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1 Uvod

Brambory z(stavaji pres klesajiciosazenou plochu v CR (28 850 ha v roce 2021, 27 645 ha v roce 2022
[1]) vyznamnou plodinou pro lidskou vyZivu, prdmyslové zpracovani a vyrobu skrobu. Brambory jsou
z pohledu narocnosti na spotifebu vody a vynosu efektivnéjsi plodinou nez pSenice, ale jejich svétova
ro¢ni produkce se pohybuje pouze kolem 360 milionG tun (https://www.fao.org/). Jednim z ddvodu je
skutecnost, Ze soucasti jejich domestikace bylo sniZeni ochrannych toxickych sloucenin, jako jsou
glykoalkaloidy, které ale sniZilo i odolnost vici Sklidclim a patogentm. Brambory se tak staly jednou
z nejvice zavislych plodin na poufZiti fungicidli, a proto i velmi ekonomicky naro¢nou. Naklady na
vypéstovani jednoho hektaru brambor jsou pro péstitele vice nez 100.000 K¢ [2]. S péstovanim
brambor se také poji velkd rizika, protoze v ptipadé Spatné uUrody je celd produkce prakticky
nepouZzitelnd. Naklady na chemickou ochranu brambor tvofi 10,9 % uplnych vlastnich nakladd na
vyrobu brambor a jsou po nakladech na sadbu, osobnich nakladech a nakladech na provoz vlastni
techniky ¢tvrtou nejvétsinakladovou polozkou. Nejvétsi podil patfifungicidnim pfipravkim na ochranu
proti plisni bramboru (46,2 %) [1].

Plvodcem tohoto onemocnéni je patogenz rodu Phytophthora (vyraz z fectiny pro nicitel rostlin). Je
to celosvétové rozsiteny rod houbovitych oomycet zahrnujici vice nez 200 taxon( distribuovanych
ve dvandcti kladech a v nékolika z nich se vyskytuji patogeny s vyznamnym negativnim dopadem na
zemédélskouprodukci,jako je pravé P. infestans, plivodce plisné bramboru. Tento patogenbyl poprvé
popsan Heinrichem Antonemde Bary, ktery studoval chorobu brambor odpovédnou za velky irsky
hladomor [3]. P. infestans je obligatni hemibiotrofni patogen, ktery napada Ziva pletiva (listy, stonky,
hlizy) z ¢eledi Solanaceae [4]. VétSinainfekcibéhem sezdny je iniciovana rychlou asexudlnireprodukd
a spory se dostavaji do listl a stonk( pfirozenymi otvory (napf. praduchy), pupeny, ranami nebo
pfimym narusenim kutikuly. Patogen pfijima Ziviny z pletiv hostitele az do termindlnifaze infekce, kdy
dochazi k nekréze hostitele asporulaci patogenu. Agresivniizolaty P. infestans jsou schopné této faze
dosahnout jiz tfi dny po infekci listl [5]. Rychla produkce sporangii a dalsi Sifeni vétrem na relativné
velké vzdalenosti pak mlzZe vést k zniceni celé vegetace béhem nékolika tydnt [6,7]. Patogen mize
rovnéz prezimovatv hlizach, které zGstanou po sklizni na poli a slouzijako primarniinokulum. Globalni
Sifeni patogenu je prevazné antropomorfni v disledku obchodu se sadbovymi brambory, ktery vede
k nechténému sifeniinfikovanych hliz azaneseninovych kmen( P. infestans.

V poslednich 11sledovanych letech naklady na pesticidniochranu pfekracujihodnotu 10tis. KEna 1 ha
brambor. Pro uUspésnou produkci kvalitnich hliz bramboru je nezbytné aplikovat i vice nezZ
10 fungicidnich postfik( béhem péstebni sezény (s ohledem na pribéh pocasi) proti plvodci plisné
bramboru Phytophthora infestans. Experimentalné bylo prokazano, Ze bez pouziti fungicida by bylo
20-60 % produkce ztraceno [8]. Tato opatfeni ale maji negativni dopad na Zivotni prostfedi, zejména
na zdroje pitnych vod, v nichZ musi byt sledovanarezidua pouZitych chemickych latek a nékteré jejich
derivaty vzniklé metabolickou preménou. Z hlediska udrzitelnosti produkce bramboru i v oblastech
zdrojl pitnych vod je nutné zavadét alternativni opattfeni. Jednou z cest je péstovat nové odolné;jsi
genotypy, které dovedou Iépe Celit nejzavaznéjSimu patogenu bramboru, tj. Phytophthora infestans.

Tradiéni Slechténi vychazi z pfirozené rezistence. Rostliny si vyvinuly nékolik vrstev obrany, aby
odolavaly utoklm patogent. Kromé pasivni obrany zaloZené na fyzickych bariérach a chemickém
slozeni maji i aktivni obranné mechanismy, které reaguji na pfitomnost patogenu.
Phytophthoraprodukuje nékolik unikatnich sloucenin, které jsou rozpoznavany rostlinnymi receptory,
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véetné proteinl elicitinl a také B-glukan( uvolnovanych z bunécéné stény oomycet plsobenim
rostlinnych glukanas [9]. Uspésna reakce vede k produkci reaktivnich forem kysliku a hypersenzitivni
reakci, expresi obrannych gend, ukladanikalézy a akumulaci ochrannych sekundarnich metabolitd.
Patogen P. infestans tuto reakci blokuje produkciefektor( a pouze rostliny obsahujicivhodné proteiny
rezistence (R-proteiny) mohou odolat. RozliSujeme pak kvalitativni (vertikalni) a kvantitativni
(horizontalni) rezistenci. V rdmci rezistentniho Slechténijiz nestacisledovat pouze kvalitativni odolnost
vlci patogenu, kterd je rasové specificka, fizend jednotlivymi R-geny a poskytuje rasové Uplnou
rezistenci diky hypersensitivniodpovédi. Tento zplsob rezistence je ¢asto prekonan noveé vyvinutymi
virulentnimi rasami [6]. Kvantitativnirezistence je kombinovanym vysledkem interakci mezi vice geny
oznacovanymi jako QTL (quantitative trait loci). Tyto geny/proteiny vétSinou maji pouze vedlejsi roli
v obrané, ale vysledny aditivni uc¢inek velkého poctu slozek s mensimi individudlnimi vlivy podporuje
rezistenci. Rezistence nazakladé QTL obvykle nenitlpln3, ale je robustnéjsia vétsSinou nenispecificka
pouze pro urcity patogen. Pocet identifikovanych QTL se neustdle zvysuje [10,11], ale molekuldmi
mechanismy, které stoji za pozorovanou odolnosti, vétSinou nejsou zndmé. Dosud pouzivané DNA
markery ve Slechténi mohou dobre postihnout pouze kvalitativni rezistenci, Cili rezistenci fizenou
hlavnimi geny rezistence. Trvala kvantitativni rezistence je v3ak fizena sloZitou siti gend a dalSich
regulaénich prvkd. Nékteré z téchto prvklse podilejina regul aci transkripce a umléovanigenu, zatimco
jiné urcéuji biochemické vlastnosti a fidi produkci metabolitl. | kdyZz nase soudobé znalosti
biochemickych drah zatim neumoZiuji zcela pochopit tyto procesy, do jisté miry lze sledovat jejich
dopad na sloZeni rostlinnych pletiv. V pfipadé profilu metabolomu pak miZeme hovorit o mQTL
(metabolomické QTL), specifické akumulaci urcitych metabolita [12], kterymi jsou napftiklad latky ze
skupiny fenylpropanoid(, mastné kyseliny, alkaloidy aterpenoidy.
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2 Cil metodiky

Introgrese trvalé rezistence k Phytophthora je ¢asové ndrocny proces a casto kon¢i neldspéchem.
Limitujicimi faktory jsou dlouhé Slechtitelské cykly, nedostacujici komeréni kvalita hliz ziskanych
rezistentnich genotypU, ale i rychla ztrata rezistence v disledku evoluce patogenu [13,14]. Napftiklad
velmislibnaintrogresegenuRze S. demissum trvala nékolik desetiletia vysledny kultivar béhem pouze
nékolika vegetacnich obdobi rezistenci ztratil, protoZe nové virulentnirasy P. infestans ji prekonaly
[15]. Tradi¢ni proces Slechténi brambor trva od pocatecniho kfizeni do ziskani nového kultivaru
v priiméru vice neZ deset let, ale proces mize trvat podstatné déle diky pracnému procesu selekce,
zpétnému kfizenia eliminaci nezddoucich vlastnosti [16]. Introgrese jediného Rgenu z planého druhu
S. bulbocastanum do odrid brambor Bionica a Toluca trvala neuvéfitelnych 46 let [17]. Cilem vyvoje
této metodiky bylo urychlit Slechtitelsky proces pomoci véasné preselekce vhodnych kandidatnich
kfizenct na zakladé molekularnich markerdia mQTL spojenych s rezistenci. Tato selekce aplikovana na
predem vybrané kfizence ve ctvrtém roce Slechtitelského cyklu nahrazuje polni testy rezistence
azkracuje délku procesu Slechténi nejméné o tfi roky [18]. SvyuZitim cilené analyzy nami
identifikovanych latek korelujicich s citlivosti/odolnostivici patogenu P. infestns je mozné posuzovat
Slechtitelsky material v pocateénim stadiu slechtitelského procesu a s predstihem vyloucit vysoce
nachylné genotypy nebo naopak vybrat genotypy s potencidlem vyssi/vysoké odolnosti k patogenu
P. infestans.
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3 Vlastni popis metodiky

3.1 Kultivace rostlin pro testovani

Kultivace rostlin pro in vitro testovanije provedena na Zzivném médiudle Murashige a Skooga s vitaminy
(Duchefa Biochemie), s pridavkem 30 g I sacharézy a 3 g I'* GELRITE™ (Duchefa Biochemie) pro
zpevnéni. Rostliny jsou kultivovany v kultivacnikomore za fotoperiody dlouhého dne (16 h svétlo, 60
umol m2s?, 8htma) a konstantniteploty 22+1 °C. Inokulace je provedenave stafirostlin4 —5 tydn(.
Pro inokulaci se pouZije Cista kultura P. infestans. Patogen mUZe byt izolovan z nakazeného pletiva
nebo ziskan ze sbirek mikroorganismd (napf. Narodni program konzervace a vyuzivani genetickych
zdroji mikroorganismU a drobnych Zivocichl hospodérského vyznamu, https://www.microbes.cz/).
Pro inokulaci se vyuZije suspenze o hustoté 1,3 — 6x10* sporangii ml?, vyhodou je vyuziti smésné
kultury vice izolatl P. infestans. Kazdarostlina je ockovana 10 pl (dvé kapky po 5 ul).

Pro testovani na oddélenych listech (Obr. 1) jsou rostliny péstovany na médiu Schenk & Hildebrandt
s vitaminy (DuchefaBiochemie), s 20 g |t sacharézya 3 g I'* GELRITE™ (Duchefa Biochemie), doplnéné
0 AgNO; (3mglt)aAlar85 (1,5 mgl?). Listy jsou odebrany z rostlin ve stafi6 tydnd (5 listl na genotyp
ve dvou opakovanich), ponofeny do suspenze sporangii P. infestans (smés izolatd, 5x10° ml?)
v kohoutkové vodé a polozeny spodnistranou na navlhéenou bunicinu v Petriho misce (vSe za sterilnich
podminek). Misky jsou nasledné zabezpeceny Parafilmem a kultivovany v kultivaéni komore za
podminek dlouhého dne ateploté 22 °C, jak je uvedeno vyse.

Obr. 1. Ukazka inokulacniho testu na oddélenych listech.

3.2 Odbér rostlinného materialu
Listy rostlin se odebiraji tfeti den po umélé infekci v in vitro podminkach, pfipadné ve skleniku nebo
v technickém izolatu. V ramci polniho experimentu se vzorkuje kratce po prvni signalizaci vyskytu
P. infestans v okolnich lokalitach, dokud jsoutestované rostliny bez zjevnych projevi napadeni. Z jedné
rostliny je odebrano Sest jednoduchy listl pro zaruéenidostatecné reprezentativnosti materialua pro

4
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kazdy genotyp jsou provedena aspon tfi biologickd opakovani. Listy se ihned po odtrzeni vlozi do
pfipravené obalky z alobalu nebo do kryozkumavek a takto ptipraveny vzorek se ponofi do tekutého
dusiku. Vzorky jsouv tekutém dusiku uloZeny v tlustosténné polystyrenové krabici s volné poloZzenym
polystyrenovym vikem s moznosti Uniku par (Obr. 2). Vzorky z tekutého dusiku jsou v laboratofi
vlozeny do mraziciho boxu steplotou -80 °C, prfed vlastni analyzou jsou pak lyofilizovany
a homogenizovany pfi pokojovéteploté s vyuzitim tloucku, nebo oscilaéniho mlynu (Laboratory Mixer
Mill MM 400).

Obr. 2. Ukazka sbéru materialu z polniho experimentu.

3.3 Extrakce pro omické analyzy

Zakladni analyza vychazi ze zavedeného protokolu kombinované extrakce, ktery umoznuje paralelni
stanoveni metabolitd, protein(, lipidl a vybranych hormoni z jedné extrakce a to jiz od 10 mg
hmotnosti pletiv pred lyofilizaci (napt. [19-23]). Homogenizovana pletiva jsou vysrazena pomoci smési
methanol/methyl terc-butylether/voda (1:3:1). Pro mnozstvi vzorku do 30 mg susiny postacuje 1 ml
tohoto roztoku. Volitelné je moZné do extrakéniho roztoku pfidat standardy pro absolutnikvantifikac
(napf. standardy hormont) nebo znaceny metabolit pro kontrolu kvality (napf. 3C L-valin). Pro vétsi
navazky je vhodné vzorek alikvotovat. Po dikladném protfepani je vzorek ponechan aspon 12 h
v mrazicim boxu (-20 °C). Nasledné je k vzorku pfidano 0,5 ml smési methanol:voda (1:3) a vzorek je
centrifugovan (10min, 10 000xg, 4 °C).Vzorek se rozdélina pelet, ktery obsahuje proteiny a nukleové
kyseliny, asupernatant, ktery obsahuje dvé oddélené faze (nepolarnia polarni/semipolarni; Obr. 3).

3.4 Analyza metabolita
Z polarni/semipolarni frakce je odebrano 50 pl a odpareno pomoci vakuového koncentratoru
(SpeedVac, Thermo). Vzorek je nasledné rozpustén 20 pl methoximacniho roztoku (40 mg
methoxyaminhydrochloridu v 1 ml pyridinu)ainkubovdn90min pfi 30 °Cza stalého tfepani. Nasledné
jsou metabolity derivatizovany pfidavkem 80 pl silylacniho roztoku (N-methyl-N-
trimethylsilyltrifluoracetamid, Merck) asmésje inkubovana 30 min pfi 37 °C za stadlého tfepani. Profil
metabolitl je méfen pomoci plynové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii (GC-MS)
s vysokym rozlisenim Q Exactive GC Orbitrap GC-MS/MS (Thermo Fisher). Vzorky jsou nastfiknuty
v rezimu split 5:1 (vstupniteplota 250 °C, splitless time 0,8 min, purge flow 5,0 ml min-t, split flow
6,0 ml min?) naGCkolonu TG-5SILMS (Thermo Fisher, 30m x 0,25 mmx0,25 pm) s heliemjako nosnym
plynem pfi konstantnim pritoku 1,2 ml min. Metabolity jsou nasledné separovany s gradientem
teploty 28 minut (konstantniteplota 70 °C po dobu 5 min, poté gradient 9 °C za minutu aZ po 320 °C)
a ionizovany pomoci elektronové ionizace (energie elektronli 70 eV, emisni proud 50 pA, teplota
iontového zdroje 250 °C). Hmotnostnispektrometr méfiv rezimu MS profilu, rozliSeni 60 000, rozsah
skenovani 50-650 m/z, automaticky maximalni ¢as plnéni orbitalni pasti a automatické fizeni
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akumulace iontl na 1e6, internikalibrace lockmass [m/z]: 207,0323. Data jsou analyzovana pomod
CompoundDiscoverer 3.0 (Thermo) a identifikace jsou ziskany na zakladé porovnani se spektrdini
knihovnou (NIST2014 a GC-Orbitrap Metabolomics). Jako spolehlivé identifikované metabolity jsou
povaZovany pouze ty, které dosahnou aspon skére 270a odchylky od ocekavaného retencéniho indexu
AR <2 %.
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Obr. 3. Rozdéleni vzorku na frakce pro naslednou analyzu lipidl, metabolitli a proteint.
Detaily nastavenijednotlivych méfenijsou popsany v kapitolach 3.5-3.7.

3.5 Analyzalipidi
Celkové lipidy z oddélené etherové frakce jsou alikvotovany. 100 ul je pouzito pro ovérenislozeni
pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC, silikagel 60, Merck). Vzorek je nanesen v tfech technickych
opakovanich po 30 ul a separovan pomoci smési hexan/terc-butylmethylether/kyselina octova
(84/15/1) po dobu 60 minut. TLC je nasledné obarvena 0,03% Coomassie Brilliant Blue R-250, obraz
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zaznamenan pomocidenzitometru (kalibrovany denzitometr GS-800, Bio-Rad) a kvantifikovan pomod
nastroje Imagel [24]. Paralelné je 100 pL etherové frakce vysusena vakuovou centrifugaci, rozpusténa
ve 200 ul smésiisopropanol/methanol/terc-butylmethylether(4/2/1) s ptidavkem 20 mM HCOONH, a
analyzovano pfimou infuzi za pouziti nanoelektrospreje Triversa Nanomate (Advion Biosciences) a
hmotnostniho spektrometru Orbitrap Fusion Lumos Tribrid. Podminky jsou nésledujici: aplikované
napéti—1,6 kV, polarita—kladn3, tlak dusiku —0,3 psi, objem vzorku odebrany pro analyzu—5 pul, doba
sprejovani— 2 minuty. Hmotnostni spektrometr Orbitrap Fusion Lumos pracuje v reZimu DDA (data-
dependentnianalyza) s dobou cyklovani 2 s, kladnou polaritou, aktivnim dynamickym vyloucenim
mérenych prekursorll, sweep gas — 0; teplota vstupu — 250 °C; detektor MS — Orbitrap, rozliseni
500 000, rozsah skenovani(m/z)—150-1800, RF (%) 30, AGC 5e4, maximalni doba pInéni50 ms, 1
mikrosken, profilové spektrum; detektor MS/MS - Orbitrap, rozliseni 120 000, hmotnostni rozsah —
normalni, cil AGC—standardni, maximalnidoba plnéni100ms, 1 mikrosken, izolace prekursoru pomod
kvadrupdlu, sitkaizolaéniho okna (m/z) 1,5a aktivace HCD 25, 30 a 35 %. Ziskana profilova spektra jsou
analyzovanapomociFreeStyle 1.7a LipidSearch 4.2 (Thermo Fisher).

3.6 Analyza proteint

Oddélenépelety(3.2) jsou solubilizovanyv 800 ul solubilizaéniho roztoku (2% SDS, 30% sacharéza, 5 %
merkaptoethanol, 5mM EDTA, 100mM Tris, pH 8,0) po dobu 60 min pfi teploté 30 °C. Proteiny jsou
nasledné extrahovany pridavkem 400 pl TRIS saturovaného fenolu. Vzorky jsou dikladné protrepany,
centrifugovany (10 min, 10 000xg, 20 °C), fenolicka frakce je oddélena a precipitovana pres noc pomod
roztoku 100mM octanu amonného v methanolu pti — 20 °C. Vzorky jsou centrifugovany (10 min,
10 000xg, 4 °C), ziskany pelet je promyt roztokem 80% acetonu ve vodé a po vysusenirozpustén
v 300 pl roztoku mocoviny (8M mocovina, 10mM DTT, 100mM NH4HCOs) po dobu 30 min nebo do
Uplného rozpusténipeletu.Nasledné je pomoci metody dle Bradforda stanovena koncentrace proteinu
a alikvoty odpovidajici 100 pg proteinu jsou alkylovany pomoci iodacetamidu (30 mM, 30 min).
Alkylace je zastavena pomoci30mM DTT, vzorky jsou doplnényroztokem obsahujicim 50mMNH,HCO;
a 2% ACN avodu, aby finalni koncentrace mocoviny byla 2M. Nasledné jsou vzorky Stépeny pres noc
pomoci trypsinu (Promega; 0,5 ug enzymu na vzorek, 29 °C), odsoleny svyuZitim C18 SPE (Agilent)
azméreny pomoci hmotnostni spektrometrie klasickou metodou ,shotgunové” DDA proteomiky
s vyuzitim 15 cm kolony C18 Zorbax (Agilent), nano-UPLC systému Dionex Ultimate 3000 RSLC
a hmotnostniho spektrometru Orbitrap Fusion Lumos Tribrid s ndsledujicim nastavenim: Peptidy jsou
eluovany pomocigradientu acetonitrilu (2-72%, 120 min); Spektra jsou méfenas vychozim nastavenim
proidentifikaci peptid(, za pouZitianalyzatoru orbitrap s rozliSenim 120000 (MS), rozsah em skenovani
(m/z) 300-1700, maximalni dobou plnéni50 ms, AGC 400 000, jeden mikrosken, aktivace HCD, 30%
energie kolize, rozliseni 30 000 (MS2), maximalni doba ndstfiku 100 ms, AGC 50 000 a dynamické
vylouceni méreného prekursoru na 60 s. Zmérend spektra jsou rekalibrovana pomoci nelinearniho
regresniho modelu a prohledana proti databazim S. tuberosum (SolTub_3.0), P. infestans (kmen T30-
4) a béinych kontaminantl pomoci Proteome Discoverer 2.5 (Thermo Fisher) se Sequest HT
a Algoritmy MS Amanda 2.0 s nasledujicimi parametry: enzym-trypsin, maximalné dvé vynechana
mista Stépeni; tolerance MS1-5 ppm; MS2 tolerance - 0,02 Da (MS Amanda), 0,1 Da (Sequest);
modifikace — karbamidomethyl (Cys) a azZ tfi dynamické modifikace véetné oxidace Met, deamidace
Asn/GIn a N-terminalni acetylace. Kopmenzace odchylek v reten¢nim ¢ase je zpracovana pomod
Feature Mapper(maximalniposun RT 10 min, hmotnostnitolerance 10 ppm). Kvantitativnirozdily jsou
stanoveny pomoci Minora za poutZiti kvantifikace prekurzorovych iontli nasledované normalizad
a vypoctem relativniho mnozstvi.
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3.7 Ovérenipritomnosti P. infestans
Pro ovéreni pfitomnosti a presnou kvantifikaci P. infestans v rostlinném pletivu je mozné vyuzit PCR
a amplifikacivysoce repetitivnisekvence PiO8z jejiho genomu anormalizacinagen Ef-1aS. tuberosum
(PGSC0O003DMG400023270). Rovnéz lze vyuzit detekci P. infestans na zakladé specifickych peptidQ
patogenu, jak je popsano v Berka etal. (2020) [23] a Dufkovaetal. (2022) [19].

3.8 Statistické zpracovani a preselekce vhodnych genotypi na zakladé necilené
analyzy
Pfi zakladnim necileném porovnani profilli je vidy vyuZito genotypli se zndmoua kontrastnirezistend,
které slouzijako etalon pro identifikaci rezistentnich a senzitivnich genotypa. Pro zakladnievaluad je
vyuzitaanalyza hlavnich komponent (PCA) s nasledujicim zakladnim nastavenim: Skalovani

Trida Jméno ID
Steroidni . a-solanin HMDB0034202
erordnisaponiny a-chaconin HMDB0039353
Alkaloidy odvozené od .
. melicopidn NA
akridonu
Solanidiny Solanidin HMDB0003236
HMDBO0003573
Tropanové alkaloid Scopolamin
Kumariny 4-kumarylalkohol HMDBO0003654
Skopolin HMDBO0303366
Skopoletin HMDB0034344
Katechol Paucin HMDB0029876
Flavonoidy Rutin HMDB0003249
1-O-FeruloylB-D-glukosa HMDB0302219
1-O-Sinapoyl-B-D-glucosa HMDB0302379
Kyselina hydroxyskoficovda 3-glucosid kyseliny kavové HMDBO0303040
jejiderivaty Kyselina ferulova HMDBO0000954
N-cis-Feruloyltyramin HMDB0036381
Subafylin HMDBO0033463
5-O-feruloylchinova kyselina HMDB0240478
Kvseli hinova a ieil derivat kys elina p-kumaroylchinova HMDB0301709
yselinachinova aJejidervaty < o ina chlorogenova HMDB0003164
Kyselina chinova HMDB0003072
Phytuberin HMDBO0035754
Seskvit Rishitin HMDBO0035593
eskwiterpeny Lubimin NA
Solavetivon HMDBO0035657
Neoindiosid D
. Protoneodioscin
Saponiny NA

Barogenin-solatriosid
Barogenin-chakotriosid
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Annexin PGSCO003DMT400004741
Protein obsahujici WPP doménu PGSC0003DMT400008558
Inhibitor proteinas typu 2 PGSC0003DMT400011563
Protein z rodiny glykosylhoydrolas PGSC0003DMT400015222
Ferredoxin—nitrit reduktasa PGSC0003DMT400021310
Endochitinasa PGSC0O003DMT400022685
Protein obsahujici HD doménu PGSC0003DMT400029178
Aktivator HSP90 PGSC0003DMT400029793
Peptidasa rodiny M28 PGSC0O003DMT400039091

Proteiny Glutathion S-transferasa DHAR3 PGSC0003DMT400040588
Protein nezndmé funkce PGSC0003DMT400053187
Protein neznamé funkce PGSC0003DMT400053190
Phosphoglyceratkinasa PGSC0003DMT400056871
Sulfurtransferasa PGSC0003DMT400057236
Cyklasa PGSC0O003DMT400059496
Chloropfyl a-bvazajici protein PGSC0003DMT400068129
Delta-1-pyrrolin-5-carboxylatsynthasa PGSC0003DMT400068829
UDP-glykosyltransferasa PGSC0003DMT400075868
HSP70 PGSC0003DMT400078163

Glycerophospholipid Heptadekenoyl-lysophosphatidylcholin (LPC17:1) LMGP01050002

Acetate ester Z-3-Hexenyl acetat HMDB0040215

Dialkyldisulfide Cystamin HMDB0250701

Alkylthiol Cysteamin HMDB0002991

Tab. 1. Potencidlni markery rezistence k P. infestans. Dle Dufkovaetal., 2022, 2023 [19,25].

rozptylu (unity variance scaling), PCA metoda SVD s imputaci. Pro vyhodnoceni o¢ekavané rezistence
k P. infestans je vyhledana vhodna komponenta PC1-PC3, kterd nejlépe separuje znamé kontrastni
genotypy a zaroven se blizi aspon 20% pokryti variance systému (Obr. 3). Vysledky je mozné doplnit
o vyhodnoceni podobnosti s vyuZitim ANOVA a naslednych parovych testl. Uvedené statistické testy
jsou implementovany s vyuZitim nastroji MS Excel a Real Statistics Resource Pack pro MS Excel,
MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/) a nastroje Clustvis
(https://biit.cs.ut.ee/clustvis/).

3.1 Cilend analyza identifikovanych latek spojenych s rezistenci k P. infestans
Necilend analyza mize byt doplnéna ¢i nahrazena cilenym monitorovanim latek uvedenych v tabulce
(Tabulka 1) identifikovanych na zakladé predchozich experimentd s rezistentnimi a citlivymi genotypy.
Pro identifikaci a kvantifikaci téchto latek je vhodné vyuZzit pfedevsim hmotnostni spektrometrii
spojenou svolné dostupnym ndstrojem pro cilenou kvantifikaci Skyline
(https://skyline.ms/project/home/software/Skyline/begin.view).
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4 Technické vybaveni

Klicové vybaveni pro pfipravu rostlinného materidlu zahrnuje parni a horkovzdusny sterilizator,
lamindrni box, kultivaéni mistnost s nastavitelnym reZimem (svétlo, teplota), mikroskop, pH metr,
analytické vahy, pipety, pomicky pro sterilni manipulaci (skalpely, pinzety, filtry pro studenou
sterilizaci roztokd, zkumavky, Petriho misky, kultivaéniddzy ...). Klicové omické vybavenije postaveno
na hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim a pfisluSenstvi pro separaci smési biomolekul.
Vhodnym pfikladem je hybridni hmotnostni spektrometr zaloZzeny na orbitdlni pasti spojené
s kvadrupdélem (qExactive, Fusion Lumos, Thermo). Pro separaci biomolekul pak plynova
chromatografie (napf. TRACE 3100, Thermo), kapalinova chromatografie v provedeninano UPLC (napt.
Ultimate 3000, Thermo) a Triversa Nanomate (Advion Biosciences) pro analyzu lipidli metodou piimé
infuze.
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5 Priklad vyuziti metody

Nasledujici pfiklady vyuZiti metodiky ukazuji tfi rizné pfistupy zaloZzené na profilu lipidomu (5.1),
sloZzeni metabolomu (5.2) a proteomu (5.3). Rovnéz demonstruji pfistup necilené analyzy (5.1-5.2)
acilené analyzy (5.3). Jak je demonstrovano, kazdy z téchto pristupt mlze byt Uspésné pouzit pro
odhad miry rezistence k P. infestans a preselekci Slechtitelského materidlu. JelikoZ jsou metody
a pristupy vzajemné komplementarni, doporucujeme jejich paralelnivyuZziti a kombinace pro zvyseni
spolehlivosti vysledné predikce.

5.1 Provokacnitest na oddélenych listech — odhad rezistence genetického materialu
pomoci profilovanilipidomu
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Obr. 4. Predikce odolnosti na zakladé PCA profilulipidomu s vyuZitimsilné odolného druhu
S. pinnatisectum a nachylné odridy Kerkovské rohlicky. (A) Ukazka reprezentativniho
inokulovaného listu 96 h po inokulaci. (B-C) Profil lipidomu listu somatického hybridu SH1968
(fialova) se klastruje s profilem senzitivni odridy Kerkovské rohlicky a je tak hodnocen jako
nedostatecné odolny. (D) Potvrzeni pfitomnosti P. infestans pomoci metod qPCR. Relativni
mnozstvi PiO8 normalizované na hladinu exprese PGSC0003DMG400023270. Uvedené
vysledky jsou priimérem péti biologickych opakovani. Signifikance rozdili mezi jednotlivymi
genotypy bylavyhodnocena pomocineparametrického testu (Kruskal—-Wallis a Conoverivtest;
p < 0,05). Prezentované vysledky byly pfevzaty a upraveny z publikace Dufkova et al., 2022
[19].
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Prvni priklad ukazuje porovnani Slechtitelského materidlu ziskaného somatickou hybridizaci druhu
Solanum pinnatisectum s vysokou ptirozenou rezistenci k P. infestans a odridy Kerkovské rohlicky.
VyuZito bylo provokacniho testu na oddélenych listech, jak je popsano v ¢asti 3.1. Tato varianta
provokacniho testu je nejrychlejsi, ale zaroven muze byt jeji vypovédni hodnota ovlivnéna, protoze
efekt patogenu mlze byt navysSen procesem senescence. Listy v péti biologickych opakovanich
(Obr. 4A) byly lyofilizovany, homogenizovany a alikvoty odpovidajici 30 mg byly pouZity pro extrakd
lipidomu. Extrakce byla provedena, jak je popsdnov kapitoldch 3.3 a 3.5, nasledné byl ovéren vytézek
pomoci TLC a vzorky byly zméfeny hmotnostni spektrometrii metodou pfimé infuze. Méfenim bylo
ziskano relativnizastoupeni654lipidd. Profil lipidomu byl porovnan pomociPCA (Obr. 4B). Rezistentni
a citlivy genotypy byly signifikantné oddéleny v rdmci prvni komponenty (PC1), ktera vystihovala pres
34 % variance systému. Profil lipidomu hybridni rostliny SH1968 byl nerozlisitelny od citlivé odriidy
Kerkovské rohlicky (Obr. 4C), coZ indikuje jeji nizkou odolnost k P. infestans. ldentické mnoZstvi
P. infestans vinokulovanych listech bylo potvrzeno i pomocimetody qPCR (Obr. 4D).

5.2 Identifikace rezistentni odriidy na zakladé sbéru listli z polniho experimentu
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Obr. 5. Predikce odolnosti na zakladé PCA profilu metabolomu s vyuZitim silné odolného
genotypu H27 a nachylné odrtidy Magda. (A-B) Profil metabolomu listu odriidy Dominator
predikuje jeho zarazeni mezi odolné genotypy, v odrldovych testech byl hodnocen jako
stfredné odolny. (C-D) Profil metabolomu odridy Red Anna vykazuje shodu s nachylnou
odrlidou Magda, v testech byla odriida hodnocena jako méné odolna. Signifikance rozdili mezi
genotypy bylavyhodnocena pomocineparametrického testu(Kruskal-Wallis a ConoverQvtest;
p < 0,05). Uvedené vysledky jsou zaloZeny na 18 biologickych opakovanich.
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Polniexperiment byl proveden v roce 2019 ve Velharticich na odriidach Magda, Red Anna, Dominator
a genotypu H27. Vzorkovanibylo provedeno 7. 8. 2019, a odebrany byly listy z porostu nevykazujicho
zadné viditelné znamky infekce. V ramci testovani metodiky bylo odebrano 18 vzorkd
na kazdy genotyp a jako referencni genotypy slouZily nachylna odriida Magda a odolny genotyp
H27HH. Odebrané listy byly zamraZzeny do tekutého dusiku, lyofilizovédny a alikvoty odpovidajici 30 mg
susiny byly zpracovany pro GC-MS metabolomické profilovani, jak je popsano vyse (3.3-3.4). Pro
analyzu byl zvolen necileny pfistup a GC-MS profil 1000 nejintenzivnéjsich pikd byl porovnan pomod
PCA (Obr.5). V ramci prvniho testu byl rezistentniacitlivy genotyp oddélen v ramci komponenty PCJ,
kterd vystihovala pres 24 % variance systému. Odrlida Dominator se pak klastrovala k odolnému
genotypu H27 (Obr. 6B), coz indikuje jeji moznou odolnost k P. infestans a souhlasi s vysledky
odriidovych zkousek, kde se prokazala jako stfedné odolna [26]. V rdmci druhého testu rozdélila
rezistenci k P. infestans komponenta PC2 s nizSim, ale postacujicim pokrytim variance. Test pak
prokazal, ze profil odridy Red Anna a odrlidy Magda neni vyznamné odlisny, coZ opét souhlasi
s vysledky odridovych zkousek, kde byla Red Anna hodnocenajako méné odolna [26].

5.3 Provokacni test na rostlindch péstovanych invitro

A PGSCO003DMT400004741 | Annexin PGSCO003DMT400053187 | Protein neznamé funkce
PGSCO003DMT400008558 | Protein obsahujici WPP doménu PGSCO003DMT400053190 | Protein neznamé funkce
PGSCO003DMT400011563 | Inhibitor proteinas typu 2 PGSC0003DMT400056871 | Phosphoglyceratkinasa
PGSCO003DMT400015222 | Protein z rodiny glykosylhoydrolas PGSCO003DMT400057236|Sulfurtransferasa
PGSCO003DMT400021310 | Ferredoxin--nitrit reduktasa PGSCO003DMT400059496 | Cyklasa
PGSC0003DMT400022685 | Endochitinasa PGSCO003DMT400068129 | Chloropfyl a-b vazajici protein
PGSCO003DMT400029178| Protein obsahujici HD doménu PGSCO003DMT400068829 | Delta-1-pyrrolin-5-carboxylatsynthasa
PGSCO003DMT400029793 | Aktivator HSP9O PGSCO003DMT400075868 | UDP-glykosyltransferasa
PGSCO003DMT400039091 | Peptidasa rodiny M28 PGSCO003DMT400078163 | HSP70
PGSCO003DMT400040588 | Glutathion S-transferasa DHAR3
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Obr. 6. Predikce odolnosti na zakladé PCA profilu potencidlnich proteinovych markera
rezistence. (A) List proteinl identifikovanych na zakladé provokacéniho testu v oddélenych
listech S. pinnatisectum a Ketkovské rohlicky, publikovano v Dufkova et al., 2022 [19]. (B-C)
Profil markerovych protein( vrezistentnich rostlinach S. pinnatisectum, citlivého kultivaru
Kerkovské rohlicky (100 % rostlin infikovano) a porovnavanych genotypd SH1741, SH1721
a kultivaru Borek. VSechny hodnocené odrldy byly vyhodnoceny jako nachylné, coz odpovida
i vysledkiim provokacénihotestu. Signifikance rozdili mezi genotypybyla vyhodnocena pomoci
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neparametrického testu (Kruskal-Wallis a ConoverQv test; p < 0,05). Uvedené vysledky
proteomické analyzy jsou zaloZzeny na 4 opakovanich.

Ctyrtydenni rostliny péstované in vitro byly rozdéleny do dvou skupin. Prvni sada byla pouZita pro
proteomickou analyzu (2 x 8 rostlin), druhd sada byla naockovéna P. infestans aplikaci suspenze
sporangiinaadaxialnistranu dvou plnévyvinutychlistd (jednakapka 5 pl suspenzenalists koncentrad
sporangii 1,34 x 10* ml* sporangii). Hodnoceniinfekce bylo provedeno dva tydny po inokulaci. Listy
neinokulovanych rostlin byly zamrazeny, lyofilizovany, homogenizovany a alikvoty 30 mg susiny byly
pouzity pro proteomickou analyzu popsanou v kapitole 3.6. Pro evaluacislechtitelského materialu bylo
jako kontrola vyuzito S. pinnatisectum (odolny genotyp) a kultivar Kerkovské rohlicky (nachylny).
Analyza se zaméfila na potencialni proteinové markery rezistence (Obr. 4A). Porovnani profild hy bridd
SH1741, SH1721 a odrlidy Borek ukazalo vyznamnou podobnost s profilem citlivé odriidy Kefkovské
rohlicky, tedy tyto genotypy metoda hodnoti jako nachylné. Obdobny vysledek byl ziskan po
vyhodnoceniinfekce dvatydny poinokulaci.
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6 Srovnani novosti postupu

Pro urcéeni rezistence Slechtitelského materidlu se béiné vyuzivaji klasické postupy, jako jsou
provokacni laboratorni testy rezistence na oddélenych listech, provokacni testy v nddobovych
pokusech, sledovanislechtitelskych materiald v podminkach prirozeného tlaku patogenu s naslednou
selekciv pribéhu sklizné a/nebo v poskliziiovych rozborech spojenych sklasifikaci rozvoje patogenu
a soubéZnym popisem slechtitelskych material( dle morfologickych a agronomickych znakd. Tyto
klasické testy mohou byt doplnény o cilené monitorovani znamych genl rezistence, ale i kdy? je
geneticka podstata rezistence k P. infestans velmi dlouho studovana a byla odhalena celd fada gen(
S. tuberosum spojenych s kvalitativnirezistenci, nase znalostio kvantitativnirezistencijsou stale velmi
omezené. Prislusné molekularnia biochemické mechanismy dosud nebyly plné prostudovany, a proto
nemohly byt ani efektivné vyuzivany pti Slechténi brambor. Metodika popsana v predchozich
kapitolach cili pravé na tyto dosud nevyuzivané markery rezistence, biomolekuly, které vykazuiji
signifikantné odliSné zastoupeni pfi porovnani odolné a nachylné odridy. Aniz by bylo nutné znét
signalni drahy vedouci k akumulaci/ubytku téchto molekul, dokonce i bez nutnosti identifikovat
véechny mérené latky, je moziné prostym porovnanim profilG predikovat odolnost nového
Slechtitelského materialu. Jak je demonstrovano na uvedenych ptikladech (5.1-5.3), spolehlivost
odhadu miZe byt pomérné vysoka a ve vsech uvedenych testech predikce odolnosti odpovidala
udajim z referencnich zdroj nebo vysledkiim provedenych provokacnich test. Metodikou je tedy
mozné provést véasné a objektivni posouzeni Slechtitelskych materialQ, a tim tak snizit pracovni
naroc¢nost a v budoucnu i ekonomickou narocnost celého procesu rezistentniho slechténi. Mimo
necilené analyzyzaloZené na porovnanicelého “omického” profilurostliny metodika rovnéz predklada
seznam potencidlnich markeru rezistence (Tab. 1), které mohou byt vyuZity pro méné narocnou
arychlejsi cilenou analyzu. Je nutné podotknout, Ze metodika byla vyvinuta v rdmci vyzkumného
projektu a ovérena na limitovaném spektru genotypQ, proto praktické vyuziti v budoucnu povede
k zuZeni/rozsifenispektrasledovanych molekul.
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7 Popis uplatnéni metodiky
Metodikaje uréenavyzkumnym a Slechtitelskym pracovistim, ktera se zabyvaji rezistentnim slechténim
bramboru k P. infestans. Metodika m@Ze byt i vhodnym pracovnim néstrojem pro studenty VS

laboratofi ke studiu a praktické mu vycviku v pouzivanych technikach a k pripadné adaptaci metodiky
pro pfibuzné rostlinné druhy (rajce, paprika, tabak, petunie, lilek,...).
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8 Ekonomické aspekty

Ekonomické naklady na provedeni jednoho stanoveni jsou v rdmci experimentdlniho provozu
stanoveny na 1500 K¢/vzorek pfisadé 50-100 vzorkU. Vyvoj ceny bude souviset's vyvojem cen energii
a ostatnich vstupl. Dale bude ovlivnén celkovymrozsahem vyuZivaniobdobnychanalyz adaptovanych
pro dalsi plodiny v budoucnu, takze pfipadna konecna cena v aplikacni laboratofi by mohla byt niZi.
Cena je rovnéz zavisla na celkovém mnoZstvi analyz, protoZe nejvyssi polozku spotfebniho materidlu
predstavujichromatografické kolony, které vSsak mohou pfi Fadném pouzivani byt pouZity pro méreni
fadové stovek vzorkd.

VyuZiti testu ¢asné selekce vyznamné zlepsi postaveni ceskych Slechtitel(l a zefektivniSlechténina
rezistenci. Lze pak ofekdvat rychlejsi selekci Slechtitelskych materiald vedouci k vyvoji odrldy, ktera
bude z hlediska rezistence k P. infestans konkurenceschopna minimalné v evropském prostredi.
N&vazné |ze predpokladat navysenimnozitelskych/produkénich ploch sadby/konzumu takové odridy,
a tim navysSenitrzeb.

Zvyseny objem produkce bramboru mlze byt ocekavan vevyhledu 5let po dosazZenirezistentni odridy
s ohledem na navysujicise vstupy do zemédélstvi [1-2]. Pfedpokladem Uspéchuje i uc¢inna propagace
Ceského bramborarstvi a adaptace ¢eského spotrebitele na pfipadnou nizsi atraktivitu hliz (napf.
z pohledu tvaru, struktury slupky, hloubky oéek apod.). Zvyseny zajem Ize oCekavat u malopéstiteld
a zahradkaru, kde pozadavek na biokvalitu je na prvnim misté.
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