
 



2 

 
Agrotest fyto, s.r.o. 
Výzkumné centrum SELTON, s.r.o. 
Výzkumný ústav rostlinné výroby, v.v.i.  
___________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
 

Metodika determinace endofytické tmavohn� dé 
skvrnitosti je� mene a ochrany proti této chorob�  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Krom �� í� 2011 
 



3 

Metodika je výsledkem �ešení výzkumného projektu � . QH91054 
 
Metodika prošla oponentním �ízením a získala osv� d� ení o uplatn� ní certifikované metodiky 
vydané Státní rostlinoléka�skou správou pod � íslem: SRS 039665/2011 dne 9.6.2011. 
 
 
 
Oponenti: 
 
Doc. Ing. Ev�enie Prokinová, CSc., � eská zem� d� lská univerzita v Praze 
Ing. Petr Kroutil, Ph.D., Státní rostlinoléka�ská správa v Praze 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ISBN  ������������������



4 

 
Auto�i: 

 

Pavel Matušinsky 

Pavel Ma�ík 

Leona Leišová-Svobodová 

V� ra Mina�íková  

Lenka Stemberková 

Martina Hanusová 

Ludvík Tvar� �ek 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pou�ité fotografie:  Pavel Matušinsky 



5 

 

 

Obsah 

 

 

1. Cíl metodiky..................................................................................................................... 6 
2. Úvod ................................................................................................................................. 6 
3. Vlastní popis metodiky..................................................................................................... 7 
4. P�íznaky a diagnostika ..................................................................................................... 8 

4.1 Symptomatická diagnostika..................................................................................................................10 
4.2 Diagnostika optickou mikroskopií .......................................................................................................10 
4.3  Kultivace na Petriho miskách...............................................................................................................11 
4.4 Standardní PCR ....................................................................................................................................12 
4.5 Real-time PCR......................................................................................................................................13 

5. �ivotní cyklus a ší�ení .................................................................................................... 14 
6. Odr� dová odolnost ......................................................................................................... 15 
7. Ochrana .......................................................................................................................... 16 
8. Rezistence ke strobilurinovým fungicid� m.................................................................... 17 
9. Záv� r............................................................................................................................... 19 
10. Srovnání „novosti postup� “ ........................................................................................... 19 
11. Popis uplatn� ní certifikované metodiky......................................................................... 19 
12. Ekonomické aspekty ...................................................................................................... 20 
13. Seznam pou�ité literatury............................................................................................... 20 
14. Seznam publikací, které p�edcházely metodice ............................................................. 22 
 

 

 

 



6 

1. Cíl metodiky 
 

Cílem metodiky jsou postupy detekce endofytické tmavohn� dé skvrnitosti je� mene 

a strategie ochrany je� mene proti této chorob� .  

2. Úvod  

Ramularia collo-cygni B. Sutton & J.M. Waller (dále v textu jen RCC) je houbový 

patogen, který zp� sobuje onemocn� ní jarního i ozimého je� mene s názvem endofytická 

tmavohn� dá skvrnitost je� mene (Obr. 1). Pro zkrácení budeme dále v textu pou�ívat ozna� ení 

ramuláriová skvrnitost. Ramulariová skvrnitost je chorobou pozdních r� stových fází a p�íznaky 

ve form�  nekrotických skvrn obvykle ohrani� ených �lutým halo se objevují nejd�íve ve fázi 

metání, kvetení, ale v� tšinou ješt�  pozd� ji. Následné výnosové ztráty zp� sobené chorobou 

se pohybují v rozmezí 15-25 % (Cromey, 2004). Dochází také ke sní�ení kvality zrna, co� je 

významné zejména u sladovnických je� men� . Záva�nost choroby spo� ívá ve velmi rychlém 

rozvoji skvrnitosti za ú� asti toxin�  (rubelin� ), které mohou zp� sobit odum�ení list�  b� hem 

n� kolika dn� . Symptomatický projev ramuláriové skvrnitosti na listech je obtí�n�  rozlišitelný 

od symptom�  dalších listových skvrnitostí zp� sobených bu�  abiotickými faktory nebo jinými 

houbovými parazity. 

Ramuláriová skvrnitost je� mene bývá ozna� ována jako „nová choroba“ a to z d� vodu 

jejího relativn�  nedávného znovuobjevení. P�esto�e byl p� vodce objeven p�ed více ne� 100 lety 

(1893) a znám jako Ophiocladium hordei, vá�ný zájem fytopatolog�  o n� j se datuje teprve 

od 80. let dvacátého století, kdy� byl identifikován jako p� vodce nové choroby je� mene 

v Rakousku (Huss et al., 1987). Sutton a Waller (1988) revidovali jeho taxonomické za�azení 

a p�ejmenovali jej na Ramularia collo-cygni. Výskyt RCC byl zaznamenán v n� kolika zemích 

jako nap�íklad Rakousko (1987), Švýcarsko (1988), N� mecko (1998), Nový Zéland (2000), 

Ji�ní Amerika (2002), Skotsko (2002), Francie (2003), Norsko (2004), Irsko (2004), Dánsko 

(2006), Švédsko (2006), ale také � eská republika (ji� v roce 1998) a Slovensko (2008).  

Taxonomicky je RCC za�azena do �íše Fungi, t�ídy Dothideomycetes, �ádu 

Capnodiales, � eledi Mycosphaerellaceae. Ramularia collo-cygni je nepohlavním stádiem 

houby (pohlavní stádium zatím nebylo popsáno, ale podle p�edpoklad�  bude nejspíše pat�it 

do rodu Mycosphaerella). 
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   Obr. 1  Porost ozimého je� mene s p�íznaky ramuláriové skvrnitosti na listech 

 

3. Vlastní popis metodiky 
 
Následující text p�ináší podrobné návody jak detekovat p� vodce ramuláriové skvrnitosti jednak 

symptomaticky v polních podmínkách, dále pomocí klasických fytopatologických metod 

(mikroskopování, kultivace na �ivných médiích) a také molekulárními metodami. Jsou 

zpracovány metody detekce standardní PCR, ale i kvantitativní analýza metodou real-time 

PCR. V � ásti týkající se fungicidní ochrany jsou navr�eny strategie jak s ramuláriovou 

skvrnitostí bojovat (jaké ú� inné látky pou�ít, a ve kterých termínech aplikaci provést). 

V kapitole „Rezistence ke strobilurin� m“ je popsán postup, jak detekovat izoláty RCC 

rezistentní ke srobilurinovým fungicid� m. 
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4. P� íznaky a diagnostika 

RCC napadá p�edevším listy, zejména 

nejvýše polo�ené listy praporcové a listy ni�ších 

listových pater, ale i listové pochvy, stébla a osiny 

(Obr. 2, 3, 4). Symptomy na listech jsou odlišné 

v raných fázích od symptom�  v pozd� jších fázích 

vývoje choroby.  Nejprve se objevují drobné tmav�  

hn� dé a� � erné skvrny (1 mm v pr� m� ru) zatím bez 

�lutého ohrani� ení, které jsou velmi podobné 

skvrnám zp� sobeným stresem ze slune� ního zá�ení. 

Avšak na rozdíl od t� chto fyziologických skvrn, 

které jsou viditelné pouze z oslun� né strany listu, 

jsou symptomy zp� sobené RCC z obou stran listu, 

s intenzivn� jším projevem na oslun� né stran� .  

Pozd� ji vznikají typické symptomy, které 

jsou obdélníkového tvaru, tvarované podél listové 

nervatury (Obr. 4). Na spirálov�  ohnutých listech je 

patrná typická hranice siln� jšího symptomatického 

projevu na vrchní, intenzivn�  oslun� né, � ásti listu.   

Na starších listech a v pozd� jších fázích vývoje 

choroby jsou na spodní stran�  list�  pomocí lupy 

nebo i pouhým okem rozpoznatelné, do �ad 

uspo�ádané, bílé shluky konidiofor�  (Obr 5.).  

 

 

 

 

Obr. 2  List je� mene s typickými p�íznaky 
ramuláriové skvrnitosti 
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Uspo�ádání shluk�  konidiofor�  je dáno uspo�ádáním pr� duch� , z nich� vyr� stají. 

Jednotlivé konidiofory jsou esovit�  zak�iveny do podoby p�ipomínající labutí šíje, a podle nich 

byl p� vodce latinsky druhov�  pojmenován (collum = krk; Cygnus = labu� ) (Obr. 6).   

 

   Obr. 3  P�íznaky na osinách 

 

   Obr. 4  Nekrotické skvrny se �lutým halo ohrani� ené rovnob� �nou nervaturou listu  
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4.1 Symptomatická diagnostika 
Ramuláriová skvrnitost je pom� rn�  obtí�n�  rozeznatelná od dalších listových skvrnitostí 

zp� sobených abiotickými faktory � i dalšími patogeny. V pozd� jších fázích jsou obdelníkové 

nekrotické skvrny ohrani� ené �lutým halo pom� rn�  dobrým znakem (Obr. 4), ovšem v�dy je 

nutno si diagnozu potvrdit jednoduchým testem ve vlhké kom� rce a mikroskopováním (viz 

další bod). 

4.2 Diagnostika optickou mikroskopií 
K vytvo�ení konidiofor�  v této fázi je pot�ebná kultivace. Listy se vlo�í do vlhké kom� rky 

(Petriho misky nebo plastikového sá� ku) s kouskem namo� eného savého papíru a po 24 - 48 

hodinách p�i teplot�  15 °C se prov�� í pod binokulární lupou, zda narostly shluky konidiofor�  

(Obr. 5). Rozm� ry ramulariových konidiofor�  jsou 15 - 70 x 3 - 5 µm a rozm� ry konidií 7 - 11 

x 3 - 6 µm (Obr. 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5  Shluky konidiofor�  uspo�ádané v �adách na spodní stran�  listu pozorované lupou 
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Obr. 6  Konidiofory RCC s konidiemi pozorované pod mikroskopem 

 

4.3  Kultivace na Petriho miskách 
 

P�enesením konidií pomocí jehly na Petriho misky s bramborovo-dextrozovým agarem (PDA) 

p�ekrytým celofánovou folií (vše sterilní) a kultivací ve tm�  p�i 15 °C je mo�no po dvou a� 

t�ech týdnech získat kultury RCC, pro které je typická produkce barevných látek – rubelin� , 

zbarvujících médium do r� zných barev – nej� ast� ji r� �ové, fialové nebo s nádechem bu�  

do �luta, zelena � i hn� da (Obr. 7). Mycelium RCC roste velmi pomalu, za popsaných 

kultiva� ních podmínek netvo�í konidie a morfologie kolonií je variabilní (Obr. 7). 
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Obr. 7  Kultivace RCC na Petriho miskách s bramborovo-dextrozovým agarem (PDA) 

 

4.4 Standardní PCR 

Pro p�esné stanovení ramuláriové skvrnitosti lze vyu�ít molekulární diagnostiky na bázi 

polymerázové �et� zové reakce (PCR). V roce 2006 (Havis et al., 2006) byla publikována 

metoda nested PCR ke stanovení RCC a o rok pozd� ji byla vyvinuta metoda dignostiky RCC 

pomocí standardní PCR (Frei et al., 2007). Druhá uvedená metoda je jednodušší a levn� jší, 

proto ji doporu� ujeme k vyu�ití. Lze ji vyu�ít jak pro stanovení p�ítomnosti DNA Ramularia 

collo-cygni v listech tak i v zrnu. Po izolaci DNA (nap�. DNeasy Plant Mini Kit, Qiagene) 

z analyzovaných tkání sestává reakce v celkovém objemu 20 � L ze 2.0 � L této izolované DNA, 

0.2 � M obou primer�  RC3/RC5 (RC3 – GCG ACC CTG CCG CGC AA, RC5 – CTC TGC 

GAA TAG TTG CCA CAA CG), 0.2 mM dNTP, 2.5 mM MgCl2, 1 x koncentrovaný roztok 
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pufru (750 mM Tris-HCl a 200 mM (NH4)2SO4) a 1 U polymerázy. Reak� ní podmínky: úvodní 

jednorázová denaturace p�i 95 °C po dobu 3 minut dále 35 cykl�  denaturace 94 °C (20 sekund), 

annealing 61 °C (20 sekund) a elongace 72 °C (1 minuta). Na záv� r jednorázová elongace p�i 

teplot�  72 °C po dobu 3 minut. Výsledný produkt amplifikace lze separovat v 1.5 % 

agarózovém gelu pomocí elektroforézy a po obarvení interkala� ním barvivem (nap�. 

ethidiumbromidem) vizualizovat v UV sv� tle. O p�ítomnosti DNA Ramularia collo-cygni 

sv� d� í fragment o velikosti 348 bp (Obr. 8). Primery RC3/RC5 jsou vysoce specifické k RCC a 

nedochází ke k�í�ové reakci s dalšími patogeny potenciáln�  se vyskytujícími na je� meni. P�i 

standardní PCR byl dosa�en detek� ní limit 1 fg cílové DNA. 

 

Obr. 8  Fotografie agarózového gelu po PCR. M – hmotnostní marker 100 bp DNA velikostní 
standard, 1 a 2 - pozitivní kontroly DNA mycelia RCC, 3 - negativní kontrola (voda), 4 a� 12 - 
DNA list�  je� mene z r� znou mírou napadení ramuláriovou skvrnitostí. 
 

4.5 Real-time PCR 

Real-time PCR je metoda molekulární biologie umo�	 ující rychlou, citlivou a spolehlivou 

detekci a kvantifikaci specifického úseku DNA. Pro kvantifikaci RCC je dostupná fluroscen� n�  

zna� ená TaqMan sonda a primery (Gubiš et al., 2010). Výhodou real-time PCR oproti 

standardní PCR je umo�n� ní p�esného stanovení výchozího po� tu kopií cílové templátové 

sekvence DNA a tudí� odvození mno�ství DNA Ramularia collo-cygni ve tkáních je� mene. 

Pro kvantifikaci pomocí real-time PCR je nezbytné konstantí mno�ství DNA v reakci. Reakce 

se provádí v reak� ním objemu 25 � l obsahujícím 1x PCR pufr, 4 mM MgCl2, 100 � M ka�dého 

z nukleotid�  dNTP, 1.25 U AmpliTag Gold polymerázy (Life Technology, Foster City, USA), 

0.3 � M od obou primer� , 0.2 � M fluorescen� n�  zna� ené TaqMan MGB sondy (Tab. 1) a 250 
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ng templátové DNA. Reak� ní podmínky: 10 min p�i 95 °C a 40 cykl�  opakujících inkubaci p�i 

95 °C po dobu 15 sekund a  60 °C po dobu 1 minuty. Na základ�  nam�� ených hodnot Ct (tj. 

po� et cykl�  nutných pro p�ekro� ení prahové hodnoty fluorescence pozadí)  se z kalibra� ní 

k�ivky odvozuje hodnota obsahu RCC v reakci. Kalibra� ní k�ivka je vytvo�ena vynesením 

hodnot Ct nam�� ených u vzork�  se známou koncentraci cílové DNA RCC, tzv. standard� . 

 

Tab. 1  Sekvence primer�  a TaqMan sondy pro real-time PCR houby Ramularia collo-cygni 

Primery a TaqMan sonda Sequence  5‘-3‘ Velikost amplikonu 

Rccj1-F GAGCGTCATTTCACCACTCAAG 

Rccj3-R GAGGCGCGCGAGAGACT 
63 bp 

RccSON CTCGCTTGGTATTGGGCGTC  

 

 

5. �ivotní cyklus a ší � ení 

První p�íznaky se na listech je� mene objevují v pozd� jších r� stových fázích hostitele 

(fáze kvetení a pozd� ji). Rozvoj p�íznak�  je poté velmi rychlý. K rychlému postupu symptom�  

p�ispívají toxiny (rubeliny), které RCC produkuje jako sekundární metabolity. Jsou 

to polycyklické aromatické slou� eniny, které vykazují fotodynamickou aktivitu: za ú� asti 

sv� tla vznikají aktivní formy kyslíku, které jsou pro rostlinná pletiva velmi toxické. Dochází 

k nekrotizaci pletiv, co� vede k redukci zelené plochy list�  a sní�ení fotosyntetické aktivity 

rostliny. V d� sledku toho dochází k p�ed� asnému dozrávání a sní�ení jak výnosu, tak 

i kvalitativních parametr�  zrna. S nejv� tší pravd� podobností souvisí objevení se p�íznak�  

se senescencí, kdy dochází k postupné degradaci antioxidativního ochranného systému rostliny, 

který ji� není schopen efektivn�  odbourávat aktivní formy kyslíku, které vznikají práv�  jako 

následek reakce rubelin�  na slune� ní zá�ení.   

Ramuláriová skvrnitost je choroba p�enosná osivem, proto se na ozimém je� meni 

vyskytuje bezp�íznakov�  u� na podzim. P�ezimuje na n� m ale i na jiných jednod� lo�ných 

rostlinách a p�esto�e nevytvá�í symptomy, je detekovatelná molekulárními metodami. Jakmile 

za� ne ozimý je� men v m� síci � ervnu dozrávat, projevují se p�íznaky a na spodní stran�  list�  

vznikají konidiofory, z nich� se uvol	 uje mno�ství konidií, které jsou roznášeny v� trem. 

Pr� b� h infekce a ší�ení choroby je od tohoto stupn�  napadní velmi rychlé. Jednotlivé � ásti 

je� mene se b� hem velmi krátké doby pokryjí typickými symptomy a za� nou zasychat, p�i� em� 

se ramuláriová skvrnitost stane na napadených listech dominantní.  
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V � eské republice byla RCC poprvé popsána v roce 1998 ve Šlechtitelské stanici 

Stupice u Prahy. V následujících letech byl výskyt tohoto patogena pozorován i na jiných 

lokalitách. Zatím nejvyšší rozsah napadení byl zaznamenán v letech 2002 a 2009, v ostatních 

letech byl výskyt choroby na území � R spíše lokálního charakteru. Z hlediska intenzity 

a rozší�ení choroby jsou za d� le�ité pova�ovány zejména klimatické podmínky, jinak �e� eno 

vliv ro� níku. Dalším d� le�itým faktorem je lokalita a vyšší riziko výskytu je p�i soub� �ném 

p� stováním ozimého a jarního je� mene.  

Do další vegeta� ní sezony se RCC p�enáší bu�  osivem, výdrolem, p�enosem mezi 

obilninami, zejména mezi jarním a ozimým je� menem, nebo p�ezimováním v planých druzích 

trav. N� kte�í auto�i popisují vytvá�ení drobných kulovitých útvar�  na slám�  je� mene. Tyto 

útvary byly pracovn�  nazvány asteromella (Salamati a Reitan, 2006). O podrobn� jším významu 

asteromell dosud nejsou k dispozici podrobn� jší informace, pravd� podobn�  se m� �e jednat 

o klidové spory, které pomáhají houb�  p�e� kat nep�íznivé zimní období.  

Ramularia collo-cygni se m� �e vyskytovat, krom�  je� mene, v menší mí�e i na tritikale, 

�itu, pšenici, ovsu, kuku�ici, planých druzích trav (nap�. pýru) a byla izolována také z konopí.  

6. Odr � dová odolnost 

 Nejd� le�it � jší a nejefektivn� jší ochranou proti všem houbovým patogen� m je, krom�  

dodr�ování správné agrotechniky, výb� r odolných odr� d. Pln�  odolné odr� dy v�� i ramuláriové 

skvrnitosti však dosud nejsou dostupné, nicmén�  výsledkem � etných odr� dových pokus�  je 

p�ehled o odr� dách s vyšší � i ni�ší náchylností k této chorob� . K odr� dám ozimého je� mene 

s menší mírou napadení pat�í nap�. Merlot nebo Highlight, naopak odr� dy jako Luran, Laverda 

� i Wendy vykazují v � eských pokusech siln� jší symptomatické projevy napadení. U jarních 

je� men� , nap�. v experimentech provád� ných ve Skotsku, byla pozorována nejmenší míra 

napadení u odr� dy Decanter, naopak nejvíce napadena byla odr� da Cocktail (Oxley a Havis, 

2009). V odr� dových pokusech provád� ných na území � R bylo hodnoceno napadení RCC 

u 150 odr� d jarního je� mene, p�i� em� v roce 2009 nebylo zjišt� no výrazných rozdíl�  mezi 

jednotlivými odr� dami, tj. všechny odr� dy byly ve fázi voskové zralosti siln�  napadeny RCC. 

Jeliko� odr� dy s ú� inným majorgenem odolnosti dosud nebyly nalezeny, navíc typ odolnosti 

zalo�ený na jednom genu rezistence bývá obvykle patogenem rychle p�ekonán, budou 

vhodn� jší alternativou pravd� podobn�  odr� dy schopné koexistovat s RCC � i ji tolerovat. 

Dosavadní výzkum byl zam�� en na hledání odr� d s ni�ším symptomatickým projevem 

choroby. Dosud se nepoda�ilo nalézt ve sv� tových kolekcích je� mene �ádný genový zdroj 

rezistence k RCC, ni�ší symptomy v mlé� né a� voskové zralosti vykazují n� které polopozdní 
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a� pozdní odr� dy. P�edm� tem dalšího výzkumu bude získání podrobn� jších informací 

o toleranci odr� d a výzkum interakcí RCC v komplexu s dalšími listovými chorobami. 

 

7. Ochrana 

Sní�ení infek� ního tlaku lze dosáhnout v� asným a kvalitním zapravením poskliz	 ových 

zbytk�  a v� asnou zaorávkou vzešlých výdrol�  je� mene. Nedoporu� uje se p� stování ozimého 

a jarního je� mene na sousedících honech � i bezprost�edn�  po sob�  v osevním postupu a rovn� � 

p� stování je� mene v p�íliš vlhkých oblastech. Do budoucna by bylo dobrým zp� sobem ochrany 

p� stování rezistentních odr� d je� mene, zatím však nejsou v registrovaném sortimentu �ádné 

odr� dy s dostate� nou odolností k RCC a ani ve sv� tovém sortimentu je� mene nebyl nalezen 

šlechtitelsky vyu�itelný genový zdroj rezistence k RCC. Fungicidy tedy z� stávají hlavním 

nástrojem p� stitel�  k redukci škod zp� sobených ramularivou skvrnitostí.  

I p�ímá ochrana má však svá úskalí. Proti ramuláriové skvrnitosti je� mene není dosud 

v � R registrován �ádný p�ípravek a p�i zavád� ní nových fungicid�  na trh není uvád� na jejich 

ú� innost proti této chorob� . Jeliko� však ramuláriová skvrnitost je� mene nabývá na významu, 

je pravd� podobné, �e v budoucnu budou oficiáln�  doporu� eny ú� inné p�ípravky cílen�  proti 

tomuto patogenu. V rámci výzkumu však byla zjišt� na vedlejší ú� innost n� kterých fungicid� , 

resp. jejich ú� inných látek, registrovaných v � R do je� mene i proti ramuláriové skvrnitosti. 

N� které p�ípravky s dobrou ú� inností na sí� ovitou skvrnitost je� mene (Pyrenophora teres) a 

spálu je� mene (Rhynchosporium secalis) na ramuláriovou skvrnitost je� mene neú� inkují v� bec, 

ú� inkují jen slab�  nebo jen nevýznamn�  oddalují plné rozvinutí symptom� . Úsp� šnost jejich 

pou�ití je omezena n� kolika faktory, mezi n� � pat�í rezistence RCC v�� i ur� itým skupinám 

látek (strobiluriny). P�ípravky s hlavní ú� innou látkou ze skupiny strobilurin�  nelze doporu� it 

jako samostatn�  a dlouhodob� ji ú� inné proti RCC, ú� innost strobilurin�  m� �e být podp� rná. 

RCC si rychle vyvinula rezistenci v�� i látkám z této skupiny a v lokalitách, kde byly 

strobiluriny v posledních letech pou�ity, jsou rezistentní populace RCC zastoupeny a� ve sto 

procentech. 

V zahrani� ních zdrojích jsou jako nejlepší uvád� ny ú� inné látky - chlorothalonil  

a epoxiconazole. Z ú� inných látek obsa�ených v p�ípravcích registrovaných v � R pro je� men, 

které jsou � áste� n�  odzkoušené na ú� innost proti endofytické tmavohn� dé skvrnitosti je� mene, 

jsou v literatu�e jmenovány prothioconazole a tebuconazole.  

D� le�itým prvkem fungicidní ochrany je termín aplikace. Ramulariová skvrnitost je 

choroba, která se symptomaticky projevuje v pozd� jších r� stových fázích. Ú� inná bývá 
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aplikace provedená v období nadu�ování pochvy praporcového listu (BBCH 45-49). 

V n� kterých letech � i lokalitách s vysokým infek� ním tlakem se však ukazuje ochrana 

v jednom aplika� ním termínu jako málo efektivní a rovn� � z pohledu ochrany v�� i celému 

komplexu listových chorob je� mene jako nedostate� ná. Nejvyššího efektu i výnosového 

p�ínosu bývá dosa�eno p�i pou�ití rozdílných fungicid�  ve dvou termínech aplikace, 

a to 1. ve sloupkování (BBCH 32-37) a 2. v termínu t� sn�  p�ed metáním (BBCH 45-49) nebo 

koncem metání a� za� átkem kvetení (BBCH 59-65). Systém ochrany se dv� ma fungicidy 

ú� inn�  oddaluje výskyt symptom�  napadení RCC, významn�  zmír	 uje intenzitu p�íznak�  

i p�i velmi silném infek� ním tlaku a umo�	 uje je� meni dozrát. 

 

8. Rezistence ke strobilurinovým fungicid� m 

 Strobiluriny vykazovaly v prvních letech po objevení se ramuláriové skvrnitosti velmi 

dobrou ú� innost, ovšem velmi brzy se u RCC vyvinula rezistence k fungicid� m z této skupiny. 

U strobilurin-rezistetních izolát�  RCC je p�ítomna bodová mutace mitochondriálního genu 

cytochromu b v kodonu 143 vedoucí ke zm� n�  aminokyseliny glycinu (GGT) na alanin (GCT) 

(Fountaine a Fraaije, 2009). Je to stejná mutace, která ji� byla d�íve popsána u rezistentních 

populací patogen�  nap�. Blumeria graminis a Mycosphaerella graminicola (Sierotzki et al., 

2000;  Fraaije et al., 2005). Na základ�  tohoto zjišt� ní byl vyvinut CAPS marker k laboratorní 

detekci této mutace (Matusinsky et al., 2010). Nejprve je nutno pomocí standardní PCR 

amplifikovat � ást cytochromu b a poté specifickou restrik� ní endonukleázou tento úsek št� pit. 

PCR se provádí v reak� ním objemu 20 � l obsahujícím 0.2 mM ka�dého nukleotidu dNTP, 

0.2 � M obou primer�  (RCCcytobF- GGATGATTAATACGTTACTTACACTC a RCCcytobR-

GTTACCTGATCCTGCGCTGT), 1 U Taq polymerázy, 2.5 mM MgCl2, 1 x PCR pufr a 10 ng 

DNA izolované z mycelia monosporického izolátu RCC. Reak� ní podmínky: úvodní 

jednorázová denaturace p�i 94 °C po dobu 5 min., dále 35 cykl� : denaturace p�i 94 °C po dobu 

1 min., annealing p�i 55 °C po dobu 45 sec. a syntéza p�i 72 °C po dobu 2 min; záv� re� ná 

inkubace p�i 72 °C po dobu 5 min. Poté je 5 � l roztoku výsledného PCR produktu inkubováno 

spolu s 1 U restrik� ní endonukleázy AluI (Fermentas, Lithuania; sequence: AG^CT) a 1x 

p�íslušným pufrem Tango (Fermentas) v celkovém objemu 20 � l po dobu 16 hodin p�i teplot�  

37 °C. Výsledné fragmenty restrik� ní analýzy jsou separovány metodou horizontální 

elektroforézy v 1.7 % agarózovém gelu.  

 Po PCR s primery RCCcytobF/R získáme amplikon o velikosti 406 bp. Tento amplikon 

je po inkubaci s restrik� ní endonukleázou AluI u strobilurin-senzitivních izolát�  RCC rozšt� pen 
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na 3 fragmenty (249, 102 a 55 bp), zatímco u strobilurin-rezistentních izolát�  je rozšt� pen 

na 4 fragmenty (144, 105, 102 a 55 bp p�i� em� fragmenty 102 and 105 bp se na agarózovém 

gelu p�ekrývají) (Obr. 9). Pro ov�� ení správnosti výsledk�  je mo�no provést kultiva� ní test 

s odstup	 ovanými koncentracemi azoxystrobinu (Obr. 10). Výše popsanou molekulární 

analýzou byly testovány monosporické izoláty RCC nasbírané v roce 2009 na území � eské 

republiky a bylo zjišt� no, �e mutovaná alela (A143 - nesou ji strobilurin rezistentní jedinci) 

se vyskytuje ve 47 % ze 302 analyzovaných izolát� . 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Obr. 9  Fotografie gelu s CAPS markerem identifikujícím rezistentní (R) a senzitivní (S) 
izoláty RCC.  M1- Ultra Low Range DNA Ladder, M2 -100 bp DNA velikostní standard 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Obr. 10  Petriho misky s izolátem RCC senzitivním (A) a rezistentním (B) ke strobilurin� m. 
Ve sloupcích jsou odstup	 ované koncentrace azoxystrobinu 1: 0.0 � g.ml-1 (kontrola); 
2: 2.0 � g.ml-1; 3: 4.0 � g.ml-1 a 4: 8.0 � g.ml-1 
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9. Záv� r 

 P�esto�e je tomuto patogenu v� nována velká pozornost, dosud se nepoda�ilo 

zodpov� d� t celou �adu d� le�itých otázek. Velkým p�ínosem je mo�nost v� asné a p�esné 

detekce pomocí metod PCR a real-time PCR. D� le�itým úkolem výzkumu v nejbli�ších letech 

je nalezení odr� d tolerantních k RCC. Pro zmírn� ní škod zp� sobených ramuláriovou skvrnitostí 

lze v sou� asnosti jako ú� inná opat�ení doporu� it ošet�enou podmítku a v� asnou zaorávku 

výdrol�  po sklizni je� mene pro sní�ení infek� ního tlaku a v oblastech s pravidelným silným 

výskytem choroby fungicidní ošet�ení ve dvou termínech aplikace. Jeliko� však v � R není 

prozatím registrován �ádný fungicid p�ímo proti ramuláriové skvrnitosti, lze k ošet�ení porostu 

v p�íslušných r� stových fázích doporu� it ty fungicidy registrované do je� mene proti jiným 

listovým chorobám, které navíc vykazují vedlejší ú� innost proti této chorob� . 

 

10. Srovnání „novosti postup� “ 
 

 Metodika optimalizuje vyu�ití molekulární detekce RCC pomocí standardní 

PCR, co� umo�	 uje p�esnou a citlivou diagnostiku. Dále zavádí postup kvantifikace DNA 

Ramularia collo-cygni ve tkáních je� mene. Metodika dále p�ináší postup detekce strobilurin-

rezistentních izolát�  RCC. Varianty fungicidní ochrany jsou navr�eny pro p� stební systémy 

v � eských podmínkách s p�ípravky registrovanými v � R. Tyto p�ípravky jsou sice v � R 

registrované do je� mene proti jiným listovým chorobám, ne� je ramuláriová skvrnitost (proti ní 

není zatím registrován �ádný fungicid), ale v pokusech vykázaly jistou vedlejší ú� innost proti 

této chorob� . 

 

 

11. Popis uplatn� ní certifikované metodiky 
 
 Metodika p�ibli�uje problematiku detekce RCC a ochrany proti ramuláriové skvrnitosti 

� eským p� stitel� m, zem� d� lským poradc� m, student� m a zájemc� m o tuto zajímavou chorobu. 

Zprost�edkovan�  m� �e slou�it i šlechtitel� m.  
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12. Ekonomické aspekty 
 
 P�esná a v� asná diagnostika patogena má klí� ový význam p�i volb�  vhodné strategie 

ochrany zem� d� lských plodin.  Hospodá�ská škodlivost choroby je odhadována na 15 – 25 % 

sní�ení výnosu. Škody jsou obvykle u ramuláriové skvrnitosti hodnoceny jako st�ední a� 

lokáln�  velmi silné. P�i v� asné a správné diagnostice je proveden cílený zásah vhodným 

fungicidem v optimálním termínu, � ím� se eliminují škody, které by vznikly v d� sledku 

napadení ramuláriovou skvrnitostí. 
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