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ABSTRAKT

Strupovitost jabloni (Venturia inaequalis), ve srovnani s ostatnimi houbovymi chorobami,
stabilné zpUsobuje nejvyraznéjSi ekonomické ztraty sadarl. Nasledkem napadeni jabloni
houbovym patogenem je nejen snizena kvalita i kvantita plodu, ale infekce muze také vést ke
zhorSené vitalité stromu kvuli defoliaci a snizenému pocCtu pupend v nasledujici sezoné.
Kontrola strupovitosti pomoci fungicidnich latek je nezbytnou soudasti zivotniho cyklu sadu.
Pro udrzitelnou ochranu jablofiovych vysadeb proti strupovitosti je nezbytna znalost citlivosti
mistnich populaci V. inaequalis k u€innym latkam pouzivanym ve fungicidnich postficich.
V ramci monitoringu rezistence V. inaequalis v(iéi fungicidiim v sadech CR byly v letech 2020—
2022 testovany latky cyprodinil a difenokonazol. Testy byly provedeny pomoci in vivo testd na
semenaccich  kultivaru ‘Golden Delicious’. Testy cyprodinilu prokazaly citlivost
u monitorovanych vysadeb k této latce, pouze u dvou populaci byla citlivost snizena. Stejné
tomu bylo i u latky difenokonazol, kde byla vétSina testovanych populaci citlivych. Pouze
u jedné populace byla stanovena rezistence k difenokonazolu a u dvou populaci byla zjisténa
shizena citlivost k této latce. Vysledky jsou v souladu s podobnymi studiemi ze zahranici.
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ABSTRACT

Apple scab, compared to other fungal diseases, consistently causes the most significant
economic losses for growers. Venturia inaequalis infection not only reduce actual crop quality
and quantity. Impaired tree vitality due to defoliation and a reduced number of buds in the
following season are also the consequences of uncontrolled attack of apple trees by this fungal
pathogen. Therefore the control of apple scab using fungicides is an essential part of the
orchard life cycle. Knowing the sensitivity of local populations of V. inaequalis to active
substances used in fungicidal sprays is a key factor for the sustainable protection of apple
plantations against scab. In the years 2020-2022, V. inaequalis populations isolated from
experimental and production orchards in the Czech Republic were tested for sensitivity to the
active substances cyprodinil and difenoconazole. The assessment was carried out using
in vivo tests on seedlings of the cultivar ‘Golden Delicious’. The monitored orchards showed
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the sensitivity to cyprodinil, where only two populations had reduced sensitivity. The majority
of tested populations were also sensitive to difenoconazole. Only one population was found to
be resistant to difenoconazole, and two populations were found to have reduced sensitivity to
this agent. The results are consistent with similar foreign studies.

Keywords: resistance, apple tree, sensitivity, apple scab

uvoD

Ochrana jabloni proti strupovitosti zpravidla zahrnuje sérii preventivnich a kurativnich osetfeni
v rlznych fenologickych fazich rlstu stromu. Vzhledem k pomérné dlouhé periodé prabéhu
primarnich infekci je Casto nutné provést mnoho fungicidnich zasahu proti této chorobé.
Z duvodu rezistence houbovych patogend k uginnym latkdam obsazenym ve fungicidech, je
Zzadouci obménovat uc¢inné latky obsazené v pfipravcich. Navzdory témto narokiim na ochranu
ovoce jsou péstitelé jabloni ¢asto nuceni snizovat pocet pouzivanych fungicidnich latek.
Duvody mohou byt riizné, napf. ukonéeni registrace ucinnych latek, pozadavky obchodnich
fetézcl, nedostupnost ucinnych latek na trhu nebo také jejich cena. To pak znovu maze vést
nepfimo k nedostateénému stfidani fungicidd nebo opakovanému pouzivani jedné latky a
naslednému vzniku rezistentnich populaci patogenu. V pfipadé Venturia inaequalis je mozné
stav citlivosti k fungicidim monitorovat a v pfipadé rezistence nasledné upravovat aplikacni
plany. V navaznosti na monitoring rezistence v CR k pyrimethanilu a strobilurindm v letech
2019 a 2020 bylo nasim cilem ovéfit citlivost V. inaequalis i k dalSim ¢asto pouzivanym latkam
jako je difenokonazol a cyprodinil.

Difenokonazol patfi mezi azolové latky, které jsou ohrozeny stfednim rizikem vzniku
rezistence (FRAC 2022). Tyto fungicidy funguji jako inhibitory biosyntézy steroll (také
oznacovany jako DMI fungicidy - DeMethylation Inhibitors nebo SBI fungicidy - Sterol
Biosynthesis Inhibitors), ¢imz brani ristu bunécné stény houby. Jejich ucinek je kontaktni,
systémovy a také kurativni. Rezistence k témto fungicidim se zacala objevovat na zacatku
21. stoleti (Cox 2015) a podezieni na rezistenci k difenokonzolu byla hlasena od roku 2010
(Stevi¢ et al. 2010, Fiaccadori 2017). Znalost citlivosti k difenokonazolu je pro péstitele
dilezita, jelikoz se jedna o jeden z nejpouzivangjSich systémovych fungicidi béhem obdobi
nejvétsiho infek&niho tlaku strupovitosti (Mondino et al. 2015, Fiaccadori 2017). | kdyz se
difenokonazolové pfipravky, registrované v CR pod obchodnimi nazvy Atos, Difcor 250 EC,
Difenzone, Garance, Mavita 250 EC, Novadifen, Score a Score 250 EC, mohou pouzit tfikrat
az &tyfikrat roéné (registr POR CR), v praxi mGze dochazet k vy$$imu poétu aplikaci. Vznik
rezistence je v tomto pfipadé pozvolny, jelikoz ma polygenni charakter (Kloutvorova et al.
2018). Dochazi k ni po akumulaci nékolika nezavislych adapta¢nich mechanizma, jako je
zvySené vyluCovani fungicidli transmembranovymi prenasecli, mutace v misté pulsobeni
fungicid nebo nadmérna exprese genu pro ergosterol (Jaklova 2020).

Uginna latka cyprodinil, v CR prodavana jako pFipravky Vedette a Chorus 50 WG, naopak
patfi do chemické skupiny anilinopyrimidint. Mechanismus G&inku anilinopyrimidind spociva
bud' v inhibici biosyntézy aminokyseliny methioninu, nebo v inhibici sekrece hydrolytickych
enzym( patogenu. Uginek té&chto latek je kontaktni az aste¢né systémovy. PouZivaji se
hlavné na zacatku sezdny pro jejich vysokou ucinnost pfi nizkych teplotach. Z hlediska rizika
vzniku rezistence maji, stejné jako azoly, stfedni miru rizika. Navic u nich byla zjiSténa kfizova
rezistence (Kiung et al. 1999), tzn. v pfipadé rezistence muze byt populace rezistentni
i k ostatnim latkam skupiny anilopyrimidinG (v CR pyrimethanil).
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MATERIAL A METODY

Vzorky byly odebirany v obdobi od objeveni prvnich pfiznakd do konce primarnich infekci
(zaCatek dubna az konec Cervna). Z vysadeb bylo odebrano za suchych povétrnostnich
podminek 10-15 vyhonu, na kterych byly zfetelné viditelné Cerstvé sporulujici 1éze. Vyhony
byly odebrany z nahodné vybranych rostlin napfi¢ celym sadem. Konce vyhonU byly obaleny
vlhkou bunicitou vatou a prekryty igelitovym sackem a nasledné byly celé vyhony zabaleny do
papirového obalu. Odebrané vzorky byly vZzdy oznaceny datem odbéru, mistem odbéru se
soufadnicemi a jménem péstitele.

Testy citlivosti na fungicidy, které byly nasledné s izolaty V. inaequalis provedeny, vychazeji
z metodiky FRAC (Fungicide Resistance Action Committee): VENTIN in vivo-AP (Sierotzki,
BASF, 2006 V1). Byl testovan fungicid Score 250 EC (u¢. I. difenoconazol 250 g/l; Syngenta
crop protection AG; aplikovana davka 0,2 I/ha) a fungicid Vedette (u€. I. cyprodinil 300 g/I;
Nufarm GmbH and Co KGNufarm GmbH and Co KG; aplikovana davka 0,5 I/ha). Pro pokus
byly pouzity semenacky jabloné odridy ‘Golden Delicious’. Pokusné rostliny byly preventivné
oSetfeny fungicidem Score 250 EC v odstupfiovanych koncentracich uéinné latky
difenokonazol: 0 ppm; 0,3 ppm; 3 ppm; 10 ppm; 30 ppm; 100 ppm a 300 ppm, nebo fungicidem
Vedette ve stejnych koncentracich uc€inné latky cyprodinil.

Pro kazdou variantu koncentrace ucinné latky bylo pouZzito 20—24 rostlin. Po 24 hodinach
od oSetfeni fungicidem byly semenacky inokulovany suspenzi konidii V. inaequalis. Jako
inokulum byly pouzity suspenze konidii smyté z infikovanych listd. Koncentrace konidii
v inokulu byla spoditana v Birkerové komlrce a upravena na koncentraci 5 x 10* konidii
v jednom ml. Pro kontrolu Zivotaschopnosti konidii bylo vyhodnoceno procento kli¢ivosti konidii
po 48 hodinach v kapce vody na podloznim sklicku pomoci svételného mikroskopu. Rostliny
byly inkubovany ve tmé v klimatizované komofe pfi 90% relativni vzdusné vihkosti, v 18 °C po
dobu 48 hodin (Obrazek 1).

Vyhodnoceni pokusu bylo provedeno po cca 4 tydnech od inokulace (Obrazek 2), kdy byly
pozorovany sporulujici Iéze. Intenzita napadeni listd pokusnych rostlin plivodcem strupovitosti
byla hodnocena dle stupnice uvedené nize (Tabulka 1, Obrazek 3), vzdy bylo hodnoceno
3-5 pIné rozvinutych listll od vrcholku semenacku (Obrazek 4). Celkem bylo vyhodnoceno
vzdy 50 listd na variantu. Stupen napadeni byl spocitan dle Townsendova-Heubergerova
vzorce (Townsend, Heuberger 1943). Nasledné byla spocitana ucinnost fungicidu dle Abbota
(1925).

Na zakladé probitové analyzy byla stanovena ECso (ppm), koncentrace ucinné latky, ktera
poskytuje pro dany izolat polovinu maximalni odezvy na danou ucinnou latku. Vysledky byly
porovnany s kontrolnimi populacemi V. inaequalis z lokality Miletin, Lukavec a Doubravice.
Tyto referenéni citlivé populace pochazi z domacich zahrad, ze stromU, které nebyly
fungicidné o3etfovany a jsou vzdaleny od nejbliz§ich produkénich vysadeb jabloni vice nez
5 km. Hodnota ECse UC€innych latek pro testované populace pak byla porovnana s ECsg
referencnich kmenu citlivych k danym uc€innym latkam. Dale byl vypocitan resistencni faktor
jako podil ECso testované populace a referencni populace. Na zakladé tohoto porovnani pak
byly populace zafazeny do kategorii citlivosti.
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Tabulka 1. Pétibodova stupnice pouZita k hodnoceni napadeni listt
Table 1. Five-points scale for evaluation of leaf infestation

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

VYSLEDKY A DISKUZE

V roce 2020-2022 bylo shromazdéno celkem 29 populaci V. inaequalis, u kterych byla
testovana citlivost k uc€inné latce difenokonazol (Tabulka 2), a 13 populaci, u kterych byla
testovana citlivost k ucinné latce cyprodinil (Tabulka 3). Ze vzorkd testovanych na ucinnou
latku difenokonazol pochazelo 20 populaci z integrované produkce, 7 populaci z konvenéni a
2 z ekologické produkce ovoce. Z populaci testovanych k u€inné latce cyprodinil pochazely
3 z integrované produkce, 5 populaci z konvenéni a 5 populaci z ekologickych vysadeb.

VétSina testovanych populaci byla citliva k difenokonazolu, i k cyprodinilu. Vyjimku tvofily
dvé populace V. inaequalis, u kterych byla stanovena sniZena citlivost k difenokonazolu a
jedna populace rezistentni k této ucinné latce. U této rezistentni populace byla stanovena ECso
nad 100 ppm, coz odpovida dvojnasobné koncentraci u€inné latky, ktera je doporuéena pro
komercni pouziti v sadu, u€innost difenokonazolu v koncentraci 100 ppm u ni byla pfiblizné
40 %. V pfipadé ucinné latky cyprodinilu byla u 3 populaci vyhodnocena snizena citlivost k této
ucinné latce, dvé z téchto populaci pochazely z konvenéniho zpusobu péstovani a jedna
populace z ekologické produkce. V pfipadé populaci s velmi nizkou kli€ivosti spor dosazenou
pfi kontrole v kapkach Cisté vody je vhodné testy zopakovat jesté v dalSim roce pro ziskani
vétSiho objemu dat a pfipadné zpfesnéni dosazenych vysledku.

Pfevaha vyskytu populaci V. inaequalis citlivych k u&inné latce difenokonzol je v souladu
s monitoringem rezistence strupovitosti k DMI fungiciddm v Evropé v letech 2017 az 2020.
Tento monitoring ukazal dobrou u&innost téchto fungicidl, pouze s nékolika pfipady populaci
se snizenou citlivosti k dané ucinné latce (FRAC 2022). Detekce kmenu se snizenou citlivosti
k DMI fungiciddm nemusi pro péstitele znamenat praktické problémy. Zalezi na frekvenci
vyskytu téchto méné citlivych az rezistentnich kmenu v dané populaci a po¢tu a typu mutaci,
které tyto kmeny nesou (Jaklova 2020). Maximalni pocCet aplikaci difenokonazolu byl ve
sledovanych sadech pravdépodobné dodrzovan. Napfiklad v Uruguay byla zjiSténa snizena
citlivost k difenokonazolu v sadech, kde byl pouzit v péti a vice oSetfenich (Mondino et al.
2015). V Srbsku byla v experimentalnim sadu sledovana prakticka ucinnost difenokonazolu,
ktera v roce 2008 dosahla pouze 66 % a v roce 2009 dokonce jen 39 %. Naproti tomu kaptan
mél ve stejnych letech vysokou ucinnost 90 az 95 %. Autofi pfedpokladali, Ze sniZzena u€innost
difenokonazolu byla zplsobena pravidelnym pouzivanim DMI fungicidl 6-8krat za rok.
Vin vitro testech pak byla potvrzena vyrazné snizena citlivost k difenokonazolu u izolatu
V. inaequalis ze sadu oSetfovanych DMI fungicidy ve srovnani se sady, kde DMI fungicidy
nebyly nikdy pouzity (Stevi¢ et al. 2010). Vyskyt rezistentnich populaci k difenokonazolu byl
hladen také z Italie (Fiaccadori 2017) nebo Nového Zélandu (Whelan et al. 1992). V Turecku
byla rezistence na difenokonazol zjisténa u 8 % testovanych izolatt (Polat a Bayraktar 2021).
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Ackoliv maji DMI fungicidy stfedni riziko vzniku rezistence, a napf. rezistence k ucinné latce
myklobutanilu je znaéné rozsifena, difenokonazol se zda byt dostateCné aktivni latkou na to,
aby byl pfekonan adapta¢nimi mechanizmy kmenu V. inaequalis (Ishii a Hollomon 2015),
obzvlasté pfi dodrzovani antirezistentnich strategii (Fiaccadori 2017).

Monitoring italskych komerénich sadl zaznamenal rezistenci na cyprodinil u 14 %
testovanych izolatli (Toffollati et al. 2016).

Také vysledky testu citlivosti k cyprodinilu vykazuji dobrou ucinnost této ucinné latky
v jablofiovych sadech v CR. Podporuji tak vysledky monitoringu rezistence jiného
anilinopyrimidinu - pyrimethanilu v letech 2019 az 2020, ve kterém byly také ve vétSiné pfipadu
detekovany citlivé populace V. inaequalis (Kracikova a Hafiackova 2021).

ZAVER

Dvoulety monitoring ukazuje, Ze populace houbového patogenu V. inaequalis, plvodce
strupovitosti jablong, ktery se vyskytuje ve vysadbach v Ceské republice, si ve velké mife stale
uchovavaji citlivost vicéi fungicidim s u€innou latkou difenokonazol a cyprodinil. Nizka
frekvence rezistentnich kmen( nachazenych ve vysadbach je pravdépodobné dana spravné
dodrzovanou antirezistentni strategii v postfikovych sledech a dostateCnou aktivitou
testovanych latek.
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Tabulka 2. Citlivost populaci Venturia inaequalis k difenokonazolu na zakladé sklenikovych
testu dle metodiky FRAC

Table 2. Sensitivity of Venturia inaequalis populations to difenoconazole according to
FRAC methodology for greenhouse tests

Cislo o o
) v Lo (TR, MEE S g St
2022 | reference ® Doubravice EKO 9 4,2 1 - citliva 12
2022 reference Lukavec EKO 5,9 2 - citliva
2020 11 Dobra Voda IP 10 12,6 0 0 citliva
2020 2 Huntifov EKO 17,5 NA NA NA
2020 3 Huntifov EKO 4,9 NA NA NA
2020 7 LibéSice IP 5,1 4,1 1 citliva
2020 10 Litkovice IP 3,6 0 0 citliva
2020 17 TiSmice IP 4,6 0 0 citliva
2020 22 Klapy IP 57 10,9 2 citliva
2020 23 Jagﬂ;ﬂ%i”' KON 10 12,4 04 0 citiiva
2021 1 Spalené Pofrici IP 4,2 1 1 citliva
2021 2 Popice KON 6,7 0 0 citliva
2021 3 P&néin P 17,8 30 20 Cﬁﬂ\';‘j’s?‘fa)
2021 4 Prose¢ KON 1 0 0 citliva
2021 5 Détkovice 1 KON 15,1 310 207  redstentni
2021 6 Slany IP 4.8 NAL) NA NA
2021 7 Chlum IP 2,1 NA NA NA
2021 9 Grygov P 3,3 0 0 citliva
2021 10 Krtely IP 8,3 1 1 citliva
2021 19 Lysice KON 6,9 0,1 0 citliva
2021 20 Dolany P 1 0 0 citliva
2021 21 Zidovice IP 4,8 0 0 citliva
2021 22 Synkov P 29 0 0 citliva
2021 23 Drmaly KON 6,5 5 3 citliva
2022 3 Nebilovy IP 4.3 0 0 citliva
2022 4 Holovousy 1 IP 3,6 0,5 0 citliva
2022 5 Holovousy 2 IP 0,9 0 0 citliva
2022 6 Détkovice 2 IP 1,6 1 1 citliva
2022 7 Détkovice 3 IP 2,7 0 0 citliva
2022 11 Bfg‘sot‘gﬁs - IP 47 20 13 Smzena

1) Year, 2) Number of sample of the year, 3) Locality, 4) Management approach, 5) Germination after 48 hours (%),
6) Rezistencni faktor = Resistance factor (EC50 Of The Population/ EC50 Of The Baseline Population),
7) Sensitivity of population, 8) Baseline population, 9) Organic production, 10) Integrated production,
11) Conventional production, 12) Sensitive, 13) Reduced sensitivity, 14) Resistent
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Tabulka 3. Citlivost populaci Venturia inaequalis k cyprodinylu na zakladé sklenikovych testt
dle metodiky FRAC

Table 3. Sensitivity of Venturia inaequalis populations to cyprodinyl according to FRAC
methodology for greenhouse tests

- reference © Miletin EKO 9 20 1 - citliva 12
- reference Lukavec EKO 25,6 3 - citliva
- 10 Krtely IP 19 9,6 6 3 citliva
- 11 Kamyk KON 9 7,9 4 2 citliva
- 12 Muzsky EKO 8 17 9 snl’iena;lgg:itlivost
- 13 Mokré lazce KON 6 42 21 snizena citlivost
- 14 Sosnova EKO 7,6 1 1 citliva
- 15 Némdovice KON 5,4 2 1 citliva
- 17 Décin KON 9,9 1 1 citliva
- 18 Procevily EKO 7,2 0 0 citliva
- 19 Lysice KON 6,4 35 18 snizena citlivost
- 20 Dolany IP 8 7 4 citliva
- 3 Nebilovy IP 9,8 5 3 citliva
- 5 Holovousy 2 1P 5,7 2 1 citliva
- 17 Dolany 1P 2,9 0 0 citliva

1) Year, 2) Number of sample of the year, 3) Locality, 4) Management approach, 5) Germination after 48 hours (%),
6) Rezistencni faktor = Resistance factor (EC50 Of The Population/ EC50 Of The Baseline Population),
7) Sensitivity of population, 8) Baseline population, 9) Organic production, 10) Integrated production,
11) Conventional production, 12) Sensitive, 13) Reduced sensitivity
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FOTOGRAFIE

Obrazek 1. Semenacky v klimatizované komore
Picture 1. Seedlings in an air-conditioned chamber

(autor fotografie: M. Kracikova)

Obrazek 2. Semenacky po 4 tydnech od inokulace
Picture 2. Seedlings after 4 weeks from inoculation

(autor fotografie: M. Kracikova)
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Obrazek 3. Stupnice hodnoceni napadeni listt V. inaequalis
Picture 3. Degree of leaf infection of V. inaequalis

(autor fotografie: M. Kracikova)

Obrazek 4. Strupovitost na odrudé ‘Golden Delicious’
Picture 4. Apple scab at the variety ‘Golden Delicious*

(autor fotografie: M. Kracikova)
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