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U¢innost vybranych fungicidnich latek viéi patogenu

Phytophthora cactorum

Souhrn

Snizeni citlivosti Skodlivych organism( vici fungicidnim latkdm je problémem mnoha
péstiteld. Nemusi to byt pouze v dusledku nedodrzeni vSech zasad pro pouziti daného
pfipravku nebo zanedbani antirezistentni strategie. Mezi patogennimi organismy se vyskytuji
jedinci, ktefi maji genetické predpoklady k tomu, Ze budou proti urcité fungicidni latce a jejimu
mechanismu ucinku odolnéjsi nez ostatni jedinci.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit uroven citlivosti k vybranym fungicidnim latkam
u jednotlivych izolatli Phytophthora cactorum, a porovnat tak ucinnost vybranych fungicidnich
latek na rlist izolatlh patogena Phytophthora cactorum. Bylo testovano 20 izolat(i z 12 rlznych
lokalit Ceské republiky metodou otravenych ploten v podminkéach in vitro. Fungicidni latky byly
testovany v rozdilnych koncentracich. Dale byly u vSech izolatd a fungicidnich latek stanoveny
hodnoty ECso (ug/ml), vyjadfujici efektivni koncentraci fungicidni latky inhibujici rst mycelia
z 50 %, a MIC (ug/ml), vyjadtujici minimalni koncentraci fungicidni latky inhibujici rist mycelia
ze 100 %.

U ucinné latky metalaxyl-M bylo zjisténo, Ze pro stanoveni MIC u vétsiny izolatd (80 %),
by bylo nutné pouzit koncentraci > 10 pg/ml. Hodnoty ECso byly velmi variabilni, v rozmezi
hodnot 0,1-1 pg/ml (50 % izolat() a vyssi nez 10 pug/ml (30 % izolatd).

Hodnota MIC se u ucinné latky dimethomorph pohybovala v rozmezi koncentraci
1-10 pg/ml (u 80 % izolatd) a hodnota ECso v intervalu koncentraci 0,1-1 pg/ml (u 70 %
izolat). U zbylych 30 % izoldtd byla 50% inhibice rdstu mycelia zaznamendna v rozmezi
koncentraci 1-10 pg/ml.

U ostatnich ucinnych latek (propamocarb, cymoxanil a fenamidone) a fungicidu (Aliette
80 WG s ucinnou latkou fosetyl-aluminium) nebylo mozné hodnoty ECspa MIC stanovit, jelikoZ
se potfebnd koncentrace pro jejich stanoveni pohybovala nad maximalni pouzitou v této praci
(4cinné latky 10 pg/ml, fungicid 100 pg/ml).

Klicova slova: Phytophthora cactorum, fungicidy, citlivost, rezistence



Efficacy of selected fungicidal substances against

Phytophthora cactorum isolates

Summary

Reducing the sensitivity of pathogens to fungicides is a problem for many farmers. This
does not have to be due to a breach of all principles for the use of the preparation or neglect
the anti-resistance strategy. Among pathogenic organisms, some individuals have the genetic
predisposition to be resistant to a fungicidal substance and its effect mechanism than others.

The aim of this diploma thesis was to determine the level of sensitivity to selected
fungicidal substances in individual isolates of Phytophthora cactorum and compare the
efficacy of selected fungicidal substances on the growth of isolates of the pathogen
Phytophthora cactorum. There were used 20 isolates from 12 different localities of the Czech
Republic for testing by the method of poisoned plates in vitro. Fungicidal substances were
tested in different concentrations. For all isolates were determined ECso values (ug/ml),
expressing the effective concentration of fungicidal substance inhibiting the mycelial growth
of 50 %, and MIC values (ug/ml), expressing the minimum concentration of fungicidal
substance inhibiting the mycelial growth of 100 %.

For the fungicidal substance metalaxyl-M was found that a concentration of > 10 pug/ml
would be required to determine the MIC for most isolates (80 %). ECso values were highly
variable, ranging from concentration range 0.1-1 pg/ml (50 % isolates) and greater than
10 pg/ml (30 % isolates).

The MIC value for the fungicidal substance dimethomorph was in the concentration
range 1-10 pg/ml (in 80 % isolates) and the ECso value was in the concentration range
0.1-1 pg/ml (in 70 % isolates). The remaining 30 % of isolates had 50% inhibition of mycelial
growth in the concentration range of 1-10 pg/ml.

For the other fungicidal substances (propamocarb, cymoxanil and fenamidone) and
fungicide (Aliette 80 WG with the fungicidal substance fosetyl-aluminum), the ECso and MIC
values could not be determined, because the concentration required to determine them was
above the maximum concentration used in this work (fungicidal substances 10 ug/ml,
fungicide 100 pg/ml).

Keywords: Phytophthora cactorum, fungicides, sensitivity, resistance
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1 Uvod

Problematika kolem pfipravkd na ochranu rostlin je stale aktudlnim tématem, a stejné
tomu tak bude i v pfistich letech. Jednim z problém{, ktery se velmi dotykd péstitell je zuZujici
se spektrum povolenych ucinnych latek. DuleZity a zavainy dopad vétSinou v dUsledku
nespravného pouziti pfipravku na ochranu rostlin, jmenovité napfiklad snizeného mnozstvi
pfipravku na plochu nebo uzitim tank-mix(, je vznik rezistence Skodlivych organismU proti
pouzivanym povolenym ochrannym prostfedkim. Mezi pfimé dopady vzniku rezistence je
mozné zaradit i rlst spotiebitelskych cen v zavislosti na snizeni vynosu dané komodity, cené
oSetfeni porostu proti Skodlivym organismim a vykupni cené plodiny.

Phytophthora cactorum je polyfagni patogen napadajici fadu kulturnich, okrasnych i
plevelnych rostlin. V Ceské republice zptsobuje pfedeviim kofenové hniloby znemozujici
rostliné dokoncit svij Zivotni cyklus, a zejména u kulturnich plodin to pUsobi velké potize
vzhledem k potfebé optimalniho a potfebného vynosu k vyvazené vyzivé lidstva a zajisténi
pokryti poptavky na trhu.

Velké Skody na vynosech, ale také az likvida¢ni Skody zpUsobuje patogen u nékterych
druht jahodnikd, které i pres veSkerou moznou a dostupnou ochranu nelze ubranit proti jiz
zminénému plvodci fytoftorového onemocnéni. Jako mozna pfricina se uvadi vznik rezistence
a snizena citlivost patogena na ucinné latky obsazené ve fungicidnich pfipravcich. Tento fakt
vede ke zvySenému uzivani pesticid(l, a pravé mnohdy i jejich nesprdvnému uziti, aby rostlina
byla za kazdou cenu chranéna a péstitel usetfen ztraty na vynosu.

V dnesni dobé ale takovyto pfistup predstavuje obrovsky problém z dlivodu moznych
rezidui pesticidl v pidé, moznosti znecisténi vod, fytotoxického pusobeni na citlivé rostliny
nebo také problém s ochrannou lhdtou u ovocnych plodin, které Phytophthora cactorum
nejcastéji napada. Je tedy zadouci odhalit, které pesticidy pozbyly Gcinku v dlisledku snizeni
citlivosti a rezistence patogenli a zamezit jejich uzivani ¢i zvolit principy antirezistentni

strategie.



2 Védecka hypotéza a cil prace

Védecka hypotéza této diplomové prace je zaloZena na tvrzeni, Ze v populaci patogena
Phytophthora cactorum existuji izoldty vyznacujici se rlznou urovni citlivosti k fungicidnim
latkam a vice versa existuji fungicidni latky, které se vyznacuji rGznym inhibi¢nim ucinkem na
rUst izolatl patogena Phytophthora cactorum.

Cilem této diplomové prace je zjistit uroven citlivosti k vybranym fungicidnim [atkam u
jednotlivych izolatl Phytophthora cactorum, a porovnat tak ucinnost vybranych fungicidnich

latek na rast izolatl patogena Phytophthora cactorum.



3 Literarni reSerse

3.1 Jahodnik (Fragaria)

Taxonomické zarazeni:
Rie — Rostliny (Plantae)
PodfiSe — Cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni — Krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida — Vyssi dvoudélozné (Rodopsida)
Rad — RGzotvaré (Rosales)

Celed - RGZovité (Rosaceae)

Rod - Jahodnik (Fragaria)

(Integrated

Obrazek 1 Jahodnik obecny (Fragaria vesca L.)

Taxonomic Information System 2020) {scanzen.cz 2020)

Jahodnik (viz Obrazek 1) je vytrvala rostlina, vysoka 5-30 cm (Chaoluan et al. 2003),
z rodu Fragaria, Citajici pres sto padesat druhi rostlin a nespocet kultivard (Necas & a kol.
2004). Jednotlivé jahodniky Ize rozdélit do ¢tyr skupin dle plvodu druht a oblasti péstovani
na: euroasijské, asijské, vychodo-severoamerické a zdpadoamerické (Necas & a kol. 2004).
Néktefi autofi, naptiklad Staudt (1999), uvadi rozdéleni plvodu jahodnikd pouze do tfi skupin:
eurasijsko-americké, jihovychodo-vychodni asijské a vychodo-jihovychodni asijské, viz

Obrazek 2. Bez ohledu na puvod jednotlivych druht se jedna nejcastéji o zastupce diploidni,

OKTOPLC“DN" iturupensis virginiana chiloensis

HEXAPLOIDNI | E—

TETRAPLO'DNi wrientalis tibetica  corymbosa gracilis moupinensis
DIPLOIDNI bucharica  *bifera
nilgervensis  mandshurica vesca viridis ipponica | hapatai  daltonians
Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3
| |
Eurasijsko-americké Jihovychodo-vychodni asijské : Vychodu—jiho:!rchodm
asijské

Obrazek 2 Fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy jahodnik{ (upraveno dle Staudt 1999)
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dale tetraploidni, hexaploidni a dokonce oktoploidni (Staudt 1999). Do plvodem evropskych
druht mohou byt zafazeny tfi zastupci — jahodnik obecny (Fragaria vesca), jahodnik truskavec
(Fragaria moschata) a jahodnik travnice (Fragaria viridis) (Necas et al. 2004).

Listy rostlin jsou troj¢etné nebo péticetné, stfidavé a lichozperené, formované do
charakteristické pfizemni listové rGzZice (Pilat & Usak 1963). Kvétenstvi je nazyvano okolikovity
vrcholik. Kvéty jsou oboupohlavné, sloZzené z péti bilych okvétnich listkd tvorici korunu, kalich
je taktéz formovan péti listky, zelenymi, trojbokymi a ochlupenymi. Plodem je apokarpické
souplodi nazek, nazyvané jahoda, dosahujici v préiméru 2 cm (Simanek & Cvopova 1968).

RozmnozZovani jahodnikl probiha prevainé vegetativné za pomoci nadzemnich
Slahounl — stolon(l. Stolony maji dvé ocka, prvni zUstava dormantni a z druhého vyrlsta
dcefind rostlina (Hancock 1999).

Z pohledu Ministerstva zemédélstvi CR (2017) je mozné oznacit za nejvétsi abiotické
nepfiznivé faktory pfi péstovani jahodnikd mrazova poskozeni a nedostatek destovych srazek.
V dlsledku nizsi sklizné neZ je obvyklé, doslo v roce 2017 i k navySeni spotiebitelskych cen a
zvy$eni dovozu jahod (hlavné ze Spanélska, Italie, Polska, Némecka a Belgie). Celkova sklize
v roce 2017 byla tedy 8 257 t, obvykle vSak byva v priméru 9 000-10 000 t.

Biotické vlivy plsobici na rostliny z evropskych druh( Fragaria Citaji fadu skadcl a
pavodcl chorob. Podle Hessayon (2001) a Rostlinolékarského portalu (2020) jsou skldci
zastoupeny nasledujicimi organismy: hadatko jahodnikové (Aphelenchoides fragariae),
kovolesklec gamma (Autographa gamma), kvétopas jahodnikovy (Anthonomus rubi), roztocik
jahodnikovy (Phytonemus pallidus), sviluska chmelova (Tetranychus urticae), msice, slimdci a
ptaci. NejzavaznéjsSimi z nich jsou:

e Haddatko jahodnikové zplsobujici ztraty na vynosu az 75 %. Pfi zjisténi vyskytu
je vhodné napadené rostliny odstranit z pozemku a znicit, popfipadé zaradit
registrované pripravky na ochranu rostlin a na zamoreném pozemku hadatky
nepéstovat jahodniky ani jiné nachylné rostliny po dobu nékolika let (Ustfedni
kontrolni a zkuSebni Gstav zemédélsky 2020a).

e Kvétopas jahodnikovy dokdze znehodnotit az 80 % urody nakousnutim
kvétnich poupat, které nasledné usychaji a opadavaji. Za ucinnou se povazuje
chemicka ochrana (Ustfedni kontrolni a zku$ebni Ustav zemédélsky 2020a).

e Roztocik jahodnikovy, pfi jehoz napadeni rostliny béhem 2-3 let odumiraji. Je
tedy velmi dlilezZité dbat na ochranu pred jeho zavleCenim, zejména na zdravy
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rostlinny materidl, nekontaminovanou pudu a o istu nastroju (Landk et al.
1969).

Mezi pGvodce chorob napadajici jahodniky patfi antraknézova skvrnitost jahodniku
(Colletotrichum acutatum), bila skvrnitost listd jahodniku [Mycosphaerella fragariae
(teleomorfa) — Ramularia tulasnei (anamorfa)], cervend hniloba korend jahodniku
(Phytophthora fragariae var. fragariae), fialova skvrnitost listd jahodniku [Diplocarpon
earlianum (teleomorfa) — Marssonia fragariae (anamorfa)], fytoftorova krckovd hniloba
jahodniku a koZovita hniloba jahodniku (Phytophtora cactorum), padli jahodniku
(Podosphaera aphanis) a Seda hniloba jahod [Botryotinia fuckeliana (teleomorfa) — Botrytis
cinerea (anamorfa)]. Houbové choroby snizuji vynos, listovou plochu a kondéi az likvidaci
porostu pokud neni zakro¢eno agrotechnickou, nechemickou, biologickou nebo chemickou
ochranou (Ustfedni kontrolni a zkudebni Ustav zemé&délsky 2020a). Dalsi kapitoly se budou
zabyvat onemocnénim zvanym fytoftorova krékova hniloba jahodniku (viz Obrdzek 3),

zpUsobena plivodcem Phytophthora cactorum, vyznacujicim se 20-50% Skodami na vynosech

a velkou rozdilnosti v citlivosti vici u¢innym latkdm fungicidl (Rebollar-Alviter et al. 2005).

¥ e : %
Obrazek 3 Zdravy jahodnik (1) versus napadeny jahodnik (2) patogenem Phytophtora cactorum (upraveno dle NOHEL
GARDEN 2011)




3.2 Fytoftorova kr¢kova hniloba jahodniku, pvodce onemocnéni —
Phytophthora cactorum

3.2.1 Taxonomické zarazeni patogena

Doména (nadfiSe) — Eukaryota

vrv

Superskupina (podfise) — SAR

Skupina (infrafriSe) — Stramenopiles

Tfida — Oomycetes

Rad — Peronosporales

Celed - Peronosporaceae

Rod - Phytophthora

Druh — Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schrot. 1886

(National Center for Biotechnology Information 2020)

Prvni zminka o plvodci fytoftorové krckové hniloby z tfidy Oomycetes pochazi z roku
1870, kdy védci H. Lebert a F. Cohn pojmenovali plvodce kofenové hnilobu kaktust jako
Peronospora cactorum (Lebert & Cohn 1870). Samostatny rod Phytophthora byl pojmenovan
v roce 1876 védcem Antonem De Bary. Ten téhoZ roku determinoval dalsiho zastupce rodu, a
to Phytophthora infestans.

Dnes je znamo, Ze tento patogen napada vice nez 200 druh( rostlin patfici do 150 rod(
a 60 trid (Hill & Hausbeck 2008).

Patogen P. cactorum neni v dneSnim taxonomickém pojeti zafazen do fise hub (Fungi).
Ackoliv se podoba houbdm v mycelidlnim rlstu a zpUsobu vyzZivy, na molekularni a

morfologické Urovni byly zjiStény jisté odliSnosti (viz Tabulka 1), které zapficinily zafazeni

patogena do vysSe zminéného taxonomického zarazeni (Heffer Link et al. 2002).



Tabulka 1 Biochemické odliSnosti Oomycetes versus houby (Fungi) (Némcova & Prasil 2010)

Oomycetes Houby (Fungi)
VyiZiva Autotrofie Heterotrofie
Bunécna sténa Celuléza, dalsi polysacharidy Chitin
Zasobni latka Mykolaminaran Glykogen

(B-1,3-polyglukan)

Syntéza lysinu DAP AAD
(diaminopimelat) (aminoadipat)
Hlavni sterol Fukosterol Ergosterol
Kristy v mitochondriich Trubkovité Zplostélé




3.2.2 Zivotni cyklus a biologie patogena
Na Obrazku 4 je schématicky znazornén Zivotni cyklus patogen( z rodu Phytophthora.
Béhem Zivotniho cyklu patogena dochazi ke stfidani diploidni a haploidni faze, pficemz
diploidni faze prevazuje (WIN-TIN 1973) a tim se rod Phytophthora odlisuje od hub, které jsou

po vétsinu Zivota haploidni (Lamour 2013).

Nepohlavni faze
(diploidni)

MNepohlavni faze
(diploidni)

Pohlavni faze

Zoospory Zoospory

Sporangia

Interkalarni

Termindlni

Encystovang
Ioospory

Obrazek 4 Schématické znazornéni Zivotniho cyklu patogent z rodu Phytophthora (upraveno dle Lamour 2013)

Haploidni faze je zastoupena pouze pfi pribéhu pohlavniho rozmnozovani zvaného
oogametangiogamie, jehoz vysledkem jsou oospory (Némcova & Prasil 2010), kulovité utvary
o velikosti 24-30 um (Maas 1998) . Z ndzvu lze odvodit, Ze se pfi oogametangiogamii jedna o
splynuti dvou gametangii, a to samciho a samiciho (antheridia a oogonia). Antheridia jsou
obvykle monoklinni a paragynni, pfipojujici se ke sténé oogonia v blizkosti jeho stopky (Hudler
2013).

Phytophthora cactorum je homothalicky organismus (Yang et al. 2018), to znamen3,
Ze se gametangia opacnych pohlavi mohou tvofit na téze hyfé, v téze kolonii. Po splynuti
antheridia a oogonia plazmogamii a po karyogamii haploidnich jader vznikne z oosféry oogonia
diploidni oospora (Judelson 2009) chranéna plivodnim obalem oogonia a novou vlastni sténou
(Blackwell 1943).

Oospory vzniklé pohlavni reprodukci jsou velmi odolné proti nepfiznivym podminkam
prostfedi, jako je mraz nebo sucho. Jsou dokonce schopny odolat i mikrobialni aktivité
organismu, proto dokazi prezit i nékolik let bez nutnosti stimulace rostlinnymi exudaty a

nasledného vykli¢eni spory (Judelson 2009).



Oospora kli¢i za vhodnych podminek hyfou se zakonfenim zvanym sporangium i tzv.
zoosporangium (Gryndler & Némcova 2013). Vhodnymi podminkami pro vznik sporangii
rozumime dle Grove et al. (1985) ovlhéeni po dobu 3-24 hodin pfi teploté 15-25 °C. Nejvyssiho
optima s nejvyssi produkci sporangii bylo dosazeno pfi ovlihCeni vice nez 16 hodin pfi teploté
kolem 20 °C (Grove et al. 1985).

Hyfy, na kterych se ddle tvofi sporangia, jsou nazyvany sporangiofory. Zpravidla se
jednd o utvary s prlmérem o polovinu mensim, nez je hyfa, ze které sporangiofor pochazi.
Sporangia jsou na sporangioforech tvofena termindlné nebo interkalarné, jejich tvar je
nejcastéji vejcity, ovalny az hruskovity nebo sféricky (Blackwell 1943), také mohou byt zcela
elipsoidni s rozméry 31,4 + 4,8 x 26,4 + 4,0 um (Kratka et al. 2008). Obsahuji dalsi haploidni
Utvary a to zoospory. Jedno sporangium muze obsahovat az 50 zoospor (Maas 1998), které
jsou uvolnény prasknutim ze zralého vacku sporangia. Sporangium lze povazovat za zralé
v nékterych pfipadech jiz po 6 hodinach existence (Blackwell 1943). Tvorba zoospor je
ovlivnéna vlhkosti pady a chladnéjsi teplotou nez byla potfeba pro tvorbu sporangii (Heffer
Link et al. 2002).

Zoospory jsou uvolnény ze sporangia jako malé (11-18 um), hruskovité, jednobunécné
Utvary s absenci bunécné stény (Ploetz 2003). Pro aktivni pohyb maji dva biciky (Blackwell
1943) lisici se svou délkou. Bi¢ik s mastigonematy ve sméru pohybu je kratsi, druhy bicik proti
sméru pohybu je Cisté hladky (Erwin & Ribeiro 1996). Zoospory se pohybuji na principu
chemotaxe, tzn. jsou pfitahovany na zakladé chemického potencidlu k rostliné vylucujici
organické latky do prostiedi (Ploetz 2003). Dle Heffer Link et al. (2002) orientaci o poloze
rostliny zprostfedkovavaji zoosporam predevsim sacharidy a aminokyseliny. Je nezbytné, aby
voda, ve které se zoospory pfibliZuji k rostliné byla ¢erstva a nezkazena jinak hrozi jejich uhyn
(Blackwell 1943).

Po transportu zoospor k hostitelské rostliné dochdzi kiniciaci infekce a kolonizace
zdravého rostlinného pletiva. Zoospory encystuji, ztraceji biciky, vytvari se bunécna sténa a
tvoti se kli¢ni vlakno (Ploetz 2003).

Kolonizaci zdravého rostlinného pletiva zprostfedkovavaji hyfy, které se pozdéji
formuji do mycelia. Hyfy jsou tenké, velikostné variabilni (2-14 um), pravouhle se vétvici a
vykazujici zUZeni na bazi kazdé vétve. Bunécné jadro nové vznikajici hyfy je umisténo také
pobliz baze a kazdé dalsi se nachazi ve vzdalenosti 10-20 pum. Mycelium neni oddéleno

prepazkami, pouze vyplnéné vakuolami (Blackwell 1943). Pfepdzky se tvofi jen v mladych
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hyfach pfi pohlavnim rozmnozovanim mezi jednotlivymi gametangii, staré hyfy se reprodukce
neucastni (Lamour 2013).

V ramci Zivotniho cyklu se mohou ojedinéle tvofit i Utvary zvané chlamydospory.
Podobné jako oospory jsou uréené k preziti patogena pfi nepfiznivych teplotnich podminkach
nebo pfi potizich s hostitelskou rostlinou (Serrano-Perez et al. 2017) . Na rozdil od oospor vsak
maji chlamydospory jen jeden tlusty obal. Nejsou produktem pohlavniho rozmnozovani, proto
jim chybi obal oogonia a nelze najit zbytek antheridia (Blackwell 1943). Velikostné jsou si ale
velmi podobné — oospory méfi 24-30 um (Maas 1998), chlamydospory 25-39,5 um (Kratka et
al. 2008).

3.2.3 Infekéni cyklus P. cactorum na jahodniku a pfiznaky

onemocneéni

Primarnim inokulem je oospora Cekajici na vhodné klimatické podminky a pfitomnost
hostitelskych exudatli v padé. Jakmile jsou podminky splnény, oospora kli¢i ve sporangium, z
néhoz jsou uvolfiovany zoospory. Na zakladé chemotaxe a za pomoci bicikl jsou zoospory
transportovdny ke kofentm rostlin nebo dochdzi ke kontaktu s jinou ¢asti rostliny, napf.
s plodem, ktery je nasledné infikovan. Tuto fazi infekéniho cyklu P. cactorum lze oznadit za
primarni infekci (The Ohio State University 2016).

Napada-li patogen plody jahodniku, za pfiznaky spojené s primarni infekci lze
povazovat diskolorace a zmény na povrchu plodl. Nezralé infikované plody maji tmavé
hnédou barvu a vypadaji koZovité. Naopak zralé plody maji jen lehké diskolorace v podobé
bilych az nafialovélych skvrn, coZz plsobi velké problémy v jejich odliSeni od zdravych ploda.
Jejich pozdéjsi identifikace je zplisobena zapachem a nepfijemnou chuti, obzvlasté pokud se
dostanou do trZzniho obéhu a jsou z nich zpracovany potravinarské produkty (Rebollar-Alviter
et al. 2005). Spolu se zménami na plodech se objevuje hniloba kofen(. Rostliny jsou v jejim
dlsledku chlorotické a casto zakrfiuji v rGstu. Infikované kofeny jsou mékké, vodnaté a
zbarvené do tmavé hnéda oproti zdravym bilym kofentm. Pokrocild infekce vede k iplnému
omezeni tvorby sekundarnich a tercidlnich kofen(i a konci degeneraci kofenového systému
(Drenth & Sendall 2001).

Sekundarni infekce zapocina formovanim mycelia, sporangioford a nasledné sporangii

na infikovaném plodu za optimalnich podminek, tzn. vlhko a teplo. Ze sporangii se uvolfiuji
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zoospory, které jsou ndsledné vétrem nebo vodou prenaseny na dalsi jahodniky a ty jsou

nasledné infikovany (The Ohio State University 2016).

Po dokonceni vyvojového cyklu patogena a kolonizovani rostlin dochazi k pohlavnimu

rozmnozovani a opétovné tvorbé oospor, které prezivaji v plidé a slouzi v budoucnu opét jako

primarni inokulum (The Ohio State University 2016).

Infekéni cyklus patogena Phytophthora cactorum popisujici vznik hniloby plodl na

jahodniku je popsan na Obrazku 5 (The Ohio State University 2016).

Zoospory se do kontaktu
s plodem dostanou pfimo
z pady nebo pfi pfenosu
vodou (destém,

Pfi ovlhéeni povrchu

kapickami) /
plodu sporangia

._ ; g uvolfiuji zoospory
¥ anasledné tvo&
(naplaveni, kalu, d&st) sporangii ha novém

K pfenosu Na povrchu
Voda infikovanych
¥ plodi se
Primarni plodu dochazi vétrem % tvofi
infekce (piida) nebo vodou (des§tém) sporangia

Kliéeni oospory a
tvorba sporangia

Moknx v )
nebovlhko - infikovaného

plodu

Oospory jsou uvolfiovany do pady v
disledku rozkladu plodu

Sekundarni
infekce (vzduch)

Obrazek 5 Zivotni cyklus hniloby plodd zpGisobeny patogenem Phytophthora cactorum na jahodniku (upraveno dle The Ohio
State University 2016)
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3.3 Metody ochrany proti pavodci fytoftorové hniloby

Pfi volbé ochrannych prostifedkd proti Skodlivym organismim je dilezité vychazet
z pokyn( integrované ochrany rostlin (IOR). Jednd se o sjednoceni jednotlivych opatreni
spojujici nepfimé metody ochrany rostlin a nasledné, v pfipadé potreby, pfimé metody
ochrany rostlin (Kazda et al. 2010).

Integrovanou ochranu rostlin Ize charakterizovat jako souhrn vyuZivajici vSech
ekonomickych, ekologickych a toxikologickych pozadavkd pro udrZeni Skodlivych organismi
(SO) pod hranici 8kodlivosti. Preferovana jsou opatfeni vyuZivajici biologickou nebo
nechemickou ochranu, tzn. metody pfirozené regulace Skodlivych organismi. Pokud tato
opatreni selZou, pfistupuje se k ochrané chemické, tedy aplikaci pesticid(. Je duleZité vybirat
takové, které maji vysokou specifitu pro dany Skodlivy organismus a spolu s tim maji co
nejméné dopad(i na lidské zdravi, Zivotni prostfedi a necilové organismy (Ustiedni kontrolni a
zkuSebni ustav zemédélsky 2020b).

Mezi zakladni komponenty IOR patfi:

metody ochrany uZivané jako prevence proti vzniku onemocnéni Skodlivym

organismem;

- uZiti progndz a signalizace vyskytu SO;

- sledovani ekonomického prahu skodlivosti a rozhodnuti o ochranég;

- preference uziti selektivnich pesticidl, pFirozenych neptatel SO, biologickych
prostfedk(l a dalSich strategii v ochrané rostlin pred Sirokospektralnimi pesticidy;

- vyuzivani antirezistentnich strategii a monitoring pfipadného vzniku rezistence

(Kocourek 2014).

Obecné zdsady integrované ochrany rostlin jsou sepsany pro uZivatele pesticidd a
nachazi se ve vyhlasce ¢.205/2012 Sb. k zakonu 326/2004 Sb. ve znéni zakona ¢.191/2012 Sb.
Vyhlagka je platnd od 18. 6. 2012 a nabyla G&innosti k 1. 1. 2014 (Ministerstvo vnitra Ceské
republiky 2012).
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3.3.1 Nepfimé metody ochrany
Nepfimé metody ochrany maji preventivni charakter. Zahrnuji metody agrotechnické,

organizacni a Slechtitelské (Kazda et al. 2010).

3.3.1.1 Agrotechnické metody ochrany

Jahodniky jsou obvykle péstovany v reZimu intenzivniho zemédélstvi jako trileta
monokultura. Z tohoto dlivodu je velmi duleZity vybér stanovisté, na kterém bude plodina
péstovana, aby nedochazelo k abiotickym nedostatklim a stresim, a aby byl naopak zajistén
rychly a bezproblémovy vyvoj rostliny (Mok et al. 2014). | ptestoZze jsou jahodniky velmi
pfizpUsobivé ke klimatickym a pldnim podminkdm, ukazalo se jako velmi vhodné jejich
péstovani v niZzindch do 600 m n. m., svynechanim tézkych jilovitych a Stérkovitych pad
(Dlouha 2003). PoloZeni plantaze by mélo byt jihozapadnim smérem, kde dochazi ke stridani
plného slunce a polostinu a drZi se zde pfimérena vlhkost (Peiker 1962). Ovlhéeni porostu by
ale nemélo byt dlouhodobéjsiho charakteru, protoze tak dochazi k podpore rozvoje
houbovych onemocnéni (Kazda et al. 2010). Jahodniky jsou teplomilné rostliny a preferuji
stanovisté s prlimérnou rocni teplotou kolem 20 °C (Dlouha 2003). Pro kliceni spor patogena
P. cactorum a iniciaci onemocnéni je optimalni teplota 21 °C (Ustfedni kontrolni a zkusebni
Ustav zemédélsky 2020c).

Pfed zaloZenim plantaze je velmi vhodné doplnit do pldy Ziviny s ohledem na vicelety
charakter péstovani s omezenim dodate¢ného doplfiovani Zivin v prabéhu rlistu rostlin. Jednd
se jmenovité o doplnéni nebo o zvyseni obsahu organické hmoty na stanovisti a vyhnojeni
pudy fosforem, draslikem a hof¢ikem (je nutné vychazet z obsahu Zivin v pldé). Nezbytné je i
vyvapnéni pozemku, pokud padni pH neni optimalni pro péstovani a kvuli nasycenosti padniho
sorpcniho komplexu vapenatymi a hofecnatymi ionty (Vanék et al. 2012).

Dle Ustifedniho kontrolniho a zku$ebniho Ustavu zemédélského (2020c) jsou
nejdalezitéjSimi faktory pfi dodrZzovani preventivnich metod proti fytoftorové hnilobé:

- zdravé a certifikovand vysadba, tzn. bez obsahu 3kodlivych organisml (Ustfedni
kontrolni a zkuSebni Ustav zemédélsky 2020c);
- vylouéeni potenciondlné zamorenych pozemkd trvalymi sporami (Ustfedni kontrolni a

zkuSebni ustav zemédélsky 2020c); pokud je nezbytné nutna vysadba na rizikovych
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pozemcich, je vhodné zvolit odolné odrlidy jahodnikd, napf. odrlida Karmen nebo
Rumba, oproti nachylnym, jako je napt. odrida Dagmar (JindZahrada 2020);

- dodrzovéni osevniho postupu, tzn. nafizeny sled a stfidani plodin (Ustfedni kontrolni a
zkuSebni ustav zemédélsky 2020c), zruseni plantdZe do tfi let po zaloZeni (Harant &
Zacha 1975);

- zména vodniho reiimu ve smyslu vyvarovani se stojaté vody v porostu (Ustfedni
kontrolni a zkusebni Gstav zemédélsky 2020c), a to zfizenim odtokovych kanal(i a svod(
v meziradcich (se Sitkou minimdlné 8 cm) usticich mimo stanovisté (Madden et al.
1991);

- odstrafiovani napadenych rostlin a jejich naslednd likvidace (Ustfedni kontrolni a

zkuSebni ustav zemédélsky 2020c).

3.3.1.2 Organizacni metody ochrany

Organizacni metody ochrany jsou definovany legislativou. Pfevazné se jedna o opatreni
proti zavle€eni a $ifeni chorob na Gzemi Ceské republiky, ktera jsou sepsana a podrobné
charakterizovana ve vyhlasce ¢. 5/2020 Sb., jejiz aktualni znéni je G¢inné od 25. 1. 2020 do 12.
12.2020. Obsahem vyhlasky jsou zejména nafizeni tykajici se importu a exportu rostlina s nimi
spojenymi Ukony, podrobnosti ohledné dopravy rostlinného materidlu (misto A, misto B,
baleni, kompetence pfitomnych osob, aj.) a vydavani osvédcéeni — tzv. rostlinolékarskych pasu
skladajicich se z predvyvozniho osvédceni a rostlinolékarského dokladu o presunu, jenz
informuji profesionalni provozovatele o provedeni pfislusnych fytosanitarnich postupl a
nezavadnosti pfepravovaného rostlinného materidlu (Ministerstvo vnitra Ceské republiky
2019).

Velky duraz se klade predevSim na opatfeni proti zavleceni a ndslednému Siteni
karanténnich chorob. Phytophthora cactorum nepatfi do této skupiny organismu, ale i na
tohoto patogena, ostatné jako na vSechny Skodlivé organismy, se vztahuji pravidla proti
rozSifeni onemocnéni, aby se predeslo fatalnimu poniceni rostlin a Urody. Preventivni a
kurativni opatreni jsou podrobné sepsana v kapitolach 3.3.1 Nepfimé metody ochrany a 3.3.2
Pfimé metody ochrany. V souvislosti s vydavanim rostlinolékafskych pasu souvisi testovani a
prohlidka nejen nezavadnosti rostlinného materidlu, ale také kontrola skladovacich prostor
komodity, obalovych materidlli, dopravnich nebo prepravnich prostfedk(, prohlidka mista
péstebni plochy (jahodnikové plantaze) a s tim spojend kontrola nalezitosti k provedenému
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oSetreni (chemickému, biologickému, fyzikdlnimu). Velky diraz je také kladen na znemoznéni
kontaminace Skodlivymi organismy pfi zpracovani, baleni a prevozu nebo skladovani

rostlinnych materidlG (Ministerstvo vnitra Ceské republiky 2019).

3.3.1.3 Slechtitelské metody ochrany a rezistence hostitelského druhu

V dnesni dobé je preferovdno vysazovani tolerantnich i rezistentnich odrad kulturnich
rostlin. Vede to ke sniZeni uZivani pesticidll, a tim padem lze zaznamenat i pokles nakladu
vynaloZenych na ochranu rostlin. Nejedna se ale o trvalé feSeni, protoze Skodlivé organismy,
proti kterym se Slechténi provadi, se stale prizplisobuji a po uréitém ¢ase jsou schopni prolomit
ochrannou bariéru rostlin a dand odr(ida se stava opét nachylnou (Kazda et al. 2010).

Slechtitelska pracovisté se nachdazi po celé Ceské republice, konkrétni pobocky
zabyvajici se $lecht&nim ovoce jsou nasledujici — VSU ovocnaFsky Holovousy, SS Téchobuzice,
SS Velehrad a SS Velké Losiny. Odolné & rezistentni odriidy si poté péstitel miiZze vybrat
v Seznamu doporuéenych odrid, ktery je kaidoroéné aktualizovdn a vydavan Ustfednim
kontrolnim a zkusebnim ustavem zemédé&lskym (UKZUZ). Minimalni doba potfebnad pro slozeni
stdtnich odrGdovych zkousSek je 9—-11 let. Poté smi byt odrlida zafazena do seznamu a
distribuovdna. K opétovné nachylnosti odrid, dle autora, ma dojit po 8-10 letech péstovani.
Vychozi materidl pro Slechténi jahodnikd, tzv. genové zdroje, byl nalezen v Severni Americe.
(Chaloupek 2008). Genové zdroje zajisti potfebnou genetickou variabilitu sledovaného znaku
s potenciondlni ¢i aktualni hodnotou pro Slechtitelské Gcely (Food and Agriculture
Organization 2001).

Pro evidenci viech genovych zdroji byl v Ceské republice vytvofen samostatny Narodni
program konzervace a vyuZzivani genetickych zdroju rostlin a agrobiodiverzity, jehoz cilem je
uchovavat vegetativné, ale i semenné mnozZené druhy rostlin, a tim zajistovat potfebnou
biodiverzitu rostlinnych druh(i (Dotlacil et al. 2013). Na tomto programu spolupracuje dvanact
Ceskych instituci jiz od roku 1992 (Chaloupek 2008). Vegetativné mnoZené materidly se
uchovavaji v polnich genovych bankach, in vitro podminkach nebo v kryobankach. Uschovu
semen zajistuji genové banky. VSechna data o rostlinnych druzich a odrGdéch, pasportova a
popisna, jsou zanesena do informacniho systému o genovych zdrojich zvaného EVIGEZ —

Evidence genetickych zdroju (Dotladil et al. 2013) vyvijeného od roku 1984 (Chaloupek 2008).
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Rezistence je rozdélovana na dvé formy a to:

a) nespecifickou, horizontdlni — rostlina disponuje dlouhodobé schopnosti potlacit nebo
zabrzdit vyvoj Skodlivého organismu vUici viem jeho rasam; pribéh odpovédi na infekci
je ale velmi pomaly, fizeny ve velké mife vnéjsimi faktory a velkym mnozstvim gen(
(polygenné), proto je také velmi obtizné provést na tento druh rezistence Slechténi;

b) specifickou, vertikadlni — rostlina je schopna odolat jen urcité rase patogena, za to ale
velmi rychle a svelkou ucinnosti; odpovéd na infekci je fizena oligenné (malym
mnozstvim genl) nebo minorgenné (jednim genem), proto lze fici, Ze Slechténi na
tento druh rezistence je snadno proveditelné, ale také patogenem snadno
prekonatelné (Umaerus & Umaerus 1994).

V pribéhu infekce dochazi k prekonavani fyzikalni bariéry hostitelské rostliny (bunééna
sténa a cytosol) patogenem (Husaini et al. 2016). Pfi tomto déji rozpoznavaji hostitelské
receptory (PRRs) elicitory patogena (MAMPs, PAMPs) a dochazi k vyhodnocovani
kompatibility obou jedincli pro vznik onemocnéni. Pokud se jedna o hostitelskou rostlinu
s R-geny a virulentniho patogena je rostlinou Sifen signal, Ze je nutné na Skodlivy organismus
pouzit pfislusSnou odpovéd obranného systému a rozvijejici se infekci zastavit. V pfipadé
zaporné odpoveédi, zjednoduSené nehostitelska rostlina a avirulentni patogen, nedochazi k
rozpoznani a navazani vztahu (Véchet 2007; Husaini et al. 2016).

Obrannou odpovédi hostitelského druhu rostliny je kaskada biochemickych obrannych
mechanisma v ¢ele s akumulaci iontl v cytoplazmé (hlavné K*a Ca?*), produkci reaktivnich
forem kysliku = ROS (peroxidu a superoxidu), zvySené tvorbé ethylenu, kyseliny jasmonové a
salicylové (sloZi jako prenaseci signalu, Ze je rostlina napadena), ale také strukturalni obranné
mechanismy jako napfiklad zesileni bunécné stény v misté infekce (celuldza, lignin), zvySeni
hustoty trichom{ nebo obsahu kutinu atd. Tyto biochemické a strukturdlni zmény vedou ke
zpomaleni ¢i dokonce zastaveni infekce v dusledku hypersenzitivni reakce u rostliny
(Prochazka et al. 1998; Véchet 2007; Husaini et al. 2016).

Odolnymi odrGdami jahodniku vUic¢i patogenu P. cactorum dle Rostlinolékafského
portdlu (2020) jsou: Elsanta, Senga Senga, Honeoye, Darselect, Korona, Pegasus, Dukat a
Tenira. Podle studie Labanowska et al. (2004) jsou nejvice odolné odr(idy Senga Senga, Dukat

a Pegasus; naopak jako nejméné odolné jsou zde uvadény odridy Honeyone a Elsanta.
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3.3.2 Pfimé metody ochrany

Pfimé metody ochrany rostlin se uZivaji kurativné ¢i eradikativné, tzn. ve chvili, kdy je
populacni hustota daného skodlivého organismu nad ekonomickym prahem skodlivosti a hrozi
zavazné Skody na urodé. Mezi tyto metody ochrany patfi: mechanické, fyzikalni, biologické a
chemické. V ndvaznosti na vyse zminéna kurativni opatfeni je nezbytné uZziti monitoringu
vyskytu dané choroby, aby ochranné zasahy byly provedeny ve vhodnou dobu (Kazda et al.

2010).

3.3.2.1 Monitoring vyskytu onemocnéni

Obecné se monitoringem neboli signalizaci rozumi sledovani vyvoje vyskytu Skodlivych
organism0. K zakroceni proti jejich pfitomnosti na stanovisti dochazi pfi prekroéeni urcité
hranice, obecné oznaCované jako prah Skodlivosti. K pfedpovédi vyskytu a vyvoji populace
Skodlivych organismi jsou v dnesni dobé uzZivany pocitacové programy, které vychdzeji ze
soubor(l dat z minulych let a diky nim jsou uvadény progndzy pro péstitele (Park et al. 2008).

P. cactorum je patogen vyskytujici se na tézsich pGdach. K Sifeni a rozvoji infekce
dochdzi za destivého a teplého pocasi (Agromanudl.cz 2020a). Dle vysledku studie Grove et al.
(1985) Ize konstatovat, Ze nejvétsi podil na rozvoji choroby ma teplota (17-25 °C) a ovlhéeni
(postaci dvé hodiny), proto je velmi dllezité dbat na preventivni metody ochrany (kapitola
3.3.1 Nepfimé metody ochrany) rostlin jeSté predtim, neZ dojde k zaloZeni jahodnikové

plantaze, ale i poté, co jiz zaloZena byla.

3.3.2.2 Chemicka ochrana

Chemické oSetfeni kulturnich plodin fungicidy je dllezZitou soucasti ochrany vedouci
k dobrému zdravotnimu stavu rostlin a odpovidajicimu vynosu (Kazda et al. 2010).
Mechanismy Gg&inku fungicidd mohou byt riizného typu. U&inné latky se vdZou na jedno nebo
i vice vazebnych mist v organismu patogena a nasledné dochazi k inhibici syntézy latek
potfebnych pro Zivot a rozvoj patogenniho organismu (Matthews 2018). Dle Ustfedniho
kontrolniho a zkuSebniho zemédélského Ustavu (2020c) se doporucuje osetfit rostliny ve velmi
ranych fazich infekce k zajisténi nejlepsi ucinnosti fungicidni ochrany. V pripadé fytoftorové
krékové hniloby je doporuc¢ovano osetfovat sadbu namacenim do fungicidnich pfipravkd nebo
u mladych porostd uZit zalivku. Pro namaceni sazenic pfed vysadbou neni v Ceské republice

registrovan zadny pfipravek z fad syntetickych fungicid(. Je zde ale moZnost uZit pfipravek na
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biologické bazi, viz kapitola 3.3.2.3 Biologickd ochrana (Ustfedni kontrolni a zkudebni Ustav
zemédélsky 2020c).

P. cactorum, jak jiz bylo zminéno, patfi do tfidy Oomycetes, na kterou pusobi
fungicidné jen omezena Skala ucinnych latek. Na patogeny z této tfidy nelze pouzit inhibitory
syntézy sterolU (SBiS; DMI fungicidy, aminy, KRI fungicidy) kvli limitované produkci sterol(
puvodcem onemocnéni, dale také nelze pouzit fungicidy na bazi elementdarni siry. Naopak se
velmi osvédcilo uziti Qol fungicidl (tzv. strobilurin(), fenylamid(i a médnatych fungicid(
(Leitner 2020).

Dle studie Rebollar-Alviter et al. (2007) se z fad strobilurinCi prokazaly jako velmi
spolehlivé latky pyclarostrobin a azoxystrobin, které pozastavuji rozvoj infekce po 13 hodinach
od aplikace fungicidu. Jedna se o Qol (quinone outside inhibitor) inhibitory, to znamena, Ze
systémoveé inhibuji mitochondrialni respiraci blokaci elektronového transportu komplexem I,
vazanym na cilové misto k cytochromu bcl. V dusledku toho zpUsobuji naruseni Zivotniho
cyklu patogena —jeho vyZivy, reprodukce a kliceni spor (Gisi et al. 2002; Ackermann 2013).

Dalsi latky oznacené jako fungicidné ucinné proti fytoftorové krékové hnilobé jsou
metalaxyl-M a fosetyl-aluminium, jeZ jsou aplikovany v ranych fazich infekce. Pokud budou
aplikovany v terminalni nebo intermedialni fazi infekce, nelze zarucit jejich ucinek a ochranu
rostliny pred uhynutim a zni¢enim urody (Utkhede 1987; Ellis et al. 1998). Metalaxyl-M patfi
do skupiny fenylamidl, systémovych fungicidll, narusujicich biosyntézu nukleovych kyselin
[FRNA] (Ackermann 2013). Fosetyl-aluminium je fungicidni ldtka ze skupiny fosfonatd
(etylfosfonaty) se specifickym ucinkem ovliviujici metabolismus aminokyselin a skladbu
bilkovin. Je pfijimana nadzemnimi i podzemnimi ¢astmi rostlin a systémové rozvadéna do celé
rostliny, kde potlacuje infekci zabrdnénim kliceni spor, tvorbé spor a rlstu mycelia. Také
stimuluje obranné mechanismy rostliny, napfiklad zvySenou produkci fytoalexind. Fosetyl-
aluminium je doporuceno aplikovat ve fazi dlouzivého ruUstu rostliny. Vyznacuje se
dlouhodobym uGcinkem (Agromanual.cz 2020b).

Skupinu karbamat(, konkrétné propamocarb, zkoumala studie Thomidis & Michailidis
(2002). Bylo zjisténo, Ze vybrana ucinna latka potlacila do urcité miry rozvoj choroby, pfi
maximalnim davkovani, ale ne stakovou ucinnosti jako vySe zminéné fungicidni latky.
Médnaté fungicidy zkoumané taktéz vtéto studii vykazovaly podobny ucinek jako

propamocarb (Thomidis & Michailidis 2002).
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V Ceské republice je registrovan na ochranu jahodnikl proti fytoftorové krékové
hnilobé& pouze pFipravek Aliette 80 WG s G¢innou latkou fosetyl-aluminium (Ustfedni kontrolni

a zkuSebni Ustav zemédélsky 2020c).

3.3.2.3 Biologicka ochrana

UZiti dostupnych biologickych preparatl by mélo byt prvnim krokem pfi ochrané
rostlin (Duskova & Kopfiva 2009). Toto tvrzeni vychazi i z vyhlasky ¢.205/2012 Sb., ve které
jsou sepsany obecné zasady integrované ochrany rostlin (Ministerstvo vnitra Ceské republiky
2012). Jedna se o pripravky na bazi mikroorganismU, sekundarnich metabolitd rostlin,
parazitickych hub ¢i bakterii a v neposledni fadé pfirozenych nepratel daného patogenniho
organismu. Pfi oSetfovani plodin nedochazi k ohroZeni rostlin ¢i péstiteld toxicitou pripravku,
nejsou ohrozeny necilové organismy a cilovy organismus je udrzovan pod hranici prahu
Skodlivosti a neni zcela vyhuben (Duskova & Kopfiva 2009).

Jedinym registrovanym biologickym p¥ipravkem v Ceské republice proti plivodci
fytoftorové krckové hniloby je preparat Polyversum s uc¢innou latkou, respektive organismem
Pythium oligandrum M1 (Ustfedni kontrolni a zku$ebni Ustav zemé&délsky 2020c). Obsahuje
spory vySe zminéného mykoparazitického organismu, ktery indukuje systémovou rezistenci
hostitele (jahodniku) vici patogennimu organismu (P. cactorum) v dlsledku syntézy proteint
POD-1, POD-2, POS-1 a oligandrinu (Masunaka et al. 2010). Dochazi tedy k posileni ochrannych
bariér hostitele vici patogennimu organismu, ale Pythium oligandrum také napada mycelium
P. cactorum, rozklada jej a uziva ke své vlastni vyzivé (Bocek et al. 2013).

Polyversum je ptipravek, ktery byl vyvinut v Ceské republice a je zde nadale vyrabén

firmou Biopreparaty s.r.o. (Bocek et al. 2013).
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3.4 Rezistence patogena Phytophthora cactorum k fungicidnim

latkam

UZiti fungicidl, pfipravkd na ochranu rostlin proti houbovym chorobam, sahd daleko
do historie lidstva (Kazda et al. 2010). Nejdfive se jednalo o aplikaci anorganickych latek (méd,
sira), pozdéji latek organickych (ditiokarbamaty, fenylamidy, Qo inhibitory a inhibitory syntézy
sterol(l), které jsou v dnesni dobé pouzivany s nejvyssi Cetnosti (Ministerstvo zemédélstvi
2020). Stdle je zde vsak snaha o tvorbu pfipravk(l sinovativhim slozenim nebo s nové
objevenou uc¢innou latkou, kterd s nejvétsi pravdépodobnosti bude pochazet z pfirozené se
vyskytujicich slouéenin, napfiklad strobiluriny pochdzi z houbového organismu s nazvem
penizovka nahorkla — Strobilurus tenacellus (Kazda et al. 2010).

Z hlediska mista ucinnosti se fungicidy déli na systémové a kontaktni. Kontaktni
fungicidy, napfiklad na bazi siry, pusobi pouze na mistech, které byly pfipravkem o3etfeny.
Nejde tedy jen o jedno misto, ale o vétsi plochu pokrytou fungicidnim pfipravkem. Atakuji také
vice cilovych mist v organismu patogena, a tim jsou mnohem méné ndachylné na vznik
rezistence. Naopak systémové pfipravky puUsobi jen na jedno cilové misto v organismu
patogena a ac jsou ucinnéjsi a daji se vyuZit jak preventivné, kurativné tak i eradikativné, tak
jsou také nachylnéjsi ke vzniku rezistence. Ze systémovych pfipravkd pouzivanych proti tfidé
Oomycetes maji nejvyssi riziko vzniku rezistence chemické latky ze skupiny acylalanin(
(fenylamidy), konkrétné ucinna latka metalaxyl-M (Ministerstvo zemédélstvi 2020).

Samotnd rezistence patogena P. cactorum vUc¢i fungiciddm muZe byt vrozena ci
ziskand. U vrozené rezistence se jedna o stav, kdy dany skodlivy organismus vykazuje dédi¢né
znaky rezistence proti urcité skupiné ¢i urcité ucinné fungicidni latce. U tfidy Oomycetes se
jedna o vrozenou odolnost vici inhibitordm syntézy steroll. Naopak ziskana rezistence je
disledkem nesprdvného ¢i dlouhodobého uZivani jednoho druhu fungicidd. K ziskané
rezistenci se poji dva pojmy, a to cross-rezistence a multiple-rezistence. Cross-rezistence
neboli kfizova rezistence je oznaceni pro odolnost patogenniho organismu k jedné ucinné
latce, ktera nasledné buduje rezistenci kostatnim fungicidnim [atkdm se stejnym
mechanismem ucinku. Multiple-rezistence, taktéz vicendsobna rezistence, oznacuje stav, kdy
je patogen rezistentni vicéi dvéma fungicidnim ucinnym latkdm s rGznym mechanismem
ucinku. Je to dusledek dvou na sobé nezdvislych mutaci vzniklych pfi opakovaném pouzivani

danych fungicidnich latek (Ackermann 2013). Jesté je zde moZnost objevu negativni cross-
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rezistence. Tato mozZnost odolnosti je ale velmi malo pravdépodobna. Jednd se tedy o
rezistenci patogena k jedné fungicidni |atce, doprovazenou citlivosti na latku pochazejici
z rozdilné skupiny uc¢innych latek (Kazda et al. 2010).

Hlavnim predpokladem vzniku rezistence u houbovych patogen( je jejich vysoka
pfizpUsobivost k ménicim se podminkam prostredi a rychlost reprodukéniho cyklu (Kazda et
al. 2010). DalSim rizikem jsou rezistentni jedinci vyskytujici se v populaci patogenniho
organismu i bez predchoziho uziti fungicidu. AC zpocatku nepatfi k nejvice vyskytovanym
zastupclim, vlivem selekéniho tlaku nabyvaji na pocetnosti a fungicidni oSetfeni ztraci na
ucinnosti. DalSim predpokladem pro vznik rezistence je aplikace fungicidniho pripravku
s uCinkem na jedno cilové misto v organismu patogena. Snadnéji je tak prolomena bariéra

mechanismu ucinku fungicidni latky a dany pfipravek ztraci na ucinnosti (Ackermann 2013).

3.4.1 Metody diagnostiky rezistence
Diagnostika odolnosti jednotlivych houbovych patogennich organisma k fungicidiim je
provadéna v laboratornich podminkach, spolu se sklenikovymi a polnimi pokusy. Je nutné
provést molekuldarné biologické testy, které odhali zménu v genomu patogena nebo zvolit
metodu otravenych ploten, ktera odhali U¢innost fungicidnich latek. Rezistenci Skodlivych
organismU nelze urcit na zakladé symptomu vykazovanych napadenou kulturni plodinou po

aplikaci fungicidu (Kazda et al. 2010).

3.4.2 Antirezistetntni strategie
Snahy o omezeni vzniku jedincl s rezistenci vici fungicidim se nazyvaji antirezistentni
strategie. Jedna se o soubor doporucenych opatfeni, které vedou k predchazeni ¢i alespon
oddaleni vzniku rezistence. Nize uvedené zasady jsou vysledkem prace organizace FRAC
(Fungicide Resistance Action Committee) zahrnujici zastupce firem vyrabéjici fungicidni latky
s potencidlnim rizikem vzniku rezistence (Ackermann 2013).
Doporucené zasady jsou nasledujici:
- nesnizovat aplikovanou davku pfipravku;
- stfidat pfipravky s rznymi uc¢innymi latkami a rozdilnym mechanismem ucinku;
- uziti tank-mixd pouze v pfipadé, Ze je to povoleno vyrobcem a nepouZzivat tank-mix

s u€innymi latkami, které maji tentyZz mechanismus ucinku;
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- aplikace fungicidid pouze v ptipadé, Ze byla prekro¢ena prahova hodnota (prdh
Skodlivosti daného patogena);

- aplikaci fungicidniho ptipravku pfizplsobit klimatickym podminkam;

- dodrzet maximalni pocet oSetfeni povoleny vyrobcem za urcity ¢asovy Usek v pribéhu
vegetace;

- uprednostnit preventivni oSetfeni nad kurativnim a eradikativnim;

- minimalizovat aplikaci rizikového fungicidu v systému integrované ochrany rostlin
(Ackermann 2013; Kocourek et al. 2015).

V pfipadé podezreni na vznik rezistence daného Skodlivého organismu je nutné
provést laboratorni testy pod vedenim Ustfedniho kontrolniho a zkudebniho Ustavu
zemédélského (UKZUZ), ktera pozdé&ji péstitele informuje o vysledku. V pfipadé pozitivniho
testovani je péstitel nucen provést nasledujici kroky:

- vyloucit fungicidni pfipravky obsahujici u¢inné latky, ke kterym byla zjiSténa rezistence;
- zabrdnit péstovani stejnych plodin ihned po sobé, dodrzovat osevni postup;
- opakované testovat v misté stanovisté pfitomnost odolného kmenu patogena (Kazda

et al. 2010).
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4 Material a metody

4.1 PuUvod izolatu

Testovani citlivosti izolatli Phytophthora cactorum k fungicidim bylo provedeno
v laboratofi Ceské zemé&délské univerzity v Praze, konkrétné na katedfe ochrany rostlin,
v letech 2019-2020 v in vitro podminkdch. Sledovani rlistu mycelia a nasledné vyhodnoceni
citlivosti k rozdilnym koncentracim ucinnych latek probihalo metodou otravenych ploten.

Sbér rostlinného materidlu a nasledna izolace patogena z rostlinného materialu nebyla
soucasti této diplomové prace. Materialy k preockovani a naslednému testovani citlivosti byly
poskytnuty Vyzkumnym Gstavem rostlinné vyroby v Ruzyni, v.v.i. (Ing. lvanou Stfizkovou a Ing.
Matéjem Pankem, PhD.). Celkem bylo testovdno dvacet izoldtl ziskanych z infikovanych
jahodnikl nebo ze zeminy obsahujici oospory patogena P. cactorum, které pochazely

z dvandcti rdznych lokalit. Podrobnosti jsou popsany v Tabulce 2.

Tabulka 2 Lokality sbéru izolatl P. cactorum a jejich pfislusné oznaceni pro identifikaci

Oznaceni izolatu Lokalita sbéru Kraj Firma
1 17_4 7b Praha-Kunratice | Hlavni mésto Praha Kunratické jahody
2 17 4 9 Praha-Kunratice | Hlavni mésto Praha Kunratické jahody
3 17-7-27a Pfedméfice nad StfedocCesky Pfedmeéricka a.s.
Jizerou
4 18-07-2-s12 Pfedméfice nad StfedocCesky Pfedmeéricka a.s.
Jizerou
5 18-10-12 Brezany Stfedocesky Berry Servis s.r.o.
6 18-10-18c¢ Brezany Stfedocesky Berry Servis s.r.o.
7 18-33-3 Sakvice Jihomoravsky Prodej jahod od
vyrobce, Zdenék
Jakubcik
8 17-57-F1 Vranany Stfedocesky Jahodarna Vranany
9 17-37-7c Nové Dvory Ustecky Jahodarna Brozany
nad Ohfri
10 17-37-7a Nové Dvory Ustecky Jahodarna Brozany
nad Ohfri




Oznaceni izolatu Lokalita sbéru Kraj Firma

11 17-45-1B Vesela u Semil Liberecky Jahody Vesela

12 17-12-18b Plzen 3- Plzensky Jahodalera.cz
Doudlevce

13 17-12-23 Plzen 3- Plzensky Jahodalera.cz
Doudlevce

14 17-30-3 Svédov Ustecky Zahrada Svadov

15 17-30-13 Svédov Ustecky Zahrada Svadov

16 17-24-5c Lotous StfedocCesky Farma Lotous$

17 17-24-4 Lotous StfedocCesky Farma Lotous$

18 17-26-14 Sedl¢anky StfedocCesky Albaflor

19 17-15-10 HoleSov Zlinsky Vaklima s.r.o.

20 17-15-1 HoleSov Zlinsky Vaklima s.r.o.
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4.2 Fungicidni latky

K testovani citlivosti bylo vybrano pét ucinnych latek (Sigma-Aldrich) a jeden fungicid.

Fungicidni pfipravek Aliette 80 WG byl vybran jako jediny v CR registrovany pfipravek proti

puvodci fytoftorové hniloby kofent jahodniku. Vybér ostatnich latek vychazel z registru jinych

stata ¢i ze zminek v publikacich, kde byl zkouman ucinek téchto Iatek vaci P. cactorum nebo

jinym organismdm ze tfidy Oomycetes.

Metalaxyl-M

0 Fenylamid

0 Dochdzi k naruseni biosyntézy nukleovych kyselin (rRNA)

0 methyl-N-(2,6-dimethylfenyl)-N-(methoxyacetyl)-D-alaninat
Dimethomorph

0 Amid kyseliny karboxylové (CAA)

0 Dochazi k naruseni biosyntézy fosfolipidl a jejich uklddani do bunééné stény

0 (E,Z) 4-[3-(4-chlorofenyl)- 3-(3,4-dimethoxyfenyl)acryloyllmorfolin
Propamocarb

0 Karbamat

0 Narusuje syntézu fosfolipidd a mastnych kyselin

0 propyl 3-(dimethylamino)propylkarbamat
Cymoxanil

0 Acetamid (cyanoacetamid-oxim)

0 Antisporulant, podpora hypersenzitivni hostitelské reakce

0 1-[(E/Z)-2-kyano-2-methoxyiminoacetyl]-3-ethylmocovina
Fenamidone

0 Qol (quinone outside inhibitor)

0 Narusuje vyménu elektront v mitochondriich (bunécéné dychani)

0 (S)-1-anilino-4-fenyl-4-methyl-2-(methylsulfanyl)imidazol-5-(4H)-on
Aliette 80 WG

0 Fosfonat (etylfosfonat)

0 Dochazi k naruseni syntézy aminokyselin, a tim i skladby bilkovin

0 Obsahuje ucinnou latku fosetyl-aluminium

(Ackermann 2013; Agromanudl.cz 2020c)
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4.3 Pfiprava Zzivného média
MnozZeni a testy citlivosti izolat( patogena P. cactorum byly provadény na V8 agaru. Na

pripravu kultivaéniho média byly pouZity nasledujici pomucky:

Erlenmayerovy bariky o objemu 500 ml

- Plastova kadinka o objemu nejméné 1000 ml
- Odmérny valec

- Lzicka, vdzenka, alobal

- Digitalni vahy

- Magneticka michacka, magnetické michadlo

- Autoklav nebo Papinlv hrnec

Potfebné mnozstvi V8 agaru

Na 1000 ml V8 agaru bylo potfeba namichat nasledujici latky v pfislusném poméru:

200 ml V8 dzusu
- 3 g CaCOs (uhli¢itan vapenaty)
- 16 gagaru
- 800 ml destilované vody

Nejprve byl navazen CaCOs ve vySe uvedené gramazi. 200 ml V8 dZusu bylo odméreno
v odmérném valci a nalito do pfislusné plastové kadinky, kam byl nasledné nasypan i CaCOsa
vlozeno magnetické michadlo. Kadinka se smési byla umisténa po dobu 10-15 minut na
magnetickou michacku za ucelem rozpusténi CaCOs. Po dobu miseni smési byly pfipraveny
Ctyri Erlenmayerovy bariky o objemu 500 ml a do kazdé z nich navazen sypky agar o hmotnosti
4.

Po uplynuti doby potiebné k rozpusténi uhli¢itanu vapenatého (CaCOs) ve V8 dzusu
byla do kadinky vlita destilovana voda o objemu 800 ml. Poté byla smés opét ponechdna na
magnetické michalce po dobu viadech minut. 250 ml smési bylo nasledné odméreno
odmérnym vdlcem a vlito do Erlenmayerovy bariky o objemu 500 ml, tedy dvojnasobnému
objemu média. Pfedchazi se tak nezadoucimu vypénéni a vyliti agaru do autoklavu nebo
Papinova hrnce. Kazda Erlenmayerova kadinka byla na zavér pfikryta dvéma ctverci z alobalu

a vloZena bud' do autoklavu, nebo do Papinova hrnce ke sterilizaci pfi teploté 121 °C.
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Po uplynuti doby potifebné ke sterilizaci V8 agaru byly banky jednotlivé vyjmuty a
ochlazovany. Teplota Zivného média by neméla presahnout cca 50 °C, aby nedoslo k degradaci

fungicidnich latek a znehodnoceni testl citlivosti.
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4.4 Preockovaniizolatd

Pfed samotnym zaloZenim testU citlivosti je nutné preockovat izoldty, aby bylo uZito co
mozna nejcerstvéjsi a nejmladsi mycelium a nedoslo ke zkresleni testovani.
Pro preockovani bylo potfeba nasledujiciho materialu:
- V8agar
- Petriho misky o prdméru 90 mm
- Plynovy kahan
- Skalpel
- Denaturovany ethanol ve sklenéné kadince
- Flowbox
- Parafilm
- Termostat
Zchlazeny V8 agar (pfiprava viz kapitola 4.1. Pfiprava Zivného média) byl postupné
nalévan ve flowboxu do jednotlivych Petriho misek. Na dvacet izolatl se tremi opakovanimi
bylo potfeba 60 Petriho misek se ztuhlym Zivnym médiem. To znamenalo pfipravu 1 | smési
V8 agaru.
Do kazdé Petriho misky se ztuhlym V8 agarem byl skalpelem vloZen vyfiznuty Ctverec
z kraje Petriho misky plivodniho izoldtu. Kazdy izoldt patogena byl timto zpUsobem
preockovan na nové médium tfikrat. Mezi preockovanim jednotlivych izolatl byl skalpel
sterilizovan vloZenim do kadinky naplnéné ethanolem do vysky cca 2 cm (aby doslo k ponoreni
ostfi, které bylo uZito pro prenos ¢tverce) a naslednym ozehnutim ohném z plynového kahanu.
Po preockovani byla kazda Petriho miska omotdna parafilmem, ktery zamezil priniku
rozto¢l a mozné kontaminaci nezadoucimi Skodlivymi organismy. Poté byly izolaty vloZzeny do
termostatu nastaveného na teplotu 20 °C, kde v pribéhu kultivace ve tmé doslo k rlstu

mycelia. Nové vzniklé izolaty byly pouZity pro testy citlivosti k fungicidnim latkam.

28



4.5 Zalozeni testl citlivosti k fungicidnim latkam

K zaloZeni testl citlivosti izolatl Phytophthora cactorum bylo potfeba nasledujiciho

materialu:

- Preockované izolaty Phytophthora cactorum (viz kapitola 4.2. Pfeockovani izolatl)

- Petriho misky o priméru 90 mm

- V8 agar v Erlenmayerovych kadinkach

- Korkovrt

- Skalpel

- Sklenéna kadinka s denaturovanym ethanolem

- Plynovy kahan

- Pipety s riznym rozsahem, pfislusné Spicky

- Parafilm

- Fungicidni latky

- DMSO (dimethylsulfoxid)

- Sterilni destilovana voda

- Plastové mikrozkumavky

- Flowbox

- Termostat

Obrazek 6 Redéni Gcinnych latek na pozadovanou koncentraci za pomoci DMSO (dimethylsulfoxid)
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Vybrané fungicidni latky vyjma fungicidu Aliette 80 WG byly nafedény v DMSO nejprve
na zasobni roztoky o koncentraci 10 a 0,1 mg/ml. Nasledné byly tyto roztoky nafedény v
plastovych mikrozkumavkach (viz Obrazek 6) dle schématu uvedeného v Tabulce 3, tak aby
bylo po pfidani téchto roztokd do Zivného média dosazeno potiebnych koncentraci uvedenych
v Tabulce 3 a 4. Pripravek Aliette 80 WG byl fedén ve sterilni destilované vodé a pro testy

citlivosti byly pouzity koncentrace uvedené v Tabulce 4.

Tabulka 3 Redéni Gcinnych latek na pozadovanou koncentraci

Koncentrace ucinné latky Koncentrace ucinné latky
10 mg/ml 0,1 mg/ml
Na 250 ml agaru Na 250 ml agaru
Varianta | Koncentrace | U¢innd latka (ul) | DMSO (ul) | Uginna latka (ul) | DMSO (pl)
(ng/ml)
K 0 0 250 0 250
1 0,001 - - 2,5 247,5
2 0,01 - - 25 225
3 0,1 - - 250 0
4 1 25 225 - -
5 10 250 0 - -
Tabulka 4 Vysledné koncentrace fungicidnich latek pro zalozeni testd citlivosti
Fungicidni Koncentrace (pg/ml)
latka K 1 2 3 4 5 6
Metalaxyl-M
Dimethomorph
Propamocarb 0 0,001 0,01 0,1 1 10 -
Cymoxanil
Fenamidone
Aliette 80 WG 0 0,001 0,01 0,1 1 10 100
(fosetyl-Al)

Po naredéni fungicidnich latek na poZzadovanou koncentraci bylo nezbytné sterilizovat

potfebné pomlcky pro zaloZeni testu citlivosti. Deska flowboxu byla otfena ethanolem, poté
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na ni byl poloZen potfebny pocet Petriho misek, kadinka s ethanolem, korkovrtem a skalpelem
a bylo zapnuto UV svétlo s ¢asovacem na 15 minut. Po uplynuti doby nutné ke sterilizaci
pomucek byl na desku flowboxu poloZen stojan s roziedénymi fungicidnimi latkami. Dale bylo
prikroCeno k pipetovani ucinnych fungicidnich latek do pfipraveného agaru a k dikladnému
rozmichani smési v Erlenmayerovych kadinkach. Bylo také velmi dllezZité sledovat teplotu
agaru, do kterého byly fungicidni Iatky pipetovany, aby nedoslo k jejich znehodnoceni a
naslednému zkresleni vystupd.

Po dikladném rozmichani smési nasledovalo rozlévani média do pfipravenych Petriho
misek. Kazda miska byla zvlast popsana cislem izolatu, datem a variantou pro identifikaci a
snadnou orientaci mezi vzorky. Poté co agar vychladnul a ztuhnul, bylo mozné prikrocit
k samotnému ockovani jednotlivymi izolaty P. cactorum. Vychozi miska s agarem a myceliem
byla korkovrtem nafezana na potfebny pocet tercikl. Kazdy tercik byl skalpelem pfenesen na
misku s kultivaénim médiem (agar, fungicidni latka v dané koncentraci, DMSO). Vse bylo
provedeno ve tfech opakovanich. Kontrolni vzorky obsahovaly kultivacni médium pouze
s agarem a DMSO (viz Tabulka 3). Terciky s myceliem z vychozich izolat byly odebrany vzidy
z kraje Petriho misky.

Pro zamezeni kontaminace po ockovani terciky s myceliem byly Petriho misky po
obvodu dvakrat obaleny parafilmem. Dale byly uloZzeny do krabice s alobalem pro zamezeni

slunec¢niho zafeni a uloZzeny do mistnosti s konstantni laboratorni teplotou (cca 24 °C).
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4.6 Vyhodnoceni testu citlivosti

Pro vyhodnoceni testl citlivosti byly pouZity ndsledujici pomucky:
- Tmava podlozka (¢erna, modrad)
- Pocitac s tabulkovym softwarem Microsoft Office Excel
- Digitalni posuvné méritko MITUTOYO 0-150/0,01 mm

Vyhodnoceni bylo provddéno mérenim radidlniho rGstu mycelia na ploSe Petriho misky
v Zivném médiu. Bylo sledovano, zda byl rlst mycelia inhibovan v dlsledku pfitomnosti urcité
koncentrace fungicidni latky ¢i nikoliv. Méreni bylo vidy provedeno po uplynuti doby cca 14
dni, kdy na kontrolnich variantach bylo mycelium rozrostlé na celé plose Zivnhého média.

Kazdé miska s myceliem byla mérena posuvnym digitalnim méfitkem pfipojenym
k pocitaci, a s kazdym stlacenim tlacitka pro zapis méreni byla namérena hodnota zapsana do
souboru v tabulkovém softwaru Microsoft Office Excel. Méfeni bylo provedeno z protilehlych
stran s opakovanim. To znamen3, Ze kazdad miska méla dvé namérené hodnoty (prliméry)
v tabulkovém softwaru Excel, a kazdy izolat byl méren ve tfech opakovanich.

Rast mycelia byl vyhodnocovdn ze spodni strany Petriho misky a proti ¢erné nebo
modré podlozZce kvUli lepsi viditelnosti.

Namérené hodnoty u jednotlivych izolatl byly zprimérovany. Z kazdé hodnoty byly
pozdéji vypocitdny nasledujici veliCiny: MGI (inhibice rlstu mycelia), ECso (efektivni
koncentrace fungicidni latky inhibujici rlst mycelia z50 %) a MIC (minimalni koncentrace
fungicidni latky inhibujici rdst mycelia ze 100 %). Hodnoty MIG byly vypocitany za pomoci

nasledujiciho vzorce:

MGI % = 100 (dT X 100)
0 dK

kde:

dT = prdmér mycelia (mm) testovaného izolatu na varianté s fungicidni latkou

dK = primér mycelia (mm) testovaného izolatu na kontrolni varianté.

ECso byla stanovena na zdkladé regresni analyzy (inhibice rlstu ku logaritmu koncentraci

fungicidni latky). Pro vypocet hodnot ECsg byl pouzit statisticky software GraphPad Prism8.
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5 Vysledky

V této praci, jak je jiz uvedeno v kapitole 4 Materidl a metody, bylo testovano pét
ucinnych latek a jeden fungicid v riznych koncentracich (viz Tabulka 3 a Tabulka 4) na dvaceti
izolatech pochazejicich z infikovanych jahodnik(l nebo kontaminované zeminy sesbiranych
z dvanacti rliznych lokalit p&stovani jahodniku. Uginnost fungicidnich latek byla ovéfovéna in
vitro testem na agaru obsahujici V8 dzus.

Ve vysledcich jsou vystupy, pokud je to mozné, samostatné popsany tabulkou,

popfipadé grafem s hodnotou ECso a MIC v pug/ml.

5.1 U&innost fungicidnich latek

5.1.1 Metalaxyl-M

V Tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty ECsgp a MIC v pg/ml u fungicidni ucinné latky
metalaxyl-M. U izolatl 17_4_7b, 17_4_9, 17-57-F1, 17-30-13, 17-24-5c a 17-15-10 nebylo
mozné stanovit hodnotu ECso, protoZe koncentrace dané fungicidni Iatky nezpusobila
zastaveni rUstu mycelia z 50 %.

U izolatu 17-12-23, ktery je plvodem z lokality Plzenn 3-Doudlevce, byla stanovena
Druhym izolatem s nejnizsi hodnotou ECso (0,04794 pg/ml) byl izolat 17-37-7a.

Nejvyssi koncentrace pro zastaveni rlstu patogena z 50 % byla zaznamendna u izolatu
18-33-3, kde by bylo nutné pouZit koncentraci latky metalaxyl-M ve vysi 1,035 pg/ml. Tento
izolat byl ziskan v lokalité Sakvice v Jihomoravském kraji.

Minimalni koncentrace inhibujici rdst mycelia ze 100 % vrozmezi koncentraci
0,1-1 pg/ml byla zjisténa u izolatl 17-37-7a, 17-30-3 a 17-15-1. Druhou nejnizsi hodnotou MIC
disponuje izolat 17-12-23 s intervalem koncentrace v rozmezi 1-10 pg/ml. VSechny ostatni
izolaty maji hodnotu inhibujici rlist mycelia ze 100 % nad maximalni testovanou koncentraci,

atonad 10 pg/ml.
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Tabulka 5 Hodnoty ECso a MIC G¢inné latky metalaxyl-M u jednotlivych izolatd P. cactorum

Oznaceni izolatu ECso (ng/ml) MIC (pg/ml)
1 17 4 7b - > 10
2 17 4 9 - > 10
3 17-7-27a 0,3149 >10
4 18-07-2-s12 0,2403 >10
5 18-10-12 0,2944 >10
6 18-10-18c 0,8965 >10
7 18-33-3 1,035 >10
8 17-57-F1 - >10
9 17-37-7c 0,6886 >10
10 17-37-7a 0,04794 0,1-1
11 17-45-1B 0,1058 >10
12 17-12-18b 0,3282 >10
13 17-12-23 0,04373 1-10
14 17-30-3 0,1245 0,1-1
15 17-30-13 - >10
16 17-24-5c - >10
17 17-24-4 0,3509 >10
18 17-26-14 0,6601 >10
19 17-15-10 - >10
20 17-15-1 0,06975 0,1-1
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Graf 1 Schématické vyjadreni vysledk( test( citlivosti u zkoumanych dvaceti izolatd vici Ucinné latce metalaxyl-M
s hodnotami ECso a MIC v (ug/ml)

VGrafu 1 jsou schématicky zndzornény vysledky zkoumanych izoldtld spolu
s hodnotami ECsp a MIC v ug/ml. U vétSiny izolatd (80 %) se nepodafilo stanovit hodnotu MIC,
protoZze se vyskytovala za hranici maximalni koncentrace ucinné latky pouZité v této praci
(10 pg/ml). Zbylé izolaty byly hodnotou MIC rozdéleny do intervalu koncentraci 0,1-1 pg/mi
(15 %) a jeden izolat disponoval hodnotou koncentraci v rozmezi 1-10 ug/ml (5 %). Hodnoty
ECso byly ve 30 % pfipad( nad maximalni hranici koncentrace uzité v této praci. U 50 % izolatu
se hodnota ECso pohybovala v rozmezi koncentraci 0,1-1 pg/ml, u 15 % izolat( v intervalu
0,01-0,1 pg/ml a u nejmensiho poctu izolatd (5 %) se hodnota pohybovala vrozmezi

koncentraci 1-10 pg/ml.

5.1.2 Propamocarb
U ucinné latky propamocarb ze skupiny karbamatt nebylo mozné u jednotlivych izolata
patogena Phytophthora cactorum stanovit hodnotu ECso (ug/ml), protoZze zadnda koncentrace
neinhibovala rlist mycelia patogena z 50 % a vice. TaktéZz nebylo mozné stanovit hodnotu MIC

(ug/ml) u Zadného z izolatl, protoze u Zadného z nich nebyl inhibovan rist ze 100 %.
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5.1.3 Dimethomorph
koncentrace pro hodnotu ECso byla naméfena u izolatu 17_4_7b pochazejiciho z lokality
Praha-Kunratice, a to 0,4804 pg/ml. Naopak nejvyssi hodnoty ECso byly naméreny u izolatud
18-07-2-s12 (Ptedméfice nad Jizerou), 18-33-3 (Sakvice) a 17-24-4 (Lotous), kde hodnota ECso
presahovala koncentraci 1 pg/ml. Konkrétné nejvyssi hodnota koncentrace byla namérena u

izolatu 18-07-2-s12, kde ECso = 1,893 pg/ml.

Tabulka 6 Hodnoty ECso a MIC G¢inné latky dimethomorph u jednotlivych izolatl P. cactorum

Oznaceni izolatu ECso (ng/ml) MIC (pg/ml)
1 17_4 7b 0,4804 1-10
2 17 4 9 0,5806 1-10
3 17-7-27a 0,7514 1-10
4 18-07-2-s12 1,893 >10
5 18-10-12 0,7657 1-10
6 18-10-18c 0,6335 1-10
7 18-33-3 1,671 >10
8 17-57-F1 0,7179 1-10
9 17-37-7c 0,7049 1-10
10 17-37-7a 0,5742 1-10
11 17-45-1B 0,4824 1-10
12 17-12-18b 0,5981 1-10
13 17-12-23 0,5477 1-10
14 17-30-3 0,6964 1-10
15 17-30-13 0,5602 1-10
16 17-24-5c 0,8859 1-10
17 17-24-4 1,133 1-10
18 17-26-14 0,8288 1-10
19 17-15-10 0,6636 1-10
20 17-15-1 0,4966 1-10
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ZTabulky 6 lze vycist také hodnoty MIC, které se skoro u vSech izolatd pohybuji
v rozmezi intervalu koncentraci 1-10 pug/ml. Pouze dva izolaty 18-07-2-s12 a 18-33-3 maji
hodnotu koncentraci inhibujici rdst mycelia 100 % nad maximalni testovanou koncentraci,

tzn., Ze MIC > 10 pg/ml.

Dimethomorph
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Graf 2 Schématické vyjadreni vysledk( test( citlivosti u zkoumanych dvaceti izolatd vici ucinné latce dimethomorph
s hodnotami ECso a MIC v (ug/ml)

V Grafu 2 jsou schématicky znazornény vysledky testovanych izolatl ptifazené
k odpovidajicim hodnotam MIC a ECso. Jen u velmi malého procenta izolatl (20 %) byla
stanovena MIC, jejiz hodnota ¢i interval hodnot presahl maximalni koncentraci, ktera byla
v této prdci pouzita. U zbylych izolath (80 %) byla hodnota MIC stanovena v intervalu
koncentraci 1-10 pg/ml. U vétsSiny izolatd (70 %) byla vypocitana ECsp v rozmezi koncentraci

0,1-1 pg/ml, u zbylych 30 % izolatd se hodnoty ECso fadi do intervalu koncentraci 1-10 pg/ml.

5.1.4 Cymoxanil
U ucinné latky cymoxanyl nebylo mozné stanovit efektivni koncentraci inhibujici rist
mycelia z 50 %. Dlivodem je fakt, Ze Zadna testovana koncentrace nezpUsobila zastaveni ristu
patogena. Taktéz nebylo mozné definovat hodnoty MIC, protoZe u zadného izolatu nedoslo
ke 100% inhibici rlstu. Hranice inhibice se pohybuje az za nejvyssi hranici testované

koncentrace (10 pg/ml).
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5.1.5 Fenamidone
Fenamidone, fungicidni latka ze skupiny Qol, taktéZ nezastavila mycelidlni rlst
patogena P. cactorum, proto nebylo mozné stanovit hodnoty ECso ani MIC. Hodnota obou

veli¢in se nejspiSe pohybuje daleko nad hranici maximalni testované koncentrace (10 pg/ml).

5.1.6 Aliette 80 WG
U jediného pouZitého fungicidu v této praci, s ucinnou latkou fosetyl-aluminium,
nebylo mozné taktéz jako u fungicidnich latek propamocarb, cymoxanil a fenamidone urcit
potfebné hodnoty ECso a MIC. U Zadného izolatu nedoslo pfi pouZiti maximalni mozné hranice

koncentrace fungicidu (100 pg/ml) k inhibici ristu patogena z 50 %, natoZ ze 100 %.
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6 Diskuze

Snahy o ochranu jahodniku ptfed puvodci chorob by mély vidy zacinat u nepfimé
ochrany, tzv. prevence pied onemocnénim (Ministerstvo vnitra Ceské republiky 2012). JelikoZ
se jahodnik fadi mezi monokultury, je nezbytné dbat na vhodny vybér stanovisté s dostatkem
makro- i mikroZivin, popfipadé je doplnit pred zaloZzenim plantaze (Vanék et al. 2012; Mok et
al. 2014). Je také vhodné pouzit odolné odridy jahodnik(, které svou obrannou reakci dokdazi
zpomalit ¢i Uplné zastavit rozvijejici se infekci patogena zpUsobujici fytoftorovou krékovou
hnilobu jahodniku (Ustfedni kontrolni a zkudebni Gstav zemédélsky 2020c).

Pokud tyto snahy o nepfimou ochranu selzou, lze pfistoupit k ochrané pfimé
(Ministerstvo vnitra Ceské republiky 2012). Podle podstaty Integrované ochrany rostlin by
méla byt preferovdna ochrana biologicka a aZ pozdéji, pokud tato nenabyde potfebného
U¢inku, ochrana chemickd (Duskovd & Kopfiva 2009). V Ceské republice se k pouziti
biologického pripravku nabizi pouze preparat Polyversum (uc¢inna latka Pythium oligandrum),
ktery parazituje a rozklada mycelium patogena P. cactorum a indukuje systémovou rezistenci
jahodniku proti tomuto plivodci onemocnéni (Masunaka et al. 2010; Ustfedni kontrolni a
zkuSebni ustav zemédélsky 2020c).

Co se ty€e chemické ochrany, v prvni fadé je dllezité dbat na spravné uZiti ptipravkl a
dodrZovat antirezistentni strategii (Ackermann 2013). Vznik rezistence Skodlivych organism(
na ucinné latky muze byt velmi rychly, vzhledem k rychlosti rozmnoZovani patogena, jeho
Siteni a prekondvani ochrannych bariér rostlin (Kazda et al. 2010).

V této praci byla testovana citlivost dvaceti izolati patogena Phytophthora cactorum,
sesbiranych z dvanacti riznych lokalit Ceské republiky k vybranym fungicidnim latkam. Bylo
vybrdno pét ucinnych latek fungicidi a jeden fungicidni pfipravek. Mezi vybranymi fungicidni
latkami byly metalaxyl-M, propamocarb, dimethomorph, cymoxanil a fenamidone. Zastupcem
pfimo z fad fungicidnich pfipravk( byl pfipravek Aliette 80 WG s ucinnou latkou fosetyl-
aluminium.

Pfi testech citlivosti byly sledovany hodnoty koncentraci ucinnych latek a s nimi
spojené zmény v mycelidlnim rlstu patogena. Sjistotou lze konstatovat, Ze nejnizsi Ci
v podstaté Zadny inhibi¢ni efekt na rdst patogenniho organismu mély ucéinné latky
propamocarb, cymoxanil a fenamidone. Zde se nedala stanovit hodnota ECso ani MIC kvli

minimalni zméné v rlstu mycelia.
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Dle studie Thomidis & Michailidis (2002), ve které byla testovana ucinna latka
propamocarb, bylo zjisténo, Ze v podminkdach in vitro by mélo byt dosazeno mnohem vétsi
ucinnosti této latky nez pfi jejim pouzZiti in vivo. Vin vivo podminkach byl pouzit rozsah
koncentraci této latky 0, 10, 100, 500 a 1000 pg/ml, pficemz pradmérné hodnoty ECso se
pohybovaly okolo 30 pg/ml, ktera je ale mnohonasobné vyssi nez koncentrace pouzité v této
praci (10 pg/ml). Dale bylo zjisténo, Ze se stoupajici koncentraci ucinné latky taktéz nestoupa
inhibi¢ni efekt na rlst mycelia (Thomidis & Michailidis 2002). Studie Hoover & Bates (2012) se
priklani publikovanymi vysledky k této praci. Zde bylo taktéz dokazano, Zze propamocarb ma
zanedbatelnou ulohu pfi ochrané rostlin v pfipadé napadeni patogenem P. cactorum. V této
studii byl testovan ucinek fungicidni latky namacenim sadby do fungicidu Banol (neni
registrovan v Ceské republice) jako prevence proti vzniku fytoftorového onemocnéni. Rostlina
ale i po osetreni vykazovala velmi malé zmény v pfipadé pfiznakd v porovnani s kontrolni
variantou, a posléze i v prbéhu in vitro testovani pfi méfeni ristu mycelia patogenniho
organismu nebyl zaznamenan inhibi¢ni Gc¢inek latky v porovnani s kontrolni variantou (Hoover
& Bates 2012).

U¢innd latka cymoxanil byla zkoumana studii vedenou Thomidis & Elena (2001). A¢ byla
tato studie provadéna na broskvonich, a ne na jahodnicich, dosla ke stejnému zavéru, jaky
uvadi tato prace. V laboratornich podminkach, i v polnich pokusech byla latka cymoxanil
aplikovana ve fungicidu Diametan (v Ceské republice neni registrovany) o koncentraci 150 g/!
shledana neucinnou proti patogenu P. cactorum. Pfi laboratornich i polnich pokusech nebyla
zaznamendna rozdilnost oproti kontrole. Zadny z ptiznak( zplsobeny patogenem P. cactorum
nebyl potlacen ani pfi takto vysoké davce fungicidniho pfipravku. A pfi méfeni ristu mycelia
byla tato skutecnost potvrzena.

Fenamidone, ucinna latka ze skupiny Qol, byla zkoumana ve studii Hill & Hausbeck
(2008). Studie nebyla opét provadéna na jahodnicich, nybrz na jablonich a Zensenu, ale
jednalo se o zkoumani totoZzného patogena, a to P. cactorum. Zde Slo o testovani citlivosti
dané fungicidni latky aplikované ve formé fungicidu s ndzvem REASON 500 SC (v Ceské
republice neni registrovany) v davce 0,31 pg/ml. Vysledkem studie bylo konstatovani, Ze
ucinna latka fenamidone ochrani jabloné proti onemocnéni fytoftorovou hnilobou, a Ze ji
dokonce predchazi, jak ukazuji vystupy zkoumani v porovnani s neosetfenou kontrolou.

evvs

bylo provedeno osetfeni Uucinnou latkou fenamidone namacenim sadby. Bylo zjisténo, Ze po
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oSetfeni je umrtnost rostlin nulova, oproti neoSetfené kontrole, a Uc¢inna latka obsazend ve
fungicidu se jevi jako velmi ucinna k pfedchazeni fytoftorového onemocnéni. Zde se ale studie
rozchdzi s touto praci. Je mozné, Ze tato rozdilnost je zplsobena smdcedly a ptidavnymi
latkami v pouZitém fungicidu REASON 500 SC, ktery ale v Ceské republice neni registrovany, a
proto nemohl byt pouzity pro zkoumani citlivosti fungicidnich latek k izolatdm P. cactorum
v této prdci. Dale je také nutné brat v potaz rozdilnost podminek, za které byly obé prace
provadény. Pro budouci prace by bylo vhodné ke zvaZeni, zda Gcinnou latku fenamidone
nezkoumat in vivo, a potvrdit ¢i vyvratit tim jeji u€inky na patogena P. cactorum.

Dal$imi ucinnymi latkami testovanymi na citlivost vUci izolatiim patogena P. cactorum
byly v této praci metalaxyl-M a dimethomorph. Jedna se o latky ze skupin fenylamidd a amidu
kyseliny karboxylové (CAA). Tyto dvé fungicidni latky, jak ukazuji vysledky uvedené v této
praci, viz kapitola 5.1. U&innost fungicidnich latek, prokdazaly fungicidni u¢inek vi¢i patogenu
P. cactorum pfi testovani v podminkach in vitro. Uginna latka dimethomorph vykazuje vyssi
ucinnost a nizsi pramérné hodnoty MIC v pg/ml oproti ucinné latce metalaxyl-M. K ucinné
latce dimethomorph taktéZz nebyla dosud zjisténa rezistence patogena P. cactorum oproti
fungicidni latce metalaxyl-M, kterou ve své praci zminuji Hill & Hausbeck (2008).

V této praci bylo dokdzdno, Ze vybrané izolaty patogena P. cactorum jsou vuci Ucinné
latce metalaxyl-M uZité v maximdlni mozné koncentraci pro testy citlivosti (10 ug/ml)
rezistentni, respektive ani nejvyssi koncentrace Gcinné latky vibec neinhibovaly rdst mycelia.
Jednd se o nasledujicich Sest izoldtd: 17_4_7b, 17_4 9, 17-57-F1, 17-30-13, 17-24-5c
a 17-15-10. U Zadného z nich se nebylo mozné urcit hodnotu ECso @ hodnotu MIC Ize stanovit
aZz za hranici maximalni testované koncentrace, tzn. > 10 ug/ml. U ostatnich izolatd byla
primérna hodnota ECso rovna 0,3715 pg/ml, ale hodnota MIC presahovala maximdlni moznou
koncentraci uZitou v této praci. Pouze u izolatli 17-37-7a, 17-30-3 a 17-15-1 byl rlst mycelia
inhibovan ze 100 % v koncentraci ucinné latky v rozmezi 0,1-1 pug/ml a u izoldtu 17-12-23
v koncentraci u¢inné latky v rozmezi 1-10 pg/ml. Podle studie Ellis et al. (1998) se za
nejucinnéjsi latky uzivané proti fytoftorové krékové hnilobé povazuji metalaxyl-M
a fosetyl-aluminium (G¢inna Ilatka fungicidu Aliette 80 WG), pokud je ucinnd latka
metalaxyl-M aplikovana pred kvétem nebo do rozkvétu 10 % kvét(. Tato studie taktéz uvadi,
Ze v ramci antirezistentnich strategii je vhodné stfidat tyto dvé zminéné ucinné latky kvali
jejich rozdilnému mechanismu ucinku. Ale ve vysledku bude plodina chranéna obdobné (Ellis

et al. 1998). Studie Thomidis & Michailidis (2002) dokonce udava, Ze ucCinnd latka
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metalaxyl-M byla jedinym fungicidnim prfipravkem, u kterého postacila davka doporucena
vyrobcem pro zastaveni rozvoje fytoftorové hniloby. A prace autorti Thomidis & Elena (2001)
dodava, Ze pfi aplikaci fungicidni latky metalaxyl-M do substratu byla zastavena infekce
patogenem P. cactorum a takto oSetfené rostliny byly bez pfiznakd fytoftorové hniloby po
dobu 21 dni. ZvySe uvedeného souhrnu vyplyva, ze fungicidni latka metalaxyl-M je velmi
ucinnad vici patogenu P. cactorum. Aby jeji ucinnost byla zachovana, musi se dbat na
dodrzovani zasad antirezistentni strategie uvedenych v kapitole 3.4.2 Antirezistentni
strategie. Z vysledku této prace vsak vyplyvd, Ze pokud jde o ucinnost latky metalaxyl-M, tak
je velmi variabilni. U nékterych izolat( byla stanovena hodnota ECso v setindach pg/ml, u
nékterych v radech desetin pg/ml. U Sesti izolatl nebylo mozné hodnotu ECso vibec stanovit.
Rovnéz hodnoty MIC se u 80 % izolatl pohybuji az za maximalni hranici testované koncentrace
(> 10 pg/ml).

Dalsi uc¢innou latkou testovanou v této praci s vyslednym velmi dobrym inhibi¢nim
efektem narozvoj patogena P. cactorum je dimethomorph. Primérnd hodnota ECso byla v této
praci vyhodnocena ve vysi 0,7833 pg/ml. Je to ponékud vyssi koncentrace nez byla stanovena
u predchozi fungicidni latky metalaxyl-M, ale k inhibici rlstu z 50 % a vice doslo u vSech dvaceti
izolatl, kdezto u metalaxylu-M nebylo mozné tuto hodnotu stanovit u Sesti izolatl. Taktéz
hodnota MIC byla stanovena u skoro u vSech izolatl v rozmezi koncentraci 1-10 pg/ml, kromé
dvou izolatd (18-07-2-s12 a 18-33-3), které mély hodnotu MIC vy3si, neZ je nejvyssi moznd
koncentrace, se kterou se v této praci testovalo, a to > 10 pg/ml. Dimethomorph ma taktéz
oproti metalaxyl-M vyhodu, Ze k nému zatim neni zjisténa rezistence (Hill & Hausbeck 2008) a
vysledky v této praci toto tvrzeni podporuji. Ve studii Thomidis & Elena (2001) je ale uvadéno,
Ze pfi poutiti ucinné latky dimethomorph neni dosazeno takového ucinku jako pfi pouziti
fungicidni latky metalaxyl-M. Dimethomorph dokaze inhibovat rozvoj patogena P. cactorum,
ale ne v takové mife jako metalaxyl-M nebo Aliette 80 WG (fosetyl-aluminium). Naopak v praci
publikované Erwin & Ribeiro (1996) se dimethomorph spolu s G¢innou latkou cymoxanil fadi
mezi nejvice uc¢inné fungicidni latky proti hnilobdm zplsobenym Phytophthora spp. Thomidis
& Elena (2001) ale oponuiji, Ze pfi jejich vyzkumu nebyla ucinnd latka dimethomorph nijak
zvlasté ucinna jak v laboratornich, tak v polnich podminkach, a to pfi maximalni povolené
koncentraci (dimethomorph + propineb 150 g/l). Studie Hill & Hausbeck (2008) uvadi, Ze pfi
pouziti ucinné latky dimethomorph byly spatfeny rozdily mezi neoSetfenou kontrolou a

oSefenym vzorkem. Po aplikaci ucinné latky dimethomorph byla rostlina chranéna proti
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patogenu P. cactorum a rozvoj skodlivého organismu byl inhibovan. Pro oSetfeni zde byl pouzit
fungicid ACROBAT 50 WP (neni v této formé registrovany v Ceské republice) s U¢innou latkou
dimethomorph v koncentraci 0,48 g/l. K této fungicidni latce lze konstatovat, Ze vzhledem
k proménlivym zavérlim zminénych praci zaleZi zfrejmé opét na podminkach, ve kterych byla
studie provadéna, na poskytnutém materidlu a izoldtech P.cactorum. V této praci je
dimethomorph nejvice ucinnou latkou proti patogenu P. cactorum. Toto tvrzeni vyplyva ze
ziskanych vysledk(l, které jsou oproti vyslednym hodnotam ECso a MIC ucinné latky
metalaxyl-M stabilni. U 80 % izolatl byla stanovena hodnota MIC v rozmezi koncentraci
1-10 pg/ml a u 70 % hodnota ECso v intervalu koncentraci 0,1-1 pg/ml.

Jedinym pouzitym fungicidem v této praci je pripravek Aliette 80 WG, s ucinnou latkou
fosetyl-aluminium. Dlvodem je, Ze je jedinym fungicidem registrovanym na ochranu
jahodnikl proti patogenu Phytophthora cactorum. Vtomto pfipadé ale nebyly pokusy o
inhibici rastu patogena P. cactorum Uspésné. Nepodafilo se zastavit rozvoj patogena z 50 %,
natoz ze 100 %. Hodnoty ECso ani MIC nebylo mozné stanovit, jelikoz se nachazely nad
maximalni koncentraci, kterd byla pouZzita v této praci (100 pg/ml).

Vysledky této diplomové prace lze také porovnat svysledky diplomové prace
Baudysové (2019). V jeji praci byla taktéz testovana citlivost izolatl patogena P. cactorum ke
stejnym fungicidnim latkdm, které byly vybrany pro testovdni vtéto prdci (chybi jen
azoxystrobin). TaktéZ koncentrace ucinnych latek byla totozna. U fungicidnich latek
propamocarb, cymoxanil a fenamidone bylo dosazeno totoznych vysledkl jako v této praci.
Hodnoty ECso a MIC se nedaly stanovit, protoze pravdépodobné lezi nad maximalni
koncentraci pouZitou k testovani v této praci. U&inné latky metalaxyl-M a dimethomorph
taktéz prokdzaly fungicidni ucinek vUci izolatim P. cactorum. Metalaxyl-M se v této praci jevi
jako ucinnéjsi oproti praci BaudySové (2019), kde u 19 izolati byla hodnota ECso vyssi nezZ
nejvyssi pouzitd koncentrace (> 10 pg/ml). V této praci se alespor u 10 izolatd hodnotu ECso
podafilo vypocitat, a to v rozmezi koncentrace 0,1-1 ug/ml. Latka dimethomorph dosahuje
obdobnych vysledkd v obou pracich. To se ale ovSem nedd konstatovat o fungicidu Aliette 80
WG s ucinnou latkou fosetyl-aluminium. V této praci byl shledan tento pfipravek jako
neucinny pfi maximalni pouZité koncentraci (100 pg/ml), kterd neméla zZadny inhibic¢ni G¢inek
na izolaty patogena. Avsak v praci (BaudySova 2019) je vyhodnocen jako jedna z nejucinnéjsich

fungicidnich latek z vySe vybranych. Jeho hodnoty ECso byly stanoveny v rozmezi koncentraci
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1-10 pg/ml (7 izoladtd) a 10-100 pg/ml (7 izolatl) a hodnoty MIC v rozmezi koncentraci
0,1-1 pg/ml (9 izolatd) a 1-10 pg/ml (7 izolatd).

Davodu, pro¢ Aliette 80 WG neinhiboval rlst mycelia patogena muze byt nékolik.
V zemédélské praxi se pfi aplikaci pfipravku na jahodniky pouZiva davka postrikové jichy o
objemu 1000 ml/ha s koncentraci fungicidu 0,25 % v pfipadé namaceni sazenica 1 % v pfipadé
zdlivky, coz odpovida koncentraci Ucinné latky 2000 pg/ml (maceni) a 8000 pg/ml (zalivka).
V dlsledku ale opét budou vsechny smérovat k dodrzovani zdsad antirezistentni strategie,
uvedenych v kapitole 3.4.2 Antirezistentni strategie. DalSim ddvodem mi{zZe byt tvrzeni
zminéné na zacatku odstavce, Ze na ochranu proti fytoftorové krckové hnilobé na jahodniku
je registrovan pouze tento fungicid s prislusnou Gc¢innou latkou a citlivost jednotlivych izolat(
patogena P. cactorum k fungicidu mohla byt touto skutecnosti narusena. Ve studiich Hill &
Hausbeck (2008), Thomidis & Michailidis (2002), Thomidis & Elena (2001) nebo Utkhede
(1987) byl totiz fungicid Aliette 80 WG shledan velmi vhodnym pfipravkem na ochranu rostlin
proti patogenu P. cactorum, a to jak v preventivni aplikaci, tak v kurativni, protoze po aplikaci

dochdzelo k inhibici ristu mycelia patogena a ochrané pied samotnou infekci.
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7 Zavér

Vtéto praci byla testovdna ucinnost celkem péti ucinnych latek (metalaxyl-M,
propamocarb, dimethomorph, cymoxanil a fenamidone) a jednoho fungicidu (Aliette 80 WG
s ucinnou latkou fosetyl-aluminium), a to v rozdilnych koncentracich na dvaceti ziskanych
izolatech patogena Phytophthora cactorum.

Védeckda hypotéza této diplomové prace byla zaloZzena na tvrzeni, Ze v populaci
patogena Phytophthora cactorum existuji izolaty vyznacujici se rlznou Urovni citlivosti
k fungicidnim [atkam a vice versa existuji fungicidni latky, které se vyznacuji rGznym inhibi¢nim
ucinkem na rast izolatd patogena Phytophthora cactorum. Hypotéza je na zakladé vysledku
z predchozich kapitol potvrzena. Stejné tak jako je splnén cil prace, ve kterém méla byt
porovnavana citlivost izolatd k fungicidnim latkam a jejich vliv na rlst patogena Phytophthora
cactorum.

Nejnizsi ¢i skoro Zadna citlivost izolatli patogena byla zjisténa vici fungicidnim [atkam
propamocarb, cymoxanil a fenamidone, u kterych nebylo moziné urcit efektivni koncentraci
inhibujici rast mycelia z 50 % (ECso v ug/ml) ani minimalni koncentraci inhibujici rlist mycelia
ze 100 % (MIC v pg/ml). Stejné tak nebylo mozné stanovit hodnoty ECsp a MIC v pg/ml u
fungicidu Aliette 80 WG. U vSech téchto latek lezely pozadované hodnoty za maximalni
koncentraci (ucinné latky 10 pg/ml, fungicid 100 pg/ml) uZitou v této praci.

Naopak nejvyssi citlivost izolatl byla prokdzana u ucinné latky dimethomorph.
Nejucinnéjsi rozmezi koncentraci, ve kterém doslo alespori k 50% inhibici rlstu mycelia
patogena P. cactorum u 70 % izolat(, bylo rozmezi 0,1-1 pg/ml. Zbylych 30 % izolatl bylo
250 % rlstu inhibovano v intervalu koncentraci 1-10 ug/ml. U 80 % izolatd byla MIC stanovena
v rozmezi koncentraci 1-10 pg/ml.

Druhou fungicidni latkou s prokdzanym fungicidnim efektem byl metalaxyl-M. Zde byla
nejvyssi ucinnost latky v rozmezi koncentraci 0,1-1 pug/ml, kde doslo k zastaveni ristu mycelia
alespon z 50 % u 50 % izolatli, a vtom samém intervalu koncentrace doslo ke 100% inhibici
rastu mycelia u 15 % izolata.

Vzhledem k ziskanym vysledk(im je také nutné poloZit si otdzku, zda opravdu izolaty P.
cactorum jsou vucéi zminénym ucinnym latkam rezistentni, ¢i zda jen tyto latky postradaji

ucinnost vaci tomuto patogenu.
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9 Seznam pouzitych zkratek

P. cactorum = Phytophthora cactorum
cm = centimetr
mm = milimetr

pum = mikrometr

t =tuna

| = litr

ml = mililitr
pl = mikrolitr

g/l = gram na litr

mg/ml = miligram na mililitr

ug/ml = mikrogram na mililitr

m. n. m. = metrd nad mofem

DAP = diaminopimelat

AAD (AAA) = aminoadipat

°C = stupné celsia

IOR = integrovana ochrana rostlin

SO = $kodlivé organismy

¢. = dCislo

Sb. = sbornik

tzv. = takzvané

napf. = napriklad

atd. = a tak dale

VSU = vyzkumny a $lechtitelsky Ustav
SS = §lechtitelska stanice

UKZUZ = Ustfedni kontrolni a zku$ebni Ustav zemédé&lsky
s. r. 0. = spole¢nost s ru¢enim omezenym
a. s. = akciova spolecnost

CaCOs = uhlicitan vapenaty

DMSO = dimethylsulfoxid

K* = draselny iont
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Ca?* = vapenaty iont

ROS = reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

UV = ultrafialové zareni (ultrafialové svétlo)

PRRs = pattern recognition receptors

PAMPs = pathogen-associated molecular patterns

MAMPs = microbe-associated molecular patterns

rRNA = ribonukleova kyselina podilejici se na tvorbé ribozomu
WG = formulace fungicidu, ve vodeé dispergovatelny granulat
Qol = quinone outside inhibitor

KRI = Keto reductase inhibitors

spp. = species, druhy
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