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1. Cil metodiky

Prvni vyskyt patogena Verticillium nonalfalfae v Ceské republice byl registrovan v roce
2017. V Ceské republice neni feSena tato problematika testace odolnosti k patogenu z diavodu
karanténni choroby, proto byl podan spole¢ny projekt s partnerem z Anglie, se spolupraci
s pracovistém ve Slovinsku. V téchto zemich maji zkusSenost s testovanim chmele i Slechténim
chmele na odolnost k Verticillium nonalfalfae. Spole¢ny projekt s Anglii zahrnuje i
Slechtitelsky postup pfi tvorbé genetického materidlu. Cilem metodiky je vytvorit Slechtitelsky
postup, vcetné testace vychoziho materialu, pro tvorbu novych odolnych genotypt chmele k
Verticillium nonalfalfae. Zakladem vychoziho materialu je kolekce genetickych zdroji chmele,
ktera je soucasti Narodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a
biodiversity (MZe 33083/03-300 6.2.1. — MZe CR), které podporuje MZe. Metodika bude
uréena pro zefektivnéni $lechténi chmele na odolnost k Verticillium nonalfalfae v Ceské
republice. Metodika bude k dispozici v§em uzivatelam.

Metodika zahrnuje Slechtitelsky postup pro tvorbu novych odolnych genotypi, které by
byly vhodné pro péstitelskou i pivovarskou aplikaci. Metodika soucasn¢ zahrnuje i metody
testovani na odolnost k Verticillium nonalfalfae jak u stavajiciho genofondu chmele, tak i u
perspektivniho Slechtitelského materidlu. Cilem je, aby bylo mozné testovat jakoukoliv

chmelovou odriidu chmele, ktera by se zagala péstovat v podminkach Ceské republiky.

2. Dedikace

Metodika je ziskana vramci planovaného vysledku feSeného projektu EUREKA
LTE2018 ,,Tvorba genotypi chmele odolnych k Verticillium nonalfalfae vhodnych pro
péstovani v Ceské republice i v ramci Evropské unie®. Projekt je fesen s podporou Evropské
unie. Poskytovatelem finan¢nich prostfedkli je Ministerstvo Skolstvi, mladeze a télovychovy

Ceské republiky.

3. Uvod

V Ceské republice se v roce 2017 poprvé vyskytla karanténni choroba Verticillium
nonalfalfae, ktera zpisobuje vadnuti chmelovych rostlin. Tato choroba zptsobuje vysoké ztraty
v produkci chmele (Lutz K. et al., 2019). V soucasné dob& neni ptimé ochrany proti tomuto
patogenu (Radisek S., 2009). Ptiznaky vyskytu Verticillium nonalfalfae byly pozorovany
inspektory UKZUZ v &ervenci 2017 na dvou chmelnicich o vymérach 2,65 a 2,54 ha, v
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Olomouckém kraji v okrese Prerov. Vzdalenost napadenych chmelnic byla asi 800 m. Na kazdé
chmelnici bylo napadeno odhadem 15-25 % rostlin. Pfiznaky zahrnovaly hnédnuti a usychani
listt, lodyh a celych rostlin a hnédnuti cévnich svazkl. Intenzita pfiznaka byla riznd od
sttednich az po vazné, v¢etn¢ odumirani celych rostlin.

Od roku 2018 je problematika tvorby novych odolnych genotypt chmele k Verticillium
nonalfalfae feSena v ramci mezinarodniho projektu ,,Tvorba genotypid chmele odolnych k
Verticilliu nonalfalfae vhodnych pro péstovani v Ceské republice i v ramci Evropské unie®
v ramci programu EUREKA. Prvni ¢asti projektu je testace vychoziho materialu pro Slechténi
chmele na odolnost k Verticillium nonalfalfae. Do sou¢asné doby se na tuto chorobu netestoval
ani soucasny sortiment odriid chmele ani §lechtitelsky materidl. Po prvnim vyskytu tohoto
patogena Vv provoznich chmelnicich je nutné zah4jit testovani na vyskyt Verticillium nonalfalfae
a vytvoftit novy Slechtitelsky genofond chmele vykazujici odolnost k této karanténni chorobé.
Soucasné se bude pracovat na vyuziti molekularné-genetickych metod pro identifikaci genu
rezistence Vel ve stavajicich odridach chmele a nasledném §lechtitelském materialu (Flajsman
M. et al., 2017; Willaert L., et al., 2019). Cilem bude nalézt potencionalni molekularné-
genetické markery pro zefektivnéni Slechtitelského procesu.

Testace na odolnost k Verticillium nonalfalfae provadi jediné pracovisté v Evropé a to
ve slovinském Ustavu pro vyzkum a §lechténi chmele v Zalci. Ziskané vysledky jsou velmi
dulezité pro vybér matecnych rostlin pro Slechténi chmele na odolnost k Verticillium
nonalfalfae. Je dulezité u téchto genotypt hodnotit vykonnost v ¢eskych podminkach, protoze
ta mizZe byt velmi rozdilnéd od vykonnosti v zemi piivodu.

Vlivem vysoké variability povétrnostnich podminek v prib&hu vegetace v poslednich
letech se preferuje stabilita vykonnosti v pritbé¢hu péstovani chmele (Nesvadba V., Krofta K.,
2003). Proto je v poslednich letech §lechténi chmele zaméfeno na stabilitu vykonnosti u
aromatickych odriid chmele vyuZzivanych v €eskych pivovarech, které budou vykazovat vyssi

odolnost nez Zatecky polorany &ervenak.

4. Vlastni metodika

Metodika zahrnuje postup testace a tvorby genotypt chmele na odolnost k Verticillium
nonalfalfae. Soucasti metodiky je i aplikace novych genotypti chmele do péstitelské i

pivovarské praxe.



4.1 Testovani vychoziho materialu

Zakladem vychoziho Slechtitelského materidlu je kolekce genetickych zdrojii chmele.
Genetické zdroje chmele jsou dulezitym zdrojem Slechtitelského materialu (Charvatova a kol.,
2017). Kolekce je charakteristicka Sirokou genetickou variabilitou, ktera je vyuzivana pro
Slechtitelské cile. V Ceské republice je Ministerstvem zemédélstvi podporovan "Nérodni
program konzervace a vyuzivani genetickych zdroja rostlin a agrobiodiversity", jehoz soucasti
je polni kolekce chmele. UdrZovatelem této kolekce je Chmelaisky institut s.r.o. v Zatci.

Genetické zdroje chmele zatazené do této unikatni kolekce jsou dé€leny dle zpiisobu
jejich ziskani do téchto skupin:

a) Krajové a primitivni formy.

b) Péstované a restringované odrudy.

c¢) Ostatni biologicky material (nova Slechténi, vyznacné komponenty hybridi).
d) Plané chmele.

Kolekce chmele je udrZzovana v polni kolekci (ex situ), coz ma velkou vyhodu, ze
vSechny polozky jsou pouzitelné pro Slechténi chmele kazdy rok. Soucasné je fada polozek
duplikovana v in vitro nebo kryo kolekci. Pro testovani vybranych genotypti chmele na odolnost
k Verticillium nonalfalfae, jsou genotypy odebirany z této kolekce, ¢imz se zarucuje puvod
testovanych odriid chmele. Mnozeni chmele pro testovani je provadéno klasickym tizkovanim

ze zelenych vyhont.

4.1.1 Vyuziti molekularng-genetickych markeri pro identifikaci odolnosti k Verticillium

nonalfalfae

Obecné plati, Ze rezistence k mnoha patogentim je zalozena na strategii genu rezistence
proti genu virulence patogena. Ukazuje se, Ze se béhem evoluce vyvijely geny rezistence k
Verticilliu u rostlin spole¢n¢ (Song et al., 2017). Pfi evoluci dochazelo k casté mutagenezi,
duplikacim a translokacim gent, ruku v ruce s evoluci patogena a jeho virulentnich kment.
Jako jeden z ucinnych gent u rostlin byl popsan gen Vel (Song et al., 2017). U chmele se
Slechtitelskou praci podafilo ziskat odraidu Wye Target, ktera byla odolna k Verticilliovému
vadnuti (Darby, 2001). Na zaklad¢ Slechtitelskych a molekularné-genetickych analyz bylo
ziskano nékolik kandidatnich homologickych sekvenci (Jakse et al., 2013; Majer et al., 2014).
V soucasné dobé jsou jiz k dispozici genomy odrid Cascade (Hill et al., 2017; Padgitt-Cobb et

6



al., 2021) a ZPC (Natsume et al., 2015), kde se vyskytuje nékolik variant genu Vel. Jedna se o
varianty Vel-1 (cotnigy Saaz/2020057/112540, Cascade000008F), Vel-2 (cotnigy
Saaz/2020057/525, Cascade000080F) a sekvencné podobné (cotnigy Saaz/2020057/128049,
Saaz/2020057/123138, Cascade006953F). Dvé zakladni varianty Vel-1 a Vel-2 se vyskytuji
ve vSech molekularné testovanych genotypech chmele. Rezistence byla pozorovana pouze u
genu Vel-2, kde byla nalezena u Wye Targetu sekvenéné odliSna varianta 2A a 2B.
V experimentech na tabaku byla prokazana 75% tucinnost rezistence k Verticilliu u sekvenéni
varianty Vel-2A, kdezto u sekvenéni varianty Vel-2B pouze 10% (Song et al., 2017). Tyto
sekven¢ni varianty genu Vel-2 nejsou jediné, kdyz bylo diive charakterizovano dalSich 9
variant (Majer et al., 2014). Nasi dalsi sekvencni analyzou byly zjistény jesté nové varianty
genu z planych druhd chmele, které ukazuje obrazek 1. Ne vSechny varianty v§ak mohou byt
translatovany do proteinu, kdyZz maji poruseny ¢teci ramec. Jedna se o varianty Vel-2.1, Vel-
2T, Vel-2.4ca, Vel-2.6, Vel-2.5, Vel-2.8 a variantu zékladni sekvence Vel-2.0 z planych
Ceskych chmeld. Bohuzel neni ovéfeno, jak jsou ucinné jednotlivé varianty genu rezistence
Vel-2. Na zéakladé proteinové homologie (obrazek 2) jsou nejblize varianté Vel-2A sekvencni

varianty Vel-2.2, Vel-2.2a a Vel-2.7.
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GBACAACCAACTTCOC GAGGAGATAC CTAATTGGATTTGGAMACTTG6C AATGGGAATCTTCTCCATC TGAATCTTTCC TACAATC AAC TEATEAGCCTGC AGGAACCTTATACTC CTE CTACTAGTE TCTCTETECT TITCAATCAGCT TTCTACCTATATA
GGACAACCAACTTCACGAGGAGATAC CTAATTGEATTTGGAMACTTGGCAATGGGAATCTTCTCCATC TGAATC TTTCC TACAATC AAC TGATGAGCC TGE AGEAACC TTATACTC CTCCTA e AT EEAACATECE CEETE T EACCARE IO TNER TATATA
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GBACAACCAACTTCBC GAGGAGATAC CTAATTGGATTTOGAAAC TTGGC AATGEGAATC TTCTECATCTGAATC TTTCC TeATEAGCE TTATA ACCTACATITC AATCAGCTTC ARG GGAAGATTCCCOGTC TACCACE AGE TTGTACC TATAT!

CBACAACC AR TTCBECACOACATACCTARTTGEATITEOANAC TTUCCAATGCOAATE TTCTCCATC TOARTE TTTCE TAC ANTE ANC TEATEAGCETCE AGEANCE TTATACTE CTECTACTAGTCRC CTTCACCTACATITC AATCACC TTC MG COARGATTCECC T TACCACEAGE TTCTACCTATATA
COACAACE ARG TTCACACOACATACCTARTTEEATTTCOAMAC TTUGCARTECOANTE TTCTCCATC TEARTETTTCC TAC ANTC ANC TOATEAGECTEE AGEANC TTATACTE CTECTACTAG TCTCTBTOTCCTTEACC TA ATETE ANTCACE TTC MG ARGATTCC CCOTC TACCACE AGE TTETACC TATATA
GGACAACCAACTTCHC GAGGAGATACCTAATTGEATTTGGANACTTGGC AATGGGAATCTTCTECATC TEAATC TTTC € TACARTC AAC TG ATG AGCC TGE AGE AACCTTATACTC CTC CTAC TAG TC TC TITG TC CTTGACC TACATT TE ANTCAGC TTC ARG GGAAGATTCC CCGTCE TACCACC AGE TTETACC TATATA

GGATAACCAACTTCGE GAGGAGATAT CTAATTGEATTTGGAMACTTGGC AATGGGAATC TTCTCCATC TGAATC TTTCC TATARTC AAC TG ATG AGCC TGE AGG AACCTTATACTE CTCCT TCTCTET TCACCTACATITCAATCA e TCTACCACCAGE TTGTACCTATATA
GGACAACCAAC TTCBC GAGGAGATACCTAATTGGATITGGAANC TTGGCAATGEGAATE TTCTCCATC TGAATC TTTCC TACAATC AAC TEATGAGCC TGCAGEARCC TTA CCTACATETC AATCA Ads CETCTACCACCAGE TTGTACCTATATA
GGACAACCAACTTCACGAGGAGATACCTAATTGEATTTEGAAACTTGGC AATGGGAATC TTCTCCATC TGAATC TTTC € TACAATC AAC TGATGAGC C TGE AGEAACC TTATACTE CTCETACTAGTC TCTC TG TC CTTGACCTACATETC AATCAGCTTCATS GGAAGABTCCCCGTE TACCACCAGE TTGTACC TATATA
AN T C AL G AT AT TEE AT T AN LT A e GG A AT T CTC AT TE AT T O TaC e A TE AT G C T C G AR T TA AT € TC A T T TCTCTE TE CTTEACC TAC ATHTC AATCACC TTCATE GCAAG MITE CCCOTE TACEACCAGE ITCTACC TATATA
GGACAACCAACTTCACGAGGAGATACCTAATTGEATTTGGAAACTTGGCAATEGGAATC TTCECCATC TGAATCTTTCC TACAATC AAC TG ATGAGCC TGE AGEAACCTTATA T TereTCIeTETTICACCTACATHICAATI G TC TA AGCTTGTACC TATATA
CGACAACCAACTTCACGAGGAGATACCTAATTGGATTTEGAAACTTEGCAATEGGAATC TTCTCCATC TGAATCTTTC C TACAATC AAC TEATE AGCCTGE AGEAACCTTA AATCA: TCCCCETCTACCACCAGE TTETACE TATATA

€A CAACC AR TRCAC EACOACATAC CTARTTGEATITECANACTTCGe AATGLEARTE TECTCCATC TEARTETTTE TAC AATC ANC TEATEAGEC TCE AGEANCC TTATACT - o CETAC TACTCTCTCTETC CTTEACCTAC nsn‘AAruscﬂn'ﬂacuuncc(ccn TACCACCAGCTTETACCTATATA
GGACAACCAACTTCACGAGGAGATACCTAATTGEATTTGGAAACTTGGCAATGGGAATC TTCTCCATCTGAATCTTTCC TACAATC AAC TG ATGAGCC TGE AGEAACCTTATACTE CTCCTACTAGTCTCTC TG TCCTTGACE TAC ATETC AATH

SGACAACCAACTTCACGAGGAGATACCTAATTGEATTTGGAMACTTG6CAATGGGAATCTTCTCCATC TGAATCTTTCC TACAATC AAC TEATGAGCC TG AGGAACCTTATACTC CTCCTACTAGTC TCTCTETC CTTGACC TACATETC AATCAGC TTC ATS 66,
GEACAACCAAC TTCACGAGGAGATACCTAATTGEATTTEEANACTTCOCAATEGGAATCTTCTCCATC TRAATCTTTCC TACAATC AAC TEATEAGCC TG AGEAACCTTATACTE CTCCTACTAGTCTCTCTETCCTTGACCTACATITCAATCAGCTTCATEGEAAGATICECCETETACCACCAGE TTETACCTATATA
GEACAACCAACTTCGEGAGGAGATACCTAATT6CATITE6ARAC TTG6CAATEEGAATE TTCTCCATCTOANTCTTTCCTACAATC ARG TEATEAGCCTEE AGEAACC T TATACTCCTCCTACTACTCTCTCTETCCTTGACCTACATITCAATCAGCTTCATEGGAAGATTCCCCGTC TACCACCAGE TTETARC TATATA

W—ﬂ
TAGATTICTCTAGCAATAACTTTACTICCTCAATICC TACAGACATTGGTANTCATCTTARTTTC ACTATATTCC TCTCTGT; TTACTGSTAT W< CTACCTTCAAGTGCTTGACTIGTCTTACAATAATTTANIGE AGTGAAATACCTAAATGTC TG TC TG TTATI
TAGATTTCTCTAGCAATARCTITACTICCTCAATTCE TACAGACATIGGTAATC © B CTACC TTCAA CAATAATT AATACCTAR
TAGATTTCTCTAGCAATAACTTTACTICC TCAATTCC TACAGACATTGGTAATCATE TTARTTTC AAATCCATATCTAATGC A CTACC TTC AAGTGCTTGACTIGTCTTACAATAATTTANGC AGTGAAATACCTAAATGTE TETC TG TTAT(
TAGATTTCTCTAGCAATAACTTTACTICCTCAATTCC TACAGACAT: TTAATEEC A T TCAAACAACCATCTTAC 66 TATTATGCCAAANTC CATATGTAATGEAGE CTACE TTC AAG TG CTTGACTIGTCTTACAATAATTEAGE AGTGAAATACCTARATGTC TG TC TUTTATI
TAGATTTCTCTAGC AATAACTTTACTICCTCAATTCC TACAGACATTGGTAATCATC TTAATTTC CATATETAATGCAMK CTACE TTCAN
TAGATTTCTCTAGCAATAACTTTACTECCTCAATTCC TACAGACATTGGTAATC TeTIT T AAGTGCTTGACTIGTCTTACAATAATTTAAGCAGTGANATACCTAAATGTCTGTC TGTTATI
\TAGATTTCTCTAGC AATAACTTTACTICCTCAATTCC TACAGACATTGGTAATC ATC TTAA T AC TATATTCC TCTCTGTT 1) AAATCCATATETAATCCAGE ETACE TTCARCTCE TTOACTIOTETTACAATARTTTANGC AGTEANATACCTAAATETE TS TC TGTTAT!
TAGATTTCTCTAGCAATAACTTTAC TTCCTCAATTCE TAC AGACATTGGTAATCATC TTAATTTC AC TATATTCC TCTCTGTTTC AAACAACC ATCTTRC T TA TG CCAAAATE CATATE TAATCC A CTACE TTC ARG TECTTGACTIGTCTTATA A T TANGE ACTEANATAC CTARATCTC T X TCTTAT!
\TAGATTTCTCTAGCANTAACTTTACTECCTCAATTCC TACAGACATTGGTAATCATC TTAATTTC AMACAACCATC ANATCCATATGTA
TAGATTTCTCTAGCAATAACTTTACTICCTCAATTCC TACAG ACATTGGTAATCATC TTAATTTC AC TATATTCC TCTCTGTTT TTA uu'lc(Afn:nucu:c(nrc'n'vAu"r'r'nurnc\'rTnunu1'rnuuc'rsAunrﬂunn‘('rc'rucrnw
\TAGATTTCTCTAGCAATAACTTTACTICCTCAATTCC TACAGACATTGGTAATC ATE TTAATIEC AC TATATTCC TC TCTETTIC AMACAACE ATC TTAC TGG TATTATGCCAAAATC CATATETA. M AATAATT AATACCTAR
TAGATTTCTCTAGCAATAACTTTACTICCTCAATTCC TACAGACATTGGTAATCATC TTAATRI ArAcAACT ATATCTAATGCA cunu'r
TACATTTETCTACE ANTARCTITACTICCTCARTTCC TRE AGACATTECTARTEATE TTARTETC ACTATATTCE TETCTETTTE ANACARCE AT TTAC TESTATTATGEC ARAATE EATATETARTCACE ETACC ITE ARCTECTTCAC
\TAGATTTCTCTAGCAATAACTTTACTICCTCAATTCC THCAGACATTGGTAATCATC TTAATITC ACTATATTCC TCTCTGTTT TTACTCSTAT uu:nustAsctntrrrcnﬂst1'nAcHarcTnuA\'M7HAAocA:'rnunccnnra'rrﬂrcrcrnh
\TAGATTTCTCTAGCAATAACTTTACTICCTCAATICE TCTTICAAACAACT CARAATCCATA CANCCTACC TTC AAGTGCTTGACTIGTCT
AGACATTCGTAATCATC TTAATTTCACTATATICC TCTCTGTTTC AAACAACC ATCTTA AaATCC AT CCITC AT LTI CAC TG TCTTACMTAATTTANCC A TOARATACCTAMTC T TE e TCTTAT)
3 TATATICCTCTCT AAACAACCATCTTACTGGTAT ARAAT 3 AAGTECTIGACTIGTCT TETCTGTTAT
AT TG AT A TTTACTTCC TCATTCC TAC MG AT ATTGLTAATCATE TTAATHTC TCTTICAAACAA ABAATCCATHIT! cCTACETTCA,
(TAGATTTCTCTAGCAATAACTTTACTICCTCAATTC TATATTCCICTCTGT TrAC o CTACCTTCANCTECTTCACTITCTTACAATARTTTAACE ACTCAAATACETEARTCTETE T TETTAT,
1110 1120 11 50 1.160 1170 1180 1190 120
CTATTCCATETTC GG AATAATAATATC)
TATGAGTCAGACTCTTGGTOTACTGAATATACGAGARAAC ARCTTCACAGGETC ARTTCC TG TTICCHTT TAGTTGTTCTITAGAGACCCTAGATCTC AATGEGAATTC AG TCTATCCTRTT AGATTAGAGGTATTGGACCTTGGGAAC AATAATATG)
TATGAGTCAGACTE TTGGTGTACTGAATATAC GAGAAAAC AACTTCACAGGCTC AATTCE TG, TeceTr CAGACCCTAGATCTC AATGG GAATTCGATAGAAGGGCAGA A ACCAGATTAGAGGT CCTTCGGAAC AATAATATG.
TATGAGTCAGACTCTTGGTGTACTGAATATAC GAGARAAC AACTTCACAGGETC ANTTCC TGATGCC TTTCCGTT TABTTETICTITAGACAC CCTACATCTC AR TECEAATTCGATAGARGEECAC CATTAGAGETATTGGACCTTECGAACAATAATATG]
TATGAGTCAGACTCTTGGTGTACTEAATATACGAGAAAAT AACTTCACAGGETC AATTCC TGATECC TTTCC GTT TAATTGTTGTITAGAGACCC TAGATCTC AATGGGAATTCGATAGAAGG GCAGATTC C ARANTC TCTATC C TRITT AGATTAG CCTTCEGAACAATAATATE)
TATGAGTCAGACTC TTGGTCTACTEAATATACGACARAAC AACTTCACAGGETC ANTTCC TG AT TeceTT TAGTTGTTCTITAGAGAC CCTAGATCTC AATGE GAATTCGATAGAAGG GCAGAT AWTC TCTATC CTHTT ACATTAGAGETATTGCACCTTEGGAACANTAATATG)
TATGAGTCAGACTC TTGGTGTACTEAATATACGAGAAAAC AACTTCACAGGCTC AATTCC TG e EACCCTAGATCTC AATGEGAATTC Ac AGATTAGAGETATTGGACCTTGGGAAC AATAATATG)
TATGAGTCAGACTCTTGGTCTACTEAATATAC GAGAAAAC AACTTCACAGGCTC ANTTCC TEATECC TTTCC G TT TABTTCTTCTITAGAGACCCTAGATCTC AATGGGAATTCGATAGAAGEGCAGATT TCTCTATCCTATT, AGATTAG CTTGGGAACAATAATATC!
TATGAGTCEEACTC TTGGTCTACTEAATATAC GAGARAAT ACTTCACAGGETC AATTCC TG ATGCC TTTCE 6T TAATTGTTGTITAGAGAC CCTAGATCTCAATGGGAATTCGATAGAAGGGCAGATTC C ABATTC TCTATE CTCTT GATTAGAGETATTGGACCTTEGGAACAATAATATG]
TATCAGTCRGACTC TTGTGTACTG AATATAC CAGARAAC ACTTCACAGGCTC AATTCC TEATECC TTTCCETT TAATTGTTCTITAGAGACCCTACATCTC AATGEGAATTCGATAGAAGEGCAGA ACCACATTAG CCTTCEGAAC AATAATATG)
TCTTCCTETACTGA AACTTCACAGGCTCAATICCTGATECC TTTCCETT TAATTGTTCTITAGAGAC CCTAGATCTC AATGECAATTCGATAGA TTCTCTATCCTCTT ACATTAG CCTTCCCAACAATAATATG!
Ta TCTTECTETAC MeTTe TCCTGATGCCTTICCGTT AT TC T T T TG AC AL € TAC AT TC AATECCAATTCCATAGAAGCCCAGATTC CABATTC TCTATE CTCTTGE ACCACATTAG ACETATTCCATC TICCAACANTANTATE!
c TIC TCCTEATECCTTTCCETT TAATTCTTC CTAGATC TECABATICTCTATCCTCTTGCAC CAGATTAC ACCTATICACE CAATAATATC)
TATGAGTCAGACTCTTCGTCTACTCAATATACGAGGAAACAACTTCACAGGCTCAATTCC TEATECC TTTCC METINNNCCCMENGEMAA TTC TTC TTTAGAGACCCTAGATC TCAATGE GAATTCGATAGAAGGGCAGATTC CANA’ TATHCTCTTGCACCACATTAGAGETATTE )\r(TTvGGAM‘AATAAYAl'H
TATGAGTCAGACTCTTGCTCTACTCAATATACCAGGAAACAACTTCACAGGCTCAATTCCTEATECCTTTCCIETINENCCCMNNCERAA TTCTTC TTTAGAGACCCTAGATC TCAATCAGAATTCGATACAAGGCCAGATTC CAS Al‘?(‘?tTAT?CTH'!EL‘ACCAGI'H'A“\GH’ATTG(»ACCTNG&AACAATAA!ATGI
TCC AT TAATTCTTCTITAGAGACCCTACATCTC AATGGGAATTC! TCTTGCACCAGRTTAG CCTTCCCAACAATAATATG!
TCTTECTGTAC TIC TCCTEATECCITICCGTT TAATTGTTCTITAGAGACCCTAGATCTC AATG6GAATTCGATAGAAGGGCAGATTC CAATTC TCTATC CTCTTGE ACC AGATTAGAGETATTGGACC TTGGGAAC AATAATATG
TCITECTGTAC TrC TCCTEATECCTTICCGTT TAATTGTTCTITAGAGACCCTAGATCTC AATGGGAAT TeTCTATCC CACCAGATTAGAGETATTGGACCTTGGGAAC AATAATATG)
TCITECTCTAC u.cucruA:Awucuncr'r“'rstcrnc('sn TAATTCTTCTITAGAGAC CCTAGATCTC AATGEGAATTCGATAGAAGG GRAGATTC CAGARTC TCTATMC TCTTGC ACC AG ATTAG AGETATTGEACC THGGGAAC AATAATATG
TCTTECTETAC c CTMATGCCTTICCGTT TAATTGTICTITEGAGACCCTAGATCTC AATGSGAATTCGATAGAAGEE BARTCTCTATCCTCTTGE ACCAGATTAGAGETATTGGACCTTGGGAAC AATAATATE!

TGAGTGETGATTTTCCATGCRTGTTGANBACATATC CBCATTA AGATT' TGEATGCCAAG, ANmET TTCAAATTGTCGACTTAGCTCAC AAC AACTHTAGTSGTAATCTA 3 1168 TY
TEAGTOOTEATTTIECATECOTRTTCANBACATATE CHE AT TAAGHGTAC TTETGC AGATTTAN AAGATTCCCCTGGAAMETGGGATAATC TTC AAATTGTCGACTTAGCTC AC AAC AAC TCGTAATCTARCCGGAC ACHGE T AMTCTTROT]
TeACTeCTEATTTYCCATO TG TC AL © ACBGTACTTCTE ATTGGATGECAAGATTC CCRTGGAARBTGGGATAATC TTC AAATTGTCGACTTAGCTCAC AAC AAC TRTAGTEGTAATC TA AATGTTEOT)
T T TN RO TACTTTGETAC GATCCANC AGATTTAAGRGECEE AT TEOATO CARCATTC CCETE0ANMITG 0GR TARTE TTC AMATTCTCGAC TTAGCTE AC ANC ANC THTAGTELTARTE T » AATETTESTI
TGAGTGETEATTTTCCATGC! stcu-unncrs(A'r'n\Acl:nrr‘rﬂcrncuxcuuAcn‘r'ru“ur:nrncnartAuAY'Krcr'usu.ubnuncrﬂAuna\'rmcﬂuruuAuuw.'ru'r“uuvn 2 AATGTTEETI
TGAGTGETGATITTCCATG CRTGTTGAARBACATATC CBCATTAAGBGTACTTGTGE TACGATCCAACAGATTTAAGEGECGCATTGEATGC CAAGATTCCC CTGGAARBTGEGATAATC TTC AAATTGTCGACTTAGCTCAC A=~ ACTTTAGTEGTAATCTA AATGRTTOT)
T ABBACATATC CGCATTAAGBGTACTTGTGE TA GATITAAGEGGCGC AGATTCCCTTGEAN T AAATIETCCACTTAGCTE AC A ANCTITACTEGTA ACACEGET TTST)
TCAGMGETGATTTTCCATGCTTTTTGAAG ABKCATATC CACATTAAGAGTACTTGTGE TACGATCCAACAGATT ATTCCCCTEEAA TTCAAATTGTCGACTTAGCTCAC AACAACTTTAGTEGTAATC TATCCGGATAC TGE TTAGE AAGATGG AAAGT AATGIIT TS T
TGAGHGETGATTTTCCATGCTTTTTGAAGABCATATC CACATTAAGAGTACTTGTGE AGATITA T An TTCAAATTGTCGACTTAGCTCACAACAACTTTAGTCGTAATCTATCCGGACACTGE TTHGGAAGATGGAAAGC AATGITTE T
e AcATT! TTCAAATTGTCGACTTAGCTCAC AACAACTT ACACTGET AATCHTTET]
TTTCCATGCTTTT CACATTANGACTACTTCTGE TACCATCEANCAGATITA ToEAT cu’rvcc(166AArwtzew\nArcM'(MATrcTcucHAGrTrArAACAAC’H TATECCOACACTEET AATCRTTET]
TGAGMGETGATTTTCCATGCTTTT: AACATGGAAAGC AATGETTST)
TeAs csm‘nnccAnc'rnrnucu.vun'rccA(unAmnTAcﬂ'cncnrsnc(un Mearrec cunnnucruscrucnrunrnsnunucrnccnuAcm-mseusnsnuucunnnn
TCCATGUTTTT: ATTA HAC\‘?GNCHCMHCMCMun‘uswstﬂA‘t’muhccMur‘rvcc(’R“AM’GNGMMAT(ﬂ'{MM“rGrr&A:TMccrrA carcHT TaTCCCTACACTEC T AATETTTET]

TeA CCTTTT: ATTAAGACTE 3 TTCOATCCCARGATICCC CTECAARRIGECRTARTE TTC ANATTCTGAC TTACCTC AC AAC ARCTT CAATGTTGSTI
CCATCCTTTT: CACATTAAGAGTACTTGTGE chehTT 3 sekee t'rcAu.nt,nsuﬂmzrutM(M.('Hnsnsnucn'rcrsemAuc(nnssusnssnu( AATCRTTETI
fsAGlnvG‘mnH'tcu‘lccrﬂﬂsuultunccAcAﬂuubnanrbc c 1ITA T Cl CTTCAAATTGTCGACTTAGCTCAC A==~ ACT! TATCCHGACACTGET: BTTeT1
TTCCATECMEET crec TTAAGECECMC ATTCOATCCE AAMATTHCIC T6CA BTG C CRTAATE TTC ANATECTCOAC TTAGCTE AC AACAACTT TATCCEEAC ANTGE T "
rauuﬂurnrc:n::nnnAWznrculcMcAanAAu“ro:unsusc:AA'AHI:I(nuA-'ou.nu'rix'rcMAnt,nu\th( TAGBCCCACACTGET! 3 TTeT
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GTTGATGACTCTATGC TCAMNEAC TTACRATT THAATTTC TAGAAGTCAGTOBATCACGABATTATC AAGATCAAGTUAC GG TTACC TTCAAAGETC ARG AGATC AAGCTCCAGAAGATE CTTAC TOTCTICACTICCATTGATTTTTCTTOC AACCATC TG TAGGATCAATACC AGAGBAAATG GEACAAC TACGACRICT
GITGATGACTCTATGC TCAAMBAC TTACRATT THAATTTCTAGA GTGBATCACGARATTATC AAGATCAAGTOAC GG TTACE TTCANAGETC ARG AGATE ANGCTCCAGAAGATCCTTAC TETCTICACTICC ATTGATTTTTCTTGE ARCCATCTTGTAGGATC AATAC € AGAGE AAATG GGACANC TACCAGGECT
GITGATGACTCTATCCTCAAMIAC TTACGATT TRAATTTC TAGAAGTCOUTEBATCACGABATTATC ANGATC AAGTGAC GO TTACC TTCAAAGETC ABG AGATC AAGC TCCAGAAGATC CTTAC TG TCTTCACTICCATTGATTITTCTTGC AAC CATC TTG TAGOATCAATACC AGAGE ANATSGGACANC TAC GAGHGC)
GITGATGACTCTATGE TCAAAMAC TTACGATT THAATTTC TAGAAGTCBGTGBATCACGANATTATC AAGATCAAGTGAC GG TTACC TTCAAAGETC AMGAGATC AAGCTCCAGAAGATC CTTAC TGTCTTCACTICCATTGATTITTCTTGE AACCATC TTGTAGGATCAATAC € AGAGBAAATG GGATANC TAC GAGG ]

GTTGATGAC TCTATGCTCAMAC AT TTACGATTTGAATTTC TAGAAC TCAGTGEATCACGATATTATC AGATCAAGTGACGE TTACE TTCAMAGHTCAAGAGATE AAGC TCCAGAAGATE CTTAC TGTCTTCACTICCATTGATTITTCTTGE AACCATC TG TAGGATCAATACC AGAGBAAATGGACANC TAC GAGGGC]
CTATGCT TTTGAATTTCTAGAACTCAGTGCATCACGATATTATC ANGATCANGTGAC GG TTACK TTCANAGRTC AAGAGATE AAGCTCCAGAAGATC CTGTCTTCACTICCATTGATTITTCTTGE AAC CATC

GITGATGAC TCTATGCTCARAC AC TTACGATTTGAATTTC TAGAACTCAGTGCATCACGATATTATC ANGATCAAGTGAC GG TTACC TTCANAGRTC AAGAGATC AAGCTCCAGAAGATCCTTAC TGTCTTCACTICE ATTGATTITTCTTGC AAC CATC TTG TAGGATCAATACC AGAGEAAATGGGACAAC TACGAGGEC)

TCAGTECATCACGATATTATC AAGATCAAGTGAC GG TTACCTTCAAAGETC AAGAGATC AAGCTCCAGAAGATC CTYACTGTCTTCACTICC ATTGATTITTCTTGE AACCATC TTETAGGATC AATACC AGAGEAAATG GGACARC TACGAGGEET

TTACTGTCTTCACTICCATTGATTITICTIGE AACCATCTTGTAGGATCAATACC AGAGBAAATSGGACAAC TAC GAGGGC)

c CGTTACCTTC c 16 TCCTTACTGTCTTCACTICCATTGATTITTCTT6C AACCATCTTETAGGATCAATACC AGAGBAAATGGGACARC TAC GAGGEC)
GITEATEACTCTATECTCAMACACTTACBATI TGAATTTC TATC TACCTTC, c AAGCTGC CCTTAC TETCTREACTICEATTUATIITICTYGEANC CATCITH TACEARCANTACE AEACAANTS BEACAAC TAE GA GO T
SITEATRAC TCTATCCTCAMACAC TTACCATITEAATITETAGAACTCACTOC TACCT! c. aheer TTCTICACTICCATIGATHITICTTGE AMCCATE TTETAGGATC AATACE ACAGE ANATEEAC ME TAC G AGGECY
176, c: AMNC A ITACEATITEANTITE TACAACTEAGTE TTCAAAGET: 7 AGATECTTAC TCTCTTCACTICE ATTCATRITTCTTCC ANC A
CMTCATEAE TCTATCE TCAME A TTBECATITEANT TR TACE T c TTAE TCTCTRCACTTCE ATTCARMTNTCTTCE ARC AT TTE TS CARC AATACE ACACE AABTCCEACARE TG
TTATACTCTATCCTEAMAC ACETRCEATTTEAMTTCTAC AT CREMSE » c TACCT! ¢ e rCcACAACATEC T e FOTOTTCACTICE AT TOATTTTC TT0E AAC CATE ITETRCEATC AATACE AEACEAARTELOAC MAE TRE CACEC)
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6 AGGAMTEEETTEATETATTG 6 AAETTOEG MG ATTG 6 ANTEETTAG ATETEICEAC TAACAACETANAT 60 ATEANTTECAATATCC ETEG EAAC CETANAETTEETITEAY 0 CETG ANCCTITEATTTANE G ATETC ABAGE 6 80 G ATTERACTTG G Eo TR

FCTCTATTTTCTC AACTTRTCCAATAATGCTCTCACAGGAGGAATCCC TTCATC TATTGGGAACTTGCGACGATTGGAATCCTTAGACC TC AT TEOE A CETANAC TTCCTTTEATO L TANCCTITEATITATEATCTEACACGGE CATTCCACT I ECCTE
CTCTATTTTCTCAACTTTTCCAATAATGCTCTCACAGGAGGAATOCE TTCATCTATTCGEAAC TTGCEAC GATTGGAATCCTTAGACCTETCT T ARGCETAA ATUCCTCANCCTITEATTTANTATCTEAC ACGGC LEATICEACTTGGCOCTE
SETCTATTTTC T ARG TTRTCANTAATCCTCTEACAGEACEANTE CETTE ATE TATTECOARC TTCCCAC EATTECANTCCTTAGACE TETEC AG TAAC ANCE TARATGEATE ANETE CARTATCCCTCOE ANGCCTAARC TTCETTTCATCCCTEANCETITE ATTTANTCATETOAC ACULC CEATTCE AC cre

FOTCTATTTTCTC ACTTBTCCANTAATEC TCTEACAGEACEAATC COTTCATE TATTE0E AC TTECOAL EATTEOARTCLTTACACE 1€ TCE AGTARC AACE TAAATEOATC ANTTCEARTATCOCTEGE ANGCCTAAAC TTCCTTTCATUCE TEARCE TITE ATTTAATEATCTOAC AGEC LOATTEC ACHTCECHETE

FCTCTATTTTCTCAACTTRTCCAATAATGCTCTCACAGGAGGAATC CCTTC ATC TATTS GG AAC TTGCGAC GATTEGAATCC TTAGACC TC TCC AG TAACAACT TAAATGGATC AATTC CAATATCGC TCGC AAGCCTAAAC TTCCTTTCATGC CTGAACCTTTC ATTTAATGATCTEAC AGEGC GGATTCC ACHTGGCGCTC
FCTCTATTTCTC AACTTTTCCAATAATGCTCTCACAGGAGGAATC CCTTC ATC TATTGGGBAC TTGCGAC GATTGEAATCC TTAGACC TCTCC AG TAACAACT TAAATGGATC ANTTE CAATATCGCTCGE AAGCCTAAAC TTC CTITCATGCCTGAACCTTTC ATTTAATGATC TEAC AGEGE GEATTCCACTTGECHCTC
AT TN T T AT e e T AN A TE o T e AT C T T TE G T e e e A T T e e A T e T T AT AT E € TEE ARG TAA CAACE TAAATECA TS AT TCC A TATCE R TCEE MAGCETAMAC TIEC TITCMECCTEAACE TITEATITAN EATE TEACACC O T RATTCC AciTEoClic TC

AT TTC A LTI CAATAATEC TCTCACACC A AT CC T TEATC AT TG GORAC TTECCACEATTCC AR TECTTAGACE TC IEC ACTAACAACE TAAATGGATCAMTTCCAATAT CCTARACTTCCTIT FETEATTTARTEATSTEACACRCeceaTRt aclincatge T
FCTCTATTTTCTCAACTTTTCCAATAATGCTCTCACAGGAGGAATCCCTTCATC TATTGGGBACTTECGACGATTGGAATCCTTAGACCTETED TCCCARCECTARRCTTCCTITCATECCTEANCC TTTE ATTTARTEATCTCACAGECE CEATTE

T CTATTHTCTE ACTTTTE CAATARTEC TCTCACAE CAGEARTE CETTE ATCTATTC G EACTTCCE A EATTECARTECTEAGACE TETEE AGCCTAAACTTEETITEATECCTEANCETTTE ATETARTEATLTEAC AGEGE CEATTCC ACTTGLCEETE
ctnnrnncucnnuunnscrcmusucmn:ununnnwssunnncu.nsuncrruuccrcrccnuuuccnnnesn:u.ncunncr.n(:.rAuccnucn-crrncusccnucnncnnur ATCTGACAGEGCGEATTCCACTIGECGCTC
SCTCTATTETCTCAACTTTTCCAATAATGCTCTCACAGGAGGAATCCC TTCATC TATTEGGRAC TTECEAC CATTEGAATCCTTAGACT TC TCGCAAGCCTA, ATECCTEAACCTTTCATTTAATEATCTGAC AGEGL GEATTCCACTTGECECTT
SCTCTATTTTCTCAACTTTTCCAATAATGCTCTCACAGGAGGAATCCCTTCATC TATTGGGAAC TTGCGACGATTGEAATCC TTAGACC TC TCC AGTAACAACE uvnunucscr:cc TTCCTTTCATGECTEANCCTTTCATITAATGATCTGAC AGGGCGGATTCCACNTGCCMCTE
T TATTTTCTCAACTTT T CATAATEC TCTCACAGEACEAATE CETTE ATCTATIGGE MCTTEE M EATTCOATECTTAGACE TC CTEGEAAGCETALA TTCCTITEATCCETEANCE TITEATITAMCATCTEAC ACGGEGEATTCC ACTE Gl TE

NCTCTATTTMCTC AACTTRTCCAABAABGCTCT! aae TTAGACCTCTCC ARTAACARCE e TTCCTTTC AMCC TRAAT TCCACTTOGCMCTE
FOTETATIITC T AN TTBTE EAATAACE TCTCACAGCACCAATE CETTE ATCTATTECE AR TTCE CAC CATTECAATEC TEACACE TC TEE AC TAACARCE TAARTCEATCANTTC CARTATCEETECE AACCETABNC TREE TITC AMMCC TEARCETTTCATTTAMCATC TEAC RCECE COATTCE ACHBE G CBTE
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GCTCAATTTCAMACATTTCCACC AAATTC CTTCATTGGARAC AMAGCTCTATGTGGAATACCTTTGAATAACTGCACGTTCCTCTAC — AAAGETACTGTT
GCTCAATTTCAMACATTTCCACE AAATTC CTTCATTGGARAC ANAGC TCTATGTGGAATACCTTTGAATAACTGCACGTTCCTCTAC  AAAGETACTGTT
GCTCAATITCARACATITCCACE AAATTCCTTCATTGGARACANAGC TCTATGTGGAATACCTTTGAATAACTGCACGTTCCTCTAC  AAAGETACTGTT
BCTEAATTICAAACATIIECAC AR TIE CTTCATIOOARACAAACETCTA TG TECAMTAC CTTTCAMTANCICCACTICCTETAC  ARMGETACTOTT

GCTCAATTTCAAACATITCCACC AAATTCCTTCAT: TTCAATAACTGCACGTTCCICTAC  AAAGETACTGTT
GCTCAATTTCAMACATTIC TCCTTCATICEAM cte TTGAMTAACTGCACGTICCICTAC  AAAGETACTGTT
CCTCAMTITCAMACATITECACCANMIIE CTTCATICOAMACANACC T TATGTCOAATAC CTTIGAATARCTGCACGTICTCTAC  ARAGCTACTGTE
T TITEANACATITCCACC AN TR CTTC ATTCE AN AN CC T TATGTECAMTAC CITTEAMTAAC TOC AL TTCC TOTAC — ARAGETACTETE
GCTCATITCAMACATITCCACCANNTIECTTCATICEAMACAMAG ARAGETACTCTT

A TTTCARACATTTCEACC AMATTC CTTCATTCGARAE ARACCTETATETCOARTAC CTTTGAATARCTECACCTTCC TOTAC  ARAGETACTOTT

B TC AN TTTC AMACATTTCCACE AARTTC CTTEATTCE ARG AAACCTCTATOTCCARTAC CTTTANTARCTECACOTTCETCTAC  AARGCTACTOTT
WCTCAATTTC AAAC ATTTCCACT AAATTC CTTCATTGGAMAC AAAGC TE CTTTGAATAAC TCTAC  ABAGETACTGTT
GCTCAATTTCAAACATTTCCACCAAATTCCTTCATTGGARAC AAAGC TCTATGTEGAATACCTTTGAATAACTOCACGTTCCTCTAC  AAAGCTACTGTT
GCTCAATTTC AAACATTTCCACC AAATTC CTTCATTGGARAC AMAGCTCTATGTGGAATACCTTTGAATAACTGCACGTTCCTCTAC  AAAGCTACTGTT
GCTCAATTTCAMACATTICC ACCAAATTCCTTCATTGEAAACAMAGE TCTATGTGGAATACCTITGAATAACTECACGTICE TCTAC  ARAGCTACTGTT
ECTCAATITEAMACATIICCACE AAATICCTTCATIUE AAAC AMAGC TCTATOTOEAATAC CITTGAMTANC TUCACOTICE ZETAC  ARAGETACTOTE
EeremTincancaT recrre CCTCTAC  AAAGETACTG:

WCTCAARTT. ATACTCTE
ETe ANTTTE AMACATTTCHACC ARATTC CTTCATTCOAMAC AAACCTCTATOT CRAATAC CTTTCANTAACTCCMCOTTCE TETAC | AARCCTACTCTT

Obrazek 1.: Sekvenc¢ni homologie a polymorfismus jednotlivych sekvencnich variant genu
rezistence Vel-2 svyznaCenou pozici jednotlivych PCR primerd (Geneious Pro 4.8.2,
Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand).
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Obrazek 2: Fylogeneticky strom jednotlivych sekvencnich variant genu Vel-2 na zakladé
homologie aminokyselinové sekvence proteinti (MegAlign module, LASERGENE systém v.
7.1, DNAStar, Madison, WI, USA).

Pro rezistentni §lechténi chmele je pfinosné znat, jaké varianty genu Vel-2 se nachézeji
v genomu vychozich genetickych zdroji pro Slechténi. Vyuziti molekularné-genetickych
markerd je jednou z nejicinnéjsich a nejpresnéjSich metod, jak tyto znalosti ziskat. Na zakladé
nasich vysledki, homologie a variability jednotlivych variant genu Vel-2 byly navrzeny sady
PCR primerovych kombinaci pro detekci jednotlivych variant genu (Tabulka 1). Molekularné-
genetické analyzy jednotlivych markera jsou provadény podle metodiky Patzaka a Matouska
(2013). Metodika zahrnuje tf1 zakladni faze: izolaci DNA, vlastni PCR (polymerazovou
fetézovou reakci) a vyhodnoceni produkti pomoci elektroforetické separace v gelu a nasledné
detekce pomoci UV transilumindtoru. K izolaci DNA jsou vyuZivany komer¢ni izolacni kity,
jako naptiklad DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, SRN) a EZNA Plant DNA Kit (Omega
Bio-tek, Norcross, GA, USA), nebo lze pouzit modifikovanou extrak¢ni CTAB metodu.
Koncentrace vyizolované DNA je kvantifikovana absorbanci UV zéfeni vinové délky 260 nm
na UV-VIS spektrofotometru (UV-1601, Shimadzu, Japonsko), nasledné upravena pro PCR na
doporucenou koncentraci 10 ng na mikrolitr a pro dal$i pouziti skladovana v mrazicim boxu pfi
-20°C. Pro PCR je pouzit standardni protokol. Do sterilnich mikrozkumavek o objemu 200
mikrolitrii napipetujeme PCR reakéni smés (25 mikrolitri) sklédajici se z: 50 ng templatové

genomické DNA, 1x PCR master mixu (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, 200



[OM dNTPs, 1,25 U termostabilni Taq DNA polymerazy -Qiagen, Hilden, SRN) a 20 pmol
forward a reverse primeru pro jednotlivé markery (Tabulka x). Vlastni PCR amplifikace
probihd v termocykleru. Vzorky byly nejprve denaturovany 5 minutovu inkubaci pii 94°C.
Polymerazova fetézova reakce méla nasledujici ¢asovy a teplotni profil: 35 cykli — denaturace
30 s pi1 94°C, ,,annealing® primertt 30 s pii 54 - 60°C a elongace 60 s pii 72°C. Reakce je
ukoncena zaveéreénou 10 minutovou elongaci pti 72°C a zchlazenim na 4°C. Amplifikované
PCR produkty jsou separovany elektroforetickou analyzou v 2% horizontalnim agarézovém
(SeaKem LE, FMC Bioproducts, Philadelphia, PA, USA) gelu v TBE pufru (90 mM Tris-borat,
2 mM EDTA pH=8,0) pii napéti 2 V/cm. Dobte rozdélené produkty jsou barveny ethidium
bromidem, vizualizovany UV zéafenim vlnové délky 302 nm na UV transiluminatoru a
fotografovany CCD kamerou pies hardwarové a softwarové rozhrani (Bio-Print CX4, Vilber
Lourmat, Collégien, Francie) do paméti osobniho pocitace. Molekularni velikosti jednotlivych
PCR produktii jsou odecteny pomoci molekuldrnich standardd pGEM DNA markeru a 100 bp
ladderu (Promega, Madison, WI, USA).

Tabulka 1: Nukleotidové sekvence sad specifickych PCR primert pro amplifikaci fragmentt
jednotlivych alel genu Vel-2

Primerova | Forward primer (5'— 3°) Reverse primer (5'— 3°) Varianty genu

kombinace Vel-2

Vel-2a 2A,2.2,2.2a,2.7

GGGCAGATTCCAAAATCTCTATCCTT | CCACTGACTTCTAGAAATTGAAATT | 2A,2.2

Vel-2c GGGCAGATTCCAAAATCTCTATCCTT 2A, 2B, 2Ba, 2.2,
2.2a,2.7,2.9

Vel-2d GTCAATCAGCTTCATGGGAAGAC CCAGGGGAATCTGGGCATCCAAA | 2.4,2.4a,2.4b,
2.6, 2T

Vel-2e AGACATTGGTAATCATCTTAGTTT AGTACCCTTAATGCGGATATGTGT | 2A,2.2

Vel-2f AGACATTGGTAATCATCTTAATAC | AGTACCCTTAATGCGGATATGTGT | 2.7,2.9

Vel-2g AGACATTGGTAATCATCTTAATTT CCAGGGGAATCTGGGCATCCAAA | 2.1,2.3,2.4,2.6,
2T

Pro ovéfeni jednotlivych variant genu Vel-2 lze PCR produkty naklonovat a
osekvenovat. Jednotlivé molekularné-genetické markery byly vyuZity pro analyzu variant genu
Vel-2 v 300 odradach svétového sortimentu chmele, 85 genotypech Slechtitelského materialu
a 40 planych chmelech. Odli$né varianty zdkladni sekvence genu Vel-2 se nevyskytuji
v genomu chmele &asto, vysledky analyz jsou shrnuty v tabulce 2. Uinna varianta genu
rezistence Vel-2A se vyskytuje pouze v odradé¢ Wye Target a novoslechténcich N11, 12 a 13

pro nizkou konstrukci. U ¢eskych odriid byla zjiSténa pouze varianta genu Vel-2.9 u odrad
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Kazbek, Agnus, Vital, Gaia a Mimosa (Tabulka 2). Ve Slechtitelském materialu byly nalezeny
jesté varianty genu Vel-2.3, 2.4a, 2.4cb a 2.9 a nefunkéni 2T, 2.4ca a 2.6 (Tabulka 2).

Tabulka 2: Varianty genu rezistence k Verticilliu Vel-2 ve vybranych genotypech a
novoslechténich

Varianta genu Vel-2 | Genotypy

2A, 2B, 2Ba Wye Target, N11, N12, N13

2T Wye Target, Late Cluster, N11, N12, N13

2.1 S1001.001

2.2 S1019.001, Santiam

2.2a Styrian Dragon, Kirin |1

2.3 Chinook, Columbus, 5164, 5166, 5169, 5190, 5193, 5196, 5197

2.4 S$1401.001

2.4a Ariana, Styrian Dragon, Columbus, Kirin |1, Crystal, Santiam, 5164,
5166, 5169, 5195, 5196, 5461

2.4b plané USA

2.4ca Kanada 50M, 5495, 5501, 5503, 5507

2.4ch Late Cluster, 5618

2.4d Chinook

2.6 Wye Target, Late Cluster, Willamete, Ringwood Special, Pride of
Ringwood, Pilot, Pioneer, Columbia, Smooth Cone, Callicross,
5461, 5501, 5512, 5606, 5617

2.7 Comet

2.9 Galena, Nugget, Brewers Gold, Kazbek, Agnus, Vital, Gaia,
Mimosa, Comet, Blisk, Marynka, Atlas, Horizon, Alta, Oktawia,
Bullion, Outeniqua, Southern Star, 4964, 5164, 5166, 5169, 5189,
5193, 5194, 5196, 5398, 5462, 5463, 5495, 5501, 5503, 5507, 5606,
5621, 5668

4.1.2 Umélé infekce

Metodou umélé infekce je mozné stanovit stupeil citlivosti/rezistence k danému
patogenu Vv relativné kontrolovanych podminkach mimo péstitelskou plochu.

Inokulum se pfipravuje péstovanim letalnich izolati V. nonalfalfae (116VT a 117VT
izolovanych z ohnisek verticilliového vadnuti v CR v roce 2017) v kapalném médiu tiepanim
na rota¢ni tiepacce (50 ot./min) pii pokojové teploté po dobu 5 dnli ve tmé. Spory jsou nasledné
oddéleny od biomasy filtraci a upraveny na koncentraci 5 x 10 konidii na ml sdH20. Dvandct
rostlin na genotyp je potom naockovano ponofenim jejich kofent do inokula na 10 minut.
Rostliny jsou péstovany ve 4 litrovych kvétinacich a udrzovany jako samostatné rostliny.

Inokulace se dle stavu rostlin provadi v obdobi duben az kvéten.
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Pro hodnoceni stupné infekce jsou pouzivany nasledujici referencni odriidy chmele se znamym
stupném citlivosti/rezistence k infekci: Wye Target (R - rezistentni), Wye Challenger (SR/SC
— stfedn¢ rezistentni/ sttedné citlivy) Fuggle (C/VC - citlivy/vysoce citlivy), Celeia (VC —
vysoce citlivy).

Hodnoceni infekce se provadi po objeveni prvnich piiznaku ve 14 dennich intervalech
a pro posouzeni rozsahu infekce se pouziva stupnice 0-5 podle podilu listii postizenych pfiznaky
vadnuti. Stupen 0 znamend zadné ptiznaky listt, 1 =1 az 20 % zvadl¢ listové plochy, 2 =21 az
40 % zvadlé¢ listove plochy, 3 =41 az 60 % zvadlé listové plochy, 4 =61 az 80 % zvadl¢ listové
plochy a 5 = 81 az 100 % zavadlé plochy listd. Na konci hodnoceni vnéjSich ptiznakl se
vySetfuji cévni pletiva rostlin v ptficnych fezech stonki a kotfent (0 = zadné ptiznaky
onemocnéni, 1 = stfedné hnéda, 2 = siln¢ hnéda). Na zavér jsou stonky sefiznuty 0-5 cm nad
urovni terénu. Pro op€tovnou izolaci patogenu a konformaci infekce se vaskuldrni tkan nanese
na bramborovy dextrézovy agar (PDA) a druhova identifikace izolatu se kontroluje svételnou
mikroskopii. Kone¢né hodnoceni stupné citlivosti/rezistence daného genotypu je vyjadieno
jako praimérny stupen vadnuti 12 replikovanych rostlin (infikovanych) pti poslednim hodnoceni
listi a na zdkladé¢ toho hodnoceni jsou genotypy klasifikovdny do ¢&tyf kategorii
citlivost/rezistence:

- 0-1 rezistentni (R)

- <1-2 stfedné rezistentni (SR)
- <2-3 sttedné citlivy (SC)

- <3-4 citlivy (C)

- <4-5 vysoce citlivy (VC)

Rostliny, u kterych po uhynuti napadenych vyhonti dochazi k opétovnému riistu, jsou
povazZovany za piitomné a zahrnuty do dal§iho hodnoceni.

Po testovani je z fytosanitarnich diivodi nezbytn€ nutné veskery rostlinny material zni€it parni
sterilizaci a tepelnym kompostovanim v komerénim kompostovacim zatizeni.

Vlastni testovani rezistence je realizovdno na izolovaném pozemku v kontrolovanych
podminkach ve Slovinsku (Vyzkumna stanice SIHP — Migojnice, Zalec). Rostliny jsou
inokulovany metodou maceni kofend 10 minut v suspenzi virulentnich izolata V. nonalfalfae.
Rostliny byly péstovany v kvétinacich a udrzovany jako jedno révové.

Prvni pfiznaky infekce byly pozorovany 4 tydny po inokulaci. Podle hodnoceni
piiznakii a srovnani s referen¢nimi kultivary byla stanovena nasledujici citlivost k patogenu
Verticillium nonalfalfae u ¢eskych odrid. U kazdé odrudy jsou vedeny protokoly napadeni a

projevu patogena. Vysledky poukazuji na odolnost (obr. 3 - odrida Agnus) nebo naopak na
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citlivost (obr. 4 - odrida ZPC). Protokoly jsou uvedeny v angli¢ting z diivodu jednotného

svétového hodnoceni. Po testovani byl veSkery rostlinny material zni¢en parni sterilizaci.

GENOTYPE: Agnus Mean wilt score of infected plants (1.7)
Class: moderately resistant (MR) - because of high downy
mildew infection and low re-isolation rate we récommend additional trial for this genotype
Plant Leaf Leaf Leaf Cross Cross Re-growth | Reisolation
symp. symp. symp. section section
(10.6) (24.6) (15.7) (roots) (stem)
1 0 0 0 0 0 - -
2* 0 1 1 1 0 - -
3 0 1 1 1 1 - -
4* / / / / / / /
5 0 0 1 0 1 - -
6 0 0 1 1 1 - -
7 0 1 1 1 0 - +
§* 0 1 2 1 1 - +
9 1 1 2 1 1 - +
10* 0 0 1 0 0 - -
L1* / / / / / /
12* / i / / / /

Obrazek 3: Protokol hodnoceni odridy Agnus

GENOTYPE: Osvald’s clone 72 Mean wilt score of infected plants (5,0)
Class: highly susceptible (HS) - because of high downy
mildew infection we recommend additional trial for this genotype
Plant Leaf Leaf Leaf Cross Cross Re-growth | Reisolation
symp. symp. symp. section section
(10.6) (24.6) (15.7) (roots) (stem)
1* 3 3 -+ 2 2 + <
2% 2 4 S 2 2 - +
3% 3 4 5 2 2 + +
4* 3 4 5 2 2 - -
5% 1 2 3 1 1 - -
6* 3 3 5 2 2 - +
7* 2 - 4 2 2 - -
8* 2 3 3 2 2 - -
9% 3 4 5 2 2 - S
10* 3 5 3 2 2 + s
Li* 3 5 5 2 2 - +
12* 1 3 4 2 2 + 2

Obrazek 4: Protokol hodnoceni odriidy ZPC

V letech 2019 a 2020 bylo provedeno v nadobach testovani citlivosti vybranych ¢eskych
odrtd k infekei patogenem Verticillium nonalfalfae. Byly hodnoceny ¢eské odriidy Osvaldiv
klon 72, Agnus, Harmonie, Bohemie a Saaz Late. Infekce byla provedena pomoci smési izolata
pivodem z Ceské republiky. Referenéni odridy Wye Target (rezistentni), Wye Challenger
(stfedné rezistentni/stfedné citlivy), Fuggle (citlivy/siln€ citlivy), Celeia (silné citlivy), byly

inokulovany stejnym zptsobem, pouzity byly izolaty pivodem z Anglie.
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Vysledky 2019:

Osvaldiiv klon 72 - silné citlivy

Agnus — stfedn¢ rezistentni

Harmonie — stiedné citlivy

Bohemie — silné citlivy

Saaz Late — citlivy

Referencni odriidy byly hodnoceny nésledné:
Wye Challenger (UK) — stfedné citlivy

Wye Target (UK) — rezistentni

Fuggle (UK) — citlivy

Celeia (Slo) — silné citlivy

Na obréazcich 5 (Agnus) a 6 (ZPC) jsou patrné rozdily projevu Verticillium nonalfalfae.

Zatecky polorany &ervenak je vysoce citliva odriida.

Obrazek 5: Agnus Obrazek 6: Osvaldiv klon 72
(Foto: Radisek) (Foto: Radisek)
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V roce 2020 byly hodnoceny dalsi ¢eské odrudy Osvaldiv klon 72, Agnus, Harmonie,
Bohemie a Saaz Late. Infekce byla provedena pomoci smési izolatli pivodem z Ceské
republiky. Referen¢ni odridy Wye Target (rezistentni), Wye Challenger (stfedné
rezistentni/sttedné citlivy), Fuggle (citlivy/siln¢ citlivy), Celeia (silné¢ citlivy), byly
inokulovany stejnym zptsobem, pouzity byly izolaty pivodem z Anglie.

Vysledky 2020:

Boomerang — stfedn¢ rezistentni

Saaz Brillinat — mirné citlivy

Saaz Comfort — citlivy

Harmonie - citlivy

Country — citlivy

Referencni odriidy byly hodnoceny nésledné:
Wye Target (UK) — stfedné rezistentni

Wye Challenger (UK) — stfedné citlivy
Fuggle (UK) — silné¢ citlivy

Celeia (Slo) — silné citlivy

Na zékladé dosazenych vysledki v letech 2019 a 2020 1ze rozdélit testované Ceské
odrady dle odolnosti k Verticillium nonalfalfae:
Stfedné rezistentni: Agnus, Boomerang
Mirné¢ citlivy: Saaz Brilliant
Citlivy: Saaz Late, Saaz Comfort, Harmonie, Country

Silné citlivy: Zatecky polorany ervenak, Bohemie

4.1.3 Ptirozené infekce

Vybrané odrady jsou vysazeny do chmelnice s vysokym infekénim tlakem Verticillium
nonalfalfae. Hodnoceni je nutné provadét v pritbéhu celého vegetaéniho obdobi. Rada rostlin
je napadena a poskozena uz na pocatku riistu. Pozdéji tyto rostliny uschnou. Ale ¢asto dochazi
k symptomim choroby az po tvorbé chmelovych hlavek, tj. v srpnu. Pravdépodobné dojde
k poskozeni révy a patogen infikuje rostlinu, ktera zaschne.

Ptirozené infekce se provadi v Anglii. Od roku 2018 bylo zahajeno testovani nékterych
Ceskych odriid chmele na odolnost k Verticillium nonalfalfae v provoznich podminkach.

Vysadba se provede ve chmelnici s vysokym vyskytem Verticillium nonalfalfae a to v 6
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opakovanich. Odolnost se hodnoti dle procentického napadeni testovanych odrid chmele.
Vysledky z let 2019 a 2020:
Sladek 20% poskozeni - Vysoce tolerantni
Kazbek a Vital 40% poskozeni - Tolerantni
Agnus 60% poskozeni - Stfedné tolerantni
Premiant 80% poskozeni - Citlivy
ZPC 100% poskozeni - Velmi citlivy

Z vysledku je patrné, zZe nejvyssi toleranci vykazuje odriida Sladek a nasledné Kazbek
a Vital. Naopak do podminek, kde se vyskytuje Verticillium nonalfalfae nelze vysazovat
Premiant a ZPC (obr. 7).

yiJe Premiant Agnus Vital Kazbek Siddek

Obr. 7: Poskozeni testovanych odriid chmele pfirozenymi infekcemi v Anglii

(foto: Nesvadba)

16



4.2 Slechténi chmele

4.2.1 Metody Slechténi chmele

Zakladni metodou Slechténi chmele na odolnost je kfizeni. Jedna se o zdmérné opyleni
samici rostliny vybranym samc¢im chmelem. Chmel je vysoce heterozygotni rostlina, proto
potomstva vykazuji Sirokou variabilitu. Z potomstev jsou vybirany nejlepsi rostliny, které jsou
namnoZzeny a sledovany. Touto metodou vznikly ¢eské odridy (Sladek, Premiant, Agnus, Vital,
Kazbek atd.). V soucasné dobé je kiizeni vhodnych sam¢ich a samicich rostlin nejrozsitenéjsi
metodou ve Slechténi chmele na svété. Hlavnim cilem Slechtitelt je ziskani nového
Slechtitelského materidlu s vysokou vykonnosti (vynos chmele a obsah chmelovych pryskyfic)
a odolnosti k houbovym chorobam.

Postup je zaloZen na izolaci mate¢nych rostlin. Pied tvorbou blizen (obrazek 8) je nutné
¢ast chmelové rostliny zaizolovat papirovym izolatorem. Z vybranych saméich rostlin (obrazek
9) je odebran pyl tak, ze jsou pazochy odstiihnuty a do druhého dne ponechany ve sklenici
svodou. Pod pazochy je papir, na ktery se druhy den opatrné sklepa pyl. Stétetkem jsou

odstranény necistoty a pyl je pak uchovan ve zkumavce v lednici.

Obrazek 9: Samdi kvétenstvi

(Foto: Nesvadba)

Obrazek 8: Samici kvétenstvi

(Foto: Trnkova)
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V dobé vytvofeni blizen v izolatorech je vnesen pyl do izolatoru (obrazek 10).
Optimalni je tento proces 2X az 3x opakovat. Izolator je stale uzavieny az do doby vytvoteni
chmelovych hlavek. Po vytvofeni chmelovych hlavek jsou izolatory protrzeny, aby nebyl
omezen pristup svétla v dobé tvorby a zrani semen (obrazek 11). Chmelové hlavky se semeny
jsou sklizeny az ve fyziologické zralosti, tj. na pfelomu zafi/fijen. Sklizené chmelové hlavky
jsou suseny v ptirozenych suchych podminkéch, aby nedoslo k posSkozeni semen. Napftiklad
vysokou teplotou v susarné se snizi kli¢ivost semen nebo vlhkym prostfedim by doslo

zplesnivéni semen. Kdyz jsou hlavky suché tak se ru¢né semena oddé€li z chmelovych hlavek a

vycisti. Do vysevu jsou uchovany v mrazaku. Pred uskladnénim je stanovena hmotnost tisice

semen (HTS).

Obrazek 11: Zrani semen

| (Foto: Charvitova)

Obrazek 10: Izolatory pro kiizeni chmele

(Foto: Charvatova)

4.2.2 Selekce Slechtitelského materialu

Selekce je provadéna z potomstev ze semen z realizovaného kiizeni. Vysev semen se

provadi do bedynek se substratem a nechd se v pfirozenych venkovnich podminkach
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vymrznout. Nasledné se vnese do skleniku, kde jsou jednotlivé rostliny piepikyrované do
raSelinovych kvétinach a ve druhé poloving kvétna jsou vysazeny do Slechtitelské skolky. Pred
vysadbou Ize pomoci DNA analyz identifikovat sam¢i rostliny a pak provést vysadby pouze
samicich rostlin. Coz ma za efekt vyfazeni nezadoucich sam¢ich rostlin z jednotlivych kiiZeni.

Potomstva Vv prvnim roce péstovani dosahuji vySky 4 az 7 m a nelze u nich hodnotit
vSechny znaky. V prvnim roce péstovani se nehodnoti hospodaiské znaky, ale zle sledovat
odolnost k houbovym chorobam nebo obsah chmelovych pryskyfic. Ve druhém roce péstovani
rostliny dosahuji plné plodnosti a nejlepsi genotypy hodnoceny podle klasifikatoru chmele
(Rigr a Faberova, 2000). Na zédklad¢ dosazeny vysledki jsou nejlepsi rostliny prfedany do
Hybridni $kolky kmenovych matek (HSKM).

4.2.3 Vybéry nadéjnych genotypii

V HSKM jsou vybrané genotypy vysazeny po 2 rostlinach a jejich plné hodnoceni je az
ve druhém roku po vysadbé. Hodnoceni je zamétfeno na odolnost k houbovym chorobam, vynos
chmele, obsah a slozeni chmelovych pryskyfic i silic a mechanické rozbory suchych
chmelovych hlavek. Velky diraz je kladen na sledovani variability kvalitativnich a
kvantitativnich znakti. Jsou provedeny podrobné chemické analyzy na obsah a slozeni
chmelovych pryskyfic i silic (Krofta, 2018). Po pétiletém hodnoceni jsou nejlepsi genotypy
namnoZeny a jsou pfipraveny pro zafazeni do Kontrolni $kolky (KS). Tyto rostliny jsou
soucasné testovany na odolnost k Verticilliu nonalfalfae pomoci DNA metod. Do KS jsou
zatazeny pouze genotypy, které vykazuji geny odolnosti k Verticilliu nonalfalfae.

V KS jsou vybrané genotypy vysazeny min po 12 rostlinach ve tiech opakovanich. PIné
hodnoceni je opét az ve druhém roku po vysadbé. Ovéfuji se znaky, pro které byly nejlepsi
genotypy vybrany, napt. odolnost k houbovym chorobam, vynos chmele, obsah a slozeni
chmelovych pryskyfic 1 silic, nizka variabilita, agrotechnické vlastnosti, pivovarské testy,
bonitace a mechanické rozbory suchych chmelovych hlavek. Velky diraz je kladen na projev
sledovanych znaki a jejich stabilitu. Po tfiletém hodnoceni jsou nejlepsi genotypy namnozeny.
Nejlepsi genotypy z KS jsou testovany na odolnost k Verticillium nonalfalfae pomoci umélych
infekci.

Po pétiletém hodnoceni jsou nejlepsi genotypy piihlaSeny do registranich zkousek,
které provadi Ustfedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky (UKZUZ). Tyto genotypy jsou
soucasn¢ vysazeny do chmelnic s vyskytem Verticillium nonalfalfae pro ovéfeni odolnosti.

Cilem je ziskat nové odridy chmele a jejich ovéenou odolnost k Verticillium nonalfalfae.
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4.2 .4 Testovani odolnosti k Verticillium nonalfalfae

Prvni testovani $lechtitelského materialu je vhodné udélat u nadéjnych vybéri v HSKM
s vyuzitim molekularné-genetickych markertt pro identifikaci odolnosti k Verticillium
nonalfalfae. Jedna se o rychlou a levnéjsi metodu (screening). V této prvni fazi testovani na
odolnost je nutné uréit, zda vybrané genotypy chmele maji geny rezistence. Toto je prvni
predpoklad tvorby odolnych genotypt chmele. Testovani se provede dle postupu uvedeného

v kapitole 4.1.1.

4.2.5 Ovéfeni odolnosti

Ovéieni odolnosti se provadi pouze u nejlepsich genotypt zKS a to z finanénich
diivodii. Tyto genotypy z KS jsou namnoZeny pro testovani pomoci umélych infekci. Postup
podle metodiky bodu 4.1.2. Genotypy, které ykazuji odolnosti jsou dale vysazeny do porosti
s vyskytem Verticillium nonalfalfae, kde se ovéti jejich odolnost v polnich podminkach. Postup
podle metodiky bodu 4.1.3.

4.3 Hodnoceni odolnych genotypti chmele

Odolné genotypy jsou vysazeny do polnich pokusti o minimalnim poctu 100 rostlin v
péti odlisnych lokalitach (pudni slozeni, nadmoiska vyska atd.). Cilem je hodnotit variabilitu
pozadovanych kvalitativnich i kvantitativnich znaki mezi lokalitami a tim se stanovi stabilita
téchto znakd. Druhym vyznamnym krokem hodnoceni je sledovéani €asové fady vybranych
genotypti od zalozeni HSKM. Lze ptedpokladat, Ze tyto genotypy vykazuji od vysadby jiz
desetiletou casovou fadu. Hodnoceni stability kvalitativnich i kvantitativnich hospodaiskych

znakl je velmi dtlezity znak jak pro péstitelskou, tak pivovarskou praxi.

4.3.1 Agrotechnické aspekty

Z pohledu péstitele chmele u novych odrid chmele je nutné zajistit rentabilitu
vykonnosti po celou dobu péstovani chmele, tj. 10 az 15 let. Jedna se pfedevsim o hospodaisky
vyznamné znaky. Agrotechnické aspekty musi soucasné spliovat i znaky pro zachovani kvality
chmele pro obchod s chmelem. Pozadované agrotechnické aspekty jsou uvedeny v téchto
bodech:
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1. Tolerance k vyznamnym chorobam. Jedna se piedev§im o choroby, které jsou
v Ceské republice: nejrozsifendjsi je peronospora chmelova (Pseudoperonospora
humuli) a méné rozsitené je padli chmelové (Podosphaera macularis).

2. Vysoky vynos. Dulezity parametr z hlediska rentability péstovani chmele. Tento cil je
sledovéan U nové vznikajicich odrid chmele, kde je nastaveno vynosové minimum nad
2 t/ha. U odrud s vysokym obsahem chmelovych pryskyfic se tato hranice zvySuje. Ale
u nekterych typti odrid chmele neni vynos tak diilezity jako preference pozadovanych
znaki (napi. jemné aroma, specifické viiné chmele atd.)

3. Pozadovany obsah a sloZzeni chmelovych pryskyfic a silic. Tento znak je izce spojen
S pivovarskymi vlastnostmi chmele. Dle sou¢asné¢ho seznamu IHGC se fadi odrady do
3 kategorii na aromatické, hotké a ostatni.

Slechtitelskych cili. Chmel je péstovan na chmelnici 10 az 15 let (pfi dobré kondici
porostu je fada chmelnic i nad 20 let), proto musi po celou dobu péstovani vykazovat
pozadovany vynos chmele i kvalitu.

5. Péstitelské pozadavky. Velmi dilezita je citlivost k fezu chmele. Nékteré odrudy jsou
velmi citlivé na mechanizovany fez a po n€kolika letech péstovani nevytvaii dostatecné
mnozstvi rév  potiebnych k zavedeni. Dulezitym znakem je schopnost
,samovedeni“ rév, protoze pak nemuze dochazet k samovolnému odklanéni
vegetacnich vrcholl. Nekteré odriildy (Saaz Late) maji nizkou pevnost pazochil a
dochazi u nich k jejich vylamovani, pfedev§im ve vétrnych polohach. Dal§im znakem
je nizka variabilita velikosti hlavek, protoze vysoka variabilita zplsobuje velké
problémy pii suSeni chmele. Pfi sklizni musi mit dobrou Cesatelnost (hustota a vyska
nasazeni chmelovych hlavek) a pfedevs§im vyrovnanost chmelovych hlavek z hlediska
poskliziiového suSeni.

6. Index starnuti (HSI). Po sklizni vlivem oxidace dochazi ke starnuti chmele a tim i jeho
snizovani kvality. U ne€kterych odrid dokonce ke snizeni obsahu chmelovych pryskytic
1 silic. Jsou znamy velké rozdily mezi odriidami. Napiiklad dobrou skladovaci

schopnost vykazuje odrtida Premiant a naopak nizkou ma odriida Agnus.
Nové odolné odridy chmele musi spliiovat vSechny péstitelské parametry, aby

nevznikaly dal$i ndklady na vyrobu. Napt. kdyz jsou chmelové hlavky velmi velké a

vieténka silna, tak se doba suseni prodluzuje az o 2 hod., coz zvySuje naklady na suseni

21



chmele min. 0 20 %. Cilem tvorby novych odolnych odrid je zachovani vSech vlastnosti,

které maji soucasné Ceské registrované odriidy chmele.

4.3.2 Pivovarské vyuziti

Z pohledu slechténi chmele na odolnost a péstovani chmele v provoznich podminkach
lze povazovat pivovarské testy za méné vyznamné. Naopak z pohledu obchodu s chmelem a
pivovarského vyuziti jsou velmi diilezité. Chmel ma piedevs§im pivovarské vyuziti, proto se uz
v prib¢hu Slechtitelského procesu provadi pivovarské testy u novych nadéjnych genotypu
chmele. Testy poukazuji, do jaké kategorie nebo do jakého pivniho stylu 1ze budouci odridu
chmele vyuzit. Nelze opomenout i dalsi vyuziti chmele, jako napft. pro farmacii, potravinaistvi
nebo kosmetiku. Slechténi chmele se zaméfuje pouze na obsah famaceuticky vyznamnych
latek, a to obsah xanthohumolu a desmethylxanthohumolu. Pro potravinafstvi a kosmetiku
nejsou specialni odrudy.

Jak je vyse uvedeno, aby se zacala péstovat nova odrida chmele, tak musi mit nejdfive
zajistény odbyt a to po celou dobu péstovani (10 az 15 let). Pravé pivovarské testy nabizeji
pivovartim, jak novou odriidu pouzivat a hlavné jaky ma odrida vliv na dany pivni styl.
Z pivovarského pohledu jsou odrudy chmele rozdéleny do dvou kategorii:

1. Piva spodné kvaSena. Do spodné kvaSenych piv se pouzivaji hotké a aromatické
odrudy chmele, které maji chmelové aroma. Hotké odrudy s obsahem nad 10 % alfa
hotkych kyselin se pouZivaji pro prvni a nékdy pro druhé chmeleni. Aromatické
s obsahem alfa kyselin 5 az 10 % se pouzivaji pro druhé a teti chmeleni. Do
aromatickych odrid se tadi i skupina jemné¢ aromatickych chmell, které maji
v pivodu Zatecky polorany Gerveiiak. Tyto jemné aromatické odridy jsou
charakteristické obsahem alfa kyselin do 6 %, vyrovnanym pomérem obsahu alfa a
beta kyselin, niz§im podilem kohumulonu (do 30 % rel.) a podilem silice Farnesenu
10 az 25 % rel. Aromatické chmele se pouzivaji predevsim pro druhé a tfeti chmeleni
pro jeho ptiznivé chmelové aroma. Pouziti jednotlivych skupin chmelt neni striktni,
protoze nékteré pivovary pouzivaji hotké nebo aromatické odridy jako
»single® chmeleni, tzn. 100% chmeleni jednou odriidou. Pro hodnoceni spodné

kvasenych piv jsou duleZité parametry uvedené v degusta¢nim listku (obrazek 12).
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Chmelatsky institut s.r.o

Kadaiiska 2525, 438 46 Zate

Chut’ a viiné Piijemnost Dojem po napiti Celkem bodi Poradi
Vzorek & hofkosti Pozndmka
(max. 25 b) (max. 15 b.) (max. 10 b.) (max. 50 b.) 1-m
Datum: Podps:

Obrazek 12: Degustacni listek pro lezacka piva

2. Piva svrchné kvasena. U svrchné kvaSenych je Siroka fada pivnich styld, do kterych
se pouziva i §iroka rozmanitost chmelovych odrid chmele. Do stylu ALE jsou
vhodné odrudy ,,anglického typu* s kofenitou, bylinnou az ¢esnekovou vini. Do
stylu IPA (India pale ale) jsou vhodné odridy s ovocnou, kofenitou, kvétinovou
nebo bylinnou vini. Do stylu americkych APA (american pale ale) nebo NEIPA
(New England IPA) jsou vhodné odridy s viini ovocnou, citrusovou, tropickych
ploda atd. Styl belgickych piv pozaduje smés vuni kofenité, bylinné, dievité i
pryskyfi¢né. To jsou uvedeny pouze nckteré pivni styly svrchné kvaSenych piv.
Celkove 1ze konstatovat, ze do svrchné kvasenych piv se pouzivaji odridy, které
nemaji pouze chmelové aroma. Pravé proto je u téchto odrid nutné délat pivovarské
testy, aby bylo zfejmé, do kterého pivniho stylu je nova odriida vhodna. U svrchné
kvaSenych piv se hodnoti pfedevsim intenzita a charakter hotkosti a pfedevsim viing,

kterou ovliviiuje chmel (obrazek 13).
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Cislo lnte;nzvita Chafakter Intfnzitz:\ Charakte'r Dojem po Pitel}lost Poradi
S viné viné hoikosti horkosti na piti (obliba) 3 Poznamka

(1-5) (1-5) (1-5) (1-5) (1-5) (1-5) (laz..)

1

2

3

4

5

6

Hodnoceni (znamkovani):

Intenzita viiné i horkosti: 1 —velmi silnd, 2 — silnd, 3 — stiedni, 4 — slabd, 5 — velmi slabd

Charakter viné i horkosti: 1 — pFijemnd aZ 5 — nepFijemnd

Dojem po napiti, pitelnost: 1 — nejlepsi az 5 — nejhorsi Podpis:

Obrazek 13: Degustacni listek pro svrchné kvasena piva

Pivovarské testy se provadi v pokusném pivovaru Chmelaiského institutu s.r.o. Zatec
nebo ve spolupraci s VUPS Praha. V poslednich letech se osvédéila spoluprace s malymi
pivovary nebo Cechem domovarniki, kde je potieba pouze malé mnozstvi chmele pro

ovétovaci varky piv.

4.4 Uplatnéni odolnych odrtd chmele v praxi.

Odolné odridy chmele budou mit velké uplatnéni v lokalitach s vyskytem Verticillium
nonalfalfae. V soucasné dob¢ je to v Trsické oblasti na ploSe 5 ha. V roce 2021 se zaznamenal
dal3i vyskyt této choroby a to v Zatecké oblasti na vyméie 6 ha. Lze piedpokladat, Ze tato
choroba se bude v budoucnu dale rozsifovat a pak se v téchto chmelnicich budou moci péstovat
pouze odolné odridy k Verticillium nonalfalfae. Velmi dilezité je uplatnéni novych odrid

chmele v pivovarech, kde se vyuZiji vysledky z pivovarskych testd.
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5. Porovnani novosti postupt

Do soucasné doby se v Ceské republice neslechtil chmel na odolnost k Verticillium
nonalfalfae. Jedna se o prvni metodicky postup, jak ziskat nové ¢eské odridy chmele vykazujici
odolnost k Verticillium nonalfalfae a sou¢asné¢ spliujici agrotechnické i pivovarské aspekty.
Novost je dana jak postupem testace chmelil na odolnost, tak i uplatnénim do péstitelské a

pivovarské praxe. Vysledky jsou aplikovatelné do praxe.

6. Popis uplatnéni metodiky

Metodiku vyuziji vechny $lechtitelské firmy v Ceské republice a bude téZ vyuzita jako
studijni material pro vysokoskolska studia. Metodika ma velky vyznam pro Svaz péstitell
chmele Ceské republiky, ktery ma eminentni zajem 0 tvorbu &eskych odriid chmele odolnych

k Verticillium nonalfalfae.

7. Ekonomické aspekty

Lze ptedpokladat, ze pomoci metodiky chmele se podafi ziskat odolné odridy chmele
v prubehu 10 let. Tim se snizi tvorba odridy v priméru o 5 let. Naklady na $lechténi chmele
jsou kazdorocné€ ve vysi témér 5 mil. K¢. VySlechténi vlastni ¢eské odriiddy chmele zajisti
ceskému péstiteli chmele moznost pouzit odolnou odriidu chmele do lokalit s vyskytem
Verticillium nonalfalfae. Tuzemska chmelova sadba pro péstitele chmele je ekonomicky méné
naro¢na nez nakup odolnych odrid chmele ze zahranici.

Do ekonomickych aspektii 1ze zahrnout i vysadbu novych odolnych odrtid chmele na
plochu 11 ha (soucasny vyskyt choroby), coz pfedstavuje vyrobu min 30 tis. ks sadby. Pti
soucasné cen¢ 30 Kc¢/ks sadby to jsou trzby 900 tis. K¢. Pii vynosu 2t/ha lze predpokladat
kazdoro¢ni produkci chmele z 11 ha ve vysi 22 t. Pii soucasné cené 250 tis. K&/t chmele, se

predpokladaji kazdoro¢ni trzby ve vysi 5,5 mil K¢.
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Abstrakt

Metodika uvadi postupy hodnoceni chmele na odolnost k Verticillium nonalfalfae. Jedna se o
vyuziti molekularné-genetickych markert pro identifikaci genti odolnosti, um¢lé a ptirozené
infekce. Zakladem testace jsou genetické zdroje chmele. Soucasti metodiky je postup Slechténi
chmele na tvorbu novych genotypti chmele s odolnosti k Verticilliu nonalfalfae. Velmi dilezita
je ¢ast hodnoceni a aplikace novych ziskanych perspektivnich genotypi chmele do praxe.
Metodiku vyuziji viechny $lechtitelské firmy v Ceské republice a bude téZ vyuzita jako studijni
material pro vysokoskolska studia. Metodika ma velky vyznam pro Svaz péstitel chmele
Ceské republiky, ktery méa eminentni zajem 0 tvorbu Geskych odolnych odrid chmele k
Verticillium nonalfalfae.

Kli¢ova slova: chmel, Humulus lupulus L., Verticillium nonalfalfae, odolnost, slechténi

Abstract

The methodology describes the procedures for evaluating hops for resistance to Verticilliu
nonalfalfae. This involves the use of molecular genetic markers to identify resistance genes,
artificial and natural infections. The basis of testing is the genetic resources of hops. Part of the
methodology is the process of hop breeding for the creation of new hop genotypes with
resistance to Verticilliu nonalfalfae. Part of the evaluation and application in practice of new
acquired promising hop genotypes is very important. The methodology will be used by all
breeding companies in the Czech Republic and will also be used as a study material for
university studies. The methodology is of great importance for the Association of Hop Growers
of the Czech Republic, which has an eminent interest in the creation of Czech resistant varieties
of hops to Verticillium nonalfalfae.

Key words: hops, Humulus lupulus L., Verticillium nonalfalfae, resistance, breeding
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