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1 CiL METODIKY

Cilem této metodiky je vytvofeni optimalizovaného postupu stanoveni
stupn¢ odolnosti testovanych genovych zdroji (GZ) brukve fepky olejky
k poskozeni patogenemPlasmodiophora brassicaeWor. s ohledem na moZné
vyuziti pfi hodnoceni matridlli kolekci Néarodniho programu konzervace a
vyuzivani genetickych zdroji rostlin a agrobiodiverzity (NP) a pro potfeby
Slechténi.

2 VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 Uvodni ¢ast

Vyznam brukve fepky olejky s ohledem na ekonomiku produkce neustile
stoupd, dochdazi k rozSifovani péstitelskych ploch a c€astéjSimu zarazovani do
osevnich postupti. V roce 2017¢inila osevniplocha fepky olejky 394 262
ha(CSU, 2017), coZ piedstavovalo 82,6% vyméry viech péstovanych olejnin
v Ceské republice (Zehnalek, 2018). To s sebou nese i negativa v podobé §ifeni
chorob, mnohdy i dfive malo rozsitenych. Jednou z nich je nadorovitost kofent
brukvovitych zplsobend patogenemP. brassicae(Woronin, 1877), cCesky
nddorovka kapustovd (star§Si ndzev hlenka kapustovd) (Kiidela,1999). Tento
organismus byl na naSem uUzemi difive vnimdn predevSim jako patogen
brukvovité zeleniny. V disledku vySe uvedenych okolnosti se z néj ale stdva
pivodce vyznamné choroby fepky olejky. Zaznamendvidme jeji vzestup
podobné, jako tomu bylo v piipadé svétovych producentli (napt. Kanada,
Austrélie) (Dixon, 2009a). V soucasné dob& neexistuje jednoznaéné ucinnd
chemickd ochrana a k redukci patogenujsou vyuZzivany pouze podpuirnd opatient,
casto ekonomicky velmi nakladnad (Chytilova, 2007).V tomto kontextu se jevi
jako vysoce Zddouci vybér genotypi se zvySenou odolnosti, ptipadné rezistenci
k onemocnéni a jejich SirSi vyuZiti jak pro piimé péstovani, tak pro zatazeni do
Slechtitelskych programii.
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2.2 Nadorovitost korenti brukvovitych/Nadorovkakapustova(P.
brassicae)

Nédorovitost kofenli brukvovitych rostlin zplsobuje plidni patogen
Plasmodiophora brassicaeWor., ktery systematicky patii do tiSe SARa podfise
Rhizaria, kmene Cercozoa (Burki et al., 2007). Napadd buniky kotfenovych
pletiv, které se v diisledku toho nadmérné zvétSuji a tvoii nddor(Hwang et al.,
2012). Nejdiive jsou viditelné poskozeny postranni kofeny, na nichz se objevuji
ztluSténiny a nddory, které se stile zvétSuji, aZ zasdhnou i kofen hlavni. Ten je
postupné zcela zdeformovan. Rostlina s poSkozenymi kofeny postupné ztraci
moznost piijimat vodu a Ziviny, dochdzi k barevnym zméndm na listech
(nafialovéni listl), rostliny vystavené stresu suchem rychleji zavadaji, zhorSena
je 1 schopnost odoldvat vyzimovani. Mize dojit aZ k uhynuti rostliny, nddory na
kofenech se pak rozpadnou a jsou zdrojem dalsi infekce(Dixon, 2009b). Trvalé
spory, uvolnéné z nddord, jsou schopny v pidé pieckat az 15 let, pfitom sndsi
teploty v rozmezi -40°C az 120°C(seminaf, Svaz péstitelii a zpracovateli olejnin
- SPZO). P. brassicae neni vazana pouze na kulturni plodiny, napada 1
brukvovité plevele, coZz jeji nebezpecCnost jest¢ zvySuje (Chytilova, 2007).
Ackoli neexistuje i¢innd chemickd ochrana a patogen zamotuje pidu v podstaté
trvale, nejednd se o karanténniorganismus.V ramci CR byly nalezeny riizné
patotypypatogena identifikované raznymi klasifika¢nimi systémy pii hranici 25
% pro rezistentni / ndchylnou reakci diagnostickych rostlin. Jednd se o patotypy
7,2,6,4 al dle Williamse, P3, P2, P5, P1 a P4 dle Somé, 16/14/31, 16/15/15,
16/15/31, 16/14/14. 16/22/30, 16/22/31, 16/31/12, 16/31/15, 16/3/15 a 16/14/14
dle ECD (Ricatovd, 2016b).

2.3 Vyvojovy cyklus patogena

Vyvojovy cyklus zacind trvalou sporou, uvolnénou v pid¢ z nddoru.
Pokud jsou vhodné podminky - v okoli se vyskytuji kofeny brukvovitych
rostlin- spora vykli¢i a uvolni se zoospory. Ty jsou opatieny bi¢ikem a mohou se
aktivné pohybovat ke kofeni. Dochédzi k primarni infekci kofenového vlaseni.
V napadeném pletivu se tvoifi mnohojaderny utvara v ném se vyvijeji spory.
V této fazi se netvoii viditelné nddory na kotenech a faze probihd na vSech
brukvovitych rostlinich, odolnych i nachylnych (Chytilovd, 2007). Spory
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obsahuji sekunddrni zoospory, které se znovu uvolni do pidy. Zde dojde ke
splynuti zoospor a sekunddrnimu napadeni kofenti hostitele. Nyni jsou jiz
napaddny kofeny hlavni, vznikaji mnohojaderné ttvary, dochdzi ke zmnoZeni
bungk, jejich zvétSeni a tak ke tvorbé nadort. Uvniti bun€k zasaZenych pletiv se
zaCinaji tvofit tlustosténné trvalé spory, které se po odumieni pletiva nddoru
uvolnuji do pudy (tamtéz). Pokud je rostlina k patogenu rezistentni, nedojde u ni
k sekunddrnimu napadeni kofenli (primdrni napadeni prob&hne) a ke tvorbé
nadori s trvalymi sporami. Kromé jasného piinosu rezistentnich odriid v udrzeni
ekonomické vyse vynosu semen plisobi tyto odridy také fytosanitdrné€, nebot’
vyprovokuji trvalé spory k vykli¢eni, nedojde vSak k ukonceni vyvojového
cyklu, ¢imZ jsou pfirozené sniZovany pocty trvalych spor v zamotené ptdé
(seminar, SPZO).

2.4 Aktualni moZnosti ochrany

V souc¢asné dobé& neni registrovan v Ceské republice 7ddny piipravek
k potlaceni a likvidaci patogenuP. brassicae. NejdulezitéjSim opatfenim
k omezeni jeho Siteni je prevence. Patogen se Siti predeviim v disledku ¢astého
zatazovani brukvovitych plodin do osevniho postupu (v intervalu kratSim nez 6
let) a nedostatecné likvidaci brukvovitych pleveld. V Ceské republice byl jeho
vyskyt nejprve zaznamendn v oblastech s vysokym podilem péstovani
brukvovité zeleniny. Na zdklad¢é vyzkumu z let 1984 aZ 1986 bylo zjisténo, Ze se
nadorovitost vyskytuje prakticky na celém uzemi (Rod, 1996). Projev patogenu
na zamotenych ptdéch je do jisté miry rocnikovou zélezitosti. Obecné lze fici,
Ze rozvoj podporuje pfemokiend puda, nizké pH, mald provzdusnénost pudy a
vys§i teploty (semindf, SPZO). Lokdlnim odvodiovdnim, pravidelnym
vapnénim, udrZovanim pudy v dobré kondici a dodrzovanim vhodnych osevnich
postupll Ize rozvoji do jisté miry predejit(tamtéz). Pokud je pozemek jiz
zamofien, je potfebné dodrZovat preventivni opatieni k zamezeni a Sifeni na
ostatni hony — CiSténim pouZzité zemcdélské mechanizace od zbytkli zeminy a
péstovanim pouze rezistentnich odrid brukvovitych plodin(tamtéz). Praveé
uplatnéni rezistentnich odrd se v souc¢asné dob¢ jevi jako nejlepsi ochrana pted
zavleCenim a Sifenim patogenu. V piipadé brukve fepky olejky jsou na trhu
k dispozici nékteré hybridni odridy s rezistenci k P.brassicae. Je tfeba ale také
mit na paméti schopnost patogenu piekondvat rezistenci vznikem novych
patotypti(Diederichsen et al., 2014). Lze tedy ocCekdvat, Ze v nejblizs§i dob¢ se
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stane odolnost vic¢i P. brassicae jednim z duleZitych Slechtitelskych znakt a
rezistence bude dal$i béznou vlastnosti modernich odrid fepek, stejné jako
nizky obsah kyseliny erukové a nizky obsah glukosinolatt.

2.5 Postup stanoveni odolnosti testovanych genetickych zdroji
(GZ)

Pro screeningové hodnoceni ndchylnosti testovanych genotypii fepky
k patogenu P. brassicae byl jako nejvhodnégj$i postup vyhodnocen nddobovy
pokus s fizenou inokulaci patogenem. Tento zpusob je dostatecné vypovidajici,
pii dodrZeni stanoveného metodického postupu. Také jeho Casova a finan¢ni
ndrocnost je, ve srovnani s vedenim pokusu v podminkdch infekéniho pole,
vyrazn€ niz8i. Zaroven je omezeno riziko §ifeni patogenudo okolniho prostiedi a
zamotovani pud.

2.5.1 Priprava GZ

2.5.1.1 Pocet testovanych rostlin

TestovaniGZ brukve fepky olejky na odolnostk napadeni patogenem
P. brassicae je nutno realizovat na veétSim poctu jedinci. Optimdlni
pocetotestovanych rostlin je 40-50 v rdmci jednoho testu. Za pomoci ¢itace
semen, pripadné ru¢né, odpocitime vzorek 50 semen s dobrou kli¢ivosti. Pfi
zhorSené kli¢ivosti navySime imérné pocet semen ve vzorku.

2.5.1.2 Testovaci nadoby

Pro testovani odolnosti v podminkdach nadobového pokusu je potiebné
zvolit vhodnou testovacinddobu. Musi spliovat pozadavky na omezeni moznosti
kontaminace okoli tnikem infikované vody nebo substritu a zdroven musi
umoznit napéstovani dostatecného poctu rostlin a to po dobu minimaln¢ 8 tydnii.
Za timto ucCelem bylo ovéfovano pouZziti kvétnikli, sadbovaci, truhliki a
plastovych neperforovanych piepravnich beden. Kvétniky byly umistény na
podtéc, stejn¢ i sadbovace, truhliky byly zkouSeny ve varianté perforované i
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neperforované. Pouziti neperforovanych truhlikii bylo vyhodnoceno jako ne
prili§ vhodné, cCasto dochazi k pfemokieni a uhnivani rostlin, v dasledku
zadrzovani ptebytecné vody. Jako nejvhodnéjs$i nddoba se na zdklad¢é vysledkl
testd jevi perforovany truhlik s podmiskou,0 délce minimdlné¢ 50 cm. Pouziti
kvétnikli a sadbovacili je mozné, je vSak ¢asové a prostorové naro¢néjsi. V tomto
piipadé€ je tfeba pocitat s 50 kvétniky (bufikami) na jeden test a semena vysévat
ruéné po jednom. Béhem vegetace je tento systém vice nédchylny na
nerovnomérné rozloZzeni vldhy: castéjSi vysychani okrajovych nddob nebo
naopak skryté premokiovani.

2.5.1.3 Substrat

Pokusné nddoby plnime béZnym zahradnickym substratem. Piidavek
perlitu je moZny, ale neni nezbytny, jeho pouZitim vzristaji cenové ndklady na
realizaci pokusu. Z naSich testli vyplyva, Ze neni vhodné pouzivat tentyZ substrat
opakovang pro vice testl a to pfedevS§im s ohledem na vyZivové poméry.
Nédoby plnime substrdtem asi 1-2 cm pod okraj, abychom omezili riziko
vyplavovéani infikované zeminy pifi zalévani. Je vhodné vysévat semena
bezprosttedné po naplnéni, do lehce vlhkého substratu. Pti jeho pfeschnuti je
naro¢né znovuobnoveni optimdlniho vldhového poméru a je ohroZena
rovnomeérnost vzchédzeni.

2.5.2 Vysev

Vysev provddime ru¢né. Pokusnou nddobu ozna¢ime nezaménitelnym
identifikaénim ¢islem vzorku na vodéodolné a UV zifeni stabilni jmenovce.
Substrdt jemné utlacime a urovndme. V piipadé¢ pouziti truhlikli vzorek
ptedpiipravenych semen (50 ks) rovnomérné rozmistime po povrchu sypadnim
z malého papirového saCku.Do kazdé pokusné nddoby pfisejeme 3-4 semena
nachylného materidlu (viz pozitivni kontrola).

Vysetd semena zakryjeme vrstvou substratu (asi 1 cm) a dlani pfitlacime.
Nédoby dostatecné zalijeme zahradnickou konvi sjemnym kropitkem a
nakryjeme netkanou textilii bilé barvy.
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2.5.2.1 Pozitivni kontrola

Jako pozitivni kontrolu doporucujeme pouZit osivo pekingského zeli
Granaat. Jde o materidl velmi citlivy k infekci patogenem, pouZivany také pfi
testovani GZ brukvovité zeleniny. Diky své vyrazné morfologické odliSnosti od
fepky je velmi jednoduché jeho odliSeni pii hodnoceni. Projevy infekce jsou u
této odrady velmi zietelné. Rostliny slouzi jako kontrola spravné inokulace a
dostate¢ného infek¢éniho tlaku patogenu.

2.5.2.2 Podminky pro realizaci testu

Pokus realizujeme s ohledem na moZnost rizika $ifeni patogenu do okoli,
v pokud mozno wuzavieném, fadné oznaCeném prostoru, s dostateCnym
osvétlenim a pfiméfenou teplotou. Za timto ucelem je moZné pouZit nevytipény
sklenik s pasivnim vétranim. Termin realizace pokusu pak sméfujeme do obdobi
bfezen — fijen, piihliZime k poZadavkimpatogena na dostatecnou vlhkost a
teplotu. V letnich mésicich je vhodné zastinit prostor bilou netkanou textilii,
chladit pasivnim vétrdnim a kropenim prostoru pro docileni vysS$i vzduSné
vlhkosti.

Po vysevu je nutné udrzovat substrdt v optimalni vlhkosti. Zalévani
realizujeme zahradnickou konvi s jemnym kropitkem.Neni doporuceno zalévat
pfes netkanou textilii, hrozi riziko pfemokieni a rozvoje houbovych chorob.
Brukev fepka olejka snadno a rychle kli¢i. V optimdlnich podminkach a pfi
dobré klic¢ivosti semen je pokus vzesly po 4-5 dnech. V této dobé pfistupujeme
k inokulaci.

2.5.3 Priprava inokula

Odolnost GZ lze testovat bud’ proti
jednotlivympatotyptimpatogenuP. brassicae  (specifickd rezistence) nebo
protipatotypiimve smési (obecnd rezistence). Infekéni materidl pro inokulaci
vybirdme na zdkladé tohoto zvoleného cile testovani.

Jako zdroj infekce pouZivdme nddory z napadenych rostlin. Pro realizaci
prvnich testll je tieba ziskat inokulum s ovéfenymsloZenim (dle zaméfeni). V
naSich pokusech byla pouzita smés nejbéZngjSich ras patogenu,poskytnutd
z pracovisté VURYV, Sekce aplikovaného vyzkumu zelenin a specidlnich plodin
Olomouc. Nésledné pfemnoZeni je jiZ realizovdno na pracovisti - jsou vyuzivany
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dobfe vyvinuté nddory z testovanych rostlin a pozitivnich kontrol. Pokud
potfebujeme vétsi mnoZstvi infekEnich nddord, je mozno vyset do nddob (objem
10 1 a vice) pozitivni kontrolu a infikovat ji. Pfi opakovaném pouZivini
smeésného inokula by mohlo dojit k vytésnéni nékterych ptavodné piitomnych
ras. Je proto vhodné po nckolika cyklech znovu pouZit inokulum ovéfeného
sloZzeni.Kofeny odebranych rostlinomyjeme od zeminy, odd€lime nédory, a
ihned zpracovdvame. Pro piipravu inokula jsou vhodné dobie vyvinuté nadoryz
dostate¢né silnych kotfent fepek, ve fazi pred jejich rozpadem.

2.5.3.1 Dlouhodobé uchovavani nadort

Nédory je moZné také uchovdavat pro pozdéjsi pouziti. V tomto piipad¢ zasaZend
pletiva po omyti uloZime do oznacenych PVC sickli a neprodySné uzavieme.
Sa¢ky ulozime pfti -18°C. V naSich pokusech jsme ovéfili, Ze materidl 1zetakto
uchovévat po dobu jednoho roku bez sniZeni Zivotaschopnosti spor. V metodice
(Chytilovd, 2007) je vhodnd doba uchovédni stanovena na 1-2 roky. Po
rozmrazeni je ale potiebné materidl ihned pouZzit, opétovnym zamrazenim
Zivotaschopnost klesa.

2.5.3.2 Vlastni priprava inokula

Ptiprava inokula je realizovdna podle modifikované metodiky (Castlebury,
1994). Cerstvé nebo rozmrazené nadory zvazime a odméfime vodu v mnoZstvi
1000 ml na 100 g kofenu. Nejprve nddory mixujeme s menSim mnozstvim
ptipravené vody pfi nejvyssich otdckach mixeru po dobu 3 minut. Ziskanou tids{
kasi natfedime zbylou vodou a filtrujemedo vétsi nddoby pres muselinové plétno.
Takto pfipravenou suspenzi pouZijeme piimo k inokulaci nebo jimliZeme
uchovdvat (viz. dlouhodobé uchovéavani inokula). Pro dosaZeni stabilniho poctu
spor vinokulu je potiebné dodrZet dany postup piipravy a pouZivat dobie
vyvinuté nddory sklizené v optimdlni dobé. Abychom dosdhly dostate¢ného
infekéniho tlaku patogenu, musi 1 ml inokula obsahovat 10°-10° spor. Je
doporueno po piipravé stanovit koncentraci spor v Biirkerové komtirce (Uprava
dle Neubauera), nebo alesponi zkontrolovat stav spor vizudln¢ pod
mikroskopem. Spory velké, malé nebo deformované jsou obvykle
nezivotaschopné. Prii pfipravé inokula dbame na omezeni rizika Sifeni patogenu
kontaminaci odpadnich vod. Po ukonceni price je vhodné sterilizovat pouZité
nastroje a desinfikovat zatizeni 20% roztokem SAVO Original (chlornan sodny
47 g/kg) po dobu 20 minut, s ndslednym opakovanym oplachem c¢istou vodou. I
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pies tato opatieni je doporu€eno vyclenit na pracovisti nastroje, naradi 1 zafizeni
urcené pouze pro praci s patogenem.

2.5.3.3 Dlouhodobé uchovavani inokula

Pokud nepouZijeme piipravené inokulum bezprostiedné, lze jej skladovat v
uzaviené plastové nadob& odpovidajici velikosti v chladnicce, pii 4°C.Za téchto
podminek je doba pouZitelnosti inokulal rok, bez vyrazngjSiho poklesu
Zivotaschopnosti spor (Chytilova, 2007).Pro potieby realizace screeningovych
test dle této metodiky je obvykle potiebné skladovat inokulum krat$i dobu (cca
6 mésicti). V naSich testech jsme pouzivali inokulum uchovavané pii 4°C po
dobu pual roku a Zivotaschopnost spor nebyla sniZena. Je vhodné pftipravit
inokulum z Cerstvého nebo zamrazeného materidlu pted realizaci prvnich test
(bfezen-duben) v objemu dle pldnované spotieby pro dany vegetacni rok a
pouzivat ho k néaslednym testim. Po zalozeni poslednich testt (zai{) piipadné
zbytky inokula likvidujeme.

2.5.3.4 Priprava inokulatiaz jednotlivychpatotyptipatogenaP. brassicae

V piipadé, Ze se zaméfujeme na specifickou rezistenci vici jednotlivym
patotyplimpatogenuP.  brassicae,dodrzujeme pii pfipravé inokulazdsady
eliminace rizika vzdjemné kontaminace patotypll. Jednd se o pouZiti
samostatnych vysterilizovanych nddob na jednotlivé patotypy a sterilizaci
spoleénych ndstroji  (napf. mixérii, nddob, sit). Po oplachu Ccistou
nekontaminovanou vodou nechdme piisobit po dobu 20 minut 20% roztok
SAVOOriginal (chlornan sodny 47 g/kg) a nésledné¢ 3 x oplachneme
destilovanou vodou respektive vodou nekontaminovanou patogenem
P. brassicae.

2.5.4 Vlastni inokulace

Ze vzeslych rostlin odstranime netkanou textilii. Pfed inokulaci méd byt substrat
spiSe suchy, aby nedoslo k ndslednému ptemokteni, proto n¢kolik dnl predem
omezime zalivku. Do kadinky vhodné velikosti odméiime mnozstvi inokula a
nafedime vodou. Na jeden 50 cm truhlik pouzijeme 60 ml inokula zfedéného
300 ml vody, tedy 7,2 ml ziedéné suspenze na jednu rostlinu.Obsahem
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rovnomérné inokulujeme povrch substritu v testovaci nddobé. Vzhledem
k pomérné velkému objemu zfedéného inokula (360 ml) aplikovaného na plochu
825 cm? je zajiSténa dostacujici rovnomérnost. Pokud pottebujeme aplikovat
s veéts$i presnosti, pouZijeme divky pipetou v objemu 7,2 ml ke kofenovym
krckim  jednotlivych  rostlin.Potérostliny  zalejeme  konvi s r0zici
neinokulovanou vodou, ¢imZz dosidhneme rovnomérnéjSihorozmisténi spor
v profilu substratu a spory se proplavi bliZze kofenovému vlaSeni. Po inokulaci
jiz rostliny nezakryvame textilii.

Po dobu 7-8 tydnt udrZujeme substrdt piimétené¢ vlhky, snaZime se
vyhnout vyschnuti. Monitorujeme vyskyt Sktidcl, piipadné realizujeme
insekticidni zdsahy. V obdobi 4-5 pravych listl je vétSinou vhodné rostliny
pfihnojit dusikatym hnojivem, zohlediiujeme pii tom vyZivovou kapacitu
pouzitého substratu. Pro ticely hodnoceni je optimalni dopéstovat silné rostliny
s Sitkou kotenového kréku 4mm a vice. Pfiznaky napadeni jsou na nich nejvice
patrné. S ohledem na omezenou velikost pokusné nddoby toho ale ne vzdy
miiZeme dosdhnout. I vyrazné¢ mensi rostliny jevi zndmky napadeni kofenového

Po 8 tydnech od inokulace ndhodné¢ odebereme nékolik testovanych
rostlin, vcetn€ rostlin pozitivni kontroly a zjistimezasaZeni kotfenli nddory.
Vlivem vnégjSich podminek (teplota, vlhkost, pH, velikost rostlin), se vizualni
projevy napadeni kofenii mohou projevit az pozdéji. Pokud je zaznamendn
vyskyt nddort na rostlinach, pfistupujeme k hodnoceni.

2.5.4.1 Inokulace jednotlivymi patotypypatogenaP.brassicae

Pfi inokulaci jednotlivymi patotypy sledovaného patogenu (specifickd
rezistence) musi byt opét dodrZzovany zdsady eliminace rizika vzdjemné
kontaminace. To znamena:
- pro zakladani testdl vZdy pouZit novy sterilni substrat,
- pouzivat samostatné/odd€lené nddoby vcetné¢ podmisekpro jednotlivé
skupiny testovanych GZ a patotypy,
- zalivku provadét vodou nekontaminovanou patogenem P. brassicae,
- pfi zalivce a eventudlnim pfemistovani pokusnych nadob zabranit
mozné vzdjemné kontaminaci mezi jednotlivymi patotypyzdlivkovou
vodou nebo substritem.
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2.5.5 Hodnoceni odolnosti GZ k P.brassicae

Pred vlastnim hodnocenim je vhodné nechat substrdt vice vyschnout.
Rostlinu uchopime pevné dvéma prsty tésné nad substritem a opatrné ji
vytrhneme, aby nedoslo k poskozeni kotfen. Druhou rukou pfitlacujeme
substrdt v okoli kofenového krc¢ku. Prsty jemné ocistime kotfeny od zbytkil
substratu. Pokud je substrit vlh¢i, ¢asto ulpiva na kofenech. V tomto ptipadé je
vhodné kofeny omyt (ve vétsi nddobé s vodou, abychom omezili mnoZstvi
pouzité vody, nemyjeme pod proudem tekouci vody) a zlehka osusSit. Pokud je
substrdt pfiméfené suchy, neni nutné rostliny myt, pouze zlehka odstranime
zbytky substritu, ptiznaky na kofenech jsou dobtfe patrné. Takto pfipravime
vSechny testované rostliny jednoho genového zdroje. Zkontrolujeme, zda je
zietelné napadeni 1 na kofenech pozitivni kontroly (pekingského zeli).
Hodnoceni provadime pouZitim stupiiti 0-1-2-3. Slovni popis pouZité Skdly je
uveden v Tab.1.

Postup hodnoceni vysledkil testi specifické a obecné rezistence je shodny.

Tab.1: Hodnoceni poskozeni kotent (Skdla podle Kuginuki et al. 1999 )

Stupen Popis projevu

0 Kofeny zdravé, zcela bez naddora a rozsiteni

1 Na boc¢nich kotenech se objevuji rozsifeni a malé nadory.

’ Boc¢ni koteny jsou zasaZzeny ndadory, zacind poSkozeni
hlavniho kotene.

3 Nadorem zasazena celd kofenova soustava, hlavni kofen

deformovan.
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Fotodokumentace jednotlivych stupiiti poSkozeni kofenové soustavy patogenem:

Obr.1: Stupen 0 — zdravy koten

Obr.2: Stupeit 1 — malé nddory na bo¢nich kotfenech

Obr.3: Stupenn 2 -velké nddory na bocnich kofenech, zasazen i hlavni kofen
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Obr.4:Stupen 3- hlavni kofen zcela deformovan

Obr.5:Srovnani stupiit napadeni — zleva 0-1-2-3

Vyhodnotime vSechny rostliny jednoho GZ, rozdélime podle stupiiti a pocty
rostlinzaznamendme do tabulky.



Metodika stanoveni odolnosti genovych zdroji brukve fepky olejky ( Brassicanapus L.) k patogenu Plasmodiophora brassicaeWor.

Obr.6:Piiklad vyhodnoceni genového zdroje rozdélenim dle dosaZzeného stupné

Na zdkladé zjisténych dat vypocteme index napadeni — DI (disease index). Je to
pramérny vysledek intenzity napadeni pro populaci rostlin vyjadieny jako
procento mozného maxima, podle vzorce (Strelkov, 2006):

Y (pocet rostlin ve stupni napadeni x Cislo stupné) x 100

DI
celkovy pocet hodnocenych rostlin X 3

Genotypy s velmi malou odolnosti k napadeni maji DI vétsi nezZ 80%, naopak
materidly s vy$§im aZz vysokym stupném odolnosti DI mensi nez 20%
(Chytilova, 2007).
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Pro stanoveni odolnosti GZ pouzivime Skilu hodnot deskriptoru podle
nésledujici tabulky:

Tab.2: Hodnoty deskriptoru a stupent odolnosti DI

Hodnota Index napadeni

Stupeii odolnosti
deskriptoru (DI) upeii odolnosti

9 0% - 10%

Y

Vyssi az vysoka odolnost
11% - 20%

21% - 30%

31% - 40%

41% - 50%
Mala odolnost

51% - 60%

61% - 710%

71% - 80%

81% - 100% Velmi mald odolnost

— N W RN Q| R

2.6 Vyuziti vysledkii testovani

Testovdni odolnostiGZ realizujeme opakované. Je nutné vyloucit vliv
vnéjSich podminek (teplota prosttedi, vldhové poméry), ptipadné rozdily
v kvalité pouzitého inokula. Minimdlni pocet hodnoceni pro jeden genovy zdroj
jsou tfi opakovani. Vysledky (hodnoty deskriptoru) za uvedené obdobi
primérujeme. Data pro polozky fadné kolekce Narodniho programu vloZime do
IS GRIN Czech. Zde jsou volné dostupnd uZzivatelim GZ. Hodnoceni
Slechtitelskych materidli pfinese cenné informace Slechtiteli pro objektivni
posouzeni kvality i1 pro rozhodovani o dalSich smérech Slechtitelské prace. Ac
jsou v soucasnosti na trhu kdispozici materidly se zvySenou odolnosti
k P. brassicae hybridniho pivodu, 1ze oCekavat Slechtitelské aktivity i v oblasti
liniovych odrid. Obsdhld kolekce GZ brukve fepky olejky NP muze
potenciondlné¢ obsahovat materidly s vyS$Si odolnosti k napadeni a tedy s
piinosem pro Slechtitelské programy. Z tohoto divodu je dilezité polozky
hodnotit kontinudlné a v kratkém Casovém horizontu.
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3 NOVOST POSTUPU

Stanoveni odolnosti GZ brukve fepky olejky k patogenu P. brassicae nebylo
doposud pro polozky kolekci NP realizovdno. Soucasné se vzristajicim tlakem
patogena a jeho §ifenim v ramci Ceské republiky je i pro §lechtitele velmi
piinosné testovat svd novoSlechténi na tuto vlastnost. PiedloZend metodika
vychdzi z metodiky hodnoceni ndchylnosti brukvovité zeleniny k P. brassicae
(Chytilova, 2007), je vSak modifikovdna a upravena pro potfeby hodnoceni GZ
brukve fepky olejky. Kurdtorim kolekci olejnin se tim otvird moZnost hodnotit
poloZky na tuto vlastnost a tim umoznit uZivatelim pfistup k cennym datim.

4 POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je prioritné urCena kurdtoriim kolekci genetickych zdroji olejnin a
Slechtitelskym  pracovistim k otestovani odolnosti materidld  k patogenu
P. brassicae. Zde by se méla stit nedilnou soucésti standardniho hodnoceni,
vysledky budou vetejné piistupné uZivatelim IS GRIN Czech a Slechtitelim
pfinesou cenné informace o vlastnostech rodi¢ovskych komponent i jejich
vlastnich novoslechténi. Dojde k uzavieni Smlouvy o vyuZziti vysledki mezi
tvirci metodiky a koordinatorskym pracovistém NP, ¢imZz bude zajiSténa
moznost vyuziti vysledku pro testovani GZ kolekci brukve fepky olejky a
bezplatnému zpiistupnéni ziskanych dat uZivateltim.

5 EKONOMICKE ASPEKTY

Jak jiz bylo zminéno, v sou€asné dobé& neni na trhu k dispozici Zadnd ucinnd
chemickd ochrana proti patogenuP. brassicae a preventivni opatifeni maji pouze
podplirny charakter. Jedinou ucinnou cestou pro udrzeni produkce a k
postupnému ozdravovani zasazenych ploch je péstovani odrid k patogenu
odolnych. Pokud se podafii Slechtiteli skloubit dobry vynos s vysokou odolnosti,
bude mit novd odriida vysoky potencidl uplatnéni na trhu. Pro zemédélce
hospodaftici v zasaZzenych oblastech se jedna dokonce o jedinou moZnou cestu
feSeni situace, pokud se nechtgji zcela vzdat péstovani ekonomicky vyznamné
olejniny, jakou fepka je. Existuje piedpoklad, Ze odolnost vici patogenu
P. brassicae bude postupné vnasena do vSech nové tvofenych odrid, jako jedna
z béZn€ pozadovanych vlastnosti. Zarovenl se jednd o ochranu bez pouZiti
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chemickych latek, tedy bez negativniho dopadu na Zivotni prosttedi. Testovani
odolnosti Slechtitelskych materidlti i polozek kolekci vyrazné urychli vyvoj
odriid odolnych ke specifickym rasdm patogena, a to i v pifipadé vzniku ras
novych.

V CR je P. brassicae zasa’eno cca 10% omé puady (Riafova,2016c¢).
Kazdorocné je fepkou oseto kolem 400 000ha. Na 40 000ha plochy by mélo byt
pouZzito osivo rezistentnich materidlii, aby byla udrZena pfiméfend vyse vynosu.
Vychézime-li z praimérného vynosu 2,91 t/ha (CSU, 2017) a vykupni ceny
9404,57 K&/t (AGROSERVER,2017), znemoZnénim péstovani na zasazené
plose by klesly ptijmy zemédélci o 1 095 milioni korun rocné. V soucasné dobé
jsou v praxi vyuzivany odolné hybridni odriidy, jejich nabidka je vSak relativné
omezend. Vytvofenim odriady nové a jejimuplatnénim na 5% zasazené plochy
zajistime celkové ro¢ni trzby okolo54 mil.K¢.

Metodika testovani odolnosti GZ je koncipovana tak, aby néklady na realizaci, a
to jak financ¢ni, tak Casové, byly co mozna nejnizsi. Vstupni ndklady se tykaji
pofizeni pokusnych nadob, s pfedpokladanou Zivotnosti minimdlné 5 let.Pii
opakovaném pouZiti (alespont 12 krat) dosdhnou ndklady na jeden test vySe 10
K¢&. Néklady na pofizeni substratu pro 50 cm truhlik jsou 10 K¢&. Predpoklddana
vyse spotfeby energifi a vody je odhadnuta na 5 K&. Casové ndroénost zaloZent,
vedeni a vyhodnoceni testu jednoho GZ dosédhne zhruba 30 minut. Osobni
ndklady pro technicky persondl €ini asi 75 K¢&. Néklady ve vysi 10 K¢ jsou
odhadovany ve spojitosti s likvidaci pouZitého infek¢niho materidlu a desinfekci
prostor. Celkové ndklady na otestovidni jednoho GZ ve tfech opakovénich
dosahnou 330 K¢ s DPH.
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