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Anotace

Metodika obsahuje popis metod hodnoceni citlivosti houbovych patogentl repky
olejky S. sclerotiorum, L. maculans a L. biglobosa k fungicidim a seznamuje se
ziskanymi vysledky testovani citlivosti ziskanych izolatd jednotlivych patogen(
v CR k vybranym fungicidm dostupnym na ¢eském trhu. Byli hodnoceni plivodci
vyznamnych chorob tepky olejky: bilé hniloby fepky (pUvodce Sclerotinia
sclerotiorum) a fomového cernani stonk( fepky (plvodci Leptosphaeria
maculans a Leptosphaeria biglobosa). U téchto patogenl byla v zahranici
prokdzana rezistence ke konkrétnim Gc¢innym latkdm fungicidd. V CR zatim
rezistence sledovanych patogenli prokazdna nebyla, nicméné byly
ziskany/objeveny izolaty se snizenou citlivosti. PfiCina rezistence je pfipisovana
opakovanému poutziti fungicidd se stejnym mechanismem ucinku. Na vznik
rezistence ma také vliv pouzita davka pripravku na hektar. Popisované metody
hodnoceni rezistence patogenli je moziné vyuzZit pro monitoring rezistence
provadény statni spravou, ale také privatnimi organizacemi. Na zakladé
ziskanych vysledkd je moiné efektivné fidit ochranu fepky olejky proti
chorobam.
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1 Uvod

Predkladana metodika je vysledkem rfeseni projektu QJ1310227 Nové poznatky
z biologie a epidemiologie patogenuU fepky a jejich rezistence k pesticidim
v podminkach Ceské republiky jako zaklady racionalizace ochrany proti nim.
Projekt je feSen v ramci programu Komplexni udrzitelné systémy v zemédélstvi
2012-2018 , KUS“ Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum pfi Ministerstvu
zemédélstvi CR. Vedle koordinatora projektu Ceské zemédélské univerzity
v Praze (dale jen CZU v Praze) jsou Fesiteli projektu Mendelova univerzita v Brng,
Agritec Plant Research s.r.o., Agrotest fyto, s.r.o., OSEVA PRO s.r.o., odstépny
zavod Vyzkumny Ustav olejnin Opava (ddle jen OSEVA PRO s.r.0., 0z VUO Opava),
SPZO s.r.o. a Univerzita Palackého v Olomouci. Cilem projektu je ziskat nové
poznatky z oblasti biologie, epidemiologie a rezistence vyznamnych patogent
fepky k pesticidim vyuzitelné v rdmci integrované ochrany rostlin proti nim na
uzemi Ceské republiky. Konkrétné se jedna o Udaje o rezistenci patogen( proti
fungiciddm pouzivanym v CR, zdroje zplsoby infekce, reakci na mikroklima
v porostu a pozadavky na vnéjsi podminky, etiologii nékterych chorob
a poskozeni a moznost vyuziti indukované rezistence. Metodika je vystupem
¢asti zamérené na hodnoceni rezistence houbovych patogent vici fungiciddm.
Na Fedeni této &asti se podilela tato pracoviité: CZU v Praze, Agritec Plant
Research s.r.0. a OSEVA PRO s.r.o., oz VUO Opava.

Soucasti resSeni projektu byl vypracovan postup sbéru rostlinného
materidlu s pfiznaky sledovanych chorob, izolace patogent z napadenych pletiv,
pfipravy patogenli kvlastnimu testovani rezistence, stanoveni vychozi
koncentrace fungicidd testovani rezistence a samotného testovani rezistence
popsany vtéto metodice. Metodika bude k dispozici statni spravé UKzUZ,
uZivateldim projektu OSEVA PRO s.r.o., oz VUO Opava a SPZO s.r.o. a daldim
zdjemcuim.
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2 Cil metodiky

Cilem metodiky je seznamit zajemce s vysledky testovani citlivosti vyznamnych
patogenu repky olejky k fungicidim a popsat jednoduchy a vypovidaci postup
testovani citlivosti/rezistence patogenld fepky olejky k fungiciddm vcietné
ekonomického zhodnoceni vyuzZiti vysledk(l popsané metody v zemédélské praxi.
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3 Vlastni popis metodiky
3.1 Prehled problematiky

3.1.1 Taxonomické zarazeni patogena Sclerotinia sclerotiorum

Patogen Sclerotinia sclerotiorum je fazen do FiSe Fungi, oddéleni Ascomycota,
pododdéleni Pezizomycotina, tfidy Leotoimycetes, podtfidy Leotiomycetidae,
radu Helotiales (syn. Leotiales) a ¢eledi Sclerotiniaceae (MycoBank, 2016).

Charakteristika patogena Sclerotiorum sclerotiorum

V pletivech napadené rostliny se tvofi volna ¢ernda sklerocia nepravidelného
tvaru velikosti 3 — 15 mm, mohou byt i vétsi. Ta se pfi sklizni dostavaji spole¢né
se zbytky rostlin do pady, obcas jsou Sifena v osivu a zaseta. V suché pldé
zUstavaji po celd léta Zivotaschopnd. Ze sklerocii vyrasta v padé mycelium nebo
v povrchové vrstvé pldy ze sklerocii rostou svétle hnédé miskovité plodnice
apothecia velikosti 6 az 15 mm. Stopky apotecii dosahnou na povrch pudy az ze
4 cm hluboko leZicich sklerocii. V apotheciich jsou aska (vieska) s eliptickymi
askosporami. Ty jsou v suchém pocasi vystrelovany a aktivné jsou Sifeny vétrem.
Za vysoké vlhkosti askospory kli¢i a infikuji listy a stonky. Vznikaji lalo¢nata
apresoria (Utvar jimz patogen pfriléha k substratu) a hyfy pronikaji kutikulou.
Mycelium roste inter- a intracelularné. Pektolytickymi a celulolytickymi enzymy
je pletivo rostlin rychle rozkladano. Infekéni nepohlavni konidie patogena nejsou
tvoreny (Hoffmann, Schmutterer, 1999).

Rlst apothecii probiha v horni vrstvé plidy od konce dubna do zacatku
cervna. Optimalni teplota pro jejich rlist je 8 az 14 °Cv hornich 5 cm pUdy, teploty
nizsi nez 7 °C zpozduji vyvoj. V severnim Némecku je prvni vina letu askospor
zaznamendavana na konci dubna, druhé viny je dosazeno v poloviné kvétna.
Askospory zUstavaji Zivotaschopné pfi vysoké vihkosti pouze 2 az 3 dny. Kli¢eni
askospor vyzaduje po dobu 16 az 24 hodin volnou vodu. Teplotni optimum pro
kliceni askospor je 15 az 20 °C, ale se snizenou intenzitou mohou klicit uz pfi 0 °C
a pri 25 °C. Stav porostd a klima jsou v dobé kli¢eni velmi vyznamné faktory.
Vyskyt symptomu zacina byt viditelny za 5 tydn( po ndletu askospor (Hoffmann,
Schmutterer, 1999). Optimalni teplotu pro kliceni askospor a infekci rostlin
stanovili Koch et al. (2006) mezi 16—22 °C, teplota nizsi nez 7 °C a vyssi nez 26 °C
nepodporovala infekci ani klieni askospor.

Stranka 11 z 36



Vystrelovani askospor je vyrazné redukovdno srazkami. Pro vysoké
napadeni je nezbytné oteplovani pldy v bfeznu a dubnu a nizké srazky na konci
kvétna aZ do poloviny ¢ervna. Ddle je nezbytné proménlivé pocasi a infekce ze tfi
nebo vice apotecii na 1 m2. Opad korunnich platkd podporuje infekci, protoze
v misté jejich zachyceni na rostliné se zvySuje vlhkost, ktera chrani spory pred
vysychanim, soucasné jsou korunni platky zdrojem vyzivy pro klicici askospory.
To je jednim z dlvod(, pro¢ se priznaky obvykle objevuji az po kveteni
(Hoffmann, Schmutterer, 1999).

Ochranna opatfeni proti bilé hnilobé fepky/hlizence obecné spodivaji
predevsim ve formé fungicidniho osetfeni. Efektivni zplsob ochrany je pouziti
rezistentnich odrid a vhodny osevni odstup v péstovani nachylnych plodin
k pUvodci choroby, ktery Cini 4 a vice let.

3.1.2 Taxonomické zarazeni L. maculans a L. biglobosa

Podle taxonomického zarazeni patfi L. maculans a L. biglobosa do oddéleni
Ascomycota, pododdéleni Pezizomycotina, trfidy Dothideomycetes, podtridy
Pleosporomycetidae, fadu Pleosporales a Celedi Leptosphaeriaceae (Kaczmarek,
Jedryczka, 2011, MycoBank, 2016).

Charakteristika patogenti Leptosphaeria maculans a L. biglobosa

Anamorfni stadium Phoma lingam (teleomorfni stadium Leptosphaeria
maculans a L. biglobosa) bylo dlouho povaZzovano za velmi vyznamného
patogena zplsobujiciho onemocnéni brukvovitych plodin. Houba prezivd pomoci
pyknid a pseudoperithecii na semenech a rostlinnych zbytcich (Williams, 1992).

Nepohlavni faze predstavovana Phoma lingam je tvorena nepravymi
plodnicemi zvanymi pyknidy, ve kterych se vytvari jednobunécné valcovité
pyknospory. Pyknidy jsou kulovité, cerné a dvojiho typu, pro prvni typ je typicky
rozmér 200—600 um a tloustka stény do 18 um a prezivani na zivém hostiteli,
druhy typ o velikosti 200-500 pum a tloustkou stény do 50 um se zpravidla vytvari
na mrtvém pletivu hostitele (Rimmer et al.,, 2007). Pyknidy patogenu Phoma
lingam jsou tvoreny silnymi sténami (15-20 pm), obsahujici 8 vrstev
polygondlnich, pseudoparenchymatickych bunék o rozmérech 2—4 pm. Uvnitf
pyknid se nachazi pyknospory, ty jsou na rozdil od askospor, tvofeny jednou
burnikou (4-5 x 1,5-2 um). Jsou hyalinni az svétle hnédé, vdlcovitého tvaru a tupé
zakoncené na obou koncich. Pomér délky a Sirky je u pyknospor 5 : 2, na rozdil
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od askospor, které jsou dlouhé a uzké (Shoemaker and Brun, 2001). Zdrojem
infekce jsou napadena semena a poskliziiové zbytky. Pyknidy mohou prezit na
stoncich brukvovitych rostlin dlouhou dobu. Pyknospory jsou Sifeny opét pomoci
vody (destovych srazek). Vstupni branou infekce mohou byt i otvory po Ziru larev
diepcikG: Psylliodes chrysocephala a Phylotreta spp. (Hoffmann, Schmutterer,
1999).

Pohlavni faze L. maculans a L. biglobosa se vyznacuje tvorbou plodnicek
pseudoperithecii, kterd jsou kulatd az ovdlna, tmavd, mirné zplostéla ve spodni
casti. Primérna velikost pseudoperithecii L. maculans se pohybuje okolo 300—
400 pm, nékdy dosahuji az 500 um a tvofi se na epidermis stonku. Velikost
plodnic L. biglobosa je v rozmezi 280—-350 um a jsou pod epidermis stonku
(Toscano—Underwood et al., 2003). U obou druh( je vytvofen ve stfedu
pseudoperithecia otvor, u L. maculans je mensi (90-100 um) nezZ u L. biglobosa
(Kaczmarek, Jedryczka, 2011). Pseudoperithecia jsou rozdélena do péti tfid zrani:
A — nezrala pseudoperithecia, B — pseudoperithecia s tvoficimi se asky, C-
vytvoreni nezralych askospor v askach, D — 8 plné dozralych askospor v kazdém
asku, E — pseudoperithecia zrala, ale jiz prazdna, doslo k uvolnéni askospor do
prostredi (Jedryczka et al., 2006). Pseudoperithecia jsou tvorena asky (viecky)
o rozmérech (12) 18 21 (22) x 100-120 (150) um. Podobné jako u jinych druh(
z oddéleni Ascomycota, obsahuji aska obou druhi 8 askospor, které jsou dlouhé,
rovné nebo mirné zakriveného valcovitého tvaru. Askospory druhu L. maculans
jsou velké v priméru 6-7 x (45) 50-60 (68) um, jejich délka v poméru se Sitkou
je priblizné 8 : 1. Pro druh L. biglobosa jsou typické kratSi askospory 6—7 x 42—-48
(60) um) a pomér délky k Sitce je ve vétsiné pripadd 7:1 (Williams, 1992). Tvorbé
pseudoperithecii a naslednému uvolnéni askospor nejvice prospivaji hojné desté
a teploty kolem 15 °C. Askospory se vyskytuji v ovzdusi v pribéhu celého roku,
ale predevSim na podzim zacatkem zafi a po uvolnéni z plodnicek jsou
povazovany za nejdllezitéjsi zdroj infekce (Hoffman, Schmutterer, 1999).
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3.2 Typy rezistence patogenii k fungicidiim a jejich uc¢innym latkam

Fungicidni rezistence je definovana jako sniZzena ucinnost fungicidu na populaci
houby nebo oomycety v dlsledku jeho pouZivani, pfipadné jako dédi¢né
prizpGsobeni patogenu fungicidu, které vede ke ztraté ucinnosti. V podstaté jde
o reakci patogenu na opakované pouziti stejné nebo pribuzné ucinné latky se
stejnym pUsobenim. Patogen prestava byt citlivy k U¢inné latce a rostlina jiz neni
dostatecné chranéna (Ackermann, 2013).

Rezistence mUze byt budto vrozena, kterd predstavuje dédi¢né fixovanou
odolnost (necitlivost) patogenu k fungicidni ucéinné latce (napr. fenylamidy
a amidy kyseliny karboxylové nejsou ucinné proti houbam, inhibitory biosyntézy
sterolll, véetné inhibitorl demetylace nejsou ucéinné proti oomycetam apod.)
nebo ziskana nasledkem pouzivani fungicidu, kdy patogen byl dfive k rizikové
ucinné latce citlivy (Ackermann, 2013).

3.2.1 Kvalitativni rezistence

Rezistence k nékterym fungicididm muzZe byt vysledkem modifikace jediného
hlavniho genu. Rezistence v tomto pfipadé vede k Uplné ztraté kontroly nad
pGvodcem choroby, které se neda zamezit ani pouzitim vysSich davek, nebo
CastéjsSi aplikaci fungicidu. Tento typ rezistence je bézné nazyvan jako kvalitativni
rezistence. Prikladem je rezistence k benzimidazolovym fungicidim (napf.
benomyl, thiophanate-methyl), kterd vyplyvd z konformacéni zmény cilového
mista u rlznych patogen( nebo k |atkdm ze skupiny Qol azoxystrobin nebo
trifloxystrobin u padli tykvovitych (McGrath, 2001, 2005; Wyenandt et al., 2008).

3.2.2 Kvantitativni rezistence

Pokud rezistence vychdazi z modifikace nékolika interagujicich gent, patogeny
v zavislosti na poctu genovych zmén (mutaci) projevuji rGznou citlivost
k fungicidu. Variabilita v citlivosti uvnitf populace je kontinualni nebo unimodalni
a selekce se objevuje v urcitém sméru. Rezistence v tomto pripadé narusuje
moznost chemické kontroly plvodce choroby, ale pouzitim vyssich davek nebo
Castéjsi aplikaci fungicidu mlzZe byt ¢innost patogena omezena. Az dalsi selekce
v genetické vybavé patogenu mulZe ndsledné zpUsobit Uplnou ztratu jeho
kontroly. Jde o tzv. kvantitativni rezistenci. Kvantitativni rezistence vznika vici
tzv. multi-site fungiciddm zasahujicim do vice mist metabolismu patogenu,
pokud se u patogenu objevi soucasné nékolik mutaci. Tento typ rezistence je
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uvadén také v souvislosti s rezistenci k inhibitordm demetylace DMI (McGrath,
2001).

3.2.3 KFizova rezistence

Zpusoby mechanism( ucinku rtiznych ucinnych latek v rdmci kazdé skupiny jsou
velmi podobné nebo stejné. Patogenni populace, ktera je rezistentni k jednomu
fungicidu v ramci urcité skupiny, bude pravdépodobné rezistentni i k jinym
pripravkim téze skupiny. Tento problém znacné limituje kontrolu rezistence.
Jakmile se jednou vyvine rezistence vuci jednomu fungicidu, ostatni ucinné latky
téze skupiny se pravdépodobné stanou méné ucinné nebo uUplné neucdinné
(Brown, 2002; McGrath, 2001). Ktizova rezistence m(ze byt také ale jen ¢astecna
a nové latky z téze skupiny mohou byt Ucinnéjsi nez ty starsi, ke kterym byla
rezistence zaznamenana. Stupen krizové rezistence se takeé lisi mezi jednotlivymi
izolaty (Brent, Hollomon, 2007).

3.2.4 Mnohonasobna rezistence

Na rozdil od kfizové rezistence, u mnohondasobné rezistence patogenni populace
vykazuji vznik rezistence k fungicidim vice jak jedné chemické skupiny. Intenzivni
pouzivani rizikovych fungicid( z riznych chemickych skupin muze, pokud nejsou
sledovany principy spravné kontroly rezistence (antirezistentni strategii), vést ke
vzniku mnohondsobné rezistence (Gallian et al., 2002).

3.2.5 Molekularni mechanismy rezistence

Jako zakladni molekularni mechanismy rezistence patogenu k fungicidim se
uvadeéji

a) modifikace cilového mista, na které ma ucinna latka plsobit, kdy dojde ke
snizeni schopnosti navazani fungicidu;

b) syntéza jiného (zastupného) enzymu, schopného nahradit cilovy enzym;
c) zvySena syntéza cilovych mist, proti kterym ma fungicid plsobit;

d) snizeny prijem fungicidu;

e) metabolicky rozklad fungicidu;

f) jiné nepoznané mechanismy (Ma, Michailides, 2005).
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3.2.6 Rezistence Sclerotinia sclerotiorum k fungicidiim

Podle Fungicide Resistance Action Committee (FRAC, 2013) patfi S. sclerotiorum
k rostlinnych patogenu s nizkym rizikem vzniku rezistence k fungicidim, nicméné
rezistentni izolaty byly detekovany v mnoha ¢astech svéta. Ve Francii preventivni
chemické oSetreni proti bilé hnilobé stonku na pocatku kveteni vedla ke vzniku
rezistence patogena S. sclerotiorum k benzimidazolu (MBC). Rezistence kmenu
S. sclerotiorum ke karbendazimu, jehoZ prednostmi je predevsim ucinnost a nizsi
cena, je rozSifena ve vétsiné stéZejnich oblasti péstovani fepky olejky od stfedni
po severovychodni casti Francie (Penaud et al.,, 2003). Dale byla zjisténa
rezistence v Ciné&, kde byl karbendazim pouZivan proti této houbové chorobé od
roku 1980 (Ma et al., 2009; Xu et al., 2015). Rezistentni populace S. sclerotiorum
k benzomylu, ktery patfi do stejné skupiny fungicidd, byly zjistény v Kanadé
(Gossen et al., 2001).

Ucinné latky, jako je iprodion, viclozin nebo procymidon, které patii do jiné
fungicidni skupiny - dikarboxymidy se stfednim az vysokym rizikem vzniku
rezistence (FRAC, 2013), byly pouzivany od poloviny sedmdesatych let 20. stoleti
a to hlavné proti houbdm rod( Botrytis, Sclerotinia a Monilinia. Dikarboxymidy
byly nahrazeny benzimidazolovymi fungicidy, protoze v mnoha pfipadech jiz
nebyly kvuli rezistenci Gcinné. Prvni rezistentni kmeny byly zjistény v laboratofi,
pozdéji i na poli (Brent, Hollomon, 2007). Rezistence vUci iprodionu, uc¢inné latce
ze skupiny dikarboximidli, byla detekovana u pfibuznych druh( napfiklad
S. homoeocarpa, S. minor nebo Botrytis cinerea (Zhou et al., 2014). Kfizova
rezistence k benzomylu a iprodionu byla zji§téna v Ciné (Attanayake et al., 2013).
Obecné v Ciné, kde se roéné péstuje vice jak 7 milion{l ha Fepky olejky (Zhou et
al., 2014), bylo nalezeno velké mnozstvi rezistentnich mutantd S. sclerotiorum.
Kmeny odolné vici dimethachlonu (Zhou et al., 2014), fludioxonilu (Kuang et al.,
2011) a boscalidu (Wang et al., 2015) byly vétSinou zjistény v laboratornich
podminkach. Pozitivni kfizova rezistence byla zjisténa mezi fludioxonilem
a dikarboximidem, jez jsou povazovany z hlediska vzniku rezistence za vysoce
rizikové (Kuang et al., 2011).

Odstrcilova (2007) pracovala v laboratornich testech s izolaty patogena
S. sclerotiorum z kminu a hodnotila dynamiku rlstu na plotnach otravenych
fungicidy. Zjistila, Ze tvorba sklerocii nebyla pfimo zavisla na velikosti kolonie a na
mnozstvi vytvoreného mycelia. Prvni sklerocia se zacala tvofit jiz po 72 hodinach
po naockovani, a to u variant Rovral Flo (U¢. |. iprodione), Topsin (uc. .
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thiphanate-methyl), Proline (U¢. |. prothioconazole) a Amistar (uc. |I.
azoxystrobin). Na kontrole bez fungicidu se sklerocia zacala tvofrit za 120 hod a
pfi ukonceni pokusu byl jejich pocet nejvyssi. Omezeny pocet sklerocii se vytvoril
po 96 hodinach u varianty obsahujici fungicid Capitan (uc. I. flusilazol) a do
ukonceni pokusu byl témér nemeénny. U variant obsahujici fungicidy Boscalid (uc.
l. boscalid) a Pictor (U¢. |. boscalid, dimoxystrobin) se sklerocia zacala tvofit po
vice nez 140 hod. Jejich pocet pak u varianty s obsahem Boscalidu rychle
narGstal, ale u varianty s obsahem Pictoru byla tvorba pomalejsi. U variant
obsahujici fungicidy Alert (uc.l. flusilazol, carbendazim), Bumper Super (uc. .
prochloraz, propiconazol) a Cerelux Plus (u¢. I. flusilazol, fenpropimorph,
dimetylmorfolin) se nevytvofila vibec Zadna sklerocia. Celkovd hmotnost
vytvorenych sklerocii se ¢astecné odvijela od jejich poctu. Nejvyssi hmotnost
sklerocii byla u neosetrené kontroly a pfipravku Proline. U ostatnich variant se
hmotnost sklerocii snizovala vtomto poradi: Topsin, Amistar, Boscalid, Rovral
Flo, Pictor a Capitan.

3.2.7 Rezistence patogenu Leptosphaeria maculans, L. biglobosa k fungicidim

V dnesni dobé jsou nejcastéji pouzivany proti L. maculans a L. biglobosa fungicidy
ze skupiny DMI (inhibitory demetylace) — konkrétné triazoly napf. ucinna latka
tebukonazole a metkonazole (Saroun, 2008). Tato skupina je nejvice ohroZena
mechanismy rezistence, jako je zvySené vylucovani toxické latky, zména cilového
mista, zvysena poptavka po produktu cilového mista a nadprodukce proteinu
cilového mista (Prokop, 2010). Podle vysledkd pracovni skupiny zamérené na
azoly (FRAC, 2015), jsou triazoly hodnoceny stfednim rizikem vzniku rezistence.

Ve své praci testovala Hegebarth (2010) 140 kmen izoladth L. maculans
a L. biglobosa zrlGznych mist Evropy kDMI fungiciddm (de-methylacni
inhibitory). Testy citlivosti ukazaly, Ze patogen L. biglobosa vykazoval mirné vyssi
citlivost ke vSéem testovanym DMI fungicidim neZ L. maculans. U obou druh(
a flusilazol, vyssi hodnoty EDso byly naméreny pro tebukonazol a prothiokonazol.
Rozptyl hodnot EDsp byl podobny u obou druh(i patogent. Nejvyssi hodnoty EDso
byly zjistény u prothiokonazolu a tebukonazolu, nasledovaly flusilazol,
metkonazol, prochloraz a difekonazol.
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3.3 Monitoring rezistence a antirezistentni strategie

Bittner (2016) shrnuje informace ze seminare IIRB v rakouském Frauenkirchenu
k problematice fizeni (managementu) rezistence:

Soucasti antirezistentni strategie je:

- monitoring a predikce,

- minimalizovat pocet fungicidnich zdsah(,

- stfidat pfipravky s riznym mechanismem ucinku,

- pouziti tank-mixd ¢i hotovych smési fungicidd s riznym mechanismem
ucinku je nutné, nepouzivat sélo ucinné latky,

- pouziti spravnych davek (velmi vysoké davky fungicidd urychluji selekci
rezistentnich kmen),

- neaplikovat opakované nizké a neucinné davky fungicidd,

- pokud je to mozné pouzit ,multi-site” fungicidy (ucinkuji na vice cilovych
mistech patogenu), ale neni jich bohuzel dostatek.

Vznik rezistence vUci fungicidim je mnohdy zavinén samotnymi péstiteli
diky jejich nevhodnému pouzivani vyluéné rizikovych fungicidl. Cena a ucinnost
fungicidniho pfipravku jsou pro péstitele stale vice rozhoduijici nez riziko vzniku
rezistence patogen(, protoZe uZiti managementu rezistence muze byt drazsi
a méné ucinné, nez uziti samotného jediného fungicidu po celou sezénu. Pfitom
méné nakladné fungicidy jsou pravdépodobné mnohdy uZivané intenzivnéji,
zatimco drahé pfipravky jsou pouzivany v redukovanych davkach nebo v delSim
casovém rozmezi. Prakticky dopad chemickych, biochemickych, genetickych
a epidemiologickych rizikovych faktor( na vyvoj rezistence zdlezi na podminkach
pouzivani fungicidu. Pokud je vyskyt patogena nizky, napf. kvali neptiznivym
klimatickym podminkam, aplikujeme fungicid také zfidka nebo rotacné i ve
smési s jinymi typy fungicid(l a pouzivdme také nechemické zplsoby ochrany.
Pokud mohou plodiny z pfedchazejici sezony slouzit jako zdroj inokula pro
nasledujici plodiny, mél by byt na nasledujici plodiny pouzit jako prvni fungicid
z jiné chemické skupiny, nez jaky byl naposledy pouzivan na predchozich
plodinach (Jerabkova, 2010).

Systematické hodnoceni vSech potencidlnich rizikovych faktoru
a podminek, za kterych je fungicid pouzZivan jako napf. michani a stfidani
fungicid(l, nacasovani jejich poutziti a ¢etnost jejich pouzivani, umoZiiuje stanovit
stupen rizika vzniku rezistence a prislusné strategie pfi pouzivani ochrannych
pripravka (Brent, Hollomon, 2007).
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Jak postupovat pfi podezieni na vyskyt rezistence

NizZsi uCinnost, pfipadné i selhani fungicidu maze mit vice pricin. Mohou to byt
nevhodny termin aplikace nebo nevhodné zvoleny fungicid, nedostatecna
intenzita ochrany za extrémniho infekéniho tlaku, nevhodné podminky pro
aplikaci nebo ucinnost (nizké nebo vysoké teploty, destové srazky po aplikaci aj.),
nekvalitni aplikace apod. VSechny tyto moznosti by mély byt posouzeny
a vylouceny. Pokud trva podezieni na sniZzenou citlivost patogenu k rizikovému
fungicidu, je treba kontaktovat zastupce drzitele rozhodnuti o registraci
a dohodnout odbéry vzorkl pro laboratorni testy citlivosti patogenu
(Ackermann, 2013).

3.4 Vysledky ziskané béhem fFeseni projektu
3.4.1 Testovani rezistence patogena S. sclerotiorum k fungicidiim

Na pracovistich v Opavé a Sumperku bylo celkem v letech 2013-2015 testovano
42 izolatl patogenu S. sclerotiorum vuci vybranym fungicidim Horizon 250 EW,
Pictor a Efilor. Testy byly provedeny na otravenych plotnach Zivného média
s rlznou koncentraci fungicidu. Byla vyhodnocena inhibice rlistu testovanych
izolatd k vybranym fungiciddm v zakladni koncentracni radé (0,2; 0,4;0,8a 1,6 %
fungicidu), ktera byla odvozena od registrované davky pfipravku Horizon 250 EW
(1 1/ha). Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) testovanych izolatQ
S. sclerotiorum byla koncentracni fada rozSirena o koncentrace: 0,1; 0,01;
0,0125; 0,00625; 0,003125; 0,0015625 %.

Z hodnoceni vlivu na inhibici rdstu mycelia vyplynulo, Ze u ptipravku Efilor,
Pictor a Propulse nebyly pozorovany velké rozdily mezi izolaty, zatimco
u fungicidli Horizon 250 EW a Prosaro 250 EC byly zaznamendany vyznamné
rozdily mezi izolaty. U fungicidu Horizon 250 EW byl zaznamenan vétsi rozptyl
mezi mezi izoldty (cca 30 %) u koncentrace 0,01 %, 0,003125 % a u fungicidu
Efilor koncentrace 0,003125 %.

Zadny ztestovanych izolatll patogenu S. sclerotiorum nevykazoval
snizenou citlivost vici testovanym fungicidim (Horizon 250 EW, Efilor a Pictor)
v zakladni testovaci koncentraéni radé. U testovanych izolatl patogenu
S. sclerotiorum byla stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace fungicidu
Horizon 250 EW pfi koncentraci 0,1 %, u fungicidu Efilor byla stanovena pfi
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koncentraci vyssi nez 0,0125 %, u fungicidu Pictor byla stanovena pfi koncentraci
0,00625 %.

Tabulka 1: Stanovené hodnoty MIC testovanych kmen( S. sclerotiorum
k jednotlivym fungicidim

Fungicid MIC (%) MIC (ul/ml)
Horizon 250 EW 0,1 1
Efilor <0,0125 <0,125
Pictor 0,00625 0,0625

Na pracovisti CZU bylo detailné pracovano s 15 izolaty. Byla hodnocena
inhibice rlistu a pocet sklerocii. Pro testovani citlivosti izolatd S. sclerotiorum byla
vyuzita stejnd metodika a zakladni koncentrace fungicidd jako na pracovistich
v Opavé aSumperku a ty byly déle roziiteny o koncentraci 0,000390625 %
u pfipravku Pictor. Otestovano bylo 5 fungicidl — Horizon, Pictor, Efilor, Propulse
a Prosaro 250 EC.

Pro testovani fungicidu Horizon 250 EW byly zalozeny 3 série testu. V prvni
sérii testl nebyl v koncentracich vychazejicich z polnich davek pouZivanych
v praxi (1,6; 0,8; 0,4; a 0,2 %) zaznamenan rast mycelia u zZddného izolatu.
Jednalo se 0 100% inhibici ristu mycelia. V druhé sérii testl nebyl u koncentrace
0,1 % zaznamendan rlst mycelia u Zadného izoldtu. U 0,05 % koncentrace
pfipravku inhibice rlistu mycelia ¢inila u dvou izolatd 90,2 % a 93,73 %, zatimco
u zbylych 13 izolatl Cinila inhibice opét 100 %. U koncentrace 0,025 % to bylo
obdobné, jen s tim rozdilem, Ze mycelium S. sclerotiorum narostlo u jinych
se pohybovala v rozmezi 79,61-98,43 %. V 3. sérii testl narostlo mycelium
S. sclerotiorum u izolat( pochazejicich ze vSech lokalit. U nejvyssi koncentrace
(0,00625 %) se pohybovala inhibice v Sirokém rozmezi 7,25 — 80,98 %, z ¢ehoz
vyplyva rozdilnost mezi jednotlivymi izolaty. U koncentrace 0,003125 %
a 0,0015625 % se objevily 2 pripady, kdy inhibice Cinila 0 %. U nejnizsi
koncentrace 0,0007813 byla zaznamenana 0 % inhibice u 2 izolatu.

U fungicidu Efilor se s postupnym sniZovanim koncentrace mirné zvysoval
pramérny pocet sklerocii. 100 % inhibice rlstu mycelia byla pozorovéna
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u koncentrace 0,0125 % u Ctyr izolat(, zatimco 0 % inhibice nebyla zaznamenana.
Nejnizsi hodnota inhibice byla 3,73 % u jednoho izolatu S. sclerotiorum.

V laboratornich testech s pripravkem Propulse byl pozorovan zvysujici se
pocet sklerocii a to nepfimo umérné s koncentraci pfipravku. Nejvyssi hodnota
inhibice ristu mycelia byla pozorovéna u izolatd z lokality Cernuc a ¢inila 97,25 %

evvVvys

zaznamenana u jednoho izolatu (koncentrace 0,0015625 %).

Primérny pocet sklerocii se opét zvySoval se sniZovanim koncentrace
pfipravku Prosaro. Tento pripravek vykazoval vysokou ucinnost i v koncentraci
0,0125 %, kdy jen u jednoho izolatu cinila inhibice 93,92 %, zatimco u ostatnich

evvys

% u jednoho izolatu a rovnala se 6,47 %.

Fungicid Pictor byl nejucinnéjsi z vybranych pfipravkli, proto byla jeho
plvodni koncentrace dvakrat sniZovdna. Tento ptipravek vykazoval vysokou
ucinnost i v koncentracich 0,0625 %, 0,003125 %, 0,00078125 % a 0,000390625
%, zatimco u fungicidd Horizon 250 EW, Efilor, Prosaro 250 EC a Propulse se
byla zaznamendana u jednoho izolatu koncentrace 0,000390625 % a rovnala se
51,57 %.

Tabulka 2: Stanovené hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
testovanych kmena S. sclerotiorum k jednotlivym fungiciddim, CZU Praha

Fungicid MIC (%) MIC (ul/ml)
Horizon 250 EW 0,025 0,25
Efilor <0,0125 <0,125
Propulse <0,0125 <0,125
Prosaro 250 EC 0,0125 0,125
Pictor 0,0015625 | 0,015625
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3.4.2 Testovani rezistence patogenti Leptosphaeria maculans a L. biglobosa
k fungicidim

Pro stanoveni citlivosti patogenl L. maculans a L. biglobosa bylo vybrano
5 fungicid(i: Horizon 250 EW (uc. |. tebukonazol), Efilor (u. |. metkonazol,
boskalid), Pictor (u. |. dimoxystrobin, boskalid), Propulse (u. |. prothiokonazol,
fluopyram) a Prosaro 250 EC (u. I. tebukonazol, prothiokonazol). Nejvice test(
citlivosti bylo provedeno s pfipravkem Horizon 250 EW. U tohoto pripravku byly
nastaveny testované koncentrace. Vychozi koncentrace vychdzely z davky
pfipravku a jeho koncentrace v postrikové jiSe. Na zakladé zjisténi 100% inhibice
rastu patogend byly pro stanoveni MIC do testovani zafazeny nizsi koncentrace
vybranych pfipravkd.

Bylo pracovano s izolaty L. biglobosa a L. maculans. Jiz od prvnich test(
bylo patrné, Ze mezi nimi existuji mirné rozdily v mycelarnim rdstu a citlivosti
k fungicidm. Mycelium izolatd L. biglobosa rostlo rychleji, ale vykazovalo
naprosto odliSnou strukturu a nevytvarelo husty povlak po celé plose Petriho
misky. lzolaty L. maculans sice rostly o néco pomaleji, ale jiz na prvni pohled bylo
zfejmé, Ze je jejich mycelium hustéjsi a silnéjsi.

U 7 izolat( bylo provedeno detailnéjsi srovnani citlivosti:

Srovnanim citlivosti izolatd k fungicidu Horizon 250 EW pfi jednotlivych
koncentracich bylo zjisténo, ze od MIC 0,0125 % pro vétsinu izolatl se citlivost
patogenu k fungicidni Gcinné latce tebuconazole rychle sniZzovala.

Srovnanim citlivosti izolatd k fungicidu Efilor pfi jednotlivych
koncentracich bylo moziné sledovat, Zze u pfipravku Efilor byla zaznamenana
mensi citlivost izolatd jiz pfi koncentraci 0,0125 % (prdmérnd inhibice rlistu vSech
izolatl byla 92,86 %) oproti ostatnim pripravkim. Pfi testovani dalSich
koncentraci jiz nedochazelo k tak prudkému poklesu citlivosti jako u pfipravku
Horizon 250 EW a jeho inhibi¢ni schopnosti byly vyrovnané.

Srovnanim citlivosti izoldtll k fungicidu Pictor pfi jednotlivych
koncentracich byla inhibi¢ni schopnost pfipravku Pictor podle vysledk( nejvyssi
ze vSech zkousenych pripravkl. Riast mycelia byl pozorovan od koncentrace
0,003125 % a s dalSimi koncentracemi se postupné citlivost patogen( sniZovala.
Presto pokles citlivost nebyl tak prudky jako u pripravkd Horizon ¢i Efilor.

Srovnanim citlivosti izolatd k fungicidu Propulse pti jednotlivych
koncentracich byla citlivost hodnocena jako relativné vysoka. Jeji pokles
vzhledem ke snizujicim koncentracim byl nizsi nez u ptipravkd Horizon ¢i Efilor,
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ale vyssi nez u fungicidu Pictor. PFi testovani pripravku Prosaro 250 EC byl
zaznamenan kromé jednoho izolatu (V1/12) narast mycelia jiz pfi prvni pouzité
koncentraci 0,0125 %. MIC pro tento izolat V1/12 byla stanovena na 0,0125 %,
ostatni izolaty mély pravdépodobné MIC ve vysSich koncentracich a to mezi
koncentracemi 0,0125 % a 0,025 %.

Srovnanim citlivosti vSech izolatd k fungicidu Prosaro 250 EC pfi
jednotlivych koncentracich byla citlivost vzhledem k ostatnim pfipravkim
pramérnd. PFi koncentraci 0,0125 % dosSlo kromé jednoho izolatu vidy
k nepatrnému narlstu mycelia. Pokles inhibi¢ni schopnosti pfipravku Prosaro byl
prudsi nez u fungicidu Propulse.

Z dalSiho Setreni bylo prokazano, ze pfi koncentraci 0,00625 % vykazovaly
izolaty nejnizsi citlivost k pripravku Horizon 250 EW, po ném k Efiloru. Inhibicni
schopnosti fungicidl Pictor, Propulse a Prosaro 250 EC je moZzno hodnotit jako
relativné vyrovnané, presto nejlepsiho vysledku dosahl fungicid Pictor.

Hledani MIC ukazalo, ze u pripravku Horizon 250 EW byla stanovena na
0,0125 %. U pripravku Efilor byl u koncentrace 0,0125 % zaznamendan nar(st
mycelia u vSech izolatd. MIC u tohoto pfipravku se pohybovala mezi
koncentracemi 0,0125 % a 0,0250 %. Podobné vysledky byly zjistény i u fungicidd
Propulse a Prosaro 250 EC, kde pouze u jednoho izolatu byla stanovena MIC na
0,0125 %. U pripravku Pictor byly jako MIC urceny nizsi hodnoty a to koncentrace
0,0015625 % a 0,003125 % (CZU Praha).

Souhrn

Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze v ramci provedeného prizkumu byly na Gzemi
CR z konkrétnich lokalit ziskany izoldty patogeni Sclerotinia sclerotiorum,
Leptosphaeria maculans a L. biglobosa svysokou citlivosti k testovanym
koncentracim fungicidd Horizon 250 EW, Efilor, Pictor, Propulse a Prosaro 250
EC. Pro stanoveni MIC byly vyuZity niziSi koncentrace fungicidd, neZ je
registrovana davka na 1 ha. Rozdilna citlivost byla zaznamenavana v zavislosti na
fungicidu az u koncentraci nizSich nez 0,025 %. Zatim tedy nelze tuto variabilitu
v citlivosti vici testovanym fungicidim hodnotit jako rezistenci. Nelze ji vSak
podcenit a je nutné dodriovat zasady antirezistentni strategie v pouZivani
fungicid( v polnich plodinach.
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3.5 Viastni metoda hodnoceni citlivosti patogeni k fungicidiim
3.5.1 Izolace patogena S. sclerotiorum a priprava na testovani rezistence

Zdrojem pro ziskani Cisté kultury patogena S. sclerotirorum jsou sklerocia ziskana
z pletiv napadenych casti rostlin (stonek, kofenovy krcek). VSechny kroky tykajici
se ziskani Cisté kultury patogena a samotnych testl rezistence provadime ve
sterilnich podminkach laminarniho boxu. Sklerocia patogena S. sclerotiorum
pred samotnou kultivaci sterilizujeme v 30% roztoku SAVO po dobu 3 minut,
oplachneme trikrat ve sterilizované vodé a po té nechame ususit na sterilnim
filtraCnim papiru. Kazdé sklerocium samostatné umistime do stfedu plastové Ci
sklenéné Petriho misky (priimér 9 cm) na cCistou Zivnou pldu PDA (bramboro-
dextrézovy agar — Potato Dextrose Agar). PDA pripravime dle ndavodu vyrobce
(napr. HIMEDIA). Na misky uvedeme identifikaci patogena.

Sklerocia inkubujeme 3 az 5 dnu pfi laboratorni teploté ve tmé a nasledné
odebereme terciky mycelia zokrajd narostlé kultury patogena, které
preockujeme na nové Zivné médium. V pripadé kontaminace, které se casto
objevuji u déle skladovanych sklerocii, mycelium patogena preockovavame tak
dlouho, dokud neziskame jeho cCistou kulturu. Mame-li problémy s bakterialnimi
kontaminacemi, muUZeme pfi izolaci patogena pouZit nékteré z antibiotik
(chloramfenikol, tetracyklin v koncentraci 100 pg/ml agaru), které pridame do
zchlazeného zivného média.

3.5.2 lzolace patogenl L. maculans a L. biglobosa a priprava na testovani
rezistence

Pro izolaci patogen( Leptosphaeria spp. pouzijeme infikované listy fepky olejky.
Z listového pletiva vystfihneme ¢asti s typickymi skvrnami, na kterych jsou patrné
pyknidy. Ty povrchové sterilizujeme v 20% roztoku SAVO po dobu 3 minut
a trikrat oplachneme v destilované vodé. Poté pletivo osuSime na sterilnim
filtracnim papiru a skvrnu s pyknidami vloZzime do vlhké komurky (Petriho miska
se tfemi vrstvami navlhéeného filtraéniho papiru), aby bylo podporeno zrani
pyknid. Po dvou dnech inkubace pfi teploté 20 °C premistime jednu pyknidu
(monopyknididlni izolace) nebo uvolnény sorus pyknospor ze skvrny pomoci
sterilni jehly na Zivnou pldu (PDA nebo V8 juice agar) v Petriho miskdch. V tomto
kroku pracujeme v laminarnim boxu, kde mame umistény stereomikroskop,
s jehoZ pomoci odebirdme jednotlivé pyknidy. Kazdou Petriho misku podél spoje
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zabalime pomoci parafilmové pasky a popiSeme oznacenim izolatu a datem.
Izolaty kultivujeme v termostatu pri teploté cca 20 °C. Po ndristu mycelia
z pyknid izolaty preockujeme. Pomoci ockovaci jehly oZzehnuté nad plamenem
preneseme ¢ast mycelia zizolatu na povrch agaru v Petriho misce. Kazdou
Petriho misku oSetfime stejné jako u izolace parafilmovou paskou a popisSeme.
Izolaty opét kultivujeme pfi teploté cca 20 °C. Za 4 aZ 21 dni po narUstu mycelia
izoldty mlZeme pouzit ktestovani. Dlouhodobé Ize izolaty uchovdvat
v chladnicce pfi teploté 8 °C.

3.5.3 Priprava otravenych ploten zZivného média

Pevnou Zivnou puadu PDA pfipravime podle navodu, suspendovanim 39 g PDA
(vyrobce) v 1000 ml destilované vody, po té sterilizujeme v autoklavu pfri teploté
121 °C po dobu 15 minut a ochladime na 50 °C. Zivnou pGdu bez obsahu fungicidu
vyuzijeme jako kontrolni variantu.

Priprava 11 V8 juice agaru pro testy citlivosti patogena Leptosphaeria spp:
Smichame 800 ml destilované vody a 200 ml V8 dzusu (zeleninovy dZus).
Navazime 0,75 g CaCOs a priddme do roztoku. JelikoZz se CaCOs Spatné rozpousti,
pouzijeme magnetické michadlo a po dobu 15 minut smés na magnetické
michac¢ce michame. K promichané smési prfidame 15 g agaru. Hotovou smés
sterilizujeme po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C. Zivnou pddu ponechame
samovolné vychladnout ¢i ochladime na cca 50 °C.

Po vychladnuti pipetujeme do agaru vypoctené mnozstvi fungicidniho
pripravku tak, abychom ziskali potfebnou koncentraci fungicidu, a promichame.

Na 1 Petriho misku o priméru 9 cm nalijeme 20 — 25 ml Zivné pldy (PDA,
V8) bez fungicidu nebo Zivné pldy s pridanym fungicidem. Kazdou Petriho misku
oznacime danou koncentraci, testy provadime ve tfech opakovanich. Celkovy
pocet hodnocenych ¢lenli musi spliovat podminky pro vypovidaci schopnost
testd.

K rozpusténi  testovanych  fungicidd muUZeme pouzit DMSO
(dimethylsulfoxid). V pfipadé testovani fungicidd tento krok neni nutny, protoze
fungicidy jsou zpravidla dobre rozpustné ve vodé. V testech citlivosti musi byt
dodrien jednotny postup z dlvodu vzajemné srovnatelnosti testl(. Proto je
nutné vynechani tohoto kroku zhodnotit na pocatku zakladani sérii jednotlivych
testd.
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Stanoveni vychozich koncentraci

Na zdkladé screeningového testu si stanovime vychozi koncentrace. Vychozi
koncentrace se odvijeji z koncentrace registrované davky testovaného pfipravku
v postrikové jise.

Hodnoceni trovné citlivosti patogent k fungicidim

K posouzeni Urovné citlivosti testovanych izolatl S. sclerotiorum pribéziné
zaznamendvame radialni rdst mycelia patogenu (cm) u vSech testovanych
koncentraci, dokud mycelium neosSetfené kontroly zcela nepokryje plochu
Petriho misky.

K posouzeni urovné citlivosti testovanych izolatl L. maculans, L. biglobosa
odecet rastu mycelia provadime vintervalu 14 az 30 dni po o¢kovani. Ve srovnani
s patogenem S. sclerotiorum je u téchto patogen( rlist mycelia pomalejsi. Proto
jsou testy zakladany na V8. V pfipadé, Ze pouZijeme Zivhou pudu PDA, je rlst
patogena jesté pomalejsi. Vyhodnoceni potom provadime do 30 dni od oc¢kovani
bez ohledu na velikost mycelia na kontrole bez fungicidu. U téchto patogenu
odecitdme praméry narostlého mycelia vZdy v kfizi (kolmo na sebe) a tyto dvé
hodnoty pro kazdé opakovani zpramérujeme.

Vysledky testu citlivosti nafotime pro ndslednou dokumentaci.

Procento inhibice rlstu patogenl (I) pro stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) vypocteme dle vzorce (Pandey et al. 1982):

[ (%) = [(prdmér na kontrole — primér na testované koncentraci) / primér
na kontrole] x 100.

Pro vypocet je mozZné pouzit také vzorec:
| = {100-[(dcp/dk) x 1001},

kde | — inhibice vyjadiena v procentech, dcp — primér opakovani na testovanou
koncentraci a dk — primér kontroly (Sromova 2015).
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3.5.4 Materidl a pristrojové vybaveni

Odbéry rostlinnych vzorkl s pfiznaky napadeni

zahradnické nlzky, ntz, maly ry¢ na odbér rostlin,

vzorky rostlin fepky s priznaky napadeni patogenem, sklerocia patogena,
sacky, vzorkovnice na uloZeni ¢erstvé odebranych vzorka,

datum a misto sbéru: kraj, okres, katastr, GPS souradnice,

informace o fungicidnim osetfeni béhem vegetace plodiny, ze které byly

odebirdny vzorky,

Izolace patogena

o O O

vzorky rostlin fepky s pfiznaky napadeni,
skalpely, preparacni jehly, pinzety, nGzky,
Petriho misky, parafilm,

pevna Zivna plida PDA (Potato Dextrose Agar),
V8 juice, CaCOs (uhli¢itan vapenaty), agar
destilovana voda,

dezinfekéni roztoky:

sterilizace sklerocii: SAVO,

sterilizace nastrojl: denaturovany lih,
sterilizace povrcha: Incidin Liquid (Ecolab),
Cisté prostredi: samostatna mistnost/oddéleny prostor,
germicidni lampa, asepticky (laminarni) box,
termostat.

Testovani citlivosti k fungiciddm

izolaty patogena:
= (isté kultury patogenld S. sclerotiorum, L. maculans,
L. biglobosa
testované fungicidy,
pevna zivna plda PDA (Potato Dextrose Agar), V8 jiice agar
Petriho misky o priméru 9 cm, parafilm
sterilni prostredi,
ocCkovaci jehly pro odbér mycelia patogena,
termostat
méreni rlistu patogena: pravitko nebo posuvné méritko s digitalni stupnici,

Stranka 27 z 36



- prosvétlovaci deska pro prosvétleni Petriho misky s izoldtem pro stanoveni
okraje rlstu patogena,

- formular a psaci potfeby pro zaznam zmérenych hodnot,

- fotoaparat pro fotodokumentaci.

Zpracovani vysledk( testovani citlivosti patogent k fungicidlm

- PC s vhodnym softwarem (napf. Microsoft Office, Statistica),
- psaci potreby,
- kalkulacka.
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4 Srovnani novosti postupt

V CR dosud nebyla kdispozici ¢esky psand metodika hodnoceni citlivosti
rezistence patogenl Sclerotinia sclerotiorum, Leptosphaeria maculans
a L. biglobosa k fungicidim. Metoda hodnoceni rezistence patogen(
k fungiciddm byla zpracovana na zdkladé zahrani¢nich a ceskych publikaci
a vlastnich poznatk(. Byl vypracovdn postup pro stanoveni vychozi koncentracni
fady testovani rezistence patogent k fungicidim. V metodice jsou uvedeny prvni
poznatky o citlivosti sledovanych patogent k fungicidim, jejichz izolaty byly
ziskany v CR. Jednd se o nové poznatky v rdmci Ceské republiky. Ziskané poznatky
je moZné vyuzit v rdmci antirezistentni strategie pro pouZzivani fungicidl proti
pGvodclim vyznamnych chorob fepky olejky a to bilé hnilobé fepky a fomovému
cernani stonk( fepky. Na zdkladé ovérené metody popsané v této metodice je
mozné tyto poznatky nadale rozSifovat a ovérovat Uroven rezistence patogen(
k fungicidlm a na zakladé téchto informaci vyhledové eliminovat neefektivni
aplikace fungicidnich ptipravkl na ochranu repky olejky.
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5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je primarné uréena organdim statni spravy (UKZUZ) a organizacim
povérenym k vykonu odbornych ¢innosti pro provadéni monitoringu rezistence
vyznamnych patogenl fepky olejky kfungiciddm, ddle vyzkumnym
a poradenskym organizacim, které se zabyvaji monitorovanim rezistence
vybranych houbovych patogen(l. Metodiku je moZné také uplatnit u dalSich
hostitelskych plodin patogent napf. sluneénice, luskoviny, mék, kmin, zeleniny
a dalsi. Ziskané vysledky je moZné uplatnit:

- pro ucely postregistracni kontroly fungicidd vyplyvajici ze zakona
o rostlinolékarské péci,

- v integrované ochrané rostlin,

- upfesnéni antirezistentni strategie pro konkrétni oblast péstovani repky
olejky a dalSich hostitelskych plodin sledovanych patogent S. sclerotiorum,
L. maculans a L. biglobosa.

Metodika bude dostupna v elektronické podobé na webovych strankach
UKzUZ a na pracovistich autor(, ktefi ji budou poskytovat zajemclim v ramci
prezentace pracovist.
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6 Ekonomické aspekty spojené s uplatnénim metodiky

Monitoring citlivosti patogent S. sclerotiorum, L. maculans a L. biglobosa
k fungicidim bude spojen s vice naklady, které budou v zavislosti na zpusobu
financovani pokryty zverejnych nebo neverejnych zdrojli, respektive jejich
kombinaci. Vyse nakladl se bude odvijet od rozsahu provadéné Cinnosti.

V pripadé zjisténi nizké ucinnosti fungicidu v polnich podminkach
metodika nabizi postup, na jehoz zakladé je moiné ovéfit, zda se jedna
0 snizenou citlivost patogenu k fungicidim, nebo zda je pfic¢inou napf. nevhodny
termin oSetfeni respektive chyba v aplikaci. V zdvislosti na patogenu jsou po
ziskani jeho Cisté kultury k dispozici prvni vysledky do 14 dnu od zaloZeni testu.
Zjisténi snizené citlivosti patogenu ke konkrétnimu fungicidu na dané lokalité
umoznuje jeho vylouceni z aplikace a pouZziti fungicidu s dostate¢nou ucinnosti.
Tim se vylouci pouziti neefektivniho a neekonomického zasahu proti houbovym
patogenim. V dlouhodobych pokusech bylo v pripadé silného infekéniho tlaku
houbovych patogenl docileno navyseni vynosl dle zvoleného fungicidu mezi
5 az 30 procenty. To znamena, Ze pfi prlmérném vynosu 3 t/1 ha v zemédélském
podniku, ktery péstuje repku na 200 ha, je realny predpoklad, Ze pfi vykupni cené
9 tisic K¢ fepky za 1 t mlzZe dojit pti zvoleni fungicidu s vysokou ucinnosti
(navySeni vynosu 30 %) k zvySeni trzeb az o 1.620 tisic K& To je ve srovnani
s aplikaci fungicidu s nizkou ucinnosti (navyseni vynosu 5 %) o 1.350 tisic K¢ vice.
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