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1. Cil metodiky

Cilem metodiky jsou postupyfipravy inokula, zakladani pokiusa vlastni unslé
infekce suspenzi s konidierkiusarium spp. a nasledné hodnoceni rozsahu napadeni klas
fuzaribzami. Metodika byla vyt¥ena za telem provadni experiment vedoucich k vyvinuti
Ci testovani chemického nebo biologického prepafiddyy. fungicidu),ci oSeteni fyzikalniho
charakteru na pottani klasovych fuzarioz u obilnin nebo pro posouzelivu raznych
technologii zpracovaniugy ¢i jinych agronomickych zaséma rozvoj fuzariéz klasobilnin.
Déle je metodika wena pro hodnoceni stuprodolnosti odiid a linii obilnin k fuzari6zam
klasi nagt. ve Slechtitelském procesu.

2. Uvod

Fuzaridzy klag (anglicky Fusarium head blightFHB) zpisobené komplexem drahrodu
Fusarium, jsou roz&ieny celos¥tove a pati mezi nejzavaz)Si choroby na obilninach
Fuzariozy klasu se u pSenice (Obr. 1)&@mene projevuji fedéasnym odurfenim klas nebo
jejich zkilenim. Onemocini klasi fuzariézami je zvlagt vyznamné ve vikich oblastech.
V pripact napadeni klasmuaze dojit k vyznanym ztrdtdm na vynosechigobenych sterilitou
klaski a nedostata¢ vyvinutymi obilkami a také ke kontaminaci zrna ryixiny. Je znama
celatada druli rodu Fusarium které se podileji na vzniku fuzarioz, ale meziastSi a
nejvyznamgijsi pati: F. graminearumF. culmorum, F. avenaceuaF. poae Na GzemiCeské
republiky gevazuji F. graminearuma F. culmorum Posledni studie ukazuji zvySujici se
zastoupeni druhB. poae Skodlivost fuzari6z sgiva jednak v redukci vynosu, ale zejména ve
schopnosti mnohadwodai fuzariéz produkovat mykotoxiny. Fuzariové mykotmximohou
zpasobovat vazné zdravotni potiZze jaklovéka, tak u hospodékych zvfat. Nasledaé dochazi
k projeam chronické nebo akutni mykotoxikozy (travici petizporuchy plodnosti atd.).
NejvyznamujSi fuzariové mykotoxiny jsou trichoteceny zejmédeoxynivalenol (DON) a
nivalenol (NIV) a zearalenony (ZEA). Ke tvartvySe uvedenych zdravi Skodlivych tokin
v zrnu dochazi zejménaipnfekci druhy F. graminearuma F. culmorum Existuje ale cela
fada dalSich toxiin zpisobovanych dalSimi druhy fuzaérii, jejich podroboybor je vSak nad
ramec pedkladané metodiky.

Presna diagnostikaopodai fuzaridéz klasu je nezbytna pro pochopeni fakfpodilejici

se na rozvoji onemoeni a akumulaci mykotoxin Mykologické uteni jednotlivych drui je



dosti obtizné i pro zkuSeného fytopatologa, pretujv posledni dabk rozvijeny a zavaghy
metody zaloZzené a polymerazokegizové reakci (PCR). V séasnosti jsou znamy druh®v
specifické primery pro mnoho drafrodu Fusariumnag. pro F. avenaceun{Turner et al.,
1998),F. culmorumaF. graminearum(Nicholson et al., 1998);. poae(Parry et Nicholson,
1996). Mimoto jsou dostupné laboratorni metody pi¥oné stanoveni obsahu jednotlivych
mykotoxini v zrnu jako ELISA testi HPLC.
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Obr. 1 Porost ozimé pSeniceiszpaky fuzarioz klas

3. Vlastni popis metodiky

Sl

Nasledujici text indsi podrobné navodyipravy inokula (suspenze konidii), aplikace inokula
na porost (termin, koncentrace apod.) a vyhodnoo#anzity napadeni klés V sowasné
dobs neni vCR dostupné jednotna metodika pro prasréidpokus s unglou inokulaci obilnin

fuzariemi.



4. Priprava inokula

Za (telem gipravy inokula jsou vybrany izolaty houby, pochdzieg daného, testovaného
druhu obilniny. Jako vhodna metoda pro produkck&eb mnozstvi inokula slouziggtovani
houby na sterilovanych zrnech pSenice v Erlenmasjeto baikach (Obr. 2). Do sklemé
baiky vlozime 50 g zrna pSeniceigame 40 ml destilované vody a autoklavujeme paidzd
minut @i 120°C. Nechame vychladnout a znovu autoklavujeaestejnych podminek. Po
vychladnuti pidame fragment agaru siglusSnym kmenem fuzaria. Po dobu zhruba 7 — 10 dn
umistime pod UV lampuipteplo€ 20°C a kazdy denuitladné prottepeme. Po stimulaci
infekéniho substratu NUV stlem za @elem dosazeni maximalni sporulace je substrat nsuse
a uskladgn dlouhodob (v ramci jedné sezony)

k naslednému pouziti. V¢b druhu fuzaria pro

umeélou inokulaci provadime podle célu

experimentu. Pokud neni cilem sledovatityr

kmen nebo druh fuzéaria provedeme inokulaci

aplikaci izolatu jednoho z dvou rozhodujicich

druhi klasovych toxigennich fuzariFusarium

graminearumnebo Fusarium culmorumpop.

s

Obr. 2 Sterilni zrna pSenice porostla
F. culmorumslouzici jako médium profipravu
inokula

Pro vlastni infekci je tedy kmen fuzéria namnokahivacni metodou na sterilovanych
zrnech pSenice.iBd inokulaci si nejprveifpravime zasobni suspenzi. Substrat, obsahujici
zarodky patogena na 30 min. natime do vody a nasledmikroskopickystanovime pdet

konidii na 1 ml zasobni suspenzgBurkerova konirka) (Obr. 3, 4).
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Obr. 3 Burkerova korirka, rozéleni zorného pole nétverce B, D a obdélnik C dle velikosti.
Patitdme konidie vetverci B. U konidii, které protinaji okr&jverce, zapéitdvame pouze ty,
jez protinaji horni a pravy okraj. Zaptané konidie jsou vybarveny tmav Obsah
mikroskopovaného mnoZstvidverce B je 0,04 mM(0,2 mm x 0,2 mm). Objem &tverce B
je 0,004 mm (0,04 mnd x vyska 0,1 mm).

Zasobni suspenzi mikroskopujeme po udmistdo Burkerovy korarky. Odeet konidii
provedeme nejménve 4 opakovanich. Nasledujici vzorce plati pouzectverec B (viz. obr.
3). Koncentrace v zasobni suspenzi se vgdle vzorce:

Koncentrace konidii zasobni suspenze = [(celkovgpkonidii ve vSech opakovanich £mm

opakovani) / objem mikroskopovaného mnoZstvio0mni)]*1000

Nebo jednodussi varianta

Koncentrace konidii zasobni suspenze = (celkovgtdmnidii ve vSech opakovanich £fgon
opakovani) * 250 000

Takto vypa@teme mnozstvi konidii v 1 ml zasobni suspenzekdgljsme zasobni suspenzi
pripravili v menSim mnoZzstvi vody napv 1 litru a koncentrace jefipspravném provedeni

velmi vysoka, nizeme nyni fistoupit k gipraw pracovni suspenze, kterou budeme aplikovat



na rostliny. Takové suspenze jiz budemegdmbvat mnohemd&iSi mnoZzstvi. Koncentrace je u
pracovni suspenze adjustovana na 500 000 konidli m& Tento vypoet recni provedeme
podle nasledujiciho vzorce:

Objem vody které je nutnorigat do zasobni suspenze = [(koncentrace konidgohni

suspenze/koncentrace konidii pracovni suspenzepjgim zasobni suspenze

Pred vlastni aplikaci k suspenzigéme sméedlo (nap. Tween 20) v davce 0,2 ml/l. Aplikace

se provadi poskem do klasu.
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Obr. 4 MakrokonidieF. culmorumpii piipraw roztoku pro umdlou inokulaci v Burkerow
komarce
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Prakticky pfiklad vyp@tu:
Pripravim si zasobni suspenzi péenim inokulovanych zrn do 1 litru vody. &eerci

B Burkerovy komrky nap@itam 17 konidii.

Vypa‘et koncentrace v zasobni suspenzi:
17 /0,004 * 1000 = 4 250 000 konidii/ml

Vypaiet /eceni na pracovni suspenzi:
(4 250 000/500000-1)*1=751

Vysledek: Kdyz/dam do 1 litru zasobni suspenze 7,5iliody, ziskam celkem 8,5 |

pracovni suspenze o koncentraci 500 000 konidiJaK snadné!

5. Vlastni inokulace porostu

Ve vyvojovém stadiu kdy 50% rostlin je v ¢@dku kwtu (BBCH 61-64) je provedena
inokulace kvetoucich porasbbilnin suspenzi konidii fuzarii. Pro zvySeni &8posti inokulace
je mozno inokulaci opakovat tyden po prvni inokylaim infikujeme i klasy, kteréipprvni
inokulaci jes¢ nekvetly. K tomuto &elu je nezbytné pouzit apli&ai techniku, ktera zajisti
aplikaci stélého a pro cely pokus shodného mnoasbkiula. Koncentrace inokula je jednétn
mikroskopicky adjustovana na hodnotu 500 000 kahidi suspenze (viz.ipdchozi kapitola).
Objem postkové suspenze na plochu porostu je 0,2 | /0 o odpovidd mnoZstvi 200 |
suspenze na hektariikoncentraci pracovni suspenze 500 000 konidimilditr je na 1 nf
aplikovano 10 miliod konidii. VZdy je vhodné provést inokulaci n&ee nebo nejlépe ve
dnech, kdy neni silné sluéd z&eni.
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6. Hodnoceni rozsahu napadeni klas

Vizuelni hodnoceni je provado nejdive v dokk dvou tydmi po inokulaci. Cely proces
hodnoceni ko#i po 1 ngsici od inokulace. Jako kritérium napadeni je lpéscenticky podil
zaschlych klask po napadeni chorobou. K hodnoceni je pouZita fikodiana desetibodova
stupnice Horsfall-Barretta. &Sina pSenic §stovanych v naSich agroekologickych
podminkach ma gmeérné 19-20 klask na klas. Z toho je odvozeno, Ze jeden napadersekl
predstavuje 5% napadeni, 2 klasky 10 % napadenBskkIl5 % napadeni. Nasledujicdy
piedstavuji snadijsi hodnoceni proporci mezi 1/3, 1/2 a 2/3 napaderdasu. Posledniit
tiéidy charakterizuji stav infekce, kdy zbyva zdrvy3, 2-1 a Zadny klagdKTab. 1). Graficky
je nahled hodnoceni vyobrazen na fotografiich Gla.6. Hodnoceni provadime vzdy rii p
nahodr vybranych svazcich stébel po 10 klasechresgch do dla& na pokusnou parcelu.
Postupujeme tedy nasled@vitchopime svazek stébel, ktery obsahuje 1Qikldazdy klas ve
svazku vyhodnotime dle Tab. 1. Ziskame tedy deseindt napadeni. Takovych svézk
vyhodnotim na kazdé parceleétp V piipact, Ze mame kazdou variantu véyrech
opakovanich, hodnotime celkem 200 klaskazdé variart (50 x 4). Postup je po ziskani

cviku velmi rychly.

Tab. 1 Vyjadeni podilu napadenych klaskuzarii
a prevod na procenta.

Rozsah napadeni % vyjad feni napadeni
0 klaska 0
1 klasek 5
2 klasky 10
3 klasky 15
1/3 klasu 33
1/2 klasu 50
2/3 klasu 66
3 zdraveé klasky 85
2-1 zdravé klasky 90
0 zdravych klask 100

12



50% 66% 85% 90% 100%

Obr. 5 Hodnoceni rozsahu napadenikifazari6zami u pSenice

33%  50% 66 %

Obr. 6 Hodnoceni rozsahu napadenikfazariozami u jémene

13



7. Zavér

Predkladana metodika byla pékolik let owéifovana na pracovisti autarPostupy jsou

dukladre propracovany a pro danéaly pir¢ funkéni.

N1

8. Srovnani ,novosti postupi

Dosud nebyla € eské republice zpracovana jednotna metodika priddaki pokus

s urrelou inokulaci klasovymi fuzariemi. Tento nedostapeédkladdana metodika odsige.

9. Popis uplatréni certifikované metodiky

Metodika je u¥ena pro vyzkumné a Slechtitelské subjekty, univerai odbornou

verejnost.

10. Ekonomické aspekty

Fuzariozy maji krom negiznivého vlivu na snizeni vynosu misdolré negiznivy
dopad na kontaminaci produkce mykotoxiny. Tyto Yatkekundarniho mechanismu
patogennich hub rodausariummaji celouradu nepiznivych vliva na zdravi zvht acloveka.

V pripact, Ze by metodika alesponepatrnoucasti grispéla k omezeni tohoto né&gnivého

vlivu mohly by byt ekonomickéifnosy teoreticky odhadnuty na miliony Korteskych.
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