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1. Cil metodiky

Cilem metodiky jsou postupy detekce endofytické vinmadé skvrnitosti jémene

a strategie ochranygdmene proti této chorab

2. Uvod

Ramularia collo-cygni B. Sutton & J.M. Waller (dale v textu jen RCC) heubovy
patogen, ktery zisobuje onemocmi jarniho i ozimého jmene s nazvem endofyticka
tmavohréda skvrnitost jgmene (Obr. 1). Pro zkraceni budeme dale v textiZipatioznaeni
ramulériova skvrnitost. Ramulariova skvrnitost f@mbou pozdnichistovych fazi a fiznaky
ve forme nekrotickych skvrn obvykle ohramnych Zlutym halo se objevuji néjde ve fazi
metani, kveteni, aleétSinou jet pozdji. Nasledné vynosové ztraty @gobené chorobou
se pohybuji v rozmezi 15-25 % (Cromey, 2004). Dacha@ké ke sniZzeni kvality zrna, coz je
vyznamné zejména u sladovnickyckrjeeni. Zavaznost choroby spiwa ve velmi rychlém
rozvoji skvrnitosti za @asti toxini (rubelini), které mohou zjsobit oduntieni listi béhem
nékolika dni. Symptomaticky projev ramulariové skvrnitosti mstdch je obtizé rozliSitelny
od symptoni dalSich listovych skvrnitosti apobenych bdi abiotickymi faktory nebo jinymi
houbovymi parazity.

Ramulariova skvrnitost fenene byva ozrimvana jako ,nova choroba“ a to awbdu
jejiho relativié nedavného znovuobjevenieBtoze byl pvodce objevenied vice nez 100 lety
(1893) a znam jak®phiocladium hordei, vazny zajem fytopatoldago néj se datuje teprve
od 80. let dvacatého stoleti, kdyZz byl identifikaviako pmivodce nové choroby ¢enene
v Rakousku (Husst al., 1987). Sutton a Waller (1988) revidovali jeh@amomické zgazeni
a prejmenovali jej neRamularia collo-cygni. Vyskyt RCC byl zaznamenan ¥kolika zemich
jako napiklad Rakousko (1987), Svycarsko (1988)xniecko (1998), Novy Zéland (2000),
Jizni Amerika (2002), Skotsko (2002), Francie (2008orsko (2004), Irsko (2004), Dansko
(2006), Svédsko (2006), ale takéska republika (jiz v roce 1998) a Slovensko (2008)

Taxonomicky je RCC zazena dof#iSe Fungi, tridy Dothideomycetes, fadu
Capnodiales, c¢eledi Mycosphaerellaceae. Ramularia collo-cygni je nepohlavnim stadiem
houby (pohlavni stadium zatim nebylo popsano, aldlg gedpoklad bude nejspiSe pit
do roduMycosphaerella).



Obr. 1 Porost oziméhogjmene s fiznaky ramulariové skvrnitosti na listech

3. Vlastni popis metodiky

Nasledujici text pnasi podrobné navody jak detekovavpdce ramulariové skvrnitosti jednak
symptomaticky v polnich podminkach, dale pomocisiklaych fytopatologickych metod
(mikroskopovani, kultivace na Zivnych médiich) &éamolekularnimi metodami. Jsou
zpracovany metody detekce standardni PCR, ale mtikativni analyza metodou real-time
PCR. V¢asti tykajici se fungicidni ochrany jsou navrZenyategie jak s ramulariovou
skvrnitosti bojovat (jaké dinné latky pouzit, a ve kterych terminech aplikacbvést).
V kapitole ,Rezistence ke strobilufim“ je popsan postup, jak detekovat izolaty RCC

rezistentni ke srobilurinovym fungidich.



4. Priznaky a diagnostika

RCC napada iedevSim listy, zejméné'
nejvyse poloZzené listy praporcové a listy nizSich
listovych pater, ale i listové pochvy, stébla angsi
(Obr. 2, 3, 4). Symptomy na listech jsou odliSné
v ranych fazich od symptaimv pozdjSich fazich
vyvoje choroby. Nejprve se objevuji drobné tav
hneédé azéerné skvrny (1 mm v gméru) zatim bez
Zlutého ohrariieni, které jsou velmi podobné
skvrnam zfisobenym stresem ze sléného zdeni.
Avsak na rozdil odeéthto fyziologickych skvrn,
které jsou viditelné pouze z oshné strany listu,
jsou symptomy zfisobené RCC z obou stran listu,
s intenzivigjSim projevem na osléné stras.

Pozdji vznikaji typické symptomy, které
jsou obdélnikového tvaru, tvarované podél listove
nervatury (Obr. 4). Na spiraléwhnutych listech je
patrna typicka hranice s#jsiho symptomatického
projevu na vrchni, intenzienosluréné, ¢asti listu.
Na starSich listech a v pagélich fazich vyvoje
choroby jsou na spodni steatisti pomoci lupy
nebo i pouhym okem rozpoznatelné, dad
uspdadané, bilé shluky konidiofdr(Obr 5.).

Obr. 2 List jémene s typickymi $znaky
ramulariové skvrnitosti




Uspaadani shluk konidiofori je dano usp@danim plduchi, z nichz vyistaji.
Jednotlivé konidiofory jsou eso¥izakiveny do podoby fipominajici labuti Sije, a podle nich
byl pivodce latinsky druhavpojmenovandollum = krk; Cygnus = labu’) (Obr. 6).

Obr. 3 Piznaky na osinach

S

Obr. 4 Nekrotické skvrny se zlutym halo ohtanié rovnobznou nervaturou listu



4.1 Symptomaticka diagnostika
Ramulariova skvrnitost je paimé obtizré rozeznatelna od dalSich listovych skvrnitosti

zpasobenych abiotickymi faktoryi dalSimi patogeny. V pozgich fazich jsou obdelnikové

nekrotické skvrny ohradéné Zlutym halo posmné dobrym znakem (Obr. 4), ovSem vzdy je
nutno si diagnozu potvrdit jednoduchym testem Jk&lkomirce a mikroskopovanim (viz

dalSi bod).

4.2  Diagnostika optickou mikroskopii
K vytvoreni konidiofofi v této fazi je patbna kultivace. Listy se vlozi do vlhké karky

(Petriho misky nebo plastikovéhocka) s kouskem nanteného savého papiru a po 24 - 48
hodinach p teplot 15 °C se prosti pod binokularni lupou, zda narostly shluky koaofdra
(Obr. 5). Rozniry ramulariovych konidiofar jsou 15 - 70 x 3 - 5 um a rozny konidii 7 - 11

X 3 -6 um (Obr. 6).

Obr. 5 Shluky konidiofar uspdadané wadach na spodni stralistu pozorované lupou
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5 um

Obr. 6 Konidiofory RCC s konidiemi pozorované poikroskopem

4.3 Kultivace na Petriho miskach

Prenesenim konidii pomoci jehly na Petriho misky antlsorovo-dextrozovym agarem (PDA)
piekrytym celofanovou folii (vSe sterilni) a kultiviage tme pii 15 °C je mozno po dvou az
trech tydnech ziskat kultury RCC, pro které je typigkodukce barevnych latek — rubélin
zbarvujicich médium douenych barev — néastji razové, fialové nebo s nadechemdbu
do Zluta, zelenati hnéda (Obr. 7). Mycelium RCC roste velmi pomalu, zapgenych

kultivacnich podminek netwokonidie a morfologie kolonii je variabilni (Obf).
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Obr. 7 Kultivace RCC na Petriho miskach s brambomextrozovym agarem (PDA)

4.4  Standardni PCR

Pro pgesné stanoveni ramulariové skvrnitosti Ize vyuZztilekularni diagnostiky na bazi
polymerazovérettzové reakce (PCR). Vroce 2006 (Hadsal., 2006) byla publikovana
metoda nested PCR ke stanoveni RCC a o roképdzygla vyvinuta metoda dignostiky RCC
pomoci standardni PCR (Freti al., 2007). Druha uvedena metoda je jednodussi &ji&yn
proto ji dopordujeme k vyuZiti. Lze ji vyuzit jak pro stanoveriitpmnosti DNARamularia
collo-cygni v listech tak i v zrnu. Po izolaci DNA (napDNeasy Plant Mini Kit, Qiagene)
z analyzovanych tkani sestava reakce v celkovéenubpOuL ze 2.0ulL této izolované DNA,
0.2 uM obou primelt RC3/RC5 (RC3 — GCG ACC CTG CCG CGC AA, RC5 — CTGCT

GAA TAG TTG CCA CAA CG), 0.2 mM dNTP, 2.5 mM Mggll x koncentrovany roztok
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pufru (750 mM Tris-HCI a 200 mM (NHLSQy) a 1 U polymerazy. Reaki podminky: tvodni
jednorazova denaturacé P5 °C po dobu 3 minut dale 35 cyikdlenaturace 94 °C (20 sekund),
annealing 61 °C (20 sekund) a elongace 72 °C (LitajnNa za¥r jednorazova elongaceip
teplo€ 72 °C po dobu 3 minut. Vysledny produkt amplifikatze separovat v 1.5 %
agarézovém gelu pomoci elektroforézy apo obarvenérkala&nim barvivem (naip
ethidiumbromidem) vizualizovat v UV &tte. O gitomnosti DNA Ramularia collo-cygni
swedci fragment o velikosti 348 bp (Obr. 8). Primery RRB5 jsou vysoce specifické k RCC a
nedochazi ke ikzové reakci s dalSimi patogeny potendidhe vyskytujicimi na jmeni. Ri
standardni PCR byl dosazen deétékimit 1 fg cilové DNA.

M 1 P O espas S e O T w8 a9 101112

1500bp T—
oy
e

1000bp g

e
S00bp N
400bp e—

:monop-——.“- S — S S O e
200bp —
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Obr. 8 Fotografie agar6zového gelu po PCR. M —thogini marker 100 bp DNA velikostni
standard, 1 a 2 - pozitivni kontroly DNA mycelia C3 - negativni kontrola (voda), 4 az 12 -
DNA listt jecmene z #iznou mirou napadeni ramulériovou skvrnitosti.

45 Real-time PCR

Real-time PCR je metoda molekularni biologie utjizi rychlou, citlivou a spolehlivou
detekci a kvantifikaci specifického Useku DNA. Rrantifikaci RCC je dostupna fluroscam
zna&ena TagMan sonda a primery (Gulat al., 2010). Vyhodou real-time PCR oproti
standardni PCR je umoam presného stanoveni vychozihoc¢po kopii cilové templatove
sekvence DNA a tudiZz odvozeni mnoZstvi DIRAmularia collo-cygni ve tkanich jémene.
Pro kvantifikaci pomoci real-time PCR je nezbytrmdgtanti mnozstvi DNA v reakci. Reakce
se provadi v reakim objemu 25l obsahujicim 1x PCR pufr, 4 mM Mgg£L00OuM kazdého

z nukleotidi dNTP, 1.25 U AmpliTag Gold polymerazy (Life Tectogy, Foster City, USA),
0.3 uM od obou primel, 0.2 uM fluorescewn¢ znaené TagMan MGB sondy (Tab. 1) a 250
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ng templatové DNA. Re&ki podminky: 10 min i 95 °C a 40 cyKl opakujicich inkubaciiip
95 °C po dobu 15 sekund a 60 °C po dobu 1 mirdéyzaklad nantrenych hodnot Ct (tj.
pocet cykli nutnych pro pekrateni prahové hodnoty fluorescence pozadi) se Drieafi
kiivky odvozuje hodnota obsahu RCC v reakci. Kalibfakiivka je vytvdena vynesenim

hodnot Ct narfenych u vzork se znamou koncentraci cilové DNA RCC, tzv. stathar

Tab. 1 Sekvence primea TagMan sondy pro real-time PCR hottaynularia collo-cygni

Primery a TagMan sonda Sequence 5°-3' Velikostldwmpu
Rccjl-F GAGCGTCATTTCACCACTCAAG 63 bp

Rccj3-R GAGGCGCGCGAGAGACT

RccSON CTCGCTTGGTATTGGGCGTC

5. Zivotni cyklus a $¥eni

Prvni giznaky se na listech Jmene objevuji v pozgBich iistovych fazich hostitele
(faze kveteni a pozfl). Rozvoj piznaki je poté velmi rychly. K rychlému postupu sympiom
prispivaji toxiny (rubeliny), které RCC produkuje gaksekundarni metabolity. Jsou
to polycyklické aromatické sl@eniny, které vykazuji fotodynamickou aktivitu: za&asti
swtla vznikaji aktivni formy kysliku, které jsou prostlinna pletiva velmi toxické. Dochazi
k nekrotizaci pletiv, coz vede k redukci zelenécplp listi a snizeni fotosyntetické aktivity
rostliny. V disledku toho dochazi kKedasnému dozravani a snizeni jak vynosu, tak
i kvalitativnich parameir zrna. S nej§tSi prav@podobnosti souvisi objeveni sdizmalki
se senescenci, kdy dochazi k postupné degradamxidativniho ochranného systému rostliny,
ktery jiz neni schopen efektiwrodbouravat aktivni formy kysliku, které vznikajiage jako
nasledek reakce rubelima slunéni z&eni.

Ramulériovd skvrnitost je chorobaeposna osivem, proto se na oziménminjeni
vyskytuje bezfiznako¥ uz na podzim. #zimuje na 8m ale i na jinych jednadioZnych
rostlinach a festoze nevytud symptomy, je detekovatelna molekularnimi metodalakmile
zane ozimy jémen v ngsici ¢ervnu dozravat, projevuji seéipnaky a na spodni stratista
vznikaji konidiofory, z nichz se uwvialije mnoZstvi konidii, které jsou roznaSenstrem.
Prabéh infekce a §eni choroby je od tohoto stupmapadni velmi rychlé. Jednotliv@sti
je¢mene se &hem velmi kratké doby pokryji typickymi symptomyanou zasychat,ipiemz

se ramulariova skvrnitost stane na napadenyclthisieminantni.
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V Ceské republice byla RCC poprvé popsana v roce M9&lechtitelské stanici
Stupice u Prahy. V nésledujicich letech byl vystgtioto patogena pozorovan i na jinych
lokalitadch. Zatim nejvySSi rozsah napadeni byl asmman v letech 2002 a 2009, v ostatnich
letech byl vyskyt choroby na GzendlR spi$e lokalniho charakteru. Z hlediska intenzity
a rozsfeni choroby jsou zautezité povazovany zejména klimatické podminky, Kileceno
vliv ro¢niku. DalSim dlezitym faktorem je lokalita a vySsi riziko vyskyje pri soukEzném
péstovanim ozimého a jarnihaijaene.

Do dalSi vegetani sezony se RCCi@nasSi bd” osivem, vydrolem, fgnosem mezi
obilninami, zejména mezi jarnim a ozimynérigenem, neboipzimovanim v planych druzich
trav. Nekteri autdi popisuji vytv&eni drobnych kulovitych Utvarna slan jeémene. Tyto
Gtvary byly pracovél nazvany asteromella (Salamati a Reitan, 2006 oddgbr&jSim vyznamu
asteromell dosud nejsou k dispozici podrgbninformace, prawtpodobrt se miZze jednat
o klidové spory, které pomahaji hautreckat negiznivé zimni obdobi.

Ramularia collo-cygni se miize vyskytovat, krom jeémene, v mensi ird i na tritikale,
Zitu, pSenici, ovsu, kuKici, planych druzich trav (n&ppyru) a byla izolovana také z konopi.

6. Odrudova odolnost

Mrivriw s

dodrzovani spravné agrotechniky, ¥ylodolnych odiid. PIre odolné odiidy vic¢i ramulériové
skvrnitosti vSak dosud nejsou dostupné, nictneysledkemcetnych odédovych pokus je
piehled o odkdach s vySséi nizSi nachylnosti k této chordbK odmidam ozimého jEmene

s mensi mirou napadeni fiatag. Merlot nebo Highlight, naopak aidty jako Luran, Laverda
¢i Wendy vykazuji véeskych pokusech sijsi symptomatické projevy napadeni. U jarnich
jeémeni, nag. v experimentech provadych ve Skotsku, byla pozorovana nejmensi mira
napadeni u oddy Decanter, naopak nejvice napadena byladadCocktail (Oxley a Havis,
2009). V odtidovych pokusech provédych na UzemCR bylo hodnoceno napadeni RCC
u 150 odiid jarniho j€mene, picemZ v roce 2009 nebylo zjgto vyraznych rozdil mezi
jednotlivymi odidami, tj. vSechny oddy byly ve fazi voskové zralosti simapadeny RCC.
Jelikoz odfidy s &innym majorgenem odolnosti dosud nebyly nalezemayjntyp odolnosti
zaloZzeny na jednom genu rezistence byva obvykl@gesmtem rychle igkonan, budou
vhodrgjSi alternativou prawibodobré odmidy schopné koexistovat s RC@ ji tolerovat.
Dosavadni vyzkum byl zatifen na hledani ofld s niZzSim symptomatickym projevem
choroby. Dosud se nepdtla nalézt ve s¥tovych kolekcich jgmene Zadny genovy zdroj

rezistence k RCC, nizSi symptomy v iiié az voskové zralosti vykazujékteré polopozdni
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az pozdni odrdy. Fedmttem dalSiho vyzkumu bude ziskani podrgbich informaci

o toleranci odid a vyzkum interakci RCC v komplexu s dalSimi Ngtmi chorobami.

7. Ochrana

Snizeni infekniho tlaku Ize dosdhnoutasnym a kvalitnim zapravenim poskiizych
zbytki a wasnou zaoravkou vzeSlych vydigeémene. Nedoporiuje se gstovani ozimého
a jarniho j€émene na sousedicich honetlbezprostedre po sok v osevnim postupu a roé¥n
pestovani j€mene v pilis vihkych oblastech. Do budoucna by bylo dobgpisobem ochrany
péstovani rezistentnich ol jeémene, zatim vSak nejsou v registrovaném sortimgatiné
odridy s dostat&nou odolnosti k RCC a ani ve&wvém sortimentu jgmene nebyl nalezen
Slechtitelsky vyuzitelny genovy zdroj rezistenceRKCC. Fungicidy tedy dstavaji hlavnim
nastrojem pstiteli k redukci Skod zjgsobenych ramularivou skvrnitosti.

| pfim& ochrana ma vSak sv& uskali. Proti ramularidvéngosti jeimene neni dosud
v CR registrovan zadnyifpravek a fi zavadni novych fungicid na trh neni uvégha jejich
ucinnost proti této chorab Jelikoz vSak ramulariova skvrnitosteene nabyva na vyznamu,
je prava@podobné, Ze v budoucnu budou oficilkhoporkeny Einné gipravky cilei proti
tomuto patogenu. V ramci vyzkumu vSak byla Zjigt vedlejSi dinnost rékterych fungicid,
resp. jejich dinnych latek, registrovanych €R do jeémene i proti ramuldriové skvrnitosti.
Nekteré gipravky s dobrou d&innosti na siovitou skvrnitost jgmene Pyrenophora teres) a
spalu j€mene Rhynchosporium secalis) na ramulariovou skvrnitostgmene neéinkuji vibec,
acinkuji jen slald nebo jen nevyznangnoddaluji pIné rozvinuti symptoin Uspsnost jejich
pouziti je omezenaékolika faktory, mezi &z pati rezistence RCCa¢i urcitym skupinam
latek (strobiluriny). Bipravky s hlavni &innou latkou ze skupiny strobilufimelze doportit
jako samostatha dlouhododji uc¢inné proti RCC, tinnost strobilurih miZze byt podprna.
RCC si rychle vyvinula rezistenci ¢ latkam z této skupiny av lokalitach, kde byly
strobiluriny v poslednich letech pouZity, jsou stentni populace RCC zastoupeny aZ ve sto
procentech.

V zahranénich zdrojich jsou jako nejlepSi uvény inné latky - chlorothalonil
a epoxiconazole. Z&innych latek obsaZenych ¥ipravcich registrovanych €R pro j&men,
které jsoucasté&né odzkousené natinnost proti endofytické tmavokidé skvrnitosti jémene,
jsou v literatiie jmenovany prothioconazole a tebuconazole.

Dulezitym prvkem fungicidni ochrany je termin aplikadRamulariova skvrnitost je

choroba, kterd se symptomaticky projevuje v p@ddh ristovych fazich. Einna byva
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aplikace provedena v obdobi naowéni pochvy praporcoveho listu (BBCH 45-49).
V n¢kterych letech¢i lokalithch s vysokym infednim tlakem se vSak ukazuje ochrana
v jednom aplikanim terminu jako mélo efektivni a rodhz pohledu ochranyi¢i celému
komplexu listovych chorob §eene jako nedostatea. NejvysSiho efektu i vynosového
piinosu byva dosazenoiippouziti rozdilnych fungicid ve dvou terminech aplikace,
ato 1. ve sloupkovani (BBCH 32-37) a 2. v termiéané pied metanim (BBCH 45-49) nebo
koncem metani az zatkem kveteni (BBCH 59-65). Systém ochrany seéndv fungicidy
Gcinné oddaluje vyskyt symptotn napadeni RCC, vyznamrzmimuje intenzitu piznaki

i pfi velmi silném infeknim tlaku a umoiuje jegmeni dozrat.

8. Rezistence ke strobilurinovym fungicidim

Strobiluriny vykazovaly v prvnich letech po objevese ramulariové skvrnitosti velmi
dobrou @innost, ovdem velmi brzy se u RCC vyvinula reziséek fungicidim z této skupiny.
U strobilurin-rezistetnich izolatRCC je gitomna bodova mutace mitochondrialniho genu
cytochromu b v kodonu 143 vedouci keeoaminokyseliny glycinu (GGT) na alanin (GCT)
(Fountaine a Fraaije, 2009). Je to stejna mutaiesea kiz byla dive popsana u rezistentnich
populaci patogennag. Blumeria graminis a Mycosphaerella graminicola (Sierotzkiet al.,
2000; Fraaijeet al., 2005). Na zakladtohoto zjis¢éni byl vyvinut CAPS marker k laboratorni
detekci této mutace (Matusinslkgt al., 2010). Nejprve je nutno pomoci standardni PCR
amplifikovat ¢ast cytochromu b a poté specifickou restnikendonukleazou tento Usekst.
PCR se provadi v reaékim objemu 20ul obsahujicim 0.2 mM kazdého nukleotidu dNTP,
0.2uM obou primeét (RCCcytobF- GGATGATTAATACGTTACTTACACTC a RCCcytobR
GTTACCTGATCCTGCGCTGT), 1 U Taqg polymerazy, 2.5 mM@®l,, 1 x PCR pufr a 10 ng
DNA izolované z mycelia monosporického izolatu RCReakni podminky: Gvodni
jednorazova denaturacé P4 °C po dobu 5 min., dale 35 cykidenaturaceip94 °C po dobu
1 min., annealing i 55 °C po dobu 45 sec. a syntéza {2 °C po dobu 2 min; zé&wectna
inkubace pi 72 °C po dobu 5 min. Poté jeubroztoku vysledného PCR produktu inkubovano
spolu s 1 U restridni endonukledzyAlul (Fermentas, Lithuania; sequence: AG"CT) a 1x
piislusnym pufrem Tango (Fermentas) v celkovém objéthu po dobu 16 hodinip teplot
37 °C. Vysledné fragmenty restii analyzy jsou separovany metodou horizontalni
elektroforézy v 1.7 % agar6zovém gelu.

Po PCR s primery RCCcytobF/R ziskame amplikonlixosti 406 bp. Tento amplikon

je po inkubaci s restréni endonukleazoAlul u strobilurin-senzitivnich izol&tRCC roz&pen

17



na 3 fragmenty (249, 102 a 55 bp), zatimco u dtrdbirezistentnich izolat je rozSEpen

na 4 fragmenty (144, 105, 102 a 55 bpgmz fragmenty 102 and 105 bp se na agar6ézovém
gelu pekryvaji) (Obr. 9). Pro adeni spravnosti vysledkje mozno provést kultivai test

s odstupovanymi koncentracemi azoxystrobinu (Obr. 10). VySepsanou molekularni
analyzou byly testovany monosporické izolaty RCGbfi@né v roce 2009 na Uzeméské
republiky a bylo zji&tno, Ze mutovana alela (A143 - nesou ji strobilugaistentni jedinci)

se vyskytuje ve 47 % ze 302 analyzovanych izolat

S - 4 - o

Obr. 9 Fotografie gelu s CAPS markerem identifisiup rezistentni (R) a senzitivni (S)
izolaty RCC. M1- Ultra Low Range DNA Ladder, M2 bp DNA velikostni standard

Obr. 10 Petriho misky s izolatem RCC senzitivni) & rezistentnim (B) ke strobiluim.
Ve sloupcich jsou odstipvané koncentrace azoxystrobinu 1: @gOml* (kontrola);
2: 2.0pg.mrt; 3: 4.0pug.mrt a 4: 8.0ug.mr*
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9. Zavér

PrestoZze je tomuto patogenuénovana velkd pozornost, dosud se neptaa
zodpowdét celou fadu dilezitych otazek. Velkym ifnosem je moZzZnostcéasné a fesné
detekce pomoci metod PCR a real-time PCHebtym ukolem vyzkumu v nejblizSich letech
je nalezeni odid tolerantnich k RCC. Pro zmémi Skod zfisobenych ramulariovou skvrnitosti
Ize v sowasnosti jako &inna opateni dopordit oSetenou podmitku a dasnou zaoravku
vydrolia po sklizni j&mene pro sniZzeni infékiho tlaku a v oblastech s pravidelnym silnym
vyskytem choroby fungicidni oeni ve dvou terminech aplikace. JelikoZ v3akRv neni
prozatim registrovan zadny fungicidiqpo proti ramulariové skvrnitosti, Ize k oBsti porostu
v prislusnych istovych fazich dopotit ty fungicidy registrované do ¢enene proti jinym

listovym chorobam, které navic vykazuji vedlej&naost proti této chorab

10. Srovnani ,novosti postupi“

Metodika optimalizuje vyuziti molekularni detek&CC pomoci standardni
PCR, coz umaiuje presnou a citlivou diagnostiku. Déle zavadi postupritiiikace DNA
Ramularia collo-cygni ve tkanich jémene. Metodika dalefimasi postup detekce strobilurin-
rezistentnich izolat RCC. Varianty fungicidni ochrany jsou navrzeny mstebni systémy
v ¢eskych podminkach siipravky registrovanymi WVCR. Tyto gipravky jsou sice WCR
registrované do janene proti jinym listovym chorobam, nez je ramuaé skvrnitost (proti ni
neni zatim registrovan zadny fungicid), ale v p@kirsvykazaly jistou vedlejSiciinnost proti

této chorob.

11. Popis uplatréni certifikované metodiky

Metodika fiblizuje problematiku detekce RCC a ochrany prathulariové skvrnitosti
ceskym gstitelim, zengdélskym poradém, studenim a zajemém o tuto zajimavou chorobu.

Zprostedkovar muze slouzit i Slechtitéim.
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12. Ekonomické aspekty

Presna a vasna diagnostika patogena maddly vyznam pi volbé vhodné strategie
ochrany zerédélskych plodin. Hospodéka Skodlivost choroby je odhadovana na 15 — 25 %
snizeni vynosu. Skody jsou obvykle u ramulariovérsikosti hodnoceny jako i&dni az
lokalne velmi silné. Ri véasné a spravné diagnostice je proveden cileny zésatinym
fungicidem v optimalnim terminuimz se eliminuji Skody, které by vznikly visledku

napadeni ramulariovou skvrnitosti.
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