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1. Cil metodiky
Hlavnim cilem této metodiky je popis metody identifikace ras patogena Leptosphaeria maculans na
zéklad¢ detekce genti avirulence (AvrLm) pomoci diferenciacni sady genotypt fepky olejky se

znamymi geny rezistence (RIm).

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Uvod do problematiky

V soucasnosti patii fepka olejka (Brassica napus L.) a zejména jeji ozima forma mezi ekonomicky
nejvynosnéjsi rostlinné komodity péstované v CR a v celkové rozloze osevni plochy se tak po pSenici
tadi na druhé misto (15 %) mezi plodinami (CSU, 2021). Trend zvy3ujicich se ploch osetych fepkou
a zvySujici se produkce fepky v hlavnich regionech péstovani (Evropa, Kanada, Cina, Indie,
Australie) Ize pozorovat od 80. let 20. stoleti. Souvisi se zavedenim novych vynosné&jsich klasickych
i hybridnich odrtd, a také odrid s minimalnim obsahem kyseliny erukové a nizkym obsahem
glukosinolati a koresponduje recipro¢né s rozvojem trhu s touto plodinou. V 90. letech vSak dochazi
ke stagnaci ristu vynost diky tomu, ze vysoké zastoupeni fepky v osevnim postupu s sebou piinasi
problémy spojené se zdravotnim stavem této rostliny (Zheng et al., 2020).

Mezi tfi celosvétoveé nejvyznamnéjsi choroby fepky patii fomové ¢ernani stonkl fepky, které je
zpusobeno houbami z rodu Leptosphaeria (L. maculans (Fuckel) Ces. & De Not., 1863; L. biglobosa
Shoemaker & H. Brun, 2001), které se vyznacuji podobnou bionomii. Primérnim piiznakem
typickym pro nekrotrofni fazi patogenil jsou na listech svétle bézoveé zbarvené skvrny, dosahujici
pruméru az pies 1 centimetr, na nichz se vytvareji konidiomata — pyknidy, viditelné jako ¢erné tecky.
Tyto skvrny vznikaji pfedevS§im na podzim (ale 1 na jafe) diky askosporam, které funguji jako
primarnim inokulum uvolnujici se z pseudoperithecii piezivajicich na poskliziiovych zbytcich fepky.
V pyknidéch se v rdmci nepohlavniho rozmnoZovani formuji konidie — pyknospory, které predstavuji
sekundarni inokulum patogent zapficinujici sekundarni infekce. V biotrofni asymptomatické fazi,
ktera trvd od podzimu do jara, prortistd mycelium hub nepozorované tapikem do béaze rostliny.
Nasleduje opét faze nekrotrofni, kdy v pribéhu pozdniho jara az do obdobi sklizné¢ dochazi
k nekrotizaci pletiv kofenového kréku, kotene, baze i vyssich pater stonku, coz podle miry zasazeni
miZze vést bud’ k nouzovému dozravani, nebo az k lamani stonku a poléhani rostlin. Primérné rocni
ztraty na vynosu jsou odhadovany v zavislosti na povétrnostnich podminkach daného statu, intenzité
choroby, zvolené odridé a ochrannych opatienich na 5-50 %. Integrovana ochrana fepky olejky proti
puvodcliim choroby je zaloZena na agrotechnickych postupech (orba, osevni postup a zdravé motené
0sivo0), aplikaci fungicidi pfedevsim na podzim a péstovani odolnych odrad.

Geneticka podstata rezistence fepky byla doposud popsana pouze v souvislosti s napadenim

druhem L. maculans. Z hlediska mechanismu zaloZeni je 1épe prostudovana tzv. kvalitativni, rasové



specificka rezistence fizena jednotlivymi majorgeny rezistence (R), které chrani pfedev§im mladé
rostliny fepky, u nichz zamezuji infekei listl, respektive pak i naslednou kolonizaci stonkti patogeny
ptes fapiky listd. Tato rezistence je zaloZena na principu specifického rozpoznani efektoru
produkovaného patogenem, jenz je kdédovan genem avirulence Avr, odpovidajicim receptorem
hostitele, ktery je kddovan genem rezistence R. U rodu Brassica bylo zatim popsano a zmapovano
18 R genti: RIm1-11, RImS, LepR1-4, BLMR1-2. Jim odpovidajici geny avirulence u L. maculans se
vzdy lze vyuzit vySe zminéného konceptu. Napi. jeden Avr gen patogena se mize vyznacovat dudlni
specifitou pro vice R genii rostliny, coZ znamend, ze produkt tohoto genu miize byt rozpoznan
receptory vice R genti. Existuje i moZznost, kdy dva Avr geny interaguji s jednim R genem. Avr gen se

mize také vyznaCovat epistazi k jinému Avr genu (Tab. 1).

Tab. 1: Ptehled R genti doposud identifikovanych u Brassica spp. a korespondujicich Avr gent
u Leptosphaeria maculans.

R geny Avr geny
RIm1 AvrLm1-L3¢
RIm2 AvrLm2
RIm3 AvrLm3
RIm4 AvrLm4—7%
RIm5 AvrLm5-9¢
RIm6 AvrLm6
RIm7 AvrLm4—7%
RIm8 AvrLm8
RIm9 AvrLm5-9¢
RIm10 AvrLm10A/AvrLm10B'
Rim11 AvrLm1l
RIms AvrLms
LepR1 AvrLepR1
LepR2 AvrLepR2
LepR3 AvrLm1-L3¢
LepR4 AvrLepR4
BLMR1 ?

BLMR2 ?

d geny s dudlni specifitou
¢ gen AvrLm?7 je epistaticky ke genu AvrLm3 a genu AvrLm9
"interakce dvou sousedicich genti

? prozatim neidentifikovany



I kdyz je kvalitativni rezistence vysoce u¢inna a snadnéji vyuzitelna ve Slechtitelském procesu, jeji
ucinek muze byt prekonan nove vyvijejicimi se virulentnimi rasami L. maculans, nebot’ v populacich
patogena dochdzi ke zménam genetické variability diky genetickym mutacim a rekombinacim
vznikajicim v pribehu pohlavni reprodukce patogena. Pficinou je selek¢ni tlak na populace patogena,
ktery je zpusoben rozsahlym a opakovanym péstovanim odrudy s konkrétnim R genem, jako tomu
bylo napt. ve Francii, kdy se v populaci patogena vyselektovala virulentni rasa, kterd piekonala
ucinek genu RIm1 (Rouxel et al., 2003) nebo v Australii v ptipadé genu LepR3 (Li et al., 2003). Oproti

tomu rasov¢ nespecificka, kvantitativni rezistence je vzhledem ke svému polygennimu a QTL

vvvvv
--------

v

komplikovanéjsi 1 diky jejimu ovlivnéni podminkami vnéjSiho prostredi. Jelikoz se jeji ucinek
projevuje na stoncich, 1ze jeji efekt vyhodnotit az na dospélych rostlinach. Vyhodnoceni kvalitativni
rezistence je ¢asové méné narocné, nebot’ testovani lze provadét v laboratornich podminkach na
déloznich listech diferenciacni sady genotypi fepky olejky, které jsou inokulovany izolaty
L. maculans. Na zaklad¢ inkompatibilni ¢i kompatibilni interakce lze pak stanovit, které geny
avirulence izolat patogena nese.

kombinovat v procesu Slechténi oba typy rezistence, nebot” i u€inek tzv. pyramidizace vice R genti
V jednom genotypu muze byt v zavislosti na vyskytu riznych ras v populaci patogena L. maculans
piekonan.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, pfestoze majorgeny rezistence (RIm) zajistuji rostlinam fepky velmi
efektivni obranu, trvanlivost tohoto typu rezistence zavisi na selekci virulentnich ras patogena, které
mohou jejich rozpoznani rostlinami eliminovat ¢asto nepatrnymi zménami genomu prostiednictvim
mutaci. V zemich s vysokym rozsahem péstitelskych ploch fepky, jako je Francie, Némecko,
Australie, Kanada, se proto pravidelné provadi vyzkum zaméfeny na zastoupeni ras L. maculans
nesoucich geny avirulence (Cross et al., 2014; Kutcher et al., 2010; Rashid et al., 2021; Sprague et al.,
2006; Stachowiak et al., 2006; Van de Wouw et al., 2018; Winter & Koopmann, 2016; Zou et al.,
2018) a na zaklad¢ jejich frekvence v populacich L. maculans jsou péstitelim fepky davana
doporuceni péstovat takové odriidy, které minimalizuji riziko vzniku novych ras a prekonani

majorgent rezistence v odradach fepky.



2.2. Metodicka ¢ast
2.2.1. Sbér lista Fepky infikovanych patogeny Leptosphaeria spp.
Sbér pletiv fepky olejky s ptiznaky napadeni ptivodci fomového cernani stonkti fepky a jejich
zpracovani a uchovavani provadime tak, abychom minimalizovali riziko kontaminace vzorku jinymi
mikroorganismy pied samotnou izolaci patogena(i).

Pocet odebranych vzork volime podle velikosti plochy oseté fepkou, odridového zastoupeni

a incidenci choroby v porostu. Z rostlin odebirame celé listy s typickymi bézovo Sedymi skvrnami,

Obr. 1: List fepky olejky s pfiznaky napadeni puvodci fomového Cernani stonkl fepky

(Leptosphaeria spp.).

Listy oddélime od rostliny nizkami nebo vylomenim a poté je jednotlivé ulozime do piipravenych
popsanych papirovych oball (sacky, obalky). Popis oballi se vzorky by mél obsahovat nasledujici
udaje:

a. nazev lokality a jeji soufadnice GPS

b. datum sbéru

c. specifikaci genotypu fepky olejky: nazev odriidy nebo oznaceni novoslechténi

d. fungicidni oSetfeni, pokud bylo provedeno

Porost plodiny by m¢l byt v Case sbéru vzorkt nejlépe suchy. Pokud jsme nuceni provadét sbér za
méné vhodnych podminek (dést, rosa) a vzorky listd jsou vlhké ¢i mokré, je vhodné ulozit jednotlivé
papirové obaly se vzorky jesté do igelitovych (mikrotenovych) sacku a co nejdiive je dopravit na
pracovisté¢ a zpracovat. Pti déletrvajicich odbérech je vhodné pouzivat k do¢asnému uskladnéni

vzorkd autochladnicku nebo chladici box s vychlazenymi vlozkami.



Po ptevozu vzorkil na pracovisté vzorky vyjmeme z obalu a piipadné ntizkami provedeme redukci
pletiva listu fepky dle rozsahu napadené plochy. Listy odebrané ze suchého porostu nechame voln¢
zavadnout na popsaném papirovém obalu ¢i filtracnim papiru a nasledujici den je jednotlivé umistime
do prelozeného filtrani papiru, vratime do obalu a okamzité zajistime jejich pfedani ¢i odeslani na
misto urceni. V piipadé sbéru vlhkych ¢i mokrych lista se tento proces prodlouZi o jeden den, protoze
listy museji pfed zavadnutim nejdiive volné oschnout. Nezadouci vlhkost mtiizeme také jemné odsat
filtraénim papirem nebo bunicitou vatou. Na pracovisti, kde bude provadéna izolace patogena(l)
Z téchto vzorkt, mizeme tyto vzorky kratkodobé (1-3 dny) uchovat pfi teploté 4 °C. V optimalnim
piipadé je vhodné tyto vzorky ihned pouzit k izolaci patogena(li). Vzorky listi s pfiznaky napadeni
pivodci fomového Cernani je rovnéz mozné pied Ssamotnou izolaci patogena(ii) uchovavat
V ususeném Stavu. Listy po usuSeni skladujeme v papirovém obalu v laboratornich podminkach.
Doporucend doba pro zpracovani je 6 mésici, nejdéle vSak 12 mésicii od data odbéru.

Upozornéni: Listy fepky nebo jejich ¢asti nikdy nenechavame zavadnout na teplém topném télese,
nebot’ by doslo k zvInéni pletiva. S takto zvinénym pletivem se ndsledné $patné manipuluje a mize
dojit k jeho rozpadu pii ptipraveé vzorku k odeslani i u samotné izolace patogena(i). K nezadoucimu
zvlnéni volné polozenych listi mize dojit 1 vlivem rychlého zavadnuti, respektive usuSenim list
V mistnosti S vyssi teplotou. Jestlize tedy nedisponujeme vhodnymi podminkami pro suSeni ¢i

zavadnuti listd, vzorky piikryjeme nejlépe filtraénim papirem a nasledné mirn¢ zatizime.

2.2.2. lzolace patogena(ii) rodu Leptosphaeria
Ziskani cisté kultury patogena je zékladnim piedpokladem pro naslednou realizaci a vyhodnoceni
testll zkoumajicich interakce mezi patogenem a hostitelem. Jako vychozi material pro izolaci pivodct
fomového Cernani stonkl fepky je optimalni pouzit skvrny s pyknidami pochazejici z listi fepky
cerstvé odebranych z infikovaného porostu. Tyto listy 1ze také kratce uchovat pfi teploté 4 °C, ale jen
do té doby, aby nedoSlo ke kontaminaci skvrn saprofytnimi organismy, kterd znesnadiiuje izolaci
puvodct choroby. V pfipadé¢ velkého mnozstvi infikovanych vzorki, kdy neni mozné Casové
a organizacn€ zvladnout cely proces izolace patogena v kratkém casovém useku, je nutné infikované
listy fepky nebo casti listll se skvrnami ususit v laboratornich podminkach (viz vyse).

Nasledujici ¢ast metodiky je vénovéana postupu ziskdni monopyknididlnich izolatd, které jsou
bézné pouzitelné pro identifikaci ras L. maculans, a také ziskani monosporickych izolatt, u nichz je

tento proces oproti monopyknididlnim izolacim Casove i materidlové naro¢né;jsi.

Monopyknidalni izolaty

Skvrny s pyknidami vystfihneme z listti ntizkami €1 vyfizneme korkovrtem velikostné odpovidajicim

pruméru skvrny. Skvrny povrchové sterilizujeme ponotfenim do 20% Sava po dobu 3 min, poté je



tiikrat oplachneme sterilni ddH2O a osuSime na sterilnim filtranim papiru. Zrani pyknid (diferenciaci
pyknospor) podpotime vlozenim skvrn do vlhké komirky. Jako vlhka komirka poslouzi sklenéna,
ethanolem desinfikovana Petriho miska obsahujici 3 vrstvy navlh¢eného sterilniho filtracniho papiru.
Zpravidla do 2 dnti, kdy Petriho misky ponechame ve tmé pfi teploté 20 °C, pyknidy dozraji. Poté je
jednotlivé pomoci sterilni jehly za pouziti stereomikroskopu premistime do Petriho misek na
bramboro-dextrozovy agar (PDA, HiMedia, Cadersky-Envitek, spol. s r.0.). Zda jsou pyknidy
opravdu zralé, lze provétit mikroskopicky pozorovanim pyknoOspor uvoliujicich se z pyknidy.
Vétsinou vSak postaci pozorovat pyknidy piimo ve vlhké komulrce pomoci stereomikroskopu, kdy
1ze vidét razovy cirus uvolnujicich se pyknospor z ostiolu pyknidy. V tomto ptipadé pak neni nutné
odebrat jehlou celou pyknidu, ale postaci na $picce jehly zachytit pyknospory a ty pfenést na agar.
Pyknidy by mély byt inkubovény ve vlhké komirce maximalné¢ po dobu 3 dnii, poté dojde
k masivnimu uvoliiovani pyknospor a vzajemné kontaminaci sousedicich pyknid a zvySuje se tak
riziko ziskdni smésného izolatu, coz miiZze vést k neptesné interpretaci dat ziskanych pii nasledném
testovani. | v ramci jedné skvrny se totiz mohou vyskytovat pyknidy vzniklé po infekci ne¢kolika
askosporami rizného pivodu. Rovnéz dochézi i k poristani skvrn mikroorganismy, které prezily
povrchovou sterilizaci, coZ opét komplikuje izolaci patogena. Petriho misky s pyknidami fixujeme
po obvodu termoplastickou kryci folii Parafilm M a vzorky kultivujeme ve tmé pii teploté cca 20 °C.

Po nartstu mycelia izolaty dale pfeo¢kujeme a namnozime v mnozstvi dostate¢ném pro dalsi analyzy.

Monosporové izolaty

Zpusob ziskavani zralych pyknid se shoduje s vySe uvedenym postupem. Pyknidy jednotlivé
umistime sterilni jehlou do sterilni 0,5 ml mikrozkumavky obsahujici 50 pl sterilni ddH20
a rozmackneme je pomoci sterilni 200 pl pipetovaci $picky. Pyknospory fadné promichame pomoci
vortexu, jejich piitomnost v suspenzi potvrdime mikroskopicky a jejich koncentraci spocitame
pomoci Biirkerovy komurky. Nasledné koncentraci pyknospor v suspenzi upravime cca na
1000 pyknospor/ml. Obvykle pipetujeme 20 ul suspenze pyknospor do sterilni 2 ml mikrozkumavky
obsahujici 1000 pl sterilni ddH20. Z fadné promichané suspenze pipetou odebereme 100 pnl
(cca 100 pyknospor) a toto mnozstvi rovnomérné rozetteme na PDA pomoci sklenéné hokejky nebo
sklenéné tyCinky s lopatkou. Petriho misky po obvodu fixujeme termoplastickou kryci folii
Parafilm M a vzorky kultivujeme ve tmé pfi teploté cca 20 °C. Po 2 a vice dnech inkubace lze
pozorovat pomoci stereomikroskopu hyfy vyrtstajici z jednotlivych pyknospor. Spi¢kou sterilni jehly
vyfizneme vybranou hyfu z agaru a umistime ji do nové Petriho misky obsahujici PDA. Petriho misky
opét fixujeme po obvodu termoplastickou kryci folii Parafilm M a vzorky Kultivujeme ve tmé pii
teplote cca 20 °C. Po nartistu mycelia izolaty dale preockujeme a namnozime v mnozstvi dostatecném

pro dalsi analyzy.



2.2.3. Determinace patogenu L. maculans a L. biglobosa

Pro identifikaci rasového spektra u souboru izolati Leptosphaeria spp. je nutné znat ptislusnost
testovan¢ho izolatu k danému druhu patogena. Z tohoto divodu Ize izolaty determinovat pomoci
PCR — polymerazové fetézové reakce (Mahuku et al., 1996) a multiplex PCR (Liu et al., 2006). Jako
vychozi material pouZzijeme mycelium izolatt, ze kterého DNA izolujeme pomoci kitu Gene EluteTM
Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, Merck). Dalsi postup je uveden v certifikované
metodice (RySanek et al., 2016).

2.2.4. Priprava inokula pro identifikaci ras L. maculans

Cerstvé narostlé mycelium izolatd L. maculans spolu s agarem rozmackame piimo v Petriho misce
pomoci sterilni sklenéné ¢i plastové hokejky nebo sterilnim mikroskopickym podloznim sklickem.
Homogenizovany obsah poté rovnomérné rozmistime do dvou Petriho misek na povrch 20% V8
agaru (na 1 litr pouzijeme 200 ml V8 zeleninového dzusu Campbell Soup Company, 3 g CaCOs
a 16 g agaru). Petriho misky po obvodu zafixujeme papirovou prodysnou paskou 3M Micropore™
a umistime do termostatu za definovanych podminek — teplota 20 °C, vlhkost 90 %, 16 h svétlo
(studené svétlo, 18600 Im) a 8 h tma. Tyto podminky zajisti tvorbu a zrani pyknid na povrchu média.
Zralé¢ pyknidy v Petriho misce zalijeme sterilni ddH20, rozmélnime pomoci sterilniho
mikroskopického podlozniho sklicka, aby doslo k uvolnéni jejich obsahu. Ziskanou suspenzi
obsahujici pyknospory, zbytky pyknid a mycelia poté filtrujeme pies tfi vrstvy sterilni gazy do
sterilnich plastovych centrifuga¢nich 50 ml zkumavek. Suspenzi pyknospor fadné promichame
a pomoci Biirkerovy komurky spocitame koncentraci pyknospor. Nasledné koncentraci pyknospor
upravime na 1 x 107/ml. Pyknospory uchovavame ve sterilnich 0,2 ml mikrozkumavkach pii teploté
— 18 °C a dlouhodob¢ Vve sterilnich 2 ml mikrozkumavkéch ve sterilnim 25% glycerolu pfi teploté

— 80 °C.

2.2.5. Inokulaéni test

Pro detekci genti avirulence (AvrLm) ptitomnych v izolatech L. maculans je pouzivan inokulaéni test,
ktery je provadén na semendccich fepky. Izolaty jsou testovany na souboru diferenciacnich
odrid/genotypti fepky se znamymi geny rezistence (RIm). Tyto diferenciacni genotypy pochazeji
z INRA, Institut de Génétique Environnement et Protection des Plantes (Tab. 2).



Tab. 2: Pfehled diferenciaénich genotypt fepky olejky se znamymi geny rezistence (RIm).

Genotyp fepky olejky RIm gen

MT29 RIm1

Bristol RIm2, RIm9

02.22.2.1 RIm3

Jet Neuf RIm4

01.23.2.1 RIm7

Goéland RIm9

Westar nenese zadny RIm gen

Odrida Westar je pouzivana jako kontrola inokulace. Pokud se vytvofi na déloznich listcich této
odridy inkompatibilni reakce, je potieba takovy izolat L. maculans testovat na celém diferenciaénim
souboru znovu.

Pro ptipravu semenack rostlin a jejich naslednou inokulaci Ize vyuzit modifikovany protokol dle
Sasek et al. (2012). Rostliny fepky péstujeme za definovanych podminek (optimalng: svétlo/tma,
14/10 h, 22/20 °C, intenzita svétla 150 umol m? s?) tak, aby byly vysledky reprodukovatelné
a nedoslo k ovlivnéni symptomti napt. pfili§ vysokou teplotou, pfi které by mohla byt potlacena
hypersenzitivni reakce rostlin. Rostliny je mozné péstovat v zahradnickém substratu nebo
v hydroponické kultute (perlit, zivny roztok podle Steinera; Steiner, 1984) v sadbovacich o velikosti
6 x 6 cm. Pfed inokulaci je nutné rostliny fixovat pomoci $pejle a dratku, aby nedochazelo k jejich
poléhani.

Pro inokulaéni test pouzivame délozni listy 10 dni starych rostlin. KaZzdou polovinu délozniho listu
propichneme sterilnim Spendlikem ¢i jehlou a na misto vpichu pipetuje 10 pl konididlni suspenze
o koncentraci 10 pyknospor/ml. Na Kazdé rostliné tak lze testovat 4 izolaty L. maculans (Obr. 4-8,
obrazova ptiloha). Pro zajisténi reprodukovatelnych vysledkt je nutné kazdy izolat testovat nejméné
na 10 rostlinach. Inokulované rostliny zakryjeme éernou PE f6lii pro zvySeni vzdusné vlhkosti
a zabranéni priniku svétla. Po 48 h folii z rostlin sejmeme a rostliny dale péstujeme za vySe
uvedenych podminek. Po 4 dnech od inokulace odstranime z rostlin tvofici se pravé listy, abychom
zabranili senescenci déloznich listi. Symptomy zptisobené L. maculans na déloznich listech v podobé
1ézi a nekroz hodnotime piiblizné po 14 dnech od inokulace pomoci §kaly (Obr. 2). Rychlost rozvoje
symptomt zavisi na kultiva¢nich podminkéch i roénim obdobi, takze je potieba tvorbu symptomil
kontinualn¢ sledovat a hodnotit symptomy v optimalnim okamziku na cel¢é testované skupiné rostlin
najednou.

Pomoci skaly hodnotime velikost a barvu nekrotickych 1ézi popsanych a vyobrazenych na Obr. 2.
Pro urceni pfitomnosti genll avirulence se pouziva primeér ziskany pomoci $kaly. Pokud je vysledna

hodnota v rozmezi 1-3 (odpovidéd inkompatibilni reakci), pak je v izolatu ptfitomen piislusny gen
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avirulence (AvrLm). Pokud je vysledna hodnota vyssi nez 3 (odpovida kompatibilni reakci), v izolatu

neni pfitomen gen avirulence, ktery by odpovidal genu rezistence (RIm) v konkrétnim genotypu

fepky.

Stupen 0:
zadné priznaky

Stupen 6:
stejné jako stupen 3.
1éze mén¢ nekroticka

Sedo-zelena 1éze omezené
velikosti nebo velka

Stupen 1: Stupen 3:

cerné ohraniCeni kolem vpichu.  tmava nekroticka léze,
prumer léze 0.5—1.5 mm

Stupen 7: Stupen 8:

pramer 1éze 1.5-3 mm

Sifici se Sedo-zelena 1éze
bez pyknid nebo s nékolika
nekroticka léze malo pyknidami

Stupen 5:
tmava léze.
prumér léze 3—6 mm,
hnédé zbarveni na spodni
strang listu

Stupen 9:
velka Sedo-zelena 1éze
s pyknidami

Obr. 2: Skala s piiznaky infekce zptisobené Leptosphaeria maculans pro hodnoceni napadeni

déloznich listt u diferencia¢ni sady genotypu fepky olejky. Pievzato a upraveno podle Koch et al.

(1991).

Rasy testovanych izolatd L. maculans oznacujeme podle genti AvrLm Vv nich identifikovanych

(Tab. 3). Napf. jsou-li u izolatu piitomné geny AvrLm7 a AvrLm9 a ostatni geny avirulence piitomné

nejsou, tento izolat oznacime jako rasu AvrLm7-9. Tato rasa je tedy avirulentni ke korespondujicim

genum rezistence RIm7 a RIm9 a virulentni ke gentim rezistence RIm1, RIm2, RIm3 a RIm4.

Tab. 3: Geny avirulence detekované v izolatech Leptosphaeria maculans na zakladé inkompatibilni

interakce s ptislusnym diferencia¢nim genotypem fepky olejky.

Gen avirulence Genotyp Interakce hostitel — patogen | Pfitomnost genu avirulence
AvrLml MT29 inkompatibilni +
AvrLm2 Bristol inkompatibilni N
Goéland* kompatibilni*
AvrLm3 02.22.2.1 inkompatibilni
AvrLm4 Jet Neuf inkompatibilni
AvrLm7 01.23.2.1 inkompatibilni
AvrLm9 Bristol inkompatibilni N
Goéland inkompatibilni

*Genotyp Bristol nese geny rezistence RIm2 a RIm9. Pokud izolat L. maculans nese pouze gen

AvrLm2, interakce s genotypem Goéland musi byt kompatibilni.
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2.2.6. PCR detekce piitomnosti gent avirulence v L. maculans

Pro ovéteni pfitomnosti gentl avirulence v polnim izolatu L. maculans je mozné také provést detekci
genu metodou PCR. Zde je ale potieba zddraznit, Ze tato metoda nemiize nahradit testovani izolatd
na souboru diferenciacnich genotypti. Diivodem je Casty vznik mutaci vV genomu patogena, které

nemuseji byt pomoci PCR zjistény.

Izolace genomové DNA

Nejprve je potieba izolovat genomovou DNA (gDNA) izolatu L. maculans. Ta je ziskana z mycelia
izolatu kultivovaného na V8 agaru po dobu 7—10 dni, béhem nichz by mycelium mélo pokryt zhruba
3/4 povrchu agaru v Petriho misce. Mycelium je poté zpracovano v nékolika krocich dle protokolu
Feng et al. (2010). Veskeré kroky jsou provadény pii laboratorni teploté, pfi¢emz jsou pozity 1,5 ¢i
2 ml plastové mikrozkumavky.

1. Nejprve ptipravime roztoky potiebné pro izolaci gDNA: lyzaéni pufr (100mM Tris-HCI pH 8;
50mM EDTA pH 8 a 1% SDS); 3M octanu draselny pH 5,5; isopropanol; 96% ethanol a MiliQ nebo
redestilovana voda.

2. Z povrchu agaru porostlého myceliem izolatu opatrné odebereme sterilnim skalpelem mycelium
a umistime jej do homogeniza¢ni mikrozkumavky obsahujici 1 g keramickych kuli¢ek.

3. Do kazdé¢ zkumavky pridame 650 ul lyza¢niho pufru (pufr mize byt zakaleny diky srazeni SDS,
proto je nutné ho pted piidanim do mikrozkumavek zahtat na 55-60 °C).

4. Mikrozkumavky se smési vortexujeme po dobu alesponi 10 s a poté inkubujeme pii pokojové
teplot€ 2 min, aby doslo k 1yzi buné¢nych membran mycelia. Poté znovu vortexujeme 10 s.

5. Mikrozkumavky s obsahem centrifugujeme pti 13000 RPM po dobu 3 min.

6. Supernatant (zhruba 500 pl) odebereme a premistime do nové mikrozkumavky. Do
mikrozkumavky ptfidame 100 pl 3M octanu draselného a smés promichame opakovanym obracenim
mikrozkumavky (5 x).

7. Mikrozkumavky s obsahem centrifugujeme pti 13000 RPM po dobu 3 min.

8. Supernatant (zhruba 500 pl) odebereme a premistime do nové mikrozkumavky tak, abychom
nenarusili bilou peletu na dn€ mikrozkumavky, ze které je vzorek odebiran. Do mikrozkumavky
pfidame 500 pl isopropanolu a smés promichame opakovanym obracenim mikrozkumavky (5 x).

9. Mikrozkumavky s obsahem centrifugujeme pti 13000 RPM po dobu 3 min.

10. Z mikrozkumavek vylijeme supernatant. Na dné kazdé mikrozkumavky by méla ziistat velice
drobna peleta gDNA.

11. Peletu opatrné promyjeme ptidanim 750 pl ethanolu.

12. Mikrozkumavky s obsahem centrifugujeme pii 13000 RPM po dobu 3 min.

12



13. Ethanol z mikrozkumavek vylijeme a oteviené mikrozkumavky ponechame zhruba 20 min dnem
vzhtliru na papirovém kapesnicku, aby peleta gDNA byla vysusena od zbytkt ethanolu.

14. K pelet¢ gDNA ptidame 50 pl MiliQ nebo redestilované vody a poté vortexujeme do jejiho
rozpusténi.

vhodna pro amplifikaci je 20 ng/ul. Pokud je koncentrace vyssi nez optimalni koncentrace 100 ng/pul,

je nutné nafedit vzorek na tuto koncentraci.

PCR — polymerazova retézova reakce

Cilem této metody je ziskat amplifikaci dostate¢ny pocet molekul specifického useku DNA, ktery
chceme detekovat. Amplifikace tohoto specifického useku je umoznéna jeho koncovym ohrani¢enim
dvojici primeru (forward a reverse primery), nasedajicich komplementarné na templatové vlakno
a vymezujicich tak oblast syntézy komplementarniho vlakna DNA polymerazou. Tyto kratké
oligonukleotidy a DNA polymeraza jsou spolu s dal$imi latkami souc¢asti reakéni smési pro PCR
(Tab. 4). U firem vyrabg&jicich latky pro molekularné-biologické analyzy Ize potidit riizné typy tohoto
enzymu, proto je nutné upravit koncentraci latek v reakéni smési dle doporuéeni vyrobee. V Tab. 4
je uvedena reakéni smés pro PCR obsahujici DreamTaq polymerazu (K1081, ThermoFisher
Scientific), respektive tzv. DreamTaq green PCR Master Mix, jehoz soucasti jsou i dalsi dilezité
latky pro ¢innost tohoto enzymu (DreamTaq DNA polymeraza; 2 x DreamTaq Green pufr; 0,4 mM
kazdého ANTP a 4 mM MgCly).

Tab. 4: Slozeni reak¢ni smési (20 ul) pro detekei gend avirulence.

Latka (zasobni koncentrace) Objem (finalni koncentrace)
MiliQ H20 7 ul

DreamTaq PCR Master Mix (2 x) 10 pl (1 %)

forward primer (5uM) 1ul (0,25 uM)

reverse primer (5uM) 1ul (0,25 uM)

templatova DNA 1 ul (20-100 ng)

Pro detekci konkrétnich gend avirulence (AvrLm) u testovanych izolati L. maculans lze vyuzit
nasledujici dvojice primert (Tab. 5), pomoci nichz jsou amplifikovany ¢asti sekvenci téchto gent za

definovanych teplotnich a ¢asovych podminek (Tab. 6) nastavenych v termocykleru.
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Tab. 5: Seznam sad primeri pro detekci jednotlivych gent avirulence (AvrLm) u izolata

Leptosphaeria maculans.

Primer Sekvence Velikost amplifikovaného produktu (bp)
AvrLml F TTTCCAGACGTTCCGAGTGG

AvrLmlR AATGAGCGGAACCACGACAT 293
AvrLm2 F GACGTCATCAATGCGTTCGG

AvrLm2 R GTCCACGTGACTACCACCAG 180
AvrLm3 F CTGCCTTTAGACGACCCCTG 374
AvrLm3 R CTTTGGACACAAATCCGCGG

AvriLm4-7F | GCTTTAGCTCAGCACCTGGA 216
AvriLm4-7R | TAGGCTGATGGATCAACCGC

AvrLm5 F GTCACCGTTTCTCGAGACGT 269
AvrLm5 R ACGTGTAGAGCGACGTTGAG

AvrLm6 F GAGAGCGGTAGACGTGATGG

AvrLm6 R TAGCATGAGCCTAGAACGCG 234
AvrLml1l F GCAAACTGGAAGGGGCAGTA

AvrLm1l R CCGTGTGTACTCCTTCCGTT 121

Tab. 6: Podminky PCR reakce pro detekci gend avirulence (AvrLm) u izolati Leptosphaeria

maculans.
Krok Teplota (°C) Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 2 min 1
Denaturace 95 30s
Nasedéani primert 55 30s 35
Elongace 72 1 min
Konecna elongace 72 5 min 1

Elektroforetickd separace a vizualizace amplifikovanvych tseki DNA

Ziskané amplifikované DNA fragmenty analyzujeme pomoci elektroforézy v 2% agar6zovém gelu
s vizualizaénim barvivem (napf. GelRed nebo ethidium bromid). Do jamek v gelu naneseme
jednotlivé vzorky smichané s nanasecim barvivem a vhodny velikostni marker (hmotnostni standard).
Podminky elektroforézy volime na zakladé vzdalenosti mezi obéma elektrodami (elektrické napéti:
5-8 V/cm), ocekavané velikosti amplifikované sekvence a rozméru elektroforetické vanicky (Cas
potiebny pro separaci). DNA fragmenty vizualizujeme pomoci UV transiluminatoru a porovname
jejich velikost s hmotnostnim standardem. Vysledny elektroforeogram (Obr. 3) 1ze zdokumentovat
vhodnym automatickym dokumentacnim a analytickym systémem. Podrobny protokol lze najit

Vv certifikované metodice RySéanek et al. (2016).
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1200 bp

500 bp

200bp e M

Obr. 3: Priklad elektroforetické separace PCR produktd po amplifikaci s primery AvrLm3 F
a AvrLm3 R. M: velikostni marker, 1: izolat bez genu AvrLM3, 2-14: izolaty s genem AvrLM3.
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2.2.7. Prilohy
MATERIAL POTREBNY PRO SBER VZORKU

Zahradnické ntzky

Papirové sacky ¢i obalky dle velikosti listlh v dobé sbéru
Igelitové (mikrotenové) sacky

Filtra¢ni papiry

Tuzka s mékkou tuhou

Box (ptepravka, bedynka) na ulozeni odebranych vzorka

MATERIAL POTREBNY PRO PRACI S PATOGENEM

Sklenéné Petriho misky (9 cm)

Plastové Petriho misky (9 cm)

Pinzeta, nlizky, korkovrt, injek¢ni jehly

Sklenéna tycinka s lopatkou, sklenéné hokejka, plastové hokejky
Kadinky, odmérny valec

Sterilni destilovana voda

Filtracni papir

Parafilm M (termoplasticka kryci folie)

3M Micropore™ (papirova prody$na paska)

Gaza

Plastové centrifugacni uzaviratelné mikrozkumavky (0,2; 0,5; 1,5; 2 ml)
Plastové centrifuga¢ni zkumavky se Sroubovacim vickem (50 ml)
Automatickeé pipety pro rizné objemy

Pipetovaci Spicky pro rizné objemy

Biirkerova komiirka

Kryci a podlozni mikroskopicka sklicka

Stereomikroskop

Svételny mikroskop (nejlépe s fazovym kontrastem)

Centrifuga kombinovana s vortexem a tfepacka

Flow-box s plynovym kahanem pro sterilni praci

Kultivaéni box

Mrazici box (=18 °C, — 80 °C)

Pevna kultiva¢ni média pro rust a sporulaci L. maculans:

PDA (bramboro-dextrézovy agar), ptiprava dle vyrobce (HiMedia, Cadersky-Envitek , spol. s r.0.)
V8 agar (na 1 1: 200 ml V8 zeleninového dzusu Campbell Soup Company, 3 g CaCOs3, 16 g agaru)
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ROSTLINNY A PESTEBNI MATERIAL

Semena fepky olejky (Brassica napus) riznych genotypi
Perlit

Plastové sadbovace (s jamkami piiblizné 6 x 6 cm)
Destilovana voda

Kultiva¢ni komora

Zivny roztok dle Steinera pro hydroponické p&stovani rostlin fepky (Steiner, 1984)

, , . Koncentrace v zasobnim roztoku  Objemna 11
Zasobni roztok  Sloucenina

(a/l) roztoku
A Ca(NOs), - 4H.0 88,2 5 mi
KNOs 44,4
KH2PO4 13,5
B K2SOq4 15,4 5mi
MgSOs - 7TH20 47,3
C NaFeEDTA 3,285 0,5 ml
MnSQO;4 - H20 0,2
H3BO3 0,269
ZnS0Oq - TH20 0,506 mg
D NaMoOQOgs - H20 0,126 mg 0,5 ml
rozpustit v 50 ml
CuSOs - 5H20 7,8 mg/10 ml

piidat a doplnit roztok do 100 ml

MATERIAL POTREBNY PRO INOKULACE ROSTLIN

Destilovana voda

Jehla ¢i Spendlik

Spejle

Dratky

Automaticka pipeta (10 ul)
Pipetovaci Spicky (10 pl)
Neprodysna folie
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2.2.8. Obrazova piiloha

r

Obr. 4: Vpich jehlou na déloznim listku diferencia¢niho genotypu fepky olejky se znamym genem

RIm pro vytvofeni mista inokulace izolatem Leptosphaeria maculans s neznamymi geny AvrLm.

Obr. 5: Vpichy jehlou na déloznich listcich diferenciaéniho genotypu fepky olejky se znamym genem
RIm pro inokulaci izolaty Leptosphaeria maculans s neznamymi geny AvrLm. Na kazdé pulce
délozniho listu je jeden vpich (Cervena Sipka) a v levém rohu jednoho délozniho listu je vétsi vpich

slouZici pro orientaci pii inokulaci a vyhodnoceni (modra Sipka).
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Obr. 6: Fixovana rostlina diferenciaéniho genotypu fepky olejky pted inokulaci, (A) pohled ze strany,
(B) pohled ze shora.

Obr. 7: Inokulace déloznich listkd diferenciaéniho genotypu fepky olejky na misté vpichu kapkou

suspenze konidii (pyknospor) izolatu Leptosphaeria maculans o koncentraci 107 spor/ml.
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Obr. 8: D¢lozni listky diferenciaéniho genotypu fepky olejky inokulované 4 rlznymi izolaty

Leptosphaeria maculans.
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3. Srovnani ,,novosti postupu*

V ptedlozené metodice je uveden podrobny, optimalizovany a ovéfeny postup umoziujici
spolehlivou detekci genti avirulence v izolatech L. maculans. Na zaklad¢ detekce gend avirulence l1ze
identifikovat a monitorovat rasovou strukturu v populacich L. maculans vyskytujicich se na uzemi
Ceské republiky, a tak vyhodnotit riziko spojené s pfekonanim genti rezistence, které jsou v soudasné
dobé Sslechtitelsky uplatiiovany v péstovanych odradach fepky olejky. V zemich patiicich
k nejvyznamnéjsim péstitelim fepky (Francie, Velka Britanie, Némecko, Kanada a Australie), je
b&Zné, Ze tento monitoring gent avirulence a ras je provadén opakované jiz fadu let, zatimco v CR se

touto problematikou dosud nikdo nezabyval.

4. Popis uplatnéni metodiky

Metodika bude uplatnéna na zakladé uzaviené smlouvy o vyuziti s uzivatelem Agritec Plant Research
S.r.0., a to bezplatné¢, protoZe projekt, v jehoz rdmci tato metodika vznikla, vyuZziva pravidla pro
odvétvi zemédelstvi, lesnictvi a rybolovu podle ¢lanku 31 Narizeni Komise (EU) €. 702/2014 ze dne
25. Cervna 2014, kterym se v souladu s ¢lanky 107 a 108 Smlouvy o fungovani Evropské unie
prohlasuji urc¢ité kategorie podpory v odvétvich zemédélstvi a lesnictvi a ve venkovskych oblastech
za slucitelné s vnitinim trhem (ABER) nebo ¢lanku 30 Natizeni Komise (EU) €. 651/2014 ze dne
17. Cervna 2014, kterym se v souladu s ¢lanky 107 a 108 Smlouvy o fungovani Evropské unie
prohlasuji urcité kategorie podpory za slucitelné s vnitinim trhem (GBER).

Tato metodika bude rovnéz zdarma zvefejnéna na webovych strankach www.agronavigator.cz,

a proto ji mohou vyuzit Slechtitelské stanice zabyvajici se Slechténim fepky olejky a instituce

vzdélavajici v oblasti ochrany a Slechténi rostlin.

5. Ekonomické aspekty

Repka olejka a zejména jeji ozima forma je plodinou, ktera poskytuje lidské spolegnosti suroviny,
bez kterych si jiz nedovedeme néktera odvétvi a jejich fungovani vibec predstavit. Vyuziti fepky
olejky a dalSich olejnin v riznych vyrobnich odvétvich mé vzestupny trend, a to nejen z divodu tlaku
spolec¢nosti na zvySovani podilu obnovitelnych zdroji. Celkova produkce fepkového oleje ve svéte
Vv hospodarském roce 2019-20 dosdhla 28 mil. t. Nejvice fepkového oleje bylo vyrobeno v EU
(9,7 mil. t), dale v Ciné (6 mil. t), Kanadg (4 mil. t) a Indii (2,7 mil. t). V Ceské republice bylo v roce
2021 vyprodukovano 1246 tis. tun fepkového semene, a to ze skliznové plochy 368 tis. ha
s primérnym vynosem 3,38 t/ha. Vykupni ceny pak validovaly podle olejnatosti a mésice prodeje
mezi 12—14 tis. K¢&/t. Uplatnénim metodickych postupii k ziskani novych informaci lze predikovat
nasledujici ekonomické a dalSi neekonomické piinosy, a to jak u péstitelti, producentii osiva,

Slechtitell 1 zpracovatelll olejnin. Hlavnim aspektem je zefektivnéni Slechténi novych odrad
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a zlepSeni marketingu prodeje. Kazdd nové odriida bude deklarovand z hlediska ptitomnosti gena
rezistence RIm vuci L. maculans, a to jiz v prub&hu procesu Slechténi, ktery bude pouze obohacen
0 tento dalsi selekéni faktor. Kazdorocni predpokladané uplatnéni je zejména u ceskych liniovych
odrid mezi 4 az 5 tis. ha. To pii kazdoro¢nim prodeji 5000 vysevnich jednotek piedstavuje trzby
cca 5-10 mil. K¢ pii minimalni cené 1-2 tis. K¢ za 1 vysevni jednotku ¢eské liniové odrudy fepky.
V cené je zohlednéna prodejni sleva. Pii zvyseni prodeje o cca 2 % dojde ke kazdoro¢nimu navyseni
trzeb minimalné o 100-200 tis. K&, a to pouze na 1,3 % skliziiové plochy CR, pii¢emz v budoucnu
je predikovan dalsi ro¢ni narist ploch osetych Ceskymi liniovymi odriidami fepky cca o 0,5 %.
Vyjadifeno kumulativné to miize v horizontu 5 let znamenat narist trzeb az o dalSich
192.5-385 tis. K¢. Dalsim vyznamnym aspektem, ktery bude uvedenim metodiky do praxe ovlivnén,
je snizeni vstupii fungicidniho oSetfeni fepky olejky. V ptipadé, Zze bude kalkulovano podzimni
osetfeni na 1 ha fepky olejky v rozmezi 500-1500 K¢, bude uspora na tomto oSetfeni v piipadé
pestovani provétrenych rezistentnich odriid cca 1000-1500 K¢. V ptipade ceskych linii péstovanych
na 4450 ha pak celkovou Gsporu mizeme vyjadfit na 4,45-6,675 mil. K¢ ro¢né, kumulativné za pét let
pak cca 22,25-33,4 mil. K& Pokud bychom predikovali zvySeni zastoupeni rezistentnich odrud
Vv osevnim postupu o 1,5 % roc¢né nad rdmec vySe uvedené kalkulace, pak by celkova tspora na
nakladech na podzimni fungicidni oSetfeni méla dosdhnout kumulativné za pét let castky
23,9-35,9 mil. K¢. Nelze opominout ani dal$i neekonomické aspekty, které budou ovlivnény, a to
zejména snizeni rezidui fungicidl v komodité, snizeni aplikace fungicidii do zivotniho prostiedi

a Vv neposledni fad¢ i snizeni ndkladi na pohonné hmoty.
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9. Dedikace
Metodika je vysledkem vyzkumného projektu Narodni agentury pro zemédelsky vyzkum
ministerstva zem&d&lstvi CR — QK1710397 Charakterizace kompatibility vztahii mezi ptvodci
fomového Cernani stonku a odriidami ozimé fepky jako zaklad pro zvyseni rentability péstovani této
plodiny v CR. Metodika obsahuje také vysledky ziskané v ramci institucionalni podpory
Mze RO1818.

Publikaci bylo Ustfednim kontrolnim a zku$ebnim tstavem zemédélskym udéleno osvédéeni

¢. UKZUZ 226584/2021 o uznani uplatnéné certifikované metodiky v souladu s podminkami
,Metodiky hodnoceni vysledkii vyzkumu a vyvoje*.
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