piistupy zahrnovaly zaplavovani
a zavlazovani, orbu a provzdusnovani, acidifikaci, nebo zvySovani rozmanitosti
rostlin, tedy postupy bézné pouzivané v zeméd¢lstvi za jinym téelem. Z mnoha
interakci odpoveédnych za potlaceni onemocnéni bylo intenzivné studovano
pouze nékolik. Mezi ty chybg&jici patii predace véetné identifikace klicovych
predatorti, desifrovani potravni sit¢ nebo mutualistické vztahy mezi organismy
osidlujicimi rhizosféru rostlin.
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Zdravi pady bylo definovano ze zemédélského hlediska jako
schopnost ptidy podporovat rtst plodin, aniz by se degradovala, t;.
ztracela svou strukturu, organickou hmotu a biologickou rozmanitost
(Bunemann et al., 2018; Creamer et al., 2022). Ptesto je zdravi pudy
ohrozeno nadmérnym vyuzivanim, zménou klimatu, zasolovanim, erozi,
zhutiiovanim, vyCerpanim zivin, kontaminaci toxickymi t€zkymi kovy
nebo pesticidy, nadmérnym spasdnim a migraci ptidou pfenasenych
Skiidct za pomoci ¢loveka (Fierer et al., 2021).

Prestoze bylo postupné zavadéno hospodaieni s pidou, jehoz
cilem je zachovani neprodukénich funkei pidy, mnoho zemédélskych
postupd, které jsou oznacovany jako ,,udrzitelné®, predstavuje relativné
mala zlepsSeni a pouze zpomaluje rychlost degradace, coz znamena, ze
puda ziistava ohrozena. Je tedy treba fesit nejen zlepSeni kvality piidy a
urodnosti, ale také obnovu potravni sit€ v ptidé, zadrzovani uhliku v
organické hmot¢ ptdy, zlepSeni schopnosti zadrzovat vodu a snizeni
vyskytu padnich sktdct a patogend (Rhodes, 2017).

Pojem zdravi plidy zahrnuje biotické a abiotické faktory, jakoz i
jejich vzajemné ptsobeni. Padni mikrobiom, rostlinné endofyty a
mikrobiom rhizosféry si ziskaly zvlastni pozornost, protoze mohou mit
silny dopad na rust a zdravi rostlin. V rhizosfére hraji kritickou roli také
kotenové exudaty, kterymi rostliny interaguji s mikroorganismy a tak
podporuji trofické a konkurenéni interakce, které jsou pro rostlinu
prospésné (Zhang et al., 2022). A supresivni pudy predstavuji vlastné
idealni situaci ptidniho zdravi, ve které jsou vSechny slozky
agroekosystému ve funkéni rovnovaze.
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Obr. 3. Lokality v CR se znamym vyskytem piid supresivnich viiéi obecné
strupovitosti brambor (hnédé body) a nadorovitosti kofenti brukvovitych
(zelené body).
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Obr. 4. Pomérné zastoupeni mikrobialnich kment (pramér + standardni
odchylka, n = 4) v konduktivni (H) a supresivni (L) piidé. Spolecenstva bakterif
(A), archaei (B) a eukaryot (C) v tuberosféte nachylného kultivaru Agria (A) a
rezistentniho kultivaru Kariera (K) a ve volné ptdé (B). lllumina MiSeq
sekvenovani amplikont pfipravenych z doménové specifickych primer.
(Taxony organismu obecné vétsich nez velikost vzorku (Arthropoda, Annelida)
byla zahrnuta, aby bylo zobrazeno celé spolecenstvi, i kdyz v tomto ptipadé
pouze na zakladé ¢asti tél, napt. odpadlych bunék epitelu.)
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Mikrobiom a jeho manipulace. Metody, které transformuji
rezidentni mikrobialni spolecenstva zptisobem, ktery ovliviiuje
prirozenou supresivitu pidy, maji potencial stat se soucasti
environmentalné udrzitelnych systému pro management ptidnich
patogent (Mazzola, 2002). Z vysledkt pokust vyplyva, ze nékteré
rezistentni odrady brambor (Kariera), stimuluji nejen inhibici
onemocnéni, ale mohou zvysit populace specifickych bakterii s
antagonistickou aktivitou v rhizosféfe. Ukazalo se, ze popula¢ni hustoty
aktinobakterii na povrchu hliz odrazeji rozdily mezi nachylnymi a
rezistentnimi odridami brambor (Kopecky et al., 2019; Rosenzweig et
al., 2012). Vétsi mnozstvi aktinobakterii bylo izolovano z peridermu
odrud citlivych na strupovitost nez ze sttedné odolnych odrad (byly to
jiné aktinobakterie nez patogenni streptomycety). Ve sklenikové studii
mélo oSetfeni s nejnizsim vyskytem AOSB také nejnizsi hustotu
aktinobakterii na hlizach. Celkova Cetnost aktinobakterii mtize byt
ptikladem ptiznivého prostiedi pro rozvoj patogennich aktinobakterii, a
proto by pozitivni korelace onemocnéni s ptidnimi populacemi na
zacatku vegeta¢niho obdobi mohla byt uzite¢na v prediktivnim modelu
vyskytu nebo zavaznosti onemocnéni (Keinath & Loria, 1989).

Soucasti piidniho mikrobiomu, ktery potlacuje onemocnéni,
jsou bakterialni kmeny s antagonistickymi vlastnostmi, které se tohoto
procesu Gcastni produkei enzymu, antibiotik, siderofori, a také indukci
rostlinnych ristovych hormonti. V minulosti byly proti AOSB pouzity
druhy z roda Bacillus a Pseudomonas. Vyvoj mikrobidlnich
spolecenstev, ktera tvotila sekundarni metabolity s antibiotickou
aktivitou proti S. scabiei, byl také stimulovan okyselenim pady
oSetfenim sirany. Ve studii Sessitsch a kol. (2004) témé&f vsechny
izolované y-proteobakterie a také rod Xanthomonas vykazovaly
biologické kontrolni aktivity proti Streptomyces scabiei. S.
diastatochromogenes PonSSlI (nepatogenni) nebo S. scabiei PonR
(slaby patogen). S. albogriseolus také patii mezi kmeny, které mohou
snizit intenzitu strupovitosti (Rosenzweig et al., 2012), i kdyz i
nepatogenni kmeny patogenniho druhu S. turgidiscabies naznacuji
antagonismus proti S. scabiei (Hiltunen et al., 2009). Pseudomonas sp.
LBUM223 je schopna produkovat fenazin-1-karboxylovou kyselinu
ovliviiyjici rast S. scabiei, expresi genii biosyntézy thaxtominu a
biologicky kontrolni potenciél proti AOSB (Arseneault et al., 2016).
Bacillus amyloliquefaciens BACO03, Bacillus subtilis GB03 a
hypovirulentni Rhizoctonia solani Rhs1A1 mohou byt vhodnym
prostiedkem biologické ochrany brambor pted AOSB (Larkin &
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Tavantzis, 2013; Meng & Hao, 2017). Biokontrolni kmeny B.
amyloliquefaciens, B. subtilis, Bacillus sp. Sunhua zvysuji uvoliiovani
Zivin z hnojiv, napomahaji zakotfenéni a chrani rostlinu proti infekci.
Kofteny rostlin jsou kolonizovany zivymi bakteriemi pfidanymi do
hnojiva diky stimulaci kofenovymi exudaty bohatymi na uhlik. Naproti
tomu mikroby zvySuji ptijem zivin, ¢imZ zvySuji u¢innost hnojiv a
produkuji metabolity, které stimuluji zdravy riist a potlacuji onemocnéni
AOSB. Prikladem manipulace dostupného Zeleza miize byt vyuziti
feritinu, univerzalniho intracelularniho proteinu, ktery uchovava zelezo
a uvoliuje ho kontrolovanym zptisobem, miize byt ochrannou
molekulou pro rostlinné bunky, mize omezit tvorbu reaktivnich forem
kysliku vychytdvanim intracelularniho Zeleza. ZvySeni exprese feritinu
(genu StF1) bylo u brambor popsano béhem infekce P. infestans, feritin
tedy muze byt soucasti obrannych reakci hostitele spousténych béhem
infekce (Expert et al., 2012).

Doporuceni pro praxi

Dovézt nové rezistentni odridy. Americka resistentni odriida ‘Mountain
Gem Russet’ a tetraploidni kiiZzenci s divokou rostlinou Solanum
chacoense také vyslechténi v USA by mély byt certifikovany i u nas
aspon pro pouziti v dalsich slechtitelskych programech (Jansky et al.,
2018b; Stark et al., 2016).

Predikovat zavaznost onemocnéni pomoci modelu, nebo kvantitativniho
PCR. Predik¢éni model byl sestaven z 28 riznych fyzikalnich,
chemickych, biologickych a zeméd¢€lskych ukazatelt a vysledny
vypocet je zalozen na dvou podle modelu roku 2010, nebo 8 ukazatelii
podle modelu roku 2014 z téchto ukazatel. Dale lze vyuZit pozitivni
korelace celkovych aktinobakterii s patogennimi, ktera byla prokazana
na mnoha lokalitach. Stanoveni celkového poctu nebo i relativniho
poctu aktinobakterii je jednodussi nez kvantifikace genu pro txtA jako
markeru patogennich streptomycet, ktery je oviem také vyuZitelny.

Predikéni model vytvofeny pro zajiStovani prevence AOSB je
sestaven z 302 méteni kazdého vstupniho parametru, tj. celkem vychazi
z 10872 hodnot. Povinnymi vstupy do modelu jsou pouze zékladni
pudni parametry, které si kazdy péstitel mize nechat snadno stanovit
v zemé&déelské laboratofi. Tento model je zatim nejpresnéjsi predikce
obecné strupovitosti, které bylo dosazeno u nas nebo v zahranici. Je
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mozné dosahnout jest¢ vyssi piesnosti, ale pouze s vyuZzitim
biologickych dat tykajicich se mikrobialnich spolecenstev, ktera je
obtizné naméfit v bézné zemédelské praxi. Predikce onemocnéni
pomoci tohoto modelu je dostupna na webovych strankach:
www.solanum.cz.

Uplatnéné metodické postupy ochrany pred AOSB

Dostatecné mnozstvi a vyvazenost vyzivy spolu s podpurnymi
bakterialnimi spolecenstvy mohou pomoci rostliné omezit ¢innost
patogentl.

Zelezo, vliv dostupnosti na plodinova onemocnéni a vyuZitelnost pro
potlaceni AOSB.

Prestoze je zelezo Ctvrtym nejrozsifenéjSim prvkem na Zemi, nelze jej
snadno asimilovat rostlinami ani mikroorganismy v aerobnich pudach,
protoZe jeho oxidovana forma Fe®* je mélo rozpustna. Dostupnost Fe je
také vyrazné snizena v alkalickych pudach (pH >7) a v ptipadé, Ze jsou
pudy mineralni S men$im obsahem organického uhliku (<10%), pak je
rozpustnost Zeleza dale snizena (Obr. 5). Podle téchto kritérii jsou
viechny zemédélské pady v CR limitované dostupnosti Zeleza (Tabulka
1; Sanka & Materna, 2004). To je v kontrastu s vysokymi pozadavky
rostlin i mikroorganismi na vyuzitelné zelezo. Rostliny potiebuji zelezo
pro syntézu DNA, dychani, fotosyntézu; v protetickych skupinach
mnoha enzymu (cytochromy), k syntéze chlorofylu a je také nezbytné
pro udrzbu struktury a funkce chloroplastti. Bylo prokazano, ze
obranyschopnost rostlin souvisejici s produkci reaktivnich kyslikovych
radikall je omezena pii nedostatku Zeleza a rostliny jsou proto
nachylnéjsi k patogenni infekci. Zvlasté problematickeé je to v
rhizosfére, kde o n&j rostliny, bakterie a houby soutézi. Rostliny obecné
okyseluji rhizosféru, ¢imz lokalné zvysuji dostupnost zeleza a dalsich
Zivin, a exkretuji organické kyseliny a fenolické slou¢eniny schopné
zelezo vazat. Zelezo je kofenovymi buiikami piijimano pomoci
transportéri bud’ jako Fe?* po redukci membranovou reduktazou, nebo
jako Fe3* v komplexech s fytosiderofory, vysokoafinitnimi pfenasei,
jejichZ produkce je zndma u jednodéloznych rostlin z ¢eledi
lipnicovitych.
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Obr. 5. Vliv pH ptdy na dostupnost prvkt v mineralnich a organickych
pudach. Upraveno podle Kumaragamage et al. (2021).

'I:abulka 1. Popisna statistika pro zakladni agrochemické vlastnosti orné pidy v
CR (Sanka & Materna, 2004).

i __ popisna statistika (mgkg ')

parametr horizont  primér medidn | minimum | maximum | dolni kvartil | horni kvartil
aktivni pddni reskee omice 7.0 0 53 8.1 6.7 74
pHH,O podomici 7.0 70 19 K2 0.0 7.4
vymiénna pidni reakee | omice 64 03 4.7 .7 59 7.0
pIVKCL podormidi 6.2 6.2 1.0 1.7 56 6.9
fosfor ofmice 01 L3 i4 401 [ 124
Mehlich 3 podornidd 42 1] 2 263 18 32
drushik omice 224 200 70 834 156 265
Mehlich 3 podormid 139 151 48 HUR 117 187
hoitik omice 1852 156 M 1160 109 217
Mehlich 3 podormids 224 188 23 1050 119 293
vipoik omice | 1168 [ 2403 s | voso | s | 36m
Mehlich 3 podormici 1282 2367 555 195000 1708 1526
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Bakterie vyvinuly podobné strategie vyroby organickych kyselin a
syntézy nizkomolekularnich sideroforti (~400-1500 Da), molekuly s
vysokou afinitou k Fe** a také membranové receptory schopné véazat
komplexy Fe-siderofor. Mnoho rostlinnych patogend, véetné pivodct
AOSB pouzivé chelata¢ni slouceniny béhem piijmu Zeleza a ty mohou
pusobit jako zakladni determinanty virulence omezenim pfistupu
rostliny k Zelezu. Hlavni zastupce patogenti S. scabiei produkuje tfi typy
siderofort: desferrioxamin, scabichelin a pyochelin.

Sekven¢ni analyza dostupnosti Zeleza a dalSich mikroprvkii.

Bézné stanoveni obsahu Zeleza v piid€ extrakci lu¢avkou kralovskou
nebo metodami podle Mehlicha neposkytuje dostate¢né piesné infor-
mace o dostupnosti Fe pro rostliny a mikroorganismy. K tomu je mozné
pouzit tzv. sekvencni extrakéni analyzu (SEA), ve které se porovnava
rozpustnost zeleza v riznych extraktech. Tento postup byl poprvé
popsan autory Tessier et al. (1979), a od té doby se pouZiva v riznych
modifikacich.

Principem je postupné pouziti extrakénich Cinidel se vzristaji-
cim uéinkem. Cinidla se pfidavaji k pidé nasledng po sobé& po odstra-
néni piedchoziho. Sekvencni extrakce jsou specificky vyvinuty/upra-
veny pro rizné se chovajici prvky v pidé napt. P se chova v pudé jako
aniont a Fe jako kationt. SEA podle Tessier et al. (1979) rozliSovala 5
fazi dostupnosti ur¢itého prvku podle miry biologické dostupnosti.
Frakce 1. Vyménna. Tato slozka zahrnuje sorpéné-desorpcni procesy na
povrchu jild, oxidd Zeleza a manganu, a v huminovych kyselinach.
Frakce 2. Vazana na uhlicitany. Ukazuje piedevsim vazby kova s uhlici-
tany a je citlivd na zmény pH.

Frakce 3. Vazana na oxidy Zeleza a manganu. Oxohydroxidy zeleza a
manganu mohou fungovat jako spojovaci prvky nebo byt na povrsich
pudnich slozek (napf. pidni agregaty). Tyto slozky jsou ovlivnéné pii-
tomnosti kysliku a jsou nestabilni/rozpousti se v anoxickych podmin-
kach za nizkého redox potencialu.

Frakce 4. Vazana na organickou hmotu. Kovy mohou byt vazany na
ruzné formy organické hmoty: Zivé organismy, detritus, povlaky na mi-
neralnich ¢asticich atd. Souvisi to s bioakumulaci v ur¢itych podmin-
kach.

Residualni frakce 5. Zbytek. Zbyla pevna frakce by méla obsahovat
hlavné primarni a sekundarni mineraly - silikaty, které mohou obsahovat
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stopy kovl v jejich krystalové struktute. Tyto kovy se nebudou uvoliio-
vat v roztoku v pfiméfeném Casovém rozpéti podminek, které se bézné
vyskytuji v ptirodé.

Modifikovana metoda zahrnuje variantu tohoto postupu, ktera
biologicky nedostupné slozky. Osvedcil postup se sekvenci
vyluhti octanem amonnym, EDTA a lucavkou kralovskou. Timto
postupem se podafilo nejen objasnit roli zeleza v ochrané pfed AOSB a
Casteéné i pied jinymi patogeny, ale z vysledkl vyplyva, ze je pomoci
dostupnosti zeleza mozné identifikovat n€které supresivni pudy (ptiklad
v Tabulce 2)

Bakterialni kmeny pro biologickou ochranu rostlin

Dosavadni komeréné dodavané mikrobialni kmeny (bakterie a houby)
nevysvétluji princip fungovani ochrany, takze na dané lokalité mtize byt
zcela nevyhovujici. Z vysledka experimenti navic vyplynulo, ze
aplikace bakterialnich kmenti, které pochazeji ze vzdalenych lokalit,
narusuje stavajici bakterialni spole¢enstvo a nemusi mit pozadovany
vysledek. Z toho dtivodu byly vyuzity lokalni kmeny s ptesné znamymi
aktivitami, stanovenymi nejen pomoci testovani, ale i sekvenovanim
celych genomu aplikovanych kment, aby bylo mozné vyloucit, Ze
budou do pudy vnaseny dalsi potencialné nebezpecné organismy. Byl
pouzit antagonisticky kmen Streptomyces sp. 09Z122 (funkéni vzorek
2016), ktery vykazoval nejvyssi aktivity proti dvéma patogenim
Streptomyces scabiei, adaptovany na vyssi ptdni pH a S. acidiscabies,
adaptovany na niz§i pudni pH. V jeho genomu bylo identifikovano 49
biosyntetickych shlukt pro sekundarni metabolity, a u 9 z nich lze
predpokladat produkci latky s antibiotickym u¢inkem. Predikované
produkty té€chto drah byly podobné zndmym polyketidim
syntetizovanym polyketidsyntazou I a I1I typu napt. merochloriniim,
erquinolintim, tetronasinu, megalomicinu, monensinu nebo
strambomycinu. Dale byly pfitomny biosyntetické shluky pro phenaziny
a endophenaziny, a také naphthyridinomycin syntetizovany
neribosomalni peptidovou syntetazou (NRPS). A dale byl pouzit kmen
Streptomyces sp. 10ZC09, ktery byl izolovan z lokality s dolomitickym
podlozim a jako jediny vykazoval rlist na vSech testovanych médiich,
takze ma patrn¢ velkou schopnost adaptace. Dale také prokazal
schopnost solubilizace fosfatu, produkci ristového hormonu auxinu
(kyselina indoloctova) a vytvareni siderofort pro solubilizaci Zeleza.
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Hodnoceni strupovitosti

V inokula¢nim nadobovém pokusu byla troven strupovitosti hodnocena
pomoci devitistupiiové stupnice podle Wenzla a Demela, 1967: 1, bez strupu;
2,0,1%-0,8 %; 3,0,9 %—2,8 %; 4, 2,9 %-7,9 %, 5, 8,0 %-18,0 %; 6, 18,1 %—
34,0 %; 7, 34,1 % — 55,0 %; 8, 55,1 %-77,0 %; 9, 77,1 % az 100 %. V polnich
pokusech byla uroven strupovitosti hodnocena novym postupem podle
Andrade et al. (2019), ktery obsahuje Sestistuptiovou stupnici: 1 (0-3%), 2
(3.1-6%), 3 (6.1-12%), 4 (12.1-25%), 5 (25.1-50%) a 6 (> 50.1%).

V soucasné dob¢ byl tento starsi systém modifikovan na Sestistuptiovy, ktery
vyuziva Standardni plo$né diagramy (SAD) (Andrade et al., 2019). Pfesnost
méfeni v novém postupu dosahuje 99% pii opakovani nezavislymi
pozorovateli.

Doporuceni pro praxi:

Pro hodnoceni Girovné strupovitosti pii hodnoceni a prevenci AOSB
doporucujeme do budoucna Sestistupnovy postup podle Andrade et al. (2019),
protoze je piehlednéjsi nez ptivodni devitistupiiovy a vyhovuje soucasnym
doporu¢enim pro pocty kategorii, které maji byt mensi nez sedm, aby se
nezvySovala chybovost odhadu. Standardni plosné diagramy (SAD) také
napomahaji pfesnosti odhadu.

Inokulovany kmen nebo smés kment signifikantné méni stavajici mikrobialni
spoleCenstvo, a proto se nedaji inokulace plosné aplikovat na jakékoli lokalité,
ale je potfebné odborné posouzeni.

Selekce kment pro produkci latek potlacujicich onemocnéni

Z pudy na 10 lokalitach lisicich se fyzikalné-chemickymi podminkami, a také
vyskytem obecné strupovitosti bylo izolovano 350 zastupcti kmene
Actinobacteriota a byla vyhodnocena jejich antibioticka aktivita proti
testovacim kmenim Escherichia coli, Kocuria rhizophila a Saccharomyces
cerevisie. 56 kmenti bylo dale testovano na aktivitu proti Streptomyces scabiei
DSM 41658 and Streptomyces acidiscabies DSM 41668, které reprezentuji
typické ptivodce onemocnéni v alkalickych a kyselych piidach. Antagonistické
vlastnosti kmeny proti patogeniim byly hodnoceny pomoci ¢tyfstupniové
stupnice na zakladé velikosti zony inhibice (03, 0 = Zadna inhibice, 3 = silna
inhibice patogenu; Obr. 6). Ctrnact kmeni se silnou inhibiéni aktivitou proti
jednomu nebo obéma patogennim streptomycetam (osm kmend silné€
inhibujicich rist obou patogent, ¢tyfi kmeny silné inhibujici rast S. scabiei, a
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dva kmeny silné inhibujici rist S. acidiscabies) byly testovany pro rychlost
rustu ve vermikulitovém médiu. Nejvyssiho poctu kolonii bylo dosazeno u
kmene 09Z122 za 70 h (1,5 x 10° CFU/g vermikulitu) s ristovym zrychlenim

cvvr

dosazeno kmenem 14HB9D (1,0 x 10° CFU/g vermikulitu).

Doporuceni pro praxi:
U antagonistickych kment je potieba znat nejen uroveil produkce
antibiotickych latek, ale i rychlost rlstu, ktera tuto vlastnost amplifikuje.

Selekce kment pro produkci sideroforu

Na Sesti lokalitach, které zahrnovaly supresivni a konduktivni pole k obecné
strupovitosti a pfirodni lokality lisici se fyzikalné- chemickymi podminkami
pudy jako jsou pH, obsah organické hmoty, hornina podlozi, typ vegetace,
bylo izolovano piiblizné 1000 zastupct kmene Actinobacteriota. Principem
detekce produkce siderofori pomoci indikatoru Chrom azurolu S (CAS) je
zména barvy media z modré na Zlutou. Kdyz jsou siderofory ptitomny v
modrém testovacim CAS mediu, vytvoii se komplex Fe-siderofor. Vznik
tohoto komplexu vede k uvolnéni CAS a dojde ke zméné barvy z modré na
oranzovou (Obr. 7A; Schwyn & Neilands, 1987). K identifikaci siderofort se
pouzila kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS).
Kmeny byly kultivovany na tiech pevnych mediich (R2A, GYM a GAUZE-
Fe).
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Obr. 6. Testovani inhibice ristu patogena S. scabiei (nanesen vertikaln¢) kmeny
aktinobakterii izolovanymi z tuberosféry a peridermu brambor (naneseny horizontalng.
(A) Zadna inhibice, stupen 0, (B) slaba inhibice, stupeii 1, (C) stiedné G¢inna inhibice,
stupeni 2, (D) silna inhibice patogenu, stupen 3.
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V konecném testu bylo zahrnuto 188 kment kultivovanych na mediu
R2A, z nich 155 (82 % z celkového poc¢tu) kmenti produkovalo siderofory a
ostatnich 33 nikoliv. Kment kultivovanych na mediu GYM bylo testovano
celkem 93, z toho 86 (92 % z celkového poctu) kmenu siderofory produkovalo
a 7 kmenti nikoliv. U kment, které byly kultivovany na mediu GAUZE bez Fe
byla zjisténa produkce siderofort ve vSech ptipadech (41). Vliv lokality na
zastoupeni producentt sideroforti byl vyhodnocen pomoci Pearsonova chi-
kvadratu rozdéleni. Bylo zjisténo, Ze procentualni zastoupeni producentt
siderofort na riznych lokalitach neni vyznamné odlisna. Vliv lokality ptivodu
kmenti byl testovan i pro velikost zon (intenzitu produkce) pomoci Kruskal—
Wallis ANOVA. Velikost vytvorenych zon byla hodnocena u 149 kmenti
kultivovanych na mediu R2A a ukézalo se, ze velikost zon se na jednotlivych
lokalitach vyznamné nelisi. Velikost vytvoienych zén byla hodnocena u 74
kmeni kultivovanych na mediu GYM. Bylo zjisténo, ze na 5% hladiné
vyznamnosti nelze zamitnout hypotézu (p = 0,1464), tzn. velikosti zon se v
jednotlivych lokalitich vyznamné nelisi, ale pfi kultivaci na mediu GAUZE-Fe
byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil ve velikosti zéon kment
pochazejicich ze dvou lokalit. Celkové byla také zaznamenana nejveétsi
variabilita velikosti i intenzity produkce siderofori u kment kultivovanych na
pevném mediu R2A a nejmensi u kment kultivovanych na pevném mediu
GAUZE bez Fe.

Doporucdeni pro praxi:
e Nezalezi na lokalité pro vybér kmenu s vysokou a stabilni produkci
siderofort

e Zalezi na kultivaénim médiu, coZ znamen4, Ze kmeny nebudou stejné
produktivni v lokalitach, kde budou jiné pidni podminky, nez na které jsou
kmeny adaptované.

Selekce kment solubilizujicich fosfaty a produkujicich ristovy hormon
kyselinu indoloctovou.

Kvantitativni odhad solubilizace fosfatu byl proveden na agarovém médiu
Pikovskaya s fosfore¢nanem vapenatym. Projasnéné zony kolem kment,
ukazuji na produkci organickych kyselin, které dokazaly fosfaty rozpoustét.
Byly vybrany nejefektivnéjsi kmeny (Obr. 7B). 33 kment aktinobakterii z 97
testovanych (34%) bylo schopnych solubilizace fosfatu.

Produkce kyseliny indoloctové (1AA), ktera funguje jako ristovy hormon
rostlin, byla detekovana podle Sauvétre & Schrdder (2015). Izolaty byly
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naockovany do média R2A doplnéného 500 ug/ml tryptofanu a inkubovany pfi
28 °C po dobu 48 hodin. Kultury byly centrifugovany pii 10 000 otackéach za
minutu po dobu 15 minut a 2 ml supernatantu byly pieneseny do Cerstvé
zkumavky, do které bylo piidano 100 ul 10 mM kyseliny ortofosfore¢né a 4 ml
Salkowskeého ¢inidla (1 ml 0,5 M chloridu Zeleznatého v 50 ml 35% kyselina
chloristd). Smés byla inkubovéna pfi teploté mistnosti po dobu 25 minut a
absorbance vyvinuté riZzové barvy byla odectena pii 535 nm. Vsech 33
testovanych kmenti produkovalo kyselinu indoloctovou, ale vyznamné se lisilo
mnozstvi (Obr. 7C).

Nadobové pokusy

Testovani aplikace dostupného chelatovaného Zeleza v nadobovych
experimentech

Supresivni ptida na lokalité u Vyklantic méla tiikrat vyssi obsah dostupného
Zeleza stanoveny v extraktu octanem amonnym neZ konduktivni ptida, zatimco
obsah Zeleza v extraktu EDTA a celkovy obsah Zeleza byly v obou ptidach
podobné (ptiklad v Tabulce 2). Prvni nadobovy experiment pro testovani vlivu
dostupného Zeleza na AOSB byl proveden s nachylnou odridou Agria, ktery
byla vysazena do 12 1 nadob s konduktivni pidou a také se supresivni ptidou
pro kontrolu t¢inku aplikace Zeleza. Déle se testoval i vliv pridavka raseliny
na snizeni pH pudy, které také vede ke zvysené dostupnosti zeleza. Do nadob
se ptidalo bud’ 815 mg DTPA-chelatovaného zeleza/10 1 nebo 2,5 1 raseliny/10
1, nebo pidy a kombinace obou. OSetfeni byla provedena v péti opakovanich a
brambory byly osetfovany pesticidy obvyklym postupem béhem vegeta¢niho
obdobi. Vysledky tohoto experimentu prokazaly sniZeni zavaznosti AOSB po
pfidani samotného zZeleza o 25%, po pfidani raseliny o 32% a po
kombinovaném oSetieni o 34%. Supresivni ptda ale vykazala zavaznost
dokonce 0 41% nizsi nez konduktivni testovana ptida. Zaroven se v tomto
experimentu ukazalo, Ze sloZeni bakterialniho spolecenstva v ptidé se po
osetfeni kombinaci Zeleza a raseliny pfiblizilo ke slozeni spole¢enstva

Vv supresivni pudé, takze nejen k zvySeni dostupnosti zeleza, ale také

k podpoteni podplrnych bakterii. Pfitom bylo ziejmé, ze i samotny ptidavek
Zeleza a raSeliny ovlivnil sloZeni spolecenstva, ale hlavni zména byla u
kombinace obou, coz odpovida i vysledkiim sniZeni strupovitosti (Obr. 8;
Sarikhani et al., 2017).
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Obr. 7. (A) Produkce sideroforii. Velikost Zluté zony ukazuje na intenzitu afinity
siderofort k vazanému Zelezu v médiu.

(B) Solubilizace fosfore¢nanu zelezitého. Velikost svétlé zony je umérna produkci
organickych kyselin, které rozpoustéji fosfore¢ian vapenaty v médiu.

(C) Produkce kyseliny indoloctové (rtistovy hormon rostlin). Intenzita oranzové barvy
ukazuje miru produkce pfti srovnani riiznych kmenii aktinobakterii.
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Tabulka 2. Srovnani obsahu dostupnych a celkovych Zivin v piidé supresivni (VK) a
konduktivni (VU) viici obecné strupovitosti brambor z lokality Vyklantice. Prvkova
analyza metodou ICP.

Vyluh 1M oc- Vyluh 50 mM Rozklad lu¢avkou
Ukazatel  Jedn. tanem amonnym EDTA kvrélovskou zavaru

(200 ml roztoku : (100 ml roztoku : (CSN EN 13346 a

20 g vzorku) 20 g vzorku) EN 13657)

vuU VK VU VK VU VK

Fosfor  mg/kg 21.2 <15,0 44.3 31.4 981 783
Hlinik  mg/kg 21.3 47.9 141 196 31000 30150
Hof¢ik mg/kg 41.3 46.7 71.6 80.1 10600 11950
Mangan mg/kg 30.6 18.3 89.3 41.6 1210 937
Meéd’ mg/kg 0.64 0.63 2.25 1.23 31.3 36.3
Vapnik  mg/kg 1260 576 1700 889 2970 1850
Zinek mg/kg 1.58 1.36 1.18 0.76 122 114
Zelezo  mglkg 8.7 24.5 118 126 44400 41900
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Obr. 8. Fylogram operaénich taxonomickych jednotek (OTU, representuji bakterialni
druhy na drovni markerového genu 16S rRNA), jejichz zastoupeni se vyznamné 1isi
mezi konduktivni a supresivni puidou. Ti vn&jsi mezikruzi ukazuji zastoupeni
jednotlivych OTU v konduktivni (Cervend) a supresivni piadé (modra), a po oSetieni
chelatovanym zelezem a raselinou (fialova). Vnitfni mezikruzi ukazuje jak se
o$etfenim chelatovanym Zelezem a raSelinou zménilo zastoupeni jednotlivych OTU
oproti konduktivni pidé: tmavé modra — silny pokles, svétle modra — slaby pokles,
tmavé Cervena — silny nartst, svétle ¢ervend — slaby pokles, bila — zadna zména.
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V druhém nadobovém experimentu byly pfidavky zeleza zopakovany

s n¢kolika odridami a k tomu byly zavedeny také piidavky fosforu, protoze
fosfor se opakované u nas (Kristifek et al., 2015), ale i v zahranici (Davis et
al., 1976) projevil jako vyznamny v souvislosti se snizenim strupovitosti.
Navic i v obsahu fosforu se lisily pouZité supresivni a konduktivni pudy. V
nadobovém experimentu se pracovalo se dvéma nachylnymi odriidami Agria a
David, a jednou relativné resistentni odriidou Adéla. Do kazdé nadoby o
objemu 12 1 byla ptidana konduktivni ptida a pfislusné osetfeni jednou
zivinou, kontrolni sada nadob obsahovala supresivni ptidu, ktera slouzila pro
porovnani vysledkt vSech Zivinovych oSetieni se vlivem piirozeného
podpirného bakteridlniho spolecenstva. Od kazdého osetfeni bylo 5 nadob.
Osetteni byla opét i s raSelinou, i kdyZ jeji uplatnéni v praxi neni pfimo
pouzitelné, a dale Zelezem v chelatované formé (Fe-DTPA, stejna koncentrace
jako v prvni experimentu) a fosforem (KH2PO4, 30,76 g/néddoba). Posledni
nédoba obsahovala neosetienou konduktivni pudu. Paralelné se hodnotil vliv
na slozeni bakterialnich spole¢enstev. Vysledky ukazaly, ze aplikace Zeleza
opét stabilné potlacovala onemocnéni pro vSechny odridy, pro odridu Agria
to bylo sniZeni po aplikaci zeleza o 38%, fosforu o 24%, u odriidy David po
aplikaci zeleza o 43%, fosforu o 14%, zatimco u resistentnéjsi odriady Adéla to
bylo po aplikaci zeleza jen o 27% a fosforu o 33%. Supresivni piida méla ale
zavaznost strupovitosti dokonce o 72% niz$i nez testovana konduktivni ptida,
takze se opét prokdzal vyznamny vliv podptrnych ptidnich mikroorganismd.
V tomto experimentu se ukazalo, Ze kazda odriida si udrzuje specifické slozeni
bakterialniho spoleCenstva, které se méni po oSetfeni, ale je také odlisné

Vv supresivni ptidé. Podle ocekavani se po oSetieni bakterialni spolecenstvo
zménilo nejvice u nejnachylnéjsi odridy Agria a nejméne u relativné
resistentni odrudy Adéla.

Testovani inokulace bakterialnich kmeni v nadobovych experimentech

Pokus s inokulaci pudy bakterialnimi kmeny byl zaloZen na okraji
bramborového pole u Pacova v nddobach o objemu 12 1s pidou z pole s
vysokym vyskytem AOSB, kde pocet patogennich streptomycet dosahuje 3%
10° (Sagova-Mareckova et al., 2015). Inokulované bakterialni kmeny byly
vybrany na zaklad¢ vysledku in vitro testt, vSechny inhibovaly rust jednoho
nebo obou patogenti a vykazovaly vysoké rychlosti ristu v tekutém médiu.
Inokulace ptda byla provedena kulturami ve vermikulitu, kde cilova
antagonisticka bakterie dosahoval po¢tu 108 bun&k/l pady.

Tti bakterialni kmeny (14HB3D, 14HB8C a 09Z122) byly do ptdy ptidany
jednotlive, ale také ve smési spolu s kmeny 097142, 14SL3 a 09Z113. P&t
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nadob od kazdého osetieni bylo zakopano do hloubky asi 30 cm a osazeno
nachylnou odriidou Agria. Brambory byly sklizeny 110 dni po vysadbé. Ctvrté
listy z vrcholu kazdého vyhonku rostliny bramboru byly vyuzity pro stanoveni
zmén v piijmu zivin rostlinou. Vzorky ptady byly odebrany z tenké vrstvy (3
mm) zeminy obklopujici hlizy brambor pomoci sterilni 1Zice, a pteneseny do
laboratote pfi teploté 18 °C a pted analyzou skladovany pfi teploté -80 °C.
Studie identifikovala vlastnosti bakterii, které by mohly pomoci pfedpovidat
antagonistické aktivity proti AOSB in vivo. Vysledky ukazaly, ze kmen
09Z122 byl nejacinngjsim prostiedkem biologické kontroly a snizil zavaznost
onemocnéni o 30%, zatimco zbyvajici dva kmeny pouze o 12% a 13%. Kmen
097122 a jeho genom je publikovan jako funkéni vzorek. Novym piinosem
této studie bylo také zjisténi zmén v bakterialnim spolecenstvu piady po
inokulaci bioaktivnimi kmeny. Kmen 09Z122 ovlivnil spolecenstvo nejvetsi
mérou, ale podpofil predevsim dalsi bakterie se schopnosti potlacovat
onemocnéni (Obr. 9).

Testovani aplikace dostupného chelatovaného Zeleza a
inokulace bakterialnich kmeni v polnich podminkach

Po uspésnych nadobovych experimentech bylo provedeno testovani obou
postupt ochrany pted AOSB na polich (Obr. 10). Byly vybrany tii lokality

Vv blizkosti Pacova na Vysocing, a dvé lokality u Velhartic v PoSumavi. Pokusy
byly provedeny v letech 2021 a 2022. Brambory v pokusech byly standardné
oSetfovany (Tabulka 3).

Aplikace Zeleza.

V prvnim roce byly testovany ptidavky zeleza v riiznych fazich péstovani
brambor, které zahrnovaly: aplikaci na pudu pied vysadbou, aplikaci na list

v dob¢ vytvateni stolonti nebo malych hliz a kombinaci obou postupt.. Davky
a data aplikace jsou uvedeny v Tabulce 3. K oSetfeni se pouzil ptipravek
LISTER® Fe Plus 80 SL, obsahujici zelezo vdzané komplexné v chelatu

s kyselinou dietylentriaminpentaoctovou (DTPA) o koncentraci 6 %, tj. 77 g
Fe/l. Oproti aplikaci v nadobach byla davka Fe snizena, aby se zaroven zjistilo,
kde je limitni hranice a zda je mozné oc¢ekavat, ze bude mozné pouzivat davky
uplatnitelné v zeméd¢lské praxi. Stale ovsem byly pouzité davky asi dvakrat
vy$$i nez bézné pouZzivané, protoze optimalizace davkovani by vyzadovala
dalsi vyzkum. Ve druhém roce uz bylo vyuzito jen aplikace do pudy pred
vysadbou, ktera byla v prvnim roce jako jedina spolehlivé ¢inna na vSech
lokalitach.
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Obr. 9. Sité ukazujici korelace mezi vyskytem bakterialnich ZOTU ("zero-radius
OTU", representuji bakterialni druhy na drovni markerového genu 16S rRNA)

v zavislosti na inokulovaném kmeni. Inokulovany kmen je vzdy bod uprostied sité,
korelované ZOTU (bakterialni druhy) jsou representovany body s barvou odpovidajici
taxonomickému zatazeni do kmene (legenda vpravo). Inokulované kmeny jsou
vSechny rodu Streptomyces sp. (A) 14HB3D, (B) 14HB8C a (C) 09Z122. Pozitivni
korelace s vyskytem inokulovaného kmene jsou zvyraznény Cervené, negativni modre.



Obr. 10. Zalozeni pokusu s piidavky chelatovaného zeleza a inokulaci, Pacov, 2022
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Aplikace bakterialnich kmeni.

Pro pfipravu inokula byly kmeny nejprve kultivovany v 50 ml média YME (4
g kvasnicového extraktu, 10 g sladového extraktu a 4 g glukdzy v 1 |
destilované vody, pH 7,2) v 250 ml bankach za tfepani po dobu 2 dni pii
teploté 28 °C a 180 ot./min, poté byly centrifugovany v 50 ml sterilnich
zkumavkach pii 2 000 X g, 4 °C po dobu 15 min. Supernatant byl odstranén a
kultura byla suspendovana v 10 ml sterilni destilované vody. Vermikulit byl
ptipraven v 250 ml barikach, kde bylo 50 ml vermikulitu s 8 ml vody
sterilizovano po dobu 90 minut a nasledné ponechano 1 den pti pokojové
teploté. Sterilizacni proces byl opakovan dvakrat. Zaockovani sterilniho
vermikulitu bylo provedeno 1 ml resuspendované pelety s pfidanim 8 ml
média Ac (20 g skrobu, 8 g kvasnicového extraktu a 4 g peptonu v 1 |
destilované vody, pH 6,5). Banky byly inkubovany 10 dnti pti 28 °C s ru¢nim
promichavanim jednou denné. Vermikulit s narostlou kulturou byl pouzit pro
inokulaci v polnim pokusu v mnozstvi odpovidajicim 5x10° CFU na 1
rostlinu.
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Tabulka 3. Osetteni pouzita v polnich pokusech

. . ListerFe y Fe bakterialni Fe y v v g
Lokalita rok odrada [/ hal Zalozeno do pidy kmeny na list Odbéry Osetieni
Selekta,a.s.

Skalky 2021 Ornella 6 7.5. 7.5. - 12.7. 17.8. 1)
Spychar 2021 Ornella 6 7.5. 7.5. - 12.7. 17.8. 2)
Bodlak 2022 Agria 10 28.4. 28.4. 27.5. 16.5. 3)
Vesa, a.s.

Plasy 2021 David 10 28.5. 28.5. - 20.7. 6.9. 4)
Za Kutilem 2022 David 10 30.4. 30.4. 25.5. Ne 5.9. 5)
2 Osetreni:

1) plosné hnojeni 100 kg/ha: NP 12-52, plo§né hnojeni 525 kg/ha: smésné hnojivo — siran amony (24 % S + 21 % N) - 406 kg,
amofos - 50 kg, kamex - 75 kg, 2,0 kg/ha Plateen + 2,0 I/ha Bandur, Mospilan 60 g/ha, Ridomil Gold 2,5 kg/ha + 0,15 I/ha
Spintor, 2,0 I/ha Proxanil, Revus Top 0,6 I/ha + Benevia 0,125 I/ha

2) plosné hnojeni 100 kg/ha: NP 12-52, plo$né hnojeni 525 kg/ha: smé&sné hnojivo — siran amony (24 % S + 21 % N) - 406 kg,
amofos - 50 kg, kamex - 75 kg, 2,0 kg/ha Plateen + 2,0 I/ha Bandur, Mospilan 60 g/ha, Ridomil Gold 2,5 kg/ha + 0,15 I/ha
Spintor, 2,0 I/ha Proxanil, Revus Top 0,6 I/ha + Benevia 0,125 I/ha

3) Amofos (NP 12-52) 100 kg/ha, mocovina 150 kg/ha, 2,0 kg/ha Plateen + 2,0 I/ha Bandur, 0,6 kg/ha Carial Flex + 0,15 I/ha
Spintor, 0,6 I/ha Revus Top + 0,6 I/ha Fix-it + 0,6 I/ha Markate, 0,15 I/ha Spintor, 0,6 I/ha Revus Top + 0,6 I/ha Fix-it +
0,08 I/ha Karis Max

4) Hngj skotu 50 t/ha, NPK 15-15-15 300 kg/ha, Emesto Silver 0,5 I/ha, Ridomil Gold 2,5 I/ha, Samiron 2,5 I/ha, Revus Top
0,6 I/ha

5) Hnij skotu 50 t /ha, DASA 200 kg/ha, Arcade 4 /ha, Carial Flex 0,6 kg/ha, Samiron 2,5 1/ha, Infinito 1,6 1/ha



Vysledky experimentii a postup jejich dalsi aplikace do
praxe.

Rok 2021: Vysledky polnich pokust prokazaly u¢innost aplikace Zeleza ve
vsech testovanych situacich, ale lisila se i€¢innost podle lokality a typu
aplikace. Na lokalité¢ Velhartice se projevil pouze mensi uc¢inek
kombinované aplikace na ptidu a na list. Na lokalité¢ Pacov Skalky bylo
snizeni strupovitosti po aplikaci na list o 10%, v kombinaci na list a na
pudu 11% a po aplikaci pouze na pidu 37% (pfiklad na Obr. 11). Na
lokalit& Pacov Spychar byla uéinnost na list pouze minimélni, na ptidu 12%
a pti kombinaci na pudu a list 13%. Divody mensi ucinnosti aplikace
zeleza ve Velharticich v roce 2021 presné nezname, diivodem by mohl byt
zpusob odbéru rostlin, protoze z jednotlivych osetieni byly odebrany
brambory jen z dobfe vzrostlych rostlin, s kvalitnim olisténim. Pokus byl
proveden na rozsahlé plose asi 2 ha, takze nebylo zfejmé, jakou strategii
odbéru zvolit. Protoze i limitujici prvky veetné Zeleza maji koncentraci

V pudé nerovnomérné rozlozenou, takze na né€kterych mistech mtze byt
zelezo dostupnéj$i nez na jinych v dusledku variability pidni chemie, vybér
dobfte vypadajicich namisto nahodnych rostlin mohl piekryt vliv oSetfeni.
Na lokalitach v Pacové byly naopak odebrany plosné vsechny rostliny

z dané pokusné plochy, a tim se patrné aplikace projevila jako u¢inné;jsi.

Rok 2022: Vysledky polnich pokusti prokazaly u¢innost aplikace Zeleza na
obou testovanych lokalitach a také prokazaly ti¢innost aplikovaného kmene
rodu Streptomyces 10ZCQ09, ktery mé&l mnoho podptrnych vlastnosti
zahrnujicich solubilizaci Zeleza, fosforu a produkei auxinu. Druhy
aplikovany kmen rodu Streptomyces 092122, ktery produkoval latky
potlacujici riist patogennich streptomycet byl G¢inny pouze na jedné
lokalité. Ve Velharticich byla aplikace zeleza v tomto roce Uspésna,
dosahlo se snizeni 0 22% a bylo to patrné vysledkem Upravy odbéru rostlin,
ktery byl proveden také plosné (a nikoli vybérem rostlin) jako v ostatnich
pokusech. Uginnost aplikace kmene Streptomyces 092122 byla minimalni,
ale aplikace kmene Streptomyces 10ZCQ9 snizila AOSB o 4%. Na lokalité
Bodlak v Pacové byla G¢innost aplikace Zeleza podobna jako ve
Velharticich a dosahla snizeni o 18%, zatimco aplikace kmene

kmene Streptomyces 09Z122 o 12%. Divody rozdild aspésnosti aplikace
bakterialnich kment zatim nezname, ale da se pedpokladat, Ze rist
vnesenych kmentl je odlisn€ ovlivnén mistnimi podminkami, ale pfedevsim
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konkurenci mistniho mikrobialniho spolecenstva. Pro pfesnéjsi predikce
uéinnosti by bylo tfeba provést dalsi testovani za vice podminek, nez
umoznoval rozsah tohoto projektu. Pfiznivé pro dalsi uplatnéni je i to, Ze
hmotnost brambor, ktera byla kromée Grovné strupovitosti stanovena ve
vSech pokusech, aby se ovétilo, Ze osetfeni zelezem nebo bakteridlnimi
kmeny nemaji negativni dopady na vynosy, se s oSetfenim neménila.
Vynosy se tedy oproti kontrolam nezménily.

Ekonomické aspekty

Plocha, na niz jsou v CR péstovany brambory, se v minulych péti letech
(2016-2020, konecna data za rok 2021 nejsou zatim k dispozici)
pohybovala kolem 29,3 tis. ha (CSU, 2021). Praimérna produkce
dosahovala 790 200 t pti primérném vynosu 26,92 t/ha. Primérnd CZV
(cena zemédélskych vyrobell) meziro¢né kolisa, v roce 2020 Cinila 5,90
K¢/kg. Pokud navrhovana oSetieni v priiméru ptinesou v disledku vyssi
kvality hliz a jejich lepsi uplatnitelnosti na trhu zvyseni realizované ceny o
5%, bude ptinos pro péstitele kolem 8 tis. K¢/ha. Je ovSem tieba brat v
uvahu, zZe péstitelské oblasti a i jednotliva pole se tlakem onemocnéni
vyrazné lisi a v oblastech s vysokym vyskytem onemocnéni by ptinos mohl
byt vyrazng vyss§i. V zavislosti na sezénnich rozdilech srazek a jejich
distribuce by v klimaticky kritickych letech mohlo osetieni dokonce
zasadné ovlivnit trvanlivost hliz i samu jejich uplatnitelnost na trhu.

Specifickou ¢asti produkce brambor jsou brambory sadbové, které jsou v
CR péstovany na rozloze kolem 2 800 ha (priimér let 2016-2020), a jejichz
produkce dosahuje 64 000 t pti primérném vynosu 21,5 t/ha. Sadbové
brambory maji striktné stanoveno maximalni ptipustné napadeni obecnou
strupovitosti, oSetieni snizujici toto napadeni pod povolenou mez by tedy
mohla byt pfinosna i pro producenty sadby.

Néklady na oSetfeni pfipravkem LISTER FE PLUS 80 SL ¢ini 2200 K¢/ha
(pti pramérné cené 365 K¢/l podle cenikil platnych v roce 2022). Vzhledem
k tomu, Ze se ptipravek aplikuje pfimo na hlizy béhem vysadby, jsou dalsi
naklady na manipulaci minimalni, a tuto cenu lze pokladat za konecnou.
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Obr. 11. (A) Napadeni obecnou strupovitosti na kontrolni plose (B) po oSetieni
pridavkem chelatovaného zeleza, Pacov, odrida Agria.
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V ptipadé€ inokulace vybranymi kmeny bakterii plati totéz o aplikaci
ptipravku, ktera se rovnéz provadi na hlizy béhem vysadby. Provedeni ale
muZe vyzadovat optimalizaci ddvkovani, protoze material je sypky, drobné
hrudky nosice do velikosti pfiblizn¢ 4 mm, na nichZ je narostly pouzity
kmen. Néklady na ptipravu inokula jsou ale v prozatim pouzivaném
experimentalnim usporadani vyssi vzhledem k pouziti vermikulitu (1900
K¢é/ha) a zejména kultivacnich medii (6400 K¢/ha). Pro pfipravu inokuli v
primyslovém métitku by byly ceny jednotlivych slozek nepochybné nizsi,
nekteré z nich bude mozné nahradit levnéjSimi, vysledné cena bude ale
zaviset na technologickém feseni (pouziti kultivacnich tanki, kapacity pro
statickou kultivaci na vermikulitu, pfipadné jiném jilovém nosici), cenu
tedy neni zatim mozné odpovédné odhadnout.

Uzivatelé a uplatnéni

Metodika je ur¢ena pro vyuziti péstiteli, zemédelskymi podniky, statni
spravou a odbornou vetejnosti. Metodika mtize byt vyuzita akreditovanymi
poradci v oblasti zemédélské vyroby a ekonomiky, pracovniky Statniho
zemédélského intervencniho fondu, profesnimi organizacemi

(Agrarni komora CR, Zemé&délsky svaz CR aj.), Je uplatnéna vydanim

Vv tisténé i elektronické formé. Tisté€na forma bude distribuovana zajmovym
skupinam, elektronicka forma bude umisténa na webovych strankach
VURV, v.v.i. a www.solanum.cz.

Novost postupti

Postupy uvedené v metodice byly vyvinuty v ramci projektu, vyhodnoceni
limitujiciho prvku a aplikace organicky vazaného Zeleza nebyla pouzita
nikde jinde ani v zahraniéi. Aplikace podpurnych kmend

s antagonistickymi vlastnostmi byla pouZita také v USA a Japonsku, ale
kmeny pouzité v pokusech uvedenych v této metodice vykazovaly dalsi
podptrné vlastnosti, napi. produkci auxinu a schopnost solubilizovat
fosfaty, které zahrani¢ni kmeny nemély.
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Obr. 12. Propojeni ptadnich vlastnosti, mikrobialniho spoleéenstva a ochrannych
postuptl pii postizeni brambor aktinobakterialni obecnou strupovitosti. Graf
znazoriiuje vechny procesy a interakce, ke kterym dochazi pti jakékoli in situ
manipulaci mikrobialnim spoleenstvem (seznam manipulaci uveden v Obr. 1)
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Zavéry pro praxi

Ochrana brambor pied onemocnénim aktinobakterialni obecnou
strupovitosti je narocna, protoze vyskyt i zdvaznost onemocnéni jsou
ovliviiovany mnoha faktory. Pfitomnost patogenni streptomycety je sice
zakladni podminkou vzniku onemocnéni, ale uz i na tirovni druhu patogena
je dulezité rozlieni jeho specifické virulence a adaptace na mistni
podminky. Je ziejmé, Ze pocet patotennich druhii neni kone¢ny, protoZze na
kazdé lokalité¢ dochazi k horizontalnimu pienosu patogenniho ostrova a
neda se odhadnout, jak dale funguje po ptenosu do nového druhu rodu
Streptomyces. Prenos do jinych druhi aktinobakterii se zatim neprokéazal.
Dale potom vznik a vyvoj onemocnéni ovlivituji podminky prostiedi, a
proto je jejich zména prvnim doporu¢enim v ochrané proti AOSB.

Vyvazena vyziva dodavajici i mikroprvky, zvilaste Zelezo. Mineralni ziviny v
pudé jsou Casto v nevyvazeném stavu v disledku hnojeni pouze
makrozivinami. To negativné ovliviiuje rast rostlin, produktivitu a zdravi,
jakoz i kvalitu pidy, biologickou rozmanitost a funkce podptrnych
mikroorganismi. V ochrané pted AOSB se nejvice projevuje obsah
dostupného Zeleza, ale dilezity je i vyvazeny piijem fosforu, siry a
vapniku, coz jsou také prvky, jejichz dostupnost oddéluje supresivni a
konduktivni ptdy.

Navyseni obsahu vhodné organické hmoty v piide. Organicka hmota

s vysokym pomérem C:N a obsahem komplexnich organickych latek
zadrzuje vodu, jejiz rovnomerny piisun plsobi proti stresu rostliny, ktera
ma tak leps$i obranyschopnost. Tento typ organické hmoty je také vhodny
jako potrava pro stabilizujici piidni mikroorganismy, které udrzuji
dlouhodobé piidni procesy a tim zvysuji diverzitu a snizuji moznost
uchyceni a rozvoje patogennich streptomycet. ldealni jsou fermentované
zdroje organické hmoty, které navic ptidu i okyseluji.

Vyvazené prisuny dusiku. Pfidavky organické hmoty nebo hnojiv
obsahujicich vysoka mnozstvi dusiku by mély byt peclivé hodnoceny,
protoze recyklace dusiku ovliviiuje zavaznost AOSB v obou smérech.
Nevhodné je tedy hnojeni Cerstvym hnojem.
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Vybér kultivarii brambor by se mél fidit nejen resistenci, ktera zatim neni
zcela postacujici, navic resistentni kultivar nemusi byt vhodny pro lokalni
podminky nebo vynosy, ale mél by také uvazit naroky kultivart na ziviny a
jejich reakce s ptidnimi mikrobialnimi spolecenstvy, protoze i v téchto
vlastnostech se kultivary velmi odliSuji a ovliviiuji tim nachylnost

k onemocnéni nejen AOSB. Naroky jednotlivych kultivard na ziviny by
bylo vhodné déle testovat. Z vyzkumii vyplyva, Ze nachylné odrudy jsou

wevr

Slechteni. \ zahranici, predeviim v USA, byly vyslechtény kompletng
resistentni odrudy, které samy o sobé nemuseji odpovidat pozadavkiim na
péstovani ve stfedni Evropé¢, ale bylo by vhodné umoznit jejich import za
ucelem dal$iho mistniho Slechténi.

Aplikace biokontrolnich kmenii je vhodnym postupem piedevsim

s lokalnim pouzitim. Nedoporu¢ujeme pouzivat importovana bakterialni
inokula s neznamym slozenim a ptivodem mikroorganismii, protoze by
mohla narusit nejen i tak kiehkou rovnovahu autochtonnich mikrobialnich
spolecenstev, ale také chemismus ptdy.

Vyhledani a vyzkum supresivnich pid nejen k AOSB, ale i dalsim
plodinovym onemocnénim je poslednim, ale velmi dtlezitym doporu¢enim.
Zatim je nejméné pouzivanym postupem ochrany brambor pfed AOSB, i
kdyz se na n¢kterych lokalitdch ukazalo, Zze soukromi malopéstitelé
vyuZzivaji znalosti o kontinualni monokultuie K potladeni onemocnéni.

V CR je podle dosavadniho priizkumu supresivnich pad velky podet a
vyskytuji se na riznych klimaticko-pedologickych lokalitach. Jejich
pusobeni je komplexni a fesi zaroven vSechny vyse uvedené moznosti
ochrany. Jejich dal$i vyzkum by pfinesl nejen objasnéni interakci rostliny

s mikrobiomem a ptidnim prostiedim, ale také pochopeni konceptu ptidniho
zdravi. Téma kvality pidy a ptdniho zdravi ve spojeni s biodiverzitou
véetné funkci mikroorganismt je soucasti vyznamnych aktivit naptiklad
iniciativy One health spadajici pod World Health Organization (WHO) a
iniciativy Global Soil Partnership spadajici pod Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO).
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Obr. 13. Vystava odrid vySlechténych spole¢nosti Vesa Velhartice, a.s. Barevné
odrudy jsou bohaté na antokyany a dalsi antioxidanty, takze se daji povazovat za
superpotravinu. Narodni zemédélské muzeum, Praha.
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Seznam pouZzitych zkratek a pojmii
AOSB Aktinobakteridlni obecna strupovitost brambor

CAS Chrom azurol S, indikator pouzivany pro detekci produkce
siderofort
CFU Pocet mikroorganism( tvoficich kolonie, tedy Zivotaschopnych

bunék nebo jejich agregdtl ve vzorku (z anglického ,,Colony
Forming Units")

Da Dalton, jednotka molekulové hmotnosti
DNA Kyselina deoxyribonukleova
DTPA Kyselina diethylentriaminopentaoctova (pentetova),

komplexotvorné (chelata¢ni) ¢inidlo

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova, komplexotvorné
(chelatacni) ¢inidlo

LC-MS Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

oM Organick& hmota

OoTU Operacni taxonomicka jednotka, skupina sekvenci o
definované minimalni podobnost (nejcastéji 97%). Pouziva se
pti analyze spolecenstev sekvenovanim markerového genu.

PCR Polymerazova tetézova reakce
SAD Standardni plo$ny diagram
SEA Sekvencni extrakéni analyza

chelata¢ni slou¢enina  Latka schopna tvofit chelaty, cyklické slouéeniny
pevné (dvéma a vice vazbami) vazajici dvojmocné kationty a
ionty pfechodnych kovi

primer Kratky jednotetézcovy oligonukleotid, ktery specificky naseda
na cilovou sekvenci DNA. Jeho prodluzovanim vznika
komplementarni fetézec pii polymerazové fetézové reakci.

siderofor  Nizkomolekularni slou¢enina produkovana organismy za
ucelem ziskavani zeleza z prostiedi
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