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I. CiL METODIKY

Cilem metodiky je popsat postup a vyuZiti molekuldrni metody real-time PCR
pro kvantitativni detekci DNA pUvodcu stéblolamu v pletivech pSenice ozimé
pro potreby Slechténi a odrlidového zkuSebnictvi. Metodika se opira o vysledky
odréidovych pokust provadénych v letech 2018-2019 v rdmci testovani UKZUZ.

Il. VLASTNi POPIS METODIKY

1. UVOD

Houbové choroby bazi stébel obilnin se vyskytuji kazdorocné a v oblastech
intenzivniho péstovani obilnin byvaji ¢asto problémem i v suchych rocnicich,
jakym byl napt. rok 2018. Patogeny prezZivaji v padé déle nez 3 roky a mohou
zpusobit az 40% ztraty na vynosech. Pfi napadeni prorlistd houba stéblem,
dochazi k oslabeni rostliny a naslednému polehani, jsou ucpavany cévni svazky
a stéblo predcasné dozrava (béloklasost). Jednda se o komplex chorob pat
stébel, z nichz nejvyznamnéjsi je stéblolam, jehoZ plvodci napadaji pSenici,
je€men, Zito, ryzi a tritikale. PGvodce stéblolamu byl poprvé publikovdn pred
vice nez 100 lety jako Cercosporella herpotrichoides Fron (Fron 1912).
V soucasné dobé jsou zndmi dva plvodci stéblolamu Oculimacula yallundae
(Wallwork et Spooner) Crous et W. Gams a Oculimacula acuformis (Nirenberg)
Y. Marin et Crous. Oba druhy maji stejny Zivotni cyklus, rozdily jsou vsak v
hostitelském okruhu, morfologii, epidemiologii a reakci k fungicidim. Z toho
dlvodu byly piivodné dvé variety téhoz druhu oddéleny do dvou samostatnych
druhl (Crous et al. 2003). O. yallundae vykazuje rychlejsi narist mycelia
v pletivech pSenice i na umélém zZivném médiu nez O. acuformis. Oba druhy se
vSak Casto vyskytuji spolec¢né na jednom pozemku i na jednom stéble (Palicova
et al. 2018b). Oculimacula yallundae je v CR na p3enici dominantnim druhem
(Palicovd et al. 2018a). Ve svété je vSak patrna variabilita v zastoupeni
jednotlivych druhl v rlznych populacich zplisobend mimo jiné aplikaci
fungicidl s rdznou uUcinnosti k O. yallundae a O. acuformis (Lucas et al. 2000).

1.1. Ochrana psenice proti plivodctim stéblolamu

Ochrana proti stéblolamu je zalozena pfedevsim na vCasné detekci patogenu a
aplikaci fungicid(. Hlavni formou inokula stéblolamu v polnich podminkach jsou
konidie produkované na infikované sldamé (Lucas et al. 2000), které mohou
napadat hostitele od podzimu do jara. Optimalni teplota pro tvorbu konidii je
10 °C. Jiz ve fazi 3 az 4 listd (BBCH 13-14) jsou na rostlindch patrné primarni
symptomy ve formé nespecifickych zahnédnuti bazi stébel tésné nad povrchem



pldy. Pocatkem sloupkovani (BBCH 30-32) je proto doporucovano provést
prvni oSetreni fungicidem, zejména v oblastech intenzivniho péstovani obilnin.

Oba plvodci se lisi citlivosti k u€¢innym latkam fungicidd, coz znaéné komplikuje
ochranu hostitelskych rostlin (Leroux et al. 2013). Méli bychom vidy znat
skladbu druhl na daném pozemku a podle toho cilit ochranu a volit vhodné
pripravky. Toto je vSak technicky casto nerealné a vétSina péstiteld voli
opakované podobné pfipravky na bazi stejnych ucinnych latek. Selekéni tlak
vyvolany castym pouzZivdnim jedné ucinné latky ale mnohdy zpuUsobi vznik
rezistence, coz bylo jiz v CR popsano u latky prochloraz (Palicova et Matu$insky
2019). Dle mezinarodni organizace FRAC (Fungicide Resistance Action
Committee) jsou plvodci stéblolamu fazeni mezi patogeny se stfednim rizikem
vzniku rezistence. V registru pripravkd na strankach UKZUZ je registrovéna celd
fada fungicid(, zdroven vSak dochdzi k restrikcim ucinnych ldtek plsobicich
proti obéma patogenim. Vroce 2020 byla ukonéena platnost nékterych
pripravkd na bazi epoxykonazolu, fenpropimorfu a dalSich.

Vedle chemické ochrany lze redukovat podzimni infekci orbou, pozdnéjsim
terminem seti, stfidanim plodin a vybérem odolnych odrtd.

1.2. Genetika rezistence odrlid pSenice

Dosud byly popsédny tfi geny rezistence k plivodcim stéblolamu: Pchl, Pch2 a
Pch3 a QTL na chromozomu 5A (Burt et al. 2011). Geny Pchl a Pch3 jsou
odvozeny od planych druhl, Pchl od mnohostétu (Aegilops ventricosa) a Pch3
od kosmace hunatého (Dasypyrum villosum). Gen Pchl je nejucinnéjsi, jeho
pritomnost v genomu vede k potlaceni a zpomaleni vyvoje choroby, kli¢eni spor
patogen vSak neovliviiuje (Blein et al. 2008). Do pSenice byl gen Pchl
prenesen jiz v Sedesatych letech minulého stoleti (Maia 1967). Gen Pchl je
v odolnych odridach lokalizovadn v translokaci na chromozomu 7DL. Gen Pch3
je lokalizovan na chromozomu 4V (Murray et al. 1994).

Dalsi gen rezistence ke stéblolamu Pch2 pochazi z genomu staré francouzské
odrlidy Cappelle Desprez. Jeho ucinnost byla znama jiz pred vyuZivanim genu
Pch1, ale pti silném vyskytu stéblolamu neposkytuje dostate¢nou ochranu. Gen
Pch2 je lokalizovdan na chromozomu 7AL (de la Pefia et al. 1996). V odr(dé
Cappelle Desprez byl zjistén také zminény gen rezistence kvantitativniho
charakteru QPch.jic-5A, ktery je ucinny k obéma druhiim rodu Oculimacula jak
u mladych rostlin, tak u rostlin v priibéhu jejich dospélosti (Burt et al. 2011).

U&innost gen rezistence k jednotlivym plvodctim stéblolamu se muze ligit.
Napf. na odridach s genem Pchl se jevi zdvainéjsi O. acuformis nez O.
yallundae. Pokud tedy v populaci prevladne O. acuformis nad O. yallundae,



ucinnost genu Pchl bude nizsi. Naopak gen Pch2 je méné ucinny k O. yallundae
nez k O. acuformis (Burt et al. 2011).

Odrady ozimé pSenice, které nesou gen rezistence ke stéblolamu Pchl a byly
registrované v CR, jsou zndzornény v Tab. 1. Jejich podil je vsouboru viech
testovanych odrld velmi nizky. Nékteré z nich nesou vrodokmenu odrldu
Hermann (napf. Bonanza, LG Imposanto, Partner), jez byla spolu s odriidou
Annie pouzivdna jako odolnd kontrola pfi pokusech ve VURV. Od roku 2019
UKzZUZ rozsifil testovani odolnosti 3$lechtitelskych materiali k houbovym
chorobam také o stéblolam a pokusy probihaji ve VURV.

Odrady s genem rezistence Pch1 maji mirnéjsi symptomy napadeni. VétsSinou se
neobjevuje typicka elipticka skvrna ve tvaru oka, ale skvrny na bazich jsou
neohrani¢ené (Obr. 1) a ve vétSiné pripadl nedochdzi v pozdéjsSim stadiu
k [@mani stébla.

Tab. 1: Odridy ozimé pSenice s genem rezistence ke stéblolamu Pchl -
detekovano STS (sequence-tagged site) markerem Xorw1 (Leonard et al. 2008).

Odrlida Registrace
Annie 2014
Beduin 2011-2019
Bonanza 2015
Floki 2020
Hermann 2007
Hyfi 2016
[llusion 2019
Iridium 2009-2016
KWS Donovan 2020
LG Imposanto 2017
Manager 2007-2017
Princeps 2012
Pankratz 2015
Partner 2016
Proteus 2017
Némecky Bundessortenamt uvadi vroce 2020 v prehledech odrid

(Beschreibende Sortenliste 2020 - Getreide, Mais, Ol- und Faserpflanzen,
Riben und Zwischenfrichte) celkem 44 odrid s nizkou
nachylnosti ke stéblolamu, které mohou mit potencialni vyznam pro nase

Leguminosen,



Slechténi a v ramci Spole¢ného katalogu odrid zemédélskych plodin i pro nase
péstitele. Mezi nimi je 6 odrld registrovanych i u nas: Bonanza, Hyfi, KWS
Donovan, LG Imposanto, Nordkap a Partner. Dalsi odridy s nizkou nachylnosti
ke stéblolamu podle némeckych Udajd nejsou u nas registrované, ale maji u nas
nahlasené mnotzitelské plochy: Campesino (0,02 % ze vSech péstovanych
odrud), Boss (0,05 %), Benchmark (0,13 %), Activus (0,19 %), RGT Aktion (0,31
%), LG Initial (0,35 %) a Rebel (0,9 %). Z této skupiny odrdd ma nejvyznamné;jsi
mnoZitelské plochy u nas odrlida Rebell s genem rezistence ke stéblolamu Pchl
detekovanym ve VURV pomoci STS markeru Xorw1.

Obr. 1: Symptomy stéblolamu na rliznych odriadach ozimé psenice
(zleva Annie — Pch1, JB Asano, Airbus, Fenomen, Viriato, Jindra)

2. PRACOVNI POSTUPY PRO TESTOVANI REZISTENCE

2.1. Inokulacni testy

Ve Slechténi pSenice se v minulosti pouzivaly rizné metody pro hodnoceni
rezistence ke stéblolamu (Wei et al. 2011). Byly vyvinuty ridzné techniky
pfipravy inokula a jeho aplikace na poli (Bruehl et Nelson 1964),
v maloparcelovych pokusech (Palicova et al. 2018c) nebo v rlstovych komorach
(Macer 1966). Polni i maloparcelové testy trvaji celé vegetacni obdobi a pomoci
nich je zjistovana rezistence stébla kinvazi patogenem. Testy v rdstovych
komorach jsou provadény na juvenilnich rostlinach (2-3 mésice) a Ize podle
nich urcit odolnost hostitele k proniknuti patogenu vrstvami listové pochvy.
Oba druhy testl se vzajemné doplnuji a schopnost proniknuti patogenu do
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hostitele neni vZdy v korelaci s naslednou invazi patogenu uvnitf stébla. Proto
je optimalni sledovat obé tyto veliiny (Doussinault 1973).

V polnich podminkach se nabizi pro testy rezistence vyuzZit pozemky
dlouhodobé osévané psenici ¢i je€menem, kde se kazdoro¢né vyskytuji plvodci
stéblolamu, a tudiZ je v pidé pfitomno inokulum patogend na poskliziiovych
zbytcich.

2.2. Molekularni markery pro jednotlivé geny rezistence

Polni hodnoceni i sklenikové testy zalozené na vizualnim hodnoceni jsou
narocné na cas a pracovni silu a vzhledem k zna¢nému vlivu podminek
prostiedi vyZaduji dostatecny pocet opakovdani. Pro ucely selekce odrad
rezistentnich k plavodcim byla proto identifikovana fada molekuldrnich
marker( v uzké vazbé s geny rezistence k stéblolamu (Tab. 2). Molekuldrni
markery pfinaseji moZnost vyvoje elitnich odrid se stabilni a zvySenou
rezistenci s kombinaci vice genu rezistence.

Tab. 2: Seznam molekularnich marker( a sekvenci primerl vyuZivanych pro
detekci genl rezistence ke stéblolamu v odrlidach psenice (F — forward, R —
reverse).

Gen rezistence [ Nazev markeru | Oznaceni Sekvence primeru 5'-3' Zdroj
Pchi Xorwl F CTATTACATGAAATCTTATTCTCC Leonard et al.
R CAGCAGTAACGAGAATGTGG (2008)
Pch2 Xwmc525 F GTTTGACGTGTTTGCTGCTTAC Chapman et al.
R CTACGGATAATGATTGCTGGCT (2008)*
Pch2 Xcfa2040 F TCAAATGATTTCAGGTAACCACTA Chapmanetal.
R TTCCTGATCCCACCAAACAT (2008)*
QPch.jic-5A Xgwm639 F CTCTCTCCATTCGGTTTTCC Burtetal.
R CATGCCCCCCTTTTCTG (2012)*
QPch.jic-5A Xbarc197 F CGCATGGTCAGTTTTCTTTTAATCCT Burtetal.
R GCGCTCTCCTTCATTTATGGTTTGTTG (2011)*

* Sady primer(l jsou popsany na webové strance GrainGenes (http://wheat.pw.usda.gov).

2.3. Kvantitativni detekce patogenl Oculimacula yallundae a O. acuformis
pomoci real-time PCR

Kvantitativni polymerdzova retézova reakce (real-time PCR, qPCR) umoznuje
kvantifikaci sledovaného uUseku DNA v redlném case. Vyhodou metody real-
time PCR je jeji vyuziti pro hodnoceni velkého mnoZstvi materidl(i; metoda je
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velice citlivd a detekuje i velmi malé mnoZstvi patogenu v pletivu hostitele.
Navic lze pomoci real-time PCR rozliSit infekci obou plvodcl stéblolamu -
Oculimacula yallundae a O. acuformis, coz neni dle symptomU moZné.
Laboratorni zpracovani vzorkd mlze byt provadéno v podstaté kdykoli na rozdil
od vizualniho hodnoceni, které je tfeba provést v obdobi mlécné zralosti.

PFi pouZiti metody real-time PCR a jejim vyhodnoceni je nutno dodrZet zasady
oznacované zkratkou MIQE (Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments). Jedna se o fadu doporuceni ke
spravnému provedeni real-time PCR experimentl tak, aby vystupy byly
objektivni (Bustin et al. 2009). Doporucujeme tedy pred zacatkem testovani
prostudovat metodiku EPPO 2010 PM 7/76 (2) a prilohu EPPO 2019 PM 7/98
(4), kde jsou zasady MIQE specifikovany. V prfedloZzené metodice je vyuzito
upravené metody dle Walsh et al. (2005). Plvodni metoda vyuZivd znacené
sondy TagMan, naSe upravena metoda je zaloZzena na sytému SYBR Green.
SloZeni reakéni smési a seznam pouZzitych primer( znazornuji Tab. 3 a 4.

Jako priklad provedeni jsme pfripravili vzorky s 12 odridami pSenice ozimé
s rozdilnou Urovni napadeni patogenem O. yallundae a O. acuformis. Z 20
nahodné odebranych rostlin od kazdé odrldy jsme oddélili paty stébel, které
jsme rozemleli a homogenizovali na jemny prasek. Pomoci kitu Qiagene DNeasy
Plant Mini Kit jsme izolovali DNA, kterou jsme dale analyzovali pomoci metody
real-time PCR na pfristroji CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio
Rad). V pripadé diagnostiky rostlinnych patogen( obvykle neni nutnd absolutni
kvantifikace, jelikoz stanoveni biologické vyznamnosti rdznych udrovni DNA
patogenu ve vzorku pro rozvoj choroby je obtizné interpretovatelné.
Z praktického hlediska vystacime srelativni kvantifikaci, kterou muzeme
vztdhnout na vnitfni kontrolu, tedy vzorek o znamém stupni napadeni
patogenem. Pro tento ucel jsme vyuzZili odrddu Annie, ktera nese gen odolnosti
ke stéblolamu Pchl. Rostliny pro tento vzorek byly pfi vizualnim hodnoceni
témér bez priznakd a relativni mnozstvi DNA ostatnich vzork( byla vztazena
k tomuto kontrolnimu vzorku, viz nize.

Tab. 3: SloZeni reakéni smési (15 pl).

Slozka (zdsobni koncentrace) Objem (finalni koncentrace)
H,0 5,9 ul

SYBR Green Master Mix (2x) 7,5 ul (1x)

primer F (10 uM) 0,3 ul (0,2 uM)

primer R (10 puM) 0,3 ul (0,2 uM)

templatova DNA 1,0 pl (cca 10 ng)



https://www.bio-rad.com/en-us/product/cfx-connect-real-time-pcr-detection-system

Tab. 4: Seznam pouzitych primert (F — forward, R — reverse) (dle Walsh et al.
2005).

Primer Oznaceni Sekvence primeru 5'->3' Druh organismu
Yall F-H F GGGGGCTACCCTACTTGGCAG O. yallundae
Ac F-D F GCCACCCTACTTCGGTAA O. acuformis

Oculimacula-R R ATTCAAGGGTGGAGGTCTGRAC O. yallundae/ O. acuformis

Whpal F F CGTTCTTGGTCGCGTTGT Triticum aestivum
Whpal R R ACTCTTGACAGCATTCTTGACATTCT Triticum aestivum
Reakéni podminky

Pocatecni denaturace probihala pfi 95 °C, 10 min; 40 cyklG denaturace 95 °C, 15
sec a annealing + polymerace 60 °C, 60 sec. Na zavér byla zarazena melting
analyza (melting curve analysis).

Zahrnuti referencniho genu PAL

Pro kvantifikaci DNA O. yallundae a O. acuformis je nezbytné zaradit vnitfni
kontrolu neboli referenéni gen. Ta ndm pomize vyhodnotit, do jaké miry bylo
pouzito srovnatelné mnoistvi vstupniho materidlu, a to i presto, Ze jsme
izolovali DNA ze stejného mnoizstvi biologického materidlu (homogenizované
paty stébel) obvykle kolem 50 mg suseného jemného prasku a pred vlastni real-
time PCR reakci jsme naredili koncentraci DNA u vSech vzork(i na stejnou
Uroveri (obvykle 10 ng.ul™). V nadem ptipadé jsme jako referenéni gen pouzili
gen pro fenylalanin amonium lydzu (PAL). Do reakce je nutno zaradit pozitivni
kontrolu (znamy vzorek s pfitomnosti DNA patogenu), negativni kontrolu (DNA
pSenice bez patogenu) a negativni kontrolu bez templatu (voda). Pozitivni i
negativni kontrola by mély projit celym procesem vcetné izolace DNA.

Vypocet relativniho mnozstvi DNA (pomoci metody AACt)

Kalkulace s pouZitim referenéniho genu se provadi pomoci vzorce 2 4 ~ 42

kde ACt1= Ct (target 1)— Ctiref 1) @ ACt2= Ct (rarget 2~ Clrer 2). Target 1 je cilovy lokus
Oculimacula yallundae a O. acuformis u vzorku 1, target 2 cilovy lokus u vzorku
2 (kontrolni vzorek), ref 1 je referencni kontrola vzorku 1 a ref 2 je referencni
kontrola vzorku 2. Pfi vypoctu je nutno zohlednit efektivitu PCR, kterd je
ovlivnéna celou rfadou faktor(, jako je specifiénost primeru, reakéni podminky,
pouzité chemikdlie ¢i pritomnost inhibitord. Za predpokladu 100% efektivity
dojde pfi kazdém cyklu ke zdvojndsobeni mnoZstvi DNA ve vzorku tedy 2", kdy n



je pocet cyklQ. V pripadé napf. 90% efektivity je tfeba vzorec vypoctu
relativniho mnoZstvi DNA upravit na 1,9". Za akceptovatelnou efektivitu je
povazovano rozmezi 90-110 %. Vyssi efektivita nez 100 % indikuje napf. nizkou
kvalitu vzorku. Efektivitu PCR vyvodime ze sklonu standardni kfivky odvozené
od fedici fady vzorku nejlépe desitkovym rfedénim (Tab. 5). Pro standardni
krivku cilového lokusu (Obr. 2) jsme vytvorili fedici fadu z DNA ziskané z mycelia
O. yallundae smichané s DNA pSenice odrldy Annie. Takto jsme chtéli ovéfit
efektivitu reakce u cilového lokusu v DNA hostitele. Pro standardni kfivku
referencniho genu (PAL) jsme vytvofili fedici fadu z DNA pSenice odridy Annie
(Tab. 5). Je doporuéeno, aby vysledny korelaéni koeficient R® byl roven & vyssi
nez 0,99.

Tab. 5: Pfiprava redici rady pro kontrolu efektivity PCR.

Vzorek Target ng.ul-1
Annie (kontrola) Cilovy lokus (O. yallundae)| 10,0 10,0( 10,0/ 10,0
O. yallundae (pozit. kontrola) 1 0,1/ 0,01| 0,001
Annie (kontrola) Referencni gen (PAL) 30 3 0,3| 0,03
Standard Curve
P2 T T T T R
0 T SRR OO o
T— : : :
28 1o e T ............................ ............................ .......
o 28 LT B U S
S | | :
A e e e e T , ............................ ......
: & :
22 L N e T Lo
- : .................................................... _'-_'-'_1?""' e
3 -2 1 o
Log Starting Quantity
O Standard > Unknown
SYBR E=108,8% R"2=0,583G Slope=-3,127 y-int=13,375

Obr. 2: Standardni krivka cilového lokusu O. yallundae.
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Obr. 3: Kfivka tani pro referencni gen PAL a cilovy lokus O. yallundae.

Krivka tani

Vzhledem k tomu, Ze jsme pouzili metodu zaloZzenou na SYBR Green, je nutno
ovérit, zda nedochazi ke vzniku nespecifickych produktli nebo primer dimerda.
K tomu lze vyuzit tzv. kfivku tani. Nespecifické produkty mivaji obvykle jinou
(vétSinou nizsi) teplotu tani. Kfivka by méla mit pro kazdy PCR produkt jeden
vrchol. V nasem pfripadé nalezi prvni nizsi vrchol referenc¢imu genu PAL, druhy
vysSi vrchol je pak tvoren cilovym lokusem (Obr. 3). V grafu je mozno pozorovat
krivku pro kontrolu bez templdtu (rovna nezvinénad kfivka ve spodni ¢asti grafu).

Vysledna relativni kvantifikace

Relativni kvantifikace DNA patogenu je vypoctena pomoci metody AACt (viz
vySe) a znazornéna graficky, kdy sloupce uvadéji, kolikrat vice DNA Oculimacula
yallundae a O. acuformis se nachazelo v jednotlivych vzorcich v poméru ke
kontrolnimu vzorku (Obr. 4, 5).
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Obr. 4: Relativni kvantifikace DNA Oculimacula yallundae u testovanych odrad
pSenice ozimé vztazend ke kontrolni odolné odriidé Annie (relativni hodnota 1,
standard).

10



700 +
. Oculimacula acuformis

500 -

400 -

300 ~

.

Relativni mnoZstvi DNA

100 1| Pch1
I
0 T T T T T T T 1
AN @ 3 N > S ] o NS w2 o oo
& © & & & & & &G Y &
2 &\}k “\’{;\ \\'b Q ¥ Q)o
&
&

Odrida

Obr. 5: Relativni kvantifikace DNA Oculimacula acuformis u testovanych odrid
pSenice ozimé vztazend ke kontrolni odolné odriidé Annie (relativni hodnota 1,
standard).

2.4. Porovnani vizualniho hodnoceni a real-time PCR

Studium polni rezistence odrid ozimé psenice ke stéblolamu probiha ve VURYV,
Vv.V.i. v Praze — Ruzyni kazdoroc¢né formou maloparcelového pokusu s inokulaci
pavodci stéblolamu dle metodiky Palicovd et al. (2018c). Obr. 6 ukazuje
vysledky vizudlniho hodnoceni v obdobi mlééné zralosti (BBCH 75) stupnici 0-5
(0 — bez symptomd, 1 — jedna mald skvrna, 2 — vice mensich skvrn pokryvajicich
méné nez polovinu obvodu stébla, 3 — vétsi skvrny pokryvajici vice nez polovinu
stébla, 4 — skvrny pokryvaji témér cely obvod stébla, 5 — celé stéblo je pokryté
skvrnami, mlze se lamat). Vysledky kvantitativnich analyz DNA obou pUvodcl
stéblolamu pomoci real-time PCR viceméné koresponduji s vizualnim
hodnocenim symptomu (viz Obr. 4-6). Odridy Rebell a Annie nesouci gen

evvVvy/

evvys

odrtd Rebell a Annie.
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Obr. 6: Vizualni hodnoceni symptomu stéblolamu u testovanych odr(id psenice
ozimé dle stupnice 0-5 (0 bez symptomu) v obdobi mlécné zralosti.

I1l. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Pfredlozena metodika pro praxi se opira o dlouholeté zkuSenosti
s problematikou chorob pat stébel ve VURV, v.v.i. Praze — Ruzyni. V dobé
postupujicich restrikci chemickych ptipravkll pro ochranu rostlin ze strany
Evropské komise se zvySuje potieba Slechténi odrid s kombinovanou rezistenci
k houbovym chorobam.

Metodika popisuje novy postup pro kvantitativni detekci DNA patogen(
zpusobujicich stéblolam na zdkladé molekuldrni metody real-time PCR.
Metodicky pfistup byl opakované ovéren a molekuldrni data byla porovnana
s rutinné pouzivanym vizualnim hodnocenim. Pfi Slechtitelském procesu je
tfeba prlbéziné testovat obrovské mnoistvi materidld a béhem zemédélské
sezony je obtizné provadét podrobné vizudlni hodnoceni. Real-time PCR
vyzaduje vsezoné pouze odebrani reprezentativniho vzorku bazi stébel a
testovani lze provést ze suSeného materidalu kdykoli pozdéji. Zaroven
zinformaci o kvantitativnim mnozstvi DNA patogenu v pletivech zjistime
zastoupeni obou plvodch stéblolamu v populaci na sledované lokalité.
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V nasledujicim rocniku je potom mozné prizplsobit strategii chemické ochrany
(volbu pfipravkd apod.).

IV. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je urdena predevSim pro Slechtitelskd pracovisté, pracovisté
aplikovaného vyzkumu, UKZUZ, ale i pro zemédélskou praxi. Metodika popisuje
ucinné postupy pro hodnoceni velkého mnoizstvi Slechtitelskych material(
s vysokou presnosti.

Popsané postupy je moziné vyuzit také pro testovani ucinnosti fungicidli nebo
napt. pro vyhodnoceni rozdill mezi rGznymi zplsoby hospodareni apod.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Péstovanim odolnych odrlid ke stéblolamu se minimalizuji ztraty na vynosech,
které mohou u nachylnych odridd dosdhnout az 40 %.

Dle Situacni zpravy Ministerstva zemédélstvi bylo v roce 2019 sklizeno 4716,5
tis. tun pSenice ozimé. Péstebni plocha pSenice ozimé v roce 2019 byla 814,5
tis. ha a pramérny vynos ozimé psenice 5,79 t/ha.

Po vyssi produkci obilovin ze sklizné roku 2019 doslo ke stagnaci ¢i mirnému
poklesu cen na obilnim trhu CR ihned po #nich. U vétsiny komodit, a to jak v
potravinarské, tak i krmné kvalité, nastoupil stagnujici trend ¢&i postupné
snizovani cen. Ceny vétSiny komodit pozvolna klesaly, ale prfesto dosahovaly
rentabilnich Urovni. U pSenice potravinarské byla dosazena nejvyssi cenova
hladina v druhé poloviné marketingového roku 2018/2019 v Urovni 4 707 K¢/t.
V extrémnich pripadech na plochach se silnym infekénim tlakem a vhodnymi
meteorologickymi podminkami mohou 40% ztraty na vynosech zplsobené
pavodci stéblolamu znamenat financni ztratu az 10,9 tis. K¢é/ha.

Stanoveni Urovné rezistence péstovanych odr(d psenice je zasadni pro
celkovou optimalni péstebni technologii dané odrlidy, zda se napf. u konkrétni
odridy vyplati investovat do chemické ochrany. Pfi péstovani odrid ozimé
pSenice rezistentnich ke stéblolamu je mozné usetfit minimalné na 1 postriku,
coZ predstavuje finan¢ni Usporu ve vysi pfiblizné 1000-2000 K¢/ha.
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