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Stanoveni citlivosti populaci houby Venturia inaequalis (Cke.)
Wint. z vybranych produkénich vysadeb ke strobilurinovym

fungicidiim

Souhrn

Houba Venturia inaequalis (Cke.) Wint. je zdvaznym patogenem jabloni zpusobujici
hospodaisky nejvyznamnéjsi chorobu - strupovitost. Osetieni fungicidy je primarnim
nastrojem regulace tohoto patogena. Toto intenzivni pouzivani fungicidli ma za nasledek vice
¢1 méné rychly rozvoj rezistence a tim i pokles citlivosti patogena k nékolika pouzivanym
skupinam fungicida. Cilem této prace bylo stanoveni citlivost populaci patogena V. inaequalis
z vytipovanych lokalit k vybrané fungicidni latce kresoxim-methyl ze skupiny Qol inhibitord
Citlivost byla hodnocena v in vitro (testy kli¢ivosti spor, rist mycelia na agaru) a in vivo
(sklenikové testy na jablonovych semenacécich) podminkach a pomoci molekularnich metod
detekovat gen rezistence u vybranych izolati patogena. Bylo ziskédno celkem 20 vzorki
populace V. inaequalis z odebranych infikovanych listl jablon¢ z vytipovanych lokalit.
Vysledky testli prokazaly u ¢tyt vzorkd populace V. inaequalis vznik rezistence. U osmi
vzorkl se projevila zna¢né sniZena citlivost populaci V. inaequalis. Zbyvajici pocet vzorku
(6) 1ze oznacit jako populace houby se snizenou citlivosti k fungicidu Discus. Nejvyssi
ucinnost pripravku Discus a nejvyssi citlivost k G¢inné latce kresoxim-methyl se projevila
u vzorku tzv. ,divoké“ populace V6, kterd byla odebirana z neoSetfovaného stromu.
Pro potvrzeni vzniku rezistence na zakladé jednobodové mutace v cytochromu b byly
tii monosporické izolaty V. inaequalis ze vzorki populace VI, V2 a V4 testovany
molekularni metodou piimé sekvenace mitochondridlntho genomu. U vSech tfi
monosporickych izolati V. inaequalis byla nalezena jednobodova mutace, pii které dochazi
ke zméné z glycinu na alanin v pozici 143 (G143A) a zpasobuje tak rezistenci

ke strobilurinovym fungicidim.

Klicova slova: strupovitost jablong, Venturia inaequalis, Malus domestica, strobilurin,

kresoxim-methyl, rezistence, testovani citlivosti



Determination of sensivity to strobilurin fungicides in
populations of Venturia inaequalis (Cke.) Wint. from

selected production orchards

Summary

The fungus Venturia inaequalis (Cke.) Wint. is an important pathogen of apple trees
causing the most economically important disease — apple scab. Fungicide treatment
Is the primary tool to control this pathogen. The intensive uses of fungicides have consequence
a more or less rapid development of resistance and thus decrease the sensitivity of the pathogen
to several of groups used fungicides. The aim of this study was to determine the sensitivity
of pathogen populations of V. inaequalis from selected localities for fungicidal substance
kresoxim-methyl from group Qol inhibitors. Sensitivity was evaluated in in vitro (germination
spores assays, mycelium growth on agar assays) and in vivo (greenhouse assays on apple
seedlings) conditions and using molecular methods to detect resistance gene of selected isolates
of the pathogen. A total number of 20 samples of the population V. inaequalis from infected
leaves of apple collected from the selected locations. Assays results showed in the four samples
of population V. inaequalis development of resistance. Eight samples of populations
V. inaequalis demonstrated significant decrease of sensitivity. The remaining number of samples
(6) can be described as the population of fungus with decrease of sensitivity to the fungicide
Discus. Discus highest efficacy and the highest sensitivity to the kresoxim-methyl was
demonstrated on the sample "wild" population V6, which was collected from non treatment tree.
To confirm the development of resistance on the basis of a single point mutation in the
cytochrome b, three monosporic isolates of V. inaequalis populations from samples V1, V2 and
V4 were tested by direct sequencing the mitochondrial genome. In all three monosporic isolates
of V. inaequalis was found single point mutation, involving a change from glycine to alanine

at position 143 (G143A), causing the resistance to strobilurine fungicides.



Keywords: apple scab, Ventuira inaequalis, Malus domestica, strobilurine, kresoxim-methyl,
resistance, testing of sensitivity
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1 Uvod

Jako téma diplomové prace jsem si zvolila studium rezistence ptivodce strupovitosti
jablon¢ — Venturia inaequalis vici strobilurinovym fungicidim.

Houba Venturia inaequalis (Cke.) Wint. je zavaznym patogenem jabloni zpusobujici
hospodaisky nejvyznamnéjsi chorobu - strupovitost. OsSetieni fungicidy je primarnim
nastrojem regulace tohoto patogena a i ptes pravidelné provadénou chemickou ochranu,
kterou byva nutné béhem sezény opakovat, dochdzi kazdorocné¢ v nekterych vysadbach
k vyskytu tohoto onemocnéni. Toto intenzivni pouzivani fungicidd ma za nasledek vice
¢1 méné rychly rozvoj rezistence a tim 1 pokles citlivosti patogena k nékolika pouzivanym
chemickym skupinam fungicidi. V Ceské republice se k ochrané proti tomuto onemocnéni
vyuziva celd fada fungicidl z riznych chemickych skupin a riznym mechanismem ucinku.
Jednou z téchto skupin jsou i tzv. Qol fungicidy - inhibitory respira¢niho fetézce. V relativné
kratké dobé€ po jejich zavedeni na trh vSak byl zaznamendn u riznych houbovych patogenil
kulturnich plodin vznik rezistence k témto fungicidim. Jablon, ktera je nejc¢astéji péstovanym
ovocnym druhem mirného klimatického pasma, je v soucasné dob¢ zavisla z velké Casti
na chemické ochrané proti chorobam, coz pii vyskytu rezistentnich kmend V. inaequalis

ke strobilurinovym fungicidiim, piedstavuje zna¢ny problém, kterym je potieba se zabyvat.



2 Védecka hypotéza a cil prace

Védecka hypotéza diplomové prace s nazvem ,,Stanoveni citlivosti populaci houby
Venturia inaequalis (Cke.) Wint. z vybranych produkénich vysadeb ke stobilurinovym
fungicidim® ptfedpoklada, Ze existuji kmeny patogena, které jsou rezistentni, ptipadné
existuje moznost vzniku a rozsifeni t€chto kmenti vici bézné pouzivanym fungicidnim latkam
ze skupiny Qol inhibitord, konkrétné k pfipravku na bazi strobilurint, s i¢innou latkou
kresoxim-methyl, s obchodnim nadzvem Discus.

Cilem diplomové prace bylo testovani ucinnosti vybrané fungicidni latky vici
patogenu Venturia inaequalis v in vitro a in vivo podminkach a pomoci molekularnich metod

detekovat gen rezistence u vybranych izolatd patogena.



3 Literarni reserze

3.1 Patogen Venturia inaequalis — Puvodce strupovitosti jabloné

3.1.1 Uvod

Strupovitost je choroba, ktera se vyskytuje na rostlinach rodu jablon (Malus spp.),
jejimz ptavodcem je houbovy patogen jménem Venturia inaequalis (Cooke) G.Winter (1875)
(anamorfa — konidiové stadium Spilocea pomi Fr., 1825). Je hospodaisky nejvyznamnéjSim
kde se péstuji jabloné¢ (Malus x domestica Borkh.) (MacHardy, 1996).

V piipad€é napadeni plivodcem strupovitosti, prvorady negativni efekt na produkci
jablek spociva ve snizeni kvality napadenych plodt. Plody s pfiznaky napadeni chorobou nejsou
trzné€ realizovatelné jako konzumni ovoce. Dochazi i ke snizeni velikosti plodi, ptipadné K jejich

pred¢asnému opadu, pfi silném napadeni dochazi i k opadu listii a Spatnému nasazeni kvétnich
pupenit na piiSti rok, snizuje se doba skladovani napadenych plodd. Ztrdty na vynosech
zapii¢inéné houbou V. inaequalis mohou ¢init az 70 i vice %. Pokud neni dusledné provadéna
ochrana pted strupovitosti, pak nasledkem toho se ve vétsin€ produkénich vysadeb stdva ovoce
a finan¢n¢ velmi naro¢nym opatfenim, které urcuji zejména kvalitu sklizn€, vysi sklizné a maji

tak znacny vliv na rentabilitu produkce (Lansky et al., 2005).
3.1.2 Pivod a historie patogena

Puvodce choroby strupovitosti jablek se vyvijel po dlouhou dobu ve vzajemném
ekologickém vztahu s jeho hostitelskym druhem — jabloni (Malus x domestica Borkh.).
Nemoc je zpusobena houbou Venturia inaequalis (Cke.) Wint., anamorfnim stadiem
je Spilocaea pomi Fr. Nepohlavni stadium onemocnéni bylo poprvé popsano $védskym
botanikem Fries (1825), s pozd¢&jsimi dodatky (Fries, 1832). Pohlavni stadium bylo objasnéno
Cookem v roce 1866. Nejprve byla obé stadia povazovana za dva ruzné druhy hub, v roce
1887 je vsak Goethe je popsal jako jeden druh (Sandskér, 2003).

Je znamo, Ze strupovitost byla uz v minulosti béZn€ se vyskytujici a zavazné
onemocnéni jabloni a pfepoklada se, Zze toto onemocnéni mélo vliv 1 na selekci odriid jabloni.
Jedno z nejstarSich vyobrazeni vyskytu strupovitosti v historickych dobach je zachyceno
na obraze ,,Kristus a dva ucednici v Emauzich* z roku 1600, ktery namaloval Michael Angelo

3



Caravaggio, kde je vyobrazen ovocny ko§ a v ném jsou jablka se skvrnami strupovitosti
(MacHardy, 1996).

Az do roku 1800 byla strupovitost bézné se vyskytujici se chorobou na jablonich,
ale z fytopatologického hlediska ji nebyl ptikladan velky vyznam. Ve sttedovéku byly jabloné
péstovany predevSim v okoli klasterd, v malych vysadbach, kde byly vyuzivany odolné
a genotypoveé rozmanité sazenice, coz mélo za ndsledek udrzeni infekce na nizké urovni.
V Evrop¢ kolem roku 1800 byly jablon¢ péstovany na rodinnych farmach, zejména pro domaci
pouziti, dale jako solitérni stromy na loukach, mezi poli a v okoli pastvin a cest. Jablon¢ byly
vysazovany daleko od sebe a navic se stiidaly s jinymi ovocnymi stromy. Rozmanitost genotypii
sazenic i to, ze infikované listi bylo spasano zviraty, eliminovalo tak mnozstvi inokula a vznik
primérni infekce, coZ snizovalo zdvaznost této choroby. Po roce 1800 se zacalo vyuzivat
ve vétsim méfitku fizené opylovani a nasledné vegetativni mnozeni, které vedlo k produkci
geneticky uniformnich stromi. ZvySena poptavka po ovoci vedla ke zméné systému péstovani
jabloni, k zalozeni sadli na loukach, predchidct dnesnich modernich vysadeb. Timto zplisobem
péstovani se snizila vzdalenost askospor k hostiteli a zvySil se zdroj primdrniho inokula.
Byly polozeny zaklady pro rozvoj epidemii strupovitosti v jabloniovych sadech a tato choroba
se stala hlavnim problémem v moderni produkci jablek, proti které je nutné provadét pravidelné
ochranné zasahy (MacHardy et al., 2001).

Prvni zprava o symptomech zptsobenych V. inaequalis, zaznamenana na uzemi
USA, pochazi z ,,Newton Pippins“ v New Yorku a z Pensylvanie v roce 1834. Dalsi prvni zpravy
o vyskytu strupovitosti v jinych zemich, ukazuji Siroky rozptyl zaznamenéani prvniho vyskytu
béhem nékolika let: Australie (1862), Anglie (1845), Indie (1830), Japonsko (1955), Norsko
(1840), Jizni Afrika (1888) (MacHardy, 1996).

3.1.3 Taxonomické zaiazeni V. inaequalis

Taxonomie vieckovytrusych hub je zaloZzena na charakteristikaich pohlavniho
rozmnozovani, jeho pribéhu a vzniklych strukturach. Prochdzi vSak neustile vyvojem na zakladé
novych poznatkli vychazejicich z molekularné-genetickych analyz (Juroch, 2010).

V. inaequalis nalezi dle systematiky do odd€leni Ascomycota (vieckovytrusné,
vieckaté houby, askomycety). Jednoticim a typickym znakem, ktery je spolecny pro vSechny
zastupce hub z této skupiny je tvorba viecek (pl. asci, sg. ascus). Dale dle systematiky
se V. inaequalis fadi do podkmenu Pezizimycotina (syn. Ascomycotina), toto pododdéleni

zahrnuje tzv. ,,pravé” vieckovytrusné houby, coZz znamend, Ze je u nich vytvofena dikaryofaze
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Vv podobé askogennich hyf a zaroven dochazi k tvorbé plodnic (askomat, askokarpi).
Toto pododdéleni ptedstavuje nejpocetnéjsi skupinu hub, zahrnujici vice nez polovinu vsech
znamych druht hub. V. inaequalis dle systematického zatazeni patii do téidy Dothideomycetes,
ktera je nejvétsi a nejvice variabilni tfidou vieckovytrusnych hub, do podtfidy
Pleosporomycetidae a V. inaequalis nalezi do tadu Venturiales, do celedi Venturiaceae
(strupatkovité) (Anonym 5, 2015).

Tabulka ¢. 1: Védecké nazvy V. inaequalis

Anamorfni stadium | Spilocea pomi Fries, 1825

Teleomorfni stadium | Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter, 1875
Synonyma Cladosporium dendriticum Wallr., 1833
Endostigme inaequalis (Cooke) Syd.,1923
Fusicladium dendriticum (Wallr.) Fuckel, 1870
Fusicladium pomi (Fr.) Lind, 1913

Sphaerella inaequalis (Cooke), 1871
Spilocaea pomi Fr., 1825

Spilosticta inaequalis (Cooke) Petr., (1940)
Mezinarodni oznaceni - EPPO kod: VENTIN

(Anonym 4, 2015)

Tabulka ¢.2: Taxonomické zafazeni houby V. inaequalis

Soustava | Vitae

Doména | Eukaryota

Rise Fungi

Oddg¢leni | Ascomycota
Podkmen | Pezizomycotina
Trida Dothideomycetes
Podtiida |Pleosporomycetidae

Rad Pleosporales
Celed | Venturiaceae

Rod Venturia

Druh Venturia inaequalis

(Anonym 4, 2015)



3.14 Rozsiteni a ekologie V. inaequalis

Krom¢ hlavniho hostitelského rodu Malus spp., tento patogen také napada zastupce
roda Sorbus sp. — jefab, Pyracantha sp. — hlohyné, Viburnum sp. — kalina, dale Eriobotrya
japonica — lokvat japonsky, Crateagus laevigata (oxyacantha) — hloh obecny, Cotoneaster
integerrimus — skalnik celokrajny, (Juroch, 2010). Patogen je fakultativnim parazitem.
V pribéhu vegetacni sezony parazituje na organech hostitele (hlavné listy a plody) a béhem
vegetacniho klidu dokoncuje svuj zivotni cyklus a piezimuje v podobé plodnice
(pseudoperithecia) na opadaném listi, vétvickach a Supinach pupenu (MacHardy, 1996). Velmi
nachylné k napadeni jsou napiiklad odrady ,,Gloster”, ,,Golden Delicious®, ,Spartan,
,,Starkrimson Delicious*, ,,Sampion* a ,,Vista Bela* (Ackermann et al., 2002).

Strupovitost jablon¢ je rozSifena celosvétové, predev§im se vyskytuje v mirném
klimatickém pdsu, na izemi s chladnym a vlhkym pocasim v pfedjafi. V regionech, kde panuji
semiaridni klimatické podminky, byva pocet 1€zi na napadenych ovocnych stromech tak maly,
centralni ¢asti a na severovychodé¢ stati (Agrios, 1997). Patogen V. inaequalis skodi pfedevsim
v oblastech s oceanskym klimatem a v oblastech s kontinentalnim klimatem $kodi spiSe
V humidnich a chladné&jsich podhorskych lokalitach. Strupovitost jabloné se vyskytuje na celém
tizemi Ceské republiky ve vSech produkénich oblastech, jeji $kodlivost se lidi v jednotlivych
ro¢nicich podle pribéhu pocasi béhem vegetacni sezony. (Juroch, 2010).

Pro svlij vyvoj a Sifeni potiebuje patogen desStivé a vlhké (mlhy) pocasi. Zrani
a prasknuti plodnice je podminéno jejim ovlhéenim, poté jsou askospory vystielovany
nad povrch listu a dale jsou rozSifovany vétrem. K vykli¢eni askospory a k infekci je nezbytné
rovnéz ovlhCeni pletiva. Také teplota vyznamné ovliviiuje vyvoj a rist patogena (infekce,
inkubacni doba, sporulace). Infekce mohou nastat v rozmezi teplot 0,5 — 30 °C. Optimalni
teploty jsou 17 — 24 °C. Cim piiznivéjsi teplota, tim kratsi je potiebna doba ovlhéeni k vykliceni
spory a ke vzniku infekce. V suchych periodach bez desté, resp. bez ovlhéeni listd k infekci
nedochazi. Sekundarni infekce mohou nastat v Sirokém rozmezi teplot, minimélni teplota
pro infekci konidiemi je 5 °C, optimalni teploty jsou v rozmezi 14 — 24 °C, maximalni teplota
je 28 °C. K infekci konidiemi dochazi na rozdil od askospor ve dne i v noci (Ackermann et al.,
2002).

Splnéni podminek pro infekci a intenzitu infekce Ize stanovit na zékladé zjisténé doby
ovlh¢eni povrchu listu a primérné teploty vzduchu béhem ovlhéeni (ptipadné relativni vlhkosti

vzduchu pfi pferusSeni ovlhéeni povrchu pletiva). Vzéjemny vztah mezi teplotou, dobou ovlh¢eni
6



povrchu pletiva a intenzitou infekci je zdkladem metod signalizace ochrany proti pivodci
strupovitosti, kterou definoval Mills a pozd¢ji upravili jeho nasledovnici (tzv. ,,Millsova

tabulka“) (Juroch, 2010).
3.15 Biologie V. inaequalis

3.15.1  Vegetativni stélka

Vegetativni  stélka V. inaequalis je tvofena haploidnim vlaknitym, vétvenym,
prehradkovanym myceliem. Podstatnou ¢ast bunééné stény tvoii chitin a beta-1,3(1,6)-glukan.
U V. inaequalis se wvyskytuji i organely, které jsou specifické predev§im pro hyfy
lichenizovanych druhti hub, tzv. koncentricka téliska. V polariza¢nim mikroskopu se tato téliska
jevi jako svétélkujici utvary, které jsou seskupeny do hroznovitych struktur v ¢asti cytoplazmy
bez dalSich organel, a které jsou odd€lené od okoli membranovitou strukturou (Kalina et Vana,

2005).
3.15.2 Perfektni — Teleomorfni stadium

Pohlavni stadium poprvé popsal Cooke vroce 1866. Houbu nazval Sphaerella
inaequalis, druhové jméno odkazuje na nesoumérnou velikost bunék a charakterizuje tak typicky

tvar dvoubunécnych askospor (MacHardy, 1996).

3.1.5.2.1 Plodnice

Askomata jsou tvofena pletivem z haploidnich hyf, které uzaviraji askogenni hyty
a viecka. U V. inaequalis je typ plodnice askolokularni. Zaklad pro plodnici je dan vznikem
kulovitého az teréovitého myceliarniho ttvaru, tzv. stroma s pseudoparenchymatickou
strukturou. Teprve Vv takto vytvofené plodnici (askostroma) dojde k diferenciaci pohlavnich
organt (gametangii). Askogenni hyfy potom vrustaji mezi jiz vytvorené pseudoparenchymatické
pletivo. Vznikaji sekundarni lysigenni dutiny (lokuli), v nichz se vytvareji viecka. Z hlediska
vysledného morfologického tvaru plodnice se u V. inaequalis vytvati pseudoperithecium,
coz je peritheciu (kulovita az hruSkovita plodnice s tzkym, kanalkovitym tustim — ostiolem
vystlanym perifyzami) podobnd plodnice, kterda obsahuje jednu nebo vice dutin
(Kalina et Vana, 2005). Plodnice jsou tmavohnédé az Cerné, o velikosti 90 — 150 pum, byvaji
¢astecné zanotfené pod povrchem listu a negativné geoutropicky orientované (MacHardy, 1996).
V dutinach je vzdy vétsi pocet viecek (obsahuji 50 — 100 viecek) usporadanych v hymeniu

nebo ve svazeccich (Kalina et Vana, 2005).



3.1.5.2.2 Vrecko

Charakteristickym znakem, ktery je spoleény pro vSechny zastupce z oddé¢leni
Ascomycota (vieckovytrusné, vieckaté houby, askomycety) je tvorba viecek (asci,
jedn. €. ascus). U pfevazné vétSiny zastupct predstavuje mladé viecko jedinou diploidni bunikou
vV celém procesu vyvoje vieckovytrusych hub, nepfedstavuje vSak strukturu trvalejsiho
charakteru. Viecko rovnéz reprezentuje meiosporangium, jelikoz zde dochazi k meiotickému
déleni. Dochazi zde k diferenciaci endogenné se tvoficich askospor, obvykle nasleduje
po probehlé meioze jesté mitotické deleni a ve viecku vznika nejcastéji 8 askospor. Dikaryoticka
faze se nachazi pouze v plodnicich v podobé¢ tzv. askogennich hyf. Viecko je vzdy jednobunécné
(Kalina et Vana, 2005).

V. inaequalis ma typ viecka bitunikatni (fisitunikatni, ,,Jack-in-the-box*). Viecka maji
valcovity tvar a jsou 60-70 x 7-12 um velkd (MacHardy, 1996). Tento typ viecka
ma dvouvrstevnou sténu. Pfed dozranim askospor nejprve praskne vnéj§i pomérné silna,
ale kiehka vrstva - exoaskus, vnitini pruzné vrstva - endoaskus vyhtezne a prodlouzi se ptiblizné
o délku viecka. Teprve potom dojde k uvolnéni askospor askoapikalnim aparatem. Viecka
jsou inoperkulatni, coz znamend, Ze jsou askospory z viecka uvoliiovany aktivné¢ pdrem
¢i Stérbinou, které byvaji umistény v apikdlni ¢asti viecka. K vymrsténi askospor dochdzi

vétSinou vlivem turgoru a to na pomérné zna¢nou vzdalenost (Kalina et Vana, 2005).

3.1.5.2.3 Askospory

Proces tvorby askospor se nazyva askosporogeneze, probihd ve viecku a mé dvé faze.
V prvni fazi se diferencuji €asti cytoplazmy obsahujici jadro a obaluji se dvojici membran.
Ve druhé fizi se mezi obéma membranami vytvaii sténa askospor. Cést plazmy, ktera
se neucastni tvorby askospor, se nazyva epiplazma a pravdépodobné ma vyZzivovaci funkci.
Ve viecku vznika simultanné 8 askospor. U V. inaequalis jsou zralé askospory dvoubunééné,
tzv. didymospory (Kalina et Vana, 2005). Askospory jsou olivové hnédé barvy, o rozmérech
12-5 x 6-8 um, pfepazené v horni ttetiné, kdy horni bunka je krat$i a SirSi nez ta spodni
(MacHardy, 1996).

3.1.5.3 Imperfektni - anamorfni stadium

Konidiové stadium se nazyva Spilocea pomi Fr. Vroce 1825 poprvé popsal
rod Spilocea svédsky botanik Fries (MacHardy, 1996).



Nepohlavni rozmnozovani se uskute¢fiuyje pomoci nepohlavné vzniklych

spor - konidii, ddle délenim a fragmentaci stélky (Kalina et Vana, 2005).

3.1.5.3.1 Konidie

Konidiofory  vyristaji  trhlinami v kutikule ze subkutikularniho  nebo
intraepidermalniho mycelia hnédé barvy, které se rozrustd radidlné na povrchu listi.
Tvar konidioforu je jednoduse cylindricky, barvu ma svétlou az stfredn¢ hnédou ¢i olivé hnédou
barvu. Na bdazi byvaji konidiofory zdufelé, jsou neclankované a jejich délka se pohybuje
od 90 um a sitka 5 — 6 um. Tvorba konidii — konidiogeneze probihd postupné béhem obdobi
sporulace na vrcholu konidiofori. Na konidioforech vyrtstd nékolik jednobunéénych nebo
dvoubunécénych spor. Po opadu konidii zGstavaji na konidioforech charakteristické jizvy.
Konidie maji tvar opacné kyjovity, hruskovity a na konci zaspicatély, barvy jsou svétlé
az olivové, hladké a o rozmérech 12 — 30 X 6 — 10 um v nejsirsi ¢asti konidie, se zkracenou bazi
4 — 5 um (MacHardy, 1996)

Konidie kli¢i ve vlhkém prostiedi tzv. kli¢icim vldknem, z néhoz vyrlsta penetracni
hrot, ktery proniké skrz kutikulu listu a rozrlista se v mycelium houby, které je subkutikularni,

coz znamena, ze je umisténo mezi kutikulou a epidermalnimi buiikami listu (Agrios, 1997).
3.1.6 Vyvojovy cyklus

Vyvoj strupovitosti zahrnuje jak monocyklickou fazi, zplsobenou askosporami
a vznikem primarni infekce, tak polycyklickou fazi, zptisobenou konidiemi, které slouzi
k Sifeni patogena v sadu béhem vegetani sezony a jsou pii¢inou sekundarnich infekci
(Carisse et al., 2011). Tato houba pfezimuje na napadenych opadanych listech, kde
se postupné vyvijeji a na jafe dozrdvaji Cerné kulovité plodnice pseudoperithecia, které
na povrchu tlejiciho listu vypadaji jako ¢erné Spendlikové hlavicky. Houba miuze také
prezimovat uvnitf na vyhonech ¢i v Supinach pupenii, ve formé konidii (MacHardy, 1996).
Uvnitt plodnicky se nachazeji viecka, ve kterych se vytvaii dvoubunécéné askospory.
Askospory jsou na jate zdrojem primarnich infekci (Kloutvorova, 2011 a Ackermann et al.,
2002). Pii desti dochazi k nabobtnani a praskani viecek, askopsory jsou vymrs$tovany
do vzduchu, ¢imz dochazi k jejich roznaseni do okoli (Kloutvorova, 2011). Askospory mohou
byt vymrstovany a diky vétru roznaseny az okolo 100 — 200 m od zdroje inokula (MacHardy,
1996). Askospory jsou S§ifeny zejména vzdusnymi proudy, konidie pfevazné destovymi

srazkami (Ackermann et al., 2002). Prvni askospory postupné dozravaji v obdobi raseni



jabloné, nejpozdéji ve fazi mysSiho ouska (BBCH 26). Askospory se uvolfuji v zavislosti
na pocasi daného roku do konce kvétna az Cervna. Masova zralost askospor a nejvétsi
nebezpeCi primarnich infekci nastava od fenofaze rtzového poupéte (BBCH 56 — 57)
a zpravidla trva az do obdobi 2 tydni po odkvétu jabloni. V tomto relativné kratkém ¢asovém
useku se obvykle uvolni 90 — 95 % askospor. Riziko vzniku primarnich infekci vsak trva
az do rozpadu zdroje askospor — do doby rozlozeni starych lofiskych listi (v CR pfiblizné
konec druhé dekady cervna). Konidie i askospory potiebuji k vykli¢eni vodu, rychlost kli¢eni
a prorustani do pletiv je ovlivnéna teplotou. K infekci dochazi teprve po splnéni podminky
doby trvani vlhkosti pfi urcité teploté, napt. pti primérné teploté 12 °C, musi trvat ovlhéeni
nejméné 11 hodin, aby doslo ke vzniku infekce (Kloutvorova, 2011). Za vhodnych podminek
— pii vlhkém pocasi a teploté pohybujici se v rozpéti od 6 do 26 °C, askospory klici
a zpusobuji primarni infekci listového pletiva. Ke vzniku infekce je zapotiebi soustavné
ovlhéeni listu po dobu 28 hodin, v piipadé, ze teplota vzduchu je 6 °C, 14 hodin pfi teploté
vzduchu 10 °C a 9 hodin pfi teploté 18 — 24 °C nebo 12 hodin pfi teploté 26 °C. Penetra¢ni
hrot askospory pronikne skrz kutikulu a rozrista se mezi kutikulou a vnéjsi stranou bunécné
stény epidermdlnich bunck (subkutikuldrni mycelium). Infekce jsou velmi hojné béhem
vlhkého, chladného jara a na zacatku 1éta a ustidvaji, kdyZz nastane horké letni pocasi
(Sandskar, 2003). Na listech a napadenych plodech se po uplynuti inkuba¢ni doby (v
zavislosti na primérné denni teploté za cca 9 — 18 dnl od vzniku infekce) Na listech a
napadenych plodech se po uplynuti inkubaéni doby (15 — 18 dnti od inokulace) objevi nejprve
olivové zelené, pozdéji SedoCerné skvrny. Z mycelia se zacinaji formovat konidiofory, na
nichZ dochézi k produkci velkého mnoZzstvi konidii, které se poté uvolnuji do okoli a jsou
zdrojem sekundarnich infekci. Béhem desté ¢i po desti jsou konidie splachovany nebo odvany
vétrem na okolni listy ¢i plody, kde mohou vykli¢it a zptsobit tak sekundarni infekci. Za
vlhkého pocasi konidie zajistuji infekci béhem celé vegetacni sezony (Sandskidr, 2003).
Obdobi sekundarnich infekci pak trva prakticky od okamZziku objeveni se prvnich vizudlnich
priznakl strupovitosti az do obdobi sklizné. Listy mohou byt infikovany i béhem vlhkého
pocasi na podzim (Kloutvorovd, 2011). Na podzim infikované listy opadaji, mycelium se
zatahne do vnitiku listu a zformuji se pseudoperithecia, kterymi houba pfecka zimni obdobi

(Sandskar, 2003).
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3.1.7 Symptomy zpusobené V. inaequalis

V. inaequalis napada predevsim listy a plody, zcela vyjimecné i letorosty nebo kvéty
(Ackermann et al., 2002). Primarnim symptomem jsou svétlé, olivoveé zbarvené, nepravidelné
skvrny na svrchni strané (pozdéji béhem vegetace 1 na spodni strané)—Brzy poté se barva 1ézi
zméni na tmavé olivové zelenou, ndsledné az na sazovit¢ SedoCernou s matnym, sametovym
povrchem a skvrny plasticky vystupuji z povrchu listu. Pletivo listu nakonec nekrotizuje a nékdy
muze 1 vypadavat. Léze mohou byt rizné velké, setrvavaji ohranicené, bud’ od sebe odd¢lené
¢i mohou splynout v jednu vétsi. V. inaequalis napada listy, kvéty a plody, zcela vyjimecné
I letorosty (Ackermann et al., 2002). Onemocnéni strupovitosti se mize vyskytovat na vétsiné
nadzemnich organt rostlin, ale nejcastéj$i a nejpatrnéjsi jsou pifiznaky na listech a plodech.
Primarnim symptomem jsou svétlé, olivové zbarvené, nepravidelné skvrny nejprve na spodni,
poté 1 na svrchni strané mladych listl, kvétnich pupenech ¢i kali$nich listcich. Brzy poté se barva
1ézi zméni na tmave olivove zelenou, nasledné az na sazovité Sedocernou s matnym, sametovym
povrchem a skvrny plasticky vystupuji z povrchu listu. Pletivo listu nakonec nekrotizuje a mize
vypadavat. Léze mohou byt rizné velké, setrvavaji ohrani¢ené, bud’ od sebe oddélené ¢i mohou
splynout v jednu vétsi. Léze na mladych listech se tvofi na spodni strané listu, ale na starSich
listech se tvoii predevSim na svrchni strané listu. Infikované mladé listy zabrzdi sviij vyvin,
zustavaji zakmélé a zkroucené, pozdé€ji opadéavaji. Piilezitostné se skvrny zpasobené
V. inaequalis tvofi na vyhonech a kvétech (Agrios, 1997). Okvétni platky mohou byt primarné
infikovany askosporami brzy z jara a od nich miizou byt sekundarné napadeny konidiemi mladé
plody (Sandskér, 2003).

Na infikovanych plodech se objevuji pravidelné okrouhlé skvrny, které se s ristem
pfipadné 1 praskaji a svym vzhledem pfipominaji strupy. Kutikula plodu na okrajich skvrn
praska. Plody, infikované na pocatku sezony Vrané fazi jejich vyvoje jsou deformované,
popraskané a Casto predcasné opaddvaji. Na plodech, které byly infikované béhem dozravani,
se formuji jen malé 1éze, tzv. pozdni strupovitost, ackoliv, béhem skladovani se mohou rozvinout
az do tmavych strupatych skvrn. Nasledné byvaji postizené plody napadany ptivodci hnilob.
(Agrios, 1997). Rovnéz mize dojit k napadeni plodi pied sklizni a k projevim onemocnéni
pii jejich uskladnéni. Na plodech se toto pozdni napadeni projevi drobnymi Sedocernymi

az tmavymi, propadlymi skvrnami (skladkova strupovitost jablek) (Ackermann et al., 2002).
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3.1.8 Rasy V. inaequalis

Vsechny odridy Malus x domestica Borkh. jsou nachylné k napadeni patogenem,
ale ne vSechny rasy této houby, jako napf. ,,divoké* populace V. inaequalis, jsou schopny
vyvolat symptomy Vv podobé sporulujicich 1ézi na listech hostitele (MacHardy, 1996).
Ackoliv je rod Malus spp. hlavnim hostitelem patogena vyvolavajiciho strupovitost jablong,
ne vSechny druhy jsou jim napadany. Geneticky podminéna rezistence jablong, které je zalozena
na uc¢inku jednoho genu (monogenn¢) tzv. gen velkého ucinku je patogenem piekondvana
vytvafenim novych ras. Tyto rasy jsou schopné pfekonavat imunitu i u divoce rostoucich druht
rodu Malus spp. (Parisi et al., 1993; Bénaouf et Parisi 2000). V. inaequalis ma vysoky stupen
genetické variability. U tohoto patogena dochdzi ke genetickym rekombinacim kazdy rok,
¢imz se zvySuje moznost piekonani rezistence jeho hostitele.

Slechténi na rezistenci k chorobam je v soucasné dobé zaméfeno bud’ na kombinovéni
nékolika zdroju rezistence vuci chorobam nebo pomoci polygennich zdroji rezistence (Sandskdr,
2003). Existuje jen nékolik komeréné péstovanych odrid jabloni pfedstavujicich ¢asteény podil
na celkové produkci v USA a Evropé, které jsou rezistentni vici rasam V. inaequalis a také
mohou byt zaroven pouzity jako rostlinny material pro dalsi Slechténi novych rezistentnich odrid
jabloni.

Zajem o ruzné rasy puvodce strupovitosti zacal velmi zéhy, jelikoz védci zabyvajici
se patogenem byli znepokojeni morfologickymi rozdily patogena a riznymi pribéhy infekce.
Bylo popsano a oznaceno celkem 7 ras V. inaequalis. Tyto rasy jsou vyuzivany S$lechtiteli,
jelikoZ jsou schopné vyvolat sporulujici 1éze na druzich a Slechténych odridach rodu Malus spp.,
které predtim byly povazovany za rezistentni. Ve vyzkumu k rozliseni rozdili patogenity mezi
konidiovymi izolaty ,,divokych® populaci V. inaequalis, vyuzivd metody RAPD markert
(MacHardy, 1996). Jina metoda, ktera se pouziva krozliS§eni monosporickych izolat
V. inaequalis je PCR — RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length
Polymorphism). Pro lepsi pochopeni popula¢ni biologie V. inaequalis je vyuzivano noveéjsi
metody mikrosatelith SSR markert (Simple Sequence Repeat), které jsou vice informativni.
Mikrosatelitni markery maji n€kolik vyhod oproti RFLP nebo RAPD: snadno se s nimi technicky
manipuluje, je zapotfebi malé mnozstvi DNA pro PCR amplifikaci, jsou jednoznaéné
vyhodnotitelné a vysledky jsou vysoce reprodukovatelné (Tenzer et al.,1999). Dalsi vyuzivanou
analyzou, kterou je charakterizovana variabilita monosporickych izolati je UPGMA

(Unweighted Pair Group Methuod Using Averages) (Melounova et al., 2004).
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Byly rozliSeny tfi rizné reakce hostitele na patogena, v zavislosti na ptivodu inokula
a testované odrudy. Ziskané inokulum konidii bylo slozeno z izolata V. inaequalis ziskanych
z ruznych odrid a poté jim byla infikovana jind odriida. Bylo hodnoceno, zda se vytvorily:
1. sporulujici 1éze; 2. objevily méné rozvinuté symptomy nebo za 3. nebyly viditelné zadné
symptomy onemocnéni. Kazda testovana odrtida byla infikovana inokulem, které se skladalo
ze stejného poméru 10 rGznych monosporickych izolati V. naequalis, nasledné byly
vyhodnoceny objevené symptomy a byl urcen izolat, ktery je zpusobil. Nékteré izolaty nebyly
zjistény u zadné testované odridy, zatimco nékteré izolaty zpusobily vysSi podil 1ézi, nez
se ocekavalo. Tento vzor testovani byl pouzit celkem u 6 odrid, ale jako nejvyraznéji nachylna
se projevila odriida ,,Golden Delicious* (MacHardy, 1996).

Tato demonstrace riznych reakci mezi izolaty patogena a odriidami hostitele poskytla
3 vyznamné poznatky: pfirozené se vyskytujici populace se sklada z fyziologickych ras, které
jsou uréeny odolnosti odrad a jsou tak zdrojem ,,divokého* typu populace V. inaequalis.
Za druhé, vztah mezi odridou rezistentni / citlivou a izolatem virulentnim / avirulentnim
je v souladu s teorii gen proti genu. To dokazuje, Ze i odrtida hostitele ptsobi selekénim tlakem
na patogena, dochdzi tak k vyvoji a vytvafeni novych alelickych sestav ovliviiujici jeho
virulenci. Pokus nezahrnoval sexudlni stadium patogena, ale pravdépodobn¢ i vlivem sexualni
reprodukce, dochazi v pribéhu askosporogeneze k rekombinaci gent, kterymi je rovnéz

ovliviiovana virulence patogena (MacHardy, 1996).
3.1.8.1  Fyziologické rasy 1,2 a3

Rasa 1 se bézné vyskytuje na tzemi USA a i v dal$ich zemich, zpisobuje nekrotické
a chlorotické 1éze, které vSak nesporuluji. Tato rasa je avirulentni ke vSem zndmym geniim
rezistence.

Rasa 2, kterd byla zjisténa v Jizni Dakoté, hojné tvoii sporulujici 1éze na odrtdé
,»Dolgo*“, nékterych segregatech ruské odridy R12740-7A a na odradé ,,Geneva“.

Rasa 3 byla zaznamenana na rezistentnim okrasném kultivaru M. niedywetzkyana
v Novém Skotsku. Infikuje odriidu ,,Geneva®, na které zpiisobuje pln€é rozvinuté symptomy

choroby (MacHardy, 1996).
3.1.8.2 Fyziologické rasy 4,5,6 a7

Rasa 4 pochazejici z Purdue v USA byla zjisténa u rezistentnich sazenic M. pumila
R12740-7A (Williams et Ku¢, 1969).
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Rasa 5 byla objevena v Anglii na M. micromalus a M. astrosanguinea
a je charakterizovana schopnosti infikovat rostliny, jejichz rezistence je zalozena na ,,pit gene®
typu (Vm) (Sandskar, 2003).

Rasa 6 ma pivod v Némecku. Vroce 1988 byly pozorovany léze zpiisobené
puvodcem strupovitosti na semendccich odridy ,,Prima“ (Vf gen rezistence) péstovanych
ve skleniku, které byly selektovany jako rezistentni (MacHardy, 1996). lzolaty této rasy
z Némecka dokazaly infikovat i jiné Vf kultivary, ale M. floribunda 821 zustala odolna
(Parisi et Lespinasse, 1993). Parisi a Lespinasse (1993) zjistili, ze velka ¢ast genetického pozadi
rezistence vici V. inaequalis u plan¢ zijicich druhd byla ztracena dusledkem Slechtitelského
procesu. Proto byl nasledné¢ ve Slechténi novych odrid kladen diraz na vyznam nalezu
polygennich zdroju rezistence. Patogenita rasy 6 byla dale zkoumana Parisi a Lespinasse (1996)
na dalSich odrudach. Rasa 6 vyvolala ptiznaky téméf na vSech sedmatiiceti zkousenych odradach
s Vf genem rezistence, ale odrida "Granny Smith" a tii dal§i kultivary s genem odlisnym
rezistence (Vbj, Vr a Va) nebyly infikovany.

Posledni rasa, ktera byla objevena je tzv. ,anglickd rasa“ nebo rasa 7, ktera byla
popsana Robertsem a Crutem (1994). Izolat rasy ziskané 7 z piirozené infikované M. floribunda,
inicioval vznik 1ézim na M. floribunda 821 a na nékterych VT kultivarech, zatimco nékteré jiné
VT kultivary nebyly infikovany. Pozdéji byl objeven druhy dominantni gen u M. floribunda 821
(vfh). Bylo rovnéz potvrzeno, Zze odrida "Golden Delicious" (Vg) je rezistenti

vici rase 7 (Bénaouf et Parisi, 2000).

3.2 Hlavni hostitelsky druh — Jablon (Malus spp.)

3.2.1 Rod Malus spp.

Jablonn je v soucasnosti nejvyznamnéjSim a nejpéstovangjSim ovocnym druhem
mirného pasma. Diky kombinaci péstitelskych technologii a podnoZzi lze tento druh péstovat
v riznych klimatickych a plidnich podminkdch mirného pasma. Hranice moznosti péstovani
jabloni lezi mezi primérnymi ro¢nimi teplotami 6 — 9 °C a minimalnim uhrnem srazek
500 mm / rok (Hluchy et al., 2008). Svymi naroky na klimatické podminky naleZi jablonn mezi
velmi plastické a nejméné narocné ovocné druhy, sUspéchem se tento druh péstuje
od subtropickych pasem az k 55 rovnobé&zce na Girovni oblasti jizni Skandinavie. V Ceské
republice se ji dafi prakticky na celém Uzemi statu aZ do vySSich poloh s nadmotskou vyskou

kolem 600 m (BlaZek et al., 2001).
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Do tohoto rodu nélezi asi 30 plivodnich druhti a nékolik desitek hybridnich druhd.
VétSina u nas péstovanych kulturnich odrid se taxonomicky oznacuje jako druh jablon domaci
Malus x domestica Borkh. Pro ovocnaistvi jsou rovnéz i dalsi vyznamné druhy, jako je jablon
zakrsla M. pumila Mill., od kterého je odvozena vétSina typovych podnozi, M. prunifolia Borkh.,
vyuzivana predevs§im ve Slechténi mrazuvzdornych odrid a jablon mnohokvéta M. floribunda
Sieb., ze které byly vySlechtény odridy odolné proti strupovitosti (Blazek et al., 1998).
tvorbu novych odrad byly pouzity jablonn drobnoploda M. bacata, jablon japonska
M. micromalus Mak. Jablon lesni M. sylvestris je vyuzivana jako podnoz a donor genti odolnosti
ke skodlivym organismim (Juroch, 2010).

V souCasnosti se ve svété péstuje vice jak 10000 odrid jabloni a vice
jak 2000 riiznych klont. V Ceské republice je zapsano v odriidové knize, ktera je spravovana
UKZUZ (k 15.6. 2014) 117 odrid jabloni a 13 odraid podnozi (Anonym 3, 2014). V intenzivnich
vysadbach jabloni hlavnimi péstovanymi odridami jsou ,ldared”, ,,Golden Delicious*,
,Jonagold®, ,.Gloster*, , Sampion®, , Rubin“ a dal§i. V soudasnosti se za¢inaji ve vysadbach
prosazovat nové rezistentni a vysoce tolerantni odridy k chorobam, které¢ byly vyslechtény
v Ceské republice ve VSUO v Holovousich, jako napf. ,,Angold*, ,,Selena®, ,,Julia* nebo v UEB
AV CR ve Stizovicich odrady ,, Topaz®, ,,Rubinola“ a ,,Goldstar (Anonym 13, 2015).

V roce 2013 celkova produkce jablek v CR &inila 194,5 tisic tun, ztoho sklizen
z produk¢nich vysadeb dosahla objemu 120,6 tisic tun a pramérny vynos byl 13,78 t/ ha. Plocha
plodnych jablonovych sadi ¢ita 8 721 ha. Produkéni vysadby jsou nejvice zastoupeny
ve stfednich, severnich, vychodnich Cechach a na jizni Moravé. Plocha intenzivnich ovocnych
sadi v CR v ekologickém rezimu ¢itala 1 382.4 ha.

Produkce ovoce byla v zdsad€ ve srovnani s pétiletym primérem primérna. Sklizen
v zahradkach a v extenzivnich sadech byla v roce 2013 podprimérna. Byla ovlivnéna vysokou
sklizni v roce 2012, nebot’ z dlivodu alternace méla fada odrid malou nasadu. Kvalita ploda byla
negativné ovlivnéna vysokym vyskytem strupovitosti, pro jejiz rozvoj bylo ve vlhkém jaru

idealni pocasi (Buchtova, 1. 2014).
3.2.2 Systematické zarazeni hostitelského druhu Malus x domestica Borkh.

Z Z botanického hlediska jablon¢ nalezi jabloné (rod Malus Mill.) do oddéleni
krytosemennych rostlin (Magnoliophyta), tfidy dvoudéloznych (Rosopsida), do tadu
ruzotvarych (Rosales), ¢eledé razovitych (Rosaceae) a rodu Malus Mill. Z pomologického

hlediska se jablon¢ fadi do ovoce jadrového (Anonym 1, 2014).

15



3.2.3 Puvod a historie rodu Malus spp.

Zaznamy o pivodu a rozsifeni péstovani jabloni jako ovocného druhu pochazeji z dob
vzkvétajiciho feckého a fimského impéria, jiz nékolik staleti pfed nasim letopoctem. Jablon
se rozsitila z jihozépadni Asie za doby fimského impéria nejdiive do oblasti Malé Asie, nasledné
do Recka a pies Italii do dalsich evropskych zemi v ramci obchodu ¢&i kolonizace novych tizemi,
tedy i do Cech, Moravy a Slezska (Vlk et al., 2008). V obdobi stiedovéku bylo péstovani,
Slechténi, mnozeni a zachovani az stovek raznych jabloni pod spravou klasterti v tzv. klasternich
zahradach (MacHardy, 1996). Péstovani ovoce ma v Ceské republice velmi dlouhou tradici.
A7 za vlady Karla IV. se na tGzemi Ceského kralovstvi rozsifilo péstovani jabloni do sadi
a zahrad (VIk et al., 2008). V 17. stoleti vznikaly prvni ovocné skolky. V souvislosti s tim
se zapocalo se zakladanim zameckych zahrad z tvarovanych jabloni (Anonym 14, 2015). Pozd¢ji
okolo roku 1800 se tyto vysadby, které byly pod spravou klastert, staly hlavnimi zdroji
rostlinného materidlu pro produkci podnozi v sadafstvi, které byly dale Slechtény pro nové
techniky zamérného kiizeni mezi pozitivnimi vybéry (MacHardy, 1996). Velky rozvoj
nové poznatky. Od 19. stoleti lze v Ceské republice mluvit jiz o intenzivnim ovocnaistvi.
Vznikali specializované zahradnické Skoly, vychdzela rozsahla pomologickd dila a byly
stanoveny vhodné odridy pro péstovani v jednotlivych oblastech Ceské republiky. Po roce 1918
se rozvinul organizovany ovocnaisky vyzkum, ktery zavadél do velkovyroby nové formy
péstovani ovoce. Po druhé svétové vélce se zaCala vyroba koncentrovat do specializovanych
podnikd ve vyhodnych vyrobnich oblastech (Anonym 13, 2015).

V. inaequalis napada ptedev$im rostliny z rodu Malus spp. Pfesné¢ neni znama
geograficka oblast, kde se patogen poprvé vyskytl, ale pfedpoklada se, Ze to bylo v oblasti
puvodu a vyvoje jeho hostitele, v tzv. genovém centru. Uvadi se tzv. 5 geografickych center
speciace/vyskytu rodu Malus spp., jsou to: Vychodni Asie (Cina, Japonsko, vychodni Sibif),
sttedni Asie, Kavkaz (jihozapadni Asie), Evropa a Severni Amerika. Centrum ptivodu ¢i oblast
s nejvetsi diverzitou rodu je v jihozdpadni Asii. Je vSeobecné pfijimano, Ze tento rod zahrnuje
25 — 30 druht a n¢kolik dalSich poddruhd.

Geneticky puvod plané rostoucich druhti rodu Malus spp., které jsou rezistentni proti pivodci
strupovitosti a rovnéz 1 puavod této choroby, lze identifikovat do vychodoasijské

oblasti.(MacHardy, 1996).
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3.3 Moznosti ochrany

3.3.1 NeprFima ochrana - Agrotechnicka opatieni

V nepiimé ochrané proti strupovitosti jsou vyznamnad preventivni péstebni
agrotechnickd opatfeni, kterd omezuji vhodnost podminek pro Sifeni onemocnéni — vybér
stanoviSté,  pidni  podminky, orientace  vysadeb, soulad mezi  stanoviStém
a odridou — nevysazovat nachylné odridy na rizikova stanovisté, vybér podnozi a odriid, vhodny
spon a péstebni tvar, optimalni péfe o korunu, vyvazené hnojeni, dopliikova zavlaha
(Ackerman et al., 2002). Tyto nepiima ochranna opatieni Ize zahrnout do zéasad tzv. ,,spravné
pestitelské praxe, které se prakticky vyuzivaji pii zakladani a oSetfovani ovocného sadu
(Juroch, 2010). Vzhledem k tomu, Ze vyvoj V. inaequalis je zavisly na vlhkém a chladném
klimatu, jsou pro rozvoj této choroby nékteré lokality vhodné&jsi nez ostatni, coz je rozhodujici
pti zakladani ovocného sadu. Také volba odriidy je velmi dulezita. Lepsi je zvolit smés odolnych
odrid a vyvarovat se t€ém vice nachylnym coz mize snizit infekéni tlak houby. Profezavani
a hnojeni jsou dalsi dva dilezité faktory pro rozvoj onemocnéni. Pokud jsou stromy dobie
profezavané, ovlhéené listy osychaji rychleji a snizi se tak riziko infekce. Uroveii hnojeni
dusikem béhem obdobi ristu, je také dilezita, jeho nadbytek muze vést k bujnému rustu vyhond,
které jsou vice nachylné k onemocnéni. Doporucuje se také odstranit zdroj primarni
infekce — spadané listy mulCovanim ¢&i drcenim, ptipadné je zapravit do pidy. Rovnéz udrzovani
kratkého zatravnéni mezi fadami umoziuje saprofytickym organismim lépe rozloZit organickou
hmotu, a snizit tak mnozstvi primarniho inokula (Sandskér, 2003). Také ruzné zdroje dusikatych
sloucenin se pouzivaji k urychleni rozkladu spadaného listi, je vhodna napiiklad aplikace
mocoviny na listy tésné pred opadem, na podzim, kdy je opadano cca 95% listd a jarni aplikace
pred raSenim (5% roztok mocoviny, 1000 1 vody na ha) (Kloutvorova, 2011). Vyuziti této
metody vSak muze byt problematické, jelikoz je nutné dodrzovat podminky Vv ramci
agroenvironmentalnich opatfeni (nitratova smérnice) a také je zakazana v ekologické produkci.
Jako vhodna substituce se jevi pouziti z hygienického hlediska neproblematickych prostiedkd,
napt. hydrogenuhlicitanu sodného (jedla soda) nebo draselného, dolomitického vapence, riiznych
rostlinnych vyluhi a dalSich latek ucinkujicich pfimo proti patogenu. Tato opattfeni, ktera
omezuji zdroje infekce, by se méla provadét nejlépe jiz na podzim, bezprostfedné po opadu nebo

ptipadné v ptedjafi, pfed zac¢atkem jarni vegetace a tvorby askospor ve vieckach (Juroch, 2010).
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3.3.2 Rezistence u rodu Malus spp. vaéi V. inaequalis

Slechténi novych odriid jabloni na rezistenci proti V. inaequalis patii k jedném
z nejudinngjsich nepiimych ochrannych opatieni proti této chorobé. Slechténi na rezistenci
a péstovani odrid jabloni s geneticky podminénou rezistenci proti pivodciim chorob je soucasti
integrované ochrany rostlin, pfispivd ke snizeni mnozstvi pouzivanych pesticidi, a tedy
i ekonomickych nédkladl a zdroven tak i pfispivd k ochrané zivotniho prostfedi. V nové
zakladanych vysadbach a zejména v systému integrované produkce by mély byt upfednostnény
tolerantni odridy a zejména rezistentni odridy (Kocourek et al., 2001).

V soucCasnosti se ovocnafsky vyzkum zaméfuje na Slechténi geneticky rezistentnich
odrd a zabyva se jejich praktickym vyuzitim v systému integrované produkce ovoce. Pocatky
Slechténi rezistentnich odriid se datuji do 40. let 20. stoleti v USA, kde se jim zabyvala védecka
pracovni skupina PRI (univerzitni $lechtitelské tymy z Purdue, Rutgers, llinois). V Ceské
republice prvni rezistentni odriidy vznikly ve vyzkumném tstavu UEB AV CR ve Stfizovicich
a druhym vyzkumnym centrem, kde se zabyvaji §lechténim rezistentnich odrid ke skodlivym
organismiim je VSUO v Holovousich. Tyto ustavy produkuji kvalitni rezistentni odriidy, které
jsou cenéné a péstuji se po celé Evrope, zejména maji spéch u péstitelit ekologické produkce
jablek (Juroch, 2010)

Geneticky zalozena rezistence rodu Malus spp. se vyskytuje u nékolika druhd,
pochazejici z vychodoasijského centra. Dva dilezité druhy oddolné proti strupovitosti jsou
pivodem z vychodni Asie a to M. floribunda Sieb. a M. baccata Borkh., dal$i rezistentni druhy
jsou M. hupehensis (Pampan.) Rehd., M. pumila Mill. a M. micromalus Makino z Ciny
a M. formosana (Kaw. a Kodiz.) Kaw. z Thajska. Rezistence nebyla nalezena u divoce
rostoucich druhd zrodu Malus spp. v oblasti stiedni Asie, Evropy a severni Ameriky
(MacHardy, 1996).

Rezistenci jabloni vici V. inaequalis mizeme rozdélit na dva zakladni typy. Prvnim
typem je monogenné zalozena rezistence coz znamena, ze se jen jeden gen podili na rezistentni
reakci, tzv. gen velkého uc¢inku. Tento typ rezistence je charakteristicky pro nékteré botanické
druny rodu Malus spp. Vyznamnym donorem genu tohoto typu rezistence
je jablon mnohokvéta — M. floribunda Sieb. — klon 821 (Dvorék et al., 1976). A druhym
nejcastéji pouzivanym genem rezistence je Vm z M. micromalus Mak. (Melounova et al., 2004)
Rezistence ziskana z M. floribunda Sieb. 821 je nejvice vyuzivanym zdrojem rezistence
ve Slechtitelskych programech, je tvofena dvojici komplementarnich gent (geny Vf a Vfh)
a kazdy je zodpovédny za jiny typ rezistence. Druhy dominantni gen Vfh je odpovédny
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za hypersenzitivni reakci hostitele (Bénauf et Parisi, 2000). Rovnéz bylo zjisténo, ze v fadé
rezistentnich odrid je pfitomen pouze gen Vf (Parisi et Lespinasse, 1996). Ze svétového
sortimentu odrid jabloni s monogenné zaloZzenou rezistenci lze uvést: Britegold, Dayton,
Enterprise, Freedom, Goldrush, Jonafree, Liberty, Macfree, McShay, Moira, Murray, Nova
Easygro, Florina, Nova Mac, Nova Spy, Priam, Prima, Priscilla, Redfree, Richelieu, Rouville,
Sir Prize, Trent, William‘s Pride. V sougasné dobg je i v Ceské republice provadéno $lechténi
odrid s monogenn¢ zaloZzenou rezistenci Va¢i pavodei strupovitosti s vyuzitim gent
pochazejicich z M. floribunda Sieb. Vysledkem tohoto Slechtitelského procesu jsou napf. tyto
rezistentni odrudy ¢eského puvodu: Angold, Goldstar, Hana, Jolana, Julia, Karmin, Lotos, Otava,
Produkta, Rajka, Resista Rosana, Rubinola, Topaz, Vanda (Bednaf, 2003). Ve slechtitelskych
programech mohou byt vyuzity i jiné geny pro ziskani monogenné zalozené rezistence Vuci
strupovitosti, ale v porovnani s Vf genem jich je pouze nékolik, coZ poukazuje na to, jak malo
zdroji gend rezistence je vyuzivano. Jedna se napf. 0 geny Va (Antonovka Pl 172 623),
Vb (M. baccata Borkh.), Vbj (M. baccata jackii Rehd.),Vm (M. micromalus Mak.), Vr (M.
pumila Mill.) (Parisi et Lespinasse, 1996). V Ceské republice pro tvorbu rezistentnich odriid viigi
strupovitosti naslednou selekci byly ziskany napt. rezistentni odridy Angold a Produkta.
Donorem genu rezistence Va byla odriida Antonovka (Blazek et Paprstein, 1997).

Druhym typem rezistence je polygenné zalozena rezistence vaci strupovitosti,
coz znamena, ze se podili na rezistentni reakci n€kolik gent, ale tento typ rezistence neni plné
vyuzit v komeréni produkcei jablek (Xiangming et al., 2012). Tento typ vyskytuje se zejména
u star$ich ¢eskych odrid (Melounova et al., 2004).

Rasové specificka rezistence (nebo vertikalni rezistence) je vétSinou monogenni
a urCuji ji major geny. Rezistence je uc¢inna proti ur€itym rasdm, ale je neucinna proti ostatnim.
Rezistence hostitele k V. inaequalis muze byt i rasové-nespecificka (horizontalni) nebo ¢astecna,
kdy se na rezistenci podili nékolik minor genii (Sandskér, 2003). V soucasnosti pfibyva vysadeb
odolnych odrad s prolomenou rezistenci. Diivodem prolomeni rezistence je vznik a rozsifeni ras
houby V. inaequalis, které jsou schopné geny rezistence u téchto odrud piekonat (Kloutvorova,
2011). Celosvétové je zaznamenano 7 ras piekonavajici rtizné geny rezistence pouZité
ve vySlechténych odriidach. Z toho Sest ras se vyskytuje mimo Evropu a neovliviiuji péstovani
v Ceské republice. V zapadni Evropé se objevily dvé rasy patogena piekonavajici Vf rezistenci
(Vavra et al., 2009). Bénauf a Parisi (2000) zjistili, ze doSlo k prolomeni genii rezistence
z M. floribunda 821 (Vf a Vfh) vzniklymi rasami houby 6 a 7. Prvni vyskyty prolomeni

rezistence byly zaznamenany v Ahrensburgu v Némecku v roce 1984, v Kentu ve Velké Britanii
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v roce 1994 a v Wilheminadorpu v Holandsku v roce 1997 (Tenzer et al., 1999). Prvni vyskyty
strupovitosti na odriidach nesouci geny rezistence Vfa Vfh byly v Ceské republice zaznamenany
v roce 2006 v lokalitaich Bfasy a Spalené Pofi¢i na Plzefisku, Zernov na Semilsku a Bukova
Lhota u Bene$ova ve stfednich Cechach. V roce 2008 byl vyskyt strupovitosti na rezistentnich
odridéach pozorovan v lokalitich Rohozec u Brna a Branice u Bechyné. Dalsi vyskyt symptomi
strupovitosti na rezistentnich odridach byl zaznamendn na lokalit¢ u Mnichova Hradisté,
Zelezného Brodu a Choustnikova Hradisté, slabé piiznaky byly také hlaseny z lokality Stiizovice
u Trutnova. V roce 2009 byla objevena strupovitost na rezistentnich odrtidach v lokalité MilCice
u Pagejova a v pokusné vysadbé VURV v Ruzyni. V lokalitach, kde doslo k prolomeni Vf genu
rezistence, je vhodné péstovat odriidy jabloni nesouci jiny gen rezistence, jejich vybér je vSak
velmi omezeny, jsou to napiiklad Angold, Produkta, Reglindis (gen Va) a Regia, Reka a Realka
(gen Vh4) (Vavra et al., 2009). Také byla prolomena rasou 5 V. inaequalis monogenné zaloZzena
rezistence u odrud kde byla donorem genu M. micromalus (Bénauf et Lespinasse, 1999).

Major geny rezistence hostitele jsou v interakci s odpovidajicimi geny avirulence
patogena. Je prokazano, ze ke gene-for-gen interakci také dochazi mezi jabloni a V. inaequalis
(Bénaouf et Parisi, 2000). Pro detekci genu rezistence vici strupovitosti se pfi $lechténi novych
odrud vyuziva DNA markeri. Zakladem selekce s vyuzitim markertt (Marker Assisted Selection)
jsou molekularné genetické techniky zalozené na principu PCR (polymerazové fetézové reakce).
Pravé tyto techniky umoznily detekovat hlavni gen rezistence vuci strupovitosti zpisobené

houbou V. inaequalis — majorgen Vf u vétSiny rezistentnich odrtd jabloni (Bednaft, 2003).
3.3.3 Prima ochrana - Chemicka ochrana

Pocatky chemické ochrany proti strupovitosti se datuji do obdobi 1880-1920.
V tomto obdobi byly pouzivany chemické latky, jako je Bordeauxska jicha, a siran olovnaty.
Nékteré z téchto smési, naptiklad polysulfid vapenaty, byly fytotoxické. Tato sloucenina byla
popularni aZ do roku 1930, kdy byla nahrazena sirou, kterd ale byla mén¢ efektivni a neméla tak
vysokou eradika¢ni ucinnost ve srovnani s polysulfidem vapenatym (MacHardy, 1996). Dalsi
vyzkum v oblasti Zivotniho cyklu patogena, zavislosti mezi ovlhéenim, teplotou a vznikem
infekce a také chemicky vyzkum a vyvoj novych chemickych latek vedl po druhé svétové valce
k zavedeni organickych fungicidi do systému ochrany jabloni proti strupovitosti. Postupné se tak
Vv praxi zacaly uplatiovat G¢inné latky ze skupiny dithiokarbamatt (ferbam, zineb, maneb,
thiram). V roce 1951 byl pak pfedstaven captan, o nékolik let pozdéji se zacali uplatinovat i

fungicidy s eradikativnimi G¢inky (dodine). Od sedmdesatych let minulého stoleti se pak
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objevily prvni ptfipravky se systémovymi u¢inky (benomyl). Vyzkum vedl v osmdesatych letech
K rozsifeni nové generace systémovych piipravkd zalozenych na bazi inhibitor biosyntézy
ergosterolu (fenarimol, myclobutanil, troforine a dalsi). Dostupnost pesticidi z riznych
chemickych skupin s odliSnym mechanismem ucinku, vyvoj v oblasti signalizacni techniky 1
dal§i poznatky vyvoje patogena, ale i prvni informace o vzniku a vyvoji rezistence houby
k n¢kterym pouzivanym pftipravkim, vedly k vypracovani a zavedeni uceleného systému
integrované ochrany jabloni proti strupovitosti (MacHardy, 1996).

Pfesné posouzeni intenzity onemocnéni je zakladni soucésti planovani ochrany proti
chorobé. Pokud jsme schopni v¢as posoudit a odhadnout pribéh onemocnéni, dokdzeme spravné
nacasovat aplikaci fungicidu a zamezit chorobé, aby pifekrocila ekonomicky prah Skodlivosti.
Intenzita onemocnéni muize byt posouzena bud jako incidence (definovand jako pocet
napadenych rostlin na ploSe), intenzita (definovdna jako mmnoZstvi napadeného pletiva
na rostliné/plose) nebo hustotou 1¢ézi (definovany jako pocet 1ézi na rostlin€). Byly navrzeny
rizné parametry pro studium epidemie strupovitosti: nachylnost odrudy, ucinnost fungicidu,
vcetné incidence onemocnéni, pocet 1ézi nebo konidii na vyhonku, pocet konidii na 1ézi a pocet
1ézi nebo konidii na jednotku plochy listl. Obecné je jednodus$si a rychlej$i méfit intenzitu
onemocnéni a hustotu 1ézi (Carisse et al., 2011). Ke vzniku infekce dochazi, jestlize jsou
soucasné naplnény tyto podminky: v prostfedi je pfitomny infekéni zdroj (tj. jsou pfitomny zralé
askospory nebo jsou vytvofené konidie na listech), rostlina ma vyvinuta pletiva citliva k infekci
a tato pletiva nejsou chranéna fungicidnim filmem a soucasné dojde ke splnéni podminek
nutnych pro vznik infekce (potrebna délka ovlhéeni pii dané teplot¢).

Zahajeni ochrannych zasahti na pocatku vegetace by mélo byt podlozeno
monitoringem sledovani pribéhu dozravani askospor ve vieckach. Pfitomnost zralych askospor
lze stanovit pfimou vizualni kontrolou. Pfi tomto postupu bud'to odebereme na podzim
z vysadby listy napadené strupovitosti a pfes zimu je uchovdme na chranéném misté na zemi
vV podminkach odpovidajicich podminkam ve vysadbé nebo vyuzijeme listy odebirané pfimo na
jafe z konkrétni vysadby. Zlistd se vypreparuji plodnicky, rozmacknou v kapce vody
a mikroskopicky se hodnoti vyvoj askospor (zralé¢ askospory maji vytvofenou stiedni piepazku).
Pro stanoveni zralosti askospor lze rovnéz vyuzit predpovédni model zaloZzeny na sumé
efektivnich teplot vyvinuty pro podminky CR (Vicha et Juroch, 1998; Juroch, 2010). Zralost
askospor nastava pii dosazeni SEToo = 300 d°C od 1.1. Dle dlouholetych pozorovéni jsou
askospory zralé a pfipravené k vyletu vzdy pfed rasenim pupeni jablon¢ (Lansky et. al.,1999).

Ptitomnost sekundarniho infekéniho zdroje — tedy konidii se monitoruje pfimym vizualnim
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sledovanim vyskytu strupovitosti na listech. Pfitomnost pletiv citlivych ke vzniku infekce
se hodnoti sledovanim vegetativni faze rostliny (pletiva citlivd k onemocnéni se vyskytuji
na rostliné okamzikem raseni — stadium objeveni se zelenych Spicek listdl, pfipadné stadium
tzv. mySiho ouska) a pak nasledn¢ se sleduje vyvoj novych pletiv nariistajicich listi, ev. plodu.
Ke stanoveni terminu ukonceni ochrany je vhodné vyuzit lapace spor, pomoci né¢hoz se prokaze,
primarnich infekci (Juroch, 2010). Po skon¢eni obdobi primarnich infekci se soucasné vizualné
vyhodnoti vyskyt strupovitosti ve vysadbé. Pokud je napadeni stromii strupovitosti nizké
(do 0,5 %), a tedy je i1 nizkd nebo bezvyznamna ptitomnost infekéniho zdroje sekundarnich
infekci, mize péstitel zvazit ukonceni systému oSetfovani (Kloutvorova, 2014).

Pro spravné nacasovani aplikace ptipravkli na ochranu rostlin je vhodné pouzivat
metody prognodz nebezpeci infekce patogenem. Pro vSechny metody prognoz jsou dulezité
vztahy mezi teplotou, uhrnem a délkou trvani srazek a dobou ovlhéeni, a ¢asem, ktery potiebuje
patogen k rozvoji infekce. Presnost a spolehlivost téchto modelt se lisi v riznych lokalitach
(Agrios, 2005). Zakladem uspé&$né chemické ochrany je zvladnuti primarnich infekci (duben,
cerven), které vylouci potiebu dalSich oSetfeni béhem léta (Ackermann et al., 2002; Kloutvorova,
2011). Obdobi, kdy je infekéni tlak nejsilngjsi trva v CR dle dlouhodobého sledovéani primérmé
od poloviny dubna do konce II. dekady kvétna, nasledné se vylety askospor zacnou pozvolna
snizovat a ke konci Il. dekady ¢ervna obdobi primarnich infekci kon¢i. Prvni chemické oSetfeni
by mélo byt aplikovano od fenofaze BBCH 53 — 54 - fenofaze pukani pupenti — tzv. mysi ousko
(Kloutvorova, 2011). V praxi se vyuzivaji dva zplsoby chemické ochrany a to pfed vznikem
infekce — preventivni oSetfeni nebo postinfekéné, na zakladé sledovani prubéhu
infekei — kurativni oSetieni, ptipadné€ jako kombinace obou systémi (Ackermann et al., 2002;
Kloutvorova, 2011).

Pti preventivni ochrané se oSeteni provadi pribézné po celou dobu trvani nebezpeci
primarnich infekci. Podle lokality a podminek jsou postiiky aplikovany v intervalu 6 — 8 i vice
dni. Interval mezi postiiky by mél zohlednit infek¢ni tlak, intenzitu ristu (2 -3 listy tydn¢)
a moznosti pouzitého fungicidu. M¢l by byt bran v Givahu rovnéZ pritbéh pocasi, pokud nastanou
suché periody, Ize interval mezi oSetfenimi prodlouzit a oSetfit az pii predpokladané zméné
pocasi. Zakladem preventivniho oSetfeni je aplikace kontaktnich fungicidl, Ize vyuzit
1 systémovych fungicidl, které maji vedle kurativni 1 preventivni u¢innost. Kontaktni fungicidy
se vyznacuji dobrym ucinkem jiz za nizSich teplot, maji vicebodovy (,,multi-site*) mechanismus

ucinku a jejich aplikace je vhodna pii uplathovani antirezistentni Strategie. Pokud
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se Vpreventivnim systému ochrany pouZziji i systémové fungicidy, snizi se riziko vzniku
rezistence k témto pfipravkium a také v ptipad¢ preventivniho pouziti strobilurinovych fungicidi
se snizuje riziko rezistence k témto piipravkiim. Vyhodami preventivni aplikace jsou vyssi jistota
ucinku a mensi narocnost na vyhodnocovani podminek pro infekci. Nevyhodami pii pouziti
pouze kontaktnich fungicidi je jejich mozné smyti pfi silnych srazkach.-V tom pfipadé je nutné
aplikaci fungicidu opakovat. Jelikoz se tento typ fungicidii nerozvadi cévnimi svazky rostlin,
muze dojit rovnéz ,,nafedéni” na rostlinnych pletivech v piipad¢ intenzivniho narastu listové
plochy a nové narostlych listd, které jsou nejnachylnéjsi k infekci a tak nejsou chranény pied
infekci. Pokud pfijde neocekdvany dést, ktery zplsobi odlozeni plénovaného dalSiho
preventivniho oSetfeni a jsou splnény podminky infekce, je vhodné zvolit aplikaci systémovych
fungicidi a oSetfit kurativné. Pro preventivni oSetfeni upfednostitujeme kontaktni fungicidy
na bazi captanu, mancozebu, methiramu, thiramu nebo dithianonu. K preventivnimu oSetfovani
lze vyuzit i ostatni skupiny pfipravki na bazi dodinu, anilinopyrimidinii nebo strobiluriny
(Ackermann et al., 2002; Kloutvorova 2011).

Pii postinfekéni ochrané oSetiujeme az po splnéni podminek pro infekci. Tento
systém vychazi z poznani vztahu mezi dobou ovlhéeni, teplotou a infekci (Juroch, 2010).
V poslednich 15 letech bylo dosazeno zna¢ného pokroku ve vyvoji pocitacovych modelt
piedpovédi vyvoje strupovitosti pro planovani fungicidni ochrany. Vsechny tyto modely jsou
zaloZzeny na vzajemném pusobeni teploty, mnozstvi a trvani srazek, ovlhceni listd a doby
potiebné pro iniciaci infekce (Agrios, 1997). K oSetfeni jsou vhodné systémové fungicidy, pfi
dasledném respektovani doby kurativni u¢innosti. Kurativni u¢innost znamena, ze tyto fungicidy
inhibuji rist mycelia uvniti listu. Tato ucinnost trvad pro rizné pesticidy rtiznou dobu, napft.
Chorus 75 WG - cca 48 hodin, Score 250 EC - 72 hodin (vyrobce udava az 96 hod.), to znamena,
Ze oSetfeni musi byt uc¢inéno nejpozdéji do uvedeného poctu hodin po vzniku infekce. Néasledné
oSetfeni se poté signalizuje pro infekci, ktera vznikla nejdiive Sesty den po pifedchozim
ochranném zasahu. Vyhodami aplikace systémovych fungicidd je, Ze pronikaji do rostlinnych
pletiv a jsou rozvadény cévnimi svazky, proto nehrozi jejich smyv pii silnych srazkach. Pokud
je v prubéhu jara sucho a tim padem maly pocet infekci tak je v ptipadé této cilené ochrany
vétSinou aplikovan mensi pocet pifipravkil nez pii pauSalnim preventivnim systému oSetfovani.
Nevyhodami systémovych fungicidu je jejich naro¢nost na vyhodnocovani podminek
pro infekci, pro jejich aplikaci musi byt vytvofena dostatecné velka listovd plocha a vyssi
prumérna denni teplota (nejméné 12 °C). Tyto fungicidy jsou také ohrozeny rizikem vzniku

a vyvoje rezistence houby (triazoly, strobiluriny). Vnikajici rezistence se projevi nizsi ti¢innosti
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téchto pripravki a tim i klesa jejich spolehlivost v ochrané pied V. inaequalis (Kloutvorova,
2011).

V kombinovaném systému ochrany se obvykle oSetfuje pfed kvétem preventivné

(mén€ intenzivni rist, nizsi teploty). Postiikovy sled je mozné pii raseni zahgjit aplikaci
médnatého fungicidu (napt. Kuprikol 50, Funguran OH - WP aj.) a nasledné nékterého
z kontaktnich fungicidi (napi. Dithane DG Neotec, Captan 80 WP, Delan 750 WDG, Thiram
Granuflo a dalsi). V nasledujicim obdobi po vyraSeni a vytvoreni urcCité listové plochy se osetiuje
kombinacemi kontaktti s pfipravky s kurativni ucinnosti (pfi nizSich teplotach Chorus-50 WG,
Mythos 30 SC; pfi vyssich teplotach pak DMI fungicidy jako napt. Score 250 EC, Talent a dalsi).
Tam, kde nedoSlo ke vzniku rezistence ke strobilurinim je mozné pouzit i kombinace
strobilurinovych a kontaktné ptsobicich u¢innych latek. Pouziti kombinovanych fungicidli nebo
tank-mix kombinaci (systémova + kontaktni ucinna latka) je vhodné zejména pro oSetfovani
VvV obdobi pravidelnych (opakovanych) infekci a v obdobi nesiln€jSiho infekéniho tlaku. Tato
kombinace spojuje vyhody odliSnych mechanismtli u¢inku fungicidii, zvySuje se tak spolehlivost
ochranného zésahu a oddaluje se vznik rezistence houby k rizikovym U¢innym latkam
(Kloutvorova, 2011). U vétSiny systémovych fungicidl ze skupiny inhibitort demetylace (DMIs)
byl ve svété prokazan pokles ti¢innosti na piivodce strupovitosti jabloné a tim i nastup rezistence
Kk témto ptipravkim. Je proto nezbytné disledné dodrzovat opatfeni k omezeni vzniku rezistence,
predevsim tyto pfipravky nepouzivat vicekrat nez 3x za vegetaci a stfidat je s fungicidy s jinym
mechanismem u¢inku. U DMI fungicidl vznika kiiZova rezistence, vzajemné stfidani ptipravki
z této skupiny nezabrani vzniku rezistence. Vzhledem ke vzniku a vyvoje rezistence je nutno
respektovat doporucené pocty oSetfeni 1 u anilinopyrimidinii a strobilurini (Ackermann a kol.,
2002). Vznik a vyvoj ras V. inaequalis se snizenou citlivosti ke klicovym fungicidim, které jsou
pouzivany v ochrané pied strupovitosti, jako jsou napiiklad benomyl, dodin, DMI fungicidy
(flusilazol, myclobutanil, bitertanol aj.) a ke strobiluriniim mohou vést k selhani chemické

ochrany (Kloutvorovi et al., 2009).
3.34 Biologicka ochrana

Rada hub ma antagonisticky vztah k V. inaequalis, houbé& zptisobujici strupovitost.
Pouziti biopreparati (antagonistickych druhtt hub Athelia bombacina, Microsphaeropsis
ochracea, Chaetomium spp., aj.) je stale ve fazi experimentalniho ovéfovani. Takovym
antagonistou je napiiklad houba Microsphaeropsis spp. (kmen P130A), ktery muze proniknout

pfimo skrze bunéfnou sténu patogena, tudiz je sniZen rust a indukovana jeho bunécnd smrt
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(Sandskdr, 2003). Bylo prokazano, ze produkce askospor se snizila az o 85 az 98%
za kontrolovanych podminek, a 75 az 85% v polnich podminkach po aplikaci tohoto biopreparatu
na spadané listi (Carisse et al., 2000). U¢innost testovanych biopreparatll je nepiimo Umérna
k terminu podzimni aplikace (pozdni aplikace byly méné¢ ucinné) (Juroch, 2010). Prozatim,
ale nebyla objevena zadna efektivni forma biologické ochrany pted strupovitosti (Agrios, 1997).
S riznym uspéchem byly ovéfovany i biopreparaty urychlujici rozklad opadanych infikovanych

listi (enzymy) (Juroch, 2010)

3.4 Rezistence patogena vici fungicidiim

34.1 Definice

Rezistence k fungicidu je stabilnim, dédicnym pfizpisobenim patogena vznikajici
béhem evolu¢nich procest, které vede ke snizeni citlivosti k fungicidu. Vznik a rozvoj
rezistence je evolucni proces, ktery je disledkem genetické mutace jednoho nebo nékolika
genu soucasné, kterd dava patogenu schopnost ptekonat Uc¢inek fungicidu (McGrath, 2001).
Opakované pouziti fungicidu vyviji selek¢ni tlak na populaci patogena ktery zahubi ptivodni
citlivé jedince (,,divoky* typ), ale nezahubi ptizptisobené (mutantni) jedince v populaci, coz
ma za nasledek jejich rozsifeni v populaci. Fungicid ztrati uc¢innost a v praxi takovou situaci
ozna¢ime jako rezistenci patogena k piipravku (Anonym 12, 2014). Systémové
a translaminarni fungicidy jsou obecné nachylnéjsi ke vzniku rezistence vice nez kontaktni
fungicidy, jelikoz maji specifické misto G¢inku, coz znamena, ze plsobi pouze na jeden

proces v metabolismu patogena (McGrath, 2001).
3.4.2 Typy rezistence

3.4.2.1 Kyvalitativni rezistence

major genu, dochézi k Gplné ztraté kontroly nad chorobou. Poté nejsou G€inné ani vyssi davky
fungicidu ¢i jeho cCastéj$i aplikace. Tento typ rezistence se vyskytuje napiiklad
k benzimidazolovym fungicidim (G¢inné latky benomyl, thiophanate-methyl) nebo u latek
ze skupiny Qol. Kvalitativni rezistence nastava v dusledku konformacni zmény cilového
mista fungicidu u patogena_ (McGrath, 2001, 2005; Wyenandt et al., 2008). Tato
tzv. jedenbodova mutace zpiisobuje jedinou aminokyselinou zménu v cilovém proteinu, ktera

je zodpovédna za vysokou troven rezistence (Brent et Hollomon, 2007).
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3.4.2.2 Kvantitativni rezistence

Pokud je vznik rezistence disledkem modifikace nékolika interagujicich gent,
patogen vykazuje ruzny rozsah citlivosti k fungicidu v zavislosti na po¢tu zménénych gent
(mutaci). Rozdily v citlivosti v rdmci populace jsou kontinudlni nebo unimodalni, a selekce
se vyskytuje v ur¢itém sméru. Rezistence je v tomto piipadé vnimana jako naruseni kontroly
pomoci fungicidii nad chorobou. Uginnost fungicidi se miZe opét obnovit bud’ pouZitim
vysSich davek ¢i jejich Castéjsi aplikaci. Tento typ rezistence je Casty u tzv.“multi-site®
fungicidu, kterd zasahuji vice mist v metabolickych drahéch patogena, pokud se u n¢j objevi
soucasné nckolik mutaci. Tento typ rezistence se vyskytuje napiiklad u skupiny

DMI fungicida (inhibitory demetylace) (McGrath, 2001).

3.4.2.3 Cross rezistence

Fungicidy, které maji stejny biochemicky mechanismus U¢inku a nalezi do stejné
chemické skupiny fungicidd, jsou nachylné ke vzniku tzv. cross (kiizové) rezistence. Kdyz dva
ruzné fungicidy maji stejny mechanismus U¢inku, patogen fungicidy nerozliSuje, to i1 v pfipadé
obsahuje-li kazdy jinou uc¢innou latku a jejich chemicka struktura je odliSna, patogen
je biochemicky povazuje za tutéz ucinnou latku. Tudiz kdyz je patogen rezistentni k jednomu
fungicidu z ur¢ité chemické skupiny, je rezistentni ke v§em fungicidim oné chemické skupiny.
V mnoha piipadech rezistentni kmeny patogent ke Qol fungicidim byvaji rezistentni ke v§em
Qol fungicidim. Cross rezistence se vyskytuje pouze v ramci dané chemické skupiny. Z tohoto
divodu Qol-rezistentni subpopulace musi byt regulovana jinymi fungicidy nevyskytujicimi
se ve tfidé Qol inhibitort (Vincelli, 2002). Proto se ve vyvoji novych fungicidi stalo rutinnim
krokem biologické testovani reprezentativni kolekce izolatt cilovych piivodci chorob, u kterych
je znamo, ze se u nich projevila rezistence k nékterému z dosud existujicich fungicida
a k chemickym latkdm, které uzce souvisi s chemickou strukturou nebo zpiisobem tc¢inku nove
vyvijeného fungicidu (Brent et Hollomon, 2007).

Je znama také ,negativni kiiZova rezistence®, jejimz dusledkem je, Ze v ptipadé
zmény citlivosti / rezistence k jednomu fungicidu dochdzi automaticky ke zméné citlivosti
k jinému fungicidu. Tento jev se vyskytuje pomérn¢ vzacné, byl popsan naptiklad u G¢innych

latek karbendazim a diethofencarb (Brent et Hollomon, 2007).
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3.4.2.4 Mnohonasobna rezistence

Nekteré kmeny patogenti si vyvinuly zvlastni mechanismy rezistence mezi dvéma
nebo vice fungicidy z riznych chemickych skupin. Ty vyplyvaji z nezavislych mutaci, které
jsou selektovany expozici ke kazdému z pouzitych fungicidl. Pti¢inou vzniku mnohonésobné
rezistence je nadmérné pouzivani rizikovych fungicidi z riznych chemickych skupin
a zaroven nejsou vyuzivany principy spravné antirezistentni strategie. Prikladem je vyskyt
kmend houby Botrytis cinerea, které se staly rezistentni k u¢innym latkdm benzimidazol

a dikarboximid (Brent et Hollomon, 2007).
3.5 Qols (Quinone Outside Inhibitors) fungicidy

351 Charakteristika

Dle FRAC (Fungicide Resistance Action Committee) nalezi Qol fungicidy (Quinone
outside Inhibitors) dle biochemického mechanismu piasobeni v biosyntetickych drahach
rostlinnych patogenii do tfidy C, inhibujici mitochondridlni respiraci a ovlivityjici tak tvorbu
energie potfebnou pro bunku patogena. Cilové misto ucinku fungicidu (oznaceno kdédem C3)
je respirani fetézec, kde blokuji elektronovy transport v mist¢ oxidace chinolu
(tzv. Qo centrum) v cytochromu bcl na Grovni komplexu III, kde se vadzi na ubichinol
oxidoreduktazu, coz ma za nasledek snizenou produkci ATP. FRAC ftadi Qol fungicidy
do skupiny 11 (pouzivané fungicidy byly dle své piislusnosti k jednotlivym chemickym
skupindm rozdéleny do jednotlivych ocislovanych skupin). Tyto Qols jsou G€¢inné proti Sirokému
spektru rostlinnych patogent, v€etné zastupct vSech tii dilezitych tiid rostlinnych patogeni:
Ascomycetes, Basidiomycetes a Oomycetes. Vétsina fungicidt z této tfidy je registrovana
k pouzivani do velkého mnozstvi rostlin, i kdyZz nékolik fungicidd je registrovano pro pouZiti
pouze uzsiho spektra plodin a nemoci (Anonym 12, 2014)

Chemické skupiny patfici do tfidy Qol inhibitori vyuZivané v ochrané proti
strupovitosti v Ceské republice jsou pfevazné oximino-acetaty, coZ je piipravek s uéinnou latkou
kresoxim-metyl: Discus a dalsi ptipravek patfici do stejné chemické skupiny, ale s G¢innou
latkou trifloxystrobin je Zato 50 WG. Do jiné chemické skupiny methoxy-karbamati nalezi
kombinované pripravky s Gc¢innou latkou pyraclostrobin: Tercel (+ dithianon), Bellis (+ boscalid)
a Flint Plus (+ captan) (Anonym 2, 2015).

Skupina Qol fungicidi zahrnuje tzv. strobilurinové fungicidy. Jsou odvozeny

od pvodnich pfirodnich latek (antibiotikum strobilurin A a B), které produkuje dfevokazna
27



stopkovytrusa houba Strobilurus tenacellus (Pers.) Singer (1962) (Anonym , 2015) na obranu
proti konkurenci ze strany mikroorganismi piitomnych v tlejicim dievé. Sirokospektralni
antifungalni aktivita vyvolala z4djem mezi védci v ramci agrochemického pramyslu a vyzkumné
programy se zaméfily na upravu a posileni aktivity téchto pfirozené se vyskytujicich sloucenin.
Biochemické a biologické mechanismy ucinku kresoxim-methylu jsou specifické proti
houbovym patogentim a vyznacuji se nizkou toxicitou vici necilovym organismim. Toxicita
existuje pro ryby, dafnie, a zelené fasy in vitro. Slou¢enina je nemutagenni, nedrazdi kizi a oci.
V piirodé nepusobi zadné problémy v disledku rychlé degradace této ucinné latky v pudé, ktera
ma polocas n¢€kolik hodin az n€kolik dni v pidé (Ypema et Gold, 1999). Mezi strobiluriny patii
tyto G¢inné latky vyvinuté chemickymi koncerny: azoxystrobin, coumoxystrobin, dimoxystrobin,
enoxastrobin, famoxadone, fenamidone, fenaminostrobin, fluoxastrobin, flufenoxystrobin,
kresoxim-methyl, mandestrobin, metominostrobin, orysastrobin, pyraoxystrobin, picoxystrobin,
pyraclostrobin,  pyrametastrobin, pyribencarb, triclopyricarb trifloxystrobinazoxystrobin
(Anonym 10, 2014).

Strobilurinové fungicidy maji translaminarni Uc¢inek (tzn. "pfes laminu“ neboli
listovou Gepel). Cast uéinné latky zfistava na povrchu listu, &ast je ukladana do voskové kutikuly
a ¢ast ucinné latky pronikne do rostlinnych pletiv, pod pokozkové bunky. Nékteré typy ucinnych
latek (napf. trifloxystrobin a kresoxim-metyl), které maji afinitu k voskové kutikule listu,
pronikaji translamindrnim transportem (s malou ucasti ¢i bez ucasti vaskularniho systému)
na spodni stranu listu. Diky tomu miZe byt fungicid obsaZen na obou stranach listu, i kdyz byl
aplikovan pouze na svrchni stranu listu. Tyto fungicidy, které minimaln¢ vyuzivaji vaskuldrniho
systému, tzn. Zze nejsou systémoveé, se oznacCuji jako mesostemické, kvazi-systemické nebo
povrchové systemické. Vyjimku tvoti fungicidy su¢innou latkou azoxystrobin, ktera
se transportuje jak translaminarné tak systémové (pfes vaskularni systém). Z hlediska
praktického vyznamu, systémovy transport (pokud k nému dojde) a translaminarni transport
pomahaji kompenzovat nelplné pokryti postiikem. Dal§im praktickym dasledkem dynamiky
translaminarniho transportu je kurativni G¢inek pii 1é¢bé symptomu vyvolanych patogenem.
Qol fungicidy maji rovnéz preventivni ucinek, jelikoz efektivné ni¢i kli¢ici spory, které iniciuji
proces infekce na vngjsi strané listu. U fady houbovych patogenti jsou vice citlivé
k Qol fungicidim spory, nez mycelium nachazejici se uvnitf rostliny. To znamena, ze pro
nejlepsi vyuziti Qol fungicidt se doporucuje je aplikovat pfed probéhnutim infekce. Co se tyce

fytotoxicity, je znamo, Ze zpusobuji fytotoxicitu za urcitych, omezenych okolnosti, ty byvaji

28



popsany na etiketach vyrobka. Napiiklad odrudy jabloni s genetickym pozadim, které zahrnuje
odridu MaclIntosh, jsou velmi citlivé k azoxystrobinu (Vincelli, 2002).

Tyto fungicidy byly v Evropé =zaregistrovany a uvedeny na trh poprvé
v roce 1996. Kratce po uvedeni na trh, byla v roce 1997 zjisténa rezistence k témto pfipravkim
u V. inaequalis poprvé v experimentalnim sadu ve Francii, ve Svycarsku a v severnim Némecku
(Gisi et al., 2002). U této skupiny fungicidi je riziko rezistence vysoké. Rezistence byla
prokazana u mnoha riznych houbovych patogenii. Rezistenci zapticinuji mutace v cilovém misté
ucinku v genu cytochromu bcl a dalsi mechanismy jako je napft. alternativni dychani. Kiizova
rezistence je prokazana mezi vSemi fungicidy Qol skupiny (Anonym 10, 2014).
Diky intenzivnimu monitoringu rezistence V. inaequalis ke Qol, které bylo provadéno v Evropg,
je znamo, ze v oblastech, ve kterych je rezistence pfitomna, je jeji uroven velmi rGznoroda,
od nulovych hodnot az po vysoké, dokonce i mezi sousednimi sady. Intenzivni monitoring,
ktery byl proveden v roce 2010, ukédzal riizné frekvence rezistence rezistentnich izolatl
V. inaequalis vyskytujicich se v Evropé. Vysoka frekvence rezistence byla zaznamenana
v Recku a severni Italii. Stfedné vysoké frekvence rezistence byla zaznamenana v jizni Francii
a vychodnim Némecku. Nizka az stfedni frekvence rezistence byla zaznamenana v jiznim
Némecku, Belgii a Rakousku a nizka frekvence rezistence byla zaznamenina ve Spanélsku,
severozapadni Francii a ve Velké Britanii. V tomto roce byla poprvé zaznamenana rezistence
ke Qol fungucidim na Novém Z¢landu. K dispozici nebyly zadné udaje v roce 2010 v Polsku
a Portugalsku (Anonym 11, 2011). Vroce 2011 byl opét proveden intenzivni monitoring
citlivosti V. inaequalis Qol fungicidim a byla zaznamenana tato data: vysoka uroven frekvence
rezistence byla zaznamendna v severnim Némecku, Polsku a Holandsku. Stfedni az vysoka
frekvence rezistence byla zaznamendna v jizni Francii, severnim Némecku a Belgii. Nizka
az stfedni frekvence rezistence byla zaznamenana jiznim Némecku. Ne pfili§ nizka frekvence
rezistence byla zaznamenana v severozdpadni Francii a Velké Britanii. Rezistence byla
zaznamenana na Novém Z¢éland¢ a v jizni Brazilii. V Portugalsku byla také zaznamenéna
rezistence, ale vétsina vzorkt populaci V. inaequalis byla citliva (Anonym 6, 2012). Monitoring
rezistence v roce 2012 prokazal vysoké frekvence rezistence v severnim Némecku, Mad’arsku
a Belgii. Stfedni az vysokou frekvenci rezistence v Australii. Stfedni frekvence rezistence byla
zaznamenana v jizni Francii a nizkd az stfedni frekvence rezistence byla zaznamenana v jiznim
Némecku. Ne pftili§ nizka rezistence byla opét zaznamenana v severozapadni Francii a ve Velké
Britanii. Z tohoto roku nebyla k dispozici data z Polska a Italie (Anonym 7, 2013). Monitoring

rezistence, ktery byl proveden v roce 2014, ukazal vysoké frekvence rezistence v jizni Francii
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a Némecku (ve vétsiné regiontl). Stfedni frekvenci rezistence ve stiedni Francii a udoli Loire a
v jiznim Némecku. Nizka frekvence rezistence byla zaznamenana v severozépadni Francii

(Anonym 8, 2015).
3.5.2 Princip rezistence ke Qol fungicidim

Stanoveni potencialu vzniku a vyvoje rezistence u sledovanych druhti patogend, jeji
monitoring a doporuceni jak ji pfedchazet je jednim ze zakladnich podminek pro vyuzivani
chemickych ochrannych prostfedka v praxi. Potiebné informace mohou vychazet z vysledki
laboratornich testd, polnich pokust v terénnich podminkach a zeméd¢lské praxe (Jetabkova,
2010). Tam, kde monitoring rezistence neni béznou praxi, je rezistence poprvé zaznamenana
az kdyz péstitelé zpozoruji vyznamné selhdni uGCinnosti diive ucinnych piipravki. Poté
se musi rezistence odebranych vzorkli patogena potvrdit za kontrolovanych podminek
v laboratofi. Toto potvrzeni je dulezité, protoze existuje mnoho duvodd, pro¢ se diive ucinné
latky staly neucinnymi (napf. intenzivni infekéni tlak onemocnéni, netplné pokryti rostlin
fungicidem, nepiesné davkovani nebo nacasovani aplikace atd.) (Anonym 12, 2014). Analyza
mechanismu vzniku rezistence muze probihat na nékolika urovnich: molekularni (klonovani
a sekvenovani cilového genu a identifikace lokusu rezistence), genetické (zpusob segregace
pfi kiizeni rezistentnich a citlivych jedinct), biochemické (pisobeni fungicidu na cilové
misto), fyziologické (transport a degradace fungicidu) a populacni (Cetnost a agresivita
rezistentnich jedinci) (Gisi et al., 2000). Metody detekce rezistentnich jedinct jsou zalozeny
na biologickych testech citlivosti a molekularnich markerech. Pti detekci rezistence
je vyuzivano in vitro (testy kli¢ivosti spor v kapkach fungicidu) a in vivo testovani (pfenos
mycelia, spory na agar s pridavkem fungicidu, nebo na rostliny o$etfené fungicidem). Rozvoj
molekularnich metod dovoluje detekci vyskytujicich se mutaci. K detekci bodové mutace
muze byt pouzita PCR za pouziti bud’ ,,alelové* specifickych primerti nebo ptislusnych sond
ke zkoumani namnozenych DNA fragmentt (Brent et Hollomon, 2007).

Specifické misto uc¢inku Qol fungicidu je pii¢inou potencionalniho rizika vedouciho
k vyvoji a vzniku rezistence. To znamend, ze z velkého mnozstvi biochemickych reakci
probihajicich v buiice patogena, Qol fungicidy zasahuji pouze jeden velmi specificky
biochemicky pochod v jednom misté metabolismu patogena. To je dilezité, protoze, jen jedna
mutace v tomto misté (biochemické cilové misto fungicidu) miZe mit za nasledek vznik
kmene patogena odolného k fungicidu. Toto specifické misto ucinku, kde je specificky enzym

fungicidu vazan v bunééném metabolismu patogena se nazyva MOA (,,Mode of action)
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¢i cilové misto ucinku (,,Target site®). Naptiklad, strobilurinové fungicidy a SDHI fungicidy
maji stejny MOA (inhibici dychani), ale maji riizna mista ptisobeni v dychacim tetézci; SDHI
blokuji komplex II, zatimco strobiluriny blokuji komplex III (Anonym 10, 2014). Pokud
dojde ke vzniku takového kmenu, ktery je fungicidné-rezistentni, opakovana aplikace
Qol fungicidd mulze vést ke kumulaci rezistentni subpopulace patogena. ZkuSenosti
s Qol fungicidy ukazuji, Ze je zde vysoké riziko vzniku rezistentnich subpopulaci riznych
patogentl. Po celém svéte byla hlaSena rezistence u rostouciho poctu patogent polnich plodin,
ovoce, zeleniny, skofapkovin, okrasnych rostlin a travnika (Vincelli, 2002).

Existuji dva hlavni typy rezistence k fungicidim: kvantitativni a kvalitativni.
Pti vyskytu rezistence ke Qol fungicidim, v mnoha pfipadech vSechny moznosti regulace
patogena selhdvaji a to zdGvodu vyskytu rezistence kvalitativniho typu. RovnéZz jsou
zaznamenany piipady, u kterych se vyskytla rezistence kvantitativniho typu k urcitym
Qol fungicidam (Vincelli, 2002).

Zména v cilovém misté¢ pusobeni fungicidu, ktera snizuje citlivost K pripravku,
je nejcastéji se vyskytujicim mechanismem rezistence u fytopatogennich hub. Pfi reprodukci hub
dochazi ke zménam v jejich DNA (mutacim). Né&které mutace maji za nésledek zmény
v aminokyselinové sekvenci cilového mista coz ma za nasledek zménu tvaru zamku
enzymatického komplexu/ cilového mista. Fungicid/ kli¢ enzymatického komplexu se nemusi
byt kompatibilni s cilovym mistem / zamkem a to ma za nasledek snizeni citlivosti (Anonym 12,
2014)

Tento mechanismus rezistence se vyskytuje i u houbovych organizmu, které jsou
piirozené rezistentnich k vlastnim metabolitim - strobilurintim, jako jsou stopkovytrusé houby
produkujici strobilurin - Strobilurus tenacellus a Mycena galopoda. Tento mechanismus
je zaloZen na bodové mutaci, vyméné aminokyselin uvnitf vazebného mista strobilurinu
(Qo centrum) v cytochromu bcl. U fytopatogennich hub je tento mechanismus rezistence taky
uplatiovan.

Existuji mutace spojené s rezistenci ke Qol fungicidim. Byly zjiStény tfi substituce
aminokyselin v genu cytochromu b, jsou to: zména z glycinu na alanin v pozici 143 (G143A),
zména z fenylalaninu na leucin v pozici 129 (F129L) a zména z glycinu na arginin v pozici
137 (G137R). VSechny mutace G143A, GI37R a FI129L jsou zalozeny na jednotlivych
nukleotidovych  polymorfismech v genu  cytochromu b.  Faktor  rezistence
(RF = ED 5 [rezistentni kmen] / ED s [citlivy nebo kmen ,divokého* typu]) spojené
s mutacemi G143A, G137R a F129L jsou ruzné. Faktor rezistence pfipisovany mutaci G143A,
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je ve vétsing pripada vyssi nez 100. Izolaty patogena nesouci mutaci G143 A vytvari (kompletni)
rezistenci. Izolaty patogena s mutaci F129L nebo G137R vytvaii mirnou (¢aste¢nou) rezistenci.
Pokud se aplikuji Qols fungicidy dle doporucenych davek, které uvadi vyrobce, lze zajistit
ucinnou dostate¢nou kontrolu nad chorobou, ktera je zplisobena patogenem s mutaci s F129L
nebo G137R. Naopak tplnou ztratu kontroly nad patogenem, lze vzdy pozorovat v populacich
patogena, u kterych je dominantni mutace G143A, vyskytuje se vétsSinou v ptipadech, kde jsou
Qols fungicidy aplikovany samostatné (Anonym 10, 2014).

Vymeéna aminokyselin je situovana do 2 oblasti v cytochromu becl nazyvanych ,,hot spot* oblasti
(aminokyselinové zbytky 120-160 a 250-300) (Vincelli, 2002). Pti analyze izolata V. inaequalis
byly identifikovany tfi mutace ménici primarni strukturu bilkovinné ¢asti cytochromu b. Jednalo
se o substituce aminokyselin v kodonech mRNA v pozicich 129 (F129L), 137 (G137R)
a 143 (G143A) (Zheng et al., 2000). Pro hodnoceni vlastniho rizika rezistence
ke Qol fungicidim je cytochrom bel u askomycet (V. inaequalis) sekvenovan a charakterizovan
dle organizace exon/ intron. Na téchto sekvencich jsou zalozZeny specifické primery a metodou
Q-PCR (Quantitative Polymerase chain reaction) objevena rezistence v populacich vyskytujicich
se na poli/sadu (Grasso et al., 2006).

Krom¢é mutaci vazebného mista, mize byt snizend citlivost ke Qol fungicidim
vyvolana iniciaci alternativniho dychéni, coz je reakce na ptisobeni Qol fungicida jako inhibitori
dychani. Tento alternativni proces dychani je aktivni v pfitomnosti alternativni oxidazy,
k expresi tohoto enzymu dochdzi v disledku stresu a snizenim toku elektronu v metabolické
draze cytochromu, které je zptsobeno inhibitory dychani. U V. inaequalis je rezistence
ke strobilurinim zpiisobena i timto mechanismem (Olaya et Koller, 1999). Piedpoklada se,
ze kyslikové radikaly vzniklé inhibi¢nim plsobenim strobilurinli na cytochrom, indukovaly
tvorbu alternativni
oxidazy (Ypema et Gold, 1999). Dalsim mechanismus zapficinujici rezistenci je metabolizace
keroxim-methylu enzymy esterazami a cytochrom P450 monooxigenazou. Buniky hub obsahuji
Sirokou Skalu metabolické néstrojii pro bunécné procesy. Tyto metabolické nastroje jsou schopny
upravit fungicid na netoxickou formu, kterd jiZ neni Skodlivd pro buniky houby (Anonym 12,
2014)

Snizena citlivost ke Qol fungicidam v populacich V. inaequalis se typicky vyskytuje
ve dvou fazich. Zpocatku se populace patogena posune smérem ke snizené citlivosti
ke Qol fungicidiim, zatimco davky fungicidi, které se aplikuji, jsou jeste¢ ucinné. Postupné jak

se V populaci zvySuje pocet rezistentnich kment, rezistence se rozviji a §ifi. V této pocatecni fazi
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se mohou vyskytnout kmeny s vysokou urovni rezistence v disledku bodové mutace
V cytochromu bcel. Sled fungicidni ochrany mtize vyrazné ovlivnit ¢asovy interval mezi prvnim
vyskytem vysoce rezistentnich kment a jejich nartstajici pfevahu v populaci, a tim i dobu kdy
normalni davky fungicidu stale jest¢ ucinkuji. Pokud populace rezistentnich kmenti nadale
narQsta, diky selekénimu tlaku zptisobeného fungicidem, nastupuje druha faze - polni rezistence
a mize dojit k rozsahlému selhani pouzivaného fungicidu. Rezistence ke Qol fungicidim byla
hlasena u izolatd V. inaequalis z produk¢nich sadt v Kanadé (< 2 % izolatt), Chile, Béloruska
a Polska a bodova mutace G143A byla zjisténa v izolatd V. inaequalis z Némecka a Francie
(Lesniak et al., 2011).

353 Antirezistentni strategie

Organizace  FRAC (Fungicide Resistance Action Committee) vydava opatieni
a pokyny ke snizeni rizika vyskytu a vyvoje rezistence k fungicidim, které ptedstavuji
komplexni postupy pro prodlouzeni ucinnosti ,,rizikovych* skupin fungicidi a omezuji tak
ztraty zpusobené rezistenci. Tato organizace je specidlni technickou skupinou CropLife
International (CLI), diive Global Crop Protection Federation (GCPF), je sloZena z védcu
a vyrobcu rizikovych fungicidii. DalSimi hlavnimi cili FRAC jsou indetifikovat existujici
a potencionalni problémy rezistence, shromazd’ovat, evidovat a distribuovat informace
ziskané z vyzkumu fungicidd, doporucit postupy pouzivané pii studiu rezistence
a spolupracovat svysokymi Skolami, vladnimi organizacemi, poradci, distributory
a zem&délci (Anonym 9, 2014).

Primarni opatieni proti vzniku rezistence ke Qol fungicidiim by méli byt nechemické
prostiedky ochrany jako je napf. vybér odrid rezistentnich k strupovitosti. Co se tyce
chemické ochrany, faktory, které ovliviiuji vyvoj rezistence, zahrnuji typ fungicidu, frekvenci
a délku jeho pouzivéani, zpisob jeho aplikace (tj. samostatné nebo v kombinaci), vlastni
schopnost patogena vytvaret si rezistenci k danému fungicidu a také schopnost rezistentnich
forem prezit do nasledujici vegetani sezony (Kloutvorova, 2011). Co se tyCe vlastnosti
fungicidu, tak je rozhodujici jeho mechanismus u¢inku. U u¢innych latek s tzv. ,,multi-site*
pusobenim (tzn., ze zasahuji na vice mistech do vyvoje a metabolismu patogena), ktery
pfipadné nevytvaii a riziko vzniku rezistence je tak velmi eliminovano. Pfedev§im systémové
fungicidy se vyznacuji specifickym mistem ucCinku, ktery ovliviiuje jen jeden urcity

biochemicky pochod v bunice (inhibice biosyntézy ergosterolu, inhibice dychani atd.),
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coz je piipad strobilurinovych fungicidl, je vytvofeni rezistence k t€émto latkdm vysoké
(Kloutvorova et al., 2009).

Doporucuje se omezit pocet aplikaci Qol fungicidl béhem sezony, jelikoz ¢im castéji jsou
tyto fungicidy pouzivany, tim vy$s$i potom je selekéni tlak vedouci K vytvofeni rezistentni
populace patogena. Cim méné se tyto fungicidy budou pouzivat, tim déle se prodlouzi
moznost pouziti téchto ptipravkl. Na etiketé¢ na obalu fungicidu je uveden omezeny pocet
aplikaci béhem sezony (Vincelli, 2002). Dalsi zakladni strategii je stiidani fungicidd
s odliSnym mechanismem ucinku v prabéhu postiikového sledu a vyuzivani tank-mix
kombinaci ptipravkl z odlisnych skupin v ramci jedné aplikace. Stfidani ptipravkd mtize byt
efektivnéj$i v plodinach, kde je zapotiebi velky pocet oSetieni béhem vegetaéni sezony
a zarovei je k dispozici jen omezené mnozstvi fungicidl s odliSnym mechanismem ucinku.
Pouziti kombinace dvou odlisnych u¢innych latek v jedné aplikaci je efektivnéjs$i vzhledem
k ucinnosti ochranného zdsahu, ale naopak omezuje moznosti vzajemného prostiidani
pripravkl s riznym mechanismem ucinku v ramci postiikového planu celé vegetacni sezony.
Hlavni zasadou pfi pouziti kombinaci je neaplikovat ve smési soucasné takové ucinné latky,
které jsou vzdjemné ohrozeny tzv. kiizovou rezistenci. Proto neni Z4adouci kombinovat
ve smési napt. dva piipravky, které jsou oba zalozeny na bazi strobilurint, ale je vhodné
je kombinovat napt. s kontaktni Gi¢innou latkou (mancozeb, metiram, thiram, captan, ditianon
atd.). Smési fungicidi ovSem jiz nejsou ucinné proti vzniklym rezistentnim jedincim
patogena, ale mohou zpomalit rychlost jejich Sifeni v populaci. Davky jednotlivych ptipravki
by pfi jejich pouziti ve smesi mély zlstat na urovni, kterd zarucuje takovou ucinnost, jakou by
pesticid mél pii solové aplikaci. Davka ve smési by se neméla snizovat pod 75 % davky
stanovené pro samostatnou aplikaci (Kloutvorova, 2011). Nejvhodnéjsi je preventivni pouZziti
Qol fungicidi v ranych fazich vyvoje choroby a smérovat jejich aplikace mimo obdobi
nejsilngj$iho infekéniho tlaku. Pfi vysokém infekénim tlaku by interval mezi oSetfeni
Qol fungicidy nem¢l presahnout 7-10 dnii. V pfipadé potvrzeni rezistence je nutné vyradit
strobilurinové piipravky ze systému ochrany po dobu nékolika let. (Vincelli, 2002). Aplikovat
by se mély maximaln¢ 3 ostfeni Qol fungicidy na plodinu. Maximalné 4 oSetfeni
Qol fungicidy lze pouzit tam, kde se provadi 12 nebo vice aplikaci oSetfeni plodiny.
Doporuc¢uji se maximalné 2 po sobé jdouci aplikace Qol fungicidi. Tam, kde byla
zaznamenana snizena citlivost ke Qol fungicidim je doporuceno je aplikovat pouze
ve smésich a stfidat je s fungicidy zjiné skupiny, aby nedochazelo ke cross-rezistenci

(Anonym 9,2014)
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Na né&kolika lokalitach v Ceské republice letech byl zaznamenan pokles wi¢innosti
a nastup rezistence k systémovym piipravkiim na bazi strobiluring, jelikoz doslo k selekci ras

patogena rezistentnich ke strobilurinim (Kloutvorova et al., 2001; 2009).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Jako pokusny rostlinny materidl slouzily vzorky listi napadené patogenem
V. inaequalis, které byly odebirany z produkénich vysadeb z riiznych lokalit na uzemi Ceské
republiky. Vzorky byly zpracovany nasledujici den po odbéru. Citlivd populace byla
odebirdana z osaméle rostouciho stromu na okraji obce Lazné Bélohrad. Tento strom nebyl
nikdy fungicidné oSetfovan a je vzdalen od nejblizsich zahrad vice nez 1 km a od produkénich
vysadeb vice nez 5 km.

Jako dalsi rostlinny material byly pouzity semenacky odrudy ,,Golden Delicious®,
pro in vivo testy rezistence V. inaequalis vuci strobilurintim. Semena ,,Golden delicious byla
stratifikovana nésledujicim zptisobem. Semena byla po dobu 24 hodin namocena v pitné vode
v kadince, poté byla voda slita. Nasledovné byla semena zalita merthiolatem (0,5 g/ )
a ponechana v ném po dobu 10 minut, poté byl merthiolat slit a semena byla promyta
v destilované vod¢. Pied vlastni stratifikaci byla semena osetiena fungicidem Rovral (5 ml/ I).
Semena byla rozloZena na sterilizovany filtracni papir, ulozena do igelitového sacku, jenz byl
poté zavaren. Takto uskladnéna semena byla zabalena do alobalu, aby se zamezilo pfistupu
svétla. Semena byla stratifikovana v chladnicce pfi teploté 3 °C po dobu 4 mésict. V pribéhu
stratifikace byl stav semen kontrolovan, bylo-li tfeba, byla injek¢ni stiikackou doplnéna voda.
Vysev byl proveden do kvétinac¢li o rozméru 10x10 cm, do vysevniho substratu do hloubky
cca 1-1,5 cm. Takto vysazené semenacky byly osetfeny fungicidnim piipravkem Rovral
(G mi/l).

4.2 Fungicid Discus®

Posttikovy fungicidni ptipravek s obchodnim nazvem Discus od firmy BASF
je ve form& ve vodé dispergovatelného granulatu. Uginna latka je kresoxim-methyl
(50 %) tj. methyl-(E)-methoxyimino-[alfa-(o-tolyloxy)-o-tolyl] acetat. Tento fungicid
je téinny proti houbovym chorobam jabloné (strupovitost jablon¢ - Venturia inaequalis, padli
jablon¢ — Podosphaera leucotricha), révy vinné (padli révy - Uncinula necator, s vedlejsim
ucinkem na dal$i houbové choroby), maku setého (spala maku — Helminthosporium
papaveris), angrestu (americké padli angrestu — Sphaerotheca mors — uvae) a ruzi (padli ruze

— Sphaerotheca pannosa a ¢erna listova skvrnitost rize — Diplocarpon rosae). Uginek
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je zaloZen na zabranéni pienosu elektrond v dychacim procesu, ¢imzZ je zabranéno sporulaci
a kliceni spor. V zavislosti na skodlivém organismu a terminu aplikace vykazuje protektivni,
kurativni a eradikativni ucinek. Pfipravek je z mista dopadu rozvadén po povrchu rostliny,
takze posléze vytvoii ochrannou vrstvu. Piipravek je plné selektivni v jakékoli riastové fazi.
Jablon€ jsou oSetfovany od fenofaze zeleny pupen az my$i ousko, oSetieni
je doporuceno ukoncit nejpozdéji 35 dni pred sklizni. Rozhodujici obdobi infekci a hlavni
obdobi nasazeni pfipravku je od druhé poloviny dubna do konce kvétna. Interval pouziti
za trvalého infek¢niho tlaku je 10 — 14 dni. Kurativni uc¢innost je do 72 hodin po pocatku
infekce. Optimalni je preventivni pouziti, a pokud prvni dvé oSetfeni ndsleduji po sobé
v jednom bloku. Pfed a po oSetfeni piipravkem Discus je nutné pouzit ptipravky s odliSnym
mechanismem pisobeni. Z divodu omezeni rizika vzniku rezistence je doporuceno pouzit

ptipravek maximalné 3x v pribéhu jedné vegetace (Anonym 16, 2015).
4.3 Metodika

4.3.1 Piiprava inokula

Pro in vivo sklenikové testy je potfebné mit k dispozici dostatetné mnozstvi
napadenych listl testovaného vzorku, aby bylo mozné ziskat jejich smytim potfebné mnozstvi
suspenze konidii s pozadovanou koncentraci spor. Do Erlenmayerovy banky byly vlozeny
napadené listy (20 — 30 ks), které byly zality pitnou cistou vodou, poté byly ponechany
na ttepacce po dobu 20 minut. Konidie musi mit dostatecnou kli¢ivost a Zivotaschopnost.
V Biirkerové komtrce byla spocitana koncentrace konidii, kterd by méla byt minimalné
20 x 10" ml.

4.3.2 Invitro testy kli¢ivosti spor

V testech byla pouZzita metoda klicivosti konidii v kapkach postfikové kapaliny
testovaného fungicidu Discus a to pfi maximalni 0¢inné koncentraci 0,2 g/ 1. Postiikova
kapalina byla pipetovana do jamek podloznich skli¢ek (80 pl do kazdé jamky, celkem
6 jamek pro kazdou variantu) a do téchto kapek byly pieneseny konidie houby V. inaequalis
pochézejici z jednotlivych vzorki. V jedné varianté byla vzdy pouzita Cista pitna voda bez
fungicidu jako kontrola. Sklicka s konidiemi byla poté inkubovana ve vlhké komiirce po dobu
48 hodin pfi teploté 22 + 2 °C. K In vitro testim kli¢ivosti byl zvolen postup vyuzivany
ve VSUO Holovousy. Pod mikroskopem byl poéitan podet vykli¢enych spor (pramémé 500
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spor ve varianté). Bylo vypocitdno procento kli¢ivosti z celkového mnozstvi hodnocenych
spor V jednotlivych variantach.

Na zaklad¢ procenta kliCivosti konidii zjisténého v kapce fungicidu a porovnani
s procentem kli¢ivosti stejného vzorku ve vodé lze izolaty V. inaequalis zafadit

do nasledujicich kategorii.

Tabulka ¢. 3: Kategorie citlivosti populaci V. inaequalis

ve fungicidu kli¢i 50 a vice %

Rezistentni ., . .
konidii ve srovnani s kontrolou
Znacné sniZena ve fungicidu kli¢i 20 az 49 %
citlivost konidii ve srovnani s kontrolou

ve fungicidu kli¢i 1 az 20 %

SnizZena citlivost .., g
konidii ve srovnani s kontrolou

ve fungicidu kli¢i do 1 %

Citliva S, .,
konidii ve srovnani s kontrolou

ve fungicidu nekli¢i zadné

Velmi citliva konidie

Relativni kli¢ivost spor v % vzhledem ke kontrole byla vypocitana dle vzorce:

by klicivosti spor v postfikoveé kapaliné
RK (%) = x 100
{: ) Uy klicivosti spor v kontrole

4.3.3 Invivo sklenikové testy

V piipadé sklenikovych testli jsou vyuzivany umélé infekce hostitele piisluSnym
patogenem. Tyto testy vyzaduji vypéstovani Zivého hostitele, v pfipadé tohoto pokusu byly
pouzity semenacky citlivé odridy k ptivodci strupovitosti ,,Golden Delicious”. Semenacky
byly staré minimalné 4 tydny, aby mély vyvinuté alespon 4-6 pravych listii. Mladé semenacky
jabloné odrudy ,,Golden Delicious byly 24 hodin pfed zalozenim pokusu oSetieny
posttikovou kapalinou s ptipravkem Discus o 0,02 % koncentraci (0,2 g/ I). Zvolena
koncentrace odpovida koncentraci piipravku aplikovaného v sadech vramci praktické

ochrany jabloni proti ptivodci strupovitosti a je soucasné i registrovanou davkou piipravku
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do této plodiny. Pro kazdou variantu bylo zvoleno 20 rostlin, jako kontrola byla zvolena
neoSetiend varianta rovnéz v poctu 20 rostlin.

Rostlinny materidl byl po postiiku suspenzi spor umistén na 48 hodin do prostorové
omezen¢ho klimatizovaného boxu pro udrzeni vysoké vzdu$né vlhkosti nutné ke vzniku
infekce. Vyhodnoceni pokusu bylo provedeno po 4 tydnech Kkultivace, kdy byla hodnocena
intenzita napadeni listi podle pétibodové stupnice (viz tab. 4). Listy byly v rdmci hodnoceni
ptifazeny do jednotlivych kategorii stupnice a dle Townsend-Heubegera (1943) bylo
vyjadieno celkové napadeni pro kazdy izolat:

F(%j=%xmﬂ

P = celkovy stupen napadeni

n = pocet listl v jednotlivych kategoriich napadeni

Vv = ¢iselné hodnoty kategorii napadeni (hodnoty stupnice)
X = hodnota nejvyssi kategorie napadeni

N = celkovy pocet listil v€etné nenapadenych

Tabulka ¢. 4: Pétibodova stupnice pouzita k hodnoceni in vivo sklenikovych testt

0 bez napadeni

1 1-2 malé skvrny — napadeno (do 25 mm? plochy)

2 3-4 malé skvrny nebo 1 velka (do 100 mm?)

3 5-10 malych skvrn nebo 5 velkych (do 400 mm?)

4 nad 400 mm?

Fungicidni u¢innost byla vypocitana dle Abbota (1925):

. . napadeni v kontrole — napadeni ve varianté
% ucinnosti = - »% 100
napadeni v kontrole
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4.3.4 Monosporické izolaty

K ziskani monosporickych izolatd byl proveden nasledujici postup. Konidie
V. inaequalis byly odebirany ze sporulujicich 1ézi na napadenych listech jabloni a stérem
pieneseny na hodinové sklicko do kapky sterilini vody a poté rozetieny suchou sklenénou
sterilni ty¢inkou po povrchu vodniho agaru (2%, Fluka). Konidie na agaru pak byly
inkubovany po dobu 24 hodin pfi teplot¢ 22 + 2 °C. Nasledn¢ byly pod mikroskopem
vyhledavany jednotlivé kli¢ici konidie, které byly pieockovavany na zivné médium
CYGA (Chloramphenicol Yeast Glucose Agar, 4%, HIMEDIA), které je vhodné
pro potlaceni ristu nezadoucich mikroorganismti. Vzniklé monosporické izolaty byly
kultivovany pii teploté¢ 22 + 2 °C a bézném dennim svételném rezimu a dale byly pouzity
na zaloZeni vlastnich testd rustu mycelia na agaru s piidavkem fungicidu a k detekci
rezistence pomoci molekularnich

metod.

4.3.5 Metoda in vitro testi hodnoceni rezistence na zakladé rustu mycelia na agaru

s pridavkem fungicidu

Tato metoda je pracovné 1 ¢asov€ znacné€ narocnd a vyzaduje ziskani vétSiho mnozstvi
monosporickych izolatd. Z téchto izolati se pak dale napéstuji kultury houby, které
se rozoCkovavaji a poté se inkubuji na Zivném médiu s piidavkem fungicidu. V pfipad¢ tohoto
pokusu byl pouzit fungicid Discus o 0,02 % koncentraci, coz odpovida 0,2 g/ 1, ktery byl
pfidan do zivného média po autoklavovani (121 °C, 20 min). Jako Zivné médium byl pouZit
agar CYGA (Chloramphenicol Yeast Glucose Agar, 4 %, HIMEDIA). Kontrolni varianta byla
bez ptidavku fungicidu. Test byl zaloZen po 4 Petriho miskdch na kazdy vzorek, do kazdé
Petriho misky bylo rozo¢kovano po ¢tyfech koloniich patogena. Pokus byl proveden ve dvou
opakovanich. Vyhodnoceni testli probéhlo po 4 tydnech kultivace, byl zméfen primér
(d) kolonii mycelia v cm a hodnoty byly dosazeny do vzorce pro vypocet naristu mycelia

Vv %.

NM = dn ¥ 100
Cdk

dn = primér narostlé kolonie pokusné varianty v cm

dx= pramér narostlé kolonie kontrolni varianty v cm
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4.3.6 Detekce rezistence pomoci molekuliarnich metod

Srozvojem molekuldrné genetickych metod se oteviraji 1 moznosti testovani
rezistence na zaklad¢ detekce gent rezistence v cilovém organismu.

Izolace DNA V. inaequalis byla provedena z monosporickych izolatd pomoci kitu
GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit od firmy Sigma. Mycelium houby bylo
setfeno Spachtlickou z agaru do 1,5 ml mikrozkumavky. NaruSeni bunék bylo dosazeno
stiidanim teplé 1azné (cca 50 — 60 °C) a studené lazné s tekutym dusikem (proces byl
opakovan celkem 5x).

Nasledovalo uvolnéni nukleovych kyselin z bunék. Do mikrozkumavky s takto
upravenym myceliem bylo pfidano 350 pl Lysis Solution (Part A) a 50 ul Lysis Solution
(Part B). Obsah eppendorfky byl dikladné promichan na vortexu. Po ptidani Lysis Solution
(Part B) vznikla bild srazenina. Smés byla inkubovana ve vodni lazni po dobu 10 minut
pti teplot¢ 65 °C a obCasnym obracenim mikrozkumavky byla rozpusténa srazenina.
Pro zabranéni kontaminace DNA RNA bylo pfidano 50 jednotek Rnazy A, kterd nebyla
dodana v kitu. Nasledné pro precipitaci nukleovych kyselin bylo ptidano 130 pl Precipitation
Solution. Smés byla pfevracenim mikrozkumavky promichdna a vzorky byly umistény
na 5 minut do ledu. Poté byly centrifugou stoeny pifi maximélni rychlosti
(12000 — 16000 ot./ min.) po dobu 5 minut do vzniku pelety bunétného odpadu, proteint
a polysacharidii. Opatrné byl odpipetovan supernatant na filtraéni kolonku a vlozen do nové
mikrozkumavky. Smés byla centrifugovdna pii maximalni rychlosti po dobu 1 minuty. Takto
byl odstranén bunécny odpad, ktery nebyl odstranén v pfedchéazejicim kroku. Filtracni
kolonka byla odstranéna a vyhozena.

Poté byly centrifugou stoCeny pii maximalni rychlosti (12000 — 16000 ot./ min.)
po dobu 5 minut do vzniku pelety bunééného odpadu, proteinti a polysacharidia. Opatrné byl
odpipetovan supernatant na filtraéni kolonku (GenElute Filtration Column) v nové
mikrozkumavce. Smés byla centrifugovana pfi maximalni rychlosti po dobu 1 minuty. Takto
byl odstranén bunéény odpad, ktery nebyl odstranén v piedchéazejicim kroku. Filtra¢ni
kolonka byla odstranéna a vyhozena.

Poté nasledovala pfiprava pro navazani DNA. Bylo pfidano 700 pl Binding Solution
a smés byla dikladnym pfevracenim mikrozkumavky promichana. Do vazebné kolonky
(GenElute Miniprep Binding) bylo pfiddno 500 pl Column Preparation Solution
a mikrozkumavka byla centrifugovana pti 12000 ot./ min. po dobu 30 — 60 sekund. Roztok

byl nésledné slit a na kolonku bylo napipetovano 700 pl smési, kterd byla pfipravena
41



v pfedchozim kroku a vSe bylo centrifugovano pfi maximdlni  rychlosti
(12000 — 16000 ot./ min.) po dobu 1 minuty. Tekutina, ktera prosla kolonkou, byla slita.
Na kolonku byl aplikovan zbyvajici lysat, nasledovala centrifugace a poté vyhozena sbérna
eppendorfka i s proteklym roztokem. Nasledovalo prvni promyvani kolonky. Kolonka byla
umisténa do nové sbémé 2 ml mikrozkumavky a bylo aplikovdno na membranu kolonky
500 pl nafedéného Wash Solution Concentrate, vSe bylo centrifugovano pii maximalni
rychlosti po dobu 1 minuty. Filtrat byl vylit a sbérna mikrozkumavka ponechana. Pii druhém
promyvani bylo na kolonku aplikovano 500 pl nafedéného Wash Solution Concentrate
a vSe bylo centrifugovano pfi maximalni rychlosti po dobu 3 minut. Mikrozkumavka musi byt
z centrifugy vyndavana opatrn€, aby bylo zabranéno dalSimu kontaktu proslé tekutiny
s kolonkou.

Nésledovalo vymyvani DNA 2z kolonky. Kolonka byl pfenesen do nové
2 ml mikrozkumavky a na membranu bylo aplikovano 100 ul ptedehiatého (65 °C) Elution
Solution. Poté bylo vSe centrifugovano pii maximalni rychlosti po dobu 1 minuty. Proces
vymyvani byl jesté¢ jednou zopakovan. Supernatant obsahujici DNA byl odebran do sterilni
zkumavky a uchovan zamrazenim pro nasledné pouziti.

Pot¢ byla provedena vizualizace DNA pomoci elektroforézy. Byl pouzit
1% agarozovy gel, kdy se agar6za promicha v TAE pufru (sloZzeni) a v mikrovinné troubg
se smés zahfivd do uplného rozpusSténi agardzy. Agardézovy gel byl nasledné nalit
do ptipravené vanic¢ky s hiebinkem (po 20 jamkach). Po ztuhnuti gelu byl vyjmut hiebinek
a gel byl pfenesen do elektroforetické vany s TAE pufrem. Do jamek v gelu bylo pipetovano
9 ul vzorku DNA (3 pul vzorku DNA smichaného s 3 pl barviva SYBRgreen a 3 ul barviva
Loaging Dye a 6 pl DNA markeru (100 bp). Elektroforéza byla spusténa pii napéti
80 V po dobu 25 minut. Poté byl gel umistén pod UV transiluminator a vyhodnocen obraz
na osobnim pocitaci.

Pfitomnost mutace v mitochondridlnim genu pro Cyt b, ktera zplsobuje rezistenci
k fungicidim, byla ovéfena metodou piimého sekvenovani V prvnim kroku se pfipravil
PCR produkt, ktery zahrnoval tuto oblast, pomoci primeri (EastPort Life Science): Foward
primer VentCyb-FO1l: ACCTTGACCTGCCGATGTAGG; reverse primer VentCytb-RO1:
AAGCCTCCCACAGAAATTCG. PCR profil byl nasledujici. Po twvodni denaturaci
95°C/5 min nasledovalo 40 cykli: 95°C/30s, 58°C/30s, 72°C/30s; s finalni extenzi
72°C/5 min a zchlazenim na 8°C. PCR produkt o velikosti 465 bp byl separovdn na

1% agar6zovém gelu, nasledné byl pod UV svétlem vyfiznut a izolovan dle navodu pomoci

42



QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Nasledovala piiprava sekvenacni reakce dle navodu
s pouzitim BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies)
a jeji purifikace s pomoci BigDye Terminator Purification Kit. Vlastni sekvenanc¢i analyza
probihala na pfistroji Genetic Analyzer ABI3130. Vysledné¢ sekvence byly porovnany
s databazi sekvenci pomoci BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

4.3.7 Zpracovani vysledki

Pro vyhodnoceni ziskanych hodnot zin vitro testd kli¢ivosti spor byl zvolen
statisticky test jednofaktorovd ANOVA. Ten umoznil mezi sebou porovnat vSechny
jednotlivé vybérové soubory — vzorky populaci V. inaequalis, zda mezi nimi existuje
¢i neexistuje statisticky vyznamny rozdil. U F-testu byla stanovena nulova hypotéza
(Ho):u1 = po. Hladina vyznamnosti (o) byla zvolena 0,05 a porovnavana s vystupnim
parametrem p-hodnotou. V piipad¢, ze:

¢ p-hodnota > 0,05, pak byla Hy piijata
e p-hodnota < 0,05, pak byla Hy zamitnuta

V piipadé zamitnuti Hp U F-testu je zapotiebi piejit k podrobnéjSimu vyhodnoceni
ANOVY tzv. S-metodou (Scheffého metoda). Byla stanovena nulova hypotéza
(Ho): Neexistuji statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky populaci V. inaequalis. Hladina
vyznamnosti (o) byla zvolena 0,05 a porovnavana s vystupnim parametrem p-hodnotou.

V ptipadé, Ze:

e p-hodnota > 0,05, pak byla Hy pfijata, nejsou statisticky vyznamné rozdily
mezi vzorky populaci V. inaequalis
e p-hodnota < 0,05, pak byla Hy zamitnuta, jsou statisticky vyznamné rozdily

mezi vzorky populaci V. inaequalis

Vysledné hodnoty u in vitro metody hodnoceni rezistence na zakladé ristu mycelia
na agaru s pridavkem fungicidu byly zpracovany ve statistickém modelu — jednovybérovém
t-testu, ktery ovéfil, zda vysledny nariist mycelia na plné koncentraci fungicidu Discus
(0,2 g/ 1) byl roven 100 %. Podle tohoto kritéria byla stanovena nulova hypotéza
(Ho):1 = po, neboli p = 100 %. Zvolena hodnota hladiny vyznamnosti (o) byla 0,05. Ta pak

byla srovnavana s vystupnim parametrem p- hodnotou. V ptipadé¢, Ze:
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e p-hodnota > 0,05, pak byla Hy pfijata
e p-hodnota < 0,05, pak byla Hy zamitnuta
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5 Vysledky

V predkladané praci jsou prezentovany vysledky ziskané v ramci monitoringu
citlivosti populaci houby V. inaequalis z vybranych 20 lokalit v Ceské republice
ke strobilurinovému fungicidu s obchodnim nazvem Discus (G¢inna latka kresoxim-methyl).
Prezentované vysledky byly ziskany na zakladé testu, pfi nichz byly pouzity in vitro, in vivo

a molekularni metody detekce rezistence V. inaequalis ke strobilurinovym fungicidim.
5.1.1 Sbér infikovaného rostlinného materialu

Vzorky listd napadenych V. inaequalis byly odebirany z riznych lokalit na Gzemi
Ceské republiky. Odbér vzorkti probihal v zaii roku 2013, na pfelomu kvétna, ¢ervna
a v cervenci 2014 a v zaii roku 2014. V nasledujici tabulce je shrnuto 20 lokalit, ze kterych

byly vzorky odebirany.

Tabulka ¢. 5: Lokality odbéru vzorki populaci V. inaequalis

CISLO

VZORKU LOKALITA
V1 Sady Petrovicky
V2 Sady Rokos, Petrovicky
V3 Sady ZD Basnice
V4 Pokusné vysadba VSUO Holovousy
V5 Lazné Bélohrad
V6 Miletin
V7 Vysadba CZU
V8 Ovoce Mejstiikovy, Radikovice
V9 Ovocné sady Lan Jifi, Téchlovice
V10 Luzanskd zeméd¢lska a.s.
V11 Sady.cz, Hustopece
V12 Ing. Miloslav Valenta, Ostromé&f
V13 EB Fruit , Ostromér
V14 Sady.cz, Velké Némcice
V15 Sady Tismice
V16 Nedbal Jifi - Ovocnarstvi, Strancice
V17 Sady AGRO Zlunice
V18 Sady Tuchoraz
V19 Sady ZD Dolany
V20 Konecchlumi
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Obrazek €. 1: Orientacni mapa lokalit
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5.1.2 Invitro testy kli¢ivosti spor

Pomoci metody in vitro testu kli¢ivosti spor v kapkach fungicidu Discus bylo
zhodnoceno 20 populaci V. inaequalis.

U ¢tyt vzorku populace V. inaequalis 1ze pokladat populaci houby za rezistentni,
jelikoz kli¢ivost konidii ve fungicidu ptesahovala 50 % oproti kontrolni varianté (Cista voda).
Jedna znejvyssich kli¢ivosti byla dosazena v pfipadé populace z pokusné vysadby
VSUO Holovousy (V4), kdy kli¢ivost konidii byla podobné& vysoka jako kli¢ivost v kapkach
vody. Podobné vysoka kli¢ivost byla zaznamendna v nékterych produkénich vysadbach
(V1, V7, V8). U osmi vzorka (V2, V3, V11, V14, V15, V16, V17, V19) populaci
V. inaequalis se projevila zna¢né snizena citlivost populaci V. inaequalis, nebot” kli¢ivost
konidii ve fungicidu se pohybovala v rozmezi 20 — 49 % ve srovnani s kontrolni variantou.
Zbyvajici pocet vzorkl populaci V. inaequalis (V9, V10, V12, V13, V18, V20) Ize oznadit
jako populace houby se snizenou citlivosti ke strobilurinovému fungicidu, ponévadz rozmezi
v pritomnosti fungicidu Discus byly zaznamenany v piipadech ,,divokych® populaci, které
byly odebirany v ptirodé (V5, V6), ale rovnéz i u ¢asti populaci z produkcénich vysadeb.
V grafu 1 je dolozena snizena citlivost testovanych populaci k fungicidu Discus ve vybranych
lokalitach.
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Graf ¢. 1: Procento vykli¢enych konidii houby V. inaequalis v kapkach fungicidu Discus
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Tabulka 6: Relativni % kli¢ivosti spor vzhledem ke kontrole

Relativni %

Lokalita kli¢ivosti
V1 - Sady Petrovicky 55,4
V2 - Sady Rokos, Petrovicky 43,16
V3 - Sady ZD Basnice 29,05
V4 - Pokusna vysadba VSUO Holovousy 52,75
V5 - Lazné Bélohrad 1,98
V6 — Miletin 2,55
V7 - Vysadba CZU 51,86
V8 - Ovoce Mejstiikovy, Radikovice 53,85
V9 - Ovocné sady Lan Jiti, Téchlovice 16,41
V10 - Luzanska zemédélska a.s. 9,23
V11 - Sady.cz, Hustopece 41,3
V12 - Ing. Miloslav Valenta , Ostromé&r 3,54
V13 - EB Fruit , Ostromér 19,19
V14 - Sady.cz, Velké Némcice 22,99
V15 - Sady Tismice 22,86
V16 - Nedbal Jifi - Ovocnarstvi, Strancice 26,45
V17 - Sady AGRO Zlunice 27,2
V18 - Sady Tuchoraz 17,98
V19 - Sady ZD Dolany 31,8
V20 — Konecchlumi 4,75
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Pro vyhodnoceni ziskanych hodnot zin vitro testii kli¢ivosti spor byl zvolen
statisticky test jednofaktorovd ANOVA. Ten umoznil mezi sebou porovnat vSechny
jednotlivé vybérové soubory — vzorky populaci V. inaequalis, zda mezi nimi existuje

¢1 neexistuje statisticky vyznamny rozdil.

Graf €. 2: Graficky vystup jednofaktorové ANOVY

Vzorek; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(19, 100)=8,1542, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti
90
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Vzorek

Jelikoz u F-testu byla p-hodnota = 0, tim padem p-hodnota < 0,05 (a), byla Hy zamitnuta.
Bylo provedeno podrobnéjsi vyhodnoceni ANOVY tzv. S—metoda (Scheffého metoda),
kterou byla prokdzana existence statisticky vyznamného rozdilu mezi jednotlivymi vzorky
populaci V. inaequalis. Statisticky vyznamné rozdily byly zjistény mezi témito vzorky

populaci V. inaequalis, protoze p-hodnota < 0,05 (a) a Ho byla tak zamitnuta.
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Tabulka ¢. 7: Statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky populaci V. inaequalis

Vzorky populaci V. inaequalis,
mezi kterymy jsou statisticky p-hodnota
vyznamné rozdily
V1 xV5 0,01729
V1xV12 0,04890
V1xV20 0,03280
V4 x V5 0,00379
V4 x V6 0,01506
V4 x V12 0,01264
V4 x V20 0,00792
V5 x V8 0,01139
V6 x V8 0,03961
V8 x V12 0,03386
V8 x V20 0,02225

Statisticky vyznamné rozdily byly prokazany mezi vzorky tzv. ,,divokych* populaci (V5, V6)
a vzorky populaci V. inaequalis z produk¢nich vysadeb (V1, V8, V12). RovnéZ byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil mezi populaci zexperimentilni vysadby VSUO (V4)
a tzv. ,,divokymi‘ populacemi (V5, V6) a také n¢kterymi populacemi z produkénich vysadeb
(V12, V20). Statisticky vyznamny rozdil byl prokazan mezi populaci V. inaequalis
z produkéni vysadby (V8) a populacemi rovnéz z produkénich vysadeb (V12, V20).

5.1.3 Sklenikové in vivo testy

Sklenikové in vivo testy byly uspé$né provedeny pouze u péti vzorki populaci
V. inaequalis a to: V1, V2, V3, V4. V6. U zbyvajicich vzorki populaci byly rovnéz zalozeny
sklenikové testy, ale pravdépodobné z riznych divoda (Spatné klicivosti konidii, ptfitomnosti
zbytkd postiikil z listl vzorku v suspenzi spor nebo vysokymi teplotami pti odbéru vzorki
a ve skleniku) nebylo mozné pokusy vyhodnotit. Nejvyssi G¢innost ptipravku Discus
se projevila u vzorku tzv. ,,divoké” populace V6, tato populace V. inaequalis byla odebrana
z neoSetfovan¢ho stromu v lokalit¢ Miletin. Nejniz§i ucinnost piipravku Discus byla
zaznamenana u vzorku populace V2, ktery byl odebran v produkéni vysadbé Sady Rokos
v Petrovickdch. Pomérn€¢ dobrou ucinnost meél tento piipravek u vzorku populace

V4 z pokusné vysadby VSUO Holovousy. V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny vysledky

pokusu.
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Tabulka ¢. 8: Hodnoceni sklenikovych testil, vzorek V1- Sady Petrovicky

£ -
vi| o | 1] 2| 3| 4| £ |napadeni| "5t
3 Y0
K| 3 | 7 |2 |15 16| 67 | 420 106
Vi| 2 |10 | 22 | 15| 9 |58 | 338 ,

Tabulka ¢. 9: Hodnoceni sklenikovych testl, vzorek V2 — Sady Rokos

= s
) ,| ucinnost
V2| 0 1 2 3 4 % napadeni %
K 0 |12 |29 | 13 | 10 | 64 37,3 81
V2| 8 |14 | 20| 9 | 14 | 65 34,3 ’

Tabulka ¢. 10: Hodnoceni sklenikovych testl, vzorek V3 — ZD Basnice

S ‘e
V3| 0 1 2 3 4 2 napadeni uc1;1nost
S Yo
K 1 7 132 |25 |10 | 75 46,5 411
V3|3 | 26 | 24| 6 3 | %4 26,0 '

Tabulka &. 11: Hodnoceni sklenikovych testii, vzorek V4 — VSUO Holovousy

S .
Vd | 0 1 2 3 4 2 napadeni uc1:)1n0st
S %)
K 2 |21 | 28|14 | 4 | 69 33,8 556
V4 | 53 | 21 | 15 | 3 0 | 92 15,0 '

Tabulka €. 12: Hodnoceni sklenikovych testl, vzorek V6 — Miletin

g e
V6 | 0 1 2 3 4 | £ |napadeni uc1;1nost
Q %!
K |169 | 4 3 8 | 10 | %4 18,5 8 4
V6 | 92 | 2 4 1 0 | 99 3,3 :
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5.1.4 Metoda in vitro testi hodnoceni rezistence na zakladé ristu mycelia na agaru

s pridavkem fungicidu

Byly ziskany tifi monosporické izolaty ze vzorkt populaci V. inaequalis V1 (Sady
Petrovitky), V2 (Sady Rokos) a V4 (Pokusna vysadba VSUO). Z vysledki je patrna znatné
snizena citlivost monosporickych izolata V. inaequalis, ktera se da oznacit za rezistentni
reakci u vSech testovanych vzorki populaci (V1, V2, V4).

Pro potvrzeni vysledku zda dochazi k 100 % nardstu mycelia i na plné koncentraci
fungicidniho ptipravku Discus (0,2 g/ 1) byla provedena statistickd metoda jednovybérovy

t-test. Hodnota hladiny vyznamnosti byla stanovena na 0,05.
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Tabulka ¢. 13: Statistické vyhodnoceni jednovybérového t-testu vzorku V1

Test praméra vici referenéni konstanté (hodnoté) (Tabulka?2)
Primér Sm.odch. N Sm.chyba Referenéni t SV p
Proménna konstanta
Prom1 107,286 52,3941, 32 9,26206: 100,000 0,78674: 31 0,43740:

U vzorku populace V1 ve statistickém modelu — jednovybérovém t-testu, vysla
p-hodnota > 0,05 (a), Ho byla pfijata. Potvrdilo se, Ze vysledny nardst mycelia na plné
koncentraci fungicidu Discus (0,2 g/ I) byl roven 100 %.

Graf ¢. 3: Krabicovy graf vzorku V1

Krabicovy graf
180

160 —_

140

120

100

80

o Primér = 107,2869
60 [ Primér+SmCh

- = (98,0248, 116,549)
T PramértSmOdch

40 = (54,8928, 159,6811)

53



Tabulka ¢. 14: Statistické vyhodnoceni jednovybérového t-testu vzorku V2

Test primeéra vaci referenéni konstanté (hodnoté) (Tabulka9)
Primér | Sm.odch. | N Sm.chyba | Referenéni t SV p
Proménna konstanta
Prom1 103,315: 32,0557 32 5,66670: 100,0000 0,58503. 31 0,56276!

U vzorku populace V2 ve statistickém modelu — jednovybérovém t-testu, vysla
p-hodnota > 0,05 (a), Ho byla pfijata. Potvrdilo se, Ze vysledny nartist mycelia na plné
koncentraci fungicidu Discus (0,2 g/ I) byl roven 100 %.

Graf ¢. 4: Krabicovy graf vzorku V2
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Tabulka ¢. 15: Statistické vyhodnoceni jednovybérového t-testu vzorku V4

Test prumérh vaci referen¢ni konstanté (hodnoté) (Tabulka21)
Prdmér | Sm.odch. | N | Sm.chyba | Referenéni t SV p
Proménna konstanta
Prom1 113,073 45,34061 32 8,01517 100,0000 1,63106: 31 0,11299

U vzorku populace V4 ve statistickém modelu — jednovybérovém t-testu, vysla
p-hodnota > 0,05 (a), Ho byla pfijata. Potvrdilo se, Ze vysledny nartist mycelia na plné
koncentraci fungicidu Discus (0,2 g/ I) byl roven 100 %.

Graf €. 5: Krabicovy graf vzorku V4

Krabicovy graf

180
160 —
140
120
o
100
8 o Prdmér = 113,0733
[] Primér+SmCh
1 = (105,0581, 121,0884)
1 PrimértSmOdch
60 = (67,7326, 158,4139)

55



5.1.5 Detekce rezistence pomoci molekularnich metod

Pro potvrzeni vzniku rezistence na zaklad¢ mutace v cytochromu b, bylo nutné provést
detekci rezistence pomoci molekuldrnich metod a to konkrétné metodou piimé sekvenace
mitochondrialniho genomu V. inaequalis. U tohoto patogena se vyskytuje jednobodova
mutace v mitochondrialnim genomu G > C, kde dochazi ke zméné z glycinu (kodon GGT)
na alanin (GCT) v pozici 143 (Glyl43Ala). Lze konstatovat, ze izolaty V1, V2 a V4 maji

v 100% zaménu cytosinu misto guaninu, ktera méni glycinl43 na alanin a zptsobuje

tak rezistenci ke strobilurinovym fungicidim (Obrazek €. 2).

Obrazek €. 2: Vystup ze sekvenatoru
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Autor: RNDr. Radek Cmejla, PhD.
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6 Diskuze

Ziskané vysledky neposkytuji uceleny obraz ve vysadbach v Ceské republice
z pohledu celkového rozsifeni malo citlivych nebo rezistentnich populaci houby V. inaequalis,
jelikoz vzorky byly odebirany pouze z vybranych 20 lokalit. Celoplosny monitoring populaci
nebyl v ramci této prace proveden.

U in vitro testa kli¢ivosti spor by méla byt primarni kli¢ivost (pocet vykli¢enych spor
v Cisté pitné vodé bez fungicidu) hodnoceného vzorku pomérné vysoka, aby bylo mozné
ziskat signifikantni vysledky. Tento piedpoklad nebyl u vSech vzorki splnén.
Zivotaschopnost konidii viak mize byt ovlivnéna piedchozi aplikaci fungicidniho oSetieni
v sadu, dobou vegetace, vyvojem pocasi (horko, sucho) a podobng.

Olaya a Koller (1999) a Olaya et al. (1998) rovnéz hodnotili citlivost populaci
V. inaequalis ke strobilurinovému fungicidu s G¢innou latkou kresoxim-methyl v podminkach
in vitro na zaklad¢ klieni konidii. Ziskané vysledky porovnavali s vysledky dosazenymi
Vv polnich podminkach a sklenikovych testech. In vitro testy klicivosti prokazaly, ze existuji
vyznamné rozdily v citlivosti populaci patogena k u¢inné latce, ale tato snizena citlivost
nékterych populaci se neprokazala v in vivo testech na jabloniovych semenaécich oSetienych
fungicidem provadénych ve skleniku. Coz v pfipadé in vivo sklenikovych testl této
diplomové prace nelze potvrdit, jelikoz u vzorkl populaci V. inaequalis, kde byla
zaznamenana zna¢né snizena citlivost vici kresoxim-methylu v in vitro testech kli¢ivosti, tak
I v in vivo sklenikovych testech na semenaccich byla soucasné zaznamenana snizena u¢innost
tohoto fungicidu. Pouze u vzorku tzv. ,divoké™ populace z neoSetfované jablon& byla
ucinnost pripravku vysoka. Jedna z nejvySsich kli¢ivosti u in vitro testi byla dosaZena
u vzorku populace z pokusné vysadby VSUO Holovousy, kdy kli¢ivost konidii byla podobné
vysokd jako kli¢ivost v kapkach vody. Tento vysledek byl ocekavan, protoze v pokusné
vysadbé byla rezistence ke strobilurinovym fungicidim vyvolana uméle opakovanymi
aplikacemi téchto piipravki. Ale u sklenikového testu tohoto vzorku populace dosahovala
ucinnost piipravku pies 50 %. Tento vysledek koresponduje s poznatky uvadénymi autory
Olaya a Koller (1999) a Olaya et al. (1998). Je ale nutné poznamenat, Zze in vivo sklenikové
testy byly Gspé$né vyhodnoceny pouze u péti vzorkl populaci V. inaequalis. U zbyvajicich
vzorkd byly rovnéz zalozeny sklenikové pokusy, ale pravdépodobné z ruznych divoda
(Spatné kli¢ivosti konidii, pfitomnosti zbytkt postiiki z listi vzorku v suspenzi spor nebo
vysokymi teplotami pii odbéru vzorkl a ve skleniku) nebylo mozné tyto pokusy vyhodnotit.

U in vitro testll hodnoceni rezistence na zakladé riistu mycelia na agaru s pridavkem fungicidu
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Discus byla zjisténa rezistence u vSech tii vzorkl, ze kterych byla uspésné provedena
monosporickd izolace, kterd je nezbytna pro uskutecnéni téchto testl. Tii ziskané
monosporické izolaty byly dale pouzity pro detekci rezistence molekularni metodou. U vSech
tii vzorkll byl metodou piimé sekvenace mitochondridlniho genomu V. inaequalis potvrzen
vznik rezistence na zéklad¢ jednobodové mutace v cytochromu b, kde dochazi ke zméné
z glycinu na alanin v pozici 143 (G143A).

V pocatku zavedeni na trh méla tato G¢inna latka velky potencidl v ochrané rostlin,
jevila se jako dostupna, nova sloucenina s Sirokospektralni t¢innosti, ktera bude mit mnoho
slibnych vyuziti v zemé&délstvi. U¢inna latka kresoxim-methyl silné inhibovala kli¢eni spor
a houba V. inaequalis se projevila jako nejcitlivéjsi testovany patogen, jelikoz kli¢ivost spor
byla kompletn¢ inhibovéana piedinfek¢nimi aplikacemi kresoxim-methylu v davce 1 mg/ 1.
Pii sklenikovych testech byla sporulace V. inaequalis snizena o 98% a vice, v piipadé
aplikace davky 67 mg/l kresoxim-methylu 2-4 dny po inokulaci hostitele patogenem.
Co se tyce ucinku na subkutikularni mycelium V. inaequalis jeho rychlost ristu byla snizena,
ale jeho rist nebyl zcela zastaven, pokud byl kresoxim-methyl aplikovan na hostitelské
rostliny po infekci. Pokud byl kresoxim-methyl aplikovan v obdobi nejsilngjsiho vyskytu
infekce jeho inhibi¢ni G¢inek na tvorbu mycelia a naslednou sporulaci byl povazovan
za dostacujici, aby patogen V. inaequalis byl pifiméfené kontrolovan (Ypema et Gold, 1999).
V souéasné dobé je znamo, ze nejvhodnéjsi je preventivni pouziti strobilurinovych fungicida
v ranych fazich vyvoje choroby a smérovani jejich aplikace mimo obdobi nejsilnéjsiho
infekéniho tlaku, jelikoz kurativni pouziti fungicidu zvySuje riziko vzniku a vyvoje rezistence
(Vincelli, 2002). Jiz v dobé zavedeni strobilurinovych fungicidi byla zndma moznost vzniku
rezistence zapfi¢inénd alternativnim dychénim, ale co se tykalo jednobodovych mutaci
v cytochromu b V. inaequalis, nebylo zcela znamo, do jaké miry se mutace vyskytuji
vV populacich patogena a do jaké miry mohou vést ke vzniku Zzivotaschopné,
konkurenceschopné a rezistentni populace patogena ke strobilurinovym fungicidam (Ypema
et Gold, 1999). Na mechanismu vzniku rezistence se mohou podilet rizné pficiny jak
spontanni genové mutace, tak alternativni dychani. Zheng et al. (2000) uvadi i1 jev,
kdy se v populaci patogena vyskytuji jedinci, ktefi jsou pfirozené rezistentni, aniz by byli
vystaveni pusobeni fungicidu. Tento jev lze pozorovat i u ¢asti populace cilovych
fytopatogennich hub strobilurinovych fungicidl. Tyto fungicidy byly syntetizovany na bazi
pfirodnich antifungicidnich produkti a patogeni k témto latkdm mohou mit geneticky

zaloZenou necitlivost.
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V letech 1998 — 2000 kdy byla ve VSUO Holovousy ovéfovana téinnost vybranych
fungicidi na V. inaequalis a byla hodnocena citlivost patogena pomoci in vitro test rustu
mycelia na agaru s pfidavkem fungicidu Discus. VSechny testované izolaty patogena
vykazovaly vysokou citlivost k tehdy novému ptipravku (Kloutvorova et al., 2001).
Ve VSUO Holovousy byly provedeny pokusy v letech 1998 — 2004, které mély za cil vyvolat
rezistenci V. inaequalis ke strobilurinovym fungicidim viac¢i G¢innym  latkdm
kresoxim-methylu (Discus) a trifloxystrobinu (Zato 50 WG). Fungicidy byly aplikovany
6-9 x za rok na stejné parcele. Kresoxim-methyl dobfe uc€inkoval po dobu 5 let. V Sestém roce
(2003) pouzivani doslo k vyznamnému poklesu ucinnosti a v sedmém roce (2004) zcela
selhala ochrana proti ptivodci strupovitosti jablon€. Stupenn napadeni ve variant¢ oSetfené
8x Discusem byl stejny (v jednom piipadé dokonce vyssi) nez v neoSetfené kontrole.
Az v roce 2003 byl do pokusu zafazen trifloxystrobin (Zato 50 WG) a uz v nasledujicim roce
(2004) vyznamné poklesla u¢innost tohoto ptipravku, coz naznacuje moznost vzniku kiizové
rezistence. V dob¢, kdy byly strobilurinové pifipravky uvadény na trh byly doporucovany
maximalné 4 aplikace za vegetaci a v pozdéjsich letech maximalné 3 aplikace pro oddaleni
nastupu rezistence houby. V pfipadé potvrzeni rezistence je nutné vytadit strobilurinové
pfipravky ze systému ochrany po dobu nckolika let (Lansky et al., 2005).
Ve VSUO Holovousy byla v letech 2006 - 2008 hodnocena Vv laboratornich in vitro testech
kli¢ivosti spor citlivost populaci V. inaequalis z riznych lokalit k vybranym fungicidm.
Prvni poklesy citlivosti patogena ke strobilurinovym fungicidiim, konkrétn€ k Gi¢innym
latkam kresoxim-methyl a trifloxystrobin byly zaznamenany v produkénich vysadbach jiz
Vv letech 2004 a 2005 (nepublikovano). V letech 2006 — 2008 lze zaznamenat diky in vitro
testim kli¢ivost spor snizenou citlivost K témto piipravkim a v nékterych piipadech lze
populaci patogena pokladat za rezistentni (Kloutvorova et al, 2009).

Ochrana proti pluvodci strupovitosti byla vzdy velmi ndro¢na v severni Italii,
v minulosti bylo vyzadovano mnoho oSetieni s intervalem mezi aplikacemi 6-7 dni.
V 90. letech diky dobré kontrole tohoto onemocnéni pomoci nilinopyrimidint (pyrimethanil
a cyprodinil) a strobilurini (kresoximmethyl) byl prodlouzen interval mezi oSetienimi
na 10 dni. V roce 2000 a zejména v roce 2001 doslo k selhani ochrany v sadech, kde byly
aplikovany tyto piipravky. Od roku 2002 byly odebirany vzorky populaci V. inaequalis
z lokalit s riznymi rezimy oSetfovani strobilurinovymi fungicidy: a) neoSetfované jablong,
které rostou v neobdélavanych oblastech (,,divoké™ typy); b) neosSetiované sady v blizkosti

sadu, kde bylo podezieni na selhani kontroly pomoci strobilurinii; ¢) produk¢ni sady s dobrou
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kontrolou V. inaequalis pomoci strobilurinti; d) produkéni sady, kde selhala ochrana pomoci
strobilurinti; e) experimentalni sad, Kkde strobiluriny byly intenzivné aplikovany
od roku 1994. U téchto vzorki byly provedeny in vitro testy rdstu mycelia na agaru
s ptidavkem fungicidu, in vivo sklenikové testy na jabloniovych semenaccich a detekce
rezistence molekuldrni metodou PCR-RFLP. Dle ziskanych vysledkl byly testované populace
V. inaequalis rozdéleny do 3 tfid. Prvni tfida vykazuje velmi nizkou
hodnotu EDsp, nepfitomnost mutace G143A a zaroven vysokou citlivost v in vivo testech.
Do této tiidy lze zaradit vSechny ,,divoké™ populace patogena. Druhd tiida se vyznacuje
stfedni hodnotou EDsp a vykazuji mirny pokles citlivosti v in vitro testech, proménnou
citlivost v in vivo testech a G143 A mutace je pfitomna pouze v nékterych ptipadech. Do této
skupiny nélezi riznorodé¢ druhy populaci patogena. Jedna populace z experimentélni vysadby,
2 populace z neoSetfovanych sadii v blizkosti sadl, kde bylo podezieni na selhani kontroly
pomoci strobilurind a 4 populace ze sadii s dobrou kontrolou pomoci strobilurinti. Do tfeti
tiidy byly zafazeny populace, které maji vysokou EDsp, mutaci G143A a nizkou citlivost
vin vivo testech. Tato tfida zahrnovala 2 populace z experimentalni vysadby, 7 populaci
z produkénich sada kde bylo podezieni na selhdni ochrany pomoci strobilurinti a 2 populace
z neoSetfovanych sadi v blizkosti sadl, kde bylo podezieni na selhani ochrany pomoci
strobilurint.. Pfekvapivé byly zjistény populace patogena s nizkou citlivosti a S mutaci G143A
v sadech, které nebyly oSetfovany strobiluriny, ale které se nachazi v blizkosti ovocnych sadu,
kde bylo podezieni na selhani ochrany pomoci strobilurini, coz bylo pravdépodobné
zapfi¢inéno Sifenim spor patogena (Fiaccadori et al., 2005)

Fiaccadori et al. (2011) uvadi, Ze v ptipadé neoSetfované vysadby, ktera byla
Vv blizkosti sadt, kde selhala ochrana proti V. inaequalis pomoci stobilurint, a ktera byla
zkoumana populace patogena po dobu 4 let, ze ve vzorku populace doslo ke snizovani
citlivosti ke strobilurinim a to zejména ve ¢tvrtém roce, kdy byla nalezena substituce G143A.
U tfi vzorkl populace z vysadeb, kde byla ochrana strobilurinovymi fungicidy stale G¢inna,
byla detekovana substituce G143A, ale jejich citlivost k témto ptipravkiim Vv in vitro testech
nebyla odliSna od ostatnich vzorki stejného ptivodu. U vzorkli populace z experimentalni
vysadby, kde byly intenzivné vyuzivany strobilurinové fungicidy k ochrané pted pivodcem
strupovitosti, byla substituce G143A prokdzana u vSech vzorkli a rovnéz i snizena citlivost
K pfipravkam v in vitro testech. Oproti tomu ve vzorcich ,,divoké* populace z neosetfovanych
stromd byla prokazana vysoka citlivost ke strobilurinovym fungicidim v in vitro testech

a nebyla ani u jednoho vzorku prokazana substituce G143A. V piipade pokusu této prace byly
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k detekci rezistence molekularni metodou vybirany vzorky, u kterych bylo podezieni
na rezistenci z ptedchozich in vitro a in vivo testt.

Koller et al. (2004) testovali citlivost populaci V. inaequalis ke strobulironovym
fungicidam (kresoxim-methylu a trifloxystrobinu) in vitro testy kli¢ivosti spor a ristu mycelia
na agaru s ptidavkem fungicidu ziskanych z produkénich sadi z Michiganu, Pensylvéanie,
severntho Némecka a z experimentalni vysadby v New Yorku. V produkénich sadech
a experimentalni vysadbé u populaci V. inaequalis byly zaznamenany vyrazné posuny
smérem k poklesu citlivosti ke strobilurinovym fungicidiim. Nicmén¢ reakce populaci patgena
byly kvantitativni povahy, nebyly zjistény rezistentni kmeny patogena a nebyla detekovana
mutace G143A. Vysoka hladina kvalitativni rezistence byla dokumentovana u populace
V. inaequalis v sadu v severnim Némecku, ktery byl intenzivné oSetiovan celkem 25 postiiky
po 4 vegetacni sezOny.

V roce 2008 bylo zaznamenano kritické selhdni ochrany pomoci strobilurinovych
fungicidt v jedné z nejvétSich ovocnaiskych oblasti ve Fruit Ridge v USA, v Michiganu.
Pii¢inou tohoto selhani byla rezistence populaci V. inaequalis k t¢émto pfipravktim. U in vitro
testi kliCivosti spor bylo potvrzeno 105 izolati z 210 tohoto patogena jako rezistentni
k G¢inné latce kresoxim-methyl. CoZz bylo potvrzeno molekularni detekci mutace G143A
u vétSiny izolat (Lesniak et al, 2011).

Dosud neni ovéfeno, jak dlouho se udrzi snizena citlivost nebo rezistence ke konkrétni
uc¢inné latce v populaci V. inaequalis v dané vysadbé. Vliv mlize mit i tzv. cross rezistence,
kdy populace patogena rezistentni k jedné i¢inné latce ma zaroven snizenou citlivost k dalSim
latkam s podobnym mechanismem Uc¢inku. Proto pokud jiZ neni v sadu aplikovan fungicid
ohrozeny rezistenci, ale nadéale jsou pouzivany fungicidy ze stejné nebo ptibuzné skupiny
mohou ovlivnit udrZeni rezistentni populace patogena ve vysadbé. Vytvofena rezistence tak
muze byt znacné€ stabilni a pretrvat 1 fadu rokd (Kloutvorova et al., 2009). Tuto domnénku
Ize jen potvrdit na piikladu pokusné vysadby VSUO, kde byla uméle vyvolana rezistence
ke strobilurinovym fungicidim. Zna¢né¢ snizenou citlivost populace patogena
ke strobilurinovému fungicidu a s mutaci G143 A Ize zaznamenat.

Miutzeme tedy konstatovat, Ze pii dlouhodobém pouzivani fungicidi na bazi
strobilurinti vznikaji ve vysadbach populace V. inaequalis se sniZzenou citlivosti aZ rezistenci
k témto piipravkium. Pokusy této diplomové prace dokladaji vyskyt téchto populaci i na izemi
Ceské republiky. Pouze testy in vitro nejsou dostate¢né urdujici k posouzeni rezistence

izolatl, je nezbytné je doplnit o in vivo sklenikové testy a pomoci molekularnich metod
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potvrdit mutaci G143A, kterd je pfiCinou rezistence ke strobilurinovym fungicidim.
Laboratorni in vivo testy citlivosti na rostlinach by méli byt upfednostiiovany pied in vitro
testy z diivodu rozdilné citlivosti ke strobilurinovym fungicidim, ktera byla pozorovéana
ve srovnavacich studiich. Zaroven je nutné provéfit i dalsi populace V. inaequalis z jinych

lokalit Ceské republiky.
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[ Zavér

V ramci diplomové prace byla v roce 2014 monitorovéna citlivost populaci houby
V. inaequalis ke strobilurinovému fungicidu s obchodnim nazvem Discus (G¢inna latka
kresoxim-methyl). Vzorky populaci V. inaequalis byly ziskany z vybranych 20 lokalit
v Ceské republice. V praci jsou prezentovany vysledky testil, pii nichz byly pouzity in vitro,
in vivo a molekularni metody detekce rezistence V. inaequalis ke strobilurinovym fungicidiim.

Vysledky in vitro testt klic¢ivosti spor prokazaly u ¢tyt vzorkl populace V. inaequalis
mozny vznik rezistence, jelikoz klicivost konidii ve fungicidu piesahovala 50 % oproti
kontrolni varianté (Cistd voda). U osmi vzorka se projevila znacné snizena citlivost populaci
V. inaequalis, nebot kli¢ivost konidii ve fungicidu se pohybovala Vv rozmezi
20 — 49 % ve srovnani s kontrolni variantou. Zbyvajici pocet vzorkii (6) lze oznacit jako
populace houby se snizenou citlivosti k fungicidu Discus, ponévadz rozmezi hodnot kli¢ivosti
konidii bylo 1 — 20 % oproti kontrole. Nejniz§i hodnoty kli¢ivosti konidii v pfitomnosti
fungicidu Discus byly zaznamenany ve dvou piipadech ,,divokych® populaci, které byly
odebirany z neosetfovanych stromu v ptirodé, ale rovnéz i u ¢asti populaci V. inaequalis
Z produkénich vysadeb.

U péti vzorkl populace V. inaequalis V1, V2, V3, V4, V6 byly provedeny in vivo
sklenikové pokusy ucinnosti fungicidu Discus. Nejvyssi ucinnost pfipravku Discus
se projevila u vzorku V6, tato ,divoka“ populace V. inaequalis byla odebirana
Z neoSetfovaného stromu. Nejniz8i Uc¢innost piipravku Discus byla zaznamendna u vzorku
populace V2, ktery byl odebran v produkéni vysadbé.

Byly ziskany tfi monosporické izolaty V. inaequalis od vzorkd V1, V2 a V4, ukterych
byla provedena metoda in vitro hodnoceni rezistence na zaklad¢ rustu mycelia na agaru
s pridavkem fungicidu Discus. Z vysledki je patrna znac¢n€ snizena citlivost téchto izolatt
V. inaequalis, ktera se da oznacit za rezistentni reakci.

Pro potvrzeni vzniku rezistence na zaklad¢é jednobodové mutace v cytochromu b byly
tii monosporické izolaty V. inaequalis ze vzorkd populace V1, V2 a V4 testovany
molekularni metodou detekce rezistence a to konkrétné metodou piimé sekvenace
mitochondrialnim genomu. U vsech tfi monosporickych izolati V. inaequalis byla nalezena
jednobodova mutace, u které¢ dochazi ke zméné z glycinu na alanin v pozici 143 (G143A) a

zpusobuje tak rezistenci ke strobilurinovym fungicidiim.
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9 Seznam pouzitych zkratek

BBCH - makrofenologicka stupnice ristovych fazi plodin (jablon aj.)

CR — Ceska republika

DMIs — inhibitory biosyntézy sterolt (DeMethylation Inhibitors)

DNA — deoxyibonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

EPPO — Evropska a stiedozemni organizace na ochranu rostlin (European and Mediterranean
Plant Protection Organization)

et—a

etal.

FRAC — pracovni vybor pro rezistenci fungicidi (Fungicide Resistanx¢ée Action Committee)
Mze CR — Ministerstvo zemédélstvi Ceské republiky

napf. - napiiklad

Qols — inhibitory vnéjSich chinonli (Quione outside Inhibitors)

pl. — mnozné ¢islo (plural)

PCR — RFLP — polymerazova fetézova reakce - (Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Length Polymorphism)

RAPD —

resp. — respektive

spp. — oznacéeni vSech druht patiicich do vyssiho taxonu (Species)

SRS — Statni rostlinolékarska sprava

SSR marker — (Simple Sequence Repeat marker)

syn. — synonymum

tzv. tak zvany

UEB AV CR — Ustav experimentalni botaniky Akademie Véd Ceské republiky

UPGMA — (Unweighted Pair Group Methuod Using Averages)

USA — Spojené staty americké

VSUO — Vyzkumny a §lechtitelsky ustav ovocnaisky Holovousy

VURYV — Vyzkumny tGstav rostlinné vyroby v Ruzyni
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Obrazek ¢&. 1: Vyvojovy cyklus V. inaequalis
Zdroj: Rychla K. (2013), s. 14 podle Agrios (2005), s. 506

75




A) Kli¢ici askospora V. inaequalis

C) Viecka se zralymi askosporami

Obrazek ¢. 2: A — C Fotografie askospor V. inaequalis
Zdroj: VSUO Holovousy

Autor: Kloutvorova J.
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A) Konidie V. inaequalis

B) Klicici konidie V. inaequalis

Obrazek ¢. 3: A — B Fotografie konidii V. inaequalis
Zdroj: VSUO Holovousy

Autor: Kloutvorova J.
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B) Listy Listy jabloné napadené houbou V. inaequalis

Obrazek ¢. 4: A — B Fotografie listii napadené houbou V. inaequalis
Zdroj: VSUO Holovousy

Autor: Kloutvorova J.
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B) Silné napadené mladé plody houbou V. inaequalis

Obrazek ¢. 5: A — B Fotografie plodi napadené houbou V. inaequalis
Zdroj: VSUO Holovousy

Autor: Kloutvorova J.
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A) Skladkova strupovitost

B) PIné rozvinota skladkova strupovitost

Obrazek ¢. 6: A — B Fotografie plodi poskozenych skladkovou
strupovitosti
Zdroj: VSUO Holovousy

Autor: Kloutvorova J.
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Obrazek ¢. 7: A — B Schéma piisobeni ucinné latky kresoxim-methyl

a jeji chemicka struktura
Zdroj: Ypema H. L. et. Gold R. E. (1999), s. 5
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Obrazek ¢. 8: Stupné napadeni listi. 0) bez napadeni; 1) 1 — 2 malé skvrny;
2) 3 — 4 malé skvrny nebo 1 velka skvrna; 3) 5 a vice malych nebo

2 velké skvrny; 4) napadeno vice jak 4 cm? listové plochy.

Zdroj: Rychla K. (2013), s. 31

Autor: Psota V.
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A) Rozockovany monosporicky izolat V. inaequalis

B) Izolat V1 (A — Kontrola, B — Discus 0,2 g/ 1)

Obrazek ¢. 9: Priklad monosporického izolatu V. inaequalis a
agarovy test izolatu V. inaequalis (V1)
Autor: Jaklova P. (2014)
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B) Izolat V4 (A — Kontrola, B — Discus 0,2 g/ 1)

Obrazek ¢. 10: A-B Agarové testy izolati V. inaequalis (V2 a V4)
Autor: Jaklova P. (2014)
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