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Citlivost izolatl Phytophthora cactorum k vybranym
fungicidnim latkam

Souhrn

Phytophthora cactorum je polyfagnim patogenem zpdlsobujicim onemocnéni u vice nez
200 druh rostlin. To miZe omezit produkci mnoha ekonomicky dtlezitych plodin, jako jsou
jabloné, hrusné, rododendrony, azalky a jahodniky. Cilem této diplomoveé préace bylo zjistit
aroven citlivosti jednotlivych izolatd P. cactorum k vybranym fungicidnim latkdm. Z 11
rlznych lokalit péstovani jahodniku byly ziskany vzorky rostlinnych pletiv s pFiznaky
zplisobenymi P. cactorum. Experimenty zkoumajici citlivou/rezistentni reakci ziskanych
izolatl byly provadény na zivném médiu a zahrnovaly kontrolni variantu (bez fungicidni
latky) a varianty s postupné zvySujicimi se koncentracemi fungicidni latky. Testy byly
provedeny ve tfech opakovanich.

U fungicidni latky metalaxyl-M pro 100% inhibici rdstu patogena u vétsiny izolatd (95
%) bylo zapotiebi vyssi koncentrace (> 10ug/ml) fungicidni latky. U dimethomorphu pro 100
% inhibici rdstu patogena u vétsiny izolat bylo zapotiebi koncentrace v rozmezi 1-10 ug/mi
fungicidni latky. Pouze u jednoho izolatu byla minimalni inhibi¢ni koncentrace vyssi nez 10
pg/ml fungicidni latky. U fungicidnich latek propamocarb, cymoxanil, azoxystrobin a
fenamidone nebylo mozné vypocitat hodnoty ECsg pro jednotlivé izolaty P. cactorum, jelikoz
z4dnd z pouzitych koncentraci fungicidni latky neinhibovala u Zadného izolatu rlist patogena
z 50 %. Minimalni inhibi¢ni koncentrace nebylo mozné také vzhledem k charakteru rlstu
mycelia izolatd stanovit, respektive hodnota MIC se nachazela az za hodnotou nejvyssi
pouZité koncentrace (10 pg/ml). U izolatd 17 4 1a, 17 57 P2b, 17 12 5a a 17 99 1 byla
stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace ucinné latky fosetyl-Al pfipravku Alliete 80 WG
v rozmezi 10-100 pg/ml fungicidu. U izolatl 17 24 5b, 17 24 26, 17 12 12, 17_12_18b,
17 23 1b, 17_45 1ba17_27_2 byla minimalni inhibi¢ni koncentrace této latky v rozmezi 1-
10 pg/ml fungicidu. U ostatnich izolatd se minimalni inhibi¢ni koncentrace pohybovala jiz
v rozmezi koncentraci 0,1-1 pg/ml, to vypovida o tom, Ze z pouZitych fungicidnich latek

tento pripravek nejvice inhiboval riist mycelia izolatd.

Kli¢ova slova: Phytophthora cactorum, jahodnik, fungicidy, citlivost



Sensitivity of Phytophthora cactorum isolates to some

fungicide substances

Summary

Phytophthora cactorum is a polyphagous pathogen causing diseases in more than 200
plant species. This can limit the production of many economically important crops, such as
apple trees, pear trees, rhododendrons, azaleas and strawberries. The aim of this thesis is to
determine the level of sensitivity of individual P. cactorum isolates to selected fungicide
substances. From 11 different strawberry growing sites, plant tissue samples were obtained
with symptoms caused by P. cactorum. Experiments investigating the sensitive/resistant
reaction of the obtained isolates were performed on the nutrient medium and included a
control variant (no fungicidal substances) and variants with gradually increasing
concentrations of fungicide substances. Tests were performed in three replicates.

A higher concentration (> 10ug / ml) of fungicidal substance was required for the 100%
inhibition of pathogen growth in metalaxyl-M fungicidal substance. For dimethomorph for
100% pathogen growth inhibition in most isolates, a concentration of 1-10 pg/ml fungicidal
substance was required. Only one isolate had a minimum inhibitory concentration greater than
10 pg/ml fungicidal substance. For the fungicidal substances propamocarb, cymoxanil,
azoxystrobin and fenamidone, it was not possible to calculate ECs, values for individual P.
cactorum isolates since none of the fungicidal concentrations used inhibited 50 % pathogen
growth in any isolate. Also, due to the growth pattern of the mycelia isolates, the minimum
inhibitory concentration could not be determined, in other words the MIC value was below
the highest concentration used (10 pg/ml). For isolates 17 4 1a, 17 57 P2b, 17 12 5a and
17_99 1, the minimum inhibitory concentration of the active substance fosetyl-Al Alliete 80
WG fungicide was determined in the range of 10-100 pyg/ml of fungicide. For isolates
17 24 5b, 17 24 26, 17 12 12, 17 12 18b, 17 23 1b, 17 45 1b and 17 27 2, the
minimum inhibitory concentration ranged from 1-10 pg/ml fungicide. For the other isolates,
the minimum inhibitory concentration was already in the range of 0.1-1 pg/ml fungicide,
suggesting that from the fungicidal agents used, this preparation inhibited the growth of the

mycelium of the isolates the most.

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

Druhy rodu Phytophthora zplsobuji celosvétové ekonomice kazdoroéné ztraty mnoha
miliard dolar( a patfi mezi nejcitovangjs$i patogeny rostlin viibec. Druhy zpUsobujici hniloby
kofenll jsou zodpovédné napfiklad za soucasnou ekologickou katastrofu v Australii (P.
cinnamomi), masové odumirani mnoha taxonl dfevin v rlznych ¢astech svéta véetné Evropy
a Ceské republiky (P. alni, P. lateralis, P. austrocedrae, P. plurivora, P. cambivora a dal3i) a
mnohé dalsi zavazné problémy. Z dlivodu snadného Sifeni se svymi hostiteli patfi zaroven
mezi nejvice invazni organismy svéta.

Phytophthora cactorum je polyfagnim patogenem zpdlsobujicim onemocnéni u vice nez
200 druh rostlin. To mize omezit produkci mnoha ekonomicky dilezitych plodin, jako jsou
jabloné, hrusné, rododendrony, azalky a jahodniky.

P. cactorum je plvodcem fytoftorové hniloby kofenl a plod( jahodniku. Nepfijemnou
vlastnosti tohoto fytopatogenniho druhu je to, Ze dovede béhem kratké doby skladovani Gplné
znehodnotit plody, a¢ byly sklizeny jako zdanlivé zdravé. Napadeni rostliny se projevuje
nahlym vadnutim list(l i celé rostliny, ktera postupné zasycha. Zakefnost choroby spociva i ve
schopnosti pretrvavat jako chronicka bezpfiznakova infekce v mnoZitelském materialu —
odnozich.

Vzhledem k nebezpecnosti patogena P. cactorum a potencialné velkym Skodam je vzdy
vhodné nezanedbdvat preventivni opatfeni a také pouZivat vhodnou chemickou ochranu.

Pozornost by méla byt upfena také na mozZnost vzniku rezistence patogena k
fungiciddim, kterd mize vyrazné ztizit, ve vyjimeénych pfipadech i znemoznit ochranu vici

tomuto patogenu.



2 Cil préace

Hypotéza diplomové préace je zaloZena na tvrzeni, Ze v populaci patogena Phytophthora
cactorum existuji izolaty vyznacujici se rliznou Grovni citlivosti k fungicidnim latkam.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit Groveri citlivosti jednotlivych izolatl
Phytophthora cactorum k vybranym fungicidnim latkam.



3 Literarni reSerse

3.1 Taxonomickeé zarazeni

Taxonomické zafazeni patogena Phytophthora cactorum (Lebert et Cohn) J. Schrét.,
1886 bylo provedeno podle webovych stranek National Center for Biotechnology Information
(2019).

Doména: Eukaryota
Kmen: Stramenopiles
Trida: Oomycetes
Réd: Peronosporales
Celed: Peronosporaceae
Rod: Phytophthora
Druh: Phytophthora cactorum

3.2 Plvod a historie patogena

Patogen P. cactorum byl poprvé popsan v Ceskoslovensku v roce 1870 pod nazvem
Peronospora cactorum zplsobujici kofenovou hnilobu kaktusl (Lebert & Cohn 1870).
Fytoftorova krékova hniloba jahodniku, zplisobena patogenem P. cactorum, je ddlezitym
onemocnénim na jahodnicich v Evropé a i v dalSich mirnych aZ subtropickych oblastech.
Onemocnéni je ziejmé zplsobeno rozdilnym patotypem P. cactorum. Izolaty z napadenych
krckd jahodnik(l jsou patogenni pouze pro jahodniky a izolaty z jinych rostlin nez jahodnikd
nemohou byt patogenni pro jahodniky (Lederer & Seemdiller 1992; Lilja et al. 1998; Maas
1998). Pravé tento patotyp, ktery zplisobuje toto onemocnéni, byl poprvé zaznamenan
v Némecku v roce 1954 (Deutschmann 1954).

3.3 Biologie patogena

Hyfy jsou Stihlé, Casto nepravidelné nabéhlé a nékdy rozvétvené do pravého Uhlu (Maas
1998). Rozvétvené hyfy jsou u baze mirné tenci. Bunéné jadro nové hyfy se nachazi

v blizkosti baze, dalsi jadra jsou umisténa po celé délce hyfy v intervalech cca 10-20 um od
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sebe. StarSi hyfy maji bunéfné stény lemované pouze vrstvou protoplazmy, zatimco stfed
hyfy je vyplnén vakuolou. U mladych hyf se prepézky tvofi pouze na bazi reprodukénich
organd, u starSich hyf se mohou objevit Castéji. Morfologie mycelia se méni v zavislosti na
kultivatnim mediu. Hyfy jsou vétSinou tenci, deli a mené rozvétvené ve vodnim agaru nez
v médiu s vysSim obsahem potfebnych Zivin, kde jsou rozvétvene, kratsi a silnéjSi (Blackwell
1943).

P. cactorum obvykle tvofi termindlni nebo interkalarni sporangium s ovalnou az
glob6zni papilou. Tvar sporangia je Siroce ovalny az hruskovity, vejCity nebo sféricky.
Septum oddéluje sporangia od sporangiofor(l. Zrala sporangia se oddéli s 3-4 pm dlouhym
pedikelem. Sporangiofory nejCastéji rostou oddélené nebo v sympodiu a mohou mit mensi
primér nez bézné hyfy (Erwin & Ribeiro 1996). Erwin a Ribeiro (1996) dale ve své praci
uvadéji, Ze sporangia dosahuji rozmérdi 31,4 + 4,8 x 26,4 + 4,0 ym. Podle Maas (1998) kazdé
sporangium mUZe obsahovat vice nez 50 zoospor.

Zoospory se uvoliuji ze sporangia jako mononuklearni bunky bez bunécné stény.
Zoospory maji dva postranni biCiky, které umoziuji aktivni pohyb. Tyto dva biciky se lisi
svou délkou. Bicik orientovany ve sméru pohybu je kratsi s mastigonematy, bicik orientovany
na opacnou stranu je hladky (Erwin & Ribeiro 1996).

Chlamydospory se tvofi ojedinéle, nebo jen u nékterych izolatd, asto je jejich tvorba
ovlivnéna takovymi podminkami, jako je izolace z urCitého hostitele, pouZiti specifického
média, nebo teploty pfi kultivaci (napf. se netvofi na bramborovém nebo hrachovém médiu).
Jejich velikost je velmi variabilni (25-39,5 um), a proto se prfi identifikaci patogena
nepouZivaji (Kratké et al. 2008).

P. cactorum je homothalicky druh, takZe jeho izolaty produkuji gametangia: antheridia
a oogonia v rdmci jedné kolonie (jedince) a jejich splynutim vznikaji oospory. Gamentangia
se Vytvari v pletivech infikovanych rostlin nebo spontdnné vin vitro kulturach za
laboratornich podminek (Erwin & Ribeiro 1996).

Oospory P. cactorum jsou sférické obvykle v prdméru 24-30 pm S$iroké, a maji
hladkou, dvouvrstvou, Zluto hnédou sténu. Antheridia jsou typicky paragenni a byvaji
obvykle spojena s oogoniem (Maas 1998). Rozméry antheridia dosahuji podle Waterhouse
(1963) 8,5-21 x 12-21 pm.

Oogonia maji hladkou sténu, jejich tloustka je 2 um, jsou hyalinni, kulovita, o velikosti
18-40 pm. Nasledné vytvorené oospory vypliiuji celé oogonium, coZ je znazornéno na
Obréazku 1 (Kréatka et al. 2008).
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Erwin & Ribeiro (1996) uvadéji, Ze P. cactorum roste v Sirokém rozsahu teplot a také
ma rlizné poZadavky na teplotu rdstu v terénu a laboratornich podminkach. Minimalni teplota
pro rlst je 2 °C, optimalni teplota 25 ° C a maximum 31 °C.

Podle Maas (1998) se patogen snadno kultivuje na bramborovo dextr6zovém agaru, na

kterém tvofi bilou, matnou kolonii.

40pm

s

Obrézek €. 1. Phytophthora cactorum: Sporangium s papilou, kli¢ici oospora produkujici

sporangia, mycelium, oogonium s oosporou a antheridiem (kresba dle A. Vizari)

3.4 Zivotni cyklus patogena

P. cactorum preziva zimu ve formé oospor, které se tvofi v mumifikovaném ovoci, také
dlouhodobgé piezivaji v pldé, na zbytcich napadenych rostlin a v infikovanych rostlinach na

I s

poli a sazenicich. Na jafe, kdyZ je plida nasycena vodou, oospory kli¢i a produkuji sporangia.
Ze sporangii se uvoliuji zoospory, které se dostavaji do pldni vody. Pfi ovihéeni povrchu
plodd mohou kli€it zoospory a infikovat zralé i nezralé plody (Obrazek €. 2). Pfi vysokém
infekénim tlaku onemocnéni a za vyssi vihkosti vzduchu mizZe dojit k napadeni rostliny pfi
teploté 17-25 °C za pouhé 2 hodiny nebo i méné. Optimalni teplota pro infekci je 21 ° C. P¥i

v

vys$i vzdusné vihkosti (za rosy nebo desté) se na povrchu infikovanych plodd tvofi sporangia
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pfiblizné po 5 dnech po infekci. Produkce sporangii se zvétSuje exponencialné a je vyrazné
ovlivnéna teplotou. NejpFiznivéjsi teploty pro tvorbu sporangii jsou mezi 15 a 25 °C.
Optimalni teplota je pfiblizné 20 °C a Zadna sporangia se nevytvareji pfi 10 a 30 °C.
Sporangia jsou rozptylena na jiné ovocné plochy rozstfikovanim deStovych kapek nebo
kapkovym zavlaZzovanim, mycelialni fragmenty a zoospory jsou také rozptyleny timto
zplisobem. Za vhodnych podminek se nemoc Sifi rychle. Zoospory se uvolriuji v kaluzich
vody kapkové zavlahy, a pokud se voda pohybuje smérem po Fadcich, rozsifuje se infekéni
propagule na plody, které se dotykaji pldy. NakaZzené plody, které se neodstrani, vyschnou,
mumifikuji a nakonec spadnou na zem. Dale se mumifikované plody rozpadnou, ¢imZ se
uvolnéné oospory dostanou do plidy, kde mohou prezivat po dlouhou dobu (Maas 1998).
Zoospory také pronikaji do jinych rostlinnych pletiv. Vstupni branou je pro né obvykle
Cerstvé poranéni kofenll zplsobené pri vysadbé. U frigo sadby dochazi k infekci prevazné
poranénimi kofenového kréku, ale infekce milze vzniknout i jako dlsledek oslabeni sazenice

prili§ nizkou teplotou (Kocourek et al. 2015).

Zoospores
contact fruit -
directly or infected
through splashing - fruit
of water, sail  /* *, - ", _
C D Wl aerial phase
zoospores (secondary
wet
'. spread,
humid ? )
N e sporangia release
¥ zoospores when fruit surface
: is wet
puddled " sporangia sporangia
soil or flooded move to R form on
phase sail new fruitby ® infected
(primary wind, splashing rain & fruit
infection) ¥ curface
oospore =
germinates,
forms
sporangium
7AY oospores
AT T T
wet or\ : : ¢ form within
moist S infected fruit
| oIS : : 4__/

1215 gospores
liberated into soil as berry decays
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Obrézek & 2-Zivotni cyklus Phytophthora cactorum jako pivodce fytoftorové hniloby
jahodnihu - QOospory, které se vytvareji v pletivu napadenych ¢asti, se uvoliiuji do pldy. Na
jare oospory po zvihéeni kli¢i a vytvaFi se zoosporangia. V zoosporangiu se diferenciuji
zoospory, uvolfiuji se a infikuji vnimavé €asti rostlin. K infekci je nezbytné ovlhceni. Za vlihka
se tvori sporangia na napadenych plodech. Sporangia se rozsiruji predevsim vodou a jsou
zdrojem dalSich infekci. V napadenych pletivech se tvori oospory. Po rozkladu se dostévaji do

pldy, kde pFetrvavaji po fadu let. Zdroj: (Ellis 2008)

Vyskyt priznak( choroby je také ovlivnén dobou vysadby nového porostu. U vysadeb
zaloZenych koncem léta se zfidka projevi pfiznaky choroby tentyZ rok, protoZe patogen pfi

nizkych teplotach omezuje svoji aktivitu. Nejvétsi Skody u téchto vysadeb proto zplsobuje az
na jafe a v 1été nasledujiciho roku (Kloutvorova et al. 2018).

3.5 PFiznaky choroby

PFiznaky onemocnéni se mohou objevit na rostlinach v jakékoliv vyvojové fazi rostliny.
Na nezralych plodech jsou napadené oblasti obvykle tmavé hnédé, nékteré zlistavaji zelené a
maji hnédy okraj. Postupné plody celé hnédnou, jejich povrch zhrubne, az zkoZovati. Na
napadenych zralych plodech mlZe onemocnéni zplsobit malou zménu barvy nebo milze
zapfiCinit rozsahlejsi zménu barvy od hnédé az po tmavé fialovou (Maas 1998).

Chang (1988) uvadi, Ze infikované, CasteCné zralé plody malokdy zcela dozravaji.
Napadené pletivo plodd gumovati a plody zakriiuji. Hnédé zabarveni plodl se vyskytuje jak
uvnitf, tak i zvenci, a ackoli samotné plody mliZzou byt mirné mékké, nejsou nikdy kasSovité
nebo vodnaté. Plody ziskavaji charakteristickou hofkou chut' a nepfijemny zapach Casto
vychazi z napadené vysadby.

PrileZitostné se v podminkach s vysokou vlhkosti vytvari jemny bily povlak mycelia na
povrchu infikovaného ovoce. Nezralé i zralé plody nakonec vyschnou a scvrknou do
mumifikované podoby (Madden et al. 1991).

Listy napadenych rostlin i celé rostliny, nahle vadnou a postupné zasychaji. PFi pokusu
0 vytaZzeni nemocné sazenice z pldy se ¢asto odlomi nadzemni ¢ast, zatimco odumielé kofeny
zlistavaji v pldé (Kloutvorova et al. 2018). U napadenych rostlin pri podélném rozfiznuti
korenového kréku byvaji viditelné hnédé nekrotické Iéze, které se mohou objevit na bazi Ci ve
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stfedu kréku. Infekce kréku vede az k dysfunkci cévnich svazkd a k odumirani kofenl
(Meszka & Michalecka 2016).

Obrézek €. 3 — U rostlin napadenych patogenem P. cactorum byvaji pfi podélném rozfiznuti
kofenového krcku viditelné nekrotické Iéze (Zdroj: Frank J. Louws)

Maas (1998) ve své publikaci zmifuje, Ze ve VvétSing pFipadl se priznaky objevuji
nejprve v horni Casti rostliny a rozsifuji se bazipetalné nebo zaCinaji od stolonu. Nové
napadené pletivo kofene se na pohled zdd byt vodnaté a svétle hnédé. Pozdgji se krcek
rostliny zabarvuje do intenzivni hnéde barvy. V nékterych pripadech se hnilobny proces v
kréku zastavi, coZz vede bud' k regeneraci rostliny nebo k vice ¢i méné vyraznému omezeni
rlstu, pfedevsim v zavislosti na rozsahu poskozeni cévnich svazkd.

Kloutvorova et al. (2018) ve své publikaci uvadéji, Ze priznaky vadnuti, zasychani
listd a Ghyny rostlin mohou byt zaménitelné s podobnymi symptomy zplsobenymi dals$imi
patogeny, jako napf. Verticillium ssp., Phytophthora fragariae, Pythium ultimum,
Colletotrichum acutatum, Rhizoctonia spp. aj. Pro presnéjsi determinaci byva ¢asto nezbytné

pouZit dalsi mikroskopickeé, biologické, imunochemické nebo molekularni detek&ni metody.

3.6 Metody ochrany

Inokulum patogena preziva v rostlinnych zbytcich, v plidé, v infikovanych rostlinach a
sazenicich i ve vodég, a tudiz ochrana proti nému je pomeérné sloZitd. Chemické latky nebo
organické materialy na zlepseni fyzikalnich vlastnosti pldy pfidané do pldy jsou vystaveny

rlznym biochemickym reakcim v zavislosti na teploté, vihkosti a pH pldy. Proto na ochranu

15



proti fytoftorové krékové hnilobé, musi byt dodrZzovany rlizné strategie zahrnujici metody
jako pouziti spravnych agrotechnickych postupl, biologické ochrany, chemické chrany ¢i
odolnost hostitele (Sharma et al. 2005).

3.6.1 Agrotechnicka opatreni

Prvnim a mozna nejdilezitéjSim rozhodnutim, které mlze péstitel udélat, je snizit
pravdépodobnost epidemie tim, Ze omezi nebo odstrani plochy stojaté vody v porostu. Misto
vysadby by mélo mit vynikajici odvod vody. ZvySené vyuzivani drenaznich dlazdic, vysadba
na hrlibcich nebo zvySenych llizkach, vyhybani se agrotechnickym operacim, které vedou k
vytvoreni koleji v mezifadcich, a orientace fadkd pro usnadnéni odtoku povrchové vody by
meély byt pfinosné (Madden et al. 1991). Vyznamné je také stfidani péstovanych plodin, na
rizikovych pozemcich nevysazovat nachylné odrldy (napf. odrlida 'Elsanta’, 'Dagmar’).
Vyznamnym opatfenim je vysazovani zdravych sazenic (Kocourek et al. 2015).

Misto pro vysadbu by mélo mit dobrou cirkulaci vzduchu a mélo by byt pIné vystaveno
sluneCnimu z&feni, aby byla sniZzena doba ovlheni plodu. MulCovani slamou je velmi
pfinosna agrotechnickd ochrana proti fytoftorové krckové hnilobé (Maas 1998). Slamovy
mulé brani ploddim, aby se dotykaly pldy a stojaté vody, a také je snizeno riziko roztfikovani
vodnich kapek obsahujici sporangia a zoospory (Rebollar-Alviter et al. 2010). Madden a Ellis
(1990) ve své préci uvedli, Ze nejvyssi ochrany proti chorobé (83% ucinnosti) bylo dosazeno
muléovanim slamy, nasledné piskem (64%), pldou (53%) a mulce z umélé hmoty (21%).
Mul¢ z umélé hmoty miize ve skutecnosti zesilit vyskyt onemocnéni tim, Ze se na plastickém
povrchu zachytava voda, a tim se zvySuje riziko dalSiho sekundarniho rozstfiku vodnich
kapicek (Maas 2004).

Vzhledem k tomu, Ze plevele v jahodové vysadbé mohou sniZit cirkulaci vzduchu a
prodlouzit ovlhéeni plodu, hubeni plevele také miZze pomoci pfi ochrané proti vyskytu
choroby. Nadmérné hnojeni (zejména dusikem) stimuluje tvorbu novych listl, a tudiz
i hustotu vysadby, ktera vede opét k delSi dobé ovlh¢eni (Madden et al. 1991).

Osetfeni pldy slune¢nim zafenim je nechemicky pristup k potlaéeni chorob
prenasenych plidou, kde teplota pddy vystoupa natolik, Ze zabiji a zabrariuje $ifeni patogend.
To Ize dosdhnout pouze pouzitim tenké prihledné polyetylénové félie Ci polyetylenového
mulée, ktery propousti vétSinu slunecnich paprski, které ohrivaji pldu (Katan et al. 1976).
Béhem léta prekryvani pldy prihlednymi polyetylenovymi foliemi vytvari hodné tepla, které
pomaha pfi potlatovani pldou pfenosnych plvodc onemocnéni (Katan et al. 1976; Khandar
& Bhowmik 1990).
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Hartz et al. (1993) ve své praci uvadéji, ze osetfeni pldy slune¢nim zafenim provedené
od konce Cervence do zafi pro Fijnové vysadby jahod, snizuje populaci P. cactorum a P.
citricola v porovnani s pfezivanim patogend v neosetiené pldé. Osetfeni pldy slune¢nim
zarenim zregulovalo jednoleté plevele v jahodovych vysadbach a zvysil se vynos jahod o 12

% ve srovnani s vynosem neosetfenych pozemkd.
3.6.2 Biologicka ochrana

Biologickd ochrana predstavuje cilené vyuzivani Zivych antagonistickych organismii
v regulaci vyskytu skodlivych organismd kulturnich rostlin (Kocourek et al. 2015).

Polyversum je prvni biofungicid, ktery byl vyvinut a vyrabi se v Ceské republice. Jedné
se 0 pripravek, ktery fesi choroby kofenll a kofenového kréku, mimo to indukuje zvysenou
odolnost rostlin k houbovym chorobam. Uginnou latkou tohoto pripravku je mikroorganismus
Pythium oligandrum, ktery je pfirozenym obyvatelem pldy. PFipravek obsahuje kliCivé
oospory umisténé na mineralnim nosici. Zakladnim mechanismem u€inku aktivni slozky
pfipravku Polyversum mikroorganismu P. oligandrum je mykoparazitismus. P. oligandrum
napada dalsi fytopatogennni houby, enzymaticky rozklada jejich mycelia a nékteré
rozmnozovaci organy (sklerocia) a takto ziskané Ziviny vyuZziva pro vlastni vyzivu. Kromé
tohoto G€inku produkuje P. oligandrum v symbidze s kofenovym systémem oSetfovanych
rostlin nizkomolekularni protein oligandrin vyznacujici se i systemickymi a translaminarnimi
vlastnostmi. Tato pfirodni substance indukuje v rostlinAch pFirozenou rezistenci proti
foliarnim houbovym chorobdm. Tato rezistence se projevuje jak aktivné inhibici klieni spor
patogena a potlatovanim rlstu jeho mycelia, tak i pasivné ztlusténim bunéénych stén
oSetfované rostliny. Prikazné jsou také efekty rlistové stimulace, které jsou podobné jako u
strobilurinovych pripravk(. To rostlinAm umoZriuje Iépe prekonavat nepfiznivé podminky
prostfedi (Prochazkova-Rulfova 2009).

Gulati et al. (2001) ve své praci uvadéji, Ze rhizobakterie podporujici rlist rostlin snizuji
vyskyt fytoftorové krckové hniloby jahodniku. Dokonce bylo prokéazano, Ze bakterie Bacillus
amyloliquefaciens, Pseudomonas fluorescens a Raoultella terrigena maji vliv na rostlinné
patogeny srovnatelny s pouzitim chemického fungicidu (Anandhakumar & Zeller 2008).

Agusti et al. (2011) uvadéji, ze kombinace rlznych kmenl P. fluorescens vyrazné
posilila stabilitu biologické regulace proti patogenu P. cactorum ve sklenicich.
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3.6.3 Chemicka ochrana

Fungicidy byly popsany jako vysoce ucinné v ochrané proti fytoftorové krékové hnilobé
(Ellis et al. 1998; Rebollar-Alviter et al. 2005). Kontaktni fungicidy nebo spiSe Gc¢inné latky
jako jsou captan a thiram, byly po mnoho let pouzivany proti fytoftorové krckové hnilobg,
avsak pod vysokym tlakem onemocnéni poskytuji Spatnou ochranu (Wedge et al. 2007).

Ellis et al. (1998) uvadéji, Zze zavedeni systémovych a G¢innéjsich fungicidl vyrazné
zlepSilo chemickou ochranu proti fytoftorové krékové hnilobé. V soucasne dobé jsou
azoxystrobin, fosforitan draselny a mefenoxam (metalaxyl-M) registrovany v USA na
ochranu proti fytoftorové krékové hnilobé jahodniku. Podle etikety na obalu pfipravku se
mefenoxam doporuCuje pro aplikace v obdobi pred kvetenim a 30 dni pfed sklizni. T¥eti
aplikace se doporucuje pro dopliikovou ochranu v priibéhu sklizné. Pfedchozi experimenty s
mefenoxanem ukéazaly, Ze jedna aplikace béhem kvétu mliZze poskytnout dostate¢nou ochranu
po celou sezénu proti fytoftorové krékové hnilobé.

Nékolik studii bylo zaloZzeno na mechanismu Gcinku Qol fungicidd (strobiluriny) u
azoxystrobinu (Rebollar-Alviter et al. 2007a). Rebollar-Alviter (2007a) uvedl, Zze
azoxystrobin poskytuje ochranu proti fytoftorové krckové hnilobé po dobu az 7 dnl pred
inokulaci, ale ma pouze nepatrné kurativni ucinky pfi aplikaci po 13 hodinach po inokulaci.

Strobilurinové fungicidy predstavuji vyznamnou slozku v sou€asné dobé pouZzivanych
fungicidd na ochranu proti fytoftorové krckové hnilobé. Kromé toho, Ze poskytuji vynikajici
ochranny G€inek proti P. cactorum, jsou také v jiné chemické kategorii nez mefenoxam a
fosfitové fungicidy. PouZiti stfidavého postfiku s mefenoxamem a fosfitovymi fungicidy, by
mélo mit za vyhodu prevenci nebo oddaleni vyvoje rezistence vici fungiciddim u P. cactorum
(Gisi 2002).

Mefenoxam vykazuje silny preventivni a kurativni G¢inek proti rdiznym patogendim
tfidy Oomycetes, které infikuji listy rostlin ¢i semena (Gisi 2002). Kurativni a€inky
mefenoxamu a kyseliny fosforité je Cini potencidlné pouzitelnymi v postinfekénich
fungicidnich oSetfenich, kde se fungicidy aplikuji v odezvé na zaznamenané nebo
pfedpokladané obdobi infekce (Reynolds et al. 1987).

V Ohiu je v soucasné dobé chemicka ochrana fytoftorové krékové hniloby zaloZena na
postfikovém planu zaloZzeném na kalendari, kde jsou profylaktické aplikace fungicidd
provadény na zékladé 5-7dennim postfikovem planu bez ohledu na vyskyt onemocnéni.
Pfedchozi experimenty ve skleniku za Gcéelem zkoumani fyzikalniho mechanismu plsobeni

mefenoxamu a kyseliny fosforité ukézaly, Ze oba fungicidy poskytuji vynikajici ochranu proti
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fytoftorové krckové hnilobé po dobu nejméné 7 dnl, stejné jako vynikajici postinfekéni
(kurativni) G€inek po dobu az 36 hodin po inokulaci P. cactorum (Rebollar-Alviter et al.
2007a).

V Ceské republice pro chemickou ochranu jahodniku vi&i P. cactorum je registrovan
pripravek s GUcinnou latkou fosetyl-Al (Aliette 80 WG), ktery se pouziva k namaceni korend
sazenic pred vysadbou, nebo se aplikuje jako pasova zélivka po zakofenéni sazenic
(Kloutvorova et al. 2018).

3.6.4 Progndza a signalizace vyskytu

Vliv proménlivosti pocasi na sporulaci, infekci a Sifeni P. cactorum a na pribéh
onemocnéni byl diive zkouman v pracich autord Grove et al. (1985), Reynolds et al. (1988).
Na zékladé téchto informaci Reynolds et al. (1987) vyvinuli prototypovy systém progndzy
fytoftorove krcékové hniloby pomoci diskriminaéni analyzy. Tento systém Kklasifikoval
povétrnostni podminky do kategorii odpovidajicich nizkému, stfednimu a vysokému riziku
onemocnéni.

Na zakladé této analyzy, autofi dospéli k zavéru, Ze je mozné predvidat rizika nebezpeci
infekce spojené s jednotlivymi deStovymi srazkami s vysokym stupném spolehlivosti na
zakladé mnoZstvi srazek, odhadu predchoziho vyskytu choroby, indexu sporulace a Sifeni
inokula. Vzhledem k tomu, Ze P. cactorum potfebuje velmi kratkou dobu oviheni a dokéze
zplisobit v Sirokém rozmezi teplot infekci plodu (za predpokladu, Ze jsou propagule v
kontaktu s ovocem), stanoveni vyskytu infek¢nich obdobi (nezavislé na Sifeni a rychlosti a
poctu sporulaci) by nebylo dostaCujici pro pfesné predvidani periody infekce pouzivané k
naplanovani postinfekénich aplikaci fungicidu. Vysoké riziko, které je ureno individudlnimi
deStovymi boufkami a mnozZstvim srazek v kritickych obdobich, je spiSe lepSim ukazatelem
nutnosti aplikovat fungicid, protoZe bere v Gvahu $ifeni propaguli do nachylnych odrlid ovoce
(za podminek vyskytu infek¢niho tlaku). Nicmeéné, k infekci ovoce by jiZ doSlo (nebo zacalo),
pokud by fungicidy byly pouZzity pouze po vysoce rizikovém obdobi infekéniho tlaku,
vzhledem k velmi kratké dobé potfebné pro infekci plodu béhem vihkych podminek (Grove et
al. 1985).

3.7 Rezistence hostitelského druhu k patogenu P. cactorum

Odolnost k chorobdm je dédicné zaloZend schopnost hostitelské rostliny zastavit nebo
zpomalit ¢innost patogena, kterda mize mit mnoho forem (Goodman et al. 1986). Rezistenci,
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ktera je kvantitativni nebo kvalitativni povahy, je tfeba uvaZovat ve vztahu Kk virulenci
patogena. Viditelnym vysledkem vzajemného vztahu hostitelské rostliny a patogena je reakce
rostliny, ale také zmény ve vyvoji patogena. Interakce hostitele a patogena se tedy projevuje
zménami u obou antagonistll. Rostliny jsou rezistentni k vétsing patogen( v jejich prostredi,
protoZe nejsou hostitelskymi rostlinami pro konkrétni patogeny nebo jsou hostitelskymi
rostlinami, ale maji geny rezistence, které jim dovoluji rozpoznat specificky odlidné rasy (Ci
patotypy) patogena (Scheel D. 1998).

Jednotny systém pojm0 z hlediska genetiky rezistence vytvofil Van der Plank (1968) a
rozdélil rezistenci na vertikalni a horizontalni. Vertikalni rezistence je rasové specificka a je
uvazovana s urcitou rasou nebo ur€itymi rasami patogena.

Horizontalni rezistence, nebo také rasové nespecificka rezistence, je ucinna zpravidla
proti Sirokému spektru ras (Ci patotypl) parazita. Tato odolnost ma vlastnosti typického
polygenné zaloZeného znaku. Projevuje se u ni silnd interakce genotypu s prostfedim.
Podstatou rezistence je, Ze rostlina je schopna dokoncit svlj Zivotni cyklus dFfive, neZ se
patogen dostate¢né rozsiri.

Vertikalni rezistence je rezistence rasové specifickd. Odolnost tohoto typu je Fizena
jednim nebo nékolika malo geny s velkym Gcinkem (majorgeny) a tyka se jediného genotypu
patogena. Kazda alela urcitého lokusu odolnosti u hostitele zabezpecuje odolnost pouze vici
jedinému genotypu patogena. Tyto riizné genotypy patogena se fenotypové projevuji jako tzv.
fyziologické rasy Ci patotypy (Agrios 2005).

Odolnost odrld jahodniku proti fytoftorové krckové hnilobé byla dobfe studovéana a
roven rezistence mnoha dlezitych odrlid je znama (Eikemo et al. 2003; Pérez-Jiménez et al.
2012; Schafleitner et al. 2013). Existuje vysoka mira variability v nachylnosti mezi odrddami
a je zde potreba identifikovat nové zdroje rezistence pro pouZziti pfi péstovani jahodniku.
Skute¢né mechanismy rezistence proti fytoftorové krckové hnilobé nejsou znamy, nicméné
bylo prokazano, ze kromé variability mezi odrldami se rezistence méni také s ro¢nim
obdobim a s typem rostliny (Pettitt & Pegg 1994; Parikka 2009). Na druhou stranu, rezistence
vici fytoftorové krékové hnilobé mezi odrlidami jahodniku neni ve vétsiné pfipad(i znama a
existuje pouze nékolik publikovanych zprav o rezistenci odrlid vii¢i plivodci choroby (Olcott-
Reid & Moore 1995; Golebniak et al. 2006).

Eikemo a Stensvand (2015) zmifuji, Ze Zadna z téchto studii neuvadi dplnou rezistenci
vici fytoftorové krckové hnilobé u Zadné odrlidy. Prikladem nachylné odrlidy je odrlida
'Polka’, ktera je povaZzovana za velmi nachylnou k fytoftorové kr€kové hnilobé mezi péstiteli.
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V Norsku je tato odriida nejéastéji péstovanou odrlidou pro zpracovani a spotfebu v Gerstvém
stavu.

Fytoftorova krékova hniloba je méné Gasto detekovana v dalsich dllezitych odrldach
pro zpracovani, napf. v odrldé 'Senga Sengana’, ktera je také znama jako jedna z nejvice
odolnych proti chorobé (Eikemo et al. 2003; Schafleitner et al. 2013).

3.8 Rezistence patogena k fungicidnim latkam

Z hlediska praktického pouZziti oznaCuje termin rezistence Skodlivych organismd
k pesticiddm ztratu Gcinnosti pFipravku na ochranu vlivem zmén v citlivosti Skodlivych
organisml. Ke ztraté citlivosti Skodlivych organismi k pesticidim dochézi po dlouhodobém
pouzivani pFipravki se stejnym mechanismem G¢inku. Rezistentni jedinci k jedné acinné latce
pesticidu se bud ve velmi malé frekvenci pfirozené vyskytuji v populacich, nebo rezistence
vznika nové mutaci nebo rekombinaci gend. V populacich $kodlivych organismd se postupné
zvysuje podil rezistentnich jedincll, az dosahne hodnot, kdy se i po opakovanych aplikacich
ztraci Gcinnost pripravkl (Kocourek et al. 2015).

Rezistence mlize byt budto vrozena, kterd predstavuje dédi¢né fixovanou odolnost
patogenu k fungicidni G€inné latce (napf. fenylamidy a amidy kyseliny karboxylové nejsou
acinné proti houbam; inhibitory biosyntézy steroll, vcetné inhibitor(i demetylace nejsou
ucinné proti oomycetam apod.) nebo ziskand nasledkem aplikovani fungicidu, kdy patogen
byl dfive krizikové ucinné latce citlivy. Pokud jde o rezistenci ziskanou, jsou velmi
vyznamné terminy cross-rezistence a multiple(multi)-rezistence (Ackermann 2013).

Cross-rezistence vyjadfuje situaci, kdy vznik rezistence k jedné ucinné latce soucasné
vyvola i rezistenci k jinym G¢innym latkam, které ale maji stejny princip plsobeni (Kazda et
al. 2010). Skupiny uGcinnych latek (fungicidl) u nichZz je znama cross-rezistence jsou
definovany, maji svij kod a jejich znalost je zakladnim pFedpokladem uplatnéni
antitezistentnich strategii.

Multiple-rezistence vyjadruje situaci, kdy vznikne soucasné rezistence ke dvéma nebo
vice Gcinnym latkdm s rdznym mechanizmem plsobeni (napf. rezistence plisné Sedé k
benzimidazollim a dikarboximidiim). PFi¢inou jsou dvé na sobé nezavislé mutace, k nimz
doslo v dlsledku opakovaného aplikovani pfipravkl z obou skupin fungicidd (Ackermann
2013).

Fungicidni latky maji rlizny mechanismus plsobeni na patogena. Rlzné latky plsobi

rlizné: jako inhibitory tvorby Zivotné dilezitych stavebnich latek bunéénych stén, plsobi
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rozpad bunéénych stén, blokuji dychani patogena, inaktivuji enzymy, zplsobuji srazeni
bilkovin. Rlzné mechanismy plisobeni fungicidd byly objevovany postupné tak, jak byly
postupné nachdzeny nové ucinné latky (Kazda et al. 2010).

3.9 Antirezistentni strategie

Cilem antirezistentnich strategii je zabranit vzniku, resp. oddalit vznik rezistence.
Z téchto dlvodd by meéla byt doporucend opatfeni uplatiiovana drive, neZ se rezistence
projevi, a pokud mozno plosné. Vyznamné je prdbézné sledovani Gcinnosti rizikovych
fungicidll a v pfipadé odlvodnéného podezieni na sniZzenou citlivost patogenu laboratorni
oveéreni citlivosti (Ackermann 2014).

Kocourek et al. (2015) ve své praci uvadéji, Zze pro zabranéni nebo alespon oddaleni
vzniku a vyvoje rezistence je tfeba pfi provadéni ochrany proti plivodcim houbovych chorob
ovoce dodrZovat nasledujici zasady:

e St¥idat fungicidy s rliznym mechanismem G¢inku.

e Vyhnout se opakovanym a sélovym aplikacim pripravk(l ze stejné chemické
skupiny.

e Omezit pocet aplikaci fungicidl svysokym rizikem rezistence za sezénu
(maximalné 2x).

e Fungicidy aplikovat ve smési (tank-mix, ready-mix kombinace) nebo ve
vzajemném vystfidani s jingym vhodnym partnerskym fungicidem, ktery ma
odlisny mechanismus G¢inku, u néhoz neni dosud rezistence znama.

e Omezit nebo pfi vyskytu rezistence se zcela vyhnout eradikanimu pouZiti
fungicidd.

e DodrZovat doporucené davkovani pripravku.

e Integrovat oSetfeni s nechemickymi metodami.
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4 Material a metody

4.1 Material

Pomicky k o€kovani a kultivaci patogena:

e plastové Petriho misky (@ 90 mm)

e sterilni ddH,O

e ocCkovaci (injekéni) jehla

e Kkorkovrt

e Petriho misky s V8 juice agarem

e parafilm

e plynovy kahan

e flow box ESCO Class Il type A2

e termostat Lovibond Liebherr FKU 1800

Pomucky k pfipravé zivného média:

Zivné médium:
e V8 juice
e CaCOs
e agar

e destilovana voda

e ké&dinka k rozmichani smési o objemu 3000 ml, vdZenky, IZicka, analytické vahy,
magneticka tfepacka, magnetické michadlo, Papindv hrnec ¢i autoklav, 500 ml
sklenéné lahve s tésnénim a vickem (typ Duran) i Erlenmayerovy banky, odmérny
valec, Petriho misky (& 90 mm)

PomUcky k zaloZeni fungicidnich testu:

e V8 juice agar
e Petriho misky (@ 90 mm)

e parafilm
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e DMSO (dimethylsulfoxid)

Nasledujici ucinné latky (Sigma-Aldrich) byly vybrany z toho dlivodu, Ze i kdyZ nejsou

v CR V0{¢i patogenu P. cactorum registrovany, jsou registrovany ve svété nebo jsou zminény

v publikacich. Pfipadné jde o latky, které jsou pouzivany na jiné druhy patogent pochazejici

ze skupiny Oomycetes.

fungicidni latky:

METALAXYL-M
PROPAMOCARB
DIMETHOMORPH
CYMOXANIL
AZOXYSTROBIN
FENAMIDONE

V CR je registrovan pouze jediny fungicid proti P. cactorum na jahodniku, jehoZ G&inna

latka fosetyl-Al jiz neni u firmy Sigma-Aldrich k zakoupeni, proto byl pouZit formulovany

pripravek.

ALLIETE 80 WG (u€inné latka fosetyl-Al)

e kadinka k rozmichani smési, vazenky, lZicka, analytické vahy, magneticka trepaCka

(IKA RCT basic), magnetické michadlo, centrifuga, Papin(iv hrnec ¢i autoklav, 500 ml

sklenéné lahve s tésnénim a vickem (typ Duran) — popfipadé Erlenmayerovy bariky,

odmérny valec, pipeta, Spicky, mikrozkumavky

Pomucky k odeditani vysledku:

e digitalni posuvné méritko Mitutoyo 0-150/0,01 mm

e pocitac s tabulkovym procesorem (Microsoft Office Excel)

24



4.2 Popis pouzitych fungicidnich latek
V této kapitole bylo ¢erpano z webovych stranek agromanual.cz.

4.2.1 Metalaxyl-M

Metalaxyl-M (mefenoxam) je systemicka fungicidni latka ze skupiny fenylamidi
inhibujici syntézu proteind. Latka je velmi rychle prijimana zelenymi ¢astmi rostlin (do 30
minut) a transportovana do listd. Inhibuje rlist a rozmnoZovani fytopatogennich organismi z

hospodarsky vyznamné skupiny Oomycetes.
4.2.2 Propamocarb

Ucinna latka propamocarb plsobi lokalné systémové, v rostlinach je akropetalné
rozvadéna. Reaguje v fadé fazi syntézy fosfolipidl a mastnych kyselin, ¢imz je narusovana
tvorba bunéénych membran fytopatogennich hub (FRAC kod 28, mechanismus G¢inku F4,
karbamaty). Na bunécné Grovni Gcinkuje na rist mycelia, produkci a kliceni spor. Stimuluje
vyvoj kofenl, rdst a kveteni rostlin a zvySuje jejich Zivotni energii. Vyznacuje se

preventivnim a kurativnim ucinkem.
4.2.3 Dimethomorph

Dimethomorph je systémové ucinny fungicidni derivdt morfolinu s odliSnym
tfidy Oomycetes. U&inna latka pronika do listli a stonk( a $ifi se z horni strany listu smérem k
dolni strané listu (translaminarné). U oSetfenych citlivych druhl hub zplsobuje
dimethomorph morfogenezni zmény bunééné stény, které zplsobi preruseni vyvoje houby. U
dimethomorphu neexistuje cross-rezistence s fenylamidy. Rezistentni kmeny nebyly zjistény a
ani se nepredpokladaji.

4.2.4 Cymoxanil

Uginna latka cymoxanil ze skupiny acetamidl potlatuje mnohé Zivotng dllezité funkce
houbovych organismi jako je buné¢né dychani, syntéza aminokyselin a permeabilita bunécné
stény. Cymoxanil plsobi lokalné systémové, zabranuje kliceni spor, rlstu mycelia a zajistuje
rovnéZ kurativni ucinek kratce po infekci. Po aplikaci rychle pronik4 do rostlinného pletiva a

rovnomerneé se v rostliné rozmistuje.
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4.2.5 Azoxystrobin

Uginna latka azoxystrobin patfi do chemické skupiny B - methoxyakrylatd
(strobilurinové derivaty) ma systemické a translaminarni vlastnosti, zastavuje transport
elektron(i pfi dychani mitochondrii mezi cytochromem b a cytochromem c1. Uginek je
pfedevsim protektivni, a proto musi byt pouZit jesté pred nebo na pocatku infekce.
Azoxystrobin plsobi dlouhodobé, miZe tak zabranit vzniku nové infekce po dobu 3-8 tydn.
OSetrené porosty jsou delSi dobu zelené.

4.2.6 Fenamidone

Fenamidone je translaminarné plsobici G¢inna latka ze skupiny imidazolin(i (skupina
Qol), zastavuje transport elektronli v ramci dychaciho fetézce probihajicho v mitochondriich.
PFi preventivnim pouziti zabrafuje kliCeni oospor, uvoliovani a pohybu zoospor a vytvareni
zarodkd mycelia. Kurativné plsobi proti rozvoji mycelia uvnit¥ listl, vytvareni sporangiofor(

a kliceni sporangii.
4.2.7 Alliete 80 WG

ALIETTE 80 WG obsahujici G¢innou latku fosetyl-Al je systémové plsobici fungicidni
pripravek ze skupiny ethyl-fosfonatl. Ovliviiuje metabolismus aminokyselin a skladbu
bilkovin. Je velmi rychle pfijiman jak nadzemnimi ¢astmi rostlin, tak i kofeny. V rostliné se
pohybuje akropetalné a bazipetalné, je postupné rozvadén xylémem a floémem. Optimalné
plsobi pfi preventivnim zplsobu pouziti v dobé aktivniho rlistu rostlin, ma dlouhodobé

plsobeni. Preventivné ochrariuje i noveé prirlistajici ¢asti rostlin mezi aplikacemi.

4.3 PrFiprava zivného media
4.3.1 Priprava zivného média pro izolaci a uchovani izolat(

Pro 11V8 agaru:
e Do plastové nadoby o objemu 3000 ml bylo pfidano 800 ml destilované vody a 200 ml
V8 juice.
e Byly navdZeny 2 g CaCO; na laboratornich digitalnich vahach a toto mnoZstvi bylo
pfidano do smési destilované vody a V8 juice.
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4.3.2

JelikoZ se CaCO; Spatné rozpousti, bylo nasledné do této smési vloZzeno magnetické
michadlo a po dobu 15 minut byla smés michana na magnetické michacce (IKA RCT
basic).

Do sklenénych uzaviratelnych lahvi ¢i Erlenmayerovych bariék o objemu 500 ml byly
pFidany 4 g agaru. Do kazdé banky bylo odméreno 250 ml hotové smési.

Lahve byly uzavieny vickem, Erlenmayerovy barky byly prekryty alobalem.

Lahve s V8 juice agarem byly vloZeny do Papinovych hrncli ¢i autoklavu s vodou a
byly minim&lné 20 minut (u autoklavu pfi 121 °C) sterilizovany.

Po 20 minutach byly hrnce sundany z varné desky a byly ponechany samovolnému
vychladnuti.

Po nékolika minutach byly lahve s agarem vyjmuty, promichany a ochlazeny vodou.
Pripraveny V8 juice agar byl rozlit do pfipravenych sterilizovanych Petriho misek o

priméru 90 mm.

Priprava Zivného média pro fungicidni testy

Pro testy citlivosti izolatl patogena P. cactorum bylo pfipraveno zivné médium podle
vySe uvedeného postupu.

Do pfipraveného vychlazeného stéle tekutého agaru bylo pfidano urcité mnoZstvi
fungicidniho pFipravku pipetou, poté byl hotovy agar i s fungicidni latkou dostatecné
promichan.

Pripraveny V8 juice agar byl rozlit do pfipravenych sterilizovanych Petriho misek o

priméru 90 mm.

4.4 Ockovani, kultivace a uchovani patogena

Izolaty P. cactorum byly laskavé poskytnuty Ing. Ivanou Stfizkovou (VURYV, v.v.i.)

Izolaty byly pfeoCkovany v dostateném mnozstvi pro nasledujici testy.
Pomoci skalpelu oZehnutého nad plamenem byla prenesena €ast mycelia spolu s
agarem ve tvaru Ctverce z izolatu na povrch agaru v Petriho misce.

Od kazdého izolatu toto bylo zopakovano tfikrat.
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e Kazda Petriho miska byla pomoci parafilmového pasku zabalena a popsana (kod
izolatu a datum ockovani).

e lzolaty byly kultivovany v termostatu pfi teploté cca 20 °C ve tmé.

4.5 Testy citlivosti/rezistence k fungicidnim latkam

o Uginné fungicidni latky byly nejdfive rozpustény v DMSO, ¢imz byl ziskan zasobni
roztok o koncentraci 10 mg/ml. Zfedénim tohoto roztoku byl pFipraven zasobni roztok
0 koncentraci 0,1 mg/ml. Do mikrozkumavek byly odméfeny pomoci pipet potfebné
objemy téchto zasobnich roztok(l a DMSO tak, aby byly pfipraveny koncentrace
fungicidnich latek podle tabulky €. 1.

Tabulka €. 1 — Koncentrace pouZzitych fungicidnich latek

0. l. — aéinnd latka, K — kontrola

zasobni roztok u. I. zasobni roztok u. I.
(20 mg/ml) (0,2 mg/ml)
na 250 ml agaru na 250 ml agaru
varianty cilova koncentrace a. L [l DMSO [ul] a. L [l DMSO [ul]
a. I. vagaru [pug/mi]

K 0 0 250 - -
1 0,001 - - 2,5 247,5
2. 0,01 - - 25 225
3 0,1 - - 250 0
4 1 25 225 - -
5 10 250 0 - -

e Formulovany pfipravek Aliette byl rozpustén ve sterilni ddH,O a postupnym fedénim
ve vodé byly pFipraveny jeho roztoky tak, aby vysledné koncentrace jeho G¢inné latky
fosetyl-Al v agaru byly 0,01; 0,1; 1; 10; 100 pg/ml.

e V8 juice agar byl pfipraven tak, jak je uvedeno v pfedchozi kapitole a po jeho
zchladnuti do néj byla pridana fungicidni latka o objemu 250 pl.

e Testy byly provedeny ve tfech opakovanich. V pfFipadé testd s G¢innymi latkami byl do

agaru kontrolni varianty pfidan DMSO.
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Pomoci korkovrtu oZehnutého nad plamenem byly vyfiznuty disky agaru s myceliem
(2 9 mm) testovaného izolatu a ty preneseny na povrch agaru v Petriho misce u
jednotlivych testovanych variant.

Kazda Petriho miska byla pomoci parafilmového pasku zabalena a popsana (kdd
izolatu a datum ockovani).

Izolaty byly kultivovany v termostatu pfi teploté cca 20 °C ve tmé.

4.6 Odecitani rdstu mycelia a zhodnoceni vysledkd

Odecitani rGstu mycelia izolatd P. cactorum bylo provedeno po 14 dnech aZ 3 tydnech
po ockovani v zavislosti na tom, kdy rlist mycelia izolatu na kontrolni varianté dosahl
okraje Petriho misky.

v\,

Nardst mycelia byl méren digitalnim posuvnym méritkem.

~ v

Byly odecitany prliméry narostlého mycelia a to vZdy v kfiZi (kolmo na sebe) — tyto
dvé hodnoty byly pro kazdé opakovani zpriimérovany.

Petriho misky byly nafoceny pro naslednou dokumentaci.

Ziskana data pro kazdy izolat a G¢innou latku Ci fungicid byla pouzita pro vypocet %
inhibice ristu mycelia (IR) a pro stanoveni efektivni koncentrace fungicidni latky
inhibujici rlst mycelia z 50 % (ECso). Hodnoty ECs byly vypo€itany pomoci regresni
analyzy probitu procenta inhibice ristu ku logaritmu koncentrace fungicidni latky.
Déle byla stanovena minimalni inhibicni koncentrace (MIC) fungicidni latky, ktera

inhibuje rdst mycelia ze 100 %.

IR (%) = 100 (dt X 100)
e dK

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

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

V predkladané préaci jsou prezentovany vysledky ziskané v ramci monitoringu citlivosti
20 izolatd patogena Phytophthora cactorum pochazejicich z 11 lokalit v Ceské republice k 7
vybranym fungicidnim latkam. Uginnost vybranych G&innych latek na riist mycelia izolatd P.

cactorum byla sledovana pomoci in vitro testu na agaru.
5.1 Sbér infikovaného rostlinného materialu

Z rlznych lokalit péstovani jahodniku byly ziskany vzorky rostlinnych pletiv s priznaky
zplisobenymi P. cactorum. V nasledujici tabulce ¢. 2 jsou uvedeny lokality, kde byl proveden

odbér vzorkd.

Tabulka €. 2: Lokality odbéru vzorkd infikovanych P. cactorum a oznaceni izolat(

izolat lokalita kraj
17 4 1a Praha — Kunratice hlavni mésto Praha
177111 Predmeérice nad Jizerou StfedocCesky
17 57 P2a Vranany StfedocCesky
17 57 P2b Vranany StfedocCesky
17 9 12 Oskofinek StfedocCesky
17. 81 1 17a Celakovice — SedIcanky Stfedocgesky
17. 26 1 1 3 Celakovice — SedIcanky Stfedocgesky
17 24 3a Slany StfedocCesky
17 24 4a Slany StfedocCesky
17 24 5b Slany StfedocCesky
17 24 26 Slany StfedocCesky
17_12 5a Plzen 3 — Doudlevce Plzensky
17 12 12 Plzen 3 — Doudlevce Plzensky
17 12 18b Plzen 3 — Doudlevce Plzensky
17 _23 1la Lomec Plzensky
17 23 1b Lomec Plzensky
17_23 4a Lomec Plzensky
17 45 1b Vesela u Semil Liberecky
17 27 2 Turnov Liberecky
17 99 1 Ostrovec — Josefinskd Hut'” | Vysoc€ina
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5.2 Testy ucinnosti fungicidnich latek

5.2.1 Metalaxyl-M

V tabulce €. 3 jsou uvedeny namérené hodnoty ECso a MIC fungicidni latky metalaxyl-
M. U izolatu 17_4 l1a nebylo mozné spocitat ECsg, protoze z&dnd pouzitd koncentrace
neinhibovala rlst patogena z 50 ¢i vice %. Z naméfenych vysledkl vyplyva, Ze nejucinnéji
fungicidni latkou byl inhibovan izolat 17_57_P2b, protoZe jiz pfi koncentraci 0,347 pg/ml
metalaxylu-M bylo mycelium inhibovano z 50 %. Naopak nejméné byl inhibovan fungicidni
latkou jiz zminény izolat 17_4 1a. Nejvy$si hodnoty ECso byly zaznamenany u izolatd
17 12 5aa 17 24 5b. U izolatu 17_24 4a byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace
v rozmezi 1-10 pg/ml fungicidni latky. U ostatnich izolatd minimalni inhibi¢ni koncentrace

byla jiz nad 10 pg/ml fungicidni latky.

Tabulka €. 3 — Namérené hodnoty ECs, a MIC u fungicidni latky metalaxyl-M

izolat ECso [ug/ml] MIC [ug/ml]

17 4 la x X

177111 1,271 > 10
17 57_P2a 0,662 > 10
17 57_P2b 0,347 > 10
17 9 12 0,425 > 10
17.8 1 1 17a 0,705 > 10
17 26 1.1 3 1,148 > 10
17 24 3a 1,442 > 10
17 24 43 0,504 1-10
17 24 5b 5,603 > 10
17 24 26 3,120 > 10
17 12 5a >10 > 10
17 12 12 2,479 > 10
17 12 18b 4,597 > 10
17 23 1a 1,239 > 10
17 23 1b 2,555 > 10
17 23 4a 2,343 > 10
17_45_1b 0,465 > 10
17 27 2 4,034 > 10
17 99 1 2,476 > 10
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Graf ¢. 1 — Srovnani citlivosti izolatl k fungicidni latce metalaxyl — M
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Z Grafu €. 1 zachycujiciho porovnani hodnot ECso a MIC u fungicidni latky metalaxyl-
M vyplyva, Ze pro 100% inhibici rdstu patogena u vétsiny izolatd (95 %) bylo zapotiebi vyssi
koncentrace ( > 10 ug/ml) fungicidni latky. Tato koncentrace inhibovala riist mycelia izolat(
2 68,7 %.

5.2.2 Propamocarb

U fungicidni latky propamocarb nebylo mozné vypocitat hodnoty ECsy pro jednotlivé
izolaty P. cactorum, jelikoZz Z&dna z pouzitych koncentraci fungicidni Iatky neinhibovala u
z&dného izolaturlist patogena z 50 %. Minimalni inhibi¢ni koncentrace nebylo mozné také
vzhledem k charakteru rdstu mycelia izolatd stanovit, respektive hodnota MIC se nachazi az
za hodnotou nejvyssi pouzité koncentrace (10 pg/ml), kterd prlmérné inhibovala rlst viech
izolatl 0 10,3 %.
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5.2.3 Dimethomorph

V tabulce €. 4 jsou uvedeny naméfené hodnoty ECso a MIC fungicidni latky
dimethomorph. U izolatl 17_7 1 1 1, 17 24 5b, 17_23 1b a 17_27_2 nebyly vypocitany
hodnoty ECso, protoze zadna pouZitd koncentrace neinhibovala rist patogena z 50 %. Rust
téchto izolatd byl v priméru inhibovan z 13,35 % nejvyssi koncentraci (10 upg/ml).
Z namérenych vysledkd vyplyva, Ze nejucinnéji byl fungicidni latkou inhibovéan izolat
17 9 12, protoZe jiz pFi koncentraci 0,463 pg/ml dimethomorphu bylo mycelium inhibovano
z50 %. Naopak nejméné byl inhibovan fungicidni latkou izolat 17 _23 la. U izolatu
17 23 1a byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace nad 10 pg/ml fungicidni latky. U
70 % izolatl nejvyssi koncentrace zpUsobila 100% inhibici jejich rlistu a minimalni inhibi¢ni
koncentrace byla stanovena v rozmezi 1-10 pg/ml fungicidni latky.

Tabulka €. 4 — Namérené hodnoty ECs, a MIC u fungicidni latky dimethomorph

izolat ECso [ug/ml] MIC [ug/mlI]

17 4 1la 0,689 1-10
177111 x x

17 57 P2a 0,875 1-10
17 57_P2b 1,076 1-10
17 9 12 0,463 1-10
17.8 1.1 17a 0,573 1-10
17 26 1 1 3 0,753 1-10
17 24 3a 0,880 1-10
17_24 4a 0,877 1-10
17 24 5b x x

17 24 26 0,502 1-10
17 12 5a 0,820 1-10
17 12 12 0,928 1-10
17_12_18b 0,811 1-10
17 23 1a >10 > 10
17 23 1b X X

17_23 4a 0,671 1-10
17_45_1b 0,494 1-10
17 27 2 x x

17 99 1 2,013 1-10
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Graf €. 2 - Srovnani citlivosti izolatd k fungicidni latce dimethomorph
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Z Grafu €. 2 zachycujiciho porovnani hodnot ECsp a MIC u fungicidni latky
dimethomorph vyplyva, Ze pro 100% inhibici rlistu patogena u vétsiny izolatd bylo zapotiebi
koncentrace v rozmezi 1-10 pg/ml fungicidni latky. Pouze u jednoho izolatu byla minimalni

inhibi¢ni koncentrace vy3si nez 10 pg/ml fungicidni latky.

5.2.4 Cymoxanil

U fungicidni latky cymoxanil nebylo také mozné vypoCitat ECs, jelikoz Zadna
z pouzitych koncentraci fungicidni latky neinhibovala u Zadného izolatu riist patogena z 50 %.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace nebylo moZné rovnéz stanovit, nebot' ani nejvyssi
koncentrace latky cymoxanil v agaru neomezila rist izolatl ze 100 %, pouze v prliméru o 7,7
%.
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5.2.5 Azoxystrobin

U fungicidni latky azoxystrobin jako v pfipadé predchozich ucinnych latek rovnéz
nebylo mozné stanovit ECsg, jelikoz Z&dna z pouzitych koncentraci fungicidni latky
neinhibovala u zZadného izolatu rlist patogena z 50 %. 100% inhibice rlistu tedy rovnéz nebyla
pozorovana u Zadné z testovanych koncentraci. Nejvyssi koncentrace (10 pug/ml) ucinné latky
azoxystrobin v prdméru inhibovala rlst vsech izolatli o 20,6 %. Pfiklad inhibice ristu mycelia
je demonstrovana na Obréazku €. 4.

Kontrola Varianta 1

Varianta 2 Varianta 3

Varianta 4 \Varianta 5

Obréazek €. 4 - Priklad narGstl mycelia izolatu 17_23_1a pro vSechny zkousené koncentrace
fungicidni latky azoxystrobin v porovnani s kontrolou
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5.2.6 Fenamidone

U fungicidni latky fenamidone jako v pfipadé pfedchozich GCinnych latek rovnéz
nebylo mozné stanovit ECso, jelikoz Zadnd z pouzZitych koncentraci fungicidni latky
neinhibovala u zadného izolatu rlist patogena z 50 %. 100% inhibice rlistu tedy rovnéz nebyla
pozorovana u Zadné z testovanych koncentraci. Nejvyssi koncentrace (10 pug/ml) ucinné latky

fenamidone v prdiméru inhibovala rist vsech izolatli o 27,5 %.

5.2.7 Alliete 80 WG

V tabulce €. 5 jsou uvedeny naméfené hodnoty a MIC Gcinné latky fosety-Al fungicidu
Alliete 80 WG. Z naméfenych vysledkl( vyplyva, Ze nejucinngji byl fungicidni latkou
inhibovan izolat 17 _57 P2a, protoZe jiz pfi koncentraci 0,002 pg/ml ucinné latky bylo
mycelium inhibovano z 50 %. Naopak z naméfenych hodnot byl nejméné inhibovan
fungicidni latkou izolat 17 57 P2b. U izolathd 17 4 1a, 17 57 P2b, 17 12 5a a 17 99 1
byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace v rozmezi 10-100 pg/ml fungicidu. U izolatd
17 24 5b, 17_24 26, 17 12 12, 17_12 18b, 17 _23 1b, 17_45 1b a 17_27_2 minimalni
inhibi¢ni koncentrace fosetyl-Al byla v rozmezi koncentraci 1-10 pg/ml. U ostatnich izolatd

se minimalni inhibi¢ni koncentrace pohybovala v rozmezi 0,1-1 pg/ml.
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Tabulka €. 5 - Namérené hodnoty ECso a MIC u fungicidni latky fosetyl-Al pFipravku Alliete
80 WG

izolat ECso [ug/ml] MIC [ug/mlI]
17 4 1a 0,556 10-100
177111 0,006 0,1-1
17 57_P2a 0,002 0,1-1
17 57_P2b 1,433 10-100
17.9 12 0,005 0,1-1
17.8 1 1 17a 0,012 0,1-1
17.26 1.1 3 0,005 0,1-1
17 24 3a 0,030 0,1-1
17 24 4a 0,022 0,1-1
17 24 5b 0,267 1-10
17 24 26 0,059 1-10
17 12 5a 0,615 10-100
17 12 12 0,097 1-10
17 12 18b 0,170 1-10
17 23 1a 0,013 0,1-1
17 23 1b 0,090 1-10
17 23 4a 0,003 0,1-1
17 45 1b 0,145 1-10
17 27 2 0,114 1-10
17 99 1 0,971 10-100
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Graf €. 3 - Srovnani citlivosti izolatd k fungicidni latce fosetyl-Al pFipravku Alliete 80 WG

Alliete 80 WG

10

mEC50

pocet izolatu
w

m MIC

0-0,01 0,01-0,1 0,1-1 1-10 10-100 >100

koncentrace [png/ml]

V Grafu €. 3 je znazornéno porovnani hodnot ECso a MIC u fungicidu Alliete 80 WG,
resp. jeho ucinné latky fosetyl-Al. K 100% inhibici rdstu patogena doslo u poloviny izolat(
(45 %) jiz pFi koncentraci v rozmezi 0,1-1 pg/ml fungicidni latky.
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6 Diskuze

Vyvoj rezistence v0c¢i fungiciddm u rodu Phytophthora spp. predstavuje znacny
problém pro G¢innou ochranu proti témto celosvétové vyznamnym patogendim zejména proto,
ze vznik rezistence mlze byt relativné rychly proces (Ellis et al. 1998). Pravdépodobnost
vzniku rezistence k nékterym chemickym latkdm zavisi na frekvenci kontaktu mezi
patogenem a chemickou latkou nebo na Casté aplikaci koncentracemi fungicidd, které jsou
prili§ nizké na to, aby byly ucinné (Utkhede & Gupta 1988).

V této predkladané praci byla sledovéana citlivost 20 izolatd patogena Phytophthora
cactorum pochézejicich z 11 lokalit v Ceské republice k 7 vybranym fungicidnim latkam. PFi
testovani byly pouzity konkrétné tyto fungicidni latky: metalaxyl-M, propamocarb,
dimethomorph, cymoxanil, azoxystrobin, fenamidone a Alliete 80 WG s Gcinnou latkou
fosetyl-Al.

Rezistence nékterych kmend ¢&i populaci P. cactorum vici metalaxylu byla
dokumentovana jiz od roku 1988 (Utkhede & Gupta 1988). Odhaduje se, Ze podil
rezistentnich populaci dosahuje v nékterych oblastech az 80 %, a to pfedevsim tam, kde je
ucinnd latka metalaxyl €asto pouZivana (Utkhede & Gupta 1988; Jeffers et al. 2004; Reeleder
et al. 2007; Hill & Hausbeck 2008). V této praci u vétsiny testovanych izolatd byla stanovena
minimalni inhibiéni koncentrace uc€inné latky metalaxyl-M aZz nad nejvy3Si pouzitou
koncentraci 10 ug/ml. Dokonce u izolatu 17_4 1a nebylo moZné spocitat ECso, protoze Zadna
pouZita koncentrace neinhibovala rlist patogena z 50 ¢i vice % Mizeme tedy predpokladat, ze
zde existuje riziko rezistence k pouzité fungicidni latce.

Ve studii Englander et al. (1980) byl propamocarb Uspés$né pouzit proti hnilobé kofenl
rododendron(l zplisobené P. cactorum, G¢inna koncentrace byla ale vyrazné vyss$i nez u
metalaxylu. U fungicidni latky propamocarb nebylo mozZné vypocitat hodnoty ECso pro
jednotlivé izolaty P. cactorum, jelikoZz Zadnd z pouZitych koncentraci fungicidni latky
neinhibovala u Zadného izolatu rdst patogena z 50 %. Minimalni inhibi¢ni koncentrace nebylo
mozné také vzhledem k charakteru rlistu mycelia izolatd stanovit, respektive hodnota MIC se
nachazi az za hodnotou nejvyssi pouzité koncentrace (10 pug/ml). Tato skute¢nost mlze byt
zapricinéna nizsimi pouzitymi koncentracemi fungicidni latky.

Rezistence k G¢inné latce dimethomorph byla popsana u rdznych druhl rodu
Phytophthora, napf. P. nicotianae (Chabane et al. 1996), P. capsici (Keinath 2007) a P.
infestans (Stein & Kirk 2004; Rekanovi¢ et al. 2012). Naproti tomu dimethomorph byl

povaZzovan za U€inngjsi latku proti P. cactorum neZ metalaxyl, protoZe nebylo doloZeno, Ze P.
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cactorum je rezistentni vici této latce (Hill & Hausbeck 2008). Z hledika G¢innosti fungicidni
latky dimethomorph byla pozorovana pomérné vysoka variabilita, kterd vyplyva z rliznorodé
reakce izolatll na pouziti této latky. U izolath 17 7 1 1 1, 17 24 5b, 17 23 1ba 17 27 2
nebyly vypocitany hodnoty ECso, protoZe Zzadna pouZzitd koncentrace neinhibovala rist

v v

patogena z 50 %. RUst téchto izolatl byl v prdméru inhibovan z 13,35 % nejvyssi koncentraci
(10 pg/ml). U 70 % izolath nejvyssi koncentrace zplsobila 100% inhibici jejich rlstu a
minimalni inhibi¢ni koncentrace byla stanovena v rozmezi 1-10 pg/ml fungicidni latky.

Cymoxanil byl pouZivan ve fungicidnich smésich, jako prevence vzniku rezistence vici
fungiciddim skupiny fenylamidd u rodu Phytophthora (Samoucha & Gisi 1987). Thomidis
(2003) testoval Ucinek této latky proti P. cactorum na broskvonich. V jeho praci uvedl, Ze
cymoxanil nemél Z&dnou fungicidni aktivitu proti P. cactorum v Zadném jeho provedeném
testu. U fungicidni latky cymoxanil nebylo také mozné vypocCitat ECs, jelikoZz Zadna
z pouzitych koncentraci fungicidni latky neinhibovala u zadného izolaturdist patogena z 50 %.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace nebylo mozZné rovnéZz stanovit, nebot’ ani nejvyssi
koncentrace latky cymoxanyl v agaru neomezila rist izolat(i ze 100 %, pouze v priiméru o 7,7
%. V CR neni doposud tato fungicidni latka registrovana na chemické oSetfeni jahodniku
proti P. cactorum. Tato skute¢nost by mohla vypovidat i o tom, Ze by na naSem trhu
s chemickymi prostfedky na ochranu jahodniku nenaSla uplatnéni.

Citlivost k G¢inné latce azoxystrobin byla studovana u fady rdznych druhl hub a
oomycet s pouZitim in vitro i in vivo metod (Gisi et al. 1997; Wong & Wilcox 2000;
Mavroeidi & Shaw 2005). Informace tykajici se citlivosti druh(i Phytophthora k latce
azoxystrobin jsou znatné omezené. Studie provadéné in vitro s myceliem a encystovanymi
zoosporami pro stanoveni citlivosti k této fungicidni latce ukézaly, Ze P. capsici, P.
citrophthora a P. nicotianae nebyly k této latce senzitivni (Matheron & Porchas 2000). V této
predkladané préci u fungicidni latky azoxystrobin jako v pfipadé predchozich G€innych latek
rovnéz nebylo mozné stanovit ECsp, jelikoZ Zadné z pouzitych koncentraci fungicidni latky
neinhibovala u zadného izolatu rlist patogena z 50 %. 100% inhibice rlistu tedy rovnéz nebyla
pozorovana u Zadné z testovanych koncentraci. Nejvyssi koncentrace (10 pug/ml) ucinné latky
azoxystrobin v prliméru inhibovala rlist vSech izolatli o 20,6 %. Rebollar-Alviter et al. (2005)
ve své praci uvadéji, Ze azoxystrobin se ukazal jako velmi G€inny fungicid na ochranu proti
hnilobé na plodech napadenych P. cactorum na oSetfenych pozemcich, ale nebyl plné
hodnocen z hlediska G€innosti proti krékové hnilobé. Rebollar-Alviter et al. (2007b) také
uvadéji, Ze testy citlivosti jednotlivych izolatl P. cactorum k fungicidni latkce azoxystrobin
na zékladé rlistu mycelia ukazaly Sirokou variabilitu hodnot EDs. Siroké variabilita zjisténa v
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testech citlivosti mlze byt vysledkem velké genetické diverzity izolatl P. cactorum, které se
nachazeji v Severni Americe.

U fungicidni latky fenamidone jako v pfipadé pFedchozich GCinnych latek rovnéz
nebylo mozné stanovit ECso, jelikoz Zadnd z pouZitych koncentraci fungicidni latky
neinhibovala u Zadného izolaturlist patogena z 50 %. 100% inhibice ristu tedy rovnéz nebyla
pozorovana u Zadné z testovanych koncentraci. Nejvyssi koncentrace (10 pug/ml) ucinné latky
fenamidone v priméru inhibovala rist viech izolatli 0 27,5 %. Rebollar-Alviter et al. (2007b)
Vv jejich préci zmifuji, Ze citlivost mycelia k G¢inné latce je znacné odliSnd od citlivosti
zoospor, alespofi za podminek pouZitych v této studii. Tento nedostatek korelace je
pravdépodobné zplisoben vnitfnimi fyziologickymi a morfologickymi rozdily mezi témito
dvéma Zivotnimi stadii a schopnosti mycelia P. cactorum branit se proti G¢inku Qol fungicidd
pouZzitim alternativni respirani drahy in vitro. Jejich vysledky ukazuji, Ze zoospory jsou
citlivéj$i nez mycelium k fungicidiim Qol, a proto mohou byt lepsim indikatorem citlivosti P.
cactorum k témto fungiciddm.

Rebollar-Alviter et al. (2007b) ve sveé préaci tvrdi, Ze v soucasné dobé jsou
nejucinnéjSimi fungicidnimi latkami na ochranu proti fytoftorové krckové hnilobé jahodniku
mefenoxam, fosetyl-Al a nékolik rliznych sloucenin na bazi fosforovych kyselin. Obg t¥idy
fungicidd byly Siroce pouzivany na jahodnicich a jejich mechanismus Gcinku je divodem
obav z vyvoje rezistence. Dosud nebyla publikovana Zadna zprava o rezistenci k fungicidni
latce fosetyl-Al u patogena P. cactorum.

Z naméfenych vysledkl fungicidu Alliete 80 WG, resp. jeho Gcinné latky fosetyl-Al
vyplyva, Ze nejacinnéji byl fungicidni latkou inhibovan izolat 17_57 P2a, protoze jiz pfi
koncentraci 0,002 pg/ml bylo mycelium inhibovano z 50 %. Naopak z naméfenych hodnot je
patrné, Zze nejméng byl inhibovan fungicidni latkou izolat 17_57 P2b. U izolath 17_4 1a,
17 57 P2b, 17_12 5a a 17_99 1 byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace fosetyl-Al
v rozmezi 10-100 pg/ml. U izolatl 17 24 5b, 17 24 26, 17 12 12, 17 12 18b, 17 _23 1b,
17 45 1b a 17_27_2 minimalni inhibi¢ni koncentrace byla zaznamenana v rozmezi
koncentraci 1-10 pg/ml. U ostatnich izolatl se minimalni inhibi¢ni koncentrace pohybovala
v rozmezi jiz pfi 0,1-1pg/ml této latky, coZ vypovida o tom, Ze z pouzitych fungicidnich latek
tento pripravek nejvice inhiboval riist mycelia izolatd.

Nesmime také opomenout, Ze dllezitou roli v zamezeni vzniku rezistence k fungicidnim
latkdm hraje antirezistentni strategie. Z téchto divod( by méla byt doporucena opatieni
uplatfiovana dfive nez se rezistence projevi a pokud mozno plodné (Kocourek et al. 2015).
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7 Zaver

Celkem bylo ziskano 20 izolatd z rostlin infikovanych P. cactorum z 11 riznych lokalit,
u kterych byla testovana citlivost k vybranym fungicidnim latkdm v in vitro podminké&ch.

V praci bylo testovdno 7 fungicidnich latek (metalaxyl-M, propamocarb,
dimethomorph, cymoxanil, azoxystrobin, fenamidone a fungicid Alliete 80 WG s G¢innou
latkou fosetyl-Al). Tyto latky byly vybrany, z toho diivodu, Ze i kdyZ vétsina neni v CR
k ochrané jahodniku pfed P. cactorum registrovana, jsou registrovany ve svété nebo jsou
zminény v publikacich.

U fungicidnich latek propamocarb, cymoxanil, azoxystrobin a fenamidonene bylo
mozné vypocitat hodnoty ECso a MIC pro jednotlivé izolaty P. cactorum, jelikoZ ani nejvyssi
pouZita koncentrace (10 pg/ml) téchto Ucinnych latek neinhibovala rist mycelia izolat(l z 50
¢i 100 %.

Hodnoty ECsp UCinné latky metalaxyl byly pro jednotlivé izolaty P. cactorum stanoveny
v rozmezi 0,347 az >10ug/ml. U 19 izolatd byla stanovena MIC UGcinné latky metalaxyl-M
>10pg/ml a u jednoho izolatu v rozmezi 1-10 pg/ml. Nejvyssi pouZita koncentrace inhibovala
rist mycelia izolatl z 68,7 %.

Hodnota ECso u Gcinné latky dimethomorph byla vypocitana pro 16 izolatd v rozmezi
0,463 az >10ug/ml. U 70 % izolatd byla MIC stanovena v rozmezi 1-10 ug/ml fungicidni
latky. Rist zbyvajicich izolatl byl v priméru inhibovan z 13,35 % aZ nejvyssi koncentraci (10
pg/ml).

Jako nejucinéjsi fungicidni latka se jevi pripravek Alliete 80 WG, u jehoZ GcCinné latky
fosetyl-Al byly stanoveny nejnizsi hodnoty ECs, pro jednotlivée izolaty P. cactorum (0,002—
1,433 pg/ml), a to v prdméru 0,23 +0,37 pg/ml. Hodnoty MIC této latky byly zaznamenany
v Sirokém rozmezi 0,1-100 pg/ml.
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9 Samostatne prilohy

Pfiloha ¢. 1 — Pfehled hostiteld patogena P. cactorum (Erwin & Ribeiro 1996)

Host

Disease

Abies Mill.
Abies amabilis Doug. ex. J. Forbes
Abies procera Rehd.
Abies procera Rehd.
Acacia Mill.
Acer macrophyllum Pursh.
Acer palmatum Thunb.
Acer platanoides L.
Acer pseudoplatanus L.
Acer rubrum L. (A. sanguineum Spach.)
Acer saccharum Marsh.

(A. saccharophorum C. Koch)
Acer saccharinum L.

(A. dasycarpum J. F. Ehrh.)
Acer spp.
Actinidia chinensis Planch.
Aesculus hippocastanum L.
Aesculus sp.

Agonis flexvosa Schav.

Alnus oregona Nuitt. (A. rubra Bong.)
Anemone coronaria L.

Ananas comosus L.

Annona cherimola Mill.

Antirrhinum majus L.

Aquilegia L.

Arbutus menziesii Pursh.

Aster L.

Banksia dryandroides Bayt. and Sweet.
Banksia hookerana Meissn.

Banksia laricina Gardn.

Banksia occidentalis R. Br.

Banksia praemorsa Andrews.

Bayera sesiflora F. Muell.

Begonia L.

Beta vulgaris var. crass Alef.

Betula L.

Boehmeriae nivea (L.) Gaud.-Beaup.

Seedling rot

Root rot, necrosis, chlorosis
Crown rot

Root rot, necrosis, chlorosis
Seedling rot

Stem canker

?

Stem canker, seedling rot
Bleeding canker

Bleeding canker

Bleeding canker
Bleeding canker

Seedling rot

Root rot

Bleeding canker

Gummosis,
stem canker

Root rot

Stem canker

Root rot

Fruit rot

Stem girdling, root rot
Stem blight

Stem canker

Stem blight

Root rot

Root rot

Root rot

Root rot

Root rot

Root rot

Seedling rot

Seedling damping-off
Bleeding stem canker
Leaf blight
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Brachychiton populineus
(Schott. and Endl.)

Brassica oleracea L. var. bullata D. C.

Bryophyllum pinnatum (L. Am.) Kurz.

Cactus sp.

Calceolaria integrifolia J. Murr.
(C. rugosa Ruiz. and Pav.)

Callistephus chinensis (L.)

Calytrix angulsta Lindl.

Capsicum annum L.

Capsicum frutescens L.

Caragana arborescens Lam.
(C. sibirica Medic.)

Carthamus tinctorius L.

Carya illinoensis (Wangenheim)
K. Koch.

Castanea sativa Mill. (C. vesca Gaertn.)

Castanea spp.

Cattleya Lindl. sp.

Ceanothus thyrsiflorus Eschsch.

Cedrus deodara (D. Don) G. Don

Centaurea L.

Ceratonia siliqua L.

Cereus giganteus

Cereus martianus Zucc.

Cereus peruvianus (L.) Mill.

Cereus speciusus (Cav.)

Chrysalidocarpus lutescens Wendl.
(Areca lutescens Bary)

Chrysanthemum cinerarifolium
(Trevir.) Vis.

Citrus limon (L.) Burm. f.

Citrus maxima (Burm.) Merrill.
(C. grandis (L.) Osbeck)

Citrus sinensis (L.) Osbeck

Citrus spp.

Citrullus vulgaris Schrad.

Clarkia elegans Doug.

Clarkia pulchella Pursh.

Cleome violacea L.

Cleome viscosa L.

Cornus L.

Cornus florida L.

Cornus nuttallii Aud.

Stem canker
Leaf blight
Root rot

Stem canker

Root rot
Seedling rot
Fruit rot

Stem canker, seedling damping-off

Root and stem rot

Shuck and kernel rot
Stem canker

Leaf blight
Blight
Seedling rot
Wilt

Tissue rot
Tissue rot
Tissue rot
Tissue rot

Stem canker
Fruit rot

Stem canker

Stem canker, fruit rot
Stem canker, fruit rot
Fruit rot

Stem and foot rot

Stem and foot rot
Stem and foot rot
Stem canker
Crown rot

Stem canker
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Corylus avellana L.
Corylus cornuta var. californica
(A. DC.) Sharp
Cotoneaster horizontalis Decne.
Crataegus L.
Crowea saligna Andr.
Cucumis melo L. var. inodorus Naud.
Cucumis sativus L.
Cydonia oblonga Mill.
(C. vulgaris Pers.)
Dahlia spp.
Daphne spp.
Daucas carota L.
Dianthus caryophyllus L.
Diospyros kaki L. f.
(D. chinensis Blume)
Echinopsis eyriesii Zucc.
Elaeagnus angustifolia L.
Epilobium L.
Erica hyemalis Nichols.
Eriobotrya japonica Lindl.
Escallonia Multis. ex L.f. sp.
Eschscholtzia californica Cham.
Eucalyptus L’Her.
Euphorbia resinifera Berger.
Fagopyrum esculentum Moench
(F. vulgare Nees)
Fagopyrum fagopyri Takm.
Fagopyrum tataricum Gaertn.
Fagus grandifolia Ehrh.
Fagus spp.
Fatsia japonica (Thunb.) Decne and
Planch.
Feijoa sellowiana O. Berg
Forsythia Vahl.
Fragaria vesca L. x ananassa Duch.
Fraxinus L.
Fremontodendron californicum
(Torr.) Cov.
Fremontodendron mexicanum Davids.

Glycine max (L.) Merrill (G. soja Hort.)
Godelia willdenowiana Spach.
Gossypium herbaceum L.

Fruit rot

Stem canker
Fruit rot

Root rot
Fruit rot
Fruit rot

Damping-off
Root rot
Soft rot
Stem blight

Tissue rot
Canker

Stem canker
Crown rot

Blight

Foot and stem rot
Root rot

Seedling rot

Root rot

Foot and stem rot
Bleeding canker
Seedling damping-off

Stem canker

Brown rot of fruit

Leather rot of fruit; stem, root, and crown rot
Seedling rot
Seedling rot,
stem canker
Seedling rot,
stem canker
Seedling and root rot
Foot and stem rot
Pod rot
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Grammatophyllum Blume.

Grevillea drummondii Meissn.

Hakea francisiana F. Muell.

Hakea platysperma Hook.

Hebe speciosa Lock. and Al.
‘Buxifolia’

Heteromeles arbutifolia (Ait.) Roem.

(Photinia arbutifolia (Ait.) Lindl.)
Hevea brasiliesis Muell. Arg.
Hibiscus rosa-sinensis L.
Hibiscus schizopetalus L.
Humulus lupulus L.

Hydrastis Ellis
Hypocalyma angustifolium Endl.
Incarvillea Juss.

Iris L.

Jasiminum L.

Juglans L.

Juglans californica Wats.
Juglans hindsii Jep.
Juglans nigra L.

Juglans pyriformis Liebm.
Juglans regia L.

(J. regia var. sinensis C. DC.)
Juniperus procera Hochst. ex. Endl.
Kalanchoe Adans. (Bryophyllum

Salish.)

Kalanchoe blossfeldiana Poelin.
Larix decidua Mill.

Lathyrus L. (Orobus L.)
Lepidium sativum L.

Ligustrum L. (Parasyringa W. W. Sm.)

Lilium L.

Lilium candidum L.

Lilium dauricum Ker-Gawl.
Lilium pyrenaicum Gouan
Linum usitatissimum L.
Liquidamber styraciflua L.
Liriodendron L.
Lycopersicon esculentum L.
Malus pumila Mill.

Mammillaria Haw.
Melocactus nigrotomentosus L.

Leaf blight
Root rot
Root rot
Root rot

Root rot

Crown rot

Leaf fall, stem canker, black stripe, root rot
Foot rot

Foot rot

Black root rot

Root and stem rot

Root rot

Black disease
Crown rot
Crown rot
Seedling rot
Stem canker

Stem canker
Stem canker

Collar and stem rot

Stem rot
Seedling rot
Root rot
Seedling rot

Foot and stem rot
Foot rot

Basal stem rot

Seedling rot, root rot

Bleeding stem canker

Seedling rot

Fruit rot

Fruit rot, crown and collar rot, sour sap,
Moutere dieback

Tissue rot

Tissue rot
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Melilotus alba Medik.
Melilotus officinalis (L.) Lam.
Myristica fragrans Hout.
Nicotiana tabacum L.
Nyssa silvatica Marsh

(N. multiflora Wangenh.)
Oenothera biennis L. (O. muricata L.)
Olea europaea L.
Ostyra Scop.
Paeonia albiflora Pallas.

Panax L.
Panax quinquefolium L.

Pelargonium radens Moore.
(P. radula (Cav.))
Pelargonium tomentosum Jacq.
Persea americana Mill.
Photinia
arbutifolia (see Heteromelesabove)
Picea L.
Picea abies (L.) Karst. (P. excels Link)
Pimilea ferruginea Labill.
Pinus coulteri D. Don.
Pinus mugo Turra (P. montana Mill.)
Pinus muricata D. Don.
(P. remorata Mason)
Pinus nigra Arnold. (P. labrico Poir)
Pinus ponderosa Dougl. ex P. Laws
and C. Laws.
Pinus resinosa Ait.
Pinus strobus L.
Pinus sylvestris L.
Pisum sativum L.
Platanus occidentalis
Primula japonica Gray
Primula obconica Hance
Prunus americana Marsh
Prunus armeniaca L.
Prunus avium (L.) L.

Prunus cerasifera Ehrh.
(P. myrobalana (L.) Loisel)
Prunus domestica L.

Root rot
Root rot

Root rot

Seedling rot

Seedling rot

Canker

Stem canker

Bud, leaf and stem blight, downy
mildew blight

Root rot

Mildew, stem canker, root rot, leaf blight,
Koshi-ore

Stem rot
Stem rot
Bark canker

Crown rot
Seedling blight
Seedling disease
Root rot
Seedling root rot

Seedling rot
Seedling root rot

Seedling root rot

Seedling root rot
Seedling root rot
Seedling disease
Root rot
Seedling blight
Stem canker

Stem canker

Bark canker, fruit rot

Crown and trunk
canker

Stem canker
Stem canker
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Prunus dulcis Mill. D. Webb
(Prunus amygdalus Batsch.)

Prunus ilicifolia (Nutt. ex Hook
and Arnott) Walp.

Prunus mahaleb L.

Prunus mume Siebold and Zucc.

Prunus persica (L.) Batsch

Prunus sp.

Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco

Psidium guajava L.

Pyrus communis L.

Quercus agrifolia Nee

Quercus lobata Nee

Rheum rhaponticum L.

Rhododendron L.

Ribes grossularia L.

Ribes spp.

Robinia pseudoacacia L.

Robinia sp.

Rosa laevigata Michx.

Saintpaulia ionantha Wendl.
(S. kewensis Clarke)

Salix scoulerana Barrett

Salix scoulerana Brtt. ex. Hook

Salix sp.

Salpiglossis sinuata Ruiz and Pav.

Schizanthus pinatus Ruiz

Schinus molle L.

Sempervivum glaucum Schmittsp. and
Lehm.

Sempervivum spp.

Sempervivum tectorum L.

Sesamum indicum L. (S. orientale L.)

Sinningia speciosa (Lodd.) Hiern.

Solanum capiscastrum Link ex.
Schauer.

Solanum melongena L.

Solanum tuberosum L.

Syringa vulgaris L.

Theobroma cacao L.

Tsuga orientalis L.

Tilia sp.

Tulipa L.

Ulmus sp.

Bark canker, collar rot, foot rot

Stem canker

Stem canker
Bark canker, seedling blight

Crown rot

Fruit rot, storage rot

Collar rot, stem canker, fruit rot
Trunk canker

Seedling rot

Crown rot

Tuber, stem, and seedling rot
Twig and flower blight

Leaf scorch wilt

Seedling blight

Seedling blight

Root rot

Stem canker
Seedling blight
Bleeding stem canker
Stem canker

Stem canker

Stem canker

Stem, leaf, and flower rot

Root rot

Stem, leaf, and flower rot
Stem canker, fruit canker
Stem canker

Seedling blight

Root rot

Leaf and twig blight

Pod rot

Stem canker

Bleeding stem canker
Blossom blight, stem canker
Bleeding stem canker
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Vanda coerulea Griff. Ex Lindl.
Verbena L. (Glandularia. Gmel.)
Vicia faba L.

Vicia sp.

Vigna unguiculata L. Walp.

(V. sinensis (L.) Savi ex Hassk.)
Viola sp.

Stem canker
Wilt

Blight

Black rot

Red stem canker

Collar rot, stem canker

56



