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Anotace

PredloZzend publikace je metodickym navodem na hodnoceni struktury populace plivodce plisné
bramboru Phytophthora infestans (Mont.) de Bary z hlediska vyskytu fyziologickych ras. Tyto rasy
vykazuji geneticky podminéné rozdily ve virulenci k existujicim gendm rezistence bramboru. Geny
byly introdukovény z riznych genetickych zdrojli rodu Solanum, a jsou potencidlné vyuZitelné ve
Slechténi a ochrané bramboru. Pravé geneticky podminénd odolnost bramboru k plisni se ukazuje byt
z dlouhodobého hlediska velmi vyznamnou soucdsti integrované produkce brambor, ale nardzi na
nékteré zasadni problémy. Patogen je velmi agresivni a plasticky, a proto zakladem péstebnich
technologii pro produkci kvalitnich brambor je intenzivni fungicidni ochrana vychazejici
z komplikované progndzy vyvoje patogenu. Major geny hypersenzitivni rezistence naproti tomu maji
znacny potencidl zachytit primarni infekéni tlak a oddalit tak rozvoj choroby. K ducelnému vybéru
vhodnych genl pro slechténi ¢i vyuZiti konkrétnich odrlid s urcitym typem odolnosti je tfeba znat
aktualni poméry ve vyskytu virulentnich ras, coZ se ukazuje byt zdleZitosti c¢asové i mistné
proménlivou. Z tohoto divodu je nezbytné nutné dlouhodobé sledovani struktury a vyvoje populace.
Publikace je uréena pro Slechtitele, pro organy statni spravy na useku rostlinolékarské kontroly,
podnikatelské subjekty v oblasti zemédélského poradenstvi, péstitele, vyzkumné organizace a skoly
se zaméfenim na ochranu rostlin a Slechténi.

Annotation

The publication in your hand is a methodical guide suitable for identification of physiological races of
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary causing potato late blight. These races express genetically
determined differences in virulence to important potato late blight resistance genes that are derived
from different genetic resources in genus Solanum. They are potentially usable in potato breeding
and protection. The natural, genetically determined resistance of potato to late blight is an important
part of sustainable potato production. Considering aggressiveness and plasticity of the pathogen, the
extensive use of fungicide sprays and prognosis system of pathogen development are required for
potato protection and production of high quality tubers. Mentioned major genes of potato late blight
resistance are able to slow down the progression of the disease. However, in the systems using genes
of hypersensitivity, it is necessary to know current ratios of virulent races, because their occurrence
is highly variable in time and space. The knowledge is accessible only by long-time study of status and
development of pathogen populations. The publication is suitable for breeders, Central institute for
Supervising and Testing in Agriculture, consultants in agronomy, farmers and research institutes and
schools active in a branch of plant protection and breeding.



1. Uvod

Phytophthora infestans je dlouhodobé jednim z nejskodlivéjSich patogen(, na jehoZ regulaci jsou
kazdorocné celosvétové vynakladany prostfedky v hodnoté nékolika bilioni EUR. Z hlediska
epidemiologie a ochrany je stéZejnim okamzikem péstitelské sezdny zachyceni primarnich infekci, a
klicova jsou tedy zejména preventivni ochranna opatreni, jejichz spravnému nadasovani napomadhaji
systémy monitoringu a signalizace vyskytu patogenu. Systémy signalizace berou v potaz prlbéh
pocasi (teplota a vlhkost) a hlaseni prvnich vyskytQ. | pfes znacnou sofistikovanost jsou modely
relativné jednoduse koncipovany, jelikoZ nezohlednuji genetickou strukturu populace patogenu.

o ve v

Nedilnou soucasti ochrany plodin vici skodlivym organism(m je vedle agrotechnickych opatfeni také
vybér odridy. Dostupnost odolnych odrid je potom véci Slechténi, které ma vice ¢i méné za cil vybér
a registraci odrtd s vyssi odolnosti viéi plvodci choroby. Rezistenci mohou fidit geny velkého nebo
malého Ucinku a ztohoto hlediska rezistenci délime na major geny podminénou vertikalni
hypersenzitivitu a minor geny fizenou horizontalni rezistenci. Komplex genetickych blok( se potom
projevuje polni odolnosti, kterou lze chdpat jako schopnost genotypu odolavat tlaku patogenu
v danych podminkdch vnéjsiho prostiedi. Potrfeba Slechténi na odolnost spojena s intenzivnim
vyhledavanim genetickych zdroju rezistence a introdukce gent do genofondu bramboru je spojena
s velkou epidemii v Irsku v poloviné 19. stoleti. Tato historickd udélost v disledku vedla k zasadni
proméné genofondu bramboru, nebot se zacaly péstitelsky a Slechtitelsky vyuzivat odolnéjsi klony
kulturnich i nekulturnich druhl rodu Solanum. Jako zdroj vertikalni rezistence se vyznamné prosadil
druh Solanum demissum, z jehoZz genofondu bylo do genofondu bramboru translokovano systémy
zpétnych kfizeni 11 ddlezitych lokusli povazovanych dlouhou dobu za samostatné geny rezistence
(Black, 1951). Pozdéjsi vyzkumy na prelomu tisicileti vyuzivajici mapovacich technik a analyzy
sekvenci DNA prokazaly existenci vicero nezavislych gend v predmétnych lokusech. Prehled uvadi
tabulka 1. Dalsim druhem, ktery se vyrazné podilel na posileni odolnosti bramboru vici P. infestans,
byl andsky , predek” bramboru Solanum tuberosum ssp. andigena jakozto zdroj genl horizontalni
rezistence vykazujicich nerovnomérny aditivni ucinek. Vyraznéjsi kandidatni geny (QTL - Quantitative
Trait Loci) tohoto polygenniho systému byly pozdéji mapovany na rGznych chromozémech. Jiz v 90.
letech 20. stoleti bylo v souvislosti s rozvojem mapovacich technik zmapovano vice nez 20 riznych
QTL horizontalni rezistence, které se vyskytuji na 9 chromozémech z celkovych 12 chromozémi
zakladni haploidni sady bramboru (Leonards-Schippers et al., 1994; Oberhagemann et al., 1999). Jiz
ztéto informace je zfejmé, Ze problematika horizontalni rezistence je znacné komplikovand a
zamérné slechténi na balanci tohoto kvantitativniho bloku nerealizovatelné bez pominuti ostatnich
z péstitelského hlediska velmi podstatnych vlastnosti, zatimco kvalitativné zaloZend hypersenzitivita
je podstatné jednodussim a Slechtitelsky Iépe uchopitelnym resenim.

Zasadni rozdil mezi hypersenzitivni rezistenci a horizontalni polygenni rezistenci pak spociva také
v mife Ucinnosti genl potlacujicich rozvoj infekce. Hlavnim znakem hypersenzitivity je efektivni
plsobeni na pocatku infekce, kdy je zastaveno prorlstani mycelia patogenu a tim jeho Sifeni jiz
v samotném zarodku, kdy klic¢ici spory interaguji na molekularni drovni s hostitelskou burnkou a
sebeznicujici bunécnd reakce (autolyza) zastavi dalSi vyvoj epidemie jiz v samotném zarodku.
Polygenné fizena rezistence se projevuje oslabovanim rlstu patogenu, tzn. patogen je zde v aktivni
roli, a je typicka pro pozdnéjsi vyvoj epidemie, kdy se jiz na infekcich uplatiuji rasy virulentni k major
genim. Mechanismy vertikalni rezistence u bramboru vyhovuji Florové teorii gen proti genu (Flor,
1955; Flor, 1971), kdy kazdému aktivnimu genu rezistence v populaci hostitele odpovida recesivni
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gen virulence v populaci patogenu (virulentni faktor), ktery umozni patogenu dany gen rezistence
prekonat. Po molekularni strance je rezistence vysledkem interakce pfijatého chemického signalu
vlastniho patogenu (elicitor) a funkéniho receptoru na strané hostitelské burky. K recepci signdlu
slouzi proteinové domény receptor( typu LRR-NBS, které byvaji zakotveny v plazmatické membrané
a své na leucin bohaté domény (LRR) vystavuji na vnéjsi strané membrany, zatimco NBS domény
v momenté pfrijeti pozitivniho signalu iniciuji kindzovou reakci na strané vnitfni (Cannon et al., 2002).
Vlastni bunééna odezva riznych domén fizenych rdznymi geny v interakci s rliznymi signaly z vnéjsku
byva odlisna, ¢ehoz se vyuZiva pro identifikaci jemnych rozdild mezi fyziologickymi rasami, vétSinou
vSak konci bunécnou autolyzou (Lam et al., 1999). Virulentni faktor pak vznikd mutaci, kterd méni
charakter elicitoru. V disledku je patogen ve vztahu ke genu ve vyhodé a stava se pro hostitele
v prvnim rozpoznani ,neviditelnym®. Molekuldrni vyzkum genetické povahy virulence na strané
patogenu probihal soubéiné s mapovanim a klonovanim gen( rezistence a odkazy na tuto
problematiku lze nalézt v niZe citované literature. Je vSak jiz dlouhodobé ziejmé, Ze systém se
evoluéné dynamicky vyviji v kontaktnich mistech partnerll na evoluénim principu tzv. cervené
kralovny (Zrzavy et al., 2006). Z uvedeného je patrné, Ze slechtitelské vyuZivani jednotlivych gen(
nebo jejich urcitych kombinaci nemusi vést z dlouhodobého hlediska k zddané Urovni odolnosti. Totiz
v okamziku, kdy interaguje odrlida charakteristickd danym genem rezistence s populaci patogenu
virulentni k tomuto genu, dochazi k preferenci reprodukce této virulentni rasy na Ukor ostatnich ras v
populaci. Obecné se tedy da fici, a vyzkum v poslednich letech potvrzuje, Ze viéi vsem dosud
charakterizovanych major genlim rezistence existuji virulentni faktory, které se ovsem vyskytuji
s rlznou populacni frekvenci v riznych oblastech. Globalizace obchodu s mnozZitelskym materialem
odrid vede k rychlému rozptyleni a proménlivosti zastoupeni virulentnich ras, nelze tedy spolehlivé
stanovit mapu dlouhodobého vyskytu téchto ras. Globalné vsak plati, a téz vysledky naseho vyzkumu
potvrzuji, Ze virulentni faktory genll R8 a R9 jsou stéle malo rozsifeny. Snad za to muizZe fakt, Ze se
s témito geny nikdy pfilis Slechtitelsky nepocitalo (Huang et al., 2005), ziejmé po zkuSenostech
s rychlym prekonanim genl R1 — R4 a R10. Jako feSeni konfliktu vysoké efektivity, ale soucasné
kratkodobosti je pyramidizace genl (Slechtitelskd akumulace) do jednoho genotypu, coZ jasné
dokladuje pftiklad odridy Sarpo Mira, jejiz genotyp akumuluje 5 rlznych samostatné efektivnich
major gen(ll (Rietman et al., 2012).

Soucasné prace tykajici se interakce patogen - hostitel u systému brambor - P. infestans jsou
zamérené na dvé oblasti. Prvni oblasti je populacné genetické studium P. infestans, které se zamétuje
hlavné na vyskyt ras virulentnich k R genim ze S. demissum, mapovani a charakterizace genu
virulence, vyskyt pohlavnich typll a rezistence k fungicidnim latkdm. Druhou zajmovou oblasti je
soustavné mapovani R genl, jejich molekularni charakterizace na zakladé klonovani a snaha o
presnou lokalizaci na chromozémech. Vysledky této oblasti ¢astecné shrnuje tabulka 1, ktera
odkazuje i na klicové prace spojené s lokalizaci jednotlivych genll. Oba vyzkumné proudy jsou
postavené na existenci diferenciacnich sad kloni bramboru, do nichZ byly inkorporovany jednotlivé
geny S. demissum. V Evropé se pouzivaji dvé sady vytvofené v poloviné 20. stoleti a udrZzované na
dvou nezavislych pracovistich. Tradic¢ni diferenciacni sada dle Black (1951) - tzv. Skotska diferenciacni
sada R1 aZz R11 - a od ni odvozena paralelni sada dle Mastenbroek (1952) - tzv. Holandska
diferenciacni sada MaR1 - MaR11. Sady se do zna¢né miry prekryvaji, nebot sdileji klony R5 - R11.
Naopak klony nesouci geny R1 - R4 byly autory vytvoteny nezavisle, coZ se projevilo v molekuldarnim
vyzkumu a mapovani R gen0. Hlavni rozdil spociva v klonu nesouci gen R4. Zatimco skotska sada
obsahuje gen R4 ve spojeni R1 - R2 - R3 a R4, MaR4 klon je ocistén od ostatnich gen(. Van der Poppel
et al. (2009) porovnavali obé alelické varianty z hlediska interakce s avirulentnimi faktory a zjistili
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podstatné rozdily. Lokus zatim nebyl ani jednoznacné zmapovan, o jeho lokalizaci jsou pouze
Castecné informace (Verzaux, 2010). Proto je tfeba k R4 genu zatim pfistupovat s jistou rezervou,
jelikoz se zifejmé stalo, Ze v souvislosti s oCisténim od genli R1, R2 a R3 mohlo dojit i k segregaci
translokace nesouci lokus R4. Byla-li v pavodni translokaci R4 celd genova rodina R gend, mohlo se
stat, Ze MaR4 jiz nékteré geny nesdili s Blackovou variantou. Lze pfipustit domnénku, Ze R4 pfitomny
ve skotské sadé dosud nebyl presné zmapovan i ztoho dlvodu, Ze klon obsahuje dalsi geny
rezistence, coz znesnadriuje tvorbu mapovaci populace. Zavérem k tomuto genu je tieba dodat, Ze at
gen byl nebo nebyl a bude ¢i nebude zmapovan, je ziejmé, Ze gen/y v lokusu R4 jsou jiz dlouhou dobu
prekonany virulentnimi rasami a to jak v laboratornich tak polnich podminkach. Obdobné mapovaci
studie prokazaly u skotské diferenciacni sady v R3 lokusu dva geny R3a a R3b. Ze Slechtitelského
hlediska je zajimavé, Ze k lokusu R3 na chromozému Xl jsou alelické geny R10 a R11. Toto zdsadné
znesnadnuje pyramidizaci téchto ¢tyr gen(. Dalsi komplikaci se zda byt kvantitativni efekt genu R10.
Bradshaw et al. (2006) mu pfipisuje ptiblizné 56% podil na celkové variabilité v mapovaci populaci ve
vztahu k rezistenci k P. infestans. Jedna se tedy spiSe o velmi silny QTL fidici kvantitativni odolnost. Jo
et al. (2015) zmapovali lokus R9 genu na chromozému IX. Identifikovali v lokusu alelu R9a
hypersenzitivni rezistence a dalsi QTL rezistence k P. infestans. TakzZe i zde je vidét, Ze translokace ze
S. demissum mohou ve skutecnosti obsahovat vice gen(l ve shlucich a dalsim kfizenim v souvislosti
s mapovanim se tyto translokace redukuji a ochuzuji. Velmi zajimavou odrldou, které je v poslednich
péti letech vénovana znacna pozornost z hlediska silné polni rezistence je odrida Sarpo Mira. Jeji
genovy komplex odolnosti k P. infestans obsahuje geny R3a, R3b, R4, Rpi-Smiral a Rpi-Smira2 coz
predstavuje 5 aktivnich gen( pricemz Smira2 je efektivni pouze v polnich podminkach (Rietman et al.,
2012). Také Tomczynska et al. (2014) lokalizovali genovy komplex odrtdy Sarpo Mira ha chromozému
Xl blizko lokusu R3, coZ podporuje pfedchozi informaci. Jo (2013) vsak lokalizoval gen Rpi-Smira2 do
lokusu R8 coz si s predchozi informaci protifeci. Obdobné protichiidné jsou informace z vyzkumu
genu R8 zmapovaného tymem Jo et al. (2011). Dalsi vyzkum rliznych genetickych homolognich lokus(
tymem Vossen et al. (2016) prisuzuje odridé Sarpo Mira také lokus R8, ovsem predchozi vyzkum a
ani nase vlastni pozorovani toto tvrzeni nepodporuiji.

Populacni dynamika plivodce plisné je velmi sloZitda a nejistd vzhledem ktomu, Ze obchod
s komoditou je globalni a patogen se prenasi hlizami. Navic se do hry vklada moZnost vzniku trvalych
vytrusi - oospor - pfi sou¢asném vyskytu obou pohlavnich typa. S touto moznosti reprodukce se také
otevird moznost tvorby rekombinovanych genotypll a urychleni vzniku komplexnich ras, které
akumuluji virulentni faktory prekonavajici postupné vSsechny geny rezistence. Pravé vyzkum virulence
izolatd v péstitelsky vyznamnych oblastech by mél byt zikladem pro posouzeni mozZnosti
Slechtitelského vyuZiti major_gen( ¢i volbu strategie volby odrid se specifickou rezistenci. Studiu
virulence je vénovana Sirsi pozornost od 90. let minulého stoleti souvisejici s vyvojem monitoringu a
signalizace v ochrané rostlin. Andrivon (1994) studoval americké a evropské populace v dlouhodobé
perspektivé. Flier et al. (2007) publikoval soubornou populacni studii izolatl P. infestans plvodem ze
4 evropskych zemi a celkové je v poslednich letech na populacni variabilitu zaméreno mnoho dalSich
praci mapujicich lokalni populace. Pro pfiklad Ize zminit studie v zadpadni Evropé (Pilet et al., 2005;
Savazzini et Galetti, 2015) nebo Pobalti (Aav et al., 2015; Runno-Paurson et al., 2012). Nase vlastni
pilotni vysledky a zkuSenosti, které byly také do jisté miry motivaci kiniciaci prizkumu a
dlouhodobému sledovani stavu virulence, a nasledné vedly k ovéfovani a zformovani této metodiky,
byly prezentovany v pracich Skodacek et Sedlak (2009), kdy byly testovany a selektovany klony
Solanum bulbocastanum na rezistenci k P. infestans a Sedlakova et al. (2009) vénované testovani
rtznych genetickych zdroji rodu Solanum pro tvorbu somatickych hybridG. V obou pfipadech byly
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pouzity komplexni izolaty P. infestans prekonavajici vétSinu genl rezistence Blackovy diferenciacni
kolekce ziskané zinstitutu SASA scilem vybrat laboratorné odolné genotypy pro nasledujici

Slechtitelskou a badatelskou prdci.

Tabulka 1: Prehled zmapovanych gen( kvalitativni (hypersenzitivni) rezistence bramboru kP.

infestans

Lokus Donor Lokalizace Autor

R1 S. demissum Chromozém V Leonard-Schippers et al. (1992)
R2 S. demissum Chromozém IV Li et al. (1998)

R3a S. demissum Chromozém Xl El-Kharbotly et al. (1994), Huang et
R3b al. (2005)

R4 S. demissum Chromozom Xl Verzaux (2010)

R5 S. demissum Chromozém VIl Huang et al. (2005)

R6 S. demissum Chromozém Xl El-Kharbotly et al. (1996)

R7 S. demissum Chromozom Xl El-Kharbotly et al. (1996)

R8 S. demissum Chromozém IX Joetal. (2011)

R9a S. demissum Chromozom IX Jo et al. (2015)

Ri0 S. demissum Chromozom Xl Bradshaw et al. (2006)

R11 S. demissum Chromozém Xl Bradshaw et al. (2006)

Rpi-blb 1 S. bulbocastanum Chromozém VIl Song et al. (2003)

Rpi-Smiral Sdrpo Mira Chromozom Xl Tomczynska et al. (2014)
Rpi-Smira2 Sdarpo Mira Chromozém IX Jo (2013)

2. Cil metodiky

Metody v oblasti Slechténi, monitoringu patogenl a ochrany rostlin se dlouhodobé vyvijeji
v souvislosti s neustalymi zménami v ekologickych vztazich mezi péstovanymi rostlinami a jejich
patogeny, a také v souvislosti s neustalymi technologickymi zménami, které ve snaze zlepsit
technologii produkce tyto ekologické vztahy posiluji ¢i oslabuji. Jednim z cilG této publikace je zaplnit
informacni mezeru v oblasti ochrany proti plisni bramboru, kterd vznikla jako ddsledek snizeného
zajmu o major geny rezistence u bramboru v souvislosti s jejich rychlym prekonanim. Naopak se
v posledni dobé ukazuje, Ze o tuto problematiku ve svété zajem stale pretrvava. Hlavnim cilem této
metodiky je proto jednak pfinést aktudlni informace o stavu védeckého vyzkumu a praktického
vyuzivani geneticky podminéné rezistence bramboru k P. infestans a také vlastni, casem provéreny a
snadno realizovatelny navrh metodiky detekce virulentnich ras patogenu P. infestans uskutecnitelny
v béZznych laboratornich podminkach. Poznatky z realizace metodiky, které dlouhodobé sledovani
virulence v populaci patogenu pfinese, mohou napomoci Slechtiteldm k cilenéjsimu vybéru genl
rezistence do mistnich Slechtitelskych programui, k charakterizaci virulence izolatl pouzivanych
v testovani Slechtitelského materialu a realizaci laboratornich test( rezistence.



3. Vlastni popis metody

Nasledujici ¢ast metodiky je vSeobecné pouZitelnym navodem pro ziskani Cisté kultury P. infestans,
kterou je dale mozné charakterizovat a nasledné vyuZit v laboratornim testovani. Vlastni Slechtitelské
adaptace metodiky pfinasi podkapitola 3.5.

3.1. Odvozeni monosporovych izolatli Phytophthora infestans

Vlastni odbér vzorkd listd vykazujicich symptomy rozhoduje o UspéSném odvozeni Zivotaschopné
kultury. Optimalni stav patogenu v porostu ovliviiuje teplota a vlhkost. Pfi déletrvajicich vysokych
teplotach a nizké vlhkosti skvrny na listech zasychaji a sniZuje se vitalita mycelia. Za optimalni
podminky pro izolaci lze povaZovat okamizik, kdy na okrajich lézi vyrlstaji sporangiofory. Pro
rozpoznani této faze neni tfeba Zadné specidlni vybaveni. Cely list rostliny odebereme a umistime do
popsaného polyetylenového sacku. Zaznamendvame lokalitu a odrddu, je-li v okamziku odbéru
znama. Pro zpomaleni metabolickych a rozkladnych procest ve vzorku umistime saéek do pfirucniho
chladiciho boxu. Teplota v rozpéti 5-15 °C bezpecné zajisti stabilitu vzorkld po dobu 24 hodin, ktera je
dostatecna pro ndsledné zpracovani vzorku v laboratofi.

Listy vykazujici 1éze jsou v laboratofi umistény do vihké komurky (sklenéna Petriho miska o priméru
100 mm s navlhcenym filtraénim papirem) a inkubovany po dobu 24 hodin pfi teploté 16-18 °C, coz
podpoti sporulaci patogenu. Listy jsou do vihké kom(rky umistény rubovou stranou navrch. Ze
sporulujiciho mycelia jsou injekéni jehlou se zachycenym kouskem mycelia sterilné pod binolupou pfi
zvétseni 30x odebirana jednotlivd zoosporangia a ta jsou prenesena na Zitny agar A (Caten et Jinks,
1968). Pro izolaci a kultivaci je optimalni vyuZit jednorazové polystyrenové Petriho misky o priiméru
60 mm nebo 90 mm. Petriho misku je tfeba uzavfit, optimalné parafinovou félii (Parafilm M).
Parafilm zabraruje vstupu mikroorganismu predevsim na téle roztocu, které by mohly kontaminovat
Cisté izolaty P. infestans, fixuje misku a optimalizuje dalsi kontrolu a manipulaci. Vzorky inkubujeme
v termostatu ve tmé pfri teploté 16-18 °C. Pfeockovani je provadéno vyrezavanim blocku agaru
s rostouci kolonii patogenu nebo jeji ¢asti na novy agar (Obrazek 1). Termin prvniho preockovani je
prizplisoben stavu kolonie, dalsi preockovani jsou podle potfeby, obvykle 1x mésicné.

Obrazek 1: Cista kultura izolatu P. infestans v Petriho misce na Zitném agaru A




3.2. Kultivace diferenciac¢ni sady klon(

3.2.1. Doporuéend diferencia¢ni sada pro dlouhodobé sledovani virulence v podminkach CR

Zakladem Uspésné identifikace pritomnosti vsech virulentnich faktorl v populaci P. infestans je prace
s diferencia¢ni sadou genl rezistence. Zakladem nami doporucené sady je Skotskd kolekce
diferenciacnich klond. Sada je tvofena 11 klony obsahujicimi jednotlivé geny rezistence R1-R11
odvozené ze S. demissum a kontrolni genotyp RO bez jakéhokoliv znamého genu rezistence.
Genotypy sady jsou dostupné ve spolupraci se SASA (Science and Advice for Scottish Agriculture)
v Edinburgu. Rovné? jsou k dispozici v genové bance CR pod oznagenim BDRrr (R0)-BDR11. Genotyp
R5 je oficialné k dispozici v databdzi GRIN-Global ve spolupréci s genovou bankou pti USDA (United
States Department of Agriculture) ve Wisconsinu. Na zdkladé vlastniho uvazeni a perspektivy ve
Slechténi a vyzkumu popsané v literarnim prehledu doporucujeme do diferenciacni sady R-genl
zaradit odridu Sarpo Mira a nositele genu Rpi-blb1. Tim je naptiklad nami osvédceny somaticky
hybrid REG46E vytvoreny elektrofuzi protoplastl diploidniho klonu bramboru DH165 a rezistentniho
klonu PIS 60 S. bulbocastanum. Somaticky hybrid vznikl na pracovisti Katedry genetiky a Slechténi
v ramci disertacni prace v letech 2006-2007 (Sedldkova, 2010). Podrobnosti ke kloniim jsou uvedeny
v tabulce 2.

Tabulka 2: Prehled klont diferenciaéni sady vyuZivané v ramci feSeného projektu

Klon GRIN Czech/Global Pavod Gen rezistence
ID

BDR1? 0750200399 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R1

BDR2? 0750200400 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R2

BDR3? 0750200401 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R3a

BDR1.2.3.4° 0750200408 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R1,2,30,4

LB DIFF -R5" | PI 303146 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R5

BDR6? 0750200402 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R6

BDR7? 0750200403 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R7

BDRS8?® 0750200404 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R8

BDRY? 0750200405 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R9

BDR10? 0750200406 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R10

BDR11° 0750200407 SASA Edinburgh (Black’s differentials) R11

BDRrr? 0750200398 SASA Edinburgh (Black’s differentials) -

REG46° F 0750200439 KGS FAPPZ CZU v Praze Rpi-blb1

Sarpo Mira® | 0750102213 Genova banka CR pii VUBs. r. 0. R3a, R3b, R4,
Rpi-Smira 1 a 2

a) klony dostupné v databézi Genové banky VURV , v.v.i., Praha - Ruzyné

(https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/search.aspx)

b)  klon dostupny v databazi americké genové banky USDA ve Wisconsinu (https://npgsweb.ars-

grin.gov/gringlobal/search.aspx)

3.2.2. Invitro udrzovani diferenciacni sady a prevod ex vitro

Pro vlastni udrZzovani sbirky je vyhodné udrzovat rostliny in vitro nebo kultivaci v technickém izolatu
z hliz bez pfistupu vektor( virdz. Pro udrzovani klon( v hlizach je nutné standardni skladovani hliz,
vyhodou in vitro kultivace je naopak moZnost regulace rlistu a vyvoje a relativné rychla priprava
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potifebného mnozstvi rostlin v relativné kratkém case. In vitro kultivace v ramci ovérovani metod byla
provadéna dle ndsledujici metodiky stim, Ze kazidd kultura byla vedena v minimalné dvojim
opakovani jako prevence ztraty v ddsledku rizika kontaminaci. Cty¥i pupeny byly sterilnim zplsobem
umistény ve flowboxu (Gelaire) do 150 ml sklenéné kultivaéni nddoby na autoklavem sterilizované
standardni MS médium (Duchefa) s pfidavkem sachardzy (3%) a agaru (0,7%) pfi pH 5,7. Objem
média byl 30 ml na 1 sklenici, coZ odpovida vrstvé kultivacni pady o vysce 1 cm. Kultivacni nadoba
byla uzaviena PE vickem B-Cap (Sigma-Aldrich). Oznacené kultury byly kultivovany ve
vlhéené kultivacni skfini MLR-351H (Sanyo) pti fotoperiodé 16 hod den a 8 hodin noc. Teplota
v rezimu den byla 23 °C a v rezimu noc 18 °C. Relativni vlhkost byla nastavena na 50 % jako prevence
nadmérného odparu kultivacniho média béhem kultivace. Hustota toku fotosynteticky aktivnich
fotont (PPF) byla nastavena na 120 pmol/m?/s, pfi¢em? intenzita osvétleni byla 14500 Ix. Za téchto
podminek bylo nutné pasazovat kultury po 4-6 tydnech. Pro prevod ex vitro rostliny dosahovaly
optimalni kondice béhem 14-20 dni. V této dobé nodalni Fizky jiz vytvofily 2-3 pravé listy a 2-3 kofeny
v délce do 3 cm a rostliny tak byly pripraveny pro prevod do ex vitro. Do uzaviratelnych PE kontejnerd
(250 ml) byl ve vrstvé 2-3 cm pridan perlit navlhéeny béznou pitnou vodou. Do perlitu byly nesterilné
zasazeny rostliny ocisténé od kultivacniho média a kontejnery byly uzavieny s ponechanim drobnych
praduchl pro vyménu vzduchu. Rostliny byly takto pfi vyssi vihkosti pfi laboratorni teploté a bézném
osvétleni (ne na pfimém slunci) kultivovany po dobu 5 dnl aby zakorenily a nasledné byly preneseny
do skleniku. Zde byly pfi béZznych provoznich podminkach otuzeny v pribéhu dalsich 4 dn(i. Nasledné
byly presazeny do vysevniho substratu a po dalSich 10 dnech do béZzného zahradnického substratu
v 1L kontejnerech. Rostliny byly péstovany a pravidelné prihnojovany po dobu 4 - 6 tydnl. Optimalni
rlst pro ziskani dostatecné listové plochy byl zaznamendavan do konce srpna. V pozdéjsich vysadbach
jiz rostliny trpély nedostatkem svétla pro rist a vyvoj a bylo nutné pfisvétleni. Od konce zafi byly
rostliny i pfi prisvétleni pro Ucely testovani prakticky nepouzitelné.

3.3  Podminky inokulace a inkubace

3.3.1. Priprava list(

Testovani virulence bylo optimalizovano na minimalni naroky na prostor a manipulaci. Predkladana
metoda testovani virulence vyuziva 60 mm polystyrenovych Petriho misek opatfenych rovnomérné
vodou navlhéenym filtraénim papirem. Na otestovdni jednoho izoldtu P. infestans ve dvou
opakovanich je tfeba pfipravit dvé sady Petriho misek po 13 kusech. Dvé opakovani byla shledana
dostatecné spolehlivd pro charakterizaci virulence pIné vitalniho izoldtu P. infestans. Misky pred
odbérem listd oznacime odpovidajicim cislem klonu, napf. R1, R2, SM...apod. Z hlediska casové
harmonizace pracovniho tydne a ndvaznosti operaci v ramci experimentd, je idedlni odbér list(
situovat do rannich hodin (do 10 hodin) v pondéli a ve ctvrtek. V pripravenych Petriho miskach
navlhcéime filtraéni papir, pfebyte¢nou vodu slijeme. Z testovacich rostlin odebirdme potiebny pocet
neporusenych a dobfe vyvinutych bocnich listl, nejlépe ze stfednich pater rostliny a vkladame je do
Petriho misky rubovou stranou navrch a misku uzavieme. Koncové listy obvykle nevyhovuji svymi
rozméry velikosti Petriho misky. Listy uchovame na svétlém misté (nikoliv na pfimém slunci) pfi
bézné laboratorni teploté a nasledné zajistime inokulaci tentyz den.

3.3.2 Pfiprava inokulaéni suspenze

Pfipravé inokulaéni suspenze je tfeba vénovat ndleZitou pozornost. Petriho misky s kulturou P.
infestans by mély byt porostlé rovhomérné myceliem a kultura by méla produkovat zoosporangia.
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MnoZstvi zoosporangii miZe ovliviovat naptiklad stafi kultury. Ve stari 4-5 tydnd naprosta vétsina
izolatd produkuje dostateéné mnoiZstvi zoosporangii. Prilis mlada kultura obvykle poskytuje malo
sporangii, coz obvykle vyrazné negativné ovlivni vysledek hodnoceni. Podobné i prestdrlé kultury,
které sice obsahuji zoosporangia (Casto bez zoospor), nemuseji byt v optimalni kondici. Pro inokulaci
celé diferenciacni sady ve dvou opakovanich je tfeba 1,1 ml inokula¢ni suspenze. Vlastni ptiprava
suspenze spociva v seskrabnuti mycelia ocelovou klickou z povrchu kultivaéniho média a preneseni
do sterilizovaného ,rozpoustédla”“ v béiné 2ml PP zkumavce. Zadiname s malym mnoZstvim
rozpoustédla (0,7 ml) a ndsledné fedime na pozadovanou koncentraci a objem. Opakovanou rotaci
klicky ve zkumavce vytfepeme sporangia a mycelium vyjmeme. Mycelium na sebe vazie hodné
tekutiny (klidné i celou polovinu objemu), proto stlatenim mycelia o sténu zkumavky vratime
absorbovanou tekutinu zpét, aniZz by doslo ke ztrdté sporangii. Optimalnim rozpoustédlem je
autoklavem osetrena pitna voda. K pripravé inokula byl také testovan fyziologicky roztok (0,9% roztok
NaCl), nicméné v pfipadé odparu inokulacni suspenze, ke kterému nutné béhem experimentu
Castecné dochazi, dochazi k naruseni infekce a zkresleni vysledkll hodnoceni. McKee (1964) také
doporucuje pridavek 1% extraktu z hliz bramboru pro prodlouzeni Zivotaschopnosti zoospor. Toto se
pfi vyvoji metody zdalo byt praktické vzhledem k tomu, Ze jsme pouzivali Cistou vodu. Nicméné
porovnani nevykazalo zadny rozdil v celkovém projevu izolatu. Zpisob odbéru mycelia totiz vede
k tomu, Ze se s nim do vody dostdva i ¢ast kultivaéniho média a jeho vyluhovanim se dostanou do
vody i potfebné Ziviny.

Inokulacni suspenzi pfipravujeme vzdy Cerstvou. Z hlediska organizace ¢asu ji smérujeme bud pred
odbér listd, nebo aZz po odbéru. Pokud je suspenze pfipravovana pred vlastnim odbérem, je vhodné ji
ponechat v chladniéce 2-3 hodiny pfi 5-10 °C. Tento zdsah podporuje uvolfiovani zoospor. Zadina a
Jermoljev (1976) uvadéji, Zze uvolnéné zoospory pfi vyssi teploté okolo 15 °C ztraceji migracni
schopnost béhem 3 hodin. Proto je nutné provést inokulaci co nejrychleji a bezprostfedné prenést
inokulované listy do inkubatoru. V pfipadé pripravy suspenze po odbéru listl inokulujeme
bezprostfedné a preferujeme tak infekéni potencial zoosporangii (Colon et al., 2004). V ramci
optimalizaci byly testovany oba typy pfipravy a poskytovaly naprosto srovnatelné vysledky vzhledem
k interakci izoldtu s diferenciacni sadou.

3.3.3. Redéni inokulaéni suspenze

Jednim z faktoru, ktery je velmi vyznamny pro spolehlivost hodnoceni, je koncentrace inokula. Rlzni
autofi zminuji rdzna redéni inokulacni suspenze. Jiz pozorovani rychle sedimentujiciho zakalu
inokulacni suspenze ve zkumavce indikuje pfitomnost zoosporangii. Cest jak stanovit mnoiZstvi je
nékolik. Testovali jsme vyuZiti hematocytometru, coz predstavuje méreni presné, ale v situaci, kdy
neni k dispozici, je mozné koncentraci v bézné vybavené laboratofi stanovit nasledujicim zplsobem.
Z promichané suspenze odebereme 3 kapky o objemu 2 pl a umistime je na podlozni sklicko.
Nezakryvdme krycim sklickem. V kazdé kapce spocitdme poclet zoosporangii pfi malém zvétseni
mikroskopu (100-200x). Pocty zprimeérujeme a vyjadiime v koncentraci na 1 ml (aritm. pramér x
500). Optimalni koncentrace suspenze uvadéné rlznymi autory se velmi rQzni. Lapwood (1961)
pouzival 5-7 tis. sporangii v 1 ml, zatimco Colon et al. (2004) uvadéji 15 tis. vl ml. Z nasich
pozorovani vyplyva, Ze problémem nikdy neni vyssi koncentrace sporangii, naopak nizsi koncentrace
sporangii mlze vést kzasadnimu ovlivnéni vysledkl. Nejednoznacnosti v hodnoceni bylo vidy
dosazeno v situacich, kdy bylo mnozZstvi sporangii nizsi nez 5 tis./ml. Zcela spolehlivé je naopak vyuziti
suspenze, kde je koncentrace standardizovana na 10-12 tis. sporangii/ml (20-22 sporangii v testovaci
2ul kapce).
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3.3.4. Inokulace listd a podminky inkubace

Pripravenou inokula¢ni smés nanasime mechanickou pipetou na rubovou stranu list(l. Pfed inokulaci
si pripravime dvé sady Petriho misek s diferenciacnimi listy a na vicku je oznacime kédem izolatu.
Inokulacni smés je nezbytné neustalym promichdvanim pipetou udrZovat homogenni, jelikoZ
sporangia velmi rychle sedimentuji. Na rubovou stranu listu nandsime vzdy dvé 20pul kapky suspenze
podle hlavni Zilky jak je patrno z obrazki v tabulce 4 a 5. Petriho misky uzavieme a vrstvime po 5-6 na
manipulaéni rost, tac nebo velkoformatové fotografické misky. Pfeneseme do inkubatoru a 24 hodin
inkubujeme pfi béziné fotoperiodé, teploté 18 °C a vysoké vzdusné vlhkosti (min. 75 %), kterd
zamezuje nadmérnému odparu vody z Petriho misek vlivem klimatizace. Jako inkubator jsme poutili
vlhcici kultivacni box MLR-351H (Sanyo). Po 24 hodinach je tfeba listy obratit licem navrch, a to i
v pfipadé, ze dosud nejsou pozorovany na listech zddné symptomy. Presto jiz po 24 hodinach se
mohou nékteré symptomy vzdcné vyskytovat, jak je uvedeno v ndsledujicich pasazich vénovanych
prehledu symptom v klicovych fazich inkubace. Dalsi inkubace probihd v béinych podminkach
laboratofe z hlediska osvétleni i teploty. Inkubované listy by nemély byt vystaveny pfimému
slunecnimu zareni a teplota by neméla dlouhodobé prekrocit 23 °C. Tim se urychluje autolyza a
bakterialni rozklad pletiv. Misky umisténé na povrchu také nadmérné vysychaiji. | z tohoto divodu je
optimalni pokus alespon jednou denné zkontrolovat a pfipadné doplnit opatrné vodu do misek, kde
evidentné vyschl filtracni papir. Hodnoceni symptomU se provadi od 3. do 5. dne.

3.4. Hodnoceni interakce meziizolatem a diferenciacnimi klony

3.4.1. Ocekdavany postup infekce a ptiznaky v pribéhu inkubace

Od tretiho do patého dne inkubace se projevuji pfiznaky interakci mezi izolatem a listem bramboru.
Zavérem hodnoceni je rozhodnuti o tom zda je izolat virulentni ¢i avirulentni vicéi danému genu
rezistence. Toto rozhodnuti |ze spolehlivé ucinit pouze v pfipadé evidentné postupuijici infekce. Jiz po
48 hodinach inkubace lze obvykle pozorovat pfiznaky, které signalizuji, Ze infekce probiha jak ma.
V pripadé absence jakychkoliv nize uvedenych ptiznakl infekce v ¢ase inkubace nelze rozhodnuti o
virulenci ¢i avirulenci spolehlivé vydat. Obrazovy pfehled ocekavanych pfiznakl je uvedeny na konci
textové ¢asti této kapitoly.

V ptipadé normalné postupujici infekce jsou v misté inokulace i pfi pohledu prostym okem patrné
vodnaté aZz ¢ernohnédé tecky (mikronekrdzy) o velikosti do 0,5 mm. Tyto nekrdzy béhem tretiho dne
mohou dle intenzity infekce pretrvavat, nebo se slévat do lokdlnich suchych ¢i vodnatych nekréz.
Vodnatymi nekrézami obvykle reaguje klon R9. U interakci vyustujicich v hypersenzitivitu dochazi
k tvorbé teckovych az pavucinkovych mikronekrdz (typicky znak avirulentni interakce s geny R6 a R8)
a dalsi postup infekce se zastavuje. V dalSich dnech se pak vysledny obraz dile neméni. Velikost
nekréz na listu pak odpovidd maximalné 5 % celkové listové plochy. Mezi klony Ize v rozsahu nekréz
pozorovat urcitou variabilitu. Klony REG46E a R9 se obvykle prezentuji vétSim rozsahem nekrdz (az 50
% listové plochy), presto Ize na zavér vysledny charakter izolatu hodnotit jako avirulentni. U interakci
svirulentnimi izoldty nejsou tmavé nekrdzy zpocdtku patrné, pouze se objevuji vodnaté
mikronekrozy, které se s postupem infekce Sifi na vétsi plochu listu a podle stafi mohou postupné
plosné nebo nitkovité nekrotizovat.
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Vlastnim momentem rozhodujicim o virulenci ¢i avirulenci je schopnost patogenu vytvaret
zoosporangiofory v mistech mimo inokulaéni zény, at jiz na vnéjsi ¢i na vnitfni strané listd. Zadina a
Jermoljev (1976) uvadéji, ze se u nachylnych klonl sporangiofory museji objevovat v hojném
mnozZstvi na rozhrani zdravych a zasaZenych pletiv. V pripadé jednotlivého vyskytu sporangiofor(
v misté inokulacni zény jde o saprofytismus, ktery se nedd chdpat jako projev nachylnosti. S celkovym
hodnocenim Ize souhlasit, nicméné je nutné uvést, Zze ke druhé situaci za podminek popsanych vyse
obvykle nedochazi (nebylo pozorovano). V pfipadé postupujici infekce byla vidy sporulace bud
intenzivni, nebo nulova.

3.4.2. Doporuceny postup hodnoceni a zaznamenavani pozorovani

Pro hodnoceni interakce izolatu s genem rezistence v pribéhu a na konci inkubace je tfeba mit
k dispozici stereoskopicky mikroskop (stolni binokuldrni lupu), optimalné s velkym zornym polem a
jemnym zaostfovanim. Pro hodnoceni je optimdlni dvacetindasobné zvétseni, které dava dobry
prehled o situaci na listu pri celkové vyhovujici hloubce ostrosti a velikosti zorného pole. Vétsi

vevs

je tfeba zaznamendvat, k éemuz Ize pouzit navrh formulafe uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Vzor formuldre s ukdzkou zaznamu mozného vyvoje experimentu

C.j lzoldt | RO | R1 R2 R3 R4 | R5 R6 R7 R8 R9 R10 | R11 | SM | REG
1° XXX H+ | +/+ | +/+ [ +/+ | +/+ | +/+ [ +/0 | +/+ | +/0 [ +/0 | +/0 | +/+ | +/0 [ +/0
2° yyy +f+ | /- | +/- [+/+ | /- | +/+ | +/0 | +/+ | +/0 [ +/0 | +/+ | +/+ | +/0 [ +/0

< A A A AN B ) A 0 A VA A B2 B A

Pozn. a) o¢ekavany, Uplny a kone¢ny zdznam nevyZadujici revizi, b) o¢ekavany avsak nelplny zdznam, ktery vyZaduje revizi
interakce izolatu se dvéma klony (R1 a R4), c) neocekdvany vysledek, ktery naznacuje chybu v prabéhu experimentu, kdy je
treba revidovat celou variantu.

Znaménka plus a minus v rlznych barevnych provedenich predstavuji hodnoceni probihajici infekce
v pribéhu tretiho dne inkubace (Cerveny zaznam pred lomitkem) a projev sporulace (¢erny zaznam
za lomitkem). Virulenci izolatu predstavuje zaznam +/+, ktery znamena pozitivni prabéh infekce
doprovazeny sporulaci v obou opakovanich. Avirulenci izolatu predstavuje zaznam +/0, jelikoZ pres
primarné postupujici infekci doslo k zastaveni vyvoje a nepfitomnosti sporulujiciho mycelia v obou
opakovdnich. Prvni fadek v tabulce predstavuje situaci, kdy je hodnoceni UpIné bez nutnosti nékteré
interakce revidovat. Standardni zaznam virulence izolatu identifikujici jej ke konkrétni virulentni rase
je R1.2.3.4.5.7.11. Ve druhém fadku jsou dvé policka oznacena zelené. Zde je indikovan problém, kdy
u dvou interakci nebyl zaznamenan primarni vyvoj infekce ani v jednom opakovani. V tomto pfipadé
je nezbytné realizovat pro oba predmétné geny rezistence opakovani s novou inokulacni suspenzi
jako dodatecné hodnoceni. Treti radek predstavuje situaci, kdy pfesto, Ze podminky inokulace a
inkubace popsané vyse byly dodrZzeny, se infekce nevyviji standardné a cela varianta vyzaduje revizi.
Tato situace nastdva az u 10 % hodnocenych izoldtl a zdroj chyby neni zcela jasny. V pfipadé
zopakovani s novym izoldtem mohou nastat dvé situace. Bud' je dosaZeno napravy a jednalo se o
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poruchu kli¢ivosti zoospor a sporangii v konkrétni kultufe izolatu (chyba misky), nebo je dosazeno
stejné nejasného vysledku a chyba je na strané izolatu patogenu jako takového (chyba kultury).
Andrivon et al. (2011) popisuji vyrazné zmény virulence u dlouhodobé udrZovanych izolatd P.
infestans rozesilanych pro ucely kruhovych test( laboratofi, které zplsobovaly znacnou varianci
vysledk(l hodnoceni jednoho izolatu rdznymi pracovisti na stejné diferenciacni sadé. Domnivame se,
Ze se jedna o podobny fenomén, ktery ma danou genetickou povahu jiz na pocatku pfi izolaci
patogenu, kdy izolat prosperuje vumélé kulture a postupné ztraci své parazitické schopnosti
v dlisledku akumulace mutaci a selekce. Pfi opakovaném netspésném hodnoceni potom nelze izolat
spolehlivé charakterizovat a je tfeba jej z testovaného souboru pro tuto chvili vyloucit s nulovym
zaznamem. Redenim moZe byt zpétnd kultivace na pfirozeném nerezistentnim hostiteli a nasledny
prevod do in vitro podminek, ¢imZ se obnovi schopnost parazitického zplsobu Zivota.

Tabulka 4: Pfehled symptom{ po 48 hodinach od inokulace

Bezptiznakovost v inokulacni zoné. Tato situace
mulZe byt spojena s neinfekénosti inokulacni
suspenze, pfipadné zpomalenym pUsobenim
patogenu. Vtakovém pfipadé se dostavi
nékteré z vyse popsanych symptom( nasledujici
den. Casto se vyskytuje u kloni R10 a R11.

Chloréza vinokulacni z6né. Je typickym
symptomem pro klon R6 a R8. Na obrazku lze
pozorovat téZz mikronekrézy jako reakci na
pusobeni zoospor v pfipadé avirulentniho
izolatu.

Mikronekrézy v inokulacni zéné. Mikronekrézy
jsou reakci pletiv na klicici zoospory Ci
sporangia. V pfipadé avirulentniho izolatu
pretrvavaji a jejich okoli postupné nekrotizuje, u
virulentniho izolatu mikronekrézy expanduiji,
slévaji se a vytvareji vodnatou lézi. Jedna se o
Zadany projev indikujici postupujici infekci.
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Tabulka 5: Pfehled symptom{ na konci pétidenniho cyklu hodnoceni

Bezpfiznakovost  vinokulacni  zéné. Je
disledkem nefunkéni inokulacni  suspenze.
MuUZe vzacné postihnout jednotlivé listy ale
spise cely diferenciacni set. Nastava také
v pfipadé, Ze je inokulaéni suspenze chudd na
zoosporangia. Z tohoto didvodu doporucujeme
slabé infekéni suspenzi ztestu wvyloudit a
testovat ji az v dalsim tydnu. Na klonu RO je
nezadouci a indikuje néjakou chybu vyZadujici
revizi.

Mikronekrézy v inokulacni zéné. V inokulacni
z6né se vyskytuji mikronekrdzy, postizeno je
tedy maximélné 1% listové plochy. Casto je
doprovazeno chlorézou. Absence rozsahlych
nekréz indikuje zastaveni dalSiho Sifeni
patogenu. Vyskyt vodnatosti nemusi znamenat

dalsi Siteni v pfipadé, Ze nedochazi ke sporulaci
v ndsledujicich dvou dnech.

Absence sporangioford na listu. V pripadé
normalné probihajici infekce, kdy se vyskytnou
lokdlni nekrdzy vinokulaéni zéné ¢i plosné
nekrdzy v jejich nejblizsim sousedstvi, tento stav
hodnotime jako absenci virulentniho faktoru.
BéZiné se vyskytuje u somatického hybridu
nesouciho Rpi-blb1 gen. U jinych klond neni
typicky a obvykle dojde ke sporulaci
v ndsledujicich dnech.
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Sporangiofory hojné prorlstaji na povrchu
listh. Tato situace vypovidd o pritomnosti
virulentniho faktoru prekonavajiciho dany gen
rezistence. lzoldt oznacime pfislusSnym dcislem
genu rezistence, ktery byl pfekonan. Tento typ
priznaku je vidy o¢ekavany na genotypu RO.

3.5. Konkrétni slechtitelské vyuziti popsanych postupl

Navod v kapitolach 3.1. az 3.4. |ze beze zmény vyuZit pro izolaci a charakterizaci mistnich izolatd
P. infestans a dlouhodobému monitorovani vyvoje v populaci patogenu. Vysledky sledovani
virulence v letech 2011 — 2016 ukazuji pomérné vysokou stabilitu vyskytu ras virulentnich
k vétsiné gen( rezistence ze Solanum demissum. Z hodnoceni viak také vyplyva, Ze geny R8, R9 a
Rpi-blb1 v této dobé nejsou naprostou vétsinou izolatl prekonavany a vysokou Uroven odolnosti
zakladaji i v polnich pokusech. To dava nadéji na Slechtitelské vyuziti klonl z diferenciacni sady
pro vyvoj odrid svy$sim stupném rezistence zaloZené pravé na téchto genech. Zdrojem
rezistence na bazi gend odvozenych ze S. bulbocastanum jsou napfiklad odrida Bionica a Toluca.
Materidl REG46E jakoZto somaticky hybrid vykazuje bohuZel nizkou reprodukéni vitalitu
(sterilitu) a je tedy dosud velmi vzdalen kulturnimu ideotypu.

Dalsi Urovni vyuziti, kterou metodika nabizi, je pfiprava izolatl pro provokacni laboratorni test
rezistence. Ten vyZaduje izolat patogenu provéfeny na zastoupeni virulentnich faktord, kterymi
je testovana pfipravenost genotypu kfizence v novoslechténi. Komplexnéjsi izolaty jsou vhodné,
zejména spojuji-li béZiné se wvyskytujici virulentni faktory. lzoldty pro budouci vyuzZiti
v laboratornim testovani rezistence je tfeba dlouhodobé udrZiovat a mnozit ve vétSim méritku
tak, aby byly v pfipadé potfeby dostupné v poZzadovaném mnozZstvi.

Dalsi zpUsob vyuziti vySe popsané metody je zaloZeni a hodnoceni laboratorniho testu rezistence
genotypl v novoslechténi. Ten lze aplikovat jiZz v rané fazi Slechténi bud jako hlavni selekéni
kritérium nebo dopliujici selekéni kritérium. Test jako hlavni kritérium umozZiiuje navyseni
vstupniho poc¢tu kombinaci novoslechténi a zvyseni prisnosti selekce. | pfi navyseni mnozstvi
semenacl tak nemusi byt v zasadé mimoradné navySovadna cetnost potomstev v naslednych
generacich nad béZnou hranici. Jako dopliujici kritérium, test spiSe zpresfiuje a konkretizuje
informaci o zplisobu zaloZeni odolnosti v pozdéjsi fazi selekce v souvislosti s tvorbou popisu
odrldy. V této souvislosti pfedpokladame znacnou efektivitu zejména pfi Slechtitelském vyuZiti
vyse zminénych major genl rezistence. Vlastni zaloZeni pokusu odpovida zakladnim metodickym
pozadavkim v kapitole 3.3. a 3.4.,, kdy je vhodné vSechny genotypy testovat co
nejkomplexnéjsim izoldtem patogenu, pripadné nékolika izolaty kombinujicimi maximum
virulentnich faktor(. Aby bylo vyhovéno poZadavku na opakovani, a tedy spolehlivost testd, je
mozno pouzit Petriho misek s vétSim primérem a umistit do nich 2 — 3 listy testovaného
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genotypu. Kultivacni podminky, a principy hodnoceni jsou shodné; rezistentni genotyp zamezuje
rozvoji patogenu a sporulaci
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4. Srovnani novosti postupt

Vlastni testovani virulence ma dlouhou tradici sahajici az do padesatych let dvacatého stoleti.
Metody se v hrubych rysech vyrazné neméni, ale méni se technické podminky a dalsSim prostorem
pro inovace jsou nové introdukované geny hypersenzitivni rezistence. Metodika v ndmi predkladané
podobé je origindlni a vychazi z optimaliza¢nich praci realizovanych v ramci projektu MZe CR é&islo
QJ1210305 ,Integrovand ochrana proti plisni bramboru v novych agroenvironmentdlnich
podminkach s vyuZitim progndzy vyskytu choroby a na zakladé novych poznatkll o zménach v
populacich patogenu a procesech rozkladu hliz“. Metodika je koncipovana tak, aby byla technicky co
nejjednodussi a pfitom poskytovala spolehlivé a opakovatelné vysledky a souc¢asné provéfila virulenci
vicéi zakladnim genlm hypersenzitivni rezistence, které jsou a mohou byt vsoucasné dobé a
budoucnu S$lechtitelsky uplatfiovéany. Spojujeme tedy ekonomickou nenarocnost a maximalni
informativnost. Inovativni je vtomto ohledu rozsiteni kolekce pro mistni testovdni o gen
introdukovany ze S. bulbocastanum, a také o odridu Sarpo Mira, ktera prinasi dalSi nové Slechtitelsky
zajimavé geny. Jako technicky zaklad pro vlastni praci a vyvojovy proces byly vyuzity metodiky podle
Zadina a Jermoljev (1976), ktefi méli k dispozici 6 genl rezistence a dalsi geny v té dobé byly pouze
spekulativni (R7 a R8) a prakticky nejnovéjsi Eucablight technicky protokol podle Colon et al. (2004).
Protokol je uréeny pro testovani vramci sité Eucablight a kromé zakladni skotské diferenciacni
kolekce RO — R11 zarazuje osm Eucablight standard(. Jednd se vsak pouze o stru¢ny ndvod pro jiz
zkusené pracovniky. Také pocitd se znaénym mnozstvim listového materialu a opakovani pro testy
virulence. Nami predkladand metoda vyrazné redukuje mnozstvi rostlinného materidlu k testovani
virulence P. infestans, pfi zachovani vysoké opakovatelnosti a spolehlivosti a pfinadsi soucasné
aktudlni poznatky v oblasti s cilem pfiblizit moZnosti vyuZiti uvedenych postup( Sirsi verejnosti.

5. Popis uplatnéni metodiky

Diky publikaci metodiky se otevird moznost jejiho pfimého vyuZiti v praxi. Primarnimi uZivateli této
metodiky jsou Slechtitelé bramboru, pro které predstavuje vyznamny zdroj vstupnich informaci
v procesu Slechténi a nastroj rané faze selekce. VyuZitelnd je téZ organy spravy v oblasti ochrany
rostlin (UKZUZ), instituce zaméiené na poradenstvi v ochrané rostlin a na zemédélsky vyzkum.
Publikace vSak ma sirsi potencial nebot jej Ize vyuZit i jako vzdélavaci material pro posluchace kurzi a
vzdélavacich program( v oblasti Slechténi a ochrany rostlin. Propagace metodiky bude podporena
prostiednictvim vzdélavacich program@ CZU zamérenych na $lechténi a ochranu rostlin.

6. Ekonomické aspekty

Vlastni zavedeni metodiky do praxe nepfedstavuje investi¢ni naklady, za predpokladu, Ze je mozné
zajistit inkubaci izolatl P. infestans v poZadovanych podminkach. Vlastni materidlové naklady na
realizaci experiment( nepresahuji 10 tis. K¢ ro¢né pti dodrzeni vSech postupl. Zavedeni metodiky
prispéje ke zvySeni efektivnosti Slechténi na rezistenci ve smyslu navyseni poctu testovanych
genotypl pfi zachovani stavajicich nakladu, nebot laboratorni test rezistence vylouci neperspektivni
genotypy pred jejich zafazenim do polnich testd. Dllezitym aspektem je i to, Ze metodika v této
podobé pfinasi uceleny soubor informaci a postupl, a Slechtitel uspofi naklady na vyvoj vlastni
metodiky, coZ pfedstavuje naroky na finance, préci i cas.
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