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Holovousy s.r.o.
oddéleni ochrany rostlin

PROTOKOL

IN VIVO SKLENIKOVE TESTY CITLIVOSTI VENTURIA INAEQUALIS K UCINNE LATCE PYRIMETHANIL
(ANILINOPYRIMIDINY)

Cil pokusu: Potvrdit sniZenou citlivost populace strupovitosti jabloné (Venturia inaequalis) k fungicidim Mythos 30 SC (uc. 1. pyrimethanil)

Uvod:

Anilinopyrimidiny (AP fungicidy) jsou fungicidy G¢inné proti Sirokému spektru houbovych patogenfi. Z této chemické skupiny jsou v Ceské
republice vyuZivany proti V. inaequalis uc¢inné latky pyrimethanil (Batalion 450 SC, Gladius 450 SC, Minos, Minos Forte, Mythos 30 SC, Pyrus
400 SC a kombinovany pripravek Faban) a cyprodinil (Chorus 50 WG, Vedette). Tyto latky t¢inkuji preventivné i kurativné, piisobi kontaktné a
hloubkové nebo lokalné systémové. AP fungicidy maji nizsi ti¢innost na inhibici klicivosti askospor a hiife zabranuji pronikani kli¢niho vlakna
do kutikuly listu ve srovnani s klasickymi kontaktnimi fungicidy s ac¢innou latkou captan. Vyhodné je vyuZit jejich lokalné systemického ucinku
a dobré ucinnosti za nizSich teplot v priibéhu chladného destivého jara. Divody lepsi ucinnosti AP fungicidl za téchto podminek je pomalejsi
Vyvoj patogenu a omezeni vyparu, coZ prodlouzi obdobi ochrany diky jejich reziduélni Gc¢innosti. Cilovym mistem tcinku téchto fungicidu je
syntéza aminokyselin a proteinti. Konkrétné mechanismus ticinku spociva v inhibici biosyntézy methioninu a v inhibici sekrece hydrolytickych
enzymu patogenu. Anilinopyrimidiny vykazuji v rdmci své chemické skupiny kfiZovou rezistenci, ale nevykazuji kiiZzovou rezistenci s jinymi
skupinami fungicidd, jako jsou triazoly (DMI fungicidy) a strobiluriny (Qol fungicidy). Existuje stfedni riziko rezistence u V. inaequalis k AP
fungicidim. Potencialni pfi¢inou rezistence k AP fungicidiim je mutace v regulaci biosyntézy methioninu, zatim ale nebyly zjiStény konkrétni
mutace v cilovych genech (cbl, cgs).

Metodika:

Byl testovan fungicid Mythes 30 SC (u¢. 1. pyrimethanil 300 g/kg; BASF SE; aplikovana davka 0,75-1 L/ha). Pro pokus byly pouzity
semenacky jabloné odridy “Golden Delicious”. Tyto testy vychazeji z metodiky FRAC (Fungicide Resistance Action Committee): VENTIN in
vivo-AP (BASF, 2006 V1). Rostliny byly preventivhé oSetfeny fungicidem Mythos 30 SC v odstupfiovanych koncentracich uc¢inné latky
pyrimethanil: 0 ppm; 100 ppm; 300 ppm. Pro kaZdou variantu koncentrace uic¢inné latky bylo pouZito 20—24 rostlin. Po 24 hodinach od oSetfeni



byly semenacky inokulovany suspenzi konidii. Rostliny byly inkubovany ve tmé v klimatizované komote pfi 90% relativni vzdusné vlhkosti a 18
°C po dobu 48 hodin. Jako inokulum byly pouzity suspenze konidii smyté z infikovanych listti. Koncentrace konidii v inokulu byla spocitana
v Biirkerové komirce a byla upravena na rozmezi 5-15 x 10* konidii v jednom ml. Pro kontrolu Zivotaschopnosti konidii bylo vyhodnoceno
procento kli¢ivosti konidii po 24 hodinach. Vysledky byly porovnany s neoSetfenou kontrolou a citlivou populaci V. inaequalis z lokality
Miletin. Tato referenc¢ni kontrolni citlivd populace pochéazi z domaci zahrady, ze stromu, ktery nebyl fungicidné oSetfovan a je vzdalen od
nejblizZSich od produkcnich vysadeb jabloni vice neZ 5 km. Vyhodnoceni pokusu bylo provedeno po cca 4 tydnech od inokulace, kdy byly
pozorovany sporulujici léze. Intenzita napadeni list semenackti pavodcem strupovitosti byla spocitana dle Towensend-Heubergerova vzorce a
dle stupnice uvedené nize, vidy bylo hodnoceno 3-5 plné rozvinutych listti od vrcholku semenacku. Celkem bylo vyhodnoceno vzdy 50 listti na
variantu. Nasledné bylo spocitano celkové procento napadeni listii. U sklenikovych testi metodika FRAC uvadi, Ze vyskyt sporulujicich 1ézi V.
inaequalis na testovanych rostlinach u varianty koncentrace 300 ppm, udava sniZenou citlivost vzorku populace V. inaequalis k uc¢inné latce
pyrimethanil.

Pétibodova stupnice pouzita k hodnoceni napadeni listti:

0 = bez napadeni

1 = 1-2 malé skvrny (napadeno do 25 mm? plochy listu)

2 = 3-4 malé skvrny nebo 1 velka (napadeno do 100 mm? plochy listu)

3 = 5-10 malych skvrn nebo 5 velkych (napadeno do 400 mm? plochy listu)
4 = napadeno nad 400 mm?® plochy listu

Varianty: V1 - Lukavec (domaci neoSetfovana zahrada, citliva populace)
V2 - Ing. Marek Drapal

Vysledky hodnoceni:

Tabulka €. 1: Stupen napadeni u varianty 300 ppm, porovnani testované populace s citlivou populaci V. inaequalis

inokulum stupen napadeni [%]
Lokalita Péstitel koncentrace spor v | kliCivost po 48
ml hod. % K Mythos 100 ppm Mythos 300 ppm




e 12,4 . 10* 25,6 18,5 3 0,0
citliva populace
, Ing. Marek
Kokonin Drépal 5,8.10* 7.8 11,0 2,5 0
Komentar:

U sklenikovych testd metodika FRAC uvadi, Ze vyskyt sporulujicich 1ézi V. inaequalis na testovanych rostlindch u varianty koncentrace 300
ppm, udava vysokou citlivost vzorku populace V. inaequalis k i¢inné latce pyrimethanil. Stupefi napadeni u varianty 300 ppm bylo 0 %, tudiz lze
populace z testované lokality povaZovat za citlivé.

DETEKCE MUTACE G143A (REZISTENCE KE QOI FUNGICIDUM) POMOCi METODY REAL-TIME PCR (DLE UZITNEHO
VZORU C. 32 547)

Uvod:

Qol fungicidy (Quinone outside Inhibitors) inhibuji mitochondrialni dychani a ovliviiuji tak tvorbu energie potfebnou pro buiiku patogena.
Cilové misto ucinku fungicidu je dychaci fetézec, kde blokuji elektronovy transport v misté oxidace chinolu (tzv. Qo centrum) v cytochromu bc1l
na urovni komplexu III, kde se vazi na ubichinol oxidoreduktazu, coZ ma za nasledek sniZenou produkci ATP. Chemické skupiny patfici do tridy
Qol inhibitorti vyuzivané v ochrané proti strupovitosti v Ceské republice jsou prevazné oximino-acetaty, coz je piipravek s tcinnou latkou
kresoxim-metyl: Discus a dalSi pripravek patfici do stejné chemické skupiny, ale s uc€innou latkou trifloxystrobin je Zato 50 WG. Do jiné
chemické skupiny methoxy-karbamatti naleZi kombinované pfipravky s ti¢innou latkou pyraclostrobin: Tercel (+ dithianon), Bellis (+ boscalid) a
Flint Plus (+ captan). Tyto pripravky putsobi preventivné a kurativné, uCinkuji kontaktné, lokalné systémové a nékteré i systémové. KiiZzova
rezistence je prokazana mezi vSemi fungicidy Qol skupiny. Zména v cilovém misté ptisobeni fungicidu, ktera snizuje citlivost k pripravku, je
nejcastéji se vyskytujicim mechanismem rezistence u fytopatogennich hub. Pti reprodukci hub dochazi ke zménam v jejich DNA (mutacim).
Existuji mutace spojené s rezistenci ke Qol fungicidiim. Byly zjiStény tfi substituce aminokyselin v genu cytochromu b, jsou to: zména z glycinu
na alanin v pozici 143 (G143A), zména z fenylalaninu na leucin v pozici 129 (F129L) a zména z glycinu na arginin v pozici 137 (G137R).
Izolaty patogenu nesouci mutaci G143A vytvari kompletni rezistenci. TudiZ Uplnou ztratu kontroly nad patogenem, lze vZdy pozorovat v



populacich patogena, u kterych je dominantni mutace G143A, vyskytuje se vétSinou v pripadech, kde jsou Qols fungicidy aplikovany
samostatné. Izolaty patogenu s mutaci F129L nebo G137R vytvari mirnou (Castecnou) rezistenci.

Metodika:
Pro detekci pritomnosti wild type (WT) a rezistentni mutované (MUT) varianty G143A mitochondrialniho genu cytb byla ze smési konidii V.

inaequalis izolovana celkovd DNA pomoci soupravy Exgene Plant SV mini (GeneAll), detailni postup izolace je popsan v navodu od vyrobce
kitu. Izolace byla provedena optiméalné ze vzorku populace V. inaequalis o po¢tu 10 miliént konidii. Nékteré vzorky nedosahovali takové
koncentrace konidii, proto byl jejich pocet pro izolaci upraven. Pripravené vzorky DNA byly pouZity jako templat pro real-time PCR reakci s
nasledujicimi reak¢nimi podminkami: 2 pl smés standardii; 1x PCR Blue reakcni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgClI2; 200 pM dNTP kazdy; 1U
Combi Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kaZdy; 1x EvaGreen (interkalacni barvivo, Biotium). Kazdy vzorek byl v oddélenych
zkumavkach otestovan na pritomnost sekvence WT a MUT sekvence G143A mitochondrialniho genu cytb. Real-time PCR reakce probiha v
zatizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim profilem: 94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/2 s, 72 °C/10 s (50x), s odectem
fluorescence v HRM kandlu. Pro kvantitativni vyhodnoceni jsou do real-time PCR béhu pridany ¢tyfi standardy pro WT sekvenci a Ctyfi
standardy pro mutovanou sekvenci G143A mitochondridlniho genu cytb o znamé koncentraci v desitkovém fedéni pro sestrojeni kalibracni
kiivky. Po ukonceni béhu se pomoci Rotor-Gene Q softwaru sestroji kalibracni kfivky pro absolutni kvantifikaci varianty WT a MUT varianty
mitochondrialniho genu cytb v testované populaci V. inaequalis. Z absolutnich koncentraci jednotlivych variant se po provedeni normalizace
vypocte zastoupeni WT a MUT varianty G143A mitochondrialniho genu cytb jako procento v testované populaci V. inaequalis.

Tabulka €. 2: Procentudlni zastoupeni mutované varianty ve vzorku

- . < gis % MUT
cislo typ - Pocet konidii v -
vzork LMB datlv'm Lokalita péstitel vysadb | odrida po,strlkov izolaci DNA Y
u kéd |odbéru y sled it Fend genu
y y cytb
. 18.6.20 . . ekologic | jadernic
1 Vi201 50 Kokonin Ing. Marek Drapal K& ka - 5,8 5,4
Komentar:

Vzorek lze povazovat za citlivy ke strobilurintim. 5,4% mutované varianty genu cytb ve vzorku 5,8 miliont konidii. Rezistence k témto
pripravkiim po vylouceni selek¢niho tlaku dlouhodobé pretrvava, pokud se pripravky znovu zacnou pouzivat, dochazi k obnoveni urovné



rezistence. Rezistentni jedinci maji totiZ vysokou fitness (konkurenceschopnost) a UspéSné preZivaji v populaci strupovitosti. Nejlépe tyto
pripravky nepouZivat nebo velmi omezené v souladu s antirezistencni strategii.

K zakladnim principiim antirezistentni strategie patri nasledujici zasady:

1) disledné stridat pripravky z jinych chemickych skupin v ramci postfikového sledu. Pro snazsi orientaci péstitele pri volbé pripravku byla
kazda ucinna latka dle mista plisobeni v burice patogena zarazena do skupiny, skupinam je pfirazeno Cislo (tzv. FRAC kod). V priloze v tabulce
€. 8 je uvedeny seznam ucinnych latek a jejich FRAC kody. Tyto kody pomahaji vybirat do postfikového sledu pripravky tak, aby se stfidaly
skupiny ucinnych latek s odliSnym mechanismem tcinku.

2) u pripravk s rizikem vzniku rezistence uprednostnit pred sélo aplikacemi aplikace v kombinaci s vhodnymi partnery s jinych chemickych

skupin (v pripadé strobilurinii aplikovat vyhradné v kombinacich)

3) prednostné vyuZivat preventivni aplikace pred kurativnimi

4) ucinné latky ze stejné chemické skupiny ohroZené rizikem rezistence pouZit béhem sezény maximalné 4x, at’ uZz samostatné v so6lo

aplikaci nebo v kombinaci (doporu¢eni VSUO Holovousy — v piipadé strobilurind maximalné 2x, v pfipadé SDHI fungicidd je rovnéZ
vhodnéjsi pocet aplikaci za sezdnu omezit)

5) dodrzovat ha davky

6) latky ze stejné chemické skupiny ohrozZené rizikem rezistence aplikovat v bloku max. 2x (doporuceni VSUO Holovousy - radéji se

blokovym aplikacim vyhnout tplné, zejména v piipadé strobilurinti a SDHI fungicidii)

7) jako partnera do kombinaci vybirat radéji kontaktni pripravky, neZ partnera z chemické skupiny, u které je rovnéz vysoké riziko vzniku

rezistence.

Tabulka ¢. 3: Prehled ucinnych latek fungicidi a jejich zarazeni dle FRAC kédu

FRAC k?d (Cislo U¢inna latka Priklad komercniho pripravku Poznamka
skupiny)
fluopyram Luna Experience, Luna Care
fluxapyroxad Sercadis
7 isopyrazam Emrelia Riziko rezistence vysoké (ev. stfedni az vysoké)
penthiopyrad Fontelis
boscalid Bellis




Vysoké riziko rezistence

pyraclostrobin | Bellis, Tercel
11 kresoxim-methyl | Discus K¥iZova rezistence mezi vSemi strobilurinovymi
trifloxystrobin Zato 50 WG, Flint, Flint Plus, latkami
cyprodinil Chorus 50 WG, Vedette
9 Mythos 30 SC, Pyrus 400 SC, Scala, Stredni riziko rezistence (ev. nizké az stredni)
pyrimethanil Faban, Batalion 450 SC, Gladius 450 SC,
Pomax
12 fludioxonil Geoxe 250 WG, Pomax Riziko rezistence nizké az stredni
Score 250 EC, Difcor 250 EC, Vigofun 250
difenoconazole EC, Difenzone, Rekin 250 EC, Mavita 250
EC, Novadifen, Atos, Embrelia, Minos
Forte,
myclobutanil Talent
3 Riziko rezistence stredni
penconazole Topas 100 EC, Topenco 100 EC
tebuconazole Luna Experience,
tetraconazole Alcedo, Domark 10 EC
P07 . fr e .
Fosetyl-Al Aliette 80 WG, Luna Care Nizké riziko rezistence

(dfive 33)




Stredni riziko rezistence (nalezeno u

U 06 cyflufenamid Cyflamid Sphaeroteca)
U12 dodine Syllit 400 SC Nizké az stredni riziko rezistence
Kuprikol...... Airone SC, Badge WG,
Cobran, Coprantol Duo, Defender,
M 01 Méd’ a soli Funguran Progress, Funguran PRO, Nejsou ohrozZeny rezistenci
Champion 50 WG, Kocide 2000,
Flowbrix...
. Kumulus,WG, Sulfolac 80 WG, Sira BL, . . . ,
M 02 Sira Sulfurus, Thiovit Jet... Nejsou ohrozZeny rezistenci
Dithane DG Neotec, Manfil 75 WG,
mancozeb Manzate 75 WG, Mastana SC, Penncozeb
75 DG
M 03 Nejsou ohrozeny rezistenci
metiram Polyram WG
Captan 80 WG, Merpan 80 WG, Scab 480 . < . p
M 04 captan SC, Flint Plus, Ventur 80 WG Nejsou ohroZeny rezistenci
M 09 dithianon b vy D BIGIRAIG, Latiaiy Nejsou ohrozZeny rezistenci
Tercel
BM 02

(dfive 44)

Bacillus subtilis

Serenade

Rezistence neni znama




Poznamka: Cervené oznacené pripravky nejsou registrované pro pouziti proti strupovitosti jabloné v Ceské republice. Platnost pouZiti a
registrace piipravkl pro sezonu 2021 je tfeba pied jejich aplikaci zkontrolovat, souCasné je tfeba ovérit i platnou indikaci.






