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Rezistence k fungicidum v populaci Phytophthora infestans
v Ceské republice

Souhrn

Tato diplomova prace je zaméfena na posouzeni a vyhodnoceni citlivosti/rezistence pa-
togena Phytophthora infestans (ptivodce plisné bramboru) k vybranym uc¢innym fungicidnim
latkam pomoci in vitro testu, pouzity v rozdilnych koncentracich byly tyto latky: metalaxyl-M,
propamocarb-hydrochlorid a dimethomorph.

Izolaty, které byly testovany k G¢inné latce metalaxyl-M byly hodnoceny jako citlivé,
intermediarni a rezistentni dle klasifikace Therrien et al. (1993). Jelikoz pro u¢inné latky dime-
thomorph a propamocarb-hydrochlorid neexistuje obdobna klasifikace izolati do jednotlivych
skupin, tak pro jednotlivé izolaty byla u téchto latek stanovena pouze ECso. V tomto piipadé
ECso je koncentrace u¢inné latky, ktera inhibuje rtst mycelia z 50 %. ECsg byla vypocitana
pomoci regresni analyzy probitu procenta inhibice riistu ku logaritmu koncentrace fungicidni

latky. ECso byla rovnéz stanovena pro metalaxyl-M.

Z celkového poctu 100 izolati P. infestans bylo k u¢inné latce metalaxyl-M 76 % izolati
citlivych, 16 % intermedidrnich a 8 % rezistentnich. Citlivé izolaty byly zjiStény ve vSech kra-
jich, z kterych byly izolaty ziskany (Stfedocesky, Plzenisky, Vysoc¢ina a Praha) a nalezeny byly
také téméf u veskerych lokalit (kromé obce Velhartice). Intermediarni izolaty byly objeveny
zejména v oblasti Vale¢ov (Okrouhlice) na Vyso¢ing odkud pochazelo 13 % izolati. Rezis-
tentni izolaty byly zjistény pfedev§im v Plzenském kraji v lokalité¢ Velhartice, kde bylo nale-
zeno 6 % rezistentnich izolat z celkovych 8 %, Ize tedy konstatovat, ze problém s rezistenci
patogena P. infestans vici G¢inné latce metalaxyl-M byl v roce 2016 zejména v této oblasti.

Vsechny ziskané izolaty byly rovnéz testovany na citlivost/rezistenci k uc¢inné latce pro-
pamocarb-hydrochlorid, pficemz k 50 % inhibici ristu mycelia dochazelo u této latky az pti
vys$$ich koncentracich. U 51 % izolatd se hodnota ECso pohybovala mezi koncentracemi 10—
100 pg/ml a u 42 % izolatd presahovala ECso dokonce nejvyssi testovanou koncentraci 100
pug/mil.

Utinna latka dimethomorph vykazovala nejlepsi ¢innost ze viech testovanych latek. K

Cv v

koncentraci < 0,1 ug/ml.

Klic¢ova slova: Plisen bramboru, rezistence, fungicidy, citlivost



Fungicide resistance in population of Phytophthora in-
festans in the Czech republic

Summary

This diploma thesis is aimed at assessing and evaluating the sensitivity/resistance of the
pathogen Phytophthora infestans (the agent of the late blight) to selected active fungicidal sub-
stances by means of an in vitro test, used in different concentrations were the following sub-
stances: metalaxyl-M, propamocarb-hydrochloride and dimethomorph.

Isolates tested for the active substance metalaxyl-M have been evaluated as sensitive,
intermediate and resistant according to the Therrien et al. (1993). Since there is no similar clas-
sification of isolates per group for the active substances dimethomorph and propamocarb-hyd-
rochloride, only ECso was established for each of these substances. In this case, ECsp is the
concentration of the active substance that inhibits mycelia growth from 50 %. ECso was calcu-
lated using a regression analysis of the percentage inhibition of growth in the logarithm con-
centration of the fungicidal substance. ECso was also established for metalaxyl-M.

Of the total 100 P. infestans isolates, 76 % of the metalaxyl-M isolates were sensitive, 16
% intermediate and 8 % resistant to the active substance. Sensitive isolates were found in all
regions from which isolates were obtained (StfedoCesky, Plzenisky, Vysocina and Praha) and
were also found in almost all locations (except Velhartice). Intermediate isolates were found
mainly in the Vale¢ov (Okrouhlice) region of the Vysoc€ina, where 13 % of the isolates came
from. Resistant isolates were found mainly in Plzenisky region in Velhartice, where 6 % of
resistant isolates were found from a total of 8 %, so it can be noted that problem with the re-
sistance of the P. infestans pathogen to the active substance metalaxyl-M was mainly in this
area in 2016.

All isolates obtained were also tested for sensitivity/resistance to the active substance
propamocarb-hydrochloride, with 50 % inhibition of mycelia growth occuring at higher con-
centrations. In 51 % of isolates, ECso ranged between concentrations of 10-100 pg/ml and in
42 % of isolates, ECso even exceeded the highest tes concentration of 100 pg/ml.

The active substance dimethomorph showed the best efficacy of all test substances. All
isolates were sensitive to this substance and had no mycelium growth at the lowest concentra-

tion < 0,1 pg/ml.

Keywords: Late blight, resistance, fungicides, sensitivity
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1 Uvod

v

robu bramboru (Solanum tuberosum). Odhaduje se, ze az 3,5 miliard dolari ro¢né ¢ini naklady
spojené s ochranou proti tomuto patogenu (Juroch 2011). Plisefi bramboru ovliviiuje rozhodu-
jici mérou vynos, trzni kvalitu i vysi ztrat v prab&hu skladovani, ve vlhkych letech muze navodit

ztraty na vynosu az ve vysi 40-70 %.

Plisen rajcete, jejimz ptivodcem je stejny patogen, predstavuje v oblastech péstovani raj-
Cat taktéZ nejvyznamnéjsi chorobu této plodiny. Za piiznivych podminek dochazi k velice po-
hotovému a destruktivnimu $ifeni choroby Vv porostu hostitelskych rostlin. V letech 1845-1847
doslo k epidemickému S§ifeni choroby na tzemi zapadni Evropy a v Irsku dokonce k uplnému
a opakovanému zni¢eni porostli bramboru, hlavni zemédélské plodiny a potraviny tamégjsiho

obyvatelstva. Nasledkem epidemie choroby a nékolikaleté neurody nastal hladomor, ktery za-

MV

S vyjimkou stfedni Ameriky se ve vSech oblastech péstovani az do 70. let minulého stoleti
vyskytoval jenom pohlavni typ Al a patogen se rozmnozoval jen nepohlavnim zpiisobem. Prav-
dépodobné v roce 1976 byl zavle¢en z Ameriky v zasilkach brambor do Evropy tplné novy,
druhy pohlavni typ A2, ktery je mnohem agresivngj$i. V disledku pohlavniho rozmnoZzovani
mezi typy Al a A2 doSlo k rozSifeni genetické variability patogenu a brzy nastaly naprosto
nové problémy v ochrané rostlin, kuptikladu vznik rezistence patogenu k nékterym piipravkim

na ochranu rostlin, respektive k urcitym skupinam u¢innych latek, napiiklad fenylamidtm.

Rezistence fytopatogennich oomycet a hub je definovéna jako snizend u€innost fungicidu
na populaci oomycety nebo houby v disledku jeho pouzivani, ptipadné jako dédi¢né prizpuso-
beni patogenu K fungicidu, které vede ke ztraté Gi¢innosti fungicidni latky. V podstaté jde o re-
akci patogenu na opakované pouziti stejné nebo ptibuzné ucinné latky se stejnym plisobenim.
Patogen piestava byt citlivy na ti¢innou latku a rostlina piestava byt dostatecné chranéna (zis-
kana rezistence). V soucasné dob¢ jde o vyznamny fenomén, ktery neptizniveé ovliviiuje nejen
ucinnost ochrannych zasahiti, ale i moznost optimalni volby a dobu u¢inného pouzivani fungi-

cidu.



V praktické casti této diplomové prace byla posuzovana a vyhodnocena citlivost/rezis-
tence patogena Phytophthora infestans k vybranym fungicidnim latkdm, pouzity v urcitych
koncentracich byly tyto latky: propamocarb-hydrochlorid (karbamaty), dimethomorph (amidy
karboxylovych kyselin) a metalaxyl-M (fenylamidy).



2 Hypotéza a cil prace

Hypotéza diplomové prace: V populaci puvodce plisné bramboru (Phytophthora in-
festans) se nachazeji izolaty, které jsou rezistentni k nékterym bézn¢€ pouzivanym ucinnym lat-

kam fungicidi.

Cil diplomové prace: U izolatt Phytophthora infestans ziskanych z riznych lokalit pés-
tovani bramboru testovat jejich reakci k vybranym G¢innym latkam fungicida (dimethomorph,
propamocarb-hydrochlorid a metalaxyl-M), které jsou bézn¢ aplikovany pfi ochran¢ brambor

proti plisni bramboru.



3 Literarni reSerse

3.1 Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (1876)

Jednou z nejvyznamnéjsich chorob bramboru je pliseit bramboru, kterou zptisobuje pato-

gen Phytophthora infestans. Taro choroba se vyskytuje pfedev§im na podmacenych pudach, za

Mrwe

Mezi hostitelské spektrum P. infestans patii krom¢ brambor také jiné rostliny z ¢eledi So-
lanaceae — lilkovité, napiiklad Solanum lycopersicum L. (rajée jedlé). Bylo objeveno, ze v Ka-
nad¢ a USA se fadi mezi hostitelské rostliny rovnéz Petunia x hybrida, Solanum sarrachoides

a S. dulcamara (Stevenson et al. 2001).

3.1.1 Taxonomické zarazeni

Phytophthora infestans je podle internetového portalu lifemap-nchi (2019) zatazovana

z taxonomického hlediska do téchto kategorii:
Doména: Eukaryota
InfrafiSe: Stramenopiles
Ttida: Oomycetes
Rad: Perenosporales

Celed’: Perenosporaceae

Rod: Phytophthora de Bary 1876

3.1.2 Pivod patogena

Jsou znamy dva zdroje dukazu, které se zaobiraji ptivodem patogena P. infestans. Prvni
zdroj je podlozen historickymi informacemi, které se zabyvaji pocate¢nim rozmachem infekce.
Druhy zdroj je zalozen na vlastnostech patogena z aspektu molekularni arovné, které se odlisuji
V ramci rozlicnych oblasti svéta. Podle téchto podkladi byly ur¢eny dvé pfijatelné teorie pt-
vodu P. infestans — andska a mexicka. Andska teorie konstatuje, ze patogen ptivodné pochazi
z Jizni Ameriky, tudiZ z totozné oblasti odkud pochdzi i jeho hlavni hostitel. Toto prohlaSeni

bylo avsak poté popieno mexickou teorii, ktera upfednostiiuje jako centrum ptivodu patogena



sttedni Mexiko. Bylo tak stanoveno detailni analyzou, kde byly téZ prvné urceny oba pohlavni

typy Al a A2 (Adrivon 1996).

Ve sttednim Mexiku v roce 1956 byl prvné nalezen pohlavni typ A2. Zatimco byl vyskyt
tohoto pohlavniho typu hlasen do roku 1980 jen v Mexiku, pohlavni typ Al byl uz rozsiien i
jinde ve svété. Pohlavni typ A2 byl v roce 1980 objeven také ve Svycarsku a v posledni dobé

byl jeho vyskyt potvrzen i v ostatnich ¢astech svéta (Ristaino 2002).

3.1.3 Biologie patogena

P. infestans je hemibiotrofni organismus, ktery v prib&éhu svého zivotniho cyklu prochazi
biotrofni fazi, poté nekrotrofni a na konec saprofytickou fazi (Pieterse et al. 1992). Stélka pa-
togena je tvoiena hyfou bez piehradek vytvarejici nepiehradkované mycelium (Kalina & Vana
2005). Patogen se dale charakterizuje nedostatkem chitinu ve sténach bunék (Fry & Goodwin
1997). Kalina a Vana (2005) uvadéji, ze v bunéénych sténach se nachazi predevsim polyglu-
kany, celul6za a ostatni latky. Pro patogena je téz charakteristicky vyskyt dvou heterokontnich
bi¢ikd u zoospor. P. infestans se fadi k druhim heterothalickym, tedy druhtim, jejichz pohlavni

rozmnozovani je zavislé na pritomnosti odlisnych pohlavnich typt (Fry & Goodwin 1997).

3.1.4 RozmnoZovani

3.1.4.1 Nepohlavni rozmnozovani

Mrve

tohoto polycyklického patogena miize dochazet k opakovanym asexudlnim cykltim (Stevenson
etal. 2001). Na primarné napadenych rostlinach se na vrcholovych listcich tvoti sporangiofory,
které vyristaji z listovych priiduchti. Utvary sporangioforii se utvaii jednak jednotlivé &i po 2
az 5 ve svazku a na konci se rozvétvuji (Juroch 2011). Na konci sporangiofort se vytvaii a poté
odskrcuji utvary citronovitého tvaru, nazyvana sporangia. Sporangia jsou charakteristicka roz-
mery 21-23 x 21-38 um a pfitomnosti apikalniho poru (Stevenson et al. 2001), dale maji hladky
povrch a na jejich bazi se naléza stopecka (Juroch 2011). Idealni pfedpoklady pro vznik spo-
rangii jsou vlhkost nad 90 % a teplota okolo 20 °C. Sporangia se §iii piedev$im v rannich ho-
dinach, a to vétrem, ¢i destém (Andersson 2007). Jestlize jsou nizké teploty (8—18 °C) zacinaji
se tvorit ve sporangiu zoospory. Tyto pohyblivé spory maji dva biciky, které jsou obvykle

jednojaderné. Zoospory, ale svoji pohyblivost ztraceji po nekolika minutach, kdy encystuji.



Poté zoospory na nalezité rostling kli¢i v hyfu, ktera prostupuje do bunék hostitele (Stevenson
et al. 2001). Za vyssich teplot v hranici od 18 do 24 °C dochazi k pfimému kli¢eni sporangii
v klicici hyfu (Juroch 2011). Kli¢eni sporangii a zoospor provazi nasledujici vznik apresoria a
penetra¢niho hrotu, to poskytuje patogenu snazsi pristup do pletiva hostitele. Po vniknuti hyf
do pletiva hostitele dochazi k pohotové expanzi patogena rozrustanim hyf. P. infestans rovnéz
utvaii haustoria, diky kterym odebira Ziviny hostitele, pfitom poté dochdzi i k zniceni pletiva
(Grenville-Briggs & van West 2005). Po n€kolika dnech se opét tvoii sporangiofory se sporan-
gii, ktera mizou znovu navodit sekundarni infekci dalSich rostlin (Andersson 2007). Agrios
(1997) uvadi, ze teploty okolo 30 °C limituji expanzi infekce, ale patogena Upln¢ nezahubi. Pti

ptijatelnych podminkach znovu dochazi k aktivaci spor (Agrios 1997).

JestliZe se nedodrZi nalezita opatfeni, muZe také dojit k napadeni hliz. Infekce je vyvolana
smyvem sporangii z listd do pady, kde pfichazeji do kontaktu s hlizou. K infekci maze dojit i
Vv pribéhu sklizné hliz ¢i béhem jejich manipulace. Moznost infekce je nicméné ro¢nikova za-
leZitost, ktera je také ovlivnéna chemickou ochranou, vybérem odriid, velikosti hritbkl a pted-
¢asnym likvidovanim naté (Hausvater & Dolezal 2014; Stevenson et al. 2001). Kli¢ici zoospory
a sporangia napadaji hlizy, v kterych se potom rozsifuje mycelium. Tyto hlizy jsou v nasledu-
jicim roce zdrojem primarni infekce. Rostliny po vykli¢eni nevykazuji Zadné symptomy napa-

deni, choroba je patrna az za vhodnych podminek (Vokal et al. 2013).

3.1.4.2 Pohlavni rozmnoZovani

Na rozdil od nepohlavniho typu rozmnoZovéni, kde dochazi k opakovani infekéniho
cyklu nékolikrat béhem vegetaéniho obdobi, tak u pohlavniho rozmnozovani P. infestans je

cyklus dokoncen jen jednou v pribéhu vegetacniho obdobi (Kessel & Forch 2006).

Do 80. let 20. stoleti, se pfedpokladala moznost jenom nepohlavniho zptsobu rozmnoZo-
vani. Zaznamenan byl jen vyskyt pohlavniho typu Al. Mexiko bylo jednim z mist, kde byly
objeveny oba pohlavni typy, a tudiZ mohlo dojit k pohlavnimu rozmnoZzovéni patogena. Z Me-
xika byl patogen dopraven nejdiive do Evropy, odkud potom expandoval o 1 do ostatnich ¢4sti
svéta. Vyskyt obou pohlavnich typi nebyl tedy orientovan jen na Mexiko (Stevenson et al.
2001). V roce 2003 byla piitomnost obou pohlavnich typti také zaznamenana v Ceské republice

(Mazékova et al. 2000).



Specifickym znakem pohlavniho rozmnoZovéni je pfitomnost pohlavnich typi Al a A2.
Jestlize dojde ke spojeni hyf obou pohlavnich typti, nastdva vytvaieni oospor, které vznikaji
splynutim oogonii a antheridii (Juroch 2011). B€hem tohoto vzajemného plisobeni obou typt
nastava utvareni specifickych feromoni, které napomahaji tvorb¢ téchto gametangii (Mazékova
& Téaborsky 2005). Diky velmi silné bunécné sténé jsou oospory schopné pieckat nepiiznivé
podminky, naptiklad mraz a sucho. V ptidé mtzou piezit i nékolik let (Stevenson et al. 2001).
Bylo prokéazano, ze po dobu dvou dnit mizou oospory pieckat velmi nizké teploty (-80 °C), ale

také mohou prezit teploty do 35 °C (Drenth et al. 1995).

U tohoto patogena byla i dokazana polyploidie. U izolati, které byly ziskané z Velké
Britanie bylo zjisténo vy$si mnozstvi DNA nez u izolatt z Mexika. Tenhle vyssi pocet chro-
mozomovych sad, konkrétné tetraploidie, dovoluje britskym izolatim snazsi adaptaci k chlad-

néj$im podminkdm (Sansome 1977).

K pohlavnimu rozmnozovani dochazi tehdy, pokud jsou vytvoteny idealni podminky pro
vyvoj choroby. Oospory infikuji spodni listy, kde jsou chranény pied fungicidnim postiikem.
Na rostliné pak mzou oospory vydrzet i za neptiznivych podminek, dokud se nevytvofii pfija-
telné podminky (Drenth et al. 1995). V prib&hu tohoto typu rozmnozovani dochazi k vytvareni
geneticky variabilnich populaci P. infestans, které dokazi pfemoci rezistenci hostitele (Cooke

et al. 2003). V Priloze III je zobrazen zZivotni cyklus patogena P. infestans.

3.1.5 Priznaky napadeni a zdroj infekce

Zdrojem infekce je zejména infikovana sadba. Dal§im zdrojem, o kterém se debatuje jsou
odolné oospory preckavajici v ptidé€, na zietel je tieba brat 1 plevelné brambory (Hausvater et

al. 2011a).

Symptomy choroby vyvolané P. infestans se mtizou rozsitit na celé rostliné bramboru
(Stevenson et al. 2001). Pokud je primarn¢é zasazena sadba, patogen systémoveé expanduje
z hlizy do rostliny. Nejdfive nastavaji projevy choroby na vegetacnich vrcholech, potom se in-
fekce rozsituje pres fapiky k listim a také na stonek. Skvrny na listech zapfi¢inéné sekundarni
infekci jsou obycejné Sedo-Cerné, vodnaté, mizou i nekrotizovat (viz PFiloha VI) a béhem ide-

alnich vlhkych podminek se utvaii na spodni strané listu, na rozmezi napadeného a zdravého



pletiva, vrstva sporangiofort. Pfitomnost 1ézi se pozménuje na zaklade€ klimatickych podminek

a stafi rostliny (Juroch 2011).

Sporulovat mtize patogen také na stonku. Sporulace avSak nastava jen za idealnich pod-
minek, naptiklad za vysoké relativni vlhkosti (100 %) ¢i vysoké vlhkosti povrchu rostlin a tep-
lot, které se pohybuji v rozmezi 12-24 °C. Tyto piedpoklady by mély vytrvat alespon po Cas 8
hodin. Symptomy nakazy se vyskytuji nejdiive na apikalnich ¢astech rostliny ¢i na rozhrani

stonku a fapiku (Stevenson et al. 2001).

Symptomy choroby lze zezacatku objevit jen lokaln€, kdy se patogen rozsifuje jenom
kolem rostlin pochézejicich z nakazené sadby, az poté zaznamendvame rozlehlejsi vyskyt
(Juroch 2011). Stevenson et al. (2001) uvadé&ji, Ze na rostlindch rajcete 1ze snadno, obzvlasté po
zaschnuti skvrn zaménit chorobu se symptomy vyvolané Botrytis spp. V Priloze VIII je ukazka

napadenych plodi rajcat plisni bramborovou.

U infekce hliz se symptomy choroby zprvu vyskytuji jako tmavé skvrny (Prokinova
2014). Léze jsou na hlizach zpocatku mén¢ vyrazné a maji Sedivou barvu, potom se mizou
propadat (Juroch 2011). Pfechod mezi napadenym a zdravym pletivem je na prvni pohled zie-
telny (viz Priloha VII). Napadené pletivo neni hladké a patogen se miize dostat do rozlicnych
hloubek hlizy (Stevenson 2001). Béhem rozkrojeni hlizy jsou viditelné obzvlasté po okrajich
hnédo-Cervené skvrny (Prokinova 2014). Hlizy miZou byt sekundarné infikovany dal§imi hou-
bovymi patogeny, lze tedy zminit napfiklad Fusarium spp. a Phytophthora erythroseptica (Ste-
venson 2001).

3.1.6 Metody ochrany

V nynéj$im obdobi je nejhojnéji vyuzivana integrovana ochrana rostlin proti Phytopht-
hora infestans, ktera se zaobira predevsim preventivnimi opatfenimi proti patogenu, uzivanim
fungicidnich ptipravkl a zakoncovanim vegetacniho obdobi pomoci odstranéni naté (Hausvater
& Dolezal 2014). Fungicidni ptipravky se zatim nezdafilo vyloucit, a jsou tedy vyznamnou
slozkou ochrany. Ochrana by ovSem méla byt pokazdé cilend s ohlédnutim na vyvoj pocasi a

odridu (Vokal et al. 2013).



3.1.6.1 Rezistentni Slechténi

Haverkort et al. (2008) uvadéji, ze naklady v souvislosti s ochranou proti P. infestans jsou
velmi vysoké. Vydaje na samotné chemické ptipravky byly v Nizozemsku ustanoveny piiblizné
na 330 EUR na hektar za jedno vegetacni obdobi (Haverkort et al. 2008). Mnozstvi vjezdu do
vegetace, v souvislosti s pouzitim chemickych pfipravki na ochranu rostlin, se pohybuje u pés-
titelti ze severni Evropy v rozmezi 10—15 za vegeta¢ni obdobi. Tudiz je velmi prospésné Slechtit
rezistentni rostliny k P. infestans. Snizi se tim mnozstvi nezbytnych chemickych zakrok proti

chorobé¢ a omezi se tedy i vlivy na Zivotni prostiedi (Jones et al. 2014).

Vici P. infestans jsou znamy dva druhy rezistence (Sedlak et al. 2005). Prvnim druhem
je vertikalni rasové specificka rezistence, ktera je typickd zamétenim jen proti konkrétni rase.
Rizeni tohoto typu rezistence je navozeno majorgenem, tudiz genem velkého u&inku. Tento
druh rezistence je postaven na teorii ,,gen proti genu®, kde gen rezistence hostitele je spustén
genem avirulence patogena (Véchet 2012). Rostlina Solanum demissum Lindl. byla vyuzita pro
ucely Slechténi Solanum tuberosum ssp. tuberosum, jako zdroj vertikalni rezistence k P. in-
festans (Wastie 1991). Vné&jsi podminky nemaji vliv na rezistenci fizenou majorgenem (Chlou-

pek 2008). Klasifikovano bylo podle této rezistence 11 R-genti (Malcommson & Black 1966).

Druhym druhem je rasové nespecificka rezistence, ktera je fizena vyS$$im mnozstvim genti
(Ross 1986). Rostliny mohou zareagovat na vSechny rasy patogena. Tento druh rezistence je
ovSsem komplikovany, ponévadz je podmifiovan vnéj§imi podminkami (Véchet 2012). Chlou-
pek (2008) uvadi, Ze vyznam této rezistence je niZsi, ovSem jestlize nastane vytvoieni novych

ras, nenastava vétSinou jeji prekonani.

V soucasné dobé mohou péstitelé brambor vyuZit naptiklad odriidu ,,Bohemia®, ktera je

odolna k plisni bramboru (Vv nati i na hlizach) (vesa-velhartice 2019).

3.1.6.2 Nechemické metody

3.1.6.2.1 Preventivni opatieni

Vhodn¢ vybrané péstitelské postupy zajist'uji snizeni vyskytu P. infestans. Jde ptedevsim

o preventivni opatfeni a poté spravné zvolenou poskliziiovou manipulaci.



Volba odriidy je pro pocatek péstovani velmi vyznamna. Vybrany by méli byt kvalitni a
odolné odrudy vici P. infestans, které jsou rovnéz idealni pro konkrétni péstitelskou plochu.
Neni avsSak pravidlem, Ze velmi kvalitni odrudy jsou ty nejodolnéjsi. Podstatné je téz odlisit,
ktera odriida je citlivéjsi k napadeni nati, a ktera k napadeni hliz, a zvolit podle tohoto fungi-

cidni ochranu (Hausvater & Dolezal 2014).

Nasledujicim vyznamnym kritériem je vybér stanovisté, ktery je velice dulezity v pre-
venci vaci uréitému patogenu. Vybirany by méli byt lokality, které nejsou vlhké, zastinéné a
utuzené. Obzvlasté nachylné odridy by se méli péstovat v prijatelném prostiedi (Vokal et al.

2013).

Biologicka ptiprava sadby pojima procesy, které uspisi jeji vzchazeni. Touto aktivitou se
v prubéhu epidemického §ifeni choroby zrychluje vzchazeni sadby, je tedy navozovan zvyseny

vynos plodiny (Hausvater & Dolezal 2014).

Vhodna vyziva je dilezitym aspektem zapojeného a silného porostu. Rostliny, jenz nej-
sou uspokojiveé vyziveny, ¢i obracené maji urcitych prvki nadbytek, 1épe vzdoruji napadeni
(Hausvater & Dolezal 2014). Vokal et al. (2013) uvadgji, ze je podstatna také piitomnost piija-

telného hoft¢iku.

U ochrany hliz mé Gprava hriibkl klicovou tlohu. Vyznamné je jejich vhodné a ptijatelné

nahrnuti. Puda zde vytvafti ochranu pied kontaktem spor a hliz (Vokal et al. 2013).

Predskliziiové postupy zacleniuji desikaci, ¢i poruseni naté. K infekei hliz mize dojit kon-
taktem s napadenou nati ¢i ptimo ze sklizeciho stroje. Riziko napadeni navic zvySuje mecha-
nické poSkozeni hliz. Jestlize se pfed sklizni objevi, Ze jsou infikovany hlizy, oddali se doba
sklizn¢€. Hojné infikované hlizy se poté skladuji v prostorach, které jsou pro n¢ urcené a nasle-
dovné jsou tfidény. Bramborové hlizy by mély byt ukladany do skladi, které jsou vétratelné

(Hausvater & Dolezal 2014).

3.1.6.2.2 Odstranéni naté

Ucelnou ochranou pted infikovanim hliz je odstranéni naté, a to jednak chemicky ¢i me-
chanicky. Tim je zakoncena vegetace a zmirnéno nebezpeci napadeni hliz. O zakonceni vege-

tace odstranénim naté se obecné uvazuje, pokud je infikovano 5-20 % nadzemnich ¢asti rostlin.
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Pieruseni vegetace se oviem provadi s poohliZzenim na predpokladany vyvoj pocasi (Cepl et al.
2009).

3.1.6.3 Chemické metody

Fungicidni ochrana vuci P. infestans si poklada za cil zamezit napadeni naté a rozmachu
puvodce choroby dale ve vegetaci. Cilem je téz zabranit napadeni hliz. V nynéjSim obdobi je
k dispozici na tuzemském trhu kolem 50 piipravki (konkrétné podle Rostlinolékatského por-
talu k 7.2.2019 = 85) na ochranu vuci P. infestans, které zahrnuji okolo 21 (detailngji dle Rost-
linolékaiského portalu k 7.2.2019 = 27) ucinnych latek. Podstatné je avSak zachovavat antire-
zistentni strategie, napiiklad vyuzivat vice rozlicnych piislusnych t¢innych latek (Hausvater &

Dolezal 2014).

Obdobi pocatecni aplikace fungicidniho ptipravku se urcuje podle predpovedi vyskytu
patogena, Ci dle rozvijeni vegetace. Aplikace se opét provadi podle instrukci na etiketé. Vy-
znamné je monitorovat vyvoj pocasi a za destivého a chladnéjSiho vyvoje aplikovat ptipravek

Cast&ji. Nafedéni pfipravku vodou by mélo byt 400 1/ha a vice (Hausvater et al. 2011a).

Pocatecni zasah fungicidnim piipravkem se uskuteciiuje jako prevence vici urcité cho-
robé& a pouzivaji se obvykle kontaktni fungicidy, kuptikladu na bazi mankozebu ¢i metiramu.
Nésledny postiik se provadi pfed a na zacatku rozmachu infekce. Nejefektné€jSimi ptipravky
pro tyto terminy jsou kontaktni fungicidy, nasledné poté fungicidy systémové a lokaln¢ systé-
mové. Zaverecna aplikace fungicidnimi pfipravky by méla byt realizovana na konec vegetace,

ochrana by se méla zaméfovat zejména na hlizy (Vokal et al. 2013).

3.1.7 Prognoza a signalizace vyskytu

Piedpovéd’ vyskytu choroby pojimé prvni brzké oSetfeni, které by mélo byt predev§im
preventivni. Zékladnim prvkem pro stanoveni prvniho oSetieni je pouZiti negativni prognozy,

¢i rozliénych prognostickych metod (Juroch 2011).

Metoda negativni progndzy posuzuje data v souvislosti s klimatickymi faktory ve vztahu
k P. infestans. Stanovuje dobu, kdy by se choroba neméla ve vegetaci vyskytovat (Iglesias et
al. 2010). Nasledujici metodou ve spojitosti s pozorovanim pocatecniho vyskytu choroby je
pocitacovy model BLITECAST, ktery je schopen stanovit i jeji nasledné rozsifovani. Zohled-

nuje data tykajici se teploty, vlhkosti, srazek a uvadi i moznost vyhovujici volby a doby aplikace
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fungicidniho oSetieni (Taborsky & Dolezal 2006). Nasledn¢ je mozné také definovat model
LATEBLIGHT, ktery je schopen monitorovat prubéh pocasi, vyvojové stadium hostitelské
rostliny a napodobuje aplikaci fungicidniho zasahu (Andrade-Piedra et al. 2005).

Podle negativni progndzy vyskytu patogena se uskuteciiuje signalizace pocate¢niho za-
sahu. Pocate¢ni osetfeni podle signalizace se realizuje, nabyde-li hodnota kritického ¢isla 150.
Jde ptedevsim o oSetieni porostil v polohach citlivych ke vzniku infekce a u méné odolnych
odrid, a to podle prognostickych metod, ¢i v souvislosti na vyvojové fazi rostliny (Juroch

2011).

3.2 Rezistence k fungicidiim

JestliZe je hojné a pravideln€ vyuZzivan urcity fungicidni ptipravek, ¢i fungicidy z totozné
chemické skupiny, je pravdépodobné, ze se diive nebo pozdéji u patogena vyskytne k témto
latkam rezistence. Kuck (2005) uvadi, ze se fungicidy ukazuji vétsi mérou citlivé ke vzniku
rezistence nez insekticidy ¢i herbicidy a spousta houbovych patogent poskozujicich rostliny je
povéstnych pro obzvlasté velky potencial vzniku rezistence. Rezistence k fungicidiim miize byt
formulovéna jako dédi¢nd a permanentni adaptace patogena fungicidu, s kone¢nou redukova-
nou sensitivitou patogena k fungicidu. Rozvijeni rezistence je disledkem genetické mutace jed-
noho ¢i mnoha genil najednou, ktera pfinasi patogenu moznost pfemoci uc¢inek fungicidu. Za
proménlivost sensitivity patogena k fungicidu, respektive k jeho u¢inné latce nesou odpovéd-
nost mimo major gentl i minor geny, které jsou v interakci s major geny odpovédnymi za rezi-

stenci (McGrath 2001).

Populace patogent mtizou k fungicidu mimo citlivosti projevovat téz dédi¢nou nebo pfi-
rozenou rezistenci, ktera se poklada za uz ptirozeny typ rezistence, ktera tvoii jakousi piiroze-

nou piekazku vyuziti fungicidu (Brent & Hollomon 2007b).

Abychom rozuméli dynamicnosti vzniku rezistentnich subpopulaci, je vyznamné pozo-
rovat jednak citlivost osetfenych a neosetienych populaci k pfipravku, ale i epidemiologicka
kritéria, napfiklad virulenci, fitness, distribuci pohlavnich typa a frekvenci sexualni rekombi-
nace (Gisi et al. 2000).
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Na citlivou ¢ast patogenni populace ucinkuji fungicidy efektivng, mala ¢ast v populaci
patogena nesouci mutaci, kterd zptisobuje rezistenci je schopna piezit, namnozit se a pod se-
lekénim tlakem fungicidu se stat v populaci patogena dominantni. Ekologické fitness rezistent-
nich houbovych patogeni poté budou kli¢ové pro vytrvani selektovanych rezistentnich geno-
typt v populaci. Ponévadz, ale rezistentni izolaty maji Casto slabsi fitness nez ty citlivé, nemt-
Zou prosperovat za neptitomnosti selek¢niho tlaku fungicidu. V této situaci by se Cetnost rezi-
stentnich izolatl v patogennich populacich dala zmirnit se zakoncenim aplikace ptipravku. M-
zou téz byt situace, kdy jsou rezistentni izolaty obdobn¢ zivotaschopné jako ty citlivé a mizou
vytrvat delsi obdobi dokonce za neptitomnosti tlaku fungicidu. Napftiklad je mozné v této situ-
aci uvést rezistence urcitych fytopatogennich hub (kupiikladu lokality s vysokou ¢etnosti rezi-
stentnich izolatd u polnich populaci E. graminis) vici benzimidazolovym ¢i strobilurinovym
fungicidim (Brent & Hollomon 2007a; Gisi et al. 2000; Ma & Michailides 2005; McGrath
2001).

Jestlize mame v imyslu piedpovidat rozvoj rezistence u patogenu, tak je nevyhnutelné
vzit v iivahu zpétnou vazbu spojenou s hustotou jeho populace (Van den Bosch & Gilligan
2008). Rychlost, s jakou se rezistence rozviji, je téZ ve spojitosti s epidemiologickymi kritérii
specifickymi pro urcity patogen nebo chorobu. Nedlouhy generacni Cas, zpisobilost nakazit
hostitele ve vSech stadiich jeho Zivotniho cyklu (coz pozaduje opétovnou aplikaci fungicidu),
pfitomnost pohlavniho stadia v zivotnim cyklu, zna¢ny rozsah sporulace a dostate¢na zpisobi-
lost spor §ifit se mezi rostlinami, porosty a regiony, vede k navySeni nebezpeci vzniku rezis-
tence (Brent & Hollomon 2007a).

3.2.1 Typy rezistence

3.2.1.1 Kuvalitativni rezistence

Rezistence k ur¢itym fungiciddm muize byt dusledkem modifikace jednoho zéasadniho
genu. Rezistence v této situaci sméfuje k uplnému poklesu kontroly nad chorobou, které neni
mozné zabranit ani aplikovanim vysSich davek, ¢i opakovanym pouzitim fungicidu. Tento typ
rezistence je obvykle pojmenovan jako kvalitativni rezistence. Ptikladem je rezistence viici
benzimidazolovym fungicidim (kuptikladu benomyl, thiophanate-methyl), ktera plyne z pro-
storové zmény cilového mista fungicidu u riiznorodych patogenti ¢i k latkam z kategorie Qol

inhibitord (McGrath 2001, 2005; Wyenandt et al. 2008).
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3.2.1.2 Kvantitativni rezistence

Jestlize rezistence vystupuje z modifikace nékolika vzajemné pusobicich gend, patogeny
v souvislosti s mnozstvim genovych mutaci (zmén) vykazuji riznorodou sensitivitu k fungi-
cidu. Proménlivost v citlivosti v ramci populace je unimodalni ¢i kontinualni a selekce se vy-
skytuje ve specifickém sméru. Rezistence v této situaci zhorSuje schopnost chemického oset-
feni vuéi chorobg, avsak vyuzitim vysSich davek ¢i pravidelnéj$im pouzivanim fungicidu mutze
byt choroba zmirnéna. Teprve néasledna selekce v genetické vybave patogenu mize nasledovné
zaprticinit uplny pokles moci nad chorobou. Jedna se o takzvanou kvantitativni rezistenci. Kvan-
titativni rezistence se vytvari k takzvanym multi-site fungicidiim, které zasahuji do vice pozic
metabolismu patogenu, jestlize se u patogenu vyskytne zdroven nékolik mutaci. Tento typ re-
zistence je predstavovan téz ve spojeni s rezistenci k inhibitorim demethylace (DMI) (McGrath
2001).

3.2.1.3 Kifizova rezistence

Mechanismy t¢inku rozmanitych fungicidi uvnitt kazdé ze zminénych skupin jsou velice
obdobné ¢i stejné. Patogenni populace, ktera je rezistentni k jednomu fungicidu v ramci jisté
skupiny, bude nejspiSe rezistentni i k dal§im piipravkiim téze skupiny. Tato zalezitost velice
omezuje kontrolu rezistence. Jestlize se jednou rozvine rezistence k jednomu fungicidu, dalsi
piipravky ze stejné kategorie nejspiSe budou méné ptisobivé ¢i zcela nepisobivé (Brown 2002;
McGrath 2001). KfiZova rezistence muze byt téZ avsSak jen parcialni a nové latky z té samé
skupiny miizou byt vice G¢inné nez ty starsi, viiéi kterym byla rezistence zpozorovana. Uroven
ktizové rezistence se téZ odliSuje mezi individualnimi izolaty (Brent & Hollomon 2007a). Kii-
zova rezistence byla zjisténa u DMI (kupiikladu triadimefon a myclobutanil) i Qol inhibitort
(naptiklad azoxystrobin a kresoxim-methyl) (McGrath 2001). Vyskytnout se mliZe téz takzvana
negativni kiiZova rezistence. Proslulymi vzory jsou dvé kategorie fungicidli — fenylkarbamaty
a benzimidazoly, které maji totozny mechanismus ti¢inku (cilovym usekem je B-tubulin), avsak
podstatné se odliSuji v t¢innosti. Vyména aminokyseliny na kodonu 198 v cilovém B-tubulinu
navozuje rezistenci vuc¢i benzimidazolu, av§ak soucasné zapricinuje sensitivitu patogenu k fe-
nylkarbamatiim. Vystaveni patogenu dvéma fungicidim majicim tuto negativni kiiZzovou rezi-
stenci by mélo zmirnit nebezpeci vytvoreni rezistence k jejich soucastem, ponévadz posunuti
k rezistenci u jednoho pfipravku automaticky navozuje sensitivitu k druhému (Brent & Hollo-
mon 20074, b).
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3.2.1.4 Mnohonasobna rezistence

Ve srovnani s kiizovou rezistenci, u mnohonasobné rezistence patogenni populace proje-
vuji vytvoreni rezistence k fungicidiim vice nez jedné chemické skupiny. Intenzivni vyuzivani
nebezpecnych fungicidii z rozliénych chemickych kategorii muze, jestlize nejsou monitorovany
zasady nalezité kontroly rezistence, smefovat k vytvoieni mnohonasobné rezistence (Gallian et

al. 2002).

V pisemnych zdrojich byva odliSovana také takzvand polni rezistence, kterd zobrazuje
jenom vyskyt rezistentnich variant v polnich populacich (o jakémkoliv mnozstvi nebo urovni
napadeni) a skute¢nou rezistenci (,,practical resistance), kterd vyobrazuje absolutni pokles

ucinnosti (Brent & Hollomon 2007a; McGrath 2001).

3.2.2 Molekuliarni mechanismy rezistence

Mezi primarni molekularni mechanismy rezistence patogenu k fungicidim se fadi 1) mo-
difikace cilového useku, na ktery ma uc¢inna latka piasobit, kdy dochazi ke snizeni schopnosti
navazani fungicidu, 2) syntéza odliSného (zastupného) enzymu, schopného substituovat cilovy
enzym, 3) Zesilend syntéza cilovych usekl, vici kterym ma fungicid u€inkovat, 4) omezeny
ptijem fungicidu, 5) metabolické rozloZeni fungicidu, 6) poptipadé dalsi dosud neznamé me-

chanismy (Ma & Michaillides 2005).

3.2.2.1 Molekularni mechanismy rezistence kK vybranym skupinam fungicidi

Rezistence k benzimidazolovym fungicidim, dosud objevena u nékolika skupin houbo-

vych patogent, je vV povétSing pripadech ve spojitosti s bodovymi mutacemi genu pro -tubulin,
které jsou spojené s vyménou sekvenci aminokyselin, pfitom mutace na riznorodych kodonech
genu pro B-tubulin ¢i rozliéné zdmény na totozném kodonu miiZou vyustit v riizny stupen rezi-
stence vuci benzimidazolim (Ma & Michaillides 2005; Steffens et al. 1996). U urcitych druha
patogenti jsou tyto mutace ve spojitosti s pleiotropnim ucinkem inhibujicim vyvoj mycelia bé-
hem nizkych ¢i vysokych teplotach. V téchto situacich by byly rezistentni izolaty v nevyhodé¢.
Ma & Michaillides (2005) tudiz predkladaji myslenku pouzit informace o citlivosti rezistent-

nich izolat vici teploté, aby mohla byt zavedena nélezita strategie aplikace fungicidu.

15



Inhibitory demethylace (DMI) potlacuji C-14a-demetylaci 24-methylendihydrolanosterolu,

prekurzoru ergosterolu u hub. Rezistence k fungicidim této kategorie je u urcitych hub zapfi-
¢inéna mutaci genu CYP51 pro 14 a-demetylasu (eburicol 14 a-demetylasu), ¢i jeho overex-

presi (Kunz et al. 1997; Ma & Michaillides 2005).

Za rezistenci ke Qol inhibitorum odpovida v povétsing piipadi bodova mutace v genu

pro mitochondrialni cytochrom b sméfujici k vymén¢ aminokyseliny z fenylalaninu na leucin,
glycinu na alanin (G143A) ¢i glycinu na serin (objeveno v laboratornim prostiedi fizenou mu-
taci u Qol rezistentniho druhu Magnaporthe grisea). Obdobn¢ jako u rezistence k benzimidazo-
[im 1 riznorodé Grovné rezistence ke Qol se odrazi od mutaci rozli¢nych kodont (Gisi et al.
2002; Ma & Michaillides 2005). Ve spojitosti s hojné rozvinutym pouzivanim Qol fungicida
se mizou vyskytnout téz jiné mechanismy vytvoieni rezistence, naptiklad jak pfedkladad Mi-

guez et al. (2004) u druhu Mycosphaerella graminicola aktivaci alternativni oxidazy.

Fenylamidy

Ackoli se v poslednich 30 letech uskutecnilo mnoho vyzkum o zplisobu ptisobeni a me-
chanismu rezistence vuci fenylamidiim, pfedpokladané geneticka rezistence a lokalni mutace v

genomu nebyly az dosud objasnény (Miiller & Gisi 2012).

Davidse (1988) predpoklada, Ze mutace v genu RNA polymerazy je zodpovédna za rezi-
stenci, protoze endogenni RNA polymerdzova aktivita izolovanych jader P. megasperma a P.
infestans byla vysoce citliva na metalaxyl, kdyz byla ziskana z citlivych, ale ne z rezistentnich
jedinct. Tato hypotéza byla nedavno potvrzena Whisson et al. (2011), ktefi identifikovali spe-
cifickou genomovou oblast v rezistentnim izolatu P. infestans kodujici velkou podjednotku

RNA polymerazy I, ktera pii pfeméné na citlivém izolatu vedla k rezistentnimu jedinci.

Zodpoveédna mutace zplsobujici rezistenci byla identifikovana jako Y382F v genu RNA-
poll, ktery vykazoval souvislost s rezistenci k metalaxylu-M u asi 85% izolatt v terénu (Randall
et al. 2014). Neni tedy zcela jasné, zda by dalsi mutace v jiném genu, spojend nebo nespojena
s Y382F nebo dal§imi mechanismy méla podil na fenylamidové rezistenci, jak se predpoklada

po identifikaci lokust MEX I a MEX Il (Judelson & Roberts 1999).
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Mendelova segregace fenylamidové rezistence u potomkt F1 a F2 byla pozorovana ve
studiich kfizeni s P. infestans, coz naznacuje, ze fenylamidova rezistence je monogenni (Shat-

tock 1986, 1988) a je zaloZena na jednom netiplné dominantnim genu (Shaw & Shattock 1991).

3.2.3 Rezistence patogena Phytophthora infestans k fungicidium

Do roku 1970 se ptipady fungicidni rezistence vyskytovaly jen mimoiadn¢. Uvedenim
systémovych fungicidi do vSedni praxe, se ale tato odolnost rapidné navysila (Brent & Hollo-

mon 2007a).

Nebezpeci vzniku rezistence k fungicidim vyvstane, jestlize na individualni po sobé
jdouci generace patogenu ma vliv nepfetrzité totozna subletdlni koncentrace fungicidu. Tuto
hypotézu se pokusili ratifikovat védci na urcené skuping, kdy byla zkouména ptipadna rezis-
tence patogena P. infestans k fenylamidim. Béhem realizovani studie s rezistentnimi kmeny i
izolaty je bylo mozné selektovat in vitro, ale vyskytovalo se jisté nebezpeci, ze bud’to nebudou
patogenni anebo nenapadnou fenylamidem oSetiené rostliny. Vlastni vybér z rostlin bramboru
nezaznamenal po 11 generaci Zadné rezistentni kmeny. Opaénym smérem, vystaveni obdob-
nych organismii mutagenni chemické reakci (4¢inkovani nitrosoguanidinu) smétovalo k opat-
feni velmi vysoce fenylamidné rezistentnich virulentnich kmenti, které by mohly byt vyuzity
K napadeni oSetfenych rostlin. Rozdilné vysledky signalizuji, ze chemicky ¢i fyzikalné navo-
zend mutageneze muze poskytnout podstatnéjsi zavery nez vybérova rizikova rezistentni studie.
Pocatecni populace v laboratornim prostiedi je ptespfrili§ Uzkd na to, aby zafazovala veskeré
mnozstvi spontdnnich mutantd, které se vSedné nalézaji v polnich podminkéch. Pokud jsou ale
vyuzity mutageny, je ticba zamezit nebezpeci uvolnéni rezistentnich kment do oblasti s hosti-

telskymi plodinami (Brent & Hollomon 2007b).

Fenylamidy byly prvné uvedeny v roce 1977. Jde o fungicidni latky s charakteristickym
ucinkem k Oomycetes. Jako pfinos je mozné spatfovat listovou aplikaci, béhem které se Géin-
nou latkou oSetfi listova plocha a rostouci rostlina. Ur¢ité mnozstvi t€inné latky je pfijato rost-
linou a zbytek ptetrvava na rostlin€ a nasledovné dochazi k jejimu smyti destém ¢i pronikani
do ptdy v nasledku zrani nebo opadavani listi. U ptudni aplikace se ti€inna latka zapravi pfimo

do pudy, a to bud’to v kapalné formé¢ ¢i ve formé granuli (Patentovy spis CZ 287915 B6).

Rezistentni izolaty P. infestans k fenylamidiim se pozvolna staly vyznamnou soucasti po-

pulaci patogena v nékolika zemich. Pofad vSak maji fenylamidy dosud nezastupitelnou pozici
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ve fungicidni ochran¢ brambor (Gisi & Cohen 1996). Vyuziti fungicidl na zakladé (bazi) feny-
lamidii se v nyné&jsi dobé ztézuje, ponévadz bézna praxe se, i kdyz promeénlivé rok od roku,

potyka se zietelnou dynamicnosti ve vzniku a zaniku rezistentnich kment (Hausvater 1998).

Rezistence vici fenylamidim v populaci patogena P. infestans byla prvné vypozorovana
v roce 1980 ve Svycarsku, Irsku, Nizozemsku a Izraeli. Rozséhlé vyuzivani fenylamidnich fun-
gicidi sméfovalo k vysokému zvySeni rezistentnich kment P. infestans v roce 2004 (Elansky
2007).

Nezbytné bylo uvést na trh fungicid, ktery ma jiné slozeni. Uzitim fenylamidu s pfidav-
kem mankozebu ¢i cymoxanilu se omezila rezistence vii¢i samotnému vyuziti fenylamidu. Nej-
proslulejsi latkou z kategorie fenylamidi je metalaxyl. Tato uc¢innd latka potlacuje sporulaci a
rozristani mycelia v hostitelskych tkanich, av§ak ma slaby uc¢inek na sporangium ¢i klic¢eni
zoospor. Nicméng, uz v roce 1980 byla pfitomna v uréitych zemich i rezistence k metalaxylu,
coz v ten ¢as byl pomérné novy fungicid proti patogenum ze tiidy Oomycetes. Po uvedeni ob-
chodniho ptipravku Ridomil (s obsahem metalaxylu) do b&ézné praxe se rezistence k metalaxylu

u P. infestans pohotové zvysila. Tento fungicid ucinkuje velice selektivné v konkrétnim cilo-

vém misté, tudiz mutace velice lehce sméfuje k rezistenci (Mdller et al. 2009).

Rezistence puivodce plisné bramboru byla ve spojitosti s vyuzitim samotného metalaxylu,
ponévadz v zemich, kde se metalaxyl pouzival ve smésici s mankozebem se rezistence neuka-
zala (Brent & Hollomon 2007a). Antirezistentni strategie vi¢i nezadoucim organismim kromé
jiného zélezi na stfidani rozmanitych u¢innych latek. V roce 1993 byla nalezena latka dimetho-
morph. Dimethomorph je systémove plsobici fungicidni derivat morfolinu S rozdilnym mecha-
nismem U¢inku v porovnani s jinymi vyuzivanymi fungicidy. Pisobi na velké mnoZstvi orga-
nismu tfidy Perenosporea. U oSetfenych sensitivnich druhii zapti¢inuje morfogenezni obmény
bunééné stény, které vyvolavaji ukonceni vyvoje patogena. U dimethomorphu neni zndma kii-
zova rezistence s fenylamidy. Rezistentni kmeny doposud nebyly objeveny. Tato soucést je

vyznamnou U¢innou latkou v systému osetfovani brambor vuci P. infestans i za okolnosti

tvorby rezistence k ostatnim fungicidim (Brent & Hollomon 2007b).

Propamocarb reprezentuje lokaln¢ systémovou fungicidni uc¢innou latku, ktera je zastou-
pena v fadé reakci fazi syntézy fosfolipidli a mastnych kyselin, tim tedy limituje utvafeni bu-

néénych membran patogentl. Na bunééné roviné ovlivituje rozriistani mycelia, kli¢eni a tvorbu
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spor. V roce 1999 ovéfovali vyzkumnici v jiznim Némecku 76 izolatl na reakci propamocarbu

a jen 10 z nich bylo rezistentnich a 3 projevovaly evidentni citlivost (Méller et al. 2009).

3.2.4 Monitoring rezistence a moznosti omezeni vzniku rezistence k fungicidim

Urceni potencialu vytvofeni rezistence u monitorovanych druhti patogent, jeji sledovani
a instrukce, jak ji zabranit, jsou jednim z primarnich ptedpokladii pro pouzivani ochrannych
chemickych ptipravki v praxi. Nezbytné tidaje mizou pochazet z vysledki laboratornich zkou-
Sek, pokust v terénnich podminkach a zeméd¢€lské praxe. Laboratorni experimenty, které pou-
zivaji rozmanité techniky (mutace UV svétlem, chemickd mutace) vyvolavaji rezistenci a pfi-
nasi daje o mechanismu potencialni rezistence. Mechanismus vytvofeni rezistence mize byt
rozebiran na riznych rovinach — a) moelekularni (sekvenovani cilového genu, klonovani a roz-
poznani lokusii rezistence), b) genetické (zplsob segregace béhem kiizeni rezistentnich a sen-
sitivnich jedincti), ¢) biochemické (i¢inkovani fungicidu na cilovy usek), d) fyziologické
(transport a rozklad fungicidu), e) populaéni (pocetnost a agresivita rezistentnich jedinct) (Gisi
et al. 2000).

Metody, kterymi jsou zjistovany rezistentni jedinci jsou zalozeny na molekularnich mar-
kerech a biologickych zkouskach sensitivity. Standardné se pouziva in vitro a in vivo testovani
(ptfesun patogena — mycelium, spory — na fungicidem obohaceny agar, ¢i na fungicidem oSet-
fené Casti rostliny). Vyvoj molekularnich metod umoZiiuje zjisténi vzacné se nachazejicich mu-
taci navozujicich rezistenci pfi nejslabsich moznych cetnostech 10 : 10 000. Ke zjisténi bodové
mutace mtiZze byt pouzita PCR (polymerazova tfetézova reakce) za vyuziti ,,alelové specific-
kych primeri ¢i kompetentnich sond k prozkoumani namnoZzenych DNA fragmentli (Brent &
Hollomon 2007b). Pro sledovani rezistence se pouzivaji také epidemiologické a biologické cha-
rakteristiky patogenu, kuptikladu rozsifovani a piezivani patogena mezi vegetacnim obdobim

(Jarvis 2002).

wrwe

spravnému vyuzivani vyhradné nebezpecnych fungicidli. Plsobeni a cena fungicidniho pii-
pravku jsou poiad pro péstitele vice vyznamnéjsi nez nebezpeci vytvoreni rezistence patogentl,
ponévadz vyuziti managementu rezistence muze byt ndkladnéj$i a méné pisobivé nez pouziti
jediného konkrétniho fungicidu po celé sezéonni obdobi. Pfitom méné drahé fungicidni pfi-
pravky jsou patrné ¢asto vyuzivany hojnéji, kdezto ndkladné ptipravky jsou pouzivany ve zmir-

nénych mnozstvich ¢i v delSim casovém rozmezi. Skutecny vliv biochemickych, chemickych,
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epidemiologickych a genetickych nebezpecnych faktorti na rozvoj rezistence spociva na okol-
nostech vyuzivani fungicidu. Jestlize se patogen objevuje ojedinéle, kuptikladu diky nevhod-
nym klimatickym pomértim, pouzijeme fungicidni pfipravek téz ojedinéle ¢i rotacné nebo
v kombinaci s odliSnymi druhy fungicidi a vyuzivame taktéZ nechemické metody ochrany.
Jestlize mohou ptedchozi plodiny poslouzit jako zdroj nakazy pro dalsi plodiny, mél by byt na
nasledovné plodiny uzit jako prvni fungicid z odli$né chemické kategorie, nez jaky byl fungi-
cidni ptipravek naposledy vyuzivany na ptfedchozich plodinach. Systematicka klasifikace vSech
piipadnych nebezpecnych podminek a faktord, za kterych je fungicidni ptipravek pouzivan,
kuptikladu stfidani a michani fungicidl, nacasovani jejich vyuziti a jak Castokrat jsou pouzi-
vany, poskytuje ustanovit miru nebezpeci vytvoteni rezistence a kompetentni strategie béhem

vyuzivani ochrannych ptipravkl (Brent & Hollomon 2007b).

3.3 Fungicidy

Fungicidy zatazujeme k prostfedkim na ochranu rostlin vii¢i houbovym patogentim.
Chemicky rozsah ptipravki s antifungalni ¢innosti je rozmanity a obsahuje pripravky s u¢innou
latkou organického, ale také anorganického ptivodu. Tyto piipravky muzeme rozélenit podle
chemické povahy 1 dle moZznosti jejich pouZiti, tedy na pfipravky aplikované do pidy ¢i na
nadzemni ¢asti rostlin nebo aplikované po sklizni ochranujici skladované plodiny pted houbo-
vymi patogeny. Dle funkce mizeme tyto ptipravky roz€lenit na: a) protektivni fungicidy, které
snizuji vyvoj patogenu (inhibuji sporulaci ¢i na povrchu rostliny utvari podminky nezadouci
pro rozvoj patogenu) a b) kurativni, G€inkuji post-infekéné na rozsitujici se mycelium ¢i post-
symptomaticky, prostupuji do spor a také do mycelia a potlacuji patogena. Dle mista piisobeni

1ze fungicidy rozdélit na systémové a kontaktni (Ballantyne 2004).

3.3.1 Historie fungicidnich pFripravki

Fungicidni piipravky jsou vyuzivany k ochrané rostlin vii¢i houbovym patogentim uz
déle nez 200 let. Zezacatku byly vyuzivany zejména k ochrané¢ vinné révy a semen obilnin,
vyvojem Casu se jejich vyuziti rozvinulo na Siroké spektrum rostlinnych druht a jejich chorob.
Prvni organické fungicidy byly vynalezeny v roce 1934, poté nasledoval prudky rozmach che-
mickych piipravka v boji vii¢i chorobam rostlin. Antibioticky griseofulvin byl nasledujicim
milnikem na poli ochrannych pfipravkt. Tato sloucenina nebyla v zemédélstvi nikdy vyznam-
néji vyuzita, avSak zaznamenala systémovy ucinek jako mozny piistup k eliminaci chorob. Do
Sedesatych let 20. stoleti byly proti padli vyuzivany multi-site inhibitory a protektanty (Hollo-
mon & Wheeler 2002).
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Ptipravky zahrnujici chinomethionat, dithiokarbamaty a siru byly Castokrat pouzivany,
ale pouze na urcit¢ mnozstvi plodin. Pouziti té€chto fungicidi bylo snizeno kvili potfebné
dlouh¢ prodlevé mezi aplikaci a sklizni plodin, ale také kvili potfebnym vysokym davkam na
aplikaci a vysokymi ndklady, které vymezovaly aplikaci fungicidi pouze na velmi rentabilni
plodiny. Na konci Sedesatych a v priabéhu sedmdesatych let se na trhu vyskytlo mnozstvi no-
vych ptipravki se systémovou ucinnosti, napiiklad: benzimidazoly, fosforothiolaty, 2- amino-
pyrimidiny, karboxanilidy, dikarboximidy, morfoliny, fenylamidy a inhibitory demetylace ste-
rolu (DMI). V osmdesatych letech bylo uvedeno na trh ur¢ité mnozstvi triazolt, fadicich se do
kategorie DMI a také dva fungicidy z kategorie morfolind, konkrétné fenpropimorph a fenpro-
pidin. Poté v devadesatych letech bylo zavedeno mnoho novych latek za¢lenénych v Siroce pa-
sobicich Qol fungicidech — strobiluriny (kupftikladu kresoxim-methyl, azoxystrobin) a anili-
nopyrimidiny (cyprodinil), potom zejména na padli cileny spiroxamin a quinoxyfen, ktery pt-
sobi pouze vuci padli, ale na rozsahlé skale hostiteld (Brent & Hollomon 2007b). Pouziti sys-
témovych fungicidi navodilo celkové zlepSeni produkce, jednak svoji i€innosti, které bylo do-

sazeno pii nizSich davkach fungicidu, ale také cenovou pfijatelnosti (Hollomon & Wheeler

2002).

3.3.2 Vyvoj fungicidnich pfipravki a jejich uvedeni do praxe

Vyvoj novych fungicidnich piipravki a jejich uvadéni do bézné praxe by mél byt zavisly
na pfisnych kritériich. Fungicidy stale pfedstavuji nezanedbatelnou zatéz pro Zivotni prostiedi.
V poslednich letech se obecné prosazuje snizovani podilu rizikovych a toxickych latek. U nové
generace pfipravkll na ochranu rostlin se rapidné snizilo davkovani na hektar. Novéjsi druhy
fungicidnich pfipravkl jsou vyuZivany povétsinou diky lepSimu plsobeni, v pomé&rmné nizkych
mnozstvich, avSak to zpravidla nezarucuje jejich slabsi dopad na Zivotni prostiedi a necilové

organismy vSeobecné (Brent & Hollomon 2007b).

Cilem by tudiZ mélo byt snizeni dopadu piipravki na ochranu rostlin k Zivotnimu pro-
stfedi na minimum. Jedna z hlavnich zéasad efektivniho postupu v uzivani ptipravkl na ochranu
rostlin je také ureni nebezpeci rezistence a zaevidovani ptipadu jejiho pocatku v zemédéelské
praxi. Prezentovani uc¢innych postupti ve vyzkumu a rozvoji novych latek, je tudiz nepostrada-

telné pro prevenci rezistence (Russell 2002).
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Ptipadny novy piipravek je ovéfovan ve skleniku a laboratofi na rozliénych druzich hou-
bovych patogenil (na pravych neselektovanych a rozmanitych populacich), nasledovné podléha
téz polnim experimentim, kdy je ovéfovan na velkém mnozstvi patogent infikujicich pésto-
vané rostliny v rozlicnych regionech a zemich po cas urcitého poctu sezon. Jestlize se ve vSech
vyzkumech ukéaze totozna ucinnost vici dilezitym patogentim, jsou zaclenény do nasledného
prizkumu (nasledovna kontrola efektivity mtize byt pouzita jako ukazatel mozného rozvoje

rezistence) a eventualniho zavedeni na trh (Brent & Hollomon 2007a, b).

Registrace nového ptipravku je pomaly proces. Pied registraci nového fungicidu je sta-
novena primarni Groven sensitivity patogena k novému piipravku, ktera ukazuje urcitou diver-
zitu v populaci patogena a zajistuje méfitko pro zhodnoceni nasledovnych zprav o omezené
ucinnosti fungicidu. Pied registraci fungicidu k obchodnimu vyuZiti jsou téz uskuteénény po-
kusy stanovujici nezbytnou davku piipravku. Déavka nového fungicidu stanovena pro registraci
je nejnizsi davka zajiStujici kontrolu pii realizovanych zkouSkach na ucinnost pfipravku.
leni vyvoje rezistence (kvantitativni, viz vySe v textu) u patogena, ponévadz muze poskytnout

pieziti druhtim se stiedni rezistenci (Russell 2002).

3.3.3 Rozdéleni fungicidi

3.3.3.1 Kontaktni fungicidy

Kontaktni fungicidy jsou nesystémové ptipravky. Jsou z velké ¢asti uréeny k preventiv-
nimu pouZiti, ¢i jako dodatek k systémovym fungicidim. Aplikuji se na povrch rostliny, kde
rovnou u¢inkuji na patogena a potlacuji tak jeho vyvoj pied vstoupenim do pletiva rostliny.
Jsou charakterizovany jako takzvané multi-site fungicidy, které u€inkuji nespecificky na né€ko-
lika usecich metabolismu patogena. Kontaktni fungicidy (kuptikladu dinocap, chlorothalonil)
jsou méné sensitivni k vytvoreni rezistence nez systémové a translaminarni fungicidy s charak-

teristickym zpiisobem u€inku (McGrath 2001).

3.3.3.2 Systémové fungicidy

Ptipravky s translaminérni ¢i se systémovou ¢innosti pisobi v jediném urc¢itém bod¢ me-
tabolické drahy patogena, jsou téz charakterizovany jako takzvané single-site fungicidy. K je-
jich rozSifovani v rdmeci rostlinného pletiva mize dochdzet symplastickou cestou (obsahuje pii-
jem a distribuci ze zdroje do sinku) ¢i apoplastickou cestou (ovliviiovano difuzi a rychlosti

transpirace) (Neumann & Jacob 1995).
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Prednosti systémovych piipravki je, Ze rostliny nemuseji byt az tak peclivé oSetfeny ve
srovnani s kontaktnimi ptipravky. U¢innd latka systémového piipravku je rozmistovana
v ramci celé rostliny a je schopna umoznit ochranu vii¢i patogenu téz v oblastech, které nebyly
pfimo zasazeny piipravkem. Diky systémovym fungicidiim je tedy mozné regulovat vyvoj pa-
togent I na spodni strané listd (McGrath 2001). Protoze je u¢inek systémovych ptipravkil za-
méien jen na jediny urcity bod metabolické drahy patogena, navysuje se nebezpeci vzniku mu-
tace, a tim 1 vytvoieni rezistence. Systémové fungicidy jsou obecné tedy v mnohem vétsi mite
nachylnéjsi k vytvofeni rezistence nez nesystémové fungicidy (protektanty) (Brent & Hollo-
mon 2007a).

3.3.4 Piiklady chemickych skupin pouZivanych proti houbovym patogenim (véetné P.
infestans) a jejich mechanismus pisobeni
Velké mnozZstvi registrovanych konvencnich fungicidnich ptipravki, které jsou pouzi-
vany v bézné praxi, mizeme zatadit do téchto nasledujicich kategorii: MBC fungicidy (methyl
benzimidazol karbamaty); DMI fungicidy (inhibitory demetylace); PA fungicidy (fenylamidy)
; CAA fungicidy (amidy karboxylovych kyselin); Qol fungicidy (inhibitory ubichinol oxidazy)
(FRAC 2018).

3.3.4.1 MBC - Methyl benzimidazol karbamaty

Do této kategorie Siroce pusobicich fungicidi se fadi dusikaté heterocyklické slouceniny
odvozené od benzimidazolu ¢i thiabendazolu. Primarni mechanismus jejich piisobeni je potla-
¢eni polymerizace mikrotubult jejich pfipojenim se na B-tubulin, eventualné na odlisné formy
tubulinu (Steffens et al 1996; Ballantyne 2004). V nedavnych letech komeréné dosazitelné pii-
pravky obsahovaly tyto aktivni latky — karbendazim, thiabendazol, benomyl, thiophanat-me-
thyl, thiophanat a fuberidazol. U nékolika Gi¢innych latek z této kategorie byla nicméné zazna-

menana rezistence U velkého mnozstvi houbovych patogenti (Miiller & Gisi 2012).

3.3.4.2 Qol — Inhibitory ubichinol oxidazy

Qol fungicidy s translaminarni a systémovou ¢innosti potlacuji mitochondrialni respiraci
zablokovanim elektronového ptenosu komplexem III, kde se poutaji na takzvany cilovy tsek
(misto), k b-typu cytochromu, nedaleko Qo centra. Zabranuji tedy proudéni protont, které jsou
vytvareny timto komplexem a cytochrom c oxiddzou, disledkem této ¢innosti je snizend pro-

dukce ATP (Gisi et al. 2002; Gisi & Sierotzki 2015; Ma & Michailides 2005).
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Qol fungicidy téz potlacuji kliceni spor. Ke Qol fungicidim se fadi tyto slouceniny —
azoxystrobin, fluoxastrobin, dimoxystrobin, famoxadon, enestroburin, fenamidon, kresoxim-
methyl, orysastrobin, metominostrobin, pyribencarb, picoxystrobin, trifloxystrobin, py-
raclostrobin. Azoxystrobin se fadi do chemické kategorie f-methoxyakrylati, coz jsou strobilu-
rinové derivaty. Strobiluriny jsou latky, které jsou izolované z dievokaznych hub Oudemen-
siella mucida — slizecka porcelanova a Strobillurus tenacelus — penizovka nahotkla, u kterych
byla objevena tvorba latek, které jim umoziovaly eliminaci konkuren¢nich organismu v okoli.
Na zaklad¢ téchto latek byly poté vytvoreny ucinné latky vici velkému mnozstvi houbovych

patogent (Knight et al. 1997).

3.3.4.3 DMI - Inhibitory demetylace

Tato kategorie zacleniuje dohromady ¢tyfi skupiny fungicidii, ze kterych se tfi skupiny
vyuzivaji v zeméd€lstvi — aminy (kdysi pojmenované morpholiny), DMI fungicidy a hydroxy-
anilidy. Uginné latky této kategorie zabraiiuji tvorbé ergosterolu u houbovych mikroorganismi
potlacenim demethylace sterolii. Potladeni syntézy ergosterolu piispiva k strukturalnimu a
funkénimu poskozeni cytoplasmatické membrany. Dil¢i skupiny se odliSuji v ur¢itych tusecich
cilového mista ptisobeni. DMI fungicidy tG¢inkuji na sterol C 14-demethylazu (imidazoly, pi-
peraziny, pyrimidiny, triazoly, pyridiny, triazolinthiony), aminy za¢lefiuji morpholiny, latky,
které inhibuji A14 sterol reduktazu a spiroketalaminy a piperidiny s odliSnymi zptsoby G¢inku
v nasledujicich postupech biosyntézy sterolt. Treti skupinou jsou hydroxyanilidy, které ucin-
kuji na 3-keto-reduktazu. Do této tfidy se fadi ucinna latka fenarimol (Hollomon & Wheeler
2002; FRAC 2018).

3.3.4.4 Chloronitrily

Chlorothalonil, uc¢inna latka této kategorie se vytvaii halogenaci riznorodych substituo-
vanych aromatickych fetézct. Chlorothalonil je Siroce ptisobici kontaktni fungicid, ktery zba-
vuje burnky patogena o thiolové ¢asti, oslabuje tudiz glykolyzu a tvorbu energie. Do této sku-
piny diive spadala G¢inna latka dinocap; nyni se fadi do skupiny — dinitrophenyl-krotonaty,
ktera je odvozena od dinitrofenolu, tato latka se fadi mezi kontaktni fungicidy s protektivnim a

kurativnim zptisobem té¢inku (Ballantyne 2004; FRAC 2018).
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3.3.4.5 PA — Fenylamidy

Mezi lety 1977 a 2007 bylo zavedeno sedm fenylamidovych molekul: metalaxyl a bena-
laxyl, v¢etn¢ odpovidajicich aktivnich isomerd (mefenoxam = metalaxyl-M a kiralaxyl = bena-
laxyl-M) oxadixyl, furalaxyl a ofurace, pti¢emz posledni dvé byly stazeny z trhu (Hermann &
Gisi 2012). Fenylamidy inhibuji polymerizaci pii biosyntéze ribozomalni RNA u tfidy Oomy-
cetes (Fischer & Hayes 1982).

Davidse (1995) uvadi u Phytophthora megasperma, ze metalaxyl inhibuje RNA polyme-
razu |, ktera je zodpovédna za syntézu rRNA. Fenylamidy inhibuji nékolik Zivotnich stadii u
Oomycetes, zejména rist hyf, haustorii a sporangii, zatimco zadny u¢inek na uvoliiovani zoo-
spor nebo pohyblivost a kliceni spor nebyl zpozorovan (Schwinn & Staub 1995). Fenylamidy
jsou vnitin€ vysoce aktivni a specificky reguluji rostlinné patogeny v ramci Oomycetes, véetné
patogenti Perenosporales a Sclerosporales, stejné jako vétSiny zastupct Pythiales, a také

Saprolegniales (Gisi 2002).

Dlouhodoba preventivni a $iroka G¢innost k Oomycetes (véetné patogend semen a orga-
nismu zijicich v padg, jako je Pythium a Phytophthora ssp.), vysoka pohyblivost v rostlinach,
kurativni potencial a vynikajici bezpe¢nost plodin ¢ini z fenylamidi cenny nastroj pro 1é¢bu
chorob u mnoha plodin (Miiller & Gisi 2012). Jsou pouzivany vétsinou ve smési S multi-site
(vice mist u¢inku) fungicidy nebo nesouvisejicimi single-site (jedno misto t¢inku) inhibitory k
roz§ifeni spektra uc¢innosti nad ramec Oomycetes a ke zvladnuti vyvoje rezistence (Gisi & Sie-

rotzki 2015).

3.3.4.6 CAA — Amidy karboxylovych kyselin

Fungicidy amidovych karboxylovych kyselin zahrnuji tii podttidy — amidy kyseliny sko-
ficové (dimethomorph, fluoromorph, pyrimorph), valinamid karbamaty (benthiavalicarb, ipro-

valicarb, valiphenalate) a amidy kyseliny mandlové (mandipropamid) (Gisi et al. 2012).

Fungicidy amidovych karboxylovych kyselin vykazuji specifickou aktivitu vici vétSing
zastupcu Oomycetes, vcetné patogentd Perenosporales a nékolika druhti Phytophthora na
mnoha plodinach, jako jsou brambory, raj¢ata, pept a ananas. Nedavné studie provedené s man-
dipropamidem ptispély k objasnéni zpisobu ptisobeni fungicidi amidovych karboxylovych ky-

selin u P. infestans (Gisi & Sierotzki 2015).
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Inkorporace 14C-znacené glukozy do frakce B-1,4 glukanu (celuldzy) bunéénych stén
kli¢ivych spor je inhibovana v ptitomnosti mandipropamidu (Blum et al. 2010a). Sekvenovani
gend uméle vytvorenych mutanti P. infestans, které byly rezistentni vii¢i mandipropamidu,
odhalilo aminokyselinovou substituci v syntéze celulozy, CesA3 genu v pozici 1105 z glycinu
na alanin nebo valin G1105A/V (Gisi & Sierotzki 2015). Kromé¢ toho, transformace a exprese
mutované CesA3 alely v citlivém izolatu P. infestans vedla k rezistentnimu fenotypu vi¢i ami-
dovym karboxylovym kyselinam (Blum et al. 2010a). Celul6za-syntaza tedy muze byt stano-
vena jako primarni cilovy enzym pro aktivitu amidové karboxylové kyseliny (Gisi & Sierotzki
2015).

3.3.5 Pripravky proti plisni bramborové — (Phytophthora infestans)

V této podkapitole je uvedeny aktudlni seznam (k 7.2.2019) vSech dostupnych chemic-
kych a biologickych fungicidnich ptipravka a jejich ucinnych latek na ochranu proti plisni
bramboru, jejimz pivodcem je oomyceta Phytophthora infestans, veskeré nize uvedené infor-

mace (v této podkapitole) jsou citovany z (Rostlinolékatsky portal 2019).

Mechanismus ptisobeni:

¢ (K) — kontaktni

e (CS) — castetné systémovy

e (S)—systémovy

Nazev pripravku — uéinnd(é) latka(y)

» Acrobat MZ WG — Dimethomorph (CS), Mankozeb (K)
Airone SC — Hydroxid médnaty (K), Oxichlorid médnaty (K)
Altima 500 SC — Fluazinam (S)

Antre 70 WG — Propineb (K)

Badge WG — Hydroxid mednaty (K), Oxichlorid médnaty (K)
Banjo Forte — Dimethomorph (CS), Fluazinam (S)

Banko 500 SC — Chlorthalonil (K)

Carial Flex — Cymoxanil (CS), Mandipropamid (K,CS)
Cobran — Hydroxid médnaty (K)

Consento — Fenamidon (S), Propamocarb-hydrochlorid (S)

V V.V V V V V V V VY

Coprantol Duo — Hydroxid médnaty (K), Oxichlorid médnaty (K)
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YV VV V V V V V V V VYV V VYV VYV V V VYV V V VYV VY V V VY V V Y V V VY V V VY

Criterium — Benalaxyl (S), Mankozeb (K)

Cuproxat SC — Siran médnaty zasadity

Cuprozin Progress — Hydroxid médnaty (K)

Curzate Gold — Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)
Curzate M WG — Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)
Cymbal — Cymoxanil (CS)

Cymbal Flow — Cymoxanil (CS)

Danso Flow — Cymoxanil (CS)

Dauphin 45 — Cymoxanil (CS)

Defender — Hydroxid meédnaty (K)

Defender Dry — Hydroxid médnaty (K)

Dithane DG Neotec — Mankozeb (K)

Dithane M 45 — Mankozeb (K)

Drum Flow — Cymoxanil (CS)

Emendo M — Mankozeb (K), valifenalat (S)

Filder 69 WG — Dimethomorph (CS), Mankozeb (K)
Flowbrix — Oxichlorid médnaty (K)

Fortuna Gold — Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)
Frowncide — Fluazinam (S)

FUDAN GOLD - Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)
Funguran progress — Hydroxid mednaty (K)

Galben M — Benalaxyl (S), Mankozeb (K)

Grecale — Cymoxanil (CS), Fluazinam (S)

Green Doctor — Pythium oligandrum M1

Grifon SC — Hydroxid médnaty (K), Oxichlorid meédnaty (K)
Champion 50 WG — Hydroxid médnaty (K)

Infinito — Fluopikolid (S), Propamocarb-hydrochlorid (S)
Kopftiva — Kopriva

Kunshi — Cymoxanil (CS), Fluazinam (S)

Kupfer Fusilan WG — Cymoxanil (CS), Oxichlorid médnaty (K)
Kuprikol 250 SC — Oxichlorid médnaty (K)
Kuprikol 50 — Oxichlorid médnaty (K)

Leimay — Amisulbrom

Lieto — Cymoxanil (CS), Zoxamid (K)
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YV VV V V V V V V V VYV V VYV VYV V V VYV V V VYV VY V V VY V V Y V V VY V V VY

Manfil 75 WG — Mankozeb (K)

Manfil 80 WP — Mankozeb (K)

Manzate 75 WG — Mankozeb (K)

Mastana SC — Mankozeb (K)

Mixanil — Chlorthalonil (K), Cymoxanil (CS)

Moonlight — Amisulbrom, Mankozeb (K)

Moximate 725 WG — Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)
Moximate 725 WP — Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)
Nando 500 SC — Fluazinam (S)

Nautile DG — Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)

Ohayo — Fluazinam (S)

Omix Duo — Cymoxanil (CS), Propamocarb-hydrochlorid (S)
Penncozeb 75 DG — Mankozeb (K)

Polydresser — Pythium oligandrum M1

Polygandron WP — Pythium oligandrum M1

Polyram WG — Metiram (K)

Polyversum — Pythium oligandrum M1
Polyversum-Biogarden — Pythium oligandrum M1
Polyversum-Polygandron — Pythium oligandrum M1
Presidium — Dimethomorph (CS), Zoxamid (K)

Profilux — Cymoxanil (CS), Mankozeb (K)

PROXANIL — Cymoxanil (CS), Propamocarb-hydrochlorid (S)
Ranman Top — Kyazofamid (K)

Revus — Mandipropamid (K,CS)

Revus MZ — Mandipropamid (K,CS), Mankozeb (K)

Revus Top — Difenokonazol (S), Mandipropamid (K,CS)
Ridomil Gold MZ Pepite — Mankozeb (K), Metalaxyl-M (S)
Rival Duo — Cymoxanil (CS), Propamocarb-hydrochlorid (S)
Sacron WG — Cymoxanil (CS)

Sanblite — Amisulbron, Mankozeb (K)

Tanos 50 WG — Cymoxanil (CS), Famoxadon (K)
Trimanoc DG — Mankozeb (K)

Valbon — Benthiavalikarb (S), Mankozeb (K)

Valis M — Mankozeb (K), valifenaldt (S)
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YV V. V V V V

Vendetta — Azoxystrobin (S), Fluazinam (S)
Versilus — Benthiavalikarb (S)

Winby — Fluazinam (S)

Zampro Duo — Ametoktradin (K), Mankozeb (K)
Zignal 500 SC - Fluazinam (S)

Zorvec Enicade — Oxathiapiprolin (S)
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4 Material a Metody

4.1 Sbér vzorku pro izolaci patogena P. infestans

V roce 2016 v prabéhu vegeta¢niho obdobi hostitelskych rostlin P. infestans a vyskytu
priznakt plisné¢ bramboru v porostu byly odebirdny vzorky z infikovanych nati rostlin bram-
boru a rajcete. Sbér vzorkt z rostlin bramboru byl soustfedén pfevazné na hlavni oblasti pésto-
vani brambor, tedy na pozemky velkopéstitelli, drobnych péstitelti, vyzkumnych stanic, odra-
dovych zkuseben, ale 1 na soukromé zahradky. Sbér vzorkl v roce 2016 byl proveden na polich
velkopéstitelli, odrudovych zkuSeben a vyzkumnych stanic podle odridového zastoupeni bram-
bor. Z kazdé odrudy infikované rostliny bramboru byly odebrany pfiblizné tii vzorky lichozpe-
fenych listl nebo stonkd (lodyh) s pfiznaky. Z pozemkl drobnych péstiteli a soukromych za-
hrad byla pletiva odebirana z individualnich rostlin. Infikovana pletiva rajcete (listy a stonky)
byla ziskana ze soukromé zahrady rovnéz z individualnich rostlin. Vzorky byly umistény do
mikrotenovych sackill, oznaceny datem sbéru, odridou a ihned po pfevozu zpracovany nebo

ponechany v lednicce k pozdéjsimu vyuziti.

4.2 lzolace patogena P. infestans

Jednotlivé ¢asti pletiva s 1ézemi (list, Cast stonku bramboru, ptipadné list, ¢ast stonku raj-
cete) byly umistény do vlhké komurky. K tomuto ucelu byly pouzity sklenéné Petriho misky
(pramér 90 mm) s tfemi vrstvami navlhéeného filtraéniho papiru. Infikovana pletiva v Petriho
miskach byla inkubovéana pfi teploté 16,5 °C, coZ podpofilo sporulaci patogena a usnadnilo tak
naslednou izolaci patogena na Zivnou piidu. Pomoci injekéni jehly oZehnuté nad plamenem, na
jejiz $picece bylo zachyceno malé mnoZstvi agaru, byla pfenesena jednotliva sporangia na Ziv-
nou pudu. Po nartstu mycelia byl patogen pfeoCkovan pomoci vyfeza (5 X 5 mm) agaru s my-
celiem na novou Zivnou pidu a timto zptisobem namnoZen v dostatecném mnoZzstvi pro testy

citlivosti k fungicidnim latkam.
4.3 Zivné médium

Pro izolaci a naslednou kultivaci P. infestans byly pouzity plastové Petriho misky o veli-

kosti 60 mm a bylo vyuZito toto zivné médium:
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Zitny agar A (1 1):

Navazka 60 g zitnych obilek byla desinfikovana v 70 % ethanolu a 20 % Savu, promyta
vodou a umisténa na misku a zalita dostate¢cnym mnozstvi dH2O (destilované vody) tak, aby
obilky byly ¢aste¢né ponofeny a mohly kli¢it. Po 36 hodinach byla tekutina z obilek slita a
uchovana pro pozdé€jsi pouziti. Obilky byly rozm¢&lnény v 350 ml dH20 pomoci stolniho mixeru
a inkubovany 3 hodiny pii 50 °C ve vodni 1azni. Po inkubaci byly rozmélnéné obilky filtrovany
ptes dvé vrstvy gazy, k filtratu byla pfidana uchovana tekutina a mnozstvi doplnéno dH20 na
objem 1 1. Filtrat byl kompletovan s 20 g sacharozy a 15 g agaru. Agar byl sterilizovan v auto-

klavu 20 minut pti 121 °C a rozlit do Petriho misek.

4.4 Stanoveni rezistence (citlivosti) k fungicidnim latkam

Pro testy stanoveni rezistence a citlivosti k ¢aste¢né systémovému a systémovym fungi-

cidim byly zvoleny tyto U¢inné latky:

Dimethomorph — ¢aste¢né systémova t¢inna latka
Metalaxyl-M — systémova uc¢inna latka

Propamocarb-hydrochlorid — systémova t¢inna latka

Utinné latky byly pfipraveny jako zasobni roztoky rozpusténim technické latky DMSO
(dimethylsulfoxid). U¢inné latky dimethomorph, metalaxyl-M a propamocarb-hydrochlorid
byly zakoupeny (Sigma-Aldrich).

4.5 Invitro test rezistence na agaru

Bylo vytvoifeno Sest rozdilnych koncentraci (véetné kontroly) metalaxylu-M v pg na ml
zitného agaru A (0; 0,1; 1; 5; 10 a 100), ¢tyfti rozdilné koncentrace dimethomorphu (0; 0,1; 1 a
10) a pét rozdilnych koncentraci propamocarb-hydrochloridu (0; 0,1; 1; 10 a 100). Pro kazdou
variantu byl sterilnim korkovrtem vyfiznut disk agaru (9 mm) s myceliem testovaného dva
tydny starého izolatu a ten vlozen do stiedu Petriho misky s zivnou ptdou. VSechny Petriho
misky byly po obvodu 2x obvéazany netoxickou kryci folii (Parafilm), aby nepronikly nezadouci
mikroorganismy (naptiklad rozto¢i) do misek a nedoslo nasledné k jejich kontaminaci. Inoku-
lace patogena P. infestans probihala ve sterilnim laboratornim zafizeni ,,Flowbox“, ktery byl
béhem inokulovani pravidelné sterilizovan koncentrovanym ethanolem. Pfiblizné po deseti

dnech inkubace pti 15-18 °C byl zmétfen posuvnym métitkem rist kolonie ve dvou rozmérech
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na sebe kolmych. Primér obou rozmért kolonii patogena u variant s obsahem ucinné latky byl
vztazen k priméru ristové zony kontroly (0 pg/ml). Test byl proveden ve tiech opakovanich.
Pro posouzeni reakce patogena k ucinné latce metalaxyl-M byl rozhodujici rist pfi nejvyssi
koncentraci 100 pg/ml a koncentraci 5 pg/ml a izolaty byly hodnoceny takto (Therrien et al.
1993):

Sensitivni izolat: < 40 % rustu kontroly na koncentracich 5 a 100 pg/ml
Intermediarni izolat: > 40 % rastu kontroly na koncentraci 5 pg/ml a <40 % rastu kontroly
na koncentraci 100 pg/ml

Rezistentni izolat: > 40 % riastu kontroly na koncentracich 5 a 100 pg/ml

Jelikoz pro Géinné latky dimethomorph a propamocarb-hydrochlorid neexistuje obdobna
klasifikace izolatt do jednotlivych skupin, pro jednotlivé izolaty byla stanovena ECsg dimetho-
morphu a propamocarb-hydrochloridu. V tomto ptipadé ECso je koncentrace ucinné latky, ktera
inhibuje rist mycelia z 50 %. ECso byla vypocitana pomoci regresni analyzy probitu procenta
inhibice rastu ku logaritmu koncentrace fungicidni latky. ECso byla rovnéZ stanovena pro me-

talaxyl-M.
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5 Vysledky

5.1 Sbér a izolace P. infestans

Laboratorni pokus probihal na konci roku 2016 a pro testy rezistence bylo ziskano celkem
100 P. infestans izolatu, které pochazeli z téchto 10 lokalit (Maly Bor; Domaninek; Praha-Su-
chdol; Lukavec; Zeliv; Lipa; Vale¢ov (Okrouhlice); Vesely Zd’ar; Velhartice a Unédtice) a 4
kraju (Stiedocesky; Plzensky; Vysocina a Praha).

5.2 Testy rezistence (citlivosti) k vybranym fungicidnim latkam

V ramci experimentu byla testovana rezistence (citlivost) patogena P. infestans k témto
ucinnym fungicidnim latkdm — metalaxyl-M, propamocarb-hydrochlorid a dimethomorph. Nize
(v Tabulce 1) je vyhodnocena citlivost izolatu k latce metalaxyl-M dle (Therrien et al. 1993) a
pod Tabulkou 1 jsou dale (v grafech 1 a 2) uvedeny ECso pro latky metalaxyl-M a propamocarb-
hydrochlorid.

5.2.1 Metalaxyl-M

V souboru izolatd P. infestans bylo zjisténo, ze 76 % izolatd bylo citlivych, 16 % inter-
mediarnich a pouze 8 % bylo rezistentnich. Rezistentni izolaty pochazely jen ze 3 lokalit (Zeliv;

Lipa a Velhartice) a 2 kraju (Plzenisky a Vysocina).

Tabulka 1. Pivod a charakteristika izolata Phytophthora infestans hodnocenych na citlivost

k u¢inné latce metalaxyl-M.

Celkovy pocet izolati: 100 Podet izolati
Lokalita Kraj citlivé intermediarni | rezistentni testované izolaty
Maly Bor Plzensky 12 2 - 14
Domaninek Vysocina 14 - - 14
Praha-Suchdol Praha 3 - - 3
Lukavec Vysocina 8 - - 8
Zeliv Vysocina 6 - 1 7
Lipa Vysocina 10 - 1 11
Valecov (Okrouhlice) Vysocina 16 13 - 29
Vesely Zd'ar Vysocina 1 - - 1
Velhartice Plzenisky - 1 6 7
Unétice Stredocesky 6* - - 6

* Izolaty odebirané z rajcat.
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V Tabulce 1 1ze spatfit, ze citlivé izolaty byly zjistény ve vSech krajich (Stfedocesky,
Plzensky, Vysocina a Praha) a téméf u veskerych lokalit (kromé obce Velhartice). Intermediarni
izolaty byly nalezeny zejména v obci Valecov (Okrouhlice) na Vysocing odkud pochazelo 13
Z 16 izolath. Z Tabulky 1 je dale zfejmé, Ze rezistentni izolaty byly zjiStény pfedevsim v Plzen-
ském kraji v obci Velhartice, kde bylo nalezeno 6 rezistentnich izolati z celkovych 8, je tedy
patrné, Ze problém s rezistenci patogena Phytophthora infestans vici G¢inné latce metalaxyl-M

byl v roce 2016 zejména v této lokalité.

Graf 1. ECso — metalaxyl-M

EC;, - Metalaxyl-M

60
60
2 50
=
S
= 30
~Nd
o 16
59 20
= o N éseo
0
<01 0,1-1 1,0-10  10-100  >100

ECs; (ng/mi)

Z Grafu 1 vyplyva, ze uz pii nejslabsi koncentraci < 0,1 (ng/ml) dochazelo u nad poloviny
izolatt (konkrétné 60) k 50 % inhibici riustu mycelia, dale je z grafu 2 patrné (zajimavé), Ze
pouze 8 izolatl bylo inhibovano pii nejvyssi koncentraci > 100 (ng/ml.) V Piiloze I je uveden

podrobny piehled vSech testovanych izolati k uc¢inné latce metalaxyl-M.
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5.2.2 Propamocarb-hydrochlorid

Graf 2. ECso — propamocarb-hydrochlorid
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U Grafu 2 mizeme vidét opacné, vyznamné odlisné vysledky nez u pfedchoziho Grafu

0,1-1 (ug/ml) byl inhibovan pouze 1 izolat. Dale je z Grafu 2 patrné, ze téméf u veskerych
izolatu (ptesnéji 93) dochazelo k 50 % inhibici rastu mycelia az pti vysokych koncentracich
10-100; > 100 (ng/ml.) V Piiloze II jsou podrobné uvedeny vSechny testované izolaty k i¢inné

latce propamocarb-hydrochlorid.

5.2.3 Dimethomorph

U ¢inné latky dimethomorph nejsou nize uvedeny podrobné vysledky, protoze vSechny
izolaty byly citlivé a nebyl u nich zaznamenan rist mycelia ani pfi nejnizsi koncentraci 0,1

(ng/ml).
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6 Diskuse

V soucasné dobé, v ochrané rostlin je rezistence (odolnost) patogend k fungicidnim lat-
kam a ptipravkiim velmi zdvaznym problémem, s kterym se s postupem casu stale vice setka-
vame, a tudiz dle mého nazoru se domnivam, ze by této problematice méla byt vénovana vyssi

pozornost, zejména v fadach profesionalnich péstiteld.

Na vyse zminénou problematiku navazuje prakticka ¢ast této diplomové prace, kde byla
posouzena a vyhodnocena rezistence patogena Phytophthora infestans k fungicidnim G¢innym

latkam — metalaxyl-M, propamocarb-hydrochlorid a dimethomorph.

K a¢inné latce metalaxyl-M bylo 76 % izolati hodnoceno jako citlivé, 16 % bylo inter-
mediarnich — ptitom 13 % jich pochazelo z oblasti Valecov (Okrouhlice) na Vyso¢iné a pouze
8 % izolatl bylo rezistentnich, z nichz 6 % bylo zji§téno v Plzeniském kraji v lokalité¢ Velhar-
tice. Ze zminénych informaci je tedy patrné, ze problém s rezistenci patogena P. infestans byl
Vv roce 2016 predevsim v obci Velhartice, divodem tohoto problému mtize byt napiiklad nedo-
drzovéni antirezistentnich strategii, kupiikladu pouzivani ptipravkil ze stejné skupiny, které
maji totoznou u¢innou latku a stejny mechanismus Gc¢inku, nebo vyuzivani pouze jednoho pii-
predepsanych davek, tedy takzvané ,,pfedavkovani“ nebo ,,poddavkovani“. Mazakova et al.
(2018) testovali mezi lety 2012-2014 u izolatd, které pochazely z lokalit Vale¢ov (Okrouhlice)
a Vesely Zdar rovnéz rezistenci/citlivost patogena P. infestans k i¢inné latce metalaxyl-M a ve
svych pokusech uvadéji, ze v roce 2012 bylo ve Valecové (Okrouhlice) testovano celkem 10
izolatll, z nichz 4 byly citlivé a 6 intermediarnich a ve Veselém Zdaru byly testovany jen 2
izolaty, pfiCemz 1 byl citlivy a 1 intermediarni. V roce 2013 bylo v ramci lokality Vale¢ov
(Okrouhlice) testovano 15 izolatt, z kterych bylo 7 citlivych, 4 intermediarni a 4 rezistentni a
dale bylo testovano celkem 8 izolatii (Vesely Zd’ar) a nebyl zde zjiitén zadny intermediarni, ani
rezistentni izolat, tedy vSechny izolaty byly citlivé. V poslednim roce 2014 bylo testovano cel-
kem 11 izolath pochazejicich z oblasti Vale¢ov (Okrouhlice), z nichz 10 bylo citlivych a jen 1
rezistentni a z Veselého Zd'aru byl v tomto roce ziskan a testovan pouze 1 izolat, ktery byl
citlivy. Pokud porovname vysledky, které uvadeji Mazakova et al. (2018) s Tabulkou 1, ktera
je uvedena v experimentalni Casti této diplomové prace (kapitola Vysledky), tak 1ze konstato-
vat, ze v lokalitach Vale¢ov (Okrouhlice) a Vesely Zd’ar nebyly zjistény v roce 2012 a 2016
74dné rezistentni izolaty, ve Veselém Zd'aru nebyl nalezen rezistentni izolat ani v roce 2013.

V roce 2014 nebyl v oblasti ValeCov (Okrouhlice) nalezen zadny intermediarni izolat, pii¢emz
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0 2 roky pozdé&ji v roce 2016 zde bylo zjisténo 13 intermediarnich izolatd, je tedy zfejmé Ze,
Vv této lokalit¢ doslo k vyraznému navyseni intermedidrnich izolath. Z veskerych uvedenych
udaju je patrné, ze vysledky z let 2012-2014 a 2016 jsou velmi rozdilné a je dualezité fici, Ze
tato variabilita muze byt zptisobovana neptiznivymi podminkami, které omezuji Sifeni a vyvoj
infekce a také rezistentnich kment. Vyrazn€ vyssi procentuélni zastoupeni rezistentnich izolati
(oproti roku 2016) u latky metalaxyl-M zjistili v Ceské republice Mazakova et al. (2011) v roce
2003 (58 %), nasledné v roce 2008 (29 %) a poté v roce 2009 (31 %).

Témét u veskerych izolatl, které byly testovany k G¢inné latce propamocarb-hydrochlo-
rid dochazelo k 50 % inhibici rdstu mycelia mezi koncentracemi 10-100 a > 100 (pg/ml), po-
dobné vysledky u této latky zjistili v roce 2012 Mazakova et al. (2018), déle tito autofi ve svych
pokusech uvadéji, ze mezi lety 2013-2014 dochézelo k 50 % inhibici rlistu mycelia u vyrazné
vétSiny izolatd pii koncentraci > 100 (pg/ml), respektive v roce 2014 bylo inhibovéano témét
100 % izolatt. Izolaty, které byly testovany v praktické casti této prace, nemohly byt obdobné
klasifikovany jako izolaty s latkou metalaxyl-M, protoze pro tuto latku nejsou ptesné defino-
vané koncentrace, které rozdéluji izolaty na citlivé, intermedidrni a rezistentni, toto plati i u
ucinné latky dimethomorph, proto u téchto dvou latek byla stanovena pouze ECso. Ovsem
Moller et al. (2009) ve svych pokusech stanovili pro ECso — propamocarb-hydrochlorid toto
klasifika¢ni schéma: < 100 (ng/ml) (citlivy izolat), 100-1000 (ng/ml) (intermediarni) a ECsg >
1000 (ng/ml) (rezistentni). V Némecku, podle této klasifikace Moller et al. (2009) uvadéji, ze
v roce 1999 bylo zjisténo 8 % izolati citlivych, 82 % intermediarnich a 10 % izolatt bylo rezi-
stentnich. Pokud bychom pouZili toto klasifika¢ni schéma na pokus, ktery je uveden v praktické
¢asti této diplomové prace, pak by bylo u latky propamocarb-hydrochlorid 58 % izolath citli-
vych, 31 % intermedidrnich a 11 % izolath rezistentnich, z vySe zminénych udajl 1ze tedy kon-
statovat, e procentualni zastoupeni citlivych a intermediarnich izolatd (v Némecku a Ceské

republice) je velmi odliSné a vyrazné, zatimco pocet rezistentnich izolatl je téméf totozny.

Utinna latka dimethomorph vykazovala nejlepsi uéinnost proti patogenu P. infestans
V porovnani s tu¢innymi latkami metalaxyl-M a propamocarb-hydrochlorid. K této latce nebyl
zjistén zadny intermediarni a rezistentni izolat a k 100 % inhibici ristu mycelia dochazelo uz
pti nejslabsi koncentraci < 0,1 (ng/ml). Stejné vysledky ve svych pokusech mezi lety 2003—
2008 take zjistili Mazakova et al. (2011), dale tyto vysledky jsou rovnéz v souladu se studiemi
(Zhang et al. 2005; Elansky 2007; Zhu et al. 2008), které také nezjistili u latky dimethomorph
zadny rezistentni izolat patogena P. infestans. MiZzeme tedy konstatovat, ze tato latka ma

Vv ochrang¢ rostlin stale velky vyznam.
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Na zakladg, jiz zminénych udaji byla hypotéza u ucinnych latek metalaxyl-M a pro-
pamocarb-hydrochlorid potvrzena, zatimco u u¢inné latky dimethomorph byla hypotéza zamit-

nuta.
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo u izolatti Phytophthora infestans ziskanych z riznych
lokalit péstovani bramboru testovat jejich reakci k vybranym uc¢innym fungicidnim latkam (di-
methomorph, propamocarb-hydrochlorid a metalaxyl-M), které jsou bézné aplikovany pii

ochran¢ brambor proti plisni bramboru.

Utinna latka dimethomorph vykazovala nejlepsi téinnost ze viech testovanych latek. K

cv w7

koncentraci < 0,1 (ug/ml), hypotéza byla tedy u této latky zamitnuta.

U izolatd, které byly testovany k Gi¢inné latce propamocarb-hydrochlorid dochazelo k 50
% inhibici ristu mycelia aZ pfi vysSich koncentracich, 51 % izolatl bylo inhibovano mezi kon-
centracemi 10-100 (ng/ml) a 42 % izolatd bylo inhibovano pii koncentraci > 100 (nug/ml). Po-
kud bychom pouzili pro hodnoceni izolatl stejné klasifika¢ni schéma, které uvadéeji Moller et
al. (2009) pro ECso — propamocarb-hydrochlorid, viz Diskuse, pak bychom mohli konstatovat,
ze 58 % izolata bylo citlivych, 31 % intermediarnich a 11 % rezistentnich a na zakladé& tohoto

hodnoceni izolatl by byla u této latky hypotéza potvrzena.

K u¢inné latce metalaxyl-M bylo zjisténo 76 % izolatl citlivych, 16 % intermediarnich a
8 % rezistentnich, hypotéza byla tedy u této latky potvrzena. Citlivé izolaty byly zjiStény ve
vSech krajich (Stfedocesky, Plzensky, Vysocina a Praha) a témét u veskerych lokalit (kromé
obce Velhartice). Intermediarni izolaty byly objeveny zejména v oblasti Vale¢ov (Okrouhlice)
na Vysoc¢ing¢ odkud pochazelo 13 % izolatl. Rezistentni izolaty byly zjistény piedevsim v Pl-
zenském kraji v lokalité Velhartice, kde bylo nalezeno 6 % rezistentnich izolata z celkovych 8
%, lze tedy konstatovat, Ze problém s rezistenci patogena Phytophthora infestans vici u¢inné

latce metalaxyl-M byl v roce 2016 je zejména v této lokalité.

Rezistence patogena Phytophthora infestans k fungicidnim latkam ptedstavuje zavazny
problém nejen v Ceské republice, ale také v jinych evropskych statech, naptiklad v Némecku,
Polsku, Francii a dalSich zemich, pfi¢inou tohoto problému muizZe byt naptiklad nedodrzovani
antirezistentnich strategii, kuptikladu pouZzivani pfipravki ze stejné skupiny, které maji totoz-
nou ucinnou latku a stejny mechanismus U¢inku, nebo vyuzivani pouze jednoho piipravku

MV

psanych davek, tedy takzvané ,,pfedavkovani* nebo ,,poddavkovani®.
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V soucasné dob¢ zatim neexistuji nechemické metody s vyznamnou G¢innosti proti plisni
bramboru, ale aby doslo alesponi k ¢astecnému snizeni pravdépodobnosti vzniku rezistence, je
dalezité vyuzivat odridy brambor, které maji vysokou odolnost vii¢i této chorob¢ a dale dodr-
zovat preventivni pestitelska opatieni, tedy v€asné odstranéni naté a Casté sttidani fungicidnich

ptipravku, které maji odlisné G€inné latky a rozdilny mechanismus tc¢inku.
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Samostatné prilohy

Priloha I Piehled vSech testovanych izolatt k uc¢inné latce metalaxyl-M

Izolat Lokalita Reakce ECso (ng/ml) Tridy pro ECso
MB 1/16 Maly Bor citlivy 0,0000000877 <0,1
MB 2/16 Maly Bor citlivy 0,0000331698 <0,1
MB 3/16 Maly Bor intermediarni 8,8764546780 1-10
MB 4/16 Maly Bor citlivy - <0,1
MB 5/16 Maly Bor citlivy 0,0501072333 <0,1
MB 6/16 Maly Bor citlivy - <0,1
MB 7/16 Maly Bor citlivy - <0,1
MB 8/16 Maly Bor citlivy - <0,1
MB 21/16 Maly Bor intermediarni 8,2378786936 1-10
MB 22/16 Maly Bor citlivy - <0,1
MB 23/16 Maly Bor citlivy - <0,1
MB 24/16 Maly Bor citlivy - <0,1
MB 25/16 Maly Bor citlivy - <0,1
MB 26/16 Maly Bor citlivy - <0,1

D 1/16 Domaninek citlivy - <0,1

D 2/16 Domaninek citlivy - <0,1

D 3/16 Domaninek citlivy 0,0109472071 <0,1

D 4/16 Domaninek citlivy - <0,1

D 5/16 Domaninek citlivy - <0,1

D 6/16 Domaninek citlivy 0,0044582926 <0,1
D 10/16 Domaninek citlivy - <01
D 16/16 Domaninek citlivy - <01
D 17/16 Domaninek citlivy - <0,1
D 18/16 Domaninek citlivy - <01
D 19/16 Domaninek citlivy - <01
D 20/16 Domaninek citlivy - <0,1
D 22/16 Domaninek citlivy - <0,1
D 31/16 Domaninek citlivy 0,0001811333 <0,1

S 1/16 Praha-Suchdol citlivy 0,0173103157 <0,1

S 2/16 Praha-Suchdol citlivy 0,0004035173 <0,1

S 3/16 Praha-Suchdol citlivy 0,0000392407 <0,1
Lu 1/16 Lukavec citlivy - <01
Lu 2/16 Lukavec citlivy 0,0012433989 <0,1
Lu 3/16 Lukavec citlivy - <01
Lu 4/16 Lukavec citlivy - <01
Lu 5/16 Lukavec citlivy - <01
Lu 7/16 Lukavec citlivy 0,0016418491 <0,1
Lu 11/16 Lukavec citlivy 0,0000067363 <0,1
Lu 12/16 Lukavec citlivy 0,0000300726 <0,1

7 1/16 Zeliv citlivy 0,0000004107 <0,1
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7.3/16 Zeliv citlivy 0,0000034400 <01
7.4/16 Zeliv citlivy 0,0002644342 <0,1
75/16 Zeliv citlivy - <0,1
7.6/16 Zeliv citlivy 0,0009259137 <01
77/16 Zeliv citlivy 0,0002453152 <0,1
L 2/16 Lipa citlivy - <01
L 3/16 Lipa citlivy - <0,1
L 4/16 Lipa citlivy - <01
L 12/16 Lipa citlivy - <01
L 15/16 Lipa citlivy - <0,1
L 18/16 Lipa citlivy - <01
L 20/16 Lipa citlivy - <0,1
L 28/16 Lipa citlivy - <01
L 29/16 Lipa citlivy - <01
L 33/16 Lipa citlivy 0,0000881312 <01
V 1/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy - <0,1
V 2/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,8128740233 0,1-1
V 3/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,8913524212 0,1-1
V 7/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni 5,6380272432 1-10
V 8/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni 9,1516756224 1-10
V 9/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,4628994439 0,1-1
V 10/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni 5,5319955232 1-10
V 13/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,7172985434 0,1-1
V 15/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni 6,3862825525 1-10
V 16/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni 5,0748691680 1-10
V 18/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,5116022551 0,1-1
V 20/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,2768634818 0,1-1
V 21/16 Vale¢ov (Okrouhlice) citlivy 0,8739899518 0,1-1
V 22/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni | 12,2620016605 10-100
V 23/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,9218568098 0,1-1
V2 1/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni 8,0040522374 1-10
V2 2/16 Vale¢ov (Okrouhlice) citlivy 0,8470964473 0,1-1
V2 5/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,5432290743 0,1-1
V2 7/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,7952657229 0,1-1
V2 8/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni 9,6696973718 1-10
V2 9/16 Valecov (Okrouhlice) | intermedidrni | 14,3271351848 10-100
V2 11/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni 5,4457645940 1-10
V2 14/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni | 42,4676893063 10-100
V2 19/16 Vale¢ov (Okrouhlice) citlivy 0,4886735605 0,1-1
V2 25/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,4143828200 0,1-1
V2 26/16 Vale¢ov (Okrouhlice) citlivy 0,9626422938 0,1-1
V2 27/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediarni | 14,3516025883 10-100
V2 28/16 Valecov (Okrouhlice) | intermediai | 24,2617637295 10-100
V2 36/16 Valecov (Okrouhlice) citlivy 0,3512758259 0,1-1
VZ1/16 Vesely Zdar citlivy 0,9745921957 0,1-1
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U 1/16 Unétice citlivy - <0,1
U 2/16 Unétice citlivy - <0,1
U 3/16 Unétice citlivy - <0,1
U 4/16 Unétice citlivy - <0,1
U 5/16 Unétice citlivy - <0,1
U 6/16 Unétice citlivy - <0,1

- ECso u téchto izolata nebylo vzhledem k charakteru rustu mycelia mozné spoditat
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Priloha II Piehled vSech testovanych izolatd k G¢inné latce propamocarb-hydrochlorid

| Izolat Lokalita ECso (ng/ml) Tiidy pro ECs; |
MB 2/16 Maly Bor 75,3879355645021000 10-100
| w™B3/6 Maly Bor 9,5113992839324300 1-10 |

MB 5/16 Maly Bor 26,1689788647016000 10-100

MB 21/16 Maly Bor 19,6114411661962000

. MalyBor |
|
6,8250417746795100
| Domaninek | 391,6185032953400000 |
D 3/16 Domaninek 17,6531730138401000 10-100
D 4/16 Domaninek 66,1927678608453000 10-100
D 5/16 Domaninek 25,8895572074656000 10-100
D 6/16 Domaninek 34,4691578877898000 10-100
D 10/16 Domaninek 33,2447123698244000 10-100
D 16/16 Domaninek 17,4772676321161000 10-100

D 19/16 94,7932409527706000 10-100

D 22/16 Domaninek 16,4163994784981000 10-100
D 31/16 Domaninek 34,3442553838550000 10-100
S 1/16 Praha-Suchdol 52,0844343023821000 10-100
S 2/16 Praha-Suchdol 5,6739713506542600 1-10
S 3/16 Praha-Suchdol 20,3078001106882000 10-100

Lu 1/16 Lukavec 0,9200850602522720
| lu2;ne | Lukavec | 50247,56246300000000 |  >100 |
Lu 3/16 Lukavec 12,0816492625594000 10-100
Lu 4/16 Lukavec 12,4573154486778000 10-100
Lu 5/16 Lukavec 14,0255665860412000 10-100
Lu 11/16 Lukavec 28,4702475019436000 10-100
Lu 12/16 Lukavec 17,1743352372128000 10-100




L 4/16 Lipa 33,1313560441944000 10-100
L 12/16 Lipa 43,8380486424459000 10-100
L 16/16 Lipa 36,7275622953156000 10-100
L 18/16 Lipa 84,2388344796970000 10-100
L 28/16 Lipa 61,2526905574405000 10-100
L 29/16 Lipa 27,2596187231902000 10-100
L 33/16 Lipa 41,0872896446677000 10-100
V 1/16 Valecov (Okrouhlice) 7,9818781227300700 1-10

V 8/16 Valecov (Okrouhlice) 97,9666909906876000 10-100
V 9/16 Valecov (Okrouhlice) 89,7441588672873000 10-100
V 10/16 Valecov (Okrouhlice) 86,8418176378403000 10-100
V 13/16 Valecov (Okrouhlice) 87,8061484871829000 10-100
V 15/16 Valecov (Okrouhlice) 45,5739130084762000 10-100
V 16/16 Valecov (Okrouhlice) 64,0946773841966000 10-100
V 18/16 Valecov (Okrouhlice) 67,3312123294488000 10-100
V 20/16 Valecov (Okrouhlice) 74,3849896296129000

V2 1/16 Valecov (Okrouhlice) 34,1127421831725000 10-100

V2 5/16

Valecov (Okrouhlice)

72,9857675632594000

V2 7/16

V2 11/16 Valecov (Okrouhlice) 31,0544464036225000 10-100

V2 19/16

Valecov (Okrouhlice)

Valecov (Okrouhlice)

38,2267134417272000

46,3863645828582000

10-100

V2 25/16

Valecov (Okrouhlice)

45,9651068178008000

10-100

VE 4/16

Velhartice

55,7116549129019000

10-100

VE 5/16

Velhartice

36,7343979373577000

10-100
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VE 6/16 Velhartice 7,0503903257407200 1-10

|
|

Piiloha III Zivotni cyklus patogena Phytophthora infestans
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(Ptevzato z Agrios, G. N. Plant Pathology. Fourth edition. Academic Press. p. 635)
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Piiloha IV Priklad rezistentniho izolatu k u¢inné latce metalaxyl-M
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Priloha VI Plisen bramboru — ptiznaky na listech bramboru

-

L= X

(https://www.agromanual.ccz/atlas/choroby/chorobplise-bramboru)
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Piiloha V111 Plisent bramboru na raj¢atech — ptiznaky na plodech rajcete

(https://www.agromanual.cz/cz/atlas/choroby/choroba/plisen-bramboru-na-rajcatech)

57



