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Inhibicni ucinek vybranych latek a organismt na rust
patogena Cercospora beticola

Souhrn

Cukrova tepa (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris) je vyznamnou zemédélskou plodinou
Ceské republiky. Mezi jeji nejzavainéjsi onemocnéni se fadi cerkosporovad listova skvrnitost
zplsobend patogenem Cercospora beticola, kterd negativné ovliviiuje vynos i
skladovatelnost cukrové fepy. Ochranu proti tomuto patogenu muZe komplikovat vznik
rezistence, respektive selekce kmenl v populacich patogena rezistentnich vaci fungicidiim,
proto je Zadouci v rdmci dodrZovani antirezistentni strategie kombinovat ptipravky s riznym

mechanismem ucinku.

Tato diplomova prace byla zamérena na testovani inhibi¢niho Ucinku rtznych skupin
pfipravk( u izolath patogena C. beticola pochdzejicich z rlznych lokalit. Bylo ziskano celkem
10 izoldtd patogena z 10 rlznych lokalit a testovany byly tfi fungicidni pripravky, ctyfri
antagonistické organismy a tfi esencidlni oleje. Vysledky naznacuji riziko vzniku rezistence
vuci fungicidim a zadroven ukazuji, Ze nékteré bakterie a esencialni oleje maji potencial byt
ucinnymi alternativami k fungiciddm pfi ochrané proti pavodci cerkosporové listové
skvrnitosti C. beticola. Diplomova prace pfinasi informace pro dalsi vyzkum a vyvoj novych
pfipravk( proti patogenu C. beticola a mliZze byt pouzita k informovani péstitelll o dalSich

moznostech ochrany cukrové fepy proti pavodci cerkosporové listové skvrnitosti.

Klicova slova: Cercospora beticola, fepa cukrova, chemickda ochrana, biologickd ochrana,

antagonismus



Inhibitory effect of selected substances and organisms on
growth of Cercospora beticola

Summary

Sugar beet (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris) is an important agricultural crop of the
Czech Republic. Cercospora leaf spot, caused by the pathogen Cercospora beticola, is one of
its most serious diseases which negatively affects the yield and storage of sugar beet.
Protection against this pathogen can be complicated by the emergence of fungicide
resistance in the C. beticola populations, and it is, therefore, desirable to combine products

in the context of an anti-resistance strategy with a different mode of action.

This thesis is focused on testing the inhibitory effect of different groups of products
on isolates of the pathogen C. beticola from different localities. A total of 10 pathogen
isolates from 10 different locations were collected, on which the effects of three fungicidal
products, four antagonistic organisms, and three essential oils were tested. Results indicate
a risk of fungicide resistance and also show that some bacteria and essential oils have the
potential to be effective alternatives to fungicides in the control of Cercospora leaf spot. The
thesis provides information for further research and development of new products against
the pathogen C. beticola and can be used to inform growers about other options for

protection against the Cercospora leaf spot.

Keywords: Cercospora beticola, sugar beet, chemical control, biological control, antagonism
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1 Uvod

Cukrova tepa (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris) je vyznamnou zemédélskou plodinou
slouzici k vyrobé cukru, pitného i energetického lihu, krmiv, hnojiv, ale i obnovitelné energie
(Kolar 2022). Vynos cukrové fepy je ovlivnén velikosti listové rlzice, Cistym vykonem
asimilace na jednotku listové plochy, délkou fotosyntetické ¢innosti a schopnosti rostliny
ukladat asimilaty do bulvy (Pulkrabek et al. 2007).

Cerkosporova listova skvrnitost fepy, zplsobend patogenem Cercospora beticola se radi
mezi jednu znejzavainéjSich chorob cukrové fepy (Weiland & Koch 2004). Mezi
charakteristické priznaky této choroby patfi na listech ndhodné rozmisténé skvrny
s Cervenofialovymi okraji a svétle hnédym stfedem (Hallau et al. 2018). Tyto skvrny mohou
splyvat v nekrotické celky a napadené listy pak odumiraji (M. Harveson 2013). Kromé snizeni
vynosu cukrové fepy, ovliviuje cerkosporova listova skvrnitost i skladovatelnost bulev.
K ochrané proti plvodci této choroby jsou v dnesni dobé k dispozici metody chemické,
biologické, mechanické a fyzikalni, pficemz na jejich kombinaci spociva tzv. integrovana
ochrana rostlin (Sharma et al. 2013).

Jednim z nejzavainéjSich problémU0 moderniho zemédélstvi je vznik rezistence
v populaci patogenl proti fungiciddm (Deising et al. 2008), ktera ovliviiuje péstitele,
poradce, ale i chemicky primysl produkujici pfipravky na ochranu rostlin. Bez jejiho
uspésného zvladdani mize v budoucnu dochazet ke snizenému vynosu i kvalité péstovanych
plodin (Leadbeater 2014). Je proto Zadouci dodrZovat pravidla antirezistentni strategie
ochrany rostlin (Bittner 2021). Alternativni moznosti k pouziti chemické ochrany rostlin maze
byt pouziti nékterych bioagens nebo esencialnich oleju.

Tato prace studuje inhibicni Ucinek raznych skupin latek (pfipravky na ochranu rostlin,
esencialni oleje, antagonistické organismy) na rlst mycelia izolatd C. beticola ziskanych
z rlznych lokalit péstovani cukrové repy.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza této diplomové prace je zaloZzena na tvrzeni, ze rlzné fungicidni latky, latky
rostlinného pUvodu a antagonistické organismy se vyznacuji rdznym inhibi¢nim ucinkem
na rust plvodce cerkospororové listové skvrnitosti fepy Cercospora beticola. Cilem této
prace je tedy testovat inhibi¢ni Ucinek vybranych fungicidnich latek, latek rostlinného
plvodu a antagonistickych organisml u izolatd C. beticola ziskanych z riznych lokalit
péstovani cukrové fepy.



3 Literarni resSerse

3.1 Cukrova fepa a jeji vyznam

Cukrova fepa (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris) ndlezi do celedi Amaranthaceae a tadu
Caryophyllales. Byla domestikovdna pomérné pozdé — a to vdruhé poloviné 18. stoleti.
Slechténi vedlo k vytvofeni rostlin s dvouletym reprodukénim cyklem a kvetenim jen po
jarovizaci (Zicari et al. 2019). Priblizné jedna pétina svétové produkce cukru se vyrdbi
z cukrové repy.

Bulva cukrové fepy se skldada ze 3 casti — hlavy (epikotyl), krku (hypokotyl) a korene
(radix). Hlava je 2—3 cm vysoka nadzemni ¢ast s listy, kterych mlze byt az okolo tficeti (starsi
listy postupné odumiraji). Tvar listu byva ovalny az trojuhelnikovity, s nerovhomérnym a
drsnym povrchem. Nejvétsi z nich mohou byt 45 a vice cm dlouhé. Sacharéza je nejprve
syntetizovana pravé v listech, poté putuje floémem do bunék parenchymu korene (Asadi
2005). Nepretrzité Slechténi za poslednich 200 let zplisobilo narlst obsahu cukrli z 8 na 18 a
vice procent (Rangel et al. 2020). Dnesni cukrovd fepa md velmi vysoky podil pektinu,
hemicelulézy, rozpustnych cukrd, a naopak pomérné nizky podil ligninu. SloZeni (viz Obrazek
1) se mlUZe samoziejmé ménit vlivem raznych faktorQ, jako je napfiklad pribéh sklizné a
poskliziovych operaci, stanovisté nebo zdravotni stav rostliny (Zicari et al. 2019).

Voda 75 %

Repna $tava 20 % Necukry 2,5 % Dusikaté latky 1,1 %
T_’ Bezdusikaté latky 0,9 %

Mineraly 0,3 %

Ostatni 0,2 %

Susina 25 % S

A 4

Sachar6za 17,5 %

“—»{Repna dfef 5 % Pektin 2,4 %
Celul6za 1,2 %
Hemiceluléza 1,1 %
Bilkoviny 0,1 %
Saponiny 0,1 %
Mineraly 0,1 %

Obrdzek 1 SloZeni cukrové repy. Upraveno podle Asadi (2005)

Zatimco hlavni celosvétovy zdroj sacharézy — cukrova trtina roste spiSe v oblastech
tropického klimatu, cukrova fepa je plodinou mirného pasu (Rangel et al. 2020). Osivo kli¢i a
vzchazi jiz pfi nizkych teplotach (4-5 °C), nicméné idedini teplota se pohybuje okolo 10 °C.
Dospélé rostliny snaseji mirné mrazy, ale delsi vystaveni teplotam nizSim nez 4 °C vede
k narudeni fyziologickych procesti bunék a jejich odumirani (Kaffka & Grantz 2014). V Ceské



republice se cukrova rfepa vyséva pomoci presnych secich strojd od 20. bfezna do 15. dubna
(Pulkrabek et al. 2007). Za vhodnych podminek (vhodnd teplota a vlhkost puady) se
semendcek za¢ne vynorovat z pudy asi po 5-10 dnech. Kllovy kotfen roste rychle a jeho
délka mlze dosahnout az 30 cm nez vyrasi prvni pravy list (Kaffka & Grantz 2014). V obdobi
vzchazeni je nutné sledovat vyskyt chorob a $kldcU v porostu. Rust kofene probihd az po
vytvoreni dostatecné velkého fotosyntetického apardtu (konec Cervence aZz polovina zafi).
Poté roste koren pomaleji a intenzivné se do néj uklddd susSina a roste cukernatost.
V posledni dekadé cervence dosdhne cukrovd repa ve svém obsahu pfiblizné na ¢tvrtinu
cukru, tfetinu hmotnosti kofene a devét desetin hmotnosti chrastu. V srpnu a zafi,
popfipadé prvni v poloviné fijna, pfirdsta intenzivné cukernatost, pricemz mésicni prirtstek
muze Cinit 0,5-2,5 %. Vynos je ovliviiovan velikosti listové rizice, Cistym vykonem asimilace
na jednotku listové plochy, délkou fotosyntetické cinnosti a schopnosti rostliny ukladat
asimilaty do bulvy (Pulkrabek et al. 2007).

Mezi vyznamné sklidce cukrové repy patii maloclenec ¢arkovity, drepcik fepny, drepcik
rdesnovy a kvétilka fepna, ktefi Skodi zejména v obdobi vzchazeni a prvnich rlstovych fazi.
Ochranu provadime zejména morenim osiva a aplikaci insekticidd. Sanim na listech a
pfenosem virovych Zloutenek Skodi msSice makova a broskvoriova. V mnoha oblastech na
nasem Uzemi narustaji problémy s larvami kovarik(i — dratovci (Pulkrabek et al. 2007). Mezi
jednu z nejnicivéjsich chorob fadime cerkosporovou listovou skvrnitost fepy. Dalsi zavaznou
chorobou je virova rizomanie repy, kterd je stejné jako cerkosporova listova skvrnitost
rozsitrena po celém svété. Cukrovad repa napadend plvodcem rizomanie (Beet necrotic
yellow vein virus) ma poskozené kofeny, coz vede k problémim pfi jejim skladovani i
zpracovani (Asadi 2005).

Mezi hlavni svétové producenty cukrové fepy patfily vroce 2019 Spojené staty
americké, Francie, Némecko a Rusko (Rangel et al. 2020). V Ceské republice byla v roce 2022
péstovana cukrova fepa na celkem 58 283 hektarech a primérny vynos cinil 69,64 t/ha
(Cesky statisticky Ufad 2023). V roce 2020 bylo v CR celkem osm cukrovarskych zavodi:
Vrbatky a Zvolenéves (Ministerstvo zemédélstvi 2020). Cukrova fepa neslouzi v dnesni dobé
jen kvyrobé cukru, ale i pitného nebo energetického lihu, krmiva, hnojiv a obnovitelné
energie (Kolar 2022).
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3.2 Cerkosporova listova skvrnitost frepy

Cerkosporova listovd skvrnitost fepy zplsobena patogenem Cercospora beticola je
jedna z nejdestruktivnéjsich listovych chorob cukrové fepy. Prvni zminka o této chorobé se
objevila v roce 1876, kdy o ni informoval mykolog Pier Andrea Saccardo. Jeji plvodce napada
rod Beta a nékolik dalSich druhd z ¢eledi Amaranthaceae véetné rodu Spinacea, Artiplex
nebo Amaranthus (Weiland & Koch 2004). Epidemie cerkosporové listové skvrnitosti fepy
zpUsobily obrovské ekonomické ztraty po celém svété. Za zminku stoji napriklad epidemie
v jiznim Némecku v osmdesatych a devadesatych letech minulého stoleti. Ddle ve Spojenych
stdtech americkych dokonce doslo vroce 1998 ke ztrdtam vycislenych na 113 miliond
americkych dolar(i. Napadené rostliny byvaji také ndachylnéjsi k plvodcim skladkovych
chorob (Rangel et al. 2020).

3.2.1 Taxonomie a Zivotni cyklus patogena

V Tabulce 1 je uvedeno taxonomické zarazeni patogena Cercospora beticola tak, jak
ho udavé Nérodni centrum pro biotechnologické informace (NCBI). Rise Fungi zahrnuje
jednobunééné nebo vldknité organismy, jejichz bunééna sténa je tvorena prevainé chitinem
a B-glukanem. Do ni nalezici oddéleni Ascomycota zahrnuje pfiblizné 60 % vSech znamych
hub. Vétsina druh( se rozmnoZuje pohlavné i nepohlavné. Jedinci tvofi ve viecku (asku)
spory zvané askospory. Télo hub je tvofeno hyfami — houbovymi vlakny (Kazda et al. 2010).

Tabulka 1 Taxonomické zarazeni patogena. Prevzato z: The National Center for Biotechnology Information (2022)

Taxonomicka jednotka Nazev
Doména Eukaryota
Rige Fungi
Podfise Dikarya
Oddéleni Ascomycota
Podkmen Pezizomycotina
Trida Dothideomycetes
Podtrida Dothideomycetidae
Rad Mycosphaerellales
Celed’ Mycosphaerellaceae
Rod Cercospora
Druh Cercospora beticola Saccardo, 1876

Houba C. beticola je schopna za pfiznivych podminek dokondit vicero nepohlavnich
cykll za jedno vegetacni obdobi (Bolton et al. 2012b). Mezi obdobimi péstovani cukrové repy
prezivd primarné jako pseudostromata nebo hyfy na rostlinnych zbytcich. Pseudostromata
mohou zUstavat na rostlinnych zbytcich aZ 2 roky a jsou povaZzovany za zdroj primdrni infekce
(Rangel et al. 2020). Toto potvrdila studie Khan et al. (2008), kdy byly infikované listy uloZzeny
do pudy v hloubkach 0, 10 a 20 cm a pozorovany po dobu 10, 22 a 34 mésicl. Inokulum na
povrchu pldy prezZilo nejdéle (22 mésica), zbytek pak jen 10 mésicl (Khan et al. 2008).
Zdrojem infekce mohou byt i jiné hostitelské rostliny, na nichZ patogen také preziva ve formé
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pseudostromat, potencidlné i infikované osivo. V porostu je pak patogen roznasen ve formé
konidii vétrem a deStém, pripadné infekci mohou Sifit také stroje, které prisSly do kontaktu s
infikovanym rostlinnym materidlem. Pohlavni stadium patogena se pravdépodobné
nevyskytuje nebo nebylo nalezeno (Rangel et al. 2020). Nicméné studie Bolton et al. (2012)
naznacuje, ze C. beticola vykazuje potencial pro pohlavni rozmnoZovani.

Aby doslo k reprodukci, musi se nejprve z pseudostromat vytvofit konidiofory, které
pak na jate produkuji konidie. Tomu muze predchazet vegetativni rist mycelia. Jednotlivé
struktury a grafické zobrazeni Zivotniho cyklu je ilustrovdno na Obrazku 2. Transmisni
elektronova mikroskopie ukdzala shluky 10 aZ 20 konidioforu, které se casto objevuji na
obou strandch listd a jsou produkovany subepidermdlnimi a substomatalnimi
pseudostromaty. Pseudostromata jsou tfi az Sest bunék hluboké a osm az deset bunék Siroké
Utvary. Konidiofory se skladaji z jedné nebo dvou bunék a jsou melanizované. Konidie jsou
jehlovitého tvaru, bezbarvé s nékolika septy. Minimalni teplota pro jejich utvareni je 15 °C,
relativni vlhkost musi byt 60% nebo vyssi (Rangel et al. 2020).

Poté jsou konidie rozSifovany vétrem, destém, zavlahou, ale i hmyzem primarné na
spodni stranu listu. Tam se vyskytuje vice stomat neZ na horni strané listu a pfilezitost pro
invazi parenchymu elongacéni hyfou je tedy maximalizovana (Weiland & Koch 2004).

Konidie na povrchu listu poéne za vhodnych podminek kli¢it klicni hyfou, kterd se
prodluZuje a roste smérem ke stomatim. (Solel et Minz, 1971; Weiland et Koch, 2004). Za
podminky vhodné ke kli¢eni se povazuje vysoka relativni vihkost (aZ okolo 100 %) a teploty
okolo 25 °C. Na konci kliéni hyfy se vytvari apresorium, které pfilne k povrchu priaduchu a
infekéni hyfa vyrastajici z apresoria pak mizZe nasledné pres stomata penetrovat do hostitele
a intraceluldarné se Sitit v mezofylu. V této biotrofni ¢asti invaze a kolonizace hostitele zatim
nejsou viditelné zadné priznaky. Poté prejde patogen do nekrotické faze a zacne produkovat
fytotoxiny. Ty spolecné s degradujici aktivitou enzymu, které patogen také produkuje vedou
k nekrotizaci bunék. Dochazi k projevu symptoma (Rangel et al. 2020).

V lézich se po¢nou formovat pseudostromata, ktera produkuji nové konidie. Ty jsou
opét roznadsena vétrem, vodou a hmyzem. Zacina novy infekéni cyklus (Rangel et al. 2020).
Patogen je béhem vegetacniho obdobi fepy polycyklicky a jeden cyklus sporulace trva
v zavislosti na polnich podminkach obvykle 12 dni (Khan et al. 2009).
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prezimuji na
rostlinnych zbytcich
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pseudostromat

Utvareni skvrn na listech

Obrdzek 2 Zivotni cyklus Cercospora beticola. Pfevzato a upraveno z Rangel et al. (2020)

3.2.2 Progndza a signalizace patogena

Modely progndézy a signalizace spocivaji ve sledovani pfiznakd a intenzity
napadeni na listech cukrové fepy (Bittner 2021). MUZeme je rozdélit do dvou
kategorii — 1. modely zaloZené na osobni prohlidce porostu a 2. modely zaloZzené na
sledovani vybranych povétrnostnich prvkd vyznamnych pro rozvoj a Sifeni patogena
(Spitzer et al. 2011). V Ceské republice se stale vyuZivd model prvni kategorie pro
osetfeni podle prahti hospodarské skodlivosti (PHS), ktery se pouZiva i v Rakousku a
Némecku. Je hodnoceno sto listd odebranych z porostu fepy cukrové (to znamena, ze

z

napadeni na urovni 1 % je 1 list s nejméné jednou skvrnou). Hodnoceni zacina jiz od
zapojeni radkl (pfiblizné od poloviny ¢ervna). Pokud je dosazeno pfislusného prahu

Skodlivosti (viz Tabulka 2), porost fepy by mél byt fungicidné osetren.

Tabulka 2 Prah skodlivosti Cercospora beticola. Prevzato z Bittner (2021)

Termin Procento napadeni
do 31.6 1 % (jen Rakousko)
do 31.7. 5%
do 15.8. 15%
po 15.8. 45 %

z

Vyskyt C. beticola a termin oSetfeni je z velké ¢asti zavisly na stafi rostlinnych pletiv
listd a méla by byt tedy vénovdna zvysena pozornost porostliim rfepy cukrové po

7 vz

zapojeni radkl. Pak se totiz mohou objevovat prvni viditelné priznaky (Bittner 2021).
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3.2.3

Dalsim modelem vyuZivanym vCR je metoda DIK/DIV (denni infekéni
koeficient/daily infection value) plivodem ze Spojenych statl americkych (Spitzer et
al. 2011). Fungicidni zasah je planovan podle prvniho vyskytu patogena a splnéni
definovanych podminek pro Sifeni patogena (Bittner 2021). DIK tedy zavisi na
infekénim potencidlu patogena v prabéhu uplynulych 48 hodin a je vyjadren Cislem
od 0 do 14, které je zalozeno na dennim infekénim koeficientu. Ten vychazi z poctu
hodin v prlibéhu dne, kdy byla vzdusna vihkost vyssi nez 90 % a z priimérné teploty
béhem téchto hodin (Spitzer et al. 2011). Pokud je soucet DIK za dva po sobé jdouci
dny méneé nez 6, je pravdépodobnost rizika infekce nizkd. Hodnota souctu DIK rovna
6 je mezni, a hodnota mezi 7 a 14 znaci podminky pfiznivé pro infekci (Windels et al.
1998). Dalsi prognosticky model pivodem z Francie od firem Cristal Union a Syngenta
pracuje s daty o aktudlni teploté, Zivotnim cyklu patogena a agronomickymi riziky
(zavlaha, agrotechnika, osevni postupy, odridda). Modulace pak zavisi pfimo na
péstitelském regionu nebo jednotlivych péstitelich. O nutnosti oSetfeni jsou péstitelé
informovani pfes mobilni aplikaci (Bittner 2021).

Ptiznaky choroby a diagnostika

Mezi charakteristické priznaky cerkosporové listové skvrnitosti patfi nahodné
rozprostiené skvrny na listech (Weiland & Koch 2004). Skvrny jsou v praméru 0,2—-0,5
cm velké, ohranicené ¢ervenofialovymi okraji (viz Obrazek 3) (Hallau et al. 2018).
Intenzita cervenofialového zbarveni zavisi na odrddé cukrové fepy a mnoiZstvi
akumulovaného betacyaninu v listech (Skaracis et al. 2010). Stfed téchto skvrn je
vybarven do svétle hnéda. Za vlhkého pocasi jsou viditelnd pseudostromata, ktera
produkuji konidiofory (Hallau et al. 2018). Léze se mohou tvofit také na fapicich
(Skaracis et al. 2010). Od dalsich listovych chorob vyskytujicich se na cukrové repé
(zpisobenych puvodci Ramularia beticola, Alternaria alternata, Phoma betae
Pseudomonas syringae pv. aptata) se cercosporova listova skvrnitost odliSuje mensi
velikosti a tvarem skvrn a vyskytem pseudostromat. Silné napadené listy Zloutnou a
skvrny mohou postupné splyvat a tvofit vétsi nekrotické celky (viz Obrazek 3). Takto
infikované listy pak odumiraji a napadené rostliny mohou byt rozpoznatelné jiz
z dalky. Rostliny zasazené infekci jsou ¢asto nerovnomérné rozptyleny po poli, nejvice
se vyskytuji v plochach, kde je vyssi vlhkost (M. Harveson 2013).
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Obrdzek 3 A: Makroskopicky pohled na pseudostromata patogena Cercospora beticola B: Infikované listy. Fotografie byly
poskytnuty Katedrou ochrany rostlin CZU.

Pti diagnostice je nutné vcas rozliSit skvrny zpUsobené C. beticola a Ramularia
beticola, které si mohou byt podobné. Mezi diagnostické metody pouzivané v praxi patfi
zejména: klasicka mikroskopie a identifikace spor, izolace a kultivace na Zivnych piadach nebo
metody PCR (polymerazova retézova reakce), pomoci kterych muzZeme identifikovat
patogena na jesté bezptiznakovych listech fepy cukrové. V soucasné dobé existuji i prenosné
testovaci sady pro kvantitativni PCR, které Ize vyuzit i v terénu. Diagnostika je tedy mozna
pfimo v polnich podminkach na jesté bezpfiznakovych rostlinach (Bittner 2021). S vyvojem a
dostupnosti mobilnich telefond se nabizi moZnost detekce C. beticola pomoci chytrych
telefonl. Tuto moZnost zkoumali Hallau et al. (2018), kdy se pokusili pomoci chytrych
telefon(i detekovat Sest nejcastéjSich chorob fepy cukrové v Némecku s vyuzitim algoritmu
zalozeného na souboru fotografii poFizenych zafizenim. Uspé$nost rozlideni vybranych esti
chorob véetné cerskosporové listové skvrnitosti byla 82 % (Hallau et al. 2018). V budoucnu
by tedy pravdépodobné bylo mozZné pouziti i alternativnich metod diagnostiky.

3.2.4 Toxiny produkované patogenem

Cercospora beticola je hemibiotrofni organismus. V pocdteéni fazi infekce a
kolonizace rostlinného pletiva se chova jako biotrof, coZz se projevi latentni, bezpfiznakovou
fazi, kde invazni hyfy vrlstaji do hostitelské rostliny. Poté pokracuje fazi nekrotrofickou, kdy
patogen produkuje toxiny urc¢ené k usmrceni bunék a uvolnéni Zivin (Rangel et al. 2020).

Cercosporin je svétlem aktivovany, hostitelsky nespecificky toxin produkovany
vétSinou druhG rodu Cercospora. Néktefi zastupci tohoto rodu ho nejsou schopni
syntetizovat, nicméné neztraceji tim vlastnost patogenity a virulence (Rangel et al. 2020).
Tento toxin byl poprvé ziskan roku 1957 z Cercospora kikuchii, jeho fotodynamické vlastnosti
byly ale popsany aZ v sedmdesatych letech (Daub & Ehrenshaft 2000). Radi se do skupiny
perylenechinon(, fotosenzitizérd, latek, které vyzaduji pro svou toxicitu svétlo a pomoci
aktivnich forem kysliku poskozuji bunky. Fotosenzitizéry absorbuji svételnou energii a poté
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jsou pretvoreny do energeticky aktivniho stavu, ktery reaguje s molekuldrnim kyslikem a
vytvari aktivni formy kysliku. Ty poté plsobi zmény v makromolekuldch spolecnych pro
vSechny bunky, jako jsou napftiklad lipidy, bilkoviny nebo aminokyseliny (Daub & Ehrenshaft
2000).

Beticoliny jsou skupina hostitelsky nespecifickych fytotoxinG, z nichz dvacet
latekprodukuje pravé C. beticola (Rangel et al. 2020). VSechny maji podobnou strukturu —
polycyklickou kostru lisici se konfiguracni izomerii (ortho — nebo para-). Beticoliny zpUsobuji
v rostlinach dramaticky pokles rozpustnych latek jakymi jsou naptiklad aminokyseliny a
betacyanin. U hrachu a kukutice pusobi beticoliny inhibici ATP-dependentniho transportu
vodikovych iontl (Goudet et al. 2000).
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3.3 Metody ochrany proti Cercospora beticola

Metody v boji proti Skodlivym organismim muazeme rozlisit na primé a neptimé.
Neprimé metody se vyznacuji preventivnim charakterem, jejich cilem je vytvofit nepfiznivé
podminky pro plvodce chorob nebo Skidce. Mezi metody nepfimé radime metody
agrotechnické, slechtitelské a organizacni. Naopak pfimé metody si kladou za cil plvodce
chorob nebo sklidce zahubit. Metody pfimé zahrnuji metody chemické, biologické,
mechanické a fyzikalni (Kazda et al. 2010). Tyto kategorie je mozné nasledné kombinovat do
strategii integrované ochrany rostlin (Sharma et al. 2013). Pfi absenci ochrannych opatteni
proti C. beticola v oblastech s vysokym vyskytem se ztraty vynost pohybuji mezi 25 a 50 %
(Karaoglanidis & Bardas 2006).

3.3.1 Nepfrimé metody

Ackermann (2013) uvadi, Ze soucasné agrotechnické postupy péstovani fepy cukrové
k rozvoji choroby spiSe napomahaji. Kultivace m(ize snizit mnoZstvi prezimujiciho inokula (M.
Harveson 2013). Je tedy nutné neponechavat rostlinné zbytky na povrchu pole, nybrz je
zapravit do puady. Méla by byt volena takova agrotechnika, ktera umozni urychlit rozklad
téchto zbytkud (Bittner 2021).

Také je treba péstovat repu cukrovou na stejném nebo blizkém pozemku teprve az po
nékolika letech (Ackermann 2013). Abychom minimalizovali pravdépodobnost Sifeni spor do
nového porostu, je tieba dodrzet odstup alespon 90 metrd od loriského silné infikovaného
porostu, zvlasté pokud se jedna o nachylnou odriidu (M. Harveson 2013). Idedlni odstup
v osevnim sledu pro fepu cukrovou je minimalné 4 roky, nejlépe 5 a vice (Bittner 2021).
NejvhodnéjSimi pfedplodinami mohou byt ozimé obilniny. Naprosto nevhodné predplodiny
jsou jetel, vojtéska a kukufrice, z ddvodu zhorsené vzchazivosti kvuli nerozlozenym zbytk(im a
zhorsené jakosti fepy z divodu pozdniho cerpani dusiku (Pulkrdbek et al. 2007). DalSim
aspektem muzZe byt volba odrid s vyssi drovni odolnosti, kdy mGZe byt vyvoj patogena
zpozdén az o dva tydny (Bittner 2021).

Prevenci mlZe byt i zarazovadni nehostitelskych rostlin (fepka, mak, brambory,
luskoviny, oves) do osevniho postupu (Ackermann 2013). Skaracis et al. (2010) uvadéji, ze
v ramci spravné zemédélské praxe by mélo dochazet i k redukci hostitelskych pleveld. Kromé
toho lze vytvofit méné pfriznivé podminky pro patogena omezenim nadmérného rozvoje
listové rlzZice, coz mGzZeme ovlivnit Upravou hnojeni dusikem a zasobovani vodou v porostu.

Odrady cukrové fepy s rezistenci k puvodci cerkosporové listové skvrnitosti jsou nyni
rozsifené ve vSech zemich svéta, kde se patogen C. beticola pravidelné vyskytuje. Nejvetsi
efekt pfi pouziti téchto odrlid nastdva pfi vaznych epidemiich onemocnéni cerkosporovou
listovou skvrnitosti. Pfi téchto podminkach je vytéZzek cukru i Cistota $tavy vyrazné zvysena u
rezistentnich odrid ve srovnani sodriddami nachylnymi pfi absenci pouZiti fungicidd.
V pozdnich stadiich zavainé epidemie ale neni rezistence hostitele dostateénd. Dochazi
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k vaznému poskozeni starych listd a rlstu listd novych — dlsledkem je snizeny vytézek cukru.
Rezistentni odridy maiji ale pfi mensi mife napadeni porostu mensi vynosy nez ty nachylné.
Resistence k patogenu C. beticola je polygenni a kvantitativni, presné Cislo genl pfispivajici
k resistenci neni vSak znamo. Histologické studie interakci patogena a hostitele objevily
rizné obranné reakce rostliny po invazi patogena. Spekuluje se o zapojeni nékterych
proteinl souvisejicich s patogenezi — chitindz a glukanaz. Také nékteré nizkomolekuldrni
latky jako napriklad tyramin a fytoalexiny byly asociovany s obranou proti C. beticola. S
nastupem molekularnich markerd se objevila novd moznost pro genetické lokalizace gen(
zapojenych do obrannych mechanismi a ndsledné uplatnéni v genetickém vyzkumu (tzv.
»molekularni sSlechténi“). Lokusy kvantitativnich znak( (QTL) jsou ucinnym ndstrojem pro
mapovani polygenné zalozenych dédi¢nych rezistenci a odhaleni poétu a polohy genu
rezistence v hostitelské rostliné (Weiland & Koch 2004).

3.3.2 Pfimé metody

3.3.2.1 Chemické metody ochrany

Chemicka ochrana a jeji nac¢asovani je v boji proti patogenu C. beticola zdsadni. V
soucasné dobé je ve svété registrovano dostatecné mnozstvi ochrannych a systémovych
fungicidd. Ty mohou péstitelé v rlznych cCastech svéta pouZivat k potlaceni této choroby.
Chemické skupiny ve svété dostupnych fungicidd zahrnuji kontaktni dithiokarbamaty, nitrily
a fentinové derivaty, benzimidazoly se systémovym a kurativnim uUcinkem, systémové
inhibitory ergosterolu s ochrannym a kurativnim Ucéinkem a chinonové vnéjsi inhibitory s
ochrannym, kurativnim a eradikativnim uc¢inkem. Kontaktni fungicidy by mély byt aplikovany
pfed vyskytem prvnich pfiznakl, aby inhibovaly kli¢eni konidii. Systémové fungicidy ale
pUsobi i v pfipadé, Ze je choroba na rostliné a v porostu jiz pfitomna. V zavislosti na prostredi
a urovni rezistence pouzité odridy muize byt nutné pouzit az sedm postfik(l za sezénu.
Zahajenim aplikace fungicidd hned pfi prvnim vyskytu priznakQ choroby a pokracovanim v
chemickém osetreni podle podminek prostredi, prlibéhu choroby a ekonomickych praha Ize
snizit pocet nutnych chemickych aplikaci a zaroven ochrana plodin proti patogenu zlstava
stdle pomérné ucinna (Skaracis et al. 2010).

Pozemni aplikace fungicid(i je nutna s dostate¢nym mnoZstvim vody (minimdlné 300
I/ha), pfipadné s pouzitim smacedla. Je nevhodné aplikovat fungicidy za vysokych teplot a
intenzivniho sluneéniho zafeni, doporucuji se spise ¢asné ranni aplikace. Casovy odstup mezi
jednotlivymi aplikacemi zavisi na klimatickych podminkach pro Sifeni patogena v porostu.
Udava se ale, Ze by nemél byt delsi nez 3 tydny s ohledem na typ pouzitého fungicidu
(Bittner 2021).

Aktudlni seznam v Ceské republice registrovanych ptipravkdl proti pGvodci
cerkosporové listové skvrnitosti miZzeme vidét v Tabulce 3. Fungicidni latky, které je mozné
pouzit, jsou nejcastéji na bazi strobilurini nebo jejich kombinace s azoly, poptipadé azoly
v kombinaci s benzimidazoly. Kvuli narlstu vyskytu populaci C. beticola rezistentnich vici
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strobilurinim a nékterym dalSim ucinnym latkdm je zZadouci dodrzovat zdsady antirezistentni
strategie ochrany (Bittner 2021). Vzhledem k tomu, Ze vyvoj novych fungicidl vyZaduje velké
finan¢ni investice a dlouhé casové obdobi vyzkumu, je nutné dbdat na to, aby nedoslo ke
vzniku rezistence vid¢i fungiciddm v populacich patogena. To plati zejména proto, Ze
fungicidy s novymi mechanismy ucinku se objevuji zfidka — béhem nékolika let se vici nim
mUzZe objevit rezistence v populacich patogen( (Deising et al. 2008).

Azoxystrobin a trifloxystrobin, tzv. strobiluriny patii mezi Qol fungicidy (Quinone
outside Inhibitors). Jejich mechanismus Gc¢inku spociva v inhibici prenosu elektronu
v komplexu cytochromu bcl (complex 1ll) v mitochondridlnim transportnim fetézci (Oliver &
Hewitt 2014). Tim narusuji produkci ATP, coz zpUsobuje u citlivych hub energeticky deficit
(Shrestha et al. 2020). NejcitlivéjsSim vyvojovym stadiem hub k Qol je kli¢eni spor. Slouceniny
patfici do této skupiny obecné puUsobi systémové a mohou zajistit dlouhodobou ochranu
pfed puvodci chorob (Oliver & Hewitt 2014). Plsobi proti Sirokému spektru patogent
z rliznych taxonomickych skupin (Tian et al. 2021). Teprve dva roky po uvedeni strobilurin
na trh byla pozorovana rezistence u nékterych izolatd padli travniho (Blumeria graminis),
které obsahovaly mutaci v genu cytochromu b (Oliver & Hewitt 2014).

Fenpropidin nalezi do skupiny amind (SBI Class 1l). Mechanismus ucinku je inhibice
A3— A7 izomerdzy a A reduktazy tudiz inhibice biosyntézy ergosterolu (Zhao et al. 2012).
Jejich spektrum ucinnosti proti pdvodcim houbovych chorob je znaéné omezené a
nejcastéji se pouzivaji proti padli (Oliver & Hewitt 2014).

Triazoly (difenokonazol, tetrakonazol, mefentriflukonazol, cyprokonazol) patfi
mezi DMI fungicidy, latky inhibujici demetylaci (Demethylation Inhibitors, SBI Class I)
Triazoly se vyznacuji heterocyklem obsahujici dusik s doprovodnou lipofilni skupinou.
Tato skupina obsahuje vice nez 25 chemickych latek s rlznym pouZzitim, jako je napfiklad
moreni osiva nebo listova aplikace (Oliver & Hewitt 2014). Inhibuji biosyntézu sterold,
které jsou nutné k udrzeni integrity bunéénych membran. Pokud se aplikuji jako kurativni
osSetfeni, je nutné jej provést vrané fazi infekce. Jakmile dojde k produkci spor na
napadené rostling, nejsou triazoly uéinné. Jsou snadno pfijimany listy, ve kterych jsou
pohyblivé v xylému. Vzhledem k velmi specifickému mistu ucinku se vaci témto latkam
mUzZe tvofit v populacich patogeni rezistence (Rouabhi 2010).

Fluoropyram ndlezi do skupiny SDHI (Succinate-dehydrogenase Inhibitors)
inhibitord sukcinat-dehydrogendzy (Oliver & Hewitt 2014). Vroce 2022 bylo dle
Fungicide Resistance Action Comittee (FRAC) na seznamu 12 rlznych chemickych skupin
sloucenin. Tyto latky maji specificky zpUsob Ucinku — v mitochondriich se pevné vaZou na
mista vazajici ubichinon v komplexu sukcinatdehydrogenazy. To vede k zablokovani
pristupu k substratu a ndslednému zabranéni oxidaci sukcindtu na fumardt a redukci
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ubichinonu na chinon. Dochazi k sniZzené produkci energie a zastaveni rlistu hub (Sang et
al. 2018).

Siran médnaty byl poprvé pouzit jako fungicid k ochrané proti Tilletia grisea.
Médnaty kationt se snadno hromadi v citlivych houbdach. Tvofi komplexy s enzymy a
zapricinuje celkové naruseni metabolismu bunék. Pfipravky s obsahem médi musi byt
rozpustné ve vodé, aby se predeslo fytotoxicité. Musi byt aplikovany pomérné casto,
musi byt dosazeno dostatecné pokryti nutné k ochrané rostliny. Sira inhibuje respiraci,
narusuje proteiny a vytvari cheldty s tézkymi kovy. Za vihkého a teplého pocasi nad 35 °C
muzZe byt fytotoxicka (Oliver & Hewitt 2014).

Tabulka 3 Registrované pfipravky proti pivodci cerkosporové listové skvrnitosti v Ceské republice (ke dni 12.11.2022)
(Ministerstvo zemédélstvi 2022)

Nazev pripravku

Uéinna latka

Amistar
Amistar 250 SC
Amistar Gold
BAGANI
Belanty
Cerkato

Dafne 250 EC
Eminent 125 ME
lla 250 EC
JAMOTO
Mirador UNI
Mirador Xtra
Propulse

Score 250 EC
Serenade ASO
Sfera 535 SC
Spyrale

Tern 750 EC
Yankee

Yukon

Azoxystrobin

Azoxystrobin

Azoxystrobin, Difenokonazol
Tetrakonazol
Mefentriflukonazol
Tetrakonazol

Difenokonazol

Tetrakonazol

Difenokonazol

Tetrakonazol

Azoxystrobin, Difenokonazol
Azoxystrobin, Cyprokonazol
Fluopyram, Prothiokonazol
Difenokonazol

Bacillus subtilis kmen QST 713
Cyprokonazol, Trifloxystrobin
Difenokonazol, Fenpropidin
Fenpropidin

Sira, Siran médnaty

Sira, Siran médnaty
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3.3.2.1.1 Rezistence vUuci fungicidim

Vznik rezistence proti fungiciddm v populacich plvodctd houbovych chorob je jeden
z nejduleZitéjSich problém( moderniho zemédélstvi a v poslednich desetiletich se po celém
svété objevilo velké mnozZstvi pripadl (Deising et al. 2008). Rezistenci k fungicidim mulzeme
definovat jako vysledek adaptace houbového patogena k fungicidu diky dédi¢né genetické
zméné, ktera vede k vyskytu a rozsifeni mutantl se niZzenou citlivosti k fungicidu v populaci
patogena (Leadbeater 2014). Je to schopnost organismU prezivat davky pesticidd, které drive
usmrtily vétsinu populace. MUzZe vzniknout v(ci jedné anebo skupiné latek soucasné (Kazda
et al. 2010). Ovliviiuje péstitele, poradce i chemicky pramysl produkujici pripravky na
ochranu rostlin. Bez Uspésného zvladani rezistence mlzZe v budoucnu dochazet k snizenému
vynosu a kvalité polnich plodin (Leadbeater 2014). Mechanismy zapficifujici vznik rezistence
mohou byt rGzné, rozliSujeme kvalitativni rezistenci a kvantitativni rezistenci (Deising et al.
2008).

Kvalitativni rezistence (viz Obrazek 4) je zaloZzena na mutacich, které mohou byt
vneseny UV zafenim. Toto ma vyznam zejména u vétrem prenasenych spor bez pigmentace.
Pokud je gen kddujici cilovy protein mutovan tak, Ze dojde k zaméné aminokyseliny nutné
k vazbé fungicidu, k inhibici cilového proteinu jiz nedochazi. OSetreni fungicidem tak selhava.
| pfesto, Ze mohou byt pouzity velmi vysoké koncentrace fungicidl, rezistentni jedinci nejsou
zminéné mutace), mlzZe také prezit oSetreni. Dalsi aplikace stejného fungicidu poté neustale
selektuji jedince s mutaci a jedinci divokého typu zmizi. BEhem selekce mUZeme pozorovat
jen uplnou citlivost nebo Uplnou odolnost. Fenotypy se stfedni odolnosti se nevyskytuiji.
Rychlost procesu selekce zavisi na biologii patogena a poctu aplikaci fungicidd. Tato
rezistence zaloZzend na mutacich je dédicna a potomstvo se dokaze vyvijet i v pfitomnosti
konkrétniho fungicidu (Deising et al. 2008).

Ke kvantitativni rezistenci (viz Obrazek 4) vici fungicidm muizZe vést nékolik rdznych
mechanismu, ale nejcastéji je tento typ rezistence zplUsoben udrzovanim nizké koncentrace
fungicidu. Mechanismy udrzZujici intraceluldrni koncentrace fungicidl pod kritickou hranici
zahrnuji syntézu efluxnich transportérd, které vylucuji molekuly ucéinné Ilatky do
extraceluldrniho prostoru bunék a modifikace plazmatickych membran zpUsobujici snizenou
propustnost fungicidll nebo syntézu enzymu, které degraduji molekuly fungicidd. Obecné se
populace patogenll skladaji zjedinci svice ¢i méné vyraznou urovni tolerance vUci
fungicidni stres bude podporovat syntézu jiz zminénych efluxnich transportérd nebo enzyma
degradujici ucinné latky (Deising et al. 2008).
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Obrdzek 4 Viyvoj rezistence k fungicidium je selekcni proces, pricemZ selekcnim cinitelem je fungicid. Kvalitativni rezistence
(A), kvantitativni rezistence (B). Pfevzato a upraveno z Deising et al. (2008)

Pro udrZeni idealni drovné ochrany pomoci fungicidli je duleZité sledovat citlivost
populace patogenl a jejich zmény na citlivost vici fungiciddm (Secor et al. 2010). U
fakultativnich patogent mlzeme pfi diagnostice rezistence vyuzit metodu otravenych ploten
— kultivaci organismu na umélé Zivné pudé s pfidanim urcitého fungicidu v rlznych
koncentracich. U fakultativnich i obligatnich patogenli mizeme vyuzit metod molekularné
biologickych (Kazda et al. 2010). | presto, Ze rezistenci lze ¢asto prokazat v laboratornich
podminkdch, nemusi to nutné znamenat sniZzeni ochrany v polnich podminkach (Leadbeater
2014). Je tedy nutné doplnit laboratorni metody sklenikovymi a polnimi pokusy. Pokud je
potvrzena rezistence vﬁ(:i ur(:itému fungicidu je nutné vonu(:it fungicidnl’ ph’pravky vuci
spektrum pripravkd a v neposledm radé opakované testovat pritomnost re2|stentn|ch kmen
patogena (Kazda et al. 2010).

Cercospora beticola je vysoce rizikovy patogen z hlediska vyvoje rezistence v(di
fungiciddm zvlasté kvuli své polycyklické povaze, bujné sporulaci a vysoké genetické
variabilité. U Qol fungicidl bylo zjisténo, Ze s rezistenci vici Qol u C. beticola souvisi bodova
mutace, kterd zplsobuje zdménu aminokyseliny glycinu za alanin v poloze 143 (G143A)
v cytochromu b (Shrestha et al. 2020). Méné casta je substituce fenylalaninu za leucin
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(F129L) nebo glycinu za arginin (G137R) (Piszczek et al. 2017). Mutace F129L a G137R jsou
spojeny se stfedni uUrovni rezistence — populace patogenl stouto mutaci jsou stdle
kontrolovatelné pomoci Qol fungicid(i (Birla et al. 2012). U DMI fungicid(l je rezistence
spojena se tfemi mechanismy — substituci aminokyselin v cytochrom P450-dependentni C-
14-a-demetyldze (gen Cyp51), nadmérnou expresi Cyp51 a zvySenym vyplavovanim
fungicidu z buriky (Shrestha et al. 2020). Zména aminokyselin v cilovém proteinu vede ke
snizeni vazebni schopnosti a ke snizené citlivosti cilového organismu. Nadmérnd exprese
cilového proteinu také vede k celkovému snizeni citlivosti vic¢i DMI fungiciddm. Aktivni
vyplavovani fungicidu z bunky pomoci efluxnich pump zapficifuje ztratu ucinnosti v polnich
podminkach. Zadny z téchto mechanism( ale nezptisobuje Uplnou ztratu Uéinnosti proti DMI
fungicidim. Resistence vuci této tridé fungicid( se radi mezi kvantitativni (Muellender et al.
2021).

3.3.2.2 Biologické metody ochrany

Biologickd ochrana je definovana jako pouziti Zijicich organismd za ucelem snizeni
populacni hustoty nebo vlivu urcitého Skodlivého organismu (Eilenberg 2007). Zavisi na
znalosti biologickych interakci, stupni ekosystému, organismu, bunééné i molekuldrni drovni.
Rizeni biologické ochrany rostlin je &asto sloZit&j$i ve srovndni s fyzikdlnimi a chemickymi
metodami ochrany (Sharma et al. 2013).

Pouziti tzv. bioagens (BCA, biological control agents) muze slouZzit jako alternativni
mozZnost k pouZiti chemické ochrany rostlin. Biologicka ochrana s pouzitim mikroorganismu
proti rostlinnym patogenim je z dlouhodobého hlediska vhodnou alternativou k pesticidiim.
Pouziti pesticidd je ¢asto nakladné a mlze mit Skodlivy Ucinek na ¢lovéka. Také muze pusobit
nepfiznivé na uzitecné pldni organismy (Arzanlou et al. 2016). Narayanasamy (2013) uvadi,
Ze BCA mlzZeme délit na biotické a abiotické agens.

Jako biotické BCA mlizeme chapat napftiklad r(izné viry, houby nebo bakterie, které
maji  inhibi¢ni efekt na patogeny prostifednictvim rGznych mechanism( dcinku
(Narayanasamy 2013). BCA ucinkuji naptiklad na zakladé mykoparazitismu, produkce
hydrolytickych enzym@ a antibiotickych latek, kompetice o Ziviny a Zivotni prostor nebo
navozeni indukované resistence hostitele (Arzanlou et al. 2016). Pfehled mezidruhovych
antagonistickych vztahu s priklady je uveden v Tabulce 4.
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Tabulka 4 Mezidruhové antagonistické vztahy vedouci k biologické kontrole fytopatogend. Prevzato z Pal et Gardener (2006)

Typ Mechanismus Priklady

Lytické/nékteré nelytické

PHmMV . H . :
Fimy antagonismus yperparazitismus mykoviry

Trichoderma virens

Smiseny (mixed-path)

antagonismus Antibiotika Cyklické lipopeptidy
Lytické enzymy Chitinazy
Glukanazy
Proteazy
Neregulované odpadni produkty Amoniak

Oxid uhlicity
Fyzikalni/chemicka interference Blokace pudnich pori
NepfFimy antagonismus Kompetice Okupace fyzickych nik

Spotreba exudatd

Indukovana rezistence Fytohormondlné mediovana

Kontakt s bunéénymi sténami
hub

Abiotické BCA jsou odvozené z riznych zdrojli organického i anorganického ptvodu.
MuUzZeme je aplikovat do plidy, na rostliny nebo jako mofidlo za ucelem sniZeni vyskytu a
zavaznosti plvodcl chorob. Organické doplriky jako kompost, zelené hnojeni aj., mohou
obsahovat antagonistické organismy nebo mohou jejich vyvoj podporovat. Rostlinné
extrakty a sekundarni metabolity (naptiklad esencidlni oleje) ukazaly vysoky potencidl
v potladeni puUvodch chorob a nékteré jsou dostupné i jako komercéni produkty
(Narayanasamy 2013).

3.3.2.2.1 Bakterialni BCA

Druhy rodu Bacillus, Pseudomonas a Paenibacillus maji inhibi¢ni efekt na Siroké
spektrum fytopatogennich hub za uziti rdznych mechanismu. Napfiklad pti opakovanych
aplikacich Bacillus mycoides ve sklenikovych a polnich podminkach bylo pozorovano znatelné
snizeni pfiznak( cerkosporové listové skvrnitosti (Arzanlou et al. 2016). Ve studii Esh et al.
(2011) bylo zkoumano sedm izolata Bacillus subtilis a Bacillus pumilus jako bioagens proti
plavodci cerkosporové listové skvrnitosti. Pfi sklenikovych pokusech bylo zaznamenano
snizeni zavainosti onemocnéni o 73,33-80 % (B. subtilis) a 80-83 % (B. pumilus). Obsah
sachardzy byl pak u oSetfenych rostlin vyssi nez u neoSetfené kontroly. Studie naznaduje, Ze
B. subtilis a B. pumilus indukuji v rostliné rezistenci. Pfi polnich pokusech pak doslo ke snizeni
zavaznosti onemocnéni o 56,18-81,27 % (B. subtilis) a 62,55-81,27 % (B. pumilus). Starovic
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et al. (2021) zkoumali antagonistickou aktivitu Pseudomonas chlorapsis proti patogenu C.
beticola. VSechny testované kmeny P. chlorapsis prokazaly antagonistickou aktivitu a jeden
z nich (E65) dosahl nejvyssiho procenta inhibice (75,8 %).

Paenibacillus spp. jsou fakultativné aerobni, endosporulujici a grampozitivni bakterie
(Narayanasamy 2013). Tyto bakterie byly izolovany z rliznych prostredi — vétSina z nich byla
nalezena v pdé, ¢asto asociovana s koreny rostlin. Tyto rhizobakterie podporuji rist rostlin
a mohou byt vyuZity vzemédélstvi. Produkuji kyselinu indol-3-octovou a dal$i auxinové
fytohormony, dokdzi preménovat nepfijatelné formy fosforu v prijatelné a nékteré druhy
dokonce dokazi fixovat atmosféricky dusik. Jedna z nejdlezitéjsich vlastnosti druhl rodu
Paenibacillus je schopnost biologické kontroly patogent. Mohou neutralizovat rozmanitou
skladbu fytopatogen( i hmyzich herbivord. Nékteré druhy rodu Paenibacillus jsou tolerantni
k nékterym fungicidm a insekticidm, a proto se nabizi moZnost spoleéné aplikace.
Zpusobuji v rostliné také takzvanou indukovanou systémovou rezistenci (ISR) — obranny
mechanismus v rostlinnych pletivech, které jsou prostorové vzdaleny od induktoru. Rostlina
je poté hypersenzitivni k potencidlnim hrozbam a jeji obranné mechanismy jsou rychlejsi a
silngjsi. Mnoho druhl rodu Paenibacillus konkuruje s dalSimi mikroorganismy za pomoci
produkce antimikrobidlnich latek. Ty zahrnuji rdzné peptidy, enzymy (glukanazy, chitinazy,
celuldzy a protedzy) a tékavé organické latky (benzeny, aldehydy, ketony, benzaldehyd, fenol
aj.). Hydrolytické enzymy produkované rodem Paenibacillus mohou narusit bunécnou sténu
hub. Nékteré druhy jsou dokonce puvodci chorob véel a jinych bezobratlych (Grady et al.
2016).

Rod Bacillus zahrnuje velkou skupinu grampozitivnich, endosporulujicich, fakultativné
anaerobnich nebo aerobnich bakterii. Tyto bakterie mohou obyvat velké mnoZstvi rdznych
ekologickych nik — jsou pfitomny v pidé, ovzdusi, v rhizosféfe rostlin, ale i v travicim traktu
zvitat. Z biotechnologického hlediska je jednou z nejdilezitéjSich vlastnosti druhl rodu
Bacillus produkce mnoha sekunddarnich metabolitt. Napriklad genom kmena Bacillus subtilis
obsahuje 4-5 % gen( pro syntézu sekundarnich metabolitd a az 24 strukturalné odlisnych
antimikrobidlnich latek (Fira et al. 2018). Nékteré druhy Bacillus spp. mohou, pomoci fixace
dusiku, solubilizace fosfatu nebo produkce fytohormonut, podporovat rist rostlin. Vétsina
druhl rodu Bacillus, které jsou pouzitelné jako BCA, jsou izolovany prdvé z rhizosféry.
Bakterie rodu Bacillus ¢asto kolonizuji kofeny rlznych jednodéloZnych i dvoudéloznych
rostlin, kde sekretuji antimikrobidlni latky. Také byla prokazana antagonisticka aktivita proti
vétsiné vyznamnym houbovym patogen(im rostlin (Botrytis cinerea, Magnaporthe oryzae,
Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Blumeria graminis, Zymoseptoria tritici aj.).
Antagonismus proti Oomycota byl také pozorovan (Anckaert et al. 2021). Nékteré druhy
rodu Bacillus (B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides aj.) mohou
vyvolat indukovanou systémovou rezistenci (Santoyo et al. 2012).

Pseudomonas je rod nesporulujicich, gramnegativnich bakterii (Santoyo et al. 2012).
Vyuziti bakterii rodu Pseudomonas je mozné v biotechnologiich, bioremediaci, biologické

25



ochrané nebo pfi podpore rlstu rostlin (Hofte 2021). Podobné jako bakterie Bacillus spp. se
bakterie tohoto rodu nachazeji ve vSech mozZnych prostfedich véetné rhizosféry. Vyznacuji se
rychlou reprodukci a tudiz i dobrou kolonizaci rhizoféry (zvlasté v pripadé nizkého zdsobeni
prostiedi Zivinami) (Santoyo et al. 2012). Néktefi jedinci rodu Pseudomonas mohou byt tedy
vyuziti ke kontrole pldou pfenosnych patogent (Hofte 2021). Maji schopnost produkovat
rlznorodé sekundarni metabolity jako antibiotika, polysacharidy nebo siderofory (Santoyo et
al. 2012). Kromé kompetice o Ziviny a prostor a antibidzy se vyznacuji jedinci rodu
Pseudomonas schopnosti aktivovat indukovanou systémovou rezistenci. Nej¢astéjsi zastupci
rodu Pseudomonas, ktefi jsou potencidlné vyuzitelni v ochrané rostlin jsou: P. aureofaciens,
P. chloraphis, P. fluorescens a P. putida (Mcspadden Gardener 2007).

3.3.2.2.2 Esencidlni oleje

V soucasné dobé je z divodu ochrany Zivotniho prostredi Zadouci hledat k sou¢asnym
fungicidm alternativni pfipravky. Témi mohou byt napfiklad rGzné esencialni oleje (Fatouh
et al. 2011). Pravé lécivé rostliny, které tyto oleje obsahuji, jsou bohatym zdrojem rlznych
biologicky aktivnich latek s antimikrobidlnimi uGcinky, pro které byly po léta vyuzivany
v tradi¢ni mediciné. Také esencidlni oleje maji baktericidni, fungicidni a virocidni vlastnosti.
Toto je podloZzeno nespoctem dat ze studii testujici inhibi¢ni efekt esencidlnich oleji vici
velkému mnozstvi fytopatogen( (Starovic et al. 2021).

Starovic et al. (2021) ve své praci zkoumali antifungalni Ucinky esencidlnich oleja
z Echinophora tenuifolia, dobromysli (Origanum vulgare), bazalky (Ocimum basilicum) a
myrty (Myrtus communis) proti patogenu C. beticola. VSechny tyto oleje vykdazaly
antifungalni aktivitu, pficemz nejsilng;jsi ji prokdzal esencialni olej z oregana. Dale napfiklad
Fatouh et al. (2011) testovali jednotlivé slozky esencidlnich olejl z citrusi — nerol,
methylanthranildt a citral. NejlepSich vysledk(i bylo dosaZzeno pfi koncentraci citralu a
methylanthranilatu 5,0 ml/l, kdy doslo ke zvySeni vynos( fepy cukrové az o 11,5 a 10,5 %.
Kromé inhibice patogenu C. beticola doslo zaroven i k inhibici Alternaria tenuis zpUsobujici
alternariovou skvrnitost fepy. Fatouh et al. (2011) tedy doporucuji pouziti téchto slozek
esencialnich oleju jako ekologickou alternativu pro ochranu proti Cercospora a Alternaria.

Thymus vulgaris L. (tymian Cerveny) je kvetouci rostlina nalezici do ¢eledi Lamiaceae,
rodu Thymus. Plivodné pochdzi zjizni Evropy a vyznacuje se malymi silné aromatickymi
stdlezelenymi listy a r0zovymi az fialovymi kvéty. Po staleti byl kvali svému
hlediska je typicky svym chemickym polymorfismem — je zndmo 6 chemotypl esencialnich
oleju T. vulgaris: geraniol, linalool, a-terpineol, tujanol-4, thymol a carvacrol. Ve vétsSiné
rostlin je obsazen jen jeden chemotyp, v nékterych mohou byt nalezeny dva az tfi. Kvdli jeho
antimikrobidlnim vlastnostem mohou byt esencidlni oleje z T. vulgaris pouzity proti
bakteriim, kvasinkam, ale i vlaknitym houbam (Galovicova et al., 2021). Muthukumar et al.
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(2020) udavaji, ze T. vulgaris dokdze inhibovat patogeny Penicillium italicum, Rhizopus
stolonifer, Fusarium oxysporum lycopersici a Pythium sp.

Thymus serpyllum L. (matefidouska uUzkolistd) je také dualezitym zdrojem chemickych
latek s antioxidacnim a antimikrobidlnim uc¢inkem (Wesotowska et al. 2015). Je to aromaticka
kvetouci rostlina obsahujici velké mnoiZstvi esencidlnich oleji bohatych na polyfenolické
latky. Pochazi z oblasti Stfredozemniho more, typicky se vyskytuje ve vysSich nadmofrskych
vyskach. Extrakty z této rostliny maji antimikrobidlni, antifungdlni a insekticidni ucinky.
Esencidlni oleje T. serpyllum inhibuji rist a vyvoj mikroorganism(, zvlasté gramnegativni
bakterie a kvasinky. Také prokazuje inhibi¢ni aktivitu proti organismim tvofici biofilm
(Galovicova et al., 2021)

Origanum vulgare L. (dobromysl obecnd) obdobné jako predchozi dvé rostliny ndlezi do
Celedi Lamiaceae. V humdnni mediciné je pouzZivdna pro své protirakovinotvorné,
kde inhibuje rdst a vyvoj mikroorganismd. Esencidlni oleje této rostliny prokazaly
antibakteridlni a antifungdlni Ucinek proti patogenim Sarcina lutea, Candida albicans nebo
Alternaria spp. (Chrapacien et al. 2021).
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4 Material a metody

4.1 Vzorky

K experimentalni ¢asti bylo pozito celkem 10 vzorkU listd cukrové fepy z rliznych lokalit:

Izolat Obec Kraj

Cb B5 Krnsko Stfedocesky
CbC4 Bilsko u Hotic Kralovehradecky
Cb D2 Mochov Stfedocesky
Cb E5 Slovel Stfedocesky

Cb F6 Lany Pardubicky
Cb1/3 Chyst Pardubicky
Cb2/4 Osicky Kralovehradecky
Cb17/1 Velké Hostice Moravskoslezsky
Cb 23/3 Kravare Moravskoslezsky
Cb 29/3 Bolatice Moravskoslezsky

4.2 lzolace a nasledné preockovani Cercospora beticola
4.2.1 Chemikalie a biologicky material

Kizolaci a ndslednému preockovani byly pouZzity nasledujici chemikalie a biologicky
materidl: listy zvySe uvedenych Ilokalit s priznaky cerkosporové listové skvrnitosti,
bramborovo-dextrézovy agar PDA (HiMedia Laboratories, Einhausen, Némecko),
antibiotikum chloramfenikol, dezinfekéni prostfedek SAVO (Unilever CR, Praha, Ceska
republika), destilovana voda, ethanol.

4.2.2 Pracovni postup izolace

Nejprve byly skvrny na listech oddéleny i s ¢asti zdravého pletiva od zbytku listu
nGzkami. Poté byly skvrny povrchové sterilizovdny v 20% SAVO a tfikrat promyty sterilni
destilovanou vodou, z ddvodu sniZeni rizika kontaminace nezadoucimi mikroorganismy.
Skvrny byly jemné osuseny od zbytk( vody sterilnim filtracnim papirem nebo vzduchem
proudicim ve flow boxu. Pro podporeni sporulace patogena na povrchu skvrn, byly listy
vloZeny svrchni pokozkou vzhiru do vihké komUrky, kterou predstavovala sklenénd Petriho
miska (primér 9 cm) s tfemi vrstvami navlhéeného filtraéniho papiru. Inkubace pfi teploté 20
az 24 °C a svételném rezimu den/noc podpofila sporulaci patogena do dvou dnu od zaloZeni
vihké komurky a umoznila prenos jeho konidii na PDA agar. Izolaci patogena bylo nutné
provést co nejdfive, protoZze skvrny spolu s patogenem byly ndsledné poruastany
saprofytickymi organismy. PDA agar byl pfipraven dle ndvodu vyrobce (39 g agaru v litru
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destilované vody), sterilizovan pti teploté 121 °C, po jeho zchlazeni cca na teplotu 50 °C byl
k agaru pridan chloramfenikol (100 pl/ml) pro zabranéni bakteridlni kontaminace a agar byl
rozlit do plastovych Petriho misek o priméru 6 cm. Z kazdého vzorku byly pomoci sterilni
jehly pfeneseny konidie na agar na tfi mista na povrchu agaru — tfi vpichy, aby byla zvysena
uspésnost izolace. Zhruba po jednom tydnu inkubace (20 aZz 24 °C, tma), bylo rozrustajici se
mycelium izoldth preockovdno na novy PDA agar a izolaty namnozZeny v dostatecném
mnozstvi pro poutziti v biologickych testech.

4.3 Biologické testy

Ke zjiSténi citlivosti patogena C. beticola vici vybranym fungicidim a esencidlnim
olejim, byl vybran test citlivosti na otrdvenych plotnach. Test spocival v naockovani
patogenu do agaru s obsahem vybrané chemické latky. Dale byly testovany 4 vybrané
bioagens, které byly naockovany do misky spolu spole¢né s patogenem.

4.3.1 Chemikalie a biologicky material

Pro biologické testy byly pouzity ndsledujici chemikalie a biologicky material: izolaty C.
beticola na Petriho miskach (primér 9 cm), Bacillus subtilis, Paenibacillus alvei, Paenibacillus
chitinolyticus, Pseudomonas fluorescens, bramborovo-dextrézovy agar (PDA) (HiMedia
Laboratories, Einhausen, Némecko), destilovana voda, ethanol, Tween 20 (Sigma Aldrich,
Kenilworth, USA), esencidlni oleje: Thymus vulgaris, Thymus serpyllum, Origanum vulgare
(Saloos naturcosmetic, Bfeclav, Ceskd republika), pfipravky na ochranu rostlin (viz Tabulka
5): Amistar Gold (Syngenta Crop Protection AG, Basel, Svycarsko), Eminent 125 ME (Isagro,
Segrate-Milano, Italie) Propulse (Bayer S.A.S, Lyon, Francie).

Tabulka 5 Pripravky na ochranu rostlin a jejich ucinné latky

mnozstvi
Nazev pfipravku ucinna latka u.l.
Amistar Gold azoxystrobin 125 g/l
difenokonazol 125 g/l
Eminent 125 ME tetrakonazol 125 g/l
Propulse fluopyram 125 g/l
prothiokonazol 125 g/l

4.3.2 Citlivost vici vybranym Gcinnym latkam a fungicidim

Byly testovany celkem tfi fungicidni pfipravky (Eminent 125 ME, Amistar Gold,
Propulse). Nejprve byl dle ndvodu od vyrobce (39 g agaru v litru destilované vody) namichan,
a sterilizovan bramborovo-dextrézovy agar. Pro kazdy pfipravek byla uréena fedici fada,
¢ehoz bylo dosazeno fedénim latek prisluSnym rozpoustédlem (sterilni destilovana voda) a
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naslednym redénim agarem. Kazda varianta méla tfi opakovani. Celkem bylo vytvoreno 6
variant o koncentracich ucinnych latek [ug/ml]: 1000, 100, 10, 1, 0,1 a 0. Po pfidani fungicidu
do zchladlého agaru byl agar nalit do Petriho misek, vystaven UV zéareni a nechal se
zatuhnout. Poté byly sterilnim korkovrtem (oZehnutym v plameni kahanu) na agaru v Petriho
miskdch s jednotlivymi izolaty vyfiznuty disky o priméru 9 mm, které byly nasledné
skalpelem preneseny na otrdvené plotny. Takto naockované Petriho misky (viz Obrazek 5)
byly poté zafixovany termostabilni folii Parafilm M a inkubovany 2 tydny pfi teploté 20 °C ve
tmé. Poté bylo provedeno vyhodnoceni.

Obrdzek 5 Vpravo: Petriho miska pfipravend k inokulaci. Vlevo: Petriho miska s izoldtem Cercospora beticola
4.3.3 Citlivost Cercospora beticola viuci vybranym esencialnim olejim

Byly testovany celkem 3 esencialni oleje z rostlin Thymus vulgaris, Thymus serpyllum,
Origanum vulgare, které byly vybrany na zakladé vysledk(i pochazejicich z testovani dalSich
patogen rostlin. Postup pro pfipravu agaru byl obdobny jako pfi pripravé agaru na testovani
citlivosti k uc¢innym latkam/fungicidim. Opét byla stanovena redici fada o Sesti variantach
[ug/1]: 1000, 800, 600, 400, 200 a 0. Jako emulgacni cinidlo byl pfidavan Tween 20 (viz
Tabulka 6). Jednotlivé varianty bylo nutné pred pridanim do agaru fadné zhomogenizovat za
pomoci robustni trfepacky. Po ztuhnuti agaru se slozkou esencidlnich olejii bylo
provedeno naockovani z izolatd. Z narostlého mycelia izolatl byly opét vyriznuty korkovrtem
disky o priméru 9 mm a ty skalpelem preneseny na ptipravené plotny. Naockované Petriho
misky byly opatfeny termostabilni folii Parafiilm M a inkubovany pfi teploté 20 °C. Po 2
tydnech bylo provedeno vyhodnoceni.
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Tabulka 6 Koncentrace esencidlnich oleji v agaru, varianty

na 500 ml agaru
Koncentrace [pl/1] EO [ul] Tween [ul] ddH20 [ul]

1000 500 500 0
800 400 500 100
600 300 500 200
400 200 500 300
200 100 500 400

0 0 500 500

4.3.4 Inhibice rlistu Cercospora beticola vybranymi BCA

Pro testovani byly vybrany ctyfi BCA: Bacillus subtilis, Paenibacillus alvei, Paenibacillus
chitinolyticus, Pseudomonas fluorescens. Nejprve byl pripraven (dle ndvodu vyrobce 39 g
agaru na 1| destilované vody) a sterilizovan bramborovo-dextrézovy agar. Ten byl poté prelit
do Petriho misek o priméru 9 cm, vystaven UV svétlu a ponechan zatuhnout. Poté byl tercik
zizolatu C. beticola premistén na povrch agaru (viz vySe, postup obdobny) a nasledné byla
rozetfena vybrand bakterie dvéma liniemi rovnobézné po strané terciku (viz Obrazek 6).

Obrdzek 6 Schéma naockované Petriho misky vybranymi BCA: A - tercik pochdzejici z izoldtu C. beticola, B - testovand
bakterie

Naockované Petriho misky byly zafixovany folii Parafilm M. Takto ptipravené Petriho misky
byly inkubovany dnem vzharu pfi teploté 20 °C po dobu 2 tydna.
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4.4 Vyhodnocovani vysledki

Vyhodnoceni vsech provedenych pokusi spocivalo ve zmérfeni priméru narostlého
mycelia testovaného izoldtu na varianté s vybranou chemickou latkou/bakterii a na kontrolni
varianté. Tento primér byl na kazdé misce méren dvakrdt, do kfize (viz Obrazek 7), a
k méfeni bylo vyuZito elektronického posuvného méfidla.

dT1

dT2

Obrdzek 7 Schéma vyhodnocovadni pokusu. dT1 — priimér mycelia testovného izoldtu 1, dT2 — priumér mycelia testovaného
izoldtu 2

Na zakladé téchto rozmér( byl spocitan za pouZiti softwaru MS Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, USA) tzv. index inhibice rdstu mycelia (MGl — mycelilal growth inhibition).

MGI(%) = 100 (dT X 100)
( O) - dC

dT = primér mycelia (mm) testovaného izoldtu na varianté s latkou
dC = prdmér mycelia (mm) testovaného izolatu na kontrolni varianté

Pro kazdou skupinu byly porovnany inhibice ristu mycelia (MGI) jednotlivych latek a pro
urceni statistické signifikance rozdili byl proveden neparametricky Kruskal-WallisGv test.
Nasledné jsme provedli post hoc test vicenasobného porovnani z' hodnot (Multiple
Comparisons z' values) abychom urcili, které dvojice latek vykazuji signifikantni rozdil. Také
byl vytvoren krabicovy graf distribuce hodnot inhibici ristu a jejich medianu pro kazdou
skupinu latek. Stejny postup byl proveden i pro jednotlivé izolaty. Dale byla pro fungicidni
pripravky a esencialni oleje vypocitana hodnota ECso (efektivni koncentrace fungicidni latky
inhibujici rlst mycelia z 50 %) a hodnota MIC (minimdlni koncentrace fungicidni latky
inhibujici rist mycelia ze 100 %).
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5 Vysledky

V rdmci biologickych testl byly testovany 3 rtizné skupiny latek — fungicidni pfipravky,
esencialni oleje a antagonistické bakterie a sledovan jejich inhibi¢ni Ucinek na rdst mycelia
izolatl patogena C. beticola.

5.1 Fungicidy

Na zakladé ziskanych vysledk( byla porovnavana inhibice rlistu mycelia mezi tfemi
fungicidy — Propulse (uc¢inna latka fluopyram v kombinaci s prothiokonazolem), Eminent 125
ME (u.l. tetrakonazol) a Amistar Gold (U.l. azoxystrobin v kombinaci s difenokonazolem).
Primérnou inhibici rlstu mycelia muiZeme vidét pro kazidy fungicid v Tabulkdch 7-9.
Distribuce hodnot inhibici rlstu mycelia zplsobenych jednotlivymi pripravky a jejich
medidnl jsou zndzornény v krabicovém grafu na Obrazku 8, ktery byl vytvoren v programu
Statistica 12 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, USA) Z grafu je patrné, Ze nejvyssi hodnota
medianu byla zjisténa u fungicidu Amistar Gold.

Boxplot by Group
Variable: inhibition
1,2
1,0t — T
0,8t -1
O
0,6 |
O
§ 04 =
5
<
£ 02}
0,0
0,2t — —
-0,4 —
-0,6 — . ' 0O Median
AmistarGold Eminent Propulse [ 25%-75%
substance I Min-Max

Obrdzek 8 Krabicovy graf distribuce hodnot inhibici ristu mycelia patogena C. beticola a jejich medidnu u vybranych
fungicidi
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Tabulka 7 Eminent 125 ME — primérnd inhibice ristu mycelia testovanych izolatt C. beticola

Primérna inhibice ristu mycelia izolatd %

koncentrace Cb
a.l. pg/ml CbB5 Cb23/3 Cb17/1 CbF6 Cb1/3 Cb2/4 Cb29/3 D2 CbC4 CbE5
1000 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 93,38 100,00 100,00
100 8531 94,68 89,48 80,30 84,90 67,28 100,00 57,20 92,83 79,43
10 49,95 63,10 65,92 29,20 48,57 36,55 61,85 25,83 64,05 51,69
1 34,19 31,81 46,02 22,75 30,54 27,47 42,61 19,89 37,12 31,90
0,1 12,68 7,30 28,81 18,54 12,72 23,46 38,41 12,46 23,83 31,32

Tabulka 8 Propulse — priumérnd inhibice ristu mycelia testovanych izoldt( C. beticola
Primérna inhibice ristu mycelia izolatd %
koncentrac | o g ch23/3 Cb17/1 CbF6 Cb1/3 Cb2/4 Cb29/3 CbD2 CbC4 ChES
e 0.l pg/ml

1000 62,63 69,80 68,75 67,97 6806 6487 67,10 62,92 68,43 75,39
100 49,22 59,59 54,09 4509 53,12 49,72 5597 39,01 57,79 57,43
10 48,34 44,98 36,71 37,93 42,64 28,70 44,76 32,98 35,87 44,12
1 18,09 33,40 3567 6,00 2366 19,51 28,70 3550 26,58 57,37
0,1 13,25 9,67 8,62 2563 22,43 4193 3856 5,02 -6,35 16,20
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Tabulka 9 Amistar Gold — primérnd inhibice ristu mycelia testovanych izolatd C. beticola

Primérna inhibice riistu mycelia izolata %

koncentrace

.l pg/ml CbB5 Cb23/3 Cb17/1 CbF6 Cb1/3 Cb2/4 Cb29/3 CbD2 CbC4 CbES

1000 73,16 70,31 100,00 74,06 091,78 53,40 70,16 56,44 71,40 47,34

100 57,95 67,12 69,20 60,60 69,01 4785 6505 5299 7031 39,11

10 48,53 60,83 63,17 46,29 61,30 36,16 65,17 29,93 67,96 21,48
1 14,49 40,45 37,80 19,69 4587 18,75 53,97 17,07 60,03 4,32
0,1 -3,93 29,98 8,55 12,45 28,87 24,85 36,62 7,58 46,16 -9,55

V programu Statistica 12 byl z dlvodu nenormalniho rozdéleni dat proveden
neparametricky Kruskal-Wallistv test. Byla testovana hypotéza, zda jsou medidny inhibici
rastu mycelia u vSech skupin (fungicidd) stejné. V pripadé, Ze byla p-hodnota mensi nez 0,05,
nulovd hypotéza byla zamitnuta. V konkrétnim pfipadé porovnavani vyse uvedenych
fungicidd byla p-hodnota 0,0000, coz znaci, Ze existuje signifikantni rozdil mezi inhibici rdstu
mycelia patogena C. beticola jednotlivymi fungicidy. Dale byl proveden post hoc test
vicenasobného porovnani z' hodnot (Multiple Comparisons z' values), ktery slouzi
k posouzeni vyznamnosti rozdild mezi skupinami (viz Tabulka 10).

Tabulka 10 Vicendsobné porovndni z' hodnot (Multiple Comparisons z' values) - fungicidy

Depend.: Multiple Comparisons z' values; inhibition
inhibition Independent (grouping) variable: substance
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N=900) =62,66003 p =,0000

Amistar Gold Eminent 125 ME Propulse

R:507,51 R:489,94 R:354,06

Amistar Gold 0,827798 7,229687

Eminent 125 ME 0,827798 6,401889
Propulse 7,229687 6,401889

Multiple Comparison z' values test vyhodnotil, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi
dvojici fungicidd Eminent 125 ME a Propulse a dale mezi Propulse a Amistar Gold. U¢inky
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fungicidd Eminent 125 ME a Amistar Gold jsou statisticky signifikantné odlisné od ucinku
pripravku Propulse.

V programu GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, Boston, USA) byly pro
vSechny ucinné latky vybranych fungicidi nebo jejich kombinace v pfipadé vicesloZkovych
pripravkd spocitany hodnoty ECso, které jsou zndzornény spolu s hodnotami MIC v Tabulce
11. Niz8i hodnoty ECsp znaci, Ze dany kmen je na danou latku citlivéjsi. Nejcitlivéjsi izolaty na
ucinnou latku tetrakonazol (Eminent 125 ME) jsou Cb 17/1, Cb 29/3 a Cb C4 s hodnotami
ECso pod 3 pg/ml. Nizsi citlivost k této latce vykazuji pak izolaty Cb F6 a Cb D2 s hodnotami
ECso nad 16 a 40 pug/ml. latek
fluopyram/prothiokonazol (Propulse) vykazovaly izolaty Cb E5 a Cb 29/3, které dosahovaly
hodnot ECsp 9,372 a 24,03 ug/ml. Izolaty s nejvyssi ECso u této kombinace byly Cb D2 a Cb
2/4, kdy jejich hodnoty dosahovaly ECso 182,5 a 141,5 pg/ml. V pfipadé kombinace ucinnych
latek azoxystrobin/difenokonazol (Amistar Gold) byly izolaty Cb 29/3 a Cb C4 s hodnotami
0,1039 a 0,01907 pg/ml nejcitlivéjsi. Nejméné citlivé byly pak izoldty Cb 2/4 a Cb D2
s hodnotami ECsp 19,59 a 28,87 pg/ml. Hodnoty MIC se u tetrakonazolu (Eminent 125 ME)
pohybovaly nejc¢astéji v rozmezi 100-1000 pg/ml, vyjimkami byly MIC izolat( Cb 29/3 (10—
100 pg/ml) a Cb D2 (nad 1000 pg/ml). U kombinace ucinnych latek fluopyram/prothikonazol
(Propulse) byly hodnoty MIC u vSech izolatd vyssi nez 1000 pg/ml. U kombinace ucinnych
latek azoxystrobin/difenokonazol (Amistar Gold) prevaZovala MIC v hodnotdach nad 1000
ug/ml (6 izolatd).

Nejnizsi citlivost ke kombinaci ucinnych

Tabulka 11 Prehled hodnot ECsp a MIC tcinnych latek vybranych fungicidd pro jednotlivé izoldaty C. beticola

Tetrakonazol fluopyram/prothiokonazol | azoxystrobin/difenokonazol
(Eminent 125 ME) (Propulse) (Amistar Gold)

nazev ECso MIC ECso MIC ECso MIC

izolatu | (pg/ml)  (pg/ml) | (ug/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Cb B5 5,355 | 100-1000 81,48 nad 1000 4,622 100-1000
Cb 23/3 3,593 | 100-1000 27,83 nad 1000 0,6551 nad 1000
Cb 17/1 1,275 | 100-1000 49,91 nad 1000 1,329 100-1000
Cb F6 16,87 | 100-1000 118,7 nad 1000 6,914 100-1000
Cb1/3 6,366 | 100-1000 49,15 nad 1000 0,4648 100-1000
Cb 2/4 12,96 | 100-1000 141,5 nad 1000 19,59 nad 1000
Cb 29/3 | 0,9854 10-100 24,03 nad 1000 0,1039 nad 1000
Cb D2 41,45 | nad 1000 182,5 nad 1000 28,87 nad 1000
Cb C4 2,167 | 100-1000 38 nad 1000 0,01907 ([nad 1000
Cb E5 3,797 | 100-1000 9,372 nad 1000 53,2 nad 1000

V programu MS Excel byl poté vytvoren sloupcovy graf (viz Obrazek 9), ktery zobrazuje
procentudlni zastoupeni izolatl C. beticola v zavislosti na intervalu koncentraci ECso pro
vybrané kombinace ucinnych latek/ucinné latky. U tetrakonazolu (Eminent 125 ME) mizZzeme
pozorovat, Ze nejvyssi procento izolatl (60 %) mélo hodnoty ECsp v intervalu koncentraci 1-
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10 pg/ml. U kombinace fluopyram/prothiokonazol (Propulse) mélo nejvyssi procento izolatd

(60 %) stanoveno hodnoty ECsp v intervalu koncentraci 10100 pg/ml. Nejvyssi hodnoty ECso

byly zjistény u kombinace ucinnych latek fluopyram/prothiokonazol (Propulse), kdy u 30 %

izolatl byly zjistény hodnoty ECsp v intervalu koncentraci 100-1000 pg/ml.

100
80

% izolata

60
40

20

10

0-0,1

M tetrakonazol

60

60
30 30 BN 30 30
0 0
.

0,1-1 1-10 10-100 100-1000
ECso (g/ml)

B fluopyram/prothiokonazol azoxystrobin/difenokonazol

Obrdzek 9 Grafické zndzornéni poctu izolata C. beticola v jednotlivych intervalech koncentraci ECso u vybranych fungicidd

Byl proveden neparametricky Kruskal-WallisGiv test pro jednotlivé izolaty a jejich

inhibici fungicidy. P-hodnota se rovnala 0,0000, alesporl mezi dvéma izolaty byly nalezeny

signifikantni rozdily a nulovd hypotéza byla tedy zavrZena. Dale byl proto proveden post hoc

test vicendsobné porovnani z' hodnot (Multiple Comparisons z' values), jehoz vysledky jsou

uvedeny v Tabulce 12. Z tabulky je patrné, Ze nejvyssi z' hodnota je mezi dvojicemi izolatl Cb
29/3 a D2 a Cb D2 a Cb C4. Distribuce hodnot inhibici ristu mycelia u jednotlivych izolatl pfi
testovani inhibi¢niho ucinku fungicidu je graficky znazornéna na Obrdazku 10.

Tabulka 12 Vicendsobné porovndni z'hodnot (Multiple Comparisons z' values) — inhibice jednotlivych izoldti C. beticola

fungicidy
Depend.: Multiple Comparisons z' values;
inhibition Independent (grouping) variable: strain
Kruskal-Wallis test: H (9, N= 900) =55,34738 p =,0000
Cb B5 Cb23/3 | Cb17/1 Cb F6 Cb1/3 Cb2/4 | Cb29/3 | CbD2 CbCa Cb E5
R:420,97 | R:490,01 | R:498,84 | R:394,62 | R:481,82 | R:393,96 | R:550,30 | R:342,43 | R:526,61 | R:405,43
Cb B5 1,78173 | 2,009679 | 0,679833 | 1,570411 | 0,697037 | 3,337519 | 2,026596 | 2,726214 | 0,400846
Cb23/3 | 1,78173 0,227949 1 2,461563 | 0,211319 | 2,478767 | 1,555788 | 3,808327 | 0,944483 | 2,182577
Cb 17/1 |2,009679 | 0,227949 2,689512 | 0,439268 | 2,706716 | 1,327839 | 4,036276 | 0,716534 | 2,410526
Cb F6 0,679833 | 2,461563 | 2,689512 2,250245]0,017204 | 4,017352 | 1,346763 | 3,406047 | 0,278987
Cb1/3 |1,5704110,211319 | 0,439268 | 2,250245 2,267448 | 1,767107 | 3,597008 | 1,155802 | 1,971258
Cb 2/4 |0,697037|2,478767 | 2,706716 | 0,017204 | 2,267448 4,034555| 1,32956 | 3,42325 | 0,29619
Cb29/3 |3,337519(1,555788 | 1,327839 | 4,017352 | 1,767107 | 4,034555 5,36411510,611305 | 3,738365
CbD2 |2,026596 | 3,808327 | 4,036276 | 1,346763 | 3,597008 | 1,32956 |5,364115 4,75281 | 1,62575
Cb C4 2,726214]10,94448310,716534 | 3,406047 | 1,155802 | 3,42325 [0,611305| 4,75281 3,12706
Cb E5 0,400846 | 2,182577 | 2,410526 1 0,278987 | 1,971258 | 0,29619 | 3,738365| 1,62575 | 3,12706
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Boxplot by Group
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Obrdzek 10 Krabicovy graf distribuce hodnot inhibici ristu mycelia u jednotlivych izoldt( C. betcola a jejich medidnu —
plsobeni fungicidd

5.2 BCA

Na zakladé zjisténych hodnot rlstu mycelia vybranych izolatl C. beticola byly
porovnavany ucinky ¢tyr BCA: Paenibacillus alvei, Paenibacillus chitinolyticus, Bacillus subtilis
a Pseudomonas fluorescens. Opét byly vypocitdny hodnoty primérnych inhibic rdstu
mycelia, které miZeme vidét v Tabulce 13. Distribuce hodnot inhibici rlistu mycelia izolatl C.
beticola jednotlivymi BCA a jejich median(i jsou zndzornény v krabicovém grafu na Obrazku
11.
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Boxplot by Group
Variable: inhibition
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Obrdzek 11 Krabicovy graf distribuce hodnot inhibici ristu mycelia patogena C. beticola a jejich medidnu u vybranych BCA

| vpripadé BCA nebyla ziskana data normdlné rozdélena, a proto byl proveden
neparametricky Kruskal-Wallis(iv test. Ten ukazal, Ze existuji signifikantni rozdily mezi inhibici
rastu mycelia izoldtl C. beticola zplsobenou nékterymi BCA. P-hodnota 0,000 znaci, Ze
pravdépodobnost, Ze by byly tyto rozdily mezi skupinami (BCA) nahodné je velmi nizka.

Tabulka 13 BCA — priimérnd inhibice ristu mycelia testovanych izoldti C. beticola

Primérna inhibice ristu mycelia izolatd %
cb Ccb Cb Cb
BCA ps CP23/3 Cb17/1 CbF6 Cb1/3 Cb2/4 Cb29/3 . . [/
P "’e’;’f",‘Z’””s 81,97 7241 7504 7750 73,48 79,82 72,86 74,36 79,67 89,30
Pa'e:'ubaa'llus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
chitinolyticus
Bacillus | oo 65 8376 5558 8441 7430 84,05 70,92 5538 57,55 71,56
subtilis
Pseudomonas | )o o 1946 3737 52,00 4893 4370 4823 30,18 7859 54,75
fluorescens
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Post hoc test vicendsobného porovnani z' hodnot (Multiple Comparisons z' values),
jehoz vysledky mliZzeme vidét v Tabulce 14, v pfipadé porovndvanych BCA ukdzal, které
skupiny jsou od sebe vyznamné odlisné. P. chitinolyticus se statisticky odliSuje v inhibici rGstu
mycelia vybranych izolatl od ucinkd zplGsobenych B. subtilis a P. fluorescens, stejné jako B.
subtilis se statisticky signifikantné liSi od P. fluorescens. Dale jsou signifikantni rozdily mezi
inhibi¢nimi ucinky zpUsobenymi P. alvei a P. chitinolyticus, P. alvei a P. fluorescens, P.
chitinolyticus a P. fluorescens a P. fluorescens a B. subtilis.

Tabulka 14 Vicendsobné porovndni z' hodnot (Multiple Comparisons z' values) — BCA

Depend.: Multiple Comparisons z' values
inhibition Independent (grouping) variable: substance
Kruskal-Wallis test: H ( 3, N= 300) =252,5008 p =0,000
Bacillus Paenibacillus Paenibacillus Pseudomonas
subtilis alvei chitinolyticus fluorescens
R:221,17 R:243,18 R:61,500 R:165,15
Bacillus 1,39014 11,64102 3,536915
subtilis
Paenibacillus 1,39014 13,24622 4,927056
alvei
Paenibacillus 11,64102 13,24622 7,556941
chitinolyticus
Pseudomonas 3,53692 4,92706 7,55694
fluorescens

Kruskal-Wallistv test inhibice rdstu mycelia vztazeny na jednotlivé izolaty C. beticola
neprokazal Zzadné signifikantni rozdily, pravdépodobné z divodu vysoké variance hodnot. P-
hodnota se rovnala 0,9032 a proto nebylo moziné zamitnout nulovou hypotézu. Distribuce
hodnot inhibici ristu mycelia u jednotlivych izolatl zapficinéni jednotlivymi BCA je graficky
znazornéna na Obrdazku 12.
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Boxplot by Group
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Obrdzek 12 Krabicovy graf distribuce hodnot inhibici ristu mycelia u jednotlivych izoldt( C. beticola a jejich medidnu—
plsobeni BCA

5.3 Esencialni oleje

Statisticky porovnavany byly inhibice rlstu mycelia izolatli C. beticola zpUsobené
celkem tfemi esencidlnimi oleji: Thymus vulgaris, Thymus serpyllum, Origanum vulgare.
Hodnoty priimérné inhibice ristu mycelia izolati patogena vybranymi esencialnimi oleji jsou
zobrazeny v Tabulkidch 15-17. Distribuce hodnot inhibici rlstu mycelia jednotlivych izolat(
esencialnimi oleji a jejich mediant jsou znazornény v krabicovém grafu na Obrazku 13.
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Obrdzek 13 Krabicovy graf distribuce hodnot inhibici ristu mycelia izoldtd C. beticola a jejich medianu u vybranych
esencidlnich oleji

Tabulka 15 Thymus vulgaris — pramérnd inhibice ristu mycelia izolatu C. beticola

Primérna inhibice riistu mycelia izolata %
koncentrace Cb Cb Cb
ul/l Cb B5 23/3 17/1 CbF6 Cb1/3 Cb2/4 29/3 CbD2 CbC4 CbE5
1000 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
800 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
600 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 89,93 100,00 100,00
400 81,84 100,00 100,00 74,49 77,90 100,00 94,32 54,38 71,01 100,00
200 47,31 44,20 57,89 35,64 45,10 18,77 20,18 14,78 49,22 38,42
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Tabulka 16 Thymus serpyllum — priimérna Inhibice ristu mycelia izolata C.beticola

Primérna inhibice ristu mycelia izolatd %

koncentrace Cb Cb Cb

wl/l Cb B5 CbF6 Cb1/3 Cb2/4 29/3

23/3 17/1 CbD2 CbC4 CbE5

1000 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

800 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

600 74,11 55,05 80,99 100,00 66,68 44,97 100,00 92,08 100,00 77,10
400 61,40 36,87 18,67 2994 51,82 36,33 6522 54,09 23,41 61,19
200 33,58 39,97 1405 951 3051 7,71 3937 3640 9,67 -25,65

Tabulka 17 Origanum vulgare — primeérnd Inhibice ristu mycelia izolatd C. beticola

Primérna inhibice ristu mycelia izolatd %

koncentrace Cb Cb Cb

/! Cb B5 23/3  17/1 CbF6 Cb1/3 Cb2/4 29/3 CbD2 CbC4 CbE5

1000 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
800 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
600 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
400 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

200 85,99 94,17 98,12 89,28 84,84 7743 89,96 8555 56,76 88,11

Z davodu nenormalniho rozdéleni dat byl proveden neparametricky Kruskal-WallisGv test.
Jeho vysledna p-hodnota se rovnala 0,000, to tedy znamena, Ze existuje statisticky vyznamny
rozdil mezi alespon jednou dvojici skupin (esencialnich olejli). To potvrdily vysledky post hoc
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testu vicendsobného porovnani z' hodnot (Multiple Comparison z' values), kdy byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily mezi vS§emi porovnavanymi esencidlnimi oleji (viz Tabulka 18).
Vsechny tfi skupiny esencidlnich olejli (Thymus vulgaris, Thymus serpyllum, Origanum
vulgare) se v inhibici ristu mycelia lisi.

Tabulka 18 Vicendsobné porovndni z'hodnot (Multiple Comparisons z' values) — esencidlni oleje

Depend.: Multiple Comparisons z' values;
inhibition Independent (grouping) variable: substance
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N=900) =111,1622 p =0,000

Thymus serpyllum Origanum vulgare | Thymus vulgaris
R:352,89 R:541,43 R:457,18
Thymus serpyllum 8,882927 4,913549
Origanum vulgare 8,882927 3,969378
Thymus vulgaris 4,913549 3,969378

V programu GraphPad Prism 8.0.1 byly pro vybrané esenciadlni oleje vypocteny
hodnoty ECso, které jsou uvedeny spolu s hodnotami MIC v Tabulce 19. NejcitlivéjSimi izolaty
k T. vulgaris byly izolaty Cb 17/1 (ECso 198,1 pl/l) a Cb B5 (ECsp 201,4 ul/), k O. vulgare pak
izolaty Cb 23/3 (ECso 145,8 ul/l) a Cb 17/1 (ECso 146,7 pl/l). K esencidlnimu oleji T. serpyllum
byly nejcitlivéjsi izolaty Cb 29/3 (ECs0251,9 pl/l) a Cb D2 (ECs0295,6 ul/l). Naopak nejméné
citlivé k T. vulgaris byly izolaty Cb 29/3 (ECsp251 pl/l) a Cb D2 (ECs0364,6 pl/l), k O. vulgare
pak izolaty Cb 2/4 (ECs0192,3 pl/l) a Cb C4 (EC50197,9 pl/l). Nejméné citlivy izoladt k T.
serpyllum byl Cb 2/4 s hodnotou ECs0514,6 pl/l. Zatimco hodnoty MIC u O. vulgare jsou u
vsech izolatd stejné (200—400 ul/l), u zbyvajicich dvou esencidlnich oleji se lisi. Sloupcovy
graf, ktery zobrazuje procentualni zastoupeni izoldtd C. beticola v zdavislosti na intervalu
koncentraci ECso pro vybrané esencialni oleje je zobrazen na Obrdzku 14. Z néj vyplyva, Ze
nejnizsi hodnoty ECso byly zjistény u esencidlniho oleje O. vulgare (100 % izoldtd v intervalu
0-200 ul/l). Naopak nejvyssi hodnoty ECsp byly stanoveny u T. serpyllum (40 % izolatl
v intervalu 400-600 pl/1).

44



Tabulka 19 Prehled hodnot ECsp a MIC esencidlnich oleji pro jednotlivé izoldty C. beticola

Thymus vulgaris Origanum vulgare Thymus serpyllum
izolat ECso (ul/1)  MIC (ul/1) | ECso(pl/l)  MIC (ul/1) | ECso (ul/I)  MIC (ul/1)
Cb B5 210,2 400-600 188,30 200-400 296,70 600-800
Cb 23/3 201,4 200-400 145,80 200-400 373,20 600-800
Cb17/1 198,1 200-400 146,70 200-400 489,30 600-800
Cb F6 249,9 400-600 159,30 200-400 409,50 400-600
Cb 1/3 219,3 400-600 189,00 200-400 343,10 600-800
Cb 2/4 208,6 200-400 192,30 200-400 514,60 600-800
Cb 29/3 251 400-600 185,90 200-400 251,90 400-600
Cb D2 364,6 600-800 188,60 200-400 295,60 600-800
Cb C4 212,2 400-600 197,90 200-400 410,80 400-600
Cb E5 202,8 200-400 160,90 200-400 352,80 600-800
100 100 90
80
= 60
& 60
© 40
=40
X
20 10
0 0 0 O 0O 0 O 0 0 O
0
0-200 200-400 400-600 600-800 800-1000
ECs, (1I/1)

Thymus vulgaris

Origanum vulgare

B Thymus serpyllum

Obrdzek 14 Grafické zndzornéni poctu izolatu C. beticola v jednotlivych intervalech koncentraci ECsp u testovanych

Dale byl proveden Kruskal-WallisQiv test zaméreny na inhibici rdstu mycelia jednotlivych
izolatu pfi zplisobenou esencialnimi oleji. Vysledna p-hodnota se rovnala 0,8462, mezi vzorky
tedy nebyl nalezen Zadny signifikantni rozdil. Vliv testovanych esencialnich oleja (distribuce
hodnot) na inhibici rdstu mycelia u jednotlivych izolatl je graficky zndzornéna na

Obrazku 15.

esencidlnich oleji
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Obrdzek 15 Krabicovy graf distribuce hodnot inhibici ristu mycelia u jednotlivych izoldt( C. beticola a jejich medidanu—
plsobeni esencidlnich oleji
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6 Diskuze

V této diplomové praci byl testovan inhibi¢ni ucinek vybranych fungicidnich latek,
esencialnich olejl a antagonistickych organism( na rast mycelia izolatl Cercospora beticola
pochéazejicich z rliznych lokalit Ceské republiky.

Otestovany byly celkem tfi pfipravky na ochranu rostlin: Amistar Gold (kombinace u.l.
azoxystrobin/difenokonazol), Eminent 125 ME (u.l. tetrakonazol) a Propulse (kombinace u.l.
fluopyram/prothiokonazol) v rdznych koncentracich ucinnych latek. Nejvy$si hodnotu
medidnu inhibice rlstu mycelia u jednotlivych izolatd vykazoval pripravek Amistar Gold, o
néco hlre inhiboval podle medianu rlstu mycelia priravek Eminent 125 ME a nejhlre
pripravek Propulse. Vysledky Kruskal-Wallisova testu ukazuji, Ze existuje signifikantni rozdil
mezi inhibici rdstu C. beticola rGznymi ptipravky. Ddle bylo zjiSténo, Ze ucinky fungicida
Eminent 125 ME a Amistar Gold jsou statisticky vyznamné odlisné od ucinku fungicidu
Propulse.

V rdmci testovani ucinnosti uvedenych fungicidi byly stanoveny také hodnoty ECso a
MIC. ECso udava koncentraci fungicidu, pfi které je inhibovan rlist mycelia z 50 %, zatimco
napovidaji, Ze nékteré izolaty jsou na urcité fungicidy citlivéjsi. Hodnoty MIC se ukazaly byt
znatelné vyssi, nez hodnoty ECsp a nejCastéji se pohybovaly v rozmezi 100—-1000 pg/ml a vice.
Vintervalu ECso 1001000 pg/ml se u kombinace ucinnych latek fluorpyram/prothiokonazol
(Propulse) pohybovalo celkem 30 % izolatd. U tetrakonazolu (Eminent 125 ME) se
koncentrace ECso u vétsSiny izolatd (60 %) pohybovala v rozmezi 1-10 pg/ml. Nejcitlivéjsi
izolaty (dle jejich hodnoty ECso) na tetrakonazol (Eminent 125 ME) byly Cb 17/1, Cb 29/3 a Cb
C4, nejméné citlivé pak Cb F6 a Cb D2. Nejvyssi citlivost ke kombinaci Uc¢innych latek
fluopyram/prothiokonazol (Propulse) pak vykazovaly izolaty Cb E5 a Cb 29/3, méné citlivé
byly pak izoldty Cb D2 a 2/4. NejcitlivéjsSi na kombinaci acinnych latek
azoxystrobin/difenokonazol (Amistar Gold) byly izolaty Cb 29/3 a Cb C4, nejméné citlivé byly
pak izolaty Cb 2/4 a Cb D2.

Doporucena davka ucinné latky tetrakonazol fungicidu Eminent 125 ME pfi aplikaci na
pole ¢ini 100 g/ha, coz odpovida primérné koncentraci ucinné latky 205,56 pug/ml. Pfi této
koncentraci by bylo mozné inhibovat rist mycelia z 50 % u vSech testovanych izolatl v in
vitro podminkach. S jistotou vsak Ize fici, Ze inhibovat rdst mycelia (in vitro) ze 100 % by pfi
této koncentraci bylo mozné jen u izolatu Cb 29/3. U fungicidu Propulse je doporucena
aplika¢ni ddvka 150 g/ha, coz odpovida prdmérné koncentraci U.l. fluopyram/prothiokonazol
150 g/ha, coz odpovida primérné koncentraci kombinace uGcéinnych latek 541,67 pg/ml. Pfi
této koncentraci by byl inhibovan rist mycelia z 50 % u vSech testovanych izolatd, ze 100 % u
zadného. Doporucend primérna koncentrace U.l. azoxystrobin/difenokonazol u pfipravku
Amistar Gold ¢ini 125 g/ha, pridmérna koncentrace kombinace ucinnych latek fungicidu
431,39 pg/ml by opét stacila k inhibici rdstu mycelia z50 % u vsech testovanych izolatd.
Vzhledem k tomu, Ze u nékterych izolatd je hodnota MIC stanovena na 100-1000 pg/ml,
nelze s jistotou fici, Zze by doslo k jejich inhibici ze 100 %. Tyto vysledky mohou znamenat, ze
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existuje riziko vzniku rezistence vici testovanym fungicidim. Rezistenci C. beticola ke
skupiné DMI fungicidli, do které patii tetrakonazol, difenokonazol i prothiokonazol,
popisovali ve své praci Bolton et al. (2012), kdy sledovali u¢innost DMI fungicidl proti C.
beticola v Minnesoté (USA) v letech 1997-1998 a 2007—-2010. V letech 1997-1998 byla ECsp
pro tetrakonazol nizsi nez 0,01 ug/ml, v roce 2010 jiz nebyl nalezen Zadny izolat v tomto
rozmezi ECso. Dale Pethybridge et al. (2020) zkoumali dynamiku rezistence VvUci
strobilurinim, skupiné fungicidi do které patfi azoxystrobin, v populaci C. beticola.
Rezistence k azoxystrobinu byla zjisténa ve viech pripadech vzorku ziskanych z poli z let 2015
a 2016, a dale na Sesti z deseti poli vroce 2017. V naSich podminkach rezistenci vuci
strobilurinm potvrzuje napfiklad Bittner (2021). Udava, Ze je proto nutné dodrZovat
antirezistentni strategii ochrany, kdy je vhodna kombinace stavajicich strobilurin(i a triazolG
s kontaktné plsobicimi anorganickymi latkami jako jsou napfiklad oxychlorid médi, pfipadné
méd’ v kombinaci se sirou. Muellender et al. (2021) zkoumali citlivost C. beticola k DMI
fungiciddm a provedli sekvenaci genu cytochrom P450-dependentni C-14-a-demetyldzy
(CYP51) u izolatli z nékolika evropskych zemi, véetné Ceské republiky. V pfipadé vzorkd
z Ceské republiky, byly nalezeny zmény aminokyselin v sekvenci CYP51 Y464S, L144F, a
kombinace L144F s1309T. Tyto mutace se nevyskytuji jen u C. beticola, ale i u jinych
fytopatogennich hub vykazujici snizenou citlivost k DMI fungicidim. Je tedy moiné, Ze
v testovanych izoldtech se tyto mutace nachazeji, a proto nékteré vzorky vykazuji snizenou
citlivost na DMI fungicidy (napftiklad izolat Cb F6 na Gc¢innou latku tetrakonazol). Také Kumar
et al. (2021) zjistili u izolatl rezistentnich k DMI (propikonazol, epoxikonazol a prochloraz)
bodovou mutaci Y464S a nadmérnou expresi cilového genu CYP51.

Pro porovnani inhibici rlstu mycelia jednotlivych izolatd za plsobeni fungicidd byl
proveden Kruskal-Wallistiv neparametricky test. Ten prokazal, Ze alespon mezi dvéma izolaty
existuje signifikantni rozdil. Bylo zjisténo, Ze se napfiklad lisi izolaty Cb 29/3 a Cb F6, kdy Cb
29/3 byl jeden z nejcitlivéjsich na tetrakonazol (Eminent 125 ME) a Cb F6 jeden z nejméné
citlivych (viz vySe). Pokud porovname mediany inhibice rdstu mycelia jednotlivych vzork,
zjistime, Ze nejvyssi hodnotu medianu mély dva izolaty — Cb 29/3 a Cb C4, které byly zaroven
oba nejcitlivéjsi na kombinaci ucinnych latek azoxystrobin/difenokonazol (Amistar Gold) i
ucinnou latku tetrakonazol (Eminent 125 ME).

Dalsi testovanou skupinou byly antagonistické organismy, konkrétnéji Paenibacillus
alvei, Paenibacillus chitinolyticus, Bacillus subtilis a Pseudomonas fluorescens. Paenibacillus
chitinolyticus vykazuje ve vSech vzorcich nulovou inhibici rstu mycelia, po ockovani nedoslo
mohla byt pfilis nizka a bakterie tak byly po agaru rozptyleny nedostate¢né nebo mohlo byt
vybrano zZivné medium, které nemuselo P. chitinolyticus vyhovovat obsahem Zivin nebo pH.

Nejvyssi hodnotu medianu inhibice rastu mycelia vykazuje P. alvei, nejnizsi hodnotu
pak P. fluorescens. U bakterie P. alvei jako moZnosti BCA proti pavodci cerkosporové listové
skvrnitosti jsem nenalezla Zadné vyzkumy. V této prdci je dokazano, ze P. alvei v in vitro
podminkach inhibuje rlst mycelia patogena C. beticola. Je vsak tfeba dale testovat inhibicni
ucinky této bakterie na vice izolatech a poté v polnich podminkach. V odborné literature
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zabyvajici se P. alvei jako BCA se tato bakterie cCasto pouzivd proti pldou prenosnym
patogenim, napfiklad: Fusarium oxysporum f.sp melonis, puvodci fusariového vadnuti
melounu (Charalambous et al. 2013), Verticillium dahliae, ptvodci verticiliového vadnuti
olivovniku (Markakis et al. 2016) nebo Rhizoctonia solani a Sclerotinia sclerotiorum, pUvodci
rizoktoniové a sklerotiniové hniloby saldtu (Fatouros et al. 2018). Je tedy otazkou, zda a do
jaké miry by byla bakterie P. alvei schopna inhibovat rlist mycelia C. beticola pfti folidrni
aplikaci. B. subtilis byl jiz testovan jako bioagens proti cerkosporové listové skvrnitosti v praci
Esh et al. (2011), kde pfi sklenikovych i polnich pokusech doslo ke snizeni zdvainosti
onemocnéni diky této bakterii. | na zakladé vysledk(i této diplomové prace by bylo mozné
doporudit B. subtilis jako bioagens proti C. beticola. Bakterie vykazala v in vitro podminkach
pramérnou inhibici mycelia patogena mezi 72—-89 %. P. fluorescens vykazovala nejmensi
medidn inhibice ristu mycelia. Primérnd inhibice rastu mycelia izolatU, kterou tato bakterie
zpUsobila, byla vrozmezi 26-78 %. Hegde et Jagdish (2011) ve své praci in vitro testovali
pouziti Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma viride, Bacillus subtilis a
Pseudomonas fluorescens proti C. beticola na palaku (Beta vulgaris var. bengalensis Hort).
Nejvyssi hodnoty inhibice zaznamenali pfi pouziti houby T. harzianum, jedny z nejnizsSich pak
pfi pouziti P. fluorescens. Vyzkum Hegde et Jagdish (2011) je tedy v souladu s vysledky této
diplomové prace.

Obdobné jako u fungicidd byl proveden Kruskal-Wallistv test, ktery prokazal, Ze mezi
alespon nékterymi BCA existuji statisticky vyznamné rozdily. Post hoc test uréil, Ze
signifikantni rozdily existuji mezi vSiemi BCA kromé dvojice B. subtilis a P. alvei.

Nakonec bylo provedeno porovnani inhibici ristu mycelia jednotlivych izolatl vlivem
pUsobeni BCA. Kruskal-WallisGv test ale neprokdzal Zadné signifikantni rozdily. Toto bylo
pravdépodobné zplsobeno vysokou varianci hodnot.

Posledni testovanou skupinou byly esencidlni oleje z téchto rostlin: Thymus vulgaris,
Thymus serpyllum, Origanum vulgare v riznych koncentracich. Nejvyssi hodnotu medianu
inhibice rastu mycelia vykazovaly dva oleje, a to O. vulgare a T. vulgaris, pricemz alespon 75
% hodnot inhibice rlistu mycelia O. vulgare se rovnalo inhibici 100 %. Kruskal-Wallistv test
zjistil mezi skupinami statisticky signifikantni rozdily. Post hoc test poté dokdazal, Ze mezi
vsemi testovanymi esencidlnimi oleji jsou vyznamné rozdily.

Byly stanoveny hodnoty ECso a MIC, obdobné jako u skupin pfipravkl na ochranu
100 % izolatd mélo hodnoty ECso v rozmezi 0-200 pl/l. Nejvyssi hodnoty ECso byly zjistény u
esencialniho oleje T. serpyllum, kdy se hodnoty ECso u 40 % vzork( pohybovaly v intervalu
400-600 pl/l. Nejcitlivéjsimi izolaty k T. vulgaris jsou Cb 17/1 a Cb B5, nejméné citlivé pak
29/3 a Cb D2. K O. vulgare pak byly nejcitlivéjsi izolaty Cb 23/3 a Cb 17/1, nejméné citlivé pak
2/4 a Cb C4. Mezi nejcitlivéjsi k T. serpyllum patfily izolaty Cb 29/3 a Cb D2, ty nejméné
citlivé byly pak Cb 2/4 a Cb 17/1. Pereira et al. (2011) studovali vliv nékterych esencialnich
oleju na patogena Cercospora coffeicola. Zkoumali rGzné esencialni oleje, véetné T. vulgaris.
Zaznamenali inhibici kliceni konidii i radstu mycelia, nicméné se T. vulgaris neumistil jako
nejslibnéjsi esencialni olej pfi kontrole patogena C. coffeicola. Dalsi vyzkum, ktery provedli
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Centeno et al. (2010) potvrdil fungicidni ucinky esencidlniho oleje z T. vulgaris, a to pfi
pouziti proti patogenu Aspergillus flavus. Esencidlni olej z T. vulgaris pouZity pfi nizkych
koncentracich byl vyhodnocen jako potencidlni latka vyuZitelna v biologické ochrané rostlin.
V praci od Starovic et al. (2021) je uvedeno, Ze esencialni olej z O. vulgare, vykazoval
z testovanych oleja (Echinophora tenuifolia, Ocimum basilicum a Myrtus communis) nejvyssi
antifungalni aktivitu proti C. beticola. Tyto zavéry jsou vsouladu s vysledky vyzkumu
popsaného v této praci.

Je pozoruhodné, Ze izolat 17/1 byl zaroven jeden z nejcitlivéjSich k T. vulgaris, ale
zaroven nejméné citlivy k T. serpyllum. Tento izolat byl zaroven jeden z nejcitlivéjSich na
tetrakonazol (Eminent 125 ME). Nejméné citlivy k T. vulgaris byl izolat Cb 29/3, ktery byl ale
zaroven jeden z nejcitlivéjSich ke vSem testovanym fungicidiim. lzoldt Cb D2 patfil mezi
nejcitlivéjsi k T. serpyllum, ale byl nejméné citlivy k tetrakonazolu (Emient 125 ME). Dale
izoldt Cb C4, ktery patfil mezi nejcitliveéjsSi na kombinaci U¢innych latek
azoxystrobin/difenokonazol ve fungicidu Amistar Gold, byl nejméné citlivy k O. vulgare. Tyto
zavéry povazuji za velmi zajimavé a myslim, Ze by mély byt dale prostudovany.

Nakonec byly porovnany inhibice rdstu mycelia jednotlivych izolatl za vyvolané
pUsobenim esencialnich olejli pomoci Kruskal-Wallisova testu. Ten ale prokazal, ze mezi
vzorky nebyl nalezen Zadny signifikantni rozdil. Medidny inhibice rlstu mycelia vSech izolat(
se rovnaji 100 %. V pristich pokusech bych doporudila testovat podrobnéji jen rozmezi
koncentraci 0—600 pl/l, kdy doslo k inhibici riistu mycelia z 50 % a v mnoha ptipadech i 100 %
rastu mycelia. Pak by bylo moZné |épe porovnat Ucinek jednotlivych esencidlnich olej(.
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Zaveér

e Vramci této prace bylo ziskdno 10 izolatl patogena Cercospora beticola z 10
raznych lokalit. Na téchto izoldtech byl poté testovan inhibi¢ni ucinek rdznych
skupin ptipravkl. Jednalo se o celkem tfi fungicidni pripravky (Eminent 125 ME,
Propulse, Amistar Gold), ctyfi antagonistické organismy (Paenibacillus alvei,
Paenibacillus chitinolyticus, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens) a tfi
esencialni oleje (Thymus vulgaris, Thymus serpyllum, Origanum vulgare).

e Vysledky této diplomové prace naznacuji, Ze existuje riziko vzniku rezistence
v populaci patogena vici testovanym fungicidim. Jako nejméné ucinny se ukazal
pripravek Propulse (fluopyram/prothiokonazol), nejvice Gc¢inny pak Amistar Gold
(azoxystrobin/difenokonazol).

e Vramci této prace byl prokazan inhibi¢ni ucinek bakterie P. alvei na rlist mycelia
izolatl C. beticola v in vitro podminkach. Tyto vlastnosti P. alvei je vSak tfeba dale
peclivé studovat na vétSim mnoiZstvi izolatd a pozdéji i v polnich podminkach.
Nejnizsi median inhibice rdstu mycelia izolatd C. beticola byl zjistén pfi aplikaci
bakterie P. fluorecens.

e U testovanych esencidlnich oleji byly naméreny nejnizs$i hodnoty ECso u
esencialniho oleje z O. vulgare, nejvyssi hodnoty ECso u T.serpyllum.

e Byla potvrzena hypotéza, Ze rizné fungicidni latky, latky rostlinného plvodu a rizné
antagonistické organismy se vyznacuji rGznym inhibi¢nim Gcinkem na rUst patogena
C. beticola.

e Tato prace ukazuje, Ze nékteré fungicidy jsou Ucinnéjsi nez jiné, upozornuje na riziko
vzniku rezistence vici fungicidim. Ddle uvadi, Zze nékteré bakterie a esencidlni oleje
maji potencidl byt ucinnymi alternativami k fungicidim pti ochrané proti patogenu
C. beticola. Tato diplomova prace mlze byt podkladem pro dalsi vyzkum a vyvoj
novych pripravkl proti patogenu C. beticola. Dale muze slouzit k informovani
péstitell o dalSich moZnostech ochrany proti C. beticola.
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