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Metodika testovani rezistence pSenice k piivodciim hnédych listovych skvrnitosti
V polnich podminkach

Na zéklad¢ zkuSenosti ziskanych pii provadéni kruhovych testl rezistence ozimé a jarni
pSenice k hnédym listovym skvrnitostem v obdobi 2002-2014, dostupnych literarnich daji a
specialnich pokusu s brani¢natkou pSeni¢nou v ramci vyzkumného projektu QJ 1210189 byly
ziskdny nové zavéry a doporuceni tykajici se jak obecnych hledisek (biologickych a
genetickych zvlastnosti jednotlivych pivodcii hnédych listovych skvrnitosti, struktury jejich
populaci, vztahu hostitel — patogen, pribéhu infekce, Skodlivosti aj.), tak pfedevsim vlastni
metodiky testovani v polnich podminkach, specialné¢ vybéru izolatt pro inokulace, uspotradani
a vedeni pokust, pfipravy inokula a provadéni inokulace, jakoz i hodnoceni stupné napadeni
(projevu infekce). Pozornost se soustiedila na tfi hlavni ptivodce, kterymi jsou v Ceské
republice Mycosphaerella graminicola anam. Septoria tritici, Pyrenophora tritici — repentis
anam. Drechslera tritici-repentis a Phaeosphaeria nodorum anam. Stagonospora nodorum.
Predlozena metodika obsahuje komplex opatieni sméfujicich ke zvySeni presnosti testil
rezistence K témto listovym chorobam pro potieby Slechténi, zkousSeni odrid i racionalizaci
ochrannych opatieni v péstitelské praxi.

Klicova slova: psSenice, Slechténi a zkouSeni odriid, brani¢natka pSeni¢nd, brani¢natka
plevova, helmintosporiova skvrnitost, testovani rezistence, optimalizace postupti.

Methodology of testing wheat resistance to brown leaf spot diseases under field
conditions

This handbook brings new conclusions and recommendations concerning mainly the field
resistance tests - the choice of fungal isolates, design of experiments, inoculum preparation
and inoculation technique, as well as evaluation of disease symptoms and tolerance to the
disease. Attention was paid to the pathogens Mycosphaerella graminicola anam. Septoria
tritici, Pyrenophora tritici — repentis anam. Drechslera tritici-repentis and Phaeosphaeria
nodorum anam. Stagonospora nodorum that showed frequent occurrence in the examined
territory. The presented findings are based on experience gained from the ring tests of disease
resistance performed in the period 2002-2014, available literature and special experiments
with Septoria tritici performed within the research project QJ QJ 1210189 This methodology
is mainly aimed at increasing precision of tests of resistance to these diseases which will
favourably impact on resistance breeding, variety testing, as well as on adequacy of plant
protection measures taken in agricultural practice.

Key words: wheat, breeding and variety testing, leaf blotch, glume blotch, tan spot,
methodology of resistance tests.
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I. CIL METODIKY

Cilem metodiky je navrhnout na zakladé vysledkii pokust, které probehly v ramci feSeni
projektu QJ 1210189, jakoz i1 nejnovéjsich literarnich poznatkli efektivni postup testovani
rezistence psSenice k hlavnim ptivodciim hnédych listovych skvrnitosti v polnich podminkach
pro potieby Slechténi a odridového zkusebnictvi — optimalizaci péstebnich technologii odrad.
Metodika zohlednuje specifika tfi hlavnich ptivodcii hnédych listovych skvrnitosti a detailné
se zamétuje na testovani rezistence k brani¢natce pSeni¢né (Septoria tritici), jejiz vyznam na
naSem Uzemi trvale nartista a problémy jsou vzhledem k prokdzani specifickych odridovych
reakci zvlasté aktudlni. Cilem metodiky bylo také navrhnout vhodné varianty testovacich
postupt pro pouziti v riznych etapach procesu slechténi a zkouseni odrid.

II. VLASTNI POPIS

1. Uvod

1.1. Monitoring vyskytu hnédych listovych skvrnitosti na izemi CR

Hnédé listové skvrnitosti patii k vyznamnym chorobam pSenice. Identifikace jednotlivych
puvodcl hnédych listovych skvrnitosti je v terénnich podminkéch obtizna, proto se Casto v
polnich podminkéch popisuji a hodnoti jako jeden komplex. Skvrny na listech obilnin mohou
byt zplisobeny riznymi patogeny, hlavnimi piivodci listovych skvrnitosti u nds i v ostatnich
evropskych statech jsou brani¢natka pSeni¢na (Mycosphaerella graminicola, anam.
Zymoseptoria tritici diive Septoria tritici), brani¢natka plevova (Phaeosphaeria nodorum,
anam. Parastagonospora nodorum, diive Stagonospora nodorum=Septoria nodorum) a
helmintosporiova skvrnitost (Pyrenophora tritici-repentis, anam. Drechslera tritici-repentis).
Na listech se objevuji i dalsi ptvodci houbovych chorob, Cochliobolus sativus (anam.
Bipolaris sorokiniana) a Didymella exitialis (anam. Ascochyta sp.). Na nekrotickych skvrnach
odumfelého listového pletiva se jesté béhem vegetace mohou vyskytovat také saprofytické
druhy roda Alternaria, Cladosporium, Epicoccum, Stemphylium a dal$ich.

Ve VURV, v.v.i. je dlouhodobé (v letech 2000 - 2013) provadén priizkum listovych
vzorki psenice z celého izemi CR. Smyslem tohoto priizkumu je zjistit vyskyt a vyznamnost
pivodci listovych skvrnitosti, ukdzat zmény v jejich rozsifeni a zmény v jejich populacich
Vv souvislosti se skladbou péstovanych odrid. Byly kazdoro¢né zpracovavany vzorky ozimé a
jarni pSenice ziskané ze Slechtitelskych stanic, zemédélskych podnikii, ze zkuSebnich pokusi
UKZUZ a z vlastnich sbéri z riiznych lokalit Ceské republiky. Vyzkum potvrdil velky
vyznam brani¢natky pSeni¢né (Mycosphaerella graminicola) v nasich podminkach (graf ¢€.1).
M. graminicola byla od roku 2005 (s vyjimkou r. 2011) nejhojnéj$im patogenem
zptisobujicim listové skvrnitosti psenice v CR. Piivodce svétle hnédé skvrnitosti pSenice
(Pyrenophora tritici-repentis) pievladal v letech 2000, 2003, 2004 a 2011, v poslednich dvou
letech byl jeho vyskyt nizsi. Phaeosphaeria nodorum se vyskytovala ze sledovanych patogenti
nejméné, avsak jeji vyskyt ptesto nelze pominout. V letech 2000 a 2005 byla zjiSténa ve vice
nez 50 % vzorkl. Frekvence vyskytu jednotlivych patogent byla ovlivnéna pribéhem pocasi
Vv jednotlivych letech a na jednotlivych lokalitich a také obdobim sbéru vzorka. V jarnim
obdobi vétSinou v porostech pievladala Mycosphaerella graminicola, teprve pozdéji se
Vv ptipad¢ piiznivych klimatickych podminek rozvinula infekce Pyrenophora tritici-repentis a
Phaeosphaeria nodorum. Obecné lze fici, Ze tyto tfi patogenni druhy ptevladaji i v jinych
evropskych statech.



Z téchto dlouhodobych Setieni vyplyva, Ze v soutasné dobé je v Ceské republice,
podobné jako Vzapadni Evropé, nejSkodlivéjSim phavodcem listovych skvrnitosti
brani¢natka pSeni¢nd, a to na tkor drive Siroce rozsifené brani¢natky plevové, ktera
méla u nas nejvétsi vyznam v osmdesatych letech minulého stoleti, zejména ve vySSich
polohich. Vysledky prizkumu vSak také ukazuji na zna¢né Kolisiani v zastoupeni

ochranna opati'eni s ohledem na dominantni vyskyt patogena v urcitém roce a zamérit
Slechténi na ziskani rezistence ke komplexu piivodci hnédych listovych skvrnitosti.

Graf 1: Frekvence vyskytu patogenii zptsobujicich listové skvrnitosti
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1.2. Obecna charakteristika jednotlivych patogeni
Taxonomie

Mycosphaerella graminicola, Pyrenophora tritici-repentis i Phaeosphaeria nodorum jsou
taxonomicky fazeny do tiidy Dothideomycetes. Na zakladé molekularnich studii (Suetrong et
al., 2009) je tato tiida délena na dvé podtiidy: Dothideomycetidae, kam patii rod
Mycosphaerella, a Pleosporomycetidae, tam je fazen rod Pyrenophora i Phaeosphaeria.
Podobnost obou brani¢natek je tedy pouze morfologicka, tvorba pyknid, symptomi na listech
apod.

Rod Septoria historicky zahrnoval fytopatogenni druhy na Sirokém okruhu hostiteld.
Quaedvlieg et al. (2011, 2013) studovali tento rod pomoci molekularnich metod a na zakladé
fylogenetického stromu oddé¢lili nékteré zastupce do ptibuznych rodt. Septoria tritici je tedy
nové Zymoseptoria tritici, Stagonospora nodorum (difive Septoria nodorum) je noveé
Parastagonospora nodorum. V této praci je vSak vétsinou pouzito dosud i v pouzité literatute
prevladajici oznaceni Septoria tritici a Stagonospora nodorum.



Toxiny

Pyrenophora tritici-repentis produkuje hostitelsky specifické toxiny, které jsou odpoveédné
za tvorbu nekroz ¢i chlordz. V soucasné dobé jsou popsany 3 Ptr toxiny (Ptr ToxA, Ptr ToxB,
Ptr ToxC), které hraji dulezitou roli v patogenezi (Strelkov & Lamari, 2003). Geny
zodpovédné za syntézu téchto toxinl jsou vzajemné nezavislé. Pro toxiny Ptr ToxA a Ptr
ToxB, které jsou proteinové povahy, byly jiz charakterizovany geny ToxA a ToxB. Lokus
ToxA byl objeven i u Phaeosphaeria nodorum (SnToxA) a dokonce se predpoklada
horizontalni ptenos genu z P. nodorum do P. tritici-repentis (Stukenbrock & McDonald,
2007).

Biologie hub, podminky S§iieni a Skodlivost

Teckovana listova skvrnitost pSenice — piivodce brani¢natka pSeni¢na
(Mycosphaerella graminicola, anam. Zymoseptoria tritici, diive Septoria tritici)

Brani¢natka pSeni¢nd miize v obdobi s vy$§imi srazkami a niz§imi primérnymi teplotami
zpusobit az 60% ztraty na vynosu. Choroba zapficinéna touto houbou zptisobuje predcasné
starnuti listovych tkani. Na listech se vytvareji ovalné, zprvu Sedozelené a pozdéji hnédnouci
ve sttedu svétlejsi skvrny, které se vyvijeji do nepravidelnych 1ézi. Na nich se tvoii svétlé az
tmavé hnédé pyknidy, z nichz se uvoliuji pyknospory. Ty se na kratS$i vzdalenosti §ifi
rozstfikovanim destovymi kapkami. Pyknidy se vétSinou tvoifi v fadach paralelnich
s nervaturou listu. Houba se pii vhodnych podminkdch muze objevit jiz na podzim na
vzchazejicich ozimech. Zdrojem inokula mohou byt kromé pSenice i jiné nachylné druhy
(je¢men, tritikale, zito ¢i plané druhy trav). Zdrojem primérni infekce jsou poskliziiové
zbytky, na nichZ na podzim dozrévaji pseudothecia. Z nich se uvolnuji askospory, které se
dostavaji na pSenici. Na podzim se choroba vyskytuje zejména na velmi Casné setych
porostech pSenice. Na jafe se tvofi na listech pyknidy s konidiemi. Infekce probiha na listech,
na nichz se udrzuje vlhkost dostate¢né dlouhou dobu (nejméné 20 hodin). Optimalni teplota
pro infekci je 20-25°C. Fungicidni ochrana se provadi podle signalizace od BBCH 37 do
BBCH 51 vétsinou jako soucast ochrany proti komplexu chorob.

Za epidemické Sifeni v jarnim a letnim obdobi byvaji zodpovédné asexudalni pyknospory
(konidiospory), rozSifované deStovymi kapkami béhem vegetace. Na listech se vytvareji
hnédnouci, ve sttedu svétlejsi skvrny, které Casto splyvaji, listy Zloutnou a odumiraji. V lezich
se objevuji za pfiznivych podminek tmavohnédé az cerné pyknidy, které byvaji usporadany
v fadach podél zilnatiny. Vysoké teploty ve vegetatnim obdobi zpomaluji rist mycelia;
optimalni teplotni rozmezi pro jeho rist je 17-20°C. Sucho a vysoké teploty na napadenych
rostlinach zptisobuji rychlejsi nekrotizaci listil, ubytek asimila¢ni plochy a odumirani rostliny.

Fungicidni ochrana se provadi podle signalizace od BBCH 37 do BBCH 51, vétsinou jako
soucast ochrany proti komplexu chorob. Pro fizeni ochrany proti brani¢natce pSeni¢né je
velmi podstatné, ze tzv. inkubacni doba (obdobi mezi proniknutim patogenniho zarodku do
rostlinného pletiva a prvnim objevenim se ptiznaktl) je u tohoto patogena dlouhd 15-21 dni, u
nékterych odrad i 28 dni, zatimco u brani¢natky plevové jen 7-14 dni. Zavaznym problémem
je spravné nacasovani fungicidniho oSetfeni, s c¢imZ souvisi potieba identifikace
meteorologickych podminek a casového momentu, kdy hrozi propuknuti epidemie. Pfi feSeni
fungicidni ochrany je také nezbytné respektovani pravidel antirezistentni strategie, nebot’ byl
v fad¢ zemi potvrzen vyskyt populaci rezistentnich ke strobiluriniim.



Svétle hnéda skvrnitost pSenice - Helmintosporiova skvrnitost
(Pyrenophora tritici-repentis - PTR anam. Drechslera tritici-repentis - DTR)

V poslednich patndcti letech se u nas §ifi svétle hnéda skvrnitost ptisobena touto houbou.
Jeji celosvétoveé rozsifeni na obilninach je pficitano predevsim nedodrzovani agrotechnickych
opatfeni jako je napf. zaordvani poskliziovych zbytki, stfidani plodin, ale také zavadeéni
bezorebnych technologii. Této chorobé je vénovana velka pozornost piedevsim v USA a
Kanadé¢, kde je jiz fadu let vaznym problémem. V Evropé nabyva P. tritici-repentis na
vyznamu teprve v poslednich cca 15 letech. Poprvé byla u nds choroba zjisténa na
Ceskomoravské vrchoving. V soudasné dobé je ptivodce této choroby zvané anglicky “tan
spot” (snéda skvrnitost), u nas pomérné hojnym patogenem pSenice na celém uzemi. K Sifeni
choroby prispiva i Siroky hostitelsky okruh patogena. Na skvrnach se tvofi konidiofory, které
uvoliuji asexudlné vznikajici konidie, jimiz se patogen Sifi. Patogen vytvaii fyziologické rasy
lisici se reakcemi na testovacim sortimentu. Rasy se identifikuji podle toho, zda vytvareji na
testovacich odridach chlorézy, nekrdézy nebo oboji. Fungicidni oSetieni se provadi ve stadiu
sloupkovani az metani piipravky na bazi triazold, strobilurint aj.

Teckovana plevova a listova skvrnitost pSenice — pivodce brani¢natka plevova
(Phaeosphaeria nodorum, anam. Parastagonospora nodorum, diive Stagonospora
nodorum, Septoria nodorum)

Zastoupeni brani¢natky plevové v poslednich letech v celkovém napadeni obilnin
listovymi skvrnitostmi klesd. Nejvétsi rozSiteni této houby bylo u néds zaznamenano v
osmdesatych letech, a to zejména ve vysSich polohdch s vyssi primérnou vlhkosti vzduchu.
Pro vyskyt choroby je pfiznivé chladné jaro a vlhké teplé obdobi v dobé tvorby zrna. Houba
muze napadat vSechny zelené Casti rostliny. Charakteristické je napadeni plev, podle kterého
dostal patogen své jméno. Na jafe se na listech vyskytuji nepravidelné svétle hnédé skvrny
zpravidla s chlorotickym okrajem. Chlorotické skvrny nekrotizuji a splyvaji. Na starSich
listech jsou skvrny vét§i a mohou se na nich objevit pyknidy. Pti vysoké vzdusné vlhkosti a
optimalni teploté (18-22°C) se pyknospory tvofi jiz za 6 dnli po infekci. Pro infekci je nutné
nejméné 20 hodin trvajici ovlhceni listti. Patogen je pfenosny i osivem, ale hlavnim zdrojem
infekce jsou poskliziiové zbytky. Jako ochranné opatifeni proti pfenosu osivem se doporucuje
seti certifikovaného moteného osiva. Fungicidni oSetfeni se provadi podle signalizace
zpravidla od faze BBCH 37 do faze BBCH 61.

Vvnosové ztraty pusobené témito listovymi patogeny

Za neextrémnich podminek se procentni redukce hmotnosti zrn na klas (HZK) ptsobené
témito listovymi patogeny v priiméru pohybuji v nasich podminkéch kolem 16 % (Horcicka et
al., 2001; Sip et al., 2003). Na zakladé nejnovéjsich zde popisovanych pokusti byly primérné
redukce HTZ po umélé inokulaci brani¢natkou pSeni¢nou 14,4 % a redukce HZK 29,6 %.
Znacné rozdily v redukci HTZ 1 HZK byly zjistény mezi rezistentni odridou Arina (6,1 %,
resp. 18,2 %) a nachylnou odrtidou Bakfis (22,7 %, resp. 36,5 %). Oproti udavané praimerné
redukci HZK 16 % lze tak pii dosazeni mirné rezistence (Arina) snizit ztraty na 9,6 % (o vice
nez 40 %). U nachylnych odrid Ize oc¢ekavat ptiblizné 20% redukci.



Obr. 1. Typické pfiznaky nakazy tfemi u nas nejrozsifenéj$imi patogeny pusobicimi hnédé
listové skvrnitosti

Septoria tritici Stagonospora nodorum Pyrenophora tritici-repentis
1.3. Genetika rezistence, Slechténi na rezistenci

Slechténi na rezistenci K pivodctim hnédych listovych skvrnitosti je zvlasté obtizné
vzhledem Kk polygennimu genetickému zaloZeni rezistence a potiebé ziskat kombinovanou
odolnost k hlavnim ptivodctiim této choroby.

Z Cetnych studii vyplyva, ze rezistence je podminéna jak rasové specifickymi geny
velkého ucinku (izolatové specifickd rezistence je ,,témét kompletni® a oligogenné zaloZena),
tak nespecifickymi geny pro parcidlni rezistenci. Je také obecné zndmo, Ze nespecificka
(polygenni) rezistence je trvalejSitho charakteru neZz rezistence rasove specifickd, a tudiz

Bylo detekovano a zmapovano celkem 18 gent (Sth) podminujicich rezistenci k napadeni
brani¢natkou pseni¢nou (M. graminicola), znichz zvlast¢ Stb6 a Stbl5 jsou bézné
Vv sortimentu evropskych odrid pSenice (pfitomny napft. v testované rezistentni odriidé Arina).
Genetické zaloZeni rezistence projevujici se u rostlin v dospélosti je vSak dosud nedostate¢né
objasnéno (Risser et al., 2011). V nadobovych pokusech i v polnich podminkach byly
prokazany specifické interakce mezi odridami a rtznymi izolaty M. graminicola. Tyto
specifické interakce funguji zfejmée na zakladé mechanismu gen proti genu, ve kterém je pro
kazdy gen fidici rezistenci v hostiteli odpovidajici gen pro avirulenci v patogenu. Chartrain et
al. (2004) pokusné prokazali, Ze parcialni rezistenci k napadeni brani¢natkou pSeni¢nou je
tteba testovat v dospélosti, nebot’ vazbu s parcidlni rezistenci juvenilnich rostlin se mnohdy
nepodatilo prokazat.

Nejnovejsi poznatky o genetickém zalozeni rezistence k brani¢natce plevové (S.
nodorum) a k Pyrenophora tritici — repentis (PTR) jsou dostupné v publikacich Francki
(2013) a Faris et al. (2013). Tyto nekrotrofni houby produkuji nékteré ekonomicky vyznamné
efektory (hostitelsky specifické toxiny), které jsou predmétem zdjmu vyzkumu. PTR
produkuje toxiny Ptr ToxA, B a C, které jsou v interakci s dominantnimi geny hostitelské
rostliny Tsnl, Tsc2 a Tscl. Specifické toxiny vyuzivd patogen k podlomeni obrannych
mechanizmi rostliny a vyvolani choroby. Je zajimavé, ze byly identifikovany téméi identické
ToxA geny pro PTR a S. nodorum, podminujici patogenitu u obou patogent. Bylo prokazano,
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ze interakce mezi Sn efektory a rostlinnym genem (napf. nov€é SnTox5-SnnS) hraji
vyznamnou roli ve vyvoji choroby.

Obecné plati, ze genetické mechanizmy pro tyto typy chorob, jakoz i ostatni vyznamné
choroby pSenice (rzi, padli travni, fuzariézy klasu) neumoziuji dosazeni pozadované urovné
rezistence po introdukci jednotlivého genu. Geny rezistence je tfeba kumulovat, coz zna¢né
zvysuje pracovni a ¢asovou narocnost i naklady. I pfes soucasné moznosti introdukovat
detekované geny a QTL s vyuzitim molekularnich technik, Slechténi se dosud hlavné opird o
vybéry rezistentniho materialu v polnich podminkach na zakladé¢ provokacnich testt.
Ptinosem do budoucna muize byt detekce a vybér spolecnych QTL lokust (broad spectrum
resistance loci) (Miedaner et al., 2012).

Polni infekéni testy rezistence k hlavnim pivodciim hnédych listovych skvrnitosti u nas
probihaji v Sirokém méfitku na specializovanych Slechtitelskych pracovistich a kazdoro¢né
(od roku 2002) je perspektivni Slechtitelsky materidl hodnocen na rezistenci v kruhovych
testech ve 3-5 lokalitach (vysledky jsou detailné popsany v publikacich Sip et al., 2005 a
Chrpova et al. 2012). Detekovany rezistentni material je bezprostfedné zatazovan do
hybridizacnich programii a vysledky jsou také cennym podkladem pro registracni fizeni.
Ptestoze posledné zminéné publikace dokumentuji vyrazny pokrok, ktery Slechténi pSenice
V tomto sméru dosahlo, testy probihajici oddélené pro jednotlivé ptivodce téchto chorob také
dokladaji, ze kombinovani rezistenci je zna¢n¢ obtizné. Pokusy ukazaly (v souladu s praci
Gurung et al., 2012), ze problémem je zvlasté kombinovat rezistenci k brani¢natkam
srezistenci k PTR. Efektivitu vybéru rezistentniho materidlu také dosud snizuje znacna
nesourodost vysledkl z riiznych lokalit, jejiz pfi¢inou mohou byt nejen faktory prostiedi
(predevsim rozdily v pribéhu pocasi), ale také nepiesnosti metodického charakteru. NaSim
hlavnim cilem je proto predloZeni metodickych zasad a postupii, které umozni zvysSeni
presnosti pokusii a zvySeni jejich vypovidaci hodnoty pro potieby Slechténi, odriadového
zkuSebnictvi a optimalizaci péstebnich technologii odrid.

2. Rozbor dostupnych metod a popis doporuceného postupu

2.1. Metody testovani rezistence a moznosti jejich uplatnéni

V zéklad€ je mozno odliSit metody zaloZené na testovani juvenilnich (kli¢nich) rostlin
probihajici v laboratornich ¢i sklenikovych podminkéch a testy u rostlin v dospélosti, které
obvykle probihaji v polnich podminkach. Pfedmétem této metodiky jsou testy v polnich
podminkach, ale soucasti metodiky je 1 zdkladni charakteristika a studium moZznosti vyuziti
riznych dostupnych metod a pfistupt k testovani rezistence k t€émto chorobam.

e Laboratorni a sklenikové testy

Vyuzivaji se ptfevazné pro charakteristiku ras, produkci toxind, hodnoceni spektra
rezistence a virulence, jakoz 1 genetické studie (mapovani genti, QTL). V SirSim méfitku jsou
tyto typy testt uplatiiovany pro detekci interakci mezi hostitelem a izolaty patogena (Arraiano
& Brown, 2006). Posledn¢ jmenovani autofi také uvadéji, ze z hlediska parcialni rezistence
jde spiSe o doplitkové hodnoceni k polnim testim, vyuzitelné ve Slechténi také pro vybér
rodici kombinujicich rtizné izolatove specifické geny rezistence. Vyhodou je moznost
hodnotit velky rozsah materialu (provadét zakladni skrining). BéZné vSak vyuziti t€chto metod
ve Slechtitelské praxi dosud neni.

K disposici jsou ptfedevSim dva ptistupy, detailn€ popsané v literatuie:



Testy na juvenilnich rostlinach- seedling tests

Ve sklenikovych podminkach tyto testy obvykle probihaji podle metodiky, kterou popsali
Brading et al. (2002), na 10-15-dennich rostlinach (stadium 2 pravych listl), kdy se provadi
postiik inokulem patogena (M. graminicola). Inkuba¢ni podminky jsou blize specifikovany
napt. v publikaci Kema et al. (1996). Napadeni je obvykle hodnoceno 8-21 dnti po inokulaci
na zéaklad¢ procenta listové plochy zasazené chorobou (leze nesouci pyknidia houby) nebo
pfevodem na 5-bodovou stupnici (1 — rezistentni). Metodika sklenikovych testi rezistence k S.
nodorum a PTR i zpuisob hodnoceni napadeni jsou popsany v publikaci Singh et al. (2011).

Testy na listovych segmentech- detached seedling leaf assays

Metodiku pro testovani rezistence k M. graminicola (anamorph. S. tritici) v laboratornich
podminkach (klimaboxech) na listovych segmentech 12-14 dennich rostlin vypracovali
Arraiano et al. (2001). Vyuziti této metody pro testovani virulence izolati M. graminicola
pochazejicich z uzemi CR nejnovéji detailng popsali Véchet et al. (2013).

o Polni infekéni testy vs. pFirozend infekce

Testovani rezistence u rostlin v dospélosti v polnich podminkach je ve Slechténi i
Vv odriidovém zkuSebnictvi nejvice vyuzivano, protoze ziejmeé nejlépe vypovida o rezistenci ¢i
nachylnosti odriidy pii bézném péstovani. VSechny zasadni metodické aspekty jsou podrobné
rozebirany v nasledujicich odstavcich. Reakci 24 evropskych odrid pSenice ozimé na
inokulaci 4 agresivnimi izolaty brani¢natky pSeni¢né (S. tritici) v 9 riznych prostfedich
hodnotili Schilly et al. (2011). Interakce izolat x genotyp byly sice vyznamné, ale tento efekt
byl vyrazné nizsi nez efekty odrudy a prostiedi. Dosazeni pozadované trvalé rezistence je
evidentné spojeno se stabilitou projevu v riznych podminkach prostiedi. Specificité reakce na
urcity izolat je tak zjevné nadfazen (dominantni) efekt podminek prostfedi, z ¢ehoz vyplyva
potieba opakovaného testovani v rizném prostiedi (v riznych lokalitdch a rocnicich). Pro
potfeby Slechténi a zkouseni odrud jsou velmi uzitecné i1 tdaje ziskané v Sirokém méfitku
vV podminkach ptirozené infekce. Kombinovani tidaji z polnich infekénich testl po pouZiti
agresivniho izolatu a z pfirozené infekce s navozenim silného infekéniho tlaku je v soucasné
dobé vyuzivano napi. pro klasové fuzariozy (Chrpova et al., 2008; Seznam doporucenych
odrtid, obiloviny a luskoviny, 2014, UKZUZ. Tato $etieni umoziuji posoudit, jak se dana
odrida dokaZze vypotfadat se silnym patogennim tlakem (pfi extrémni zatézi) a také
s diverzitou rasového spektra v podminkach ptirozené infekce.

2.2. Vybér izolati pro polni infekéni testy

Vybér izolati pro testovani by mél vychdzet ze studia divergence rasového spektra,
agresivity, aktualniho vyskytu na naSem Uzemi a rozhodujici jsou nepochybné i kultiva¢ni
schopnosti (sporulace, vitalita, odolnost ke starnuti apod.). Mezi dal§i zavazné sledované a
zohlednované vlastnosti patfi rezistence ras ke strobilurinovym fungicidim (Drabesova et al.,
2013) ¢i variabilita v produkci hostitelskych toxind (S. nodorum, PTR). Voditkem pro vybér
vhodnych izolath by mély byt studie odridové reakce na Siroké spektrum geneticky
divergentnich izolatd patogena (Sip et al., 2008). Tyto studie jsou vSak pracovné znaéné
narocné a vyzaduji Castou aktualizaci vzhledem k promeénlivosti vztah hostitel-patogen.
Inokulace jednotlivymi izolaty vykazujicimi odlisné vlastnosti evidentné neptichazeji v tivahu
pfi testovani rozsahlého materidlu. Pro postiZzeni eventualni divergence v odridové reakci je
mozno vyuZit hodnoceni v podminkach pfirozené infekce ¢i inokulace smési geneticky
divergentnich, v souc¢asné dobé se vyskytujicich izolati (Francki, 2013). Pouziti vhodné
zvolené smési izolata Fusarium graminearum se ukazalo vyhodné pro detekci rezistence ¢i
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mirné rezistence k napadeni fuzariézami klasu, zatimco nachylny material se podafilo uspésné
eliminovat po inokulaci vysoce patogennim, dlouhodobé vyuzivanym izolaitem B F.
culmorum (Sip et al., 2011). Pouziti smési izolatd bylo vyhodné i v soudasnych pokusech
S izolaty brani¢natky pSeni¢né (S. tritici), jak je dale dolozeno.

Vysledky studia reakce odruid pSenice ozimé na infekci vybranymi izoldaty branicnatky
pSenicéné (pokusy 2012-2014 na stanovistich Ruzyné a Humpolec)

Vybér izolath vychazel z pokust, které probéhly vroce 2012, a nové byly vyuzity
v soudasné dob& dostupné sbirky izolatd (na CZU Praha a ve VURV v.v.i. Praha), jakoZ i
udaje pievzaté z diserta¢ni prace Drabesova (2012) a publikace J. Drabesova et al. (2013). Pro
vybér izolath byla rozhodujici jejich agresivita, molekularni charakteristiky (klastrova analyza
184 vzorkd z riznych oblasti CR popisujici populaéni genetickou strukturu Mycosphaerella
graminicola), zastoupeni riznych oblasti CR, odolnost k fungicidim — strobilurintim
a rozhodovala také sporulace a vitalita na kultivaénim mediu.

Udaje, které rozhodovaly o vybéru izolatu:

0117 (Usti n. Orlici) vysoka redukce HTZ i agresivita v roce 2012, vyuzivan v pfedchozich testech i ve smési
0162 (Praha) relativné niz$i agresivita, avSak detekce specifické odriidové reakce v r. 2012

0385 (Kroméftiz) vysoka agresivita, ale niz§i redukce HTZ v pokusech 2012

1008 (Kroméeftiz, 2011) rezistence k fungicidim

1039 (Jihlava, 2011) separatni postaveni, odolnost fungicidiim

1040 (Jihlava, 2011) odolnost k fungicidim

1054 (Opava, Otice 2011) — molekularni charakteristiky

1061 (Opava, Stébotice,2011) - molekularni charakteristiky

1081 (Cheb, Hazlov, 2011) — molekularni charakteristiky, lokalita

Smés (0117-dlouhodobé vyuzivan, 1039 — silna agresivita, odolnost k fungicidim, 1081 — specificky projev)

Jak dokladaji grafy 2 a 3, pokusy s5 odridami ozimé pSenice liSicimi se v rezistenci
k napadeni brani¢natkou pSeni¢nou (Arina - rezistentni - mirné rezistentni, Mulan- mirné
rezistentni, Bohemia — stfedni odolnost, Bakfis, Seladon — nachylné odridy) ukazaly
v zéklad¢ shodu v odriidové reakci na inokulaci 9 geneticky divergentnimi izolaty a smési
izolatt ziskanych zuzemi CR. Nejniz§i stupen napadeni vykazala prakticky ve vsech
pfipadech odriida Arina (shodny symptomaticky projev pro odridy Arina a Mulan byl u
podprimérné patogenniho izolatu 385). Rozdily mezi izolaty je mozno spatfovat predevsim
Vv klasifikaci mirné az stfedni rezistence odriid Mulan a Bohemia. Nejvice specificky byl
projev relativné méné patogenniho izolatu 1081, ktery se vyznacoval relativné nejvyssi
genetickou proménlivosti (tabulka 1), avsak odrida Mulan byla timto izolatem klasifikovana
jako stfedné odolna a odrida Bohemia jako rezistentni. Tyto rozdily v reakci doklada obr. 2.
Ve smési zahrnujici izolat 1081 a izolaty 0117 a 1039 se specificnost reakce neprojevila (obr.
3). Jak ukazuje tabulka 1, relativné vyS$i byl podil genetické proménlivosti u
symptomatického hodnoceni 9-bodovou stupnici nez u % napadeni listové plochy, kdy se
vyrazn&ji projevil vliv ro¢niku a lokality. Vedle vysokého podilu genetické proménlivosti je
nepochybné dale zadouci nizky podil interakéni slozky proménlivosti. Specificky reagujici
izolat 1081se vyznacoval vysokou hodnotou poméru odriidové a ,,interakéni* proménlivosti a
pro symptomatické hodnoceni byla nejvyssi hodnota tohoto poméru zjisténa u podobné méné
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Graf 2. Primérna suma procentniho napadeni plochy dvou listd (primér dvou termint
hodnoceni) po inokulaci 5 odrid ozimé pSenice vybranymi izolaty brani¢natky pSeni¢né
(pokusy 2013 a 2014 na dvou stanovistich)
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Graf 3. Primérné hodnoceni (ve dvou terminech) symptomatického projevu (1-9; 9-bez
pfiznakd) po inokulaci 5 odriid ozimé pSenice vybranymi izolaty brani¢natky pSeni¢né
(pokusy 2013 a 2014 na dvou stanovistich)
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patogenniho izolatu 117, ktery vSak jednozna¢né nevyhovoval pro posouzeni % napadeni
listové plochy (kdy se statisticky nepodatilo prokazat vyznamnost rozdilii mezi odridami ve
stupni rezistence). Také vysoce patogenni izoldt 1054 vykazoval pfiznivy pomér mezi
genetickou a interakéni proménlivosti. Obecné vSak pfiznivost pouziti vysoce patogenniho
izolatu pro testovani rezistence nebyla prokazana (korelace mezi stupném patogenity a vyse
zminovanymi charakteristikami proménlivosti nebyly signifikantni). Diverzifikace odrtd
podle stupné rezistence byla jednoznacna (rozdily signifikantni) po zahrnuti vSech izolatd
(Arina > Mulan > Bohemia > Seladon > Bakfis), coz je vSak z technického hlediska ve vétSim
méfitku tézko proveditelné a nezbytny je vybér vhodnych izolatd ¢i jejich smési. Je piiznivé,
Ze se po pouziti vétSiny izolatl vyse zminéné potadi odriid dle stupné jejich rezistence nelisilo
(signifikantni byly pouze rozdily v klasifikaci rezistence odriid Mulan a Bohemia po pouziti
izolatu 1081). Pomérné Casté¢ bylo zaclenéni odrid Mulan a Bohemia do stejné homogenni
skupiny; podobné¢ se Casto neprokdzala odliSnost odrid Seladon a Bakfis.

Tabulka 1. % podil variability vlivem odrady (O) a vlivem prostiedi (P) pro jednotlivé
izolaty z analyz rozptylu na zédklad¢ hodnoceni symptomatického projevu (1-9) a % napadeni
plochy dvou hornich listd. Izolaty jsou fazeny vzestupné podle stupné jejich patogenity.

Symptomatické | Primér Odrida/
hodnoceni (patogenita) | Odrida | prosti‘edi | Interakce O x P | interakce OxP
1z 117 4,74 58,49 |32,65 5,51 10,62

1Z 1081 4,57 80,52 |7,42 10,40 7,74

1Z 385 4,18 43,48 38,43 15,83 2,75

1Z. smés 4,01 54,62 27,83 15,09 3,62
121039 3,89 56,82 32,73 9,35 6,07

1Z 162 3,79 77,62 8,00 12,35 6,28

1Z 1040 3,68 70,80 (13,41 12,93 5,47
121061 3,62 71,69 4,41 16,71 4,29

1Z 1008 3,53 63,39 10,14 18,53 3,42
121054 3,26 77,66 |9,15 8,68 8,95
Primér 3,93 66,29 18,42 13,32 5,40
Primérné %

napadeni Primér Odruda/
hornich 2 listi | (patogenita) | Odriida | prostiedi | Interakce O x P | interakce OxP
1Z 117 41,01 9,35 85,91 4,02 2,33

1Z 1081 57,77 49,02 45,00 4,48 10,94

1Z 385 62,37 17,71 75,81 591 2,99

1Z smés 65,40 24,67 |67,91 6,15 4,01

1Z 162 67,74 32,65 |57,92 7,77 4,20
121039 68,59 1496 81,18 3,33 4,50

1Z 1008 72,84 31,29 |57,42 9,29 3,37

1Z 1040 73,32 19,39 | 73,57 5,10 3,80
121061 74,21 20,88 69,75 6,47 3,23
121054 80,28 28,21 |64,97 5,72 4,93
Primér 66,35 22,82 67,95 5,76 3,99

Zavazna pro vybér izolatu je nepochybné shoda s primérnou reakci (stabilita reakce)
posuzovand na zdkladé¢ regresni analyzy podle linedrniho regresniho koeficientu (b) a
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pramérnych ¢tverct odchylek od regrese (MSgev)(Eberhart & Russell, 1966) ¢i koeficientu
determinace R? (Sip et al., 2009). Po regresi na pramérny projev odridy v riizném prostredi je
nepochybné zadouci, aby (1) regresni koeficient b byl pro testovany izolat vétsi nebo roven
jedné (b>1), coz umoziuje dobie separovat odriidové vlivy v urcitém prostiedi. Dale (2) je
pozadovano co nejvyssi R? (nejniz§i MSgey) vypovidajici o shod& s primérnym projevem.
Vysledky téchto Setfeni obsazené v tabulce 2 ukazaly nejlep$i vlastnosti u pouzité smési
izolatl, jakoz i u izolatd 1039 a 117 tvoficich smés. Treti komponenta smési, izolat 1081 ve
shod¢ s pfedchozimi zjisténimi vykazoval nadprimérnou diverzitu reakce, ale nejvyssi

Cv v

pouziti vhodné zvolené smési izolati pro inokulace.

Tabulka 2. Vysledky analyzy regrese na pramérny projev odridy v rizném prostiedi (n =5 x
4 = 20) po infekci 10 izolaty brani¢natky pSenicné).

Izolat Symptomatické hodnoceni Primérné % napadeni 2 hornich
listh
b R’ b R’
1008 0,719* 0,818 0,726* 0,810
1039 1,107 0,908 1,156* 0,947
1040 0,956 0,913 0,981 0,949
1054 0,866 0,862 0,892 0,896
1061 0,634* 0,823 0,800* 0,974
1081 1,293 0,769 1,058 0,775
117 1,161 0,911 1,067 0,909
162 1,035 0,863 0,996 0,902
385 1,027 % 1,087 %
 Smés izolith | 1,202 1,236

* Regresni koeficient 'b” odchylny od jednicky (P<0,05).

Obr. 2. Specificka reakce testovanych odrid ozimé pSenice na inokulaci izolatem 1081
brani¢natky pSeni¢né (tento projev byl shodny v obou letech a v obou lokalitach)
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Obr. 3. Reakce testovanych odriid ozimé psenice na inokulaci smési izolatt (1039, 117
a 1081) brani¢natky pSenicné (siln€jsi projev nakazy)

i

Mlan o Bohemia mSeIo

Zjistovani redukce vynosovych znakli hmotnost zrn na klas (HZK) a HTZ jiZ nov4 kritéria
pro vybér izolati nepfineslo. Statisticky nebylo mozno prokdzat diference mezi izolaty
v redukci téchto vynosovych znakli. Rozpéti zvlasté v primérné redukci HZK bylo mezi
izolaty podstatné¢ mensi (24,4 % - 28,9 %) nez mezi odradami (17,3 %: Arina - 34,7 %:
Bakfis); pro redukce HTZ 8,4 % - 12,9 % (mezi odridami 4,5 %: Arina - 18,8 %: Bakfis).

Na zaklad¢ redukce HTZ bylo mozno pfti pouziti vSech izolati prokazat nachylnost odrad
Seladon a Bakfis; klasifikace ostatnich odriid (odolné-stfedné odolné) vSak jednoznacnd
nebyla (graf 4). Stfedn¢ odolna odrida Bohemia vykazala v priméru niz$i HTZ-R (7,6 %)
neZ mirné odolnd odriida Mulan (9,2 %); u odridy Bohemia vSak byla relativné nejvyssi
redukce poc¢tu zrn na klas (26,2 %; Mulan pouze 13,2 %). HZK-R byla u odridy Bohemia
dokonce 30,9 %, zatimco 20,9 % u odriady Mulan.

Vysledky téchto pokusii a poznatky ziskané z dostupné literatury (S. tritici - Schilly et
al., 2011; S. nodorum — Francki, 2013 a PTR — Tadesse et al., 2008) vedou k zavéru, ze
testy rezistence by se mély opirat o izolaty vyvolavajici vysoce prevladajici hostitelskou
reakci. Specifické reakce na néktery izolat jsou v nasSem uzemi ziejmé ojedinélé a
vhodna smés zahrnujici divergentni izolaty by méla Slechtitelské poZzadavky uspokojit.
Podle dostupnych literarnich udaja (Eyal, 1999) je patosystém pSenice — S. nodorum
povaZovan za méné diverzifikovany neZ systém pSenice — S. tritici. Izolaty PTR jsou podle
produkce specifickych toxini ¢lenény do 8 ras. Pri testovani rezistence na juvenilnich
rostlinach se vétSinou pracuje s izolaty samostatné, aby bylo patrné, jak ktery genotyp
hostitele reaguje na konkrétni toxin (Mahto et al., 2011; Palicova-Sarova a Hanzalova,
2006). V polnich podminkach je pak pripravovana smés izolati patogena, aby byly
rovnomérné zastoupeny vSechny rasy dle produkce hostitelsky specifickych toxinu
(Sarova et al., 2002). SpiSe neZ investovat do testovani reakce na jednotlivé vybrané
izolaty se evidentné vyplati testovani v rozdilnych podminkach prostiedi a vybéry
materialu vykazujiciho stabilitu reakce v rozdilnych podminkach prostiedi (Schilly et
al., 2011). V nasich pokusech s vybranymi izolaty S. tritici, které probihaly ve 4 typech
prostiedi, byla také prokazana opodstatnénost pouziti vhodné zvolené smési izolati pro
inokulace. Zavéry ziskané z polnich infekénich testi je vhodné konfrontovat s vysledky
ziskanymi v podminkach prirozené infekce, kdy se spektrum patogent miiZe projevit
Vv celé Siri.
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Graf 4. Primérné redukce hmotnosti tisice zrn (HTZ-R) po inokulaci 5 odrid ozimé pSenice
vybranymi izolaty brani¢natky pSenicné
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2.3. Kultivace patogenu a priprava inokula

Pyrenophora tritici-repentis

Inokulum pro polni pokusy je pfipraveno ze smé&si dobfe sporulujicich monosporovych
izolata P. tritici-repentis ziskanych z CR. Izolaty jsou kultivovany na modifikovaném
bramborovém agaru (V8-PDA) dle Lamari a Bernier (1989) a zaockovany do sterilniho
ovesného zrna. Inokulum je pfipraveno z dobfe narostlych sporulujicich kultur na V8-PDA,
konidie jsou z Petriho misek oplachnuty sterilni vodou.

Mycosphaerella graminicola

Sporulujici izolaty M. graminicola jsou trvale uloZeny na silikagelu pii -20 °C. Pii
pfipravé inokula jsou nejprve vyockovany na bramboro-dextrézovy agar (PDA), dale
zaoCkovany do Erlenmayerovych banck na kvasnico-sladinovy bujon (YM) a umistény na 5
dni na rotacni tfepacku gfi teploté 17-20 °C, denni svétlo (Véchet et al., 2013). Hustota
inokula se upravi na 1x10"spor/ml a inokulum je aplikovano postfikem na listy.

Phaeosphaeria nodorum

Izolaty P. nodorum dobie sporuluji na V8-PDA. Petriho misky scca 14 dni starou
sporulujici kulturou jsou oplachnuty sterilni vodou a je pfipraveno inokulum k postiiku na
listy (hustota 1x10%spor/ml).
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2.4. Usporadani polnich pokust s umélou inokulaci a jeji technika

e Systémy vysevu rostlin

V zéklad¢ se nabizi moznost vyuziti jak fadkovych, tak hnizdovych vysevii rostlinného
materidlu. Pfednosti fadkovych vysevli je moznost vyuziti dostupnych mechaniza¢nich
prostiedkii k vysevu materidlu a v ptipad¢ piesného seti i posouzeni rozdili v reakci na
individudlni rostlinné bazi - k vyuziti pfedev§im pro vybéry rezistentniho materialu ze
Stépicich, hybridnich generaci. Nevyhodou je silngj$i ovlivnéni reakce sousednimi tadky a
rostlinami (tyto efekty lze snizit pouzitim vicetadkovych vysevil), také ziejmé vyssi spotieba
pouzivany dvouradkové vysevy o plose 0,42 x 1 m s pfiblizné¢ 40-60 zrny na fadek (Schilly et
al., 2011; Risser et al., 2011).

Siroké uplatnéni ve §lechtitelské praxi pro hodnoceni odolnosti odrtid a liniového
materialu ziskal hnizdovy vysev (pfijaty téZ v kruhovych testech probihajicich od roku 2002),
ktery umoznuje vytvofit piiznivéj$i mikroklima pro rozvoj choroby (ziejmé 1épe odpovidajici
projevu choroby v normalné zahusténych porostech) a také ovlivnéni sousednimi ¢éleny je
nizsi (obvykly spon hnizd je 40x40 cm). Doporuceny pocet zrn na hnizdo je 30-40. Technicky
snadno proveditelné je i1 pfipadné zakryti inokulovanych rostlin plastikovymi sacky pro
podporu infekce.

Pokus by mél mit nejméné¢ dvé opakovani se zndhodnénim pokusnych clend a pro
inokulace vice izolaty se doporucuje systém délenych dilct (split-plots). Do pokust je tfeba
zaclenit kontrolni odridy, které se na zdklad€ dlouhodobych Setteni liSi ve stupni rezistence.
Dale je zévazna izolace (nalezit¢é oddéleni) jednotlivych pokusnych variant (materialti
inokulovanych jednotlivymi ptiivodci hnédych listovych skvrnitosti ¢i jinymi patogeny). Pro
tyto UcCely je zfejmé nejvyhodnéjsi pouziti triticale (avSak pozor na nebezpeci polehnuti) ¢i
vysoké odridy pSenice spevnym stéblem rezistentni k plvodcim sledovanych chorob.
Pozadovén je nejmén¢ dvoutradkovy obsev timto izolaénim materialem.

Popis systému, ktery byl pouZit v pokusech 2012-2014 s braniénatkou pSenicnou na
stanovistich Ruzyné a Humpolec

Pokusy mély dvé opakovani a pouzit byl dfive osvédceny vysev do hnizd ve sponu 40x40
cm po 30-40 zrnech na hnizdo. Infekce byla na zakladé vysledkt ziskanych v roce 2012 (viz
redakéné upravena zprava 2012 projektu QJ 1210189) bezprostiedné po inokulaci podpoiena
zakrytim plastikovymi sacky po 24 hod. (foto). Pfi zakryvani plastikovymi sacky (24-48 hod.)
je tfeba mit na zfeteli moZnost popaleni hornich pater listi, coz by mohlo vyznamné negativné
ovlivnit hodnoceni stupné napadeni. Pii pouziti tohoto opatfeni je proto nezbytné vénovat
nalezitou pozornost vyvoji pocasi. Pro podpoteni infekce byla také k dispozici mikrozavlaha.
Jednotlivé pokusné varianty (bloky infikované jednotlivymi izolaty brani¢natky pSeni¢né)
byly chranény neinfikovanym obsevem. Na stanovisti v Ruzyni byla pouzita stfedné odoln4,
vysokd a nepoléhava odriida ozimé pSenice Bohemia; na stanovisti Humpolec nepoléhava
odriida triticale.
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e Technika inokulace

Inokulace brani¢natkami (S. tritici @ S. nodorum) je provadéna postiikem; k inokulaci PTR
je pouzivan rozhoz infikovaného osiva (ndkazu PTR je vSak mozno téz podpofit postiikem
inokulem — pouzivano zvlasté u jafin). U brani¢natek i PTR se do suspenze piidava smacedlo
Tween 20 (1 kapka/100 ml).

Inokulace S. tritici a S. nodorum

U obou patogenii je doporucovano provadéni postiiku od faze BBCH 37 (objeveni
praporcového listu). Postiik by mél byt dikladny, provadény ze vSech stran, aby byla
zasazena celd listova plocha. Postiik je obvykle opakovan po 10-14 dnech a v piipadé
zhorSenych podminek pro rozvoj choroby se doporucuje postiik opakovat 3x. Opakovani
postiikti umoznuje také snizit vliv rozdilti v ranosti. Materialy vyrazn¢ se liSici v ranosti by
mély byt péstovany oddélené a inokulovany v jinych terminech. Na zakladé dlouhodobych
zkuSenosti vSak za normalnich podminek a pfi nevyraznych rozdilech v ranosti postacuje
provadéni dvou posttik. Obecné je doporucovano provadéni inokulaci v terminu BBCH
39-55 (Schilly et al., 2011).

U brani¢natky plevové (S. nodorum), kde se odd¢lené¢ hodnoti napadeni listt a klasi
touto chorobou, je evidentné¢ zapotiebi (a muze byt problematické) docilit dostateéné silné
napadeni jak listd, tak klasi. Aby byl podpofen rozvoj choroby Vv klasech, je tfeba inokulace
dokon¢it v BBCH 50-55 (objeveni klasu — poc¢atek kveteni; faze 10.1. — 10.5. podle Feekese),
coz také umoziiuje minimalizovat ovlivnéni délkou rostliny a ranosti kveteni (Francki, 2013).
Ze Slechtitelského hlediska je potifeba dosaZeni rezistence jak k napadeni listové plochy, tak
k napadeni klasu; rezistence listd a klasti neni dle literarnich udaji podminéna stejnym
souborem genil. Na zaklad€ vlastnich Setfeni v kruhovych testech na 3-5 stanovistich v obdobi
2007-2013 vsak prevladaly mezi napadenim listové plochy a klasti brani¢natkou plevovou
vyznamn¢ pozitivni korelace a vysoka odliSnost v napadeni listli a v napadeni klasii byla spise
vyjimeéna. Pfi normalnim pribéhu infekce (vyraznych rozdilech ve stupni napadeni) se
korelace mezi hodnocenim napadeni listi a klasi na zaklad€¢ primeérd 3-5 stanovist
pohybovaly vrozmezi 0,57-0,74 a byly vzdy vysoce statisticky vyznamné (P<0,001).
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Nevyznamnost korelaci se vyskytovala v prostiedich, kde se vyrazné liSilo primérné napadeni
listové plochy od primérného napadeni klasii (napadeni klast bylo nizké)! Volba spravnych
terminii inokulace a podpoieni infekce listi i klasti jsou pro spravné postiZeni rezistence
k ptivodciim téchto chorob nepochybné velmi zavazné.

Inokulace PTR (Pyrenophora tritici — repentis)

Inokulace ozimé pSenice PTR je provadéna na podzim - konec listopadu, zacatek prosince
— kdy zkousené porosty uz z€asti pokryvaji povrch pidy. Inokulace se provadi rozhozem
infikovanych obilek infikovanych nejlépe smési izolati patogena.

Pro dosazeni pozadovaného stupné napadeni je rozhodujici inokulace na podzim, nebot’
houba béhem podzimu pokracuje ve vyvoji a béhem zimy vytvoii askospory. Uvolnéné
infekce je podpofeno i konidiemi, které jsou nové vytvaieny v Cerstvych skvrnach na listech
rostlin. Na pielomu listopadu a prosince je provedena prvni inokulace ozimé pSenice,
V bieznu aZ dubnu pak druha (1-1,2 kg/ar suSeného materidlu nebo dvojnasobek
cerstvého materialu) (Raymond et al., 1985). Jarni pSenice je inokulovana suspenzi o
hustoté 2000-3000 spor/ml postfikem primo na listy.

2.5. Hodnoceni stupné napadeni a redukce vynosovych znaki

Terminy hodnoceni piiznakit nakazy

Hodnoceni stupné¢ napadeni zafind po objeveni zjevnych symptomi ndkazy a trva
piiblizné 30 dn po inokulaci. Obvyklé je hodnoceni ve 3 terminech (v 4-7dennich
intervalech), pfi¢emz za rozhodujici jsou povaZzovany terminy pifedstavujici vrchol a konec
vyvoje choroby (Risser et al., 2011). Stupen rezistence je obvykle posuzovan na zakladé
aritmetického priméru 2-3 meéfeni (1. termin umoziiuje podchytit genotypy s rychlym
pocatecnim startem infekce). Ve Slechtitelské praxi 1 v dostupné literatufe tykajici se
hodnoceni stupné rezistence k témto listovym chorobam je jednordzové zjistovani stupné
poskozeni listové plochy obvyklej$i nez zjistovani AUDPC (area under the disease progress
curve) v ruznych terminech po inokulaci (Cowger & Murphy, 2007). Stanoveni AUDPC
(popséno detailné v Cetné literatuie zamétené na choroby rostlin; originalné: Shaner & Finney,
1977) je obvykle vyuZivano ve specidlnich pokusech zamétenych na detailni ovlivnéni vyvoje
choroby riznymi faktory.

Zpiuisoby hodnoceni stupné napadeni, bonitacni stupnice

Pochopitelné nejpfesnéjSim jednordzovym ukazatelem je procento listové plochy
postizené skvrnitosti vyvolanou témito piivodci (skvrn nesoucich pyknidy, skvrn typickych
pro napadeni PTR), které se provadi obvykle vizualné za pomoci klict. Nize jsou poskytnuty
klice bézn¢ dostupné pro hodnoceni napadeni klasu a listd patogenem S. nodorum, vyuzitelné
i pro S. tritici a PTR (Pyrenophora tritici-repentis).
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Ve Slechtitelské praxi (pfi hodnoceni Skolek a Sir§tho materidlu) je obvykle vyuZzivan
9bodovy systém hodnoceni. Hodnoceni se podobné¢ jako u napadeni listového aparatu obvykle
provadi ve 3 terminech (v 7-10dennich intervalech). Doporu¢eno bylo pouziti
dvouhodnotového (two-digit) ,,mexického® systému, ktery popsali Eyal et al. (1987); u nas
Sip et al. (2001). Prvni hodnota vypovida o tom, do jakych pater rostliny jiz infekce pronikla
(vypovida o rychlosti Sifeni infekce); druhd hodnota je odhadem velikosti napadené listové
plochy (chlorotickych a nekrotickych symptomt) obvykle 4 hornich listli. Van Beuningen &
Kohli (1990) navrhli jako méfitko stupné rezistence koeficient infekce (CI), ktery je
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nasobkem obou hodnot (pouzit téz v praci Sip et al., 2001).

Oba aspekty (tj. rychlost $ifeni infekce a stupent poskozeni listové plochy) je v§ak mozno
jiz pti bonitaci slou¢it do jednoho bodového ukazatele, coz je v soucasné dobé nejvice
vyuzivano. Lze napt. pohotové vyuzit markér (kli¢) doporuceny pro hodnoceni napadeni
padlim travnim v metodice UKZUZ, 2005 (obr. 5):
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Obr. 5. Systém hodnoceni chorob postupujicich po rostlingé smérem vzhiru (Metodika
UKZUZ 2005). Ptiklad hodnoceni: Pokud choroba (zde padli travni) napadne rostlinu do
poloviny vysky, bude hodnocena stupném 5. Pokud na nemocnych listech bude napadeno
pouze 15 % plochy - vysledny stupeni bude bod 6. Pti napadeni 25 % listové plochy
zlstane hodnoceni na stupni 5 a pfi vy$$im napadeni listd neZ na 25 % bude vysledny
stupent 4. Obdobnym zpisobem se vyuzivaji mezistupné pii hodnoceni chorob se stupnici
975,31

Hodnoceni redukce vynosovych znakii

vynosovych znakt (hmotnosti 1000 zrn, hmotnosti zrn na klas, eventualné i po¢tu zrn na klas)
vlivem infekce. Toto Setfeni je pracovné naro¢né a vyzaduje minimalizaci ovlivnéni jinymi
faktory (jinymi chorobami ¢i lokalnimi vlivy prostfedi). Zakladem je ziskdni pokud mozZno co
nejpresnéjSich tdajli o projevu téchto znaki z kontrolni varianty.

Metodika téchto Setieni je upfesnéna v nasledujicim odstavci.
Vysledky pokusui se S. tritici ve 4 typech prostiedi zahrnujicich hodnoceni napadeni
listové plochy, bonitaci na zdakladé devitibodové stupnice a zjist' ovani redukce vynosovych

znakii. Posuzovana byla reakce 5 odrud ozimé pSenice na inokulaci riznymi izolaty
branicnatky pSenicné.

21



Hodnoceni postupu infekce a napadeni listové plochy 9bodovou stupnici ukazalo
nejtésnéjsi relace s ostatnimi ukazateli pfi posuzovani v terminu, kdy infekce vrcholila (V),
jakoz i na zéklad¢é praimérnych hodnot ,,vrchol a konec rozvoje choroby* — VK9b (tabulka 3).
Bonitace na zacatku rozvoje choroby (P) jiz vyrazné nepfispéla ke zvyseni piesnosti.

Tabulka 3. Korelace mezi hodnocenim 9bodovou stupnici a zjistovanim % napadeni listové
plochy. Vsechny korela¢ni koeficienty jsou vysoce statisticky vyznamné (P<0,001; n=200).

P9b V9b K9b VK9b PVK9b
BONITACE 1-9 Kor Kor Kor Kor Kor
P9b (pogatek infekce) el 0,799 0,679 0,764 0,887
Vb (vrchol infekce) 0,799 Forkk 0,808 0,959 0,888
K9b (konec infekce) 0,679 0,808 Frkk 0,941 0,933
VK9b (pramér V a K) 0,764 0,959 0,941 Fohkk 0,956
PVK9b (priimér P, V a K) 0,887 0,888 0,933 0,956 Forkk

0,747 0,855 0,809 0,888 0,916

% NAPADENi LISTOVE PLOCHY

V/I1L (vrchol infekce, 1.list) -0,722 -0,690 -0,539 -0,653 -0,638
V/I2L (vrchol infekce, 2. list) -0,678 -0,623 -0,463 -0,578 -0,573
V-LP (sumaV1.a2.list) -0,722 -0,682 -0,524 -0,642 -0,630
K/1L (konec inf.,1. list) -0,731 -0,805 -0,724 -0,808 -0,715
K/2L (konec inf.,2. list) -0,623 -0,768 -0,740 -0,794 -0,728
K-LP (sumaK 1.a2. list) -0,719 -0,814 -0,746 -0,823 -0,736
prum V a K1L(pram. V a K 1.listu) -0,785 -0,810 -0,686 -0,792 -0,732

prum- V a KLP (pram. V aK list.plochy) |-0,776 -0,802 -0,679 -0,785 -0,733

-0,720 -0,749 -0,638 -0,734 -0,686

Tabulka 4 ukazuje ve vSech ptipadech vysokou statistickou vyznamnost (P<0,001)
korelacnich koeficienti mezi jednotlivymi ukazateli symptomatického projevu a redukci
hodnocenych vynosovych znakil, pficemz relativné t&€snéji korelovaly hodnocené znaky
symptomatického projevu s HTZ-R (redukce hmotnosti 1000 zrn) nez s HZK-R (redukce
hmotnosti zrn na klas). Procento napadeni listové plochy v 1. terminu (vrchol infekce — V-LP)
bylo v tésnéjsi korelaci s HTZ-R nezZ v 2. terminu (konec vyvoje choroby — K-LP). Pti silném
projevu infekce ziejmé postacuje zjiStovat jen % napadeni praporcového listu, nejlépe na
zakladé % napadeni 1. listu v terminech V a K (vrchol a konec rozvoje choroby) - ukazatel
oznaceny ‘prum V a KI1L’. Symptomaticky projev hodnoceny na zdkladé 9bodové stupnice
byl v relativné tésnéjsi korelaci s redukci vynosovych znakt pii hodnoceni v terminu
zakonceni vyvoje choroby (K9b). Evidentné je také ziejmé vyhodné vychazet z primérnych
hodnot V a K (VK9b).

22



Tabulka 4. Korelace jednotlivych méfenych ukazateld symptomatické reakce s HTZ-R
(redukce hmotnosti 1000 zrn) a HZK-R (redukce hmotnosti zrn na klas)

HTZ-R (n= 200) HZK-R (n=200)

Kor Pravd Kor Pravd
HTZ-R Hkk wkk 0,620 0,0000
HZK-R 0,620 | 0,0000 |**** Kk
% NAPADENI LISTOVE PLOCHY
V/1L (vrchol infekce, 1.list) 0,620 0,0000 |0,543 0,0000
V/2L (vrchol infekce, 2. list) 0,579 0,0000 |0,530 0,0000
V- LP (sumaV 1. a 2.list) 0,636 0,0000 |0,565 0,0000
K/1L (koneéné hodnoceni,1. list) 0,543 0,0000 | 0,550 0,0000
K/2L (koneéné hodnoceni,2. list) 0,542 0,0000 |0,526 0,0000
K-LP (sumaK 1.a 2. list) 0,558 0,0000 | 0,560 0,0000
prum V a K1L(prdm. V a K 1.listu) 0,618 0,0000 |0,579 0,0000
prum-V a KLP (praim. V a K list.plochy)| 0,627 0,587
BONITACE 1-9
V9b (vrchol infekce) -0,670 |o0,0000 |-0,528 0,0000
K9b (konec infekce) -0,717 |o,0000 [-0,689 0,0000
VK9b (pramér V a K) -0,725 |o0,0000 [-0,633 0,0000

Tabulka 5. Odradova reakce na infekci S. tritici na zaklad¢ jednotlivych métenych ukazatelt
symptomatické reakce, jakoz i na zaklad¢ redukce vynosovych znakl (prumér Setfeni pies

lokality a izolaty; LSD test; P<0,05)

P9b (pocatek infekce)(1-9

V/1L (wrchol infekce, 1.list) (%)

K-LP(suma K 1. a 2. list)(%)

Arina 6,99|a Arina 9,28|a Arina 64,90(a
Mulan 6,56|ab Mulan 13,03(a Mulan 82,32|b
Bohemia 6,41(b Bohemia 21,00(b Bohemia 94,89(c
Seladon 5,14(c Seladon 31,85|c Seladon 103,61|c
Bakfis 5,05(|c Bakfis 36,07|c Bakfis 117,86|d
V9b (wrchol infekce)(1-9) V/2L (wchol infekce, 2. list) (%) Prum V a K1L(prim. V a K 1.listu)(%)
Arina 6,41|a Arina 22,07 |a Arina 22,47 |a
Mulan 491|b Mulan 31,90|ab Mulan 29,68(b
Bohemia 4,75|b Bohemia 38,65|bc Bohemia 39,06|c
Seladon 3,33|c Bakfis 44,60|d Seladon 46,84 |d
Bakfis 2,98(c Seladon 44.67|d Bakfis 56,03|e
K9b (terminalni hodnoceni)(1-9) V-LP (suma V 1. a 2.list)(%) Prum V a KLP(prim. V a K list.plochy)(%)
Arina 4,93|a Arina 20,05(a Arina 42,48|a
Mulan 3,93|b Mulan 28,59(ab Mulan 55,45(b
Bohemia 3,36|c Bohemia 39,85|b Bohemia 67,37|c
Seladon 2,54|d Seladon 53,64|(c Seladon 78,62|d
Bakfis 2,14(e Bakfis 57,83|c Bakfis 87,84|d
VK9b (pramér V a K)(1-9 K/1L(kone¢né hodnoceni, 1. list)(%) HTZ-R (%)
Arina 5,67 |a Arina 35,65|a Arina 4,46|a
Mulan 4,42(b Mulan 46,33|b Bohemia 7,62|b
Bohemia 4,05|c Bohemia 57,12|c Mulan 9,17(b
Seladon 2,94|d Seladon 61,82(c Seladon 16,89|c
Bakfis 2,56(d Bakfis 75,99|d Bakfis 18,79(c
PVK9b (pramér P, V a K)(1-9) K/2L (kone¢né hodnoceni,2. list)(%) HZK-R (%)
Arina 5,97|a Arina 59,97|a Arina 17,29|a
Mulan 4.79|b Mulan 73,78(b Mulan 20,87 (b
Bohemia 4,52|b Bohemia 77,44(b Seladon 28,51 (c
Seladon 3,32|c Seladon 85,67|c Bohemia 30,85|c
Bakfis 2,97|c Bakfis 85,84|c Bakfis 34,70|d
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Pouéné bylo také posouzeni vyznamnosti odridovych rozdilt pro jednotlivé méfené znaky
(tabulka 5). Odrudové rozdily v rezistenci k S. tritici detekované na zakladé dlouhodobého
Setfeni (Arina > Mulan > Bohemia > Seladon > Bakfis) byly nejlépe postizitelné pomoci K9b
(terminalni hodnoceni 9bodovou stupnici) a VK9b (pramér hodnoceni v terminech vrchol a
konec rozvoje choroby — V a K). Ze znakt vypovidajicich o % napadeni listové plochy
tomuto pozadavku nejlépe vyhovovalo zjisStovani priméru napadeni plochy 1. listu v
terminech V a K (prum V a K1L), jakoZ plochy dvou hornich listd ve stejnych dvou terminech
(prum V a KLP). Hodnoceni na zaklad¢ aritmetického priiméru napadené plochy 1. listu ve
druhém a konecném terminu pouzili také Schilly et al. (2011) pro posuzovani stability
rezistence evropskych odriid ozimé pSenice k napadeni brani¢natkou pSenicnou na zékladé
regresni analyzy. Rezistence odriidy Arina byla dobfe prokazéana i podle redukce vynosovych
znaki HZK a HTZ. Evidentni je vSak rozdilnost ovlivnéni projevu vynosovych znaktit HTZ a
pocet zrn na klas vlivem infekce mezi odriidami. Zvlasté odriida Bohemia byla velmi rozdilné
klasifikovana na zdkladé HTZ-R (mirn€ odolna) a HZK-R (nachylnd). Zjistovani tolerance
k ndkaze by se ziejmé nemélo zamétovat jen na zjistovani HTZ-R. I pfes silngjsi ovlivnéni
HZK-R jinymi, negenetickymi faktory (u tohoto znaku byl zjistén 17,4% podil chybové
slozky na celkové proménlivosti; u HTZ-R 8,2%) ma zjevné 1 zjistovani redukce hmotnosti
zrna na klas (HZK-R), eventualné i po¢tu zrn na klas, své opodstatnéni.

Pro jednotlivé sledované ukazatele jsme déale vyhodnotili podil jednotlivych faktord na
celkové proménlivosti (tabulka 6). Vzhledem Kk relativné nizké chybové slozce byla
prokazana vysoka statistickd vyznamnost vétSiny faktord podilejicich se na proménlivosti,
avSak rozdily v F hodnotich pro jednotlivé znaky symptomatického projevu ukazuji na
rozdily v podilu jednotlivych slozek proménlivosti na celkové promeénlivosti pro sledovany
znak. Rozhodujici vyznam ma hodnoceni v terminech Va K (vrchol a konec rozvoje
choroby). Pfi hodnoceni na pocatku vyvoje choroby (P) je obvykle detekovana nizka
proménlivost vlivem odridy. Jako vyznamné se ukazalo pfi dostatecném rozvoji infekce
zvlasté¢ hodnoceni napadené plochy 1. listu v terminalni fazi K (nizkd interakce odrida x
prostfedi), ptipadné téz stanoveni % napadeni 1. listu v terminech V a K. Hodnoceni napadeni
listové plochy v terminu V (vrchol infekce) a 2. listu mlZe vyrazné zvysit podil proménlivosti
vlivem prosttedi i interakéni slozky odriida x prostfedi. DiileZité je spravné urceni termini
hodnoceni s ohledem na vyvoj choroby v daném roce ¢i misté - optimalni pro posuzovani
symptomatické reakce je zi'ejmé vhodné zvolené terminalni hodnoceni. Upozornit je vSak
tteba na to, ze v pozd¢jsich terminech mohou byt vysledky hodnoceni ovlivnény ve vEétsi mite
zasychanim/ poskozenim listi v disledku jinych vlivii ¢i chorob.
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Tabulka 6. F hodnoty z analyz rozptylu pro sledované ukazatele symptomatické reakce, jakoz
1 redukce vynosovych znakit HTZ a hmotnost zrn na klas. (pouzité oznaceni znaki, viz
tabulka 5)

Vsechny F hodnoty jsou vysoce statisticky vyznamné (**P<0,01), s vyjimkou vlivu izolatu na
HZK-R (P<0,05)

BONITACE 1-9 St. vol. P9b V9b K9b VK9b PVK9b HTZR HZK-R
Odrida 4 238,74 1136,72 606,49 1010,64 1163,88 168,11 65,23

Izolat 9 25,85 42,41 78,41 69,99 72,46 3,38 2,19

prostiedi 3 1009,38 619,81 95,55 298,07 386,19 206,37 65,07

Odruida x Izolat 36 3,62 9,65 14,14 12,85 12,43 2,41 2,06

Odrada x prostiedi 12 8,09 67,57 25,46 48,93 56,26 12,63 6,04

Izolat x prostiedi 27 13,42 19,86 16,77 17,98 19,61 9,94 2,49

Odruiida x Izolat x prostiedi 108 3,82 3,41 2,45 2,16 2,12 2,35 1,86

% NAPADENI LIST. PLOCHY V/1L V/2L V-LP K/1L K/2L K-LP| Prum VaKLP| Prum V aKiL
Odrida 262,04 247,60 362,91 393,12 426,79 520,13 801,45 581,422

Izolat 17,76 42,89 32,24 88,28 239,77 156,89 148,54 80,645

prostiedi 1177,49 3936,04 2613,79 884,09 1097,22 1239,40 3275,95 1774,611

Odruida x Izolat 4,56 6,57 6,62 11,16 22,04 17,17 17,59 10,941

Odrada x prostiedi 57,17 58,46 75,84 10,44 32,01 17,32 45,86 30,197

Izolat % prostiedi 10,76 29,26 18,05 17,22 55,36 30,94 25,97 15,548

Odrida x Izolat x prostiedi 2,73 4,06 3,50 2,48 4,30 2,75 2,83 2,365

Vlastni pokusy s hodnocenim stupné napadeni po infekci S. tritici probihajici v ramci
reSeni projektu QJ 1310189 jednoznacné prokazaly vyhodnost posuzovani odriidové
reakce v terminech V a K (vrchol a konec infekce) jako aritmeticky priamér téchto
stanoveni. Korelace s redukci vynosovych znaki HTZ i hmotnost zrn na klas (HZK)
byla pro % napadeni listové plochy tésnéjSi v terminu, kdy infekce vrcholila a pro
bodové hodnoceni (stupnice 1-9) pri terminialnim hodnoceni. ZjiStovani % napadeni
dvou hornich listi je nepochybné zivaznym udajem, av§ak zna¢né pracovné naroénym.
Pii zajiSténi silné infekce se lze (bez sniZeni presnosti stanoveni stupné rezistence
hodnocenych odrid) soustfedit pouze na napadeni plochy praporcového listu.
Z praktického Slechtitelského hlediska je velmi prinosné posuzovani rychlosti Sifeni
infekce a velikosti napadeni listové plochy 9bodovou stupnici (slou¢enim do jednoho
bodového ukazatele), jak je dokumentovano v tomto odstavci. Nepochybné cenné je také
posouzeni redukce vynosovych znakit HTZ a HZK, coZ je podminéno velmi nizkym
napadenim kontrolni neinfikované varianty. VysSi vypovidaci hodnotu ma zirejmé udaj o
redukci HTZ, ale své opodstatnéni nepochybné ma (vzhledem Kk prokiazanym
odriidovym rozdilim v ovlivnéni jednotlivych vynosovych prvkua priibéhem infekce) i
zjistovani redukce hmotnosti zrna klas (HZK-R), eventuilné téZ poctu zrn na klas
(pozitivni korelace mezi HTZ-R a HZK-R nebyly zji$tény). Udaje o redukci vynosovych
znaku v disledku infekce slouZi k upfesnéni charakteristiky vySlechténych odrid ¢i
pokrocilého liniového materialu.

III. SROVNANI NOVOSTI PRISTUPU A METODICKA DOPORUCENI PRO
TESTOVANI REZISTENCE K HNEDYM LISTOVYM SKVRNITOSTEM

Predlozend metodika pro praxi se jednak opird o dlouholeté zkuSenosti ziskané pii
provadéni kruhovych testl rezistence k pivodclim zavaznych chorob pSenice (testy probihaji
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kazdoro¢né pocinaje rokem 2002). Déle vychazi z dostupnych literarnich Gdaji a predevs§im z
vysledkt specidlnich pokusti s brani¢natkou pSeni¢nou, které probehly v obdobi 2012-2014 na
dvou stanoviStich vramci feSeni vyzkumného projektu QJ 1210189. Nové zavéry a
doporuceni se tykaji jak obecnych hledisek (biologickych a genetickych zvlastnosti
jednotlivych piivodct hnédych listovych skvrnitosti, struktury jejich populaci, vztahii hostitel
— patogen, prubéhu infekce, Skodlivosti aj.), tak pfedevSim vlastni metodiky testovani
V polnich podminkéch, specidln¢ vybéru izolatl pro inokulace, uspotfadani a vedeni pokust,
piipravy inokula a provadéni inokulace, jakoz i hodnoceni stupné napadeni (projevu infekce).

Vysledky monitoringu vyskytu hnédych listovych skvrnitosti na tizemi CR za 14leté
obdobi (2000-2013) opodstatnily zaméfeni na tii hlavni puavodce (Septoria tritici,
Pyrenophora tritici — repentis a Stagonospora nodorum). Prioritou je nepochybné dosazeni
kombinované rezistence k t¢émto tfem puvodctim. Zvlasté obtizné se ukdzalo kombinovani
rezistence k brani¢natkdm s rezistenci k PTR (helmitosporiova skvrnitost). Pfinosem do
budoucna muze byt detekce a vybér spolecnych QTL (broad spectrum resistance loci).

V nasich podminkach ojedinélé jsou vysledky studia odridové reakce na vybrané izolaty
brani¢natky pSeni¢né, u které lze na zaklad¢ literarnich wdaji ptedpoklddat znaéné
diverzifikovany systém hostitel/patogen. Zasady vybéru izolati pro testy rezistence byly
podrobné specifikovany. Prakticky zdvazné je piedevSim zjisténi, ze specifické reakce na
ncktery izolat jsou v naSem uzemi zfejm¢ ojedinélé a vhodnd smés izolati zahrnujici
divergentni izolaty by méla Slechtitelské pozadavky uspokojit. Testy rezistence by se mély
opirat o izolaty vyvolavajici vysoce prevladajici hostitelskou reakci, stabilni v riznych
podminkach prostfedi. Smés izolatu S. tritici spliyjici tyto pozadavky byla doporucena pro
vyuziti ve Slechténi a zkouseni odriid. Nepochybné prospésna je také konfrontace vysledkl
testovani s tidaji ziskanymi v podminkéch pfirozené infekce, kdy se spektrum patogenti mize
projevit v celé $ifi. Metodika pro praxi dale piinasi popis a vysledky analyzy regrese na
primérny projev odridy v rizném prostiedi po infekci 10 izolaty brani¢natky pSenicné. Tato
metoda umoziiuje vybrat izoldty vyznacujici se piedev§im schopnosti dobie postihnout
odridové rozdily v rezistenci a vykdzat projev ocekdvany v daném prostfedi. Regresni
analyza slouzi rovnéz k detekci materidlu se stabilnim projevem rezistence v rizném prostiedi
(jak je literarné dolozeno). Pokusy vedou obecné k zavéru, Ze zjistovani stability rezistence
V rizném prostiedi 1ze zfeymé nadtadit zjiStovani shody reakce na riizné izolaty patogena.

Doporucen je hnizdovy vysev materialu (ptijaty t€z v kruhovych testech probihajicich od
roku 2002), ktery umoziluje vytvofit pifiznivéj§i mikroklima pro rozvoj choroby a také
ovlivnéni sousednimi ¢leny je nizsi nez pii fadkovém vysevu. Déle je pro spravné postizeni
odriidové reakce na napadeni urcitym patogenem zdvazna izolace jednotlivych pokusnych
variant. Osvédcilo se pouziti tritikale ¢i vysoké odridy pSenice s pevnym stéblem a rezistenci
k ptivodciim sledovanych chorob.

Detailn€ jsou popsany techniky kultivace jednotlivych patogent, ptiprava inokula, jakoz i
vlastni inokulace postfikem ¢i rozhozem infikovanych zrn (PTR). Postfik se doporucuje
provadét co nejdiive (od faze BBCH 39), pfed objevenim praporcového listu, nejméné
dvakrat (v ptiblizné 14dennich intervalech). Pro zajisténi dostate¢né nakazy klasii je tfeba u
brani¢natky plevové provadét inokulace téZ na zacatku metani (faze BBCH 50-59). K témto
zvlaStnostem v terminovani postfikil u brani¢natek se dosud nepiihliZelo, coZ mélo negativni
dopad na vysledky testd. Inokulace PTR (Pyrenophora tritici — repentis) rozhozem
infikovanych obilek je u ozimti opakovana ve dvou terminech (XI-XII; I11I-IV); u jarni pSenice
je obvykle provadéna inokulace postiikem pifimo na listy. Vyznamnym opatfenim pro
podporu infekce se ukazalo zakryti plastikovymi sacky po cca 24 hod.

V neposledni mife je tfeba vénovat vysokou pozornost také metodam hodnoceni stupné
napadeni. Jsou pfiloZzeny kli¢e vyuZitelné jak pro hodnoceni % napadeni listové plochy a
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klasu, tak pro hodnoceni postupu infekce devitibodovou stupnici. Zavery vychazeji predevsim
Z pokustu 2012-2014 sizolaty brani¢natky pSeni¢né. Tyto pokusy obecné ukazaly nutnost
zajisténi dostateCného rozvoje infekce. Pro posouzeni redukce vynosovych znakl v disledku
infekce je tieba zajistit dostatecnou prostorovou izolaci kontrolni neinfikované varianty:

1/ Hodnoceni 9bodovou stupnici vychazi z hodnoceni rychlosti $ifeni infekce a stupné
poskozeni listové plochy, obvykle na zdkladé¢ jednoho bodového ukazatele. Tato metoda
hodnoceni je v souCasné dob& ve Slechténi nejvice vyuzivdna a nase pokusy ukdzaly, ze
zvlasté zjistovani v terminu zakonceni vyvoje choroby nejlépe postihovalo odriidové rozdily
V rezistenci a vykazovalo nejtésnéjSi korelace sredukci HTZ i hmotnosti zrn na klas.
Doporucit 1ze priimér méfeni v terminech V (vrchol infekce) a K (konec infekce).

2/ V terminech V a K se ukazalo také jako velmi pfinosné zjistovat % napadeni plochy
dvou hornich listi. Toto stanovovani je pracnéj$i, a proto je piedevSim vyuzivano pro
vyzkumné studie ¢i odridovou charakteristiku. Méteni druhého listu vSak miize znaéné
zvySovat negenetickou promeénlivost, a proto je pifi zajiSténi dostatecného rozvoje choroby
doporucovano (postacuje) zjistovani % napadeni plochy praporcového listu (podpoieno i
dostupnou literaturou).

3/ O moznosti omezeni vynosovych ztrat v disledku odriidové rezistence k infekci nejlépe
vypovidaji co nejpfesnéji stanovené udaje o redukci vynosovych znakli hmotnost tisice zrn
(HTZ) a hmotnost zrn klas (HZK). Tyto redukce vykézaly statisticky vysoce vyznamné
korelace se vSemi zjisStovanymi ukazateli prib¢hu infekce a napadeni listové plochy.

IV. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika testovani rezistence psenice k pivodcim hnédych listovych skvrnitosti je ur¢ena
predevsim Slechtitelskym pracoviStim. Bezprostiedni je ale také vyuZiti zde popsanych metod
a postupti v odridovém zkusebnictvi, jakoz i v oblastech aplikovaného i zakladniho vyzkumu.
Ziskani co nejpiesnéjsich tidajl o rezistenci odriid je nezbytné pro zajisSténi ucinnéjsi ochrany
Vv zemédélské praxi.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Piedpokladané ekonomické piinosy jsou obtizné vyéislitelné. V soudasné dobé je v Ceské
republice stale nejpouzivanéjsi ochranou proti t€émto listovym chorobam aplikace fungicidu.
DosazZeni rezistence odrid vSak nabyvd na vyznamu s pldnovanym zdkazem pouzivani
nékterych fungicidnich ptipravka (a€innych latek) — viz. Smérnice Evropského parlamentu a
Rady 2009/128/ES ze dne 21. fijna 2009. V tomto kontextu se jevi jako diilezité dosazeni
kombinované rezistence ke vSem zavaznym plvodciim téchto chorob. Spravné postiZeni
urovné rezistence, na coz je piedevS§im zaméfena tato prace, méa zasadni vyznam nejen pro
Slechténi, ale téZ pro pifedlozeni optimalni péstebni technologie dané odridy (pfedevSim
uréeni, do jaké miry lze bez citelnych ztrdt omezit ndklady na aplikaci chemickych
prostiedkil). Pokud zvaZzujeme pfimo ekonomické piinosy, pak pro vypocet zisku musime
vychézet z rozdilu mezi navySenym vynosem pii kombinované rezistenci v diisledku omezeni
ztrat (5,21 t/ha) a stavajicim vynosem v zeméd¢€lské praxi (5 t/ha) (Oerke et al., 1994).

Pti péstovani rezistentnich odriid na 10 % ploch €ini ro¢ni zisk 94 510 tis. K& (840 K¢ je
zisk z 1 ha). Vysledky vlastnich pokust indikuji i moznost dosaZzeni vy$§iho vynosu nez 5,21
t/ha po introdukci resistence. Udavana primérnd redukce HZK v disledku napadeni ptivodci
téchto listovych chorob je 16 %; pfi dosazeni rezistence je to vSak 9,6 % (tj. o vice nez 40 %
nizsi redukce, viz odstavec 1.2.). Na zéklad¢ téchto Uidajii pak lze kalkulovat s primérnym
vynosem 5,38 t/ha.

27



Dalsi ekonomicky zavazné hledisko je zminéna uspora financnich prostfedkt v disledku
omezeni aplikace chemickych ochrannych prostfedkii po dosazeni kombinované rezistence
k ptvodcim listovych chorob (a to minimalné o jeden postiik). Ekonomicky to pfedstavuje
finan¢ni usporu cca 700 K¢ na 1 ha. Dosazeni vysoké rezistence je také piedpokladem pro
pouziti odridy v ekologickém zemédélstvi. Obtizné ekonomicky zhodnotitelny, ale ve své
podstaté nejzavaznéjsi, je piinos pro ochranu zivotniho prostiedi.
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