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Virulence monosporickych izolati Phytophthora infestans ke

gentim introdukovanych ze Solanum demissum a S. bulbocastanum

Souhrn

Plisenn bramborova je zpusobena oomycetnim organismem Phytophthora infestans
(Mont) de Bary, a je povazovana celosvétové za jednu z nejvice ekonomicky vyznamnych
chorob bramboru. Znalost vyvoje populace P. infestans na ur¢itém uzemi hraje klicovou roli
pfi regulaci této choroby. Slechténi bramboru na rezistenci se opira o fazeni R gend do
Slechtitelskych programi, kdy je cilem posilit vertikalni rezistenci soucasnych odrad.

V ramci diplomové prace bylo hodnoceno 142 izolata P. infestans z bramboratskych
lokalit Ceské republiky. Tyto izolaty byly sesbirany mezi lety 2012—2016. Pii hodnoceni
celkové virulence soucasné populace P. infestans byla pro listové testy virulence pouzita
Blackova diferenciacni sada klont, klon kultivaru Sarpo Mira a somaticky hybrid REG46F
nesouci gen Rpi-blbl. Byla zaznamenana virulence na vSech klonech diferencia¢ni sady kromé
R9 a Sblb. V nejvyssi mife se virulence projevila na genech R1, R3, R7, R10 a R11. Praimérna
meziro¢ni hodnota komplexity virulence byla 7,15 a 86 % izolatd vykazovalo virulenci ve vice
nez 6 genech. Bylo detekovano 41 rozdilnych ras. Jako nejbéznéjsi fenotyp byl rozpoznan
1,2,3,4,6,7,10,11,sm, a to s vyskytem 32. Déle bylo selektovano potomstvo ze samoopyleni
Sarpo Mira na zakladé testl virulence. Jako selek¢ni kritérium byla stanovena hypersenzitivni
reakce v poloving piipadd inokulace. K uc¢eliim novoslechténi bylo vybrano 37 genotypu.

Soucasna populace P. infestans na uzemi Ceské republiky byla vyhodnocena jako
virulentni ke genim introdukovanych ze S. demissum, nikoli v8ak ke genu Rpi-blbl. Rozdily
Vv zastoupeni virulentnich faktorti mezi jednotlivymi lety byly vyhodnoceny jako nepriikazné.
Vzhledem Kk tomu, Ze je soucasna populace P. infestans stabilni, je vhodné vyuzit R geny

rezistence S. bulbocastanum a komplexu genti odriidy Sarpo Mira pii novoslechténi bramboru.

Klicova slova: Brambor, pliseii bramboru, rezistence k plisni bramboru, testy virulence



Virulence of Phytophthora infestans monosporic isolates to genes

introgressed from Solanum demissum and S. bulbocastanum

Summary

Late blight, caused by oomycete Phytophthora infestans (Mont) de Bary is considered
as one of the most economically important potato diseases. Knowledge of the development of
P. infestans in particular areas plays a key role in regulating this disease. Breeding for resistance
is based on R genes introgressed from wild species, which strengthens the vertical resistence of
current potato varieties.

142 isolates collected within years in potato gorwing regions in Czech republic, were
analysed. These isolates were collected between years 2012 and 2016. To evaluate frequency
and stability of P. infestans population detached leaflet assays were used on Black’s differential
set, supplemented with Sarpo Mira clone and REG46F hybrid containing Rpi-blb1 gene. It was
evaluated virulence to all genes from differentials except R9 and Sblb. Predominant virulence
was detected on R1, R3, R7, R10 a R11. Mean virulent complexity was evaluated on 7.15 and
86 % isolates were virulent to more than 6 genes. 41 different races were detected and the most
common phenotype was 1.2.3.4.6.7.10.11.sm. Offspring from self-pollination of Sarpo Mira
cultivar were tested by laboratory leaflet assay and selected. As selection criteria was set
hypersensitive reaction in more than 50% inoculations. There were selected 37 genotypes for
future breeding on late blight resistence.

Current population of P. infestans in the Czech Republic was evaluated as virulent to
genes introgressed from S. demissum, but not to the Rpi-blbl gene. No statistically significant
effect was detected for frequencies of races between the years. Given that the population is
relatively stable, it is advisable to use the R genes of S. bulbocastanum and the Sarpo Mira
genus complex in future potato breeding.

Keywords: Potato, late blight, late blight resistance, detached leaflet assay
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1  Uvod

Phytophthora infestans (Mont) De Bary piedstavuje jednu z nejvétSich hrozeb pii
péstovani bramboru (Agrios, 2005). Tento oomycetni patogen napada zastupce rodu Solanum
L., zejména Solanum tuberosum L. a Solanum lycopersicum L. V polnich podminkach
zpusobuje vysoké ztraty, které se v Evropské unii odhaduji ro¢né na 1 bilion euro (Havekort et
al., 2008). Historické zdroje oznacuji plisen bramborovou jako divod vzniku Irského
hladomoru a diaspory v letech 1845-1847 (Widmark, 2010). Puvod svétové populace P.
infestans je pfedmétem diskuze. Dle Niederhauser (1991) je situovan do oblasti Mexické
vrchoviny, kde se také nachazi jedno z genetickych center rodu Solanum. Gomez-Alpizar et al.
(2007) naopak uvad¢ji jako zdroj inokula jihoamerické Andy. P. infestans se po rozsifeni do
oblasti péstovani bramboru rozmnozZovala primarn¢ nepohlavné. Pfi¢inou byl vyskyt pouze
jednoho pohlavniho typu. Na zakladé migrace doslo v 80 letech k zavleceni A2 typu do Evropy.
Tento fakt umoznuje pohlavni rozmnozovani P. infestans a také rychlou genetickou adaptaci k
rezistentnim odrudam (Hohl et Iselin, 1984).

Rezistence kulturnich odrad Solunum tuberosum je podminéna rasové specificky a
nespecificky. Rasové specifické jsou geny rezistence (R). S témito geny koresponduji geny
avirulence patogenu (Avr) (Fry, 2008). Rezistence béznych odriid bramboru pochazi zejména
ze Solanum demissum a S. stoloniferum. Zpétna kiizeni byla realizovana s druhy S. papita, S.
polytrichon, S. verrucosum a S. bulbocastanum (Zimnoch-Guzowska, 2003). Zacatkem 20.
stoleti byly mexické druhy S. demissum a S. stoloniferum zatazeny do Slechtitelskych programu
proti plisni bramboru (Salaman, 1937). Kolem roku 1920 byla objevena hypersenzitivni reakce
u S. demissum, nasledné byl proveden transfer R genl zpétnym kiizenim s kultivary se S.
tuberosum (Toxopeus, 1956). Black (1952, 1954) rozpoznal ¢tyti kompletné dominantni R
geny pochazejici ze S. demissum (R1, R2, R3, R4). Celkové bylo doposud identifikovano 11 R
gend v liniich k¥izenych se S. demissum (Malcolmson et Black, 1966). Odrada Sarpo Mira byla
navrzena jako potencialni geneticky zdroj dlouhodobé rezistence k P. infestans (Kim et al.,
2011; White et Shawn, 2010). Nabizi kvantitativni i kvalitativni rezistenci nejméné v 5 genech.
Ctyfi z péti gendi (R3a, R3b, R4 a Rpi-Smiral) byly determinovany listovymi testy virulence,
paty gen, Rpi-Smira2 byl rozpoznan jen v polnich podminkach (Rietman et al., 2012).

Tato diplomova prace se odkazuje na vysledky Sedlék et al. (2017), rozSifuje analyzu
sesbiranych dat a predstavuje komplexni feSeni pii novoslechténi bramboru proti plisni

bramborové.



2 Védecké hypotézy

Pro tuto praci byly formulovany nésledujici hypotézy:

e Soudasna populace Phytophthora infestans v Ceské republice vykazuje virulenci
K vybranym geniim rezistence ziskanych kiizenim bramboru s druhy Solanum

demissum a S. bulbocastanum.

e Laboratornimi testy Cistych kultur P. infestans na diferencia¢ni sad¢ klont, obsahujicich

geny rezistence, Ize detekovat virulenci k t€émto gendim.

e Potomky ze samoopyleni odridy Sarpo Mira lze vyuzit pfi Slechténi bramboru

na rezistenci k P. infestans.



3  Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo laboratorné otestovat ¢isté kultury P. infestans odebrané
v riznych lokalitach vyznamnych péstebnich oblasti bramboru na diferenciacni sadé klont
obsahujici jednotlivé geny rezistence a ovéfit tak virulenci kment P. infestans v Ceské

republice k t¢émto gent.

Dalsim cilem bylo testovat Cast potomstva ze samoopyleni odridy Sarpo Mira, ktera je
nositelem major genu rezistence, komplexn¢ virulentnimi izolaty P. infestans a ovéfit miru

fenotypové segregace rezistence.
Dil¢i cile této prace jsou:

e Realizace testl virulence spocivajici v inokulaci listt sady diferencia¢nich klon
nesoucich jednotlivé geny odvozené ze S. demissum a S. bulbocastanum

inokulacni suspenzi P. infestans.

e Interpretace vysledki interakce patogenu s hostitelem v mistni populaci alespon

dva roky po sobé.

e Optimalizace metodiky k preselektivnimu hodnoceni rezistence potomku ze
samoopyleni odriidy Sarpo Mira a posouzeni jejiho Slechtitelského potencidlu

pro praktické vyuziti.



4  Literarni reSerse

4.1. Phytophthora infestans (Mont.) De Bary

Plisent bramborova patii k nejvice rozsifenym a nejvyznamnéjSim rostlinnym chorobam
je zaroven modelovym organismem oomycet. Nazev Phytohthora, ktery je odvozen od feckého
phytd ,rostlina‘‘ a phthora,destrukce*‘, napovida, jaké jsou jeji ucinky. Vyskytuje se
v oblastech s niz§imi teplotami a vyssi vlhkosti. Zoény s vyznamnym vyskytem plisné bramboru
jsou severni &ast USA, vychodni pobfezi Kanady, zapadni Evropa, centralni a jizni Cina,
jihovychodni Brazilie a tropické vysociny (Agrios, 2005).

Phytophthora infestans byla pojmenovana po Antonu de Barym, ktery také objasnil
zivotni cyklus tohoto patogenu v roce 1876. Nejprve byla plisenn pojmenovana Botrytis
infestans v polovingé 19. stoleti Jeanem Montagnem, Anton de Bary ale zjistil, ze plisen
bramborova nesdili stejné charakteristiky jako druhy rodu Botrytis. Proto vytvofil rod
Phytophthora (Schumann et D’ Arcy, 2000).

Tento hemibiotrofni patogen napadd malé mnozstvi hostitell, zejména z Celedi
Solanaceae. Pti péstovani ekonomicky vyznamnych polnich plodin jako je brambor (Solanum
tuberosum. L.) nebo rajée (Solanum lycopersicum L.) zptsobuje vysoké ztraty. V Evropské
Unii je brambor péstovan na ploSe pies 6 Mha, s hodnotou ptes 6 bilionu euro. Ztraty
zaptic¢inéné Phytophthorou infestans se odhaduji na 1 bilion euro ro¢né. Celosvétove potom na
12 biliont euro. Pokud jsou podminky pfihodné, je schopna znicit vétSinu tirody béhem tydne.
V klasické ochrané proti této chorobé se vyuzivaji fungicidy ve velmi vysokych davkach, coz
se projevuje na vysokych vstupech pii péstovani brambor (Haverkort et al., 2008) Odhady
ukazuji, Ze naklady spojené s ochranou ¢ini celosvétove roéné az 2,8 miliard euro (Wang et al.,
2008).

Patogen napada jak listy, tak hlizy a rychle se §iti hostitelskou rostlinou za vzniku nekroz.
P. infestans méla obrovské dopady na lidskou historii a je stale zavaznym ohroZenim

potravinové bezpecnosti (Brasier, 2008).



4.1.1. Taxonomie

Vétsina oomycet (Rasovky) obecné pfipomind houbové organismy, proto byly
v minulosti fazeny k askomycetum a basidiomycetum. Oomycety, stejn¢ jako Fungi, disponuji
filament6znim ristem, heterotrofnim zptsobem vyzivy a zaujimaji podobné ekologické niky.
Presto se vyskytuji urcité znaky, které vyvraceji tvrzeni o blizké piibuznosti. Oomycety jsou
diploidni téméf po cely Zivotni cyklus, na rozdil od hub, které¢ jsou typicky haploidni (Shawn
et Khaki, 1971). Buiikky houbovych organismt tvoii prehradkované, septoidni hyfy, které jsou
bohaté na chitin, na rozdil od bunécnych stén coenocytickych hyf oomycet, jejichz hlavni
slozkou je B- 1,4 glukan celuldza, B-1,3 a B-1,6 glukany (Bartnick-Garcia et Wang, 1983).
Oomycety také produkuji jednu jednosténnou sférickou sexudlni sporu (oosporu), ktera neni
schopnd pfezit v nepfiznivych podminkach (Judelson et Blanco, 2005).

Fylogenetické studie zalozené na molekularnich markerech tak fadi oomycety ke kmenu
Stramenofila (Obr. 1), eukaryotické skupiny SAR (Beakes et al., 2012). Piestoze vétSina
Phytophthora spp. napada terestrické hostitele, bazalni skupina oomycet primarné¢ obsazuje
vodni prostiedi stejné jako ostatni vétve Stramenopiles, jako jsou hnédé fasy, zlativky a
rozsivky (Andersson, 2007; Shawn et Khaki, 1971). Fylogeneticka analyza modernich taxond
odhalila, ze rostlinny parasitismus se vyvinul nezavisle ve tfech liniich oomycet. Rostlinné
patogeny jako je Peronospora, Pythium a Phytophthora vznikly ze spoleéného parazitického
predka (Thines et Kamoun, 2010).

Phytophthora je rozsahly rod ¢itajici kolem 100 druhid zptisobujicich fadu ekonomicky
vyznamnych celosvétoveé rozsitenych chorob (Wheller et al., 1998). Na zakladé sekvenci
ribosomalnich gend a asociovanych intront (ITS oblasti), bylo definovano 10 vyvojove
ptibuznych vétvi v rodu Phytophthora. P. infestans je stejné jako P. phaseoli, P. mirabilis, P.
ipomoeae a P. andina zatfazena do Ic vyvojové vétvé (Cooke et al., 2000).

Taxonomické fazeni dle Adl et al. (2015):

Doména — Eukaryota

Oddé¢leni — Oomycota

Ttida — Oomycotes

Rad — Peronosporales

Celed’ — Pythiaceae

Rod — Phytophthora

Druh — Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
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Obrazek 1: Zjednoduseny fylogeneticky strom Eukaryot (Razan et Mattoo, 2005)

4.1.2. Biologie

Zastupci Oomycet, mikroskopicky houbovych organismd, jsou vétSinou saprofité nebo
fakultativni ¢i obligatni parazité. Stélka vétSiny druhti je charakteristickd vlaknitym,
trubicovitym tvarem. Tvoii nepfehradkované vétvené mycelium. Parazitické druhy vytvareji
haustoria a pronikaji do bunécnych stén hostitele, vnitrobuné¢ni parazité maji amorfni stélku
bez bunécné stény. Protoplast P. infestans je cenocyticky, mnohojaderny. Zasobni latkou je
mykolaminaran (Kalina et Vana, 2005).

Asexualné se P. infestans rozmnozuje pies sporangia. Sporangiofory (Obr. 2, A)
vyrustaji z mycelia praduchy nebo poranénou pokozkou. Jednotlivé nebo po 2-5 svazcich.
Sporangia jsou ovalného nebo citronového tvaru, bezbarva, hladka a tenkosténna, jsou opatiena
kratkou stopeckou na bazi a apikalnim porem. Po dozrani jsou uvoliiovéana a ptrenaSena vétrem
na velké vzdalenosti nebo vodnimi kapkami z hornich listi na dolni a na ptidu. Sporangia (Obr.
2, B) jsou zdrojem sekundarnich infekci. Sporangia jsou velkd 29-36 x 19-22 um a kli¢i bud’
ptfimo (pfi teplotach 15-24 ° C), nebo nepiimo pies zoospory (pfi teplotach pod 18 ° C).
Zoospory (cca 7-12 na sporangium), které jsou ledvinovitého, mirné zplostélého tvaru a
opatfené dvéma biciky rizné délky, jeden orientovany dopiedu a jeden dozadu. Zoospory jsou
obvykle bez jader, ale byly detekovany i dvoujaderné zoospory. Po kontaktu s hostitelskou
rostlinou se zoospory prestavaji pohybovat, ztraci biciky, vytvaii kliéni vlakno zakoncené
apresoriem, které prorustd do hostitelské rostliny praduchy, nebo pomoci penetraéniho hrotu
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pronikaji pokozkou do vnitfnich parenchymatickych pletiv a vyviji se v mycelium. V
mezibunéénych prostordch napadenych pletiv se postupné rozristaji jednotlivé hyty, vétvi se a
tvoti haustoria, kterymi pronikaji do bunék, z nichz ziskavaji Ziviny. V kultufe je mycelium bilé
a nacechrané; kolonie je pomalu rostouci. Ristové rychlosti se mezi izolaty mohou dramaticky
lisit, rychle rostouci izoldty mohou pokryt desku o rozmérech 9 cm v pribéhu 7 az 10 dni.
Nekteré izolaty vytvareji hrudkovity vzhled: toto bylo spojeno s pohlavnim typem A2. Pfi
pohlavnim rozmnozovani dochazi ke splynuti antheridii a oogonii za vzniku oospory.
Antheridia jsou haploidni, amphigynni a cylindrické sam¢i pohlavni bunky s rozméry
17 (max.22) x 16 um. Oogonie se vyskytuji jen vzacné v jednopohlavné kultute, vyvijeji se
ovSem okamzité na sparovanych izolatech obou pohlavnich typt, jejich primér je 38-50 pm,
Oospory jsou kulovitého tvaru o velikosti 2446 pm, silnosténné a kli¢i pomoci kli€niho
vlakna, které zakoncené terminalnim sporangie. Jsou velmi odolné vici nizkym teplotdm a

suchu, proto mohou mit Zivotnost az né€kolik let (Stamps, 1985; Termorshuizen, 2007).

3

Obrazek 2: Sporangiofory (A), Sporangia (B), (Watt, 2013).

4.1.3. Historie

Nova choroba brambor se v Severni Americe objevuje roku 1843. Epidemie zacala
rozSitenim do péti stati, od New Y orku po Philadelphii. Historické zdroje uvadéji, ze roce 1843
byla pole s bramborami napadena hnilobou a znic¢ila 50 % Grody, a to jeste€ pfedtim, nez rostliny
zacaly vytvaret biomasu (Ellsworth, 1843). Diivodem zavleceni choroby byl pravdépodobné
import hliz a guana z Peru a jizni Ameriky, které se v poloviné 19 stoleti masové dovazely jako
hnojivo a geneticky zdroj pro nové odrudy brambor.

V Evropé byla pliseni bramborova poprvé pozorovana v Belgii v ¢ervnu roku 1845.

Odtud se rozsifila do Flander, Nizozemi a Francie. V pfistim roce se dostava do celé Evropy,



hlavn¢ na uzemi Anglie a Irska (Bourke, 1964). Vznikla epidemie, ktera mezi lety 1845-1847

Mrwe

4.1.4. Piavod

Puvod svétové populace P. infestans je dodnes predmétem diskuze. Existuji dvé
konkurenéni teorie, které podporuji bud’ ptivod v jizni Americe, nebo v oblasti vrchoviny
centralniho Mexika, jez jsou genetickymi centry hostitelského rodu Solanum.

Dle Andské teorie, poprvé predlozené Berkeleym (1846) a nasledné potvrzené Barym
(1861), pochazi P. infestans ze stejné oblasti jako jeji hostitel, tedy z jihoamerickych And
(momentalné oblasti Peru a Bolivie) (Andrivon, 1996). Gomez-Alpizar et al. (2007) uvadéji, ze
Andsky zdroj inokula inicioval epidemie nejprve v USA a potom v Irsku, které vedly
k hladomoru. Analyza mitochondrialnich a jadernych lokust P. infestans silné podporuje
jihoamerické centrum ptivodu tohoto patogenu. Vyvojové déjiny P. infestans byly navrzeny
tak, Ze rodova populace Phytophthora se rozchazela na rizné linie v jihoamerickych Andach v
souvislosti s divokymi druhy Solanum. Dvé odlisné linie vedly ke vzniku stavajicich haplotypt
P. infestans schopnych infikovat brambory, rajéata a nékteré divoké druhy Solanum.
Hostitelska specifi¢nost se stala hnaci silou pro zachovani odliSnych linii v Ekvadoru a Peru.

Na druhé strané se predpoklada, ze je P. infestans ptiivodem z centralni ¢asti Mexika.
Jen zde byl potvrzen vyskyt pohlavnich typl v poméru 1:1. Populace je v této oblasti velice
riznoroda fenotypoveé i genotypoveé (Goodwin et Drenth, 1997; Griinwald et Flier, 2005).
Dal$im voditkem je velké mnozstvi druhti z ¢eledi Solanaceae rezistentnich vuci P. infestans

pochazejicich z oblasti centralniho Mexika (Niederhauser, 1991).

4.1.5. Zivotni cyklus

Vzhledem Kk tomu, ze je P. infestans hostitelsky specificky parazit, potiebuje rostlinné

pletivo k tomu, aby mohla existovat. Ve vétsing pripadu se P. infestans rozmnozuje nepohlavné.

Nepohlavni rozmnoZovani

Zivotni cyklus tak zaGinid v podobé sporangii, (Obr. 3) které se uvoliuji ze
sporangiofort a jsou unaseny vétrem. Pokud je porost zalozen z hliz infikovanych P. infestans,
projevy choroby se mohou objevit jiz na jafe. Pfi vhodnych podminkach sporangiofory
vyrustaji ze stomat a uvoliluji sporangia, diky nimz se patogen rozsifuje velice rychle.
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Ideélni teplotni podminky jsou kolem 20 °C se vzdusnou vlhkosti nad 91 %-100%.
Sporangia se uvoliluji v rannich hodindch, kdy rychle vzristajici teplota vytvari vysokou
vzdu$nou vlhkost. Pti teplotach nad 12-15 °C mohou sporangia na hostiteli kli¢it pfimo pomoci
kli¢niho vladkna. Pokud se teplota dostane pod 12 °C, sporangiofory uvoliiuji pohyblivé
zoospory a kli¢i nepfimo, teprve po kontaktu s hostitelem. Volné zoospory maji na rozdil od
sporangii a zejména oospor omezenou Zivotnost, a to predevsim v nepfitomnosti vody nebo pfi
vystaveni slunecnimu zaieni po delsi dobu. Zoospor se uvoliuje zpravidla 5 az 10 na
sporangium. Zoospory se brzy piestavaji pohybovat, ztraci bic¢iky, vytvaii klicni vldkno
zakoncené apresoriem, které prorustd do hostitelské rostliny praduchy, nebo pomoci
penetra¢niho hrotu pronikaji pokozkou do vnitinich parenchymatickych pletiv a vyviji se v
mycelium. (Carroll et Tudzynski, 1997; Judelson 1997; Andersson, 2007).

Po penetraci hostitele se v mezibunéénych prostorach napadenych pletiv postupné
rozrustaji hyfy a tvoii haustoria, kterymi patogen ziskdva ziviny z téla hostitele (Grenville-
Brings et van West, 2005). Po skonceni inkubacéni doby, jejiz délka byva kolem 3 dnd, dochazi
k opétovné sporulaci patogenu. Tento rychly proces dava patogenu potencial se $ifit zavratnou

Hlizy brambor mohou byt infikovany, pokud dojde k pfenosu sporangii do pudy,
napiiklad smytim z listl. Sporangia proklickuji do hliz v misté lenticel nebo ocek. Napadené

ey oo

sklizn€ a zaroven jako zdroj nakazy pro dalsi 1éta (Andrivon, 1995; Carroll et Tudzynski, 1997).

Pohlavni rozmnozovani

Jsou znamy dva pohlavni typy P. infestans typy, Al a A2. Studie prokazaly, ze typ Al
ma heterozygotni genotyp (Aa), zatimco A2 je recesivni homozygot (Judelson et al., 1995). Pro
sexualni rozmnoZovani je nutna ptitomnost obou pohlavnich typt. K produkci oospor tedy
dochazi jen tehdy, pokud se v pletivu setkaji dvé fyziologicky odlisné stélky, které v myceliu
obsahuji jen bud’ samici, nebo sam¢i jadra. Dochdzi ke spojeni antheridii a oogonii a z oplozené
oosféry vznikd oospora. Oospory jsou silnosténné spory a piezivaji i velmi nepiiznivé
podminky jako jsou nizké teploty nebo sucho. Ptetrvavaji v rostlinnych zbytcich a padé i

nékolik let.



4.1.6. Migrace

Do 80 let byl v mistech rozsifeni ptitomen pouze pohlavni typ Al a sexualni cyklus
rozmnozovani nebyl pfi analyzovani choroby zndm. Oba pohlavni typy byly nalezeny jen
Vv Mexiku. Mimo Mexiko dominovala pfitomnost klonalni linie US-1. Tato situace se nicméné
radikalné¢ zménila béhem 80 a 90 let. Na zaklad¢ migrace doslo k zavleeni A2 typu do Evropy.
Poprvé se A2 pohlavni typ objevil ve Svycarsku (Hohl et Iselin, 1984), dale v Anglii (Gunn,
1990), nésledné v fad¢ evropskych zemich, a také v Koreji nebo Japonsku. Na zacatku 90 let
byl A2 pohlavni typ nalezen taktéz v USA a Kanad¢ (Fry et al., 1993). Piitomnosti exotickych
linii P. infestans doslo k pohlavnimu rozmnoZovani patogenu. Timto zpisobem je zabezpeCena
geneticka variabilita a také vyssi odolnost k fenylamidovym fungicidiim (Goodwin et al., 1995;
Andersson et al., 2009; Sibley et al., 2012). V USA neni sexualni rozmnozovani béZzné, objevuje

se jen ziidka (Lamour, 2013).
4.1.7. Priznaky

Obecné lze tvrdit, Ze vyskyt plisné bramboru Ize o¢ekavat v obdobi, kdy se porost za¢ina
zapojovat a rostliny se vzajemné dotykaji. Zalezi na mnoha faktorech, predevsim vSak prubehu
pocasi, lokalité, mikroklimatickych podminkach a nachylnosti péstované odriidy (Hausvater,
2011). Prvni pfiznaky se objevuji na listech ve spodni €isti rostliny. Vytvaii se malé bledé az
tmave¢ zelené skvrny, které se méni ve hnédé nebo cerné 1éze. Vyvoj zalezi na vlhkosti vzduchu,
skvrny se objevuji nejprve na okrajich listil. Svétle zelené az zluté skvrny rozdé€luji zivé a mrtvé
pletivo. Sporulace se objevuje na spodni strané listu, jako bil4 plisent ohranicujici 1éze. Listy
mohou opadévat. Plisel bramborova se miZe rozSifovat také na stonky, které jsou v misté
napadeni oslabeny a mohou se bortit pod naporem vahy rostliny. Na napadenych hlizach
pozorujeme nepravidelné zbarveni, suché, hnédé nekrotické skvrny penetruji z povrchu dovnitt
pletiva. Sekundarni patogeny (pfedevsim bakterie) pak napadaji hlizy a pisobi hnilobng. Plisei
bramboru se standardné nerozsifuje béhem skladovani, nicméné sekundéarni patogeny mohou
tomuto jevu napomoci. Patogen se jevi zprvu nenapadné, miize se ovsem béhem tydne rozsitit

z nékolika napadenych rostlin na celé pole (Henfling, 1987).
4.1.8. Ochrana

Zéakladnim péstitelskym opatfenim Vv boji proti P. infestans se uvadi volba vhodné

odridy pro dané¢ podminky. Dle odridy by se méla odvijet dalsi péstitelskd opatieni, jako je
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fungicidni ochrana nebo termin ukonceni vegetace. Nachylné odriidy nelze bez rizika péstovat
na té¢zké padé nebo vlhkych lokalitach. Zasadnim je pak vybér odridy pro ekologické
zemedelstvi. Dulezitym krokem pii pfipravé sadby je naraseni a nakli¢eni, aby byl porost
v dobé nastupu infekce v pokro¢ilém stavu. Dal$im vyznamnym faktem je dostate¢né
vyrovnand vyziva v porostu, zejména pak zasoba hotc¢iku a ostatnich mikroprvki. Piehnojeni
dusikem naopak vede k rychlejSimu $iteni choroby. Napadeni hliz je mozné redukovat vyssi
vrstvou pudy nad hlizami a nahrnutim hribku. Ptida tak ptisobi jako mechanicka a biologicka
izolace. Rozhodujicim ¢lankem ochrany je pouziti fungicidii. Preventivni posttiky proti plisni
se aplikuji v obdobi suchého pocasi a slabého infekéniho tlaku. PouZzivaji se fungicidy na bazi
imancozebu a metiramu. V obdobi ptfed epidemii, epidemie a silného infekéniho tlaku, za
neptizné pocasi, se vyuzivaji ptipravky systémové a kontaktni. V ptipadé pouziti fenylamida
je nebezpeci rezistence, proto je nutnd stiidma aplikace. V zavéru vegetace se aplikuji ptipravky
k ochrang hliz. U¢innymi latkami jsou napiiklad fluazinam, dimethomorph a dalsi. Ukonéeni
vegetace ve formé likvidace naté, je zékladnim piedpokladem pro Gspe€sné omezeni vyskytu
choroby v nasledujicich letech. Mechanické ¢i chemické odstranéni zamezuje tvorbé sporangii

a jejich smyvu do pudy (Hausvater et al., 2011).
4.1.9. Rezistence P. infestans

V zavislosti na migraci A2 pohlavniho typu P. infestans, doslo k posileni fitness
populace patogenu a zvySila se frekvence virulentnich gend. Dramaticky se tak zvysila i
rezistence k fungicidim, konkrétné¢ metalaxyl byl uspé$né vyuzivan od roku 1977, jako
systémovy fungicid. Situace se vyrazn¢ zménila s novou sexudln¢ reprodukovanou populaci P.
infestans. V Evropé se rezistence objevila poprvé v Irsku a Holandsku kolem roku 1980
(Davidse et al., 1981), nasledné byla sledovana v mnoha zemich Evropy (Gisi et Cohen, 1996).
V roce 1992 bylo 45 % izolath v USA a Kanadé¢ rezistentnich k metalaxylu. O dva roky pozdéji
to bylo 87 % (Deahl et Jones, 1999). V Ceské republice se problém objevuje roku 1989,
nicméné pozdéjsi vysledky ukazuji na snizeni rezistence (Hausvater et Rasocha, 2000).
V zavislosti na kifiZeni ras dochazi k proménlivym staviim rezistence v populaci P. infestans
v geografickém métitku. Ve studii Mazakova et al., (2011) uvadéji vyrazné snizeni rezistence
a zvySeni sensitivity k metalaxylu (Obr. 3). Fenomén je vysvétlovan nespecifickym priabéhem
1éta, tudiz velkého tlaku na populaci patogenu. Rezistence na metalaxylu je slozita a mtze
zahrnovat nékolik gen. U nékterych izolath wud€luje rezistenci jednonukleotidovy

polymorfismus (SNP) genu kodujici RPA190. Matson et al. (2015) ve své studii uvadéji, ze
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SNP chybi u mnoha rezistentnich ras Severni Ameriky, Evropy a Mexika, proto mize byt

metalaxyl opét pouzit pii kontrole velkého mnozstvi kment P. infestans.
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Obrazek 3: Odezva izolati P. infestans na metalaxyl mezi lety 2003-2008 (Mazakova et al., 2011)

4.1.10. Virulence P. infestans

Elicitory, ve vztahu rostlina-patogen jsou latky syntetizované patogenem, jsou to latky
ruzné chemické povahy, stimulujici rostlinnou obranou reakci (Mikes et al., 2001). Za exogenni
elicitory byly diive oznaCovany latky patogenniho ptivodu a za endogenni elicitory latky
rostlinného plivodu. Elicitory byly povazovany za spoustéce syntézy fytoalexinti (Ebel et al.,
1994). Dnes se ovSem tvrdi, Ze jsou to prekurzory jakékoli obranné rostlinné reakce
(Nurtenberg, 1999). Elicitori mize byt celd fada, mlizeme je rozdé¢lit na nespecifické a
specifické. Nespecifické maji souvislost s primarni imunitou, kam spadaji vlivy chemickych
latek, MAMP’s (microbe-associated molecular pattern), PAMP’s (pathogen-associated
molecular pattern) (Henry et al., 2011). Jako PAMP‘s jsou oznacovany malé molekuly typické
pro povrchy patogennich organismu. Tyto molekuly jsou ¢asto nezbytnou soucasti tél patogentl,
proto je patogen nemize eliminovat (Sasek, 2011). PAMP’s tridgged imunity byla v ramci
evoluce vyvinuta jako odezva na specifické molekuly patogennich organismu jako je flagellin,
lipopolysacharidy, peptidoglykan, chitin atd. VSechny tyto latky jsou rozeznavany rostlinnymi
receptory PRRs (pettern recognising receptors) (Newman, 2013). Efektory jsou rozpoznavany
tzv. plant disease resistence, tedy R proteiny, zapti¢inujici efektorové zalozenou imunitu
rostliny (ETI). Tato imunita se ¢asto podili na hypersenzitivni reakci (HR), tedy programové
bunécné smrti, kdy dochézi k odstfiZzeni patogenu od zdroje vyzivy. Oomycety sekteruji RXLR
efektory (kde R je arginin, X jakakoli aminokyselina a L leucin). Tyto efektory jsou
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translokovany dovnitf hostitelské buiiky (Whisson et al., 2007). Rasové specificka rezistence
je charakterizovéna vztahem dominantni alely genu rezistence (R) a korespondujici patogenni
alely genu avirulence (Avr). Na zaklad¢ teorie gen proti genu, patogen piizpusobuje svoji
genentickou informaci tak, aby zabranil rozpoznani sekretovanych molekul hostitelskou
rostlinou. Phytopthorové Avr proteiny jsou sjednoceny pod RXLR motiv a patii do velmi
dynamické superodiny ¢itajici vice nez 500 genti. Pro lepsi sledovani vyvoje virulence populace
P. infestans byl vyvinut molekularni marker zaloZeny na jednonukleotidovém polymorfismu
(SNP) detekovaném na RXLP efektorovych genech (Armstrong et al., 2005; Fry, 2008; Guo et
al., 2009).

4.2. Solanum tuberosum L.

4.2.1. Taxonomie

Dle nejnovéjsich fylogenetickych poznatki, zahrnuje fad Solanales, pattici mezi vyssi
dvoud¢lozné rostliny, 5 €eledi, 165 rodiia4 125 druht (APG, 2016). Dle Stevense (2017) naleZzi
¢eledi Hydroleaceae (lepicovité) jen jeden rod a 12 druhd, Montiniaceae (prudilovité) 3 rody a
5 druhti, Sphenocleaceae 1 rod a 2 druhy. Bylo zjisténo, na zakladé studii 18 S ribosomalni
DNA, Ze v ramci fadu, jsou Solanaceae a Convoluvulaceae sesterskymi vétvemi (Soltis et al.,
2000). Zatimco jsou tyto 2 rozsahlé ¢eledi rozsifeny téméf po celém svété, kromé arktickych
oblasti, Hydroleaceae, Montiniaceae a Sphenocleaceae jsou omezeny oblastmi tropickymi a
nemaji zadny ekonomicky vyznam (Eich, 2008 c). Do Convolvulaceae (svlaccovité) patii 59
rodl a pfiblizn€ 1880 druhii (Stevens, 2017), mezi nimiz jsou vyznamné plodiny. Napiiklad
Ipomoea batatas L. tzv. bataty, jejichz hlizy jsou jedlé, a maji az o 50 % vyssi nutri¢ni hodnotu
nez brambory. Zasluhou Krystofa Kolumba byly dovezeny téméft o stoleti diive nez brambory
(Valicek, 2002).

Celed’ lilkovité (Solanaceae Juss., 1789), Vv anglické literatufe uvadény jako
"nightshades", ¢itd 102 rodi a 2460 druhid. Pocet druhii a taxonomické uspotfadani celedi se
neustale pietvari (Simpson, 2006).

Kromé¢ druhti rodu Solanum L. jsou soucasti Solanaceae dal$i vyznamné rody. Rod
Capsicum L. (paprika) piivodem z Jizni Ameriky pfedstavuje dva kulturni druhy a to C. annum
a C. frutescens. Jedna se o hospodaisky vyznamnou komoditu s rozmanitym vyuzitim od
zeleniny po kofeni. Existuje mnoho kultivari a péstuje se po celém svété. Physalis L.

(mochyné) ma jedlé oranzové bobule. K témto G¢eltim je vyuzivan americky druh P. peruviana
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(Novak et Skalicky, 2012). Nicotiana tabacum L. a N. rustica jsou vyrazné druhy pro vyrobu
tabakovych vyrobkid. Pivod maji stejny jako Caspicum, péstuji se na vSech svétadilech od
rovniku po teplejsi oblasti mirného pasu. SusSené listy byly ptivodné uzivany americkymi
indiany jako vykufovadlo. Obsahuji pyrimidinové alkaloidy, nikotin je vysoce toxicky
(Vanicek, 2002). Prvni divoké druhy petunii (Petunia) odvozené ze semen pochazejicich z jizni
Ameriky, byly péstovany v botanické zahrad¢é v Berlin¢ (1823) a Glasgow (1831). Po 170 let
byla provadéna selekce a vysledkem je nespocet variant této kvétem okrasné rostliny (Gebhardt,
2016).

Rod Solanum je s pfiblizné 1500 druhy, jednim z nejvétSich a nejrozsifenéjSich v ramci
(Frodin, 2004). Rada druh se fadi ke kulturnim plodinam. Vyraznou ekonomickou dilleZitost
maji rajcata (S. lycopersicum L.), brambor (S. tuberosum L.) a lilek (S. melongena L.) (D’ Arcy,
1986). Rajce (Solanum lycopersicum, diive Lycopersicon esculentum), je rostlina, ktera byla
domestikovana v pre-kolumbijskych dobach v Mexiku nebo Peru. V Evropé se pak objevuje
V poloviné 16 stoleti (Daunay et al., 2007). Odtud se rajcata roz$ifila na vSechny ostatni
byla vedle kukufice hlavnim rostlinnym modelem klasické genetiky ve dvacatém stoleti, diky
své self-inkompatibilité, snadné kultivaci a velké morfologické rozmanitosti (Gebhardt, 2016).
K domestikaci lilku vejcoplodého (Solanum melongena) doslo v oblasti dnes$ni Indie,
Myanmaru a Ciny, kde se stéle objevuji nekulturni typy.

Obecné jsou hliznaté druhy Solanum rozifazeny do dvou sekci: Petota (také znama jako
Tuberarium) a Etuberosum. Vyznamnéjsi a rozsahlejsi sekce Petota je rozdélena do dvou
subsekci, Potatoe a Estolonfera. Vsechny hliznaté druhy véetné kulturniho bramboru (Solanum
tuberosum L.) nalezi subsekci Potatoe, série Tuberosa. Potatoe ¢ita 224 hliznatych druhi v 19
sériich (Spooner, 1990). Ze vSech hliznatych druht rodu Solanum je kultivovano, kromé
Solanum tuberosum, dalSich Sest druh rodu Solanum a to lokalné v Andach (Hijmans et
Spooner, 2001). Brambor ma obrovsky genofond ¢itajici mnoho nekulturnich druhti. Bylo
publikovano mnoho praci na téma taxonomie bramboru, nicméné se autofi ve svych zévérech

mnohdy rozchazeji a klasifikace je dodnes nejasna (Machida-Hirano, 2015).
4.2.2. Pavod

Nejvyssi druhova rozmanitost v rodu Solanum se vyskytuje v Jizni Americe a je

soustiedéna v Andach (Knapp, 2002). Hawkes (1994) zminuje tfi genetickd centra diverzity:

14



rovnikova oblast s kratkodennimi druhy, nizinné oblast Chile a ostrovy s dlouhodennimi druhy,
anizinné oblasti Uruguaye. Dle geografickych studii Hijmanse et Spoonera (2001), jsou divoké
druhy brambor ptitomny v 16 zemich Jizni Ameriky, 88 % druht bylo nalezeno v Argenting,
Bolivii, Mexiku a Peru. VétSina (77) druhii byla endemickych. Nejvétsi zastoupeni druhti bylo
v Peru (93).

Spooner et al. (2005) predpoklada jediny ptivod kulturniho bramboru z nekulturniho
praptedka piitomného v S. brevicaule komplexu v jizni ¢asti And. Ptivod evropskych brambor
je diskutabilni. Huaman et Spooner (2002) uvadéji, ze brambory byly plvodné dovezeny
z oblasti Chiloé v Chile. Nicméné¢ Hawkes (1994) uvadi, ze bézné brambory pochazeji
z brambor péstovanych v Andach, bolivijskych vysocinach, Peru a severni Argenting.
Molekularni analyza ukazala na andsky plivod evropskych brambor pted rokem 1700, pozd¢ji
byly introdukovany brambory z Chile a staly se castéjSimi jeSt€¢ pred vypuknutim
Phytophthorové epidemie (Ames et Spooner, 2008; Rios et al., 2007). Mexické a
Stfedoamerické odridy a variety jsou povazovany za vysledek migrace sadby v post

Kolumbijskych dobach (Spooner et al., 2007).
4.2.3. Geneticka variabilita

Pé&stované brambory lze klasifikovat na krajové odriidy ptivodnich variet, které se v jizni
Americe stale udrzuji, nebo vylepsené odridy péstované po celém svété. Krajové odridy jsou
velice variabilni ve tvarech, barvé duzniny a slupky. Jsou péstovany v horskych oblastech And
od zapadni Venezuely po jiZni a severni Argentinu a v niZinach jizniho a stfedniho Chile a jsou
prizpusobeny stfedni az vysoké nadmoiské vysce (3000-4000 m). Druhy Solanum maji
jedine¢né reprodukéni charakteristiky. Mohou se rozmnoZovat vegetativn€ 1 generativng;
gametami s neredukovanym poctem chromosomu, existenci odlisné ploidity, a pfitomnosti
endospermové bariéry, které reguluji interploidni a mezidruhové kiizeni. Kulturni druhy
brambor maji zdkladni chromozémové ¢islo n = 12 a mohou byt diploidni (2n = 2x = 24) az
hexaploidni (6n = 6x = 72) a také triploidni (2n = 3x = 36), tetraploidni (2n = 4x = 48) nebo
pentaploidni (2n = 5x =60) (Machida-Hirano, 2015; Carputo et Barone, 2005). Kulturni odrudy
jsou tetrasomické tetraploidy, bez diploidizace. Pfevazna vétSina (80%) nekulturnich druhti je
diploidnich. Ploidita se véaze ke k fenoménu neredukovanych gamet. Vedle béznych
haploidnich gamet (n), n¢které genotypy mohou produkovat neredukované gamety (2n) jako
produkt meiotickych anomalii. Frekvence téchto gamet se pohybuje mezi 2-10 % (Watanabe,

2002). Diploidni druhy ze sekce Petota stejné jako tetraploidni S. tuberosum subsp. tuberosum,
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jsou self-inkompatibilni. Inkompatibilita je gametofytickd, determinovana multialelickym
lokusem S. Druhy Solanum jsou druhy opylované hmyzem a potomstvo vznika kiizenim.
Dalsim fenoménem pii k¥izeni ovliviiujici kiizitelnost bramboru je tzv. endosperm balance
number (EBN). EBN je izola¢ni mechanismus, ktery omezuje nadmérné kiizeni v populacich
Solanum. Pokud dojde ke ktizeni druhti s nekompatibilnim EBN, vysledkem je snizeni vitality
embryi. Diploidni (2n = 2x = 24) plané druhy Solanum s EBN = 1 jsou sexualn¢ izolované od
diploidnich 2EBN druhti, tetraploida (2n = 4x =48, 4EBN) a dihaploidi (2n=2x=24, 2EBN). S.
tuberosum je 4EBN, kdezto vétSina nekulturnich druhd je 2EBN. Tyto bariéry kiiZitelnosti
mohou byt pteklenuty zvySenim nebo snizenim urovné ploidie (Carputo et al., 1997). Aby bylo
docileno normalniho vyvoje endospermu, musi byt mateiské EBN dvakrat vyssi nez otcovske,

tzn. v poméru 2:1 (Carputo et Barone, 2005).
4.2.4. Slechténi na rezistenci k P. infestans

Pii Slechténi na rezistenci se vyuzivd moznosti vice zdrojii rezistence. Rezistence
béznych odrid brambor pochazi zejména ze Solanum demissum a S. stoloniferum. Zpétna
ktizeni byla realizovana s druhy S. papita, S. polytrichon, S.verrucosum a S. bulbocastanum.
Rezistence kulturnich brambor je v ¢ase velmi nestabilni, proto je nutno vyhledavat nové

genetické zdroje s vyssi pravdépodobnosti Zivotaschopnosti (Zimnoch-Guzowska, 2003).

Historie Slechténi

Kolem roku 1840, kdyZz vypukla epidemie plisn€ bramborové, byla u nékterych
kultivarti rostoucich v Evropé pozorovana urcitd tolerance k chorobé (Glendinning, 1983). S.
tuberosum nicméné nebyl dostateénym zdrojem rezistence pro ziskani vysoce rezistentnich
kultivar. Zacatkem 20. stoleti byly rezistentni mexické druhy S. demissum a S. stoloniferum
zatazeny do Slechtitelskych programi proti plisni bramboru (Salaman, 1937). Kolem roku
1920 byla objevena hypersenzitivni reakce u S. demissum. Nasledné byl proveden transfer R
gent zpétnym kiizenim S. tuberosum kultivard se nekulturnim S. demissum (Toxopeus, 1956).
Black (1952, 1954) rozpoznal ¢tyfi kompletné dominantni R geny pochazejici ze S.demissum
(R1, R2, R3, R4).
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4.2.5. Monogenni rezistence

Monogenni (vertikalni, rasové specifickd) rezistence k plisni bramboru je pfisuzovana
dominantnim R genlim a spojovana s hypersenzitivni rekci, vedouci k bunécné smrti, pti které
dochazi k rychlé lokalizaci patogenu a zamezeni kolonizace okolniho pletiva. Je to vysledek
interakce mezi rostlinnymi receptory kodovanymi R-geny, kteti pfimo ¢i neptimo, rozpoznavaji
patogenni elicitory kodované geny avirulence Avr (Flor, 1971). Rychlou mutaci Avr gent
dochazi ke ztrat€ rozpoznavaci schopnosti receptort, tim padem 1 rezistence hostitele. Bylo
rozpoznano 11 R gend v liniich kiiZzenych se S. demissum, R1-R9 (Malcolmson et Black, 1966),
R10 a R11 (Skidmore et Shattock, 1985). Dalsi dva geny pochazeji ze S. stoloniferum (Schick
et al., 1958; Schick et Schick, 1961). Nékteré R geny byly pomérné snadno introdukovany do
genomu mnoha kultivarti bramboru, diky své dominantni a monogenni povaze. P&t z jedenacti
R-gent koduje folidlni rezistenci k P. infestans. Gen R1 je lokalizovan na kratkém rameni V
chromozomu (Leonards-Schippers et al., 1992). Tato oblast obsahuje velké mnozstvi lokust
kvantitativnich znakli (QTL) rezistence k plisni bramboru, které byly lokalizovany a mapovany.
R2 gen je lokalizovan na IV chromosomu (Li et al., 1998) a R3, R6, R7 umistény na
choromozom XI (El-Kharbotly et al. 1994, 1996). Byly zmapovany dalsi R-geny, kterym je
ptisuzovana komplexni rezistence. Rpil na VII chromosomu (Kuhl et al., 2001), Rbl na VIII
(Naess et al., 2000) a Rber na IX chromosomu (Ewing et al., 2000).

Rezistence zaloZend na jednom R genu nebo jejich kombinaci se potvrdila jako snadno
prekonatelna. Nové patotypy P. infestans ji prekonavaji, proto se mnoho $lechtitelti pfiklani
k odstranéni R-genti ze S$lechtitelského programu (Wastie, 1991). Na druhou stranu se
dlouhodobé¢ objevuji ndzory, kdy se v ramci strategie genové pyramidy, snazi Slechtitelé zaradit

co nejvice rozliénych R genli do genotypu (Mohan et al., 1997).
4.2.6. Polygenni rezistence

Horizontalni rezistence je kontrolovdna minor geny a je povaZovana za rasove
nespecifickou (Simmonds et Westie, 1987). Horizontalni rezistence kvantitativnich znakt je
ucinna proti Sirokému spektru ras P. infestans. Kdyz byly ptekonany R-geny, Slechtitelé se
zacali zaméfovat na tzv. polni rezistenci, kterou lze chépat jako kombinaci obou druhli
rezistenci, kdy je dany genotyp schopen odolavat vnéj$im vliviim prostiedi (Thurston, 1971).
Zdroje horizontalni rezistence byly nalezeny v mnoha nekulturnich druzich jako je S.
demissum, S. stoloniferum, S. verrucosum, S. phureja a dalsich (Ross, 1986). Slechténi na polni

rezistenci je spojeno s pozdnosti (Swiezynski et al., 1991). Na zakladé¢ mapovani genovych
17



vazeb byla urCena lokace kvalitativnich a kvantitativnich rezistentnich gentt v genomu
bramboru. Faktory vyrazné ovliviiyjici kvalitativni rezistenci byly detekovany na vSech z 12
chromozomu. Dvé tietiny detekovanych QTL vykazuji relativné nizky efekt na rezistenci (10-
20%). Vysoky efekt (35-40 %) vykazuje zhruba 1/10 mapovanych QTL. Srovnavaci analyza
odlisnych populaci ukédzala na 3 vysoce aktivni mista v genomu, a to v distalnich ¢astech
chromosomu III, IV a V. Oblast vykazujici nejvySsi rezistenci v nati je umisténa na
chromosomu V, blizko markeru lokusu GP21 (Simko, 2002). Polygenni rezistence v tomto
lokusu byla detekovana u populaci pochazejicich z mnoha druhti Solanum (Leonards-Schippers
et al., 1994). Polygenni rezistence se obecné povazuje za ucinnou a stabilni v Case, genotypy
reaguji podobné na rizné izolaty P. infestans a rezistence ma dobrou fenotypovou stabilitu

v riiznych prostiedich (Simko, 2002).

Solanum demissum

Solanum demissum je hexaploidni (2n=72) mexicky divoky druh Solanum. Je dulezitym
zdrojem rezistence K plisni bramboru. Majorgeny rezistence R, ukazaly rasové specifickou
rezistenci k plisni bramboru a jsou spojovany s hypersenzitivni odezvou (Valeeshouwers et al.,
2011). Byla vytvofena diferenciaéni sada klont obsahujici jednotlivé geny rezistence
introdukované ze S. demissum (MaR1 — MaR1) (Mastenbroek, 1952). Pivodné byla sada
vytvofena, aby kazdy z klonli reprezentoval jeden gen rezistence, nicméné bylo zjisténo, Ze R1
se nachazi také v MaR5, MaR6 a MaR9 (Trognitz et Trognitz, 2007). MaR3 také obsahuje dva
geny, a to R3a a R3b (Huang, 2005).

4.2.6.1.1. R1

Technikou RFLP byla konstruovana prvni geneticka mapa bramboru. R1 gen rezistence
byl umistén mezi GP21 a GP179 markery na kratkém rameni V chromosomu. Kromé aplikace
molekularnich markert, bylo vyuZiti dihaploidii zZlomovym okamzikem pfi analyze a mapovani
genomu a vyzkumu Rpi gend. Pozd¢ji bylo zjisténo, ze se pozice R1 genu piekryva s oblasti
lokust kvantitativnich znakt (QLT) pro rezistenci k plisni bramboru (Leonards-Schippers et al.
1992; Sandbrink et al. 2000). Oblast QTL je spojovéna s rezistenci v hlizach a listech k P.
infestans (Sliwka et al., 2007). Meta — QTL pro oba znaky byly také lokalizovany v této oblasti
(Danan et al., 2011). Ballvora et al. (2002) poprvé klonovali R1 gen, jako prvni ze skupiny Rpi
gend. Tento gen obsahuje tii introny a koduje CC-NB-LRR protein s 1293 aminokyselinami
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(aa). Oblast bohata na C-terminalni leucin je neobvykle kratka a ¢ita pouze 400 aa. Funkéni R1
gen byl pfitomen pouze u rezistentni alely. Komplexni povaha R1 genu byla popsana u ti
genomi allohexaploidu S. demissum. Tii skupiny nezavisle se vyvijejicich R geny jsou
reprezentovany a charakterizovany chimérickymi strukturami, které jsou vysledkem casté
vymeény sekvence mezi paralogy (Ballvora et al., 2002; Kuang et al., 2005). VétSina soucasnych
izolatd P. infestans je virulentni k R1 rostlinam, zemé&délska hodnota odrid s R1 rezistenci je
klasifikovana jako nizkd. R1 muze byt nicméné pouzit jako marker pifi stanoveni QTL

rezistence K plisni bramboru na chromosomu V (Mori et al., 2011).

4.2.6.1.2. R2

R2 je oznaceni velmi rozsahlé a riznorodé genové rodiny mapované na chromosomu
IV. R2 gen byl prvnim Rpi genem mapovanym v tetraploidni populaci bramboru pouzitim
AFLP markerd. Jedna se o jeden z genti odvozenych ze S. demissum (Li et al., 1998). Bylo
identifikovano 11 orthologl vykazujici rezistenci k P. infestans: R2, R2-like, Rpi-blb3, Rpi-
abpt, Rpi-mcd1.1, Rpisnkl1.1, Rpi-snk1.2, Rpi-ednl.1, Rpi-hjtl.1, Rpihjtl.2 a Rpi-hjt1.3. Geny
R2 skupiny vykazujici rezistenci k P. infestans pochazeji z riznych genetickych zdroji (Tab.
1). R2 je celosvétové méné zastoupen nez R1, nicméné se objevuje U mnoha evropskych
kultivart jako je Eden, Fresco, Naturella, Pentland Dell a Rector. R2 gen zptisobuje prodlevu
pfi propuknuti choroby, i kdyz se setka s virulentnimi izolaty (Pilet et al., 2005). R2 je v mnoha
piipadech piekonan novymi rasami P. infestans, existuji ovsem regiony v Cing, Rusku nebo

Holandsku, kde rezistence pifekonana nebyla (Vleeshouwers et al., 2011).

4.2.6.1.3. R3

R3 je dobie prozkoumany gen pivodem z Mexika introdukovany ze S. demissum,
mapovan na kratkém rameni chromosomu XI (El-Kharbotly et al., 1994). Huang et al. (2004)
popsali, Ze ve skute¢nosti fenotyp odkazuje na dva tésné spojené geny R3a a R3b. Tyto dva
geny se pozdéji ukézali jako CC-NBS-LLR s 82 % shodnymi nukleotidy (Huang et al., 2005;
Lietal., 2011). Geny R5, R6, R7, R8, R9, R10 a R11 byly povazovany za alely stejného lokusu
na chromosomu XI (Huang, 2005). R8 byl pozd¢ji mapovan na chromosomu IX (Jo et al.,
2011). S popsanymi Rpi geny souvisi také oblast QTL na XI chromosomu, jako pozustatek
nekulturnich ptfedkt bramboru (Leonards-Schippers et al., 1994). R3a je pomérné Siroce
roz$iten mezi odrudami kulturniho bramboru stejné jako R3b. Bylo zjisténo, ze Avr3a ma velice
malou alelickou diversitu, a to dva haplotypy. Produkty obou alel jsou schopny potlacit

hypersenzitivni odezvu bramboru (Vleeshouwers et al., 2011).
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4.2.6.1.4. R4

Ctvrty z geni rezistence odvozenych od S. demissum nebyl zatim klonovan. Byl oviem
umistén do genetické mapy. R4 je spojovan s molekuldrnimi genetickymi markery sekvenci
homolognich Rx genti, vykazujicich rezistenci k PVX. Stejné€ jako R1, R2 a R3 je R4 zafazovan
ke skupiné R gent, ktera byla v poloving 50 let introdukovana do genetické informace riznych
kultivarti brambor. Jejich u¢innost zlstala nizka, na zdklad¢ vysoké frekvence virulentnich ras

patogenu (Vleeshouwers et al., 2011).

Huang (2005) pouzil Masterbroekovu holandskou diferenciac¢ni sadu klont v ramci své
studie, kde uvadi, ze geny RS, R8, R9, R10 a R11 jsou ve skute¢nosti soucasti R3 komplexu,
tedy jeho alelické verze, umisténé na XI chromozomu. Pro geny R10 a R11 toto tvrzeni pozdé&ji

potvrdil Bradshaw et al. (2006) s pouzitim Blackovy sady, ktera je identicka od R5 do R11.

Solanum bulbocastanum

Solanum bulbocastanum je diploidni, selfincompatibilni druh pochazejici ze Stiedni
Ameriky (Obr.). Vyskytuje se v horskych oblastech mezi 1200-2300 m.n.m (Spooner et al.,
2004). S. bulbocastanum nelze piimo k#izit s kultivary S. tuberosum. Jako pieklenovaci druh
byl pouzit S. acaule (2n=4x) a S. phureja (2n=2x). Triploidni S. acaule x S.bulbocastanum byl
kolchicinovan a vysledny fertilni hexaploid F1 byl kiizen se S. phureja (Hermsen et Ramanna,
1973). Doposud byly identifikovany a klonovany ¢tyii rezistentni geny: Rpi-blbl (Vossen et
al., 2003), také znam jako RB (Song et al., 2003); Rpi-blb2 (Vossen et al., 2005); Rpi-blb3
(Lokossou et al., 2010) a Rpi-btl (Oosumi et al., 2009).

4.2.6.1.5. Rpi-blbl

Rpi-blbl je také znam jako RB, izolovan ze S. bulbocastanum, klonovan s vyuzitim
genetické mapy a long-range PCR. Rpi-blbl koduje CC-NB-LRR proteiny o 970 aa. Funk¢ni
homolog byl detekovan u S. stoloniferum. Rpi-blbl se nachazi na skupin¢ CC-NB-LRR
paralogli VIII chromosomu. Tento gen byl definovan jako rasové nespecificky ke vSem
testovanym izolatim P. infestans, byly ovSsem nedavno objeveny virulentni izolaty v Mexiku.

Viruletnich ras je obecné malo, hlavné v Evropé a Severni Americe, tim padem se Rpi-blbl
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bere jako rezistentni k Sirokému spektru P. infestans izolatd, na rozdil od ostatnich R gent

(Vleeshouwers et al., 2011).

4.2.6.1.6. Rpi-blb2

Rpi-blb2 byl izolovan pozi¢nim klonovanim. Odvozeny ¢teci ramec kdduje polypeptid
1267 aa, a patii do skupiny CC-NB-LRR proteint. Rpi-blb2 je umistén na kratkém rameni VI
chromosomu. U rajéete je tento region pojmenovan Mi-1 a je z 82 % identicky s Rpi-blb2.
Tento gen je puvodem ze stiedniho Mexika (Obr. 4). Podobné sekvence Rpi-blb2 se vyskytuji
u Solanum jen velmi zfidka, tento fakt nizké alelické diversity naznacuje, ze se tento gen
vyvinul nedavno (Lokoosou et al., 2010). Rpi-blb2 vykazuje vysokou rezistenci k testovanym
izolatim, tim padem se povazuje za slibny Slechtitelsky material. Vysledkem introdukce byly

rezistentni odridy brambor Bionica a Toluca (Vleeshouwers et al., 2011).

Obrazek 4. Geografické rozsifeni pivodu skupiny geni rezistence S. bulbocastanum
(Vleeshouwers et al., 2011)

4.2.6.17.  Rpi-blb3 a Rpi-btl

Rpi-blb3 je umistén na vazebné skupiné IV v blizkosti markeru TG339 v hlavni skupiné
gend rezistenci k plisni bramboru jako také R2, Rpi-abpt a R2-like (Park et al., 2005). Rpi-btl
je dalsi z gend S. bulbocastanum, ktery nese rezistenci k plisni bramboru, je lokalizovan na

chromosomu VII a ze 78 % shodny s Rpi-blb1 (Oosumi et al., 2009).
Sarpo Mira

Sarpo Mira je jedena z nejvice rezistentnich odriid konzumnich brambor, vyskytujici se

momentalné na trhu (Kim et al.,, 2011). Byla vySlechténa v Mad’arsku rodinou Sarvari.
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Laboratorni a polni testy ukazuji rezistenci i pfi velkém infekénim tlaku P. infestans. Diky

morfologickym vlastnostem jako je velmi zdrava nat, potlatené olisténi a dlouhé obdobi

dormance se Sarpo Mira osvéd¢ila v oblasti ekologického zemédé€lstvi. I po mnoha letech od

registrace na rezistenci v nati je Sarpo Mira stale rezistentni i k velice agresivni rase P. infestas
13 A2 (White et Shaw, 2010).
Rietman et al. (2012) popsali komplex péti genti v tomto kultivaru. R3a, R3b, R4 a Rpi-

Smiral vykazuji kvantitativni rezistenci. Tomczynska et al. (2014) lokalizovali tyto geny na

chromozom X1k lokusu R3. Rpi-Smira2 byl nejprve detekovan jen v polnich podminkach. Rpi-

Smira2 byl pozdgji lokalizovan do RS lokusu, Chromosomu IX a pfi polnich pokusech

vykazoval s R8 kvantitativni rezistenci se stejnou trovni prodlevy v odpovédi k P. infestans

(Jo, 2013).
Tab. 1: Pfehled zmapovanych genii kvantitativni rezistence k P. infestans (Sedlak et al., 2016)
Lokus Donor Lokalizace Autor
R1 5. demissum Chromozdém V Leonard-Schippers et al. {1992)
R2 5. demissum Chromozdm IV Li et al. (1998)
R3a 5 demissum Chromozom Xl El-Kharbotly et al. (1994), Huang et
R3b al. (2005)
R4 5. demissum Chromozam Xl Verzaux (2010)
R5 5. demissum Chromozém VIl Huang et al. {2005)
Rb6 5. demissum Chromozdm Xl El-Kharbotly et al. (1996)
R7 5. demissum Chromozom X| El-Kharbotly et al. [1996)
RS 5. demissum Chromozdm 1X Joetal. (2011)
R9%a 5 demissum Chromozém IX Jo et al. (2015)
R10 5. demissum Chromozdm Xl Bradshaw et al. (2006)
R11 5. demissum Chromozam Xl Bradshaw et al. (2008)
Rpi-blb 1 5. bulbocastanum Chromozém VIl Song et al. (2003)
Rpi-5miral Sdrpo Mirag Chromozom Xl Tomczynska et al. (2014)
Rpi-Smira2 Sdarpo Mira Chromozdm IX Jo (2013)
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5 Material a metody

5.1. Odvozeni monosporickych izolati P. infestans

Mezi lety 2012 a 2016 bylo odebrano celkem 142 vzorku patogenu z 22 lokalit:
Valecov, Olesnice, Lucice, Mal¢in, Frydnava, Vesely Zdar, Jedouchov, Kamenice u
Humpolce, Velhartice, Domaninek, Zeliv, Lipa, Maly Bor, Lukavec, Lucice, Malcin,
Modlikov, Nové Dvory, Praha 6 Suchdol, Rozsochatec, Semice a Vesely Zdar.

Pti odebirani je nutny optimalni stav napadeni. Choroba se dostatecné rozviji ve vlhkych
a nepfili§ teplych podminkach. Pokud je vlhkost nizké a teplota vysokd, dochazi k zasychéani
mycelia a snizeni jeho vitality. Vzorky lze odebirat, pokud na krajich 1ézi proristaji
sporangiofory. Listy byly odebrany ptimo z pole a vlozeny do polyethylenového sacku.
Nasledné byly oznaceny: Vell, VelS5, D4, D12, 74,76, 1.2, L4, MB4, MB6, Lu3, Lu6 atd. a
umistény do chladiciho boxu, ktery zabratiuje rozkladnym procestim. Teplota v chladicim boxu
se pohybovala okolo 10°C. Nasledovala manipulace v laboratofi.

Pro podpofeni sporulace patogenu byly listy rubovou stranou navrch umistény
Vv laboratofi do vlhké komirky (sklenénd Petriho miska 100 mm s navlh¢enim filtracnim
papirem). Nasledovala 24 hodinova inkubace pfi teploté 16-18 °C. Pro izolaci a kultivaci byly
pouzity jednordzové polyethylenové Petriho misky o priméru 90 mm. Zoosporangia byla
odebrana injekéni jehlou ze sporulujiciho mycelia. Tento tikon byl vykonén za pomoci binolupy
pfi zvétSeni 30x. Zoosporangia byla nasledné pfenesena na Zitny agar (Caten et Jinks, 1968)
Petriho misek, které byly prikryty vickem a uzavieny parafilmovou fo6lii (Parafil M). Inkubace
probihala v termostatu, ve tmé a pii teploté 16-18 °C. Pifeockovani probihalo dle stavu kolonie

obvykle 1x mési¢né.

5.2. Rostlinny material

5.2.1. Potomstvo Sarpo Mira

V polnich podminkach byly odebrany tii bobule ze samoopyleni odridy Sarpo Mira.
Oznaceny SM1, SM2 a SM3. Pted pifevodem in vitro byla semena sterilovana 2 % roztokem
NaClO po dobu 10 minut na laboratorni tfepacce. Nasledoval oplach destilovanou vodou.

Vysev byl proveden ve sterilnich podminkach flowboxu (Gelaire) na polyethylenové Petriho
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misky o priméru 60 mm, obsahujici MS (Murashige et Skoog, 1962) médium (Duchefa)
s ptidavkem sacharozy 3 % a agaru 0,7 %. Na kazdou Petriho misku bylo umisténo ptiblizné
5-8 semen. Kultivace probihala za podminek popsanych v kapitole 5.2.3.1. Z bobule SM1 se
podafilo odvodit 31 genotypu (semenacki), SM2-56 a SM3-50. Tyto genotypy byly po 3-4
tydnech prevedeny do 250 ml kultiva¢nich nadob. Nasledna kultivace a ptevod ex vitro jsou
popsany v Kapitolach: 5.2.3.1/2.

5.2.2. Diferencia¢ni sada klonu

Identifikace pfitomnosti vSech virulentnich faktori je podminéna praci s diferenciacni
sadou kloni, tedy sadou genil rezistence. Pro dlouhodobé pozorovani virulence v podminkéach
CR se vyuziva Skotska kolekce diferenciaénich klont dle Blacka (1951). Tato sada obsahuje
11 klond, z nichz kazdy nese jeden gen rezistence R1-R11 odvozené ze S. demissum, navic
obsahuje kontrolni typ RO, ktery je homozygotni a nevykazuje zadné projevy rezistence.
Genotypy byly ziskany skrze spolupraci s Vyzkumnym ustavem bramboraiskym v Havlickoveé
Brodé, kde je tato sada ulozena v genové bance pod oznacenim BDR1r (R0O) - BDR11. SASA
(Science and Advice for Scottish Agriculture) v Edinburgu taktéz nabizi piistup k diferenciaéni
sad¢ klonu. RS je k dispozici v databazi GRIN-Global pti spolupraci s USDA (United States
Departement of Agriculture) ve Wisconsinu. Do diferenciacni sady byl zatazen nositel genu
Rpi-blbl, pochazejiciho ze S. bulbocastanum. Hybrid REG46E vznikl elektrofiizi protoplastt
diploidniho klonu bramboru DH165 a rezistentniho klonu PIS 60 S na Katedfe genetiky a
Slechténi (Sedlakova, 2010). Dal§im zafazenym klonem je odrida Sarpo Mira, ktera nese R3a,

R3Db, R4, Rpi-Smiral a Rpi-Smira2 geny rezistence.
UdrZovani diferencia¢ni sady klonu in vitro

Kultivace in vitro je efektivnim zptsobem udrzovani rostlinného materialu. V ramci
aseptického prosttedi je udrzovana Cistota izolatl. Limitace mliZe nastat v ptipad¢ kontaminace
plisnémi nebo bakteriézami. Proto je nutno dodrzovat striktni zdsady pi1 manipulaci ve
sterilnim prostfedi. Kazda kultura diferencia¢ni sady klonii byla vedena minimalné ve dvou
opakovanich pro zamezeni ztraty genotypu v ramci kontaminace. Pfevod rostlinného materialu
byl provadén ve flowboxu (Gelaire) v ramci Laboratofe genetickych analyz, Katedry genetiky
a Slechténi. Pro zamezeni moZnych kontaminaci byl flowbox pted manipulaci s rostlinnym
materialem vysterilizovan UV zafenim po dobu 20 minut a naslednou aplikaci EtOH na

pracovni plochu. Jako Zivné prostfedi bylo pouzito plné MS (Murashige et Skoog, 1962)
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médium (Duchefa) s ptidavkem sacharozy 3 % a agaru 0,7 %. PH bylo optimalizovano KOH
na 5,7. Médium bylo rozdéleno v objemu 30 ml/ 1 sklenici, coz odpovida 1 cm kultivacni
vrstvy. Sklenice byla nasledn¢ uzaviena PE vickem B-Cap, které¢ je uprostied penetrované a
opatfené kouskem molitanu pro lepsi vyménu plynt vn¢ a uvnitt nadoby. Nadoby byly tepelné
oSetfeny v autoklavu po dobu 20 min a teploté 121°C. Po zchladnuti na pokojovou teplotu byly
sklenice vn¢ oSetieny EtOH a pfemistény do sterilniho prostiedi flowboxu. Zde byl pfevadén
pievod rostlinného materidlu. Do jedné nadoby byly umistény 4 pupeny daného klonu. Pii
manipulaci bylo pouzito tepelné oSetfené laboratorni naddobi a kahan pro sterilaci nastroju.
Kultury byly nasledné oznaCeny a pietazeny parafilmem pro zamezeni kontaminace.
Kultivovany byly ve vlh¢ené kultivaéni skiini MLR-351 H (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 skiiné
byla nastavena na 50 % pro zamezeni odparu vlhkosti z média. Hustota toku fotosynteticky
aktivnich fotont (PPF) byla nastavena na 120 pmol/m2 /s a intenzita osvétleni byla 14500 Ix.
Rostliny byly stejnym zpiisobem pasadzovany kazdé 4-6 tydny.

Prevod ex vitro

Pievod ex vitro byl realizovan pfiblizné po 14-20 dnech, kdy rostliny vykazovaly
idedlni vysku a zaloZeni kofenového systému. Nodalni fizky tvofili cca 2-3 pravé listy a 2-3
koteny o délce 3 cm. Nezadouci pro prevod je nadmérna délka tizku, kdy dochézi ke zkiehnuti
pletiva a vétsi pravdépodobnost jeho poranéni pii manipulaci. Rizky byly umistény do 250 ml
PE kontejnert s perlitem ve vrstvé 2-3 cm. Perlit byl navlhéen pitnou vodou z fadu. Pii idealni
vlhkosti by neméla zlstavat voda na dn€ nadoby. Rostliny byly nesterilné¢ vyjmuty
Z kultivac¢nich nadob a ocistény od piebytecného agarového substratu. Nasledné byly po 4
kusech vlozeny do perlitového substratu a kontejner byl ponechan naptl otevien pro piivod
vzduchu. Rostliny byly ponechdny pfi bézné laboratorni teploté a svétle. Kultivace probihala
pfiblizné 5 dnl. Bylo nutno zajistit dostatecnou zalivku, aby perlit neztstal zcela suchy.

Ve skleniku byly rostliny ponechany dalsi 4 dny v perlitu, aby se aklimatizovaly.
Nasledné doslo k jejich pievodu do oznaceného sadbovace s vysevnim substratem. Po dalSich
10 dnech byly rostliny pfevedeny do 1L kontejnerit s béZnym zahradnickym substratem.
Kontejnery byly taktéZ oznaceny. Pfihnojovani probihalo po dobu 4-6 tydni. Zalivka byla
uzplisobena ro¢nimu obdobi, nicméné idedlni podminky pro péstovani byly v obdobi biezna az
srpna. V ostatnich obdobich trpély rostliny nedostatkem svétla nebo nizkou teplotou a nebylo
mozné je zaradit pfi testovani.
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Vybér a priprava listi

V prostiedi Laboratote gentickych analyz, Katedry genetiky a Slechténi byly pfipraveny
60 mm PE Petriho misky. Do nich byl vlozen filtracni papir o stejném poloméru. Papir byl
navlhcen pitnou vodou. Bylo testovano 13 genti rezistence, a to na klonech: R1-R11, REG46E
a SM. Pro testovani jednoho izolatu P. infestans ve dvou opakovanich bylo tedy potieba
ptipravit 26 Petriho misek. Misky byly ozna¢eny jménem klonu. Listy byly odebirany v rannich
hodinach, kolem 10 hodiny, v pond¢€li nebo ve ¢tvrtek. Odebereme pozadovany pocet listl, na
jeden list je mozno pouzit az 4 izolaty. Listy vybirdme tak, aby si byly morfologicky co
nejpodobnéjsi. Nejsou idedlni listy koncové, obvykle jsou pfilis velké a listy nesméji pifesahovat
ptes Petriho misku. Listy do Petriho misky umistime rubovou stranou navrch, nasledné misku

uzavieme. Inokuluje v den odbéru, v co nejmensim ¢asovém rozptylu.

5.3. Inokulace

5.3.1. Priprava inokula¢ni suspenze

Ptiprava inokula¢ni suspenze probihala vzdy tésné¢ pied samotnou inokulaci listi.
Kultura P. infestans je vhodna k inokulaci tehdy, pokud je agar rovnomérné€ porostly myceliem,
které produkuje zoosporangia. MnoZstvi sporangii zavisi na kondici a stafi kultury. Suspenze
byly pfipravovany z kultur starych 4 tydny. Mycelium bylo seskrabnuto z kultury skalpelem a
vlozeno do 0,7 ml sterilni vody v 2ml PP zkumavce. Sporangia je nutno vytiepat z mycelia,
opakovanou rotaci ty€inky ve zkumavce. Mycelium pojme mnoho vody, proto je tteba ho pied
vyjmutim stlaéit a pfebyte¢nou vodu vymackat. Nasledn¢ byla provedena kontrola pfitomnosti

zoosporangii pod mikroskopem.
5.3.2. Redéni inokulaéni suspenze

Z inokula byly odebrany 3 kapky o objemu 2 pl a umistény na podlozni sklicko.
Nasledné byly spocitany zoosporangia V kazdé z kapek pii zvétSeni (100x). Dale byl pocetné
vyjadfen pramérny pocet zoosporangii v 1 ml. Byly pouzity suspenze s pocty 10-12 tis.

sporangii/ml.
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5.3.3. Inokulace a inkubace

Bylo testovano 142 inokulacnich suspenzi na diferencia¢ni sad¢ klont.. Kazdy z izolatt
byl testovan ve dvou opakovanich. Testovani bylo ¢asové naro¢né z divodu velkého mnozstvi
rostlinného materidlu. Pro ziskani celého objemu dat bylo zapotiebi: 284 listii z kazdé rostliny
diferenciacni sady.

Pti testovani 205 genotypil ze samooplyleni Sarpo Mira, byla pro zjednodusSeni pouzita
listova mapa (Obr. 5), kdy byly listy inokulovany Ctyfmi izolaty.

Inokulace probihala v podminkach laboratofe. Inokulaéni smés byla nanesena
mechanickou pipetou na rubovou stranu listu v objemu 20 ul dle listové mapy (Obr. 5). Kapky
byly nandSeny podél hlavni zilky. Po oznaceni a uzavieni, byly Petriho misky umistény na tac
a preneseny do inkubatoru. Zde byly inkubovany 24 h pti bézné fotoperiodé€ a teploté 18 °C pfti
vysoké vzdusné vlhkosti (75%). Pro inkubaci byl pouzit vlhéici kultivaéni box MLR-351 H
(Sanyo). Po 24 hodinach byly listy obraceny rubovou stranou dolu. Hodnoceni probihalo 3 dny

po zalozeni pokusu.

Obrazek 5: Inokulaéni mapa listu pro Sarpo Mira *Lu6/Lu3/L2/L4/D4

5.4. Postup pri hodnoceni

5.4.1. Postup infekce

Od tretiho do patého dne inkubace se projevi piiznaky infekce na listech bramboru.
Ptiblizné€ po 48 hodinach Ize pozorovat ptiznaky, které signalizuji pfitomnost infekce, nicméné
tento udaj je variabilni. Pokud se infekce rozsifuje normalnim zptisobem, jsou vV misté aplikace
inokula¢ni suspenze vidét vodnaté az cernohnédé tecky (mikronekrézy) o velikosti do 5,0 mm.

Dle intenzity infekce se tyto nekrozy béhem tietiho dne bud’ slévaji do lokalnich suchych ¢i
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vodnatych nekroz, nebo pretrvavaji ve stejném stavu. Klon R9 obvykle reaguje vodnatymi
nekroézami. Avirulentni interakcei odpovidaji geny R6 a R8. Spousti se hypersenzitivni reakce a
vznikaji teckové nebo pavucinové nekrozy, kterymi se zastavuje dalsi postup infekce. Po tfetim
dnu infekce odpovida velikost nekr6z maximalné 5 % celkové listové plochy. Velikost nekroz
mezi klony se lisi. Klony REG46E a R9 obvykle mivaji obvykle znatelné vétsi podil
nekrotizované plochy listu, a to az 50 %. Pfesto byvaji hodnoceny jako avirulentni. Pfi
interakcich s virulentnimi izolaty nejsou tmavé nekrdzy zpocatku patrné, pouze se objevuji
vodnaté mikronekrdzy, které se s postupem infekce Siti na vétsi plochu listu a podle stafi mohou
postupné plosné nebo nitkovité nekrotizovat.

Momentem, ktery rozhoduje o virulenci ¢i avirulenci izolatl, je schopnost patogenu
vytvaret zoosporangiofory v misté€ inokulace. Tyto spory se mohou objevovat na vnitini i vn&jsi

strané listu. V ptipad¢ nekrdz je interakce izolatu povazovana za negativni.
5.4.2. Hodnoceni

Pfi hodnoceni interakce izolatu s genem rezistence byl pouzit stereoskopicky
mikroskop, s velkym zornym polem a jemnym zaostfovanim. Bylo pouzito zvétSeni 20x. Jako

vzor pro hodnoceni byl vyuzit vzor formuléfe (Tab. 2).

Tabulka 2: Vzor formulafe s ukazkou ziznamu moZného vyvoje experimentu (Sedlak et al., 2016)

cj. lzoldt | RO |R1 R2 |R2 | R4 RS |Ré |R7 |RE | RO R10 | R11 | SM | REG

1* XK wf+ | +f+ | +f+ | +f+ | +f+ | #f+ | +fO | +f+ | +f0 | +f0 | +f0 | +/+ | +/O0 | +/0O

2® |y AR S VAR VA AR VA EVIVI EVES EVLV V(0 VAN VA RN R

3 Naz | |+ | |4 (w0 |- [s0 |- o | foe (o | |

Pozn. a) ofekdvany, Gplny a konefny zaznam nevyiadujicl revizi, b) ofekidvany aviak nedplny zaznam, ktery vwiaduje revizi
interakce izolatu se dwéma klony (R1 a R4), €) neofekdvany vysledek, ktery naznauje chybu v pribéhu experimentu, kdy je
tfeba revidovat celou variantu.

Znaménko +/+ pfedstavuje pozitivni pribéh interakce, tedy sporulaci v obou opakovénich.
Avirulenci izolatu pfedstavuje zaznam +/0, kdy probéhla u rostlinného materidlu
hypersenzitivni reakce, a vznikaly nekrozy. Zaznam -/- oznaCuje nejasny pribéh reakce.
V téchto piipadech bud’ nedoSlo k interakci viibec, nebo je vysledek zkresleny degradaci
rostlinného pletiva. Cervené znaménko piedstavuje hodnoceni v pribéhu tietiho dne inkubace

a projev sporulace je oznacen ¢ernym znaménkem.
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5.4.3. Analyza dat

Pro porovnani dat v rdmci celkové virulence a vlivu roku na virulenci byl pouzit chi

kvadrat test. Veskeré vysledky byly zpracovany v programu MS Excel 2016.
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6 Vysledky

6.1. Testy virulence

Byly tspésné provedeny testy virulence u vSech 142 izolata P. infestans z rtiznych
lokalit Ceské republiky. Témito lokalitami jsou ValeCov, Olesnice, Lucice, MalCin, Frydnava,
Vesely Zd'ar, Jedouchov, Kamenice u Humpolce, Velhartice, Domaninek, Zeliv, Lipa, Maly
Bor, Lukavec, Lucice, Mal¢in, Modlikov, Nové Dvory, Praha 6 Suchdol, Rozsochatec, Semice
a Vesely Zdar. Testy virulence byly provadény na Blackové diferenciaéni sadé klond spolu
s genotypem SM (Sarpo Mira) a Sblb (hybrid REG46E). Jako kontrolni byl pouzit genotyp

recesivni, rr. Gen RS nebyl zafazen do testovani.
6.1.1. Celkova virulence

Vétsina z izolath piekonala rezistenci ve vice nez péti genech (Obr. 6). 23,2 % izolath
pirekonalo rezistenci v 9 genech, 21,8 % v 8 genech, 23,9 % v 7 genech, 16,9 % v 6 genech, 8,5
% v 5 genech, 3,5 % ve 4 genech, 1,4 % ve 2 genech a 0,7 % v 1 genu. Témér 86 % izolath

vykazovalo virulenci v 6-9 genech, coz odpovida 46-69 % z komplexu vSech R gend.

Obrazek 6: Soucet pirekonanych genii rezistence R
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Nejcastéji piekonanym R genem je R1, kdy doslo v 98,6 % ptipada k projevu virulence

na klonech. V 91,5 % byl piekonan gen R11. Shodné, v 95,1 % byly pieckonany geny R3 a R7.
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Gen R10 byl ptekonan v 88 % ptipadl, R4 v 74,6 %, R2 v 61,3%. Komplex gent Sarpo Mira
byl ptekonan v 62 %. Rezistenci nad 50 % vykazovaly klony R6 a R8. Pro gen R6 plati celkova
hodnota 43 % a pro gen R8 pouze 5,6 %. Rezistenci ke 100 % aplikovanych izolath vykazovaly
klony R9 a somaticky hybrid REG46E a gen Rpi-blbl. Vsechny izolaty byly virulentni na
recesivnim klonu rr (Obr. 7).

Jako nulovéd hypotéza bylo stanoveno tvrzeni, Ze soucasnd populace patogenu
Phytophthora infestans v Ceské republice vykazuje virulenci ke gentim rezistence ziskanych
kiizenim bramboru s druhy Solanum demissum a S. bulbocastanum. Pouzitim chi kvadrat testu,
bylo zjisténo, ze je hypotéza z 95 % pravdiva, tedy, ze soucasna populace vykazuje virulenci
k danym gendm. Chi kvadrat hodnota byla stanovena na 91,625. V pfipadé genu Rpi-blbl
odvozeného ze S. bulbocastanum, nebyl ov§em zaznamenan projev virulence ani v jednom ze
sledovanych let. Proto 1ze tvrdit, Ze se jedna o virulenci pouze ke geniim odvozenym ze S.
demissum.

Rozdily v zastoupeni virulentnich faktori v jednotlivych letech se ukazaly jako
neprukazné pro 2013 (P= 0,749), 2014 (P=0,501) a 2016 (P= 0,18). Lze tedy tvrdit, Ze je

soucasna populace P. infestans stabilni.

Obrazek 7: Procentualni vyjadieni virulence izolati na jednotlivych genech R
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6.1.2. Virulence v ramci lokalit

Byly testovany odezvy izolati dle jednotlivych lokalit (Obr. 8). Obecné 1ze konstatovat,
ze nebyly ani v jednom piipadé¢ prekonany geny R9 a Sblb. Nejvétsi virulenci (69%)
vykazovaly izolaty z Ceského Dvora, kdy doslo k pfekonani deseti R gentl, kromé R8, R9 a
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Sblb. Naopak nejnizsi virulenci (5 gend/ 27%) vykazovaly izolaty z Malcina, které byly 100 %
virulentni na klonu R1 a R7. Na R10, R11 a SM pouze s frekvenci 50 %. Virulence nad 60 %
se objevila na lokalitach Cachotin, Cesky Dvar, Lukavec, Modlikov, OleSnice a Rozsochatec.
V téchto lokalitach doslo k pfekondni R1, R3 a R7 ve 100 % ptipadii. R2 byl ptekonan z 93 %,
R4 (90%), R6 (94%), R10 (93%), R11 (97%), SM (71%). Velice odolny se zna byt gen RS,
pouze V lokalité Olesnice se vyskytla virulence u tfetiny izolatd, celkoveé virulentnich z 5 %.
Jako nejbéznéjsi virulentni fenotypovy komplex se v téchto lokalitich objevuje
R1,2,3,4,6,7,10,11, SM. Virulenci mezi 50-60 % vykazovaly izolaty z nasledujicich lokalit:
Celékovice, Lipa, Lucice, Maly Bor, Praha 6 Suchdol, Valecov, Velhartice a Zeliv. V téchto
(94%). Virulence k jednotlivym gentim R1 (99%), R2 (73%), R3 (93%), R4 (94%), R6 (34%),
R7(95%), R8 (5%), R10 (81%), R11 (91%), SM (49%). Nejbéznéjsim virulentnim komplexem
téchto lokalit je R1,2,3,4,7,10,11. Virulence pod 50 % byla pozorovana na lokalitach: Frydnava,
Jedouchov, Kamenice u Humpolce, Maléin, Semice, Vesely Zd'ar. Izolaty byly virulentni
R1(100%), R2 (25%), R3 (77%), R4 (32%), R6 (14%), R7 (94%), R8 (8%), R10 (67%), R11
(81%), SM (60%). Nejbéznéjsim fenotypem virulentnim na téchto lokalitach byl R1,3,7,10,11,
SM. (Obr 9.)

Obecné lze usuzovat, ze sila izolatu se projevuje zejména na interakci s geny R2, R4 a
R6, kdy dochazi k vyraznému sniZzeni odezvy se sniZzenim agresivity izolatu. Neménny stav
zlstava u genu R1, ktery je prekonan téméf ze 100 %, pfi jakémkoli infekénim tlaku. Témér
neménny stav se projevil v genu R11. Co se ty¢e komplexu SM, slozeného z gentt R3a, R3b a

R4, je vidét vyrazné proménny stav, kolisavy v ramci skupin lokalit.
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Obrazek 8: Znazornéna lokalit dle virulence
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6.1.3. Fenotypizace ras

Celkové bylo rozpoznano 41 odlisnych ras P. infestans napfii¢ lokalitami. Jako
nejbdzn&jsi rasa v ramci Ceské republiky byl vyhodnocen fenotypovy komplex virulentni ke
genum R1,2,3,4,6,7,10,11, sm. Tento fenotyp piedstavuje 23 % z celkového souboru ras.
Pievazuje v lokalitich Cesky Dviir, ValeGov a Rozsochatec. S frekvenci 10 % se vyskytuje rasa
komplexn¢ virulentni ke gentim R 1,3,7,10,11, sm. Tento fenotyp lze identifikovat pfedevsim
na lokalité Vesely Zd’ar. V 9 % piipadt se vyskytuje rasa viruletni k R 1,2,3,4,7,10,11. Byla
identifikovana napfi¢ lokalitami, pfedev§im pak v lokalité Zeliv. Dal3i identifikované fenotypy

jsou uvedeny v Tab. 4.
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Tabulka 4: Poéet izolata P. infestans s urcitym fenotypem virulentnim ke genim R

Frekvence R Frekvence R
32 1,2,3,4,6,7,10,11,sm 1,7,10,11,sm
14 1,3,7,10,11,sm 1,3,6,7,11
13 1,2,3,4,7,10,11 1,3,4,10
11 1,2,3,4,7,10,11,sm 1,3,7
1,2,3,4,6,7,10,9 1,2,3,6,7,10,11,sm
6 1,3,4,7,10,11 1,2,3,6,7,10,11
1,3,4,7,10,11sm 3,4
5 1,3,7,8,10,11,sm 2,3,4,6,7,10,11,sm
1,3,7,10,11 1,2,3,4,7,sm
3 1,2,3,4,6,7,10,sm 1,2,3,4,7,11
1,3,7,11 1 1,3,4,10,11
1,3,4,6,7,11,sm 1,2,4,6,10,11
1,3,4,6,7,10,11,sm 1,2,4,6,7,10,11
2 1,3,6,7,10,11,sm 1,2,4,7,10,11,sm
1,2,3,4,7 1,2,4,6
1,2,3,4,7,11,sm 1,3,4,7,8,10,11,sm
1,3,4,6,7,11,sm 1,3,4,7,11
1,3,4,6,7,8,11,sm 1,2,3,4,10,11,sm
1 1,2,3,4,6,7,8,10,11 1,2,3,4,10,11
1,7,10,11 1,2,3,7,10
1,7,sm

6.2. Rezistence potomstva ze samoopyleni Sarpo Mira

Bylo testovano 204 genotypl ze samoopyleni odridy Sarpo Mira. Z bobule ¢islo 1 bylo
testovano 58 rostlin, z bobule ¢islo 2 bylo testovano 72 rostlin a z bobule ¢islo 3 jsme testovali
74 rostlin. Rostlinny material byl GispéSné€ optimalizovan. K thynu rostlin ve stadiu semenacku
doslo pouze ve 3 % ptipadu.

Pro inokulaci byly pouzity 4 sety inokula¢nich suspenzi slozeny z izolati z lokalit
Unétice (U), Lukavec (LU), Praha Suchdol (S), Lipa (L), Maly Bor (MB), Zeliv (Z), Velhartice
(Ve) a Domaninek (D). Set 1 obsahoval izolaty (U3, U6, S2, L12), set 2 (U2,U4,S1,L2), set 3
(MB4, 74, Vell, D12), set 4 ( L4*Lu6,Lu3,D4,1.2, 76, Vel5, MB6). Set 4 mél v pozici 1 tzv.

klouzavy izolat, kdy dochazelo k CastéjSim vyménam v ramci testovani.
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6.2.1.

Virulence pouZitych izolati

Virulence pouzitych izolatl byla testovana na diferenciacni sad¢ klond. Stejné jako

v piipadé celkové virulence, nedoslo k projevu virulence na diferencia¢nich klonech R9 a Sbib.

Velhartické izolaty vykazovaly celkovou virulenci 55 %, Domaninek (60 %), Lukavec (62 %),
Maly Bor (59 %), Lipa (55 %), Zeliv (50 %), Praha 6 Suchdol (54 %). Celkova virulence izolatt

byla mezi 50-62 %, coz naznacuje vyrovnanost izolat. Virulence jednotlivych genti v lokalité

je uvedena v tabulce (Tab. 3)

Tabulka 3: Frekvence virulentnich faktora v lokalité

Lokalita rmr | R1| R2 | R3| R4 | R6 | R7 | R8| R9 |R10|R11|Sblb| SM
Velhartice 1,0, 10| 10| 04| 1,0f 04| 08| 00| 00| 1,0 10| 00| 0,6
Domaninek 1,0, 10| o6 10| 10| O6| 08| 00| 00| 10| 1,0, 00| 0,8
Lukavec 1,0, 10| 10| 10| 1,0f 06| 1,0 O0| 00| 1,0 08| 00| 0,6
Maly Bor 1,0 10| o0,7| 10| 10| 03| 10| 03| 00| 0,7/ 1,0, 0,0| 0,7
Lipa 1,0, 10| 08| 10| 1,0/ 04| 1,0 O0| 00| 08| 1,0/ 00| 0,2
Zeliv 1,0 10| 06| 1,0/ 09| 00| 09| 00| 00| 10| 09| 00| 01
Unétice 1,0, 10| 00| 10| O0| 10| 10| O0| 00| 1,0 10|, 00| 0,0
Praha 6

Suchdol 1,0, 10| 03| 10| 10| 03| 10| 00| 00| O,7| 10| 0,0 0,7

6.2.2. Odpovéd rostlin na inokulaci a selekce

Byly pozorovany tfi typy interakce mezi patogenem a rostlinou. Geny rezistence

rostliny byly bud’ ptekonany a dochazelo ke sporulaci patogenu (+/+) (Obr. 10 A). Ve druhé

interakci rostlina odpovidala hypersenzitivni rekci a patogen zistal avirulentni vii¢i danému

rostlinnému genotypu (+/0) (Obr. 10 B). Nebyla pozorovana zadna reakce mezi hostitelem a

patogenem v misté inokulace (-/-) (Obr. 10 C).
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Obrazek 10: Projev sporulace (A), hypersenzitivni reakce (B), nulova odezva (C)

V letech 2016 a 2017 byl kazdy genotyp testovan ve dvou opakovanich celkové osmi
izolaty z riznych lokalit. Jako selekéni kritérium pozitivni selekce bylo stanoveno, ze musi
rostlina vykazovat hypersenzitivni rekci na 4 a vice izolata.

V ramci testovani potomstva z bobule ¢islo 1 byly vybrany sety 3 a 4. Celkovée doslo
V ramci testovanych genotypt ke sporulaci v 66 % piipadi, rezistence nastala v 22 % a nulova
interakce se objevuje v 11 % testovani. Z 58 genotypt bylo vybrano 12 rostlin uréenych
k dalsimu Slechténi, coz odpovida 20,7 % z celkového poctu testovanych genotypt bobule 1.

Pro testovani potomstva bobule ¢. 2 byly pouzity sety 1,2,3 a 4, kazdy genotyp byl
testovan pouze dvéma vybranymi sety. Celkova sporulace patogenu nastala v 52 % testovani,
rezistenci vykazovalo 40 % interakci a v 9 % nedoslo k zadné reakci. Bylo vybrano 16 genotypt
z celkovych 72 rostlin, coz odpovida 21,9 % z celkového poctu.

Genotypy tieti bobule byly testovany stifidavé vSemi inokulacnimi sety. Celkové se
sporulace objevila v 62 % testovani, rezistentnich bylo 33 % testovani a bez odezvy 5 %.

vvvvvv

bobule ¢. 2, naopak nejslabéji reagoval rostlinny material z bobule ¢. 3.
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7 Diskuze

Virulence soucasné populace P. infestans je celosvétové feSena problematika. Naptic¢
Evropou vniklo mnoho publikaci vénujicich se tomuto tématu (Andrivon et al., 2011; Aav et
al., 2015; Runno-Paurson et al., 2011; Michalska et al., 2016; Elansky et al., 2001; Savazzini et
Galletti, 2015; Lehtinen et al., 2008). V Ceské republice (Sedlak et al., 2017; Mazakova et al.,
2006, 2010) vypracovali prvni studie mapujici virulenci a vyskyt pohlavnich typu P. infestans.
Co se tyce celkové struktury populace P. infestans v Ceské republice, nejsou znama zadna data
pied rokem 2012. Tato diplomova prace se odkazuje na vysledky Sedlak et al. (2017), rozsituje
analyzu sesbiranych dat a predstavuje komplexni feseni pii novoslechténi bramboru proti plisni
bramborové.

Vysledky ukazuji, Ze témét 86 % izolatt vykazovalo virulenci v 6-9 genech (7,15), R1,
R3, R7,R10,R11, kdy doslo k pfekondni rezistence z vice nez 88 %. Aav et al. (2015) predlozili
vysledky testovani z 13 lokalit v Litvé. Bylo testovano 181 izolati P. infestans mezi lety 2010
a 2012. Vice nez 80 % izolatd bylo virulentnich ke gentim R1, R3, R4, R7, R10 a R11, kdezto
méné nez 33 % bylo virulentnich k R5, R8 a R9. R9 pouze ve 24 %. Virulentni faktor byl
vysoky (7,2). Virulence k R9 se v €eskych podminkach nevyskytuje, k vyznamnému rozdilu
dochazi 1 v ptipadé R8 (5,6 %), pro Ceské podminky. RS nebyl testovan. Vyssi virulence ke
genu R2 neni b&zna v evropskych zemich jako je Polsko, Dansko, Finsko, Norsko nebo
Svédsko (Lehtinen et al., 2008; Chmielarz et al., 2014), nicméné byla zaznamenana v Litvé
(76%), stejné tak jako v Ceské republice (61%), v pomé&mé vysoké mife. Runno-Paurson et al.
(2011) uvadi virulentni faktor 6,7 izolatd, analyzovanych mezi lety 2001 a 2008 v Estonsku.
Virulence se v tomto piipadé objevuje s nejvétsi frekvenci u R1, R3, R4, R7, R10 a R11. Tyto
vysledky se shoduji s vysledky publikovanymi diive v Estonsku (Runno-Paurson et al., 2009;
Runno-Paurson et al., 2010 a; Runno-Paurson et al., 2010 b), ale také v Dansku a Svédksku
(Lenhtinen et al., 2008). 743 izolati nordické populace P. infestans bylo testovano v roce 2003.
Byla zaznamenéna virulence k primérné 6 gentim ve viech 4 hodnocenych zemich (Svédsko,
Dénsko, Norsko, Fisnko), na rozdil od ¢eské populace, kdy je virulence vyssi (7,15). Nordicka
populace P. infestans byla vyhodnocena jako virulentni ve vice nez 90 % ke genim R1, R3,
R4, R7, R10 a R11. Chmielarz et al. (2014) analyzovali mezi lety 2006 a 2009, 96 polskych
izolati. VéEtSina izolatd piekonala rezistenci v genech R1, R3, R4, R7, R10 a R11, vysledky se
shoduji s Michalska et al. (2016), kdy bylo testovano 76 izolatti na Blackové diferenciacni sadé

klont. V ptipadé geni R1, R3, R4, R7, R10 a R11 byla virulence pozorovana u 100 % piipadd,
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pro R2, R5, R6, RS, platila virulence celkové vyssi nez 58 %, pouze pii reakci s R9 byla
pozorovana velice nizka virulence a to 17 %, na rozdil od ¢eské populace, kdy se virulence na
klonu R9 neprojevuje. Vyznamny rozdil byl zaznamenan v ramci klonu RS, kdy polské izolaty
byly virulentni z 68 %, kdezto ¢eské pouze z 5,6 %. Elansky et al. (2001) vyhodnocovali
virulenci 485 izolati P. infestans nasbiranych po celém Rusku. Virulence se pohybovala od 5,5
do 10. Z 94 % byla zaznamenana frekvence piekonani genit R1, R2, R3 a R4, na rozdil od RS,
R6, R7, R8, R9 a R11, kdy byla frekvence 69 %.

Pfi rozpoznavani fenotypt P. infestans byl zatazen do testovani klon SM (Sarpo Mira)
nesouci komplex genti. Celkovy pocet rozpoznanych ras v souboru 142 izolatd byl 41.
Nejfrekventovangj$im virulentnim fenotypem (32 izolati - 23%) je pro Ceskou republiku
1,2,3,4,6,7,10,11, sm. Nasleduje fenotyp 1,3,7,10,11, sm (14 izolatd) a 1,2,3,4,7,10,11 (13
izolatl). V Estonsku se objevuji jako dva nejfrekventovanéjsi fenotypy 1,3,4,7,10,11 a
1,2,3,4,6,7,10, 11 (Runno-Paurson, 2011), kdezto v Litvé je to 1,2,3,4,7,10,11 a 1,2,3,4,
6,7,10,11(Aav et al., 2015). Dominujicim fenotypem v severni Evropé je 1,3,4,7,10,11
(Lehtinen et al., 2008). V Polsku byly zaznamenany jako dva nejfrekventovangjsi patotypy
1,2,3,4,5,6,7,8,10,11 (16 izolatt) a 1,2,3,4,5,6,7,10,11 (16 izolati) (Michalska et al., 2016).

Dle intenzity virulence, byly rasy P. infestans sesbirané na uzemi CR rozdéleny do ti
skupin: virulence nad 60 %, virulence mezi 50 a 60 % a virulence pod 50 %. Nejvetsi virulenci
(69%) vykazovaly izolaty z Ceského Dvora. Naopak nejnizsi virulenci (27%) vykazovaly
izolaty z Mal¢ina. Nebyla zjiSténa geograficka zavislost na sile virulence izolatu, naopak byl
zjistén vliv roku na celkové virulenci P. infestans na tizemi Ceské republiky. Stejné tak byla
stanovena celkova virulence soucasné populace P. infestans ke geniim rezistence.

P. infestans je velmi rychle adaptovatelna podminkdm. Zejména po zavleeni A2
pohlavniho typu do Evropy, je zde potencial ke zvySeni genetické variability patogenu. R geny
introdukované ze S. demissum se zdaji byti pfekonanym faktorem rezistence kulturnich
brambor. Testy virulence po celé Evropé ukazuji, Ze jedinym nepiekonanym genem je R9.
Pro Ceskou republiku je nadéjnym zdrojem rezistence také gen R8, ktery byl piekonan jen v 5,6
%. Geneticka stabilita v populaci P. infestans je klicovym faktorem pii kiizeni bramboru na
rezistenci. Jedna se o vhodnou volbu genetickych zdroju rezistence. Vzhledem k tomu, Ze je
soucasna populace P. infestans povazovana za stabilni, 1ze tyto zdroje vyuzit ke Slechtitelskym
ucelim (Sedléak et al., 2017). Dal§im geneticky zajimavym zdrojem pfi Slechténi na rezistenci
jou naptiklad odrudy Bionica a Toluca, které maji ve své genetické informaci gen Rpi-blbl,

odvozen ze S. bulbocastanum. Tento gen vykazuje 100 % rezistenci ke vsem rasam P. infestans.
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Somaticky hybrid REG46E pouzity pii testovani bohuzel vykazuje dlouhodobé nizkou
reproduk¢ni vitalitu, tim padem se stdva nevhodnym pro dalsi Slechtitelské ucely.

Odriida Sarpo Mira byla navrzena jako potencidlni geneticky zdroj dlouhodobé
rezistence k P. infestans (Kim et al., 2011; White et Shawn, 2010). Nabizi kvantitativni i
kvalitativni rezistenci nejméné v 5 genech. Ctyfi z péti genii (R3a, R3b, R4 a Rpi-Smiral) byly
determinovany listovymi testy virulence, paty gen, Rpi-Smira2 byl rozpoznan jen v polnich
podminkach (Rietman et al., 2012). Orlowska et al. (2012) uvadéji ve své studii, Ze odrida
Sarpo Mira byla vyhodnocena jako polné rezistentni k P. infestans. Rezistence nebyla
ptekondna v zadném piipadé mezi lety 2004-2011.Tato studie probéhla v Dansku a byly
pouzity mistni izolaty. Vysledky ukazuji na silnou hypersenzitivni reakci a podporuji zafazeni
Sarpo Mira do Slechtitelskych programill. Potomstvo Séarpo Mira bylo testovano izolaty
z rozdilnych geografickych lokalit (Maxiko, Ekvador, Belgie, Holandsko). Vysledky
laboratornich testi ukazuji, Ze projev virulence na listech nové vzniklych genotypt je velmi
variabilni. Nékteré rasy byly schopny piekonat komplex R gend ve 100 % ptipadi, nicméné
polni testy ukazaly, ze pouze 4 % rostlin Sarpo Mira bylo napadeno P. infestans (Rietman et
al., 2012). Dle Gebhard et Valkonen (2001) je polni rezistence kontrolovana minor geny, ktefi
udéluji kvantitativni fenotyp.

Celkova virulence soucasné populace P. infestans k odridé Sarpo Mira je 62 %. Byly
zaznamenany rozdily v meziro¢ni virulenci ke genim SM, kdy v roce 2012 byla virulence ras
na tzemi CR 54 %, 2013 (76%), 2014 (77%) a 2016 (42%). Vysledky ukazuji nestalost
V interakci mezi patogenem a odriidou a neukazuji na souvislost s virulenci ke genim R3 a R4.
Pfi novoslechténi Sarpo Mira a testovani potomstva ze samoopyleni byla zaznamenana
podobné silna virulence izolath jako na klonu SM. Pro dalsi Slechténi byly vybrany genotypy
s projevem hypersenzitivni reakce ve vice nez 50% testovani. Vybrano bylo 37 genotypu.
Projev Vv laboratornim testu vSak musi byt ovéfen v podminkach polniho pokusu a vykonné a
polné odolné klony pak mohou byt zdkladem dalSiho Slechténi odriid bramboru s vyssi

odolnosti k P. infestans.
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8

Zaveér

Byly realizovany testy virulence sou¢asné populace P. infestans na diferencia¢ni
sad¢ klona s geny introdukovanymi ze S. demissum a S. bulbocastanum, (Rpi-
blb) a se zafazenim komplexu R genti odriidy Sarpo Mira. Na zakladé vysledki
testt rezistence byla vyhodnocena soucasné populace P. infestans na tzemi
Ceské republiky, jako virulentni. Dale nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil
mezi projevy virulence v ramci let, proto lze tvrdit, Ze je soucasna populace P.

infestans relativné stabilni.

Predlozena metodika mize byt pouzita k monitorovani vyvoje patogenu,
postupy lze uplatnit pii charakterizaci izolatd. Dale lze metodiku pouzit
k pfipravé izolati na laboratorni provokacni testy. Metody popisuji postupy pii

hodnoceni laboratornich testd rezistence genotypt v novoslechténi.

Byly realizovany laboratorni testy rezistence genotypl ze samoopyleni odridy
Sarpo Mira. Vybrané genotypy budou nasledné pouzity pii dal§i praci
vV novoslechténi bramboru. Stejnym zplisobem lze vyuzZit genetické zdroje
s geny introdukovanymi ze S. demissum (R8, R9) a S. bulbocastanum (Rpi-

blb1), vii¢i nimz je virulence patogenu v CR dlouhodobé nizka.
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10 Seznam pouzitych zkratek

EBN = Endosperm Balance Number

ETI = Effector Trigged Imunity

HR = Hypersensitive Reaction

ITS = Internal transcribed spacer

LRR = Leucine-Rich Repeat sequence

MAMP’s = Microbe- Associated Molecular Pattern

PAMP’s = Pathogen-Associated Molecular Pattern

PCR = Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
PRRs = Pattern Recognising Receptors

PVX = Potato Virus X

QTL = Quntitative Trait Loci

RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism (délkovy polymorfismus restrikénich
fragmenttr)

RPA190 = RNA Polymerase A (largest subunit)

RXLR = Arg-Xaa-Leu-Arg

SNP = Single nucleotid
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