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Citlivost piivodcti fomového ¢ernani Fepky —
Leptosphaeria spp. k fungicidim

Souhrn

Repka olejka je jednou z nejpéstovangjsich plodin na tizemi Ceské republiky a jeji
kvalita a vynos mohou byt zna¢né ovliviiovany houbovymi patogeny. Mezi né patii patogeny
rodu Leptosphaeria spp. ptisobici jednu z nejbéznéjsich chorob — fomové ¢ernani stonku.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit citlivost patogenu Leptosphaeria maculans
K vybranym u¢innym latkdm a fungicidim pfi riznych koncentracich. Mira citlivosti byla
zjiSténa testovanim 20 izolatd tohoto patogenu metodou otravenych ploten v in vitro
podminkach a naslednym vyhodnocenim inhibice ristu mycelia, stanovenim hodnoty MIC
(minimalni koncentrace fungicidni latky inhibujici rist mycelia ze 100 %) a ECs (efektivni
koncentrace fungicidni latky inhibujici rist mycelia z 50 %) u jednotlivych fungicidnich latek.

Pro vétSinu izolati byla MIC u. 1. pyraklostrobin (85 %), propikonazol (85 %),
tebukonazol (100 %) stanovena v hodnotach > 10 pg/ml a u 4. 1. prothiokonazol (90 %) a
prochloraz (85 %) v intervalu 1-10 pg/ml. U pfipravku Tilmor a jeho . 1. prothiokonazol
byla MIC v rozmezi 10-100 pg/ml stanovena u 60 % izolati a u piipravku Horizon stejné
rozmezi MIC u 75 % izolatl. Pro druhou u. 1. tebukonazol fungicidu Timor byly hodnoty
MIC dvojnéasobné oproti 0. 1. prothiokonazol. MIC ptipravku Bumper u 100 % izolath byla
stanovena u 0. 1. propikonazol 1-10 pug/ml a u 1. 1. prochloraz 4,4-44 pg/ml. Hodnoty ECs
byly nejcastéji stanoveny v intervalu 0,1-1 pg/ml u u. 1. pyraklostrobin (65 % izolatd),
prothiokonazol (45 % izolatl), prochloraz (65 % izolatl) a také u u. 1. prothiokonazol
obsazeném ve fungicidu Tilmor (70 % izolatl). U 1. L. tebukonazol ptipravku Horizon byla
ECso u 95 % izolath vrozmezi 1-10 pg/ml. Nejvyssi hodnota ECsy (> 10 pg/ml) byla
stanovena u U. l. tebukonazol (35 % izolatl) a propikonazol (55 % izolatd). Nejmensi
inhibi¢ni ucinek vykazovala 1. 1. tebukonazol a ptipravek Horizon.

K dosazeni vysokych vynosi, kvalitni produkce a také udrzitelného zeméd¢lstvi je
nutné vyuzivat veskerych metod ochrany rostlin vi¢i Skodlivym organismim. Tou
nejucinnéj$i a nejbéznéjsi metodou je stale ochrana chemickd, pifi jejimz nespravném
pouzivani muze dochazet K tvorbé rezistentnich kmena skodlivych organismi. V této praci
nebyla prokazana rezistence k testovanym fungicidnim latkam, pfesto lze fici, Ze vzhledem
k vysledkim 1. 1. tebukonazol a fungicidu Horizon je zde potencionalni moznost vzniku
rezistentnich kmenti patogenti Leptosphaeria spp.

Kli¢ova slova: Leptosphaeria spp., fomové ¢ernani stonku, ochrana, fungicidy, citlivost



The sensitivity of phoma stem canker pathogens —
Leptosphaeria spp. to fungicides

Summary

Oilseed rape is one of the most cultivated crops in the Czech Republic and its
cultivation is growing in recent years. Quality and gain of this crop can be highly influenced
by fungus phytopatogens in which belongs the most common fungus disease of this crop -
phoma stem canker, which is caused by pathogen Leptosphaeria spp.

The aim of this diploma thesis was to determine the sensitivity of pathogen
Leptosphaeria maculans to selected fungicides, taking into consideration their different
concentration scale as well. The level of sensitivity was determined by in vitro testing 20
pathogen isolates by the poisoned-plate method and followed by evaluation of mycelial
growth inhibition, determination of MIC (minimum inhibitory concentration) and ECs, (half
maximal effective concentration) for individual fungicides.

For the majority of isolates the determined MIC value of pyraclostrobine (85 %),
propiconazole (85 %) and tebuconazole (100 %) was > 10 pg/ml and the MIC value of
prothioconazole (90 %) and prochloraz (85 %) was in the range 1-10 pg/ml. For Tilmor and
its fungicide prothioconazole was the MIC estimated in the range 10-100 pg/ml by 60% of
isolates and for Horizon the same MIC range was determined by 75% of isolates. As for the
second active inhibitor tebuconazole of Timor fungicide the MICs was twice as high as
prothioconazole. The determined MIC value of Bumper was in 100 % of propiconazole in the
range 1-10 pg/ml and prochloraz in the range 4,444 pg/ml. Concerning fungicides
pyraclostrobine (65 % of isolates), prothioconazole (45 % of isolates), prochloraz (65 % of
isolates) and concerning fungicide prothioconazole, which is contained in Tilmor (70% of
isolates) the ECsy values were most frequently situated in the range 0,1-1 pg/ml. As for
tebuconazole of Horizon the ECs, value by 95% of isolates was determined in the range 1-10
ug/ml. As a result, the highest ECso (> 10 ug/ml) was found by fungicide tebuconazole (35%
of isolates) and propiconazole (55% of isolates). Minimal inhibitor activity showed out
fungicide tebucanozole and Horizon.

To increase crop yields and to get higher efficiency, top quality production and
maintain the course of sustainable agriculture is more than necessary to use all available
techniques and methods to protect crop from harmful organisms. To the most traditional and

efficient crop protections methods still belongs chemical protection, whose improper use



might cause formation of large resistant species of harmful organisms. In this diploma thesis
no resistance to the tested fungicides was detected, however, when taking overall results into
consideration we might be facing potential risk of resistant pathogen species origination,
which may arise by fungicide tebuconazole and Horizon.

Keywords: Leptosphaeria spp., phoma stem canker, control, fungicides, sensitivity
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1. Uvod

Vzhledem k dlouhodobému ristu svétové populace a stale vice se zmenSujici vyméie
zemédélské pudy, a tedy omezenému prostoru pro pestovani plodin, je nutné dodrzovat urcita
pravidla spravné zeméd€lské praxe a tim podporovat udrzitelné zemédélstvi. Stejné tak
dilezité je brat v potaz postupné globalni oteplovani a s nim spojené vykyvy klimatu, které
stalou a udrzitelnou produkci zemédélskych komodit ztézuji.

Na nasem tzemi doslo v pribéhu let k rapidnimu snizeni zivocisné vyroby, s ¢imz
souvisi 1 snizeni péstovani krmnych plodin. Hlavni plodinou zistavaji obilniny a jednou z
moznych plodin ke stfidani v osevnim postupu je fepka olejka. Ta je tak jednou z nejvice
péstovanych plodin v Ceské republice, a to i diky jejimu mnohostrannému vyuziti. Je
plodinou s velmi dobrou rentabilitou a stava se tak vysoce vyhledavanou komoditou.

Na vynos fepky maji znacny vliv jak abiotické faktory, tedy podminky prostiedi a
klimatické vlivy, tak i zivo¢isni skudci, plevele a ptivodci chorob. Mezi nejbézné€jsi choroby
fepky se fadi bila hniloba, verticiliové vadnuti a fomové ¢ernani stonku.

V dnes$ni dobé€ se pfistupuje k Setrnéjs§im zpasobtim ochrany rostlin, a to mimo jiné
vzhledem k mozné tvorbé rezistence skodlivych organismti vici chemickym piipravkim,
ktera postupné vede ke zvyseni jejich davky, kombinovani pfipravki a neefektivnimu
pouzivani. TO ma za nasledek i vy$§i mnozstvi rezidui v Zivotnim prostiedi a potravinach.
Me¢ly by byt vyuzivany zasady integrované ochrany, které jsou v souladu s ekologickymi,
ekonomickymi a toxikologickymi pozadavky. Dochézi k preferovani nechemické ochrany
pted chemickou a k postupnému zpiisniovani podminek pro pouzivani pesticidi. Jelikoz zatim
neni mozné zachovat produkci na stejné urovni, a to bez vyuziti chemické ochrany, je nutné
hledat takové metody, které vedou ke snizeni potieby aplikace pesticidl pii zachovani kvality
a intenzity produkce. Jednou z téchto moznosti je hledani a omezovani vyskytu a Sifeni
rezistentnich a mén¢ citlivych druhii ¢i kment patogenu vic¢i fungicidnim latkam, jejichz
pfitomnost je pfi¢inou nadmérného a neefektivniho pouzivani chemickych prostiedki

V ochrané rostlin.



2. Cil prace

Aktudlni problematikou v zemédélském sektoru je vliv chemickych prostiedkit na
ochranu rostlin a rizika s nimi spojena — vznik rezistentnich kmend $kodlivych organismu,
snizovani biodiverzity, rezidua Vv zivotnim prostiedi a jiné.

Hypotéza této diplomové prace je zalozena na tvrzeni, Ze v populaci patogenti
zpusobujiciho fomové Cernani stonku fepky — Leptosphaeria spp., existuji izolaty vyznacujici
se riznou Urovni citlivosti k fungicidnim latkdm, které se pouzivaji pti ochrané fepky olejky
vici této chorobé.

Cilem této prace bylo zjistit uroven citlivosti jednotlivych izolati Leptosphaeria spp.

K bézn¢ pouzivanym fungicidim a u¢innym latkam pii odlisné koncentraci.



3. Literarni reSerse

3.1 Péstovani Fepky olejky na izemi CR

V Ceské republice je fepka olejka (Brassica napus subsp. napus) dominujici olejninou
a zaroven 1 druhou nejvyznamnéjsi plodinou po pSenici ozimé. Jeji semena se daji vyuzit
napiiklad k vyrobé oleji a z nich odvozenych vyrobkt, paliv pro vznétové motory, glycerinu
¢i vyrobé krmiv (Zehnalek 2018). Jednim z divodld zvySeného zajmu o fepkové semeno
Vv poslednich letech a s nim spojeného zvétSovani osevnich ploch fepky byl vznik smérnice
Evropského parlamentu a Rady ¢. 2003/30/ES o zavedeni povinného pfimichavani bioslozek
do pohonnych hmot (Liska 2017).

Od roku 1999 do roku 2017 doSlo na nasem tzemi K ubytku zemédé¢lské pudy
ptiblizn€ o 77 tis. hektarli, coz predstavuje snizeni asi o 11 hektar denné (Hruska et al.
2018). Dle Ceského statistického ufadu (2018) ¢ini k datu 31. 5. 2018 osevni plocha CR
2 460 939 hektart, ztoho zaujimaly olejniny ptiblizné 20 %, piiCemz fepka pokryvala
dominantni ¢ast 84 %. Nize je grafické znazornéni vyvoje ploch, produkce a vynosu fepky

ozimé a jarni v obdobi 2006-2017 (Obrazek 1).
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Obrazek 1 Repka oziméa (nahofe) a jarni (dole) — vyvoj ploch (ha), produkce (t) a vynosi (t/ha) za obdobi 2006-2017
(Zehnalek 2018).



3.2 Choroby fepky a soucasny systém péstovani

Nebezpec¢i napadeni a poskozeni rostlin se stejnym okruhem Skodlivych organismi
muze vyrazné Snizit dodrzovani osevniho postupu, tedy péstovani téchto plodin nejdiive
3-4 roky po sob¢. Stejné tak ma negativni vliv péstovani stejnych ¢i piibuznych plodin
v daném roce na blizkych pozemcich, ze kterych se mohou $kodlivé organismy §ifit (Kazda et
al. 2010). Osevni postup zajistuje snizeni plevelnych rostlin v porostech plodin, znac¢nou
eliminaci houbovych chorob, ale také omezuje tnavu pudy a podporuje jeji trodnost (Kokaisl
2008).

Ceska republika se fadi mezi hlavni evropské péstitele fepky. Asi ztrojnasobeni ploch
jejiho péstovani nastalo po roce 1990, kdy doslo k propadu chovu skotu a jinych zvifat, a tak i
K produkci krmnych plodin. I nyni tak zistava fepka plodinou s vyznamnym podilem na
osevni plose a je plosné nezastupitelnou predplodinou mezi dvéma obilninami. V dnesni dobé
se tedy dodrzuje jen velmi tzky osevni postup, kdy byva Casto stiidana pouze fepka ozima
s obilninou a dochazi tak k opakovanému vyskytu a Sifeni fady ptvodct chorob a sktidca
(Becka et al. 2007). Postupné doslo ke snizeni ptirozeného fytosanitarniho efektu pidy, a tim
ke zvy$eni promoieni piid sporami hub a také rizika infekce porosttl (Saroun 2006). Spolu
s procentudlnim zastoupenim fepky v osevnich postupech tedy vzrista i tlak houbovych
chorob (Malek et al. 2011; Penaud & Walker 2015).

Guo et al. (2008) uvadéji, ze vhodna kombinace sttidanych plodin v osevnim postupu
a zpracovani pudy mize redukovat inokulum puvodce choroby ve vzduchu (napi. askospory)
a snizit tak miru infekce porosti. Dle Malka et al. (2011) byl vyskyt chorob fepky vzdy
primarné ovlivnén zplsobem hospodateni, az v posledni dekadé se k plisobeni zmén
Vv agrotechnice ptidaly také zmény klimatické, které se projevily i v zastoupeni skidct.

Repka je hostitelskou rostlinou §irokého spektra patogennich organismi, a to po celou
dobu vegetace (Kazda et al. 2010). Dulezitym faktorem, ktery vyrazné ovlivituje pokles trody
fepky ozimé, jsou problémy srozvojem kofenového systému. Ty mohou nastat z
divodi zhutiovani pady, ale i diky pfitomnosti fady patogennich hub, mezi které se tfadi
houby rodu Verticillium, Rhizoctonia solani a n¢které druhy z rodu Fusarium (Bokor 2018).
Vyznamnou chorobou napadajici stonky ftepky je bila hniloba, zplGsobovana houbou
Sclerotinia sclerotiorum a v neposledni fadé fomové cernani stonku, které je vyvolano

patogeny rodu Leptosphaeria (Kazda et al. 2010).



3.3 Fomové ¢ernani stonku

Fomové cernani stonku je celosvétové vyznamna choroba rostlin z celedi
Brassicaceae (brukvovité). Toto onemocnéni postihuje nékolik druhti z rodu Brassica, v¢etné
fepky ozimé a jarni, Crambe spp., Eruca spp., Raphanus spp., Thlaspi spp. a dalsi
vynosové ztraty nejen v Evropé, ale i v Australii a Severni Americe (Fitt et al. 2006).
Puvodcem jsou patogeny rodu Leptosphaeria, zptisobujici padani kli¢nich rostlin, poléhani a
v nékterych ptipadech i predcasné dozravani (West et al. 2001).

Na tizemi CR je choroba popisovana jiz od za¢atku 80. let 20. stoleti a to pouze jako
ojedinéle se vyskytujici. Hospodaisky vyznam tohoto onemocnéni zacal stoupat od poloviny
90. let, kdy doslo k vyraznéjSimu rozvoji péstovani fepky na naSem uzemi. Nyni patii ptivodci
choroby k nejvyznamnéjsim patogentiim této plodiny (Kazda et al. 2008).

Vyskyt choroby je Vv jednotlivych letech znaéné zavisly na zdroji infekce, prubéhu
povétrnostnich podminek a mira napadeni porostu je rozdilna dle intenzity péstovani fepky
(Kazda et al. 2008). Dle Prokinové (2006) maji na vynos nejvétsi dopad podzimni infekce
fepky ozimé, a to v zavislosti na mnozstvi a intenzit¢ napadeni v tomto obdobi a také na
prib&hu pocasi v zimé a piedjafi. Dispozi¢nimi faktory pro vyskyt choroby jsou mirné zimy
s dostatkem ¢i nadbytkem srazek, dlouhotrvajici destivé a chladné jarni obdobi a teplejsi, na
srazky bohaty podzim (Kocourek et al. 2018). Vyskyt této choroby je podporovan setim
infikovaného osiva, zaklddanim fepkového porostu Vokoli ploch s napadenymi
poskliziovymi zbytky, pfi hustém a mohutném porostu fepky a také pii vlhkém a teplém
pocasi v dobé seti a tvorby Ci dozravani SesSuli. Riziko napadeni hrozi také na dlouhodobé¢
zamokienych pozemcich v ptfedjafi a v jarnim obdobi (Kazda et al. 2008). Nejvyssi ztraty na
vynosu jsou z divodu poléhdni rostlin, zpisobované rakovinou béaze stonku, ktera vede k
omezeni toku vody a zivin rostlinnym télem a dochazi tak i k pfed¢asnému dozravani, semena
a plody jsou scvrklé (Wretblad 2002). Je uvedeno, Ze zvySena mira infekce muize snizit
ptedpokladany vynos o 10 % a pii silném napadeni az 0 30-50 % dle miry napadeni (Kazda et
al. 2008).

3.3.1 Symptomy

Pfiznaky této choroby mohou byt viditelné po téméf celou dobu vegetace (Obrazek 2).

Poprvé jsou rozpoznatelné jiz v fijnu na déloznich listcich, a to v podobé drobnych, Sedych

wwr



kr¢ku. V extrémnich pfipadech napadeni mize dojit az k zaorani porostu (Kazda et al. 2008).
Dle Fitt et al. (2006) se na pravych listech tvoii okrouhlé, Zlutavé Sedé skvrny s ¢ernymi
teCkami — pyknidami (nepohlavni stadia). Kaczmarek & Jedryczka (2011) uvadgji, Ze
symptomy na listech jsou rozdilné podle druhu patogenu. U druhu L. biglobosa se tvoii tmavé
hnédé ¢i Sedé skvrny lemované tmavym okrajem, zatimco v piipadé L. maculans dochazi
vétSinou k tvorbé svétle zelenych az svétle bézovych 1ézi bez ohrani¢eni. Na starSich
rostlindch, pfedevS§im v jarnim obdobi, se pak mohou objevovat na kotfenovém krcku
hnédocerné az ¢erné nepravidelné skvrny, které pozdéji Sednou a maji tmavy okraj (Fitt et al.
2006). Od jinych nemoci na fepce je fomové Cernani stonku rozpoznatelné praveé
diky ptitomnosti pyknid. Z téch se pozdé&ji uvoliuji konidie (nepohlavni spory) Sifici se dale
do porostu. Pii silném napadeni Ize na podzim pozorovat uvnitt kofene typicky nekrotizujici
pletivo, které se mulze vyskytovat i vn¢ kofene a kotenového krcéku. Rostliny s takovym
patogenu, tvoii se ve fazi tvorby Sesuli na stoncich a kofenech skrvny s cernymi teckami
pseudoperitheciemi (pohlavni stadium), kofeny a kofenové kréky rostlin trouchnivéji a
nekrotizuji. Pii vysokém napadeni rostliny pfed¢asné odumiraji a dochazi k jejich nouzovému

dozravani (Poslusna & Plachka 2009).

Obrazek 2 Piiznaky fomového Gernani stonku na fepce: 1éze na déloznich listcich (a), 1éze na listech (b),
patogen proriistajici smérem ke stonku (c), kolonizace baze stonku patogenem (d); (Zhang & Fernando 2017).



3.3.2 Zdroje infekce

Dle Fernanda et al. (2016) jsou primarnim zdrojem infekce askospory (Obrazek 3a),
tvotici se v pseudoperithecicich (Obrazek 3b), které jsou uvolnéné z rostlinnych zbytkid
z minulé sezény. Toscano-Underwood et al. (2003) uvadeéji, ze jsou plodnice u L. maculans
velké v priméru 300-500 pum a u L. biglobosa v rozmezi 280-350 pm. Uvnitt
pseudoperithecii se tvoii ve vieckach askospory, které v podzimnim obdobi infikuji novy
porost (Kazda et al 2008). Dle Plachké et al (2018) jsou Sestibunécné askospory velké okolo
35-70 x 5-8 um. Williams (1992) popisuje velikost askospor druhu L. maculans v priméru
(45) 50-60 (68) x 6-7 um a u L. biglobosa v praméru 42-48 (60) x 67 um. Sprague et al.
(2007) uvadéji, Zze po invazi hostitelské rostliny kli¢icimi askosporami se objevuji na

rostlinach listové 1éze.

Obrazek 3 Vzdusné askospory patogenu Leptosphaeria maculans nebo Leptosphaeria biglobosa (a), které jsou tvoteny v
pseudoperitheciich (b); (Zhang et al. 2013).



Po napadeni rostlin primarnim inokulem a tvorbé skvrn se na listovych 1ézich vytvareji
pyknidy (Obrazek 4a) produkujici jednobuné¢né pyknospory (Obrazek 4b), které se pomoci
desté mohou Sifit do okoli a jsou tak zdrojem sekundarni infekce (Kaczmarek & Jedryczka
2011). V tomto anamorfnim stadiu se patogen oznacuje jako Phoma lingam (Tode ex Fr.)
Desm., a to pro oba druhy patogenu. Narozdil od askospor mohou byt pyknospory roznaseny

destém pouze na kratké vzdalenosti — asi 2 az 40 cm (Travadon et al. 2007).
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Obrazek 4 Phoma lingam: pyknida (a); pyknospory — konidie (b); (Koczor 2017).
3.4 Puvodci fomového Cernani repky

Fomové ¢ernani stonku mohou zptsobit dva druhy rodu Leptosphaeria a to
Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. Et de Not. (1863) a Leptosphaeria biglobosa
Shoemaker & Brun (2001), které spolu koexistuji ve vétsin€ porosti fepky (Fernando et al.
2016; West et al. 2001). Dle Fitt et al. (2006) populace ptivodce této choroby zahrnuje dva
druhy a to Leptosphaeria maculans, zpiasobujici rakovinu baze stonku a Leptosphaeria
biglobosa, ktery je Casté&ji spojovan s mirn€j$im poSkozenim V podob¢ 1ézi na horni ¢asti
stonku. Mazakova et al. (2017) ve své praci prokazali, ze ¢astéjsi ptic¢inou listovych ptiznakii
choroby na podzim byl patogen L. maculans a naopak v dob¢ zralosti byl v rostlinnych
pletivech ¢atéji pozorovan patogen L. biglobosa.

Dle West et al. (2000) se L. maculans vyskytuje na fepce ve dvou typech a to jako
agresivni skupina A a mén¢ agresivni skupina B, coz je historické oznaceni pro L. maculans
(A) a L. biglobosa (B). Podobné¢ tak oznacuji ve své praci Koch et al. (1989) tyto dva druhy
na zékladé jejich patogenity, na agresivni typ (A — aggressive) a neagresivni
(NA — nonaggressive) nebo pozdéji Sippel & Hall (1995) jako wvysoce virulentni
(HV — highly virulent) a slabé virulentni typ (WV — weakly virulent). Tato dvojice se od sebe
lisi napiiklad rychlosti rdstu, rychlosti sporulace, produkci pigmentu (Obrazek 5) a
biochemickymi vlastnostmi (Brazauskiené et al. 2011). Jednou z odlisnosti je napiiklad

produkce sekundarniho metabolitu, fytotoxinu sirodesmin PL, ktery byl nalezen pouze u L.



maculans (Fernando et al. 2016). Kachlicki et al. (1996) ve své praci demonstruji, Zze ackoli

izolat typu B (L. biglobosa) neprodukuje sirodesmin, je schopny produkovat jiné metabolity a

fada z nich ma také fytotoxické ucinky.

Obrazek 5 Testy na PDA (potato dextrose agar), ukazujici produkci pigmentu pouze u L. biglobosa (Lb) (a), nikoli u L.
maculans (Lm) (b); testy na Czapek-Dox mediu, ukazujici produkci pigmentd pouze u L. biglobosa (Lb), nikoli u L.
maculans (Lm) (c); (Zhang et al. 2013).

Jak jiz bylo feceno, V porostech fepky se Casto vyskytuji oba tyto druhy patogenu a
spole¢né mohou vést k zdvaznému onemocnéni, a tim i k vyznamnym ztratim na vynosech.
Pfiznaky choroby jsou tedy pfipisovany dvéma druhtim patogenu, pficemz L. maculans je
agresivné&jsi. JelikoZ se patogenita izolati L. maculans mize zna¢né lisit, je Castéji vyuzivan
jako modelovy druh pro studium genetickych vztahti mezi hostitelem a patogenem
(Kaczmarek & Jedryczka 2011).

Fernando et al. (2016) pfi svém vyzkumu jednotlivych Sarzi fepkovych semen
vyvazenych ze zapadni Kanady zjistili, Ze v semenech fepky a piimésich byly nalezeny oba
zminéné druhy patogenu, pfi¢emz VSemenech pievladala méné agresivni L. biglobosa a
v ptfimésich L. maculans. Poslusna & Plachka (2011) ve svych vysledcich z prizkumu 0
vyskytu této choroby na severni Moravé uvadeji, ze druhové zastoupeni patogenu
(L. maculans a L. biglobosa) bylo na obou lokalitaich rovnomérné. Taktéz Rysanek et al.
(2010) ve své praci uvadéji, ze pfi monitoringu plivodcli této choroby v moravskych
regionech pomoci specifické PCR analyzy, byla zjisténa pfitomnost obou druhti patogent.
Dle Fitt et al. (2006) byly smiSené populace patogenu pozorovany V n¢kolika zemich Evropy,
a to v rizném poméru. Pfevahu L. maculans demonstruji Kuusk et al. (2002) ve svych
vysledcich z pokusu ve Svédsku v roce 2000, kde byly izolaty L. maculans rozdéleny do dvou
skupin (A nebo B) na zaklad¢ rozdilu agresivity. Agresivni skupina A byla dale rozdélena na
patogenni skupiny (PG — pathogenicity groups) PG2, PG3 a PG4, pricemz skupina B byla
oznacovana jako PGIl. Pro zjisténi miry zastoupeni agresivni formy A byla provedena

fyziologicka a geneticka charakterizace 120 izolatt, z toho 37 izolati bylo klasifikovano jako



PG3, 63 izolati jako PG4. Zbylych 20 izolati (PG1) nezpusobovaly pfiznaky. Izolaty byly
poté analyzou PCR rozdéleny na skupiny A a B, jejichZ spravna klasifikace byla zjiSténa na

zakladé¢ schopnosti izolatu produkovat pigmenty.

3.4.1 Zivotni cyklus patogenii a podminky infekce

Piestoze je L. maculans agresivnéjsi nez L. biglobosa, jejich Zivotni cyklus (Obrazek
6) je velmi podobny a oba druhy mohou kolonizovat vSechny citlivé ¢asti rostlin — koten,
stonek v bazalni i horni ¢asti, listy, semena a délozni listky (Fernando et al. 2016). Za
primarni infekei rostlin jsou zodpovédné askospory produkované pseudoperitheciemi, jejichz
zdrojem jsou nejCastéji rostlinné zbytky z ptedchozi sezony (Aubertot et al. 2006). Bylo
zjisténo, ze pseudoperithecium muze na rostlinnych zbytcich ptezit vice nez pét let, pficemz
béhem prvnich tii let je velmi u¢innym zdrojem inokula (Petrie 1986). Naseri et al. (2009) pti
svém studiu v jizni Australii zjistovali vliv teplot, vihkosti a tmy na tvorbu pseudoperithecii a
také vliv teplot na dozravani a uvolfiovani askospor. Zjistili, ze €as potiebny k dosaZeni
zralosti plodnic a uvoliiovani askospor se vlivem teploty snizil z 58 dni pfii teploté 5 °C, na
22,2 dni pfi teplot¢ 15 °C. Optimalni teplota pro zrani pseudoperithecii pak byla mezi
15-20 °C, pfi¢emz pii 20 °C bylo pozorovano méné plodnic nez pii 15 °C. Déle uvadéji, ze
pii 12hodinové fotoperiodé byla tvorba pseudoperithecii vy$si nez pii kontinualni tmé a také,
ze za teplotnich podminek 15 °C a pii zavlaze jednou denné nedoSlo k dozrani
pseudoperithecii, zatimco pii tfech postiicich denné¢ byla doba zrani plodnic snizena
V porovnani se dvéma postiiky denné. Toscano-Underwood et al. (2003) zase uvadéji, ze pti
stalé vlhkosti byla doba zrani plodnic snizena téméf linearné s teplotou od 5 °C do 20 °C, ale

za suchych podminek se doba zrani prodlouzila.
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Obrazek 6 Zivotni cyklus patogenti Leptosphaeria spp. (pfeloZeno z: Ash 2000).

Dozravani pseudoperithecii je tedy ovliviiovano predevsim vlhkosti a teplotou
vzduchu (Toscano-Underwood et al. 2003). Pfi teplotach nizsich nez 10 °C dozravaji rychleji
plodnice u L. maculans nez u L. biglobosa, a to vzhledem k faktu, ze askospory u L.biglobosa
jsou produkovany v pozdéjsim ro¢nim obdobi (Fitt et al. 2006).

Po dozrani peudoperithecii jsou ve vét§ing piipadt askospory uvolnény a rozneseny do
vzdalenosti 0,5 km od zdroje (Aubertot et al. 2006), nicméné vzduSnymi proudy mohou byt
unaseny az do okoli 5 km (Hall 1992). Podle Marcrofta et al. (2004) mohou byt askospory
unaSeny dokonce do vzdalenosti 10 km a za suchych podminek ptezit vice jak mésic, a to pii
teploté¢ 5-20 °C. Nasledné po pfistani askospor na déloznich listcich a mladych rostlindch,
dochazi k prvnim pfiznakiim v podob¢ listovych skvrn (West et al. 1999) s tim, ze symptomy
jsou viditelné nejdiive nékolik dni po infekci (Sexton & Howlett 2001). Spory infikuji rostliny
skrze stomata nebo ptfes mechanickd poSkozeni, zptisobena biotickymi ¢i abiotickymi faktory
(Chen & Howlett 1996). Dale se houba rozristd mezibunéénymi prostory mezofylovych
bun¢k (Jedryczka 2007) a roste asymptomaticky pres fapik k bazi stonku, kde zpisobuje

nekrozu, ktera mize vést k poléhani rostlin a vysoké ztraté na vynosech (Sprague et al. 2007).
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Na listovych 1ézich se pozd¢ji tvoii nepohlavni stadia — pyknidy. V téch se vytvaii
pyknospory, které se za vlhkych podminek §ifi do blizkého okoli a stejné jako askospory,
mohou zpusobovat infekci listd (Hall 1992). Bylo zjisténo, ze za stejnych podminek vyzaduji
pyknospory del$i dobu zrani nez askospory (Li et al. 2003). Kazda et al. (2010) uvad¢ji, ze
rostliny napadené krytonoscem fepkovym (Ceutorhynchus napi) Vv jarnim obdobi, jsou
nachylnéjsi ke vzniku sekundéarni infekce, jelikoz dospélci tohoto Skiidce vyziraji do stonki
otvory, které mohou byt vstupni branou pro patogeny.

Na pocatku infekce je mycelium houby omezeno pouze na malou listovou plochu, ale
poté se rozrusta pres Zzilnatinu do fapiku listd. Nyni dochazi k latentni fazi, kdy nejsou
viditelné z4dné makroskopické pfiznaky onemocnéni. Postupné se patogen rozriistd cévnim
systétmem do stonkil, kde se pozd€ji objevuji symptomy infekce, v podobé tmavych skvrn
se Sedym nebo hnédym okrajem. Uvnitf rostlin mize patogen casteCné €1 uplné blokovat
cévni svazky, coz vede ke zpomaleni nebo potlaceni transportu vody a zivin rostlinnym télem
a postupné muze dochdzet k predCasnému dozravani rostlin (West et al. 2001). Infekce se ve
stoncich mize rozsifit az k plodam (Sesulim), kde se uvnité opét vytvari tmavé pyknidy a
dochazi k pfimé kontaminaci semen (Li et al. 2003). Duasledkem napadeni jsou pak mala,
deformovana a Spatn¢ vyzrald semena. Symptomy na semenech mohou byt ovSem také
latentni, houba zde preziva ve form¢ mycelia (Prokinova 2003). Takto infikovana semena
mohou byt dal§im zdrojem infekce (Li et al. 2003).

V saprofytické fazi muze houba produkovat fytotoxické metabolity ze skupiny
sirodesmint (Ferezou et al. 1977). Jak jiz bylo naznaceno, druh L. biglobosa tyto fytotoxiny
neprodukuje a bylo zjisténo, ze mohou dokonce u tohoto druhu zpomalit rist a vyvoj, stejné

jako u n€kolika dalsich mikroorganismu (Elliott et al. 2007).
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Jak bylo naznaCeno, pfitomnost spor V aeroplanktonu souvisi s meteorologickymi
podminkami (Grinn—Gofrén 2009). Burge (1986) pozoroval vyssi vyskyt askospor z rodu
Leptosphaeria ve vzduchu za destivého pocasi. Pro kvantifikaci poméru jednotlivych druht
patogenu ve vzorcich vzduchu se ukazala byt uzite¢nou napiiklad metoda Real-Time PCR
(Kaczmarek et al. 2009). Identifikace druhového slozeni spor ve vzduchu je velmi dilezitou
souc¢asti nepiimé ochrany proti této chorobé vzhledem k tomu, Zze se od sebe dva zminéné
druhy patogenu lisi jak agresivitou, tak citlivosti k fungicidnim latkam (Kaczmarek et al.
2009) a je tak mozno predpovidat zavaznost onemocnéni a optimalizovat nacasovani

chemické ochrany (Piliponyte—Dzikiene et al. 2014).

3.4.2 Taxonomické zarazeni

Dle taxonomické databaze NCBI (National Center for Biotechnology Information
2019) jsou patogeny Leptosphaeria spp. zafazeny nasledovné:
e (Odd¢leni: Ascomycota
e Pododdéleni: Pezizomycotina
e Trtida: Dothideomycetes
e Podtiida: Pleosporomycetidae
e Rad: Pleosporalesa
e Celed Leptosphaeriaceae
Nicméné druhové nazvy patogent L. maculans a L. biglobosa mohou byt v budoucnu
reklasifikovany spolu s dalsimi druhy rodu Phoma, a to na zakladé molekularni fylogenetické
analyzy nrtDNA do rodu Plenodomus, tedy Plenodomus lingam a Plenodomus biglobosus
comb. Nov. (de Gruyter et al. 2009, 2013).
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3.5 Neprimé metody ochrany

Nepiimé metody ochrany rostlin jsou zaloZeny na vytvafeni idealnich podminek pro
rust a vyvoj kulturnich rostlin a zaroven vytvofeni nepfiznivych podminek pro Skodlivy
organismus, a to pomoci agrotechnickych, slechtitelskych ¢i organizacnich prostiedki (Kazda
et al. 2010). Jak uvadé¢ji MatuSinsky et al. (2013), mnohé z neptimych metod jsou cCasto
ucinngjsi a levnéjsi nez aplikace pesticidi. Je dokonce popsano, ze nékteré aplikace pesticidl
zvysily toxicitu houbového patogenu, ktery ve stresu z ptsobeni chemického ptipravku zacal

produkovat vice toxickych latek.

3.5.1 Odolnost rostlin k patogenu

Prestoze exituji k potlaceni fomového Cernani stonku fepky rizné péstitelské strategie,
jako je stfidani plodin, aplikace fungicidi, obdélavani pady, tou nejslibnéjsi je vyuzivani
odolnych odrad (Zhang & Fernando 2017). Jak bylo naznaceno, je snahou omezovat
pouzivani chemickych prostfedkii a preferovat ostatni metody ochrany rostlin. Piikladem je
vyuzivani biologickych latek, které v rostlindch indukuji odolnost, aniz by ptsobily
antimikrobialné€, nebo Slechténi a péstovani jiz zminénych odolnych odriid. Pro vyuziti téchto
metod je ovSem nutné zndt interakce mezi patogenem a hostitelem na molekularni trovni
(Sasek et al 2007).

Takovou interakci je napiiklad aktivace signdlnich drah v rostlindch po napadeni
patogenem, kde hlavni roli hraji tfi hormony: kyselina salicylova, kyselina jasmonova a
ethylen. Ackoli se signalni drahy téchto hormont prolinaji, velmi zjednodus$en¢ lze fici, Ze na
rezistenci rostlin viéi nekrotrofnim patogentim se podili pfedev§sim kyselina jasmonova a
naopak vuci biotrofnim kyselina salicylovd (De Vos et al. 2005). Rostliny odpovidaji na
infekci obrannymi reakcemi, mezi které se fadi i tvorba antimikrobialnich sloucenin a
enzymu, které degraduji bunécnou sténu patogenu, dale zvySena exprese genti S riiznou funkci
&i zpevnéni bunééné stény rostlin (Glazebrook 2005). Sasek et al. (2007) ve své praci uvadsji,
ze po oSetfeni rostlin elicitorem z L. maculans doslo k akumulaci ROS (rektivni formy
kysliku), které kromé signalni funkce maji i pfimy toxicky u¢inek na patogen. Tvorba ROS po
napadeni rostlin patogenem je zakladni rana faze mechanismu rezistence v rostlinné buiice
(Bowell et al. 2002). Dale doslo k aktivaci antioxida¢nich mechanismii v déloznich listech
fepky, a to pomoci antioxida¢nich enzymu, podilejicich se na regulaci ROS — GPX (guajakol
dependentni peroxidasa), APX (askorbatperoxidasa), GR (glutathionreduktasa); (Sasek et al.

2007). Odolnost muze byt tedy vyvolana oSetienim rostlin riznymi latkami, naptiklad
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kyselinou f-aminomaselnou (BABA — B-aminobutyric acid), ktera indukuje syntézu kyseliny
salicylové a ma tak pozitivni vliv na rezistenci rostlin vii¢i mnoha patogenum. Piikladem je
antifungalni G¢innost na patogeny Leptosphaeria spp. u fepky (Sasek et al. 2012).

Vyuziti odolnych odrid je ponékud komplikované, jelikoz zatim zndme prakticky
pouze rezistenci fepky vuci L. maculans (Rysanek & Burketova 2017). Odolnost rostlin fidi
rizné geny v riznych ristovych fazich (Zhu & Rimmer 2003). Podobné uvadi RySanek &
Burketova (2017), Ze nékteré geny rezistence vuéi L. maculans jsou u¢inné jen u mladych
rostlin a jiné pouze u rostlin starSich. U kvalitativni rezistence plati, ze kazdému genu
rezistence u hostitele odpovida gen avirulence u patogenu, tedy odolnost ¢i nachylnost je
zavisla na pfitomnosti jednoho majorgenu pro rezistenci (v rostlin€) a korespondujiciho genu
avirulence (u patogenu). Po tomto specifickém rozpoznani dochazi k okamzitému spusténi
obrannych reakci rostlin. Slechténi odriid s timto typem rezistence je relativné nevyhodné
vzhledem k tomu, ze rasové specificka rezistence znamena odolnost pouze vici konkrétni rase
patogenu a také byva rychle patogenem piekonana, predev§sim diky bodovym mutacim
(Rouxel et al. 2003). Ptikladem rasové specifickych gend rezistence piitomnych hlavné u
ozimych odrid fepky jsou — RIm1, RIm2 a RIm4. Proti evropskym kmenim tohoto patogenu
byly nalezeny geny odolnosti RIm5 a RIm6 u druhu Brassica juncea (Balesdent et al. 2002).
Rysanek & Burketova (2017) uvadeji, ze u fepky je zatim znamo 16 gent rezistence — RIm1-
RIm11, RImS a LepR1-LepR4. Zminéné majorgeny zajist'uji rezistenci hlavné u mladych
rostlin a tato odolnost muze byt testovana pomoci tzv. kotyledonovych testi, kdy se po
inokulaci déloZnich listd konidiemi L. maculans u rostlin s genem rezistence objevuji typické
nekrotické skvrny. Ty vznikaji po rozpoznani patogenu rostlinou a spusténi hypersenzitivnich
reakci. V Evrop€ je zatim funk¢ni gen RIm7, pficemz pocet ras virulentnich k tomuto genu
vzrasta vzhledem k rozsahlému vyuzivani odrad fepky s timto genem a je jen otdzkou casu,
kdy bude patogenem piekonan.

Pti Slechténi na odolnost se obvykle doporucuje tzv. pyramidizace vice gent soucasné.
Timto systémem lze dosdhnout kumulace n¢kolika gent rezistence do jednoho genotypu, a
tim ztizeni moznosti prekonani kazdého z nich patogenem (RySanek & Burketova 2017;
Schwander et al. 2011). Nejvhodnéjsi se zatim zda byt kombinace kvalitativni a kvantitativni
rezistence (RySanek & Burketova 2017). Kvantitativni rezistence je zalozena polygenné a je
Slechténi (Delourme et al. 2004). Na rozdil od rasové specifické rezistence nema takovy
vyznam u mladych rostlin, ale pfedevS§im v dobé asymptomatické faze infekce patogenem

L. maculans (Rysanek & Burketova 2017).

15



3.5.2 Preventivni a agrotechnicka opatieni

Preventivni ochranou proti napadeni porostu $kodlivym ¢initelem mize byt tedy i
vybér odolné odridy. Co se tyce houbovych chorob, mezi vyznamné hospodaiské vlastnosti
registrovanych odrid se fadi pravé odolnost vii¢i fomovému ¢erndni stonku brukvovitych, ale
také k bilé hnilobé a verticiliovému vadnuti. Nyni je registrovano nékolik odrid s vétsi ¢i
mensi odolnosti k fomovému ¢ernani stonku (Zehnalek 2018).

Zéakladni prevenci proti zamoteni porostu houbami Leptosphaeria spp., ale i jinymi
druhy patogeni, je osevni postup, kdy je nutné dodrzovat odstup v péstovani fepky na stejném
pozemku minimalné¢ 3-4 roky, coz se dnes z vySe uvedenych duvodi piili§ nedodrzuje.
Dal§im agrotechnickym opatienim mize byt zaorani rostlinnych zbytkli, coZz napomaha
urychlit jejich rozklad, a tim zkratit dobu pfezivani patogenu. Stejné tak je ucinna likvidace
rostlin z vydrolu, které slouzi mimo hlavni vegetac¢ni dobu jako hostitelé patogent a jsou tak
zdrojem infekce pro okolni nové porosty fepky (Prokinova 2003).

Jak bylo uvedeno, patogeny se mohou rozsifit az k plodim a do semen, proto je
zakladnim ochrannym opatfenim seti kvalitniho, zdravého a uznaného osiva (Kazda et al.
2010; Prokinova 2003). Dle registru p¥ipravkil na ochranu rostlin (UKZUZ 2019) je aktualng
povolen pfipravek na mofeni osiva fepky — Scenic Gold a Vitavax. Dle Prokinové (2006)
mize byt dispoziénim faktorem choroby i pfili§ vysoky vysevek a také nekvalitné zalozeny
porost.

Pti nepfimé ochran¢ je samoziejmosti udrzovat porost fepky v bezplevelném stavu, a
to vzhledem k podminkam vyssi vlhkosti vzduchu v piehusténém porostu, které pfirozené

podporuji vyskyt houbovych patogent (Prokinova 2003).

3.5.3 Prognéza a signalizace

Kurceni nejvhodnéjs$iho terminu ochrany rostlin pfed patogeny, ale i zivociSnymi
Skidci slouzi metody progndzy a signalizace. Prognéza ndm urcuje s predstihem riziko
vyskytu Skodlivého organismu, coz vzhledem k nynéjSim vykyvim pocasi nemusi byt vzdy
piesné. Signalizaci je pak mySlena nejvhodnéjsi doba pro oSetfeni porostu, uréena intenzitou
vyskytu patogenu, pribéhem pocasi a jeho kratkodobou predpovédi (Kazda et al. 2010).

Jednou z moznosti signalizace pivodci fomového cernani fepky je sledovani letu
askospor, které se provadi pomoci lapact spor. Piikladem je lapa¢ typu Burkard, fungujici na
principu zachytavani spor v 7dennich intervalech na Melinex pasku. Ta je oSetiena
1ékarenskou vazelinou a horizontalné umisténa na oto¢ny valec. Monitoring letu askospor se

provadi zpravidla v podzimnim obdobi (zafi az listopad), v dobé dozravani a uvolnovani
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askospor. Po uplynuti zminéné doby je z této pasky ptipraveno 7 preparati, kazdy za jeden
den. Poté je na zdklad¢ denniho odecCtu askospor stanoveno doporucené fungicidni oSetfeni
(Plachka et al. 2018). Modernim typem lapace spor vyrobce Burkard Manufacturing Ltd. je
‘DNA auto spore trap’, ktery umoznuje piimou detekci sledovaného patogenu vcetné
vyhodnoceni pribéhu pocasi diky pfitomnosti vlastni meteostanice (Burkard Manufacturing
Ltd. 2019; Plachka et al. 2018).

Hlavni vliv na Sifeni patogenu a infekci fepky, jak jiz bylo naznaceno, ma teplota a
intenzita srazek (Plachka et al. 2018). Proto dal$i metodou signalizace mohou byt programy,
pracujici s meteorologickymi tidaji v daném regionu péstovani (Kocourek et al. 2018). Tyto
udaje jsou meéfeny a sledovany ptredevsim v kritckém obdobi pro vyvoj patogenu (seti,
vzchazeni, podzimni vegetace) pomoci meteorologickych stanic rozmisténych po celém
tizemi CR (Plachka et al. 2018). Plachka et al. (2017) uvadgji jako piiklad némecky systém
ProPlant, fungujici na principu méteni hlavnich klimatickych udaji, na zakladé kterych
dokéze stanovit nejvhodnéjsi termin oSetfeni, pfedpovédét miru rizika infekce konkrétnim
patogenem a také pomaha s vybérem fungicidi. Vystupem je pak grafické vyobrazeni dni
s vhodnymi infekénimi podminkami pro patogen. Pfesnost tohoto programu je ovSem rizna
dle fady autord.

Jak bylo vySe naznaceno, rostliny napadené krytonoscem fepkovym mohou byt
nasledné nachylnéjsi k infekci houbovymi patogeny. Proto je casto stonkové napadeni
patogenem spojovano s piitomnosti tohoto druhu krytonosce (Prokinova 2006). Kazda et al.
(2008) uvadgji, ze na napadeni se mize v jarnim obdobi také podilet krytonosec Ctyizuby.
Praveé v letech, kdy nejsou idealni podminky pro rozvoj fomového cernani stonku, mize
dochdzet k napadeni rostlin i1 pfi velmi nizkém infekénim tlaku, a to diky mechanickému
poskozeni pletiv krytonoscem, které pak ztraci pfirozenou obranyschopnost vi¢i houbovému
patogenu (Prokinova 2006). V roce 2000 a 2001 byl sledovan vyskyt choroby ve vztahu
k poskozeni stonkli krytonoscem fepkovym, kdy v prvnim roce byla zjisténa pozitivni vazba
mezi poctem napadeni stonkl patogenem a jejich poskozeni krytonosci. Naopak v dal§im roce
tato vazba prokazana nebyla, vyskyt choroby byl vyssi, a to pravdépodobné vzhledem k tomu,
(Prokinovéa 2003). Proto ochrana proti krytonoscim muize nepfimo chranit také fepku proti
napadeni témito fytopatogeny (Prokinova 2006).

Poslusna & Plachka (2015b) popisuji, ze po n€kolikaletém pozorovani této choroby se
ukazalo, Ze signalizaci fungicidniho oSetfeni fepky proti Leptosphaeria spp. 1ze velmi tspésné

provadét na zakladé osevniho postupu, znalosti 0 prubéhu pocasi a detekce zdroje napadeni.
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Z viceletych dat méfeni povétrnostnich podminek v kritickych fenofazich fepky pro napadeni
patogeny Leptosphaeria spp. a soucasného hodnoceni prubéhu infekce rostlin, lze poté

vypracovat matematické modely vhodné pro signalizaci oSetieni (Plachka et al. 2018).

18



3.6 Primé metody ochrany

3.6.1 Chemicka ochrana

PouZivani fungicidnich pfipravki se stalo nedilnou soucésti pfi sniZovani negativnich vlivii
fytopatogennich organismii na vynos a kvalitu péstovanych plodin. Mezi nejpouzivané;jsi
pripravky se tadi fungicidy ze skupiny DMI (inhibitory demetylace pii syntéze ergosterolu),
dale Qol (strobiluriny) a SDHI (inhibitory sukcinat dehydrogenasy), pfi¢emz vSechny t¥i maji
specifické misto ucinku (Leadbeater 2015). Skupina DMI, nazyvana také jako azolové
fungicidy, zahrnuje podtfidu triazoly (Wouw et al. 2017), které inhibuji demetylaci v pozici
14 lanosterolu nebo 24 metyldihydrolanosterolu, prekurzori syntézy steroli u hub
(Ackermann 2013). Dle Ziogas & Malandrakis (2015) zahrnuji DMI-fungicidy nejvétsi ¢ast
ze skupiny inhibitorG biosyntézy sterolii a také jsou nejvice vyuzivanymi registrovanymi
fungicidy proti fytopatogenim ze tiid Ascomycetes, Basidiomycetes a diive oznacované
skupiny Fungi imperfecti. Strobiluriny zase narusuji mitochondrionalni dychani navazanim na
Qo vazebné misto (ubichinon) na cytochromalnim komplexu bcl, proto jsou casto
oznacované jako Qo inhibitory (Bartlett et al. 2002). Posledni skupinou jsou SDHI fungicidy,
které¢ inhibuji enzym sukcinat dehydrogenazy, ptsobici taktéz v mitochondrialnim dychéni
(Sierotzki & Scalliet 2013).

Chemickou ochranu je tieba provést v rannych fazich infekce, nez se patogen dostane
do stonkové ¢asti rostlin (Gladders et al. 1998). Proto je tiecba znat ¢as a podminky, za kterych
dochazi k dozravani plodnic a uvoliiovani askospor (West et al. 2002).

Za zékladni a velmi efektivni oSetfeni je povazovano pouziti regulatord ristu i
kombinace morforegulatori s fungicidnim ucinkem V podzimnim obdobi, které pomaha
zpevnit rostlinna pletiva a tak ¢aste¢né branit pronikani patogenu do pletiv (Kazda et al.
2010). Taktéz Prokinova (2006) uvadi, ze podzimni aplikace regulatori rustu s fungicidnim
ucinkem je velmi ucelnym opatienim pfi pfimé ochrané proti napadeni, pricemz davka téchto
ptipravki se odviji od toho, Vv jaké mife jsou podminky pro infekci v daném roce ideélni a zda
byl porost zalozen kvalitng, ze zdravého a provéfeného osiva. Podobn& popisuje Saroun
(2006), Ze podzimni aplikace regulatorG rGstu podporuji zakotfenéni rostlin, vytvaii se
mohutny kilovy kofen a také silny kotenovy kréek, diky ¢emuz fepka 1épe prezimuje a je
odolng&jsi vuci stresordm. V jarnim obdobi je pak vhodné pouzit fungicidni oSetfeni v pripadé,
Ze se jednd o rizikové porosty — vyssi vlhkost, pravidelny vyskyt fomového ¢ernani stonku,

neuznané osivo (Kazda et al. 2010).
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Soucasné€ nejvice pouzivané jsou proti Leptosphaeria spp. fungicidy ze skupiny
DMI — inhibitory demetylace (Saroun 2008). Taktéz Van de Wouw et al. (2017) potvrzuji, Ze
V Australii pfispélo pouzivani azolovych fungicidl k n€kolikanasobnému zvyseni produkce
fepky, ovSem rozsahla aplikace fungicidi postupné vedla k vyselektovani populaci hub

s uréitym stupném rezistence vici témto latkam.

3.6.2 Biologicka ochrana

Biologickd ochrana je jednou z moznosti snizovani zatéze zivotniho prostiedi
chemickymi prosttedky. Tento typ ochrany funguje na zdkladé¢ antagonistickych
mikroorganism, jez potlacuji rlst a vyvoj Skodlivého organismu, v tomto pfipad¢ houbového
fytopatogenu (Véchet 2012).

Vzhledem k tomu, Ze se fytopatogenni houby Casto udrzuji na rostlinnych zbytcich a
na plevelech, kde zasahuji az do kofenové oblasti rostlin, mize dochazet v piidnim prostiedi
ke kontaktu mezi patogenni a antagonistickou houbou. Antagonista patogenu vylucuje do
prostedi rizné latky, které negativné pusobi na cilovy fytopatogenni organismus a tlumi jeho
rust a vyvoj (Hysek et al. 2008).

Nyni je registrovano nékolik piipravkti na bazi biopreparatu, které se daji pouzit
K ochran¢ fepky proti fomovému cernani stonku. Jednim z nich je pfipravek s obchodnim
nazvem Polyversum, ktery je ve form¢ smacitelného praSku a obsahuje aktivni biologickou
slozku, houbu Pythium oligandrum. Tento piipravek podporuje rast rostliny a zaroven
indukuje obranné reakce rostlin vi¢i patogennim houbam, stimulaci produkce fytohormoni

(Hysek et al. 2008).
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3.7 Rezistence k fungicidim

Kazdy organismus ma schopnost se postupem ¢asu adaptovat na ménici se podminky
prostiedi a vytvorit si tak ur¢itou odolnost viici nékterym latkdm. U mikroorganismti dochézi
K tomuto prizpiisobeni mnohem rychleji nez u vysSich organismu, a to vzhledem k jejich
rychlému mnozeni. Vysledkem je rezistence (odolnost), coz je vtomto piipadé dédi¢né
ptizpuisobeni se fungicidnim latkam, kdy nedochazi pii jejich pouziti K ohrozeni preziti
populace patogenu (Kazda et al. 2010).

V soucCasném Systému zemédé€lstvi je fungicidni ochrana béznou praxi k docileni
zdravého porostu, stabilnich vynost a kvality plodin. Diive méli péstitelé a zeméd¢€lci ptistup
k fadé fungicidnich latek, které byly ucinné jiz pfi nizkych koncentracich a poskytovaly tak
vysokou miru ochrany vii¢i patogenum (Russell 2005). Postupné se ale objevila rezistence k
mnoha fungicidnim piipravkiim a rozsifila se v populacich patogenti, ¢imz doSlo k ohrozeni
efektivni ochrany rostlin (Lucas et al. 2015). Dokonce u nékterych fytopatogend hrozi, ze
moznosti chemické ochrany vi¢i nim budou zna¢n€ omezené nebo i zcela nedostupné
(Spellberg et al. 2008).

V posledni dobé vyznam rezistence stale stoupa a ovliviiuje uspéSnost pouzivani
fungicidnich pfipravkl a také zpisob jejich pouzivani (Kazda et al. 2010). Dtive vyuzivané
typy fungicidii, kontaktni, ptisobily v organismu na celé spektrum bunéénych procesi a byly
tak inhibitorem s vice misty uc¢inku (Lucas et al. 2015). Pozd¢ji ale zacaly byt aplikovany
fungicidy systémové, které jsou specifické v mechanismu t¢inku a patogen si tak snaz vytvori
odolnost vii¢i nim, napiiklad zménou jediného genu (Kazda et al. 2010).

Zakladnim pozadavkem pro vznik rezistence v populaci patogenu je variabilita jedinct
v citlivosti vuci fungicidnim latkam (Georgopoulos & Skylakakis 1986). Systémové
fungicidy se specifickym uéinkem jsou velmi G¢inné i pfi nizkych davkach, jelikoz se
distribuuji celym rostlinnym télem a poskytuji tak vysoky stupen ochrany. Na druhou stranu
dochazi k vyhubeni mnoha citlivych jedinct v populaci patogenu, coz vede Kk vybéru
(pfezivani) jedinct odolnych. Jak bylo nazna¢eno, mnoho patogennich hub ma velmi kratkou
genera¢ni obménu a rychlou reprodukéni schopnost a proto postupné dochéazi k posileni
rezistentnich kmenti patogenu a potlaéeni téch citlivych (Lucas et al. 2015).

Rezistence mlze byt vrozena, tedy dédicné vlozena odolnost patogenu k urcité latce,
nebo ziskana, ktera je vyvolana az pouzivanim fungicidu, kdy patogen reaguje na opakované
pouzivani stejné ¢i podobné U¢inné latky se stejnym principem plisobeni. RozliSuje se kiizova

rezistence (cross-resistance), kdy vznik odolnosti vici jedné latce vyvola odolnost i k jinym
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latkam se stejnym mechanismem pusobeni (Ackermann 2013). Dalsim typem je vicenasobna
rezistence nebo multirezistence, kdy vznika odolnost ke dvéma ¢i vice fungicidiim z riznych
chemickych skupin (Plachka et al. 2016). Vysledkem jsou pak dvé na sob& nezavislé mutace,
k nimz doslo vzhledem k opakovanému pouzivani ptipravkt z obou (vSech) skupin fungicida

(Ackermann 2013).

3.7.1 Mechanismy rezistence

Dle Ma & Michailides (2005) muize rezistence vici fungicidnim latkdm vzniknout naptiklad:
e modifikaci mista u€inku, kde dochazi ke snizené schopnosti navazani u¢inné latky;
e syntézou odliSné¢ho enzymu, ktery nahradi cilovy enzym,;
e zvySenou syntézou cilovych mist, ve kterych ma fungicid ptsobit;

e niz8im pfijmem fungicidu ¢i jeho metabolickym rozkladem.

3.7.2 Diagnostika rezistence

JelikoZ se od sebe rezistentni a citlivé kmeny patogennich hub nijak nelisi v pfiznacich
na rostlin¢ nebo jakoukoli morfologickou strukturou, je tfeba k jejich determinaci vyuzit
laboratornich testi, pfipadné¢ i pokud lze molekularné-biologickych. U fakultativnich
patogent se takové testy provadéji metodou otravenych ploten, spoc€ivajici v kultivaci hub na
umélém mediu, které slouzi jako zdroj zivin a zdroven je vném obsazen V riznych
koncentracich testovany fungicid. Nasledn¢ je tieba doplnit laboratorni test o sklenikové a
polni pokusy (Kazda et al. 2010). Poslusna & Plachka (2015a) ve své praci zjistovaly citlivost
patogenu k vybranym fungicidnim latkam taktéz pomoci metody otravenych ploten s riznymi

koncentracemi u¢innych latek.

3.7.3 Antirezistentni strategie

Podstatou antirezistentnich strategii je eliminace nebo oddaleni vzniku rezistence,
z ¢ehoz plyne, ze by takova opatfeni méla byt provadéna preventivné. DileZité je sledovat
rizikové pesticidy a Vv pfipadé podezieni ze vznikajici odolnosti patogenu, provadét testy,
které ovéti jejich citlivost (Ackermann 2013).

Zéakladnim preventivnim opatfenim proti vzniku rezitence je stfidani plodin v osevnich
postupech, spravné zpracovani ptidy a také dostatecnd a vyrovnand vyziva, kterd zlepsuje
kondici plodin a vede tak ke snizeni nachylnosti rostlin k napadeni. Takova opatieni mohou

omezit pouzivani fungicidi, ¢imz se snizi i riziko vzniku rezistence (Kazda et al. 2010).
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DalSim vyznamnym opatfenim je dodrZzovéani spravné aplikace fungicidnich latek —
doporucena davka, termin, pocet aplikaci. Velmi vhodné je stfidani u€innych latek s riznym
mechanismem ucinku, pfipadné jejich kombinace (Kazda et al. 2010). Bittner (2016) taktéz
uvadi, Ze soucdsti antirezistentni strategie je monitoring a prognéza vyskytu Skodlivého
organismu, minimalizace Cetnosti fungicidnich zasahti, pouzivani tzv. tank-mixQ ¢i smési
fungicidnich latek s riznym mechanismem plisobeni, spravné davkovani fungicidii a omezeni

opakovan¢ aplikace nizké davky fungicidua.

3.7.4 Rezistence patogent Leptosphaeria spp.

Jak bylo uvedeno, nejvice vyuzivanymi fungicidy pfi ochrané fepky vici fomovému
¢erndni stonku jsou latky ze skupiny azoll. Opakovana aplikace téchto fungicidl se stejnym
mechanismem U¢inku ovSem muze postupné vést ke snizené citlivosti vici témto latkdm
(Carter et al. 2013). Proto byly vyvinuty testy umoznujici sledovat citlivost jednotlivych
izolatt v populaci patogenu k fungicidim. Van de Wouw et al. (2017) uvadéji zvysenou
odolnost vac¢i ucinnym latkam ze skupiny triazold — fluchinkonazol, tebukonazol,
prothiokonazol a flutriafol. Predchozi studie ukazaly, ze L. maculans a L. biglobosa se lisi
v citlivosti vici triazolovym fungicidim. Pfi testovani ristu mycelia v in vitro podminkach
byla pozorovana vyssi cistlivost vii¢i uc¢innym latkam flusilazol a tebukonazol u L. maculans
(Eckert et al. 2010). Van de Wouw et al. (2017) ve své praci uvadéji, ze pii testovani
200 vzorku L. maculans zcelé Australie, bylo identifikovano 15 % jako rezistentni
k fluchinkonazolu.

Dle Price et al (2015) existuji tfi hlavni mechanismy rezistence vic¢i fungicidnim
latkam ze skupiny triazolll — bodové mutace v genu Cyp51, nadmérna exprese genu Cyp51 a
nadmérnd exprese gent kodujicich efluxni pumpy, pfiCemz nejrozsifenéjsi jsou bodové
mutace v genu Cyp51. Fungicidy ze tfidy strobilurinii jsou dalsi rozsifenou skupinou
ucinnych latek pii ochrané vici fytopatogenim (Balba 2007). Vzhledem Kk tomu Ze pusobi
Vv jednom misté¢ ucinku, hrozi zde také riziko selekce rezistentnich jedinct v populaci hub
(Gullino et al. 2000). Sierotzki & Scalliet (2013) uvadgji, Zze hlavnim mechanismem
rezistence u této skupiny fungicidi, a také u SDHI, je mutace cilového mista ucinku.
Ke vzniku rezistence vici strobilurinim dochézi dle Bartletta et al. (2002) substituci glycinu
na alanin v poloze 143 a substituci fenylalaninu na leucin v poloze 129 v ramci cytochromu b.

Aby mohla byt fungicidni oSetfeni i nadale efektivni, je nutné pochopit tyto
mechanismy rezistence, sledovat vyskyt méné citlivych kmenii patogenti a vyuzivat

antirezistentni strategie v ochrang rostlin (Ackermann 2013).
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4. Material a metody

Testovani, které bylo soucasti této prace, bylo provedeno v letech 2018-2019 na
katedie ochrany rostlin Ceské zemédélské univerzity v Praze, a to vin vitro podminkéch.
Stanoveni ristu mycelia houbového patogenu a nasledné vyhodnoceni citlivosti vii¢i riznym
koncentracim nékolika fungicidd a G¢innych latek (Sigma-Aldrich) bylo provedeno metodou
otravenych ploten. Byly vybrany a testovany nasledujici 3 fungicidy a 5 G¢innych latek:

e Horizon 250 EW (1. I. tebukonazol)

e Tilmor (0. |. prothiokonazol, tebukonazol)

e Bumper Super 490 EC (u. I. prochloraz, propikonazol)
e Pyraclostrobin

e Prothiokonazol

e Tebukonazol

e Prochloraz

e Propikonazol

Citlivost byla testovana na 20 izolatech patogenu Leptosphaeria maculans,
pochazejicich z riznych lokalit. Izolace z rostlinného materialu byla provedena v roce 2017 a
nebyla soucasti této diplomové prace. Oznaeni izolati a jejich lokace jsou vypsany

Vv nasledujici tabulce (Tabulka 1):

Tabulka 1 Oznaceni testovanych izolati a jejich lokality sbéru

Izolat Lokalita
VP 3/1 Velké Prilepy
VP 8 Velké Prilepy
H 8/1 Hradistko
23/17 1/3 Kujavy
12/17 1/1 | Nové Mésto U Chlumce nad Cidlinou
15P12 Horni Dubiiany
15P13 Lipov
16 Pl 4 Hulin
16 P16 Némcice
17Pl11 Prav¢ice
17 P15 Hulin
7 2/2 1S0-LL Lysolaje
9 2/2 1S0-HK Lysolaje
3/171/1 Nové Mésto U Chlumce nad Cidlinou
3/17 1/3 Nové Mésto U Chlumce nad Cidlinou
8/17 1/3 Nové Mésto U Chlumce nad Cidlinou
15/17 2/1 | Nové Mésto U Chlumce nad Cidlinou
15/17 2/3 | Nové Mésto U Chlumce nad Cidlinou
21/17 3/1 Kujavy
23/17 2/1 Kujavy
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4.1 Priprava kultiva¢niho média

Pro piipravu kultivaéniho média byl pouZit nasledujici material a pfistroje:
e analytickd vaha, vaZenky, 1Zicka
e magneticka michacka, magnetické michadlo
e Papinliv hrnec nebo autoklav
e 500ml Erlenmayerovy bariky, kadinka (pro rozmichani smési), odmérny valec, alobal
e V8 juice agar v potfebném mnozstvi
Pro pfipravu 1 litru V8 juice agaru bylo pouzito:
e 100 ml V8 dzusu (dzus s 8 druhy zeleniny)
e 2gCaCOs;
e Jl6gagaru
e destilovana voda

Do velké kadinky byl nejprve nalit V8 dzus a pfidano potfebné mnozstvi CaCOg3. Dale
bylo vloZzeno magnetické michadlo a nasledné byla kadinka umisténa na magnetickou
michacku — pro zabranéni vystiiknuti smési béhem michani byla kadinka vzdy pfikryta
vrstvou alobalu. Smés byla promichavana pii laboratorni teploté po dobu 15-25 minut, dokud
nedoslo k rozpusténi CaCOs. Poté byla piiddna destilovana voda v mnozstvi dle potieby
kultivacniho média a smés byla opét dostatecné promichana. Béhem michani bylo do 500ml
kuzelovych ban¢k navazeno vzdy po 4 g agaru.

Hotovy roztok byl poté odméten ve vélci a rozlit po 250 ml do kazdé banky s pfedem
pfipravenym agarem (banky byly zvoleny vzdy s vétSim objemem, aby se zabranilo
,vybublani® smési pii sterilizaci v autoklavu). Jednotlivé baiky byly nasledné zakryty vzdy
dvéma vrstvami alobalu a vlozeny do autoklavu, kde byly sterilizovany po dobu 20 minut pii
121 °C (ptipadné do Papinovych hrncti po dobu cca 20 minut). Po sterilizaci byly banky
postupné vyndavany z autoklavu a médium bylo ochlazovano pod tekouci vodou na teplotu
vhodnou pro rozlévani agaru; v ptipadé testt citlivosti k fungicidnim latkdm byla teplota pro

pridani fungicidnich latek cca 50 °C.
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4.2 Preocfkovani izolata

Ptfed zahajenim samotného testu bylo nejprve nutno pieockovat viech vyse zminénych
20 izolath pro vyuziti v nasledném vlastnim testovani. K tomu byl potfeba nasledujici
material a zafizeni:
e piavodni izolaty (k dispozici na katedie ochrany rostlin)
e Petriho misky s V8 juice agarem
e ockovaci jehla, ethanol, kahan
e flow box
e parafilm
Do piedem pfipravenych Petriho misek s V8 juice agarem (viz. Ptiprava kultiva¢niho
média) bylo pomoci ockovaci jehly pfeneseno mensi mnozstvi mycelia z ptivodnich izolatd,
které byly k dispozici na katedfe (resp. jiz pfeockovanych izolatl od data sbéru). Bylo vzdy
odebrano mycelium na okraji misky (nejmladsi ¢ast mycelia). Mezi jednotlivymi odbéry byla
jehla ponofena do ethanolu a sterilizovana nad kahanem. Naockované misky byly oznaceny
datem, ndzvem izolatu a nasledné ovéazany parafilmem. VSechny zminéné tkony byly
provedeny ve flow boxu. Izolaty byly nasledné kultivovany pfi teploté cca 20 °C ve tmé.
Tyto nové naockované izolaty byly pozdéji, po nariistu mycelia, pouzity pti zaklddani

fungicidnich testu citlivosti.
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4.3 ZaloZeni testi citlivosti k fungicidnim latkam

Pii zakladani tohoto testu byl pouzit nasledujici material a zafizeni:
e misky s izolaty Leptosphaeria spp.
e sterilni Petriho misky (@ 80 mm)
e kultiva¢ni médium
e flow box
e kahan, ethanol
e pipeta, sterilni $picky
e korkovrt, skalpel, parafilm
o fungicidy a G¢inné latky (viz.Tabulka 2, Tabulka 3)

e fermostat

Tabulka 2 Fungicidy a jejich testované koncentrace (K — kontrolni varialnta; 1-7 — jednotlivé koncentrace)

koncentrace (ng/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8
0,0001| 0,001 | 0,01 | 0,1 1 10 | 100 | 1000
0,00040,004410,044| 0,44 | 44 | 44 | 444 | 4444
0,0001| 0,001 | 0,01 | 0,1 10 | 100 | 1000
0,0001| 0,001 | 0,01 | 0,1 10 | 100 | 1000
0,0002| 0,002 | 0,02 | 0,2 20 | 200 | 2000

fungicid | u¢inna latka

Horizon | tebukonazol
prochloraz
propikonazol
prothiokonazol
tebukonazol

Bumper

Tilmor

o|lololo|lo|X

N[

Tabulka 3 Testované koncentrace ti¢innych latek (K — kontrolni varialnta; 1-5 — jednotlivé koncentrace)

koncentrace (ng/ml)

uéinna latka

K 1 2 3 4 5
pyraclostrobin
prothiokonazol
tebukonazol 0 0,001 0,01 0,1 1 10

prochloraz
propikonazol

Pro rozpusténi testovanych ucinnych latek bylo pouzito DMSO (dimethylsulfoxid).
V piipadé fungicidii nebyl k rozpusténi pouzit DMSO vzhledem k jejich dobré rozpustnosti
ve vode¢.

Pied samotnym rozlévanim agaru s pfidanym mnozstvim fungicidnich latek, bylo

vysterilizovano potiebné mnozstvi Petriho misek pod UV-zaficem, umisténém ve flow boxu,
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a to po dobu 20 minut. Nasledn¢ byly misky pro pichlednost pfipraveny do jednotlivych
sloupci dle koncentraci fungicidnich latek.

Do ptipraveného agaru s vhodnou teplotou bylo poté pipetovano uréité mnozstvi
ucinné latky ¢i fungicidu tak, aby bylo docileno potiebné koncentrace (viz. Tabulka 2,
Tabulka 3). Nasledné byl agar s fungicidem (u¢innou latkou) peclivé promichan a rozlit do
Petriho misek (do kazdé cca 17 ml). U kontrolnich variant byl rozlévan samotny agar, tzn. bez
fungicidu ¢i ucinné latky. V ptipad€ testii s uCinnymi latkami byl do média kontrolnich
variant ptidan DMSO (0,1%). Po ztuhnuti agaru, vétSinou nasledujici den, byl agar v Petriho
miskach naockovan testovanym izolatem Leptosphaeria spp. Agar s myceliem testovaného
izolatu byl korkovrtem nafezan na jednotlivé terciky, které byly pomoci skalpelu pteneseny
po jednom do stfedu Petriho misek s kultivaénim médiem a fungicidem ¢i ucinnou latkou
v dané koncentraci (teré¢iky byly odebirany vzdy z kraje mycelia). Mezi jednotlivymi izolaty
byl skalpel i korkovrt ponofen do ethanolu a poté sterilizovan nad kahanem. Testy byly
provedeny ve tfech opakovanich.

Po inokulaci teréiky byly Petriho misky dvakrat po obvodu ovazané parafilmem
k ochrané obsahu pted vné&jsi kontaminaci, dale byly ozna¢eny datem, variantou (koncentraci)
a nazvem izolatu a umistény do termostatu ke kultivaci za vySe definovanych podminek
(kazda skupina misek byla pro pfehlednost v termostatu oznacena testovanym fungicidem ¢i

ucéinnou latkou). Veskeré tikony byly provedeny ve flow boxu.
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4.4 Vyhodnoceni testt citlivosti

Pro méfeni ristu mycelia jednotlivych izolatd na jednotlivych variantach testu byl pouzit
nasledujici materidl a ptistroje:

e digitalni posuvné métitko (MITUTOYO 0-150/0,01 mm)

e pocitac (tabulkovy software Microsoft Excel)

e Cerna podlozka

Pro vyhodnoceni citlivosti testovanych izolatd byl nejprve zméfen radialni rast
mycelia patogenu, resp. inhibice rustu mycelia u jednotlivych izolati a koncentraci. Méfeni
bylo vzdy zahajeno v dob¢, kdy u neoSetfené kontrolni varianty pokryvalo mycelium jiz celou
plochu Petriho misky, pfipadné jiz nedochdzelo k dal§imu ristu u téchto variant (.
v intervalu 14 az 40 dnu po inokulaci).

Me¢éfteni mycelia u kazdé misky bylo provedeno pomoci digitdlniho posuvného métitka,
ptipojeného K pocitaci, kde byla pii kazdém zméteni do programu Microsoft Excel zapsana
délka mycelia (v milimetrech). Mycelium bylo méteno vzdy ze spodu misky, a to ze dvou na
sebe kolmych stran — tedy u kazdého izolatu a kazdé koncentrace jednotlivych fungicidnich
latek bylo 6 namétfenych hodnot (3 opakovani, 2 priméry). Pokud bylo tieba, byla pro lepsi
viditelnost mycelia pouzita ¢erna podlozka.

Nameétené velikosti mycelii ve tfech opakovanich u jednotlivych izolath a u
konkrétnich fungicidnich latek byly vzdy zpramérovany. Z téchto praimérnych hodnot byla
nasledné u kazdého izolatu a pro konkrétni fungicidni latku vypocitana inhibice riistu mycelia
(MGI), hodnota ECs (efektivni koncentrace fungicidni latky inhibujici rtist mycelia z 50 %) a
stanovena MIC (minimalni koncentrace fungicidni latky inhibujici riist mycelia ze 100 %).

e MGI (mycelial growth inhibition; %) = 100 — [(dT/dK) x 100]
dT = primér mycelia (mm) testovaného izolatu na varianté S fungicidni latkou
dC = primér mycelia (mm) testovaného izolatu na kontrolni varianté

e ECs5p byla stanovena pomoci regresni analyzy probitu procenta inhibice ristu ku

logaritmu koncentrace fungicidni latky.
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5. Vysledky

Jak bylo vySe uvedeno, bylo testovano 5 Uc¢innych latek a 3 fungicidy, a to v riznych
koncentracich (viz Tabulka 2, Tabulka 3) na 20 izolatech Leptosphaeria maculans, které byly
klasifikovany do druhu pomoci polymerdzové fetézové reakce s druhové specifickymi
primery a biologickym testem na bramboro-dextréozovém agaru (Fajemisin Anuoluwapo
Olufadekemi, ustni podani). Ve vysledcich jsou piehledné uvedeny jednotlivé fungicidni latky
vzdy s tabulkou a grafem, zobrazujici ECsp @ MIC pro jednotlivé izolaty a také graf, ukazujici
prumérny naruast mycelia a primérnou inhibici rastu testovanych izolati pii jednotlivych

koncentracich dané fungicidni latky v porovnani s kontrolni variantou.

5.1 U¢inné latky
V této diplomové praci bylo testovano 5 ucinnych latek — pyraklostrobin,
prothiokonazol, tebukonazol, propikonazol a prochloraz. VSechny uvedené ucinné latky byly

testovany v koncentracich 0,001, 0,01, 0,1, 1 a 10 ug/ml. Inhibice ¢i nartst mycelia pfi

danych koncentracich byl vzdy porovnan s kontrolni variantou (bez t¢inné latky).

5.1.1 Pyraklostrobin

Jak mizeme vidét z nize uvedené Tabulka 4 a Graf 1, pro vétsinu testovanych izolatl
(85 %) se hodnota MIC pohybuje nad 10 pg/ml, pouze u 2 izolatt (10 %) je hodnota MIC
vrozmezi 1-10 pg/ml a u 1 izolatu (5 %) je MIC v intervalu 0,1-1 pg/ml. Lze tedy fici, ze
pro 100% inhibici vSech izolatl by bylo tfeba koncentrace u¢inné latky pyraklostrobin nad
10 pg/ml.

Efektivni koncentrace fungicidnich latek inhibujici rist mycelia z 50 % byla u 65 %
izolatd vintervalu 0,1-1 pg/ml, u 30 % izolatd v intervalu 1-10 pg/ml a pouze u 5 %
vrozmezi 0,01-0,1 pg/ml, pficemz nejvyssi ECsg byla stanovena u izolatu 21/17 3/1, a to
9,03 pg/ml a nejnizsi ECsp u izolatu 17 PL 5 (0,05 pg/ml).
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Tabulka 4 Piehled ECs, (ng/ml) a MIC (intervaly koncentraci v pg/ml) G¢inné latky pyraklostrobin pro jednotlivé testované

izolaty Leptosphaeria maculans

0-0,001 0,001-0,01 0,01-0,1

0,1-1

intervaly koncentraci (ug/ml)

Graf 1 ECsy a MIC u 20 izolatd (%) v reakei na u¢innou latku pyraklostrobin.

>10

Izolaty ECs MIC

VP 3/1 1,403064524720560 > 10

VP8 2,226724962858020 > 10

H 8/1 0,605785358471231 > 10

23/17 1/3 0,424546884633873 > 10

12/17 1/1 1,164825226687170 > 10

15P1 2 0,106340685404313 > 10

15PI1 3 0,561428398554968 > 10

16 Pl 4 0,607239888504660 >10

16 PI 6 0,166057817139797 1-10

17 Pl 1 0,895269646893855 > 10

17 PI5 0,046303380124541 1-10

7 2/2 1S0-LL 0,300681556421765 > 10

9 2/2 1S0-HK 0,241279842824262 0,1-1

3/17 11 0,887559718329563 > 10

3/17 1/3 1,200500172146410 > 10

8/17 1/3 1,322230504595200 > 10

15/17 2/1 0,563042265730696 > 10

15/17 2/3 0,891777867681304 > 10

21/17 3/1 9,025001214269550 > 10

23/17 2/1 0,706695356206583 > 10

Pyraklostrobin
100,00
90,00
80,00
70,00
::_; 60,00 mEC50
S 50,00
s 40,00 MIC
30,00
20,00
10,00
0,00 -

Jak lze ptedpokladat, primérny rist mycelia vSech testovanych izolati mél se
stoupajici koncentraci U¢inné latky klesajici tendenci, tedy inhibice ristu se spolu
s koncentraci zvy$ovala. Porovnani primérného procentualniho rtstu mycelia a inhibice ristu
vSech izolati pfi riznych koncentracich ¢inné latky pyraklostrobin oproti primérné hodnoté

kontrolnich variant (K) lze vidét v Graf 2.
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Pyraklostrobin

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
% 50 -
gg | = inhibice rastu (%)
20 -
10 -

= rast mycelia (%)

K 0,001 0,01 0,1 1 10
koncentrace (ng/ml)

Graf 2 Srovnani primérného narfistu mycelia (%) a primérmé inhibice riistu (%) viech izolatl pti jednotlivych koncentracich i¢inné
latky pyraklostrobin (K — kontrolni varianta).

Nize je fotografie, demonstrujici narist mycelia jednoho zizolatd (16 Pl 6) pri

snizovani u¢inné latky pyraklostrobin (Obrazek 7).

Obrazek 7 Ukazka inhibice rustu mycelia u izolatu 16 Pl 6 pfi zvySovani koncentrace ucinné ltky pyraklostrobin
(K —kontrola; 1 — 0,001 pg/ml; 2 — 0,01 pg/ml; 3 — 0,1 pg/ml; 4 — 1 pg/ml; 5 — 10 pg/ml).
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5.1.2 Prothiokonazol

Jak l1ze vidét nize z Nejnizsi ECsp byla nalezena u izolatu 7 2/2 1S0-LL — 0,27 ug/ml
a nejvyssi hodnota ECsp u izolatu 12/17 1/1 — 51,04 pg/ml.

Tabulka 5 a Graf 3, hodnota MIC byla u 90 % izolatt stanovena v rozmezi koncentraci
1-10 pg/ml a zbylych 10 % izolati melo hodnotu MIC > 10 pg/ml. Pro 100% inhibici téchto
izolatl by tedy bylo tieba koncentrace > 10 ug/ml.

Hodnota ECsy byla u 45 % izolata v intervalu 0,1-1 pg/ml, u dalsich 45 % izolata
v rozmezi 1-10 pg/ml a pouze 2 izolaty (10 %) mély hodnotu ECsg > 10 pg/ml. Pro ptesnost,
u téchto dvou zminénych izolatd (12/17 1/1, 8/17 1/3) je zaroven hodnota MIC > ECsy.
Nejnizsi ECso byla nalezena u izolatu 7 2/2 1S0-LL — 0,27 pg/ml a nejvyssi hodnota ECsp U
izolatu 12/17 1/1 — 51,04 pg/ml.

Tabulka 5 Ptehled ECsp (ng/ml) a MIC (intervaly koncentraci v pg/ml) uéinné latky prothiokonazol pro jednotlivé testované
izolaty Leptosphaeria maculans

|Z01ﬁty EC50 MIC
VP 3/1 4,654105977024540 1-10
VP 8 2,586215511448160 1-10
H 8/1 2,156369365245740 1-10
23/17 1/3 1,713966809594630 1-10
12/17 1/1 | 51,043808703043900 | > 10, > ECs
15PI 2 1,296940425477700 1-10
15P13 0,993559642236815 1-10
16 Pl 4 0,449463230621355 1-10
16 Pl 6 0,525989694735461 1-10
17PI1 0,411220259193181 1-10
17 P15 0,678034470444549 1-10
7 2/21S0-LL | 0,265391931953146 1-10
9 2/2 1S0-HK | 0,656866390027128 1-10
3/17 1/1 2,828274176423330 1-10
3/17 1/3 2,715550403354070 1-10
8/17 1/3 17,827965158116300 | > 10, > ECs
15/17 2/1 2,740123720806350 1-10
15/17 2/3 2,208936786894010 1-10
21/17 31 0,457379781514828 1-10
23/17 2/1 0,362478947511768 1-10

33



100

% izolata

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Prothiokonazol

mEC50

mMIC

e

0-0,001 0,001-0,01 0,01-0,1 0,1-1 1-10 >10

intervaly koncentraci (ug/ml)

Graf 3 ECsy a MIC u 20 izolatd (%) v reakci na u¢innou latku prothiokonazol.

V nize uvedeném Graf 4 lze vidét, Ze se zvySujici se koncentraci ucinné latky

prothiokonazol taktéz dochazelo ke snizovani primérného narGstu mycelia izolatd a

zvySovani inhibice ristu jako u ptfedchozi G¢inné latky. Pokles naristu mycelia byl ovsem

vyrazngj$i az od koncentrace 1 pg/ml, u vyssich koncentraci byl nartst mycelia vice jak 90%.

K 97% inhibici rastu doslo primérné u vSech izolatl pti koncentraci uc¢inné latky 10 pg/ml.

100

90

80

70

60

% 50
40

30

20

10

Prothiokonazol

¥ st mycelia (%)

= inhibice rastu (%)

K 0,001 0,01 0,1

koncentrace (ng/ml)

1 10

Graf 4 Srovnani primérného nartstu mycelia (%) a pramérné inhibice ristu (%) vech izolath pii jednotlivych koncentracich
ucinné latky prothiokonazol (K - kontrolni varianta).
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5.1.3 Tebukonazol

V Tabulka 6 a Graf 5 ECsp a MIC u 20 izolatd (%) v reakci na ucinnou latku
tebukonazol. mizeme vidét vypocitané hodnoty ECsy pouze pro 9 z 20 testovanych izolatl
Leptosphaeria maculans. Pro zbylych 11 izolati nebylo mozné hodnotu ECsy vypocitat
vzhledem Kk tomu, ze ani u nejvyssi testované koncentrace ucinné latky tebukonazol (10
ng/ml) nedoSlo k inhibici rastu mycelia > 50 % a zaroven zvySovani inhibice rastu u
jednotlivych koncentraci nebylo exponencialniho charakteru.

Hodnota MIC pro vSechny izolaty byla tedy > 10 pg/ml. Pfi zahrnuti vSech 20 izolatt
byla u 35 % z nich hodnota ECs, stanovena nad 10 pg/ml a u 10 % izolata v intervalu
1-10 pg/ml, ptiemz pro piesnost je zde uvedeno, ze u izolatu kde bylo ECsp > 10 ug/ml byla
hodnota MIC zaroven > ECsy. U izolatd, kde bylo mozné vypocitat ECs, byla nejnizsi
hodnota nalezena u izolatu 23/17 2/1 (5,3 pg/ml) a nejvyssi hodnota ECsg u izolatu 17 Pl 1
(157,06 pg/ml).

Tabulka 6 Piehled ECs, (ng/ml) a MIC (intervaly koncentraci v pg/ml) u¢inné latky tebukonazol pro jednotlivé testované
izolaty Leptosphaeria spp.

Izolaty ECx MIC
VP 3/1 - >10
VP 8 - >10
H 8/1 - >10
23/17 1/3 - >10
12/17 1/1 - >10
15PI 2 - >10
15PI3 43,74933047994250000 |> 10, > ECs
16 Pl 4 60,85941525337430000 |> 10, > ECsg
16 PI 6 60,43222080533720000 |> 10, > ECs
17PI1 157,06054003845800000 | > 10, > ECsg
17 PI5 10,12807634706340000 |> 10, > ECsg
72/21S0-LL | 9,55814258975635000 >10
92/2 1S0-HK | 17,68831381496120000 |> 10, > ECs
3/17 1/1 - >10
3/17 1/3 - >10
8/17 1/3 - >10
15/17 2/1 - >10
15/17 2/3 - >10
21/17 3/1 68,00538480799700000 |> 10, > ECsg
23/17 2/1 5,30459624737937000 >10
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Tebukonazol

100 —
90 —
80 —
70 —
60 ~ mEC50

50 — sMIC
40 —
30 —
20 —
10 —
o [
0-0,001 0,001-0,01 0,01-0,1 0,1-1 1-10 > 10
intervaly koncentraci (ng/ml)

% izolatu

Graf 5 ECsy a MIC u 20 izolatd (%) v reakci na u¢innou latku tebukonazol.

V nize uvedeném Graf 6 lze vidét, ze spolu s narustem koncentrace G¢inné latky

tebukonazol doslo k predpokladanému snizeni primérného nartistu mycelia a zvySeni

primérné inhibice rustu vSech izolath jako u predchozich fungicidnich latek. Vyrazngjsi
pokles nartistu mycelia byl zaznamenan az u koncentrace 10 pg/ml, pfi¢emz nedoslo ke
sniZeni tohoto nartistu ani pod 50 %, tedy primé&rna inhibice rlstu u této ucinné latky pfi

nejvyssi koncentraci byla 42 %.

Tebukonazol

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
% 50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

¥ st mycelia (%)

® inhibice rastu (%)

K 0,001 0,01 0,1 1 10
koncentrace (pg/ml)

Graf 6 Srovnani primérného naristu mycelia (%) a primérné inhibice ristu (%) vSech izolatl pii jednotlivych koncentracich
ucinné latky tebukonazol (K - kontrolni varianta).
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5.1.4 Propikonazol

Pii testovani uc¢inné latky propikonazol nebylo mozné vypocitat ECso U 3 z 20 izolatt
taktéz z diivodu neexponencialniho charakteru zvySovani inhibice riistu mycelia a nedosazeni
ani 50% inhibice riistu u nejvyssi testované koncentrace této ucinné latky.

Jak je uvedeno v Tabulka 7 a Graf 7, hodnota MIC byla zjisténa u 85 % izolatd nad
koncentraci 10 pg/ml a u zbylych 15 % izolata v intervalu 1-10 pg/ml. Pokud pocitame s
20 izolaty, byla u 55 % izolati hodnota ECsy > 10 pg/ml, u 25 % izolata v intervalu 1-10
ug/mlau 5 % izolati v rozmezi 0,1-1 pg/ml. U izolati, kde byla hodnota ECsp > 10 ug/ml je
taktéz uvedeno, ze hodnota MIC je > ECsp. Tam, kde bylo mozné vypocitat ECsp, byla
nejnizsi hodnota nalezena u izolatu 7 2/2 1S0-LL, a to 0,52 pg/ml a nejvyssi hodnota ECsp U
izolatu 12/17 1/1 (33416,72 pg/ml).

Tabulka 7 Prehled ECs (ng/ml) a MIC (intervaly koncentraci v pg/ml) G¢inné latky propikonazol pro jednotlivé testované
izolaty Leptosphaeria maculans.

Izolaty ECsp MIC
VP 3/1 6306,122920849020000 |> 10, > ECsg
VP 8 43,032306560385500 [> 10, > ECsg
H 8/1 18,427009489103600 [> 10, > ECsy
23/17 1/3 | 118,469572454476000 |> 10, > ECx
12/17 1/1 |33416,724684696700000> 10, > ECs
15PI12 437,031349392301000 [> 10, > ECsy

15PI 3 - >10

16 Pl 4 1,765916020462440 1-10
16 Pl 6 11,462437716994000 > 10,> ECsy
17PI1 19,939085337605000 |> 10, > ECsy

17PI5 4,600454951197180 > 10
72/21S0-LL| 0,516786407674008 >10
9 2/21S0-HK| 1,844024951381910 1-10

3/171/1 | 390,192182421152000 > 10, > ECsy
3/171/3 | 371,093870140217000 > 10, > ECsq
8/17 1/3 | 303,925104706038000 |> 10, > ECs

15/17 2/1 > 10
15/17 2/3 — > 10
21/17 3/1 4,563650775329540 1-10
23/17 2/1 1,487600988730540 > 10
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Propikonazol

100
90
80 —

70 —

60 -

50 ~ "ECS0
40 ~ oMIC
30 —

20 -

10 —

% izolata

0-0,001 0,001-0,01 0,01-0,1 0,1-1 1-10 > 10

intervaly koncentraci (ng/ml)

Graf 7 ECsy a MIC u 20 izolatd (%) v reakei na u¢innou latku propikonazol.

V nasledujicim Graf 8 Ize vidét, ze pii vyssi koncentraci G¢inné latky propikonazol
dochazelo taktéz, jako u ptedchozich fungicidnich latek, ke sniZovani primérného naristu
mycelia vSech izolatl a ke zvySovani inhibice ristu. K vyraznéjsi inhibici rastu doslo az pfi

koncentraci 10 pg/ml, kdy bylo primérné inhibovano 69 % ristu.

Propikonazol

100 -
90 -
80 -
70 -

60 - o N
% gp | = st mycelia (%)

40 - ® inhibice rastu (%)
30 -
20 -
10

K 0,001 0,01 0,1 1 10
koncentrace (ng/ml)

Graf 8 Srovnani primérného nartstu mycelia (%) a pramérné inhibice ristu (%) viech izolatl pti jednotlivych koncentracich
ucinné latky propikonazol (K — kontrolni varianta).

5.1.5 Prochloraz

V nize uvedené Tabulka 8 a Graf 9 mizeme vidét, ze u 85 % izolati byla zjisténa
hodnota MIC v intervalu 1-10 pg/ml a u 10 % izolatd vrozmezi 0,1-1 pg/ml. Nejvyssi
hodnota MIC byla nalezena u izolatu 23/17 1/3, kde by pro 100% inhibici rastu mycelia bylo

potieba koncentrace této uc¢inné latky vice jak 10 pg/ml.
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Hodnota ECs, byla u65 % testovanych izolata v intevalu 0,1-1 pg/ml a u35 %
v rozmezi 1-10 ug/ml. Nejnizsi hodnota ECsq byla stanovena u izolatu 23/17 2/1 0 (15 pug/ml)
a nejvyssi u izolatu 12/17 1/1 (1,89 pg/ml).

Tabulka 8 Ptehled ECsy (ng/ml) a MIC (intervaly koncentraci v pg/ml) a¢inné latky prochloraz pro jednotlivé testované
izolaty Leptosphaeria maculans.

IZOlZ’lty EC50 MIC
VP 3/1 1,422820053190620 1-10
VP 8 1,241049646742190 1-10
H 8/1 0,530099115841425 1-10
23/17 1/3 0,987921897962019 > 10
12/17 11 1,886170257801900 1-10
15PI2 0,663542176370378 1-10
15PI 3 0,809428211597936 1-10
16 Pl 4 1,123551776565290 1-10
16 PI 6 0,671265387183617 1-10
17PI1 0,214858888970483 0,1-1
17 P15 0,325399389268515 1-10
7 2/2 1S0-LL | 0,200854482912413 1-10
9 2/2 1S0-HK | 0,249397151420797 0,1-1
3/17 1/1 1,264858150369780 1-10
3/17 1/3 1,599397204459380 1-10
8/17 1/3 1,269431717502750 1-10
15/17 2/1 0,852840632805589 1-10
15/17 2/3 0,902938609422656 1-10
21/17 3/1 0,279979588912956 1-10
23/17 2/1 0,145233870332715 1-10

Prochloraz

100
9
80
70
60
50 EC50
40 MIC
30
20
10

% izolata

0-0,001 0,001-0,01 0,01-0,1 0,1-1 1-10 >10
koncentrace (ng/ml)

Graf 9 ECsy a MIC u 20 izolatd (%) v reakci na u¢innou latku prochloraz.

V nasledujicim Graf 10 mizeme vidét klesajici primérny nardst mycelia vSech izolatt
spolu se zvySovanim koncentrace ucinné latky, a tedy soucasné zvySujici se primeérnou
inhibici rastu, pficemz u této fungicidni latky byla u nejvyssi testované koncentrace (10

ug/ml) pramérna inhibice rastu 100%.
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Prochloraz

100 —
90 —
80 -+ —
70 -+ —
60 -+ —
% 28 T ~ Erist mycelia (%)
30 __ Winhibice rastu (%)
20 -+ —
10 + —

K 0,001 0,01 0,1 1 10

koncentrace (ug/ml)

Graf 10 Srovnani primérného narlstu mycelia (%) a primérné inhibice ristu (%) vSech izolatl pfi jednotlivych
koncentracich G¢inné latky prochloraz (K — kontrolni varianta).

5.2 Fungicidy

V této praci byly testovany 3 fungicidy — Tilmor (t. 1. prothiokonazol a tebukonazol),
Horizon (0. 1. tebukonazol) a Bumper (a. 1. propikonazol a prochloraz). Pti vybéru
koncentraci testovanych latek se vychazelo z koncentraci obsazené ucinné latky fungicidu.
Vsechny uvedené ucinné latky testovanych fungicidi, az na prochloraz (Bumper) a
tebukonazol (Tilmor), byly pouzity v 8 koncentracich — 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100,
1000 pg/ml. U¢inna latka prochloraz, obsazena ve fungicidu Bumper, byla pouZita
Vv koncentracich 0,00044, 0,0044, 0,044, 0,44, 4,4, 44, 444, 4444 ng/ml a tebukonazol
obsazeny v piipravku Tilmor v koncentracich 0,0002, 0,002, 0,02, 0,2, 2, 20, 200,
2000 pg/ml. Inhibice ¢i nariist mycelia pfi danych koncentracich byl vzdy porovnan

S kontrolni variantou.

5.2.1 Tilmor

V uvedené Tabulka 9 a Graf 11 Ize vidét, ze hodnota MIC pro prothiokonazol byla u
veétsiny testovanych izolatd (60 %) stanovena v intervalu 10-100 pg/ml, u 30 % izolat
v rozmezi 0,1-1 pg/ml a pouze u 10 % izolatd v rozmezi 1-10 pg/ml. Pro tebukonazol jsou
hodnoty MIC dvojnasobné. Hodnota ECsp byla u 70 % izolati vypocitana Vv intervalu
0,1-1 (0,2-2) pug/ml a u zbytku (30 %) v intervalu 1-10 (2-20) ug/ml. Nejnizsi hodnota ECsg
byla nalezena u izolatd 17 Pl 1 a 23/17 2/1, u kterych byl pfi koncentracich 0-0,1, resp.
0-0,2 pg/ml pozorovan 100% nértst mycelia a u zbylych testovanych koncentraci byl narast
mycelia naopak zcela inhibovan. Nejvyssi hodnota ECsy byla stanovena u izolatu 12/17

1/1 — 3,7 ng/ml pro prothiokonazol a 7,4 ug/ml pro tebukonazol.
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Tabulka 9 Piehled ECsg (ug/ml) a MIC (intervaly koncentraci v pg/ml) u fungicidu Tilmor s u¢innou latkou prothiokonazol

a tebukonazol pro jednotlivé testované izolaty Leptosphaeria maculans.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% izolath

prothiokonazol tebukonazol
Izolaty ECs MIC ECsg MIC
VP 3/1 0,557871718142430|10-100] 1,115743436284860 | 20-200
VP 8 0,962578441760957 | 10-100] 1,925156883521920 | 20-200
H 8/1 1,587382143653250 | 10-100 | 3,174764290373030 | 20200
23/17 1/3  ]10,399694659022344 | 1-10 |0,803931897423197| 2-20
12/17 1/1 | 3,698668913175930 | 10-100 | 7,397337826914930 | 20—200
15P12 1,388848157034730 | 10-100 | 2,777696314069450 | 20200
15PI 3 0,349004421099129| 0,1-1 ]0,698008842198260| 0,22
16 Pl 4 0,458758997472752| 0,1-1 ]0,917517994945506 | 0,2-2
16 PI 6 0,375843958560958 | 1-10 |0,751687917121917| 2-20
17PI1 0,314877397986374| 0,1-1 |0,629754795972749| 0,2-2
17PI5 0,425280500261712 | 10-100 | 0,850561000523425 | 20—200
7 2/2 1S0-LL |0,644662740818911| 0,1-1 [1,289325474719840| 0,2-2
9 2/2 1S0-HK | 0,672637311535368 | 0,1-1 |1,343581558511730| 0,2-2
3/17 1/1 1,244345791523570 | 10-100 | 2,488691583047140 | 20200
3/171/3 0,585147956057082 | 10-100] 1,176164204666540 | 20—200
8/17 1/3 1,264532171574090 | 10-100 | 2,529064343148180 | 20200
15/17 2/1 ]0,632117206652058 | 10-100 | 1,264234412942810 | 20-200
15/17 2/3 |1,143358686037490 | 10-100 | 2,286717372074970 [ 20-200
21/17 3/1 ]0,314877397986374 | 0,1-1 |0,629754795972749| 0,2-2
23/17 2/1 ]0,356734585418310 | 10-100|0,713469170836619 | 20200
Tilmor
(prothiokonazol, tebukonazol)

m EC50 (prothiokonazol)
| | | ®MIC (prothiokonazol)
| | mECH50 (tebukonazol)
—1 — BMIC (tebukonazol)

0,1-1 02-2 1-10  2-20 10-100  20-200

intervaly koncentraci (ng/ml)

Graf 11 EC50 a MIC u 20 izolati (%) v reakci na fungicid Tilmor s Géinnou latkou prothiokonazol a tebukonazol v danych

koncentracich.
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U niZze uvedeného Graf 12 mizeme vidét, Ze trend nartistu mycelia a inhibice rustu pfi
zvySovani koncentrace fungicidu byl obdobny jako u testovanych tc¢innych latek v predchozi
kapitole (U¢inné latky). U fungicidu Tilmor doslo k vyrazngj§imu poklesu nariistu mycelia
taktéz pri koncentraci prothiokonazolu 1 pg/ml jako u testované samostatné ucinné latky,
ovsem zde byl rist inhibovan pti dané koncentraci v praméru ze 79 % a u samostatné ucinné
latky (kapitola 5.1.2) pouze z 33 %. Od koncentrace 100 pug/ml byla inhibice jiz 100%. Oproti
tomu tebukonazol, pokud byl pouzit samostatn¢ (kapitola 5.1.3), inhiboval pti koncentraci 2

ng/ml rast mycelia pouze z 6 %.

Tilmor

(prothiokonazol, tebukonazol)

100 —

90 +— -

80 L

70 +— —

60 — M rist mycelia (%)
% 50 — L
0 40 +— __ @ inhibice ristu (%)

30 L

20 +— -

10 — — ] S --—"S-Sae

K 0,0001, 0,001; 0,01; 0,102 1;2 10;20 100; 200 1000;
0,0002 0,002 0,02 2000

koncentrace (ng/ml)

Graf 12 Srovnani primérého narlstu mycelia (%) a pramérné inhibice ristu (%) vSech izolatl pfi jednotlivych
koncentracich t¢inné latky prothiokonazol a tebukonazol u fungicidu Tilmor (K — kontrolni varianta).

5.2.2 Horizon

V nasledujici Tabulka 10 a Graf 13 Ize vidét, Ze u vétsiny izolati (75 %) byla hodnota
MIC v rozmezi koncentraci 10-100 pg/ml, u 20 % v intervalu 1-10 pg/ml a pouze u jednoho
izolatu az v rozmezi 100-1000 pg/ml.

Hodnota ECs, byla u 95 % izolatd v intevalu 1-10 pg/ml a pouze u jednoho izolatu
(7 2/2 1SO-LL ) byla tato hodnota v rozmezi 0,1-1 ug/ml. Tento izolat m¢l tedy nejniZsi
hodnotu ECsp — 0,76 pg/ml. Nejvyssi hodnota ECsy byla zjisténa u izolatu 8/17 1/3
(5,56 pg/ml).
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Tabulka 10 Piehled ECs (ng/ml) a MIC (intervaly koncentraci v pg/ml) u fungicidu Horizon s Géinnou latkou tebukonazol
pro jednotlivé testované izolaty Leptosphaeria maculans.

Izolaty ECs MIC
VP 3/1 3,220829608631380| 10-100
VP 8 4,271511760121230 | 100-1000
H 8/1 1,568101559434140| 10-100
23/17 1/3 | 3,484775712246290| 10-100
12/17 1/1 | 4,784862996761730| 10-100
15PI 2 2,300302819630990| 10-100
15PI 3 2,354326654085750 | 10-100
16 Pl 4 2,209586815545030 | 10-100
16 P16 1,274736808339040 1-10
17PI 1 3,394146131016540| 10-100
17 PI5 1,795837736142520 | 10-100
7 2/2 1S0-LL |0,755989927998214 | 10-100
9 2/2 1S0-HK | 1,579059941115910 1-10
3/17 1/1 2,741410006073620| 10-100
3/17 1/3 2,657072525865250 | 10-100
8/17 1/3 5,564021012102580| 10-100
15/17 2/1 | 4,265792344054650| 10-100
15/17 2/3 | 3,959298521258430| 10-100
21/17 31 1,344495156805060 1-10
23/17 2/1 1,066833485890000 1-10

Horizon
(tebukonazol)

100
90
80
70
60 mEC50
50
40 o MIC
30
20

10
0 || =
N

% izolata

Q N Q
N Q \)
N Q- N > N

intervaly koncentraci (ng/ml)
Graf 13 EC50 a MIC u 20 izolat (%) v reakci na fungicid Horizon s uginnou latkou tebukonazol v danych koncentracich.
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V uvedeném Graf 14 muzeme vidét obdobny trend snizovani nardstu mycelia a
zvySovani inhibice ristu pii zvySovani koncentrace ucinné latky, kdy doslo opét, jako u
testované samostatné ucinné latky tebukonazol, K vyrazngjsi inhibici rustu mycelia od
koncentrace 10 pg/ml, pfi¢emz u samostatné ucinné latky byla inhibice 42% a v ptipadé
fungicidu Horizon byla inhibice 75%. K 100% inhibici ristu mycelia doslo zde az pfi

koncentraci G€inné latky 1000 pg/ml.

Horizon

(tebukonazol)

100 —

90 —

80 —

70 —

60 — Erist mycelia (%)
% 50

40 - -

30 —

20 —

10 + —

inhibice ristu (%)

K 0,0001 0,001 001 0,1 1 10 100 1000

koncentrace (ng/ml)

Graf 14 Srovnani primémého naristu mycelia (%) a primérné inhibice ristu (%) vSech izolatd pii jednotlivych
koncentracich u¢inné latky tebukonazol u fungicidu Horizon (K — kontrolni varianta).

5.2.3 Bumper

Z Tabulka 11 a Graf 15 mzeme vidét, Zze u 100 % izolatd byla hodnota MIC u u¢inné
latky propikonazol vintervalu 1-10 pg/ml a u ucinné latky prochloraz v rozmezi
4,4-44 ng/ml.

Hodnota ECs se u fungicidu Bumper v piipadé ucinné latky propikonazol pohybovala
u 65 % izolatd v intervalu koncentraci 1-10 pg/ml a u 35 % izolati v rozmezi 0,1-1 pg/ml.
Nejnizsi hodnota ECsg u této G¢inné latky byla nalezena u izolatu 7 2/2 1S0-LL (0,18 pg/ml)
a naopak nejvyssi hodnota ECsg u izolatu 23/17 1/3 (2,83 pg/ml). V ptipadé ucinné latky
prochloraz, byla hodnota ECsy u 65 % izolata v intervalu 4,4-44 pg/ml, u 35 % izolatd
vrozmezi 0,44-4,4 pg/ml. U izolatu 7 2/2 1SO-LL byla nalezena nejnizsi hodnota ECsy
(0,79 pg/ml). Nejvyssi ECsp pro prochloraz byla zaznamenana taktéz u izolatu 23/17 1/3
(12,48 ng/ml).
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Tabulka 11 Prehled ECsy (ng/ml) a MIC (intervaly koncentraci v pg/ml) u fungicidu Bumper s G¢innymi latkami

propikonazol a prochloraz pro jednotlivé testované izolaty Leptosphaeria maculans.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% izolata

Graf 15 EC50 a MIC u 20 izolat (%) v reakci na fungicid Bumper s G¢innymi latkami propikonazol a prochloraz v danych

koncentracich.

intervaly koncentraci (ng/ml)

45

propikonazol prochloraz
Izolaty ECs MIC ECs MIC
VP 3/1 2,161516304738840 | 1-10| 9,541850827963360 | 4,4-44
VP 8 2,558560920886230 | 1-10 11,295039487412500 | 4,444
H 8/1 2,674898468699000 | 1-10] 11,811087845583800 | 4,4-44
23/17 1/3 | 2,827465819395240 | 1-10| 12,482417679859000 | 4,4-44
12/17 1/1 | 2,137488623705410 | 1-10| 9,435754661435380 | 4,444
15P12 2,543235337325850 | 1-10] 11,228140519170000 | 4,4-44
15P13 2,058289659709050 | 1-10 ] 9,086239249692360 | 4,4-44
16 Pl 4 0,617658913808856 | 1-10| 2,725257371797780 | 4,444
16 Pl 6 0,696421075765367 | 1-10| 3,072965185040920 |4,4-44
17PI1 0,623106028736044 | 1-10| 2,749304088519680 |4,4-44
17PI5 1,161030609140050 | 1-10| 5,124972178178190 | 4,4-44
7 2/2 1S0-LL |0,179787300158313 | 1-10| 0,792669778202195 |4,4-44
9 2/2 1S0-HK | 0,528738795159155 | 1-10| 2,332771945375230 |4,4-44
3/17 1/1 2,342440697518620 | 1-10] 10,340738727632800 | 4,4-44
3/17 1/3 2,246731398196260 | 1-10] 9,918125399611000 |4,4-44
8/17 1/3 1,577675157745860 | 1-10| 6,963879579825290 | 4,4-44
15/17 2/1 | 1,577675157745860 | 1-10| 6,963879579825290 |4,4-44
15/17 2/3 | 2,544056621024770 | 1-10]11,230994229550000 | 4,444
21/17 3/1 ]0,511035003950215 | 1-10| 2,254572625628660 | 4,4-44
23/17 2/1 ]0,981800798554971 | 1-10| 4,333389830817360 | 4,4-44
Bumper
(propikonazol, prochloraz)
: EC50 (propikonazol)
MIC (propikonazol)
® EC50 (prochloraz)
] N MIC (prochloraz)
0,1-1 0,44-44 1-10 4,4-44 10-100  44-444




V nize uvedeném Graf 16 lze vidét, ze u fungicidu Bumper byl opét se stoupajici
koncentraci patrny obdobny trend rustu mycelia a inhibice rustu jako u ptedchozich
fungicidnich latek. Pfi testovani samostatné ucinné latky propikonazol (kapitola 5.1.4), byla
zaznamenana vyrazné¢jsi inhibice rustu mycelia pii koncenteraci 10 pg/ml (69% inhibice) a u
u¢inné latky prochloraz pfi koncentraci 1 ug/ml (51% inhibice). Dale byla u testovani
samostatné ucinné latky prochloraz (kapitola 5.1.5) pii koncentraci 10 pg/ml inhibice jiz
100%. V pripadé fungicidu Bumper s témito G¢innymi latkami, byla vyraznéjsi inhibice pfi
koncentracich propikonazolu 1 pg/ml a prochlorazu 4,4 pg/ml (28% inhibice), pfi¢emz dale
od koncentrace propikonazolu 10 pg/ml a prochlorazu 44 pg/ml, dochazelo jiz k 100%

inhibici rlstu.

Bumper
(propikonazol, prochloraz)

100 -
90
80 -
70
60 -
50 - ® rist mycelia (%)
% 40 -
30 - ¥ inhibice rastu (%)
20 -
10
O ,

K 0,0001, 0,001, 0,01; 0,1, 1;44 10;44 100; 1000;
0,00044 0,0044 0,044 0,44 444 4444
koncentrace (ng/ml)

Graf 16 Srovnani primémného naristu mycelia (%) a primérné inhibice ristu (%) vSech izolatd pii jednotlivych
koncentracich G¢innych latek propikonazol a prochloraz u fungicidu Bumper (K — kontrolni varianta).
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6. Diskuze

Osevnich ploch zastoupenych fepkou olejkou v poslednich letech ptibyva, a to diky
jejimu vSestrannému vyuziti, velmi dobré rentabilité¢ a také zméndm ve struktufe osevnich
ploch na nasem uzemi (Zehnalek 2018). Vzhledem k tomuto faktu ptibyva chorob a Skadci,
které se na téchto pozemcich kazdorocné vyskytuji a snizuji tak kvalitu i vynos plodiny.
Jelikoz se tedy pfili§ nedodrzuje stfidani plodin, dochazi ke snizovani biodiverzity a pida
ztraci své prirozené fytosanitarni vlastnosti, je tieba vice dbat na ochranu plodin, a to vSemi
dostupnymi prostiedky (Saroun 2006). Kazda et al. (2010) uvadgji, ze mezi zakladni ochranné
metody proti fytopatogenim se fadi zpracovani pudy, vysev zdravého a uznaného osiva,
spravné provedené seti ve spravné hustot¢ a také vybér odolnych odrid. Nejucinnéjsi
metodou je zatim stidle chemicka ochrana, kterd ovSem muZe pii nespradvném pouzivani vést
az ke vzniku rezistentnich kment Skodlivych organismt a naslednému zvySovani davek
pesticidi pii ochrané rostlin vii¢i nim ¢i dokonce nedostupnosti funkéni chemické ochrany.

Tato diplomové prace se zabyva citlivosti n¢kolika izolati ptivodce, zpiisobujiciho
¢ernani stonku brukvovitych — patogenu Leptosphaeria maculans, k nékolika u¢innym latkam
a fungicidim pfii rozdilnych koncentracich. Znalosti o mife citlivosti patogenu, a tedy 1 miie
inhibi¢nich schopnosti jednotlivych fungicidnich latek jsou jednim z pfedpokladt efektivniho
pouzivani chemickych latek pti ochrané rostlin.

V této diplomové praci byl testovan vliv 5 ucinnych latek — pyraklostrobin,
prothiokonazil, tebukonazol, propikonazol, prochloraz a 3 fungicidd — Tilmor (a. L
prothiokonazol, tebukonazol), Horizon (u. 1. tebukonazol) a Bumper (0. 1. propikonazol,
prochloraz) v ruznych koncentracich na 20 izolati patogenu L. maculans, puvodci jedné
Z nejcastejSich chorob fepky. Citlivost tohoto patogenu testovalo ve své praci nékolik autort,
napiiklad Plachka et al. (2016) k fungicidim Horizon (0. l|. tebukonazol), Efilor (a. I
metkonazol, boskalid), Pictor (0. 1. dimoxystrobin, boskalid), Propulse (t. |. prothiokonazol,
fluopyram) a Prosaro (0.l. tebukonazol, prothiokonazol), dale Poslusnd & Plachka (2015)
k fungicidim Symetra (0. l. isopyrazam, azoxystrobin) a také Horizon, Efilor, Pictor nebo del
Rio Mendoza et al. (2018) k u¢innym latkdm azoxystrobin a pyraklostrobin.

Pti testovani vyse uvedenych ucinnych latek a fungicida, byl v této praci u vSech latek
pozorovan snizujici se narast mycelia a naopak zvySujici se inhibice riustu mycelia pfi
zvySovani koncentrace fungicidni latky v zivném médiu oproti kontrolni varianté, kteréd
neobsahovala zadné fungicidni latky. Tento fakt potvrzuji ve své praci také Plachka et al.

(2017), Rio Mendoza et al. (2018) nebo Ruckova (2015).
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Co se tyce testovanych samostatnych u¢innych latek, byla pozorovdna nejmensi
prumérnd inhibi¢ni schopnost u u¢inné latky tebukonazol, kde byl i pii koncentraci 1 pg/ml
zaznamenan prumérny narist mycelia 94 % oproti kontrole a pii nejvyssi testované
koncentraci (10 pg/ml) se nartst mycelia nesnizil pod 50 %. Hodnota MIC pak byla
stanovena u 100 % izolath > 10 pg/ml. Naopak nejvyssi inhibi¢ni schopnost jiz pfi
koncentraci 0,1 pg/ml vykazovala u¢inna latka pyraklostrobin, u které byl pozorovan
v pruméru pii této koncentraci 65% nartst mycelia. OvSem u nejvyssi testované koncentrace
(10 pg/ml) byl nardst u této ucinné latky praimérné 21 % a u prochlorazu pouze 0,3 %, ktery
byl tedy pfi této koncentraci u€¢inng;jsi.

Pti testovani fungicidii byl pozorovan nejnizsi inhibi¢ni efekt u ptipravku Horizon
sucinnou latkou tebukonazol, u kterého byl i pii koncentraci u¢inné latky 100 pg/ml
pozorovan nartst mycelia, i kdyz pouze u jediného izolatu (VP 8), kde byl nartst 17,75%
Vv porovnani s kontrolou. U ostatnich fungicidi byla pii této koncentraci inhibice rlstu
mycelia jiz 100%. U fungicidu Bumper byla zaznamenana 100% inhibice jiz u koncentrace
ucinnych latek propikonazol 10 pg/ml a prochloraz 44 ng/ml, kde je ovSem nutno brat v potaz
ucinek obou téchto latek. Hodnota MIC pak byla pro G¢innou latku tebukonazol u fungicidu
Horizon stanovena u 75 % izolat v intervalu 10-100 pg/ml, u u¢inné latky prothiokonazol
fungicidu Tilmor u 60 % izolatd v intervalu také 10-100 pg/ml. Uvazujeme-li 0 tebukonazolu
jako o soucasti pripravku Tilmor, pak interval hodnot MIC byl oproti prothiokonazolu u této
skupiny izolati dvojnasobny, tedy 20-200 pg/ml. Pfi pouziti fungicidu Bumper byla ve
100 % piipadi vymezena MIC v intervalech — pro propikonazol 1-10 ug/ a prochloraz
4,4-44 ng/ml. Ruckova (2015) ve své diplomové praci testovala 5 fungicidnich piipravka —
Horizon, Efilor, Pictor, Propulse, Prosaro — a pozorovala taktéz nejnizsi citlivost izolatt
Leptosphaeria spp. Kk pfipravku Horizon, u kterého stanovila hodnotu MIC 0,0125 %
(0,125 ul/ml). Tuto hodnotu MIC stanovily pro piipravek Horizon pfi testovani citlivosti
tohoto patogenu také Plachka et al. (2016).

Je zfejmé, ze nejvice UCinnym fungicidem byl piipravek Bumper, ktery ptredstavuje
kombinaci dvou ucinnych latek, pficemz propikonazol ma systémovy ucinek a prochloraz
lokaln¢ systémovy ucinek. Jak uvadi MatuSinsky et al. (2011), pfi fungicidnim oSetfovani
patii mezi zékladni antirezistentni strategie stfidani skupin ucinnych latek nebo pouzivani
kombinovanych fungicidii, obsahujici vice u¢innych latek s riznym mechanizmem ucinku.
Existuje jen n€kolik malo prci zabyvajicich se testovanim citlivosti patogenii Leptosphaeria
spp. vuci fungicidnim latkam a ve vétsiné ptipadi jde o latky ze skupiny azold, jelikoz je

Kk nim ¢asto pozorovana sniZena citlivost v polnich podminkach.
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Eckert et al. (2010) v ramci in vitro testovani dokonce zjistili také rozdily v citlivosti
mezi druhy L. maculans a L. biglobosa, kdy nizsi citlivost k fungicidim flusilazol a
tebukonazol byla zjisténa u izolati L. biglobosa. Sewell et al. (2017) zase zjistili v porovnani
S
L. biglobosa nizsi citlivost druhu L. maculans k G¢inné latce prothioconazole-desthio, naopak
vyssi citlivost L. maculans k latce flusilazol a zadné rozdily v citlivosti mezi druhy vaci latce
tebuconazol. Ruckova (2015) ve své praci zase uvadi, ze mezi izolaty L. maculans a
L. biglobosa nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v citlivosti viéi vySe zminénym
pouzitym piipravkim. Sewell et al. (2017) déale pozorovali odlisnou citlivost téchto patogenti
k azolovym fungicidim mezi testovanim in vitro a in planta.

Van de Wouw et al. (2017) ve své praci zjistovali hodnoty ECsg pfi pouziti ucinné
latky ze skupiny azoli — tebukonazol, a to u odolnych a citlivych izolati Leptosphaeria
maculans. Ze vsech testovanych izolati byla nejéastéji hodnota ECsy (U 30 %) zjisténa
v rozmezi koncentraci 0,5-0,6 pg/ml, pfi¢emz z toho byly 2/3 izolatt rezistentni a 1/3 izolata
kontrolni (citlivé). V této diplomové praci byla u izolatt L. maculans pii pouziti uc¢inné latky
tebukonazol zjisténa nejcastéji hodnota ECsp > 10 pg/ml (u 35 % izolath), pricemz nejnizsi
sledovana hodnota ECsy byla 5,3 pg/ml a nejvyssi hodnota ECsy byla 157,06 pg/ml.
Sewell et al. (2017) uvad¢ji nejnizsi hodnotu ECsg pfi testovani ucinné latky tebukonazol na
izolatech L. maculans v in vitro testovani < 0,8 pg/ml a nejvyssi v intervalu 0,8-1,6 pg/ml.
Rozdil mezi témito hodnotami ECsp a hodnotami jinych autort se u jednotlivych izolath velmi
1isi, coz muze byt zptisobeno urcitou odolnosti nékterych izolati tohoto patogenu. Hegebarth
(2010) ve své praci testovala citlivost izolati Leptosphaeria spp. k n¢kolika fungicidim ze
skupiny azoli (difenokonazol, flusilazol, prochloraz, prothiokonazol, tebukonazol,
metkonazol), kdy nejvyssi hodnoty ECsy byly zjistény u ucinnych latek prothiokonazol a
tebukonazol, v této diplomové praci byly nejvyssi hodnoty ECsg zaznamenany u ucinnych
latek propikonazol a tebukonazol.

U ucinné latky prothiokonazol vin planta podminkach Sewell et al. (2017) zase
pozorovali témet 45% nartist mycelia oproti kontrole pfi koncentraci 2 pg/ml a témét 35%
nartst mycelia oproti kontrole pfi koncentraci 20 pg/ml. V této diplomové praci byl zjistén pii
in vitro testovani této ucinné latky 67% narGst mycelia oproti kontrole pii koncentraci
1 pg/ml a 30% narist pti koncentraci 10 pg/ml.

Jak uvadéji Fraser et al. (2016), u fungicidl ze skupiny strobilurinti, které se pouzivaji
pii ochrané fepky vic¢i fomovému Cernani stonku, hrozi také vyssi riziko vzniku rezistence

patogenu vici nim. Pro u¢innou latku pyraklostrobin zde uvadéji hodnotu ECsp — 0,09 pg/ml.
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Rio Mendoza et al. (2018) pfi testovani citlivosti patogenu L. maculans vici G¢inné latce
pyraklostrobin uvadéji sttedni hodnotu ECsp — 0,0018 pg/ml. V této diplomové praci byla
hodnota ECsy pro pyraklostrobin u 65 % izolata v intervalu 0,1-1 pg/ml, u 30 % v intervalu
1-10 pg/ml a pouze u jednoho izolatu v rozmezi hodnot 0,01-0,1 pg/ml, pfi¢emz u nejnizsi
testované koncentrace 0,001 pg/ml byl nartist mycelia 96%.

Jak uvadi Prokop (2017), kone¢né formulace piipravki kromé Géinné latky nebo
kombinace ucinnych latek, obsahuji také formulacni ptisady, safenery, adjuvanty a
v neposledni fad¢ synergenty, které podporuji aktivitu obsazené ucinné latky. V této
diplomové praci byly testovany uc¢inné latky tebukonazol, prothiokonazol, propikonazol a
prochloraz jak samostatné, tak obsazené ve fungicidnim ptipravku. Z vysledku je patrné, ze
vSechny tyto u¢inné latky mély odlisné inhibi¢ni schopnosti v totoznych koncentracich prave
v pfipadé¢ samostatném pouziti nebo pokud byly soucésti fungicidu. U ucinné latky
prothiokonazol byl vyrazngjsi pokles praimérného narstu mycelia zaznamenan u koncentrace
1 pg/ml, kdy u samostatné u¢inné latky byl tento nartist oproti kontrolni variant¢ 67% a u
fungicidu Tilmor s touto u¢innou latkou v dané koncentraci 79%. V tomto piipadé méla
uc¢inna latka vySsi inhibicni schopnost pii samostatném pouziti. U samostatné ucinné latky
tebukonazol bylo vyraznéj$i snizeni prumérného narGstu mycelia zaznamendno az u
koncentrace 10 pg/ml (58 %) a pfi pouziti fungicidu Horizon s touto ucinnou latkou, byl pfi
této koncentraci primérny nartst mycelia 25% — zde byl tedy u¢inngjsi fungicid. U fungicidu
Bumper byl primérny narust mycelia 0 % jiz u koncentrace propikonazolu 10 pg/ml a
prochlorazu 44 pg/ml, ovSem u samostatné testovanych G¢innych latek byl pramérny nartst
mycelia pii téchto koncentracich u propikonazolu 31 % a u prochlorazu 0,3 %. Jak jiz bylo
feCeno, je nutno brat v potaz kombinaci dvou ucinnych latek obsazenych ve fungicidu
Bumper.

Z vySe zminénych udaji vyplyva, Ze je Casto pozorovdna snizend citlivost izolati
patogenu Leptosphaeria spp. Kk ptipravku Horizon, respektive k uc¢inné latce tebukonazol,
ktera je nejvice (2017 spottebovano 70 282 kg) vyuzivana pii ochrané fepky vici chorobé
zpusobované timto patogenem (Musil 2018). V ceniku chemickych piipravku z roku 2019 na
strankach E-agro, je uvedena cena za 1 litr pfipravku Horizon 910,-, Tilmor 1.004,- a Bumper
1.054,- (uvedené ceny jsou bez DPH). Jednim z diivodi ¢astého pouzivani fungicidu Horizon
a nasledné tvorbé odolnosti patogenil vi¢i nému, miize byt i cena vyrobku, kterd je péstiteli
Casto preferovana. Opakovana volba stejné¢ho piipravku se stejnym mechanismem ucinku
muze ovSem vést ke zminéné snizené citlivosti patogenu a nasledné zhorSené ¢i dokonce

nedostupné ochrané¢ vi¢i nému. Proto je nutné dodrzovat antirezistentni strategie, at’ uz
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vybérem vhodné odridy a pozemku, spravnym zpracovanim pudy a zaloZenim porostu,
pouzivanim doporucené davky piipravki, stfidanim rGznych ucinych latek s jinym mistem
ptisobeni ¢i pouzitim kombinovaného pfipravku nebo samotnym monitoringem odolnych

Skodlivych organismi a rizikovych piipravka (Ackermann 2013; Kazda et al. 2010).

o1



7. Zavér

e V praci bylo testovano 5 ucinnych latek (pyraklostrobin, prothiokonazol, tebukonazol,
propikonazol, prochloraz) a 3 fungicidy (Tilmor, Horizon, Bumper) pfi riznych
koncentracich a to na 20 izolatech patogenu Leptosphaeria maculans.

e Byla prokézana hypotéza rizné citlivosti izolatl vii¢i jednotlivym fungicidnim latkam.

e Nejnizsi citlivost izolatt tohoto patogenu byla zjisténa k ucinné latce tebukonazol, u
kterého byla pii koncentraci 10 ug/ml zjisténa primérna inhibice rastu mycelia 42 %.
U fungicidd byla sledovana nejnizsi citlivost izolatd k piipravku Horizon, ktery
obsahuje také u¢innou latku tebukonazol a zde byla primérna inhibice ristu pii stejné
koncentraci 75 %. Pti koncentraci 100 pg/ml byla inhibice ristu u vSech fungicida
100% az na piipravek Horizon, kde byl u jediného izolatu pozorovan nartust mycelia.

e Nejvyssi citlivost patogenu byla pozorovana pii testovani €inné latky prochloraz, kde
doslo u koncentrace 1 pg/ml K primérné inhibici rdstu z51 % a pii koncentraci
10 pg/ml dokonce K primérné inhibici ristu z 99,7 %. Z fungicidi mél nejvyssi
inhibi¢ni schopnost pfipravek Bumper, a to i vzhledem ke kombinaci dvou u¢innych
latek (propikonazol, prochloraz).

e Rezistence K testovanym fungicidnim latkdm nebyla prokazana, ale vzhledem ke
snizené citlivosti izolatd Leptosphaeria spp. Kk fungicidu Horizon a u¢inné latce
tebukonazol, je nutné tento ptfipravek vnimat jako rizikovy a je zde moznost
potencionalniho vzniku rezistentnich populaci tohoto patogenu.

e Casto je péstitely preferovana cena piipravku a jeho vysoka u¢innost bez ohledu na to,
jaké negativni nésledky muze mit opakované pouzivani stejnych ¢i dokonce
rizikovych fungicidi. Z dGvodu potenciondlniho vzniku rezistentnich kmeni
Skodlivych organismi a nésledného omezeni moZznosti ochrany vi¢i nim, je nutné
dodrzovat antirezistentni strategie, jako je dodrzovani doporuc¢ené davky ptipravk,
stiidani jednotlivych skupin latek s riznym mechanizmem ucinku, ale také monitoring

téchto vice ¢i mén¢ odolnych organismi a rizikovych fungicida.
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