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Uplatnéni novych poznatki o braniénatce pSenéné (Mycosphaerella graminicola)
v zemédélské praxi a ve Slechéni na rezistenci
Cilem metodiky je najit upla#émi novych poznatk o branénatce pSekné ziskanych ip
feSeni projektu NAZV ve Slechtitelské a zel¥iské praxi. Vysledky, které byly ziskanyip
hodnoceni rezistence ddf, upozofiuji na velkou prornlivost v odfidové reakci na
napadeni houboMycosphaerella graminicola. V prabéhu feSeni projektu byla vyt¥ena
sbirka izolal tohoto patogena #znych oblastiCR, ktera je trvale uskladna (-25°C
a -80°C) a mZe slouzit k dalSimu vyzkumu nebo ve Sleatna rezistenci. Jako mozné
zdroje rezistence k napadeni btawritkou pSernou byly identifikovany #které staré
krajovéceské a slovenské adty. Rozdily v Urovni rezistence byly prokazany wcssnych
registrovanych odid a odfid rozStenych na zaklad Spol&ného katalogu EU. Metodika
piinasi 2 praktické postupy: 1/ popigsepného hodnoceni rezistence v polnich podminkach;
2/ postup vyuzitelnyifp ziskani izolat a testovani jejich virulence na listovych segmemte
Kli¢ova slova brantnatka pSertna; pSenice; vyskyt; zavaznost choroby; zdroje
rezistence; metody hodnoceni; izolaty.

Application of new knowledge of Septoria tritici blotch (Mycosphaerella graminicola)
pathogenicity in agricultural practice and resistarce breeding

In this methodology it was described incidence eptSria tritici blotch in different areas
of the Czech republic.There were detected highedifices in the cultivar response to
infection withM. graminicola which could be explained by high genetic diversitpathogen
populations and their rapid adaptive evolution (aeable gene for gene relationships)
Monitoring of M. graminicola in different regions enabled to obtain large cditet of
isolates that can be progressively used in researdhesistance breeding. Possible sources of
resistance were detected among current bread wh#atars and ancient Czech and Slovak
cultivars and landraces.

The methodology brings two practical applicatiohé:Precise method of evaluation of
disease incidence (cultivar resistance) in fielchdittons 2/ Detailed description of the
isolation of pathogen races (sampling of isolase®) evaluation of their virulence.

Keywords: Septoria tritici blotch; wheat; disease seveuwdyd incidence; sources of
resistance; isolates.
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Uplatnéni novych poznatkhi o braniénatce pSentné (Mycosphaerela
graminicola) v zenmédélské praxi a ve Slechéni na rezistenci

|. CIL METODIKY

Metodika shrnuje vysledky dosazenié f@Seni projektu NAZV QH 81284 ,Genotypova
diverzita a morfologicka variabilita populatéycosphaerella graminicola, identifikace gef
rezistence psenice a studium obrannych reakci ywditv v kontrole brarinatky pSeniné“
které se daji vyuzit ve Sle¢hi, vyzkumu a v fipac Udaji o rezistenci satasnych odid i
piimo v zenddélské praxi pi péstovani pSenice.

II. VLASTNI POPIS

1. Uvod

Mycosphaerella graminicola je houbovy patogen &skym nazvem brafmatka pSerna
zpasobujici vyznamnou chorobu nazyvanotktevand listova skvrnitost pSenice (septoriova
skvrnitost pSenice). Tato choroba za vhodnych paodki(vihko, deové srazky a nizsi
teploty) mize zmisobit u pSenice ztradty na vynosu 30 az 50 %. Bremtka pSerna je
v souasné dob v Ceské republice, podobnjako v zapadni Evrap nejrozsfensjsim
puvodcem hadych listovych skvrnitosti. Podle dosavadnich ptizinaétSina odiid pSenice
péstovanych vCeské republice vykazuje k této chokobachylnost az stdni rezistenci.
Slech&ni na odolnost k této chordhje pon¥rné obtizné. Casté pohlavni rozmnoZovani
umoZiuje patogenu snazergkonavat rezistentni mechanismy rostlirfjzpisobovat se
novym podminkam nebo vyvijet rezistenci k novym mkéam fungicidi (Stukenbrock &
McDonald, 2008). Vysledky genetickych studii ukazde &innou Slechtitelskou strategii
s trvalejSim efektem fize byt kumulace vicaiznych geii rezistence$b geni). Dosud bylo
uréeno sedmnact génrezistence §bl — Sb17). Gen rezistence ozéeny Sbl, ktery byl
pienesen z odd Oasis a Sullivan, je dominantni a je povazovadi@aahodols U¢inny. Tento
gen si zachoval dlouhod®hkinnost viadk rozSfenych odid pSenice nap v USA. Geny
rezistencesh2 a b3 byly objeveny v odidach Veranapolis a Israel 493. V od¢ Kavkaz
byly spolu s genygb6 a Sb7 nalezeny nové dva geny ozeaé3b10 a Sbl2. Tato odfida
vykazuje i vysokou polni odolnost. Ge&b13 a Sh14 byly nalezeny v odrdé Salamouni,
genbl5 byl nalezen ve Svycarske ade Arina (DrabeSova 2012).

V Evrops jsou povazovany za odolné édy Arina a odiida Hereward, abs genen&tb6,
jako zdroje rezistence jsou ra¥n vyuzivany odidy Milan a Senat. ¥Sina u nas
péstovanych odrd je k braninatce pSené stedrg rezistentni/sedre nachylna. Jako u
jinych chorob nemusi byt rezistence trvald, jelikpdpulaceM. graminicola je geneticky
velice variabilni, geny rezistence jsotinné zpravidla jen ké&kterym patotym, které se
v populaci vyskytuji. Vzhledem k rychlé ztatezistence zalozené monogérse vyzkum
v posledni dob zanefil na rezistenci kvantitativni. VyuZziti ofidové rezistence je obetn
povazovano za ekonomicky i ekologicky nejvh&@8nochranné op#gni. Odiidovy efekt na
zajisSeéni ochrany se nemusi vzdy vyr&zprojevit, vzhledem k Siroké genetické variabilit
tohoto patogenu nemusitifpmné geny zakiovat ochranu proti vSem vyskytujicim se
patotypim. Fredpokladem usg$ného Sleckni na odolnost je dostupnost a ¥ylyhodnych
zdroja rezistence. Z nasSich pokusyplynulo, Ze nejéinnéjSi k napadenM.graminicola jsou
genySb4, Sb6 a Sb2. Odridy, které gktery z €chto geri nesou, vykazuji nejvyssi odolnost
a lze je doportit jako zdroje pro Slechhi na rezistenci (n&podiida Arina). Vzhledem k
rychlé ztrat rezistence zaloZzené monogeémse vyzkum v posledni délzantiil na rezistenci
kvantitativni. Vyznamné vysledky ve Sle¢hi pSenice s kvantitativni rezistenci M.
graminicola nedavno demonstrovali Risser et al. (2011).



2. Zakladni poznatky ziskané pi feSeni projektu NAZV QH 81284
2.1. Vyskyt patogenu a jeho diverzita

Ziskané vysledky ze sledovani vyskytu a intenzitgroby v fiznych oblastech ukazaly
na velkou variabilitu v jednotlivych letech a v jedlivych regionech sledovani. Byla
potvrzena zavislost vyskytu bré&natky pSeniné na klimatickych podminkach. ZvySeny
vyskyt byl opakova# zaznamenan v oblastech s vy33i nagkmu vySkou (Usti nad Orlici a
Humpolec). Napadeni jednotlivych @dr bylo silré ovlivnéno lokalitou, coz nazraje, Ze
v jednotlivych regionech se virulence populdde graminicola mize zn&né odliSovat. B
feSeni tohoto projektu byla ve VURYV, v.v.i. vytema kolekce cca 860 izolapochazejicich
z riznych oblastiCR. Izolaty mohou slouzit k dal$imu vyzkumu nebo Slechtni na
rezistenci.

Obr. 1. Pyknidy ve skvenzpisobenéVl. graminicola.

96 vybranych izoldt bylo zahrnuto do kolekce 192 izalateprezentujicich té#h celou
Ceskou republiku, kterda byla vytiena pro studium genetické diverzily. graminicola
(DrabeSova 2012). Tato pracéegstavuje prvni popis popdla struktury M. graminicola
v CR zaloZzeny na mikrosatelitnich markérechi. gorovnani populacCeské republiky art
dalsich zapadoevropskych zemi (Svycarsko, VelkdaBie a Nmecko) byla objevena
v ramciCR porerné velka diverzita. Toto zji&hi souvisi s prokazanou variabilitou napadeni
odrad v miznych oblasteciCR a ukazuje na nutnost dostat& variabilniho inokula pro
infekeéni testy pouzivané ve Sleéht oditid pSenice.

2.2. Detekce zdraj rezistence

StarSi odnidy
V ramci feSeni projektu byla&ovana pozornost rezistenci édr Jako mozné zdroje

rezistence M. graminicola byly prowieny staré krajovéeské a slovenské adty i nékteré
zahranini odiidy. Jednalo se o oriesta prizkum provedeny za wtych laboratornich
podminek dle metodiky popsané v publikagicWet & Vojakova (2005), ktery &l nazn&it
moznosti hledani novych zdioyezistence. Jako diferenéid izolaty M. graminicola byly
pro testy zvoleny CRI0O007, CRI0016 a CRI0002.

Pokusy ukazaly rozdilné reakce zkouSenyclidaia pouZzité izolati. graminicola. Nizké
napadeni $ pouziti vSechif izolati vykazovaly napp odiidy Bwianska 316/515, Hanacka
osinatd, Hospoddezosinna, Kasticka bilad km. 100, Kastickégivka km.12 a Sklienka.

Souwasné odidy

Odolnost sotasnych odid p3enice (registrovanych GR i psstovanych na zéakl&d
Spol&ného katalogu EU) byla hodnocena na Méraa 4 lokalitach. Na zakladpiresného
hodnoceni (bodové hodnoceni stupnici 9-1 a % nayp&te hornich pater lis) v ro¢nicich
2010 a 2011 (viz Tabulka 1) bylo zgab, Ze rozdily v Grovni rezistence zkouSenychaddr
nejsou pilis velké. NizSi napadeni bylo u nasledujicichiddAladin, Bohemia, Citrus, Elly,
Etela, Nikol, Orlando, Preciosa a Sakura. Vice dapg byly odiédy Akteur, IS Karpatia
a Meritto.



Tabulka 1 Udaje o odolnosti adf pSenice ozimé klycosphaerella graminicola na zéaklad
hodnoceni rezistence na Moéava 4 stanovistich v &aich 2010 a 2011

Rocnik 2010 2011 Pramer

© Bodové hodnocerpi % [Bodové hodnocey % |Bodové hodnocelji %

3! (9-1; 9 nejleps (9-1; 9 nejleps (9-1; 9 nejleps

B 5 5 5 5 5 5
Odriide = Q Q Q a Q o
Akteur 2004 5,7 37 6 25 59 31
Aladin 2010 7,8 18 7 14 7,4 16
Altigo 2007 7.8 17 6 20 6,9 18,4
Bagou 2009 7 26 7 10 7,0 18
Bakfis 2008 6,1 35 7 12 6,6 23.%
Baletka 2008 6,4 32 7 12 6,7 22
Biscay 2005 5 45 7 13 6,0 29
Bohemia 2007 7 25 8 7 7,5 16
Citrus 201( 7,3 24 7 10 7,2 17
Cubus 2004 6,4 32 7 12 6,7 27
Dromos 2006 6,8 27 6 27 6,4 21
Elan neregistrovana 7 26 8 9 7,5 175
Elly 2010 7,1 23 7 11 7,1 17
Etela 2006 7,3 22 8 9 7,7 15,p
Eurofit 2006 6,3 34 6 17 6,2 25.%
Federer 2009 6,6 29 6 16 6,3 22|5
Grandior neregistrovaga 6,8 27 7 14 6,9 20,5
Henrik 2010 6 35 9 2 7,5 18,5
Hermann 2007 6,3 33 8 4 7,2 18
Hybnos 1 neregistrovapa 5,8 39 6 1p 59 7
Hymack neregistrovaga 7,3 23 6 18 6,7 24,5
Chevalier 2010 6,8 27 8 8 7.4 17p
IS Agape neregistrovapa 6,5 30 8 3 7,3 14,5
IS Karpatia neregistrovapa 7 27 5 3 6,0 3
Jindra 2010 6,6 30 7 12 6,8 2]
Josef neregistrovapa 5,3 43 8 6 6,7 24,5
Kerubino 2007 7,5 18 6 16 6,8 17
Ludwig 2000 6,8 27 8 5 7.4 16
Meritto 2003 55 39 6 24 5,8 31L%
Mulan 2007 6,3 32 8 7 7,2 19,
Nikol 2008 7,1 24 8 12 7,6 18
Orlando 2008 7,5 21 8 12 7,8 16,p
Pannonoa NS 2010 6,7 29 8 8 7.4 14,5
Potenzial neregistrovaha 6,2 33 7 1p 6,6 225
Preciosa 2009 7,6 19 7 15 7,3 17
Premio neregistrovaga 6,2 34 6 1y 6,1 23,5
RW Nadal 2010 7 25 6 24 6,5 24.b
Sakura 2007 7,5 21 7 12 7,3 16}5
Secese 2009 6,3 33 8 9 7,2 21
Seladon 2009 5,7 39 7 12 6,4 25]5
Sogood neregistrovaha 6,8 27 8 4 7,4 13,5
Solution neregistrovaga 6,5 30 5 24 5,8 2)
Sultar 200¢ ’I 6,8 27 7 12 6,8 19,5




3. Metodické prinosyieSeneho projektu

Presnd metoda hodnoceni v polnich podminkach nadpistatani v pripadc, Ze je
tieba stanovit nespecifickou rezistenci, kter@zenzajifovat vysSi Urowvie rezistence. Ve
Slechtitelském procesu nenéZoe vyuzivana pedevSim pro vysokou pracovni némost.
Dale metodika Ppnési postup vyuZitelnyipziskani izolat a testovani jejich virulence na
listovych segmentech.

3.1. F‘esna metoda hodnoceni napadeni oild v podminkach pFirozené infekce

Hodnoceni je provasho uctyt hornich listt hlavnich stébel u 15 nahataybranych
rostlin z porostu 2x v jibéhu vegetace (v d@bsttedu a koneéné fazi vyvoje
choroby). Gilezité je, aby 4 horni listy byly zelené. Hodndzié od p@éatku kveteni
(BBCH 61) azZ po rahvoskovou zralost (BBCH 83).

Je hodnoceno procento vyskytu typickych skvrn snpdmi, tj. primarni Siroce
ovalné, syiji zelené skvrny, které sergistavaji se nepravidelnymi, rychle zasychaji,
a na napadeném pletivu se fivonozstvi plodriek houby, viditelnych jako drobné
cerno-hredé te&ky, zpisobujici odumirani ligt

Kazdé hodnocené patro lisie charakterizovano pmérem z 15 hodnot a pmérné
procentické hodnoceni jednotlivych pater je nasiesi@teno - jedna se o vyjéehi
kumulativniho sottu.

Vysledny stup# napadeni vychazi ze stupnice pouzivané UKZ@zbez napadeni),
8 (do 1%), 7 (do 5 %), 6 (do 10 %), 5 (do 25 %)dd 35 %), 3 (do 50 %), 2 (do
70 %), 1 nad (70 %).

3.2. Postup vyuzitelny @i ziskani izolati a testovani jejich virulence na listovych

segmentech

Ziskani izolati

Mycosphaerella graminicola vytvéi na listech sitle zelené skvrny, které pogd
Zloutnou az h&dnou. Skvrny jsowasto protahlé a podél Zilnatiny se na nichitvo
tmavé pyknidy, které jsou pozorovatelné i pouhynerok Diky nim je patogen
pomérné snadno identifikovatelny v polnich podminkach oadil od jinych druf
(Pyrenophora tritici-repentis, Phaeosphaeria nodorum), které vyzaduji mikroskopic-
kou determinaci.

Listy napadenéMWl. graminicola odebrané na poli se nalepi na podloznickéli
s popisem a viozi do Petriho misky na mokry fitapapir (24 hodin, teplota cca
17°C, girozené swtlo nag. v laboratdi). Druhy den je z pyknid steriénodebrana
masa vytldovanych spor miéé barvy a umisha na Petriho misky s PDA
(bramboro-dextrézovy agar dostupny v prasku). Akgayknidy je vytvéen 1 izolat.
Odbér probihd pod binokularni lupou. Petriho misky $eZzv do termostatu, kde je
teplota 17°C, 12 hodin stla.

Pro snizeni rizika kontaminaci je vSak lepSi proy&s/rchovou sterilizaci listu - 3
min v 1% roztoku dezinfakiho gipravku (SAVO) se sni@&dlem (Tween 20 — 1
kapka/100 ml), 3 krat promyt ve sterilni destilogarod, osusit filtr&nim papirem a
umistit do sterilnich vihkych kotmek. Poté inkubovat za stejnych podminek, viz
vyse.



Obr. 2. Detail napadeni adty Kanzler na podlo%nim skku

Izolaty M. graminicola jsou déale zatkovany do kvasnico-sladinového bujonu (YM)
do Erlenmayerovych b&k a umisti se na ratai trepatku na 5 dni f teplo& 16-17
°C, denni s#tlo. Poté se 1 ml suspenze napipetuje na Petritgkums kvasnico-
sladinovym agarem (YMDA) a rozet Misky jsou inkubovany 5 dniigeplo& 17°C,

12 hodin s¥tla. Vzniklé spory se steriénseSkrabnou do sterilnich kryo zkumavek se
silikagelem a jsou trvale ulozeny do teploty -20, f@arové do sterilnich kryo
zkumavek bez silikagelu do teploty -80 °C.

Testovani virulence izolat

Virulence ziskanych izolat byla testovdna na listovych segmentech ¥lyain
podminkach podle metodiky Arraiano et al.,, (200ktfgra byla modifikovdna pro naSe
podminky (\&chet & Vojakova (2005):

Nejprve se vyseje testovaci sortiment pSenice. Bstovaciho sortimentu jsou
zarazeny odidy pSenice se specifickymi geny rezistence, O&bi4d, Nova-Prate&b

2, Veranopolisb2, Israel 4933b 3, CleoTadornaStb 4, Hereward, Shafir, Sen&tb

6, Arina Sb 6,15, Estanzuelé®b 7, Kavkaz-K4500b 6,7,10,11 a jako nachylna
kontrola Galaxie.

Rostliny jsou gstovany v klimaboxechipteplog 18 — 20 °C d.6 hod. s¥tla. Cca 5
dni ped odirem listovych segmeiitse zaokuji izolaty do kvasnico-sladinového
bujonu (YM). Ripravi se plata s vodnim agarem s benzimidazolemml4”dnech od
vysevu se provede infekce. Hustota inokula (YM bujése upravi na 1xI€por/ml.
Ze stedi prvnich listi se Ziletkou viiznou listové segmenty a vloZi se na plata, kazda
odrida ve 4 opakovanich. Bra&niatka ma dlouhy infaini cyklus, proto je nutné
konce segmefitzakryt agarem. Z plata, které je rélmho na Sest poli, se z kazdého
policka vyfiznou podéln stredy, které se dale j&Sgednou podélé roziznou a ulozi
na kazdou stranu poka a tim se zakryji konce segmie(iiz obrazek).
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Obr. 3. Zfisob ukladani listovych segménta vodni agar

Takto gipravené segmenty séimo infikuji postikem (rozpraSow suspenzi spor. Plata

s listovymi segmenty se umisti do klimaboxu, kdeejglota 16 -18 °C a 12 hodin&ha a
vlihkost alespt 80 %. Hodnoceni probih&a ve dvou terminech. Pren2p dnech a druhé po
28 dnech. Hodnoti se procenticky plocha napadést segmentu.

Slozeni pouzitych medii:

kvasnico-sladinovy bujon (YM)
kvasnicovy extrakt 4g/l
sladinovy extrakt  0,5g/I

kvasnico-sladinovy agar (YMDA)
kvasnicovy extrakt 4g/l
sladinovy extrakt  4gl/l
dextroza 4g/l

agar 154/l

vodni agar s benzimidazolem
Agar 109/l
10% roztok benzimidazolu 100 ml

VSechna media se sterilizuji 20 mirii p20 °C.

4. Pfinos novych poznatki — porovnéni s dosavadnimi metodami

Byly ziskany originalni Gdaje o variabditpopulaceM. graminicola vyskytujici se na

uzemi CR. Pro pedpowd vyvojového potencialu patogenu je znalost genétisiuktury
populace velice wezitd. Analyza provedend pomoci mikrosatelitnicarkei odhalila ve
vSech¢eskych populacicM. graminicola vysoky stupg genetické diverzity. Tato informace
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ukazuje na pdéebu zajisni dostatén¢ divergentniho inokula pro polni infeki testy.
Z hlediska tvorby novych ofld se zvySenou rezistenciMk graminicola vysledky ukazaly,
Ze vzhledem ke zji8hé zn&né promgnlivosti patogena krogntesti s unglou infekci méa
velky vyznam i multilokalitni hodnoceni Slechtiteygh materidl v riznych podminkach
podmiiujicich rozvoj patogena aighi infekce. Jedintak lze co nejfesrgji vyhodnotit
arovei rezistence zkouSenych matetial vybrat odiidy vykazujici vysoky stuperezistence
v riznych podminkach (lokalitach), coz ma vyznam jak gpravnou klasifikaci oddy i pro
zajis€ni ochrany v pstitelské praxi.

Presné hodnoceni v polnich podminkach rag8i moznosti charakterizovat Urave
rezistence odid. Zarove: presré popisuje rozvoj a &ni choroby v porostu a tedyiegiuje
dobu, kdy Ize chorobu nejiinngji potlacit fungicidy.

I1l. SROVNANI NOVOSTI P RiSTUPU

Krome originalnich udaj o struktie populaceM. graminicola piindSi metodika detailni
postupy hodnoceni napadeni rostlin a postup vyo¥itgri ziskani izolai. V ramcitreSeni
projektu byly ziskany izolaty charakterizované izéklad molekularni analyzy, které mohou
byt vyuzity ve Slechini i ve vyzkumu.

IV. POPIS UPLATNENE CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je uéena pedevSim Slechtitelskym pracovistim. Potencialni 2itfjuma i
v dalSich experimentalnich oblastech. Udaje o terze odfid mohou slouzit fimo
zemedelské praxi pro zajighi (€inné ochrany.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Predpokladané ekonomickéiposy jsou obtizavygislitelné. V sodasné dob je v Ceské
republice stale nejpouzivgsi ochranou protM. graminicola aplikace fungicid. Vyznam
zvySeni rezistence ailt se vSak zvySuje s planovanym zakazem pouZivékienych
fungicidnich gipravki (Cinnych latek) — viz. Sirnice Evropského parlamentu a Rady
2009/128/ES ze dne 2Fijna 2009. Vtomto kontextu se jevi jakaileZité dosazeni
kombinované rezistence ke vSem zavaznym chorobamtnév M. graminicola). Pokud
zvazujeme fimo ekonomické finosy, pak pro vypeet zisku musime vychéazet z rozdilu
mezi navySenym vynosentigkombinované rezistenci vidledku omezeni ztrat (5,21 t/ha) a
stavajicim vynosem v zamklské praxi (5 t/ha). Na zakladéto kalkulace réni zisk¢ini 125
541 tis. K.
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