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Rezistence k fungicidiim v populaci Venturia inaequalis
v Ceské republice

Souhrn

Cilem diplomové price bylo testovdni reakce izolati piivodce strupovitosti jabloné
Venturia inaequalis vic¢i vybranym G¢innym latkdm fungicid pomoci in vitro metody na
agaru.

V Ceské republice byl v poslednich letech u n&kterych vysadeb jabloni zaznamenan
pokles udcinnosti fungicidl, coZ je spojeno sfenoménem vzestupu kmenl v populaci
V. inaequalis rezistentnich k systémovym piipravkiim. Vzhledem k tomu, Ze jablon je
nejpéstovanéjsi druh ovocné plodiny v CR a ndklady na ochranu proti jejim chorobdm tvoii
hlavni ro¢ni vydaje pii jejim péstovdni, je nutné se té€to problematice dostate¢n¢ vénovat.

Vzorky listi s pfiznaky napadeni byly pro pokusy odebrany ze ti{ lokalit
(Praha-Suchdol, Roztoky u Prahy a Mili¢in). Nejprve byly z Cerstvé nasbiranych listi
odebrany konidie, které byly nasledn¢ rozetfeny na slabé vrstvé vodniho agaru. Druhy den
byly pomoci inverzniho svételného mikroskopu vyhledavény klic¢ici konidie, které byly jehlou
opatrné vypichnuty a pfeneseny na CYGA. Po nartstu dostate¢né velké kolonie V. inaeqalis
na CYGA byly izolaty pfeoCkovany na PDA, na kterém byly namnoZeny pro ndsledné
testovani. Timto zpusobem izolace bylo ziskdno celkem 19 izoldth patogena V. inaequalis.
Testy citlivosti izolatli patogena byly provedeny na PDA s obsahem ucinnych latek
(pyraclostrobin, boscalid, tebuconazole nebo trifloxystrobin) o ur¢ité koncentraci (0,001;
0,01; 0,1; 1 nebo 10 pg/ml). Testy byly provedeny v 9 opakovanich.

Reakce izolath V. inaequalis k ucCinku fungicidnich latek byly velmi rtznorodé.
U testovanych izolatii nebyla zaznamendna postupnd ani ,skokova‘ inhibice rastu mycelia
vlivem raznych koncentraci fungicidni latky, ale naopak u velkého poctu izolati dochdzelo
vlivem d¢innych latek fungicidi spiSe ke stimulaci jejich ristu. U vSech testovanych izolati
se projevila urcitd mira snizené citlivosti ke v§em ucinnym latkdm. Nejméné snizena citlivost
izolatl byla zaznamendna k ucinné latce boscalid, nejvice snizend citlivost k uc¢inné latce

trifloxystrobin.

Klic¢ova slova: jablon, strupovitost, rezistence, fungicidy, Venturia inaequalis



Fungicide resistance in population of Venturia inaequalis
in the Czech Republic

Summary

The aim of this diploma thesis is testing reactions of isolates against selected active

components of fungicides, which are used against Venturia inaequalis (Apple scab).
In last years, have been noticed the decrease of fungicidal efficiency in many Czech orchards.
At the same time was found resistance to systemic fungicides. Because of apple trees are the
most plant fruit and the main part of year cost is on plant protection. So, is necessary to pay
attention to this problem.

The samples were taken from three locations (Prague — Suchdol, Roztoky and Milicin).
Firstly, from fresh leaves were washed off conidia. Then, after this, they were spread along
thin layer of agar. Next day, germinate conidia were searched by inverted microscope and
took on new agar. After this, they were incubated in 20°C, until they grown to enough large
colony of V. inaequalis. New colony were again re-inoculated on new agar. For every variant
were made special agar with active components (pyraclostrobin, boscalid, tebuconazole or
trifloxystrobin) with different concentration (0.001, 0.01, 0.1, 1 or 10). When agar gelled, it
was incubated by testing isolates, three spots in to one Petri’s dish. After one month, were
measured they grow.

Because of the reaction of V. inaequalis on fungicides were various, the results were
summed up very detailed. The reactions of testing isolates were stimulation of grow, instead
of their inhibition. This is reason why, every result of fungicide contains tabs with % growth,
instead of % growth inhibition, because the results would be in negative values.

From these four active components, the sensitivity was the most decrease in

trifloxystrobin and a little decrease in boscalid.

Keywords: apple-tree, apple scab, fungicide, resistance, Venturia inaequalis
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1 Uvod

Produkce jablek v Ceské republice je v ramci celého ovocnéfstvi nejdileZit&jsi. V roce
2017 byla jejich spotieba 22 kg na osobu, coZz z nich ¢ini vyznamnou komoditu. Odhadem
v roce 2018 bylo v CR vypéstovano 128 tis. tun jablek a v celé Evropské unii to bylo kolem
12 mil. tun. Sucho v roce 2018 siln¢ zasahlo piedevsim letni odrady, které v mnoha piipadech
nebylyani nesklizeny. Déle se letni vedra na ovoci projevila popdlenim slupky, hor$im
vybarvovani plodi (zejména u odriid skupiny 'Tonagold', 'Sampion') a zhorSenim kvality
duziny béhem dlouhodobéjsiho skladovani. Jedinym pozitivem sucha byla nizs§i potifeba
zésaht proti strupovitosti jablon¢ (Buchtova 2018).

Jabloné jsou hostiteli vice nez 70 infek¢nich chorob, z nichZ pievaZzna ¢ast je zpusobena
fytopatogennimi houbami. Houbové choroby mohou vyvolat hnilobu kofend, listovou
skvrnitost, spalu listi a kvétl, hnilobu plodl, skvrnitost plodl, pfedCasny opad listh
a nadorovitost kmene, vétvi a vyhond. Dalsi jsou choroby zpiisobené bakteriemi,
fytoplasmami a viry. Nédklady na ochranau proti chorobam tvoii hlavni ro¢ni vydaje pfti
péstovani jabloni. Usp&$nd ochrana proti chorobdm vychdzi obvykle z kombinace nékolika
metod, napf. uZiti rezistentnich podnozi a odrid, fungicidl, bioagens a upravy prostiedi
(Grovel 2003).

V Ceské republice byl v poslednich letech u nékterych vysadeb, zaznamendn pokles
ucinnosti fungicid. Zaroven se objevil ndstup rezistence k systémovym piipravkiim na bazi
triazolovych ucinnych latek (Rostlinolékatisky portdl 2019). Vzhledem k tomu, Ze jde

o nejpestovanéjsi druh ovocné plodiny, je dileZité se této problematice vénovat.



2  Cil prace a védecka hypotéza

Hypotéza priace: V populaci piivodce strupovitosti jablon¢ (Venturia inaequalis) se
nachédzeji izoléaty, které jsou rezistentni k nékterym bézn¢ pouzivanym ucinnym latkdm
fungicida.

Cil prace: U izolath Venturia inaequalis ziskanych z riznych lokalit péstovani jabloné
testovat jejich reakci k vybranym d¢innym latkdm fungicida, které jsou béZné€ aplikovéany pfi

ochrang jabloni proti ptivodci strupovitosti jablon¢.



3 Literarni reserse

3.1 Pivodce strupovitosti jabloné Venturia inaequalis

Rod Venturia byl pojmenovén podle italského botanika a mykologa Carla Antonia
Venturiho (1805-1864). Druhovy nédzev inaequalis pochazi z latiny a znamenda nestejny nebo
nerovnomérny. Odkazuje tim na typicky tvar dvoubunénych spor pohlavniho
stadia — askospor (Juroch 2010).

V soucasnosti se do rodu Venturia fadi kolem 200 druht, vétSinou jde o ptivodce chorob
okrasnych a ovocnych dievin, Venturia pyrina, Venturia carpophila, Venturia saliciperda atd.
Strupovitost jabloné, jejimZz ptivodcem je Venturia inaequalis piedstavuje v soucasnosti
hospodaisky nejvyznamnéjsi chorobu jabloni (Juroch 2010). Mezi ndchylné odrudy patii
‘Gloster, ‘Golden Delicious‘, ‘Jonagold‘ a jeho mutace, ‘Maclntosh‘, ‘Spartan‘ nebo
‘Sampion‘. K tolerantnim odraddm patii ‘Bldhovo &ervené‘, ‘Boskoopské &ervené
a ‘Watervlietské mramorované‘. Postupné jsou zavadény rezistentni odridy jako ‘Angold®,
‘Florina‘, ‘Julia‘, ‘Karmina‘, ‘Lipno‘, ‘Melodie‘, ‘Rozela‘, ‘Sirius‘ nebo ‘Topaz‘ (Ackermann

2014).

3.1.1 Popis a taxonomické zaiazeni

Odd¢leni vieckovytrusych hub (Ascomycota) zahrnuje néco kolem 33 000 druha hub,
které osidluji Siroké spektrum stanovist’. Jsou soucdsti pidni mikrofléry nebo parazituji na
povrchu i vné tél rostlin a Zivo€ichii (Novak & Skalicky 2009). Hlavnim urcujicim znakem
vieckovytrusych hub je jejich produkce spor, tzv. askospor, jejich pohlavni rozmnoZovénd,
prabeh a vznik rozmnoZovacich struktur (Petersen 2013).

Charakteristickym znakem tiidy Dothideomycetes je tvorba viecek, v nichZ po meidze
a mit6zach dochazi ke vzniku 8 haploidnich askospor. Viecka se tvofi v plodnicich, tzv.
pseudoperitheciich.  Plodnice  je  kulovitého  tvaru, tmavohnédd aZz  Cernd,
90-150 um velkd, obsahuje asi 50-100 viecek. Vdlcovitd viecka rodu Venturia maji
dvouvrstvou sténu, 55-75 x 612 um velkou. Askospory jsou Zlutavé zelené az Zlutohnédé,
11-16 x 5-7 pm velké. Jsou dvoubunécné, horni buiika je krats$i a Sir§i neZ spodni (Juroch
2010).

Nepohlavni rozmnoZovani se uskuteCfiuje konidiemi, vznikajicimi konidiogenezi.
Konidie jsou jednobunéfné nebo dvoubunécné, svétle az tmave olivové zelené zbarvené,

opacn¢ kyjovitého, hruSkovitého nebo nékdy nepravidelného tvaru, na konci zaSpicatclé,
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20-30 um dlouhé. Vznikaji na konidioforech a tvoii se postupné béhem obdobi sporulace.
Konidiofory jsou kratké, neclankované, vyrustaji z hnédého mycelia na povrch listii trhlinami
v kutikule (Juroch 2010).

Askospory 1 konidie kli¢i na povrchu rostlinnych pletiv ve vodnim prostiedi, vznika
kli¢ni vlakno a na jeho konci se tvoii apresorium, které penetratnim hrotem narusi kutikulu
a pronikd do mezibunécnych prostor mezi kutikulou a epidermis (tzv. subkutikuldrni
mycelium). Nésledn¢ do bunck prorastaji haustoria, kterd vyuzivaji zdsobni latky bun¢k,
postupné dochédzi ke kolonizaci okolnich buné¢k a k jejich nevratnému poskozeni, coz se

projevuje 1 zménou zbarveni napadenych pletiv (Juroch 2010).

Tabulka €. 1: Taxonomické zatrazeni (indexfungorum 2019)
Rise Fungi

Odd¢leni | Ascomycota

Podkmen | Pezizomycotina
Tiida Dothideomycetes

Podttida | Pleosporomycetidae

Rad Venturiales
Celed Venturiaceae
Rod Venturia

Druh Venturia inaequalis (Cooke) G.Winter (1875)

VN

3.1.2 Rozsireni a ekologie

Nepohlavni stadium, které piedstavuji konidie, poprvé popsal Svédsky mykolog Elias
Magnus Fries (1794—-1878) v roce 1819. A uz v roce 1834 byl patogen zaznamenin v New
Yorku, kam se nejspiSe dostal se zbozim z Evropy (Westcott 2008). Pohlavni stadium, které
pfedstavuji plodni¢ky a askospory, vSak popsal az Mordecai Cubitt Cooke (1825-1914)
v roce 1866. AZ do roku 1887 se také ptedpokladalo, Ze jde o dva riizné druhy hub (Sandskér
2003).

Pivodce choroby ma vyhranéné ekologické néroky, ale jeho vyvoj probihd v pomérné
Sirokém rozpéti vnéjSich podminek. Objevuje se piedev§Sim v oblastech s ocednskym
podnebim, v oblastech s kontinentdlnim charakterem podnebi spiSe v chladngjSich
a humidnich podhorskych polohdch. Siif se hlavné za destivého pocasi, a to i zdvlahovou
vodou z povrchovych zavlaZovacich zatizeni (Juroch 2010). Pokud je jaro a zaclatek léta

suchy, ¢i s minimalnimi srdzkami, mize byt vyskyt strupovitosti omezen (Korsgaard 2014).
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Kromé rodu Malus spp. napadd V. inequalis i rody Crataegus spp., Sorbus spp.
a Pyracantha spp. (Jones 1990).

3.1.3 Biologie a vyvojovy cyklus

V. inaequalis je fakultativni patogen. Béhem vegetacniho obdobi parazituje na orgénech
hostitele (hlavné listy a plody), béhem vegeta¢niho klidu dokoncuje sviij Zivotni cyklus
a prezimuje v podob¢ pseudoperithecii na opadaném listi (MacHardy 1996).

Na pocatku vegetace ve vieckach dozravaji dvoubunécné spory (askospory), jejich
dozravéani je ovlivnéno teplotou, ale jejich uvolfovani zavisi na deStovych srdzkach. Pii
navlhéeni viecko nabobtnd a ve Spicce praskne. Spory jsou vymrsStény do vzduchu a dale
vétrem roznaSeny do okoli. V tomto piipad¢ se jednd o primdrni infekci, jejiZz nebezpeci
zac¢ind v obodobi raseni pupenti a kon¢i po tplném rozkladu loniskych listil, coz je u nds na
konci Cervna. Toto obdobi trvd pfiblizné¢ 5-9 tydnu (Blazek 2001; Naqvi 2004). Vrcholem
vyskytu askospor je obdobi od faze riZovych poupat do plného kvétu (Naqvi 2004).

Kdyz spory dopadnou na vlhky list, za¢nou kli¢it a proristat listovou pokozkou.
Po urcité dob¢ (tabulka ¢.2) se objevuji na listech nebo plodech skvrny, na kterych se tvoii

konidiofory s konidiemi (Blazek 2001).

12



Tabulka €. 2: Milsova tabulka pro podminky infekce jablon¢ houbou V. inaequalis (Blazek 2001)

Podminky pro infekci houbou Venturia inaequalis (dle Millse 1951)
Doba ovlhéeni povrchu
listii (v hod.) nutna pro
Priimérna teplota vznik infekce
béhem ovlhéeni (°C) | slabé | stredni | silné Inkubaéni doba
vice neZz | Pramérma
05-50 déle ne? dva dny 60 denni Pocet dni
51-54 28 60 60 teplota od od vzniku
55-59 25 36 60 vykliceni infekce do
6,0-64 22 32 50 spor prvnich
6,5-69 21 29 45 piiznakd
70-74 20 26 40 charoby
75-79 19 25 37
8,0-84 17 23 34
856-89 15 21 30
90-94 15 20 29
95-99 14 19 28
10,0-10,4 13 18 27
10,5-10,9 13 18 26
11,0-11.4 12 17 25 272 19
1,5-11,9 2 7 24 39 18
12,0-12.4 11 16 24 55 17
12,5-129 " 15 23 72 16
30-134 10 15 22 8,6 15
13,5-13,9 10 14 21 10,8 14
14,0-14.4 9 14 21 12,7 13
14,5-154 9 13 20 19,6 12
15,5-159 9 13 19 16,1 1
16,0-16,9 9 12 19 17,8 10
17,0-24.0 9 12 18 19,5 9
245 10 12 19 21,4 8
25 " 14 21 237 7

V obdobich, kdy raseni pupent pfedchazi relativné teplé pocasi a dostatecnd vlhkost, je
velkd Sance, Ze se vytvoii a uvolni znacné mnozZstvi zralych a Zivotaschopnych askospor.
Naopak béhem chladné¢jStho a sussiho jara miZe byt dozravani pseudoperithecii zpomaleno
(Naqvi 2004).

Konidie jsou letni spory, které zpisobuji sekundarni infekci. Jsou splavovany vodou
a nesiti se na vetsi vzdalenost. Doba ovlhceni listd nutnd ke splnéni podminek pro infekci je
zavisld na teplot¢ béhem ovlhceni. Ptiklad: Pokud bude priimérnd teplota béhem ovlh¢eni
6 °C, tak po 22 hodindch uz vznika slaba infekce. Kdyz ale teplota bude 12 °C, tak slaba
infekce vznikne uz po 11 hodinach (Blazek 2001).
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Obrazek ¢. 1: Infekéni cyklus Venturia inaequalis pteloZzeno z Agrios (2005)

Béhem sezény miiZze dojit k nckolika infekénim cykliim v zdvislosti na nichylnosti
hostitele a povétrnostnich podminkach. Za pfiznivych podminek mohou tyto sekunddrni cykly

zpusobit obrovské ztraty a zajistit dostate¢né mnozstvi inokula pro prezimovani (Naqvi 2004).

3.1.4 Projevy onemocnéni

Nejprve se objevuji svétlé, olivové-zelené nepravidelné skvrny na listech nebo na
spodni stran¢ kaliSnich listki (Agrios 2005). Jde o podhoubi s konidiemi rozrostlymi po
svrchni pokoZce listu (Zacha et al. 1989). Krétce nato 1éze dostavaji Sedy nadech, az s jakoby
sametovym povrchem. Pozd¢ji miiZe barva piejit do kovové Cerné s mirnym vyvySenim
(Agrios 2005).

Léze na starSich listech se obecné tvoii na svrchni strané. Na pletivu mohou byt
pozorovany jednotlivé nebo se mohou spojit do jedné vétsi skvrny. Pokud je infikovdn mlady
list, zGstdva maly, lehce zvinény a predcasne opadd (Agrios 2005). Podobné skvrny se mohou
vytvorit na kvétenstvi, kalichu, okvétnich platcich nebo plidcich. Mohou se objevit i na

vétvich, ale to je méné Casté (Westcott 2008).
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Na plodech jsou skvrny kruhového tvaru, lehce vystouplé a taktéZ olivové zelené az
tmav¢ hnédé€. Jak plody rostou, stavaji se vice strupovité, pokozka praskd a pozdéji korkovati.
Po opadu mycelia se miiZe objevit svétlejsi pokozka plodu. Léze jsou nejcastéjsi v blizkosti
kalisni jamky, pokud jich je hodn¢, plody se rozpadaji. U plidkt, které byly infikovany
casnéji, dochazi k jejich deformacim a pred¢asnému opadu (Agrios 2005; Westcott 2008).

Cim diive se infekce na plodu rozvine, tim jsou §kody vétsi. Na vyvinutych plodech
jiz nedochézi k praskani plodda, ale i tak jsou skvrny neZadouci a zhorSuji kvalitu a trvanlivost
ovoce (Zacha et al. 1989). V. inaequalis mize napadnout i nevyzrdlé dievo a v kiife dokdze

vydrzet az 5 let (Jackson 2003).

3.1.5 Fyziologické rasy Venturia inaequalis

Fyziologickou rasou je oznaCovana populace V. inaequalis, kterd nese urCity znak
virulence nebo avirulence ke specifickym genotypim (odriddm) rodu Malus, které se
oznacuji jako diferenciaéni sada. Slechtitelé tyto rasy vyélenili a definovali, kvili jejich
schopnosti vyvolat/nevyvolat tvorbu sporulujicich 1ézi na druzich rodu Malus a jejich
odridéach (genotypech) (MacHardy 1996). Jako fyziologicka rasa je tedy minén izolat, ktery
je schopen prekonat rezistenci hostitele (Bus et al. 2011), infikovat a sporulovat na
konkrétnim specifickém hostiteli (Gessler 2006).

Rasa 1 se bézn¢ vyskytuje na izemi USA a v dalSich zemich. Jeji schopnost spolurace
na béznych komercnich odriidach je dobrd, vyvolava skvrny nebo nekrotické 1éze. Pouze na
odrde¢ 'Dolgo’, ruské odrideé R12740-7A druhu Malus pumila a odridé ‘Geneva’ nesporuluje
(Jamar 2011).

Rasa 2 je schopna infikovat tfi odrady: 'Dolgo’, ruskou odridu R12740-7A
a odridu 'Geneva'. Existuji teorie, Ze tato rasa vznikla z dovozu ruského rostlinného materidlu
(Sandskir 2003; Jamar 2011).

Rasa 3 je charakteristickd tim, Ze vytvaii znacné sportujici 1éze na odridé ‘Geneva’,
jinak je stejnd jako rasa 1. Objevena byla v Kanadé (Gessler 2006).

Rasa 4 byla detekovdna u semendckid odolnych vici Skidcim, Slo o potomky
ruské odridy R12740-7A (Sandskér 2003; Jamar 2011).

Rasa 5 je charakteristickd schopnosti infikovat rostliny, jejichz rezistence je zaloZzena na
,pit gene® typu (gen rezistence Vm). Objevend byla u Malus x micromalus a Malus

x atrosanguinea v Anglii (Sandskér 2003; Jamar 2011).
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Rasa 6 byla poprvé popsdna na odriidé¢ 'Prima’' (gen rezistence Vf) v Némecku v roce
1984. Izolaty této rasy infikovaly i jiné odrudy s genem VY, ale Malus floribunda 821 zlstala
odolnd (Parisi et al., 1993). Virulenci této rasy ddle zkoumali Parisi et al. (1996) i u jinych
odrid jablonég, pfiCemz zjistili, Ze tato rasa je schopnd vyvolat pfiznaky témét u vSech 37
testovanych odrid s Vf genem rezistence, kromé odridy ‘Granny Smith* a dalSich t¥{ odrad
s jinymi geny rezistence (Vbj, Vr a Va). Také zjistili, Ze vétSina genti zpusobujicich rezistenci
u planych odrtd se s procesem Slechténi ztraci. A té€Z zduraznili dileZitost polygennich zdroja
rezistence.

Rasa 7 (anglickd rasa) se kromé& Anglie, vyskytuje i ve Francii, Belgii, Nizozemsku,
Italii nebo Svycarsku. Izoldty z piirozené infikovaného druhu Malus floribunda zpuasobily
1éze na Malus floribunda 821 a ne€kterych Vf kultivarech, zatimco na jinych Vf kultivarech se
neobjevily (Bus et al. 2005).

Rasa 8 je pomérné¢ noveé objevenou rasou, o které se pfed rokem 1993 nevédélo.
Vyskytuje se na Novém Zealandu, je schopna piekonat dosud nezndmé nestabilni rezistence

kédované genem VA8 (Bus et al. 2005).

3.2 Metody ochrany

3.2.1 Agrotechnické metody (nepiima ochrana)

Do nepifimych metod ochrany patii obecné¢ znamé a vyuZzivané principy, tzv. spravna
zem¢&délska praxe. Ddle jde o preventivni opatfeni, zejména agrotechnickd, kterd je nutné
dodrZovat pfi zakladani sadd. Jsou to vSechna opatfeni, kterd omezuji vhodnost podminek pro
Siteni patogena, napf.: vybér stanovisté, dostatecnd izola¢ni vzdalenost, vyrovnana vyZiva,
dopliikkova zavlaha, certifikovany sadbovy materidl, zdsady sprdvného fezu atd. (Kuzma
2002).

Mezi zédkladni diilezZitd opatifeni spadd vybér dostate¢né¢ vzduSnych lokalit, kde se
dlouho nedrzi mlha. Dilezité je i vyhnout se zbytecnému piehnojeni, to zplisobuje rychly
ndrist listové plochy, kterd musi byt oSetfovdna v kratSich intervalech. K omezeni vyskytu
prispiva i spravny fez; nepiehoustlé koruny rychleji osychaji, a tim jsou omezeny vhodné
podminky pro rozvoj patogena. Samoziejmosti by méla byt likvidace zdroje infekce
podzimnim postiikem mocovinou (5% roztok mocoviny, 1000 1 vody/ha) nebo sbér

a likvidace listd (Kloutvorova 2015).
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3.2.2 Rezistence Malus spp. vuc¢i Venturia inaequalis

V soucasnosti je primérnd Zivotnost komercniho sadu 12-15 let, proto je vybér spravné
odridy velmi dulezity. Kromé vynosu, kvality plod a nendro¢nosti na péstovani by mély byt
vybirdny i odridy rezistentni vic¢i ptivodciim chorob a Skidcim, zvlasté v integrovaném
a ekologickém systému péstovani (Jamar 2011).

Ovocné odriudy jsou klony, které se mnozi roubovanim, diky tomu je mozné zachovat
znaky, které by se jinak pohlavnim rozmnoZovanim ztratily. Nové odrudy jsou Slechtény bud’
s cilem oligogenni rezistence (jeden majorgen a n¢kolik minorgentl) nebo s cilem polygenni
rezistence (fizena sadou minorgent). Pii Slechténi je vyuZivano nékolik genti rezistence, které
jsou monogenni: Vf, Vr, Va, Vb, Vbj, Vim, Vg, Vh, Vdg a Vd (Lespinasse 1989; Vavra 2015).

VétSina genti rezistence pochdzi z druht M. floribunda a M. pumila, u nichz je
rezistence vici V. inaequalis zaloZena oligogenn¢. Rezistence zplsobend genem Vm, ktery
vyvolava hypersenzitivni reakci u hostitele byla rychle prolomena. NejbéZnéjSim genem
rezistence, ktery se vyuziva pro ziskdni novych odrid odolnych k V. inaequalis je gen Vf
pochézejici z M. floribunda. Napt. z 53 rezistentnich odrid bézné péstovanych v Italii
a Svycarsku, ma 40 odriid rezistenci zaloZenou na piftomnosti genu V£, u 6 odrid je Vr
rezistence, Va rezistenci maji 2 odriidy, dal$i 2 odriidy maji Vm rezistenci. Pouze 3 odriady
maji rezistenci zaloZenou na kombinaci Vfa Va (Geesler et al. 2006).

Vyhodou monogenni rezistence je, Ze 40-50 % potomku ziské rezistenci. Nicmén¢
rodiCe jsou botanické druhy, které maji malé plody se slabSimi organoleptickymi
kvalitativnimi charakteristikami. Tento typ rezistence se navic snadno prolomi novymi
fyziologickymi rasami (Lateur et al. 1999).

Lespinasse (1989) poukazuje na to, ze fada Malus spp. ma polygenni rezistenci, jenZ se
objevuje u nekolika starych evropskych odrud.

Pokud jde o kombinovéni typd rezistence, 1ze kombinovat monogenni zdroje mezi
sebou, polygenni mezi sebou, anebo monogenni s polygennimi. Tim se propoji ucinnost
s dlouhodobéjsim trvanim genetické ochrany v jedné rostling (Laurens 1999).

V Ceské republice se Slechténim rezistentnich odrid zabyvdi UEB AV CR ve
Stifzovicich a VSUO Holovousy. Ceské odridy patfi mezi ty nejkvalitn&jsi a jsou b&Zn&
pestovany v Evropé, predevsim v systémech ekologického péstovani (Juroch 2010).

V posledni dob¢ dochézi k rostouci popularité¢ ¢eskych odrud (tabulka ¢. 3), jako jsou
'‘Rubinola’, Rajka’, 'Goldstar' a "Topaz'. Chuti, vzhledem a skladovatelnosti mohou soutézit

i s odridou 'Jonagold' (Sosna 2014).
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Tabulka €. 3: Ptiklady Ceskych rezistentnich odrid jabloni (Nesrsta 2016)

Nazev Pozndmky
Ametyst Letni
Diana Letni
Minerva Podzimni
Admiral Zimni
Karneval Zimni
Lipno Zimni
Luna Zimni
Redspring Zimni
Red Topaz Zimni
Rozela Zimni
Sirius Zimni
Sonet Zimni
Téabor Zimni
UEB 32642 (Opal®) Zimni
Vltava Zimni

3.2.3 Chemicka ochrana (pfima ochrana)

Mezi pfimé metody ochrany patii aplikace fungicidii, mé€lo by jit ale o posledni
ochranné opatteni, pokud jiné pfimé a neptimé metody selZou (Juroch 2010). Aby chemicka
ochrana byla dspéSnd, je dulezité zvlddnuti primdrni infekce v  obdobi
dubna—Cervna, ¢imz se vylouci potieba dalSich oSetieni proti sekundarni infekci, kterd se
objevuje od cervence do sklizn¢ (Hluchy et al. 1997).

Je potfeba vénovat pozornost v ochran€ na zacdtek vegetace, aby se listy 1 plody udrzely
Cisté do doby, nez dojde k rozkladu lonskych listii a houba ukon¢i vylet askospor, ¢imz
zéaroven poklesne i Sifeni sekundarni infekce (Lansky & Kloutvorovd 2014). Podle Jonese
(1990) pokud se na jafe dostatecné sniZi pocet askospor, miiZze se upustit od aplikace
fungicidii ve fazi BBCH 03 a BBCH 09. Dosédhnout toho Ize bud’ aplikaci dusiku na podzim
na spadané listy nebo podzimni aplikaci fungicidii pied ¢i po opadu, které by mély zabranit
vyvoji pseudoperithecii.

Vzhledem k Zivotnimu cyklu ptivodce choroby je nutné provadét chemickou ochranu

preventivné, a to bud’ pausilné v 5-8dennim intervalu nebo pfed deStém. Postfik musi na
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listech i plodech zaschnout, vétsi destové srazky by fungicid smyly (Lansky & Kloutvorova
2014).

Pti preventivni ochran¢ se oSetiuje prubézné po celou dobu nebezpec¢i primarni infekce.
Podle lokality a podminek se oSetfuje 1 tyden od vyraSeni aZ do obdobi 2-3 tydny pted
sklizni, a to v intervalech 5—10 (14) dni. Interval mezi posttiky by mél zohlednit infek¢ni tlak,
intenzitu rastu hostitele a moznosti pouzitého fungicidu. Maximalni intenzita ochrany by méla
byt provadéna od fenofdze rizového poupéte (BBCH 57). Rozhodujicim faktorem by vSak
m¢l byt pribéh pocasi. OSetfovat by se mélo pred destovymi srdzkami. Pokud nastane

neocekdvany dést, je nutné stromy oSetfovat kurativné (Jones 1990; Juroch 2010).

Kontaktni fungicidy

Utinnd latka t&chto ptipravkil nepronikd do rostliny, ale zfistdva na povrchu na mistech,
kam dopadla. Proto je diilezZité dokonalé a rovhomérné pokryti oSetfované plochy. Nekteré
kontaktni piipravky, napf. Mythos 30 SC, maji hloubkovy nebo translamindrni twcinek,
to znamen4, Ze pronikaji do pletiv rostlin na spodni stranu listu nebo i na stonek. Nejsou vSak
rozvadény cévnimi svazky a nechrani nové piiristky rostliny po aplikaci (Lansky &
Kloutvorova 2014). Kontaktni fungicidy se vyuZivaji v systémech oSetfovani k preventivnim
ochrannym zdsahiim, protoZe nevykazuji kurativni i¢innost, napt. Dithane, Thiram Granuflo.
Nekteré piipravky maji kurativni dcinek omezeny, napt. Mythos 30 SC (Lansky &
Kloutvorova 2014).

Vyhodou je, Ze ucinkuji uz od nizkych teplot a nejsou ohroZeny vznikem rezistence,
¢i je toto riziko velmi nizké. Hodi se proto k pferusSeni sledu oSetfovdni systémovymi
piipravky (v¢etné strobilurinil). Jsou dobfe vyuzitelné v ranych fazich vegetace, kdy jesté neni
dostate¢n¢ vyvinutd listova plocha (Lansky & Kloutvorova 2014).

Jejich nevyhodou je, Ze v dobé intenzivniho ristu stromu a rychlého nartstani listové
plochy dochédzi ke sniZeni pokryvu, protoZe nov¢ narlstajici listy jiZ nejsou chridnény

postiikem (Lansky & Kloutvorova 2014).
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Systémové fungicidy

Utinné latky t&chto fungicidd ptisobi nejen na povrchu rostlin, ale pronikaji i do pletiv,
kde jsou pomoci cévnich svazkli rozvadény do dalSich Casti rostlin. Jejich specifikem je
jednobodovy mechanizmus uG¢inku. VétSina ucinnych latek systémovych piipravka
pouzivanych proti strupovitosti se §ifi akropetdln¢ a pfipadné translamindrné. To zarucuje
ochranu i novych pfirtstkii. Kromé preventivniho ptisobeni maji i rtiznou délkou kurativni
ucinnosti, to znamend, Ze inhibuji rtst mycelia uvnitt listu (Lansky & Kloutvorova 2014).

Systémové fungicidy jsou uc¢inné az 96 hodin od vzniku infekce (Jackson 2003).

Nicméné je lepsi tyto kurativni piipravky vyuZivat spiSe preventivné, protoZe je s nimi
spojeno riziko vzniku rezistence. U nékterych vysadeb v Ceské republice byl v minulych
letech zaznamendn pokles uCinnosti a ndstup rezistence v populacich V. inaequalis
k fungicidiim obsahuicim ucinné latky myclobutanil nebo flusilazole (Lansky & Kloutvorova

2014).

Aby mohl byt fungicid pouZzivan kurativnég, je nutné nejdiive prokazat infekci. A to lze
jen se spolehlivou signaliza¢ni technikou, kterd na zdkladé¢ méfeni teploty a délky ovlhéeni
listhh pfesné urc¢i dobu splnéni podminek pro rozvoj houby. Dalsi nezbytnou podminkou je
vykonnd aplikacni technika, kterd umoZznuje oSetfeni sadl za jeden den. Posledni podminkou
je dostatek fungicidd s dlouhou kurativni dobou. To se v soucasnosti jevi jako velky problém,
protoZe na Ceském trhu neexistuje fungicid, ktery by tuto podminku splnoval. Dostate¢né
dlouhou kurativni t¢innost mély fungicidy ze skupiny triazolii, napt. Punch 10 EW, Score
250 EC, Systane 12 EC, Rubigan 12 EC. U téchto latek byl vSak v minulych letech
zaznamendn pokles ucinnosti, ktery je spojovdn se vznikem rezistentnich kmend, a proto se

od kurativnich zdasaht témito piipravky upustilo (Lansky & Kloutvorova 2014).

Velkym piinosem v ochrané proti strupovitosti jablon¢ bylo zavedeni strobilurint, napf.
ptipravkli Discus nebo Zato 50 WG. Avsak také vici témto latkim byla velice rychle

zaznamenan u puvodce choroby rezistence (Lansky & Kloutvorova 2014).

Pro sniZeni nebezpeci vzniku rezistence k strobilurinovym a triazolovym fungicidiim je
nutné dodrzovat nékolik zdsad: nepouzivat fungicidy, které obsahuji pouze strobilurin nebo
triazol, kombinovat je s kontaktnimi fungicidy (Captan, Dithianon, Mancozeb atd.),

neaplikovat stejné piipravky ndsledné¢ po sobé. V piipadé¢ podezieni na snizeni ucinku
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fungicidi, je vhodné jej aplikovat spiSe mimo obdobi nejsilné€jstho tlaku houby (Lansky &
Kloutvorova 2014).

Kromé vySe uvedenych fungicidli, Ize k ochrané jabloni proti strupovitosti téZ pouzit
piipravky, které pisobi ¢dstecné fungicidné a ¢aste¢né jako induktory obrannych mechanizmi
rostliny. Prvnim pfipravkem je VitiSan®, hydrogenuhlicitan draselny, ktery je pouZivan
kurativné na klicici spory 1-2 dny po zacdtku infekce. A druhym piipravkem je Delan Pro,
obsahujici dithianon, ktery ucinkuje jako kontaktni litka s preventivnim ucinkem a ktery
pusobi na sulfanylovou skupinu. Druhou ucinnou latkou tohoto piipravku je fosfonat
draselny, ktery plsobi systemicky, a to primdrné piimou inhibici patogena (Bagar 2011;

Registr pfipravkil na ochranu rostlin2019).

3.2.4 Biologicka ochrana a latky na podporu zdravotni stavu

Jednou z metod biologické ochrany proti ptivodci strupovitost je vyuZiti
antagonistického vztahu s houbou Microsphaeropsis sp. (kmen P130A). Tato houba pronika
hyfami pifimo do bunécné stény patogena, oslabuje jeho rist a vyvoldvd bunéénou smrt
V. inaequalis. Podle Carisse et al. (2000) tato houba snizila produkci askospor
v kontrolovanych podminkdch o 85-98 % a v polnich podminkdch o 75-85 %. V praxi se
vSak nepouzivd (Juroch 2011).

Z pomocnych piipravki je mozné vyuZzit Equisetum arvense, vrbovou kuru, ale
i vyluhy z motskych fas, esencidlni oleje nebo hydrogenuhliCitan draselny a sodny

(Kloutvorova 2015; Registr pfipravkl na ochranu rostlin 2019).

3.3 Rezistence patogena vici fungicidim

Moderni fungicidy vyznamné pfispély k ochrané rostlin pfed ptivodci chorob. AvSak
rozvoj rezistentnich kment hub, zplisobil prolomeni ochrany u mnohych z nich. Od 70. let 20.
stoleti se rezistence stiva zdvaznym problémem v mnoha zemich svéta. Proto byl zfizen
FRAC (Fungicide Resistance Action Committe), aby wuZivatelé byli informovéni
o problémech s rezistenci a byly jim poskytnuty odborné rady (Hollomon 2015). Genom hub
je velmi plasticky a mtize obsahovat mnoho tisicti polymorfismi, coz poskytuje této rozsihlé
skupiné organismt mnoho pfilezitosti ke vzniku rezistence (Cuomo et al 2007).

Rezistence se vyskytuje predev§im v polnich podminkéch. V zemé&d€lské praxi se tento

------

zvySenim pocti aplikaci. AvSak neucinnost aplikovaného piipravku muze byt zplsobena
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celou fadou faktord, véetné Spatné aplikace a na¢asovani, nespravnou davkou nebo vyjimecné
infekénim tlakem choroby. Vznik rezistence je vysledkem piisobeni fungicidniho oSetfeni
cilové populace a zavisi na biologickych a chemickych faktorech (Hollomon 2015).

Nejrychleji se objevila rezistence k fungicidim u takovych plodin, které byly nachylné
k chorobdm, napt. obiloviny nebo réva vinnd, a u kterych se péstitelé opakované spoléhali na
pouzivani fungicidi se stejnym mechanizmem tc¢inku (Hollomon 2015).

Vybér méné nachylnych odrid a hospodateni v systému integrované ochrany, kde se
vyuzivaji fungicidy s riznymi mechanizmy ucinku ¢i se stfidaji nebo kombinuji, se stalo
zakladem pro antirezistentni strategii (Hollomon 2015).

Rozhodujicim faktorem ovliviiujicim vznik rezistence by mohlo byt i mnoZstvi
pouzitého fungicidu. V idedlnich ptfipadech by davky mély byt takové, aby usmrtily
dostateCné mnoZstvi patogenni populace, ¢imz by se dosdhlo pfijatelné hladiny patogena.
V praxi jsou kvili odparovani, metabolické degradaci v rostliné nebo v patogenovi a smyvu
destém pouzivany mnohem vyssi davky, nez by bylo potieba (van den Bosch et al. 2011).

Jednim ze zptisobu, jak snizit pocatecni ddvku by bylo pouziti formulaci s fizenym
uvoliiovanim, které sice udrZuje nizsi, ale stabilni davku po delsi casové obdobi. Pozornost by
méla byt vénovana formulacim piipravkll a tomu, jak by mohly byt pouZivany k dosazeni

postupného uvolnovani aktivni slozky na povrchu listu (Ishii 2015).

3.3.1 Vznik rezistence

O jakou formu rezistence pujde, zavisi na mechanizmu Gc¢inku konkrétniho fungicidu.
Pokud bude cilem urcity biochemicky proces, a jednobodovd mutace zpisobi jednu zménu
aminokyseliny, mtiZe tato mutace rychle a G¢inn¢ blokovat vazbu fungicidu na cilové misto
(inhibitory jednoho mista, tz. single-site inhibitory). To bude mit za nasledek vysokou troven
rezistence. Kdyz se ale fungicid zaméfuje na vice biochemickych procest (tzv. multi-site
inhibitory), vyZzadujici kombinaci mnoha mutaci, tak rezistence vznikd pomérné pomalu
(Milvia De Miccolis Angelini 2015).

U kiiZové rezistence dochdzi pii pouziti jedné ucinné latky, zaroven ke vzniku
rezistence k dal$im u¢innym latkdm se stejnym mechanizmem ucinku. Skupiny fungicida
s kiiZzovou rezistenci jsou definovdny, maji svlj kéd a jejich znalost je zdkladnim
pfedpokladem uplatnéni antitezistentnich strategii (Ackermann 2013).

Pfirozend nebo vrozend rezistence se tyka vnitfnich vlastnosti, napf. absence
specifického molekuldrniho mista a/ nebo metabolické cesty, které chrani organizmus pied

ucinky antimikrobidlnich litek. Piikladem jsou nékteré basidiomycety produkujici strobilurin;
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oni sami maji vrozenou rezistenci vici vlastnim strobilurinim, ale na oomycety pusobi
strobiluriny inhibi¢né (Milvia De Miccolis Angelini 2015).

Ziskana rezistence se tykd organizmu, ktefi jsou zpocatku vic¢i antimikrobidlni latce
citlivé, ale po dlouhodobé&jsim vystaveni této latce se mohou objevit genetické mutace. Tyto
mutace zajisti rezistenci, kterd se miZe ddle pfendSet na potomstvo, takZe populace uplné
ztrati citlivost vici latce (Milvia De Miccolis Angelini 2015).

Az do konce 60. let 20. stoleti byly fungicidy (sira, derivaty médi, dithiokarbamaty)
pouzivané v ochrané¢ rostlin viceCetnymi inhibitory, které se vdzaly na vice cilovych mist,
a tim 1 interferovaly s mnoha metabolickymi procesy. I ptes jejich dlouhotrvajici a pomérné
roz§itené pouZivani je rezistence vici témto latkdm pomérné vzacnosti. Je to ddno tim, Ze by
muselo nardz vzniknout nékolik riznych mutaci, a pokud by se tak stalo, musel by byt
organizmus zdroven Zivotaschopny (Brent a Hollomon 2007).

Rezistence je tedy vysledkem adaptace houby na fungicid, diky stabilni a dédicné
genetické zmené (Delp a Dekker 1985).

Klicovymi genetickymi faktory rezistence je pocet lokusi, pocet alelickych variant
v kazdém lokusu, existence a relevance dominantniho nebo recesivniho vztahu mezi
rezistentnimi (mutovanymi) a pfirozené se (Wild-type) vyskytujicimi alelami (Borck &
Braymer 1974).

Geny zodpovédné za rezistenci proti fungicidim mohou byt lokalizovdny na
chromozomech uvnitf jiddra nebo na extrachromozomdlnich genetickych determinantech.
Jaderné a cytoplazmatické geny lze rozliSit podle jejich dédicnych vzorcii. Jaderné geny
typicky vykazuji klasickou biparentdlni (disomickou) dédi¢nost v pohlavnich kiiZich,
tj. zygota obdrZi jednu alelu genu od kazdého z jejich rodict. Naproti tomu geneticky material
v cytoplazm¢é méd nemendelovské dédéni a je charakterizovan uniparentalnim (obvykle
mateiskym) pfenosem (Griffiths 1996).

Vétsina gent fungicidni rezistence se nachdzi na nukledrnich chromozomech.
V genomu zpravidla existuje pouze jedna kopie genu rezistence a mutace se nachdazeji
v genovych sekvencich kédujicich enzymatické nebo strukturni proteiny (Milvia De Miccolis
Angelini 2015).

Rezistence k fungicidim muze vyplyvat z mutaci v jednotlivych hlavnich genech,
a rovnéZ z aditivnich nebo synergickych interakci mezi nékolika mutovanymi geny.
Monogenni a oligogenni rezistence jsou zpusobeny jednim nebo nékolika hlavnimi geny.
Majorgeny maji znany vliv na fenotyp a jejich mutace zpisobuji kvalitativni zménu

v odezvé na fungicid. VétSina piipadl rezistence proti fungicidiim je zplisobena mutacemi
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majorgentl, které poskytuji rezistenci vuc¢i fungicidim s rliznymi mechanizmy ucinku.
U oligogenni rezistence se jednd o nékolik rtiznych majorgend, z nichZ kazdy miize mutovat,
aby zpusobil zvySeni rezistence vici stejnému fungicidu (Milvia De Miccolis Angelini 2015).

Razné mutace na stejném genu mohou zplsobovat rtizné udrovné rezistence vuci
fungicidu, tomuto jevu se fikd multi-alelickd rezistence. Diive byla hodnocena pouze podle
fenotypovych rozdili v drovni rezistence, anebo podle pleotropnich ucinkdi mutaci.
S rozvojem molekularni diagnostiky se dnes jiZ vi, Ze je pomérné Castd. Kazda mutovana alela
muze byt bud’ ¢astecné nebo Uplné dominantni €i recesivni vic¢i pfirozené se vyskytujici
(Wild-type) alele. Pokud jsou alely stejného genu kombinoviny ve stejnych houbovych
buiikdch nebo hyfach, mize byt vysledny jedinec rezistentni nebo citlivy (Wild-type) vaci
fungicidim. Kombinace genii mohou spolu interagovat, pokud se nachdzeji na stejnych
mistech, takze fenotyp dvojitého mutanta se mtize liSit od fenotypu mutanta s jednim genem
(Molnar et al. 1985). Zvyseni fitness rezistentnich izolatti (populaci) bude mit za néasledek
lepsi preziti a jejich selekci v polnich podminkach (Milvia De Miccolis Angelini 2015).

Polygenni rezistence je zplisobena mutacemi minorgent. Jejich vliv na fenotyp je
individudlni a spiSe mensi, takZe jejich vliv na snizeni citlivosti vuc¢i fungicidu je
zanedbatelny. Ale i pfesto existuje mnoho minorgend, které svym tc¢inkem mohou pfispét ke
vzniku rezistence, pficemz dojde k pomalému a postupnému kvantitativnimu sniZenf citlivosti
k fungicidu. Polygeneticka rezistence se obtiznéji uruje v polnich podminkach (Milvia De
Miccolis Angelini 2015).

Cytoplazmatické geny jsou pfitomny v mitochondriich a plazmidech. Mitochondriéln{
genom, ktery obsahuje mitochondridlni rRNA a nékteré proteiny respiraniho fetézce, patii
mezi nejdulezitéjsi extrachromozomdlni genetické prvky ovlivilujici odolnost vici
chemikéliim (Milvia De Miccolis Angelini 2015).

Pfirozend nebo indukovana rezistence k Qol fungicidiim, inhibitoriim mitochondridlni
respirace komplexu cytochromu bcl (komplex III) v misté¢ Qo, je obvykle poskytovina
bodovymi mutacemi v mitochondridlnim genu cytb, coZ zpilisobuje substituci aminokyselin
v cilovém proteinu. Nejméné tii mozné zmény kodont jsou spojeny s mirnou (F129L nebo
G137R) nebo castéji vysokou (G143A) hladinou rezistence k Qol u nékolika druhi hub
(Milvia De Miccolis Angelini 2015).

Analyza meiotickych potomkil progenii mezi citlivymi a rezistentnimi kmeny potvrdila
cytoplazmatickou (matefskou) dédi¢nost rezistence k Qol fungicidim mimo jiné

iu V. inaequalis (Steinfeld et al. 2002).
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Nemutovand (Wild-type) a mutovand mitochondridlni DNA nesouci mutaci G143A
v genu cytb muize koexistovat v heteroplazmatickém stavu v jediném izolatu, jak bylo
prokdzano u né¢kolika druhti, vCetné V. inaequalis (Zheng et al. 2000). Rovnovdha mezi
rezistentnimi a citlivymi mitochondriemi zavisi na sile selek¢niho tlaku (Ishii 2010).

Stabilita rezistence vici fungicidim je definovdna jako schopnost patogena udrzet si
stejnou miru necitlivosti vic¢i fungicidim po nékolik po sobé jdoucich generaci, a to bud’
s aplikaci, nebo bez aplikace cilového fungicidu (Vega and Dewdney 2014).

Neni pochyb o tom, Ze rezistence proti fungicidim miiZe zpusobit problém, protoze
rezistentni kmeny hub maji vyssi schopnost preziti v Zivotnim prostfedi. Kdyby tomu bylo
naopak, nemohly by se objevit a zvySovat jejich populaci pod selekénim tlakem fungicidu.
Nicméné rozdilnd kondice (fitness) mezi rezistentnimi a citlivymi populacemi, pokud
existuje, se zdd byt uzce spojena se stabilitou rezistence na poli. Pokud maji rezistentni
populace znacné oslabenou fitness ve srovnani s citlivymi, difve nebo pozdéji se kviili absenci
selek¢éniho tlaku fungicidu rezistence snizi., Potom bychom mohli znovu pouzit fungicid

(Ishii 2015).

3.3.2 Rezistence Venturia inaequalis

vvvvvv

sveéte, respektive v zemich, kde se jabloné péstuji (Cox 2015).

Jelikoz starsi Sirokospektralni fungicidy s post-infek¢nim tc¢inkem byly ze zdravotnich
divodi staZeny z trhu, od 60. let jsou zavadény tzv. single-site fungicidy, ale jejich nadizivni
vyustilo az ke vzniku rezistence (Cox 2015).

Zatim byla u V. inaequalis zaznamenana rezistence k dodine, methyl benzimidazol
karbamatim (MBC), inhibitorim biosyntézy sterolti (SBI) a inhibitortim ubichinol oxydazy
(Qol). Dosud nebyla zjiSténa rezistence k anilinopyrimidinim (AP) a inhibitorim
sukcindtdehydrogendzy (SDHI). Uéinnost téchto skupin je podstatnd niZf neZ Géinnost SBI,

Qol, dodine a MBC. Z tohoto diivodu se péstitelé radéji spoléhaji na mix riznych fungicidii

s aplikaci v kratSich intervalech, aby se zabranilo netspésné ochrané (Cox 2015).

3.3.2.1 Methyl benzimidazol karbamdty

Fungicidy ze skupiny MBC byly poprvé zaregistrovany ve Spojenych stitech
americkych v 70. letech 20. stoleti, ale uz po 5 letech k nim byla zaznamenéna rezistence

(Jones and Walker 1976). Béhem kratké doby ptibyly dalSi zprdvy o sniZené ucinnosti této
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latky po celych Spojenych statech, nacez se prestaly pouZivat. V soucasnosti pro komercni
sady neni Zadny fungicid ze skupiny MBC registrovan (Cox 2015).

Rezistence proti MBC fungicidiim je pficitina bodové mutaci v kédujicich oblastech
cilového genu pro B-tubulin v misté vazby benzimidazolu (Ma a Michailides 2005).

Pti zkouméni jabloni Quello et al. (2010) pozorovali populace V. inaequalis na
okrasnych jablonich, které byly pomérné citlivé k MBC fungicidiim, zatimco populace na
jablonich v produk¢nich sadech stdle vykazovaly rezistenci.

Je mozné, Ze pomoci screeningu rezistence by ¢asem mohly byt MBC fungicidy znovu

pouzivény v produkcnich sadech (Cox 2015).

3.3.2.2 Dodine

Dodine nalezi do chemické skupiny guanidind, jeho ucinek spocivd v naruseni
bunéénych membran, pravdépodobnym mistem jeho ptisobeni jsou fosfolipidy (Kloutvorova
et al. 2018).

Na vychodé¢ Spojenych stati americkych se pouZzival od konce 50. let 20. stoleti,
o desetileti pozdéji se jiZ objevila u patogena rezistence a prestal se pouZzivat (Olaya et al.
1998).

Pokusy na pfelomu stoleti v Michiganu a New Yorku ukazaly, Ze frekvence izolata
rezistentnich k dodine se v produk¢nich sadech snizila, kdyZ se na néjakou dobu prestal
pouzivat (Koller & Wilcox 2000). Avsak frekvence izolatl rezistentnich vii€i dodine v téchto
sadech rychle narostla, kdyZ se obnovilo jeho pouZivani (Koller & Wilcox 2000).

Carisse a Jobin (2010) si to vysvétluji nasledovné: Zaprvé, by mohlo jit o to, Ze pokles
rezistence k dodine v populacich V. inaequalis béhem dvou desetileti neni zptisoben izoléaty,
které ztraceji ziskanou odolnost vii€i dodine, ale je disledkem ziedéni izolatl rezistentnich
vi€i dodine v populacich. Takovyto jev by mohl byt diisledkem kontinudlni selekce izolat
s odolnosti vi¢i chemickym latkdm, které byly zavedeny po pieruseni pouZziti dodine.
Napiiklad selektivni tlaky zptisobené nadmérnymi aplikacemi fungicidi DMI a Qol
aplikovanych béhem poslednich dvou desetileti mohou pfispét k zfedéni izolatl rezistentnich
vuci dodine v populacich.

Druha hypotéza je, Ze staré ovocné stromy infikované izolaty V. inaequalis vyznacujici se
rezistenci k dodine byly vykaceny a nové ovocné sady byly zalozeny v oblastech, kde nebyly
ptitomné populace V. inaequalis odolné vici dodine.

Mechanizmus rezistence vici dodine u V. inaequalis je neznamy. Ale zda se, Ze vyvoj

rezistence je postupny nebo kvantitativni, rezistence se u populace zvysuje, protoze se zvySuje
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1 expozice k fungicidu nebo se projevu rezistence tcastni geny rezistence, které jsou soucdsti
tzv. genové rodiny. Nicmén¢ sekvence téchto genti a pocet genli podilejicich se na rezistenci
k dodine u V. inaequalis pravdépodobné zustanou nezndmé, dokud nebudou provadeény

pokusy s pouZzitim sekvenac¢nich metod na drovni genomu a transkriptomu (Cox 2015).

3.3.2.3 DMI fungicidy

DMI (inhibitory demetilace pti biosyntéze ergosterolu) fungicidy se prvné zacaly
pouzivat od 80. let 20. stoleti. Na rozdil od ostatnich fungicidd, u téchto trvalo 20 let, neZ se
na vychod¢ Spojenych statli objevily populace fytopatogennich hub k nim rezistentni (Cox
2015).

Jde o rezistenci s kvantitativnim charakterem, jejiz vznik je fizen akumulaci nékolika
nezéavislych mutaci, a rozviji se jako postupné sniZovani citlivosti k fungicidim. Pokud se
selek¢ni tlak vylouci, v populaci patogena opét prevazi citlivé kmeny. Je prokdzéana kiizova
rezistence mezi ruznymi t¢innymi ladtkami DMI fungicida (Kloutvorova et al. 2018).

Molekularni mechanizmus rezistence k DMI fungicidim spocivd v mutaci cilového
mista ucinku, kterd ma za nésledek nadmérnou expresi cilového genu, mutaci vedouci

k modifikaci cilového mista fungicidu a rovnéZ mutaci vedouci k aktivnimu vycCerpani

fungicidu z buiiky (Nikou et al. 2009).

3.3.2.4 Qol fungicidy

V Evropé¢ se poprvé zacaly fungicidy této skupiny pouZzivat v roce 1996, ale uz po velmi
kratké dobé se k nim ve Svycarsku, Francii a severnim Némecku zacala objevovat rezistence
(Gisi et al. 2002). Chemické skupiny patiici do tiidy Qol inhibitord a vyuZivané v ochrané
proti strupovitosti v Ceské republice jsou pievdZné oximino-acetity, mezi které patii
piipravek s ucinnou latkou kresoxim-methyl: Discus a dal$i pfipravky patiici do stejné
chemické skupiny, ale s tcinnou latkou trifloxystrobin. Do jiné chemické skupiny methoxy-
karbamétii nélezi kombinované piipravky s ucinnou latkou pyraclostrobin: Tercel
(+ dithianon), Bellis (+ boscalid) a Flint Plus (+ captan). Tyto ptipravky plisobi preventivné
a kurativné, ac¢inkuji kontaktné¢, lokdln¢ systémovée a nékteré i systémoveé (Kloutvorova et al.
2018).

Jednim z mechanizmil rezistence je mutace aminokyselinovych sekvenci cilového

mista, respektive tfi substituce aminokyselin v genu cytochromu b, zména z glycinu na alanin

v pozici 143 (G143A), zména z fenylalaninu na leucin v pozici 129 (F129L) a zména
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z glycinu na arginin v pozici 137 (G137R). Ddle muze byt citlivost sniZena iniciaci
alternativnitho dychéni, coz je reakce na ptsobeni Qol fungicidl jako inhibitorti dychéni.
Nebo dochdzi k metabolizaci strobilurinli enzymy esterdzami a cytochrom P450
monooxigenazou, kdy dochézi k dpravé fungicidu na netoxickou formu (Kloutvorova et al.

2018).

3.3.2.5 Anilinopyrimidiny

Anilinopyrimidiny (AP) byly poprvé pouzity ve Spojenych statech americkych na
konci 20. stoleti (Koller 1999). Jde o fungicidy, které jsou ucinné na Siroké spektrum
houbovych patogenti (Kloutvorova et al. 2018).

V Ceské republice jsou proti V. inaequalis vyuZivany G&inné latky pyrimethanil
a cyprodinil. Cilovym mistem uc¢inku téchto fungicidll je syntéza aminokyselin a proteind.
Mechanizmus ucinku spocivd v inhibici biosyntézy methioninu a inhibici sekrece
hydrolytickych enzymt patogena. AP vykazuji v rdmci své chemické skupiny kiizovou
rezistenci, ale nevykazuji kiiZovou rezistenci s jinymi skupinami fungicidii, jako jsou triazoly

a strobiluriny (Kloutvorov4 et al. 2018).

3.3.2.6 SDHI fungicidy

SDHI (inhibitory sukcindt dehydrogendzy) fungicidy byly zaregistrovany v roce 2005
pro pouZiti na jablonich ve Spojenych statech americkych. Prvni z registrovanych: Pristine je
smés SDHI fungicidni latky boscalid (pyridincarboxamid) s Qol fungicidni latkou
pyraclostrobin (Cox 2015).

Fungicidy z této skupiny inhibuji mitochondridlni dychdni a ovliviji tak tvorbu
energie potfebnou pro buniku patogena. Cilovy enzym inhibitori SDH je sukcinat
dehydrogendza (SDH, tzv. komplex II v mitochondridlnim respiratnim fetézci), kterd je
funk¢ni soucasti trikarboxylového cyklu a je spojena s mitochondridlnim elektronovym
transportnim fetézcem (Kloutovrova et al. 2018).

Chemické skupiny patfici do tfidy SDHI inhibitori a vyuZivané v ochran¢ proti
V. inaequalis v Ceské republice jsou pyridinilethyl benzamidy — tato skupina je
predstavovand napi. komerénim piipravkem s tuc¢innou latkou fluopyram — Luna Experience
(druhd ucinna litka je ze skupiny azoli febuconazole). Do jiné chemické skupiny patii
pyridin-carboxamidy s uc¢innou latkou boscalid, kterd se vyskytuje napf. v kombinovaném
ptipravku: Bellis (druhou ucinnou latkou je pyraclostrobin) a Signum (boscalid

+ pyraclostrobin) (Kloutovorova et al. 2018).
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4 Metodika

4.1 Odbér vzorku

Listovy materidl, ktery byl odebran v Cervenci 2018 k pokusiim pochdzel ze tif lokalit:
z jablofiového sadu, ktery se nachdzi na Demonstraénim a experimentdlnim pozemku Ceské
zem¢ede€lské univerzity v Praze, ddle z jabloni rostoucich v travniku néleZejicimu k bytové
zastavbeé v Roztokach u Prahy a ze soukromé zahrady v obci Mili¢in. Seznam izoléti a jejich

puvod je uveden v tabulce €. 4.

Tabulka ¢. 4: Prehled izolata

Oznaceni izolatu Lokace Odrida
R1 Roztoky u Prahy Plany druh
R2 Roztoky u Prahy Plany druh
R3 Roztoky u Prahy Plany druh
R4 Roztoky u Prahy Plany druh
R5 Roztoky u Prahy Plany druh
R6 Roztoky u Prahy Plany druh
R7 Roztoky u Prahy Plany druh
R8 Roztoky u Prahy Plany druh
R9 Roztoky u Prahy Plany druh
R10 Roztoky u Prahy Plany druh
R11 Roztoky u Prahy Plany druh
R12 Roztoky u Prahy Plany druh
R13 Roztoky u Prahy Plany druh
R14 Roztoky u Prahy Plany druh
R15 Roztoky u Prahy Plany druh
R16 Roztoky u Prahy Plany druh
R17 Roztoky u Prahy Plany druh

Suchdol Praha — Suchdol Nezndmy
Mili¢in Mili¢in Cistecké lahiidkové
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4.2 Izolace patogena

4.2.1 Material

Napadené listy

2% vodni agar

Petriho misky ¢ 6 mm
Chloramfenikol (zdsobni roztok 100 mg/ml)
Kyselina mlé¢na

Sterilizovand destilovana voda
Sterilizovand hodinov4 sklicka
Kovova $pachtle

Sklenéna tyCinka s lopatkou
Pipeta + Spicky

Plynovy kahan

Papintiv hrnec

Parafilm

4.2.2 Postup

Nejprve byl ptipraven 2% vodni agar, ktery byl 20 minut sterilizovdn v Papinov¢ hrnci.
Po ochlazeni agaru na teplotu cca 50 °C, pii které se 1ze dotknout nddoby, byl do agaru ptidan
chloramfenikol (100 ul/ml) a kyselina mlé¢na (1 ul/ml) a agar byl rozlit v tenké vrstvé
(4 mm) do Petriho misek.

Na hodinové sklicko bylo pipetou pieneseno 200 ul sterilizované destilované vody. Poté
za pomoci kovové Spachtle byly ovlhceny 1éze na listech a z nich opatrné seSkrabany konidie.
Pro dostatecné ovlhéeni skvrn a pfenos konidii do vody je dulezité Spachtli ve vodé
pravideln¢ namécet. Ve vodé na sklicku by mél byt poté vidét Sedavé-hnédy zdkal. Ze
suspenze konidii byl odeberdn pomoci pipety vzorek o objemu 100 ul, ktery byl pfenesen na
slabou vrstvu agaru. Suspenze konidi byla pomoci sklenéné tyCinky s opatkou rozetiena
rovnomérné do vSech stran Petriho misky. Takto pfipravené stéry byly inkubovany 24 hodin

pfi teploté 20 °C ve tmé v klimaboxu.
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4.3 Priprava monosporickych izolati

4.3.1 Material

Petriho misky obsahujici konidie V. inaequalis

CYGA: Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (Himedia) — pfipraveny dle pokynu
vyrobce

Petriho misky ¢ 9 mm

Injek¢ni stiikacky + specidlné upravené jehly

Inverzni svételny mikroskop

Plynovy kahan

Papintiv hrnec

Parafilm

4.3.2 Postup

Petriho misky s rozetfenymi konidiemi byly prohlizeny pomoci inverzniho svételného
mikroskopu. V zorném poli byly vyhledany kli¢ici spory, které maji tvar pismene ,, L. Tyto
kli¢ici konidie byly oZehnutou jehlou opatrné vypichnuty a pieneseny na CYGA v Petriho
miskdch. Timto zpisobem bylo pieneseno pét vdleckli do jedné misky. Zaparafilmované
a oznacené misky byly inkubovany dnem vzhuru pii teplot¢ 20 °C a ve tmé, dokud se

nevytvoftily dostate¢né velké kolonie V. inaequalis.

4.4 Preockovani kolonii monosporickych izolati

4.4.1 Material

Petriho misky s monosporickymi izolaty na CYGA

PDA: Potato Dextrose Agar (Himedia) - piipraveny dle pokynl vyrobce
Petriho misky ¢ 6 mm

Jehly + sklenéna tyCinka

Plynovy kahan

Papintv hrnec

Parafilm
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4.4.2 Postup

Po narast kolonii tmavsiho mycelia o priméru zhruba 5 mm na CYGA, byl patogen
odizolovan na novy agar (PDA). Jehlou byl vyfiznut asi 2 mm kousek agaru s myceliem,
ktery byl pfemistén na PDA do stfedu misky. Z kazdé kolonie byly takto pfipraveny

4 nové misky, které byly zaparafilmovany a inkubovany opét ve tmé pfi teploté 20 °C.
4.5 Testy citlivosti izolati k a¢innym latkam

4.5.1 Material

Izolaty V. inaequalis na PDA

PDA: Potato  Dextrose @ Agar —  pfipraveny dle pokyni  vyrobce
Petriho misky ¢ 9 mm

Pipety + Spicky

Mikrozkumavky

Udinné latky (pyraclostrobin, boscalid, tebuconazole, trifloxystrobin)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Jehly + sklenéna tyc€inka

Plynovy kahan

Parafilm

Elektronické posuvné métitko (MITUTOYO 0-150/0,01 mm)
Pocitac

Program Microsoft Office Excel

4.5.2 Postup

Pro kazdou variantu byl pfipraven samostatny agar, do kterého byla pipetou piidana
predem piipravend d¢innd ltka o uréité koncentraci. Uginné latky byly rozpustény v DMSO,
pficemZ byly vytvofeny 2 zdsobni koncentrace ucinnych latek, které byly pouZity pro findlni
piipravu vSech variant koncentraci (Tabulka €. 5).

Poté co agar utuhl, byly na né¢j oCkovany testované izolaty, vzdy tfi vpichy do jedné
Petriho misky. Kazd4 varianta byla zaloZena ve tiech Petriho miskach. Takto bylo u jednoho
izoldtu a jedné varianty celkem pfipraveno 9 opakovani. Petriho misky byly opatieny

parafilmem a izolaty inkubovany za vySe definovanych podminek.
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Tabulka €. 5: Pfehled cilovych koncentraci v§ech tcinnych litek v Zivném agaru

zéasobni roztok 4. 1. 10 mg/ml | zdsobni roztok . 1. 0,1 mg/ml
. Koncentrace u. 1.
Varianty [(ug/ml] 250 ml agaru 250 ml agaru
u. L [ul] DMSO [pl] u.l. [pl] DMSO [pl]

K 0 0 250 - -

1. 0,001 - - 2,5 247,5

2. 0,01 - - 25 225

3. 0,1 - - 250 0

4. 1 25 225 - -

5. 10 250 0 - -

K méfeni riistu mycelia izolati bylo pouZito elektronické posuvné méfitko, které data

vl

rovnou piendsi do programu Excel. JelikoZ se houba V. inaequalis vyznacuje velmi pomalym

rustem v in vitro podminkach, rist kolonii byl vzdy méfen jeden mésic po zalozeni testu.

4.6 Vyhodnoceni vysledkii

U kolonii izolath byly méfeny dva na sebe kolmé rozméry. Rust mycelia na

jednotlivych variantdch s obsahem tuc¢innych latek byl vztazen k rGstu mycelia na kontrolni

variant¢ a bylo vypocitdno % ristu a % inhibice rastu. Na zdklad¢ inhibice rastu byla

vypocitana efektivni koncentrace uc¢inné latky inhibujici rist mycelia z 50 %, tzv ECso.

Kde: R = % rastu

rt
%R=—x100%
rk

s 2w

rt = pramér ristu kolonie izoldtu na varianté obsahujici ti¢innou latku fungicidu (mm)

rk = primér rastu kolonie izoldtu na kontrolni varianté (mm)

Kde: IR= % inhibice rustu

Hodnoceni bylo provedeno na zdkladé vypocitanych hodnot % rustu.

rt
% IR =100 — (ﬁ* 100 %)

JelikoZ neexistuje jednotnd metodika urcujici diskrimina¢ni bod (inhibice riistu, EC50,

rezistentni faktor aj.), ktery by klasifikoval izolat jako rezistentni nebo citlivy ke konkrétni

33



ucinné latce (skupin€), byly izolaty rozdéleny do 4 skupin dle jejich % inhibice rastu (Tabulka
.6).

Cx

Tabulka €. 6: Rozdéleni citlivosti populaci V. inaequalis na zdkladé % inhibice ristu izolatl

Lzolat se znatné snizena | 1pikice ristu 0-30 %
citlivosti

Izolat se sniZenou citlivosti | Inhibice ristu 31-65 %
Citlivy izolat Inhibice ristu 66-94 %
Velmi citlivy izolat Inhibice rlstu 95-100 %

5  Vysledky

Vzhledem k velmi rGznorodé reakci vétSiny izolath V. inaequalis k Géinku
fungicidnich latek, jsou v této kapitole vysledky shrnuty vice podrobné. U testovanych izolati
dochdzelo vlivem tcinnych latek fungicidl spiSe ke stimulaci jejich ristu nez k jejich inhibici.
Z tohoto ditvodu jsou u jednotlivych ucinnych latek fungicidi uvedeny tabulky obsahujici

% rastu a ne % inhibice ristu, aby vysledky nebyly zndzornény v zapornych hodnotéch.

5.1 Ppyraclostrobin

vV

Jak je patrné v Tabulce €. 8 (viz. pfilohy), méla nejnizsi koncentrace (0,001 pg/ml)
u vetsiny izolath (74 %) stimulaéni vliv na rast izolatd V. inaequalis. U 6 izolath dokonce
dochdzelo az k vice neZ 10ndsobnému riistu mycelia oproti kontrolni varianté. Pouze 5 izolati
bylo touto koncentraci inhibovano, pficemz nejnizsi % ristu (92,5 %) bylo na této koncentraci
zaznamendno u izoldtu Mili¢in. Izol4ty, u kterych doslo k inhibici, byla inhibovany v ristu v
priméru z 3,07 %.

V pfipadé¢ druhé nejnizsi koncentrace (0,01 pug/ml) byla pozorovana inhibice riistu
mycelia pouze u 58 % izolatli. Naopak u zbyvajicich izolath (42 %) byl rist stile stimulovan,
a to az desetindsobné oproti kontrole. Inhibované izoldty byly v priiméru inhibovany v rtistu
0 33,26 %.

Ke znatelné zmén¢ doslo az u tfeti koncentrace (0,1 pg/ml), kde rast mycelia byl oproti
kontrole stimulovan pouze u 32 % izolat, a to v priméru 6krat. Riist mycelia inhibovanych
izolatl, byl inhibovan v priméru o 57,75 %.

Dvé nejvyssi koncentrace (1 a 10 pg/ml) stimulovaly rlst u 6 izolatl, z toho 4 izolaty

byly stimulovany v rastu inejvyssi koncentraci (10 pg/ml). Rozdil v po¢tu inhibovanych
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izolath u teti (0,1 pg/ml) a ¢tvrté koncentrace (1 pg/ml) byl minimdlni. U ¢tvrté koncentrace
doSlo kinhibici ristu inhibovanych izoldtd v priméru o 72,63 % a v paté primérné
076,24 %.

Hodnotu ECso bylo moznd spocitat pouze u 4 izoldth a pohybovala se v rozmezi

0,03-0,12 pg/ml.

5.2 Boscalid

V ptipadé této ucinné latky (viz Tabulka €. 9 v piilohédch) byla také zaznamenana velmi
rozdilnd reakce izolatll na riizné koncentrace. Boscalid rovnéz stimuloval rtst n€kolika izolath
(4) u prvni varianty (0,001 pg/ml), u druhé koncentrace (0,01 ul/ml) stimuloval v rastu
7 izolath a u treti koncentrace (0,1 pg/ml) opét 7 izolath. Nejvyssi narGst byl sledovan
u izolatu R9Y u tfeti koncentrace a to 200,09 %. Z téchto tii koncentraci nejvyssi inhibici
zpusobila az tfeti koncentrace, a to u izolati R6 (64,87 %), R11 (65,19 %) a R12 (67,17 %).

U inhibovanych izolatd dosSlo v prvni koncentraci d. 1. boscalid primérné k inhibici
rustu o 11,71 %, v druhé pouze 0 9,17 % a ve tteti o 20, 35 %.

U ctvrté (1 pg/ml) a paté (10 pg/ml) varianty doslo k razantnimu sniZeni ristu mycelia
oproti pfedeslym variantim. U Zadného izoldtu jiZz nedoSlo k vétSimu ndrustu, nez na
kontrolni varianté. Nejvyssi hodnota rastu byla zaznamendna u izoldtu R3 na ctvrté
koncentraci a to 28,99 %, coZ je neceld tretina velikosti rstu kontroly. Naopak nejvice byl
v rastu inhibovan izolat R2 (94,82 %).

Pti porovnani primérné inhibice rGstu na inhibovanych izoldtech ve Ctvrté a paté
koncentraci, nejsou rozdily v inhibovani rstu piili§ vyrazné, u ctvrté koncentrace to je
0 82,90 % a v paté koncentraci o 88,73 %.

Hodnoty ECso bylo moZno spocitat u 7 izoldth a pohybovaly se v rozmezi

0,11-0,54pg/ml.

5.3 Tebuconazole

U prvni koncentrace uc¢inné latky rebuconazole (0,001 pg/ml) bylo v rastu stimulovdno
uz jen 5 izolatd. Zbylych 14 izolatd bylo inhibovédno v priméru o 8,79 %. Jak je viditelné
z Tabulky €. 10 (viz pfilohy) prvni tif koncentrace podpofily rust izolath V. inaequalis.

U druhé koncentrace (0,01 ug/ml) doSlo ke stimulaci rGstu jen u dvou izolatd
R3 (106,53 %) a R10 (157,75 %). Nejvyssi inhibice riistu mycelia byla pozorovéna u izolatu
R5 (72,09 %). Primérna inhibice rastu inhibovanych izolatt byla 27,68 %.
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Ackoliv u tfeti koncentrace (0,1 pg/ml) doslo ke stimulaci riistii u tif izolatd, na rozdil
od predes§lé koncentrace, u této varianty byla zaznamendna vysS$i procenta inhibice. NejvySssi
inhibice ristu (84,55 %) byla zaznamendna u izolatu R17. Inhibované izolaty byly v priméru
inhibovany o 50,87 %.

U ¢tvrté (1 pg/ml) a paté (10 pg/ml) varianty se % inhibice rtistu mezi jednotlivymi
koncentracemi ~ vramci izoldth  vyznacné neliSilo. Nejvy$s§i inhibice  rustu
(87,94 %) ve Ctvrté koncentraci byla zaznamendna u izoldtu R17. A v paté koncentraci to
rovnéZz bylo u R17 a to jiz 90,86 %. Primé&rna inhibice inhibovanych izol4td byla 52,39 %.

Hodnoty ECso bylo moZno spocitat u 7 izoldth a pohybovali se v rozmezi

0,0037-0,75 pg/ml.
5.4 Trifloxystrobin

Jak je viditelné v Tabulce ¢. 11 (viz. pfilohy), u prvni koncentrace (0,001 ug/ml) byla
inhibice ristu velice pozvolnd, dokonce u izoldtu Suchdol doslo ke dvojndsobnému rlstu
oproti kontrole. Nejniz§i % ristu bylo zaznamendno u izoldatu R13, a to 59,43 %.
U inhibovanych izolatl byla praimérnd inhibice rasti 20,08 %.

U druhé koncentrace (0,01 pug/ml) sice doslo k mirnému sniZeni poctu izolatd, které
m¢ély % rustu veétsi nez kontrola, ale jinak rozdil oproti prvni koncentraci nebyl nijak vyrazny.
Primérnd inhibice rastu inhibovanych izolatti u druhé koncentrace byla 27,06 %. Pokud jde
o rozdil vramci této koncentrace, tak nejnizSi % rustu bylo pozorovano
u izolati R8 (32,51 %) a R13 (47,32 %).

Tteti koncentrace (0,1 ug/ml) zptsobila % riastu o néco nizsi neZ druhd koncentrace, ale
stile neslo o znacny rozdil, dokonce v 7 ptipadech (R1, R2, R7, R10, R16, Suchdol a Mili¢in)
byla hodnota vyssi, a to i vii¢i kontrole. Nejvyssi inhibice riistu byla zaznamendna u izoldtu
R8, ato 81,13 %. U inhibovanych izolatli byla primérnd inhibice rastu 32,51 %.

U ctvrté koncentrace (1 pg/ml) doslo u izolatd R10, R11, Suchdol a Milic¢in k vysSSimu
rustu oproti kontrole. Nejvyssi inhibice ristu byla pozorovéna u izolatu R17, a to 76,58 %.
U inhibovanych izolétl se primé&rna inhibice pohybovala kolem 37 %.

U paté koncentrace (10 pg/ml) se primérné % inhibice ristu inhibovanych izoléti
pohybovalo kolem 45,5 %. Nejvyssi inhibice (83,72 %) byla pozorovéana u izolatu R6. Izolaty

R10, R11 a Suchdol si ve vSech koncentracich udrzovaly % ristu vySsi nebo jen nepatrné

niz8i, nez byla kontrola.
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Hodnoty ECso bylo moZno spocitat u 5 izolath a pohybovaly se v rozmezi

0,00072-0,40 pg/ml.

Rozdé€leni izolath podle jejich citlivosti k i¢innym latkdm je v tabulkéch ¢. 7a a 7b.

Tabulka ¢.7a: Rozd¢leni izolath podle citlivosti (pyraclostrobin a boscalid)
1-0,001;2-0,01;3-0,1; 4-1; 5-10 pg/ml

Citlivost pyraclostrobin boscalid
Velmi citlivy

1

2

3

4 R9

5 R7,R9
Citlivy

1

2 R16

3 R6, R7,R9, R11, R14, Mili¢in

R6,R7,R10, R11, R12, R13, R1,R2,R3,R4, R, R6, R7, R, RY,
4 R14,R16, R17, Milicin R10, R11, R12, R13, R14, R15, R16,
R17, Suchdol, Mili¢in

R6, R10,R11, R12,R13,R14, |R1,R2, R3,R4, R, R6, R7, RS, R9,
5 R16, R17, Mili¢in R10, R11, R12, R13, R14, R15, R16,
R17, Suchdol, Mili¢in

SniZena citlivost

) RI,R17
5 R6, R11, R12, R14, Mili¢in

3 R8, R12, R13, R16, R17 R6, R12, R13, R16
4

5

Znac¢né sniZzena citlivost

R1,R2,R3, R4, RS, R6, R7, R2, R3, R4, RS, R6, R7, R8, R9, R10,
R8, R9, R10, R11, R12, R13, R11,R12, R13, R14, R15, R16,
R14,R15,R16, R17, Suchdol, |Suchdol, Mili¢in

Mili¢in
RI, R2, R3, R4, R5, R7,R8,  |R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, RS, R9,
2 R9,R10,R11, R12, R13,R15, |R10,R11,R12, R13, R14,R15, R16,
R17, Suchdol R17, Suchdol, Mili&in
; R1, R2, R3, R4, R5, R10, R15, |R1, R2, R3, R4, R5, R7, RS, R9, R10,
Suchdol R11, R14, R15, R17, Suchdol, Mili&n
R1, R2, R3, R4, R5, R15,
4 Suchdol
R1, R2, R3, R4, R5, R15,
5 Suchdol
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Tabulka ¢.7b: Rozdéleni izolatt podle citlivosti (febuconazole a trifloxystrobin)
1-0,001;2-0,01;3-0,1; 4-1; 5-10 pg/ml

R17

Citlivost tebuconazole trifloxystrobin
Velmi citlivy

1

2

3

4

5
Citlivy

1

2 RS, R12 RS

3 RS, R6,R12, R14,R17 R8

4 R3, R5, R6,R12,R13,R14, |R3,R8,R17

R17
5 R3,R5,R6,R12,R13,R14, |R3,R5,R6, RS, R17

SniZena citlivost

1 R8, R13

5 R6, R9, R11 R3,RI3,R17

3 R3, R4, R11, R13,R17 R3, R4, R6, R13, R17
4 RI1 R4, R5, R6, R9, R13
5 R4, R9, R11 RI1,R7,R9, R13

Znacné snizena citlivost

R1, R2,R3, R4, RS, R6, R7,
R8, R9, R10, R11, R12, R13,
R14,R15, R16, R17, Suchdol,
Mili¢in

R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R9, R10,
R11,R12, R14, R15, R16,R17,
Suchdol, Mili¢in

R1, R2, R3, R4, R7, R8, R10,

R1, R2, R4, RS, R6,R7, R9, R10, R11,

R16, Suchdol, Mili¢in

2 R13,R14, R15, R16, Suchdol, | R12, R14, R15, R16, Suchdol, Mili¢in
Milicin

3 R1,R2,R7,R8, R9, R10, R1,R2, RS, R7,R9, R10, R11, R12,
R15, R16, Suchdol, Mili¢in R14, R15, R16, Suchdol, Mili¢in
R1,R2,R4,R7,R8, R9, R10, [R1,R2,R7,R10,R11,R12, R14, R15,

4 R15, R16, Suchdol, Mili¢in R16, Suchdol, Mili¢in

5 R1,R2,R7,R8, R10, R15, R1,R2,R4,R7,R10, R11,R12, R14,

R15, R16, Suchdol, Mili¢in
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6 Diskuze

Vzhledem k tomu, Ze vzorky listd infikované V. inaequalis byly odebrany pouze ze tii
lokalit (Praha-Suchdol, Roztoky u Prahy a Mili¢in), vysledky neodriZeji redlnou situaci
v citlivosti V. inaequlis vici fungicidim v Ceské republice.

Izolaty V. inaequalis vykazovaly raznorodou reakci vaci u¢inkiim fungicidnich latek.
U tii nejnizsich koncentraci fungicidnich latek, ptedevsim u uc¢inné latky pyraclostrobin, byl
pozorovan stimulacni G¢inek na ristu mycelia V. inaequalis. 1 v rdmci ostatnich koncentraci

této ucinné latky byla v nékterych piipadech zaznamendna stimulace ristu mycelia patogena.

Jak uvadi Cox (2015) u V. inaequalis se vyskytuje kvalitativni i kvantitativni rezistence
vici Qol fungicidiim, kam patii i pyraclostrobin. 1zolaty tedy mohou vykazovat rizné urovné
citlivosti k fungicidim. V nasem piipad¢ znacné sniZenou ¢i sniZenou citlivost (Tabulka €. 6)
vykazovalo 67 % izolatl, z toho vice jak polovinu tvoftily izolaty, které byly stimulovany ke
znaénému rustu mycelia V. inaequalis. Je zajimavosti, Ze zvySenym ndristem mycelia
reagovaly izolaty, které pochézely z planého druhu jabloné (R1-R17), zatimco izolat

z intenzivné obhospodafovaného sadu (Suchdol) reagovaly inhibici rastu.

Izolaty V. inaequalis pochédzejici z neoSetfované jabloné (Mili¢in) byly spiSe citlivé,
1 kdyZ u nejnizsi koncentrace, které byly vystaveny, byla pozorovéana jejich sniZena citlivost.
Kdyz Lesniak et al. (2011) zkoumali produkéni sady v New Yorku a Nové Anglii, tak téz
zjistili, ze 67 % testovanych izolatl vykazovalo snizenou citlivost k fungicidiim ze skupiny
Qol.

Jak uvadi Kloutvorova (2018) riziko rezistence k SDHI fungicidiim, v nasem piipade
k ucinné latce boscalid, je stfedni aZ vysoké oproti ostatnim skupindm. V této diplomové
praci bylo zaznamendno nejnizs$i procento (60 %) izolath se sniZenou aZ znacné sniZenou
citlivosti pravé k ac¢inné latce boscalid. U dvou nejvysSich koncentraci (1 a 10 pg/ml)
vSechny testované izoldty reagovaly citlivé k ucinku latky boscalid, v ptipad¢ izolati R1 a R2
byla jejich rakce vici paté koncentraci vyhodnocena jako velmi citlivd. RovnéZ stimulace

rustu izolat u¢innou latkou boscalid nebyla tak vyrazna jako u latky pyraclostrobin.
Kunz et al. (1997) zkoumali citlivosti populaci V. inaequalis k péti i¢innym latkam

(difenoconazole, flusilazole, fenarimol, tebuconazole a pyrifenox) ze skupiny DMI fungicidu.

V ramci jejich testovani zjistili, Ze populace V. inaequalis se vyznacovaly druhou nejnizsi
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N4

citlivosti k ucinné latce tebuconazole. Stejné tak 1 naSe izolaty vykazovaly druhou nejniZzsi
citlivosti k tebuconazole, pouze 22 % izolatd reagovalo k Gc¢inku tebuconazole inhibici rastu,
a to navic az u dvou nejvyssich koncentracich.

Poslednim testovanym piipravkem byl trifloxystrobin. Tato latka také patii do skupiny
Qol fungicidi a jak uvadi Kloutvorova (2018) obejvuje se u néj vysoké riziko vzniku snizené
citlivosti u populaci V. inaequalis a zaroven kiiZzova rezistence vici vSem strobulurinovym
latkdm. Toto potvrzuji i naSe vysledky, celych 85 % izolati mélo vuci této ucinné latce
sniZenou ¢i znacné sniZenou citlivost. A opét jsme mohli sledovat v ramci jeho testovani

zvyseny rust mycelia oproti kontrolni varianté, a to bez ohledu na pouZitou koncentraci l4tky.

Kdyz porovname mezi sebou ucinné latky, tak nejvysSsi inhibice rtistu mycelia (nad
66 %) byla pozorovéna u u. l. boscalid a to u 40 % testovanych izolatl V. inaequalis. Rozdil
mezi touto latkou a pyraclostrobin vSak nebyl nijak vyznacny, pouze k 4. 1. boscalid bylo
zaznamendano o 7 cilivych a velmi citlivych izoldti vice. Rozdil mezi tcinnou latkou
s nejmensim (boscalid) a nejvétsim poctem inhibovanych izolath (trifloxystrobin), resp.
stimulovanych v rastd mycelia nebyl pfiliS vyrazny. U ucinné latky tebuconazole byl
inhibi¢ni U¢inek zaznamendn, ale prevdzné aZ u Ctvrté a pate pouZité koncentrace.

Co se ty¢e rozdilii v rdmci izolatl, resp. jejich pivodu, tak v ptipadé izolatl ziskanych z
planého druhu z Roztok u Prahy byly reakce velmi rozmanité. U vSech Ctyf a¢innych latek
a jejich dvou nejnizsich koncentraci reagovaly izolaty spiSe zvySenym nartistem mycelia nebo
znacné sniZzenou citlivosti. U tieti koncentrace se uz zaCaly objevovat i citlivé izolaty.

z w2z

A u nejvysSich koncentraci uz byly z velké Casti (47 %) izolaty citlivé.

Izolat pochdzejici z oSetfovanych sadii ze Suchdola, reagovaly pfevdazné nizs$i (do
30 %) inhibici rtstu. Jen v piipad€ u. 1. boscalid u ¢tvrté a paté koncentraci byla pozorovana
vice jak 90% inhibice ristu. Mohlo by to byt zplsobeno pouzivianim pfipravki s jinou
ucinnou latkou, a tim Ze s boscalid se populace V. inaequalis jesté nesetkala.

U izolat z Mili¢ina by se dalo ptredpoklddat, Ze budou citlivé, kdyz se izolaty
V. inaequalis nikdy nesetkaly s fungicidnim oSetfenim. Citlivost vii¢i vyssim koncentracim se
u izolatl objevila jen v piipad¢ ucinnych latek pyraclostrobin a boscalid. V ptipade latek
tebuconazol a trifloxystrobin byla u izolatd pozorovana u vSech koncentraci zna¢n¢ sniZena
citlivost, takze u téchto izolati se pravdépodobné vytvofila pfirozend snizend citlivost. Je
zvlastni, Ze vuci u. 1. trifloxystrobin izolaty reagovaly sniZenou citlivosti, zatimco

u u. l. pyraclostrobin byla sniZena citlivost zaznamendna jen u nejnizsi koncentrace, pfitom
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ob¢ ucinné latky patii do skupiny Qol fungicidi. To by znamenalo, Ze v tomto piipadé
nefunguje kiiZova rezistence. Mohlo by to byt zptsobeno tim, Ze trifloxystrobin spadd do

podskupiny oximino-acetaty, zatimco pyraclostrobin do podskupiny methoxy-karbamaéty.
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7

Zavér

Na zdklad¢ vlastnich pokust a s pfihlédnutim k literattife, 1ze formulovat tyto zavéry:

Béhem letniho obdobi roku 2018 byly ze tifi lokalit (Praha — Suchdol, Roztoky
u Prahy a obec Mili¢in) odebrdany vzorky listd jabloné s viditelnymi piiznaky
napadeni patogenem V. inaequalis. Z infikovaného pletiva byl patogen pieveden do
Cisté kultury a bylo ziskdno celkem 19 izolati.

Ziskané izolaty byly testovany na citlivost pomoci in vitro testu na agaru vuci
ucinnym latkdm: pyraclostrobin, boscalid, tebuconazole a trifloxystrobin v péti
ruznych koncentracich (0,001; 0,01; 0,1; 1 a 10 pg/ml).

Izolaty V inaequalis vykazovaly znacnou variabilitu v rlistu a to u vSech testovanych
koncentraci vSech ucinnych latek. Nizs§i koncentrace (0,001; 0,01 a 0,1 pg/ml)
ucinnych latek ptisobily na rlst izolatd V. inaequalis spiSe stimulaénim dcinkem a az
u nejvyssi testované koncentrace (10 pg/ml) byla pozorovana inhibice izolatt.

U vSech testovanych izolati se projevila ur€itd mira snizené citlivosti ke vSem
ucinnym latkdm. Nejmén¢ snizend citlivost izolati byla zaznamendna k tuc¢inné latky
boscalid, nejvice sniZzena citlivost k u¢inné latce trifloxystrobin.

Dodrzovani zdsad antirezistentni strategie, stfiddni systémovych piipravki

s kontaktnimi, které jsou méné ohrozeny vznikem rezistence.
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9  Samostatné prilohy
9.1 Seznam piiloh

Tabulka ¢. 8: Uginek . 1. pyraclostrobin na rist izolatd V. inaequalis.

Tabulka ¢. 9: Uginek . 1. boscalid na rist izolatd V. inaequalis.

Tabulka ¢&. 10: Uginek 4. 1. febuconazole na rist izolatd V. inaequalis.

Tabulka ¢&. 11: Uginek 4. 1. trifloxystrobin na rist izoltd V. inaequalis.

Obrazek €. 2: List jablon€ napadeny patogenem Venturia inaequalis (Foto autor)
Obrazek ¢.
Obréazek ¢.

: 1zolat Venturia inaequalis (Foto autor)

: Méfeni rastu mycelia Venturia inaequalis (Foto autor)

Obrazek ¢.
Obrazek ¢.
Obrazek ¢.

: Izolat R11na PDA s ucinnou latkou boscalid (Foto autor)

3
4

Obrazek €. 5: 1zolat R16 na PDA s tc¢innou latkou pyraclostrobin (Foto autor)
6
7: 1zolat R13 na PDA s tc¢innou latkou tebuconazole (Foto autor)
8

: Izolat R6 na PDA s ucinnou latkou trifloxystrobin (Foto autor)



Tabulka ¢&. 8: Utinek . 1. pyraclostrobin na rist izolatt

3-0,1;4-1; 5-10 pg/ml

V. inaequalis. 1 — 0,001; 2 — 0,01;

izolat

koncentrace

% rustu

ECso (ng/ml)

R1

1 920,71

1 798,61

344,01

91,27

127,11

R2

1762,90

1 665,00

531,91

168,09

103,37

R3

987,21

729,66

435,08

165,19

102,22

R4

909,71

1 244,96

621,67

110,70

79,41

R5

1412,52

1 351,81

292,01

123,53

83,33

R6

120,79

46,71

31,20

12,94

9,12

R7

115,40

99,78

20,97

7,87

5,03

R8

119,70

97,93

43,59
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20,49

II



10,81

R9

117,70

107,11

19,31

5,28

4,46

R10

109,04

110,54

77,36

21,78

8,50

R11

103,89

50,83

32,777

13,94

9,84

R12

128,98

54,72

58,03

33,91

23,44

R13

121,27

92,49

69,23

31,15

8,08

R14

99,36

0,066158159

44,73

25,98

14,98

7,09

R15

1016,27

967,92

552,20

306,68

194,58

R16

94,17

0,038009904

33,42

36,74

16,45

15,04

R17

99,46

0,118012739
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39,20

10,12

11,13

Suchdol

99,16

91,21

83,09

91,38

72,88

Mili¢in

92,50

0,030182141

51,29

24,78

11,67

N | W[ =] | | W] =] N W

8,23
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Tabulka & 9: Uginek 4. 1. bosclid na rist izolatd V. inaequalis. 1 — 0,001; 2 — 0,01; 3 - 0,1;
4-1; 5-10 pg/ml

izolat koncentrace % rustu EC50 (ug/ml)
R1 1 68,38 0,123082816
91,80
89,66
10,36
5,86
82,41 0,167330283
82,35
96,86
10,11
5,18
83,85 -
132,74
78,38
28,96
11,99
99,87 -
103,83
70,97
10,68
12,75
78,83 0,106533402
87,03
77,34
11,64
8,18
99,30 0,282786756
95,72
64,87
13,82
11,70
95,47 -
102,92
104,61
16,52
9,96
97,39 -
98,13
107,96
13,02

R2

R3

R4

RS

R6

R7

R8
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8,89

R9 91,41 -
157,71
200,09
26,70

16,80

R10 121,64 -
130,07
129,14
17,53

10,54

R11 95,97 0,539188077

95,93

95,93

21,34

9,89

R12 104,55 -
121,93
65,19
25,65

16,34

R13 128,54 -

144,14

67,17

26,22

14,82

R14 96,17 0,367875382

96,31

83,78

14,93

13,84

R15 70,04 -
77,11

109,76
11,05

9,69

R16 99,08 0,241973163

92,17

69,63

11,94

10,88

R17 69,58 -

95,68
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118,42

24,07

13,81

Suchdol 117,24

84,88

95,97

8,18

6,81

Mili¢in 96,59

92,88

108,63

22,09

N[ PR|[W|N|=WN AW —=] WV W

16,22
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Tabulka & 10: Uginek 4. 1. tebuconazole na rist izolatt V.

3-0,1;4-1; 5- 10 pg/ml

inaequalis. 1 — 0,001; 2 — 0,01;

izolat

koncentrace

% rustu

EC50 (pg/ml)

R1

1

88,78

93,93

97,42

90,98

83,57

R2

105,81

98,61

95,27

107,13

101,96

R3

124,59

106,53

61,19

20,07

18,19

R4

98,85

73,05

62,92

70,52

64,53

RS

89,22

0,013166069

2791

18,80

19,07

17,86

R6

99,42

0,094412166

60,25

27,01

12,80

12,65

R7

96,81

88,12

105,98

109,09

124,80

R8

103,89

88,64

92,61

113,64

2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5

85,82
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R9

77,22

65,53

70,80

74,32

42,65

R10

140,60

157,75

154,44

133,26

143,39

R11

98,06

0,758918984

50,73

41,59

54,41

45,66

R12

72,57

0,003613261

34,78

16,16

10,52

10,84

R13

88,58

0,218842999

92,25

51,90

21,99

20,19

R14

99,94

0,217393368
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Tabulka & 11: Uginek d. 1. trifloxystrobin na rist izolatd V. inaequalis. 1 — 0,001; 2 — 0,01;
3-0,1;4-1; 5-10 pg/ml

izolat koncentrace % rustu EC50 (ug/ml)
R1 1 83,53 -

2 84,43

3 95,09

4 71,86

5 63,45

R2 76,70 -
79,00
82,07
91,99
80,82
71,82 0,058827898
60,16
54,87
27,12
22,52

R3

Nl | W[IN| =] 0| WD =

R4 73,76 -
73,09
66,06
69,84
73,90
84,23 0,402970127
76,71
70,79
45,21
20,98

DN | W| N —

RS
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Obrézek €. 2: List jabloné napadeny patogenem Venturia inaequalis (Foto autor)

Obrazek €. 3: 1zolat Venturia inaequalis (Foto autor)
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Obrazek €. 5: 1zolaty R16 s ucinnou latkou pyraclostrobin
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Obrézek €. 7: 1zolaty R13 s icinnou latkou tebuconazole
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Obrazek €. 8: 1zolaty R6 s ti¢innou latkou trifloxystrobin
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