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Hnédé skvrny na je¢menech mohou byt zptisobeny mnohymi pfi-
¢inami: mlze se napf. jednat o skvrny zplsobené fyziologickymi
procesy a zménami v rostling, ale také ptivodcem mohou byt mno-
a hnéda skvrnitost (anology v angli¢tiné jsou net a spot blotch), pfi-
¢emz pod spole¢nym ,spot” jsou obvykle zahrnuti dva houbovi
plvodci: jednim z nich je Drechslera teres f.sp. maculata a druhym
Drechslera sorokiniana (Helminhosporium sativum). Klasicka sito-
vita skvrnitost je zpusobovana houbou Drechslera teres f. sp. teres
(Helminthosporium teres a Pyrenophora teres (Died.) Drechs.). Ctve-
fici podobnych houbovych patogen( uzavira pruhovitost je¢n4, kte-
rou podminiuje Drechslera graminea (Helminthosporium gramine-
um). Ta je od vy$e uvedenych listovych onemocnéni nejsnadnéji
rozpoznatelna — protahlé symptomy vedou po celé délce listové
Cepele a jednoznacéné vychazeji uz z pochvy. Pozdéji zpusobuje
rozstépeni listové Cepele. Pokud napadne rostlinu je€mene v ran-
né fazi, ta obvykle nevymeta. Podobné jsou symptomy sitovité skvr-
nitosti s tim rozdilem, Ze houba nekrotizuje listové pletivo i napfic
pres nervaturu (vytvari sitku) a zasadné se jeji symptomy objevuji
nej¢astéji v horni treting listové ¢epele. Ostatni uvedeni pavodci
zpusobuji vétSinou ovalné a nepravidelné skvrny na listech.

Podle symptomu Ize tedy predbézné urcit plvodce, bez mikro-
skopického rozligeni konidif to ale nikdy nemtzeme ucinit s napros-
tou jistotou. Existuji vSak metody, které vychazeji z principu rozdil-
nosti DNA jednotlivych patogen(. Presnéji feCeno tyto metody se
v posledni dobé vice i méné Uuspésné vyvijeji. Na tuto problemati-
ku byl zaméren projekt ,,Vyvoj metody pro kvantifikaci houbovych
patogent na bazi Real time PCR*, kde cilem bylo propracovat

novou metodu pro druhové specifickou kvantitativni detekci hou-
bovych patogent v listovych pletivech hostitelskych rostlin. Vyse
uvedené houby poslouzily jako modelové organismy.

V ramci tohoto projektu byly vysévany a hodnoceny registrova-
né odrudy jarniho je€mene jak ve sklenikovych podminkéach, tak
v podminkach pfirozené polni infekce. Primarnimi na téchto poku-
sech byly sbéry infikovanych pletiv pravé pro ucely projektu. Sekun-
darné byly vyseté materidly hodnoceny a jejich reakce porovnava-
ny v jednotlivych ro¢nicich.

V letech 20022004 byly tyto odrtdy vysévany ruénim vysevem
do hnizd ve tfech opakovanich. Termin vysevu byl vzdy volen
pozdéjsi oproti béznému agrotechnickému terminu z divodu vétsi
jistoty infekce sledovaného patogena. Predplodinou byla cukrovka.

Lokalita Kroméfiz se nachazi v nadmorské vysce 235 m a patfi
k teplému, mirné suchému klimatickému okrsku, v feparské vyrob-
ni oblasti. Primérna ro¢ni teplota je 8,7 °C, pramérny ro¢ni thrn
srazek €ini 599 mm, s maximem v ¢ervenci a v srpnu a minimem
v Unoru. Ptdni typ je ¢ernozem luvizemni. Pudy jsou prevazné vel-
mi hluboké, s pIné nasycenym sorpénim komplexem a neutralni
reakci.

V roce 2002 nebyla v pokusech zaznamenana vyznamna infek-
ce. Bylo provedeno jediné hodnoceni, a z toho vyplynulo, Ze nej-
nachylnéjsi odrida studovaného sortimentu, nachylna kontrola
Beate, je v pokusu témér bez vyskytu patogena. Byl pouze zazna-
menan jeho vyskyt, coz bylo hodnoceno znamkou 8 v ramci boni-

Graf 1: Poradi odriid podle reakcik pfirozené infekci Pyrenophora teres v letech 2003-2004 na lokalité KroméFiz
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taéni stupnice 9-1, kde stuperi 9 predstavuje materialy bez napa-
deni a znamka 1 je pridélovana materialim, jejichz listové ¢epele
byly patogenem poskozeny na 75-100%. V jednom opakovani byl
vyskyt hodnocen znamkou 7. Ostatni odriidy zUstaly bez vyskytu
patogena.

Materidly vyseté v letech 2003-2004 byly jiz vystaveny silnému
infek€énimu tlaku. Béhem vegetace bylo provedeno troji hodnoce-
ni pomoci uvedené stupnice. Prvni hodnoceni, které pfedchazi,
pouze zaznamenava u odrudy prvni vyskyty patogena.

Vysev dvaceti osmi vybranych odrid ze sortimentu jarnich jec¢-
menU a dvou kontrol (rezistentni Cl 739 a nachylna Beate) byl pro-
veden dne 17. 4. 2003. Béhem vegetace byla provedena hodno-
ceni v terminech 20. 6., 25. 6. a 9. 7.2003.

V roce 2004 byl pokus vyset dne 23. 4. Hodnoceni byla prove-
dena v terminech 8. 6., 23. 6., 1. 7. a 17. 7. Nutno poznamenat, ze
infekéni tlak patogena v roce 2004 byl znaény, ale vesmés se pro-
jevil az v mésici Cervenci. Hodnoceni jednotlivych odrid se snizilo
od druhého ke ¢tvrtému terminu o 3-4 stupné. Celkové mozno kon-

infekénim tlakem jsou napadeny skvrnitostmi, a to az na uroven
néachylné kontroly. Je tedy skutecné nutno obratit pozornost ke
zdrojum rezistence ke skvrnitostem a zameéfit se na Slechténi odrid
s kombinovanou odolnosti. Tim je mySleno nejen k obligatnim
a fakultativnim patogentim, ale jak jiz bylo vy$e napsano, kazda ze
skvrnitosti ma ,,svou® DNA, tudiz i kazda z uvedenych skvrnitosti
ma ,své" zdroje odolnosti.

Na prvnim misté je vS8ak nezbytna znalost téchto houbovych
patogentl, schopnost jejich rozlieni a znalost jejich specifického
chovani k rostlinnému hostiteli. VySe zminéné metody jdou jedno-
znacné k tomuto cili. Metodou vhodnou k studiu vnitro a mezidru-
hové variability hub je AFLP (Amplified Fragment Length Poly-
morphism), ktera je zalozena na analyze restrikénich fragmentt
pomoci PCR se znaenymi specifickymi primery (Vos et al. 1995).
Na naSem pracovisti jsme pro analyzu AFLP pouZili systém restrik¢-
nich enzym( Msel a EcoRlI a selektivnich Msel a EcoRlI primer(
s pfesahy 2 nt. Analyzou produktd selektivni amplifikace, tretiho
kroku AFLP analyzy, u 32 genotypt s 11 primerovymi kombinace-
mi bylo detekovano 1247 polymorfnich signal(i. Aplikaci programu
RAPDALG (Armstrong et al. 1994) byly ziskany relativni genetické

na bylo u vétsiny studovanych odriid zaznamenano
i vétSi napadeni (u 20ti odrGd) nez v roce 20083.
U nékterych z nich (Maridol, Forum, Atribut, Akcent,

Respekt, Prosa a Scarlett) bylo napadeni vétsi az 08

o dva stupné, u odrtdy Signal skoro o tfi stupné. os
V péti pfipadech bylo hodnoceni v obou letech totoz-
né (Diplom, Heris, Sabel a obé kontroly: jak rezistent-
ni Cl 739, tak nachylna Beate). V péti pripadech nao- 1]

pak byly odridy nachylngjsi vici studovanému as
patogenu v roce 2003 (Nordus, Madona, Madeira, E
Krona a Atribut). Kone¢na hodnoceni sortimentu o4

odrud jarniho jeémene z obou let byla zprimérovana i o ;.:
a bylo sestaveno poradi podle reakci odrud (graf 1).

Obr. 1: Dendrogram vytvofeny na zakladé dat z AFLP analyzy
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Hvézdic¢ka u jednotlivych odriad v tomto grafu pred- o
stavuje odrtidy jarnich je€ment s vysokou odolnosti a0 {
k dominantnimu listovému patogenu na je€meni, a to E

k padli travnimu (Blumeria graminis f.sp. hordei).
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S vyjimkou odrtdy Heris se tyto odriidy nachazeji ve

druhé poloviné Zebfitku odolnosti k sitovité skvrnitosti je€mene. Je
patrné, Ze témto odridam nepostacuje ,,dobra geneticka vybava“.
V ro¢nicich jako byl pravé uplynuly — 2004, kdy odrdy zdarné pro-
jdou tu ¢ast vegetace, ktera se vétsinou vyznacuije nizsimi teplota-
mi potfebnymi pro vyvoj padli, nastoupi o néco vyssi teploty a vege-
tace se diky i napr. vy88im srazkam prodlouzi, teprve pod silnym

vzdalenosti. Dals§im zpracovanim dat programem STATISTICA byl
ziskan odpovidajici dendrogram (Obrézek 1). Jednotlivé vétve dend-
rogramu odpovidaji jednotlivym studovanym druh(im, u P. teres je
mozné rozliSit i obé formy spot a net. Je mozné vidét i variabilitu
izolatu v ramci jednoho druhu ¢i formy houby rodu Pyrenophora,
coz odpovida jak zkuSenostem fytopatologu, tak i publikovanym
vysledkim (Campbell et al. 1999; Jonsson et al. 2000; Wu et al.
2002). Z dendrogramu ddle vyplyva, Ze Ize na zakladé polymorfis-
mu restrikénich mist rozli$it studované druhy rodu Pyrenophora
a Ize tedy tuto metodu pouzit k ziskani druhoveé specifickych mar-
keru.

Fragmenty specifické pro zvoleny genotyp, v nasem pripadé for-
mu patogena P. teres, byly izolovany, klonovany do pPCR Script
Amp SK (+) klonovaciho vektoru a sekvencovany. Na zakladé zis-
kanych sekvenci byly pomoci programu Primer Expres navrzeny
specifické primery (LeiSova et al. 2004). Pro detekci pfitomnosti
P. teres f.ssp. teres byly navrzeny markery PTT471h,
PTT429g a PTT3309i, velikosti amplifikacnich produktt maji délku
91bp, 93bp a 81bp. Pro detekci P. teres f.sp. maculata byly navr-
zeny markery PTM494d, PTM494d7 a PTM348j, s amplifikacnimi
produkty o délkach 161bp, 379bp a 66bp. Navic byly navrzeny pri-
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mery PT194m a PT139m s amplifikac¢nimi produkty o velikostech
194bp a 139bp na zakladé sekvence ITS | oblasti. PCR s témito pri-
mery v8ak neposkytuiji specifické signaly rozliSujici spot a net for-
mu P. teres.

Po optimalizaci PCR reakci se specifickymi primery byla testo-
vana jejich specificnost. Analyza produktti PCR reakce ukazala, ze
pro detekci Pyrenophora teres f.sp. teres jsou specifické pouze
markery PTT471h a PTM348). Marker PTT429g poskytuje amplifi-
kacni produkt u obou forem P, teres. Pro detekci P, teres f.sp. macu-
Jata se ukazaly byt vhodnymi markery PTM494d a PTM340i. Mar-
ker PTM379d7 poskytuje signaly u obou forem P, teres (Leisova et
al. 2004).

Markery specifické pro spot a net formu P. teres vyvinuté v rdmci
tohoto projektu byly pouzity pro detekci P. teres f.sp. teres a P. teres
f.sp. maculata v listovych pletivech hostitele po umélé inokulaci.
Vysledky jasné prokazaly, ze Ize pomoci nich specificky detekovat
jak spot, tak i net formu P, teres v listovych pletivech hostitele.

Dale byly vyvinuty markery a optimalizovana metodika pro kvan-
titativni detekce P. teres v listovych pletivech hostitele pomoci Real-
time PCR. Vysledky detekce, provadéné metodou Real-time PCR
presnéji odpovidaji mife napadeni hostitele patogenem nez jak je
tomu u vizuéliniho hodnoceni miry napadeni podle velikosti a po&tu
symptomU na listech.

Oba pristupy detekce patogena (kvalitativni i kvantitativni) v ple-
tivech hostitele mohou byt vyuzity pro studijni ucely, ale hlavné
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Hubeni v8ech vyznamnych plevell v obilninach
(Hefmanky, rmeny, svizel, mak, chrpa, ptacinec, merliky, rdesna,
laskavce, pchag, stoviky, vydrol fepky a ostatni brukvovite,
pelyriky, mléce a dalsi dvoudél. plevele)

Univerzalni pouziti v obilninach, kukufici a travach na semeno
Spolehliva Gcinnost na merliky

Moznost mnoha kombinaci proti chundelce
(Treflan, Monitor, Attribut, Tolkan, Lentipur, Syncuran a dalsi)

C‘.echy: 602 248 198, 602 275 038, 602 217 197
Morava a Slezsko: 602 523 607, 602 571 763

v zemédélské praxi vSude tam, kde je tfeba rozliSit spot a net for-
mu P. teres, i kde je tfeba kvalifikované odhadnout miru napade-
ni rostlin pro naslednou aplikaci fungicidu nebo pro dalsi ochranu
porostu jemene.

NAZV QC 1361 - Vyvoj metody pro kvantifikaci houbovych pato-
genu na bazi RealTime PCR (2001-2004)
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