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Anotace

Metodika zpracovava tématiku hodnoceni citlivosti podnozi ovocnych dievin viici patogeniim
z 1. Phytophthora. Zaméiuje se na vyuziti domdcich 1 zahrani¢nich poznatki vyzkumu
i praxe. V Givodu jsou popsany zpusoby, jakymi by m¢l byt ziskavan a uchovavan patogenni
materidl pro vyuziti v budoucim testovani. Rovnéz je uveden zplsob, jakym by mél byt
ziskavan a uchovavan rostlinny material ureny k testovani. Dale je popsan zplisob testovani
citlivosti podnozi laboratorni metodou in vitro a jsou uvedeny vyhody a nevyhody tohoto
zpusobu testovani. V nésledujici Casti je zevrubné popsana metoda hodnoceni citlivosti
podnozi nddobovymi pokusy. Jsou rovnéz popsany statistické metody hodnoceni vysledkda.
Zavere€na Cast je vénovana popisu alternativnich metod. Text je doplnén fotodokumentaci.

Annotation

Methodology deals with an assessment of fruit rootstock sensitivity to pathogenic species of
genus Phytophthora. It focuses on the use of domestic and foreign research and practical
knowledge. The way how to acquire and manage pathogenic material for future experiments
is described at the beginning. Following part describes the way of acquiring and managing
plant material for future testing. Methodology of laboratory in vitro tests of fruit rootstock
sensitivity to Phytophthora is described afterwards. It includes description of advantages and
disadvantages of this testing method. Following chapter deals with methodology of pot tests
and it also mention the advantages, disadvantages and risks when utilizing this method.
Methodology of statistical analysis is also described. Final part is dedicated to description of
alternative methods. Pictures are included for better depiction of methods.



1 Uvod

V poslednich dekadach dochazi u nas i ve svéte k vyznamnému zvySovani Skod zptsobenych
patogeny rodu Phytophthora v ovocnaistvi ale i v jinych zemé&délskych a lesnickych
kulturach. Vzhledem k nebezpecnosti, skrytému zplsobu Sifeni a Zivota patogenli z rodu
Phytophthora a narokim na kvalitu produkce ovoce je hlavnim pfistupem v managementu
chorob zptlisobenych témito patogeny integrovana ochrana s diirazem na prevenci a Sifeni
patogent. Jednou z vyznamnych zédsad integrované péce je pouzivani dostate¢né odolnych
podnozi.

Podnoz tvofi kofenovou soustavu a zpravidla i1 pfizemni ¢ast kmene ovocného stromu. Jsou to
tedy ty Casti, které jsou nejCastéji s patogeny rodu Phytophthora v ptimém kontaktu a kde
dochazi k jejich poSkozeni. V citlivosti podnozi jsou velké rozdily jak mezi druhy, tak i mezi
jednotlivymi podnozovymi odridami v ramci jediného druhu. U mnoha podnozi je citlivost
vaci patogentim z r. Phytophthora pomérné dobfe znama a popsana. U nékterych podnozi
jsou ale dokumentovany i znacné protichtidné vysledky. To lze pfi¢itat zejména poméerné
Sirokému spektru patogennich druhi, které mohou zptisobovat Skody, a jejich rozdilné
adaptaci na odlisné ptdni a klimatické podminky. Mimoto se vyrazné liSi i samotna virulence
jednotlivych druhii a kment patogenti a mira jejich adaptace na rizné hostitele, tj. vyznamnou
roli hraje interakce podnoz-kmen, patogen-podminky prostiedi, kterd se samoziejme
netestuje, v praxi ma ovSem zasadni vyznam. V praxi to znamena casto fakt, Ze podnoz
znama a pouzivana jako pomérné odolna v jednom geografickém arealu je citliva k napadeni
v oblasti jiné, s odlisSnymi podminkami a spektrem kment patogent. Mimoto v soucasné dobé
dochazi k intenzivnimu zavlékani novych a dosud malo znamych druhti patogent ¢i novych
vice virulentnich linii uz znamych patogenti do novych oblasti. Casto se pak miize stat, Ze i
podnoze vnimané jako odolné jsou poskozovany vyraznéji nez diive. V ramci celé¢ tady
vyzkumt a hodnoceni se ovSem potvrdila zna¢né variabilita v citlivosti jednotlivych podnozi
jak vici riznym druhtm r. Phytophthora, tak 1 vii¢i riznym kmentiim v rdmci jednoho druhu,
a stejn¢ tak byla potvrzena i odli$na virulence riznych kmeni patogenti vi¢i svym hostiteliim.
Proto naptiklad mtze byt v testech potvrzena vysoké citlivost u podnoze, kterd je obecné
nahliZena jako rezistentni ¢i je tak dokonce udavéna Slechtitelem nebo mnozitelem, a naopak
u odridy vSeobecné¢ vnimané jako vysoce citlivée (napt. MM106) miize byt dosahovano
vysoké odolnosti (Utkhede 1986, Harris 1991, Sutton a kol. 2014, Cerny a kol. 2020).

Mimo pouzivané podnoze, jejichz citlivost je jiz pomérné spolehlivé popsana a Ize ji v praxi s
jistou opatrnosti reflektovat, jsou vSak na trh uvaddény nové podnoze, kde je vétSinou jejich
citlivost popsana pouze Slechtitelem. Malokdy je vSak specifikovan zptsob, jak k tomu
zjisténi doslo. Obecné se vSak predpoklada, ze byl proveden néjaky druh testovani a sledovani
v misté Slechténi. S ohledem na proménlivé puadni a klimatické podminky jednotlivych
ovocnaiskych regiond, ale zejména na odlisné slozeni patogenni flory v riznych regionech a
znacné variabilité v jejich virulenci, je pak tato informace pomérné malo spolehliva. Je tedy
vhodné pied Sirokou distribuci nové podnoze otestovat jeji citlivost na patogenni druhy
pritomné v daném regionu (coz je mozné a vhodné provadét na rizné prostorové skale).
Predkladand metodika poskytuje navod, jakym zplisobem je mozné s maximalni mirou
spolehlivosti provadét testovani novych ale 1 starSich podnozi za ucelem zjisténi jejich
citlivosti k vybranym druhtim rodu Phytophthora i jednotlivym kmentim patogenii pfitomnym
v daném regionu.

Izolaty lokalnich kmenii patogeni mohou byt ziskany ze sbirek, kde jsou uloZeny (v
soucasnosti pouze Ceska sbirka fytopatogennich oomycetii v Prithonicich), p¥ipadné, a to je
mnohem vhodnéj§i, mohou byt piimo =ziskdny z dotéenych provozi. Nejcastéji lze
predpokladat testovani izolatd druhu P. cactorum, ktery v CR pievazuje, piipadné kment



druht vzacnéjsich, které vSak mohou lokélné¢ dominovat a piisobit zdsadni Skody (napt. P.
plurivora, P. chlamydospora>xamnicola aj.). Vyhodou vyuziti Cerstvé ziskanych kmenu je
jednak adresnost (testovani odolnosti na konkrétnim patogenu pfitomném v lokalit¢) a jednak
dostatecna uroven virulence patogenu.

2 Cil metodiky

Cilem ptfedkladané metodiky je pfinést uceleny navod, jakym je mozné provadét testovani
jednotlivych podnozi na citlivost k patogentiim rodu Phytophthora. Cilem tedy je poskytnout
ovocnarské odborné vefejnosti, potazmo vyzkumnym, Slechtitelskym a testovacim stanicim a
univerzitdm G¢inny nastroj, na jehoz zéklad¢ je mozné s vysokou mirou spolehlivosti urovat
citlivost jednotlivych podnozi vii¢i lokalné piitomnym druhtim a kmeniim patogend.

3 Vlastni obsah metodiky

3.1 Princip testovani

Testovani podnozi na citlivost k patogenim rodu Phytophthora je dvoustupnové. Nejdiive
probiha laboratorni in vitro testovani na segmentech vyhont nebo letorostl (twig essay),
vyhodou tohoto postupu je nizka cena a mald naro¢nost na lidské i prostorové kapacity, a tedy
moznost provedeni velkych sérii testi. Ve druhé fazi jsou pak podnoze testovany
ji Ize pouzit jako druhy, ovéfovaci stupeii testovani navazany na prvotni screening.

Pro kazdou cast postupu je vramci této publikace navrzeno zékladni schéma a metodika
postupu veetné vyhodnoceni vypracovanych na zéklad¢ vlastnich praci a literatury. V pfipade¢,
kde je to mozné, jsou navrzeny alternativni varianty pokusu nebo alternativni modifikace
jednotlivych c¢asti na zakladé literatury. Pro zajisténi testovani je nutné vysledky porovnavat
s urcitymi standardy. Jako srovnéavaci skala je pouzivan set razné citlivych podnozi, ktery byl
vybran na zaklad¢ nasich pokusi a literatury.

3.2 Piiprava k testiim
3.2.1 Patogenni material k testim

Izolace patogenniho materidalu

Odbéry vzorkll pro izolaci patogenti rodu Phytophthora je vhodné provadét v obdobi od
kvétna do listopadu, kdy jsou tyto patogeny nejvice aktivni a je snadnéjsi je izolovat. Odbéry
musi byt provadény v nejvice postizenych ¢astech sadl a provozl, aby byly ziskany cilové,
nejhojnéjsi a nejvice Skodlivé kmeny. Pfi odbérech by, pokud je to mozné, mély byt
odebirany vzorky z lokalit s minimalnim vlivem environmentéalniho stresu, ktery podporuje
rozvoj patogent (vliv téchto faktorti 1ze eliminovat pomoci vhodnych preventivnich opatieni
viz Cerny a kol. 2020).

Optimalni zpisob izolace je z viditelnych nekrotickych 1¢ézi na krécich nebo kmincich
stromkil na selektivnich agarovych médiich. V napadenych ¢astech sada jsou identifikovany
stromy s pfitomnosti charakteristickych aktivné se rozristajicich 1ézi na krécich a kmenech
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(obr. 1 vlevo). Na téchto jedincich se dlatem z poskozenych krckli odstrani borka a odhali se
vodiva pletiva, resp. pfechod nekrotizovanych a zdravych pletiv (obr. 1 vpravo). Sirokym
dlatem se odebiraji prouzky vodivych pletiv 3—5 mm silné, které obsahuji prechod zdravych a
napadenych pletiv (vzorek by mél obsahovat cca 100 cm? pletiv). Vzorky odebranych pletiv
se ulozi do sterilnich PE obalii, aby nedochézelo k vysychéani, kontaminaci nebo nechténému
rozsifeni patogenu. Vzorky se uchovavaji ve tm¢ a chladu kviili zamezeni zapateni ¢i prehrati
odebraného materidlu. Kazdy vzorek musi byt oznacen Cislem odbéru, pfesnym uréenim
lokality pomoci GPS, datem odbéru a ur¢enim druhu a podnoZe hostitelské rostliny. Vhodny
je 1 popis stanovisté, zdroj rostlinného materidlu (dodavatel) a potizeni fotodokumentace.
Takto odebrané a ptfipravené vzorky musi byt neprodlené transportovany do laboratoie a do
24 hod zpracovany.

Obr. 1. Typicka léze kréku zpisobena P. cactorum; vlevo charakteristické hnédavé zbarveni povrchu
kiiry, vpravo je po odstranéni kiry viditelny piechod nekrotizovanych a zdravych pletiv.

Izolace zajmovych druhti rodu Phytophthora v laboratornich podminkéch je pomérné obtizna,
nebot’ se jedna o obligatni parazity se slabou kompeticni schopnosti. Nejvhodnéjsi zplisob
izolace je inkubace aktivné napadenych pletiv hostiteld na specialnich selektivnich médiich
s obsahem vhodnych antibiotik. Principem pouziti selektivnich izola¢nich médii je inhibice
pfitomnych baktérii a hub a tim zajiSténi jejich neSkodnosti viici izolovanym druhiim rodu
Phytophthora. Jako selektivni izolacni médium je nejvhodné;jsi selektivni médium PARPNH
(V8-juice (napf. Kelsen Group A/S) 200 ml, ampicilin 200 ppm, rifampicin 10 ppm,
quintozen 25 ppm, nystatin 50 ppm, hymexazol 50 ppm, agar 15 g, CaCOs3 3 g, 0,8 1
deionizovand H>O). Pii pfiprave izolatu se pletiva odebrand z okraje nekrdzy natfezou na
segmenty velké cca 3x3 mm, pficemz ¢ast kazdého segmentu obsahuje zdravé pletivo a Cést
Cerstvé kolonizované, piipadné mohou byt pouzity segmenty z ¢asti 1éze tésné pfilehlych
jejimu aktivnimu okraji. Segmenty jsou nésledné desinfikovany ponotfenim do 96% etanolu
na 10 sec., oplachnuty v deionizované sterilni vodé, vysuseny filtraénim papirem a umistény
na plotny selektivniho média v Petriho miskdch o priméru 10 cm (cca 5-10 segmentli na
misku). Inkubovany jsou ve tmé¢ v termostatu pii 20 °C. Schéma zpracovani vzorku je



znazornéno na obrazku 2. Plotny s inkubovanymi pletivy se v nasledujicich dnech periodicky
kontroluji a mycelium kolonii vyrostlych ze segmenti na PARPNH médiu prohlédne pod
stereomikroskopem. Na zdkladé¢ charakteru mycelia se uréi jejich prisluSnost kr.
Phytophthora a izolaty se pak odockuji na plotny s V8A (V8-juice 200 ml, CaCOs 3 g, 0,8 1
deionizovand H»O), ptipadné¢ CA (19 g Carrot agar HiMedia, 1 H>O) kultivacnimi médii.
Cisté izolaty jsou pak pieneseny do zkumavek na §ikmé agary (OA; Oatmeal agar HiMedia
72,5 g, 1 H20) a ulozeny v chladni¢ce pii teploté 12 °C, ptipadné se pieockuji na nové
agarove plotny a ptipravi se inokula¢ni médium.

Obr. 2. Princip izolace oomycetii z po§kozenych pletiv krcku a ze substratu.

Determinace morfologicka a molekuldarni

Vsechny ziskané izolaty se urcuji nejen morfologicky, ale i molekularné. Morfologie kolonii
se pozoruje na 3—7dennich kulturach péstovanych na V8A médiu pii 20 °C ve tmé.
Mikroskopické charakteristiky (zejm. znaky na gametangiich, oosporach piipadné
chlamydosporach) izolovanych kultur se méti po 10denni kultivaci na VA a CA médiich (viz
vyse). Tvorba zoosporangii je indukovana ponotfenim agarového disku s aktivnim myceliem
do nesterilniho piidniho extraktu ptipraveného filtraci z 25% piidni suspenze. Zoosporangia se
obvykle vytvaii po 24-48 hodinach pii 20 °C. M¢éfeni se nejlépe provadi pod optickym
mikroskopem pfi zvétSeni 1000%, pro kazdy hodnoceny znak se provadi 20 méfeni.
PtisluSnost izolata k druhu se urcuje shodou s popisy uvedenymi v literatufe (postacuji napf.
monografie Erwin a Ribeiro 1996 ¢i Gallegly a Hong 2008, piipadné popisy napt. ve vetejné
dostupné databazi http://www.phytophthoradb.org, ptipadné v dil¢ich publikacich).

Pro tucely molekularni identifikace se pak nejprve izoluje celkova DNA nékterym ze
standardnich postupli izolace, nejvhodnéj$i je pouzit kolonkovou izolaci s vyuzitim
komer¢nich extrak¢nich kiti naptf. Ultraclean Microbial DNA Isolation Kit (Qiagen).
Mycelium z Petriho misky se seSkrabne pomoci sterilniho skalpelu a umisti do 1,5 ml
mikrozkumavky, poté je mozné ihned prikrocCit k extrakci DNA, nebo mikrozkumavky
zamrazit na —80 °C a s extrakci pokracovat pozdéji. Nasleduje PCR amplifikace vybranych
usektt DNA, pro identifikaci oomyceti se pouzivaji sekvence ITS oblasti TDNA, pfipadné
sekvence COX 1 genu, idedln¢ se amplifikuji oba tyto useky. PCR reakce se provadi
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v termocykleru za standardizovanych reakénich podminek (teplotni cyklus reakce, slozeni
reak¢éni smési) s vyuzitim kombinaci primert ITS1/ITS4, respektive ITS4/ITSS v ptipadé ITS
rDNA a FM85mod/OomCoxILevup v piipadé COX genu. Reakéni smes se ptipravuje v PCR
boxu, obvykle se pouziva reakéni objem pro jeden vzorek 10-50 pl (slozeni reakéni smési na
50 pl: 5 ul PCR pufr 10x, 4 pl MgCI2 25 mM, 1 pl ANTP mix 10mM, 2 pl kazdého primeru,
0,3 ul Taq polymerazy Qiagen, 33,7 ul H20 v kvalit¢ pro PCR a 2 ul templatové DNA).
Vysledek PCR reakce se ovéti na 1% agarozové elektroforéze. PCR produkty se poté precisti
a dale sekvenuji, idedln¢ se sekvenuji oba komplementarni fetézce. Pro tento krok
molekularni identifikace (pfecisténi produktu PCR reakce a sekvenovéni) je mozné vyuzit
servisnich sluzeb nékteré z komercnich laboratofi napi. Macrogen Europe B.V. (NL).
Vysledné sekvence se pak porovnéavaji se sekvencemi znamych druhti ulozenymi v databézi
GenBank napft. s pomoci software Blast.

OZiveni materidlu, virulence, piiprava inokula k testitm

Pro testy rezistence rostlinného materialu je nejvhodnéjsi pouZzit patogenni material izolovany
piimo z cilového provozu ¢i zajmové oblasti. Pro testy se pouzije vzdy vice izolati (napft. 3)
konkrétniho druhu — nejcastéji se vzhledem k dominanci P. cactorum bude pravé jednat o
tento druh. Pro testy je vhodné pouzit Cerstvy material patogenu. V piipadé, ze byly kmeny
konkrétniho patogenu izolovany pted del§i dobou (fadové rok) a byly uloZzeny ve sbirce, 1ze
odiivodnéné predpokladat, ze mohlo dojit k poklesu virulence béhem uchovani vzhledem
k umélym podminkam a saprotrofni vyzivé mycelia. Proto je pfed vlastnimi testy vhodné
nejen mycelium ozivit, ale rovnéz obnovit virulenci testovanych kmenti. Nasledujici text
postup téchto praci oziejmuje.

Z kmenu ulozenych ve zkumavkach pii 12 °C na OA agaru jsou jehlou sterilné odebrany
segmenty agaru s myceliem a pieneseny na agarové plotny (V8 agar) a inkubovany pii 20 °C
ve tm¢ po dobu 7 dnl. Poté jsou narostlé kolonie vizudln¢ zkontrolovany, zda odpovidaji
uréenému druhu a zda jsou prosté baktérii, piipadné dalSich kontaminaci. Pro pasdZovani se
pouziji listy ¢i vyhony hostitele, na kterém bude probihat budouci test. Zdravé a neposkozené
listy ¢i cca 10 cm dlouhé segmenty vyhont se nejprve dikladné omyji pod tekouci vodou.
Nasledujici proces pak probiha v aseptickych podminkach. Pletiva se dezinfikuji ponofenim
do 96% etanolu na 20 sec., poté se oplachnou v deionizované vod¢, vysusi filtraCnim papirem
a umisti do vlhké komurky (nejlépe sterilni Petriho misky o priméru 20 cm ¢i plastové
misky). Vstup patogenu se usnadni mechanickym naruSenim pletiv hostitele — kutikula listt se
profizne skalpelem, pfipadné se do vyhonl raznici vyrazi otvor o priméru cca 5 mm. Na
vytvofena poskozeni se pfilozi agarové terCiky s aktivnim myceliem patogenu a v piipadé
vyhont se prekryji kiirou a zaparafilmuji. Pletiva se inkubuji ve tmé pti 20 °C. Po objeveni se
hnédocernych nekrotickych 1ézi (nej¢. po 5-7 dnech) je kmen reizolovan vyse zminénym
postupem na selektivnim médiu PARPNH, zkontrolovana jeho Cistota a kone¢né pireockovan
na plotny V8A (viz izolace patogenniho materidlu).

Kritické body p¥ipravy patogenniho materidlu
e Identita materialu
e Virulence materialu
o C(istota materialu



3.2.2 Rostlinny material k testovani

Nezbytné¢ nutnym vychodiskem pro spolehlivé testovani je pouzivani zdravého rostlinného
materidlu s jasnym pivodem a odriidovou pravosti. Tyto pozadavky musi plnit jak podnoze
testované, tak podnoze, které jsou pouzivany pro porovnavani jako standardy.

Jako testovaci standard jsou navrzeny jabloniové podnoze P14, CG1l a MM106. P14 je
podnoz s vysokou odolnosti, CG11 ma stiedni odolnost a MM106 je citlivou podnozi. Té€mito
standardy je tak pokryto spektrum od citlivych az po velmi odolné, se kterym je mozné
v nasledné provedeném experimentu porovnat vysledky testované podnoze. Jedna se pouze o
jablonové podnoze ale je mozné je pouzit i jako standardy pro dal$i podnoze jadrovin i
peckovin.

Jako alternativni podnoZe pro $kélu velmi odolnd, stfedné odolna, citliva 1ze navrhnout napf.
B9, CG41, MM111, u peckovin napf. myrobalan, Gisela 6, mahalebka apod. (blize Cerny a
kol. 2020). Vzdy je vSak vzhledem k vSeobecn¢ znamé variabilité¢ patogenti ve virulenci
vhodné ovéfit testovaci set vjednoduchém a finanéné¢ minimalné narocném pretestu
(postacuje jednoduchy twig essay viz kap. 3.3.1).

Vychozi rostlinny materidl mize slouzit k testovani in vitro nebo k naddobovym testim.
V obou ptipadech musi byt rostliny uchovavany v prostorech nebo plochach prostych infekce
oomycetl Phytophthory. Jedna se o naprosto zdsadni pozadavek, ktery nemiize byt porusen.
Zasadni je 1 kontrola a pouzivani neinfikované zélivkové vody. Ta by meéla byt idealné
z podpovrchovych zdroji, pravidelné kontrolovana a ptipadné preventivné filtrovana nebo
desinfikovana. Je nutné zajistit, aby nemohlo dojit ke kontaminaci v Zadném tseku od zdroje
az po misto pouziti vody.

Zpusoby udrzovani a ziskavani rostlin pro testovani jsou v zasad¢ tii. Jsou to bud’ oddélky
z hribkové matecnice, fizkovanci z bylinnych nebo dfevitych fizkd, ptfipadné podnoze
mnozené in vitro. Posledni dva typy jsou zpravidla dopéstovavany v rtiznych sadbovacich.

1) Hribkova mateénice — mate¢né rostliny podnozi jsou kazdy rok sefezdvany pod urovni
substratu fezem na patku. Nasledn¢ jsou mirné¢ piihrnuty. Po vyraseni novych letorosti jsou
v zévislosti na jejich délce rostliny pfihrnovany vzdusnym substratem nejlépe napt. perlitem,
ktery je bezpetné sterilni vzduSny 1 vododrzny. Vyristajici letorosty prokofenuji do
nahrnutého substratu a na konci vegetace po opadu listi mohou byt opét fezem na patku
odebirany. Plati podminka, Ze oddélky musi byt dopéstovany v prostoru, nejlépe ve skleniku,
bez ptitomnosti oomycetli. Vyhodou tohoto matecného porostu je, ze vétSina podnozi jadrovin
je mnozena pravé timto zpusobem a pokud budeme testovat novou podnoz, s nejveétsi
pravdépodobnosti obdrzime pravé vzorek tohoto typu vypéstku. Pro porovnévani tak piijde o
nejpodobnéjsi materidl. Hlavni nevyhodou tohoto zpiisobu péstovani je jeho pracovni
naro¢nost, pokud je provadén v malém méfitku. Jednd se i o provoz, kde nejvice hrozi riziko
kontaminace oomycety. Pfitomnost oomycetii by mohla vyznamné zkreslit vysledky testi.
Hrozi zde indukovana rezistentni odpovéd’ v pribchu twig essay, pfipadné, a to zejména, i
nechténa kontaminace materialu v naddobovych pokusech. Proto ze symptomatickych rostlin
(chlorotizace listl, zmenSeni, krnéni a Spatny vyvoj vyhontl) nesmi byt materidl k testim
odebran. Pfed odbérem materidlu k testim je proto vzdy nezbytné provést kontrolni odbéry
substratu a kontrolni testy na pfitomnost oomycetid metodou navnad (provadi se v laboratofi).
Postup je pak nasledujici: asi 30 cm® plidniho substratu s kofinky z nejtésnéjsiho okoli
matecnice (smésny vzorek ze tifi mist) se umisti do hluboké plastové misky, pielije se
deionizovanou vodou 2-3 cm nad horni vrstvu substrdtu a na volnou hladinu se polozi
ocisténé, oplachnuté a povrchové dezinfikované listy rododendront citlivého kultivaru (napf.
Cuningham White). Pokud je substrat kontaminovan oomycety, ve vodnim prostfedi se
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vytvoii zoosporangia a uvolnéné zoospory infikuji listy rododendronu. Po objeveni se
difaznich vodnatych skvrn na spodni strané listli se z listové Cepele segmenty infikovanych
pletiv vyfiznou (cca 2x5 mm) a zpracuji se stejnym postupem jako pletiva krckl v kapitole
3.2.1. V ptipad¢ potvrzeni infekce material nesmi byt testovan. Hribkovd mateCnice tedy
vyzaduje zvySenou kontrolu hygieny a periodické kontrolovéani, neni-li kontaminovéana.
Pokud jsou vysledky testii mate¢nice negativni, mize slouzit k produkci materidlu pro testy in
vitro (twig essay) i pro testy nadobové.

2) Rizkova mate¢nice — jedna se o vysadbu podnozi, které jsou udrzovany s kratkym
kminkem a nové vytvotfené¢ vyhony jsou kazdorocné na patku sefezdvany tzv. na hlavu.
Vytvotené vyhony nebo letorosty jsou nésledné pouzivany pro mnozeni dfevitymi nebo
bylinnymi fizky. Detailni popis udrzby a mnozeni je popsan Necasem a kol. (2016). Pro
omezeni rizika kontaminace je nutné fizkovani do sadbovact ve sklenicich v podminkach bez
pritomnosti oomycetl s moznosti dobré kontroly hygieny prace a nezavadnosti vSech
dilezitych prvki jako péstitelsky substrat, voda a sadbovace, které musi byt sterilni.
Zakoten¢lé fizkovance Ize vyuzit pro nddobové pokusy. Vyhony nebo letorosty z mateCnice je
mozné vyuzit pro laboratorni in vitro (twig essay) testy. Samoziejmosti je, Ze symptomatické
matecnice se pro odbér materialu (twig essay) nepouZziji.

3) In vitro mnoZené rostliny — v piipad¢, Ze je touto technologii podnik nebo testovaci
instituce vybavena, je mozné pfipravit testovaci rostliny i touto cestou. Rostlinny material
V idedlnim ptipad¢ je vhodné porovnavat timto zptisobem namnozené standardy i testovanou
podnoz. Rostliny z tohoto zplisobu mnoZeni je mozné nasledné pouzit i pro napéstovani
vyhona nebo letorostll pro in vitro (twig essay) laboratorni testy. Tento zptsob by pro své
vyhody v oblasti hygieny mél byt preferovanym zptisobem piipravy rostlinného materialu pro
nasledné testovani. Vzdy je vSak nutno provést kontrolni odbéry substratu pred vlastnimi
testy.

Vsechny zptisoby péstovani rostlin pro nasledné testovani je mozné pouzit, ale doba, kdy je
mozné dosahnout pozadovaného rostlinného materidlu pro testovani je rtzna. Neni mozné
redlné¢ uvazZovat o soustavném udrZovani hribkové matecnice nebo fizkové matecnice
s vysokymi hygienickymi standardy, pokud by neméla i jiné komer¢ni vyuziti ve Skolkéch,
nebo by neméla jiny vyznam na vyzkumnych nebo testovacich pracovistich. Jako
nejvhodnéjsi se tedy vtomto ohledu jevi pfiprava rostlinného materidlu pomoci in vitro
mnozeni. Jde o relativné rychly zplisob rozmnozeni a ziskani materidlu, ale zejména je u néj
mozné splilovat vysoké hygienické naroky. Pokud neni materidl udrzovan pfimo spolecnosti,
ktera bude provadét testovani je zpravidla mozné v ramci Evropy in vitro mnozené rostliny
sehnat. Casto byva i nové testovand podnoz mnoZena a udrzovana v podminkéch in vitro.
Tato moznost je tak potencidln¢ i nejrychlejs$i cestou, jak ziskat zdravy vstupni material
testované podnoze i standardt slouzicich k porovnani.

Jiz z popisu pfipravy rostlinného materidlu vyplyva, Zze v pfipadé¢ zdméru testovat urcitou
podnoz, je tieba pocitat s pomérné dlouhou piipravnou fazi slouzici k jeho obstarani ptipadné
napéstovani (zpravidla minimalné 1 rok). Idedlnim stavem je, Zze jak testovand podnoz, tak
srovnavaci standardy jsou péstovany stejnym zplsobem a rovnéz ve stejnych podminkach.
Tehdy odpadaji komplikace se zplisobem hodnoceni a interpretaci ziskanych vysledki, jez
mohou byt ovlivnény i malymi rozdily napt. ve zptisobu hnojeni. Pokud toho z asovych nebo
jinych diivodl neni mozné dosdhnout, je nutné toto hledisko uvazit a pocitat s jeho vlivem.
Nésledné hodnoceni je mozné provadét, ale s rizikem potencialniho zkresleni vysledku na
testované Skale a ur¢itou mirou nejistoty pfi interpretaci vysledki.
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Zasadni je pfi pfipraveé podnozi nepouzivat piipravky ochrany rostlin, hnojiva nebo pomocné
rostlinné piipravky, které by mohly ménit odolnost rostlinného materialu k infekcim cilovym
organismem. Zejména je nutné se vyhnout syst¢émovym fungicidiim a pfipravkiim, jezZ mohou
mit tento vliv, 1 kdyz neni pfimo deklarovan na etiketé. Jednd se mimo jiné o pfipravky
obsahujici tzv. fosfonaty, jeZ jsou soucdsti i nékterych hnojiv a pomocnych ptipravki, a
jejichz rezidua mohou v rostlinach pietrvavat nékolik let. Ochranné, byt’ dil¢i, ucinky téchto
ptipravkli mohou mit extrémné dlouhodoby efekt. Pfikladem mohou byt produkty Basfoliar,
Atlante, nebo dnes jiz jako fungicid registrovany piipravek Alginure. Z registrovanych
fungicidnich pfipravki by mély byt déale vynechany ty s deklarovanou tuc¢innosti vici
oomycetim (zejm. Acrobat MZ WG, Aliette 80 WG, Delan 700 WDG, Dithane DG Neotec
Previcur Energy, Proplant, Ridomil Gold MZ Pepite). Podobné je zapotiebi se vyvarovat
nadmérného hnojeni dusikem.

Ochranu rostlin je vhodné zajiStovat zejména vhodnymi preventivnimi opatienimi (teploty,
vlhkost vzduchu apod.) a v pfipad¢ nutnosti pouzivat pouze kontaktni fungicidy specificky
ucinné proti houbam a nikoliv oomycetim. Pti aplikaci hnojiv pouzivat jen zdkladni
jednoduché hnojiva, u kterych lze vyloucit komplexni nejasné sloZeni obsahujici napt. vyse
zminéné fosfonaty. Insekticidni a akaricidni pfipravky je mozné pouZzivat bez omezeni.

Pied vlastnim pouzitim jakéhokoliv rostlinného materialu pro porovnavaci testy je nezbytné
provést jeho testovani na pfitomnost patogeni r. Phytophthora. Naprosto zasadni je tento
pozadavek zejména v ptipadé¢ nadobovych testl, kde pfitomnost patogenu muize zasadnim
zpusobem ovlivnit vysledky a prakticky neni mozné material pfed pouZitim v testu se 100%
jistotou zbavit patogenl. Testovani je mozné objednat na pracovistich, kde sdanym
patogenem pracuji a maji vyvinuty spolehlivé metody k jeho detekci, piipadné k urceni
konkrétniho druhu. V soudasnosti testovani materidlu provadi napt. VUKOZ Prithonice a
VSUO Holovousy.

Rostliny k nadobovym testim by mély vypadat nasledovné. Z hribkové mate¢nice by se mélo
jednat o jednoleté oddélky, idedlné tfidéné na urcitou velikostni tfidu priméru kofenového
krc¢ku napt. 6-8, 8-10 nebo 10—12 mm. Kofenova soustava by mél byt zdrava, hustd a v rdmci
vybranych podnozi vyrovnana. V ptipadé¢ fizkovanct by se mélo jednat rovnéz o jednoleté
zakoten€lé rostliny s vyrovnanym rtistem a prokofenénim. I v tomto piipad€ je vhodné mit
maximalné uniformni rostliny tfidéné na urcitou velikostni tfidu priméru kofenového krcku.
V podstaté¢ shodné jsou naroky na in vitro mnozené podnoze, tedy uniformni velikost a
prokofenéni. V kazdém ptipadé je vhodné pouzivat rostliny s délkou nadzemni casti
minimalné 20 cm.

Vyhony k in vitro (twig essay) testim musi byt zdravé, bez vnéjSich poskozeni a pokud
mozno uniformni ve svém pficném prumeéru. Listy béhem vegetace 1 povrch vyhonii by mél
byt bez barevnych odchylek. Pokusy je vhodné provadét koncem zimy na plné vyzralych
vyhonech.

Lze predpokladat, ze vSechny nové zavadéné podnoze budou vegetativné mnoZenymi
podnozemi s uniformni genetickou informaci. V pfipadé testovani generativné mnoZenych
podnozi je mozné jejich napéstovani z vysevu pii dodrzeni vSech vySe uvedenych néarokii na
pestovani, hygienu, ochranu a uniformitu materialu a v testu pouzit jednoleté nebo dvouleté
semenace. Diky jejich genetické variabilit¢ lze u téchto podnozi predpokladat 1 véEtsi
variabilitu v ziskanych vysledcich. Ta vSak bude odpovidat variabilité¢, kterou Ize
predpokladat i pfi jejich pouziti na trvalych stanovistich po vysadbé a méla by pomérné dobie
odpovidat realité. Nutnosti pak ale bude testovani vyssiho poctu rostlin.
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Potiebna mnoZstvi materialu pro nadobové pokusy
Pro jeden test je nezbytné pro kazdou jednotlivou podnoz a variantu pouzit minimalné 20 ks
na jedno opakovani pii minimaln¢ tfech opakovanich. U kazdé podnoZe je testovana varianta
kontrolni bez inokulace a varianta inokulovand. To ndm déva pro kazdou podnoZ nutnost
dopéstovat minimalné 120 ks vyrovnanych rostlin. Pokud budeme uvazovat, ze pro dosazeni
vyrovnané rostoucich rostlin pfed vlastni inokulaci bude nutné pocitat se zhruba 25%
rezervou, bude nutné kontejnerovat 160 rostlin. Uvazime-li déle nevyrovnanost mate¢né¢ho
porostu, ze kterého budou rostliny ziskavany, a ptedpoklad dopéstovani 50 % uniformnich
rostlin dostavame se k Cislu 320 ks. To je cilovy pocet rostlin, jenz by mél byt mnozen, aby
bylo dosazeno vysoké spolehlivosti zajisténi vychoziho materidlu pro nasledné testy. Pokud
by mélo byt testovano vétSi mnozstvi kmeni patogentl, je nutné tento pocet adekvatné zvysit.
Obecné plati pravidlo, Ze ¢im vyssi budou pocCty testovanych rostlin a lepsi pokryti variability

v

ve virulenci kment patogenu, tim lepSich a spolehlivéjsich vysledkii bude dosazeno.

Kritické body piipravy materidlu
e (drtdova pravost, spolehlivost ptivodu.
e Zdravotni stav vychoziho materialu.
e UdrZeni zdravotniho stavu béhem péstovani rostlin pro testovani a absence oomycett.
e Maximalni mozna uniformita ve zpisobu péstovani a péfe o vychozi materidl,
maximalni uniformita materialu vstupujiciho do testu.

3.3 Vlastni testovani
3.3.1 Testovani in vitro

Metodika pokusu je zaloZena na testech publikovanych Jeffersem a kol. (1981) a Scottem a
kol. (1992) s dal$imi upravami. Vlastni testy virulence in vitro se provadi v 200/250ml
Erlenmayerovych bankach nebo kadinkéach s cca 30 az 50 ml (podle typu nadoby) agarového
média. Je nutné, aby byly nddoby o néco vyssi, nez segmenty testované¢ho materidlu a aby
byly naplnény médiem stejnomérné a do stejné vyse. Jako médium je vhodné pouzit CMA
(viz vySe) s pfidanymi antibiotiky ampicilinem (250 mg/l) a rifampicinem (10 mg/1). Na stied
média v kazdé nadobé se umisti cca Smm kruhovy segment s myceliem testovanych kment
ziskany z okraje aktivné rostouci jeden tyden staré kolonie na V8A médiu. V piipadé
kontrolnich nadob se jako inokulum pouzije pouze Smm ter¢ik média bez mycelia. Po
inokulaci se nadoby inkubuji jeden tyden ve tmé v termostatu pii 20 °C. Je nutné nadoby
prubézné kontrolovat, piipadné kontaminované z pokusu vyloucit.

Pokus je vhodné provést v piedjari. Vyhony testovaného materidlu se nastiihaji na cca 10 cm
dlouhé segmenty (bezsuké, bez poskozeni atp.), vybiraji se segmenty se shodnym primérem
dle typu materidlu (idedlné 5—8 mm). Segmenty se povrchové sterilizuji (7 min 10% SAVO, 1
min 96% EtOH) a 3x omyji sterilni destilovanou vodou, tato ¢ast prace se jiz provadi
v laminarnim boxu. Spodni ¢ast segmentu (cca 0,5-1 cm) se z protilehlych stran sefizne do
ploché $picky a odhali se takto ziva vodiva pletiva. Takto pfipravené segmenty se umisti do
piipravenych nadob s narostlym myceliem tak, Ze se ve vertikalni poloze zapichnou do okraje
rostouci kolonie (3—4 segmenty/naddoba), poté se neprodysné uzaviou alobalem. Po celou
dobu prace je nutné dbat na dodrzeni sméru rastu vyhonii. U kazdé nadoby se zaznamena
pfesny Cas inokulace vyhont.. Pro kontrolu se vyuziji nddoby s médiem bez ptitomného
inokula, do kterych se vyhony umisti stejnym zptisobem. Nadoby s inokulovanymi segmenty
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se umisti zpét do termostatu (20 °C) a pribézné se kontroluje rozvoj infekce a piipadnych
kontaminaci (obr. 3).

Pribézné se sleduje rozvoj infekce (vétSinou lze dobie identifikovat zmény barvy pletiv
v prubehu postupujici kolonizace). Pokus se ukoncuje po cca 7-10(14) dnech inkubace, kdy
v nejvice citlivé varianté je délka 1ézi cca 60—70 mm. Segmenty vyhont se vyjmou z nadob a
opatrné se odstrani borka, aby doslo k odhaleni vodivych pletiv a bylo zietelné jejich
poskozeni. Kolonizovana pletiva jsou charakteristickd barevnymi zménami, piechod do pletiv
zdravych je zpravidla velmi ostry (obr. 3 vpravo). Okamzité po odstranéni borky se zméfi
maximalni délka nekr6z na obou stranach segmentu (s plochym setfiznutim), pficemz se musi
vzit v tvahu hloubka zanotfeni segmentu do média. Misto kontaktu segmentu a povrchu agaru
je obvykle velmi dobie patrné jako tenka linie. Délka 1¢ézi se méti na desetiny mm. Pii kazdém
meéteni (Ctvefice segmentl v nadob€) se zaznamend piesny Cas. Z kapacitnich divodi je
mozné segmenty po ukonceni pokusu Sokoveé zamrazit na —80 °C a vyhodnocovéni provadét
postupné. Pro kazdy typ podnoze je nutné otestovat minimalni pocet 20 segmentd (vhodné;jsi
je ovSem vyssi poCet zejména u generativné mnoZenych podnozi), pokus je nezbytné 2x
opakovat.

Pfitomnost patogenu v nekrotickém pletivu se potvrdi reizolaci (viz kapitola 3.2.1).

Obr. 3. Inkubace inokulovanych vyhoni v Erlenmayerovych baiikich a kadinkach (vlevo), odhalena
pletiva segmenti vyhonii pi'i méreni délky lézi (vpravo).

Kritické body provedeni testu
e Sterilni podminky.
e Pribézna kontrola vyvoje pokusu.
e Rychlé vlastni méteni.
e Zaznamenani ptesné délky inkubace pro kazdou nadobu zvlast’.
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3.3.2 Testovani nadobovymi pokusy

ZaloZeni testu
Druhou fazi testovani je vyuziti nddobovych testi. Tyto testy vice odpovidaji skutecné
odolnosti nebo citlivosti jednotlivych odrid, protoze pracuji s infekci pres kotfeny a kofenovy
kréek, které jsou v redlnych podminkach hlavni vstupni branou infekce. Pro nadobové testy
lze vyuzit rostlinny material napéstovany podle vyse popsanych zpisobt (viz kap. 3.2.2) tedy
odd¢lky, tfizkovance nebo in vitro mnozené rostliny. U generativné mnoZenych podnozi lze
pouzit semenace. M¢lo by se idedln¢ jednat o jednoleté vypéstky, pokud mozno vSechny
napéstované stejnym zpisobem a péstované ve shodnych podminkach. Materidl musi byt
naprosto vyrovnany a v bezvadném zdravotnim stavu. Pred zahijenim pokusu je nutné
provést orientaéni test na pfitomnost oomycetii na pokusném materidlu. M¢lo by byt
provedeno cca 10 nezéavislych odbérti a néslednych test (viz kap. 3.2.2) pro kazdou
jednotlivou podnoz tak, aby byla pokryta prostorova variabilita péstebni plochy. Pokud testy
prokazi pritomnost patogenu, neni smysluplné pokracovat v ptipravé pokusu.
Pti negativnim vysledku miize nasledovat hrnkovani (kontejnerovani) rostlin. Nejlépe béhem
meésice dubna se rostliny vysazi do hranatych kontejnertt 9x9x14 cm. Ty jsou vhodné pro
nasledné umisténi do naplavovych nadob. Jedna naplavova nadoba je pouzivana jako jedno
opakovani. Do jedné nadoby se pak vejde az 32 rostlin. Je mozné pouzit i vétsi kontejnery
naptiklad velikosti 11x11x21 cm nebo 1 kulaté 2—3 litrové kontejnery ty budou ale piinaset
vetsi naroky na prostor. Idedln¢ by se mélo jednat o kontejnery tzv. rizatské, které jsou vyssi
nez $ir§i a umoznuji vétsi rozvoj kofenového systému rostlin pii hustSim sponu.
Pro vysadbu mlzeme pouzit raselinovy substrat s upravenym pH na hodnotu 6,5 a zasobnim
hnojenim 3—4 kg plného hnojiva na m>. Substrat musi byt pted pouzitim propaten, stejné tak
musi byt pouzity nové ¢i dukladné omyté a vydezinfikované kontejnery a naplavové nadoby.
Vse musi probihat v podminkach bez pfitomnosti oomycetl, tak abychom s jistotou vyloucili
nechténou kontaminaci rostlin.
Budeme-li uvazovat tfi opakovani po 20 rostlindich ve dvou variantich kontrolni a
inokulované (+ jista rezerva), je vhodné vysazet minimalné 80—100 rostlin od jedné podnoze
na jednu variantu oSetieni (inokulace konkrétnim kmenem patogenu ¢i kontrola). Po nasézeni
se podnoze ponechaji rist zhruba jeden mésic, aby vyrasSily a dobie zakotenily. Udrzuji se ve
stejnych podminkdch a standardné se oSetfuji a provadi zélivka (obr. 4). Zde je nutné
podotknout, Ze po celou dobu od nasdzeni az po vyhodnoceni pokusu plati stejné vysoké
naroky na hygienu prace, kdy nesmi dojit ke kontaminaci zalivkovou vodou ani jinymi
zpusoby.
Jakmile jsou rostliny prokofenéné a nartistaji, je mozné ptistoupit k zalozeni vlastniho testu.
Rostliny jsou pfetfidény a jsou vybrany vyrovnané rostouci rostliny. Pro kazdou podnoz je
vybrano minimalné 60 rostlin (3%20 ks) pro jednu variantu oSetfeni (inokulace konkrétnim
kmenem patogenu ¢i kontrola). Pii standardné provadéném pokusu s testovanim napi. tii
kmeni patogenu bude celkem testovano minimalné 240 rostlin.
Inokulace rostlin probihd nasledovné. Z pfipravenych Petriho misek s VBA agarem a
inokulem pftislusného druhu rodu Phytophthora jsou odebirany malé ter¢iky o priméru 5 mm,
které jsou vkladany zhruba 1 cm hluboko pod povrch substratu ke kofenovému krcku rostlin
(obr. 5). Ke kazdé rostlin¢ jsou vlozeny tfi inokulované agarové terCiky, které jsou mirné
zahrnuty substratem. Stejny postup je provadén i u kontrolni varianty, zde jsou vSak vkladany
terCiky sterilniho agaru, které nejsou inokulovany patogenem. Inokulum se odebird
z cca 1-2 cm Sirokého ristového okraje kolonii testovanych kment péstovanych cca 5—7 dnt
na V8A pevném médiu.

15



-

; S
Obr. 5. Inokulace, vkladani agarového terciku do substratu.
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Rostliny jsou nasledné umistovany do ndplavovych nadob. Jako naplavové nadoby se
osveédCily velkoobjemové (60 1) obdélnikové Cerné nadoby s rozméry 40x69%x28 cm bez
otvorti (obr. 6). Tyto nadoby jsou nasledné pomoci malé technické upravy ve spodni ¢asti
osazeny malym ventilem, ktery umoziiuje vypousténi naplavové vody. Nadoby mohou byt
nasledné umistény na roSty nad naplavovymi stoly. To umoziiuje jednoduché vypousténi vody
pravé do naplavovych stolii, kde mize byt voda sbirdna a centralné¢ odvadéna do dezinfekéni
kadé.

e

Obr. 6. ZaloZeni pokusu. Naplavové nadoby, do kterych jsou umistény podnoZe po inokulaci, slouZi
k periodickému zaplavovani kontejneri vodou.

Zavlahovy rezim

Rostliny umisténé do néplavovych nadob jsou ihned po zalozeni pokusu naplaveny na
48 hodin. Nasledné jsou periodicky v tydennim intervalu naplavovany vzdy na 24 hodin.
Naplavovany jsou shodné rostliny inokulované i kontrolni bez inokulace. Naplaveni slouzi
k vytvoreni stresu kofenového systému a k vytvoreni vhodnych podminek pro infekci rostlin
oomycety.

Naplaveni se provadi do vysky substratu. Napousténi vody musi byt pozvolné, aby substrat
stihal nabirat vodu, zejména pokud by byl pieschly. Po uplynuti stanovené¢ho ¢asu naplaveni
se nasledné voda zjednotlivych naplavovych nadob vypusti. V pfipadé nadob
s inokulovanymi rostlinami je nutné tuto vodu nevypoustét do kanalizace, ale provést nejprve
jeji desinfekci ve sbérmé kadi pomoci chlornanu sodného (Savo 150 ml na 500 1 odpadni
vody). Po nékolika hodinach se miize voda vypustit do kanalizace. Voda sbirana z rostlin
neinokulovanych se muze vypoustét piimo, pokud je celd odpadni cesta mimo moznost
kontaminace vodou z inokulovanych rostlin. Jak jiz bylo zminéno, naplaveni probihd jednou
tydné. Pokud panuje velmi teplé pocasi, rostliny rychle transpiruji a dochazi k vysychani
substratu, je mozné v intervalu mezi jednotlivymi naplavenimi rostliny standardnim
zpusobem zalévat. Naplavovani by mélo probihat celou vegetacni sezonu, pokud neni pokus
ukoncen dfive z diivodu rychlé reakce na infekce a uhynuti infikovanych rostlin. Je tfeba i zde
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upozornit na dodrzovani hygieny béhem naplavovani a odpousténi tak aby nedochazelo ke
kontaminaci kontrolnich kadi naptiklad odstiikujici vodou. Je vhodné, pokud jsou infikované
a kontrolni porosty oddéleny, bud’ prostorové nebo technicky, ale ostatni podminky zlistavaji
stejné.

Pokus by mél probihat v prubéhu vrcholu vegetacniho obdobi (Cerven—srpen), pokud mozno
pfi regulované teploté. Teplota by méla byt nastavena na optimdlni teplotu ristu mycelia
patogenu, coz byva obvykle kolem 22 °C (lisi se dle druhu, napt. pfi testu P. syringae, coz je
druh dominujici v chladnéjsich oblastech, je vhodné nastavit teplotu kolem 18 °C). Teploty
nesmi piekracovat piili§ vysoké hodnoty (cca 35 °C), protoze miize dojit ke snizeni aktivity
mycelia patogenu ¢i dokonce k jeho odumfeni.

Hodnoceni
Pti zakladani pokusu v dob¢ inokulace je vhodné upravit rostliny, tak aby mély pouze 5
letorostll vyrustajicich z jedné rostliny. Pomiize to naslednému hodnoceni rastu nadzemni
Casti, respektive se snizi jeho Casovd naroCnost, jelikoz na kazdé rostliné budeme
zaznamenavat maximalné¢ 5 hodnot. Pokud bychom tuto upravu neprovedli, je mozné na
nékterych rostlinach ofekavat vysoké pocty kratkych letorostli, coz by prodlouZzilo interval pfi
nasledné méteni.
Béhem vegetace probihaji v tydennich intervalech orientacni vizualni kontroly stavu porostu a
vyvoje reakce na infekci. Je mozné v mési¢nich intervalech provadét méfeni néristu letorostt,
kdy je u kazdé¢ rostliny vzdy smérem od nejvySe polozeného letorostu méfena a
zaznamenavana jejich délka. Mési€nim méfenim je moZzné zaznamenat, kdy dochazi
k nejsiln€jsSimu nastupu efektu infekce na rast rostlin, je vSak pracovné néaro¢na. Pokud
nemame zdjem na exaktnim zjiSténi ndstupu redukce ristu a staci ndm vizualni hodnoceni, je
mozné toto méteni provést az na konci pokusu jednorazové pied destruktivnim hodnocenim
kotenového systému. Béhem vegetace je vhodné sledovat vyvoj kofenového systému a
namatkovymi kontrolami rostlin zaznamenavat vyskyt barevnych zmén kofent ptipadné
vyskyt nekréz kotenového krcku. Béhem vegetacni zkouSky nebo jen na jeji zavér se
zaznamenava mimo meéteni celkové délky letorostil 1 vizudlni hodnoceni kazdé rostliny na
stupnici 1-5:

e 1 - standardn€ rostouci zdrava rostlina,

e 2 - mirnd redukce vitality (prvni ptiznaky zloutnuti listi, krat$i vyhony),

e 3 - stfedni redukce vitality (vyznamné zloutnuti listi, vyznamna redukce rtstu, prvni

vadnuti letorostl),
e 4 - silna redukce vitality (vétSina letorostii zvadlych nebo uschlych, Zloutnuti vétSiny
listit),
e 5 -uhynuld rostlina.

Pted nasledujicim rozborem kotenového systému se odebiraji vzorky na reizolace patogenu;
cilem je potvrdit pfitomnost inokulované¢ho patogenu v oSetfenych variantach a jeho absenci v
kontrole, pfipadné ovéfit, jestli nedoSlo ke kontaminaci jinym druhem. Vzorky se odebiraji
smésné ze substratu (substrat s jemnymi kotinky) nebo z kr¢ki z nekrotizovanych pletiv
z nékolika rostlin (3—5 v kazdém opakovani) a zpracovavaji se obdobné, jak je popsano
v ptislusnych kapitolach 3.2.1 a 3.2.2.

Po vyhodnoceni nadzemni ¢asti nasleduje vyhodnoceni kotfenového systému. Kazda rostlina
je opatiena identifikacni visackou. VéEtSinu nadzemni Casti odstranime a ponechame jen asi
10 cm usek kminku pro snadnou manipulaci a oznaceni. Rostliny, resp. kofenové systémy
nasledn¢ jednu po druhé zbavujeme péstebniho substratu tak, abychom v minimélni mite
poskodili kofeny. Prvni nejhrubsi zbaveni substratu je mozné provést jeho oklepavanim ,,na
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sucho®, nebo ,,na mokro“ vyplavovanim v kadi s vodou. Nasledn¢ je kofenovy systém
vyplachovan v Cistsi vodé, aby byl zcela zbaven substratu (obr. 7 a 8). Rostliny jsou postupné
umistovany na vhodnou podlozku, kde je provedena fotodokumentace a je mozné provést
vizualni hodnoceni stavu kofenl. Zaznamenava se velikost, hustota a rovnéz barva kofent a
vyskyt ptiznakil infekce (odumielé hnéd¢ ¢i Cerné zbarvené kotfeny). Velmi vhodné je
zaznamenani procentualniho podilu hniloby kotent.

TN
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oplééhnuty korenovy systém podnoZe Cornell Geneva 11.

Obr. 8. Pr
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Kofeny jsou po lehkém povrchovém osuseni rozdéleny na hlavni koten a vedlejsi koteny.
Vsechny koteny niz§iho fadu (vedlejsi kotfeny) jsou odstiizeny a zbyla ¢ést od kofenového
kréku po posledni vyznamné rozvétveni je povazovana za hlavni kofen. Nasledn¢ jsou hlavni
koten i vedlejsi kofeny zvazeny v Cerstvém stavu (tzv. ziva hmotnost). Poté se hlavni kotfen
rozstfihne podélné na dvé poloviny, aby mohl 1épe vysychat. Ob¢ ¢asti tedy hlavni 1 vedlejsi
koteny se vlozi do papirovych sacka, v kterych jsou vkladany do susicky. Tam jsou vysusSeny
na konstantni hmotnost. Zpravidla postacuji 3 dny pfi teplot¢ 80 °C. Nasledné jsou zvlast
hlavni a vedlejsi kofeny zvazeny v suchém stavu.

Po ziskani vSech udaji je mozné provést statistickou analyzu a porovnani hodnot testované
podnoze s hodnotami srovnavacich standardnich podnozi, na jejichz zaklad¢ je stanoveno,
jedna-li se o podnoz malo, sttedné nebo velmi citlivou.

Je opét nutné podotknout, Ze i pfi ukonCovacich pracich je nutné dodrzovat hygienu, aby
nedochazelo ke kontaminaci timto patogenem. Veskeré péstebni i1 pracovni prostory,
proplachovaci kad¢, kvétinace a dal$i materidly musi byt desinfikovany. Pracovnici musi
pouzivat obuv, kterd je pifi vstupu a vystupu na pracovisté desinfikovana. RovnéZz substrat,
ktery zbude po cCisténi kofenovych systémi, je nutné desinfikovat. Zde se doporucuje
desinfekce chemickym fumigantem Basamid Granuldt (u¢inna latka dazomet) postupem
uvedenym na etiketé ptipravku, ptipadné¢ Savem. Materidl se poté odveze na skladku. Veskeré
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Kritické body nadobovych pokusii
e Udrzeni hygieny prace po celé obdobi vegetacniho pokusu.
e UdrZeni srovnatelnych podminek pro kontrolni a inokulované varianty.
e UdrZeni vhodnych teplot, zabranéni ptehrati.

3.4 Statistické vyhodnoceni
3.4.1 Vyhodnoceni in vitro testl porovnavajicich citlivost podnozi

Pfed vlastnim vyhodnocenim testu je nutné provést pfipravu dat. Na kazdém vzorku
(segmentu) se provadi dvé méfeni. Vzhledem k jejich obvyklé vysoké korelaci (v ramci
testované¢ho souboru r = 0,87) s nimi nelze zachdzet jako s nezavislymi a pro tucely dalSiho
zpracovani se kazda dvojice métfeni nahradi jejich aritmetickym primérem. Déle se vzhledem
k rizné¢ délce inkubace provede korekce na rozdilnou dobu trvani pokusu. V kratkém
intervalu pokusu lze povazovat rist mycelia za linearné zavisly na Case, proto se korekce
provede dle vzorce

Y ; Y,
kde ¢ je skute¢nd doba trvani pokusu, #, je normovand doba (10 dni), y je skutecnd mira
poskozeni a y, je mira poSkozeni pfepoctena na normovanou dobu.
Délka 1ézi, jakozto wveli¢ina rlstova, je zpravidla veli¢inou snormalnim rozdélenim
pravdépodobnosti. Dale pouzité metody zpracovani jsou navic dosti robustni vici poruseni
predpokladu robustnosti, jiné korekce dat tedy nejsou potiebné.
Vyhodnocenti statistické vyznamnosti rozdila délky 1ézi mezi riznymi skupinami (podnozemi,
kmeny a kombinacemi podnozi a kmenti) se provadi metodou mnohonasobného porovnani
pomoci Welchovych testi s Holmovou korekci (And€l 2019). Tato metoda je zvolena z
davodu velkych rozdild ve wvariabilit¢ jednotlivych vzorki. Vysledky jsou nejlépe
prezentovany formou homogennich skupin na hladin¢ vyznamnosti 0,05.
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3.4.2 Vyhodnoceni nadobovych test

V ramci nadobovych testl je obvykle vyhodnocovano vice veli¢in. Dv€ z nich — délka vyhoni
a hmotnost suSiny kofenti — jsou spojité riistové veli¢iny. Jejich zpracovani se fidi zdsadami
popsanymi v sekci 3.4.1.

DalSimi hodnocenymi veli¢inami miiZze byt poc¢et odumielych a pocet poSkozenych rostlin na
konci pokusu. V obou piipadech se jednd o veli¢iny sbinomickym rozdélenim
pravdépodobnosti. Statistickd vyznamnost rozdilti v poctu mrtvych, resp. poSkozenych rostlin
se v tomto pfipad¢ vyhodnocuje metodou mnohonasobného porovnani velicin s binomickym
rozdélenim (Andél 2019). Podily mrtvych, resp. poskozenych, rostlin oSetfenych raznymi
zpusoby oznacime za statisticky vyznamné odlisné, pokud plati ndsledujici nerovnost:

. |X, . |X;
arcsin —arcsin_|——| >
n, n,

kde X; a X; jsou pocty mrtvych rostlin pfi i-tém, resp. j-tém zplsobu oSetfeni, n; a n; jsou
odpovidajici vychozi pocty rostlin, k je pocet zpisobu oSetieni a gi»() je kritickd hodnota
studentizovaného rozpéti na hladin€ vyznamnosti c.

Pii testech jsou zjiStovany také kategoridlni veliCiny nabyvajici vice hodnot nez dvou,
pfi¢emz tyto hodnoty jsou jistym zpiisobem uspofadané. Piikladem je vizudlni hodnoceni
zdravotniho stavu rostlin na Sstupniové skale. Vyhodnoceni je v takovém piipad¢ zaloZzeno na
ordinalnim regresnim modelu (Agresti 2002):

logit(P(Y < j))=log =f, .+ px,
(Pr <) Pratetp,

kde p, je pravdépodobnost, ze hodnota zavislé proménné Y nabude hodnoty j, J je pocet
moznych stavii veli¢iny Y, x je zplisob oSetfeni a fg,,, ..., B, ,, B jsou regresni

koeficienty. Vyznamnost rozdili mezi zplsoby oSetieni lze opé€t zndzornit pomoci
homogennich skupin.

Kritické body statistického vyhodnoceni
e Dostupnost korektnich dat — v pribéhu pokusu musi byt pro vSechny zplisoby oSetieni
zajistény shodné podminky.
e Je vhodné zajistit obdobné pocty méteni pro vSechny zplisoby oSetfeni.

3.5 Pouzitelné alternativni metody testovani

Testovani podnozi, pokud mé poskytnout dostate¢n¢ vypovidajici vysledky musi probéhnout
ve dvou pokusech (vysledky musi byt nezavisle verifikovany). Navrzené¢ schéma pocita
v prvnim pokusu s testovanim in vitro, které je jednodussi a podstatné levnéjsi a teprve pro
druhy stupen je navrZeno testovani in planta, které ponékud vice odpovida ptirozenéjSimu
procesu infekce podnozi a lze je pro vysSi narocnost provadét spiSe s podnozemi, které
zprvniho kola testi vySly jako potencidln€é odolné. Navrzené techniky patii mezi
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nejpouzivanéjsi, presto se pouzivaji i dalsi postupy, které mohou poskytnout stejné¢ dobré
vysledky (mohou mit ovSem jistd omezeni) a v ptipadé moznosti mohou byt rovnéz pouzity.
V nasledujicim textu jsou tyto postupy v jednoduchosti ptiblizeny spolu s pfisluSnymi
citacemi, tak, aby mohly byt ptipadné snadno dopliujici informace ziskany a metody pouzity.
Vzdy ovSem pied provedenim vlastniho pokusu je zapotiebi provést piipravny pokus
s omezenym mnozstvim testovaného materialu pro ovéreni podminek a metodiky.

3.5.1 Inokulace in vitro

Metoda testovani in vitro detailn€ popsana v kap. 3.2.1 mize byt modifikovana na zakladé
pokusu Guzmana a kol. (2007) a vyuzita v méné vybavenych provozech, které ovSem
disponuji alesponn minimalnimi hygienicky vyhovujicimi prostory. Segmenty vyhont
odebrané a podobné oSettené jako ve zminéném pokusu se vertikaln¢ zapichnou do sterilniho
(vydezinfikovaného) plastového kontejneru vyplnéného do dvou cm vysky inokulovanym
substratem. Substrat se sestava z 56% (v/v) sterilniho vermikulitu, 19% suspenze s inokulem
testovaného kmene (pfipravi se zvlast v laboratoii a obsahuje 4-5-10° mycelialnich
fragmentli na 1 ml suspenze), 14% sterilniho zeleninového bujonu (napt. 200 ml V8-dzusu,
2 g CaCOs a 800 ml sterilni H2O; Mircetich a Matheron 1976) a 11% sterilni destilované
vody. Inokulovany substrat Ize pfipravit i dalSimi zplsoby na zéklad€ napt. inokulovaného
prosa (Mircetich a Matheron 1976 aj., viz nize). Délka 1€zi se méti zpravidla po dvou tydnech
inkubace pii 20 °C. Inkubace probiha v uzaviené mistnosti za dostate¢nych hygienickych
podminek a minimalizace kontaminace.

Jinou vhodnou modifikaci pokusu je test nasledujici. Upravené a povrchové vydezinfikované
segmenty podnozi (viz kap. 3.2.1) se v lamindrnim boxu ¢i jinych hygienicky dostate¢né
odpovidajicich podminkach (Cis