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1 Cil metodiky

Hlavnim cilem této metodiky je popis metody detekce genti rezistence (RIm)
proti patogenu Leptosphaeria maculans, pavodci fomového ¢ernani stonki
fepky v odridach a Slechtitelskych materidlech fepky olejky. Metodou
identifikace je inokulacni test provedeny na dé€loznich listech fepky
diferencia¢nimi izolaty L. maculans v definovanych podminkach.

2 Vlastni popis metodiky
2.1 Uvod do problematiky

Osmdesata 1éta 20. stoleti piedstavuji vV péstovani fepky olejky (Brassica
napus L.) a v rozvoji trhu s touto plodinou zasadni pralom. Na trh byly
zavedeny nové vynosnégj$i klasické i hybridni odridy, a také odrady
S minimalnim obsahem kyseliny erukové a nizkym obsahem glukosinolati,
coz se odrazilo ve zvyseni ploch osetych fepkou a narustu produkce fepky
Vv hlavnich regionech péstovani (Evropa, Kanada, Cina, Indie, Australie).
V 90. letech vsSak dochazi ke stagnaci rustu vynost, jelikoz vysoké
zastoupeni fepky v osevnim postupu s sebou pfinasi problémy spojené se
zdravotnim stavem této rostliny (Zheng et al., 2020).

V Ceské republice fepka v soucasnosti zaujima v celkové rozloze osevni
plochy druhé misto (15 %) hned po pdenici (CSU, 2021) a patfi mezi
ekonomicky nejrentabilngjsi rostlinné komodity péstované v CR, a to
i pfesto, ze se péstitelé v porostech fepky kazdoro¢né potykaji s vyskytem
patogenu a $ktdct a museji vydavat nemalé finan¢éni prostiedky na ochranu
fepky proti témto Skodlivym organismim.

Fomové Cernani stonkii fepky patii mezi tfi celosvétové nejvyznamnéjsi
choroby fepky. Je zpisobeno dvéma hemibiotrofnimi houbami rodu
Leptosphaeria (L. maculans (Fuckel) Ces. & De Not., 1863, L. biglobosa
Shoemaker & H. Brun, 2001), které se vyznacuji podobnou bionomii.
Primarnim ptiznakem typickym pro nekrotrofni fazi patogenti jsou na listech
svétle bézove zbarvené skvrny, dosahujici priméru az pfes 1 centimetr, na
nichz se vytvareji konidiomata — pyknidy, viditelné jako ¢erné tecky. Tyto
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skvmy vznikaji predevs$im na podzim (ale i na jate) diky askosporam, které
pusobi jako primarni inokulum uvolfiujici se z pseudoperithecii ptezivajicich
na poskliziiovych zbytcich fepky. Sekundarnim inokulem patogenti
zaptic¢inujicim sekundéarni infekce jsou pyknospory nepohlavné se formujici
v pyknidach. V asymptomatické biotrofni fazi prortistd mycelium patogenti
z listovych skvrn nepozorovan¢ fapikem do baze rostliny. Nasleduje opét
faze nekrotrofni, kdy v prib&hu pozdniho jara az do obdobi sklizné patogeni
zpusobuji nekrotizaci pletiv kofenového krcku, kotene, baze i vyssich pater
stonku, coz podle stupné napadeni mize vést bud’ k nouzovému dozravani,
nebo az k ldmani stonku a poléhani rostlin. Primérné ro¢ni ztraty na vynosu
jsou odhadovany v zavislosti na povétrnostnich podminkach daného statu,
intenzité¢ choroby, zvolené odridé a ochrannych opatfenich na 5-50 %
(Zheng et al., 2020). Ochrana fepky olejky proti pavodcim zptsobujicim
tuto zavaznou chorobu je zalozena na integraci agrotechnickych postupt
(orba, osevni postup a zdravé moiené osivo), aplikaci fungicidi predevsim
na podzim a péstovani odolnych odrtd.

Geneticka podstata rezistence fepky byla doposud popsana pouze
Vv souvislosti s napadenim druhem L. maculans. Z hlediska mechanismu
zalozeni je 1épe prostudovana tzv. kvalitativni, rasove specificka rezistence
fizena jednotlivymi majorgeny rezistence (R), které chrani predevsim mladé
rostliny fepky, u nichz zamezuji infekci listd, respektive pak i naslednou
kolonizaci stonkil patogeny pies fapiky listli. Tato rezistence je zaloZena na
principu specifického rozpoznani efektoru produkovaného patogenem, jenz
je kodovan genem avirulence Avr, odpovidajicim receptorem hostitele, ktery
je kodovan genem rezistence R. U rodu Brassica bylo zatim popsano
azmapovano 18 R genl: RIm1-11, RImS, LepR1-4 a BLMR1-2. Jim
odpovidajici geny avirulence u L. maculans se oznacuji jako AvrLm, AvrLmS
1ze vyuzit vySe zminéného konceptu. Napt. jeden Avr gen patogena se muze
vyznacovat dualni specifitou pro vice R gend rostliny, coz znamena, Ze
produkt tohoto genu muize byt rozpoznén receptory vice R gent. Existuje
i moznost, kdy dva Avr geny interaguji s jednim R genem. Avr gen se mize
také vyznacovat epistazi k jinému Avr genu (Tab. 1).



Tab. 1: Prehled R geni doposud identifikovanych u Brassica spp.
a korespondujicich Avr genti 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 AvrLm11l
RIms AvrLms
LepR1 AvrLepR1
LepR2 AvrLepR2
LepR3 AvrLm1-L3¢
LepR4 AvrLepR4
BLMR1 ?

BLMR2 ?

¢ geny s dualni 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 t€inek mlize byt pfekonan noveé se vyvijejicimi
rasami L. maculans, nebot’ v populacich patogena dochazi ke zménam
genetické variability diky genetickym mutacim a rekombinacim vznikajicim
v pribéhu pohlavni reprodukce patogena. Pficinou je selekéni tlak na
populace patogena, ktery je zpusoben rozsahlym a opakovanym péstovanim
odridy s konkrétnim R genem (Sprague et al., 2006), jako tomu bylo napft.



ve Francii, kdy se v populaci patogena vyselektovala virulentni rasa, ktera
ptekonala u¢inek genu RIm1 (Rouxel et al., 2003) nebo v Australii v piipadé
genu LepR3 (Li et al., 2003). Oproti tomu rasove nespecificka, kvantitativni

vvvvv

vvvvvvvv

Vv

vné&jsiho prostiedi. Jelikoz se jeji ucinek projevuje na stoncich, l1ze jeji efekt
vyhodnotit az na dospélych rostlinach. Vyhodnoceni kvalitativni rezistence
je Casové méné narocné, nebot testovani lze provadét v laboratornich
podminkach na déloznich listech diferenciacni sady genotypt fepky olejky,
které jsou inokulovany izolaty L. maculans. Na zakladé inkompatibilni ¢i
kompatibilni interakce lze pak stanovit, které geny avirulence izolat
patogena nese.

Z hlediska dosazeni dlouhodobého az trvalého ucinku R genil je vhodné, ale
oba typy rezistence, nebot’ i ucinek tzv. pyramidizace vice R genti v jednom
genotypu miiZze byt v zavislosti na vyskytu riiznych ras v populaci patogena
L. maculans ptekonan.

Piestoze majorgeny rezistence (RIm) zajistuji rostlinam velmi efektivni
obranu, trvanlivost tohoto typu rezistence zavisi na selekci virulentnich ras
patogena, které mohou jejich rozpoznani rostlinami eliminovat cCasto
nepatrnymi zménami genomu. Pohlavni rozmnozovani poskytuje
L. maculans obrovskou genetickou plasticitu. Sirsi nasazeni odrtd s jednim
uréitym genem rezistence pak obvykle vede k rychlé selekci populaci houby,
které jsou schopny tuto rezistenci piekonat, jak jiz bylo vySe zminéno u genil
RIm1 a LepR3. Podobny problém nastal také v ptipadé genu RIm4. Odriady
nesouci tento gen byly Gspé&sné péstovany od roku 1970, ale i ¢inek tohoto
genu byl pozdgji L. maculans piekonan. K prolomeni rezistence odrudy
stadila jedina bodova mutace v genu avirulence patogena, aby se gen
rezistence fepky RIm4 stal netéinnym. Rezistence odriid zaloZena na
pritomnosti genu RIM7 je zatim uspésné vyuzivana od roku 2004. Piesto vSak
postupné pomalu V populacich L. maculans nartsta pocet virulentnich ras
i ktomuto genu. Napt. ve Francii byly vroce 2010 zjjistény 4 % ras
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virulentnich k RIm7. OvSem v nasledujicich letech, kdy se zna¢né rozsitilo
péstovani odrud nesoucich RIm7, jiz bylo detekovano 19 % (2013) a 45 %
(2015) virulentnich ras (Balesdent et al., 2015). Pfi¢inou relativné dlouhé
persistence rezistence odrud fepky zprostfedkované genem RIm7 je ziejmé
vyznam samotného efektoru AvrLm4-7 (rozpoznavany RIm4 a RIm7) pro
virulenci L. maculans (Novakova et al., 2016) a také fakt, Zze se gen RIm7
podafilo vnést do odrid s vysokou kvantitativni rezistenci. Gen RIm7
v novych komer¢nich odriidach na jednu stranu zajistuje efektivni ochranu
proti L. maculans, ale na druhou stranu s sebou stile nese velké riziko
rychlého piekonani rezistence zalozené na tomto genu.

Pti Slechténi rostlin na odolnost vi¢i nékterym patogenim se obvykle
doporucuje zminéna pyramidizace gent rezistence, coz ztézuje moznost
ptekonani kazdého znich. V piipad¢ L. maculans tak lze vyuzit
komplikovany vztah mezi efektory patogena a geny rezistence hostitele.
Bylo zjisténo, Ze se nekteré z téchto AvrLm genti ve svém ucinku potlacuji,
napt. AvrLm4-7 maskuje AvrLm3, a tim znemoZni rozpoznani AvrLm3
proteinu rostlinou s RIm3 receptorem (Plissonneau et al., 2015). Kombinace
gentt RIm7 and RIm3 tak zvysuje trvanlivost téchto dvou gent v odridach
fepky. Otazkou ale zlistava, zda je tato strategie vzhledem k rychlé evolu¢ni
plasticit¢ L. maculans vhodna. Pravdépodobné jen opét piisp&je k selekci
novych virulentnich ras.

Pro minimalizaci rizika vzniku virulentnich ras L. maculans je tak potieba
znat jednak distribuci AvrLm gent v populacich L. maculans v péstitelskych
oblastech fepky, ale také pfitomnost genu rezistence RIm v péstovanych
odridach tepky. V tadé zemi je vramci této problematiky provadén
soustavny monitoring vyskytu ras L. maculans (Stachowiak et al., 2006;
Van de Wouw et al., 2018; Winter a Koopman, 2016; Zou et al., 2018).
Vyzkum probéhl i Ceské republice v obdobi 2017-2020 a bude autorskym
kolektivem publikovan v roce 2022. Péstitelim by pak mohly byt
doporucovany skupiny odrid, které by nezvySovaly selek¢ni tlak na vznik
novych ras patogena a zachovaly by si rezistenci co nejdelsi dobu.

Podstatou této metodiky je detekce konkrétnich majorgent rezistence
k L. maculans (RIm) v rostlinach fepky olejky na zakladé reakce rostlin na
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inokulaci jednotlivymi izolaty L. maculans nesoucimi definované geny
avirulence (AvrLm). Metoda vyuziva silného projevu specifické rezistence
na déloznich listech, které jsou proto pouzivany pro inokulacni testy. Pravé
listy k tomuto ucelu nelze vyuzit. Projevem specifické rezistence rostliny je
vznik hypersenzitivni reakce (HR) v podobé malé nekrotické 1éze v misté
inokulace (tj. inkompatibilni interakce mezi rostlinou a patogenem). Pokud
tedy nese rostlina napt. gen rezistence RIm1, vytvoii se HR 1éze v pfipadé
inokulace izolatem L. maculans, ktery nese odpovidajici gen avirulence
AvrLm1l. V tomto piipadé se patogen nedovede v rostliné $ifit. Pokud ovSem
rostlina RIm1 nenese, tento izolat L. maculans je na rostliné virulentni
a vytvoii rozsahlou nekrozu délozniho listu a pozd¢ji prortsta fapikem do
vodivych drah stonku.



2.2  Metodicka ¢ast

Uvedeny postup popisuje detekci genti rezistence RIm v odradach
a slechtitelskych materialech fepky olejky s ohledem na nejéastéji se
vyskytujici geny avirulence AvrLm v populacich L. maculans v Evropé
(Winter & Koopmann, 2016).

2.2.1 Rostlinny material

Rostliny fepky olejky péstujeme za definovanych podminek (svétlo/tma,
14/10 h, 22/20 °C, intenzita svétla 150 pmol m? s%) v sadbovagich o velikosti
6 x 6 cm. Definované podminky kultivace je tfeba dodrzovat, aby byly
vysledky reprodukovatelné a nedoslo k ovlivnéni symptomt napt. pfilis
vysokou teplotou, pii které by mohla byt potlacena hypersenzitivni reakce
rostlin. Rostliny je mozné péstovat v zahradnickém substratu nebo
v hydroponické kultute (perlit, zivny roztok podle Steinera, Tab. 4., ptiloha;
Steiner, 1984).

2.2.2 Priprava inokula Leptosphaeria maculans

Izolaty L. maculans se specifickymi geny avirulence (AvrLm) a jejich
kombinacemi kultivujeme a uchovavame na pevném médiu V8 (Tab. 5,
ptiloha) v Petriho miskach. Tyto kultury nam poslouzi pro tvorbu
sporulujicich kultur, ze kterych ziskame konidie (pyknospory) L. maculans
pro inokulaéni testy. Z povrchu agaru odebereme ¢ast mycelia (1-2 ¢cm?)
arozetieme jej sklenénou lopatkou po povrchu média V8 v nové Petriho
misce. Petriho misky zafixujeme papirovou prodysnou chirurgickou paskou
3M Micropore™ a inkubujeme 10 dni za definovanych podminek
(svetlo/tma 16/8 h, 22 °C), které zajisti tvorbu a zrani pyknid na povrchu
média. Zralé pyknidy v Petriho misce zalijeme sterilni ddH>O a konidie
uvolnime z pyknid tfenim sterilni sklenénou lopatkou. Suspenzi konidii
prefiltrujeme pres nékolik vrstev sterilni gazy do sterilnich plastovych
centrifuga¢nich zkumavek (50 ml). Zkumavku doplnime do objemu 50 ml
sterilni ddH>O a konidie nasledné¢ sedimentujeme pomoci nizkootackové
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centrifugace (1000 g, 10 min). Poté konidie resuspendujeme ve 20 ml sterilni
ddH,0. Koncentraci konidii Spocitime pomoci Biirkerovy komurky
a nasledné natedime na koncentraci 108 spor/ml. Tato koncentrace je uréena
pro skladovani konidii (zasobni suspenze konidii). Konidie, které
nepouzijeme pro inokulaci rostlin ihned, skladujeme ve sterilnich plastovych
centrifugacnich zkumavkach ¢i mikrozkumavkach pfi teplot¢ — 20 °C po
dobu maximélné 6 mésict (Sasek et al., 2012). Pro dlouhodobé uskladnéni
konidie uchovavame v 25% roztoku glycerolu pii teploté — 80 °C.

2.2.3 Inokulaéni test

Pro detekci gend rezistence RIm pfitomnych v odradach fepky olejky je
pouzivan inokulacni test, ktery je provadén na semenaccich fepky. Odridy
fepky jsou testovany souborem diferenciacnich izolati L. maculans se
znamymi geny avirulence: izolat A1 (AvrLml), izolat A124-7 (AvrLml,
AvrLm2, AvrLm4-7), izolat A3 (AvrLm3), izolat A4-7 (AvrLm4-7) a izolat
A564-7 (AvrLm5, AvrLm6, AvrLm4-7). Diferenciaéni izolaty L. maculans
jsou soucasti sbirky izolati Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v.v.i.
(Tab. 2).

Tab. 2: Diferencia¢ni izolaty Leptosphaeria maculans s geny avirulence
AvrLm pouZivané pro detekci genti rezistence RIm v odriadach fepky olejky.

Izolat L. maculans Gen avirulence

Al AvrLml

Al24-7 AvrLml AvrLm2 AvrLm4-7
A3 AvrLm3

A4-7 AvrLm4-7

A564-7 AvrLm5 AvrLm6 AvrLm4-7

Pro kontrolu infekénosti (patogenity) konidii diferenciacnich izolath
L. maculans je pouzivana odriida Westar, ktera nenese Zadny RIm gen a jeji
reakce by méla byt vici izolatim nesoucim jakykoli gen AvrLm vzdy
kompatibilni.
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Pro inokula¢ni test pouzijeme délozni listy 10 dni starych rostlin. Pfed vlastni
inokulaci rostliny fixujeme pomoci Spejle a dratku, aby nedochazelo
K poléhani rostlin a smichani riznych izolatd L. maculans.

Kazdou polovinu délozniho listu propichneme sterilnim $pendlikem nebo
jehlou a na misto vpichu pipetujeme 10 ul konidialni suspenze o koncentraci
107 spor/ml. Na kazdé rostling tak lze testovat 4 izolaty L. maculans (Obr.
2-5, obrazova ptiloha). Pro zajisténi reprodukovatelnych vysledka testujeme
kazdy izolat nejméné na skuping 10 rostlin. Inokulované rostliny zakryjeme
¢ernou 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 listd. Symptomy vyvolané
infekci diferenciaénimi izolaty L. maculans na déloznich listech v podobé
1ézi a nekréz (Obr. 6, obrazova pfiloha) hodnotime ptiblizné po 14 dnech od
inokulace pomoci skaly (Obr. 1). Rychlost rozvoje symptomi zavisi na
kultiva¢nich podminkach i roénim obdobi, takze je potfeba tvorbu symptomut
kontinualné sledovat a hodnotit symptomy v optimalnim okamziku na celé
testované skuping rostlin najednou.

Pomoci Skaly hodnotime velikost a barvu nekrotickych 1ézi popsanych
a vyobrazenych na Obr. 1. Pro uréeni pfitomnosti genti rezistence se pouziva
pramér ziskany pomoci Skaly. Pokud je vysledna hodnota v rozmezi 1-3
odpovida inkompatibilni reakci a v odridé fepky je ptitomen piislusny gen
rezistence (RIm). Pokud je vysledna hodnota vyss$i nez 3, v odridé neni
ptitomen gen rezistence, ktery by odpovidal genu/genim avirulence (AvrLm)
Vv konkrétnim diferencia¢nim izolatu L. maculans.
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Stupen 0: Stupei 1: Stupen 3: Stupen 5:
zadng priznaky Cerne ohrani¢eni kolem vpichu.  tmava nekroticka léze, tmava léze,
prumer léze 0.5-1.5 mm prumer léze 1.5-3 mm primeér léze 3—-6 mm.
hnédé zbarveni na spodni
strané listu

Stupen 6: Stupen 7: Stupen 8: Stupen 9:
stejné jako stuper 3. Sedo-zelena léze omezené  §ifici se Sedo-zelena léze velka Sedo-zelena léze
1éze méné nekroticka velikosti nebo velka  bez pyknid nebo s nékolika s pyknidami

nckroticka léze malo pyknidami

Obr. 1: Skéla s piiznaky infekce zptisobené diferenciaénimi izolaty
Leptosphaeria maculans pro hodnoceni napadeni dé€loznich listd riznych
odrid fepky olejky. Prevzato a upraveno podle Koch et al. (1991).

Konkrétni gen rezistence RIm je v odrudé fepky piitomen a funkéni, pokud
reakce rostlin vici vSem testovacim izolatim L. maculans odpovidaji
vysledkim uvedenym v Tab. 3. Pro detekci genti RIm je tedy nutné
inokulovat testovanou odriidu vSemi diferencia¢nimi izolaty L. maculans.
Pokud nejsou vysledky jednoznacné, je tieba test opakovat.

Tab. 3: Geny rezistence detekované v odridach tepky olejky na zakladé
inkompatibilni a kompatibilni interakce s ptisluSnym diferenciacnim
izolatem Leptosphaeria maculans. + znaci inkompatibilni interakci, — znaci
kompatibilni interakci.

G ot Izolat L. maculans
en rezistence Al Al124-7 A3 A4-7 A564-7

RIm1 + + - - -
RIm2 - + - - -
RIm3 - - + - -
RIm4-7 - + - + +
RIm5 - - - - +
RIm6 - - - - +
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2.2.4 Piilohy

ROSTLINNY A PESTEBNI MATERIAL

Semena fepky olejky (Brassica napus) riznych genotypu
Perlit

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

Kultiva¢ni komora
Zivny roztok dle Steinera pro hydroponické péstovani rostlin fepky (Steiner,
1984)

Tab. 4: Zivny roztok dle Steinera pro hydroponické péstovani rostlin fepky
(Steiner, 1984).

Zasobni Slouenina Koncentrace v zasobnim  Objemna 11

roztok roztoku (g/l) roztoku
Ca(NOa3), - 4H,0 88,2

A KNO; 44,4 Sml
KH2PO,4 13,5

B K2SO,4 15,4 5ml
MgSO, - 7H.0 47,3

C NaFeEDTA 3,285 0,5 ml
MnSO, - H,0O 0,2
H3BOs 0,269

ZnSQO4 - 7TH0 0,506 mg

Na;MoQO, - H.O 0,126 mg
rozpustit v 50 ml

CuSOs - 5H,0 7,8 mg/10 ml

ptidat a doplnit roztok
do 100 ml

0,5 ml

MATERIAL POTREBNY PRO PRACI S PATOGENEM
Plastové Petriho misky (9 cm)

Sklenéna lopatka
Sterilni destilovana voda
3M Micropore™ (papirova prody3na paska)
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Géza

Sklenéna nalevka

Plastové centrifugacni zkumavky se Sroubovacim vickem (50 ml)
Plastové centrifugacni uzaviratelné¢ mikrozkumavky (1,5 ml)
Automatické pipety pro rizné objemy

Pipetovaci $pic¢ky pro rizné objemy

Biirkerova komtrka

Kryci mikroskopicka sklicka

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)

V8 agar (Tab. 5)

Tab. 5: SloZeni pevného kultivaéniho média V8 pro rist a sporulaci izolatt
Leptosphaeria maculans.

Pevné médium V8 (1 I):

zeleninova §t'ava V8 200 ml

CaCOs 309

agar 209

destilovana voda doplnit do 1000 ml

MATERIAL POTREBNY PRO INOKULACE ROSTLIN
Destilovana voda

Spendlik ¢&i jehla

Spejle

Dratky

Automaticka pipeta (10 pl)

Pipetovaci $pic¢ky (10 ul)

Neprodysna folie

14



2.2.5 Obrazova priloha

r

Obr. 2: Vpich jehlou na d€loznim listku fepky olejky s neznamymi geny RIm
pro vytvoreni mista inokulace diferenciaénim izolatem Leptosphaeria
maculans se znamymi geny AvrLm.
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Obr. 3: Vpichy jehlou na déloznich listcich fepky olejky s neznamymi geny
RIm pro inokulaci diferencia¢nimi izolaty Leptosphaeria maculans se
znamymi geny AvrLm. Na kazdé pilce délozniho listu je jeden vpich
(Cervena Sipka) a v levém rohu jednoho délozniho listu je vetsi vpich slouzici
pro orientaci pfi inokulaci a vyhodnoceni (modra Sipka).

Obr. 4: Fixovana rostlina fepky olejky pted inokulaci, (A) pohled ze strany,
(B) pohled ze shora.
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Obr. 5: Inokulace déloznich listkti fepky olejky na misté vpichu kapkou
(10 pl) suspenze konidii (pyknospor) diferenciaénimi izolaty Leptosphaeria
maculans o koncentraci 107 spor/ml.

A1 A3  A564-7

&
b P
h U .
T
> w
et

Obr. 6: Priznaky na déloznich listcich testované odrudy fepky olejky
zpusobené diferencia¢nimi izolaty Leptosphaeria maculans se znamymi
geny AvrLm. Izolaty Al (AvrLml), A3 (AvrLm3) a A564-7 (AvrLmb5,
AvrLm6, AvrLm4-7) zptsobuji kompatibilni reakci (Sedo-zelena nekroticka
1éze), izolat A124-7 (AvrLm1, AvrLm2, AvrLm4-7) zpisobuje inkompatibilni
interakci (tmava nekroticka 1éze). Z testu vyplyva, Ze odrida fepky olejky
obsahuje gen rezistence RIm2.
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3 Srovnani ,,novosti postupu*

V predlozené metodice je uveden podrobny, optimalizovany a ovéieny
postup umoziujici detekci béznych majorgent rezistence (RIm) u fepky
olejky proti L. maculans na zaklad¢ testovani a sledovani interakci kli¢nich
rostlin s diferenciacnimi izolaty tohoto patogena. Pro testovani jsou pouzity
izolaty L. maculans sdefinovanymi geny avirulence (AvrLm).
Vyhodnocenim kombinaci reakci rostlin na jednotlivé izolaty lze urcit
pfitomnost majorgenti rezistence v odridach a novych Slechtitelskych
materialech fepky. Tento postup nebyl v Ceské republice dosud pouzit.
Spolu se znalosti vyskytu gentt AvrLm Vv populacich L. maculans, ktery je
pfedmétem dalsi navrhované certifikované metodiky, umozni informace
o0 identifikovanych genech RIm v konkrétnim genotypu fepky navrhnout
péstitelim takovou skladbu odrud, ktera nebude vytvaret vysoky selekéni
tlak na populace patogena a vést k piekonani genu rezistence v péstovanych
odridach fepky.

4 Popis uplatnéni metodiky

Metodika bude uplatnéna na zakladé uzaviené smlouvy o vyuziti
s uzivatelem Agritec Plant Research s.r.o., a to bezplatné, protoze projekt,
vjehoz ramci tato metodika vznikla, vyuziva pravidla pro odvétvi
zemédélstvi, lesnictvi a rybolovu podle ¢lanku 31 Natizeni Komise (EU)
¢. 702/2014 ze dne 25. Cervna 2014, kterym se v souladu s ¢lanky 107 a 108
Smlouvy o fungovani Evropské unie prohlasuji urcité 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
0 fungovani Evropskeé unie prohlasuji urcité kategorie podpory za slucitelné
s vnitinim trhem (GBER).

Tato metodika bude rovnéz zdarma zvefejnéna na webovych strankach
http://www.agronavigator.cz/, a proto ji mohou vyuzit §lechtitelské stanice
zabyvajici se Slechténim fepky olejky a instituce vzdélavajici v oblasti

ochrany a Slechténi rostlin.
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5 Ekonomické aspekty

Repka olejka a zejména jeji oziméa forma je plodinou, ktera poskytuje lidské
spole¢nosti suroviny, bez kterych si jiz nedovedeme nekterd odvétvi a jejich
fungovani viibec ptredstavit. Vyuziti fepky olejky a dalSich olejnin v riznych
vyrobnich odvétvich ma vzestupny trend, a to nejen z divodu tlaku
spole¢nosti na zvySovani podilu obnovitelnych zdroji. Celkova produkce
fepkového oleje ve svéteé v hospodaiském roce 2019—20 dosahla 28 mil. t.
Nejvice fepkového oleje bylo vyrobeno v EU (9,7 mil. t), dale v Cing
(6 mil. t), Kanadé (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 skliziiové
plochy 368 tis. ha s primérnym vynosem 3,38 t/ha. Vykupni ceny pak
validovaly podle olejnatosti a meésice prodeje mezi 12—-14 tis. KE/t.
Uplatnénim metodickych postupt k ziskani novych informaci Ize predikovat
nasledujici ekonomické a dalsi neekonomické piinosy, a to jak u péstiteld,
producentd osiva, Slechtitelti i zpracovateld olejnin. Hlavnim aspektem je
zefektivnéni Slechténi novych odrid a zlepSeni marketingu prodeje. Kazda
nova odriida bude deklarovana z hlediska pfitomnosti genti rezistence RIm
vuci L. maculans, a to jiz v prub&hu procesu $lechténi, ktery bude pouze
obohacen o tento dalsi selek¢éni faktor. Kazdoro¢ni predpokladané uplatnéni
je zejména u Ceskych liniovych odrid mezi 4 az 5 tis. ha. To pti kazdoro¢nim
prodeji 5000 vysevnich jednotek piredstavuje trzby cca 5-10 mil. K¢ pii
minimalni cené¢ 1-2 tis. K¢ za 1 vysevni jednotku Ceské liniové odrudy
fepky. V cen€ je zohlednéna prodejni sleva. Pfi zvySeni prodeje o cca 2 %
dojde ke kazdoro¢nimu navyseni trzeb minimaln¢ o 100-200 tis. K¢, a to
pouze na 1,3 % skliziové plochy CR, pii¢emZ v budoucnu je predikovan
dal$i ro¢ni nartst ploch osetych Ceskymi liniovymi odriidami fepky cca
0 0,5 %. Vyjadfeno kumulativné to mize v horizontu 5 let znamenat nartst
trzeb az o dalsich 192.5-385 tis. K¢. Dalsim vyznamnym aspektem, ktery
bude uvedenim metodiky do praxe ovlivnén, je snizeni vstupt fungicidniho
oSetfeni fepky olejky. V piipadé, ze bude kalkulovano podzimni oSetfeni na
1 ha fepky olejky v rozmezi 500—1500 K¢, bude uspora na tomto oSetieni
Vv ptipadé péestovani provéfenych rezistentnich odriid cca 1000-1500 K¢.
V piipadé ceskych linii péstovanych na 4450 ha pak celkovou usporu
mizeme vyjadfit na 4,45-6,675 mil. K¢ rocné, kumulativné za pét let pak
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cca 22,25-33,4 mil. K¢. Pokud bychom predikovali zvySeni zastoupeni
rezistentnich odrid v osevnim postupu o 1,5 % ro¢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 fungicidd v komodité, snizeni
aplikace fungicidi do Zivotniho prostfedi a v neposledni fad¢€ i snizeni
nakladl na pohonné hmoty.
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a odridami ozimé fepky jako zaklad pro zvySeni rentability péstovani této
plodiny v CR. Metodika obsahuje také vysledky ziskané v ramci
institucionalni podpory MZe RO1818.
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