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ANOTACE

Predkladand publikace se zabyvd detekci populaci patogena Venturia inaequalis (Cke.) Wint.
s rezistenci k vybranym skupinam fungicidil a detekci ras patogena V. inaequalis v CR prolamujici
geneticky podminénou rezistenci péstovanych odrid jabloni. Produkce jablek, jednoho z nejvice
péstovanych ovocnych druh mirného klimatického pasma, se desitky let potyka se zvladnutim
ucinné ochrany proti patogenu V. inaequalis. Dlouhodobé jsou proto hledany vhodné zpusoby,
jez by pomohly situaci efektivné resit. Ve zvyseni ucinnostiregulace Skodlivosti patogena
V. inaequalis jsou zarazeny dva hlavni sméry: 1) vyvoj antirezistentni strategie pfi pouzivani
chemickych fungicidl, 2) Slechténi odrid na rezistenci k patogenu V. inaequalis. Strupovitost
jabloni je vyznamnou chorobou zpUsobujici péstiteldm vysoké financni ztraty, kterd vyzaduje
zvySenou pozornost a nutné existenci u¢inného systému regulace. DosaZeni prijatelnych vysledku
v regulaci Skodlivosti je v sou¢asné dobé podminéno vysokou frekvenci provadénych fungicidnich
aplikaci, které jsou hlavni soucdsti regulacnich opatreni vyskytu choroby v intenzivnich systémech
péstovani. To zplUsobuje fadu problému, které se projevuji rezistenci patogena k nékterym
fungicidnim latkam. V integrovanych systémech je dalSim opatfenim péstovani odrdd s geneticky
podminénou rezistenci. Vyskyt ras patogena V. inaequalis prolamujici geneticky podminénou
rezistenci je dalSim problémem ovliviujicim péstovani jabloni. Predkladana publikace je urcena
pro péstitele, jejichZ prioritou je minimalizace pouZivani pesticidl, ddle organy statni spravy
(UKzU2z), studenty a dalsi potencialni uzivatele.

ANNOTATION

The present publication is focused on detection of pathogen Venturia inaequalis (Cke.) Wint.
populations resistant to chosen groups of fungicides and detection of pathogen V. inaequalis
races in the Czech Republic breaking genetic resistance of grown apple cultivars. Apple
production one of the most cultivated fruit species in temperate regions is exposed to efficient
control of the pathogen V. inaequalis damage. Appropriate solution that could improve control
efficacy is searched over a long period. In the increasing of efficacy control the V. inaequalis
pathogen damage are two main strategies: 1) Development of the anti-resistant strategy in
usage of chemical fungicides, 2) Breeding of cultivars resistant to V. inaequalis pathogen. Apple
scab is important disease causing high financial losses that require increased attention and
existence of efficient control system. Achievement of the acceptable results in damage control is
in present time dependent on high frequency applied fungicide sprays that are main part of the
disease control in the intensive growing systems. Due to this reality a range of problems results
in pathogen resistance to particular fungicide agents. Growing of cultivars with genetically
involved resistance is next arrangement. Occurrence of pathogen V. inaequalis races breaking
genetically involved resistance is another problem of the apple growing. The users of publication
should involve all growers preferring minimum use of pesticides, workers of Central Institute for
Supervising and Testing in Agriculture, students and other readers interested in this theme.



1. CiL METODIKY

V posledni dobé péstovani ovoce celosvétové sméfuje k vyuZivani postupt, u kterych je kladen dliraz
zejména na zdravi spotrebitelll a ochranu Zivotniho prostredi. Vyznamnou roli v tomto vyvoji hraje forma
regulace Skodlivych organism(, jez zahrnuje celou fadu rizikovych faktorl spojenych s aplikacemi
pesticid(, jako napf. selekce rezistentnich populaci patogenl k jednotlivym ucinnym latkam fungicidd,
vyskyt fyziologickych ras strupovitosti, vyskyt rezidui v plodech, zatéZ Zivotniho prostredi, aj. Cilem
metodiky je poskytnout péstitellim jabloni informace a doporuceni potfebné kidentifikaci populaci
patogena Venturia inaequalis (Cke.) Wint. rezistentnich k vybranym fungicidnim latkdm a ras patogena
vyskytujicich se ve vysadbach v CR prolamujici geneticky podminénou rezistenci odrid. Tyto informace
jsou urceny pro péstitele odrQd jabloni s geny rezistence k patogenu V. inaequalis, plvodci choroby
strupovitost jabloné, a pro péstitele v systému integrované ochrany ovoce vyuZivajici jednotlivé skupiny
fungicidd k regulaci Skodlivosti vyskytu strupovitosti jabloné. Cilem predkladané metodiky je prispét
k optimalnimu vyuZivani pripravkl v ochrané vysadeb jabloni k regulaci patogena V. inaequalis. DalSim
cilem je prispét ke spravnému rozhodnuti péstitelll ve vybéru vhodnych odrid jabloni s geny rezistence
proti patogenu V. inaequalis pti zakladani novych vysadeb. UZivatelé a dalsSi ¢tenari budou kromé toho
seznameni s bionomii patogena V. inaequalis, vyvolavajictho chorobu strupovitost jabloné, s historii a
soucasnym stavem pouzivani fungicidl k regulaci Skodlivosti patogena V. inaequalis a s historii Sifeni
a souc¢asnym stavem vyskytu ras patogena V. inaequalis, s vysledky pokus( provadénych v CR a jejich
hodnocenim a s dalsimi informacemi.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 Bionomie a skodlivost patogena V. inaequalis

Patogen V. inaequalis (anamorfa Spilocaea pomi Fries) je fakultativni parazit, jehoZz nedokonalé
(konidiové, nepohlavni, anamorfni) stddium napadd Zivé organy hostitele a pohlavni (vieckaté,
teleomorfni, dokonalé) vyvojové stadium probiha saprofyticky na odumfelych napadenych
listech (Ackermann, 1984). V. inaequalis je bipolarné heterothalickd houba, k pohlavnimu
rozmnozovani dochazi pouze pfi styku dvou fyziologicky rozliSenych stélek. Viecko vznika z tzv.
askogenni hyfy, ktera sestava z dvojjadernych (dikaryotickych) bunék. Samotna askogenni hyfa je
vysledkem pohlavniho procesu, pfi némz ovsem doslo ke splynuti cytoplasem pohlavnich bunék
(tzv. plasmogamii), nikoli jader. Splynuti jader (karyogamie) nastava az v mladém viecku. Po
splynuti jader nasleduje v témz viecku meiotické (redukéni) déleni. Ve viecku bezprostfedné po
meiose nastdva jesté jedno déleni mitotické, a proto zde viecko obsahuje 8 askospor.

Plodnice jsou negativné geotropni, sférické, tmavé hnédé az cerné, 90-150 um velké se
zfetelnym otvorem s jednobunécnou Stétinou na vrcholu (Biggs, 1991). Ackermann (1984) udava,
Ze plodnice jsou bez usti. Jedna plodnice obsahuje 50-100 viecek (ask(), kterd jsou svazeckovita,
cylindrického tvaru, rozmér(i 55-75 x 6-12 um. Sténa viecka je tenkd a bitunikatni (Biggs, 1991).
Kazdé vrecko obsahuje 8 dvoubunécnych askospor, které jsou zpocatku bezbarvé — hyalinni
(Baudys et al., 1962), pozdéji ve zralosti olivové zelené az kourové nahnédlé barvy (Ackermann,
1992). Horni bunika je kratsi a SirSi nez spodni, rozméry se pohybuji mezi 11-16 x 5-7 um.
Nestejna velikost bunék dala vznik druhovému jménu inaequalis (Biggs, 1991).
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Nepohlavni (konidiové, anamorfni) vyvojové stadium rozmnoZovani se déje konidiemi,
vznikajicimi v konidioforech a tvofi se postupné béhem celého obdobi vegetace (Obrazek 1).
Konidiofory jsou kratké, neclankované, vyrlstaji na povrch listll z hnédého mycelia trhlinami
v kutikule. Konidie jsou jednobunécné nebo dvoubunécéné, svétle az tmavé olivové zbarvené,
opacné kyjovitého, hruskovitého nebo nékdy nepravidelného tvaru, na konci zaspic¢atélé, 20-30
um dlouhé. Na podzim vytvari mycelium V. inaequalis v mezofylu opadlého napadeného listu
hostitele kulovité stroma, ve kterém se diferencuje askogon s trichogynem. Mycelium patogena
je heterothalické, do stromatu pronika hyfa odlisSného paru, ktera vytvari antheridium. Po spojeni
s trichogynem dochazi k plasmogamii, nasleduje rist askogennich hyf, vznik viecek a prechod
jader. Viecka vrustaji do dutiny stromatu a vznika plodnice — pseudoperithecium (Ackermann,
1992, Hluchy et al., 1997). K vytvoreni plodnice je tfeba vlhkost. Optimalni teplotni rozmezi pro
vyvoj askogonia je 812 °C a optimum pro dozravani askospor je 16-18 °C (Biggs, 1991).
K uvolfiovani askospor z viecek dochazi pfi navlhéeni opadlych listd v jarnim obdobi. Viecko
praska pres osciolum a dochazi k aktivnimu uvolnéni askospor, které jsou roznaseny vétrem.
Jeden list s pseudoperithecii je schopen vyprodukovat az 2 miliény askospor (Baudys et al., 1962).

Za priznivych podminek dochazi k primarnim infekcim. Po dopadu askospory na povrch
hostitelského pletiva dochazi k jejimu vykliceni, vytvoreni apresoria, hyfa pronikad kutikulou a
usidluje se mezi epidermis a kutikulou. V penetracnim procesu hraji roli kutinazni enzymy (Biggs,
1991). Jedna se o subkutikuldrni parazitizmus, patogen vytvari mezi kutikulou a epidermis
mycelium, které Cerpa Ziviny z epidermalnich bunék (Kldela et al., 1989). Po 9-17 dnech po
infekci, v zavislosti na teploté a relativni vlhkosti vzduchu, se na povrchu hostitelského pletiva
objevuji viditelné |éze, které jsou tvoreny konidiofory s konidiemi. Jedna léze vyprodukuje az 100
000 konidii (Biggs, 1991). Konidie jsou rozndSeny pomoci desté a vétru na nové listy a plody
v ramci stromu. Po dopadu, vykliceni a proniknuti pletiva hostitele davaji vznik novym lézim.
Béhem vegetacni doby se mlzZe opakovat nékolik sekundarnich cykll, v zavislosti na frekvenci
infekénich obdobi a nachylnosti pletiva hostitele. Konidie predstavuji hlavni inokulum béhem
letniho obdobi a patogen se jimi Sifi az do konce vegetace (Obrazek 2). Po opadu listl vstupuje
patogen do saprofytické faze a cyklus se opakuje (Biggs, 1991).
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Rezistence hostitelského druhu k patogenu V. inaequalis

Pojem rezistence je definovana jako dédi¢nd schopnost organismu (hostitelské rostliny) prekonat
nebo zcela ¢i do urcité miry zpomalit aktivitu (infekci) patogena nebo jiného Skodlivého faktoru
(Ktdela a Poldk; 1999). Terminem nachylnost se rozumi dédi¢né podminéna Uplnd nebo ¢astecna
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neschopnost hostitele zabranit infekci a kolonizaci rostliny a reakce na pfritomnost patogena
rozsahlymi dysfunkcemi dulezitych Zivotnich pochod(, intenzivnimi priznaky choroby a silnym
poklesem produkce i vitality. Rostlina neni schopna kompenzovat skodlivy vliv patogena.

Terminem rezistence druhu nebo odrldy rodu Malus Mill. k V. inaequalis je oznacovan takovy
projev hostitele, kdy nedochazi k viditelné reakci hostitele na ptirozenou infekci patogena nebo
dochazi k mensi kolonizaci subkutikuldrniho prostoru, mensi sporulaci a tvorbé mensich lézi
s méné intenzivni reakci (chlorotické nebo nekrotické skvrny, bodova reakce — “pin—point pits”)
anebo k tvorbé mensiho poctu lézi ve srovnani s projevem choroby na jiném hostiteli. Termin
nachylnost se pouziva k vyjadfeni stavu napadeni projevujicimu se vytvorenim tmavych,
sametovych, sporulujicich ézi na listech nebo plodech, respektive sporulujicich puchyrk(l na
letorostech (MacHardy, 1996). MacHardy (1996) dale uvadi, Ze pojmu imunita je na misté
pouzivat pouze v pripadé, kdy Skodlivy organismus je neschopny infikovat (zplsobit reakci
u potencidlniho hostitele), zatimco pfi rezistenci dochazi v dusledku infekce k obranné reakci
hostitele. Imunita tedy neni nejvyssi forma rezistence, je to jev od rezistence odliSny (Merill,
1980).

Kadela (2000) definuje termin tolerance jako schopnost rostliny snaset neptiznivé podminky
vlivem pritomnosti patogena uvnitf hostitelskych pletiv. Projevuje se nepfitomnosti priznakd na
hostitelskych rostlindch nebo vyskytem jen slabych pfiznak(i bez vynosovych ztrat i ztraty vitality.
Patogen uvnitt pletiv je trvale aktivni, vyluCuje iritanty (toxiny, enzymy, rlstové latky apod.),
jejich vliv ale rostlina inaktivuje nebo vykompenzuje. Rozdil mezi toleranci a rezistenci je v tom,
Ze u tolerantnich rostlin patogen vnikd do hostitele a neni omezeno jeho mnozeni a odnimani
energie a Zivin z hostitelské rostliny. Rostlina je ale schopna omezit jeho negativni uUcinky.
Rezistence hostitelské rostliny se projevuje pfi spojeni uréitého genotypu hostitele s urcitym
genotypem patogena. Pojem rezistence Uzce souvisi s patogenitou (virulenci) patogena. Muze
platit jen pro urcitou ¢ast rostliny a méni se vlivem stdfi rostliny a vnéjsich podminek (Kldela,
2000).

Termin virulence (avirulence) se nejcastéji pouziva v pripadé vztahu gen proti genu, ve kterém
odpovida kazdému genu rezistence hostitele recipro¢ni gen virulence patogena (MacHardy,
1996). Hostitel je rezistentni, ma-li gen rezistence a je-li napaden rasou patogena, kterd nema
ucinnou kombinaci alel virulence (Kldela et al., 1989). Rezistenci jabloni k patogenu V. inaequalis
je nutno chapat jako komplex sestdvajici z konstitutivnich anatomickych a fyziologickych bariér a
induktivnich kvalitativnich a kvantitativnich genetickych faktord. Existence indukovatelnych
genetickych faktord podminujicich rezistenci byla potvrzena na zakladé projevu choroby
v potomstvech fizenych kfiZeni rezistentnich a nachylnych rostlin (MacHardy, 1996).

Rezistence patogena V. inaequalis k fungicidnim latkam

Ochrana proti strupovitosti patfi k finanéné velmi nakladnym opatrenim, ale i pres vynalozené
prostifedky se v nékterych péstitelskych vysadbach vyskytne napadeni strupovitosti v mire
presahujici ekonomicky prah Skodlivosti. Neuspokojivé vysledky aplikovanych ochrannych
opatfeni mohou byt ovlivnény celou fadou faktor(. Jednou z nejbéznéjsich pficin je nepftiznivy



vyvoj pocasi, kdy do obdobi pladnovaného terminu oSetfeni prijdou trvalejsi srazky, které
znemozni provedeni postfiku a zpusobi jeho odloZeni na pozdéjsi dobu. Pfitom se vSak napftiklad
v pribéhu Sesti dni vyvine v obdobi intenzivniho rlstu jeden aZz dva nové listy, které jiz nejsou
pokryty pfipravkem a soucasné jsou nejcitlivéjsi k infekci. Na Spatnych vysledcich ochrany se
mohou podilet i dalsi vlivy — nedodrzeni davkovani, vysoka pojezdova rychlost, ¢astecné smyti
zejména kontaktnich fungicidd pfi intenzivnich privalovych destich ¢i postinfekéni aplikace
pripravku s nizsi kurativni ucinnosti. Selhani chemické ochrany vsak mulze byt také zplsobeno
i nizsi citlivosti houby k nékterému z aplikovanych fungicidd.

Poznatky dokladajici vznik a vyvoj ras houby V. inaequalis rezistenich ke klicovym fungicidim jako
jsou benomyl, dodin, DMI fungicidy (flusilazol, myklobutanil, bitertanol aj.) a ke strobilurinlm
byly publikovany v fadé praci (napf. Fiaccadori et al., 1987; Hilderbrand et al., Szkolnik a
Gilpatrick, 1969; Smith et al., 1991; Olaya a Koller, 1999; Palm et al., 2004, aj.). Faktory ovliviujici
vyvoj rezistence k urcité ucinné latce zahrnuji typ fungicidu, frekvenci a délku jeho pouzivani,
zpUsob jeho aplikace (tj. samostatné nebo v kombinaci), vlastni schopnost patogena vytvaret si
rezistenci k danému fungicidu a také schopnost rezistentnich forem prezit do nasledujici
vegetacni sezény. U typu fungicidu je rozhodujici mechanismus Gc¢inku. U ucinnych latek s “multi-
site” plsobenim (tj. ucinné latky zasahuji do vyvoje a metabolismu patogena na vice mistech) si
organismus vytvari rezistenci jen velmi obtizné, ptipadné vlibec ne a riziko vzniku rezistence
k takovym pesticidim je velmi nizké. Vétsina modernich fungicid(i se vSak vyznacuje pouze zcela
specifickym mechanismem ucinku, ktery ovliviiuje napfiklad jen jeden urcity biochemicky pochod
v bunce (inhibice biosyntézy ergosterolu, inhibice dychani apod.). Tyto pesticidy jsou ptiznivé;jsi
z hlediska dopadl na Zivotni prostredi, necilové organismy, pripadné i zdravi ¢lovéka, ale riziko
vytvoreni rezistence je u nich vysoké (Koller a Scheinpflug, 1987). Houby maji schopnost,
podobné jako vSechny Zivé organismy, adaptovat se na nepfiznivé vlivy, zménami metabolismu
redukovat vliv pesticidu a vytvaret si alternativni pochody, které nahradi ¢asti biochemickych
procesli negativné ovliviované pusobenim fungicidd (Lucas, 2006). Na mechanismu vzniku
rezistence se mohou rovnéz podilet jak spontanni genové mutace, tak i jev, kdy se v populaci
patogena vyskytuji jedinci pfirozené rezistentni jesté pred tim, neZ byli vystaveni expozici
fungicidu. V pripadé ucinnych latek, které byly syntetizovdny na bazi prirodnich antifungicidnich
produktl (jako napf. strobiluriny) mizZe u casti populace cilovych patogennich hub existovat
geneticky zakddovana necitlivost k takovymto latkdm (Zheng et al., 2000). Vznik rezistence je
Casto vysledkem kombinaci rliznych mechanism(. V praktickych polnich podminkach pak dochazi
k postupné selekci méné citlivych subpopulaci a k jejich rozsiteni ve vysadbé. Proto je nezbytné,
z hlediska dlouhodobého udrieni produkce jabloni na ekonomicky uUnosné hladiné, vénovat
problému vzniku rezistence populaci V. inaequalis k uzivanym ucinnym latkam dostatecnou
pozornost a dodrZovat doporuceni vedouci k omezeni Sifeni rezistentnich kmen(i patogena
v oblastech s vy3si frekvenci uzivani fungicidni ochrany. K vedeni Gcinné antirezistentni strategie
je vSak nutné i sledovat vyvoj v populaci patogena a monitorovat pravidelné vyskyty rezistentnich
kmen( patogena v sadech. K zakladnim ndstrojim monitoringu patfi samoziejmé hodnoceni
vyskytu patogena v pravidelné oSetfovanych sadech, testovani rlstovych vlastnosti patogena
v laboratornich podminkach (fungicidni testy) a u urcitého spektra fungicidnich latek s tzce



vyhranénym mechanismem ucinku i detekce konkrétnich mutaci gen(, které vedou ke klicovym
zménam cilovych enzym( a tim k primarnim pfi¢indm rezistence.

K hlavnim zdsadam antirezisteni strategie patfi predevsim dodrZovani nasledujicich zakladnich
opatfeni: vyhnout se opakovanym a sélovym aplikacim pfipravk( ze stejné chemické skupiny,
fungicidy aplikovat ve smési (nebo ve vzajemném vystfidani) sjinym vhodnym partnerskym
fungicidem, ktery ma odliSny mechanismus UcCinku, omezit pocet aplikaci, vyhnout se
eradikacnimu pouziti, dodrZzovat doporucené davkovani, integrovat osetfeni s nechemickymi
metodami.

2.2 Detekce mutaci v genech cytb a B-tub vedoucich k rezistenci patogena
Venturia inaequalis Cke., Wint. k fungicidlim na bazi kresoxim-methylu
a benzimidazolu

Historie a soucasny stav pouzivani fungicidt k regulaci Skodlivosti patogena V. inaequalis

Dle Registru pripravkd na ochranu rostlin bylo pro ucely regulace strupovitosti vroce 2011
registrovano 16 pripravkd na bazi 12 Gc¢innych latek a jejich kombinaci. DulezZitéjsi je vSak pohled
z hlediska mechanismu ucinku a rizika vzniku rezistence. Podle mechanismu uUcinku lze stavajici
sortiment rozdélit do 5 skupin: inhibitory syntézy sterold (33 % ucinnych latek), inhibitory
dychaciho retézce (25 % ucinnych latek), inhibitory biosyntézy methioninu (8 %) a fungicidy
s komplexnim plsobenim (42 %). Z hlediska rizika vzniku rezistence mizZeme tyto latky rozdélit
do dvou skupin. Vysoké riziko rezistence je typické pro strobiluriny (25 % ucinnych latek), stfedni
riziko vzniku rezistence u triazolovych fungicid( a inhibitor( biosyntézy methioninu (41 uc¢innych
latek) a nizké riziko u komplexnich fungicidl (42 %). Rozdéleni fungicidli do skupin podle
moznosti vzniku rezistence kjednotlivym ucinnym latkdm ukazuje Tabulka 1. Srovname-li
zastoupeni konkrétnich pripravkl z pohledu rizika vzniku rezistence, tak 44 % sortimentu tvori
preparaty na bazi strobilurind, tedy pfipravky svysokym rizikem vzniku rezistence, 25 %
ptipravkl je se stfednim stupném rizika a konec¢né 31 % ptipravkd s nizkym rizikem vzniku
rezistence. Analyza vychazi z prehledu dle Fishel (2006). Dalsim zajimavym ukazatelem je
stfednédobd dostupnost fungicidniho sortimentu. To samoziejmé vede i k vyraznému omezeni
v sortimentu dostupnych fungicid. Diky tomuto zdsahu Umérné narlstd procento dostupnych
fungicidd s vysokym rizikem vzniku rezistence. Proto je nezbytné, z hlediska dlouhodobého
udrZeni produkce jabloni na ekonomicky unosné hladiné, vénovat problému vzniku rezistence
populaci V. inaequalis k uZivanym ucinnym latkdm dostateCnou pozornost a dodrZovat
doporuceni vedouci k omezeni Sifeni rezistentnich kmenU patogena v oblastech s vyssi frekvenci
uzivani fungicidni ochrany.
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Tabulka 1: Rozdéleni fungicidd do skupin podle mozZnosti vzniku rezistence kjednotlivym
Ucinnym latkam dleSeznamu povolenych pfipravk(

Riziko resistence |Skupina fungicida

Benzimidazoly (benomyl, karbendazim,

thiabendazol), dikarboximidy (iprodione, procymidon, vinklozolin),
fenylamidy (metalaxyl, oxadixyl), strobiruliny (azoxystrobin,
Vysoké kresoxim-methyl, pyraklostrobin)

2-Amino-pyrimidiny, aminy, anilinopyrimidiny, aromatické uhlovodiky
(dichloran, quintozen, bifenyl), azoly (triadimefon, flutriafol, epoxikonazol),
karboxanilidy, amidy kyseliny karboxylové, carpropamid, cymoxanil,
Stredni fenhexamid, kasugamycin, fhenylpyroly, fosforothiolaty, quinoxyfen
Chlorothalonil, méd, dithiokarbamaty (mancozeb, maneb, zineb and
thiram), fosetyl-Al, pyroquilon, fthalimidy (captan), probenazole, sira,
Malé tricyklazol

Zdroj: http://www.frac.info/

Strucna charakteristika klicovych fungicidnich latek, ke kterym se vztahuje predkladana
metodika

Strobilurinové fungicidy

Tato skupina fungicidnich latek je odvozena od strobilurinu — pfirodni latky produkované houbou
Strobilurus tenacellus. Tato latka zvysSuje konkurenceschopnost plvodce — omezuje rist
konkurent(l. Bylo odvozeno nékolik Ucinnych latek potencidlné vyznamnych pro fungicidni
ochranu rostlin. Nejvyznamnéjsimi jsou azoxystrobin, kresoxim-methyl, pyraclostrobin a
trifloxystrobin. Pro u&ely ochrany jabloni jsou v sou¢asné dobé v CR registrovany pfipravky na
bazi kresoxim-methylu (Discus), trifloxystrobinu (Zato 50 WG, Flint Plus) a pyraklostrobinu
(Tercel, Bellis). V uvedenych pfipravcich se strobilurinové uacinné latky vyskytuji budto
samostatné nebo jako kombinované s fungicidy z jinych skupin s odliSnym mechanismem ucinku.

Celd skupina latek vykazuje podobny mechanismus ucinku, totiz blokuje transport elektron(
v dychacim retézci vazbou do quinoloxida¢niho (Qol) mista komplexu Il (Bartlett et al., 2002).
Jelikoz jde o klicovy proces v energetickém metabolismu buriky, Ize skupinu fungicid(i povazovat
za velmi ucinnou. Vzhledem k vysoké specificnosti a vazbé na jediny enzym lze predpokladat
rychly vznik rezistence. Studiu této moznosti byla od pocatku vénovdna zna¢nd pozornost a
prakticky u vSech zemédélsky vyznamnych patogen(l byla zaznamendna existence rezistentnich
populaci ke strobilurindm.

Pfi studiu laboratorné kultivovanych vzork(i patogena V. inaequalis Zheng et al. (2000)
identifikoval tfi bodové mutace cytb genu, které pozitivné ovliviuji vitalitu genotypu
vystaveného pusobeni strobilurinového fungicidu. Jednd se o jednonukleotidové substituce,
které v dusledku méni smysl kédovani bilkoviny. Jsou to substituce v kodonech 129 (F129L), 137
(G137R) a 143 (G143A). Zatimco mutace 129 je pfitomna v tfetim exonu, mutace kodonu 137 a
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143 je pfitomna v exonu 4. Hlavni postaveni v této trojici mutaci ma pravé mutace G143A, jelikoz
vede dle autor(l k Uplné rezistenci vici strobilurinim. Ostatni mutace zplsobuji pouze ¢astecnou
rezistenci.

Benzimidazolové fungicidy

Do této skupiny patti karbendazim, benomyl a thiophanate-methyl. Tato kategorie G¢innych latek
se vaze na heterodimerickou podjednotku tubulinu (betatubulin) a blokuje tvorbu mikrotubuld.
Syntéza mikrotubull souvisi s tvorbou déliciho vieténka a fungicid tak Gcinné blokuje bunécné
déleni (Davidse, 1986). Metodika muzZe byt samoziejmé odpovidajicim zplUsobem vyuZita i pro
detekci téchto mutaci u jinych rostlinnych druhd.

Mutace v genu pro cytochrom b

Sekvence genu pro cytochrom b — cytb - se nachazi v nukleotidové databazi NCBI pod cislem
AF004559 (Zheng a Koller, 1997). Strukturni c¢ast genu obsahuje 10657 par0 bazi (bp).
Transkripéni ramec zahrnuje 7 exonu v celkové délce 1188 bp a 6 intrond. Koédujici oblast mRNA
obsahuje 395 kddujicich kodonl a je zakonéena stopkodonem UAA. Klicové mutace z hlediska
rezistence k fungicidim jsou obsaZeny v exonech 3 a 4. Exon 3 ma délku 127 bp a zahrnuje 42
kodon(l. Mutace je lokalizovana v koncové ¢asti exonu, v kodonu 129. Exon 4 ma délku 101 bp a
mutace jsou lokalizovany na zacatku exonu, v kodonech 137 a 143.

5’ggggtagatttgctatttgcatatgggaagagggctatattacggttcttatagagcacctagaacgttagtatgaactttaggtgta

attatctttatattaatgatagttacagccttcctgggttatgttttaccttgacctgecgatgtag3’

Obrazek 3: Pozice mutace F129L v amplikonu exonu 3 (155 bp) je oznacena tuc¢né. Plivodni kodon
TTC (Phe) muze byt substituovan kodony TTA, TTG nebo CTC (Leu). Pozice primer( jsou oznaceny
podtrzenim.

ataaatctgagttgacgtgtatggtcaaatgagcctatggggtgcaactgtcatcacaaaccttatgagtgctataccgtgaataggac

aagatatagtcgaatttctgtggggaggcttaagtcaattattcattgaagagectaacaaca

Obrazek 4: Pozice mutaci G137R a G143A v amplikonu exonu 4 (158 bp) je oznacena tucné.
Pavodni kodon GGT (Gly) je substituovan kodonem CGT (Arg) resp. GCT (Ala). Pozice primerl jsou
oznaceny podtrzenim.

Mutace v genu pro beta-tubulin

Sekvence genu pro beta podjednotku tubulinu (B-tub) se nachdazi v nukleotidové databazi NCBI
pod Cislem M97951. Z analyzy vyplyva, Ze strukturni oblast genu sestava z 1713 bp a zahrnuje 7
exonl v celkové délce 1344 bp a 6 intrond. Pfeklddana oblast mRNA kdduje 447 aminokyselin a
je zakoncena stop-kodonem UAA. Koenraadt et al. (1998) uvadi, Ze klicové mutace v tomto genu
se nachdzeji v exonu 6 v kodonech 198 a 200. Pozice odpovidaji kodonim mRNA. R{izné mutace
v obou kodonech vedou k rizné urovni rezistence nositele téchto zmén k benomylu. Vysoky
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stupen odolnosti k benzimidazolidm pUsobi mutace kodonu 198, konkrétné substituce E198K
(Glu/Lys) a E198A (Glu/Ala). Stfedni Uroven rezistence zpUsobuji substituce E198G (Glu/Gly) nebo
F200Y (Phe, Tyr).

Obrazek 5: Pozice mutaci 198 a 200 v amplikonu exonu 6 (550 bp) B—tub genu je oznadena tucné.
Pavodni kodony GAG (Glu) a TTC (Phe) mohou byt substituovany a v dlisledku ménit citlivost
izolatl V. inaequalis k benzimidazolim. Pozice primer( jsou oznaceny podtrZzenim.

472...ctccaagattcgcgaggaattcccagaccgtatgatggecacattcetctgttgtcccatcgeccaaaggtctccgacaccgtegtt

gagccatacaacgctactttgtccgtccaccagettgttgagaactctgacgagacattctgeattgacaacgaggctttgtacgacatt
tgcatgcgcacattgaagctcaacaacccgtcatacggtgacctcaaccacttggtttccgetgtcatgtetggtgtcaccacttgettg
cgtttccecggtcagettaactcggatctccgcaaattggetgtcaacatggtgecattcccacgtctacatttettcatggteggettege
tcctctcaccagecgtggegeacactecttecgtgetgtcaccgttectgagetcacccagcaaatgttcgacccaaagaacatgatgg
ctgcctctgacttccgcaatggtegttatcttacttegtecgcetatcettgtaagtgetctgeaattccacatacatctctcacacctgcetaa
caatcttatcca

Vlastni detekce jednotlivych mutaci

Bioinformaticka priprava

Bioinformatickd pfriprava predstavuje analyzu dostupnych informaci o sekvencich gen(
uvedenych v nukleotidové databazi NCBI (National Center for Biotechnology Informations).
Sekvence genl byly vyhledany a na zakladé dostupnych informaci byly navrzeny primerové pary,
které umoznuji amplifikaci jednotlivych exonl studovanych gen(. Pro navrZzeni primera byl pouZit
nastroj Primer-blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Pri vybéru parametr(

primerd byly ponechdny nastavené standardni hodnoty, pouze byla ménéna velikost amplikonu
a pozadovany interval délky oligonukleotidl. Primery ohranicujici predmétné oblasti jsou
uvedené v Tabulce 2. MozZnost vzniku ¢i zaniku restrikéniho mista v disledku bodovych mutaci je
tfeba ovéfit v odpovidajicim  bioinformatickém  programu napf. Webcutter 2.0
(http://bio.lundberg.gu.se/cutter2/). Vramci vySe popsanych mutaci byl zaznamenan vznik

restrikéniho mista v oblasti kodonu 198 exonu 6 B-tub genu (mutace E198A). PUvodni sekvence
CGAG je substituovdna na CGCG, coz vede ke vzniku palindromu Stépitelného nékolika
restrikénimi enzymy. Jedna se o restriktazy BstUl, Accll, BceBl, Bepl, Bpu95I, Btkl, Csp68KVI,
FauBlIl, Mvnl, Sell. Ostatni mutace nelze pomoci restrikéniho Stépeni detekovat.
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Tabulka 2: PouZité primery k amplifikaci cytb_ex3 a cytb_ex4 a B-tub_ex6l|

Oznaceni | Sekvence primert Délka produktu (bp)
VICB3F 5- GGG GTAGATTTG CTATTT GCA T-3° 155
VICB3R 5°- CTA CAT CGG CAG GTC AAG GT-3°

VICB4F 5°- TGC AAG ATA AAT CTG AGT TGA CG-3’ 158
VICB4R 5°- TGT TGT TAG GCT CTT CAA TGA ATA AT-3’

TUBGIIF 5°- CTC CAA GAT TCG CGA GGA-3’ ccg
TUBGIIR 5- TGG ATA AGA TTG TTA GCA GGT GTG-3’

Izolace patogena V. inaequalis a kultivace in vitro

Pro molekularni analyzy je potfeba zaloZit monosporové kultury patogena V. inaequalis na
Zivném médium, z dlivodu detekce mutace G143A cytb genu. Po kultivacich jsou nasledné mozné
provést extrakce DNA z narostlého mycelia patogena V. inaequalis. Pro kultivace patogena in
vitro lze pouzit pohlavni spory (askospory) nebo nepohlavni spory (konidie). Hlavni pozornost
byla zaméfena na izolaci a nasazovani monosporovych kultur patogena z nepohlavnich spor —
konidii, vzniklych at uZ z primarnich nebo sekundarnich infekci. V mensi mire byly zkouseny
rovnéz izolace z askospor. Dlvodem je skutecnost, Ze se predpokladaji izolace patogena
V. inaequalis béhem vegetacniho obdobi, tedy v dobé tvorby konidii. Optimalizace postupu
ziskani izolatl spocivala ve vyhodnoceni Uspésnosti nasledujicich 4 metod.

Metoda 1:

Konidie patogena V. inaequalis 1ze odebirat ze sporulujicich Iézi na napadenych listech jabloni a
prenést na vodni agar (2%, Fluka). Konidie se rozetfou suchou sklenénou sterilni tycinkou po
povrchu agaru a potom se inkubuji 48 hod pti 22 + 2 °C. Po té se pod mikroskopem vyhledaji
klicici konidie, které se preockuji na CYGA (Chloramphenicol Yeast Glucose Agar, 4%, HIMEDIA),
vhodny pro potlaceni rlistu nezddoucich mikroorganizm(. Dale se kultury kultivuji stfidavé na
PDA agaru (Potato Dextrose Agar, 3,9%, HIMEDIA) a CYGA (4%).

Metoda 2:

Po setfeni z listh sterilni injek¢ni jehlou jsou konidie V. inaequalis umistény do plastovych
lahvicek se sterilni destilovanou vodou. Vznikla suspenze spor je po naredéni (2—3 spory viditelné
v zorném poli mikroskopu pfi zvétSeni 10x45) nanesena na agarovou plotnu v Petriho misce
s zivnym médiem CYGA (4%). Po 10 dnech v kultivaénim boxu se stdlou teplotou 19 °C jsou
vyhleddvany vytvorené kolonie patogena, ze kterych je mycelium pfeoockovano na Cerstvé Zivné
médium MEA (Malt Extract Agar, 4%, HIMEDIA) a ndsledné je kultura udrzovdna stfidavym
pasazovanim na PDA (3,9%) a MEA (4%) pfi teploté 20 °C.

Metoda 3:

Sterilni injekéni jehlou jsou bodové odebrany konidie ze sporulujicich 1ézi na listech a suchou
cestou preneseny na agarovou plotnu s Zivnym médiem CYGA (4%). Po uzavreni Petriho misek
parafilmem jsou tyto misky uloZzeny na dennim svétle v laboratofi pfi teploté 20 + 2 °C.
Z vytvorenych kolonii patogena je cca po 10 dnech od nasazeni kultur sterilni preparacni jehlou
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preneseno mycelium houby na cCerstvé médium MEA (4%) a nasledné je kultura udrzovana dle
schématu uvedeného v postupu 2, tj. stfidavym pasazovanim na 3,9% PDA a 4% MEA.

Metoda 4:

Preparacni jehlou jsou preparovana pseudoperithecia V. inaequalis a po roztlaceni v kapce
sterilni vody jsou zralé askospory odsaty mikropipetou. Suspenze askospor je naredéna ve150 ml
sterilni vody (v pfipadé snahy ziskat monosporicky izolat jsou sporové suspenze fedény
v desetindsobku objemu sterilni vody) a askospory jsou vysety na povrch kultivacniho média PDA
(3,9%) nebo ALA (Apple Leaf Agar) pfipravenych na bazi extrakt( z hliz bramboru, respektive list(
jabloni. Zakladni extrakty jsou ptipraveny nasledujicim postupem: Extrakt PD (Potato Dextrose) —
300 g brambor je homogenizovan pomoci mixéru, rozvaren v 1 | deionizované vody a scezen pres
hrubou gazu. Extrakt AL (Apple Leaf) — 300 g mladych listd jabloné je homogenizovan a smichan
s 300 mg Polyvinylpyrrolidonu (Sigma). Homogenat je pfiveden k varu a po zchladnuti a usazeni
je Cird faze centrifugovana k odstranéni sedimentujicich sloZek a nasledné filtrovana. Pfipravené
extrakty jsou pouZity pro ptipravu finalni kultivacni pdy v ndsledujicim sloZzeni: 50 ml extraktu +
50 ml deionizované vody + 2 g glukdzy +1,5 g agaru. Média pro prvni fazi kultivace (3 pasaze) jsou
obohaceny kombinaci antibiotik cefotaxim a streptomycin (resp. tetracyklin) v mnozstvi 100 mg.|-
1 kazdé antibiotické slozky. Kultivace probiha ve vih¢eném kultivacnim boxu SANYO.

Pasazovani kultur probihd po sedmi dnech vyvoje mycelia technikou prenosu block( vyfiznutych
z plotny porostlé myceliem, mozny se ukazal i pfetisk nebo prenos konidii smyvem nebo stérem
preparacni jehlou. V prvni fazi u polysporickych kultur je vyfiznuto vétsi mnozstvi malych blockd
(2x2 mm) a jsou preneseny izolované na rdzné misky.

Extrakce DNA z mycelia V. inaequalis

DNA lze extrahovat pfi pouziti kitu GenElute Plant Miniprep kit (Sigma). Jelikoz je kit navrzen pro
extrakci rostlinné DNA bylo nutné provést nékteré Upravy protokolu. Pro extrakci je standardné
vyzadovano 100 mg navazky rostlinného materidlu. Vzhledem k charakteru materialu nelze vidy
tento pozadavek dodriet, protoze navazku Ccerstvého houbového mycelia neni mozné
standardizovat z dlivodu nepravidelného narlstu kolonii, obsahu vlhkosti v kulture, pfipadné
pritomnosti agaru. Nejlépe se osvédcila extrakce DNA z Cerstvého mycelia kultivovaného na PDA
(Potato Dextrose Agar). Mycelium bylo setfeno skalpelem do Cisté 2 ml polypropylenové (PP)
zkumavky, a zamrazeno v tekutém dusiku. Pro extrakci postacuje mycelium z vyvinuté kolonie
o praméru 20 mm. Mycelium bylo homogenizovano sklenénou tycinkou za pfitomnosti tekutého
dusiku ve zkumavce. Doba lyze mycelia byla prodlouZzena na 25 minut. DUleZitym krokem,
kterému je nutno vénovat pozornost, je eluce DNA pomoci elu¢niho pufru (1xTE). Pro
optimalizaci poméru vytézku a koncentrace byla DNA vyloucena z kolony dvéma davkami TE
pufru o objemu 75 pl.

Kvalita a kvantita vzorku DNA byla pred pouzitim otestovdana standardné pomoci
mikroobjemového UV spektrofotometru Nanophotometer (Implen). Koncentrace DNA se
pohybovala vintervalu 30-50 ug/ml. DosaZzeny pomér A260/A280 1,5-1,7 neovliviioval
negativné prabéh a vysledky analyz.
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Amplifikace exonovych oblasti predmétnych geni pomoci PCR

PCR amplifikace vSech tfi exonovych oblasti probihala za nize uvedenych podminek. Reakéni
smés (25 pl) obsahovala 40 ng DNA, 1x KCI reakéni pufr, 2,5 mM MgCl;, 0,25 mM ekvimolarni
smés dNTP, 0,3 uM ekvimolarni smés dvojice primerl a 0,5 jednotky Tag DNA polymerazy.
Reak¢ni pufr, MgCl, a Tag polymeraza byly soucédsti standardniho PCR kitu (Fermentas, Litva).
Smés byla na konec¢nou koncentraci doplnéna sterilni apyrogenni vodou (Roth). Teplotni a ¢asovy
prabéh PCR byl nasledujici: predenaturace 95 °C 3 min, nasledovana 35 cykly sloZzenymi
z denaturace (95 °C 30 s), annealingu (58 °C 25 s) a extenze (72 °C 60 s). Reakce byla zakoncena
finalni extenzi (72°C 10 min).

Vlastni detekce mutaci v jednotlivych exonovych oblastech

Vzhledem k tomu, Ze substitu¢ni mutace maji rlzny vliv na sekvencni sloZeni fragmentu DNA,
kazda z vyse uvedenych mutaci je detekovatelna jinym zpUsobem. V této souvislosti byly ovéreny
a nasledné standardizovany metody SSCP (Singlestranded DNA Conformation Polymorphism) pro
detekci mutace G143A cytb genu na zakladé konformacniho polymorfismu jednovldknové DNA
exonu 4 cytb genu, CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) pro detekci mutace E198A
[-tub genu restrikénim Stépenim a sekvenace fragmentd predmétnych genl na automatickém
sekvenatoru Genetic Analyser ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, USA) u ostatnich mutaci.

Detekce mutace G143A genu cytb vedouci k Gplné odolnosti ke kresoxim-methylu

Substituce G143A nemeéni charakter genu ve smyslu vzniku ¢i zaniku restrikéniho mista. Bylo vsak
experimentdlné ovéreno, Ze mutace ovliviiuje sekunddrni konformacni strukturu ssDNA po
denaturaci a rychlé (,Sokové”) reasociaci testované DNA. Délkové identické fragmenty ssDNA
liSici se sekvenci nukleotidd a sekunddrni prostorovou konformaci mohou obecné vykazovat
odliSnou elektroforetickou mobilitu a tento fenomén byl zjistén pravé i v pripadé tohoto
genetického polymorfismu. Popsany princip je zakladem metody SSCP jejiz moznosti vyuziti pro
detekci mutaci a identifikaci novych haplotypt shrnuje jiz Orti et al. (1997).

PFiprava vzorku pro analyzu

Vzorky DNA jednotlivych izolatl je treba amplifikovat vySe popsanym postupem. Do souboru
analyzovanych vzorkd je vhodné zafadit standardy — pozitivni kontrola (izolat (Holovousy VC 3 -
Idared) a negativni kontrola (izoldt Zernov MS1 - Topaz). K 6 pl PCR produktu nasledné pfidat 6 pl
vzorkového denaturacniho pufru (0,05% bromfenolovd modf, 0,05% xylencyanolova modf¥, 95%
formamid a 20mM EDTA). Vzorky je poté tfeba inkubovat 5 minut pfi 95 °C (denaturovat) a
nasledné prenést na led a inkubovat pfi -20 °C po dobu 20 min. Po této procedure dochazi
k reasociaci DNA a ve vzorku vznikaji vlasenky ssDNA a pfipadné dalsi produkty reasociace DNA.
Vétsi ¢ast vzorku reasociuje na puvodni molekulu dsDNA. V pfipadé smeésnych vzorki mohou
vznikat heteroduplexy, které vsak v pripadé detekce této mutace nebyly zaznamendny.
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Priprava elektroforetického pufru a roztokd akrylamidu

Den pfed analyzou je tfeba pfipravit 6,5 litru 0,5x TBE a umistit jej v elektroforetické vané do
chladiciho boxu. Dale pfipravime zdsobni a pracovni roztok akrylamidu. Zasobni roztok o objemu
100 ml 40% predstavuje smés akrylamidu a bis-akrylamidu v poméru 37,5 : 1 (38,96 g : 1,04 g).
Latky je nutné rozpustit v deionizované vodé a nasledné filtrovat pres membranovy filtr
MiniSart 0,45 um filtr (Sartorius). 40 ml 8% pracovniho roztoku akrylamidu obsahuje
8 ml zasobniho roztoku akrylamidu, 4 ml glycerolu, 2 ml 1x TBE pufru a 26 ml deionizované vody.
Pro ptipravu elektroforézy je tfreba alespornt 80 ml roztoku (2 gelové nosice). Pracovni roztok je
mozné pfipravit ve vétSim objemu a skladovat jej uzavieny v chladicim boxu az 1 mésic. Roztok
filtrujeme pres membranovy filtr a ponechame pres noc v chladicim boxu. Dikladné vychlazeni
chrani akrylamid pred pfriliS rychlou polymerizaci. Uskladnéni pres noc odstrani zroztoku
mikroskopické bublinky vzduchu, které vznikaji pfi filtraci.

Kompletace elektroforézy

Nasledujici postup je optimalizovén pro vyuZiti DCode™ Universal Mutation Detection System
(Biorad, USA). Rozmér separacniho gelu je 20 x 20 x 0,1 cm. Skla odmastime koncentrovanym
etanolem a zafixujeme je ve svorkdch s pouzitim 1 mm spacer(. Vyrovnana skla opatfime Sikmo
postavenym hiebenem pro formovani nanasecich kapes a zafixujeme v nalévacim stojanu
opatfenym pénovou tésnici paskou. Odmérime 40 ml pracovniho roztoku akrylamidu a pridame
40 pl TEMEDu (N, N, N, N'- tetramethylendiamin) a 400 pl 10% roztoku persiranu amonného
(APS). APS je lépe pripravovat vidy cerstvy. Promichdme a pomoci injekéni stiikacky nebo
sklenénou pipetou roztok premistime mezi skla tak, aby se v budoucim gelu netvofily bubliny.
Vyrovname hieben a gel ponechame polymerizovat po dobu 60 min. Po vyjmuti hiebend je tfeba
jamky promyt vodou nebo elektrodovym pufrem (0,5x TBE). Skla osadime na elektroforetické
jadro a umistime do elektroforetické vany s vychlazenym elektrodovym pufrem. Zaplavime horni
elektrodovou komoru a naneseme vzorky. Na kazdém skle by mély byt pfitomné standardy
(pozitivni a negativni kontrola). Elektroforetickou vanu uzavieme kontrolni a napajeci jednotkou
a zapneme michani a cirkulaci elektrodového pufru. Termostat napajeci jednotky nastavime na
0 °C a pfipojime zdroj elektroforetického napéti. Separujeme pfi 30 W po dobu 180 min pfi
teploté do 10 °C. Chlazeni elektroforézy je pro metodu SSCP klicové, jelikoz nizka teplota
nenarusi vlasenkové utvary analyzované ssDNA. Teplota by neméla vystoupit v pribéhu separace
nad 15 °C. Chlazeni lze zajistit externim elektroforetickym chladi¢cem, umisténim elektroforézy do
chladiciho boxu nebo obloZeni chladicimi bloky v polystyrenovém boxu. Pfi pouZiti chladicich
blok( v polystyrenovém boxu bézné teplota elektroforetického prostredi dosahla po 3 hodinach
separace 9,5 °C.

Vizualizace a archivace elektroforeogramti

Gely Ize po ukonceni elektroforézy vizualizovat barvenim v roztoku ethidiumbromidu (1,5 pg/ml
elektrodového pufru) po dobu 15 min a nasledné vizualizovat pomoci transilumindtoru a
archivovat digitalni kamerou.

17



Méné nakladnou metodou je znaceni gelll pomoci stfibrnych iontl. Gely inkubujeme 5 min ve
fixacnim roztoku. Jeden litr roztoku obsahuje 100 ml 96% etanolu a 5 ml ledové kyseliny octové.
Fixované gely umistime na 7 min do barviciho roztoku. Na 1 litr roztoku pfiddme 1,5 g AgNO3
a 1,5 ml formaldehydu. Stfibrem nasycené gely kratce oplachneme ve vodé a vizualizujeme ve
vyvojce. 1 litr vyvojky obsahuje 15 g NaOH a 3 ml formaldehydu. Vizualizované gely zafixujeme ve
fixacnim roztoku a uloZzime na 10 min do 3% roztoku glycerolu. Glycerolem nasycené gely
fixujeme mezi dvé celofanové félie a ususime na tabulce skla.

Detekce mutace E198A genu S-tub vedouci k vysokému stupni odolnosti k benzimidazolim

Mutace je spojena se vznikem restrikéniho mista substituci A/C v kodonu 198 pro Glu. Vysledkem
je palindrom GCGC, ktery je rozpoznavan a Stépen enzymy BstUIl, Accll, BceBl, Bepl, Bpu95I, Btkl,
Csp68KVI, FauBll, Mvnl, Sell. Pro ucely odhaleni mutace je vyuZita restriktaza BstUl (Biolabs).
K restrikénimu Stépeni se pouzije 7 ul PCR produktu Tub6ll, 5 jednotek restrikéniho enzymu
(0,5 ul) a 1x reakéni pufr (1,2 pl). Objem reakéni smési se doplnéni na 12 pl sterilni apyrogenni
vodou (Roth). Vzorky jsou inkubovany 2 hod pfi 60 °C. Vysledky restrikéniho Stépeni jsou
analyzovany elektroforetickou separaci v 2% agardzovém gelu (Sigma) a prostfedi 1 x TBE pufru
(Sambrook et al., 1989). Elektroforeogramy jsou znaceny ethidiumbromidem aplikovanym
vmnozstvi 0,5 pg/ml 1x TBE pufru a ndsledné vizualizovany a zdokumentovdny pomoci
dokumentacniho systému GelDocXR a softwaru Quantity One 4.6.9 (Biorad, USA).

Detekce ostatnich mutaci spojenych s ¢astecnou rezistenci ke strobilurinovym a
benzimidazolovym fungicidim pfimou sekvenaci amplikoni cytb_ex3, cytb_ex4 a
B-tub_ex6

Ostatni mutace (F129L a G137R cytb genu a E198K, E198G a F200Y B-tub genu) nelze detekovat
jinym zplsobem neZ sekvenaci. Jednak neméni pocty vodikovych mustk( tak, Ze by je bylo mozné
detekovat denaturacni gradientovou elektroforézou ani jejich vlivem nevznikd &i nezanika
restrikéni misto. Vyznamnou vlastnosti téchto mutaci je také to, Zze zpUsobuji pouze nizsi stupen
rezistence a nejsou z hlediska vyuZiti cilovych fungicidl pfiliS problematické pri odpovidajici
chemické ochrané. Dalsim faktem, ktery je dulezZité zohlednit ve vztahu ktémto mutacim,
sekvenaci prislusnych ¢asti genl vziskanych a nasledné analyzovanych izoldtech Venturia
inaequalis tyto mutace vlibec nebyly detekovany.

Jednotlivé exonové oblasti byly amplifikovany za vySe uvedenych podminek. 5ul produktu
amplifikace bylo oSetfeno 0,5 pl exonukleazy | (Fermentas) a 1 pl termolabilni fosfatazy FastAP
(Fermentas). Enzymy slouZi k inaktivaci nezreagovanych primer( a deoxyribonukleotidtrifosfat(.
Amplikony je také moiné predistit pomoci kitu GenElut™ PCR CleanUp Kit (Sigma) nebo
elektroforeticky v 1% agardézovém gelu. Odseparované fragmenty lze po vyfiznuti z gelu
purifikovat pomoci kitu MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen). Vycisténou DNA je treba
kvantifikovat.
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Sekvenacni reakce a priprava vzorkl pro detekci sekvence kapilarni elektroforézou

SloZeni 20 ul sekvenéni reakce bylo nasledujici: 30 ng templatové DNA, 3,2 pmol primeru (jeden
primer do reakce), 4 ul sekvenéniho pufru 5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems) 2 pl
sekvenacéniho kitu BigDye Teminator Kit 3.1 (Applied Biosystems) a apyrogenni voda (Roth).
Vlastni teplotni a ¢asovy prubéh sekvenacni reakce je nastaven nasledovné: predenaturace 96°C
1 min nasledovana 25 cykly slozenymi z denaturace (96 °C 10 s), annealingu (50 °C 5 s) a extenze
(72°C605).

Produkty jsou purifikovdny nasledujicim zpUsobem. Do vzorku jsou pfidany 2 ul glykogenu
(Fermentas). Po promichani je pfidano 50 ul 96% etanolu a 2 pl 3M octanu sodného. Vzorky jsou
ponechany 15 minut pfi laboratorni teploté a nasledné byly centrifugovany pfi 12 000 x g po
dobu 30 min. Supernatant je odejmut a k peletu je pfidano 250 ul 70% etanolu. Vzorky jsou
nasledné centrifugovany pri 12 000 x g po dobu 15 min. Po odstranéni supernatantu je predchozi
krok zopakovdn se shodnym mnoZstvim 70% ethanolu. Po centrifugaci a odsati supernatantu je
pelet vysuSen vtermobloku po dobu 10 min pfi 60 °C a suchy pelet je rozpustén v 15 pl
formamidu (Applied Biosystems) pro kapilarni elektroforézu a denaturovan pti 95 °C po dobu 6
minut. Denaturované vzorky jsou nasledné analyzovany pomoci sekvendatoru ABI PRISM 310
(Applied Biosystems).

Vysledky separace

Vysledky separace dokumentuje Obrazek 6. Sekvencni polymorfismus se v elektroforeogramu
projevuje odliSnou relativni elektroforetickou mobilitou (REM) jednovldknovych DNA.
Elektroforeticky profil nemutované alely (drahy ,a“) je charakteristicky 3 zretelnymi zénami
s REM 0,0, 0,47 a 1,0 zatimco profil mutované alely je charakteristicky 4 zfetelnymi zénami s REM
elektroforetickou mobilitou. Podstatou zmény mobility je poruseni GGGG motivu v5" oblasti
kodovaného vldkna DNA (-vldkno) jak je patrno z Obrazku 7. Tento motiv miZe vyznamné
podporovat vnitini komplementaritu s nékterou oblasti v dalsi ¢asti genu. Transverze ¢tvrtého
guaninu s pfihlédnutim i k ostatnim nukleotidim v okoli (GGGC) umozZnuje komplementarni
propojeni této ¢asti amplikonu s koncovou sekvenci amplikonu (Obrazek 8). Na druhou stranu
mutace neméni pocty vodikovych mustkl, proto neni mozné pro jeji odhaleni vyuzit jinou
pokrocilejsi techniku zaloZzenou na separaci fragment DNA v denaturacnim prostredi.
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Obrazek 6: SSCP profil exonu 4 testovanych izolatl V. inaequalis. Drahy ,a“ — izolaty citlivé ke
kresoxim-metylu, nositelé plvodni formy genu (kodon GGT), drahy ,b“ predstavuji izolaty odolné
— nositele mutace G143A (kodon GCT)
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Obrazek 7: Alignment nukletidovych fetézcl srovnavanych izolatl a databdzovych udaju. Izolaty
z Holovous jsou nositeli mutace G143A a soucasné vykazuji rezistenci ke kresoxim-methylu.

5’gatttattataaaagatgaatctattatttgcaagataaatctgagttga cgtgtatggtcaaatgagcctatggcaactgtca
tcacaaaccttatgagtgctataccgtgaataggacaagatatagtcgaatttctgtggggaggcttaagtcaattattcattgaagEgI

lect 3¢

Obrazek 8: V sekvenci mutovaného amplikonu cytb_ex4 je tu¢né zvyraznéna oblast mutace.
Ramecky oznacuji komplementdrni mista schopna vzajemného propojeni pfi reasociaci.

Vysledky detekce mutace E198A B-tub genu

Vysledky dokumentuje Obrazek 9. Z obrazku je patrné, Ze v pfipadé pfitomnosti mutace dojde
k rozStépeni 550 bp produktu Tub6ll na dva fragmenty o délce 138 a 412 bp. V pripadé
polysporickych (smésnych) izolatl Venturia inaequalis je moziné ocekavat i elektroforeogramy se
tfemi fragmenty, zahrnujicimi nestépeny (nemutovany — , wild type”) fragment a dva produkty
restrikéniho $tépeni. Jako referenéni izolaty V. inaequalis je moZné pouZit izolat Zernov MS1 -
Topaz (nemutovany) a Holovousy VC 3 - Idared (nositel mutace).
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Obrazek 9: Elektroforetické srovnani vysledkl Stépeni nositeld mutace E198A B-tub genu a
nemutovanych izolatl Venturia inaequalis: prvni dvé drahy zleva nositelé mutace (izolaty Bilé
Podoli 2011 Golden Delicious a Holovousy VC 3 2008 - Idared) zbyvajici drahy izolaty bez mutace
(Zernov MS1 2008 Topaz a soubor izolatl Lomnice 2011 z odriid Rubinola, Selena a Sampion)

Zpracovani sekvenci a vysledky detekci ostatnich mutaci spojenych s ¢astec¢nou rezistenci ke
strobilurinovym a benzimidazolovym fungicidiim pfimou sekvenaci amplikoni cytb_ex3,
cytb_ex4 a B-tub_ex6

Vysledné sekvence byly uloZzeny a nasledné zpracovany pomoci programu BioEdit 5.0.9. Jako
referencni byly pouzity sekvence AF004559 (Zheng a Koller, 1997) a M97951 (Koenraadt et al.,
1998), respektive jejich vyrezy uvedené na Obrazcich 1-3. Na obrazcich jsou zvyraznéné pozice
potencialniho vyskytu jednotlivych mutaci. Jak jiz bylo fe¢eno vySe, moZnost detekce téchto
mutaci v Ceskych populacich je doposud pouze hypotetickd. Z vice neZ 150 analyzovanych izolat(
nenesl nékterou z téchto druhoradych mutaci Zadny. Pfehled lokalit se zjisténymi mutacemi
G143A and E198A v letech 2009-2011 je znazornén na Obrazku 8.

2.3 Stanoveni citlivosti patogena V. inaequalis ke strobilurinovym tcinnym
latkam metodou klicivosti konidii

Stanoveni citlivosti (nebo rezistence) patogena V. inaequalis ke strobilurinovym ucinnym latkdm
metodou vyhodnoceni klicivosti spor v kapkach postfikovych kapalin téchto fungicid(
predstavuje rychly, jednoduchy a levny zplsob, ktery poskytuje péstiteli rdmcovy orientacni
prehled o citlivosti urcité populace v dané lokalité produkéniho sadu. Timto postupem lze
soucasné vyhodnotit vice vzork( nebo vice strobilurinovych fungicidl najednou. Primdrni
klicivost (pocet vyklicenych spor v Cisté vodé bez fungicidu) hodnoceného vzorku vsak musi byt
pomérné vysoka, aby bylo moZno ziskat signifikantni vysledky. Zivotaschopnost konidii viak méze
byt negativné ovlivnéna aplikovanym predchozim fungicidnim osetfenim v sadu, dobou vegetace,
vyvojem pocasi (horko, sucho) apod. K provadéni testl je vhodné mit soucasné k dispozici
kontrolni populaci s ovéfenou vysokou citlivosti k danym ucinnym latkam.

Vzorek je tvoren cca 20-25 listy se sporulujicimi Iézemi strupovitosti. Listy se umisti mezi Cisté
archy papiru a dopravi se co nejrychleji do laboratofe (nejlépe v chladici tasce) ke zpracovani.
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Do doby zpracovani je tfeba uchovavat listy v chladni¢ce (4-6 °C). Lze pouzit i jiny novy postup
odbéru vzork( list(, ktery se rovnéz v ramci feseni projektu osvédcil. Misto jednotlivych list(i se
odeberou celé vyhony s napadenymi listy. Konce vyhonu se obali vihkou bunicitou vatou nebo se
vyhony zasunou do nadoby s vodou (hladina vody v3ak nesmi byt pfili§ vysoka — nejvice 1-2 cm).
Vyhony musi stat v nddobé volné a vzdusné, aby nedoslo k jejich zapareni nebo zvlhnuti. Vyuziti
vyhon( misto listd ma vyhodu v tom, Ze listy na vyhonech nevadnou, zlstanou déle Cerstvé a je
mozno prodlouZit zpracovani vzork( na vice dni, coZ je vhodné zejména pokud provadime vétsi
objemy testQ.

Priprava testu:

a) priprava konidii — spory se smyji s listli pitnou vodou (do objemu 250-500 ml) a po té se
prefiltruji nejprve pres jemnou gdzu k odstranéni hrubych necistot. Po té se suspenze konidii
prefiltruje jeSté pres filtracni papir. Konidie zachycené na sténdach filtru jsou pak preneseny
vhodnym nastrojem (Uzkd sklenéna nebo kovova Spachtle, pfip. preparacni jehla) do 1-2 ml
pripravené postrikové kapaliny testovaného fungicidu. Koncentrace spor se nasledné upravi na
1-2x10° spor/ml.

b) pfiprava posttikovych kapalin - pro testy se pouZiji roztoky posttikovych kapalin fungicidd
v koncentracich: Discus (kresoxim-methyl, obsah ucinné latky 50 %) - 0,02 %, Zato 50 WG
(trifloxystrobin, 500 g/kg) - 0,015 %. Jako kontrola slouzi Cista pitna voda bez fungicidd.

c) inkubace, hodnoceni testl - postfikové kapaliny s konidiemi i kontrolni suspenze konidii se
nasledné rozpipetuji na podlozni sklicka a inkubuji 48 hod pfi teploté 22 + 2 °C a béZzném dennim
svételném rezimu. Po té je pod mikroskopem pocitan pocet vyklicenych spor (minimalné 300
spor ve varianté). Pro kazdy testovany vzorek je pak vypocitdna relativni kli¢ivost: (% klicicich
spor v postrikové kapaliné fungicidu / % klicicich spor ve vodé) x 100 %). V pfipadé, Ze relativni
klicivost dosahne 50 % a vice, je tato populace z dané lokality hodnocena jako rezistentni
(Obrazek 10).
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Lazné Bélohrad — voda Lazné Bélohrad — Discus 0,02 %

Holovousy — voda Holovousy — Discus 0,02 %

Obrazek 10: Klicivost konidii V. inaequalis z testovanych lokalit

2.4 Detekce ras patogena V. inaequalis prekonavajici geneticky podminénou
rezistenci

Zdroje rezistence k patogenu V. inaequalis - monogenni a oligogenni zdroje

Nejvyznamnéjsi zdroj rezistence vyuzivany ve Slechténi jabloni na rezistenci k patogenu
V.inaequalis predstavuje Malus floribunda 821, u které je rezistence zaloZena na genu Vf. Dalsi
dilezité monogenni, respektive oligogenni zdroje pfedstavuji Malus atrosanguinea 804 a Malus
micromalus 24538 (gen Vm), selekce ‘Antonovka’ Pl 172623 (gen Va), tzv. rusky semenac — Malus
pumila R12740-7A (gen Vr), ‘Hansens baccata #2’ (gen Vb) a Malus baccata jackii (gen Vbj) (Shay
et al., 1953, Williams a Kuc, 1969). Tyto geny historicky tvofi 6 zdkladnich majorgent (Vf, Va, Vr,
Vbj, Vm, and Vb) pouzivanych ve Slechténi odrid jabloni na rezistenci k V. inaequalis dodavajicich
rlzny stupen rezistence pohybujici se v rozmezi hodnot tfidy 0-3b napadeni patogenem.

Gen Vf je nejcastéji vyuZzivanym majorgenem ve Slechténi rezistentnich odrid (McHardy, 1996,
King et al.; 1999, Vejl et al.; 2003; Jha et al., 2009). Prevazina vétsina svétovych odrid uvadénych
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jako rezistencich vuici strupovitosti jabloné nese gen Vf, a to presto, Ze takto podminéna
rezistence byla jiz pfekonana vznikem novych virulentnich ras V. inaqualis (Bénauf a Parisi, 2000;
Guérin a Le Cam, 2004; Jha et al., 2009).

S pomoci molekularnich marker( byly postupné objevovany dalsi geny rezistence jako napf. gen
Vg v odrlidach ‘Golden Delicious’, ‘Prima’ a ‘Florina’ (Bénaouf a Parisi, 1997, 2000, Calenge et al.,
2004). Bus et al. (1999) nalezli geny Vh2 a Vh4 v M. pumila R12740-7A. Hemmat a Brown (2002)
identifikovali v M. pumila R12740-7A gen rezistence, zodpovédny za hypersenzitivni reakci (“pin—
point pit type”), ktery byl oznaden jako Vx. Dalsi gen rezistence byl objeven u M. pumila R12740-
7A, ktery byl oznacen Vr2. (Patocchi et al., 2003). Bus et al. (2004) s vyuzitim molekularnich
marker( objevili gen rezistence v potomstvech zpétnych kfizeni M. sieversii plvodem
z Kazachstanu. Tento novy gen rezistence byl oznacen Vh8. Fisher (2000) povazZuje za velice
zajimavy zdroj rezistence k strupovitosti jabloné M. pumila R12740-7A (rusky semenac) a jeho
potomstva, protozZe rezistence je zde podle autorky zaloZena vice major geny a nékolika minor

geny.

Bus et al. (2009) navrhli novy systém nomenklatury R gen a QTL., ktery lépe vystihuje vztah
hostitele a patogena (“gene for gene relationship”). Geny rezistence ke strupovitosti jabloné jsou
pojmenovany jako Rvik (pismeno R znaci gen rezistence, vi referuje V. inaequalis, k oznacuje
hostitelsky reprezentativni genotyp), korespondujici gen avirulence patogena je oznaceny
avrRvik. Napriklad gen Vf je nové oznaCovan Rvi6 a gen avirulence patogena avrVf je nové
oznacovan avrRvi6. V dalsi ¢asti metodiky jsou geny uvadény téz jiz podle nové nomenklatury.

Patosystém V. inaequalis a hostitelského druhu Malus

Béhem obdobi vyvoje dochazi k vytvareni vazeb mezi patogennim organismem, hostitelskym
druhem a vnéjsim prostredim. Z pfedchlidce plvodniho druhu patogena vznikaly specializované
druhy, napft. V. pirina, V. nashicola, V. cerasi, V. carpophila a V. asperata (Schnabel et al., 1999).
V nékterych pripadech, pravdépodobné v dlsledku kratsi doby koevoluce, doslo k vytvoreni
pouze nizsi taxonomické jednotky, tzv. specializované formy (formae specialis). Molekularné
genetickymi metodami byly sledovany rozdily mezi druhy Spilocaea pyracanthae, plvodcem
strupovitosti hlohyné a V. inaequalis, plivodcem strupovitosti jabloné (Le Cam et al., 2002).
Autofi zjistili malé genetické rozdily mezi rDNA izoldty a navrhuji nové taxonomické zarazeni
V. inaequalis f.sp pomi a f.sp. pyracanthae. Systém monogenni rezistence neni staly, ale
kontinualné se wvyviji. U novych odrdd jsou vytvareny nové alely resistence a v populaci
V. inaequalis odpovidajici avirulentni alely. Selekénim tlakem jsou generovany populace
patogena V. inaequalis postradajici avirulentni alely nebo jsou zastoupeny v mensi frekvenci.

Rasy patogena V. inaequalis

Jiz v roce 1899 Aderhold (1899) pozoroval, Ze patogen V. inaequalis mizie byt rozdélovan do
odlisnych fyziologickych izolat(, které se odlisuji schopnosti indukovat sporulujici Iéze nebo skvrny na
raznych druzich. Vice nez 50 let byla velka ¢ast zadkladniho vyzkumu vénovana témto fyziologickym
rozdilllm mezi izolaty. Rasou jsou oznacovany skupiny izolazd V. inaequalis vyznacujici se specifickou
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charakteristikou a to schopnosti sporulovat na hostiteli s uréitym genotypem, ktery zdroven vykazuje
rezistenci k ostatnim izolatim houby. Jako rasa je oznacena populace patogena V. inaequalis nesouci
specificky znak virulence nebo avirulence na specifickych genotypech (odriddach) rodu Malus Mill,,
které se oznacuji jako identifikacni (MacHardy, 1996). Tyto rasy byly specidlné vyclenény a
definovany Slechtiteli proto, Ze jsou schopné vyvolat tvorbu sporulujicich Iézi na druzich a selekcich
(genotypech, odrtdach) rodu Malus Mill, které byly dfive znamy jako rezistentni (MacHardy, 1996).
Odrady postupné vytvari selekéni tlak na biotypy patogend, které se na nich zpétné projevi zvySenou
virulenci. To ukazuje na skutecnost, Ze variabilita pfirozeného smésného inokula ve vysadbé je
pravdépodobné mnohem vyssi nez umélého inokula pouzivaného ve skleniku. Pfitomnost vétsiho
mnozstvi odliSnych ras znamena vyssi infekéni tlak (Sierotzki et al., 1994).

Doposud bylo rozliSeno 8 virulentnich ras patogena (Janick, 2002), jak ukazuje Tabulka 3. Shay,
Williams (1956) identifikovali 3 fyziologické rasy houby V. inaequalis (Cke.) Wint. Rasa ¢. 1 se
vyskytuje bézné v USA a jinych zemich na nachylnych odridach. Rasa €. 2 byla objevena v Jizni Dakoté
(USA). Na rozdil od rasy ¢. 1 zpuUsobuje cetné sporulujici léze na odridach ‘Dolgo’, ‘Alexis’
(pochazejicich z Malus baccata), ‘Geneva’ (pochazejici z Malus niedzwetzkyana) a na nékterych
potomstvech ,ruského semenace” M. pumila R12740-7A. Rasa ¢. 3 byla nalezena v Kanadé (Nova
Scotia). Od rasy €. 2 se lisi vyvoladvanim rezistentni reakce (nekrotické nebo chlorotické nesporulujici
Iéze) u odridy ‘Dolgo’ a u nékterych potomstev ruského semendace M. pumila R12740-7A. U odr(dy
‘Geneva’ zpUsobuje ¢etné sporulujici 1éze. Rasa C. 4 byla objevena v USA (Indiana), napadda néktera
potomstva odvozend od M. pumila R12740-7A (Williams a Kuc, 1969). Pfekonani rezistence bylo
pozorovano u genotypl nesoucich gen Rvi5 (Vm) odvozenych od M. micromalus 245-38 a
M. atrosanguinea 804 (Williams a Brown, 1968). Rasa prekonavajici gen zodpovédny za bodovou
reakci u téchto druhll byla oznacena jako rasa 5 (Williams a Kuc, 1969).

V roce 1981 byly v Drazdanech v Némecku po umélych infekcich ve skleniku pozorovany
symptomy napadeni strupovitosti jabloné u odrldy ‘Liberty’, ktera je nositelem genu Rvi6 (Vf),
coz z pocatku nebylo posuzovdno, jako prekonani rezistence genu Rvi 6 (Vf). Parisi et al. (1993)
identifikovali v Ahrensburgu v Némecku novou rasu V. inaequalis, kterd napadala odrldy a
genotypy obsahujici gen Rvi 6 (Vf) jako napftiklad ‘Baujade’, COOP 28, ‘Florina’, ‘Liberty’ a
‘Priscilla’. PGvodni M. floribunda 821 nebyla napadena, coz potvrdilo predpoklady, Ze nékteré Rvi
6 (Vf) hybridy nezdédily vSsechny geny rezistence z M. floribunda 821. Nova rasa odliSna od
predchozich znamych byla oznacena jako rasa €. 6. Virulenci rasy €. 6 zkoumali Parisi a Lespinasse
(1996). Rasa €. 6 vyvolala symptomy napadeni na témér vsech testovanych odriddach nesoucich
gen Rvi 6 (Vf). Genotypy M. baccata jackii s genem Rvill (Vbj), M. pumila R 12740-7A s genem
Rvi2 (Vr), Pl 172623 s genem Rvi10 (Va) a odrida ‘Granny Smith’ napadeny nebyly. Autofi se
domnivaji, Ze béhem Sslechtitelského procesu doslo ke ztraté genetického pozadi rezistence,
protoze plvodni M. floribunda 821 napadena nebyla. Dalsi rasa V. inaequalis (Cke.) Wint. byla
popsana na zakladé zjisténého napadeni plvodniho klonu M. floribunda 821 v Anglii (East
Malling). Nova rasa napadajici M. floribunda 821 byla oznadena jako rasa €. 7 (Roberts a Crute,
1994). Autofri uvadéji, Ze nékteré odrlidy pochazejici z M. floribunda 821 jako ‘Priscilla’, ‘Liberty’,
‘MacFree’, ‘Novamac’ touto rasou napadeny byly, jiné jako napf. ‘Florina’, ‘Priam’ a ‘Prima’
zGstaly rezistentni.
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Tabulka 3: Pfehled dosud popsanych ras patogena V. inaequalis

Rasa | Prvni vyskyt Nachylné genotypy Rezistentni genotypy Gen Gen
rezistence | rezistence
novy puvodni
nazev nazev

1 Celosvétové vétsSina svétovych | Golden Delicious Rvil Vg

rozsiteni odrud

2 South Dacota, | M.baccata, ‘Dolgo’, | potomstvo R12740-7A, | Rvi2 Vh2 = Vr-

USA ‘Geneva, potomstvo | TSR34T15 A
R12740-7A, TSR33T239
3 Nova Scotia, | ‘Geneva" M.pumila var. | F1 x Geneva Rvi3 Vh3
Kanada Niedwetskyana
4 Indiana, USA potomstvo R12740-7A | "Dolgo’, ‘Geneva’, | Rvi4 Vh4 = Vx
potomstvo R12740-7A, =Vrl
TSR33T239
5 Norwich, M.micromalus, 9AR2T196 Rvi5 Vm
Anglie M.atrosangunia 804
6 Ashenburg, Rvi6 - Vf kultivary “Florina’, Prima’, | Rvi6 Vf
Nemecko "Priam’, M. floribunda
821, ‘Evereste’

7 Anglie vSechny Rvi6 - Vf| F1x M. floribunda 821 | Rvi7 Vfh

kultivary, M.floribunda

8 Novy Zéland M. sieversii W193B GMAL3631-W193B Rvi8 Vh8

V roce 1981 byly v Draidanech v Némecku po umélych infekcich ve skleniku pozorovany
symptomy napadeni strupovitosti jabloné u odrudy ‘Liberty’, ktera je nositelem genu Rvi6 (Vf),
coz z pocatku nebylo posuzovano, jako prekonani rezistence genu Rvi 6 (Vf). Parisi et al. (1993)
identifikovali v Ahrensburgu v Némecku novou rasu V. inaequalis, kterd napadala odridy a
genotypy obsahujici gen Rvi 6 (Vf) jako napftiklad ‘Baujade’, COOP 28, ‘Florina’, ‘Liberty’ a
‘Priscilla’. Pavodni M. floribunda 821 nebyla napadena, coZ potvrdilo pfedpoklady, Zze nékteré Rvi
6 (Vf) hybridy nezdédily viechny geny rezistence z M. floribunda 821. Nova rasa odliSna od
predchozich znamych byla oznacena jako rasa €. 6. Virulenci rasy €. 6 zkoumali Parisi a Lespinasse
(1996). Rasa €. 6 vyvolala symptomy napadeni na témér vSech testovanych odriddach nesoucich
gen Rvi 6 (Vf). Genotypy M. baccata jackii s genem Rvill (Vbj), M. pumila R 12740-7A s genem
Rvi2 (Vr), Pl 172623 s genem Rvi10 (Va) a odrida ‘Granny Smith’ napadeny nebyly. Autofi se
domnivaji, Zze béhem Slechtitelského procesu doslo ke ztraté genetického pozadi rezistence,
protoZe plivodni M. floribunda 821 napadena nebyla. Dalsi rasa V. inaequalis (Cke.) Wint. byla
popsana na zakladé zjisténého napadeni plGvodniho klonu M. floribunda 821 v Anglii (East
Malling). Nova rasa napadajici M. floribunda 821 byla oznacena jako rasa ¢. 7 (Roberts a Crute,
1994). Autofi uvadéji, Ze nékteré odrlidy pochazejici z M. floribunda 821 jako ‘Priscilla’, ‘Liberty’,

26



‘MacFree’, ‘Novamac’ touto rasou napadeny byly, jiné jako napf. ‘Florina’, ‘Priam’ a ‘Prima’
zGstaly rezistentni.

Bénaouf, Parisi (2000) zjistili, Ze odrida ‘Golden Delicious’ obsahuje gen rezistence Rvil (Vg),
ktery podminiuje rasové specifickou rezistenci k rase ¢. 7. Gen Rvil (Vg) byl identifikovan také
v odridach ‘Florina’a ‘Prima’. Janick (2002) je nazoru, Ze skutecnost, Ze rasa €. 7 nenapada
odridu ‘Golden Delicious’, indikuje pritomnost efemérnich gend v této odridé. V ramci
evropského projektu D.A.R.E. byl provadén monitoring vyskytu ras v Evropé. Zjistili, ze rasy ¢. 6
a €. 7 se vyskytuji zejména v severozapadnich ¢astech Evropy: v Dansku, severnim Némecku,
Nizozemi, Belgii, severni Francii a Anglii. Pfitomnost rasy €. 7 ve vychodni ¢asti Némecka a
Svycarska mGze indikovat $ifeni ve vychodnich a stfednich ¢astech Evropy. Rasy virulentni ke
genu Rvi6 (Vf) nebyly nalezeny v Italii a Recku. Distribuce rasy €. 7 miize podporovat hypotézu
prirozeného rozsifeni z Anglie na kontinent pomoci prevladajicich vétrid. Ovsem schopnost tak
dlouhého doletu spor houby nebyla dokdzana a z(stdva kontroverzni. Rasy kumulujici virulenci
ras €. 6 a €. 7 byly nalezeny v Nizozemi.

Bus et al. (2005b) se zmifuji o dalsi mozné rase (rasa €. 8), ktera napada potomstva Malus
sieversii, introdukované z Kazachstanu.

V Ceské republice bylo zaznamendano prekonani rezistence Rvié (Vf) genu poprvé v roce 2006
(Blazek a Vavra, 2006). Od tohoto roku je v Ceské republice provadén monitoring vyskytu
napadeni patogenem V. inaequalis ve vysadbach jabloni na odrldach s geny rezistence ke
strupovitosti a zji$fovana intenzita napadeni (Vavra a Bocek, 2009). V Ceské republice bylo
zaznamenano prekonani rezistence Rvi6 (Vf) genu poprvé v roce 2006 v lokalitach Brasy a
Spalené Pofi¢i na Plzefisku, Zernov na Semilsku a Bukova Lhota u Bene$ova ve stiednich Cechéach.
V roce 2008 byl dalsi vyskyt patogena V. inaequalis na rezistentnich odrlidach zaznamendn
v lokalitdch Rohozec u Brna a Branice u Bechyné. Symptomy strupovitosti jabloné na
rezistentnich odriddach byly zaznamenany v lokalitadch StfiZzovice u Turnova, Mnichovo Hradisté,
Zelezny Brod a Choustnikovo Hradisté. V roce 2009 se objevila strupovitost na rezistentnich
odridach v lokalité Mil¢ice u Pacejova a v pokusné vysadbé VURV v Praze Ruzyni. Rok 2010 byl
z hlediska vyvoje patogena V. inaequalis velmi ptiznivy a strupovitost se objevila na rezistentnich
odridach v dalSich lokalitach: Lysice, Lomnice u TiSnova na jizni Moravé a Kopidlno ve
vychodnich Cechach. V letech 2011 dodlo k napadeni odrid nesoucich gen rezistence Rvi6
v dalich péstitelskych oblastech jabloni v CR (Vavra et al., 2011). O tohoto roku se rasy patogena

v s

Virulence patogena V. inaequalis na genotypech jabloni s jednotlivymi geny rezistence

Podle projevll napadeni patogenem V. inaequalis lze zjistovat na souboru indikacnich
hostitelskych genotypl nesoucich jednotlivé geny rezistence vyskyt jednotlivych ras v dané
lokalité. Seznam indikacnich hostitelskych genotypl s jednotlivymi geny rezistence jsou uvedeny
v Tabulce 4. Geny rezistence jsou uvedeny v pivodnim ndzvu i podle nové nomenklatury. Do
souboru indikacnich genotypl je téZ zarazena citliva odrlda ‘Gala’, kterd neni nositelem Zadného
genu rezistence. Genotypy jsou naroubovany na slabé rostouci podnoz (M9) a po dopéstovani
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jsou vysazeny jako jednoleti o¢kovanci v poctu péti stroml od kazdého genotypu do sledované
vysadby do randomizovanych blokd. Lze je do vysadby naroubovat téZ v poctu péti kush od
kazdého genotypu do randomizovanych blok(. V ndslednych letech je po ukonéeni primarnich
infekci provedeno hodnoceni napadeni patogenem V. inaequalis. Khodnoceni je pouzita
bonitacni stupnice 1 — 9 (Lateur a Populer, 1994) podle celkového stupné poskozeni list(
strupovitosti jabloné - Tabulka 5. Podle napadeni jednotlivych genotypl patogenem V. inaequalis
Ize urcit rasu patogena vyskytujici se ve vysadbé.

Tabulka 4: Prehled indikac¢nich hostitelskych genotyp( s jednotlivymi geny rezistence (Bus a kol.,
2008)

Geny resistence

Hostitelsky genotyp puvodni nazev novy nazev
H(0) ‘Gala’ 0 0
H(1) ‘Golden Delicious’ Vg Rvil
H(2) TSR34T15 Vh2 Rvi2
H(3) Q71 (‘Geneva’ x ‘Braeburn’) Vh3.1 Rvi3
H(4) TSR33T239 Vh4 Rvi4
H(5) 9-AR2T196 Vm Rvi5
H(6) ‘Priscilla’ Vf Rvi6
H(7) F1 M. floribunda 821 *1) Vf +Vfh Rvi6 + Rvi7
H(8) B45 (‘Pacific Beauty’ x M. sieversii GMAL4302-X8) Vh8 Rvi8
H(9) J34 (‘Gala’ x ‘Dolgo’) Vdg Rvi9
H(10) A 723-6 (“Wocester’ x P1172623) Va Rvi10
H(11) Hansen’s baccata #2 Vb Rvill
H(12) Malus baccata jackii Vbj Rvi12
H(13) ‘ Durello di Forli’ vd Rvil3
H(14) ‘Dulmener Rosen’ Vdri Rvil4
H(15) GMAL 2473 Vr2 Rvi15

*1) v soucasné dobé neni k dispozici, do¢asné nahrazeno M.floribunda 821

Tabulka 5: Stupnice hodnoceni infekci patogenem V. inaequalis ve vysadbach (1 —9) Lateur
a Populer, 1994

Stupné infekce  Vnéjsi projevy infekce

0%

<1%
1-5%,
mezistupen
+25%
mezistupen
+50 %
+75%
>90 %

O 0N UV WNPR
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3. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

V Ceské republice nebyly informace na dané téma (detekce mutaci v genech cytb a B-tub
vedoucich k rezistenci Venturia inaequalis Cke., Wint. k fungicidim na bazi kresoxim-methylu a
benzimidazolu, detekce a dynamika Sifeni ras patogena V. inaequalis prekonavajici geneticky
podminénou rezistenci) ve formé urcené pro ovocnarskou verejnost doposud zpracovany tak
komplexné a prehledné, jako nabizi tato publikace. Srovnani novosti postupl oproti dfive
prezentovanym prispévkiim je mozné az po roce 2006, kdy v Ceské republice bylo zaznamenéno
prekonani rezistence Rvi6 (Vf) genu poprvé a to v lokalitdch Brfasy a Spalené Pofici na Plzensku,
Zernov na Semilsku a Bukova Lhota u Bene$ova ve stfednich Cechach. O roku 2006 se rasy
prolamujici gen resistence Rvi6 (Vf) rozsSitovaly postupné do dalSich péstitelskych lokalit.
Z hodnoceni stupné napadeni hostitelskych genotypl patogenem V. inaequalis je zfejmé, ze
dochazi k selekci virulentnich populaci patogena. Odrldy ‘Gala’ a ‘Golden Delicious’, které jsou
nachylné k infekcim smésnymi populacemi patogena, byly napadany v jednotlivych letech
s kazdoro¢né vyssi intenzitou. Na celkovém napadeni ma vliv infekéni tlak v jednotlivych letech.
Nejvyssi Cetnost byla zaznamendna v roce 2010, velky podil na nich mély vsak infekce slabé
(Mills, 1944). V roce 2013 vyrazné prevaZzovaly infekce silné, jejichz ¢etnost byla dokonce vyssi
nez slabych. Tomu odpovidaji i pramérné hodnoty intenzity vyskytu strupovitosti, kdy pro
vSechny genotypy jsou nejvyssi pravé v roce 2013, zatimco v letech 2011 a 2012 jsou niZsi. Lze
konstatovat, Ze dochdzi k selekci populaci ze strany hostitele u genotypl s geny rezistence vUci
patogenu V. inaequalis, coz dokumentuje vyssi stupen napadeni viech genotyp(l ve srovnani
s pocatecnim a poslednim rokem hodnoceni.

4. POPIS A UPLATNENiIi METODIKY

Metodika , Detekce ras a populaci patogena Venturia inaequalis (Cke.) Wint. na tzemi CR“ je
uréena véem péstiteldm CR, jejichZ prioritou je optimalizace pouZivani pesticidd v integrované
ochrané a zaroven uZivatellm zahrnutym v produkci ekologické i integrované. Publikace bude
vitanou pomlckou také v pripadech, kde v poslednich letech dochazi k nardstu Skod
zpusobenych patogenem V. inaequalis, at uz vlivem snizené ucinnosti fungicidl vlivem vzniku
rezistence kjejich ucinnym latkdm nebo prolomenim rezistence vlivem Sifeni ras patogena
V. inaequalis prfekondvajici geneticky podminénou rezistenci. Metodika bude predana jak ¢lendm
Svazu pro integrované systémy péstovani ovoce (SISPO), tak péstitelim v ekologickém systému
péstovani ovoce.

PUvodce strupovitosti jabloni patfi mezi velmi pfizpUsobivé patogeny, u néhoZz kaZdorocné
dochazi ke genetickym rekombinacim mezi virulentnimi kmeny a rasami vlivem reprodukce
v pohlavni fazi vyvoje patogena. Nasledné dochdzi kselekci a to ze dvou smérld — vlivem
pouzivani fungicidnich latek a ze strany hostitelského genotypu. Selektuji se kmeny rezistentni
vici uc¢innym latkdm obsazenym v chemickych pftipravcich, prikladem je selekce populace
patogena s mutaci G143A, kterd je rezistentni ke strobilurinovym pftipravkiim. S postupnym
rozSifovanim vysadeb odridd ve velkych blocich dochazi postupné ktomu, Ze patogen mnoZzi
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v dostatecném poctu kmeny virulentni na pfislusné odridé a dochazi ke zvySenym projevim
strupovitosti na téchto odradach.

Zatimco pfi pouzivani chemickych nebo biologickych pfipravki ma péstitel moznost jejich
spravnou kombinaci a sledem osetfeni urcitou moznost, jak zabranit selekci rezistentnich kmen
patogena k ucinnym latkdm fungicid(, u péstovani rezistentnich odrid na vétsich plochach tato
moznost neni a tak je prakticky jen otazkou casu, kdy se ve vysadbé vyskytne virulentni rasa
k danému genu rezistence a namnozi do takového poctu, Zze z prislusné odridy se pak stane
odrida nachylna.

Rasy €. 6 a €. 7 prekondvajici nejvice péstované odridy s geny rezistence Rvi6 a Rvi7 se vyskytuji
v Némecku, Belgii i dalSich zemich v Evropé. Zjisténé projevy napadeni strupovitosti jabloné na
genotypech nesouci geny rezistence v lokalité Holovousy reflektuji vyskyty v Ceské republice.
Vysledky koresponduji s hodnocenim provadénym v Evropé, ani vtomto srovnani nedochazi
k vyraznym odliSnostem. Z hodnoceni je zfejmé, Ze vlivem selekéniho tlaku ze strany
hostitelského genotypu dochazi k Sifeni virulentnich populaci a ras patogena V. inaequalis
schopnych infikovat odridy s geny rezistence v{i¢i tomuto patogenu, které jsou schopny se velmi
rychle v dané lokalité reprodukovat a napadat hostitele s kazdoroc¢né vyssi intenzitou.

Hlavni zasady antirezistentni strategie pro strobilurinové pfipravky (FRAC):

- strobuluriny musi byt aplikovdny pouze ve smési s partnery s dobrou ucinnosti proti
strupovitosti

- pouzivat pouze preventivni aplikace (nepouzivat kurativné)

- pouzit maximalné 3 x béhem sezény (nase doporuceni je spis 2 x), pokud je plodina oSetfovdna
vice nez 12x, pak mohou byt strobiluriny v ramci systému pouzity 4 x

- maximalné 2 oSetreni v bloku

- disledné dodrZovat hektarové davky, a to i v pripadé aplikace spolecné s dalSim fungicidem ve
smési

- pokud se prokaze pritomnost rezistentni populace ve vysadbé, je tfeba vynechat strobilurinové
pripravky ze systému oSetfeni na nékolik let

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Vyuzivani metodiky ze strany péstiteld umozni zvysSit ucinnost systému ochrany jabloni proti
patogena V. inaequalis. Zejména se jedna o pouZzivani pfipravku na bazi strobilurinu, kde je
zasadni vyskyt mutaci s rezistenci k této skupiné ptipravkd. Metodika nepfimo ptispéje k omezeni
rizik v pouzivani fungicidd ve vysadbach jabloni na Zivotni prostfedi, biodiverzitu a téz na vyskyt
rezidui v jablkach. Prinosy z pouzivani metodiky lze ocekdvat v oblasti ekonomické, zdravotni,
enviromentalni a socialni. VyuZivanim metodiky ze strany péstiteld umozni zvysSit Gcinnost
systému integrované ochrany jadrovin proti patogenu V. inaequalis a umoini zvySeni podilu
konzumnich jablek z produkce a sniZzeni nakladd na ochranu proti tomuto patogenu. V oblasti
péstovani odrdd s geny rezistence k patogenu V. inaequalis dojde vhodnou volbou odrid pfi
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vysadbé v dané lokalité k zajisténi ucinnosti této rezistence vzhledem k vyskytu ras prolamujici
geneticky determinovanou rezistenci. Na zdkladé vybéru vhodnych pfipravk( kregulaci
Skodlivosti patogena V. inaequalis a dodrZeni antirezistentni strategie dojde ke zvySeni ucinnosti
ochrany. Lze predpokladat, Zze vyuzivanim doporuceni metodiky dojde ke zvySeni podilu trzni
produkce o 3 % na 1/3 ploch. ZvySeni vynosu u uZivateld vysledkl se projevi také v lepsi
prodejnosti ovoce, s garanci plvodu, kvality a bezpecénosti produktu. Zvyseny zajem obchodnich
fetézcd o produkci ze systému integrované a ekologické produkce zlepsi uplatnéni tohoto ovoce
na trhu. Pfinosy v oblasti socialni lze o¢ekavat v zachovani nebo rozsifeni soucasného rozsahu
péstovani ovoce v CR a nepfimo tak pfispét k rozvoji venkova.

6. SEZNAM POUZITE SOUVISEJICi LITERATURY

Ackermann, P. Racionalni ochrana proti strupovitosti jabloni (Venturia inaequalis). Zpravy OKOR,
Brno, 1984, s. 7-11.

Ackermann, P. 1992. Jak zajistit Uspésnou ochranu proti strupovitosti jabloné? Rostlinolékaf. 1, s.
16-19, ISSN 1211-3565.

Baudys, E., Benada, J., Spacek, J. 1962. Zemédélskd fytopatologie. Dil IV. — choroby ovocnych
strom{. CAZV, Praha, s. 203 —211.

Bartlett, D.W., Clough, J.M., Godwin, J.R., Hall, A.A., Hamer, M., Parr-Dobrzanski, B. (2002):
Review: The strobilurin fungicides. Pest Management Science 58, 649-662.

Bus V., Rikkerink E., Aldwinckle H. S., Caffier V., Durel C.-E., Gardiner S., Gessler C., Groenwold R.,
Laurens F., Le Cam B., Luby J., MacHardy W., Meulenbroek B., Kellerhals M., Parisi L.,
Patocchi A., Plummer K., Schouten H. J., Tartarini S. and van de Weg E. (2009) A proposal for
the nomenclature of Venturia inaequalis races. Acta Hort. (ISHS) 814:739-746.

Bus, V., Alspach, P.A.; Hofstee, M.E., Brewer, L.R., 2002. Genetic variability and preliminary
heritability estimates of resistance to scab (Venturia inaequalis) in an apple genetics
population. New Zealand Journal of Crop and Horticultural Science 30:83-92.

Davidse L. C. (1986) Benzimidazole Fungicides: Mechanism of Action and Biological Impact.
Annual Review of Phytopathology 24, 43-65.

Dayton D.F., Williams E.B., 1968. Independent genes in Malus for resistance to Venturia
inaequalis. Proc. Amer. Soc. Hortic. Sci. 92:89-93.

Dayton, D.F., Williams E.B., 1970. Additional allelic genes for scab resistance of two reaction
types. Amer. Soc. Hortic. Sci. 95: 735-736.

Fiaccadiri, R., Gielink, A. and Dekker, J. Sensitivity to inhibitors of sterol biosynthesis in
isolates of Venturia inaequalis from lItalian and Dutch orchards. Neth. J. Plant Pathol.,
1987, ¢. 93, 285-287.

Fishel, F.M. (2006) Fungicide resistance action committee’s (FRAC) classification scheme of
fungicides according to mode of action. UF/IFAS EDIS Publication PI-94.

31



Hildebrand, P.D., Lockhart, C.L., Newbery, R.J. and Ross, R.G. Resistance of Venturia
inaequalis to bitertanol and other demethylation-inhibiting fungicides. Can. J. Plant.
Pathol., 1988, ¢.10, 311-316.

Hluchy, M., Ackermann, P., Zacharda, M., Bagar, M., Jetmarov3, E., Vanek, G. 1997. Obrazovy
atlas chorob a $kidcd ovocnych drevin a révy vinné. Biocont Laboratory s.r.o., Brno. s. 32
—35. ISBN 80-901874-2-1.

Hough L. F., 1944. A survey of the scab resistance of the foliage on seedlings in selected apple
progenies. Amer. Soc. Hortic. Sci. 44: 260-272.

Koenraadt, H., Somerville, S. C., Jones, A. L. (1992) Characterisation of Mutations in the Beta-
Tubulin Gene of Benomyl-Resistant Field Strains of Venturia inaequalis and Other Plant
Pathogenic Fungi. Phytopathology 82, 11, 1348 — 1354.

Koller, W., Scheinpflug, H. Fungal resistance to sterol biosynthesis: a new challenge. Plant Dis.
1987, 71, 1066-1074.

Kadela, V., Polak, Z. 1999. Rostlinolékarska terminologie. Interakce mezi hostitelem a
patogenem. Vydano jako priloha ¢asopisu Plant Protection Science (Ochrana rostlin), Praha.
35 (1): I-XXXVI.

Lateur M., Populer C. 1994. Screening fruit tree genetic resources in Belgium for disease
resistance and other desirable characters. Euphytica 77:147-153.

Lucas, J. Adaptation of fungi to fungicides: an historical perspective. In: Aspects of Applied
Biology 78, Fungicide Resistance: Are we winning the battle but losing the war?, 2006,
139-143. ISSN 0265-1491.

Mills, W.D. 1944, Efficent use of sulfur dust and sprays durin grain to control apple scab.
Cornell Ext. Bull. 630 4pp.

Olaya, G. and Koller, W. Baseline sensitivities of Venturia inaequalis populations to the
strobilurine fungicide kresoxim-methyl. Plant Dis. 1999, 83, 274-278.

Orti, G. Hare, M. P., Avise, J. C. (1997) Detection and isolation of nuclear haplotypes by PCR-SSCP.
Molecular Ecology 6, 575-580.

Palm, G., Kuck, K-H., Mehl, A., Marr, J. Aktueller stand der strobilurin-apfelschorf-resistenz
an der niederelbe. Mitt. OVR, 2004, 59, 291 — 295.

Parisi L., Lespinasse Y., Guillaumes J., and Kruger J. 1993. A new race of Venturia inaequalis
virulent to apples with resistance due to the Vf gene. Phytopathology, 83: 533-537.

Roberts, A. L., and Crute, |. R. 1994. Apple scab resistance from Malus floribunda 821 (Vf) is
rendered ineffective by isolates of Venturia inaequalis from Malus floribunda. Norw. J. Agric.
Sci. 17: 403-406.

Sambrook, J.,, Maniatis, T., Fritsch, E. F. (1989) Molecular cloning. A laboratory manual. Second
edition, Cold Spring Harbour Laboratory Press.

Smith, F.D., Parker, D.M., Koller, W. Sensitivity distribution of Venturia inaequalis to the

sterol demethylation inhibitor flusilazole: Baseline sensitivity and implications for
resistance monitoring. Phytopathology, 1991, 81, 392-396.

32



Szkolnik, M., Gilpatrick, J.D. Apparent resistance of Venturia inaequalis to dodine in New
York apple orchards. Plant Dis. Rep., 1969, 53, 861-864.

Zheng, D., Koller, W. (1997) Characterisation of mitochondrial cytochrome b gene from Venturia
inaequalis. Current Genetics, 32, 361 — 366.

Zheng, D., Olaya, G. and Koller, W. (2000) Characterisation of laboratory mutants of Venturia
inaequalis resistant to strobilurin-related fungicide kresoxim-methyl. Current Genetics 38,
148 — 155.

7. SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY METODICE

Vavra R., Litschmann T., Falta V.: 2013. Virulence patogena Venturia inaequalis na genotypech
jabloni nesoucich geny rezistence v letech 2010 — 2013. Zahradnictvi 12. 16 — 19. ISSN: 1213-
7596.

Sedldk, P., Vavra, R., Vejl, P., Bocek, S., Kloutvorova, J.: Efficacy loss of strobilurins used in
protection against apple scab in Czech orchards. Hort. Sci. (Prague) Vol. 40, 2013, No. 2:
45-51.

Patocchi, A., Auwerkerken, A., Masny, S., Nybom, H., Pierre-Henri, D., Tamm, L., Vavra, R., Peil,
A., Padder, B., A., Lateur, M., Rihmer, T. 2012. The monitoring of Venturia inaequalis
virulences initiative. (http://www.vinquest.ch/monitoring/publication.htm)

Holy, K., Falta, V., Vavra, R. 2012. Vliv kvetoucich rostlin na vyskyt uZitecnych organism
v jabloiovém sadu (Influence of flowering plants on occurrence of beneficial organisms in
apple orchard). Zahradnictvi 11. 14-17. ISSN: 1213-7596.

Kloutvorova, J., Lansky, M., Kupkova, J., Vavra, R., Svoboda, A., Bocek, S.: Monitoring citlivosti
populaci houby Venturia inaequalis k vybranym pesticidim. In Védecké prace ovocnarské,
sv.21. Holovousy: VSUO Holovousy s.r.o., 2009, s. 37-45. ISBN 978-80-87030-16-5.

Vavra, R., Sedldk, P., Vejl, P., Bocek, S., Kloutvorova, J. 2011. Charakterizace populaci patogena
Venturia inaequalis v produkénich vysadbach jabloni v Ceské republice. In: Sala§, P. (ed):
"Rostliny v podminkach méniciho se klimatu". Lednice 20.- 21. 10. 2011, Uroda, védecka
priloha, 2011, s. 652 — 661.

Vavra, R.., Falta, V., Bagar, M., Holy K. 2011. Systém ochrany jabloni proti strupovitosti jabloné
v organické produkci (System for apple scab control in organic production). Zahradnictvi. 10.
10-12. ISSN: 1213-7596.

Vavra, R., DrahosSova, H., Bocek, S. 2011. Projevy strupovitosti jabloné (Venturia inaequalis
(Cooke) Wint.) na indikacnich hostitelskych genotypech. Zahradnictvi. 5. 18-19. ISSN: 1213-
7596.

Vavra, R., Kloutvorovd, J., Bocek, S., Svoboda, A.: Monitoring of Venturia inaequalis strains
sensitive to strobilurine fungicides and occurrence of apple scab on resistant cultivars in the
Czech Republic. VII IOBC International conference on Integrated Fruit Production, Avignon,
France, October 27.-30.2008.

33



8. PRILOHY

8.1 Seznam zkratek

AFLP — polymorfismus délky amplifikovanych fragmentu
avrQuik — lokus avirulence k patogenu V. inaequalis
avrRvik — gen avirulence k patogenu V. inaequalis

BBCH — fenologicka rlistova faze

bp — par bazi

CAPS — stépené amplifikované polymorfni sekvence

DNA — kyselina deoxyribonuleova

LG — vazbova skupina

MAS — selekce podle genetickych marker(

PCR — polymerazova fetézova reakce

pH — potencial vodiku

QTL — lokusy kvantitativnich znak{

Quik —lokus rezistence k patogenu V. inaequalis

rDNA — ribozomalni DNA

R gen — gen rezistence k patogenu V. inaequalis

RAPD — ndhodné amplifikovana polymorfni DNA

RFLP — délkovy polymorfismus restrikénich fragment
Rvil — gen rezistence odvozeny od ‘Golden Delicious’
Rvi2 — gen rezistence odvozeny od R12740-7A

Rvi4 — gen rezistence odvozeny od R12740-7A

Rvi5 — gen rezistence odvozeny od M. atrosanguinea 804 a M. micromalus
Rvi6 — gen rezistence odvozeny od M. floribunda

Rvi7 — gen rezistence odvozeny od M. floribunda

Rvi8 — gen rezistence odvozeny od M. sieversii W193B
Rvi10 — gen rezistence odvozeny od‘Antonovka’

Rvill — gen rezistence odvozeny od M. baccata jackii
Rvi12 — gen rezistence odvozeny od ‘Hansens baccata #2’
Rvil3 — gen rezistence odvozeny od ‘Durello di Forli’
Rvil4 — gen rezistence odvozeny od ‘Diilmener Rosenapfel’

Rvi15 — gen rezistence odvozeny od GMAL 2473
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Rvik — gen rezistence k patogenu V. inaequalis
SCAR —amplifikovana oblast charakterizovana sekvenci

SSR — opakovani jednoduchych sekvenci

V gen — gen rezistence k patogenu V. inaequalis

Va — gen rezistence odvozeny od ‘Antonovka’

Va — gen rezistence odvozeny od‘Antonovka’

VA — gen rezistence odvozeny od "Antonovka’ Pl 172623
Vb — gen rezistence odvozeny od ‘Hansens baccata #2’

Vbj — gen rezistence odvozeny od M. baccata jackii

Vd — gen rezistence odvozeny od ‘Durello di Forli’

Vdrl — gen rezistence odvozeny od ‘Diilmener Rosenapfel’
Vf — gen rezistence odvozeny od M. floribunda

Vfh — gen rezistence odvozeny od M. floribunda

Vg — gen odvozeny od ‘Golden Delicious’

Vh2 — gen rezistence odvozeny od ‘Hansens baccata #2’
Vh2 — gen rezistence odvozeny od R12740-7A

Vh4 — gen rezistence odvozeny od R12740-7A

Vh8 — gen rezistence odvozeny od M. sieversii W193B

Vm — gen odvozeny od M. atrosanguinea 804 a M. micromalus
Vr — gen rezistence odvozeny od M. pumila

Vr2 — gen rezistence odvozeny od GMAL 2473

Vr2 — gen rezistence odvozeny od M. pumila

Vx — gen rezistence odvozeny od M. pumila
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8.2 Fotodokumentace

Obrazek 11 Projevy infekce patogenem na listech odrtidy "Rubinola’

Obrazek 12 Projevy vyrazné infekce na plodech odrlidy "‘Rubinola’
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Obrazek 13 Infekce patogenem V. inequalis na listech odriddy "Gold Star’

TOPAZ

Bukova Lhota
11.10.2006

Obrazek 14 Projevy infekce patogenem na resistentni odridé ‘Topaz’
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SELENA

Bukové Lhota
11.10.2006 1 2 ]

A

Obrazek 15 Projev infekce patogenem V. inequalis na plodech odridy "Selena’

Obrazek 16 Vnéjsi projevy patogena V. inequalis na listech odrlidy "Otava’
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