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Abstrakt

Rastliny maju vyvinutych niekolko obrannych stratégii na boj proti kolonizacii
patogénmi. Prirodzena ochrana rastlin pred patogénmi je zaloZena na roznych
mechanickych a chemickych bariérach, ktoré su v rastline vytvorené este pred
samotnym vznikom infekcie. Odolnost voéi chorobam je teda zaloZend na
schopnosti rastliny zastavit alebo spomalit aktivitu patogéna, ktory méze mat
mnoho foriem. Odolnost rastliny je teda jednym z najdélezitejsich spdsobov ako
mat kontrolu nad patogénom. St¢asné metddy ochrany pred mucénatkou vyuzivaju
najma fungicidy a rezistentné kultivary s génmi rezistencie. Vedomosti o tom, ktoré
gény su pritomne v sucasnych odrodach, su vsak este stale nelplné.

Metodika sumarizuje zakladné poznatky o bioldgii mucnatky travovej na
psSenici, jacmeni a ovse. Dokumentuje tieZ postupy ziskavania inokula v terénnych
podmienkach ako aj postupy samotnych laboratéornych analyz uskutoc¢riovanych na
pracovisku VURV v Piestanoch.
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1. Ciel metodiky

Ciefom metodiky bolo zhrnat poznatky o muénatke travovej na obilninach s
vyuzitim sucasnych vedomosti a vysledkov experimentdlnych prac. Metodika je
uréend pre pracoviskd zaoberajice sa vyskumom a Slachtenim obilnin, pre
Studentov strednych a vysokych skol ako aj pre pofnohospodarsku prax.

2. Popis metodiky

Metodika poskytuje celkovy prehfad problematiky mucnatky trdvovej na
obilninach (vyskyt, Skodlivost, slachtenie na odolnost) a je tiez doplnend o vysledky
experimentalnych prac (polné a laboratérne testy odolnosti).

3. Prehlad problematiky
3.1 Povod a Sirenie mucnatky travovej

Obligatny parazit Blumeria graminis (DC) Speer. je patogén, ktory zapricinuje
ochorenie s ndzvom mucnatka trdvova. Tento hubovy ektoparazit patri podla
klasifikacie Ainswortha a Bisbyho (Whittaker, 2003) do oddelenia Eumycota,
pododdelenia Ascomycotina, triedy Plectomycetes a radu Erysiphales. Na zaklade
anamorfného $tadia s ohladom na fylogeneticky vyvoj boli zastupcovia taxdnu
Erysiphales rozdeleni do viacerych radov. Rod Blumeria bol vycleneny do
samostatného radu s jedinou c¢eladou Blumeriaceae, s jedinym druhom Blumeria
graminis, ktory ma Specializované formy formae speciale (dalej len f. sp.). Tieto f.
sp. prvotne urcil Marchal v roku 1902 na zaklade hostitela, na ktorom bola f. sp.
najdend (Paulech, 1995). V sucasnosti st uvadzané tieto f.sp.: na pSenici- f.sp. tritici,
na jaCmeni- f.sp. hordei, na ovse- f.sp. avenae, na razi- f.sp. secalis a na travach- f.
sp. agropyri, bromi, poae a lolii.

Jednoduchy sp6sob rozsirovania a kratky rozmnozovaci cyklus v nepohlavnom
staddiu ma za nasledok velmi casté lokalne alebo rozsiahle epidémie. Choroba
mucnatka travova na obilninach sa vyskytuje na celom svete, vo vsetkych oblastiach
s primorskou a kontinentdlnou klimou. Uplatfovanim integrovanych
pestovatelskych postupov, ako je pouzivanie zavlah, dusikatych hnojiv a pestovanie
uniformnych kratko-steblovych odréd sa vyskyt mucnatky travovej rozsiruje aj do
suchsich oblasti a zapricifiuje vyznamné straty na vynosoch (Bennett, 1984; Hsam
et Zeller, 2002; Imani et al., 2002). Patogén mucnatky travovej spésobuje redukciou
odnozi, redukciou zfn v klase a hmotnostou zfn straty na Grode az 48 % (Everts et
Leath, 1992; Samobor et al., 2005; Tratwal et Bocianowski, 2014). Choroba mdze
vyznamne znizit vytaznost muky a nepriaznivo vplyva aj na iné parametre kvality
zrna (Perugini et al.,, 2008). Uz v druhej generacii nepohlavného stadia moze
populacia patogéna dosiahnut epidemicky rozsah. Fyziologicky vyvoj zrelych konidii
trvd v optimalnych podmienkach 5 dni (Paulech, 1995). Epidémia nebyva
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sposobena len rychlym vyvojom a produkciou velkého mnoZstva spér, ale aj
vektorom prenosu, ktory je v tomto pripade vietor. Limpert et Bartos (2002)
uvadzaju, Ze gény virulencie niektorych vetrom prenosnych choréb rastlin sa
hromadia v smere prevladajlcich vetrov. Forsstrém (2002) uvadza rozSirovanie
patogéna rychlostou v priemere 110 km/rok v prevladajicich veternych
podmienkach. Tento poznatok mdZe byt vyznamny aj pri importovani génov
rezistencie do novych gendmov psenice letnej (Limpert et Bartos, 2002). Najvyssia
komplexicita (pocet génov virulencie na izolat) virulencie je vo vychodnej Azii, preto
aj ucinné gény rezistencie pochadzajuce z tejto oblasti a su najviac cenené.

3.2 Symptomy a bioldgia mucnatky travove;j

Pri typickom priebehu choroby vytvara mucnatka travova na listovej Cepeli,
posvach, steblach a klasoch biele mycélium, ktoré postupne meni sfarbenie cez sivé
aZz na hnedasté. Mycélium sa tvori na oboch stranach listov, méze splyvat a pokryt
tak celu plochu infikovaného orgdnu. Vysledkom je znizZenie asimilacnej plochy listu
a napadnuté rastliny predcasne Zltnu a usychaju. Neskor sa medzi vidknami mycélia
tvoria drobné avsak volnym okom viditelné cierne plodnice- chasmotécia (Obr. 1)
(Jankovics et al., 2015).

Pri napadnuti odolnych odrdéd sa na listoch netvoria typické biele, ale ZIté az
tmavohnedé nekrotické, alebo olejové sSkvrny, niekedy s povlakom riedkeho
mycélia, ktoré mozu prechadzat aZz do nekrotizacie pletiva. Nekrotizacia, alebo aj
lokdlne odumieranie pletiva, vznika prdve v désledku obrannych reakcii odolnych
odrdd, tzv. hypersenzitivna reakcia (Obr.1). Symptémy Zltnutia listov podobné
obrannej reakcii vsak mézu byt spésobené aj nedostatkom Zivin, suchom, nizkymi
teplotami, alebo aj vysokou vlhkostou pody, preto je pri pochybnostiach potrebna
mikroskopicka analyza.

Obrazok 1: vlavo- mycélium a chasmotécia mucnatky, vpravo- prejav hypersenzitivnej
reakcie odolnej odrody

Skodlivost muénatky travovej spociva predovietkym v zniZovani asimilaénej
plochy listov, obsahu glycidov a naopak v zvySovani obsahu dusikatych latok a
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brzdeniu toku asimildtov z listov do tvoriacich sa zfn. Napadnuté rastliny dychaju
ovela intenzivnejSie, pred¢asne dozrievaju a su nachylné na poliehanie. Zrnd z takto
napadnutych rastlin su zle vyvinuté a zakrpatené, ¢o vedie k redukcii Urody na
urovni jej kvantity aj kvality.

Blumeria graminis je obligatny patogén, ¢o znamena, Ze jeho vyvoj moze
prebiehat len na Zivych organizmoch. Koncom vegetaéného obdobia sa na starSom
mycéliu patogéna tvoria Cierne plodnice— chasmotécia, fruktifikacné organy
pohlavného vyvojového Stadid. V chasmotécidch zostavaju askospory pocas
nepriaznivych poveternostnych podmienok— horice a suché pocasie v lete.
Akonahle nastanu vhodné podmienky na jesen, chasmotécia praskaju a uvolfuju
askospory, ktoré spésobuju infekciu mladych rastlin ozimin, pripadne hostitelskych
rastlin (r6zne druhy trav). Nasledne miénatka dokaze prezimovat vo forme mycélia
na oziminach, alebo prezimuju askospory v chasmotésiach, ktoré klicia ako
sekundarna jarna infekcia. PoCas vegetacie sa mucnatka Siri konidiami— spéry
nepohlavného $tadia, ktoré sa po dozreti uvolfiuju z konidioférov.

Rastliny mozu byt pocas vegetacie napadnuté v ktorejkolvek rastovej faze. Rast
mycélia zacina uz pri 3°C a tvorba konidii od 5°C do 28°C so Zivotnostou priblizne
24 h az 5 dni. Konidie potrebuju na klicenie vy$siu vzdusnu vihkost a teplotu okolo
17°C. Infekcia vznika pri striedani dazdivého a suchého pocasia v rozpati od 0-25°C.
Inkubacna doba je priblizne 3-7 dni. Napadnutie porastov podporuje aj vysoka
hustota porastu, nedostato¢na vyziva, jednostranné hnojenie dusikom, nedostatok
stopovych prvkov v péde (bdr, mangan), velmi skory vysev ozimin, citlivost odrody
a uzavreté plochy.

3.3 Medzihostitelia a Specializované formy mucnatky travovej

Existuje len malo stadii, ktoré by sa zaoberali vztahmi tohto patogéna a jeho
hostitefov v zmysle druhu hostitela. UZ prvé rozsiahlejsie Studie (Hardison, 1944,
1945a,b) priniesli zaujimavé poznatky o Specifickosti smerom k hostitelovi.
Hardison (1944, 1945a,b) pouZil na testovanie monospdrické izolaty Blumeria
graminis. Infikoval odrody druhov z ktorych pochddzali izolaty a iné druhy obilnin a
trdv. Poutzil priblizne 100 druhov z 25 rodov a zistil, Ze hoci izolaty z pSenice,
jaémena a razi infikuju len svoju vlastnd plodinu, mézu tiez infikovat niekolko
druhov trav. Jedna z trav (Agropyron spicatum) bola dokonca infikovana vsetkymi
izolatmi. TaktieZ boli niektoré izolaty ziskané z trav schopné infikovat psenicu a
ja¢men a tieZ niekolko druhov z dalsich rodov. Izolaty Blumeria graminis zozbierané
z hostitelov obilnin nepochybne nie su tak hostitelsky Specifické ako sa myslelo a
A. spicatum moze sluzit ako bezny hostitel pre vietky f. sp. pochadzajuce z réznych
hostitelov. Na druhej strane, Ziadny z izoldtov nebol spdsobily infikovat iné druhy
celade Poaceae mimo kmena Triticeae. Patogén Blumeria graminis je vyhradne
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obmedzeny na zastupcov celade Poaceae. Napriek tomu svojim parazitovanim na
obilninach a réznych druhov trav je jednou z najplurivornejSim druhom muénatiek
(Hardison, 1944, 1945a,b).

3.4 Odolnost voéi muénatke travovej

Odolnost rastliny je jednym z najddleZitejSich sposobov ako ma rastlina nad
patogénom kontrolu (Yu et al., 2001). Geneticka rezistencia sa deli na dva zakladné
typy:

1. Rasovo specifickd (vertikalna) rezistencia, ktora je riadena jednym, alebo
niekolkymi génmi a z pravidla zabezpecduje odolnost len voéi jedinému genotypu
patogéna. Sucasné metddy ochrany pred muénatkou vyuzivaju okrem fungicidov,
prave odolné kultivary s génmi Specificke] rezistencie oznacovanymi ako Pm (pri
psSenici), Mla (pri jameni) a Pm (pri ovse). Rasovo Specifické gény sa v Slachteni
vyuzivaju vo velkej miere, avsak na zmenu avirulencie na virulenciu je u patogéna
potrebnad len jedna mutacia, z toho dovodu je tento typ rezistencie lahko
prekonatelny. Na prediZenie G&inku rasovo 3pecifickej rezistencie preto sluzia
metddy ako kombindcia niekolkych génov v jednej odrode — pyramidovanie génov,
,multilines”, ¢i zmes odréd (Yu et al., 2001).

2. Rasovo nespecificka (horizontalna) rezistencia je podmienena polygénne.
Spomaluje infekciu a rozmnoZovanie patogéna v dospelych rastlinach a poskytuje
dlhodobu ochranu rastliny pred patogénom (Yu et al., 2001). Vyhodou tohto typu
rezistencie je aj fakt, Ze je ucinna voci viacerym vyznamnym patogénom na
mnohych druhoch rastlin (McIntosh et al., 2006). Pri tomto type sa prejavuje silna
interakcia genotypu s prostredim. Aj napriek vyhodam horizontalnej rezistencie je
jej vyuzitie v Slachtitelskych programoch limitované, kedZe ide ¢asovo narocny
proces zahriujlci extenzivne a precizne kvantitativne merania.

Ci u? ide o zavédzanie novych génov rezistencie do vynosného ale nachylného
genotypu, o pyramidovanie Specifickych génov rezistencie, alebo je zamerom
$lachtitela dosiahnut odrodu s rezistenciou dospelych rastlin, presna
charakterizacia patogéna je prvym krokom pre Uspes$né sSlachtenie na rezistenciu.

3.4.1 Odrodova odolnost a gény odolnosti

Rastliny maju vyvinutych niekolko obrannych stratégii na boj proti kolonizacii
patogénmi. Prirodzena ochrana rastlin pred patogénmi je zaloZena na roznych
mechanickych a chemickych bariérach, ktoré su v rastline vytvorené este pred
samotnym vznikom infekcie. Odolnost voéi chorobam je teda zaloZzend na
schopnosti rastliny zastavit, alebo spomalit aktivitu patogéna, ktory méze mat
mnoho foriem (Goodman et al, 1986). NajéastejSie je odolnost rastlin

7



zabezpeCovana Specifickymi génmi rezistencie velkého ucinku. ROzni autori
analyzovanim genotypov zistili vefmi malu diverzitu Specifickych génov rezistencie
voci mucnatke travovej zabudovanych v komerc¢nych odrodach (Bartos et al., 2002).
Zmeny na urovni odrdd v zavadzani novych génov rezistencie viak vedu k zmenam
v populdcii patogéna, kedy v procese koevolucie vznikaju nové komplexnejsie rasy
s vacsim poctom génov virulencie. EfektivnejSie v odolnosti su kombinacie génov
rezistencie.

V sucasnosti je znamych viac ako 90 Specifickych génov rezistencie a ich
alelickych foriem voci mucnatke travovej na pSenici lokalizovanych na 62 lokusoch,
Pmi1- Pmé67 (Wu et al., 2021; Simeon et al, 2020; Radchenko et al., 2020).
Specifické gény Pm18, Pm22, Pm23 a PM21 boli identifikované ako alelické formy
inych Pm génov, gény Pm1, Pm2, Pm3, Pm4, Pm5 a Pm24 maju alelické formy v
pocte od 2 (napr. Pm2a, Pm2b) do 17 (Pm3a-p) (Mclntosh et al., 2014; Hao et al.,
2015; Ma et al., 2015; Zhang et al., 2016; Liu et al., 2017). Bartos et al. (2002)
uvadzali ako najcastejSie sa vyskytujuce Pm gény v eurdpskych pseniciach gény
Pm2, Pm6, Pm4b, Pm8, pmb5. Tento stav zodpovedd aj situacii na Slovensku.
Diverzita génov je viak velmi mald a odrody, ktoré ich maju v gendme zabudované
boli aj tak viac ¢&i menej muénatkou napadnuté. Tento fakt poukazuje na skutoénost,
Ze dané Specifické gény nie su efektivne. Napriklad medzi Uroviiou napadnutia
odrod Bruta a Hana, ktoré su bez génu rezistencie (Bartos et al., 2002) a odrodou
Corsaire, ktorda ma kombinaciu génov Pm2+6+4b (Bartos et al., 2002) nie je
Statisticky vyznamny rozdiel (Majeska et Bojnanska, 2017). Odrody s rovnakou
kombinaciou génov Pm2+6 Estica a Torysa (Bartos et al., 2002) a Ines (Bojnanska,
2009), maju Statisticky rozdielne hodnoty napadnutia (Majeskd et Bojnanska,
2017). Estica je odolnejsia ako Ines a Torysa, ktora patri medzi najmenej odolné
(Majeska et Bojnanskd, 2017). Slovenské odrody Ignis a Eva, hodnotené ako odolné,
ktoré nemaju gén rezistencie (Svec et al., 1999) st v odolnosti $tatisticky na
rovnakej urovni (Majeska et Bojnanska, 2017) ako odroda Livia s génom Pm8
(Bartos et al., 2002). Tento gén rezistencie uZ nie je efektivny a odolnost odrody
Livia je pravdepodobne prejavom nespecifickej odolnosti. Vyznam hodnotenia
nespecifickej odolnosti potvrdzuje aj fakt pri porovnani odréd bez génu rezistencie
(Svec et al., 1999, 2002; Bartos et al., 2002), ktoré maju $tatisticky rozdielne drovne
odolnosti (Klea, Viginta a Astella) v porovnani s nachylnymi odrodami (Kosutka,
Blava), a taktiez odroda Brea v porovnani s odrodami Alana a Mv Magvas. Medzi
urovnou odolnosti odrod Klea, Viginta a Astella, ktoré su bez génu rezistencie a
urovnou odolnosti odréd Markola a Veldava s Pm2 génom (Bojnanska, 2009) nie su
Statisticky vyznamné rozdiely (Majeska et Bojnanska, 2017). Odrody, u ktorych boli
detegované gény rezistencie, maju v koneénom Statistickom zhodnoteni rézne
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Urovne odolnosti (Majeskd et Bojnanska, 2017). Malvina s kombinaciou génov
rezistencie Pm4b+8 (Svec et al., 1999) patri k odolnej$im odroddm. Odrodu Sana
taktie? s kombinaciou génov Pm2+6+8 (Svec et al., 1999) moino zaradit medzi
stredne odolné— stredne nachylné, avsak s pomerne stabilnou Uroviiou odolnosti
(Majeska et Bojnanska, 2017). Slovensku odrodu llonu a zahrani¢nu odrodu Vladu,
s rovnakym génom rezistencie pm5 (Barto$ et al., 2002), mozno zaradit medzi
stredne nachylné az stredne odolné odrody v rdmci hodnotenych siborov. Gén
Pmé6 dol detegovany v odrode Elpa (Bartos et al., 2002), ktori mozno zaradit medzi
stredne odolné aZ stredne nachylné odrody (Majeskd et Bojnanska, 2017).
Odolnost odréd Charger, Astella a Vlada vo svojich pracach riesil aj Véchet (2004,
2006). Podla jeho vysledkov boli vsetky tri odrody stredne odolné a nepodarilo sa
mu identifikovat Ziadny $pecificky gén rezistencie. Svec et al. (2002) zistili 7e odroda
Mv Magvas je citliva a taktiez bez génu rezistencie. NeSpecifickou rezistenciou
odrod Estica, Livia, Sana, KoSutka a Torysa sa zaoberali aj Mikulova et al. (2008).
Podla ich vysledkov rozdelili odrody na rezistentné (Estica, Livia), stredne
rezistentné (Sana) a odrody s nizkou Uroviiou rezistencie (KoSutka, Torysa)
(Mikulova et al., 2008). Bojnanska (2009) uvadza nasledovné rozdelenie odrdd:
citlivd odroda bez génov rezistencie (Astella), odolna odroda bez génov (Bardotka),
stredne odolna s génmi Pm2 a Pmé6 (Torysa) a stredne odolna s recesivnym génom
pmb5 (llona).

U jaémena je znamych viac ako 100 génov, ktoré ovplyviiuju odolnost voci
mucnatke travovej (Dreiseitl, 2020). Radchenko et al. (2020) uvadza, Ze je
popisanych okolo 30 allelickych foriem Mla lokusu a 40 Mlo lokusu. V genédme
jaCmena su v sucasnosti zmapované tieto lokusy obsahujice gény rezistencie: na
chromozéme 1H- Mla, Miat, Miga, Mlk, Minn, Mira, Mlp, Mli, MIn, Mici, MImu,
MImw; na chromozéme 2H- MiLa, na chromozéme 4H- Mlg, mlo, MIBo a Ml (CP),
na chromozéme 5H sa nachadza lokus Mlj, na chromozéme 6H- lokus Mlh a na
chromozéme 7H- lokusy MIf a mit (Wei et al., 1999; Chelkowski et al., 2003).
Rezistencia determinovana lokusom Mlo (tzv. Mlo rezistencia) je unikatna
predovsetkym preto, Ze hoci je monogénna, neriadi sa systémom gén proti génu a
jej mechanizmus sa vyrazne liSi od ostatnych typov rezistencie. Fenotypovo sa tato
rezistencia prejavuje tym, Ze inokulované rastliny zostanu zdravé, fenotyp
genotypu s mlo génom = od bez symptémov po nekrotické skvrny réznej intenzity
aj charakteru. Ich mnoiZstvo je silne zavislé na hustote inokula, genotypu izolatu
mucnatky, prislusnej alele mlo a celkovom genetickom pozadi hostitela (Jorgensen,
1994). V sucasnosti je mlo rezistencia k mucnatke travovej najpouzivanejsia
rezistencia u jarnych odrod v celej Eurépe (Lyngkjaer et al., 2000). NajucinnejsSie
alely tohto génu su mlo11 a mlo9, az 75% modernych jarnych odréd jacmena v
Eurdpe chrania voc¢i mucnatke tieto gény (Dreiseitl, 2017).
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V polnych pokusoch bola niekolko rokov sledovanad odolnost odréd Ebson,
Danuta, Nitran s mlo génom (Dreiseitl, 2013; Dreiseitl et Krizanova, 2012). S
pomedzi hodnotenych odréd boli preukazne najodolnejsie (Hrdlicovad et Gubis,
2017). Pri porovnani odolnosti medzi odrodami s génom mlo a odrodou Cl. 9819,
ktora je bez génu rezistencie, nebol pozorovany vyrazny rozdiel a odroda Cl. 9819
sa takisto prejavila ako odolna- vysoko odolna (Hrdlicova et Gubis, 2017).
Kombinaciu génov mlo a Mla12 (Dreiseitl et Krizanova, 2012) ma identifikovana
odroda Madonna, no aj napriek pritomnosti mlo génu ju mozno zaradit medzi
nachylné odrody (Hrdlicova et Gubis, 2017). Naopak, rozdiel v odolnosti bol
pozorovany medzi odrodamis génom MI(St), Annabell (Dreiseitl et Krizanova, 2012;
Liatukas et Leistrumaité, 2007) a Bolina (Dreiseitl et Krizanova, 2012). Bolina sa na
rozdiel od Annabell prejavila po napadnuti mucnatkou len slabou nachylnostou,
zatial ¢o Annabell reagovala na napadnutie muc¢natkou nachylne. Ako nachylna az
vysoko nachylna sa prejavila aj odroda Progres, ktora je na rozdiel od Annabell bez
génu rezistencie, vyrazny rozdiel v odolnosti viak pozorovany nebol. Bez génu
rezistencie je aj odroda Messina, ktora patrila rovnako ako Bolina k odroddm so
slabou nachylnostou (Hrdlicova et Gubis, 2017).

Pri ovse je aktudlne znamych 11 $pecifickych génov, ktoré regulujui odolnost
voci mucnatke travovej na ovse (Radchenko et al., 2020). Odrody a linie, u ktorych
boli postupne tieto gény detegované, su zahrnuté v testovacom sortimente s génmi
rezistencie oznacenymi Pm: Jumbo—Pmi, Cc3678—Pm2, Mostyn—Pm3,
AV1860—Pm4, Am27—Pm5, Bruno—Pmé6, APR122—Pm7 Rollo—Pm3+8,
AVE2406—Pm9, AVE2925—Pm10, CN113536—Pm11,a citliva odroda Fuchs (Okon
et al., 2021). V eurépskych odrodéch su dlhodobo pouZivané najrozsirenejsie gény
Pm1, Pm3 a Pm6 (Hsam et. al., 1997; Hsam et. al., 1998; Okon, 2012), avsak tieto
su aj najmenej efektivne. Najvyssiu uroven odolnosti preukazuje gén Pm4 (Okon,
2015). Takmer vsetky $pecifické gény rezistencie pochadzaju z réznych divokych
druhov a krajovych odréd.

V eurdpskych slachtitelskych programoch su v sucasnosti vyuzivané dva hlavné
zdroje rezistencie dospelych rastlin voc¢i mucnatke. Prvy pochadza z linie Pc54, ktora
je vysledkom krizenia medzi A. sativa a A. sterilis (Sebesta et al., 1993). Rezistencia
tejto linie je kontrolovana jednym neuplne dominantnym génom, ktory sa da
zaradit do kategdrie APR (adult plant resistance- rezistencia dospelych rastlin).
Druhy zdroj rezistencie pochadza z linii APR122 a APR166, ktoré su derivované z
hybrida A. eriantha x A. sativa, Tato rezistencia takisto patri do skupiny APR. Tieto
linie predstavuju najslubnejsi zdroj rezistencie vo¢i mucnatke trdvovej na ovse.
Nakolko v nasich podmienkach nedochadza na ovse k vyraznym stratdém na urode
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sposobenych mucnatkou, z toho dévodu nebola venovana zvy$ena pozornost ani
pritomnosti génov Specifickej rezistencie v registrovanych odrodach ovsa.

4. Metodika Studia mucnatky travove;j
4.1 Zber patotypov patogéna
4.1.1 Ziskavanie patotypov patogéna z porastu

Na ziskanie patotypov patogéna z porastu je potrebné podrobne sledovat
porast a v obdobi, ked'sa zaénu vytvarat prvé priznaky maénatky (malé biele koldnie
mycélia), nastrihat listy s vyvijajucimi sa koloniami na kratke segmenty a vlozit do
Petriho misky (dalej len PM) (Obr. 2) na agarové médium s nasledujucimi obsahmi
jednotlivych zloZiek: agar 5g/I vody, benzimidazol 40mg/l, AgNOz 1ug/l, kvapalné
plnozlozkové hnojivo 50ug/l. Segmenty s vyvijajucimi koldéniami kultivujeme po
dobu niekolkych dni pri teplote 17°C- 18°C s nepretrzitou fotoperiddou alebo s
fotoperiédou defi/noc=16/8 (50-100 umol/m?/s). Takto ziskané izolaty va&$inou nie
st monospdrické, mdzu mat hyperparazity a celkovo sa s nimi tazsie pracuje, preto
je v dalsom kroku potrebné ziskat Cisty izolat. PouZijeme na to metddu
preockovdvania pipetkou (bod 4.2.2).

Obrazok 2: Ziskavanie patotypov patogéna z porastu

4.1.2  Pasivne lapanie spor

V obdobi vyskytu prvych symptomov v poraste, je mozné vyuZit aj pasivne
lapanie spdr expoziciou nachylnych rastlin. Do malych kvetindcov sa rovnomerne
vyseje 10-20 zfn nachylnej odrody hostitelskych plodin. Rastliny su kultivované v
izolovanych podmienkach, aby sa zabranilo infekcii vzduchom prenosnych
patogénov pri beznych pestovatelskych podmienkach vhodnych pre plodinu a v
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$tadiu prvych listov cca 10-15 cm sa kvetinace vyloZia von na exponované miesto,
kde je prirodzeny pohyb vzduchu (vietor). Rastliny nechame prirodzene sa infikovat
maximalne tri dni, najlepsSie od 7h do 24h. Nasledne sa kvetindce prelozia do
kultivacnej miestnosti pri teplote 18- 20°C, s nepretrzitou fotoperiddou alebo s
fotoperiédou defi/noc=16/8 (50-100 umol/m?/s). Rastliny sa pestuju v kultivaénej
miestnosti, pokym nezaznamename prvé symptomy vyvoja koldénii mucnatky.
Nasledne sa listy nastrihaju na segmenty, vlozia sa do PM s agarom a nechaju sa
vysporulovat. Pasivne lapanie sa odporuca zopakovat aspon 3x pre kazdu plodinu v
7-10 dnovych intervaloch. Nasledne je potrebné opat ziskat a namnozit
monosporické izolaty (bod 4.2.2).

4.1.3  Aktivne lapanie spor

Dal$im zo sp6sobov ako ziskat izoldty muénatky travovej je aktivne lapanie.
Najvhodnejsie obdobie na aktivne lapanie je koniec aprila az maj, alebo je potrebné
vhodny termin odsledovat podla vyskytu muénatky v polnych pokusoch.

Optimalne poveternostné podmienky pre mobilné lapanie spér su: skoro jasno
s ojedinelymi kopovitymi oblakmi, 19— 24C°, mierne veterno zvySi mnoiZstvo
zachytenych spér (Smith, 1973; Dreiseitl, 1998). NajlepsSie sa spory lapaju do
poludnia aspon 3 dni aZ tyzden po dazdi. Odstup po dazdi je potrebny preto, lebo
dazd zmyje spéry, ktoré musia znovu narast a dozriet. Mobilné lapanie je vhodné
robit az ked' vyschne rosa.

Mobilné lapanie spér je mozné len s pouzitim Specidlneho pristroja— lapaca
spor (Obr. 3). Specialny pristroj je zloZeny zo sedimentacnej veZe, laminarnej trysky,
Venturiho trysky a pripadne konstrukcie, ktord umoZziuje upevnenie pristroja na
strechu auta. Cez lamindrnu trysku umiestnend na vrchu sedimentacnej veze je
vzduch nasavany pomocou Venturiho trysky. Pohyb vzduchu cez Venturiho trysku
je zabezpecleny pojazdom auta pri mobilnom lapani, alebo kompresorom pri
stabilnom lapani. V pripade mobilného lapania spor, kedy je lapac spér pevne
prichyteny na strechu auta, je potrebnd pojazdova rychlost minimalne 80 km.h?,
optimalne 90-100 km.h! a maximalne 110 km.h. Pomocou Venturiho trysky je
vzduch aktivne nasavany do lapaca a pri prechode prudu vzduchu cez lamindrnu
trysku dojde k oddeleniu pevnych castic vratane spér z pradu vzduchu. Spéry
potom sedimentuju na dno sedimentacnej veZe, v ktorej je vzduch kludny, bez
akéhokolvek prudenia. Na dne veZe je umiestnend PM s listovymi segmentami
hostitelskej plodiny na agarovom médiu. PM s listovymi segmentami je potrebné
menit: na dialnici priblizne po 50 km; mimo dialnice, kde je rychlost jazdy
obmedzend pod 100 km.h! a aktivne nasavanie nie je také Gc¢inné ako pri vy$sej
rychlosti, je moiné PM s listovymi segmentami menit po prejdeni dlhSej
vzdialenosti, 80-100 km. Takymto spdsobom je moziné ziskat reprezentativnu
12



vzorku izoldtov populdcie patogéna z oblasti, kde boli spéry lapané. Pri
stacionarnom lapani spér pomocou lapaca je mozné lapac spér umiestnit v tesnej
blizkosti porastu, kedy ziskané izolaty patogéna charakterizuju populaciu patogéna
v poraste. Ak je potrebné ziskat reprezentativnu vzorku izolatov, je potrebné lapac
umiestnit postupne na viaceré miesta, nie v tesnej blizkosti porastu a lapanie
uskutocnit pri roznom prideni vetra (Dreiseitl, 1998).

PM s takto nalapanymi spérami na listovych segmentoch je potrebné nechat
odvetrat a kultivovat pokial nedéjde k sporuldcii jednotlivych kolénii na listovych
segmentoch. Takmer vylu€ne su ziskané monospdrické izolaty, ak je vSak hustota
kolonii na jednotlivych segmentoch prili§ vysoka je potrebné uplatnit postup so
ziskanim a namnoZenim monospodrickych izolatov (bod 4.2.2). Minimalny pocet
izolatov patogéna pre presnu a reprodukovatelnu virulenénu analyzu populdcie
patogéna je 70, pricom z jednej PM so zachytenymi spdérami sa odporuca
preinokulovat 50 kolénii (Schwarzbach, 1979; Slovakova et al., 2002;).

Obrazok 3: Mobilny lapac spor

4.2 Mnozenie patotypov patogéna
4.2.1 Priprava listovych segmentov

Do malych kvetindCov sa vyseje nachylnd odroda hostitelskej plodiny,
kvetindée sa prekryju celofanovymi vreckami (Obr.4a) a pestuju/kultivujd v
kultivaénej miestnosti s 24-hodinovym osvetlenim pri teplote 20°C+ 2°C. Na
testovanie rezistencie sa pouZivaju juvenilné rastliny s plne vyvinutym prvym
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listom. Listové segmenty sa reiu velmi ostrym a lahko dezenfikovatelnym
nastrojom (Ziletka, chirurgické noZnice a pod.), aby plocha na koncoch segmentov
nebola zbytoc¢ne znicena. Dizka segmentov moze byt od 1,5 do 2,5 cm (Obr.4b),
podla velkosti PM, do ktorej segmenty ukladdme. Takto pripravené PM sa vloZia do
laminarneho boxu (Obr. 4c) so zapnutym prddenim vzduchu, nechaju sa odvetrat
(poodkryju sa priblizne na 30 minut) a su pripravené na inokulaciu.

Obrazok 4a-c: Priprava listovych segmentov

4.2.2 Inokulacia pipetkou

Metddu inokulacie pipetkou je potrebné zopakovat 2-3x, az pokym nebudeme
mat istotu, Ze sme preockovali len jednu kdpku, tzn. ziskali sme monospdricky
izolat. Pri preockovavani monospérovych kultdr zo ziskanych izolatov, treba
odobrat 70-100 képok mucnatky z izolatov odobranych na jednej lokalite (na
znizenie pokusnej chyby). Po ziskani monospdrovych kultir novych izolatov je
potrebné si tieto izolaty namnoizit cez inokulaént vezu (bod 4.2.3) a ¢o najskér
urobit ich virulen¢nd analyzu (bod 4.4.2.1).
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Na inokuldciu potrebujeme: 2 striekacky, sklenené pipetky upravené na
potrebnu dizku, bunicitd vatu alebo gézu na utieranie, silikénové hadicky s dvoma
velkostami priemeru a Uzke cylindrické inokula¢né veze, ktoré maju na vrchu tesny
otvor presne pre pipetku.

Pracovnu plochu, vrch a vnutro inokulaénych veZi je nutné utriet liehom. pred
preockovavanim a po kazdom preockovani jedného izolatu. Misky s narezanymi
listovymi segmentami danej plodiny musia byt odvetrané, aby na segmentoch
neboli malé kvapky vody, ktora spbsobuje, Zze spory mézu vdaka osmdze prasknut.
Pipetka sa velkym otvorom nasadi na hadicku tak, aby Spic¢ka pipetky zostala volna
(Obr. 5a) a bola prichystand na nasatie spor (Obr. 5b). Pod piest striekacky sa
podloZi pomocny stitok, Spicka pipetky sa priloZi blizko koldnie, rychlym zatlacenim
na Stitok sa nadvihne piest striekacky a kratko sa nasaju spory do pipetky (Obr. 5c).
Pipetku opatrne vytiahneme, udrzujeme ju v horizontalnej polohe, opatrne otrieme
$picku gazou namocenou do liehu, do pipetky sa lieh nesmie dostat a bunicitou
vatou $pi¢ku opatrne utrieme do sucha. Zoberieme druh striekacku nastavenu na
2 ml, pipetku nasadime utretou Spi¢kou na hadi¢ku. PM umiestni pod inokulaénu
vezu (Obr. 5d). Pipetku umiestnime kolmo do otvoru inokulaénej veze (Obr. 5e).
Jednou rukou uchopime do paste striekacku a piestom buchneme po rovnej ploche,
aby boli spory vyfuknuté prudko a kratko von z pipetky (Obr. 5f). Po 5 sekundach
mézeme pipetku vytiahnut a hned'ju vlozZit do liehu.

Spéry vinokulacnej veZi padaju na prichystant PM len vplyvom gravitacnej sily,
Ziadny pohyb vzduchu neovplyvriuje ich pohyb/pad. Pre rychlost sedimentécie spor
v kludnom vzduchu je dostupnych malo informacii a tieto sa eSte liSia. Yarwood et
Hazen (1942), ktorych vysledky potvrdil aj Gregory (1973), uvadzaju rychlost
sedimentécie spor v kludnom vzduchu 1,2 cm/sec. Avak Swarzbach et al. (2006)
na zaklade experimentov zistili, Ze spory Blumeria graminis f. sp. hordei a B.
graminis f. sp. tritici sedimentuju v kludnom vzduchu rychlostou 1-5 cm, priéom
95% spor sedimentuje rychlostou 1-2 cm/sec. Dizka trvania sedimentacie spér po
vyfuknuti je dana vyskou inokulacnej veze. Na inokulovanie pipetkou je vhodné
pouzivat vysSie a uzsie veze.
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Obrazok 5 a-f: Inokulacia pipetkou

4.2.3  Inokuldcia inokula¢nou vezou

Pracovnu plochu, vSetky pouzivané nastroje a inokula¢nt vezu, je nutné po praci
s jednym izoldtom utriet liehom. Inokulaéna veza sa sklada z troch ¢asti (Obr.6a-c):
spodny vysoky valec s perforovanym vrchom; spodny perforovany diel malého
inokula¢ného dvoj-valca, ¢ast, ktorou sa prikryvaju segmenty na vysokom valci a
vrchna plna ¢ast malého inokulaéného dvoj-valca. Odvetrané misky umiestnime
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pod inokulaénu vezu. Na vrch vysokého valca inokulacnej veze polozime niekolko
segmentov s vyraznou sporuldciou izolatu (Obr. 6a), prikryjeme ich najprv spodnou
perforovanou ¢astou malého inokulaéného dvoj-valca (Obr. 6b) a nasledne
nasadime vrchnu plnu ¢ast malého inokulaéného dvoj-valca (Obr. 6¢) a silno po nej
udrieme tak, aby sa rychlo zosunula po obvode spodnej Casti. Spory su kratkym no
razatnym tlakom vzduchu vypudené cez otvory do inokulacnej veze, kde potom
sedimentuju na dno veze, na listové segmenty v PM. V tomto pripade ide o
sedimentdciu spér v turbulentnom vzduchu. Virenie vzduchu bolo spdsobené pri
inokulacii. Rychlost sedimentacie spor v rozvirenom vzduchu je podla
Schwarzbacha et al. (2006) 1-26 cm/sec. Dizka trvania sedimentacie je dana vyskou
veze, pricom odporucame pocitat s minimalnou rychlostou sedimentécie 1 cm/sec.
Po uplynuti potrebného casu, Casti veZe od seba oddelime, pouzité segmenty
vloZzim do nadobky s liehom a vSetky Casti veze, ako aj pracovnu plochu, umyjeme
liechom. PM prikryjeme, oznacime a pod mikroskopom skontrolujeme hustotu
infekcie. Takto infikované PM si v inkuba¢nej miestnosti opat poodkryvame po
dobu asi 3 a viac hodin, aby nedoslo k opatovnému oroseniu segmentov. Potom
misky zavrieme a kultivujeme pri teplote 17°C a kontinudlnom osvetleni zhruba 1-
2 tyzdne. Po narasteni patogéna alebo kultury patogéna alebo mycélia so spérmi
PM prelozime do chladnicky.

Obrazok 6a-c: Inokula¢na veza
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4.3 UdrZiavanie izolatov

Na uchovdvanie izolatov sa osveddili plastové Petriho misky s diStanénymi
prvkami na ventilaciu. Izolaty sa uchovdvaju v chladnicke pri teplote 0°C az 2°C, s
dennym rozptylenym svetlom (chladnicka s plne sklenenymi alebo pre svetlo plne
priepustnymi dverami). Takto uchované izolaty vydrzia 3-5 tyzdnov (v zavislosti od
typu obilniny) potom ich treba opat preockovat.

4.4 Stanovenie rezistencie

Z vysledkov ziskanych z polnych aj laboratérnych hodnoteni ziskame
objektivne informacie o odolnosti skisaného materialu a rozliSime odolnosti ucinné
po celu vegetacnu dobu od odolnosti Uc¢innych len u dospelych rastlin.

4.4.1 Polné testy odolnosti

Polny pokus s mucnatkou travovou prebieha v podmienkach prirodzeného
infekéného tlaku. V polnych podmienkach sa vysievaju odrody alebo Slachtitelské
materidly s réznou Urovriou odolnosti, ¢im sa vlastne sleduje odolnost k aktualnej
populdcii mucnatky v danej lokalite. Do pokusov su zacleriované aj kontrolné
odrody s uz znamou a overenou odolnou/néachylnou reakciou. Pokus ma mat
minimalne 2 opakovania s ndhodne usporiadanymi pokusnymi ¢lenmi. Pri sejbe sa
vyuZivaju viacriadkové vysevy s plochou 1-10m% V pokuse je zaradend v
pravidelnych vzdialenostiach medzi parcelkami nachylnd odroda. Tym je
zabezpeceny prirodzeny vyskyt a rovnomerna inokuldcia hodnotenych parceliek.
Ako prvé sa priznaky prejavia prave na nachylnej odrode a podla tohto terminu sa
odvija zaciatok hodnotenia pokusnych ¢lenov.

Hodnotenie sa vykondva v zavislosti do environmentalnych podmienok,
zhruba 2-3 tyZdne po prvom vyskyte priznakov na nachylnej odrode, s pravidla v
10-14 dnovych intervaloch, pricom sa zaznamendva datum, rastova faza a stupen
napadnutia. Napadnutie je najlepSie zaznamenat percentudlnou hodnotou
napadnutej plochy mucnatkou, alebo bodovou hodnotou podla stupnice. Na
bodové hodnotenie sa pouziva devit bodova stupnica podla Babajanca (Obr. 7, 8)
(Babajanc, 1988), kde stupen napadnutia 9 predstavuje 0% napadnutie listovej
plochy. Tato stupnica zachytava percento napadnutia listovej plochy a schopnost
choroby preniknat do vysSich rastlinnych poschodi. Z hladiska Statistického
vyhodnotenia sa odportca urobit minimélne 3 a viac hodnoteni. Udaje plochy
napadnutia ziskané z polnych hodnoteni sa pouZivaju na hodnotenie odolnosti vo i
mucnatke travovej a je mozné pre Statistické porovnanie pouzit zakladné udaje na
vypocet hodnoty plochy pod krivkou rozvoja choroby- AUDPC (area under disease-
progress curve) podla viacerych autorov napr. Bjarko et Line (1988), Jeger et
Viljanen-Rollinson (2001) a Broers et al. (1996).
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Obrazok 7: Stupnica napadnutia listovej plochy muénatkou travovou (Babajanc, 1988)

9 8 7 6 5 4 3 2 10%
5% 10% 15% 25% 40% 65% 90% 100%
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Obrazok 8: Stupnica hodnotenia muc¢natky travovej podlia Babajanca (Babajanc, 1988)

Velmi vysoka

0% Bez priznakov choroby . .
rezistencia
Na listoch jednotlivo chlorotické a 3
NP o TFroved 16 a Vysoka
5% nekrotické skvrny, ojedinely nalet ’
/g odolnost
konidif
Napadnuté najnizsie listy, jednotlivo
10% pozorovat malé kopky mozno i v Odolnost
chlorotickych a nekrotickych skvrnach
Napadnuta 1/3 rastliny v slabom
15 % stup?i, najnii'§ie Iist\{ mi:arne, m.ycélium Odolnost
vytvdra pretiahnuté kopky zriedka v
chlorotickych a nekrotickych skvrnach
. . : -
Rastlina napadnutd do % wvysky, Slaba

25% najnizsie listy silno a vyssie poloZené
mierne az slabo napadnuté
Listy v dolnej tretine napadnuté silno,
pozorovat odumieranie  najnizsich
40 % listov, listy strednej tretiny napadnuté Nachylnost
mierne, stopy infekcie na
predvlajkovom liste
Dolna tretina rastliny napadnuté velmi
silne, pozorovat odumieranie, listy
strednej tretiny napadnuté mierne az
silno, vlajkovy list slabo napadnuty
Rastlina do predvlajkového listu
napadnuta silno, vlajkovy list mierne,  Vysoka- velmi
90 % pozorovat odumieranie listov dolnej a vysoka
strednej tretiny, pozorovana infekcia nachylnost
klaskov a osin
Vsetky listy napadnuté, pozorované ich
100 % odumieranie, infekcia na klaskoch,
osinach a steble v réznom stupni

nachylnost

65 % Nachylnost

Velmi vysoka
nachylnost

4.4.2 Laboratdrne testy odolnosti

Laboratdrne testy prebiehaju na listovych segmentoch. Segmenty su rezané z
Cepele prvého listu a nasledne st umiestnené do PM s agarom. Takto pripravené
segmenty su infikované prostrednictvom inokulacnej veze, ako je popisané v
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kapitole 4.2.3. Na inokulaciu testovanych genotypov su pouzivané izolaty patogéna
s presne stanovenym spektrom virulencie.

4.4.2.1 Virulencna analyza izolatov

Virulenénou analyzou sa sleduju zmeny virulencie k jednotlivym génom
rezistencie a tym sa zistuje efektivnost pripadne neefektivnost génov rezistencie.
Zakladom virulencnej analyzy su linie testovacieho suboru, kde je v kazdej linii
obsiahnuty jeden gén, pripadne kombinacia génov rezistencie. Vysev samostatnych
linii musi byt presny, po obvode kvetinacéa, aby sa zabezpecili rovnaké podmienky
rastu pre kazdy semenac (Obr. 9).

Obrazok 9: vlavo-ukazka vysevu, vpravo- test virulencnej analyzy

Na inokulovanie je vhodné poufZit erstvé inokulum s izoldtov, ktoré boli
kultivované 7-10 dni a neboli skladované v chladnicke. Zabezpe¢ime tak plnu
vitalitu a kli¢ivost spor. Rastliny testovcieho sortimentu je potrebné pestovat 7-8
dni, je preto vhodné spravne naplanovat terminy vysevu testovacieho sortimentu
a inokulaciu izolatov, z ktorych budeme inokulat pouzivat.

Pripravime si PM s agarom (@ 12-20 cm). Prichystdme si testovacie misky a to
tak, Ze z jednej linie do misky vloZzime 3-5 segmentov z jednej TS a po stranach
uloZeného testovacieho suboru uloZime zopar listovych segmentov z nachylnej
odrody. Dalej pri inokulacii, odvetrdvani PM a inokulovani postupujeme podla
popisu kapitoly 4.2.3 ,Inokuldcia inokulaénou vezou“. Hustotu inokuldcie
kontrolujeme pod mikroskopom postaci pri zvacseni 12x5, optimalna hustota je od
400 do 800 spdr/cm?. PM inkubujeme v kultivaénej miestnosti. Po 7-12 dfioch od
inokuldcie sa daju infekéné typy (reakcie po inokulacii) jednotlivych linii testovacich
stborov vyhodnotit. Napadnutie na segmentoch nachylnej odrody zodpoveda
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infekénému typu 4 (1V) a poslizi ako Standart pre stanovenie infekénych typov linii

testovacich sortimentov. Pokial ma dany izolat zaujimavé virulencné spektrum, je

vhodné zaradit ho do zbierky a pravidelne preockovavat. Z takto zozbieranych

izolatov si postupne vytvorime zbierku, pomocou ktorej budeme uréovat $pecifické

gény rezistencie.

Stupnica hodnotenia= infekcné typy (Kiraly et al., 1970):

0- Ziadna reakcia, listy bez chlorotickych alebo nekrotickych symptémov (imunny),

pri géne mlo moéze dochadzat k tvorbe ojedinelych koldnii, ¢o sa oznacuje ako typ

o(Iv)

1 (I)- obmedzeny vyvoj mycélia, tvorba chlorotickych alebo nekrotickych Skvin

(vysoko rezistentné)

2 (I)- vyvoj mycélia je stredny, tvorba nekrotickych Skvin s velmi slabou

sporuldciou, mala chloréza (stredne rezistentné)

3 (Ill)- rozvoj mycélia stredny az vacsi alebo obmedzena sporulacia, menej nekréz a

chloréz (stredne nachylnd), pri jaémeni sa tvoria nekrotické Skvrny so silnou

sporuldciou

4 (IV)- mnoho képok mycélia, silnd sporulacia bez nekrdzy (vysoko nachylna)
Stupne 0, 1, 2 su stupne odolnosti (R-rezistentné) a stupne 3, 4 su stupne

nachylnosti (S-senzitivne) (Obr. 10).

Obrazok 10: Skala reakcii infekénych typov
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Pri jaémeni sa pouZiva zdkladny testovaci subor, linie odrody Pallas s génmi
rezistencie Mlal, Mla3, Mla6, Mla7, Mla9, Mla12, Mla13, Mlk, Mlat, Mlg, Mlo a
reakcie sa hodnotia podla skaly infekénych typov podla Limperta (Limpert, 1985).

Zakladny testovaci sortiment na virulenénd analyzu populacii pSenicnej
mucnatky pozostava z linii, ktoré boli Specidlne pripravené na hodnotenie
virulencie a avirulencie a z dalSich linii a odréd, u prevazne ktorych boli nasledne
detegované dalSie gény Specifickej rezistencie. Linie s génmi Pmla, Pm2, Pm3a,
Pm3b, Pm3c, Pm3d, Pm3f, Pm3g maju 6-krat spatnym dosycovanim rovnakou
odrodou Chancellor zabezpecené rovnaké genetické pozadie. Linie a odrody s
dalsimi génmi uZz neboli krizenim upravované a do testovacieho sortimentu
zaradujeme genotypy s génmi, voCi ktorym zmeny vo virulencii sledujeme.
Vacsinou su to gény (pripadne kombinacie génov) Pm4a, Pm4b, Pm5a, Pm5b, Pme6,
Pm7, Pm8, Pm17, Pm2+ Mld, Pm1+9, Pm1+2+9 a dalSie podla vlastného zaujmu,
napr. Pm24, Pm28, Pm2b, Pm3h atd. Na vyhodnotenie infekénych typov u pSenice
mozno hodnotit stupnicou podla Kiralyho (Kiraly et al., 1970).

Testovaci sortiment ovsa predstavuje 12 linii a odrdd s génmi oznaenymi
rovnako ako pri pSenici Pm: Jumbo—Pm1, Cc3678 —Pm2, Mostyn—Pm3, AV1860—
Pm4, Am27—Pm5, Bruno—Pmé6, APR122—Pm7 Rollo—Pm3+8, AVE2406—Pm9,
AVE2925—Pm10, CN113536—Pm11, a citlivd odroda Fuchs. Na hodnotenie
napadnutia pouzili Okon et al. (2021) modifikovanu 0-4 bodovu stupnicu Mains
(1934).

4.4.2.2 Identifikacia génov Specifickej rezistencie

V laboratérnych podmienkach sa geneticka analyza rezistencie odolnych
genotypov obilnin vo¢i mucnatke travovej robi na listovych segmentoch zo
semendcdikov rastlin. Na testovanie sa pouZivaju izoldty patogéna so zndmym
virulenénym spektrom (zbierkové izolaty).

Vysejeme odrody alebo slachtitelské linie, u ktorych chceme detegovat
pritomnost Specifickych génov. Zaroven si namnozime vybrané zbierkové izolaty s
uz znamym virulenénym spektrom a s génmi, pritomnost ktorych chceme u
testovanych materialoch urcit. Prichystdame si PM s agarovou pédou, zloZenie je
uvedené v kapitole 4.1.1., do ktorej postupne vkladdme listové segmenty
testovanych genotypov kazdu po 5-10 ks (v zavislosti od predpokladanej genetickej
homogenity genotypov) (Obr. 11).
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Obrazok 11: vlavo- ukladanie listovych segmentov, vpravo- test identifikicie génov
Specifickej rezistencie

PM nechdme odvetrat, pracovnu plochu a inokulaéni vezu umyjeme liehom. Pri
inokuldcii a naslednej kultivacii postupujeme podla postupu uvedeného v kapitole
4.2.3 ,Inokulacia inokula¢nou vezou“. Infekéné typy testovanych genotypov
vyhodnocujeme podla uz uvedenych stupnic hodnotenie v kapitole 4.4.2.1. a vo
faze, kedy patogén na segmentoch kontrolnej odrody silno sporuluje (infekény typ
4 (IV) ). V pripade, Ze vsetky segmenty 1 genotypu nereagovali jednotne,
zaznamename infekény typ kazdého listového segmentu. Tento pripad znamen3,
Ze testovana novoslachtend linia nie je v géne rezistencie homogénna av
naslednych generdcidch sa vyskytuju linie aj s génom a aj bez génu rezistencie a v
pripade odrod je v testovanej vzorke primes nepdvodnej odrody. Vysledok
vyhodnotime podla prevlddajuceho typu reakcie a porovname ho s reakciou
zbierkovych izolatov.

4.5 Molekularne metody

Najmodernejsie metdédy na identifikdciu génov rezistencie vo¢i mucnatke
predstavuju pouzivanie molekularnych markerov. Molekuldarne markery slizia
okrem detekcie génov pri molekularne podporenej selekcii (dalej len MAS) aj na
vytvorenie genetickej mapy génov a na urcenie ich polohy na chromozémoch.
Medzi najéastejsie metddy patria: RFLP (polymorfizmus ditky restrikénych
fragmentov), RAPD (ndhodne amplifikovany polymorfizmus DNA), AFLP
(polymorfizmus  ditky amplifikovanych fragmentov), mikrosatelity, SSR
(jednoduché repetitivne sekvencie), STS (markery oznacujuce cielené sekvencie),
EST (kratky usek DNA ziskany sekvenovanim exprimovanych génov) ¢i DArT
(molekularny marker).
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5. Zaver

Hoci v naSej krajine zaznamenavame menej casté epidemické vyskyty
mucnatky travovej, hlavne v dosledku intenzivnej chemickej ochrany, napriek tomu
tento patogén stale predstavuje riziko pre produkciu obilnin. Hlavnym
predpokladom na prevenciu proti Skodam spdsobenych mucnatkou na obilninach
je monitorovanie vyskytu patogéna, vyber novych zdrojov rezistencie, ich aplikacia
a uplatnenie v Slachtitelskej praxi, i sustavny prieskum virulencie v populacii
mucnatky. V Slachteni md do buduicna velkd perspektivu najma Sfachtenie na
komplexnu odolnost, tzn. vo¢i viacerym hubovym chorobam obilnin s viacerymi
typmi rezistencie. Zakladom tohto procesu je v3ak vyhladavanie a ziskavanie stale
novych zdrojov rezistencie voci neustale sa vyvijajucej a meniacej sa populdcii
patogéna.

6. Popis uplatnenia metodiky

Metodika je uréena na praktickd vyuku pre stredné aj vysoké Skoly. Je tieZ
nasmerovana pre potreby polnohospodarskej praxe a Sfachtitelov ako spésob na
sledovanie novo vzniknutych a Siriacich sa foriem mducnatky travovej, ktoré
ohrozuju S$lachtitelsky material. Metodika zaroveri poskytuje moznost Studia
populdcii mucnatky trdvovej na Slovensku. Uvadza prehlad doteraz
identifikovanych génov rezistencie v slovenskych odrodach a opisuje aj metddy
prace s mucnatkou ako v polnych, tak aj v laboratérnych podmienkach, ¢im
poskytuje moZnosti studia pre Studentov. Uvedené Udaje mozu sluzit aj na vhodny
vyber odrodovej Struktury.
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