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Abstrakt

V teoretické cCasti byla vypracovana literarni reSerSe tykajici se charakteristiky padli
(Erysiphales) v¢etné padli dynovitych, chemické ochrany vuci padli, integrované ochrany
rostlin, biologické kontroly a jinych metod ochrany rostlin vic¢i padli. Experimentalni ¢ast
se zabyvala testovanim ucinnych latek: fosfonat draselny, lecitin, sira, hydrogenuhlicitan
draselny a tymianovy olej, pomoci modifikované metody listovych diskt podle Lebedy
a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008) na souboru izolati Podosphaera xanthii
z Ceské republiky (CR). Nové byla testovana metoda celych rostlin. Fosfonat draselny ukazal
nizkou miru efektivity vigi izolatim P. xanthii zroku 2016 z CR, a naopak zvysenou
G¢innost viiéi sbirkovym a pracovnim izolatim P. xanthii z CR. Metodou celych rostlin byla
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mezi obéma pouzitymi metodami. Pfi pouziti modifikované metody listovych diskl
se ukazala fytotoxicita. Mikroskopické sledovani vyvoje P. xanthii po aplikaci

hydrogenuhli¢itanu draselného potvrdilo netcinnost aplikované uc¢inné latky.
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1. Uvod

Padli je jednim z nejvice roz$ifenych patogenti, napada celou fadu rostlin a zpisobuje znacné
ztraty vynosu po celém svété. (Lebeda et al., 2017) V Ceské republice se na tykvovitych
rostlinach vyskytuji dva puavodci padli dynovitych: Podosphaera xanthii (P. xanthii)
a Golovinomyces orontii (G. orontii), pfi¢emz z dlouhodobého hlediska se zda, ze druh
G. orontii v Ceské republice dlouhodobé prevazuje. S globalnim oteplovanim je mozné,
ze se druh P. xanthii, ktery je ve srovnani s G. orontii teplomilnéjsi, ¢asem se dostane
i do oblasti, kde se dfive nevyskytoval. (Ktistkova et al., 2009; Lebeda et al., 2021)
Padli dynovitych je povazovano za nebezpeéného patogena. Velmi problematicka se ukazuje
geneticka variabilita patogenity obou druht, jak na Grovni patotypi, tak na Grovni ras.
(Lebeda et. al., 2017; Lebeda et al., 2021) Jednim z hlavnich nastrojii souc¢asnosti v ochrané
proti padli dynovitych je chemicka ochrana. Byla vyvinuta fada chemickych pesticidi,
zaroven vSak vuc¢i mnohym z nich se vyvinula rezistence. (Lebeda et al., 2017; Sedlakova
a Lebeda, 2008). Nyni je snaha od aplikace chemickych pesticidi upustit a piejit
na alternativni ochranu rostlin, kterd by neméla mit negativni vliv na zivotni prostfedi, a také
by nedochazelo k moznému vzniku rezistence k danym pesticidam. (Caffi et al., 2017,
Strassemeyer, 2017) Vznikla fada studii zabyvajici se pravé vznikem rezistence vic¢i danym
fungicidim. (Lebeda et al., 2010; Sedlakova a Lebeda, 2008) Z téchto a mnoha dalsich
davodi je snaha o vyvinuti biologické kontroly. Po celém svété se vytvari fada vyzkumnych
tymd, jenz se zabyva ochranou rostlin vaéi padli, popiipad¢ testovanim pouziti vhodné
biologické ochrany a jeji vliv na vyskyt padli, ale také na stav celé rostliny (rust rostliny,
obsah chlorofylu). (Hafez et al., 2018; Moyer, 2007)

V Ceské republice se problematikou padli dyiiovitych zabyva tym prof. Lebedy
a Dr. Sedlakové na Katedfe botaniky Piirodovédecké Fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci jiz fadu let. A byly v minulosti nebo jsou v soucasnosti feseny v ramci nékolika
granti  (QH 71229; MSM 6198959215; QK 21010064; IGA PrF 2020-003;
IGA PrF 2021-001; IGA PrF 2022-002)

Toto téma fe$i také tato diplomova prace, jenz je zaméfena V teoretické Casti predevs§im
na biologickou ochranu rostlina v experimentalni ¢asti sleduje u¢innost vybranych pfipravku
viiéi izolatim padli dynovitych (P. xanthii) pochazejici z Ceské republiky a jednoho izolatu
P. xanthii pochazejiciho z Némecka. Problematikou ochrany rostlin vici padli dynovitych

se zabyvala jiz fada student Katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého.



Tato diplomova prace tak navazuje i na bakalafskou praci Vladislavy Valné (2019). Vysledky
by tak mohly pfispét k detailnéjSimu poznani rezistence padli dynovitych vyskytujici

se v Ceské republice k vybranych ti¢innym latkam.



2. Cile prace

Teoretickd cast této diplomové prace méla za cil vypracovani literarni reSerSe na téma
charakteristika padli (Erysiphales) vcetn¢ padli dynovitych, chemickou ochranu vuci padli
véetné rezistence padli dyiovitych viéi fungicidim v Ceské republice. Dale se tato
diplomova prace zabyva také integrovanou ochranou rostlin, piedevsim biologickou

kontrolou a jinymi metodami ochrany rostlin vici padli.
Experimentalni ¢ast zahrnuje tii hlavni cile:

1. zpracovani protokoli z testovani ucinnosti fosfonatu draselného, lecitinu a siry vuci
souboru izolati P. xanthii pochazejicich zroku 2016 z Ceské republiky, testovanych
modifikovanou metodou listovych diskt podle Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové
a Lebedy (2008).

2. testovani ucinnosti ¢tyt ucinnych latek fosfonatu draselného, lecitinu, hydrogenuhlic¢itanu
draselného a tymianu vici izolatim P. xanthii pochézejici ze sbirkové a pracovni kolekce UPOL

véetné jednoho izolatu P. xanthii pochazejictho z Némecka testované metodou listovych diskt podle

Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008) a nové metodou celych rostlin.

3. mikroskopické sledovani vyvoje P. xanthii na C. sativus odrudé Perzeus F1 po aplikaci

hydrogenuhli¢itanu draselného.
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3. Literarni reSerse

3.1. Charakteristika padli (Erysiphales) véetné padli dynovitych

Padli (fad Erysiphales) zahrnuje fadu patogent, ktefi jsou puvodci chorob rostlin.
Jednéd se o obligatni parazity, nelze je proto zkoumat na umélych médiich, pro sviij rast
a vyvoj potiebuji zivy organismus. (Lebeda et al., 2017; Moyer, 2007) Jejich vyskyt je velmi
Casty. Padli napada az 10 000 druhti krytosemennych rostlin po celém svété, napt. révu

vinnou, ovocné stromy, obilniny, chmel, ale také okrasné rostliny. (Lebeda et al., 2017)

Rad Erysiphales patii do skupiny vieckovytrusych hub (oddéleni: Ascomycota). Poprvé padli
(Erysiphales) popsal Carl Linné, ktery ho obohatil védeckym jménem. V soucasné dobé
je popsano okolo 820 druhti padli. (Lebeda et al., 2017)

Taxonomicka klasifikace padli (fad Erysiphales): (Lebedaet al., 2017)
Rige: Fungi
Odd¢leni: Ascomycota
Pododd¢lni: Pezizomycotina
Ttida: Leotiomycetes
Rad: Erysiphales

Celed: Erysiphaceae

Vyvoj pojmenovani hlavnich pivodci padli dynovitych:
Golovinomyces orontii (Castagne) Helutas. lat.
syn. Erysiphe orontii Castagne

syn. Erysiphe cichoracearum (DC)

Golovinomyces cucurbitacearum (R. Y. Zheng & G. Q. Chen.) Vakal & Kliron.

syn. Erysiphe cucurbitacearumR. Y. Zheng & G. Q. Chen.

11



Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun & Shishkoff

syn. Erysiphe xanthii (Castagne)

syn. Sphaerotheca xanthii (Castagne) L. Junell

syn. Sphaerotheca fusca emend. (s.lat.) (Braun, 1987)

syn. Sphaerotheca fuscata (Berk. & M. A. Curtis) Serbinow

syn. Sphaerotheca fuligineaf. cucurbitae Jacz,

Leveillulataurica (Lév.) G. Arnaud

syn. Erysiphe taurica Lév.

syn. Oidiopsistaurica (Lév.) E. S. Salmon
(Braun a Cook, 2012)

Na okurce seté a dalSich tykvovitych rostlinach byly popsény tii rizné druhy padli. Tyto
druhy se dle soucasné taxonomie fadi do tti rodt (Golovinomyces, Podosphaera, Leveillula).
G. oronthii (Go) a P. xanthii (Px) jsou bézné se vyskytujici druhy, a proto i hospodaisky
vyznamné. Zatimco L. taurica se vyskytuje méné Casto, a to prevazné v suchych a horskych

oblastech, jedna se hospodaisky malo vyznamny druh. (Lebeda et al., 2017)

3.1.1. Hostitelsky okruh padli dynovitych

Oba druhy (G. orontii a P. xanthii) maji Sirokou $kalu hostitel. Hostitelskymi rostlinami
u druhu G. orontii je mnoho ¢eledi od Asteraceae po Vitaceae, ale také zna¢né mnozstvi rodu
a druht rostlin. Velmi vyznamnou hostitelskou skupinou je ¢eled’ Cucurbitacae s fadou rodti
kulturnich i plané¢ rostoucich rostlin napt. Bryonia, Citrullus, Cucumis, Cucurbita,
Echinocystis. Nicmén¢, hostitelska specificnost a moznost kiizového pienosu u G. orontii
na hostitelské rostliny, které jsou taxonomicky vzdalené€jsi jsou doposud malo zndmy.
P. xanthii ma také mnoho hostitelskych rostlin od Asteraceae po Solanaceae a Verbenaceae.

Vyznamnou hostitelskou ¢eledi jsou i také Cucurbitaceae zahrnujici napi. Citrullus,

Lagenaria, Trichosanthes, Cucumis, Cucurbita, Luffa, Benincasa, (Lebeda et al., 2017)
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3.1.2. Popis patogena

Oba druhy padli (Golovinomyces, Podosphaera) jsou vyznamné pro ¢eled” Cucurbitaceae.
Pomoci symptoml ani za pouziti lupy je nelze od sebe rozliS§it. Miizeme je spolehlivé
identifikovat pomoci mikroskopu pozorovanim konidii pii pouziti 3% KOH zvyraznénim

fibrozinovych télisek. (Lebeda et al., 2017)

G. orontii ma mycelium povrchové, tenkosténné, septatni a bile zbarvené. Hyfy ma
zprohybané a vétvené do pravého thlu. Konidiofory byvaji centralné umistény. Konidie jsou
tvofeny kratkymi fetézci. Konidie nemaji fibrozinova téliska. Na koncich konidii se vytvari
kli¢ni vlakna, ktera jsou nevétvena a jsou zakoncena kyjovitym apresoriem typu Euoidium.
Plodnice je chasmothecium, které ma kulovity tvarem a je hnédé az Cerné zbarven. Lze
ho nalézt na povrchu napadenych pletiv. V plodnici se nachézi 5-14 viecek, kterd jsou
kyjovitého, pytlovitého nebo stopkovitého tvaru. Viecka obsahuji bezbarvé az nazloutlé 2-4

askospory, které maji elipsovité-vejcity tvar. (Lebeda et al., 2017; Braun a Cook, 2012)

P. xanthii ma mycelium povrchové, septatni, tenkosténné a bile zbarvené. Mycelium tvofi
husté povlaky. Z horni ¢asti matei'ské hyfalni buiiky se vytvaieji konidiofory. Tvoii se fetézce
konidii. Na konidiich se vytvati kliéni vlakna. Plodnice je chasmothecium. V chasmotheciu
se vyskytuje pouze jedno viecko. Viecka maji Siroce elipsovité-vejéity az subglobdzni tvar.
Nachazi se v nich 6-8 askospor. Askospory jsou bezbarvé a maji Siroce elipsovité-vejéity
az subglobuldzni tvar. (Lebeda et al., 2017; Braun a Cook, 2012)

3.1.3. Symptomy padli dynovitych

Na vyskyt symptomii mé pifedevsim vliv geograficka oblast, ve které se padli nachazi.
Ve stfedni Evropé€ 1ze prvni symptomy zaznamenat od zacatku léta do zacatku podzimu. Oba
druhy (Golovinomyces oronthii, Podosphaera xanthii) se vyviji na horni strané listtive formé
pustuli. Pustule jsou drobna okrouhla loziska. Postupné dochazi k jejich kolonizaci a pfi velmi
silném napadeni se spojuji a vznika tak souvisly bily povlak. (obrazek 29) Avsak infekce se
muze objevit i na spodni strané¢ listi. U nékterych druht (Cucurbita pepo) ma na napadeni
velky vliv morfotyp a habitus hostitelské rostliny. Napadeni padlim bylo zaznamenano i na
kvétech, pupenech ¢i kali$nich listcich. U nékterych rostlin mize dojit k napadeni fapiki
stonkt. V Holickém arealu PiF UP v Olomouci bylo v roce 2014 padli vidéno i na plodech
Citrullus lanatus, coz byva pozorovano ojedinéle. Listy, které jsou brzy a silné napadeny
¢asem Zloutnou az dojde k jejich nekrotizaci. Ke konci vegetace mohou odumirat. Intenzita

napadeni porostti ovlivituje vynos plodu a nutri¢ni kvalitu. (Lebeda et al., 2017) Pii smiSeném
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vyskytu infekce (Golovinomyces orontii, Podosphaera xanthii) se piiznaky mohou na

hostitelskych rostlinach vyskytovat déle. (Lebeda et al., 2021)

3.1.4. Vyvojovy cyklus a epidemiologie padli dynovitych

Oba druhy (Golovinomyces oronthii, Podosphaera xanthii) maji odlisné ekologické naroky,
z toho divodu je ovlivnéno jejich geografické rozsiteni, Zivotni cyklus i epidemiologie. G.
oronthii je druh chladnomilngj$i, zatimco P. xanthii je teplomilnéjsi. Oba druhy jsou
heterothalické houby. V pohlavni fazi dochazi ke vzniku chasmothecii s viecky a
v nepohlavnim procesu se tvoti na konidioforech konidie. Ale maji rozdilné teplotni naroky
na konidiogenezi, kli¢eni konidii a jejich penetraci. (Lebeda et al., 2017) Na vyvoj epidemie
maji kromé& patogenu, hostitelské rostliny, vliv i podminky prostfedi jimiz jsou teplota,

vlhkost a svétlo. (Moyer, 2007)

Hlavnimi disperznimi propagulemi jsou konidie, chasmothecia a askospory. Pienos byva
vétrem, nebo jinym zpusobem napi. ¢lovékem, hmyzem, pomoci zemédélské techniky.
Konidie se pomoci vétru mohou piendset na velké vzdalenosti (desitky az stovky km).
(Lebedaet al., 2017)

Pokud se CPM (cucurbit powdery mildew) vyskytuje na zac¢atku vegetacniho obdobi rostliny

muze snizit fotosyntetickou kapacitu a ma negativni vliv na rist a vyvoj rostlin a kvalitu

plodin. (Lebeda et al., 2021)

Frekvence padli se mtze v priubéhu let ménit disledkem klimatické zmény. Studie v Severni
Italii ukazala ¢asovy posun ve vyskytu druhti Go a Px. To lze vysvétlit vlivem sezénnich

zmén teplot a vlhkosti. (Lebeda et al. 2021)

3.1.5. RozSireni a ekonomicky vyznam padli dynovitych

Tykvovita zelenina je oblibena a patii mezi dilezité plodiny péstované po celém svété, jedna
se napi. o okurku (Cucumis sativus), meloun cukrovy (Cucumis melo), vodni meloun
(Citrullus lanatus), dyn¢ a tykve (Cucurbita sp.). (Khalaf a Ralzada, 2018) Pro tykvovité
rostliny je padli nebezpeCnym patogenem, nebot oslabuje rostlinu. Rostlina mize byt
napadena dal$imi vice Skodlivymi patogeny. (Lebeda et al., 2017) VSechny ekonomicky
vyznamné tykvovité plodiny jsou schopné byt hostiteli obou druhtt CPM, vyznacuji se velkou
fenotypovou a genetickou variabilitou. Jedna se o jedny z nejstar§ich domestikovanych
rostlin, patfici mezi prvni zeleninové plodiny pted 8000-1200 lety ve Starém i Novém svéte.

(Lebeda et al., 2021) Vznikly a byly domestikovany v tropech a vlhkych subtropech napiic¢
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kontinenty. (Khalaf a Ralzada, 2018) Intenzivni §lechténi tykvovitych rostlin na zakladé
védeckych principt zacal asi pred 100 lety. V roce 1920-1930 byla snaha o zlep$eni produkce
a kvality plodin, o dosazeni rezistence rostlin vii¢i padli, nebot’ se zda, Ze se jedna o nejlepsi

moznost moci zabranit vyskytu CPM. (Lebedaet al., 2021)

G. orontili, ale také i G. cucurbitacearum se ¢asto vyskytuji v temperatnich oblastech, kde je
lze najit na tade zastupcu celedi Cucurbitaceae. G. orontii na hostitelskych rostlinach
v Evropé€, Severni a Jizni Americe, Africe, Asii a na Novém Zélandu, jak na kulturnich
rostlinach, tak i na planych rostlinach. Jedna se o patogena s globalnim rozsifenim. Pfevazuje
v podminkach, kde je chladng&jsi klima. Jeho ,biologicka struktura“ je komplexni a malo

znama. Pievazuje ve stfedni a severni Evropé na dynovitych rostlinach. (K¥istkova et al.,
2009; Lebedaet al., 2017)

Zatimco P. xanthii se vyskytuje v sussich a teplejsich a humidnéjsich oblastech a také v
krytych kulturach. Diky klimatickym zmé&nam se nachazi i v temperatnich oblastech. Napada
tykvovité rostliny v Jizni Evropé€, Kalifornii, Izraeli, asijskych zemi, ale jeho vyskyt byl
zaznamenan také ve Svédsku. (Lebeda et al., 2017; Rur et al., 2018)

V ptirodé 1ze G. orontii a P. xanthii nalézt i pfimo na jedné rostliné, popfipad¢ na jednom
listu. Oba tyto druhy mohou zpisobovat pfi silném napadeni velmi vazné skody. (Lebeda et
al., 2017)

Golovinomyces orontii (Go) (syn. Erysiphe cichoracearum s.l.) a Podosphaera xanthii (Px)
(syn. Sphaerotheca fuliginea) maji vysoky evolu¢ni potencial. (Lebeda et al., 2010) Lze je
povazovat za rizikové patogeny. (Sedlakova a Lebeda, 2008) U populace patogenu s vysokym
evolucnim potencidlem je vétsi pravdépodobnost, ze prekond genetickou odolnost rostlin
anebo vyvine rezistenci na fungicidy, nez je tomu u populace patogenu s nizsim evolu¢nim
potencidlem. Druhy CPM vykazuji vysokou variabilitu v patogenité a virulenci. Existuje
velké mnozstvi riiznych patotypt a ras. (Lebeda et al., 2010) To bude pfedmétem nasledujici

kapitoly.

3.1.7. Patogenni variabilita padli dynovitych

Patotyp lze povazovat za pomocnou fytopatologickou kategorii patogenity, jenz upfesiuje a
popisuje pomoci urcitého oznaceni hostitelsky okruh daného izolatu urcitého druhu padli.
Patotyp charakterizuje patogenni variabilitu z hlediska hostitelského okruhu daného patogena.
Patotypy lze rozlisit pouze podle patogenity na ptesné definovaném souboru diferenciacnich
genotypll hostitele, jenZ je tvofen riznymi rody, nikoli podle morfologie. Byla vytvofena

15



dlouhodoba studie patogenni variability na drovni patotypl tykajici se pivodctu padli
dynovitych (G. orontii a P. xanthii) v Ceské republice. Tato studie potvrdila existenci velkého
mnozstvi patotypii obou patogenti, které jsou v Case a prostoru variabilni. (Lebeda et al.,

2011; Lebedaet al., 2017) (tabulka 1)

Tabulka 1: Piehled patotypu padli dynovitych (Golovinomyces orontii, Podosphaera xanthii)
determinovanych ve svété a v Ceské republice v letech 2000-2009 (pievzato z Lebeda et. al., 2017)

Druh patogena
Stat Pocet determinovanych patotypU Literatura **
Golovinomyces orontii | Podosphaera xanthii

Bertrand (1991),

Francie 4 3 Bertrand et al. (1992)
Spanélsko - 4 del Pino et al. (2002)
Eeska republika Lebeda a Sedldkova (2004,
P 13 (12/1)* 7 (6/1)* 2006), Sedlakova a Lebeda
2000-2009
(2010)
Celkem 17 14

*pocet patotypii determinovanych pouze v Ceské republice / poet patotypt znamych také z jinych
zemi

** citace pievzaty z Lebeda et al. (2011)

Stupen virulence na souboru vybranych genotypt urcitého hostitelského druhu predstavuji
rasy. (Lebeda et al. 2011) Rasy lze definovat jako biotyp, popiipadé skupinu biotypi uvnitt
druhu, jenz se od druht jinych lisi fyziologickymi charakteristikami a primarné virulenci.
Rasy lze také definovat jako populace patogena, ve které majijedinci stejnou kombinaci gent
(faktoru) virulence. Rasy nelze rozlisit morfologicky. Rasy se 1isi fyziologickou specializaci
izolatlh patogena a virulenci na odridéach téhoz hostitelského druhu nebo blizce piibuznych
druht. Rasy jsou rozliSovany prevazné u houbovych organismu a bakterii. Determinace ras je
pomoci biologického testu, tzn. inokulaci c¢isté kultury patogena na soubor piesné
definovanych genotypli hostitele, které se 1i§i pfitomnosti rasové specifickych gent
rezistence. K popisu ras je pouzivano alfabetické, alfanumerické az numerické systému.
Nicméné jejich nejednotnost vede ke zmatkiim a neni moznost rasy srovnavat, je mezinarodni
komunikace je také zkomplikovana. Proto je snaha o uziti numerickych kodi, jenz jsou
akceptovany i ve svéte. Pro populacni studie se vyuziva vyjadfovani virulence ras pomoci
tzv. v-fenotypu neboli fenotypu virulence. Fenotyp virulence popisuje kazdy izolat patogena
Z hlediska nepfitomnosti (pfitomnosti) faktorti virulence. Poté je mozZzné pomoci populacné
genetickych metod zpracovat a interpretovat ziskané vysledky. Padli je velice variabilni ve

virulenci. (Lebeda et al., 2017) Vysledky dlouhodobého studia variability virulence
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u populaci padli dytovitych (G. orontii a P. xantii) Ceské republiky ukazaly, Ze populace
obou patogenti maji vysokou variabilituras a rozsahlou variabilitu v prostorua ¢ase. (Lebeda
et al. 2011; Lebeda et al., 2021) U druhu P. xanthii byla velka variabilita na trovni ras
potvrzenai Vv jinych zemich. (Lebeda et al., 2017) (tabulka 2)

Tabulka 2: Pfehled ras padli dynovitych (Golovinomyces orontii, Podosphaera xanthii)

determinovanych ve svété a v Ceské republice v letech 2000-2009 (pievzato z Lebeda et al. 2017)

Druh patogena

Stat Pocet determinovanych patotypt Literatura **
Golovinomyces orontii | Podosphaera xanthii
Celosvétové 2 31 McCreight et al. (2012)

Ceska republika Lebeda et al. (2007),
2000-2009 Sedlakova a Lebeda (2010)
*podet ras determinovanych pouze v Ceské republice / pocet ras znamych také z jinych zemi

90 (90/0)* 61 (57/4)*

** citace pfevzaty z Lebeda et al. (2011)

3.2. Chemicka ochrana vuci padli

V soucasné dobé se po celém svété pouziva téméf 70 rtznych Géinnych latek vuci padli
(Erysiphales). Dle mechanismu ptisobeni (Mode of Action = MoA) je lze rozdélit do 14
skupin a dale do 21 chemickych skupin ozna¢enych kdédem v databazi FRAC z roku 2015
(Fungicide Resistance Action Committee). (Lebeda et al., 2017) Da se ptedpokladat, ze

V soucasnosti s vyvojem novych fungicidii pocet téchto ucinnych latek narlista.

Chemicka ochrana pomoci fungicidii je nejvice uzivanou a efektivni metodou vici padli.
Celosvétoveé nejvice pouzivané ucinné latky proti patogennim organismim z celedi
Erysiphaceae jsou soucasti tzv. systémovych piipravkia. Jedna se o fungicidy s u¢innymi
latkami, které zasahuji do celkového metabolismu hub. (Lebeda et al., 2017) Systémové
fungicidy poskytuji ochranu abaxialnich listovych ploch, kde jsou podminky pfiznivéjsi pro
vyvoj chorob nez na adaxialnich plochach. (Moyer, 2007). Tyto fungicidy maji specificky
rezim pusobeni na jednom misté, jsou tedy aktivni v jednom bodé¢ jedné metabolické drahy
patogenu, a proto jsou obecn¢ vice ohrozeny vyvojem rezistence nez jiné fungicidy. (Lebeda
et al., 2010; Sedlakova a Lebeda, 2008) Velka ¢ast téchto piipravka patii mezi
tzv. Sirokospektralni fungicidy. Tyto fungicidy pisobi na padli, ale i na jiné patogeny ze tfidy
Ascomycetes, nebo i na patogeny u jinych taxonomickych skupin, naptiklad: Oomycetes,
Basidiomycetes. (Lebeda et al., 2017) Avsak jsou mezi nimi i takové, které byly vyvinuty
ptimo pro padli, tedy jsou pouzivany jen proti patogenim z fadu Erysiphales. Tyto a¢inné

latky byly vyvinuty jiz v 80. letech minulého stoleti, ze skupin A2 (FRAC 8)
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se jedna o: bupirimat, ethirimol a dimethirimol, ze skupiny G1 (FRAC 3): diclobutrazol,
buthiobat, etaconazol. Ovsem diclobutrazol (FRAC 11) dle FRAC 2021 neni soucasti skupiny
G1. V 90. letech byla vyvinuta G¢inna latka quinoxyfen, ktera se fadi do skupiny E1 (FRAC
13). V 21. stoleti se fada firem snazila o vyvinout nové pfipravky, které by pusobily proti
padli. Vzniklo nékolik ucinnych latek, u nichz se dosud nevi, jak ptsobi v houbovém
organismu. V klasifikaci FRAC jsou tyto u¢inné latky zafazeny do skupiny latek s neznamym
zpusobem té¢inku tzv. Unknown mode of action (U.) Jsou to ucinné latky cyflufenamid (U06),
pyriofenon, metrafenon (B6, FRAC 50), flutianil (U13). Ve skupiné C patii fungicidy
s u¢innymi latkami fluopyram (C2, FRAC 7), pouzivané pouze proti padli. Jedna se o latky
ovliviiujici dychaci procesy hub. (Lebeda et al, 2017; FRAC 2015; FRAC 2021;
University of Hertfordshire)

V ochran¢ proti padli se pouzivajii tzv. kontaktni fungicidy neboli multi-sites inhibitory. Tyto
pripravky maji vice cilovych mist piisobeni patogena, neptisobi tedy specificky, a tudiz je zde
nizké riziko vzniku rezistence. (Lebeda et al., 2017). Tvoii 12 % vSech G¢innych latek, které
jsou v soucasnosti vaci padli pouzivany. Tyto pfipravky maji dobrou preventivni uc¢innost
a jsou mén¢ financné nakladné nez systémové fungicidy. Do soucasnosti nebyla ve svété
zaznamenana rezistence K ufinnym latkam kontaktnich pfipravkd u patogeni z fadu
Erysiphales a peronosporalnich hub. Podle zpisobu u¢inku (MoA) klasifikace FRAC tyto
ptipravky proti padli patii do 12 skupin (M1-M12). U CPM je zatim znama rezistence
u multi-sites inhibitort pouze u dvou skupin. (quinoxaline (M10), miscellaneous).
(Lebeda et al., 2017; Sedlakova a Lebeda, 2008; FRAC 2015; FRAC 2021,
University of Hertfordshire)

Prestoze fungicidy jsou uc¢inné, jejich opakované pouzivani v pribéhu let mize mit
za nasledek vznik negativnich vlivi, napt.: vznik rezistence. Nebo v pfipad¢ kontaktnich
fungicidi mohou pisobit fytotoxicky. (Lebeda et al., 2017; Ma et. al., 2017)

3.2.1. Rezistence padli k fungicidim

Systémové fungicidy jsou rizikovéjsi ke vzniku rezistence nez kontaktni fungicidy. Je to dano
i typem rezistence u dané skupiny fungicidl, zda se jednd o rezistenci kvalitativni nebo

kvantitativni. (Lebeda et al., 2017)

Kvantitativni rezistence - vychazi z modifikace jediného hlavniho genu, to vede K uplné

ztraté kontroly nad chorobou. Neda se to omezit ani pouZzitim vys$Sich davek, ani Cast&jsi
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aplikaci  fungicidd. Naptiklad vznik rezistence k benzimidazolovym fungicidim

(B1, FRAC 1).

Kvalitativni rezistence - vychazi z modifikace n¢kolika interagujicich gent. Patogen
projevuje raznou citlivost na fungicidy. Rezistence naruSuje moznost chemické kontroly, ale
choroba miZe byt omezena pouzitim vyssich davek nebo &astgjsi aplikaci fungicidu. Uplnou
ztratu kontroly choroby mize byt zptusobena az dalsi selekci v genetické vybavé patogena.
Kvantitativni rezistence vznika vii¢i multi-site fungicidim. Tento typ rezistence se také uvadi

u rezistence k inhibitorim demethylace (DMI) (G1, FRAC 3).

Muze dojitk tzv. kFizové rezistenci— patogenni populace rezistentni vii¢i ur¢itému fungicidu
Vv ramci urcité skupiny ma velkou pravdépodobnost, Ze bude rezistentniik jinym piipravkim
téze skupiny. Pokud dojde k vyvinu rezistence vac¢i jednomu fungicidu, poté ostatni
ptipravky, které se vyskytuji v téze skupin€ pravdépodobné budou méné ucinné nebo se
stanou zcela neucinné. Nicméné kiizova rezistence mlize byt i jen ¢aste€na a nové latky ze
stejné skupiny mohou byt vice uc¢inné nez starsi latky, u kterych byla zaznamenana rezistence.

Mezi jednotlivymi izolaty daného patogena se stupen kiizové rezistence lisi. (Lebeda et al.,

2017)
Aby se vyhnulo sniZeni rezistence fungicidi je potieba dodrzet nésledujici:
e Pouziti nechemické metody IPM
e Nepouzivat 1 uc¢innou latku, ale naptiklad smés Gc¢innych latek
e Pouzivani fungicidl s vice mechanismy piisobeni
e Pouzit fungicidy, kdyz je to opravdu nutné
e Pouziti doporucené davky fungicidu
e Dobré pokryti rostliny posttikem
e Monitorovani
(Vielba-Fernandez et al., 2020)

Dle seznamu rizikovych patogennich organismu klasifikace FRAC (FRAC Pathogen risk list
2020, tabulka 3) je u patogent z ¢eledi Erysiphaceae (padli) mozZnost nalézt druhy ve vSech

tfech moznych kategoriich:
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e patogeny s nizkym rizikem,
e patogeny se stiednim rizikem
e patogeny s vysokym rizikem

Dle Brenta a Hollona (2007) 1ze fungicidy rozdélit dle vyskytu rezistentnich nebo tolerantnich
kmenti k danému druhu fungicidu do tfi kategorii dle typu rizika na nizké, stfedni a vysoké

riziko. (Lebedaet al., 2017)

Pokud se daji ob¢& kategorie - riziko fungicidu a riziko patogena do vzajemného stavu, poté
vyjde tzv. kombinace rizika (tabulka 4). (Lebeda et al., 2017)

Dle FRAC a The European and Meditterian Plant Protection Organization (EPPO) jsou

puvodci padli dynovitych (Go a Px) povazovany za vysoce rizikové patogeny.

(Vielba-Fernandez et al.,2020)
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Tabulka 3: FRAC seznam patogennich organismii z ¢eledi Erysiphales, které jsou rezistentnik i¢innym fungicidnim latkam, jenzjsou pouZivany v ochrané

viéi nim (Lebeda et al., 2017; upraveno FRAC list 2020)

MOA | FRAC zpPUSOB UCINKU

kéd* | kéd | Cilové misto pisobeni, nadzev chemické skupiny

Kod** Patogen*** Plodina Literatura®*** Poznamky*****

A SYNTEZA NUKLEOVYCH KYSELIN

A2 8 | Adenosin-deaminaza, hydroxy-(2amino)-pyrimidiny:
Erysiphe graminis f.sp. hordei Je¢men Hollomon (1978) pole
Podosphaera xanthii (syn. Tykvovita zelenina | Scheppers (1984); O'Brien et al. (1988) pole
Sphaeroteca fuliginea)

B MITOZA A BUNECNE DELENI

Bl 1 | Shlukovani B-tubulinu pfi mitéze, Methylbenzimidazolové karbamaty = MBC fungicidy, methyl benzimidazole carbamates

Erysiphe cichoracaerum Tykvovita zelenina | Abelentsev a Savchenko (1980) pole
Erysiphe graminis Obiloviny Vargas (1973) pole
Erysiphe necator Vinna réva Naegler et al. (1977); Pearson (1980); Pearson a pole
Taschenber (1980)

Erysiphe polygoni Vigna cinska Rodriguez a Melendez (1984) pole
Leveillula taurica Rajce Jones a Thompson (1982) pole
Oidiopsis taurica Articok

Oidium begonia Begdnie

Podosphaera leucotricha Ovocné stromy Suta a Radulescu (1986) laboratof

Golovinomyces orontii, Podosphaera
xanthii

Okurky

Sedldkovd a Lebeda (2008); Lebeda et al. (2010)

laboratof CR

Podosphaera xanthii (syn. Tykvovita zelenina | Schroeder a Providenti (1971); Naegler et al. (1977), pole
Sphaeroteca fuliginea) Lebeda et al. (2010)
Vigna Rodriguez a Melendez (1984) pole
Vodni meloun Keinath (2015) pole
Podosphaera macularis Okrasné rostliny lida (1975) pole
Podosphaera pannosa Raze/Merurika Jarvis a Slibgsby (1975) pole
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Tabulka 3 (pokraGovani)

B6 47 | Kyanoakrylaty: Aktin/Myosin/Fimbrin/Funkce
Aryl-fenyl-ketony: Aktin/Myosin/Fimbrin/Funkce
Blumeria graminis PSenice Top Agrar, Dec. 2009, Felsenstein et al. 2010 (as pole, Némecko
above)
C DYCHANI
Cc2 7 | Komplex II: inhibitory sukcinatdehydrogendzy - SDHI Succinate dehydrogenase inhibitors Complex II: succinate-dehydrogenase
Podosphaera xanthii Tykvovita zelenina | FRAC (2007) pole
Tykvovitd zelenina | Lebeda et al. (2010) pole
Vodni meloun Miaymoto et al. (2010a) pole (Japonsko,
skleniky)
Vodni meloun Keinath (2015) pole
c3 11 | Komplex Ill: cytochrom bcl (ubichinoloxidaza v poloze Qo), analogy strobilurinu/chinol. (Qol) - fungicidy, quione outside inhibitros
Erysiphe graminis tritici PsSenice Heaney et al. (2000); Sierotzki et al. (2000a) pole
mechanismus
rezistence
Erysiphe graminis hordei Je€men Heaney et al. (2000) pole
Podosphaera xanthii (syn. Okurka Ishii et al. 2001; Fernandez-Ortuno et al. (2006) pole
Podosphaera fusca) Fernandez-Ortuno et al. (2008) mechanismus
rezistence
Podosphaera xanthii (syn. Okurka Heaney et al. (2000); Ishii et al. (2001) pole
Sphaeroteca fuliginea)
Podosphaera xanthii Vodni meloun Keinath (2015) pole
Podosphaera xanthiii Tykvovita zelenina | McGarth a Shiskoff (2003a,2003b) pole
Golovinomyces orontii, Podosphaera Okurka Lebeda et al. (2010) pole
xanthii
Podosphaera aphanis var. Aphanis Jahoda Ishii (2008) pole
Erysiphe necator Vinna réva Wilcox et al. (2003) pole
C5 29 | Rozpojovace oxidacni fosforylace
Golovinomyces orontii, Podosphaera Okurka Sedldkovd a Lebeda (2008), Lebeda et al. (2010) laboratof (CR) posun

xanthii

v citlivosti
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Tabulka 3 (pokraGovani)

E TRANSDUKCE SIGNALU
El 13 | Azanaftaleny. Transdukce signalu. Neznamy mechanismus plsobeni
Blumeria graminis f. sp. tritici Obiloviny Genet a Jaworska (2009) studium kfizové
Erysiphe necator Vinna réva rezistence (nalezena
u E. necator nikoli u
B. graminis)
Erysiphe graminis f. sp. Hordei Je€men Hollomon et al. (1997) mutace
Podopshaera xanthii Tykvovita zelenina | Lebeda et al. (2010) pole
G BIOSYNTEZSA STEROLU v MEMBRANACH (SBI FUNGICIDY)
G1 3 | C14-demetylaza v biosyntéze sterolu (ergll/cyp51), inhibitory demetylace = DMI - fungicidy (DeMethylation Inhibitors) SBI - tfida |
Erysiphe graminis f. sp. Hordei JeCmen Fletcher a Wolfe (1981) pole
Erysiphe graminis f. sp. Tritici PSenice De Waard et al. (1986) pole
Erysiphe necator Vinna réva Steva et al. (1990); Reidi a Steinkellner (1996); Miller a | pole
Gubler (2003)
Podosphaera xanthii Okurka Schepers (1983, 1985a, 1985b) pole
Tykvovita zelenina | Lebeda et al. (2010) pole
Vodni meloun Keinath (2015) pole
Golovinomyces orontii, Podosphaera Okurka Sedldkovad a Lebeda (2008), Lebeda et al. (2010) laboratof (CR) posun
xanthii v citlivosti
Podosphaera mors-uvae Cerny rybiz Goszcynski et al. (1988) pole
Podosphaera pannosa Nektarinka Reuveni (2001) pole
G2 5 | reduktaza a isomeraza v biosyntéze sterolu (erg24/erg2), aminy (morfoliny) - SBI tfida Il
Erysiphe graminis f. sp. Tritici Psenice Nepier et al. (2000) posun v citlivosti
Erysiphe graminis f. sp. Hordei Je€men Nepier et al. (2000) posun v citlivosti
u LATKY S NEZNAMYM zPUSOBEM UCINKU
U U06 | Fenylacetamidy
Podosphaera xanthii Okurka Hosokawa et al. (2006) skleniky (Japonsko)
Tykvovita zelenina | Lebeda et al. (2010) pole
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*MoA (Mode of Action) — mechanismus plsobeni

**kod cilového mista ucinku (Target Site Code)

***nazvoslovi podle Braun a Cook (2012)

****citace z www.frac.info, FRAC List of first confirmed cases of plant pathogenic organisms resistant to disease control agents (aktualizace: kvéten 2020)
*¥***x*poznamky: laboratof — laboratorni pokusy, pole — komercné oSetfované pole, polni pokusy — pokusy na limitované plose

Ostatni citace (v tabulce kurzivou): (prevzaty z Lebeda et al., 2017)

Keinath A. P. (2015): Efficacy of fungicides against powdery mildew on watermelon caused by Podosphaera xanthii. Crop protection 75: 70-76.

Lebeda A., Sedlakova B., Pejchar M., Jefabkova H. (2010): Variation for fungicide resistence among cucurbit powdery mildew populations in the Czech

republic. Acta Horticulturae 871: 465-475.

Sedldkova B., Lebeda A. (2008): Fungicide resistence in Czech populations of cucurbit powdery mildews. Phytoparasitica, 36 (3): 272-289.
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Tabulka 4: Diagram, ktery ilustruje interakce mezi rizikem pouzivanych fungicidd na padli a rizikem

vzniku rezistence vybranych patogenu z radu Erysiphales k danému fungicidu (podle Bent a

Hollomon, 2007; FRAC, 2014, 2015; Lebeda et al., 2017; aktualizovano podle FRAC 2021)

Riziko fungicidu MoA* | FRAC Riziko fungicidu Kombinace rizika***
Chemicka skupina code** (Ciselny kod) (0,5-1,5 = nizké, 2,6 = stfedni, 9 = vysoké
Vysoké vysoké =3
MBC-fungicidy B1 1
N-fenylkarbamaty B2 10 3 6
Qol-fungicidy C3 11
SDHI-fungicidy C2 7 stfedni - vysoké
Stredni stfedni = 2
hydroxy-(2-amino)- A2 8
pyrimidiny
AP-fungicidy D1 9
(anilinpyrimidiny)
Azanaftaleny El 13 5 4 6
DMI-fungicidy (SBI: G1 3
trida 1)
Fenylacetamidy U uoe
Arylfenylketony B6 50
Fosforothiolaty F2 6 nizké - stfedni
aminy (SBI: trida Ill) G2 5
Nizké
m'ul't|-5|te kontaktn! M M1-M12 nizké = 0,54 0,5 1 15
Dinitrofenolkrotondty | C5 29
Thiazolidiny U ui13
nizké =1 stredni = 2 vysoké =
Riziko fungicidu 3
nizké stfedni vysoké
Podosphaera | Erysiphe Blumeria
leucotricha necator graminis
Ak A G. orontii
Riziko patogenu **** Leiveilula P. xanthii
(Ciselny kéd) taurica
Podosphaera
aphanis var.
aphanis

*MoA (Mode of Action) — mechanismus plsobeni podle FRAC 2021

**Kkéd cilového mista ucinku (Target Site Code) podle FRAC 2021

Arezistence neni dosud zndma
***barevné jsou zvyraznény rlizné kombinace rizika, kdy jeho vysledna hodnota je dana soucinem

Ciselného kodu rizika fungicidu v pfislusné kategorii (nizké, stfedni, vysoké) a daného ciselného kddu
rizika patogenu v dané kategorii (nizké, stfedni, vysoké)
****priklady patogent z radu Erysiphales s rliznym stupném rizika vzniku rezistence k fungicidiim
(podle EPPO, 2012; FRAC, 2014; Russell, 2014)
****x*zarazeni podle FRAC Pathogen list 2014 v kontrastu s doporu¢enim EPPO (2012), kde je
E. necator fazen mezi vysoce rizikové patogen
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3.2.2. Rezistence padli dyiovitych viiéi fungicidim v Ceské republice
Problémem rezistence padli dyiovitych v Ceské republice se od roku 2001 intenzivné zabyval
tym prof. Lebedy a Dr. Sedlakové z katedry botaniky PiF UPOL. A také byly soucasti
nekolika bakalarskych nebo diplomovych praci obhdjenych studenty na tomto pracovisti,
napiiklad o Hanu Jefabkovou (DP 2010), Romana Paulika (BP 2011 a DP 2014)
a Martina Srajbra (DP 2017).

Vznik rezistentnich kment viéi nékterym G¢innym latkam byl opakované prokazan u obou
puvodct padli dynovitych (P. xanthii a G. oronthii). (Sedlakova a Lebeda, 2008) Diilezitou

roli tedy hraje i monitorovani ti¢innosti fungicidi v populacich padli. (Lebeda et al., 2017)

Pii dlouhodobé studii (2001-2007), ktera byla provedena na populace padli dytiovitych v CR
byly testovany u¢inné latky fenarimol, dinocap, benomyl, thiophanat-methyl, azoxystrobin.
K testovani byla pouzita modifikovana metoda listovych diskd podle Lebedy et al., 2017
a Sedlakové a Lebedy, 2008). Béhem vyzkumu bylo zjisténo, Ze nejvice ucinny fungicid pro
populaci padla dyiiovitych v CR je fenarimol. Fenarimol patéi do skupiny DMI inhibitorti
demethylace (FRAC 3), patii mezi single-site inhibitory, u nichz se jedna o kvantitativni typ
rezistence. (Lebeda et al. 2010) Dalsi studii provedla Jefabkova H. na souboru izolatt padli
dynovitych z let 2007-2008, kdy fenarimol byl rovnéz vysoce G¢inny. Ke stejnému zavéru
dosel i Roman Paulik pfi studii na souboru izolata z roku 2009 a 2010-2011. Vyskyt kment
Px, vykazujici rezistenci k fenarimolu byla zaznamenana i z jinych zemi, napf. z Recka,
Spanélska, Izracle a Japonska, Australie a Nizozemska. (Jetabkova, 2010; Lebeda et al. 2010;
Lebeda et al., 2017; Paulik, 2011 a 2014; Sedlakova a Lebeda, 2008)
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Fig. 2. A (upper). Effectiveness of fenarimol against Golovinomyces cichoracearum isolates from
the years 2001-2004. B (lower). Effectiveness of fenarimol against Podosphaera xanthii isolates
from the years 2001-2004.

Obrazek 1: Uéinnost fenarimolu vii&i izolatiim Golovinomyces cichoracearum (A) a Podosphaera
xanthii (B) z let 2001-2004. (pievzato z Sedlakova a Lebeda, 2008)

Dalsi ucinnou latkou, ktera byla béhem sedmileté studie zkoumana byl dinocap ze skupiny
C5, rozpojovace oxidativni fosforylace (oncouplers of oxidative phosphorylation) (FRAC 29).
Jedna se o multi-site fungicidy s kontaktnim ucinkem a mensim rizikem vzniku rezistence.
Dinocap v letech 2001-2004 vykazoval snizujici uc¢innost, kdy nékteré izolaty Go i Px
vykazovaly stfedné rezistentni reakci na nizSich koncentracich. (Sedlakova a Lebeda, 2008).
V letech 2005-2008 byl dinocap vysoce uéinny, ale ojedinéle se vyskytovaly izolaty se
sttedné rezistentni reakci na niz8ich koncentracich. (Lebeda et al., 2010 a Jefabkova 2010)
Podobnému zavéru dosli také Paulik u izolatd z rokti 2009-2011 a Srajbr u izolatd z let
2014-2015. Avsak u nékterych izolatd z roku 2015 upozornil na mozny vznik rezistence.

(Srajbr, 2017) V podminkich CR je dinocap stile povazovan za vysoce &inny, coz bylo
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potvrzeno také v Holandsku, Indii, Jiznim Spanélsku, Taiwanu i Japonsku. Celosvétovych
zminek o rezistenci Px k dinocapu existuje velmi malo, pouze z jihu Spanélska, Tchajwanu
a Japonska. (Jetabkova 2010; Lebeda et al. 2010; Lebeda et al., 2017; Paulik 2011 a 2014;
Sedlakova a Lebeda, 2008; Srajbr2017)
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Fig. 3. A (upper). Effectiveness of dinocap against Golovinomyces cichoracearum isolates from the
years 2001-2004. B (lower). Effectiveness of dinocap against Podosphaera xanthii isolates from the
years 2001-2004.

Obrazek 2: U¢innost dinocapu viiéi izolatim Golovinomyces cichoracearum (A) a Podosphaera
xanthii (B) z let 2001-2004. (pfevzato z Sedlakova a Lebeda, 2008)

Dal§imi G¢innymi latkami testovanymi béhem let 2001-2007 byly benomyl a thiphanat-
methyl ze skupiny MBC (methyl benzimidazolkarbamaty) (FRAC 1). Tyto fungicidy patii
mezi single-site inhibitory, maji vysoké riziko vzniku rezistence, jedna se o kvalitativni typ
rezistence. Oba se ukazali jako neu¢inné. (Sedlakova a Lebeda, 2008; Lebeda et al., 2010)

Tento fakt potvrdila i studie Jefabkové u izolatt z roku 2008, v pfipadé thiphanat-methylu
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a rovnéz Paulik u izolatd 2009-2011. Registrace benomylu byla jiz v roce 2004 zrusena.
(Jetabkova, 2010; Lebeda et al. 2010; Lebeda et al., 2017, Paulik, 2011 a 2014; Sedlakova
a Lebeda, 2008)
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Fig. 4. A (upper). Effectiveness of benomy! against Golovinomyces cichoracearum isolates from the
years 2001-2004. B (lower). Effectiveness of benomyl against Podosphaera xanthii isolates from the
years 2001-2004.

Obrazek 3: Uginnost benomylu viiéi izolatim Golovinomyces cichoracearum (A) a Podosphaera
xanthii (B) z let 2001-2004. (pievzato z Sedlakova a Lebeda, 2008)

Poslednim testovanou uc¢innou latkou byl azoxystrobin. Azoxystrobin ze skupiny Qol
strobilurinovych fungicidi (FRAC 11), které patii mezi single-site inhibitory a typem
rezistence je kvalitativni. Azoxystrobin vykazoval snizujici G¢innost v letech 2007-2008
predevsim pro druh Go, naopak pro Px byl zaznamenan posun smérem k vétsi citlivosti.
Snizujici se ti¢innost potvrdil také Paulik v letech 2009-2011 a velmi nizkou Gi¢innost Srajbr

v letech 2014-2015. Ukazalo se tedy, Ze azoxystrobin neni vhodnym prostiedkem v ochrané
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padli dynovitych v CR. Rezistence k azoxystrobinu je jednou z nejdastéji zmifiovanych
rezistenci u padli dynovitych ve svéte, napt. Vychodni Asii a Stiedomoti, Velké Britanie,
Japonska, USA, Spanélska. (Jefabkova 2010; Lebeda et al. 2010; Lebeda et al., 2017;
Paulik 2011 a 2014; Srajbr 2017)

3.3. Integrovana ochrana rostlin

Globalni zemédélstvi je v ochrané rostlin velmi zavislé na pesticidech, které maji negativni
vliv na zivotni prostiedi. Zmirnéni negativniho dopadu na zivotni prostiedi je mozné
omezenim jejich aplikace, nechemickou alternativou a podporou principt Integrované
ochrany rostlin (IPM) v zeméd¢lstvi. (Strassemeyer et al., 2017) Koncept IPM vznikl jiz
v roce 1970 prosttednictvim ekologického hnuti. (National Institute of Food and Agriculture)
Programy IPM vyuzivaji aktualni informace o $ktdcich, jejich Zivotnich cyklech a interakci
s zivotnim prostiedim. Pfistupy IPM mohou byt aplikovany na zemédélské i nezemédelské
prostiedi. (United States of Environmental Protection Agency) Jejich cilem je zlepsitochranu
rostlin s minimalnimi vlivy na Zivotni prostiedi. Zakladni strategii [PM je minimalizace
pouzivani pesticidli, pouze pokud je to nezbytné nutné nebo v kombinaci s jinym pfistupem
kontroly Skidce. (Caffi et al., 2017) IPM doporucuje prevenci a potlaceni Skodlivych
organismu, napiiklad stfidanim plodin a dalSich preventivnich agronomickych strategii, které

mohou vést ke sniZeni ohnisek Sklidcti a potfebu ochranu rostlin. (Furlan et al., 2017)

Politika EU je zaméfena na vyznamné sniZzeni pouzivani pesticidu v blizké budoucnosti.
Vznikla fada pravnich piedpist, jejichz cilem je zakaz nebo omezeni pouzivani konvencnich
pesticidl, zejména v EU. Velké mnozstvi diive pouzivanych konvencnich pesticidll jiz neni
na evropském trhu dostupnych, coz vedlo k tomu, Ze mnozi péstitelé piechazina alternativu v
ochran¢ jejich plodin. (Bruce et al., 2017; Lamichhane, 2017) Od 1. ledna 2014 jsou zasady
IPM ve smérnici EU o udrzitelném pouzivani pesticidi (2009/128 / ES) povinné pro vSechny
profesiondlni uzivatele pesticidii v evropskych clenskych statech. Nicméné, prijeti pokyni
IPM je v Evropé dobrovolné. (Vasileiadis V. P. et al., 2017a) Systémy IPM vyzaduji vétsi
zapojeni pracovni sily, a to vede k vyssi zamé&stnanosti. Také je snaha o zvySovani znalosti
zemédé€len o udrzitelném pouzivani pesticidiia snaha o vEtsi ptijeté IPM péstiteli. (Vasileiadis
et al., 2017b, Buurma a Van der Velden, 2017) Podnikatelé maji rizné finan¢ni moznosti,
néktefi mohou investovat do péstovani, néktefi nikoli. (Buurma a Van der Velden, 2017).
V Ceské republice vstoupila v platnost v roce 2014 vyhlaska ¢. 205/2012 Sb. o obecnych

zasadach integrované ochrany rostlin. Diky této vyhlaSce by zeméd¢€lci méli v praxi vyuzivat
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obecné zasady IPM. Zaroven je zde moznost uloZeni sankce, pokud by bylo prokazano jejich

neplnéni. (UKZUZ, 2020)

Navrhovani a testovani feseni IPM bylo ukolem PURE (Pesticide Use-and-risk Reduction in
European farming systems with Integrated Pest Management). Jednalo se o prvni [IPM projekt
financovany Evropskou Unii. (Lescourret,2017; Lamichhaneet al., 2017) Tento projekt kladl
duraz na potfebu inovaci v oblasti ochrany plodin. PURE poskytoval feseni IPM a prakticky
soubor nastroji, aby mohly byt provedeny v klicovych evropskych zemédélskych systémech
(ro¢ni orna puda a zelenina, chranéné plodiny a trvalé plodiny). Pro kazdy vybrany systém
PURE kombinoval stavajici metodu s novymi nastroji nebo technologiemi. Nova feseni IPM
jsou zameéfena na biologickou, agronomickou a ekologickou rozmanitost v Evropé¢.
(CORDIS: EU research results) V prabéhu jeho étyfletého obdobi mezi lety 2011 az 2015
projekt navrhl, otestoval a posoudil inovativni feSeni v Siroké Skale péstovani plodin
a zmobilizoval 310 védci ze 23 instituci napfic deseti evropskymi zemémi.
(Lamichhane et al., 2017, Lescourret, 2017) PURE také vyvinul modely a metody, které by
mohly pomoci piedpovédét poskozeni sktidcem nebo navrhnout strategii ochrany proti Skidci.

Vysledky PURE by mohly pomoci ke snizeni uzivani pesticida v Evropé. (Lescourret, 2017)

Pro hodnoceni udrzitelnosti IPM 1ze vyuzit model DeXiPM. Jedna se o nastroj, ktery hodnosti
udrzitelnost IPM pomoci vicekritérii. Byl zaveden spole¢nosti ENDURE a ptizptsobeny
PURE ke vSem studovanych zemédélskym systémum. (Lescourret, 2017) Uzivateli DeXiPM
jsou vyzkumni pracovnici a poradci, ktefi se podilejina inovativnim systému péstovani plodin

zaloZzené na IPM. (Angevin et al., 2017)

Holb et al. 2017 vramci vyzkumu srovnaval razné piistupy (conventional, standard
and advanced Integrated Pest management — CON (konven¢ni), IPM1 (standardni integrovana
ochrana), IPM2 (pokro¢ila integrovana ochrana) u chorob jablek (strupovitosti a padli, jejichz
puvodci jsou Venturia inaequalis a Podosphaera leucotricha). CON - pouziva obecné platné
konvencéni postupy pro hubeni Skidct. IPM1 pouzivd obecné aplikovanou integrovanou
ochrany v praxi proti Skidcim. IPM2 pouziva pokrocilou integrace zndmych nechemickych
postupii. Celkovy vynos jablek se u téchto tii postupit moc nelisil. Mnozstvi ovoce prvni tiidy
vSak bylo nejvyssi v CON a IPM1, které byly vyrazné vyssi nez v IPM2. Mnozstvi ovoce
druhé ttidy bylo nejvyssi v IPM2, oznacujici nizsi kvalitu ovoce v IPM2 nez v CON
nebo IPM1. Vysledky vyzkumu IPM1 by mohly byt vyuzity pro péstovani jablek.
(Holb etal., 2017)
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3.3.1.,,Zelena dohoda*

Evropskou komisi byla ptijata tzv. Zelend dohoda (The European Green Deal), jejizcil je, aby
se Evropa do roku 2050 stala prvnim klimaticky neutralnim kontinentem. (Salava, 2021;
Vrtiska, 2020) EU slibuje snizit emise sklenikovych plynd, reformu lesnictvi, dopravy,
zemeédelstvi, podporu obnovitelnych zdroji energie a rozsahlejsi recyklaci. (Vrtiska, 2020)
Témér Ctvrtina veskerych zemédélskych ploch by do roku 2030 méla byt obhospodarovana
ekologicky. Planuji snizit pouzivani umélych hnojiv o 20 % a pesticid o 50 %. AvSak tyto
cile se tykaji pouze uzemi Evropy, nikoli jejich obchodnich partnerii. Avsak do Evropy
se miliony tun potravin ro¢né dovazi, a to ze zemi, kde pravni piedpisy tykajici se Zivotniho
prostiedi nejsou tak prisné jako v Evropé€. Kazdy stat si udrzitelnost zemédé€lstvi definuje
jinak. Védci z KIT (Karlsruhe Institute of Technology) v Némecku, tvrdi, ze tato dohoda
muze byt pro planetu Spatna. Kvuli dovozu by tak EU poskodila planetu na jiném misté
na zemi. Védci doporucuji, aby se omezilo pouzivani hnojiv, pesticidi, zabranilo odlesnovani
a doSlo k harmonizaci standardy udrzitelnosti. AvSak EU nemize své normy zavadéet
do jinych zemi, mize pouze pozadovat, aby produkty, které budou na evropsky trh dovazeny
splnovaly urcité pozadavky EU. (Salava, 2021)

3.4. Biologické a jiné metody ochrany vici padli

Zastupci tadu Erysiphales jsou velmi rozmanitou a druhové bohatou skupinou hub. Tato
skupina hub je velmi variabilni. Z tohoto diivodu nelze predpokladat, ze u¢innou ochranu vici
vSem zastupciim tohoto fadu poskytne pouze jeden nebo nékolik fungicidl a jedna metoda.
Z tohoto divodu je vé€novana velka pozornost biologickym prosttedkim, resp. metodam

ochrany vuéi témto patogenim. (Lebeda et al., 2017)

Biologickd ochrana je soubor technologii, postupii a principi, které jsou zameétfeny
na vyuzivani pfirodnich nebo ptirozenych mechanismi v ochrané rostlin. Védni obor
zabyvajici se problematikou biologické ochrany vznikl v 1. poloviné 20. stoleti.
(Blesa et al. 2020) Termin "biocontrol", ktery se pouziva v rostlinné patologii, zahrnuje
pouziti antagonistického mikroorganismu k potlaceni chorob rostlin. Také pouziti druhové
specifickych patogenti na redukci plevele. (Moyer, 2007; Blesa et al., 2020) Organismy, které
potlacuji skiidce nebo rostlinné patogeny jsou oznacovany jako Cinidla biologické kontroly
(BCA). (Moyer, 2007) ,Biocontrol agent”, pfipadné ,bioagens”“ (BCA) - organismus
potlacujici Skidce nebo patogen, v SirSim pojeti lze tak oznalit i jakykoliv produkt
metabolizmu zahrnujicii jeho fermentovanou podobu. (Blesa et. al., 2020). Biocontrol agents
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snizuji pravdépodobnost vzniku rezistence patogent k témto ¢initelim. (Gafni et al., 2015)
Mechanismy zapojené do biologické kontroly zahrnuji antibiozu, konkurenci, kiizovou
ochranu a parazitismus. BCA byly pouzity pro kontrolu padli. (Moyer, 2007) Hlavnim
omezenim BCA je jejich pozadavek na vysokou vlhkost (Moyer, 2007) a naklady na jeho
vyrobu, jenz mnohdy prevysuji zajem na trhu. (Ruocco et al., 2011; Blum et al., 2011) Dalsi
nevyhodou biologickych ¢inidel je, Ze nékteré nejsou dostatecné stabilni a maji kratkou dobu
ucinnosti. Je snaha o prodlouzeni jejichi¢innosti, ale zaroven je kladen diiraz na to, aby byly

Setrné k zivotnimu prostiedi. (Ruocco et al., 2011)

Funkce biologické ochrany je v inhibici ristu, sniZovani mnozstvi infektivnich ¢astic,
omezeni rozmnozovani a §ifeni jednoho organismu (patogenu) druhym (bioagens). Pusobi zde
produkce metabolitd, indukce rezistence hostitele, ale také wvnaSeni avirulentnich,

inkompatibilnich nebo nepatogennich mikroorganismd. (Blesaet al., 2020)

Metody ochrany, které 1ze povazovat za biologické, jsou takové, u kterych by méla byt latka
Setrna k zivotnimu prostiedi, nebo by se mélo jednat o latku biologického pivodu a mély
by byt alternativou k chemické ochrané. (Lebeda et al., 2017; Blesa et al., 2020) Diky tomu je
biologickd ochrana kladné pfijimana vetfejnosti. Nicméné produkty zemédélstvi, u kterych
byly pouzity biologické ptipravky jesté spolecnosti pfijaty nejsou. Biologicka ochrana pisobi
systémove a nespecificky. (Blesa et. al., 2020) Biologicka ochrana je soucasti IPM a 1ze do ni
zaradit i agrotechnické postupy, jako napt. rotace plodin, vysadba odolnych kultivart, seti
apod. (Blesa et al., 2020)

Dva hlavni zptsoby ochrany rostlin vii¢i patogenim, které se tykaji Zivych organismi:
1) vnaseni neptivodnich organismi, podpora slozek prirozené populace bioagens

2) rozdéleni na biologicky aktivni latky, redukce S$kidctii pomoci bezobratlych
a obratlovci, a bioagens (houby a bakterie)

Biologicky aktivni latky jsou latky, jenz vznikly ptisobenim zivych organismil, rostlin nebo
mikroorganismu, jsou to tedy sekundarni metabolity nebo produkty fermentace. V pripravcich
byvaji obsazeny silice a specifické latky. Aplikace mize byt napt. postfiky nebo préasky,
pasty. Patfi sem 1 feromonové lapace, lepové desky, které jsou pokryty atraktanty.
(Blesa et al., 2020)

Dle typu lze biologicky aktivni latky rozdélit na: saponiny, alkaloidy, terpeny, fenoly,
peptidy, tiisloviny, ad. (Blesa et. al., 2020)
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Pro kontrolu padli byly vyrobeny tzv. biofungicidy, které jsou vice Setrné k zivotnimu
prostiedi. Jejich G¢innou latkou je mikroorganismus (nebo jeho derivat) nebo biochemicky
produkt ziskany ze zvitat, rostlin, bakterii a nékterych minerald. Jsou uzkospektralni, rychle
se rozkladaji, diky tomu maji kratkou trvanlivost. maji mensi dopad na Zivotni prostiedi. Tyto
produkty mohou pfimo ovlivnit houbové organismy nebo mohou vést ke stimulaci vlastni

obrany rostliny. Nejsou ¢asto vyvinuty jako komer¢ni fungicidy. (Pertotet al., 2017a)

Na tucinnost biofungicidi ma vliv doba pouziti, pfirodni podminky, ve Kterych je dany
biofungicid vyuzit. Na zivé organismy ma vliv teplota a UV svétlo. Obvykla aplikace méla
ve vecernich hodindch nebo béhem obdobi s mirnymi teplotami. Dilezita je koncentrace
a rovnomérnost postiiku. AvSak jsou méné efektivni nez nékteré chemikalie.

(Pertotet al., 2017a)

Ptiklady latek ptirodniho a biologického plvodu a zivych organisml pouzivanych jako
prostiedky biologické kontroly jsou zobrazeny v tabulce 4. V nasledujicich podkapitolach
budou podrobné¢ rozebrany skupiny vybranych U¢innych latek ztéto tabulky.
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Tabulka 5: Piehled latek ptirodniho a biologického pivodu, které se pouzivaji jako prostfedky biologické kontroly vii¢i patogennim organismim z eledi

Erysiphaceae. (pfevzato z Lebeda et al., 2017)

U¢inna latka Zpusob uéinku* Literatura
Anorganické produkty
Hydrogenubhli¢itan draselny F Millig et al. (2012); Reuveni et al. (1995)
Hydrogenubhli¢itan sodny F Horst et al. (2012)
Kfemik v rozpustné formé IR Bélenger et al. (2003); Datnoff et al. (2006)
aSiran hlinity tetradekahydrat + latky rostlinného/houbového
plvodu IR Kloutvorova et al. (2011)
Vapenaté mléko nebo jil Fyzikalni IR Marco et al. (2011)
Vodny roztok draselnych soli (K;HPO,4, KHPO,4, KOH, KNO3) a
sodnych soli (NaHCO3) IR Reuveni et al. (1995, 1996)
Organické produkty (syntetické/pfirodni)
Parafinovy olej PR Martin et al. (2005)
Detergenty PR/F Cohen et al. (1996)
Faoro et al. (2008); Luo et al. (2013);

Benzothiadiazol (BTH) IR Salmeron et al. (2002)
Antitranspirant PR Clement et al. (1994)
Mléko
Mléko a syrovatka | F/IR Bettiol et al. (2008)
Oleje
Azadirachtinovy olej F Caldwell et al. (2013)
Pomerancovy olej lisovany za studena a bér (ethanolamin Vedlejsi ucinek prirodnich terpenl
bority / 2 % rozpustného béru) pomerancového oleje — IR www stranky spole¢nosti BIOCONT
Smés vytazkl a olejl fenyklu F LABORATORY, spol. s.r.o.
Rostlinné extrakty

IR
Extrakt ze semen tropické rostliny Azadirachta indica F Pasini et al. (1997)
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Tabulka 4 (pokracovani)

Reynoutria sachaliensis IR Konstantinidou-Doltsinsis et al. (2006)

aSuchy preslickovy extrakt + suchy Salvéjovy extrakt + komplex www stranky vyrobce produktu;

dalSich latek IR Kloutvorova et al. (2011)

Extrakt z kompostu

Extrakt z vermikompostu kalifornskych Zizal (pomocny rostlinny www stranky spolecnosti BIOCONT

prostiedek) IR LABORATORY, spol. s.r.o.

Zivé organismy (biologické)

Bakterie

Bacillus spp. BS061 F Young-Sook et al. (2013)

Streptomyces lydicus F/P/PA/IR Caldwell et al. (2013)

Houby

Acremonium spp. p? Kiss (2003)

Ampleomyces quisqualis P Angeli et al. (2013)

Cladosporium spp. P Kiss (2003)

Deaktivované susené kvasnice + komplex dalSich latek IR Kloutvorova et al. (2011)

Pseudozyma aphidis kmen L12 P/A Gafni et al. (2015)

Pseudozyma regulosa A Verhaar et al. (1996)

Pythium oligandrum (oospory) P/IR/RS Meszka a Bielenin (2010)

Tilletiopsis spp. A/PAP Ng et al. (1997); PUrquartha Punja (2002)
eElad et al. (1988);'Elad (2000); Lorito et al.

Trichoderma spp. P/A¢/IRf (2010)

Verticillium lecanii (suspenze spor) s pfidavkem arasirového

oleje P/A Verhaar et al. (1999)

Clenovci

Orthotydeus lambi ‘ P English-Loeb et al. (2007)

*ZplGsob ucinku: A — antibiéza, F — fungicidni, IR — indukovana rezistence, P — parazitizmus, PA — produkce antibiotik, PR — protektivni, RS — rlstovy stimulator
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3.4.1. Popis vybranych ucinnych latek
Nasledujici text se vztahuje k vybranym t¢innym latkam z ptedchozi tabulky 4.

Anorganické produkty

Hydrogenuhlic¢itan draselny, Hydrogenuhli¢itan sodny

Hydrogenuhlicitan draselny je Setrny k zivotnimu prostiedi, jednd se o fungicid, ktery lze
pouzit na ochranu vaci padli. (Lebeda et al., 2017; Heilig et al., 2011; Moyer, 2007)
Pfi pouziti hydrogenuhli¢itanu draselného je nutné dodrzet ur¢ité mnozstvi, jinak by mohlo
dojit k fytotoxicité. V kombinaci s oleji byla prokazana lepsi ucinnost proti padli.
(Caldwell et al., 2013) Ostatni produkty hydrogenuhli¢itanu, jako je hydrogenuhli¢itan sodny
(NaHCOs3) 1ze pouzit proti padli vinné révy, manga, nektarinky a ruze. (Moyer, 2007).
Zminka o pouziti jedlé sody jako fungicidu byla popsana jiz v roce 1933 Alfredem Hottesem,
kde byla jedld soda pouzita na kontrolu padli u popinavych rtzi. Napad autor pfipisuje
ruskému rostlinnému patologovi A. de Yaczenskiému. Pii pouziti téchto ucinnych latek,
dochazi k tomu, ze iont drasliku nebo sodiku narusi rovnovahu v butice houby, protoze dojde

ke zficeni buné¢nych stén. (Caldwell et al., 2013)

Bicarbonate Products: Powdery Mildew Efficacy

OGond MFair OPnor

Number of Trials

1

Crop

Figure 1. Efficacy of bicarbonates against powdery mildew in different crops.

Obrazek 4: U¢innost bikarbonati viiéi padli na riznych plodinach (pfevzato z Caldwell et al., 2013)
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Organické produkty (syntetické/piirodni)

Oleje

Rostlinné oleje potlacuji néktera houbova onemocnéni, zejména padli. Mohou také zvysit
odolnost hostitelskych rostlin. Casto se pfidavaji kjingm pesticidnim produktim,
aby se zlepsila jejich ucinnost. Rostlinné oleje jsou chemicky klasifikovany jako lipidy
obsahujici uhlovodiky s dlouhym fetézcem. Lipidy zahrnuji mastné kyseliny, nékteré
alkoholy, glyceridy a steroly. Chemické a fyzikalni vlastnosti jsou do ur¢ité miry uréeny
strukturou mastnych kyselin. Rostlinné oleje jsou primarné ziskavany ze semen.
(Caldwell et al., 2013) Jsou efektivni pii kontrole vuéi padli. (Moyer, 2007) Kvili mozné
fytotoxicité¢ je nutné postupovat podle doporuceni na Stitku, aby byla minimalizovana
fytotoxicita. Oleje, které se vyparuji pomalu, maji vétsi pravdépodobnost fytotoxicity. Z toho
davodu se aplikace olejii nedoporucuje ve velmi vlhkych dnech. Negativni ti¢inek rostlinnych
oleji na Zzivotni prostiedi neni znamy, také jsou Setrné pro pracovniky, ktefi s nimi
manipuluji, a proto je znama dlouhd historie jejich pouziti na ovocnych sadech.
(Caldwell etal., 2013)
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Figure 5. Efficacy of essential oil products against plant diseases.

Obrazek 5: U¢innost esencialnich oleji vi¢i chorobam rostlin
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Saponiny a esencialni oleje jsou latky ziskavané nebo odvozené z rostlin. Saponiny jsou
sekundarni metabolity a maji velkou strukturni a funkéni rozmanitost, byla u nich prokazana
antimikrobni, antiparazitické a insekticidni i¢innost. Esencialni oleje se nachazi v sili¢nych
nebo zlaznatych trichomech. Jsou tvoreny smeési diterpent, fenoll, monoterpenti
a seskviterpenti. Obsahuji 1-3 latky, které prevazuji a jsou pro dany rostlinny druh typické.
(Blesa D. et. al., 2020) Esencialni oleje maji jiny mechanismus ptisobeni. Jsou to tékavé oleje
vyskytujici se v nékterych rostlinach, jsou silné aromatické a dodavaji rostlin€ vyraznou chut’
nebo vini. Pfi pokojové teploté jsou kapalné, pii vyssi prechazi do plynného skupenstvi.
Produkty esencialnich olejii jsou smési dvou nebo vice esencialnich oleji, mnohdy se jedna
o rozmaryn, matu peprnd, hiebicek nebo tymianové oleje. Obvykle se spise, nez ze semen
lisuji z listt, stonkti nebo kvétt. Mechanismus ti¢inku proti houbovym patogentim neni znam,
ale muze souviset S obecnou schopnosti esencialniho oleje narusit integritu bunécnych stén

a membran. (Caldwell et al. 2013)
V nasledujicim textu budou uvedeny ptiklady oleja, které 1ze k biologické kontrole pouzit.

Fenyklovy olej je fungicid, pouzivan v prostfedcich proti padli, napiiklad zastupctim téchto
rodd: Oidium spp. Sphaerotheca spp., Erysiphe, Podosphaera spp., Leveillula taurica.
Aplikuje se na tyto plodiny: dyné, rajée, maliny, ostruziny, okurky, squash, lilek, jahody,

réva. Pisobi na bunéénou membranu hub. (Gwynn, 2014)

Tymianovy olej (thymol) je fungicid, ktery se pouziva proti Botyrtis spp., bézné se vyskytuje
Vv pfirodé, pouziva se na vinnou révu, ma kontaktni Uc€inek. NaruSuje bunétné stény,

membrany nebo organely nezadoucimu organismu. (Gwynn, 2014)

Ozonizovany slunecnicovy olej (oleozon) je uCinnym prostiedkem proti padli napadajici
okurky a ostatni dynovitou zeleninu. Ozonizované nenasycené mastné kyselin pfitomné
v triglyceridech rostlinnych oleji maji antibakterialni, fungicidni, antivirové a regeneracni
vlastnosti. Slunec¢nicovy olej obsahuje kyselinu linolovou (48%-74%) a kyselinu olejovou
(14% - 39%). Oleozon muze byt obohacen o okyslicené produkty (ozonidy, hydroperoxidy,
aldehydy, peroxidy, diperoxidy a polyperoxidy), které ptisobi na patogenni mikroorganismy
bez negativniho vlivu na ¢lovéka. Mohl by byt dobrou alternativou v ochrané plodin. Ma fadu
dobrych vlastnosti jako naptiklad nizkou cenu, dobrou stabilitu a dosud nebyla zaznamenana
74dné rezistence patogennich kmenli vici nému. Jeho UCinky zdvisi na pouzité davce.
Oleozon byl zkousen na patogenu Podosphaera xanthii, jednom z ptivodct padli dynovitych.

Klicici konidie, hyfy a konidiofory patogenu byly oleozonem poskozeny. Na okurce nebyl
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pozorovan fytotoxicky ucinek a nemél vliv na rust a vyvoj okurek. Vysledky vyzkumu
ukazaly, Ze slunecnicovy olej ma niz8i G€innost vici padli nez oleozon. Lécebné ucinky
oleozonu se zvySovaly s jeho koncentraci. Oleozon byl ucinngj$i nez triadimefon

(G1, FRAC 3). (Maet al. 2017)
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FIGURE 1 Inhibition effects of 2% oleozon on the spore
germination of P. xanthii. First, 2% oleozon (M) was sprayed on

the upper surface of each plant, and fresh conidial suspensions of
P xanthii were inoculated on the treated seedlings. Distilled water
was used as a control (). Spore germination rates were calculated
at 24, 48 and 72 hr after inoculation. Spores were considered

to have germinated when a germ tube was observed. Three
experiments replicated three times represent each value. Error
bars indicate the SEM. Compared with the water spray, “p < .05;
***p<.001

Obrazek 6: Inhibi¢ni G¢inek 2% oleozonu na kli¢eni spor P. xanthii (pfevzato z Ma et al., 2017)

Pomerancovy olej ptsobi fungicidné, je ziskavan z citrusové rostliny (Citrus aurantium),

pusobi proti padli (Oidium spp.) na zelening. (Gwynn R. L., 2014)

Proti padli Ize pouzit i pongamovy olej, jedna se o olej ziskany ze semene indického stromu
Pongamia pinnata (kaleda lysa), Setrnym listovanim za studena. Tento olej se pouziva proti
houbovym chorobam, jako je padli na angreStu, rybizu, plisen Seda na révé. Aplikuje

se formou posttiku nebo roseni. Zvysuje odolnost a obranyschopnost rostlin. (Agronatura.cz)
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Rostlinné extrakty

Botanicals jsou rostlinné latky, které vznikly jednoduchym zpracovanim rostlin, lisovanim
nebo extrakci, jedna se napfi. o0 tyto latky: kyselinu giberelovou a giberelin, pasobi na rust
rostlin stejn¢ jako matovy olej a extrakt z morskych ras (laminarin). Fytohormon ethylen
se prirozen¢ vyskytuje v rostlinacha v pudé. Mezi botanicals 1ze zataditi karvon (carvone),
coz je terpen, ktery je produkovan aromatickymi rostlinami, zejména matou. V rostlinné

ochrané ma uplatnéni jako regulator rustu. (Heilig, 2011).

Extrakci semen tropické rostliny Azadirachta indica se ziskava tzv. neem oil. Pouziva se
jako fungicid, akaricid, insekticid. Azadirachta pochazi z Indie, Pakistanu, Bangladése.
Plsobi proti molicim, rozto¢im a houbovym chorobam napt. Botrytis spp., Erysiphales
(padli), Peronosporaceae, Mycosphaerella citri, Pucciniales, Colletatrichum acutatum,

Alternariaspp. Lze pouzit na velké mnozstvi plodin. (Gwynn, 2014; Caldwell et al., 2013)

Extrakt z Reynoutria sachalinensis (kiidlatky sachalinské) pusobi fungicidné a lze
jej pouzit proti padli, Botrytis spp., a dalsim chorobam. Pouziva se na okurku, meloun, rajce,
pept, révu. Funguje tak, ze zvySuje obranyschopnost rostliny, posiluje buné¢né stény a tim se
stava rostlina odolngjsi vii¢i chorobam. (Gwynn, 2014) Ve Svédsku se vyuziva proti padli
dynovitych (P. xanthii a Golovinomyces oronthii). Byl prokazan zvySeny efekt
v kombinaci vytazku kiidlatky ajuky (Yucca schidigera) vuc¢i padli dynovitych.
(Rur etal., 2018)

Suchy preslickovy extrakt + suchy salvéjovy extrakt + komplex dalSich latek

Extrakt z preslicky slouzi jako fungicid, pusobi proti hnédé skvrnitosti a septoridze rajcat,
padli okurky, révy a padli jablonovém, padani kli¢nich rostlin zeleniny, ¢erné skvrnitosti a rzi
ruze, kadetavosti listd, monilidze, strupovitosti jabloné, plisen révy. Pouziva se na rajce,

okurku, okrasné dreviny (slivong, rize), ovocné stromy (jablon, broskvon) a révu. (eAgri.cz)
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Zivé organismy (biologické)

Ve vyzkumu Elkota a Derbalaha (2011) byly kultury vybranych mikroorganizma (Epicoccum
nigrum, Epicoccum minitans, Epicoccum sp. Trichoderma harzianum, Trichoderma viride
a Bacillus pumilus) vypéstované v laboratornich podminkach pouzity jak samostatng, tak
i v kombinaci s fungicidem penkonazol ke kontrole padli dynovitych (Podosphaera xanthii)
v polnich podminkach. Kultury mikroorganismii byly ucinnéjsi nez fungicid penkonazol.
Efektivita testovanych latek byla diky antifungalnim slouceninam, které obsahovaly.

Predstavuji tak alternativu v ochrané proti padli misto fungicidd nebo v kombinaci s nimi.
(Elkot a Derbalah, 2011)

Bakterie

Bacillus subtilis jedna se 0 biokontrolni agents, které 1ze pouZit proti rostlinnym patogennim
houbam a bakteriim, naptiklad proti padli na melounu a cuketé. (Carbo et al., 2020;
Heilig et al., 2011) Vyhodou kmenti Bacillus je jejich odolnost vié¢i nepfiznivym vlivim
prostiedi a dlouha zivotaschopnost. (Moyer, 2007) Existuji studie zabyvajici se uzitim
Bacillus ke kontrole padli, napf. autofi Hafez et al. (2018) a Tanaka et al. (2017) ve svém
vyzkumu prokazali, ze druhy rodu Bacillus (B. subtilis, B. chitinosporus, B. pumilus,
B. megaterium, B. polymexa) inhibuji kli¢eni konidii druhu Podosphaera xanthii na tykvi
(Cucurbita pepo L.). Druhy Bacillus pisobi také na dalsi patogeny (B. cinerea Sclerotinia
sclerotiorum. Streptomyces sp.). Tanaka et al. (2017) rovnéz zjistil, ze u¢innost Bacillus
amyloliquefaciens SD-32, spociva v produkci latky prumycin, ktera vyrazné potlaci rst padli
(P. xanthii) na okurkach tim, ze inhibuje kli¢eni spor. Prumycin byl poprvé izolovan

z rodu Streptomyces sp. Hatou et al. v roce 1971. (Tanaka et al., 2017)

Endofyty

Endofyty jsou symbionti vyskytujici se uvnitf rostlinnych tkdni a semen a mohou vést
ke zlepSeni rist rostlin. Semena mohou slouzit jako vektory pro pienos endofytli napfic¢
hostitelskym generacim rostlin. Byl prokazan antagonismus endofytti vic¢i nékterym druhtim
fytopatogent. Vétsina endofytl, které potlacuji patogeny patii do rodt Bacillus
a Paenibacillus. Khalaf a Ralzada (2018) ve své studii prokazali plsobeni kmene
Lactococcus proti oomycetam a antagonisticky efekt endofyti rodu Pediococcus a Pantoea
vuci Podosphaera xanthii. (Khalaf a Ralzada, 2018)
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Houby

Trichoderma spp. ma antagonisticky potencial a piasobi proti houbovym patogenim
napft. z rodu Fusarium, Pythium. Pomaha rozkladat organickou hmotu a zpfistupnit rostling
mnoho prvkd. Hafez et al. (2018) ve své studii prokazal, ze dva zastupci rodu Trichoderma
spp. (Trichoderma harzianum a Trichoderma viridi) potlacily rust P. xanthii na tykvi obecné
(Cucurbita pepo L.). K podobnému zavéru dosel také ve své studii EL-Naggar et al. (2012),
ktery pouzil pouze kmen T. viridi. Nicmén¢ Hafez et al. (2018) zjistil, Ze listy tykve obecné
(Cucurbita pepo L.) osetiené B. subtilisa T. harzianum mély morfologické anomalie. OSetieni

m¢élo vliv na obsah chlorofylu a rist rostliny. (Hafez et al., 2018)

Nechemické prostiredky, které jsou pouZivany na ochranu vaci padli lze

rozdélit do dvou skupin:

a) Latky nebo mikroorganismy chranici rostlinu vuci infekci padlim prostfednictvim

iniciace obrannych mechanismu rostliny (indukovana rezistence)
b) Mikroorganismy, které jsou pfirozenymi neprateli padli a napadaji jejich rGzna
vyvojova stadia (parazitizmus/antibidza)
(Lebedacet al., 2017)
3.4.2. Metody zaloZené na iniciaci obrannych mechanismu
Indukovana rezistence je ucinny preventivni nastroj boje Sranymi vyvojovymi fazemi
patogena. V pozd¢jsich vyvojovych stadiich by méla byt nahrazena biologickymi nebo
chemickymi prostfedky. To plati pfedev§im u rostlin péstovanych ve skleniku, nebot’ jsou

zde konstantni podminky prostiedi vhodné pro rychly narast infekce padli. (Lebeda et al.,
2017)

Vysledkem indukované rezistence je iniciace obrannych mechanismi rostlin, které maji
za ukol ochranit rostlinu pted infekci padlim. Tyto mechanismy lze shrnout do nékolika

skupin:
e Tvorba papil
e Produkce hydrolytickych enzymt (chitinaz)
e Hypersenzitivnireakce

e Produkce fytoalexinl
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Tvorba papil

Papily se vyskytuji na vnitinim povrchu stén rostlinnych bun¢k, v mistech, kam pronikla
houba, jedna se o lokalizované ztlusténiny. Diky jejich tvorbé dochazi k vytvoreni fyzické
bariéry, ktera zabranuje penetraci hyf patogena. Papily jsou typické pro Mlo rezistence
jeCmene vuci padli. S tvorbou papil se mizeme vice setkat u jednodéloznych rostlin nez

rostlin dvoudéloznych.
Hydrolytické enzymy

Z mnoha druhu rostlin byly izolovany tzv. PR proteiny (pathogensis-related proteins), kam
patii napt. B-1,3-glukanazy a chitinazy. U téchto proteinti byla popsana ucast na obrannych
mechanismech, coz bylo potvrzeno mnoha autory, kdy dochazelo k inhibici rustu nebo 1yzi

bunék. Studie byly provedeny invivo i in vitro.
Hypersenzitivni reakce

Je projev nespecifické Mlo rezistence jeCmene k padli. Hypersenzitivni reakce je spjata
se SAR. Avsak jako jako obranny mechanismus rostliny viéi patogeniim, jenz je indukovan
latkami, které jsou biologického ptivodu se mezi hospodarky vyznamnymi plodiny, které jsou
nachylné k padli moc nevyskytuje. (Lebeda et al., 2017) Hypersenzitivni reakce byla
pozorovana také u nékterych genotypi melounu cukrového (Cucumis melo) v reakci

na vybrané izolaty padli dynovitych. (Sedlafovaet al., 2009)
Fytoalexiny

Fytoalexiny do 90. let 20.stol. u okurek nebyly brany za soucast obrannych mechanismu
k padli. (Lebeda et al., 2017) Prvni, kdo si v§iml, ze maji néjakou souvislost fenologické latky
a poSkozeni haustorii byly Menzies et al. (1991) avSak jes$t€é nevédéli, ze se jedna
o fytoalexiny. Prvni dikaz, Ze se jedna o produkci téchto latek u okurek, ktery ma vliv na
redukci vyskytu padli byli Daayf et al. (1997a). Nasledné¢ se jim podatilo izolovat
a identifikovat fenolické latky, napt. metylestery kyseliny p-kumarové, kyseliny kavové,
kyseliny felurovou, které byly v okurkach pritomny jako reakce na infekci padlim a oSetfeni
extraktem z listd Reynoutria sachaliensis. (Daayf et al., 1997b, 2000). Fawe et al. (1998)
pouzili jako induktor rezistence kiemik v rozpustné formé a identifikovali flavonoidy
a fenolické latky. Dilezitou roli fenolickych latek na poSkozeni haustorii padli, poté co doslo

k oSetfeni latkou s funkci elicitoru potvrdil Wurms et al. (1999).
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V ptirod¢ se vétSina rostlin brani proti patogenim pomoci bariéry nebo aktivaci ochrannych
mechanismt, tedy indukovanou rezistenci. Obranné reakce jsou souborem metabolickych
zmeén, které se nejen hromadi lokalné v misté infekce, ale jsou také indukovany systémove,
jako je vyvoj systémové ziskané rezistence (SAR) nebo indukované systémové rezistence
(ISR). Indukovana systémova rezistence zabranuje dal$im utoktim hub, bakteriia vird. ISR je
aktivovan rhizobakteriemi, naptiklad kmeny Pseudomonas. SAR muze byt vyvolana
mikroorganismy nebo pfirodnimi nebo syntetickymi chemikaliemi, jako je kyselina

salicylova. (Moyer, 2007)

3.4.3. Metody zaloZené na parazitismu nebo antibioze

V tadu Erysiphales se nachazi mnoho zastupcu ektoparazitickych druhti hub. Nékteré z nich
mohou byt napadeny jinou parazitickou houbou a stat se tzv. hyperparazitem.
(Lebeda et al., 2017) Mykoparazitismus je forma hyperparazitismu. Patogen je atakovan
specifickym bioagens, které poskozuje mycelium nebo infekéni ¢astice. Mezi hyperparazity
patii tzv. hypoviry, fakultativni paraziti, obligatni bakterialni patogeny, ¢asteéné predatofi.
Mezi mykoparazitismus muzeme fadit i mikrobialni predaci, piikladem muze byt Pythium

oligandrum, Trichoderma harzianum. (Blesa et. al., 2020)

Mykoparazitismus je rozdélen do dvou typl, rozdélenych podle agresivity paraziti vici
hostiteli. Nekrotrofni mykoparazitismus vede ke smrti hostitelského organismu.
V biotrofickém mykoparazitismu je vyvoj paraziti zajistén piezivanim hostitele spiSe nez

jejich smrti. (Zaki et al., 2020)

Jednou z takovych hub je Ampleomyces quisqualis (Aq). Jedna se o intracelularni pyknidialni
hyperparazitickou houbu, ktera se vyskytuje na zastupcich fadu Erysiphales a patfi
do oddéleni Ascomycota, z ¢eledi Phacosphaeriaceae. (Lebeda et al., 2017) Tento parazit
se nachazi u vice nez 64 druhti rodt Brasiliomyces, Erysiphe, Sphaerotheca, Leveillula,
Uncinula, Microsphaera, Podosphaera, Phyllactinia, Oidium,Oidiopsis. Parazituje i na jinych
fadech, napf. Mucorales, Peronosporales. Hostiteli Aq jsou 1 patogeny hospodarsky
vyznamnych plodin, jimiz jsou Podophaera xantii, Golovinomyces orontii, Erysipje necator,
Blumeria graminis. Ampleomyces quisqualis ma negativni vliv na vyvoj mycelia,
konidiogenezi, omezuje pocet haustorii, tvorbu chasmothecii a mize vést az ke zniCeni
kolonie padli. Uvnitt stélek padli vytvaii pyknidy. Je vyuzivan jako biologicky prostiedek
vi¢i padli ve formé& preparatu AQ10™. (Angeli et al., 2017; Carbo et al., 2020;

Lebeda et al., 2017) Vyznacuje se velkou toleranci vii¢i fungicidim. Avsak tento hyperparazit
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ma velmi specifické ekologické naroky. Vyzaduje velkou vzdusnou vlhkost, mnozi se pomalu
a pouze v pritomnosti konidii padli, coz ma vliv na G¢inek pouzitého biopreparatu, a proto
se Vv praxi piili§ nepouziva. (Lebeda et al. 2017) Je bezpe¢ny pro ¢lovéka, nevykazuje toxicitu
vaci hostitelské rostlin€. Prvni pokusy o rast A. quisqualis pochazi z roku 1977, kdy byla
dobra sporulace hyperparazitu prokazana na bramborovém dextrozovém agaru (PDA).
(Angeli et al.,, 2017) Byla dokazana ucinnost Aq kmenu CPA-9 vuci padli dynovitych
(P. xanthii), kdy doslo ke snizeni vyvoje infekce padli. (Carbo et al., 2020) Také Moyer
(2007) potvrdila stejnou Gc¢innost Aq a komer¢niho fungicidu dodemorf (G2, FRAC 3)

4 O W
na padli rtze.
a) Fig. 5. Efficacy of produced A. quisqualis CPA-
A 9 on zucchini plants (variety “Black beauty™)
100 artificially infected with powdery mildew (P.
xanthii): (a) Efficacy represented as IDI (in-
cidence disease index); (b) leaves treated with
80 + 5
water (control) after six days of the treatment;
and (c) leaves treated with A. quisqualis CPA-9
= 60 + at 107 conidia/mL after six days of the treat-
s ment. Both treatments were applied seven days
D 40 after the infection. Columns with different
= i letters indicate significant differences (P <
0.05) according to Student’s t test.
B
20 +
0 t {

Control Produced CPA-9

Treatment

Obrazek 7: Ug¢innost A. quisqualis kmenu CPA-9 na listy cukety odraidy ,,Black beauty“ po inokulaci
P. xanthii

Verticilliumlecanii (nové Lecanicillium lecanii). Je polyfagni houba, ktera parazituje na fadu
Erysiphales, rzich a ¢lenovcich. Ma specificky zpisob parazitismu. Nejdiive ptsobi jako
antagonista svého hostitele usmrti, popfipadé oslabi a nasledné na jeho strukturach parazituje.

Avsak ke svému rustu pottebuje vysokou relativni vzdusnou vlhkost. (Lebeda et al., 2017)

Vysledky vyzkumu Askaryho et al. (1998) zabyvajiciho se Gi¢inky nékolika kment V. lecanii
vici druhim msice (Macrosiphium euphorbiae) a padli dynovitych (P. xanthii) ukazaly,
ze kmen 198499 druhu V. lecanii byl ve srovnani s Pseudozyma flocullosa stejné u¢inny vuci
obéma druhtim. Byla také prokazana dobra uc¢innost V. lecanii v polnich podminkach vuci
padli jahodniku (Sphaerotheca macularis f. sp. fragariae diive Podosphaera aphanis
var. aphanis). Nevyhodou je, ze V. lecanii ke svému rustu vyzaduje vysokou relativni

vzdusnou vlhkost. V soucasné dob& neni registrovan zadny piipravek obsahujici tohoto
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parazita, proto je Vv soucasnosti v€novana velka pozornost vyzkumu V. lecanii.
(Lebedaet al., 2017)

DalSi zastupci mykoparaziti

Mezi dalsi zastupce mykoparaziti mizeme tadit i napt. n¢které druhy rodu Cladosporium
spp., jedna se o parazity vyskytujici se napiiklad na morusovniku bilém (Morus alba) nebo
také druhy rodu Acremonium. Piikladem muze byt Acremonium alternatum, ktery parazituje
na Leveillila taurica patogenu raj¢at ¢asto se vyskytujici ve Sttedomofi. Jedna se 0 indukci
rezistence. Tyto druhy pro svuj rast potiebuji vysokou vzdusnou vlhkost, coz omezuje jejich

pouziti mimo laboratof. (Lebeda et al., 2017)

Dalsim zastupcem muze byt Orthotydeus lambi. Jedna se o mykofagni druh msice.
Patii do celedi Tydeidae. Napada kolonie Erysiphe necator, které jsou pivodce padli révy

vinné. Byla prokazana redukce infekce timto patogenem na réveé vinné. (Lebeda et al., 2017)
Antibiéza
Antibiéza je antagonisticky vztah mezi dvéma organismy nebo jednim organismem

a metabolickym produktem jiného organismu ke $kod¢ jednoho z téchto organismu. Do této

skupiny mizeme fadit i dva rody hub, patiici mezi snéti. (Lebeda et al., 2017)

Jednim z téchto roda je Tilletiopsis spp. U Tilletiopsis spp. byl zaznamenam antagonisticky
vztah mezi Tilletiopsis a Podosphaera xanthii. Bylo pozorovano, ze ruzné druhy rodu
Tilletiopsis spp. maji odliSnou produkci hydrolytickych enzymu a antibiotik. T. pallescens

pusobi na Podosphaera pannonsa, ktera je pivodcem padli rize. (Lebedaet al., 2017)

Dalsim rodem je Pseudozyma spp. (syn. Sporothix spp.). Rod Pseudozyma je mala skupina
kvasinkovych hub, patfici do fadu Ustilaginales. Jsou vét§inou epifytické nebo saprofytické
a nepatogenni pro rostliny, zvitata a hmyz. Epifytické druhy kolonizuji rtizné povrchy rostlin.
Predpoklada se jejich vyuziti v biokontrole, protoze poskytuji ptirozenou bariéru vii¢i urcitym

patogentm rostlin. (Gafni et al.., 2015; Lebeda et al., 2017)

Druhy Pseudozyma regulosa a Pseudozyma flocculossa pisobi antagonisticky na rizné druhy

padli, napt.: Podosphaera xanthii, Podosphaera pannosa, Blumeria gramminis f. sp. tritici.

vevr

washingtonensis. P. flocculosa pasobi na hostitele tak, ze dochazi k rychlé plazmolyze spor

padli. Konidie P. flocculosa jsou obsazeny v ptipravku, ktery se nazyva Sporodex a je
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ve formé smacitelného prasku uréeny k oSetteni plodin péstovanych ve skleniku viéi padli.

Tento piipravek vykazuje vysokou ucinnost. (Lebeda et al. 2017)

Pseudozyma aphidis je parazit, ale zaroven i antagonista vuci P. xanthii a chova se jako
ektoparazit, ktery parazituje na konidiich a hyfach padli. (Lebeda et al., 2017) P. aphidis
pusobi proti Botrytis cinerea na raj¢atech a Arabidopsis thaliana. Byla zde pozorovana

antibioza a indukovana rezistence. (Gafni et al., 2015)

3.5. Metody detekce rezistence padli k fungicidiim

Zastupci tadu Erysiphales jsou obligatni biotrofni organismy, je nutné pfi jejich testovani

pracovat s zivym rostlinnym materialem, jenz je hostitelskarostlina. (Lebeda et al., 2017)
Metody pouzivané pti studiu rezistence k fungicidim lze rozdélit do 2 skupin:

1) metody in vivo - lze provadét v laboratornich nebo polnich podminkach. Z hostitelskych
rostlin mohou byt pfipraveny listové segmenty nebo disky, poptipadé mohou byt pouzity celé
listy ze stadia 3-5 pravého listu, nebo se mohou pouzit mladé rostliny, je to v zavislosti
na typu testu, popiipadé druhu patogena. Fungicid o pfislusné koncentraci mize byt aplikovan
na povrch listt nebo mohou byt listové disky dany do roztoku fungicidu, jedna se o tzv.
metodu plovoucich diski. Poté dochazi k inokulaci danym patogenem. Vyvoj se hodnoti
vizualn¢ a vyjadiuje se Vv procentech pokryti listové plochy nebo celého listu s pouzitim
hodnotici stupnice. Metody in vivo jsou rozsifeny u fady padli, napf. u druhti Erysiphe
necator, Podosphaera leucotricha, Podosphaera xanthii, Golovinomyces oronthii, Blumeria

graminis f.sp. triciti a f.sp. hordei. (Lebeda et al. 2017)

U rostlin v polnich podminkach se pfi testech pouziva metoda, kdy se nejprve nanese
ptipravek o pfislusné koncentraci na rostlinu a poté je rostlina vystavena infekci patogena.
Nasledné je na listech hodnocen stupein napadeni. Muze byt pouzita i kombinace obou
metodickych pfistupd, laboratorni i polni. In vivo metody jsou limitovany ¢asovou, pracovni
naroc¢nosti, sbérem vzorku, pfevedenim do in vitro kultur, uchovanim a realizaci testu.

(Lebedacet al., 2017)
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Fig. 8. Fungicide-treated Cucurbita pepo seedlings left with non-treated seedlings for at least
4 hours in a squash crop affected by powdery mildew for an in-field fungicide sensitivity
bioassay

Obrazek 8: Polni pokus hodnoceni citlivosti k fungicidam v porostu tykve obecné (Cucurbita pepo),
pievzato z Lebeda et al., (2010).

Fig. 9. Leaves from in-field bioassay seedlings eleven days after exposure to a cucurbit
powdery mildew pathogen population (treatments clockwise from severely-affected non-
treated control leaf at left: 50 ppm thiophanate-methyl, 80 ppm myclobutanil, 100 ppm
boscalid, 1 ppm quinoxyfen, 80 ppm triflumizole, and 50 ppm trifloxystrobin)

Obrazek 9: Listy z tykve obecné (Cucurbita pepo) z polniho pokusu hodnoceni citlivosti
k fungicidim, pfevzatoz Lebeda et al., (2010).

metody molekularni — kdy, jsou vyuzivany kvalitativni metody (PCR, RFLP) a kvantitativni
metody (real-time, PCR, pyrosekvenovani atd.). Diky témto metodam lze detekovat mutaci
konkrétniho genu a pomoci specifickych molekularnich metod 1ze kvantifikovat frekvenci
dané mutace v populaci patogena, také mohou objasnit mechanismus rezistence
ke strobilurinovym fungicidim. Molekularni metody jsou rychlejsi a expeditivnéjsi nez
metody in vivo. Pomoci téchto metod se podafilo detekovat mutaci genu CYP51 (Y136F) pro

14a-demethylazu, jenz v populacich mnoha patogent (napt. u druhti Podosphaera leucotricha
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nebo B. gramminis f. sp. hordei) zptsobuje rezistenci k DMI fungicidd. (Jones et al., 2014)
Také se podatilo detekovat mutaci genu CYP51 (K147Q) u piivodct padli trav na pSenici
a je¢meni. (Wyand a Brown, 2005). Diky témto metodam se podafilo objasnit mechanismus
rezistence ke strobilurinovym fungicidiim u velkého mnozstvi druhti padli. (tabulka 5) Pti¢ina
této rezistence je bodova mutace genu fidiciho komplex mitochondrialniho cytochromu
bcl, diky kterému dochazi ke zméné aminokyseliny glycinu na alanin (G143A).
(Fraaije et al., 2000). Vela-Corcia et al., 2014 vyvinuli metodu (allele-specific PCR) pro
detekci rezistence padli k methyl-2-benzimidazolovym karbamatim (MBC) na zakladé
korelace mezi zaménou jedné aminokyseliny (E198A) v B-tubulinu a fenotypovym projevem
MBC rezistence. (Lebeda etal., 2017)

Piesné informace o chovani populaci padli z hlediska jejich rezistence k fungicidi 1ze ziskat
pouze kombinaci obou metodickych pfistupti in vivo a molekularnich metod. (Lebeda et al.,
2017) (tabulka 6)

Pro vyzkum byla pouzita metoda in vivo. Pouzila se kombinace obou metodickych piistupti
laboratorniho i polniho. (Lebeda et al. 2017)
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Tabulka 6: Piiklady metod, které se pouzivaji pro testovanirezistence k fungicidim riznych patogenti z fadu Erysiphales (podle FRAC, 2012; Klappach,

2015; a doplnéno o aktualni poznatky k dané problematice, ptevzato z Lebeda et al., 2017)

Patogen (hostitel) L/P3/MP | Typ testu Pouziti pro danou skupinu Literatura/FRAC (autor
fungicidd© metody)?
AZN | SBI | SDHI | Qol | Ostatni
Blumeria graminis f. sp. hordei
(je¢men) L listové segmenty x x | x FRAC (Felsenstein)
FRAC (Felsenstein)
Blumeria graminis f. sp. tritici FRAC (Stammler/ Klappach)
(pSenice) L listové segmenty X Genet a Jaworska (2009)
detekce mutace genu CYP51 Delye et al. (1998), Yan et al.
M (Y136F), gRT-PCR x (2009)
allele-specific PCR x Fraaije et al. (2000)
Blumeria graminis f.sp. hordei x (MF) | Stammler et al. (2004)
(je€men), f. sp. tritici (pSenice) L listové segmenty x |x X Klappach (2015)
detekce G143A mutace PCR + NaCl,
gPCR (Tag polymeraza), Fraaije et al. (2000); Klappach
M pyrosekvenovani x (2015)
detekce dvou mutaci genu CYP51
(Y136F, K147Q) PCR + sekvence
CYP51 genu Wyand a Brown (2005)
detekce mutace genu CYP51 (Y136F) Jones et al. (2014)
x X X FRAC (Felsenstein)
Genet a Jaworska (2009)
Erysiphe necator (réva vinna) L listové disky X | x x Klappach (2015)
M detekce mutace genu CYP51 x Delye et al. (1997)
detekce G143A mutace qRT-PCR
(scorpion probe technology),
M pyrosekvenovani x Klappach (2015)
L rlst mycelia, sporulace x (MF)
P listy (3.-5. pravy list) + hrozny x (MF) Kunova et al. (2016)
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Tabulka 6 (pokracovani)

Golovinomyces orontii,
Podosphaera xanthii (tykvovita

Sedlakova a Lebeda (2008);
Lebeda et al. (2011)

zelenina) L listové disky x Lebeda et al. (2015)
Podosphaera xanthii (tykvovita
zelenina) L listové disky X McGrath et al. (1996); Lebeda
P sazenice (ve stadiu 3. pravého listu) x et al. (2011)
Fernandez-Ortuno et al.
(2006); Bellon-Goméz et al.
listové disky X (2014)
allele-specific PCR (detekce E198A x
M mutace) (MBC) | Vela-Corcia et al. (2014)
detekce G143A mutace,
pyrosekvenovani, WGA amplifikace
L+M listové disky + pyrosekvenovani Klappach (2015)
Podosphaera leucotricha (jablon) L listové segmenty X Kroling et al. (2005)
detekce mutace genu CYP51 qPCR
M (Tag polymeraza)

a|n vivo test: L — test v laboratornich podminkach, P — polni test

b Geneticka analyza (rozdéleni podle Klappach (2015)): kvalitativni/PCR/ (PCR + RFLP), kvantitativni/qPCR/ (real-time PCR /qRT-PCR/, pyrosekvenovani

3j.)

¢AZN (azanaftaleny, FRAC 13, MoA*:E1); SBI (Sterol biosynthesisinhibitor /Inhibitory biosyntézy sterolu/, SBI — tfida I: FRAC 3, MoA: G1, SBI — tfida II:
FRAC 5, MoA: G2); SDHI (Succinate dehydrogenase inhibitors Complex Il /inhibitory sukcinatdehydrogenazy/, FRAC 7, MoA: C2); Qol (Quinone Outside
Inhibitors FRAC 11, MoA: C3), MBC (Methyl benzimidazole carbamates / Methylbenzimidazolové karbamaty, FRAC 1, MoA: B1), MF - metrafrenon,
ucinna latka ze skupiny arylfenylketont (FRAC 50, MoA: B6, oznaceni podle FRAC 2021)

*MO0oA mechanismus pusobeni (Mode of Action): FRAC kod podle FRAC Code listu 2021 frac-code-list-2021--final.pdf
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https://www.frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac-code-list-2021--final.pdf?sfvrsn=f7ec499a_2

dFRAC Monitoring Methods Status: January 2012. Method Overview (http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/method-list-status-jan-
20128475CE308358.pdf?sfvrsn=2)

Autor/autoti dané metody. Pracovisté (stat). Rok zatazeni metody do FRAC Monitoring Methods. Patogen:
Felsenstein F. G. Epilogic GmbH (Némecko). 2006. Blumeria graminis f. sp. hordei, Blumeriagraminis f . sp. tritici, Erysiphe necator

Blumeria graminis f. sp. hordei (http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/erysgh-leaf-segment-monitoring-method-
epil-2006-v1.pdf?sfvrsn=4)

Blumeria graminis f. sp. tritici (http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/erysqgt-leaf-segment-monitoring-method-
epil-2006-v1.pdf?sfvrsn=4)

Erysiphe necator http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/uncine-leaf-disc-monitoring-method-epil-2006-
v1.pdf?sfvrsn=4)

Stammler G., Klappach K. BASF-AG (Némecko) 2006. Blumeria graminis f. sp. (http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-

methods/erysgt-in-vivo-basf-2006-v1.pdf?sfvrsn=4)
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http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/method-list-status-jan-20128475CE308358.pdf?sfvrsn=2
http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/erysgh-leaf-segment-monitoring-method-epil-2006-v1.pdf?sfvrsn=4
http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/erysgh-leaf-segment-monitoring-method-epil-2006-v1.pdf?sfvrsn=4
http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/erysgt-leaf-segment-monitoring-method-epil-2006-v1.pdf?sfvrsn=4
http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/erysgt-leaf-segment-monitoring-method-epil-2006-v1.pdf?sfvrsn=4
http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/uncine-leaf-disc-monitoring-method-epil-2006-v1.pdf?sfvrsn=4
http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/uncine-leaf-disc-monitoring-method-epil-2006-v1.pdf?sfvrsn=4
http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/erysgt-in-vivo-basf-2006-v1.pdf?sfvrsn=4
http://www.frac.info/docs/default-source/monitoring-methods/approved-methods/erysgt-in-vivo-basf-2006-v1.pdf?sfvrsn=4

4. Material a metody

4.1. Zpracovanidat testovanirezistence vybranych u¢innych latek

viiéi izolatim P. xanthii CR z roku 2016

V disledku covidu 2019 nebylo mozné realizovat experimentalni ¢ast DP podle ptivodniho
zadani, proto byla do DP zafazena tato kapitola. Data z testovani izolatd P. xanthii z roku
2016 mi byla poskytnuta Dr. Sedlakovou z Katedry botaniky PfF v Olomouci.
Jednalo se o soubor 24 izolati P. xanthii pochazejicich z Ceské republiky z roku 2016.

Byla testovana ucinnost tii latek: fosfonatu draselného, lecitinu a siry. (tabulka 7,8)
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Tabulka 7: Seznam pouzitych izolatu padli dynovitych pro testovanirezistence k vybranym ucinnym latkam

sbéry CR
Cislo izolatu Kraj okres lokalita misto hostitelska rostlina | SN | datum sbéru
3/16 Px Olomoucky Olomouc Olomouc — Holice Pole cMm 3 08.08.2016
6/16 Px Olomoucky Prostéjov Olsany u Prostéjova | Zahrada CP Zu 2 09.08.2016
7/16 Px Olomoucky Prostéjov Plumlov zahrada kolonie cp 1-2 09.08.2016
10/16 Px Jihomoravsky Brno-venkov Orechov Pole cp 1 09.08.2016
12/16 Px Jihomoravsky Brno-venkov Ivancice Zahrada CP Zu 4 09.08.2016
15/16 Px Jihomoravsky Znojmo Dobelice Pole c™m 1 09.08.2016
18/16 Px Jihomoravsky Znojmo Prosiméfice Zahrada CP Zu 4 09.08.2016
23/16 Px Jihomoravsky Hodonin Muténice Pole cpP 2 10.08.2016
25/16 Px Jihomoravsky Hodonin Ratiskovice Pole CP Zu 3 10.08.2016
27/16 Px Jihomoravsky Hodonin Vnorovy Pole cpP 2 10.08.2016
29/16 Px Zlinsky Kromériz Kvasice Zahrada CP Zu 4 10.08.2016
30/16 Px Zlinsky Kroméftiz Postoupky Zahrada c™m 1 10.08.2016
33/16 Px Olomoucky Prerov Tovacov— Annin zahrada kolonie cMm 1 10.08.2016
36/16 Px Pardubicky Usti nad Orlici | Zal3i Zahrada cm 1 11.08.2016
37/16 Px Pardubicky Usti nad Orlici | Chocer’ Zahrada cMm 1 11.08.2016
41/16 Px Kralovehradecky | Ji¢in Konecchlumi Zahrada cMm 1 11.08.2016
42/16 Px Kralovehradecky | Ji¢in Sobotka zahrada CP Zu 1 11.08.2016
44/16 Px Stredocesky Nymburk Lysa nad Labem Zahrada CP Zu 3 11.08.2016
46/16 Px Moravskoslezsky | Novy Ji¢in Novy Ji¢in - Kojetin | Zahrada C. mosch 1 13.08.2016
47/16 Px Moravskoslezsky | Novy Jicin Novy Ji¢in - Kojetin | Zahrada CP Zu 4 13.08.2016
49/16 Px Olomoucky Sumperk Lostice zahrada, foliovnik CS 3 12.09.2016
51/16 Px Moravskoslezsky | Novy Ji¢in Stary Jic¢in — Ji¢ina Zahrada (o 2 18.09.2016
52/16 Px Moravskoslezsky | Novy Jic¢in Stary Ji¢in — Jicina Zahrada c™m 2 18.09.2016
53/16 Px Moravskoslezsky | Novy Jicin Stary Jic¢in —Jicina Zahrada C. mosch 2-3 18.09.2016

SN = stupen napadeni (0-4), podle Lebedy (1986); hostitelskarostlina: CM - Cucurbita maxima, CP — Cucurbita pepo, CP Zu — cuketa, C. mosch — Cucurbita

moscha, CS — Cucumis sativus; patogen: Px = Podosphaera xanthi
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Tabulka 8: Seznam izolata P. xanthii pochazejici z roku 2016 z Ceské republiky testovanych

modifikovanou metodou listovych diskil na vybranych uéinnych latkach

Cislo izolatu fosfonat draselny lecitin Sira
3/16 Px - v -
6/16 Px
7/16 Px
10/16 Px
12/16 Px
15/16 Px
18/16 Px
23/16 Px
25/16 Px
27/16 Px
29/16 Px
30/16 Px
33/16 Px
36/16 Px
37/16 Px
41/16 Px
42/16 Px -
44/16 Px
46/16 Px
47/16 Px -
49/16 Px
51/16 Px
52/16 Px
53/16 Px

celkem 19 23 20
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4.2. Testovani u¢innosti vybranych latek vici izolatim P. xanthii

4.2.1. Pivod, charakteristika a uchovaniizolati padli dynovitych

Soubor izolatt padli dynovitych pro testovaniuc¢innosti vybranych latek zahrnoval 9 izolata P. xanthii
pochéazejici ze shirkové kolekce UPOC a 5 izolatd P. xanthii pochazejici z pracovni kolekce

Dr. Sedlakové. (tabulka 9) Vsechny tytoizolaty mi byly poskytnuty k experimentu.

Hostitelskou rostlinou pro uchovani izolati byla okurka seta (Cucumis sativus), nachylna
odrada Perseus F1. Semenacky byly pted inokulaci uchovavany ve fytotronu pii teploté 24 °C
ve dne a 18 °C v noci a denné zalévany. Kultury padli dynovitych byly uchovavany
na semenaccich okurky seté (Cucumis sativus) nachylné odrudy Perseus F1, které byly dany
do plastovych boudicek, aby se zabranilo Sifeni konidii mezi jednotlivymi izolaty. Nasledné
byly tyto boudicky ulozeny do fytotronu pii teplot¢ 24 °C ve dne a 18 °C v noci,
pti 12 hodinové fotoperiod¢. (obrazek 30) Zhruba po 14 dnech bylo nutné pieockovani téchto
izolatd (kultur) na nové rostliny. Pfeockovani probéhlo pienesenim konidii pomoci ptilozeni
listu s udrzovanou kulturou padli na délozni listky nové rostliny. (Lebeda et al., 2017;
Lebeda a Sedlakova, 2010) (obrazek 31)

V tabulce je ptilozen seznam pouzitych izolatli pro testovani rezistence padli dynovitych vici

vybranym biologickym G¢innym latkam.
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Tabulka 9: Seznam pouzitych izolat padli dynovitych pro testovanirezistencek vybranym uéinnym latkam

sbéry CR
hostitelska

Cislo izolatu kraj okres lokalita Misto rostlina SN datum sbéru
13/08 Px Olomoucky Prostéjov Plumlov zahradni kolonie (o\] 1 12.08.2008
10/10 Px Jihomoravsky Brno-venkov Orechov Zahrada CP ZU 1 10.08.2010
52/11 Px Olomoucky Prerov Tovacov-Annin zahradni kolonie CPPA 2 23.08.2011
60/11 Px Zlinsky Kromériz Kvasice, za bytovkami | Zahrada CPZU 4 23.08.2011
42/16 Px Kralovehradecky | Ji¢in Sobotka zahrada CP Zu 1 11.08.2016
12/18 Px Jihomoravsky Znojmo Prosiméfice Zahrada cP 1 06.08.2018
19/18 Px Zlinsky Kroméfiz Postoupky zahrada cs 1 07.08.2018
22/18 Px Olomoucky Olomouc Babice zahrada, sklenik CS 1 07.08.2018
30/18 Px Jihomoravsky Hodonin Cej¢ Pole cP 2 07.08.2018
31/18 Px Jihomoravsky Breclav Velké Bilovice Pole (o] 2 07.08.2018

Némecko
Ger 1/12 Px | spolk. republika Durynsko | Erfurt, Ringelberg zahradni kolonie Galgenberg cP 2 30.07.2012

SN = stupeti napadeni (0-4), podle Lebedy (1986); hostitelskarostlina: CM - Cucurbita maxima, CP — Cucurbita pepo, CP PA —patizon, CP Zu — cuketa,

CS — Cucumis sativus; patogen: Px = Podosphaera xanthii
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4.2.2. Rostlinny material
Padli nemiize byt kultivovano na syntetickych mediich. Proto pro testovani rezistence vici

padli dynovitych byla vybrana okurka seta (Cucumis sativus). Nachylna odruda Perseus F1.

Semena okurky seté byla nejprve vyseta do malych plastovych kvétinac¢ka o pruméru 7 cm
s perlitem. Kvétinacky byly uloZeny do fytotronu ve dne pii teploté 24°C a v noci pii teploté
18°C.

Poté nartstu déloznich listkli byly sazenice presazeny do velkych kvétinadct po Ctytech.
Kvétinace obsahovaly substrat pro balkonové rostliny 0018 FLORCOM SB. Tyto kvétinace
byly ulozeny ve skleniku, pfi teploté 22-26 °C, kde byly fadn¢ zalévany. (obrazek 32)

Pro tvorbu listovych diskti byly odebrany listy zrostliny staré 6-8 tydni (ve stadiu 3-6
pravého listu). (Lebeda et. al. 2017).

4.2.3. Charakteristika testovanych piipravki

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byly pro testovani rezistence souboru izolati
P. xanthii pouzity dva pasivni pomocné pripravky obsahujici G¢inné latky: mlécny albumin
+ kasein + lecitin, tymianovy olej a dva fungicidni piipravky obsahujici G¢inné

latky: fosfonaty draselné, hydrogenuhli¢itan draselny. (tabulka 10)

Pripravek s latkami mléény albumin + kasein + lecitin — jedna se o postiikovou kapalinu,
pusobi proti padli na angresStu, révé vinné, okurkach, okrasnych rostlinach, rizim, rybizu.
Pusobi jako fungicid. Podporuje zdravotni stav rostliny. Pisobi dotykové. Je dobré aplikovat

na vecer nebo za obla¢nosti. Je platny v registru piipravkt. (Agromanualshop.cz; Osetieno.cz)

Tymianovy olej — jedna se o fungicid, vyuziva se proti Botrytis spp. na vinné révé. Bézné
se vyskytuje v prirod¢. Pusobi tak, Ze naruSuje bunécné stény, membrany nebo organely

nezadoucimu organismu. Ma kontaktni uc¢inek. (Gwynn R. L., 2014)

Pripravek obsahujici fosfonaty draselné — jedna se o rozpustny koncentrat, vyrobce:
Tilco-Alginure GmbH, Némecko, distributor v CR: BIOCONT LABORATORY, spol. s r.0.,
Modfice, teplota skladovani: +5 - 425 °C. Lze pouzit na révu vinnou proti plisni révy nebo
proti plisni chmelu. Po aplikaci dochazi u rostlin k aktivaci obrannych biochemickych
mechanism, k indukované rezistenci. Lze pouzit max. 6krat za rok, jako postiik nebo roseni.
Mg¢l by se aplikovat preventivné nebo na pocatku vyskytu choroby. (Biocont laboratory, 2018;

Agromanual.cz).
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Pripravek obsahujici hydrogenuhli¢itan draselny — jedna se o ve vodé rozpustny prasek.
Vyrobce: Biofa GA, Némecko, distributor v CR: BIOCONT LABORATORY, spol. s r.0.,
Modtice. Patii mezi kontaktni fungicidy. Uginek je preventivni a kurativni. Skladuje se pfi
teploté: +5-+30 °C. Po aplikaci dochazi ke zmén¢ pH na listech (kyselé pH), omezuje rlst
mycelii hub a brani kliceni spor. Pisobi proti plisni, padli, houbovym chorobam, dochazi
k posileni odolnosti rostlin. Lze pouzit jako postiik nebo roseni na celou fadu plodin: na révu
vinnou, tykev, raj¢e, chmel, okrasné rostliny, jahodnik, cekanka, kozlicek, kofenova zelenina,
peckoviny, drobné ovoce, jablon. V kombinaci s pfipravky obsahujicimi pomerancovy,
fenyklovy olej dosahuje vy$s$i Gcéinnosti. (Biocont Laboratory, 2018; Agromanual.cz;

Agromanualshop.cz; eAgri.cz)
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Tabulka 10: Zafazeni vybranych u¢innych latek pouzitych pro testovani rezistence padli Podosphaera xanthii do skupin dle FRAC (FRAC CodeLlist © 2021)

CHEMICALOR FRAC
SUBSTANCES MoA* TARGET SIZE GROUP NAME BIOLOGICAL COMMON NAME CODE
GROUP
mineral oils,
fosfonat draselny organic oils,
hydrogenubhli¢itan draselny Not specified Unknown Diverse diverse inorganic oils, NC
lecitin, mlé¢ny albumin, kasein material of biological
origin
M: Chemicals
Sira with multi-site Multi-site contact inorganic inorganic sulphur MO2
activity aktivity (electrophiles)
Cell membrane terpene
BM: Biologicals disruption, cell hydrocarbons, Plant oils (mixtures):
with multiple wall, induced plant | Plant extract terpene alcohols eugenol, geraniol,
tymidnovy olej modes of action: defense and terpene thymol BMO1
Plants extracts mechanism phenols
*MoA (Mode of Action) — mechanismus puisobeni
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4.2.4. Metody

Pro zjiSténi rezistence padli dynovitych vic¢i vybranych G€innym latkdm byly pouzity dvé
metody. Prvni metodou byla modifikovana metoda listovych disku. (Lebeda et al., 2017,
Sedlakova a Lebeda, 2008) Druhou metodou byla metoda celych rostlin, ktera byla
realizovana u casti izolati P. xanthii. (tabulka 10) Nasledné se obé metody porovnavaly

z hlediska vhodnosti pouziti pro testy rezistence.

Pro testovani byly vybrany ¢&tyfi ptipravky S témito G¢innymi latkami: mlécny albumin
+ kasein + lecitin, tymianovy olej, fosfonat draselny, hydrogenuhli¢itan draselny, a také
u izolata 2016 byla testovana ucinnost na siru. VSechny tyto pfipravky se testovaly v péti
koncentracich. (obrazek 33) Vzdy byla jedna koncentrace navrzena vyrobcem a pak dvé, které

byly nad a pod touto doporuc¢enou koncentraci. (tabulka 11)
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Tabulka 11: Koncentrace testovanych uéinnych latek

ucinna latka

koncentrace uéinné latky (%/pg-mlt/ul-mi?)

1

2

3**

4

5

fosfonat draselny

0,4 % (1368 pg-mlt)

0,6 % (2052 pg-mlt)

0,8 % (2736 pg-mlt)

1% (3420 pg-ml?)

1,2 % (4104 pg-ml?)

lecitin (L)*
mlécny albumin (MA)*
kasein (K)*

0,25 % (200 pl-ml* (L)
(18,5 pl-mlt) (MA)
(81,5 pl-ml) (K)

0,5 % (400 pl-mlY) (L)
(37 pl-miL) (MA)
(163 pg-ml?) (K)

0,75 % (600 pl-ml?) (L)
(55,5 pl-ml't) (MA)
(244,5 pl-ml) (K)

1% (600 pl-ml™ (L)
(74 pl-mlY) (MA)
(326 pl-ml) (K)

1,25 % (1000 wl-mlY) (L)
(92,5 pl-ml') (MA)
(407, 5 pl-mlY) (K)

Sira 0,1 % (800 pg-ml?) 0,2 % (1600 pg-ml?) 0,4 % (3200 pg-ml?) 0,6 % (4800 pg-ml?) 0,8 % (6400 pg-ml?)
tymianovy olej 0,20 % 0,30 % 0,4% 0,50 % 0,60 %
hydrogenuhli¢itan draselny 622 pg-ml?t 1244 pg-ml? 2487,5 pg-ml? 3731,5 pyg-ml? 4975 pg-ml?

*vSechny tfi latky byly soucasti jednoho testovaného ptipravku, a také procentualni koncentrace patti pro vSechny tii latky
** koncentrace doporu¢ena vyrobcem
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Modifikovana metoda listovych disku

Pro metodu byly pouzity listy okurky seté (Cucumis sativus), nachylné odridy Perzeus F1
ve stadiu 3-6 pravého listu. Nejprve byla z listd pomoci korkovrtu (obrazek 34) vytezany
disky o praméru cca. 15 mm. Pfipravky byly testovany v péti koncentracich. Kontrolou byla
destilovana voda. Pro kazdou koncentraci bylo vytvofeno 15 diska (5 diskd ve tfech
opakovani). Nasledn¢ by jednotlivé koncentrace nality do plastovych misek, které bylo nutno
fadné popsat, aby nedoslo k jejich zaméné. Do kazdé misky byly poté dany disky, a to tak
aby byly vSechny ponofeny. Po 30 minutach byl piipravek slit. Poté se chystaly plastové
krabicky s vicky na testy. Ty byly pfedem tadné€ vymyty a vydezinfikovany pomoci ethanolu
a byla do nich vlozena bunicina a filtracni papir, které byly navlhéeny destilovanou vodou.
Nasledné byly do nich pokladaly listové disky svrchni stranou nahoru ve ttech fadach po péti.
Poté byly inokulovany izolaty padli prilozenim délozniho listku se sporulujicim myceliem
k listovému disku. Plastové krabicky byly uzavieny plastovymi vi¢ky, ulozeny do fytotronu
a byly kultivovany za stejnych podminek jako uchovavané izolaty padli. (tabulka 12)
(obrazek 35)

Tabulka 12: Seznam uc¢innych latek testovanych viiciizolatim P. xanthii pochazejici ze sbirkové a
pracovni kolekce UPOL véetné jednoho izolatu P. xanthii pochazejiciho z Némecka testované

metodou listovych diskl

ek hydrogenuhlicitan
e Cislo izolatu | fosfonat draselny lecitin draselny tymianovy olej
UPOC_FUN_128| 13/08 Px v v \ v
UPOC_FUN_129| 10/10 Px v v v \
UPOC_FUN_131| 52/11 Px v v \ v
UPOC_FUN_132 60/11 Px - - Vv v
UPOC_FUN_130| Ger 1/12 Px v v \' '
42/16 Px v* v* v v
12/18 Px v v ' v
19/18 Px v v v v
UPOC_FUN_307| 22/18 Px \ \/ \ v
30/18 Px v v ' v
31/18 Px v v v v
celkem 9 9 11 11

*fosfonat draselny a lecitin zpracovan v ramci roku 2016
\ = testovano, - = netestovano

**kod izolatu zafazeného do databaze sbirky mikroorganismi v ramei

Narodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji mikroorganismu a drobnych

zivodéicht hospodaiského vyznamu https://old.vurv.cz/collections/vurv.exe/search
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Metoda celych rostlin

Pro metodu celych rostlin byla pouzita okurka seta (Cucumis sativus), nachylna odruda

Perzeus F1. Tato metoda se od metody listovych diska lisila tim, ze nejprve byly na listy

okurky aplikovany ptipravky, a az poté byly z listi pomoci kovkovrtu vytvoreny disky. Poté

se postupovalo stejnym zpisobem jako u metody listovych disku. (tabulka 13) (obrazek 36)

Tato metoda byla zkousena nékolika zptisoby. Jednim ze zpuisobu byla aplikace ptipravku na

listy celé rostliny s pfidanim kapky jaru jako smacedla. Z toho divodu, aby ucinna latka

vydrzela déle na listech. Dalsim zptisobem aplikace piipravki bylo pouzitiigelitového sacku

pro zakryti listu po aplikaci ptipravkem. (obrazek 37) Obé modifikace této metody se vSak

ukazaly jako nevhodné pro experiment, z divodu omezené sporulaci padli, coz mélo vliv na

hodnoceni. Proto se od pfidavani jaru i pouziti igelitovych sackt v experimentech upustilo.

Tabulka 13: Seznam uéinnych latek testovanych vii¢i izolatim P. xanthii pochazejici ze sbirkové a

pracovni kolekce UPOL v¢etné jednoho izolatu P. xanthii pochazejiciho z Némecka testované

metodou celych rostlin

kdd izolath**

hydrogenuhlicitan

Cislo izolatu | fosfonat draselny lecitin draselny tymianovy olej
UPOC_FUN_130 | Ger 1/12 Px - v - -
UPOC_FUN_194 3/16 Px - Vv - -
UPOC_FUN_195 | 18/16 Px ] v - B
UPOC_FUN_196 | 41/16 Px v - - -
42/16 Px - - Vv Vv
12/18 Px - \ - -
30/18 Px Vv - - -
31/18 Px ' - - -
Celkem 3 4 1 1

V= testovano, - = netestovano

* kod izolatu zafazeného do databaze sbirky mikroorganismii v ramci

Néarodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji mikroorganismii a drobnych

zivocichl hospodatského vyznamu https://old.vurv.cz/collections/vurv.exe/search
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4.2.5. Hodnoceni intenzity sporulace

Hodnoceni intenzity sporulace bylo provadéno Vv intervalu od 5 do 14 dne od inokulace diski
izolaty padli. Interval mezi hodnocenimi byl 2-4 dny. Hodnoceni bylo provadélo vizualné s

pomoci lupy. Pro hodnoceni byla vyuzita kvantitativni i kvalitativni metoda.

Kvantitativni metody

Pro hodnoceni byla pouzita pétibodova stupnice (0-4) intenzity sporulace. Stupné znaci

pritomnost mycelia na povrchu pletiva. (Lebedaet al., 2017)
0 - bez ptiznaka

1- <25 % stupen napadeni (SN)

2-25-50% SN

3-50-75% SN

4 ->75% SN

Pro uréeni celkového stupné infekce pro kazdy izolat v %, byla pouzita metoda dle Towsenda

a Heubergera, ktera vychazi ze vzorce:

n x V) x ]00
P:Z(T,)x/\ff'

P = celkovy stupen napadeni

n = pocet diskt v kazdé kategorii napadeni
V = stupeni napadeni

X = maximalni stupen napadeni

N = celkovy pocet hodnocenych disku

(Lebedacet. al., 2017)
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Kvalitativni metody
Ke kvalitativnimu hodnoceni byla pouzita téibodova stupnice (Lebeda et al., 2017, Sedlakova
a Lebeda, 2008)

- ... senzitivni reakce, stupei napadeni = 0-10 %
(-) ... stiedné rezistentni reakce, stupeii napadeni = 10,1-34,9 %

+ ... rezistentni reakce, stupen napadeni > 35 %

Fig. 6. Three types of assigned reactions: a - sensitive (degree of infection, DI = 0-10%), b -
tolerant (DI = 10.1-34.9%), c - resistant (DI 2 35%)

Obrazek 10: T#i typy hodnocenych reakei: a — senzitivni, b — stfedné rezistentni, ¢ — rezistentni,

ptrevzato z Lebeda et al., (2010).

Stanoveni hodnoty ED 50

Pro jednotlivé izolaty bylo stanoveno ED 50 (koncentrace fungicidu, ktera inhibuje sporulaci

houby 0 > 50 %) v intervalu testovanych koncentraci fungicidu. (Sedlakova a Lebeda 2008)
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4.3. Mikroskopické sledovani vyveje P. xanthii po aplikaci

hydrogenuhli¢itanu draselného

Pro mikroskopické sledovani vyvoje Podosphaera xanthii po aplikaci hydrogenuhlic¢itanu
draselného byla pouzita stejna modifikovana metoda listovych diski jako v pfedchozim

experimentuviz. kapitola 4.2.4.

Byl pouzit izolat 12/18 Px. Po inokulaci byly disky v piesnych ¢asovych intervalech
odebirany (7. den, 10. den, 14. den, coz odpovida 168 hodin, 240 hodin, 336 hodin).
Odebrané listové disky (5 diskd od kazdé koncentrace ve tfech opakovanich) byly vkladany
do lahvi¢ek naplnénych 99% kyselinou octovou, aby doslo k odbarveni chlorofylu. (obrazek
38) Po 48 hodinach byly pfemistény do 85% glycerolu. (Lebeda a Reinink, 1994) (obrazek
39) Nasledn¢ byly listové disky pomoci pinzety pfeneseny na podlozni sklicko, a to svrchni
stranou listu nahoru. Pomoci kapatka byly zakapnuty 1% anilinovou modfi, ktera se dostava
do chitinovych struktur houbovych organismu, a diky tomu je umoznéno jejich lepsi
pozorovani pro hodnoceni pod mikroskopem. (Lebeda et al., 2017) Listové disky se nechaly
inkubovat asi 3 minuty. Poté byly piekryty krycim sklickem a pomoci destilované vody bylo
barvivo vymyto a filtracnim papirem byl odsaty jeji prebytek z druhé strany kryciho skli¢ka.
(obrazek 40) Takovéto preparaty byly jiz pfipraveny Kk pozorovani pod mikroskopem pii
zvétSeni 100x a 400x. Na listovych discich byl hodnocen pocet konidiofort padli a pfitomnost
konidii. Pro hodnoceni sporulace padli byla pouzita semikvantitativni metoda podle

nasledujicich kategorii:

0 konidioforiana disku

1-10* konidiofort na disku

102%-102 konidiofora na disku

> 102 konidioforti na disku
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4.4, Statistické zpracovani

Byly statisticky srovnavany jednotlivé izolaty P. xanthii v ramci sporulace u jednotlivych
ucinnych latek. A také porovnavany vybrané izolaty v ramci sporulace mezi obéma pouzitymi
metodami. U mikroskopického sledovani vyvoje P. xanthii po aplikaci hydrogenuhli¢itanu
draselného bylo u kazdého odbéru statisticky srovnavana sporulace v ramci jednotlivych
koncentraci. Pro statistické zpracovani byl pouzit Kruskal-Wallis test a pairwise test

v programu R verze 4.1.3. (piiloha 10.1.)
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6. Vysledky

6.1. Testovanirezistence vybranych uc¢innych latek vici izolatim

P. xanthii CR z roku 2016

Vysledky testovani u¢innosti izolatd P. xanthii z roku 2016 pomoci modifikované metody
listovych diskt podle Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008) ukazaly

rozdily v G¢innosti vybranych u¢innych latek.

V nasledujici kapitole této prace jsou pak komentovany podobnosti ¢i rozdily v reakciizolata

P. xanthii na testované uc¢inné latky.

Fosfonat draselny

Fosfonat draselny vykazoval na testovaném souboru izolatd P. xanthii nizkou mirua¢innosti,
kdy 63 % izolati mé&lo rezistentni reakci na vSech testovanych koncentracicha u 16 % izolatta
byla zaznamenana vyrazna sporulace (rezistentni reakce) na vSech testovanych koncentracich
kromé& nejvyssi koncentrace (4104 pug-mi?), kde byla stfedné rezistentni. U 5 % izolatd byla
pozorovana rezistentni reakce pouze U nejnizsi testované koncentrace (1368 pg-mi?), na
vSech ostatnich se jednalo o stiedné rezistentni reakci. Pro 16 % testované populace byla
zaznamenana zcela odliSna reakce na fosfonat draselny ve srovnani se zbyvajici Casti
populace patogenu. Pro tuto ¢ast populace se testovana G€¢inna latka jevilajako zcela u¢inna,
kdy u vSech izolatd byla pozorovdna pouze senzitivni reakCe na vSech testovanych
koncentracich. Hodnota ED 50 se u 47 % izolati pohybovala nad nejvyssi testovanou
koncentraci tohoto ptipravku tedy > 4104 pg-ml?, zatimco pro 26 % izolat bylo ED 50 pod
nejniz$i testovanou koncentraci (< 1368 pg'ml?). Pro 10 % izolatd se hodnota ED 50
pohybovala v intervalu 1368-2052 pg-ml?.  Zastoupeni izolati v intervalech ED 50
2052-2736 pg-ml?, 2736-3420 pg-ml?, 3420-4104 pg-ml? bylo 5 % u kazdého z nich.
(tabulka 14, graf 1)

Variabilita mezi testovanymi izolaty Px z Ceské republiky z roku 2016 na G&innou latku

fosfonat draselny byla statisticky pritkazna. (viz. pfiloha 10.1.)
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Tabulka 14: Celkovy stupeii napadeni listovych diskt (vyjadieny v %) izolatt Podosphaera xanthii z

roku 2016 oSetfenych u¢innou latkou fosfonat draselny

intenzita sporulace (%)
koncentrace u¢inné latky (ug-ml?)
¢islo izolatu
K 1368 2052 2736* 3420 4104 ED 50
6/16 Px 100 6,67 6,67 3,33 3,33 3,33 <1368 pg-ml?
7/16 Px 100 78,33 45 41,67 43,53 26,67 1368-2052 pg-ml?
10/16 Px 100 93,33 58,33 90 58,33 65 > 4104 pg-ml?
12/16 Px 100 93,33 61,67 70 76,67 45 3420-4104 pg-ml?
15/16 Px 95 78,33 66,67 66,67 76,67 51,67 > 4104 pg-ml?
18/16 Px 93,33 88,33 86,67 83,33 81,67 76,67 > 4104 pg-ml?
23/16 Px 93,33 35 35 35 36,67 13,33 <1368 pg-ml?
25/16 Px 98,33 85 90 81,67 90 86,67 > 4104 pg-ml?
27/16 Px 96,67 83,33 85 83,33 65 60 > 4104 pg-ml?
30/16 Px 85 66,67 60 68,33 65 56,67 > 4104 pg-ml?
36/16 Px 100 95 76,67 45 46,67 20 2052-2736 pg-ml?
37/16 Px 96,67 6,67 6,67 5 5 5 <1368 pg-ml?
41/16 Px 83,33 68,33 63,33 65 48,33 36,67 2736-3420 pg-ml?
44/16 Px 100 8,33 8,33 0 0 0 <1368 pg-ml?
46/16 Px 78,33 85 78,33 83,33 65 63,33 > 4104 pg-ml?
49/16 Px 100 81,67 85 75 83,33 68,33 > 4104 pg-ml?
51/16 Px 90 41,67 43,33 41,67 41,67 43,33 <1368 pg-ml?
52/16 Px 100 66,67 30 26,67 23,53 15 1368-2052 pg-ml?
53/16 Px 100 90 76,67 63,33 73,33 63,33 > 4104 pg-ml?

*doporucena koncentrace vyrobcem; K — kontrola (destilovana voda)

patogen: Px — Podosphaera xanthii
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Koncentrace fungicidi/reakce
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Graf 1: Reakce testovaného souboru izolatt P. xanthii pochazejicich z roku 2016 z Ceské republiky na

ucinnou latku fosfonat draselny
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Lecitin + mléény albumin + kasein

Pripravek obsahujici u¢inné latky lecitin, mlé¢ny albumin a kasein byl vii¢i testovanému
souboru izolati P. xanthii zcela neucinny, kdy vSechny izolaty mély rezistentni reakci na
vSech testovanych koncentracich. Hodnota ED 50 se u 96 % izolati pohybovala nad nejvyssi
testovanou koncentraci tohoto ptipravku tedy > 1000 ul-ml?(lecitin), > 92,5 pl-ml™* (mléény
albumin), > 407,5 pl-ml?(kasein). Pouze u 4 % izolatu se hodnota ED 50 pohybovala
vintervalu 800 pl-ml*(lecitin), 92,5 pl'ml? (mléény albumin), 407,5 pl-ml? (kasein).
(tabulka 15, graf 2)

Variabilita mezi testovanymi izolaty Px z Ceské republiky z roku 2016 na u¢inné latky lecitin,

mlécny albumin a kasein byla statisticky prikazna. (viz. ptiloha 10.1.)
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Tabulka 15: Celkovy stupen napadeni listovych diska (vyjadieny v %) izolatti Podosphaera xanthii z roku 2016 osetfenych ti¢innou latkou lecitinem

intenzita sporulace (%)
Cislo izolatu koncentrace U¢inné latky ED 50
K l. 1. 1.* \Y V.

3/16 Px 83,33 75 81,67 88,33 58,33 71,67 >1000 pl-mlI(L), > 92,5 pl-ml™ (MA), > 407,5 pl-ml(K)
6/16 Px 90 86,67 88,33 86,67 90 85 > 1000 pl-ml(L), > 92,5 ul-ml (MA), >407,5 pl-ml(K)
7/16 Px 98,33 83,33 88,33 70 93,33 93,33 >1000 pl-ml(L), > 92,5 pl-ml (MA), > 407,5 pl-ml™(K)
10/16 Px 100 100 100 100 100 100 >1000 pl-ml(L), > 92,5 pl-ml (MA), > 407,5 pl-ml™Y(K)
12/16 Px 96,67 91,67 91,67 91,67 88,33 91,67 > 1000 pl-mlI(L), > 92,5 pl-ml (MA), >407,5 pl-ml™(K)
15/16 Px 85 63,33 68,33 81,67 83,33 68,33 >1000 pl-ml(L), > 92,5 pl-mlt (MA), >407,5 pul-ml(K)
18/16 Px 86,67 80 78,33 66,67 80 66,67 > 1000 pl-ml(L), > 92,5 ul-ml™ (MA), >407,5 pl-ml(K)
23/16 Px 100 100 100 100 100 100 > 1000 pl-ml(L), > 92,5 pl-ml* (MA), > 407,5 pl-ml?(K)
25/16 Px 100 100 100 100 96,67 68,33 >1000 pl-mlI(L), > 92,5 pl-ml (MA), > 407,5 pl-mlY(K)
27/16 Px 100 100 93,33 75 80 78,33 > 1000 pl-ml(L), > 92,5 ul-ml' (MA), >407,5 pl-ml(K)
29/16 Px 100 93,33 95 93,33 95 95 >1000 pl-mi™*(L), > 92,5 pl-ml™ (MA), >407,5 pl-ml™(K)
30/16 Px 93,33 86,67 83,33 78,33 85 80 > 1000 pl-ml*(L), > 92,5 ul-ml™* (MA), >407,5 pl-ml*(K)
33/16 Px 88,33 85 86,67 81,67 90 90 > 1000 pl-ml(L), > 92,5 ul-mI (MA), >407,5 pl-ml%(K)
36/16 Px 98,33 96,67 96,67 96,67 95 95 > 1000 pl-ml*(L), > 92,5 pl-ml™ (MA), >407,5 pl-ml*(K)
37/16 Px 100 91,67 86,67 83,33 95 65 > 1000 pl-ml(L), > 92,5 ul-ml (MA), >407,5 pl-ml(K)
41/16 Px 96,67 96,67 96,67 96,67 95 90 >1000 pl-mlI(L), > 92,5 pl-ml (MA), > 407,5 pl-ml™(K)
42/16 Px 83,33 80 60 50,67 50 41,67 800 pl-ml(L), 92,5 pl-ml (MA), 407,5 ul-mlt (K)

44/16 Px 100 100 98,33 98,33 98,33 98,33 >1000 ul-ml(L), > 92,5 pl-ml™* (MA), >407,5 pl-ml™(K)
47/16 Px 83,33 78,33 93,33 88,33 93,33 91,67 > 1000 pl-ml*(L), > 92,5 ul-ml™* (MA), >407,5 pl-ml*(K)
49/16 Px 100 100 100 100 100 100 > 1000 pl-ml*(L), > 92,5 ul-ml™* (MA), >407,5 pl-ml*(K)
51/16 Px 70 60 68,33 75 91,67 96,67 > 1000 pl-mlI(L), > 92,5 pl-ml (MA), > 407,5 pl-ml(K)
52/16 Px 100 100 90 78,33 76,67 75 > 1000 pl-ml(L), > 92,5 ul-ml’ (MA), >407,5 pl-ml(K)
53/16 Px 100 100 98,33 98,33 91,67 95 >1000 ul-ml(L), > 92,5 pl-ml™* (MA), >407,5 pl-ml™(K)
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*koncentrace doporucena vyrobcem; patogen: Px — Podosphaera xanthii
L — lecitin, MA —mlé¢ny albumin, K — kasein

I. koncentrace (ul-ml1): 200 (L), 18,5 (MA), 81,5 (K);

I1. koncentrace (ul-ml-1): 400 (L), 37 (MA), 163 (K);

I11.* koncentrace (ul-ml1): 600 (L), 55,5 (MA), 244,5 (K);

IV. Koncentrace (ul-ml-1): 800 (L), 75 (MA), 326 (K);

V. koncentrace (ul-ml-1): 1000 (L), 92,5 (MA), 407,5 (K)
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Koncentrace fungicidi/reakce
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Graf 2: Reakce testovaného souboru izolatt P. xanthii pochazejicich z roku 2016 z Ceské republiky na

ucinnou latku lecitin
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Sira

Ptipravek obsahujici siru byl vici testovanému souboru P. xanthii ¢astecné ucinny, kdy 40 %
populace, bylo kontrolovano doporuc¢enou koncentraci (3200 pg-ml?). Zatimco 60 % izolath
bylo na této koncentraci stfedné rezistentnich nebo rezistentnich. Na nizSich testovanych
koncentracich (800 ug-ml?, 1600 ug-ml?t) nez byla doporucena koncentrace byla u vétsiny
testované populace pozorovana Stfedné rezistentni, ptfipadné rezistentni reakce. Na
koncentracich vy$sich nez doporuceni koncentrace (4800 pg-ml?, 6400 pug-ml?t) bylo 30%
testované populace patogenu stfedné rezistentnich a u 10 % izolatd byla tato reakce
zaznamenana jen na koncentraci 4800 pg-ml?. 5 % izolati byla rezistentnich vii¢i viem
testovanym koncentracim. Naopak oproti 15 % izolatim, u kterych byla zjisténa zcela opaéna
reakce (senzitivni) na vSech testovanych koncentracich. Hodnota ED 50 se u vétSiny testované
populace (85 %) pohybovala pod nejnizsi testovanou koncentraci (< 800 pg-ml?). Pouze pro
10 % izolatl byla hodnota ED 50 v intervalu 800-1600 ug-ml*a pro 5 % izolatt 3200-4800
ug-mi?. (tabulka 16, graf 3)

Variabilita mezi testovanymi izolaty Px z Ceské republiky z roku 2016 na G¢innou latku siru

byla statisticky prikazna. (viz. pfiloha 10.1.)
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Tabulka 16: Celkovy stupeii napadeni listovych diskt (vyjadieny v %) izolatd Podosphaera xanthii z

roku 2016 osetfenych uéinnou latkou sirou

intenzita sporulace (%)
koncentrace G¢inné latky (ug-ml?) ED 50
¢islo izolatu
K 800 1600 3200* 4800 6400
6/16 Px 61,67 43,33 43,33 45 30 5 < 800 pg-ml?
7/16 Px 100 28,53 25 33,33 31,67 13,53 < 800 pg-ml?t
10/16 Px 96,67 30 26,67 10 5 5 <800 pg-ml?t
12/16 Px 100 40 30 30 18,33 1,67 <800 pg-ml*
18/16 Px 95 13,33 3,33 0 0 0 < 800 pg-ml?t
23/16 Px 93,33 60 36,67 11,67 11,67 11,67 800-1600 pg-ml?
25/16 Px 100 45 33,33 11,67 6,67 6,67 <800 pg-ml*
27/16 Px 96,67 18,33 11,67 15 10 1,67 < 800 pg-ml?t
29/16 Px 100 38,33 10 5 6,67 0 < 800 pg-ml?
30/16 Px 93,33 8,33 5 1,67 0 0 <800 pg-ml*
36/16 Px 88,33 26,67 15 15 15 13,33 < 800 pg-ml?t
37/16 Px 93,33 36,67 36,67 15 5 6,67 < 800 pg-ml?
41/16 Px 100 10 8,33 5 5 0 <800 pg-ml™
42/16 Px 98,33 1,67 1,67 1,67 1,67 1,67 < 800 pg-ml?t
44/16 Px 100 45 8,33 8,33 3,33 1,67 < 800 pg-ml?t
47/16 Px 86,67 75 40 45 46,67 36,67 800-1600 pg-ml?
49/16 Px 100 41,67 3,33 6,67 6,67 5 < 800 pg-ml?
51/16 Px 70 25 18,33 18,33 18,33 15 <800 pg-ml?t
52/16 Px 100 61,67 61,67 56,67 30 20 3200-4800 pg-ml?
53/16 Px 65 18,33 18,33 20 18,33 11,67 < 800 pg-mlt?

*koncentrace doporucena vyrobcem; patogen: Px — Podospharea xanthii
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Koncentrace fungicidi/reakce
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Graf 3: Reakce testovaného souboru izolat P. xanthii pochézejici z roku 2016 z Ceské republiky na

ucinnou latku siru
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Porovnani testovanych u¢innych latek viidi izolatiim P. xanthii z CR z roku 2016

Testované ucinné vykazovaly rozdily v uc¢innosti na souboru testovanych izolata P. xanthii.
Jako zcela netGcinny se ukazal lecitin vaci 100 % izolati. Nizkou miru Gc¢innosti také
vykazoval fosfonat draselny pro vice nez 60 % testované populace a pouze 15 % testovanych
izolati bylo kontrolovano vSemi testovanymi koncentracemi. Pfipravek obsahujici siru byl
vici testovanému souboru P. xanthii ¢astecné uc¢inny, kdy 40 % populace mélo na doporucené
koncentraci (3200 pg-ml?) pouze senzitivni reakci. Stiedné rezistentni reakce na vyssi
testovanych koncentracich siry nez doporu¢ena koncentrace (3200 pg-ml?) bylo pozorovano
u 30 % izolatd. Pouze 5 % testované populace bylo rezistentnich vii¢i vSem testovanym

koncentracim siry. (graf 4)
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Graf 4: Reakce testovaného souboru izolatti P. xanthii pochazejici z roku 2016 z Ceské republiky na

vybrané uc¢inné latky
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6.2. Testovani rezistence vybranych ucinnych latek vuci

sbirkovym a pracovnimizolatim P. xanthii

Vysledky testovani izolatt P. xanthii pochazejici ze sbirkové kolekce a pracovnich sbirek na
vybrané ucinné latky pomoci modifikované metody listovych diski podle Lebedy
a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008) ukazaly rozdily v u¢innosti.

V nasledujici kapitole této prace jsou pak komentovany podobnosti ¢i rozdily v reakciizolata

P. xanthii na testované u¢inné latky.
Fosfonat draselny

Fosfonat draselny byl na testovaném souboru P. xanthii ¢aste¢né uc¢inny. 75 % populace bylo
kontrolovano doporugenou koncentraci (2736 ug-ml?), z nichz pouze 12 % izolati bylo
sttedné rezistentnich na niz8ich testovanych koncentracich nez doporucena koncentrace
(2736 ug-ml?) a stejné procento izolatd bylo stiedné rezistentnich pouze na nejniz§i testované
koncentraci (1368 pg-ml?). Polovina testované populace (50 %) vykazovala senzitivni
odpoveéd’ vici vsem testovanym koncentracim. Naopak 25 % testovanych izolata P. xanthii
bylo rezistentnich vici vSem testovanym koncentracim. Hodnota ED 50 se u 75 % izolati
pohybovala pod nejnizsi testovanou koncentraci (< 1368 pg-mit), na rozdil od 25 % testované
populace, u které byla hodnota ED 50 nad nejvyssi testovanou koncentraci (> 4104 pg-mlt).
(tabulka 17, graf 5)

Variabilita mezi testovanymi izolaty Px z Ceské republiky pochazejici ze sbirkové kolekce

a pracovnich sbirek na ucinnou latku fosfonat draselny byla statisticky prikazna.
(viz. ptiloha 10.1.)

Sbirkovy izolat pochazejici z Némecka (Ger 1/12 Px) se ukazal jako zcela rezistentni vuci
vSem testovanym koncentracim fosfonatu draselného a také hodnota ED 50 se u ng¢j

pohybovala nad nejvyssi testovanou koncentraci (> 4104 pg-mli?). (tabulka 17)

82



Tabulka 17: Celkovy stupeii napadeni listovych diskt (vyjadieny v %) izolatt Podosphaera xanthii

oSetfenych uéinnou latkou fosfonatem draselnym

intenzita sporulace (%)
Cislo izolatu koncentrace u¢inné latky (ug-ml?) ED 50
Cesko K 1368 2052 2736* 3420 4104
13/08 Px 100 26,67 21,67 1,67 5 1,67 <1368 pg-ml?
10/10 Px 98,33 0 0 0 0 0 <1368 pg'ml?
52/11 Px 100 0 0 0 0 0 <1368 pg-ml?t
12/18 Px 96,67 | 20 8,33 0 0 0 <1368 pg-ml!
19/18 Px 96,67 | 98,33 90 96,67 91,67 | 86,67 > 4104 pg-ml?
22/18 Px 100 0 0 0 0 0 <1368 pg-ml?t
30/18 Px 100 96,67 | 96,67 96,67 95 88,33 > 4104 pg-ml?
31/18 Px 95 0 0 0 0 0 <1368 pg-ml?
Némecko
Ger1/12Px | 100 | 100 | 1200 | 100 | 9833 | 9833 | >4104 pg-ml?

*koncentrace doporu¢ena vyrobcem; patogen: Px — Podospharea xanthii
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Koncentrace fungicidl/reakce
. 1. M. | IV. V.

G- ] - -
() | 6] - -
(6 6] 6
(6] - -
0 I O I O I
1616
() | - -
() G 6
N
+ O] 6
+ | ()

+ + +

_| | |

OC|IN|O N[ |W|IN|F

=
o

[y
[y

[y
N

Typ reakce /u¢innost fungicidd (u.l.)

[EY
w

=
IS

+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ [+]+
+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+

[EEY
(%]

+ |+ |+ |+ |+ |+
+

16 + + + - -

I11. koncentrace doporuc¢ena vyrobcem
- senzitivnireakce (stupen napadeni SN 0-10 %);
(-) sttedné rezistentnireakce (SN 10,1-34,9 %);

+ rezistentnireakce (SN > 35 %)

100
90
80
70
60
50
a0 N Px
30

Frekvence izolatd (%)

20
10 II
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Typ reakce/uéinnost fungicida

Graf 5: Reakce testovaného souboru izolati P. xanthii pochazejicich ze sbirkové kolekce PiF UP

Olomouc a pracovnich sbirek Katedry Botaniky z Ceské republiky na Gi¢innou latku fosfonat draselny
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Lecitin + mléény albumin + kasein

Pripravek obsahujici u¢inné latky lecitin, mlé¢ny albumin a kasein byl vii¢i testovanému souboru izolati P. xanthii zcela netc¢inny, kdy vSechny
izolaty mély rezistentni reakci na vSech testovanych koncentracich. Hodnota ED 50 se u 100 % izolati pohybovala nad nejvyssi testovanou

koncentraci tohoto pfipravku tedy > 1000 ul-ml2(lecitin),> 92,5 pl-ml* (mléény albumin), > 407,5 ul-ml?(kasein). (tabulka 18, graf 6)

Variabilita mezi testovanymi izolaty Px z Ceské republiky pochézejici ze sbirkové kolekce a pracovnich sbirek na vybrané uéinné latky lecitin,

mlécny albumin a kasein byla statisticky pritkazna. (viz. ptiloha 10.1.)

Sbirkovy izolat pochazejici z Némecka (Ger 1/12 Px) se ukézal jako zcela rezistentni vii¢i vSem testovanym koncentracim lecitinu, mléénému
albuminu a kaseinu. Hodnota ED 50 se u n&j pohybovala nad nejvy$si testovanou koncentraci (> 1000 pl-ml?(lecitin), > 92,5 ul-ml? (mlé¢ny
albumin), > 407,5 pl-ml*(kasein)). (tabulka 18)
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Tabulka 18: Celkovy stupeii napadeni listovych diskt (vyjadieny v %) izolatd Podosphaera xanthii osetfenych téinnou latkou lecitinem

intenzita sporulace (%)
Cislo izolatu koncentrace U¢inné latky ED 50
Cesko K l. 1. 1. V. V.

13/08 Px 96,67 96,67 88,33 83,33 93,33 91,67 > 1000 pl-ml?t, > 92,5 pl-ml?, > 407,5 pl-ml?
10/10 Px 100 86,67 80 80 80 78,33 > 1000 pl-mlt, >92,5 pl-mlt, > 407,5 pl-ml?
52/11 Px 91,67 95 88,33 91,67 98,33 98,33 > 1000 pl-mlt, >92,5 pl-mlt, > 407,5 pl-ml?
12/18 Px 100 100 100 100 98,33 98,33 > 1000 pl-ml?, > 92,5 pl-ml?, > 407,5 pl-ml?
19/18 Px 100 100 93,33 98,33 95 93,33 > 1000 pl-mlt, >92,5 pl-ml?t, > 407,5 pl-ml?
22/18 Px 100 98,33 96,67 96,67 83,33 95 > 1000 pl-mlt, >92,5 pl-mlt, > 407,5 pl-ml?
30/18 Px 100 100 100 100 100 100 > 1000 pl-ml?, > 92,5 pl-ml?, > 407,5 pl-ml?
31/18 Px 98,33 98,33 98,33 96,67 95 78,33 > 1000 pl-ml?, > 92,5 pl-ml?, > 407,5 pl-ml?
Némecko

Ger1/12Px | 100 | 100 | 100 | 9833 | 100 | 1200 | >1000 ulml?, >92,5 pl-ml, > 407,5 pl-mit

*koncentrace doporucena vyrobcem; patogen: Px — Podospharea xanthii

I. koncentrace (ul-ml-1): 200 (L), 18,5 (MA), 81,5 (K); Il. koncentrace (ul-ml1): 400 (L), 37 (MA), 163 (K); IlI. koncentrace (ul-ml-1): 600 (L), 55,5 (MA),
244,5 (K)*; IV. koncentrace (ul-ml1): 800 (L), 75 (MA), 326 (K); V. koncentrace (ul-ml-1): 1000 (L), 92,5 (MA), 407,5 (K)

86



Koncentrace fungicidi/reakce
K l. 1. I"l. V. V.
1 + - - - - -
Ja ol - -]-1-
331+ 10O -]-1]-
glal+lololo]-]-
gsl+lololololo
2| 6 + + - - - -
g7+ ]+ lOle]-]-
flel+«[+lolOola]-
Slofl+ |+l ]lelw
é 10 | + + (-) - -
Sl + [+ |+ [O[O][0O
g 12 + + + + (-) -
Pl + [« + 1«10 0
14 + + + + + (-)
15 + + + + + +
16 + + + + - -

I11. koncentrace doporuc¢ena vyrobcem
- senzitivnireakce (stupen napadeni SN 0-10 %);
(-) stfedné rezistentnireakce (SN 10,1-34,9 %);

+ rezistentni reakce (SN > 35 %)

100

90

80

70

60

50

40 Px
30

Frekvence izolatd (%)

20
10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Typ reakce/uéinnost fungicida

Graf 6: Reakce testovaného souboru izolatt P. xanthii pochazejicich z Ceské republiky na uginnou

latku lecitin
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Hydrogenuhli¢itan draselny
Pripravek obsahujici hydrogenuhli¢itan draselny byl vici testovanému souboru izolath
P. xanthii zcela net¢inny, kdy vSechny izolaty mély rezistentni reakci na vSech testovanych

koncentracich. Hodnota ED 50 se u vSech izolati pohybovala nad nejvyssi testovanou

koncentraci tohoto ptipravku (> 4975 pug-mi?). (tabulka 19, graf 7)

Variabilita mezi testovanymi izolaty Px z Ceské republiky pochézejici ze sbirkové kolekce

a pracovnich sbirek na t¢innou latku hydrogenuhli¢itan draselny byla statisticky prikazna.
(viz. ptiloha 10.1.)

Sbirkovy izolat pochazejici z Némecka (Ger 1/12 Px) se ukazal jako zcela rezistentni vici
vSem testovanym koncentracim lecitinu, mlé¢nému albuminu a kaseinu. Hodnota ED 50

vV

se u n¢j pohybovala nad nejvyssi testovanou koncentraci (> 4975 pg-ml?). (tabulka 19)

Tabulka 19: Celkovy stupeil napadeni listovych diski (vyjadieny v %) izolat Podosphaera xanthii

oSetfenych uéinnou latkou hydrogenuhli¢itanem draselnym

intenzita sporulace (%)
Cislo izolatu koncentrace G¢inné latky (ug-ml?) ED 50

Cesko K 622 | 1244 | 2487,5* | 3731,5 | 4975

13/08 Px 100 100 100 100 78,33 90 > 4975 pg-mlt
10/10 Px 100 100 100 100 100 100 >4975 pg-mlt
52/11 Px 100 100 100 95 95 91,67 > 4975 pg-ml?
60/11 Px 100 100 100 100 100 100 > 4975 pg-mlt
42/16 Px 100 | 98,33 | 63,33 53,33 100 98,33 >4975 ug-mlt
12/18 Px 96,67 | 96,67 | 93,33 96,67 95 96,67 > 4975 pg-mlt
19/18 Px 95 100 100 98,33 100 100 > 4975 pg-mlt
22/18 Px 96,67 95 88,33 93,33 83,33 | 98,33 >4975 ug-mlt
30/18 Px 100 100 90 100 100 98,33 > 4975 pg-mlt
31/18 Px 96,67 | 91,67 | 95 96,67 95 88,33 > 4975 pg-ml?t
Némecko

Ger 1/12 Px 96,67 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | >4975 pgmi?

*koncentrace doporu¢ena vyrobcem; patogen: Px — Podospharea xanthii
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Graf 7: Reakce testovaného souboru izolatt P. xanthii pochazejici z Ceské republiky na Gi¢innou latku

hydrogenuhli¢itan draselny
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Tymianovy olej

Ptipravek obsahujici tymianovy olej vykazoval na testovaném souboru P. xanthii toxicitu
na listovych discich u vSech testovanych koncentracich, vcetné neoSetiené kontroly
(destilovana voda). Ztohoto divodu nebylo mozné experiment stymianovym olejem
hodnotit, a proto se modifikovana metoda listovych diskl pro testovani tymianového oleje
ukazala jako nevhodna. Stejné tomu bylo i v pfipadé izolatu P. xanthii pochazejiciho
z Némecka (Ger 1/12 Px). (tabulka 20)

Tabulka 20: Celkovy stupeii napadeni listovych disk (vyjadieny v %) izolata Podosphaera xanthii

oSetfenych uc¢innou latkou tymianovym olejem

intenzita sporulace
Cislo izolatu koncentrace ucinné latky (%)

Cesko K 0,2 0,3 0,4* 0,5 0,6
13/08 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10/10 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
52/11 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
60/11 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
42/16 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12/18 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
19/18 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
22/18 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30/18 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
31/18 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Némecko

Ger 1/12 Px 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

*koncentrace doporu¢ena vyrobcem; patogen: Px — Podospharea xanthii
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Porovnani testovanych ucinnych latek vici sbirkovym a pracovnim izolatiim izolatiim

P. xanthii z CR

Testované ucinné vykazovaly rozdily v uc¢innosti na souboru testovanych izolat P. xanthii.
Jako zcela neucinné se ukazaly lecitin a hydrogenuhli¢itan draselny vuci 100 % izolatd.
Naopak fosfonat draselny byl ¢asteéné uéinny. 75 % populace bylo kontrolovano
doporucenou koncentraci (2736 pg-ml?). Naopak 25 % testovanych izolatt P. xanthii bylo

rezistentnich vi¢i vSem testovanym koncentracim fosfonatu draselného. (graf 8)
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Graf 8: Reakce testovaného souboru izolatt P. xanthii pochazejici z Ceské republiky na vybrané

uéinné latky
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6.3. Metoda celych rostlin

Vysledky testovani Gcinnosti vybranych izolatd P. xanthii pomoci metody celych rostlin
ukazaly neucinnost vsech testovanych ucinnych latek (fosfonatu draselného, lecitinu,

mlé¢ného albuminu a kaseinu, hydrogenuhli¢itanu draselného a tymianového oleje).

Fosfonat draselny

Piipravek obsahujici u¢innou latku fosfonat draselny byl vi¢i vSem tfem izolatim P. xanthii
Zcela neucinny. VSechny izolaty mély rezistentni reakci na vSech testovanych koncentracich
a hodnota ED 50 se u nich pohybovala nad nejvyssi testovanou koncentraci tohoto piipravku
(> 4104 pg-ml?) (tabulka 21, graf 9)

Tabulka 21: Celkovy stupen napadeni listovych diska (vyjadieny v %) izolatti Podosphaera xanthii

osetfenych uéinnou latkou fosfonatem draselnym testovanych metodou celych rostlin

intenzita sporulace (%)
¢islo izolatu koncentrace uéinné latky (ug-ml?) ED 50
K 1368 2052 2736* 3420 4104
41/16 Px 90 98,33 96,67 93,33 90 98,33 > 4104 pg-ml?
30/18 Px 100 100 100 93,33 95 81,67 > 4104 ug-ml!
31/18 Px 91,67 | 100 | 96,67 | 93,33 | 96,67 | 98,33 | >4104 pg-ml?

*koncentrace doporuc¢ena vyrobcem; patogen: Px — Podospharea xanthii
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K l. L O I 1 PO B AV B VN
1 + - - - - -
—~ 2 + (-) - - - -
33|+ 1Ol ]-]-]-
glal+lololaol-]-
g5 l+lololololo
2| 6 + + - - - -
gl 7 [+ |+ O ]O]-]-
s+l +lololal-
o+ +lOolalalw
é 10 + + + | ()] - -
slul + |+l +«lololo
g 12 + + + + (-) -
NN NI
14 + + + + + (-)
15 + + + + + +
16 + + + + - -

I11. koncentrace doporucena vyrobcem
- senzitivnireakce (stupen napadeni SN 0-10 %);
(-) sttedné rezistentnireakce (SN 10,1-34,9 %);

+ rezistentnireakce (SN > 35 %)

100
90
80
70
60
50
a0 M Px
30

Frekvence izolatd (%)

20
10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Typ reakce/uéinnost fungicida

Graf 9: Reakce testovaného souboru izolatti P. xanthii pochazejici z Ceské republiky na aéinnou latku

fosfonat draselny

94



Lecitin + mléény albumin + kasein

Pripravek obsahujici i¢inné latky lecitin, mlé¢ny albumin a kasein byl vii¢i v§em izolatim P. xanthii zcela netc¢inny, kdy vykazovaly rezistentni
reakci na vsech testovanych koncentracich. Hodnota ED 50 se u testovanych izolata P. xanthii lisila, u dvou z nich (18/16 Px a 12/18 Px)
se pohybovala nad nejvy$si testovanou koncentraci tohoto piipravku tedy > 1000 pl-ml?(lecitin), > 92,5 pl-ml? (mléény albumin),
> 407,5 pl-ml*(kasein). Pouze u jednoho izolatu (3/16 Px) byla hodnota ED 50 600 pl-ml™. (tabulka 22, graf 10)

Sbirkovy izolat pochazejici z Némecka (Ger 1/12 Px) se ukazal jako zcela rezistentni vi¢i vSem testovanym koncentracim lecitinu, mléénému
albuminu a kaseinu. Hodnota ED 50 se u n&j pohybovala nad nejvyssi testovanou koncentraci (> 1000 pl-ml*(lecitin), > 92,5 pl-ml* (mléény
albumin), > 407,5 pl-ml*(kasein)). (tabulka 22)

Tabulka 22: Celkovy stupeii napadeni listovych diskt (vyjadieny v %) izolatd Podosphaera xanthii oSetfenych téinnou latkou lecitinem testovanych metodou

celych rostlin

intenzita sporulace (%)
Cislo izolatu koncentrace u¢inné latky (ul-ml?) ED 50
Cesko K l. 1. H1.* V. V.
3/16 Px 83,33 68,33 66,67 50 41,67 41,67 600 pl-ml?
18/16 Px 75 90 100 73,33 83,33 66,67 > 1000 pl-ml?, 92,5 pl-ml?, > 407,5 ul-ml?
12/18 Px 100 100 100 100 98,33 98,33 > 1000 pl-ml?, 92,5 pl-ml?, > 407,5 pl-ml?
Némecko
Ger 1/12 Px 100 100 100 100 100 86,67 > 1000 pl-ml?, 92,5 pl-ml?, > 407,5 pl-ml?

*koncentrace doporu¢ena vyrobcem; patogen: Px — Podospharea xanthii

I. koncentrace (ul-mi): 200 (L), 18,5 (MA), 81,5 (K); Il. koncentrace (ul-mIt): 400 (L), 37 (MA), 163 (K); I11.* koncentrace (ul-mlt): 600 (L), 55,5 (MA),
2445 (K)*; IV. koncentrace (ul-ml'): 800 (L), 75 (MA), 326 (K); V. koncentrace (ul-ml'): 1000 (L), 92,5 (MA), 407,5 (K)
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Graf 10: Reakce testovaného souboru izolatii P. xanthii pochazejici z Ceské republiky natéinnou

latku lecitin
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Hydrogenuhli¢itan draselny

Pripravek obsahujici hydrogenuhli¢itan draselny byl vici testovanému izolatu P. xanthii
(42/16 Px) zcela neucinny, kdy byla pozorovana rezistentni reakce na vsech testovanych
koncentracich. Hodnota ED 50 se u n&j pohybovala nad nejvyssi testovanou koncentraci

(> 4975 pg-ml?) (tabulka 23, graf 11)

Tabulka 23: Celkovy stupen napadeni listovych diska (vyjadieny v %) izolatti Podosphaera xanthii

oSetfenych ucinnou latkou hydrogenuhli¢itanem draselnym testovanych metodou celych rostlin

intenzita sporulace (%)
Cislo izolatu koncentrace uéinné latky (ug-ml?)
K 622 1244 2487,5* 3731,5 4975 ED 50
42/16 Px 100 100 100 96,67 98,33 88,33 > 4975 pg-ml?

*koncentrace doporucena vyrobcem; patogen: Px — Podospharea xanthii
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Graf 11: Reakce testovaného souboru izolatt P. xanthii pochazejici z Ceské republiky natuginnou

latku hydrogenuhli¢itan draselny
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Tymianovy olej

Pripravek obsahujici tymianovy olej byl vici testovanému izolatu P. xanthii (42/16 Px)
neucéinny na koncentracich 0,2 %, 0,3 %, 0,4 %, na nichz byla pozorovana rezistentni reakce.
Na vyssich testovanych koncentracich (0,5 %, 0,6 %) vSak byla zaznamenana pouze
senzitivni reakce. Da se tedy ficl, ze tymianovy olej byl pro testovany izolat uéinny pri

vyssich koncentraci. (tabulka 24, graf 12)

Tabulka 24: Celkovy stupeii napadena listovych diskt (vyjadieny v %) izolatt Podosphaera xanthii

osetfenych ucinnou latkou tymidnovym olejem metodou celych rostlin

intenzita sporulace
Cislo izolatu koncentrace uUcinné latky (%)
K 0,2 0,3 0,4* 0,5 0,6
42/16 Px 100,00 100,00 98,33 83,33 8,33 8,33

*koncentrace doporucena vyrobcem; patogen: Px — Podospharea xanthii
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Graf 12: Reakce testovaného souboru izolatti P. xanthii pochazejici z Ceské republiky natéinnou

latku tymianovy olej
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Porovnani testovanych u¢innych latek

Ucinné latky: fosfonat draselny, hydrogenuhli¢itan draselny a lecitin, mléény albumin
a kasein na testovanych izolatech P. xanthii metodou celych rostlin zcela neucinné.
Tymianovy olej se ukazal jako ucinny pii vySSich testovanych koncentracich. A navic
se metoda celych rostlin u tymianového oleje ukazala byt vhodnou metodou pro testovani.
(graf 12)
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Graf 12: Reakce testovaného souboru izolatti P. xanthii pochazejici z Ceské republiky navybrané

ucinné latky

FD — fosfonat draselny, L — lecitin, HD — hydrogenuhli¢itan draselny, TO — tymianovy olej
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6.4. Porovnani obou metod

V ramci experimentu byla porovnavana ucinnost dvou metod: modifikovana metoda listovych
diski podle Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008) a metoda celych rostlin,
jez se dosud v experimentech nepouzivala. Metody byly srovnavana u ucinnych latek:

fosfonatu draselného, lecitinu, mlé¢ného albuminu, kaseinu a hydrogenuhli¢itanu draselného.

V nasledujici kapitole této prace jsou srovnavany reakce testovanych izolatd na vybrané
ucinné latky mezi obéma metodami. Podle hodnot intenzity sporulace na jednotlivych
koncentracich. Také byly obé metody porovnavany statisticky v ramci kazdého testovaného

izolatuu jednotlivych u¢innych latek. (pfiloha 10.1.)
Fosfonat draselny

Byly testovany tfi izolaty P. xanthii (41/16 Px, 30/18 Px, 31/18 Px) pro obé metody. Pro
izolaty 41/16 Px a 31/18 Px byla intenzita sporulace nizsi pti pouziti metody listovych disk,
coz se potvrdilo také statisticky. (ptiloha 10.1.) Proto se metoda listovych diski ukazala jako

vhodnéjsi metodou. U izolatu 30/18 Px pfi srovnani metod nebyl statisticky vyznamny rozdil

ve sporulaci.
Izolat 41/16 Px
9 | 9833 | 9667 | 9333 | 90 | 9833 |
1.092556 1.074111  1.037 1 1.092556
8333 | 6833 | 6333 | 65 | 4833 | 3667 |

0.819993 0.75999 0.780031 0.579983 0.440058

cele 1.092556 1.074111 1.037 1 1.092556
disky 0.819993 0.75999 0.780031 0.579983 0.440058

Izolat 30/18 Px
100 | 100 | 100 | 9333 | 95 | 8167 |
1 1 0933  0.950000 0.816700
100 | 9667 | 9667 | 9667 | 95 | 8833 |

0.966700 0.966700 0.966700 0.950000 0.883300

cele 1 1 0.933 0.950000 0.816700
disky 0.966700 0.966700 0.966700 0.950000 0.883300
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Izolat 31/18 Px

91,67 | 100 | 9667 | 9333 | 9667 | 9833 |
1.090869 1.054543 1.018108 1.054543 1.054543
s | o | o | o | o | o |

0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000

cele 1.090869 1.054543 1.018108 1.054543 1.054543
disky 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000

Lecitin + mlé¢ny albumin + kasein

Byly testovany Ctyfti izolaty (3/16 Px, 18/16 Px, 12/18 Px a Ger 1/12 Px). Pro izolat 18/16 Px
byla intenzita sporulace nizsi pii pouziti metody listovych diskt, to se potvrdilo také
statisticky. Proto se metoda listovych diskt ukazala jako vhodnéjsi metodou. Na rozdil
od izolatu 3/16 Px, kdy byla intenzita sporulace niz$i pfi pouziti metody celych rostlin.
Pro izolaty 12/18 Px a Ger 1/12 Px pii srovnani metod nebyly statisticky vyznamny rozdily
ve sporulaci. (ptiloha 10.1.)

3/16 Px

8333 | 6833 | 6667 | s0 | 4167 | 4167 |
0.819993 0.800072 0.600024 0.500060 0.500060

8333 | 75 | 81,67 | 8833 | 5833 | 71,67 |

0.900036 0.980079 1.060002 0.699988 0.860074

cele 0.819993 0.800072 0.600024 0.500060 0.500060
disky 0.900036 0.980079 1.060002 0.699988 0.860074

18/16 Px
75 | 90 | 100 | 7333 | 8333 | 6667 |
1.200000 1.333333 0.977733 1.111067 0.888933
8667 | 80 | 7833 | 6667 | 80 | 6667 |

0.923041 0.903773 0.769240 0.923041 0.769240

cele 1.200000 1.333333 0.977733 1.111067 0.888933
disky 0.923041 0.903773 0.769240 0.923041 0.769240
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12/18 Px

100 | 100 | 100 | 100 | 9833 | 9833 |
1.000000 1.000000 1.000000 0.983300 0.983300
100 | 1200 | 1200 | 100 | 9833 | 9833 |

1.000000 1.000000 1.000000 0.983300 0.983300

cele 1.000000 1.000000 1.000000 0.983300 0.983300
disky 1.000000 1.000000 1.000000 0.983300 0.983300

Ger 1/12 Px
100 | 1200 | 100 | 1200 | 100 | 86,67 |
1.000000 1.000000 1.000000 1.000000 0.866700
100 | 1200 | 100 | 9833 | 100 | 100 |

1.000000 1.000000 0,9833 1.000000 1.000000
cele 1.000000 1.000000 1.000000 1.000000 0.866700
disky 1.000000 1.000000 0.983300 1.000000 1.000000
Hydrogenuhli¢itan draselny

Byl testovan jeden izolat (42/16 Px), u kterého pii srovnani metod nebyl statisticky

zaznamenan vyznamny rozdil ve sporulaci. (ptiloha 10.1.)

42/16 Px
100 | 100 | 100 | 9667 | 9833 | 8833 |
1,000000 1.000000 0.966700 0.983300 0.883300
100 | 9833 | 6333 | 5333 | 100 | 9833 |
0.983300 0.633300 0.533300 1.000000 0.983300
cele  1.000000 1.000000 0.966700 0.983300 0.883300

disky 0.983300 0.633300 0.533300 1.000000 0.983300
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Tymianovy olej

U této ucinné latky se ukazal nejvyraznéjsi rozdil mezi obéma pouzitymi metodami.
U metody listovych diskt se objevila fytotoxicitana vSech testovanych koncentracich véetné
kontroly, a nebylo mozné disky hodnotit. Z tohoto divodu byla vhodné&jsi metoda celych
rostlin, u které nedochazelo k fytotoxicité diski a bylo mozné je hodnotit pfi vSech
testovanych koncentracich. Otazkou je, zda pii metod¢ celych rostlin nedoslo na otevieném
prostoru k vypafovani oleje do ovzdusi, a proto se sice fytotoxicita neprojevila, ale zaroven

to mohlo mit vliv na intenzitu sporulace.

Izolat 42/16 Px
100 | 100 | 9833 | 8333 | 833 | 833 |
1.000000 0.983300 0.833300 0.083300 0.083300
o | o | o | o | o | o |

0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000

cele 1.000000 0.983300 0.833300 0.083300 0.083300
disky 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000

6.5. Mikroskopické sledovani vyvoje P. xanthii po aplikaci

hydrogenuhlicitanu draselného

Pro mikroskopické sledovani vyvoje Podosphaera xanthii po aplikaci hydrogenuhli¢itanu
draselného byla pouzita modifikovana metoda listovych diskti podle Lebedy a Sedlakové
(2010); Sedlakové a Lebedy (2008). Byl testovan izolat 12/18 Px. (tabulka 25, 26) Listové
disky byly mikroskopovany, hodnoceny a fotografovany po inokulaci timto izolatem
odebrané v piesnych ¢asovych intervalech (7. den, 10. den, 14. den, coz odpovida 168 hodin,
240 hodin, 336 hodin) po péti od kazdé koncentrace ve tiech opakovanich odbarvené
anilinovou modii. U kazdého odebraného disku bylo semikvantitativni metodou hodnocena
sporulace. (tabulka 27, obrazky 11-28) Vysledky byly statisticky zpracovany. Pri
mikroskopickém pozorovani a hodnoceni vsech listovych diskt byly pozorovany konidiofory.
Coz potvrdilo neucinnost hydrogenuhli¢itanu draselného. Na discich odebiranych 10. a 14.
den (240 h a 336 h) byly také ¢asto pozorovany volné konidie. Na discich pii prvnim (168 h)
a tietim (336 h) odbéru nebyly rozdily ve sporulaci statisticky prukazné, ale na discich
Z druhého odbéru (240 h) ano. (ptilohy 10.1.)
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Tabulka 25: Celkovy stupeii napadeni listovych disk (vyjadieny v %) izolatu Podosphaera xanthii

oSetfenych uéinnou latkou hydrogenuhli¢itanem draselnym

intenzita sporulace (%)

Cislo izolatu koncentrace u¢inné latky (ug-mil?)
Cesko K 622 1244 2487,5* 3731,5 4975
12/18 Px 96,67 96,67 93,33 96,67 95,00 96,67

*koncentrace doporucena vyrobcem, patogen: Px — Podosphaera xanthii

Tabulka 26: Typ reakce izolatu Podosphaera xanthii oSetieného t¢innou latkou hydrogenuhli¢itan

draselnym
U¢innost fungicidu/typ reakce
Cislo izolatu koncentrace u¢inné latky (ug-mli?)
Cesko K 622 1244 2487,5* 3731,5 4975
12/18 Px + + + + + +

*koncentrace doporucena vyrobcem, patogen: Px — Podosphaera xanthii, + rezistentni reakce
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Tabulka 27: Pocet konidiofora neboli intenzita sporulace izolatu 12/18 Px nalistovych discich po

aplikaci ptipravku s u¢innou latkou hydrogenuhlic¢itanem draselnym.

Pocet Koncentrace
odebranych | pfipravku Doba odbéru po aplikovaném pripravku
listovych [den, h]
diskd 7. den (168 h) | 10. den (240 h) | 14. den (336 h)
25 Kontrola sporulace
1 10%-10? 10%-10° 10%-10? + volné konidie
2 102-103 102-103 10'-10?
3 10%-10? + volné konidie | 10%-103 10%-10? + volné konidie
4 102-103 102-103 10-102
5 10%-10? 102-10° 10'-102 + volné konidie
25 .
1 10%-10? 10%-103 10%-10? + volné konidie
2 10%-10? 10%-103 10%-10? + volné konidie
3 10%-103 10%-103 10%-10? + volné konidie
4 1-10% + volné konidie 10%-103 10%-10? + volné konidie
5 10%-103 10%-103 10%-10? + volné konidie
x5 1.
1 10%-10? 10%-103 + volné konidie | 10%-10% + volné konidie
2 10%-10? 10%-103 10%-10? + volné konidie
3 10%-103 10%-103 + volné konidie | 10%-10% + volné konidie
4 102-103 + volné konidie | 10%2-10% + volné konidie | 10%-10? + volné konidie
5 10%-10? + volné konidie | 102-10° + voIné konidie | 10'-10? + volné konidie
¥5 .
1 10%-10? 10%-10? + volné konidie | 10'-10? + volné konidie
2 10%-10? + volné konidie | 10%-102 1-10' + volné konidie
3 10%-10? + volné konidie | 10%-10% + volné konidie | 10*-10? + volné konidie
4 10%-10? 10%-10° 10%-10? + volné konidie
5 10%-10? 10%-10? 10%-10? + volné konidie
Y5 V.
1 10%-10? 10%-10? + volné konidie | 10'-10% + volné konidie
2 10%-10? + volné konidie | 10'-10? 1-10 + volné konidie
3 10%-10? + volné konidie | 10'-102 + voIné konidie | 10'-10? + volné konidie
4 10%-10? 10%-103 10%-10? + volné konidie
5 10%-10? 10%-10? 10%-10? + volné konidie
x5 V.
1 10%-10? 10%-10? + volné konidie | 1-10+ volné konidie
2 10%-103 10%-103 10%-10? + volné konidie
3 10%-10? 10%-103 1-10' + volné konidie
4 10%-10? + volné konidie | 10%-10? 10%-10? + volné konidie
5 10%-10? 10%-10? 1-10*
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7. Diskuze

Vysledky zpracované v experimentalni c¢asti této diplomové prace mohou piispét
k dlouhodobému studiu padli dyiovitych v Ceské republice, ktery je dlouhodobé fesen tymem
Prof. Lebedy a Dr. Sedlakové na Katedie botaniky PfF UP v Olomouci. V nasledujicim textu
budou rozebrany vysledky experimentalni ¢asti DP a dany do souvislosti s dosud

publikovanymi udaji na toto téma.

Testované ucinné latky (fosfonat draselny, lecitin, mlé¢ny albumin, kasein, sira,
hydrogenuhli¢itan draselny, tymianovy olej) vykazovaly rozdily v acinnosti na souboru
testovanych izolati P. xanthii pochéazejicich z Ceské republiky. U izolatu Ger 1/12 Px,
u kterého byla také sledovana ucinnost k fosfonatu draselného lecitinu, mléénému albuminu,
kaseinu a hydrogenuhli¢itanu draselného byly také zaznamenany rozdily v ucinnosti
testovanych latek. Pfi porovnani modifikované metody listovych diskt podle Lebedy
a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008) a nové testované metody celych rostlin

se ukazaly rovnéz rozdily v u¢innosti u n¢kterych testovanych latek.

Mikroskopické sledovani vyvoje P. xanthii po aplikaci hydrogenuhli¢itanu draselného byla
pouzita modifikovana metoda listovych diskt podle Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové
a Lebedy (2008). Potvrdilo neucinnost hydrogenuhli¢itanu draselného.

Fosfonat draselny

Vysledky testovani ucinnosti fosfonatu draselného vici izolatim P. xanthii z roku 2016
z Ceské republiky pomoci modifikované metody listovych diska podle Lebedy a Sedlakové
(2010); Sedlakové a Lebedy (2008) ukazaly nizkou miru jeho efektivity a jsou ve shodé
s vysledky testovani izolati z CR z roku 2017 zpracované v BP Vladislavy Valné (2019).
Avsak vysledky testovani fosfonatu draselného vic¢i sbirkovym a pracovnim izolatim
P. xanthii z CR, které zahrnovaly izolaty z let (2008, 2010, 2011, 2018), naopak ukazaly
zvySenou ucinnost ve srovnani s vysledky z roku 2016 a 2017 (Valna, 2019). Vysledky
testovani efektivity fosfonatu draselného vici vybranym izolatim P. xanthii metodou celych
rostlin ukazaly jeho neucinnost. V odborné literatuie existuje jen malo praci zabyvajicich
se ucinnosti fosfonatu draselného na houbové patogeny. Napi. Bocek et al. (2012) ve
dvouletém vyzkumu nepotvrdil pozitivni vliv aplikace ptripravku Alginure (obsahujici
fosfonat draselny) na potlaceni vyskytu Botrytis cinerea a Mycosphaerella fragariae

v porostech jahod. Na rozdil od vysledkd polniho hodnoceni u¢innosti ptipravki na ochranu
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rostlin véetné¢ Alginuru na plisen dynovitych (Pseudoperonospora cubensis) provadénym
Ustiednim kontrolnim a zkugebnim ustavem zemédélskym. Vysledky této studie ukazaly
dobrou ucinnost Alginuru samostatné aplikovaného a nejlepsi ucinnost v kombinaci

s ptipravkem Kocide 2000 (kontaktni fungicid na bazi médi). (UKZUZ, 2014)
Lecitin + mléény albumin + kasein

Vysledky testovani t¢innosti lecitinu, mlé¢ného albuminu a kaseinu viéi izolatim P. xanthii
zroku 2016 a také sbirkovych a pracovnich izolatd P. xanthii z Ceské republiky pomoci
modifikované metody listovych diska podle Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy
(2008) ukazaly jeho neti¢innost a jsou ve shodé s vysledky testovaniizolatt z CR z roku 2017
zpracované v BP Vladislavy Valné (2019) a také s vysledky BP Ivety Bélicové (2014), ktera
studovala uCinnost lecitinu na padli na salatu. Vysledky testovani efektivity lecitinu,
mlécného albuminu a kaseinu vici vybranym izolatim P. xanthii metodou celych rostlin
ukazaly jeho netCinnost. V odborné literatufe nejsou zminky praci 0 ucinnosti lecitinu,

mlécného albuminu a kaseinu na houbové patogeny ani o piipadné rezistenci.
Sira

Vysledky testovani uéinnosti siry vici izolatim P. xanthii z roku 2016 z Ceské republiky
pomoci modifikované metody listovych disku podle Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové
a Lebedy (2008) ukazaly jeji ¢asteCnou ucinnost. Vysledky jsou ve shodé testovani izolatt
z CR zroku 2017 zpracované v BP Vladislavy Valné (2019) a také s vysledky BP lvety
Belicové (2014), ktera studovala i€innost siry na padli na salatu. Sira patii mezi tzv. kontaktni
fungicidy neboli multi-sites inhibitory, které maji nizké riziko vzniku rezistence.
(Lebeda et al., 2017). Z tohoto divodu existuje v odborné literatuie jen velmi malo zminek
0 rezistenci k sife u houbovych patogent. Vysledky polniho hodnoceni u¢innosti piipravki
na ochranu rostlin véetné¢ siry na padli dynovitych (Sphaerotheca fuliginea (nové
Podosphaera xanthii), Erysiphe cichoracearum (nové Golovinomyces cichoracearum)),
provadénym Ustiednim kontrolnim a zkusebnim ustavem zemé&d&lskym doporuéily pouziti
piipravku obsahujici siru v ochrané porostu tykvovité zeleniny na padli dynovitych. Testy
vykazovaly 40% uéinnost siry. (UKZUZ, 2014) Také Bélikova et al., (2019), ktera zkoumala
ucinek siry na strupovitost jabloni (ptivodce Venturia inaequalis) potvrdila jeji dobrou
uéinnost, ktera se zvySovala s aplikaci kombinace siry a fungicidu bez obsahu siry.
Caldwell et al., 2013 také zminuje piipravky obsahujici siru jako jedni z nejucinngjsich

prostiedkt pouzivanych na ochranu fady chorob ovoce a zeleniny.
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Hydrogenuhli¢itan draselny

Vysledky testovani ucinnosti hydrogenuhlic¢itanu draselného vuci sbirkovym a pracovnim
izolatam P. xanthii z Ceské republiky pomoci modifikované metody listovych diski podle
Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008) ukazaly jeho neucinnost a stejné
tomu bylo u metody celych rostlin. Vysledky z testovani ucinnosti hydrogenuhli¢itanu
draselného K izolatim padli dynovitych zpracované v této DP jsou nové, protoze se dosud
zadny ze studentti vramci svych praci timto tématem nezabyval, a také dosud nebyla
zkoumana tymem prof. Lebedy a Dr. Sedlakové. Caldwell et al., (2013) ve svém vyzkumu
zmifluje pouze casteCnou ucinnost hydrogenuhli¢itanu draselné¢ho proti padli na ovoci

a zelening.
Tymianovy olej

Vysledky testovani ucinnosti tymianového oleje vici sbirkovych a pracovnich izolata
P. xanthii z Ceské republiky pomoci modifikované metody listovych disk podle Lebedy
a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008) ukazaly fytotoxicitu na vSech testovanych
koncentracich a nevhodnost pouziti této metody k testovani. Z tohoto divodu byla vhodng;jsi
metoda celych rostlin, u které nedochazelo k fytotoxicité diski a byla prokazana i¢innost pii
vyssich testovanych koncentracich (0,5 % a 0,6 %). Bude vsak potfeba tuto metodu dale
ovétovat. Protoze se dosud zadny ze studentd v ramci svych praci timto tématem ve vztahu
k padli dynovitych nezabyval, nelze je s nikym porovnat. Vysokou ucinnost tymianového
oleje prokazal také Mostafaet al., (2021), ktery se zabyval u¢inkem sedmi typim esencialnich
oleji vici padli. Matusinsky et al., (2015) potvrdil vysokou G¢innost tymianového oleje na
tyto patogeny obilovin (Oculimacula yallundae, Microdochium navile, Zymoseptoria tritici,

Pyrenophorateres a Fusarium culmorum).
Mikroskopické sledovani vyvoje P. xanthii po aplikaci hydrogenuhli¢itanu draselného

Pfi mikroskopickém pozorovani a hodnoceni vsech listovych diski ve vSech variantach
pokusu po aplikaci hydrogenuhli¢itanu draselného a inokulace izolatu 12/18 Px byly
pozorovany konidiofory. Tim byla potvrzena netGéinnost hydrogenuhlic¢itanu draselného.
Potvrdilase tak vhodnost zafazeni mikroskopického sledovani vyvoje pro celkové hodnoceni
ucinnosti/net¢innosti testovaného ptipravku. To ve svém vyzkumu vyuzivd fada autort
i U padli dynovitych jako napt.: Elkot et al. (2011); Ma et al., (2017); Tanaka et al., (2017);
Hafez et al., (2018).
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8. Zavér

Tato diplomovd prace byla zaméfena na biologické pfipravky v ochrané vici padli
dynovitych. Teoreticka ¢ast se zabyvala charakteristikou padli (Erysiphales) vcetné padli
dynovitych, chemickou ochranou viaci padli, integrovanou ochranou rostlin, biologickou
kontrolou a jinymi metodami ochrany rostlin vac¢i padli. Experimentalni ¢ast této DP
se zabyvala testovanim ucinnych latek (fosfonat draselny, lecitin, mléény albumin, kasein,
sira, hydrogenuhli¢itan draselny a tymianovy olej) pomoci modifikované metody listovych
diskt podle Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008) na souboru izolath
P. xanthii z CR a jednoho izolatu pochazejiciho z Némecka. Nové byla testovana metoda
celych rostlin, kterd byla porovnavana s modifikovanou metodou listovych diskl. Také bylo
provedeno mikroskopické sledovani vyvoje P. xanthii po aplikaci hydrogenuhli¢itanu

draselného.

Fosfonat draselny ukazal nizkou miru efektivity vuéi izolatim P. xanthii z roku 2016
z Ceské  republiky  svyuzitim modifikované metody listovych diskGi  podle
Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008). A naopak vuci sbirkovym
a pracovnim izolatim P. xanthii z CR mél zvysenou t¢innost. Metodou celych rostlin byla

potvrzena také jeho neucinnost P.xanthii.

Lecitin + mléény albumin + kasein byl neucinny vici izolatim P. xanthii z roku 2016 a také
sbirkovych a pracovnich izolatd P. xanthii z Ceské republiky s vyuzitim modifikované
metody listovych diska podle Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy (2008). Stejné

tomu bylo u metody celych rostlin.

Sira byla ¢aste¢né Gi¢inna vici izolatim P. xanthii z roku 2016 z Ceské republiky s vyuzitim
modifikované metody listovych diskd podle Lebedy a Sedlakové (2010); Sedlakové a Lebedy
(2008).

Hydrogenuhli¢itan draselny byl zcela neucinny vici sbirkovym a pracovnim izolatim

P. xanthii z Ceské republiky u obou pouzitych metod.

Tymianovy olej vykazoval nejvyraznéjsi rozdil mezi obéma pouzitymi metodami. Pti pouziti
modifikované metody listovych diskti se ukdzala fytotoxicita. Metodou celych rostlin
nedochazelo K fytotoxicité a byla prokazana jeho Wu¢innost pii vySSich testovanych

koncentracich (0,5 % a 0,6 %).
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Mikroskopické sledovani vyveje P. xanthii po aplikaci hydrogenuhli¢itanu draselného
potvrdilo netGéinnost aplikované ucinné latky. Potvrdila se tak vhodnost zafazeni

mikroskopického sledovani vyvoje pro celkové hodnoceni G¢innosti/neti¢innosti testovaného

ptipravku.
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10. P¥ilohy

10.1. Statistické zpracovanidat
Zpracovani dat 2016 disky

Fosfonat draselny

Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by izolat

Kruskal-wallis chi-squared = 68.372, df = 17, p-value = 4.105e-08
Lecitin

Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by izolat

Kruskal-wallis chi-squared = 68.107, df = 22, p-value = 1.309e-06

Sira
Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by izolat
Kruskal-wallis chi-squared = 59.141, df = 19, p-value = 5.286e-06

Vlastni experiment metoda listovych diski

Fosfonat draselny

Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by izolat
Kruskal-wallis chi-squared = 35.426, df = 7, p-value = 9.301le-06

Lecitin+mléény albumin+kasein
Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by izolat

Kruskal-wallis chi-squared = 24.042, df = 7, p-value = 0.00112
Hydrogenuhli¢itan draselny

Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by izolat

Kruskal-wallis chi-squared = 24.034, df = 9, p-value = 0.004249
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Zpracovani dat 2016 disky

Fosfonat draselny

Pairwise comparisons using wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: tab$sporulace and tab$izolat
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.218 0.149 0
.024 0.024 0
.024 0.024 0
.024 0.024 0
.059 0.024 0
.024 0.024 0
.024 0.628 0
.100 0.024 0
.024 0.024 0
.024 0.149 0
3_16_Px 6_16_Px
.024 -

.149 0.024

25_16_Px 27_16_PX

.149
.024
.210
.024
.024
.024
.065
.024
.024
.100
.024
.024

.628
.399
.024
.293
.024
.743
.024
.042
.874
.024
.065

OO0 O0OO0OOOOOO ! I I 1 1 1
OOOOCOOCOOOO ! I 1 1 1 11
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30_16_Px

.523
.024
.749
.024
.408
.024
.024
.743
.024
.099

OOO0OOROOCOO ! I I 1 1 1 11

.024
.749
.024
.408
.000
.309
.567
.024
.567

36_16_Px

OOOOOCOOO ! I 1 1 1 1 1 11

.024
.743
.024
.024
.024
.024
.278
.024

37_16_Px

OOOOCOOO I I 1 1 1 1 1 1 11

.024
.408
.206
.059
.874
.024
.218

41_16_Px

OCOOCOOCO I I I 1 1 1 1 1 1 11

44_16_Px

.024
.024
.024
.024
.743
.024



Lecitin

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: tab$sporulace and tab$izolat

10_16_Px 12_16_Px 15_16_Px 18_16_Px 23_16_Px 25_16_Px 27_16_Px 29_16_Px 3_16_Px 30_16_Px 33_16_Px 36_16_Px
12_16_pPx 0.057

15_16_pPx 0.057 0.767 - - - - - - - - - -
18_16_pPx 0.057 0.092 0.880 - - - - - - - - -
23_16_Px - 0.057 0.057 0.057 - - - - - - - -
25_16_Px 0.269 0.220 0.297 0.220 0.269 - - - - - - -
27_16_Px 0.078 0.290 0.880 0.880 0.078 0.449 - - - - - -
29_16_Px 0.057 0.512 0.767 0.057 0.057 0.220 0.292 - - - - -
3_16_Px 0.214 0.767 0.767 0.880 0.214 0.767 0.774 0.767 - - - -
30_16_Px 0.057 0.077 0.767 0.880 0.057 0.221 0.774 0.057 0.774 - - -
33_16_Px 0.767 0.185 0.140 0.057 0.767 0.880 0.189 0.220 0.405 0.077 - -
36_16_Px 0.057 0.057 0.096 0.057 0.057 0.519 0.220 0.057 0.405 0.057 1.000 -
37_16_pPx 0.057 0.290 1.000 1.000 0.057 0.189 1.000 0.154 0.685 0.880 0.077 0.057
41_16_pPx 0.269 0.185 0.096 0.057 0.269 0.941 0.204 0.220 0.297 0.057 1.000 0.519
42_16_pPx 0.057 0.220 0.140 0.222 0.057 0.096 0.189 0.220 0.189 0.236 0.077 0.057
44_16_pPx 0.077 0.057 0.057 0.057 0.077 0.941 0.203 0.057 0.220 0.057 0.767 0.057
47_16_pPx 0.214 0.185 0.096 0.057 0.214 0.189 0.077 0.139 0.121  0.057 0.189 0.220
49_16_Px - 0.057 0.057 0.057 - 0.269 0.078 0.057 0.214 0.057 0.767 0.057
51 _16_pPx 0.767 0.220 0.140 0.140 0.767 0.405 0.139 0.220 0.317 0.189 0.523 0.523
52_16_pPx 0.078 0.220 0.880 0.667 0.078 0.449 0.839 0.220 0.685 0.542 0.140 0.220
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53_16_pPx 0.078 0.185 0.189 0.096 0.078 0.732 0.267 0.331 0.405 0.077 0.767 0.767

6_16_Px 0.078 0.185 0.189 0.057 0.078 0.573 0.214 0.139 0.523  0.057 0.880 0.405

7_16_Px 0.057 0.767 1.000 0.880 0.057 0.220 0.880 0.189 0.767 0.880 0.096 0.057
37_16_Px 41_16_Px 42_16_Px 44_16_Px 47_16_Px 49_16_Px 51_16_Px 52_16_Px 53_16_Px 6_16_Px

12_16_Px - - - - - - - - - -

15_16_pPx - - - - - - - - - -
18_16_pPx - - - - - - - - - -
23_16_Px - - - - - - - - - -
25_16_Px - - - - - - - - - -
27_16_Px - - - - - - - - - -
29_16_Px - - - - - - - - - -
3_16_Px - - - - - - - - - -
30_16_Px - - - - - - - - - -
33_16_Px - - - - - - - - - -
36_16_Px - - - - - - - - - -
37_16_Px - - - - - - - - - -
41_16_pPx 0.077 - - - - - - - - -
42_16_px 0.317 0.077 - - - - - - - -
44_16_px 0.057 0.941 0.057 - - - - - - -
47_16_px 0.077 0.189 0.077 0.220 - - - - - -
49_16_pPx 0.057 0.269 0.057 0.077 0.214 - - - - -
51_16_pPx 0.139 0.667 0.075 0.767 1.000 0.767 - - - -
52_16_pPx 0.880 0.155 0.189 0.203 0.077 0.078 0.139 - - -
53_16_Px 0.096 0.573 0.096 0.529 0.189 0.078 0.523 0.214 - -
6_16_Px 0.077 0.449 0.077 0.203 0.222 0.078 0.405 0.214 0.942 -
7_16_Px 0.880 0.096 0.302 0.057 0.096 0.057 0.140 0.880 0.096 0.096
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Sira
Pairwise comparisons using wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: tab$sporulace and tab$izolat

10_16_Px 12_16_Px 18_16_Px 23_16_Px 25_16_Px 27_16_Px 29_16_Px 30_16_Px 36_16_Px 37_16_Px 41_16_Px 42_16_Px
12_16_Px 0.645

18_16_Px 0.154  0.113 - - - - - - - - - -
23_16_Px 0.317  1.000  0.154 - - - - - - - - -
25_16_Px 0.542  1.000  0.154  0.418 - - - - - - - -
27-16_Px 0.962  0.317  0.200  0.317  0.885 - - - - - - -
29_16_Px 0.645  0.418  0.356  0.154  0.418  0.563 - - - - - -
30_16_Px 0.200  0.154  0.885  0.051  0.113  0.154  0.418 - - - - -
36_16_Px 0.645  0.542  0.051  0.751  0.751  0.240  0.240  0.051 - - - -
37_16_Px 0.542  0.885  0.113  0.751  1.000  0.645  0.317  0.139  0.885 - - -
41-16_Px 0.200  0.200  0.465  0.051  0.200  0.200  0.751  0.645  0.051  0.200 - -
42_16_Px 0.051  0.240  0.751  0.051  0.051  0.051  0.240  0.751  0.051  0.051  0.240 -
44_16_px 0.645  0.608  0.317  0.200  0.608  0.542  1.000  0.418  0.240  0.645  0.885  0.240
47-16_Px 0.051  0.051  0.051  0.200  0.079  0.051  0.051  0.051  0.051  0.051  0.051  0.051
49_16_Px 0.645  0.645  0.240  0.200  0.317  0.645  1.000  0.317  0.240  0.418  0.885  0.051
51_16_Px 0.542  1.000  0.051  0.751  0.645  0.051  0.240  0.051  0.200  0.751  0.051  0.051
52_16_Px 0.154  0.240  0.051  0.418  0.200  0.051  0.113  0.051  0.113  0.200  0.051  0.051
53_16_Px 0.317  0.885  0.051  0.751  0.751  0.079  0.240  0.051  0.200  0.751  0.051  0.051
6_16_Px 0.154  0.200  0.079  0.317  0.154  0.200  0.113  0.079  0.240  0.154  0.113  0.051
7_16_px 0.240  1.000  0.079  0.751  0.725  0.113  0.251  0.051  0.418  0.885  0.051  0.051
44_16_Px 47_16_Px 49_16_Px 51_16_Px 52_16_Px 53_16_Px 6_16_Px
12_16_Px - - - - - - -
18_16_Px - - - - - - -
23_16_Px - - - - - - -
25_16_Px - - - - - - -
27_16_Px - - - - - - -
29_16_Px - - - - - - -
30_16_Px - - - - - - -
36_16_Px - - - - - - -
37_16_Px - - - - - - -
41°16_Px - - - - - - -
42-16_Px - - - - - - -
44_16_Px - - - - - - -
47_16_pPx 0.079 - - - - - -
49_16_px 0.962  0.051 - - - - -
51_16_Px 0.240  0.051  0.240 - - - -
52_16_Px 0.113  1.000  0.113  0.317 - - -
53_16_Px 0.240  0.051  0.240  0.645  0.240 - -
6_16_Px 0.154  0.885  0.079  0.240  0.542  0.240 -
7_16_Px 0.240  0.051  0.240  1.000  0.317  0.751  0.240

129



Vlastni experiment metoda listovych diski

Fosfonat draselny

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: tab$sporulace and tab$izolat

10_10_Px 12_18_Px 13_08_Px 19_18_pPx 22_18_pPx 30_18_Px 31_18_Px

12_18_pPx 0.198 - - - - -
13_08_pPx 0.014 0.213 - - - - -
19_18_pPx 0.014 0.016 0.016 - - - -
22_18_Px - 0.198 0.014 0.014 - - -
30_18_pPx 0.014 0.016 0.016 1.000 0.014 - -
31_18_pPx - 0.198 0.014 0.014 - 0.014 -
52_11_pPx - 0.198 0.014 0.014 - 0.014 -

Lecitin + mlé¢ny albumin + kasein

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: tab$sporulace and tab$izolat

10_10_Px 12_18_Px 13_08_Px 19_18_px 22_18_pPx 30_18_pPx 31_18_Px

12_18_pPx 0.061 - - - - -

13_08_pPx 0.070 0.132 - - - - -
19_18_pPx 0.061 0.165 0.671 - - - -
22_18_pPx 0.070 0.070 0.700 1.000 - - -
30_18_px 0.061 0.261 0.071 0.071 0.061 - -
31_18_Px 0.157 0.351 0.484 0.700 0.616 0.134 -
52_11_pPx 0.061 0.326 0.107 0.107 0.126 0.366 0.214
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Hydrogenuhli¢itan draselny

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction

data:

12_18_Px
13_08_Px
19_18_Px
22_18_Px
30_18_Px
31_18_Px
42_16_Px
52_11_Px
60_11_Px

I OO OOOOOO0O

.344
.344
.047
.307
.344
.084
.084
.207

QOO ORrOOO |

ORrRORORO I

tab$sporulace and tab$izolat
10_10_Px 12_18_Px 13_08_Px 19_18_pPx 22_18_Px 30_18_Px

.937
.047
.468
.000
.404
.485
.446
.344

.047
.000
.965
.000
.485
.000
.344

QOO OOO 1 |

.047
.047
.047
.047
.047
.047

OQORrROO I

.564
.943
.000
.965
.307

0.485
0.404
0.894
0.344
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31_18_Px

OO 1 1 1

.000
.965
.084

42_16_Px

0.894
0.084

52_11_Px

0.207



Porovnani obou metod
Fosfonat draselny

Izolat 41/16 Px

Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by metoda
Kruskal-wallis chi-squared =

Izolat 30/18 Px
Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by metoda
Kruskal-wallis chi-squared =

Izolat 31/18 Px

Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by metoda
Kruskal-wallis chi-squared =

Lecitin
Izolat 3/16 Px
Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by metoda
Kruskal-wallis chi-squared =

Izolat 18/16 Px

Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by metoda
Kruskal-wallis chi-squared =

Izolat 12/16 Px

Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by metoda
Kruskal-wallis chi-squared =

Ger 1/12 Px
Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by metoda
Kruskal-wallis chi-squared =

Hydrogenuhli¢itan draselny
I1zolat 42/16 Px
Kruskal-wallis rank sum test

data: sporulace by metoda
Kruskal-wallis chi-squared =

6.8598, df = 1, p-value = 0.008816

0, df =1, p-value = 1

7.8125, df = 1, p-value = 0.005189
4.8402, df = 1, p-value = 0.0278
3.9865, df = 1, p-value = 0.04587

0, df = 1, p-value =1

0.022222, df = 1, p-value = 0.8815

0.56178, df = 1, p-value = 0.4535
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Mikroskopické sledovani vyvoje

1.odbér

Koncentrace Sporulace
1 Kontrola 55.0
2 Kontrola 550.0
3 Kontrola 55.0
4 Kontrola 550.0
5 Kontrola 55.0
6 I. 55.0
7 I. 55.0
8 I. 550.0
9 I. 5.5
10 I. 550.0
11 II. 55.0
12 II. 55.0
13 IT. 550.0
14 II. 550.0
15 IT. 55.0
16 ITI 55.0
17 ITT. 55.0
18 ITI. 55.0
19 ITI. 55.0
20 ITT. 55.0
21 IV. 55.0
22 IV. 55.0
23 IV. 55.0
24 IV. 55.0
25 IV. 55.0
26 V. 55.0
27 V. 550.0
28 V. 55.0
29 V. 55.0
30 V. 55.0

Kruskal-wallis rank sum test

data: Sporulace by Koncentrace
Kruskal-wallis chi-squared = 3.6891, df = 5, p-value = 0.595
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2.odbér

Koncentrace Spor‘u'l ace

1 Kontrola 550.0
2 Kontrola 550.0
3 Kontrola 550.0
4 Kontrola 550.0
5 Kontrola 550.0
6 I. 550.0
7 I. 550.0
8 I. 550.0
9 I. 550.0
10 I. 550.0
11 IT. 550.0
12 II. 550.0
13 IT. 550.0
14 IT. 550.0
15 IT. 550.0
16 IIT. 55.0
17 ITII. 55.0
18 ITI. 55.0
19 IIT. 550.0
20 ITI. 55.0
21 IV. 55.0
22 IV. 55.0
23 IV. 55.0
24 IV. 550.0
25 IV. 55.0
26 V. 55.0
27 V. 550.0
28 V. 550.0
29 V. 55.0
30 V. 55.0

Kruskal-wallis rank sum test

data: Sporulace by Koncentrace
Kruskal-wallis chi-squared = 17.344, df = 5, p-value = 0.003891

Rozdily jsou prikazné

I. IT. ITT. 1Iv. Kontrola
IT. - - - - -
IIT. 0.040 0.040 - - -
Iv. 0.040 0.040 1.000 - -
Kontrola - - 0.040 0.040 -
V. 0.089 0.089 0.655 0.655 0.089
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3.odbér

Koncentrace Sporulace
55

1 Kontrola .0
2 Kontrola 55.0
3 Kontrola 55.0
4 Kontrola 55.0
5 Kontrola 55.0
6 I. 55.0
7 I. 55.0
8 I. 55.0
9 I. 55.0
10 I. 55.0
11 IT. 55.0
12 II. 55.0
13 IT. 55.0
14 IT. 55.0
15 IT. 55.0
16 IIT. 55.0
17 IIT. 5.5
18 IIT. 55.0
19 ITI. 55.0
20 IIT. 55.0
21 IV. 55.0
22 IV. 5.5
23 IV. 55.0
24 IV. 55.0
25 IV. 55.0
26 V. 5.5
27 V. 55.0
28 V. 5.5
29 V. 55.0
30 V. 5.5

Kruskal-wallis rank sum test
data: Sporulace by Koncentrace
Kruskal-wallis chi-squared = 9.512, df = 5, p-value = 0.0903
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10.2. Fotografie

(potizené autorkou DP)

Obrazek 29: List tykve velkoplodé (Cucurbita maxima) napadeny padlim dytiovitych
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Obrazek 30: Uchovavani izolatt padli dynovitych ve fytotronu

Obrazek 31: Pfeockovani izolata P. xanthii
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Obrazek 32: Rostliny okurky seté (Cucumis sativus) nachylné odrudy Perzeus F1 péstované ve
skleniku pouzivané k experimentu

Obrazek 33: Koncentrace u¢innych latek
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Obrazek 34: Korkovrt na vykrajovani listovych diski z listti okurky seté (Cucumis sativus), nachylné
odrtidy Perzeus F1 pouzivané v experimentu

Obrazek 35: Modifikovana metoda listovych diskl — testovana i¢inna latka lecitin (vlevo) pied
inokulaci padlim (vpravo) 14 den po inokulaci
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Obrazek 37: Metoda celych rostlin s pouzitim sackt
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Obrazek 38: Listové disky po aplikaci hydrogenuhli¢itanu draselného a inokulaci izolatem 12/18 Px
pro mikroskopické pozorovani umistény do 99 % kyseliny octové

Obrazek 39: Listové disky po aplikaci hydrogenuhli¢itanu draselného a inokulaci izolatem 12/18 Px
pro mikroskopické pozorovani umistény do 85% glycerolu
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Obrazek 40: Mikroskopické preparaty s listovymi disky obarvenymi 1% anilinovou modii
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