VEDECKE PRACE

VYZKUMNY USTAV BRAMBORARSKY
HAVLICKUV BROD

2024



Vydal: Vyzkumny tstav bramboratsky Havlickiv Brod, s.r. 0.,
Dobrovského 2366, 580 01 Havli¢kav Brod.

Graficka uprava a sazba Jiti Trachtulec.

Rok vydani: 2024.

Pocet stran: 64.

Naklad: 40 kust.

ISBN 978-80-88614-08-1
ISSN 3029-7702



VEDECKE PRACE

VYZKUMNY USTAV BRAMBORARSKY
HAVLICKUV BROD

30

SCIENTIFIC STUDIES - 30
Potato Research Institute Havli¢ckav Brod,
Czech Republic

WISSENSCHAFTLICHE ARBEITEN - 30
Institut fiir Kartoffelforschung Havlickav Brod,

Tschechische Republik

HAYYHBIE TPY]IbI - 30
Hay4Ho-ncceroBaTe/IbCK Uit MHCTUTYT KapToderns Fapmnykys Bpop,
Yermckas pecrybnka

Vyzkumny tstav bramborafsky
Havlickav Brod
2024



Védecké prace
Vyzkumny tstav bramborafsky Havlickav Brod - 30

Editor:
RNDr. Jifi Ptacek, CSc.

Redak¢ni rada:

Prof. RNDr. Jifi Fajkus, CSc.
Ing. Vaclav Cermdk

Ing. Josef Kralicek

RNDr. Pavel Lizal, Ph.D.

Prispévky byly recenzoviny redakcni radou.

© Vyzkumny ustav bramborafsky Havlickiv Brod, 2024



OBSAH

PTACEK, J. - SVECOVA, R. - DOMKAROVA, .

THE UTILIZATION OF MOLECULAR MARKERS IN RECENT YEARS AT SELECTED
INTERSPECIFIC HYBRIDS OF SOLANUM SPECIES. .......................................... 9
VYUZITI MOLEKULARNICH MARKERU V POSLEDNICH LETECH U VYBRANYCH
MEZIDRUHOVYCH HYBRIDU DRUHU SOLANUM

LITSCHMANN, T. - DOLEZAL, P. - HAUSVATER, E. - SEDLAK, P. - SEDLAKOVA, V.

VLIV PRUBEHU TEPLOT VE VEGETACI NA VYSKYT ALTERNARIOVYCH
SKVRNITOSTI UBRAMBOR ..ot 19
THE EFFECT OF TEMPERATURE PROGRESS IN VEGETATION ON EARLY BLIGHT
OCCURRENCE IN POTATOES

PTACEK, J. - TRNENY, 0. - KLICKA, V. - SAFAR, J. - SVECOVA, R. - DOMKAROVA, J. - CEPLOVA, M.
SHRNUTI PRINOSU ANALYZ GENOTYPU POMOCI DARTSEQ PRO
BRAMBORARSKOU PRAXI. ... 33
SUMMARY OF THE BENEFITS OF GENOTYPE ANALYZES USING DARTSEQ FOR
POTATO PRACTICE

GREPLOVA, M - SVECOVA, R. - HAMPEJSOVA, R. - DOMKAROVA, J.

TVORBA NOVYCH GENOTYPU BRAMBORU S CERVENOU DUZNINOU S VYUZITIM
MUTANTA Z UVC OZAROVANI PROTOPLASTU ODRUDY HERBY...................... 43
CREATION OF NEW GENOTYPES OF RED-FLESHED POTATO USING A MUTANT
FROM UVC IRRADIATION OF PROTOPLASTS OF THE HERBY VARIETY

GREPLOVA, M. - HAMPEJSOVA, R. - DOMKAROVA, J.

JINY POHLED NA GENETIKU A DEDICNOST - SEZNAMENI S OBJEVY LAUREATKY
NOBELOVY CENY BARBARY MCCLINTOCK..................... . 53
A DIFFERENT VIEW OF GENETICS AND HEREDITY - MEET THE DISCOVERIES OF
NOBEL LAUREATE BARBARA MCCLINTOCK

Romana HAMPEJSOVA, Marie GREPLOVA, Jaroslava DOMKAROVA
ANTOKYANY A JEJICH POTENCIAL. ... 61



Parametry recenzniho fizeni u Védeckych praci

Védecké prace Vyzkumného ustavu bramborafského v Havlickové Brodé jsou odbornym peri-
odikem, ve kterém je mozné uvefejniovat védecké ¢lanky pracovnika zabyvajicich se prislusnou
problematikou bez ohledu na pracovisté a stat vydavatele. Zverejnény budou celé texty praci s ¢le-
nénim odpovidajicim strukture védecké prace (souhrn, tvod, literarni prehled, material a metody;,
vysledky, diskuse, zavér), piipadné kratka odborna sdéleni. Clanek musi vyhovét nasledujicim pa-
rametriam recenzniho fizeni:

o Jevhodny k uvetejnéni ve Védeckych pracich VUB

o Je novym piinosem

« Interpretace a zavéry jsou potvrzeny udaji a statisticky zhodnoceny

o Rozsah ¢lanku je timérny dané problematice

+ Clanek je srozumitelny

 Souhrn je vystizny a jsou uvedena klicova slova

o Vsouhrnu jsou uvedeny vysledky prace véetné statistickych hodnot

o Vsechny obrazky a tabulky jsou potfebné a prijatelné

« Pouzité mérové jednotky odpovidaji SI

o Nazev ¢lanku vyjadfuje vystizné jeho obsah

o Citovana literatura je dostate¢n4, resp. vSechny citované prameny jsou nezbytné



Védecké prace Vyzkumny tstav bramboratsky Havli¢kav Brod
2024, 30:9-18
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VYUZITI MOLEKULARNICH MARKERU V POSLEDNICH
LETECH U VYBRANYCH MEZIDRUHOVYCH HYBRIDU
DRUHU SOLANUM
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PTACEK, J. - SVECOVA, R. - DOMKAROVA, J.

THE UTILIZATION OF MOLECULAR MARKERS IN RECENT YEARS AT SELECTED INTERSPE-
CIFIC HYBRIDS OF SOLANUM SPECIES

Védecké prace - Vyzkumny ustav bramboraisky Havlickav Brod, 2024, 30: 9-18

The selected wild Solanum species were chosen for crossing by means of traditional breeding methods.
These wild species, maintained in the genebank of Potato Research Institute in Havlickav Brod, are a good
source of resistance to various biotic and abiotic factors. Hundreds of hybrids from many combinations,
which were arisen by reciprocal crossing procedures (wild species x variety or dihaploid), and parental
genotypes were tested using of PCR-based methods. We obtained the crossing materials with wild species
(S. acaule, S. berthaultii and S. demissum) with potato varieties. The hybridity of progeny from interspe-
cific hybridization was assessed visually through morphological traits and RAPD method. Hybridity was
detected only in some of the crossing combinations. Genotypes from seven wild species (S. acaule, S. ber-
thaultii, S. bulbocastanum, S. brevidens, S. demissum, S. pinnatisectum and S. verrucosum) were evaluated
through PCR analysis. The plant material was initially cultured in vitro, transferred to greenhouse condi-
tions, and subsequently subjected to DNA isolation using the GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit
(Sigma). Selected DNA markers were tested and applied for further analysis of both diploid and tetraploid
potato collections. Wild species carrying resistance genes are actively used in breeding experiments. The
availability of precise genomic sequences facilitates faster and more targeted breeding, enabling the iden-
tification of promising crosses and indicating where genetic material exchange between the parental lines
("father" and "mother") should ideally occur. This approach allows breeders to determine at an early stage
whether a hybrid possesses desirable traits, such as disease resistance.

crossing; resistance; RAPD method; genebank




INTRODUCTION

There is an ongoing effort to expand the gene pool of the new potato gene resources for
resistance to pests and diseases through distant hybridization. Cultivated potato S. tubero-
sum (2n = 4x = 48) is a vegetatively propagated species with tetrasomic inheritance and
a high level of heterozygosity. Several important traits strongly depend on intralocus inter-
actions and genotypes, multiallelic loci are more advantageous than monoallelic or diallel-
ic ones. Unfortunately, because of the close relationship between varieties, the genetic base
of modern varieties is relatively limited. Conversely, wild Solanum species, most of which
are diploid (2n = 2x = 24), are a significantly better source of allelic variability comparing
standard varieties. They have many valuable characteristics, including resistance to biotic
and abiotic stresses (CARPUTO et al., 1997).

Solanum species have different ploidy level and vary in their EBN - (Endosperm Balance
Number). EBN represents their ,effective ploidy“ and does not always correlate with the
current chromosomal number. Another factor influencing their evolution, besides EBN, is
the production of so-called 2n gametes. These gametes have the same number of chromo-
somes as somatic cells and result from modified meiosis, which affects specific stages and
micro- and megasporogenesis (CARPUTO et al., 2003). Mutually merging of 2n gametes
leads to the formation of a tetraploid genotype (LAPTEVA, 1988).

An option to overcome barriers in interspecific crosses is the use of doubled haploids
which arise from the reduction in chromosome number in crop varieties and tetraploid
genotypes of 2n = 4x = 48 to 2n = 2x = 24. The formation of primary dihaploids by in-
terspecific crossing of tetraploid S. tuberosum clones and diploid S. phureja species is the
most commonly used method. This induces parthenogenesis (HORACKOVA, 1989). Dis-
tant hybridization presents many challenges that geneticists and breeders must consider.
Hybrids typically exhibit low fertility or complete sterility, and the inheritance of traits in
the progeny is often more complex (KOVACIK et al., 1983).

DNA markers can be used to determine differences in genome structure based on dif-
ferences (polymorphisms) in DNA sequences between individuals. DNA polymorphism
can be detected using various methods. The most common techniques include RFLP (Re-
striction Fragment Length Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymor-
phism), SSR (Simple Sequence Repeats) or RAPD (Random Amplification of Polymorphic
DNA). The latter three are based on PCR (Polymerase Chain Reaction). Since its develop-
ment PCR has become a very popular method, with numerous modifications.

RFLP analysis requires relatively large samples and is technically demanding and time
consuming (GEBHARDT et al., 1989). Similarly, AFLP analysis is a relatively challenging
technique. Another effective and advanced method is SSR analysis, which involves short
repeated sequences with codominant inheritance and high abundance and polymorphism.
However, this approach requires knowledge of the DNA sequence to design appropriate
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primers. These limitations are overcome with the RAPD method, which amplifies genomic
DNA using short, random oligonucleotides (typically decamers). This results in the forma-
tion of various amplification products, forming a characteristic pattern on electrophoresis
gels, which can be analyzed. RAPD is capable of detecting polymorphism in regions where
the sequence, function or chromosomal location is unknown, with dominant inheritance
of the analyzed traits (PENNER, 1996). The advantages of RAPD include its simplicity,
speed, and minimal technical requirements, and the variability it detects is relatively high.
Consequently, RAPD is widely used in the identification and study of genomes in various
cultivated species, including rice (MARTIN et al., 1997), tomatoes, wheat, beans (BAl et al.,
1997), carrot (NAKAJIMA et al., 1997) and others.

Regarding the S. tuberosum, the RAPD method has been developed and applied for many
years. Among the first successful uses of RAPD to identify varieties were the works of DE-
MEKE et al. (1993) and HOSAKA et al. (1994) can be classified. Soon after, ,fingerprinting®
became part of the overall characterization of newly introduced varieties (LYNCH et al.,
1994).

The gene bank at the Potato Research Institute Havlickiv Brod includes a subcollection
of ,dihaploids®, largely produced by the PRI, and a subcollection of ,wild species of the
genus Solanum,” which were obtained from international collections of genetic varieties of
potatoes. These include S. acaule, S. demissum, and S. berthaultii. These wild species have
long been kept for experimental purposes, and also serve as starting material for breeding
(HORACKOVA, 2003).

The main aim of this study was to evaluate interspecific hybrids obtained from con-
ventional crossbreeding of wild species or variety x dihaploids using molecular methods.
There are 22 wild tuber-bearing species and one non-tuber-bearing species in our collec-
tion. The goal of this part of the study was to use molecular markers to assess the resistance
of selected genotypes of wild species in PRI potato gene bank.

Potatoes are one of the most important food crops globally. Therefore, improving their
traits can have a significant impact. However, sequencing the potato genome is challenging
because common potatoes are tetraploid, i.e., they have four sets of chromosomes, which
complicates the assembly of a reference genome. Recent research has focused on a diploid
potato with only one genome, the so-called homozygote, which simplifies DNA sequencing
and comparison. This plant, Solyntus, was produced as part of Solynta’s hybrid breeding
program.

A reference sequence, chromosome assembly version 4.04, is now available (HARDI-
GAN et al., 2016). The precise genomic sequence enables faster and more targeted breeding,
making it easier to identify promising crosses and determine the ideal points of genetic
material exchange between the ,father and ,,mother.“ This approach allows breeders to
assess early on whether a potato possesses the desired traits, such as resistance to specific
diseases.
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MATERIALS AND METHODS

Solanum hybrids

90 hybrids from 23 reciprocal crossings (wild species x variety or S. tuberosum dihaploids)
and 19 parental genotypes were tested. Hybrid seeds were sown in the greenhouse, resulting
plantlets with good root system were put in pots. Four seedlings (8 week old) were taken
for DNA isolation. Varieties and dihaploids were planted in pots (41 of soil) and grown
in the greenhouse in a standard manner. Wild plants were transplanted from in vitro
conditions to a greenhouse. For both types of parental materials leaves were also taken for
DNA isolation.

»Solanum wild species®

In vitro materials used in the experiment are long kept in the gene bank PRI Havlickav
Brod. Forty-eight genotypes were selected from seven wild species (S. acaule, S. berthaultii,
S. bulbocastanum, S. brevidens, S. demissum, S. pinnatisectum and S. verrucosum). In vitro
plantlets were transferred to greenhouse conditions (Figs 1-6).

DNA isolation
DNA was extracted from aerial parts of plants cultivated in a greenhouse using a commercial
kit GenElute Plant Genomic DNA Isolation Kit (Sigma).

RAPD method
Amplification reactions were carried out in volumes of 20 ul and contained 200 ng template

DNA, 10 pl FastStart PCR Master (Roche), 3.2 uM primers (IDT) and water.

Table 1: Primers used

116 TACGATGACG SC 10-4 TACCGACACC
131 GAAACAGCGT P71 GCATCTACGC
184 CAAACGGCAC P72 CGGCCACTGT
308 AGCGGCTAGG HEL3 GACGCTATCG

RAPD reactions performed in a thermocycler XP Cycler (Bioer), which has been
programmed following profile: 3 min initial denaturation at 94 °C; followed by 40 cycles of
1 min at 94 °C, 1 min 40 s at 37.5 °C and 2 min when 72°C; final step was 10 min at 72°C
and subsequent cooling 4 °C. Electrophoresis was performed in 1.5% agarose gel (TBE
buffer) with ethidium bromide (0.2 pg.ml?).

PCR reactions for the detection of selected resistance genes were performed according to
KASALI et al. (2000), GEBHARDT et al. (2006) and KAZUYUKI et al. (2011).
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RESULTS AND DISCUSSION

I.

In the year 2012 seeds from 23 combinations (wild species x variety, dihaploids) crossed
in the year 2011 were sown in the greenhouse. In addition, parents have been planted.
The cultivation was conducted in greenhouse conditions in a standard way. The isolation
and analysis of DNA was carried out in 19 genotypes of the parental material, and 90
samples from 23 combinations of hybrid material. Hybridity of individual clones (hybrids)
was initially assessed by comparing the plant habit, colour of flowers etc. with similar
characteristics of parental plants. For example in hybrids that arose from breeding
combinations of dihaploids 314 S. tuberosum x S. berthaultii 00259 violet colour of flowers
was recorded, although 314 (dihaploid S. tuberosum) is white coloured and S. berthaultii
(OCHOA, 1990) has purple flower crown or bright purple colour. From each cross
combination were selected 4-8 for DNA hybrids, for subsequent comparison of the RAPD
profiles of resulting hybrids and their parents. At the combination of S. demissum 00236 x
Sophie and S. demissum 00245 x Romanze only one hybrid was used for testing, because
one plant only grew in these combinations. Ninety hybrids and 19 parental genotypes
were tested with eight primers (see Materials and Methods). Hybridity was found only in
4 breeding combinations (dihaploid 314 S. tuberosum x S. berthaultii 00259, S. demissum
00236 x Sophie, S. demissum 00245 x Romanze, S. acaule 00029 x Sophie). Interspecific
hybrids were verified using selected DNA, primers are listed (Table 1). Best results (relative
to the entire file tested in the production of interspecific hybrids have been shown in
crossing combination of wild species S. tuberosum x dihaploids at diploid level - from one
test crossing combination one interspecific hybrid was confirmed. In contrast, the material
obtained from the crossing combination of wild species x species on the tetraploid level
on the test material by 23 combinations, we only confirmed three interspecific hybrids.
DOMKAROVA et al. (2007) also dealt with interspecific hybridization in their work. From
the crossing, which took place between S. tuberosum x wild species at the Potato Research
Institute in the years 2004-2006, combination of dihaploid S. tuberosum x S. berthaultii was
the most successful one. The results prove that the barriers existing in classical interspecific
hybridization can be appropriately overcome by crossing. The obtained hybrid materials
are used next year for re-crossing in accordance with CARPUTO et al. (1997). The main
reason is that although the wild species of Solanum genus carry a desired resistance, the
table value is very low. Advanced materials from this work are transferred to the PRI gene
bank.
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II.

The whole set was tested using DNA markers and supplemented with positive controls
adequate to the origin of the monitored resistance gene. The marker detecting the Ryadyg
gene was selected first. The RYSC3 marker was used for the Ryadg gene (KASAI et al,
2000). In addition, three DNA markers were used to detect the presence of resistance genes
(HI, Grol and Senl) in the genome of the samples tested (GEBHARDT et al., 2006),
(BARONE et al., 1995). Since 2014, additional primer sets have been used (KAZUYUKI
et al., 2011), a primer set for the HI specific resistance gene, a primer set for the RxI gene
(potato virus X), a primer set for the R2 resistance gene (late blight) and a primer set for the
marker resistance to potato Y virus (Rychc).

In 2013, DNA isolation was performed on 184 hybrids from 42 combinations resulting
from reciprocal crossing and 40 parental genotypes. In addition, DNA isolation was
performed on 45 hybrids obtained and partially tested in the previous year. The Ryadg
gene was not detected in the tested hybrids, the HI gene (marker TG689) was detected in
8 hybrids, the Grol gene (marker Grol-4) in 93 hybrids and the SenI gene (marker N127)
in 51 hybrids.

In 2014, DNA isolation was performed on 40 hybrids from 9 combinations resulting
from reciprocal crossing and 13 parental genotypes. Detection of the presence of resistance
genes was performed only in 11 hybrids from 5 combinations. The HI gene using the TG689
marker was detected in 3 hybrids, using the N146 marker also in three, using the N195
marker in four. The Grol gene (marker Grol-4) in all 11 hybrids, the Senl gene (marker
N127) in 10 hybrids, the RxI gene (PVX marker) in three, the R2 gene (marker R2-800) in
four and the Rychc gene (marker Ry186) were not found in any hybrid.

In 2015, DNA isolation was performed on 152 hybrids from 41 combinations resulting
from reciprocal crossing (wild species x variety, dihaploid S. tuberosum) and 38 parental
genotypes. The HI gene using marker TG689 was detected in 14 combinations, the
Grol gene (marker Grol-4) in 20 combinations and the Senl gene (marker N127) in 17
combinations and the Rysto gene (marker GP122) in 29 combinations. The R2 gene (marker
R2-800), the Rx1 gene (PVX marker) and the Rychc gene (marker Ry186) were not detected
in any combination.

In 2016, DNA isolation was performed on 36 hybrids from 11 combinations that resulted
in reciprocal and 17 parental genotypes. The HI gene using the TG689 marker was detected
in 3 hybrids, the Grol gene (Grol-4 marker) in 29 hybrids and the Senl gene (marker N127)
in 24 hybrids, the RxI gene (PVX marker) in none, the R2 gene (marker R2-800) in three,
the Rysto gene (marker GP122) in 27 and the Rychc gene (marker Ry186) were not detected
in any hybrid.

In 2017, DNA isolation was performed on 111 hybrids from 30 combinations that resulted
in reciprocal and 26 parental genotypes. The HI gene using marker TG689 was detected
in 13 combinations, the Grol gene (marker Grol-4) in 21 combinations and the Senl gene
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(marker N127) in 16 combinations and the Rysto gene (marker GP122) in 27 combinations.
The R2 gene (marker R2-800), the Rx1 gene (PVX marker) and the Rychc gene (marker
Ry186) were not detected in any combination.

In 2018, DNA hybrids were performed on 164 hybrids from 45 combinations resulting
from reciprocal crossing and 33 parental genotypes. The HI gene using marker TG689
was detected in 13 combinations, the Grol gene (marker Grol-4) in 21 combinations and
the Senl gene (marker N127) in 16 combinations and the Rysto gene (marker GP122) in 27
combinations. The R2 gene (marker R2-800), the Rx1 gene (PVX marker) and the Rychc
gene (marker Ryl186) were not detected in any combination.

In 2019, DNA hybrids were performed on 150 hybrids from 39 combinations resulting
from reciprocal crossing and 27 parental genotypes. The HI gene using marker TG689
was detected in 13 combinations, the Grol gene (marker Grol-4) in 21 combinations and
the Senl gene (marker N127) in 16 combinations and the Rysto gene (marker GP122) in 27
combinations. The R2 gene (marker R2-800), the Rx1 gene (PVX marker) and the Rychc
gene (marker Ryl186) were not detected in any combination.

In 2020, DNA isolation was performed on 93 hybrids from 24 combinations resulting
from reciprocal crossing and 18 parental genotypes. The HI gene using marker TG689 was
detected in 69 hybrids, the Grol gene (marker Grol-4) in 78 hybrids and the Senl gene
(marker N127) in 59 hybrids and the Rysto gene (marker GP122) in 70 hybrids. The R2 gene
(marker R2-800), the RxI gene (PVX marker) and the Rychc gene (Ry186 marker) were not
detected in any of them.

In 2021, DNA isolation was performed on 41 hybrids from 12 cross-breeding
combinations and 14 parental genotypes. The HI gene using marker TG689 was detected
in 32 hybrids, the Grol gene (marker Grol-4) in 29 hybrids and the Senl gene (marker
N127) in 25 hybrids and the Rysto gene (marker GP122) in 29 hybrids. The R2 gene (marker
R2-800) was detected in 4 hybrids and the RxI gene (PVX marker) in 28 hybrids,

Hybrid materials were successfully obtained using wild species of the Solanum genus,
which possess a high level of genetic diversity for economically important traits, such
as resistance to potato late blight, and table quality. These materials will be tested again
next year for specific traits, undergo morphological evaluation, and be used for further
backcrossing. Selected promising materials have been incorporated into breeding programs
with the goal of creating new potato genotypes.

As part of the characterization of the selected materials for their use for marker assisted
selection (MAS), we applied appropriate DNA markers that can reliably identify the
target gene. This approach provides an effective tool to replace provocation tests. Once
the desirable traits have stabilized, the promising materials will be transferred to the gene
bank at the Potato Research Institute in Havlicktiv Brod.
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PTACEK, J. - SVECOVA, R. - DOMKAROVA, J.

VYUZITI MOLEKULARNICH MARKERU V POSLEDNICH LETECH U VYBRANYCH MEZID-
RUHOVYCH HYBRIDU DRUHU SOLANUM

Védecké prace - Vyzkumny ustav bramboratsky Havlickav Brod, 2024, 30: 9-18

Vybrané plané druhy Solanum byly vybrany pro kiizeni pomoci tradi¢nich slechtitelskych metod. Tyto
plané rostouci druhy, uchovavané v genové bance Vyzkumného tstavu bramboraiského v Havlickové Bro-
dé, jsou dobrym zdrojem rezistence viici riiznym biotickym i abiotickym faktorim. Metodami PCR byly
testovany stovky hybridi z mnoha kombinaci, které vznikly recipro¢nim kfizenim (plané druhy x odrtda
nebo dihaploid) a rodi¢ovské genotypy. Ziskali jsme kiizence planych druht (S. acaule, S. berthaultii
a S. demissum) s odrtidami brambor. Hybridnost potomstva po mezidruhové hybridizaci byla vizual-
né kontrolovdna morfologickymi znaky a metodou RAPD. Hybridnost byla zji§téna pouze u nékterych
hybridt z kombinaci kiizeni. Pomoci PCR byly testovany genotypy ze sedmi planych druhi (S. acaule,
S. berthaultii, S. bulbocastanum, S. brevidens, S. demissum, S. pinnatisectum a S. verrucosum). Rostlinny
materidl byl pfeveden z podminek in vitro do skleniku a tam péstovan. DNA byla izolovana z téchto rostlin
pomoci GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma). Byly vybrany a otestovany DNA markery.
Vybrané markery byly pouzity pro nasledné testovani diploidnich a tetraploidnich sbirek brambor. Pro
experimenty s kfizenim se pouzivaji plané druhy nesouci geny rezistence. Velmi pfesnd genomova sekven-
by mohla byt zajimavd a kde by v idedlnim ptipadé méla probihat vyména genetického materidlu mezi
~otcem“ a ,matkou“. To znamend, Ze $lechtitelé v rané fazi védi, zda md genotyp pozadované vlastnosti,
jako je odolnost vuci konkrétnim chorobdm.

ktizeni; rezistence; metoda RAPD; genovéa banka
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RNDr. Jiff PTACEK, CSc.

Vyzkumny tstav bramborafsky Havlickiv Brod, s.r.o.
Dobrovského 2366

580 01 Havlickav Brod
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tel.: +420 569 466 244

e-mail: ptacek@vubhb.cz
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VLIV PRUBEHU TEPLOT VE VEGETACI NA VYSKYT
ALTERNARIOVYCH SKVRNITOSTI U BRAMBOR

THE EFFECT OF TEMPERATURE PROGRESS
IN VEGETATION ON EARLY BLIGHT OCCURRENCE
IN POTATOES

Tomas$ LITSCHMANNY!, Petr DOLEZALZ, Ervin HAUSVATER?,
Petr SEDLAK?, Vladimira SEDLAKOVA?3

YAMET, Moravsky Zizkov, 2Vyzkumny tistav brambordafsky Havli¢kiw Brod, s.r.o.
3Ceskd zemédélskd univerzita v Praze

LITSCHMANN, T. - DOLEZAL, P. - HAUSVATER, E. - SEDLAK, P. - SEDLAKOVA, V.
VLIV PRUBEHU TEPLOT VE VEGETACI NA VYSKYT ALTERNARIOVYCH SKVRNITOSTI
UBRAMBOR

Védecké prace - Vyzkumny ustav bramborarsky Havlickav Brod, 2024, 30: 19-32

V prispévku jsou vyhodnocena pétileta pozorovani vyskytu alternariovych skvrnitosti na odriidach za-
fazenych do Sortimentu doporucenych odrid (SDO) a dédna do souvislosti s teplotni charakteristikou
suma hodinovych efektivnich teplot nad 25 °C (SETh25). Je ukazano, Ze zejména teploty nad touto hranici
vyrazné prispivaji k rozvoji téchto chorob v porostech brambor. Byl rovnéz vytvoren ukazatel vhodnosti
teplotnich podminek pro rozvoj alternariovych skvrnitosti v pribéhu vegetacniho obdobi zalozeny na pé-
tidenni sumaci hodinovych efektivnich teplot nad 25 °C (5dSETh25).

Pro vyjadfeni zmén podminek pro rozvoj alternariovych skvrnitosti v minulych desetiletich byly vypo-
¢itany SETh25 pro jednotlivé roky za obdobi 1961-2023 pro H. Brod, pficemz se ukazalo, Ze v poslednim
desetileti dosahuji dvou az tfindsobnych hodnot oproti obdobi 1961-1990. Rovnéz v ro¢nim chodu ukaza-
tele 5dSETh25 v obdobi 2014-2024 je mozno pozorovat zna¢né zvyseni hodnot oproti obdobi 1961-1990,
pri¢emz maxima jsou dosahovdna az v pribéhu srpna.

alternariové skvrnitosti; suma efektivnich teplot; zména klimatu
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UVOD

Zména klimatu modifikuje hodnoty a prubéh vétsiny meteorologickych velicin, jez jsou
vétS§inou navzajem svazany nejriiznéjsimi fyzikalnimi zékony, do nichz obvykle vstupuje
jako nezavisle proménna veli¢ina teplota vzduchu. Ta se celoplanetarné zvysuje v disledku
nevyvazené radia¢ni bilance, kdy atmosféra Zemé prijima o néco vice energie, nez vyza-
fuje zpét do kosmického prostoru v disledku pisobeni radiacné aktivnich plyni, jejichz
koncentrace v ovzdusi neustale vzriista.

Klimatickd zména se projevuje postupnym zvySovanim nejen primérnych teplot, ale
stale vétsi cetnosti dntl, v nichz teploty prekracuji hranice stanovené pro letni a tropické
dny. Dny s témito extrémnimi teplotami ovliviiuji negativné rist brambor a ve zvysené
mife pusobi zejména na houbové patogeny s polycyklickym vyvojem a jimi vyvolana po-
$kozeni na listech brambor oslabenych teplotnim stresem.

Vyskyt a priabéh dané choroby obecné zavisi na tfech faktorech — pfitomnosti patoge-
nu, stavu rostliny a na okolnim prostfedi (tzv. trojahelnik choroby), pficemz klimaticka
zména ovliviiuje vechny tfi faktory. Zména parametrt okolniho prostfedi, predevsim pak
meteorologickych veli¢in ovlivnénych klimatickou zménou, mtize byt pfizniva anebo ne-
prizniva pro rozvoj patogenu, stejné tak jako prizniva pro rtst rostlin anebo naopak vyvo-
lavajici u nich abioticky stres. Nejméné prihodna je pak kombinace faktort priznivé ovliv-
nujicich vyvoj patogenu a souc¢asné vyvolavajici stres u rostlin a umoznujici tak jeho snazsi
pronikani do rostlinnych pletiv. Zvysujici se pozorované ¢etnosti vyskytu alternariovych
skvrnitosti v porostech brambor mohou naznacovat, ze u tohoto patogenu dochazi pravé
k této kombinaci. Projevuje se to zejména v oblastech, kde se v minulosti toto poskozeni
vyskytovalo jen zfidkavé a v omezené mife, a nebyly proti nému provadény cilené zasahy,
av$ak se zménou klimatu doslo k zintenzivnéni ¢etnosti i projevii a je zapotfebi mu vénovat
v soucasnosti i budoucnosti zvysenou pozornost.

JelikoZ z naseho tizemi nejsou k dispozici udaje o vyskytu poskozeni alternariemi, ane-
bo jesté Iépe jeho prubéh béhem vegetace, jednotnou metodiku a z jednoho mista za delsi
¢asové obdobi, snazili jsme se proto nejprve dat do souvislosti nékolikaleta podrobna pozo-
rovani ptfimo v porostech s vhodnou klimatologickou charakteristikou a u té pak zjistovat
jeji zménu za deldi casové obdobi. Diky soustavné a systematické praci klimatologti v mi-
nulosti i soucasnosti mame z nadeho uzemi dostatecné dlouhé casové fady homogennich
meteorologickych udaji vhodnych pro toto pouziti.

V predlozeném prispévku jsme se pokusili dat do souvislosti vyssi teploty vzduchu, vy-
jadfené pomoci hodinovych sum efektivnich teplot nad 25 °C, a pribéh poskozeni listt
bramboru na nékolika skupinach odrud za pétileté obdobi pozorovani. Rovnéz byl stano-
ven vyvoj ro¢nich sum téchto efektivnich teplot stanoveny na zédkladé naméfenych maxi-
malnich dennich teplot pro lokalitu Havlickav Brod od roku 1961 do 2023 a na ném byl
dokumentovan jejich vyrazny narust v poslednich desetiletich.
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MATERIAL A METODY

Ke zpracovani byly vyuzity hodnoty o poskozeni listové plochy alternariovymi skvrnitost-
mi na pokusné stanici Vyzkumného tstavu bramboraiského (VUB) ve Valecové za obdobi
2020-2024 provadéné v ramci ovérovani Seznamu doporucenych odrtd (SDO). SDO ob-
sahoval v letech 2020-2024 vzdy v jedné skupiné nékolik odrid velmi ranych (VR - 6 az
11 odrud), ranych (R - 10 az 13 odrtd), poloranych (PLR - 6 az 8 odrtd) a polopozdnich az
pozdnich (PLP-PP - 1 az 3 odridy). Hodnoceni napadenti listi v % alternariovymi skvrni-
tostmi bylo provadéno priblizné v tydennich intervalech ve dvou opakovanich. Pro kazdou
skupinu odrid byly vypocitany primérné hodnoty napadeni v jednotlivych terminech.
Meteorologické udaje o teploté vzduchu byly pouzity z automatické stanice Meteo-UNI
(AMET, Velké Bilovice) v Havli¢ckové Brodé v aredlu VUB, umisténé nedaleko stani-
ce CHMU, z niz byly do dal$iho zpracovani pouzity maximdalni denni teploty vzduchu
od roku 1961.

Z namértenych c¢tvrthodinovych hodnot teploty vzduchu za obdobi 2014-2024 byly vy-
pocitany hodinové priméry a ty byly pouzity ke stanoveni sum hodinovych efektivnich
teplot (LITSCHMANN a JUROCH (1997)) nad 25 °C (ETh25). Tato nezvykla prahova
hodnota byla zvolena z divodu maximalniho ristu mycelia Alternaria alternata a Alter-
naria solani pti teplotach 25-30°C, jak uvadi LINGWAL, et al. (2018). Obdobné KUMAR
a SINGH (2022) u A. solani uvadéji pro maximalni rtist mycelia teplotu 25 °C nasledova-
nou teplotou 30 °C. Pfi téchto a vyssich teplotach rovnéz dochazi ke stresu u hostitelskych
rostlin bramboru, ¢imz se stavaji citlivéjsi k rozvoji choroby na listech. Vétsina studii uvé-
dénych v piehledovém ¢lanku SANCHEZ-CORREA et al. (2024) povaZzuje za optimalni
pro rist brambor teploty okolo 20 °C. Pfi prekroceni hranice 25 °C dochazi k omezeni
rastu hliz, a negativné jsou téz ovlivnény metabolické procesy v riiznych fazich vyvoje
rostlin (GAUTAM et al., 2024).

Sumy hodinovych efektivnich teplot za pétileté obdobi 2020-2024 byly pouzity k porov-
nani jejich prubéhu s vyvojem napadeni alternariovymi skvrnitostmi v jednotlivych letech
u jednotlivych skupin odrad, a pak k urceni zavislosti mezi sumou ETh25 v jednotlivych
dnech a maximalni denni teplotou. Této zavislosti bylo nasledné vyuzito ke stanoveni vy-
voje téchto sum od roku 1961. Dale jsme vychazeli z tvahy, Ze ojedinélé prekroceni hrani-
ce 25 °C se neprojevi tak negativné jako kumulativni ptisobeni vysokych teplot po néko-
lik, po sobé nasledujicich, dnt. V jednotlivych letech proto byly spocitany klouzavé sumy
ETh25 vzdy pro dany den a ¢tyfi predchazejici, coz umoznuje kvantifikovat dlouhodobéjsi
pusobeni vysokych teplot na rostliny a jejich patogeny.
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VYSLEDKY A DISKUSE

Vztah mezi vyvojem napadeni alternariovymi skvrnitostmi a SETh25

Na Obr. 1 az 5 jsou vyneseny priibéhy napadeni porostt jednotlivych skupin odrtd bram-
bor v letech 2020 az 2024 spole¢né s vyvojem sum efektivnich teplot nad 25 °C. Ve vsech
téchto grafech je patrna urcita mira korelace mezi nartistem poskozeni a ristem téchto
sum. Dobfe pozorovatelné je to napf. v letech 2020 a 2024, kdy sumy v prubéhu vegeta¢ni
sezony plynule nartstaly a soucasné s tim se zvysoval i rozsah napadeni porostli. Naproti
tomu v roce 2021 byl ndrust teplotnich sum velmi mirny a proto rovnéz i poskozeni se
vyvijelo velmi pozvolna a ke konci sezény dosahlo jenom nékolika procent. Rok 2023 je
kombinaci obdobi s vy$§imi teplotami, presahujicimi 25 °C, a chladnéjsi periodou s niz-
$imi teplotami. Obr. 4 ukazuje, Ze v priibéhu ristu teplotni sumy na zacatku a ve druhé
poloviné sledovaného obdobi se obdobné zvysoval rovnéz rozsah poskozeni alternariovy-
mi skvrnitostmi. Avsak v chladnéj$im obdobi mezi nimi, kdy teplotni sumy stagnovaly, se
prilis neménil ani rozsah poskozeni porostt.

Obr. 1: Vyvoj napadeni porosti alternariovymi skvrnitostmi ve vyzkumné stanici
VUB Havli¢kav Brod ve Vale¢ové v roce 2020
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lickav Brod ve Valecové v roce 2021

Obr. 2: Vyvoj napadeni porostii alternariovymi skvrnitostmi ve vyzkumné stanici
VUB Hav
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Obr. 3: Vyvoj napadeni porostti alternariovymi skvrnitostmi ve vyzkumné stanici
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Obr. 4: Vyvoj napadeni porostl alternariovymi skvrnitostmi ve vyzkumné stanici
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Obr. 5: Vyvoj napadeni porostii alternariovymi skvrnitostmi ve vyzkumné stanici
VUB Havli¢kiv Brod ve Valecové v roce 2024
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Na zakladé téchto grafii Ize tedy predpokladat urcitou spojitost mezi priibéhem napadeni
listti a vyssimi teplotami v priibéhu dne presahujicimi 25 °C. Neni to urcité podminka zcela
postacujici, sporulaci a infekci pravdépodobné ovlivnuji i dalsi abiotické faktory, mezi néz
1ze zatadit kolisani vzdu$né vlhkosti, ovlh¢eni povrchi listti apod. Napriklad HUSSAIN et
al. (2022) uvadéji vysokou kladnou korelaci mezi rozvojem choroby a maximalni i mini-
malni teplotou vzduchu, naopak korelace s minimalni vlhkosti vzduchu je slabsi a zaporna,
presto statisticky vyznamna. Znamena to tedy, Ze ¢im je vy$si teplota vzduchu, tim vyssi je
napadeni rostlin, k cemuz statisticky pfispiva i nizsi minimalni vlhkost vzduchu. V nasich
podminkach je v teploté vzduchu v priibéhu dne za urcitych podminek obsazena soucasné
i informace o jeho relativni vlhkosti. Se vzristajici teplotou pii stejném obsahu vodni pary
v atmosfére jeho relativni vlhkost klesa, coz by mohlo vysvétlovat zjisténou negativni za-
vislost. Nejnizsi relativni vlhkosti vzduchu proto za jasnych slune¢nich dnt byvaji vétsinou
naméieny v obdobi vyskytu nejvyssich teplot. Vysoké letni teploty se obvykle vyskytuji
za jasnych dnu v oblasti tlakovych vysi, kdy v pribéhu noci dochazi k utiseni vétru, vyso-
kému efektivnimu vyzarovani povrchi rostlin a tim i k tvorbé rosy na listech, coz je jedna
z dalsich uvadénych podminek pro rozvoj alternariovych skvrnitosti.

Roc¢ni chod pétidennich klouzavych sum ETh25

V predchozikapitole bylo dokumentovano, ze sumy hodinovych efektivnich teplot nad 25 °C
s doprovodnymi meteorologickymi jevy do urcité miry ovliviuji vyskyt alternariovych
skvrnitosti v porostech brambor, at jiz v disledku zvyseného rtstu mycelia prislusnych
patogentl, anebo oslabeni rostlin vysokymi teplotami. Predpokladali jsme, ze pokud toto
pusobeni vysokych teplot bude mit dlouhodobéjsi charakter, podminky pro vznik posko-
zeni budou priznivéjsi nez za ojedinélych jednodennich excest. Stanovili jsme proto ob-
dobi 5 dnti jako vhodné pro sumu hodinovych efektivnich teplot nad 25 °C, u néhoz lze
predpokladat jiz dlouhodobéjsi negativni ptisobeni na rostliny.

Tyto klouzavé sumy teplot byly vypocitany z hodinovych primérnych teplot nameére-
nych automatickou meteorologickou stanici v Havlickové Brodé za jedenactileté obdobi
2014-2024 a pro jednotlivé dny zpriimérovany. Takto ziskany ro¢ni chod pétidennich sum
je znazornén na Obr. 6. Pro porovnani, k jak vyrazné zméné doslo oproti druhé poloviné
minulého stoleti, je do grafu pfidana i kfivka vypocitana z maximélnich dennich teplot
(viz nize) pro H. Brod za obdobi 1961-1990. V dlouhodobém priiméru sumy nad letnimi
teplotami zacinaji vzrustat v obdobi 2014-2024 priblizné na zac¢atku cervna. Po 8. cervnu,
kdy vétsinou zacind nad nase uzemi proudit chladnéjsi a vlhéi vzduch v ramci evropské-
ho monzunu (BEDNAR, 1993), dochazi k jejich mirnému poklesu a néslednému vzestupu
az do pocatku cervence. Priblizné ve druhé cervencové dekadé nastava v dlouhodobém
priuméru vyraznéjsi ochlazeni a pokles sum ETh25. Z Obr. 1 az 5 za poslednich 5 let 1ze
vypozorovat, Ze v tomto obdobi skute¢né vétsinou dochazi i ke zpomaleni progrese choro-
by na listech brambor. Zatim lze jen téZko stanovit, pro¢ zrovna v tomto obdobi dochazelo
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v pruméru v poslednich jedenacti letech k poklesu po¢tu dnii s letnimi teplotami. Nejvyssi
pramérné hodnoty pétidennich sum ETh25 se podle Obr. 6 vyskytuji az koncem prvni
srpnové dekady. V tomto obdobi vétsinou dochazi k naristu poskozeni alternariovymi
skvrnitostmi, jednak v dtisledku vyssich déletrvajicich teplot, ale téz i v dtsledku vétsiho
rozsahu nekrotickych skvrn a 1ézi na listech uvolnujicich vétsi mnozstvi spor. Svoji tlo-
hu u nékterych odrtid ma jiz pocinajici senescence nati a tim niz$i nachylnost k infekci.
Cetnéjsi vyskyt zachycenych spor rodu Alternaria i vétsi rozsah poskozeni od poloviny
Zervence do poloviny srpna uvddi i GAWINSKA-URBANOWICZ a KAPSA (2013) a pro
druhou a treti cervencovou dekddu SHPANEV a SMUK (2022). Porovnani kfivky z let
2014-2024 s krivkou 1961-1990 na Obr. 6 ukazuje na vyrazny nartst déletrvajicich obdobi
s letnimi teplotami v poslednim obdobi.

Pouzita pétidenni suma hodinovych sum efektivnich teplot nad 25 °C je proto ziejmé
dobrym ukazatelem zmény povétrnostnich podminek v pribéhu roku a s tim i souviseji-
cich zmén ve vyskytu alternariovych skvrnitosti.

Obr. 6: Primérné hodnoty pétidennich sum ETh25 pro Havli¢kiv Brod za obdobi 2014-2024
a jejich srovnani s obdobim 1961-1990
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Dlouhodobéjsi zmény sum ET25
Historické meteorologické udaje, vhodné pro dlouhodobéjsi sledovani vyvoje klimatu
v daném misté, jsou z divodu ru¢niho méfeni jednotlivych veli¢in v minulosti dostup-
né pouze v dennim kroku a nikoliv v kratsich, desetiminutovych anebo ¢tvrthodinovych
intervalech, tak jak to umoznuji soucasné automatické meteorologické stanice. U stanic
s manudlni obsluhou v minulosti se méreni teploty vzduchu provadéla v terminech 7, 14
a 21 hodin stfedniho mistniho ¢asu, odecet maximalni teploty se provadél v 21 hod. téhoz
asu (SLABA, 1972; ZIDEK a LIPINA, 2003). Pokusili jsme se proto stanovit dlouhodobéjsi
zmény SETh25 pomoci zavislosti jejich dennich hodnot na Tmax. Na Obr. 7 je vynese-
na zavislost mezi témito dvéma veli¢cinami pro udaje ziskané z automatické meteostanice
v Havlickové Brodeé za obdobi 2014-2024. Ukazuje se, Ze tato zavislost ma v pfipadé pouziti
linearni zavislosti hodnotu R? 0,89 a nezlepsi se ani pfi zahrnuti minimalnich teplot do vy-
poctu. Ponékud lepsiho vysledku, zejména pak pti vyssich maximalnich teplotéch, u nichz
linearni zavislost dava nizsi hodnoty, 1ze dosahnout pouzitim nelinearniho vztahu, u néjz
je hodnota R? 0,919.

Vys$si rozptyl hodnot SETh25 pro jednotlivé maximalni teploty vzduchu ukazuje, Ze po-
kud je to technicky mozné, je lepsi vzdy pouzit k vypoctu pro konkrétni den namérené
hodinové teploty vzduchu a neodvozovat je z bodové hodnoty denniho maxima.

Obr. 7: Zavislost mezi SETh25 a maximalni teplotou Tmax pro Havlicktiv Brod za obdobi 2014-
2024
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Lze vsak predpokladat, Ze v delsim c¢asovém horizontu jednoho vegeta¢niho obdobi
se odchylky vypocitanych SETh25 pomoci nelinedrni rovnice navzajem vykompenzuji
a sumy efektivnich teplot stanovené s pouzitim maximalnich dennich teplot se budou bli-
zit hodnotdm vypocitanym z prumeérnych hodinovych teplot. Z vetejné dostupnych den-
nich meteorologickych udajti ze stanic provozovanych CHMU podle zakona 123/1998 Sb.
jsme piepocitali maximalni denni teploty na SETh25 pro meteorologickou stanici CHMU
v Havlickové Brodé za obdobi 1961-2023. Vysledek je prezentovan na Obr. 8. Ukazuje se,
ze az do konce 80. let dvacatého stoleti teplotni sumy jen ojedinéle prekrac¢ovaly hodnotu
500 °C a pohybovaly se vétsinou kolem 200-300 °C. Avsak od pocatku 90 let vzristaly
a od pocatku nového stoleti stale castéji prekracuji hodnotu 1000 °C a v poslednich letech
jiz ojedinéle prekonavaji anebo se alespon blizi hodnoté 1500 °C. Jedna se tudiz o velmi vy-
raznou zménu béhem nékolika desetileti a 1ze predpokladat, Ze v budoucnu se budou sumy
i nadale zvysovat. D4 se proto predpokladat, ze se i Cetnost a intenzita poskozeni porostl
brambor alternariovymi skvrnitostmi v klasickych bramborafskych oblastech v dalsich
letech bude nadale zvySovat a je zapotfebi tomuto problému vénovat zvysenou pozornost.
Podobné i SHSPANEV a SMUK (2022) potvrzuji ¢asto v literatufe uvadény predpoklad, ze
za zvyS$enym vyskytem chorob vyvolanych alternariemi na bramborach je nutno hledat

Obr. 8: Hodnoty SETh25 vypocitané z maximalnich dennich teplot vzduchu pro Havli¢cktiv Brod
za obdobi 1961-2023
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zvySovani teploty vzduchu béhem vegetacniho obdobi. Vysoké teploty maji silné pozitivni
vliv na cCetnost vyskytu a intenzitu rozvoje téchto chorob. Podobné i vysledky sledova-
ni RUNNO-PAURSONA et al. (2015) v letech 2010 a 2011 v severnim Pobalti ukazuji, ze
v tomto regionu se vyrazna poskozeni zplisobena alternariemi stavaji zavaznym problé-
mem vyvolanym zvy$enou Cetnosti horkych letnich dni. Tedy zfejmé téch s maximalni
teplotou nad 25 °C, coz je klimatologicky uznavana hranice pro definici letniho dne.

ZAVER

V predlozené praci jsme se pokusili dat do souvislosti zvySeny vyskyt alternariovych skvr-
nitosti v poslednich desetiletich s vys$imi teplotami nad 25 °C a vhodnou klimatickou
charakteristikou, kterou je suma hodinovych efektivnich teplot nad 25 °C. Ukazalo se, zZe
prubéh téchto sum ve vétsiné let celkem dobie koresponduje s pribéhem poskozeni na lis-
tech vyvolaném alternariovymi skvrnitostmi.

Pro lepsi charakteristiku slouzici k vyjadfeni dlouhodobéjsiho piisobeni vysokych tep-
lot na rostliny a vyvoj choroby, jsou pouzity klouzavé pétidenni sumy ETh25. Pfi jejich
zprimérovani pro jednotlivé dny v letech 2014-2024 se ukazaly rozdily v pribéhu ro¢niho
chodu teplot oproti typickym hodnotam z prvni poloviny minulého stoleti. Vyvrcholeni
léta prichazi pozdéji az pocatkem srpna, zatimco kolem poloviny cervence byl zazname-
nan pomérné vyrazny pokles pétidennich sum ETh25 oproti predchazejicim i nasledujicim
dntim. Tato skutec¢nost se pomérné dobfe odrazi vétsinou i ve vyvoji rozsahu poskozeni
listti. Pétidenni sumy ETh25 °C v pribéhu jednotlivych vegeta¢nich sezéon mohou zaroven
slouzit k vyjadfeni miry stresu bramborovych porostii a jako ukazatel pro mozny rozvoj
projevi alternariovych skvrnitosti na listech.

U vyvoje ro¢nich sum ETh25 byl zaznamenan jejich vyrazny postupny nartist od poc¢atku
devadesatych let minulého stoleti nejprve na dvojnasobek a ke konci zpracovaného obdobi
v nékterych letech az na trojnasobek hodnot pred rokem 1990. Zatim se neobjevily zadné
nové poznatky, ze by se riist teplot nejen na nasem uzemi mél zastavit anebo alespon zpo-
malit. Proto je nutno pocitat s tim, ze bramborové porosty budou i nadéle potfebovat ak-
tivni ochranu proti alternariovym skvrnitostem. Zaroven stale se zvysujici teploty vzduchu
budou negativné pusobit na vyvoj a rist porosti a hliz. K teplotnimu stresu se bude pfi-
davat i stres z nedostatku vlahy vlivem nerovnomeérného rozdéleni srazek béhem vegetace.

PODEKOVANI

Prispévek vznikl s podporou vyzkumného tikolu NAZV QK22010073 ,, Alternativni postu-
py ochrany brambor proti chorobam a $kiidciim minimalizujici negativni vliv na Zivotni
prostredi“ a institucionalni podpory na dlouhodoby koncep¢ni rozvoj vyzkumné organi-
zace reg. ¢. MZE-RO1624.
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LITSCHMANN, T. - DOLEZAL, P. - HAUSVATER, E. - SEDLAK, P. - SEDLAKOVA, V.
THE EFFECT OF TEMPERATURE PROGRESS IN VEGETATION ON EARLY BLIGHT
OCCURRENCE IN POTATOES

Védecké prace - Vyzkumny ustav bramboraisky Havlickav Brod, 2024, 30: 19-32

The paper evaluates five-year monitorings of early blight occurrence in varieties included in the List of Rec-
ommended Varieties (SDO) and related to temperature characteristic sum of hourly effective temperatures

above 25 °C (SETh25). It is shown that especially temperatures above this limit significantly contribute to

early blight development in potato crops. An indicator of suitability of temperature conditions for develop-
ment of early blight during growing season has also been developed based on five-day summary of hourly
effective temperatures above 25 °C (5dSETh25).

To express changes in conditions for early blight development in past decades, SETh25 were calculated
for individual years in the period 1961-2023 for Havli¢ckav Brod and it was shown that they reached double
or triple values in last decade compared to 1961-1990. For the annual progress of the indicator 5dSETh25
in the period 2014-2024 a significant increase of values was also recorded compared to 1961-1990 with
peaks being reached in August.

early blight; sum of effective temperatures; climate change
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Védecké prace Vyzkumny tstav bramboratsky Havli¢kav Brod
2024, 30: 33-42

SHRNUTI PRINOSU ANALYZ GENOTYPU POMOCI
DARTSEQ PRO BRAMBORARSKOU PRAXI

SUMMARY OF THE BENEFITS OF GENOTYPE ANALYSES
USING DARTSEQ FOR POTATO PRACTICE

Jiti PTACEK!, Oldtich TRNENY?, Vladislav KLICKA?, Jan SAFAR4, Renata SVECOVA],
Jaroslava DOMKAROVA!, Miroslava CEPLOVA!

Wyzkumny vistav brambordfsky Havlickiiv Brod, s.r.o.
2 Zemédélsky vyzkum spol. s r. 0., Troubsko

3VESA Velhartice, a.s.

4Ustav experimentdlni botaniky AV CR, v.v.i., Olomouc

PTACEK,].- TRNENY, O. - KLICKA, V.- SAFAR, J. - SVECOVA, R. - DOMKAROVA, J. - CEPLOVA, M.
SHRNUTI PRINOSU ANALYZ GENOTYPU POMOCI DARTSEQ PRO BRAMBORARSKOU PRAXI
Védecké prace - Vyzkumny ustav bramboraisky Havlickav Brod, 2024, 30: 33-42

V ramci platformy NCKTN01000062 ,,Biotechnologické centrum pro genotypovani rostlin“ byl koordino-
van ve VUB Havli¢ktv Brod Dil¢{ projekt TN01000062/04 — Brambory (ve spolupraci s UEB AV CR, v.v.i.,
a VESA Velhartice, a.s.)

Reseni tohoto unikatniho projektu probihalo v letech 2019 az 2022, zde prezentujeme vsechny dosaze-
né vysledky.

DNA; DArT; genotypovani; brambor; asocia¢ni analyza

UVOD

Hlizotvorné Solanum, které predstavuje kulturni brambor a jeho plané pribuzné druhy, je
velice rozmanita skupina (HAWKES, 1990). Vétsina téchto planych druhi obsahuje celou
fadu neznamych systému odolnosti vii¢i chorobam a $kiidciim, mrazuvzdornosti, sucho-
vzdornosti aj., které se v kulturnich formach bramboru viibec nevyskytuji. V jihoamerické
a v mexické oblasti existuje fada druhti s odolnosti k vir6zam bramboru, popf. s odolnosti
vUci prenasec¢tim téchto virdz, jsou znamy druhy, které naptiklad nejsou napadany man-
delinkou bramborovou. Vyskyt genti zodpovédnych za tyto vlastnosti je podminén prede-
v$im arealem vyskytu jednotlivych druhti a podminkami, jez zde panuji.

Genové banka VUB v Havli¢kové Brodé uchovéva kromé odrtd bramboru a riiznych
hybridnich materidlt i velmi cenné genové zdroje planych druht rodu Solanum. V tomto
souboru je 22 druht, které hlizy tvori, a jeden druh, ktery hlizy netvofi. Druhy jsou udr-
zovany ve vice vzorcich a byly ziskany ze svétovych kolekci genetickych zdrojti bramboru
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(HORACKOVA a DOMKAROVA, 2003). Popis morfologickych znakii, hodnoceni riistové
energie, vegetacni doby, zdravotniho stavu, vynosu a vybranych hospodarskych vlastnosti
je provadén podle ,,Klasifikatoru pro genus Solanum L.“ (VIDNER et al., 1987).

vlastnosti proto mize mit vyznamny dopad. Cteni genomové sekvence bramboru je viak
velmi slozité, protoze bézné brambory jsou tetraploidni, tzn. jsou sloZeny ze ¢tyf sad chro-
mozomu, coz mimo jiné ztézuje spravné poskladani referen¢niho genomu. Nedavny vy-
zkum se tykal diploidniho bramboru pouze s jednim genomem, tzv. homozygotem, ktery
usnadnuje ¢teni a porovnani sekvenci DNA. Tato rostlina, Solyntus, byla vyprodukovana
jako soucast hybridniho $lechtitelského programu firmy Solynta.

V soucasnosti je jiz také dostupna referen¢ni sekvence v sestaveni po chromozomech
ve verzi v4.04 (HARDIGAN et al., 2016). Velmi presna genomova sekvence umoznuje
mi by mohla byt zajimava a kde by vyména genetického materialu mezi ,,otcem® a ,,matkou”
meéla v idedlnim pripadé probihat. To znamena, ze $lechtitelé védi v rané fazi, zda brambor
ma pozadované vlastnosti, jako je napf. odolnost viici specifickym chorobam.

GWA studie, GWAS

V genetice je hojné vyuzivanym nastrojem genome-wide association study, tj. celogeno-
mova asociacni studie (studie GWA nebo GWAS), srovnavaci studie genetickych variant
u raznych jedinct, ktera urcuje uroven spojeni mezi genetickou variantou a vlastnosti.
GWAS se obvykle zaméfuji na asociace mezi jednonukleotidovymi polymorfismy (SNP)
a fenotypovymi vlastnostmi, jako jsou vyznamna geneticky podminéna lidska onemocné-
ni, ale mohou byt stejné aplikovany na jakékoli jiné genetické varianty jakychkoli jinych
organismd a jejich fenotypové znaky.

MATERIAL A METODY

Z genové banky bramboru byl vybran soubor fenotypové charakterizovanych genotypti
bramboru s rozdilnymi hodnotami pro barvu duzniny, ranost, obsah skrobu a rezistence
k vybranym biotickym a abiotickym c¢initelim. Tyto rostliny byly prubézné pasazovany
a vedeny jak v podminkach in vitro, tak i in vivo. Tento soubor byl doplnén fenotypové
¢astecné charakterizovanymi $lechtitelskymi materialy, u kterych jsou tato data v priibéhu
feSeni projektu doplnovana a soucasné srovnavana s genotypovymi daty.

DNA byla extrahovéna z 376 genotypti bramboru na pracovisti UEB AV CR Olomouc,
vvi., kde byl cerstvy material nejprve lyofilizovan, a poté homogenizovan pomoci sklené-
nych kuli¢ek. Pro vlastni izolaci byl pouzit NucleoSpin Plant IT kit (Macherey-Nagel). Byla
zkontrolovana kvalita DNA a poté kazdy vzorek nafedén na pozadovanou koncentraci.
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Izolovana DNA byla zasldna do Diversity Arrays Technology Pty Ltd, Canberra, Australie,
k vlastni analyze genotypu pomoci DArT'Seq analyzy. Vysledkem DArTseq analyzy jsou
celogenomova genotypova data SNP polymorfismi pro 372 vzorkt. Genotypova data byla
dale filtrovana na chybéjici informace, frekvenci minoritni alely a mapovéna k aktudlni
verzi genomu bramboru.

Celogenomova asociacni analyza byla provedena pro 8 vybranych fenotypovych znaku
(odolnost k rakoviné bramboru, odolnost k hadatku, ranost, obsah $krobu, odolnost k Viru
Y bramboru (PVY), odolnost k Viru svinutky bramboru (PLRV), vynos a suchovzdornost)
podle dostupnych dat hodnoceni. Asocia¢ni analyza byla provedena pro genotypovy sou-
bor SNP polymorfismu s chybéjicimi udaji do 50% a s frekvenci minoritni alely (MAF)
do 5%. Prace s genotypovymi daty byla provadéna zejména pomoci baliku dartR, vcfR
v R. Pro analyzu genetické diverzity nebyly dale pouzity vysoce korelované polymorfismy
ve vazbé (r2>0.6) do vzdalenosti 10 000 bp a také byl v rozmezi 500 bp ponechan vzdy jen
jeden polymorfismus s vy$si MAF za vyuziti softwaru bcftools. Pro analyzu genetické di-
verzity nebyly také pouzity polymorfismy, které mapuji na vice pozicich v genomu (blastn
evalue < 0.00001). Asocia¢ni analyza byla provedena pomoci programu GAPIT implemen-
tovaného v jazyce R. Pro vypocet byl pouzit statisticky vypocetni model Blink (HUANG
et al., 2019) s korekei na genetickou strukturu populace, genetickou ptibuznost a dalsi ma-
touci efekty. Vybér poctu PCs, které slouzily ke korekci na genetickou strukturu uvnitf sle-
dované populace, byl urcen pomoci BIC s maximalnim po¢tem 3 PCs. Pro zahrnuti vlivu
pribuznosti jedinct byl pouzit koeficient pfibuznosti dle VAN RADEN (2008). Pro impu-
taci byla pouzita majoritni alela. Vysledky byly korigovany pomoci false discovery rate FDR
(BENJAMINI a HOCHBERG, 1995) pro mnohonasobné porovnani. Prah FDR pro signifi-
kantni asociace byl zvolen na hladiné 0,05. Spolehlivost vysledki asociace byla posouzena
pomoci kvantil-kvantil Q-Q grafu pfi porovnani ocekavanych vysledki proti ziskanym.
Vysledky asociace polymorfismi a jejich fyzicka pozice byly vyneseny do Manhattan grafi.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky asociacnich celogenomovych analyz genotypt bramboru prokazaly vazbu mezi
fenotypovym projevem a sekvenc¢ni variabilitou genotypti brambor. Znalost markert aso-
ciovanych s pozadovanym znakem umoznuje sledovat prostupnost genetické informace
z rodi¢d na potomky napfi¢ generacemi. U barvy duzniny mizeme napiiklad vyuzit zna-
tak abychom co nejlépe zachovali genetické pozadi obohacovaného genotypu. U jinych
znakt muze znalost asociovaného markeru umoznit $lechtitelim dtive a sndze rozpoznat
tuto zajmovou vlastnost jiz v ranych fazich vyvoje potomk. Pfilozené grafy reprezentuji
vysledky vyse uvedené asociace jednotlivych vazeb mezi vybranymi fenotypovymi projevy
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a genotypovym profilem. Podrobny popis je uveden v nasi predeslé praci (PTACEK et al.,
2020), kde je popsan i vyznam jednotlivych grafi.

Prilozené grafy (Obr. 1) prezentuji vyse uvedené asociace, Q-Q graf vysledkii asocia-
ce potvrzuje statistickou prikaznost vysledki. Vysledky asociace k odolnosti k hadatku
nejsou na uvedeném obrazku prezentovany. Pro posouzeni asociace byl pouzit statisticky
model Blink. Model Blink - Bayesian-information and Linkage-disequilibrium Iteratively
Nested Keyway (HUANG et al., 2019) vyuziva novy postup opakovaného hodnoceni aso-
ciace, ktery vybird v hodnoceném lokusu v genomu to SNP, které nejlépe vyjadiuje zmény
v hodnotach hodnoceného znaku. Déle byly hodnoty asociace jednotlivych SNP korigova-
ny podle genetické pribuznosti polozek mezi polozkami a podle genetické struktury, ktera
byla jiz dfive rozpoznana v hodnocené kolekci brambor. Polymorfismy SNP oznacené tou-
to metodou za nejvice asociované v jednotlivych lokusech jsou obzvlast vhodné pro jejich
pouziti v markery asistované selekci, nebot jsou ocistény od vlivu ostatnich blizkych SNP.
Paralelné s prichazejicimi vysledky asocia¢nich studii byl zahajen pfevod vybranych SNP
u nékterych znakt na PCR markery, které budou pouzity ve slechténi.

U vybranych sledovanych znaki (odolnost k hadatku, ranost, obsah $krobu, odolnost
k PVY, odolnost k PLRV) jsme doplnili nové ziskana fenotypova data §lechtitelskych mate-
riald a analyza byla provedena opakované. Nyni jiz bylo zjisténi vazby mezi fenotypovym
projevem a genetickym profilem statisticky prtikazné. Statisticky priikazné vazby mezi fe-
notypovym projevem a genetickym profilem byly ziskany i u nové zarazenych fenotypo-
vych znakt (vynos a suchovzdornost). U vSech osmi testovanych fenotypovych znaki byly
prokazany statisticky pritkazné vazby mezi fenotypovym projevem a genetickym profilem,
coz vedlo k ziskani souborti asociovanych markert pro jednotlivé sledované znaky, které
jsou vhodné k markery asistované selekci a k prevodu na PCR markery. U znak vynos, su-
chovzdornost, obsah $krobu, ranost a u znakt odolnosti k rakoviné, k PVY a k PLRV byly
nalezeny desitky statisticky prikaznych SNP na urovni vyznamnosti P = 0.05 po korekci
na mnohonasobné porovnani.

Nasledné byla analyzovana fenotypovd data u dalsich znakd. Vhodnost brambor pro
pripravu lupinkd, hranolkii a kasi. Hodnoceni odolnosti k mechanickému poskozeni
a odolnosti k napadeni plisni bramboru. Téz byly také asociovany s genetickou variabilitou
chutové parametry brambor.

Prilozené grafy (Obr. 2) prezentuji nalezené asociace genotypovych variant s fenotypo-
vym projevem, Q-Q graf vysledkti asociace potvrzuje statistickou prikaznost vysledk,
zejména pritkazné asociace 1ze shledat u vhodnosti brambor k ptipravé lupinkd, hranolek
a kase. Vysledky asociace k odolnosti k hadatku nejsou na uvedeném obrazku prezento-
vany. Pro posouzeni asociace byl pouzit statisticky model Blink. Model Blink - Bayesian-
-information and Linkage-disequilibrium Iteratively Nested Keyway (HUANG et al., 2019)
vyuziva postup opakovaného hodnoceni asociace, ktery vybira v hodnoceném lokusu v ge-
nomu to SNP, které nejlépe vyjadiuje zmény v hodnotach hodnoceného znaku. Dale byly
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hodnoty asociace jednotlivych SNP korigovany podle genetické pribuznosti polozek mezi
polozkami a podle genetické struktury, kterd byla jiz dfive rozpoznana v hodnocené kolek-
ci brambor. Polymorfismy SNP oznacené touto metodou za nejvice asociované v jednotli-
vych lokusech jsou obzvlast vhodné pro jejich pouziti v markery asistované selekci, nebot
jsou ocistény od vlivu ostatnich blizkych SNP. Paralelné s prichazejicimi vysledky asociac-
nich studii byl zahdjen pfevod vybranych SNP u nékterych znaki na PCR markery, které
budou pouzity ve Slechténi.

U téchto vybranych sledovanych znakt (vhodnost pro pfipravu lupinki, hranolki
a kasi, chut hliz po uvareni ve slupce v pare, odolnost k mechanickému poskozeni a odol-
nost k plisni bramboru) jsme doplnili nové ziskana fenotypova data $lechtitelskych mate-
rialt a analyza byla provedena opakované. Nyni jiz bylo zjisténi vazby mezi fenotypovym
projevem a genetickym profilem statisticky prikazné u vhodnosti pro ptipravu lupinki,
hranolk a kasi, av§ak pro chut hliz po uvareni ve slupce v pare, odolnost k mechanickému
poskozeni a odolnost k plisni bramboru byly vysledky asociace statisticky nepriikazné, ale
i pres to lze nejlepsi vysledky téchto asociaci pouzit pro navrzeni PCR primerd, jejichz
diagnostické vyuziti bude tfeba ovéfit v potomstvu. Statisticky prtikazné vazby mezi fe-
notypovym projevem a genetickym profilem byly ziskany tedy u tfech nové zarazenych
fenotypovych znaku. Celkové jsme u jedenacti testovanych fenotypovych znaka brambor
nalezli desitky statisticky prikaznych asociovanych SNP na Grovni vyznamnosti P = 0,05
po korekci na mnohonasobné porovnani. Tyto SNP se vztahem k fenotypovému projevu
byly vybrany pro tvorbu souboru molekularnich DNA markert, které jsou vhodné k mar-
kery asistované selekci brambor a k pfevodu na PCR markery.

Doposud dosazené vysledky ukazaly, ze by celogenomové genotypovani a GWAS pri-
stup mohly byt efektivni vzhledem k nakladim a rychlosti ziskani vysledkii novych mole-
kularnich markert pro selekci zajmovych znaki.

Dale si jiz musi $lechtitel z téchto soubort asociovanych markert vybrat ty SNP, u nichz
jsou jejich benefitni alely Zadanou komponentou nové tvorenych odrid. Pri vybéru asocio-
vaného SNP pro prevod na selek¢ni marker se nesmi opomenout také hledisko dostupnosti
benefitnich alel v donorovych genotypech v kolekcich genotypti urcenych pro $lechténi.
Vybrané SNP lze prevést na markery sériové detekovatelné v potomstvu celou fadou metod.

Doposud dosazené vysledky ukazaly, Ze by celogenomové genotypovani a GWAS pri-
stup mohly byt efektivni vzhledem k naklad@im a rychlosti ziskani vysledkii.
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Obr. 1: V levé ¢asti obrazku jsou tzv. Manhattan grafy, které graficky znazornuji genotypovou
asociaci k sledovanému znaku plodiny. Kazdy bod predstavuje jednonukleotidovou zamé-
nu v fetézci DNA tzv. SNP. Uroven asociace SNP je uréena jeho vertikdlni pozici v grafu.
V horizontalnim sméru je zndzornéna pozice SNP v genomu brambor. Barevné jsou rozli-
Seny jednotlivé chromozomy genomu lilku bramboru. Uroveii asociace je vyjadiena pomo-
ci zaporného dekadického logaritmu P-hodnoty statistického testu vypoctenou metodou
BLINK. Zelena ¢dra je hranice statistické vyznamnosti P-hodnoty upravené na mnohona-
sobné testovani na trovni FDR = 0,05 (pferusovand) nebo FDR = 0,01 (plnd). V pravé ¢asti
grafu jsou ptislusné Q-Q grafy zndzornujici distribuci hodnot Grovné asociace pozorova-
nych a o¢ekavanych, cervena ¢ara kopiruje teoretickou hladinu o¢ekavanych hodnot, velka
odchylka vys$sich pozorovanych hodnot od hodnot o¢ekavanych znaci vysokou naméfenou
miru asociace mezi genetickym polymorfismem a sledovanym znakem.

CELOGENOMOVE ASOCIACNI STUDIE BRAMBOR
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Obr. 1: pokrac¢ovani
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Obr. 2: Grafy celogenomovych genetickych asociaci s vybranymi popisnymi znaky brambor. V levé

¢asti jsou zobrazeny Manhattan grafy sily asociace pfislusného znaku s genetickymi vari-
antami SNP. Razeni variant SNP je podél referenéniho genomu bramboru v4.04 (HARDI-
GAN et al., 2016). V pravé ¢asti jsou v Q-Q grafech prifazeny k ocekdvanému rozlozeni
vyslednych hodnot hodnoty pozorované, z ¢ehoz lze odvozovat statistickou silu asociace
vyjadfenou pouzitym modelem. Zelena ¢ara oznacuje hranici hodnoty P=0,05 (¢drkovana)
a P=0,01 (plnd) po korekci na mnohondsobné testovani.
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Obr. 2: pokracovani
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PODEKOVANI

Préce vznikla diky podpote TA CR na projekt NCKTN01000062 a Ndrodnimu programu
konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a agrobiodiversity MZE-62216/2022-
-13113/6.2.3.
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PTACEK, J. - TRNENY, O. - KLICKA, V. - SAFAR, ]. - SVECOVA, R. - DOMKAROVA, J. - CEPLOVA, M.
SUMMARY OF THE BENEFITS OF GENOTYPE ANALYZES USING DARTSEQ FOR POTATO
PRACTICE
Védecké prace - Vyzkumny ustav bramborafsky Havlickav Brod, 2024, 30: 33-42
As part of the platform NCKTN01000062 "Biotechnological Center for Plant Genotyping", Subproject
TN01000062/04 - Potatoes was coordinated at PRI Havli¢ktiv Brod (in cooperation with the IEB of the
Academy of Sciences of the Czech Republic and VESA Velhartice.)

The solution of this unique project took place between 2019 and 2022, here we present all the achieved

results.

DNA; DArT; genotyping; potato; association analysis
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Védecké prace Vyzkumny tstav bramborafsky Havlicktav Brod
2024, 30: 43-52

TVORBA NOVYCH GENOTYPU BRAMBORU
S CERVENOU DUZNINOU S VYUZITIM MUTANTA
Z UVC OZAROVANI PROTOPLASTU ODRUDY HERBY

CREATION OF NEW GENOTYPES OF RED-FLESHED
POTATO USING A MUTANT FROM UVC IRRADIATION
OF PROTOPLASTS OF THE HERBY VARIETY

Marie GREPLOVA, Renata SVECOVA, Romana HAMPEJSOVA, Jaroslava DOMKAROVA

Vyzkumny vistav brambordisky Havlickitv Brod, s.r.o.

GREPLOVA, M - SVECOVA, R. - HAMPEJSOVA, R. - DOMKAROVA, J.

TVORBA NOVYCH GENOTYPU BRAMBORU S CERVENOU DUZNINOU S VYUZITIM MUTANTA
Z UVC OZAROVANI PROTOPLASTU ODRUDY HERBY

Védecké prace - Vyzkumny ustav bramborafsky Havlickav Brod, 2024, 30: 43-52

Toto sdéleni navazuje na ¢lanek z roku 2013 popisujici vznik mutantt odriidy Herby pomoci ozafovani
protoplasti ultrafialovym zafenim (GREPLOVA et al., 2013). Slechtitelska prace pokracovala se dvéma
mutanty: Herby 6/9 a Herby 6/29. Byla sledovéna fertilita pylu a oba genotypy byly zahrnuty do klasické
hybridizace. Nasazeni kvétli nebylo velké a zalezelo i na ro¢niku. V pribéhu sledovaného obdobi se poda-
filo uskutecnit zpétné dosycovaci kiizeni s odriidou Herby - back cross generace (I. BCG) a nasledné bylo
uspésné opyleni kiizencem s barevnou duzninou za vzniku II. cross generace (II. CG). Ziskané hybridni
potomstvo vykazovalo dostatecny pocet jedincii s homogenné vybarvenou duzninou, ale naproti tomu se
projevil snizeny vynos i nedostatky chuti v testech stolni hodnoty. Ziskané poznatky poukazuji na slozi-
tost hybridizace u tetraploidni plodiny, jakou je brambor (Solanum tuberosum).

mutageneze; hybridizace; barevna duznina; stolni hodnota
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UVOD

Ultrafialové zateni (UV) je soucasti elektromagnetického spektra. UVC je tzv. kratkovinné
zafeni v rozsahu 280-100 nm. Toto UV zafeni jiZ za¢ind byt na své dolni hranici ionizu-
jici (wikipedie). Pfi dopadu dochazi k ionizaci a excitaci, pficemz je absorbovana energie
(SUJEB). UV zafeni mize vést k poskozeni DNA, zejména piimou tvorbou pyrimidino-
vych dimertt (CVETKOVIC et al., 2023) a vznikem reaktivnich forem kysliku, které zapti-
¢inuji oxidativni stres (HE et al., 2008). Muze zptisobit zmény v DNA jako mutace nebo
chybné replikace DNA (HUO et al., 2022), strukturdlni zmény v chromozomech (BHOI
et al., 2022). Nicméné je také znamo, Ze fidce ionizujici zafeni miiZe v oblasti velmi niz-
kych davek stimulovat chromozémové reparace a vést k pozitivhimu uc¢inku. Tento jev se
nazyva hormeze (SUJEB). UV zéfeni jako technika fyzikélniho ptisobeni k vyvolani mu-
tageneze je vyuzivana $lechtiteli (BHOI et al., 2022). Pfirozenym zdrojem UVC je Slunce,
ale mtize pochézet také ze specidlnich lamp nebo laseru (NZIP) a takto kontrolované mtize
byt cilené vyuzito. Tento prispévek informuje o Gspés$nosti cilené hybridizace mutovanych
genotypu Herby a predstavuje ziskané potomstvo.

MATERIAL A METODY

Do hybridizace byly zahrnuty dva mutované genotypy Herby: 6/9 a 6/29, které byly zis-
kény v piedchozim feseni aplikaci UVC ozafovéni protoplasti (GREPLOVA et al., 2013)
a byly uchovavany v in vitro podminkach. Vybrany byly pro sytéjsi barvu duzniny, ackoli
jejich vynos nedosahoval urovné vychozi odriidy Herby a stolni hodnota byla rovnéz nizsi
(GREPLOVA et al., 2013). In vitro rostliny byly kultivovany na MS médiu bez hormont
(MURASHIGE a SKOOG, 1962) v kultiva¢ni mistnosti s fotoperiodou 16/8 h svétlo/tma
(svételné podminky: zativky, denni svétlo, 60 umol m s!) pii 22 °C. Rostliny z in vitro
podminek byly aklimatizovany a prevedeny do substratu B (Raselina Sobéslav) a dalsi kul-
tivace probihala v technickém izolatu. U mutant byla sledovana stabilita pozménéného
morfologického projevu nejprve v technickém izolatu a nasledné i v polnich podminkéch.

Rostliny byly hodnoceny podle Deskriptoru (HUAMAN et al., 1977). V technickém izo-
latu byly vysazeny 3 rostliny a v dal$im roce 3 hlizy, na poli bylo vysazeno 5 hliz na genotyp.
Fertilita pylu byla hodnocena podle FRCEK (1988), postup je popsany také v GREPLOVA
et al. (2009). Cilené opylovani bylo realizovano nandSenim pylu na blizny vykastrovanych
kvéti ve stddiu poupéte. Stolni hodnota byla stanovena podle CSN 462211:1988 a varny typ
podle CERMAK (2009).
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VYSLEDKY

V morfologii barvy duzniny byla u mutanti zaznamendna stabilita jak pfi péstovani
v technickém izolatu, tak v polnim péstovani. Kveteni bylo problematické zejména u mu-

tanta Herby 6/9, zatimco mutant Herby 6/29 kvetl témér pravidelné. Fertilitu pylu a pocty
opylenych kvéta v letech uvadi Tab. 1 a 2.

Tab. 1: Fertilita pylu u mutantnich genotypt v pribéhu péti let v porovnani s fertilitou pylu
vychozi odridy Herby

Fertilita pylu (%)

2012 2014 2015 2016 2017 %)
Herby 6/9 ~ ~ 68 72 ~ ~
Herby 6/29 83 77 68 66 67 72
Herby ~ 88 76 78 ~ 81

~ fertilita pylu nebyla stanovena

Tab. 2: Pfehled poctu opylenych kvéti ve dvou ¢tyfletych cyklech a zisk I. BC generace

Pocet opylenych kvétl Pocet opylenych kvétt
1. cyklus 2. cyklus
2014 {2015 (2016|2017 | X %) 2021|2022(2023|2024| > %)
Herby 6/9 2 12 1" | 28 | 43 | 1 Herby 6/9 - - = =] = =
Herby 6/29 | 14 | 12 | 35" | 3 64 | 16 Herby 6/29 | 22 | 41 8 [ 26 | 97 | 24

* zjisténo chimérické pletivo a vyfazeni ze sledovani v dal$im cyklu
** 8 bobuli, 266 semen, v nasled. roce 37 hlizotvornych regenerantd

V roce 2016 se zdartilo dosycovaci kfizeni: Herby 6/29 x tbr cv. Herby. Celkem bylo zis-
kano 8 bobuli s 266 semeny.

Obr. 1: Vybér z potomstva dosycovaciho kiiZeni mutanta Herby 6/29: Herby 6/29 x tbr cv. Herby
(I. BCG)

Herby 6/29 x tbr cv. Herby/19

Herby 6/29 x tbr cv. Herby/23

Herby 6/29 x tbr cv. Herby/24
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Z vysevu téchto semen vzeslo 37 hlizotvornych genotypt, z nichZ osm s ¢ervenou nebo
rtizovou duzninou bylo vyhodnoceno jako perspektivnich k dal$imu vyuziti. Tento vybér
dokumentuje Obr. 1 a Tab. 3. V dal$im cyklu (2021-2024) opylovani mutanta Herby 6/29
nebyl zaznamenan uspéch.

Tab. 3: Prehled vybranych genotypti z I. BCG (2018), pocet opylenych kvétti a zisk II. CG (2019, 2020)

. S, , Pocet opylenych | Bobuli/
Rostlina v technickém izolatu Hlizy kvetir semen
Vyska .| Barva Barva Hmot. (g) | Pocet hliz
(cm) Kveteni slupky | duzniny Tvar na rostlinu | na rostlinu 2019 | 2020 | 2020
Herby 6/29 x Herby /4 | 60 - | Cervend |sytérazova | rohlickovity 37 4 0 0
riZova,
Herby 6/29 x Herby /6 | 120 | -/v | Cervend | obvod ovalny 187 17 0 10
krémova
Herby 6/29 x Herby /8 | 90 - | Cervend | rizova ovalny 58 4 0 0
. | s 2 sytejsi o
Herby 6/29 = Herby /14 | 50 Cervena | o e ovalny 13 4 0 0
. . rizova L
Herby 6/29 x Herby /16 | 80 | P/v | cervena mramorovi rohlickovity | 103 6 0 1
Herby 6/29 x Herby /19 | 90 | P/v | tervena f&g@ rohlitkovity | 64 5 0 6 | 1/63
Herby 6/29 x Herby /23 | 130 | v | cervena fuvzeg'vz ovlny 189 17 0 12 | 217
. 2 rizova .
Herby 6/29 = Herby /24 | 90 P | cervena mramorova ovalny 75 6 26 2

~ fertilita pylu nebyla stanovena; P — poupata

Ktizenci I. BCG nekvetly nebo shazovaly poupata. Presto bylo v roce 2020 uspésné opy-
lovani dvou genotypu se ziskem bobuli a semen: Herby 6/29 x Herby/19 a Herby 6/29 x
Herby/23 (Tab. 3). Uspésnym opylovac¢em byl v obou piipadech hybrid 10.9/1 s ¢ervenou
slupkou i duzninou, ktery byl v roce 2022 registrovan jako odrtida Val Red.

Z kombinace [Herby 6/29 x Herby/19] x 10.9/1 (pracovni oznaceni Rut) bylo ziskano 63
semen a vzeslo (v roce 2021) 16 semenacu (12 hlizotvornych). Z kombinace [Herby 6/29
x Herby/23] x 10.9/1 (pracovni oznaceni Rachel) bylo ziskdno 177 semen a vzeslo (v roce
2022) 128 semenacu (110 hlizotvornych). Po screeningu vSech hlizotvornych kfizenct byla
provedena selekce podle kvality hliz se zaméfenim zejména na barevnou duzninu. Pfehle-
dy uvadi Tab. 4a 5a Obr. 2 a 3.

Tab. 4 Ptehled vybranych genotypti Rut - [Herby 6/29 x Herby/19] x 10.9/1 ze skleniku (II. CG)

Rostlina v technickémiizolatu | Pylova Hlizy

» | fertilita " Hmotnost (g)| Pocethliz | Stolony
Vyska(cm) | Kveteni (%) |Barvaslupky| Barvaduzniny Tvar narostlint | na rostling

Rut = 20_21 |[Herby 6/29 x Herby/19] x 10.9/1|

Rut 1 140 v 39,2 cervena rlizova rohlickovity 135 9 -
Rt 2 140 v 64,4 fialova tm.fialova | rohl./kulovity 284 14 -
Rt 3 150 v 49,4 cervena sytérizova | rohlickovity 239 15 -
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Obr. 2: Vybér genotypt Rut z Tab. 4 (II. CG)

ol Rut3

Tab. 5 Prehled vybranych genotypti Rachel - [Herby 6/29 x Herby/23] x 10.9/1 ze skleniku (IL.CG)

Rostlina v technickém izolatu | Pylovéa Hlizy
» | fertilita . Hmotnost Pocethliz | Stolony
Vyska (cm) | Kveteni %) Barvaslupky | Barva duzniny Tvar na rostlin(ug] na rostlin
Rachel = 20_22 |[Herby 6/29 x Herby/23] x 10.9/1]
Rachel 5 190 v 72,6 cervena syté rizova ovalny 131 19 -
Rachel 10 165 v 676 cervend syté rizova ovalny 83 17 V)
, . " riizova - Sede o
Réachel 42 140 v 83,0 cervena mramorovana dlouze ovalny 84 13 v
Rachel 43 135 v ~ cervena rizova ovalny 166 26 V)
Rachel 45 165 P o cervena sytérizova | dlouze ovalny 287 17 v)
Rachel 49 160 v 76,8 cervena syté riizova ovalny 437 42 -
Richel50| 160 | v | 785 | cervena | sytéraiov kg'j;mZ 348 35 V)
Réachel 51 145 v 80,2 cervena syté r(izova ovalny 131 23 v
g . g sytérizova | dlouze ovalny
Rachel 87 170 v 789 cervend el ezl onihy 242 20 v)
. . .| rGzova - bézové P
Rachel 89 155 v 82,9 cervena MrAMOroVaNa. rohlickovity 360 33 -

~ fertilita pylu nebyla stanovena; P — poupata

Obr. 3: Vybér genotypii Réchel z Tab. 5 (II. CG)
: —

< N
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V roce 2023 byla v polnich podminkach ze skupiny Rut péstovana pouze Rut 2. Vynos
na trs ¢inil 0,93 kg s 21 hlizami. V testu stolni hodnoty Rut 2 dosahla celkovy pocet 67 bodi,
coZ je troven 79 % kontrolni odrtidy Antonie (85 bodt). Ztrata bodii byla v chuti a v pev-
nosti duzniny, méné atraktivni byl rovnéz varny typ CB. V roce 2024 bylo v polnich pod-
minkach ze skupiny Rachel péstovano 5 genotypti (Rachel 43, 45, 48, 49 a 50). Do testu stol-
ni hodnoty (SH) byly vybrany Rachel 45 a 49. Vynos byl u vybranych kfizenct nizsi, zadny
nedosdhl 1kg na trs. Celkovy pocet bodt stolni hodnoty dosahl u nejvynosnéjsi Rachel 49
az 75 bodt (témérf 95 % kontroly; Antonie 79 bodf) s varnym typem BA, ktery je pro spe-
cialni pouziti velmi vhodny. Vynosy a vysledky zkousek SH dokumentuje Tab. 6 a Obr. 4.

Tab. 6: Vybér ktizenct II. CG z polniho péstovani: Rat* v roce 2023 a Rachel v roce 2024

vynos hliz na trs celkové varny

kg pocet body SH typ
Rut 2 0,93 21 67 CB
Rachel 43 0,69 19 @ @
Rachel 45 0,55 6 73 B
Rachel 48 0,51 14 w =
Réachel 49 0,83 26 75 BA
Rachel 50 0,76 24 = &

~ stolni hodnota a varny typ nebyly stanoveny
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Obr. 4: Vybér ktizencti II. CG mutanta Herby 6/29 z polniho péstovani roku 2023 (Rut)
a roku 2024 (Réchel)
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ZAVER A DISKUSE

Aplikaci UVC zareni na protoplasty doslo u vybranych genotypti k posunu intenzity zbar-
veni duzniny. Soucasné se ale dostavilo sniZeni vynosu a ¢aste¢né i zhorseni stolni hodnoty
(GREPLOVA et al., 2013). Pies zpétné kiizeni (I. BCG) a II. CG ztstal vynos na trs pod
urovni jednoho kilogramu, ale doslo ke zlepseni stolni hodnoty. Obsah glykoalkaloidi,
ktery mtze ovlivnit chutové vlastnosti, nebyl stanoven. Jejich koncentrace je spise odriido-
vou zalezitosti nez vazbou na mnozstvi antokyanu v hlizach, jak prokazal HAMOUZ et al.
(2014): vétsina testovanych odrid s barevnou duzninou vykazovala 1,53x vyssi hodnoty
glykoalkaloidii a jedna odrtida absolutné nejnizsi obsah ze véech 14 sledovanych kultiva-
ri. Vliv genotypu a nikoli barva duzniny na koncentraci glykoalkaloidt potvrzuje i prace
URBANA et al. (2018).

Slechténi bramboru zaméfené na ziskdni novych genotypii s vy$$im obsahem antoky-
ant v duzniné ma velky potencial u spotfebitelti. Zdravotni benefity ptirodnich barviv se
dostavaji do Sir§iho povédomi, zejména pro jejich antioxida¢ni potencidl, a proto zdjem
o takové odrtidy postupné vzriistda (WEGNER et al., 2010). Blize spottebiteliim je i ¢inska
netransgenni odriida Hongmei s ¢ervenou duzninou a se sniZzenym obsahem glykoalka-
loidl na bezpe¢né urovni pro konzum duzniny zasyrova, kdy je benefitem nejen vysoky
obsah ptirodnich barviv, ale v plné mife je zachovan i obsah kyseliny askorbové - vitaminu
C (XU et al., 2018).

PODEKOVANI

Prace byla realizovana s podporou MZe SZIF - Tvorba genotypd bramboru s vysokou
rezistenci k biotickym a abiotickym faktorim a diferencovanou kvalitou pomoci biotechno-
logickych postupii a experimentalni hybridizace s vyuzitim rtiznych trovni ploidie a zdroju
rezistence, v ramci dota¢niho programu: 3.
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GREPLOVA, M - SVECOVA, R. - HAMPEJSOVA, R. - DOMKAROVA, J.

CREATION OF NEW GENOTYPES OF RED-FLESHED POTATO USING A MUTANT FROM UVC
IRRADIATION OF PROTOPLASTS OF THE HERBY VARIETY

Védecké prace - Vyzkumny ustav bramborarsky Havlickav Brod, 2024, 30: 43-52

This communication follows up on the 2013 article describing the emergence of mutants by UVC irra-
diation (GREPLOVA et al., 2013). Breeding work continued with two mutants Herby 6/9 and Herby 6/29.
Pollen fertility was monitored and both genotypes were included in classical hybridization. Flower setting
was not high and also depended on the year. During the monitored period, a back-crossing with the Herby
variety was successfully carried out - back cross generation (I. BCG) and subsequently pollination with
a cross with colored pulp was successful and the II. cross generation (II. CG) was formed. The obtained
hybrid offspring showed a sufficient number of individuals with homogeneously colored pulp, but on the
other hand, a reduced yield and taste deficiencies were observed in table value tests. The obtained knowl-
edge points to the complexity of hybridization in a tetraploid crop such as potato (Solanum tuberosum).

mutagenesis; hybridization; colored pulp; table value
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2024, 30: 53-60

JINY POHLED NA GENETIKU A DEDICNOST -
SEZNAMENI S OBJEVY LAUREATKY NOBELOVY CENY
BARBARY McCLINTOCK

A DIFFERENT VIEW OF GENETICS AND HEREDITY -
MEET THE DISCOVERIES OF NOBEL LAUREATE
BARBARA McCLINTOCK

Marie GREPLOVA, Romana HAMPEJSOVA, Jaroslava DOMKAROVA

Vyzkumny vistav brambordisky Havlickitv Brod, s.r.o.

GREPLOVA, M. - HAMPEJSOVA, R. - DOMKAROVA, J.

JINY POHLED NA GENETIKU A DEDICNOST - SEZNAMENI S OBJEVY LAUREATKY
NOBELOVY CENY BARBARY McCLINTOCK

Védecké prace — Vyzkumny ustav bramboraisky Havlickav Brod, 2024, 30: 53-60

V minulém roce uplynulo 40 let od udéleni Nobelovy ceny za fyziologii a lékafstvi Barbafe McClintock.
Své poznatky poprvé publikovala pred témér tfi-ctvrté stoletim. Americka biolozka B. McClintock pti
studiu variability barvy kukuri¢nych zrn disledné evidovala i vyjimky. Jeji experimenty vedly k pochope-
ni vztahu mezi nestabilnimi mutacemi a pohyblivymi elementy (transpozony) v genomu. Tyto pohyblivé
useky DNA také zodpovidaji za specifickou genovou expresi v organismu jako celku tim, Ze se v ur¢itém
okamziku nebo v urcité ¢asti zapinaji a vypinaji.

transponovatelné elementy; mutace; dédi¢nost; kukutice

UVOD

Vseobecné neni americka biolozka Barbara McClintock (1902-1992) siroké vefejnosti zna-
ma. Prestoze byla ocenéna Nobelovou cenou za fyziologii a 1ékatstvi (1983), jeji objevy ne-
byly vyraznéji popularizovany a rozhodné se nestaly samoziejmou soucasti nasi predstavy
o fungovani genetické informace. V cedtiné je mozné se s touto pozoruhodnou osobnosti
i jejim vyzkumem seznamit v knize Stfetnuti paradigmat a rad nové skutecnosti autort
Z.NEUBAUERA a J. FIALY (Malvern 2011). V publikaci je k dispozici i preklad jeji nobe-
lovské prednasky Plasticita genomu jako odpovéd na nepredvidatelné situace (The Signi-
ficance of Responses of the Genome to Challenge; v originale na https://www.nobelprize.
org/uploads/2018/06/mcclintock-lecture.pdf), kde popisuje svoje poznatky o mechanis-
mech genetické regulace. Uvadi napft., jak jeden kef mize vytvorit v reakci na nakladeni
hmyzich vajicek nékolik typt specifickych utvart - halek pro potteby téchto hmyzich dru-
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hd, nebo jak stejny geneticky program plati pro housenku a motyla. Autoti knihy provazi
svij text také vynatky z zivotopisné knihy, kterou o Barbare McClintock napsala Evelyn
Fox Keller jesté pred udélenim Nobelovy ceny (A Feeling for the Organism, The Life and
Work of Barbara McClintock, 1983; v ¢estiné dosud nevyslo).

Barbara McClintock byla pritkopnici nového pohledu na fungovani genetické informace.
Ukazala, ze mechanismy genové regulace jsou slozitéjsi a nejsou ¢isté mechanistické. Ob-
jevila a prokazala existenci transpozice - mechanismu fizeného premistovani gent z jed-
noho mista chromozomu na jiné nebo na zcela jiny chromozom. Tyto transponovatelné/
mobilni elementy (transpozony, pohyblivé useky DNA, ,skakajici geny“) maji schopnost
vypinat a zapinat geny, zménit zpiisob regulace jejich exprese, dokonce mohou zptisobit
ztratu ¢i zmnozeni celych usekt genetické informace (NEUBAUER a FIALA, 2011).

Prvni faze prace na transpozici s objevenim regulace (Ac/Ds - aktivator/disociator) pro-
béhla v letech 1946-1948, publikovana byla v roce 1950 a nasledujici rok prezentovana
na symposiu (NEUBAUER a FIALA, 2011). Tento revolu¢ni pohled nebyl pfijat. Atmosféra
ve spole¢nosti nebyla naklonéna prijmout predstavu aktivnich rozsahlejsich genetickych
zmén (NEUBAUER a FIALA, 2011). Experimenty dokazujici podstatu transpozice byly
prilis slozité ,,i pro nejbystrejsi mysl“ a teorie autonomie organismu/bunky byla vnimana
jako prili§ mysticka (LIU, 2021), ne-li hereticka (JONES, 2005), a tedy nepfijatelna (NEU-
BAUER a FIALA, 2011). Ve védeckém prostfedi dominoval mechanisticky vyklad ptirody
Reného Descartese (1596-1650), povazovaného za hlavni postavu tzv. védecké revoluce
(wikipedie.cz). V roce 1953 prisli Francis Crick a James Watson s modelem dvojité $rou-
bovice DNA, na jejimz objevu se podilela i R. E. Franklinové (wikipedie.cz) a pét let poté
(1958) Francis Crick formuloval centralni dogma molekuldrni biologie, tj. jednosmérny
prenos informace: DNA > RNA - protein (wikipedie.cz). Diraz byl kladen na stalost genti
a chromozomt a na usporadana pravidla, jimiz se ridi dédi¢nost. Paklize nastane zména
genu (tedy mutace), je tato zména nevratna a diisledkem muze byt deaktivace genu (FE-
DOROFF, 1984). Pojeti organismu jako funk¢ni mechanické jednotky a evoluce jako sou-
téZe nahodnych zmén ve slozeni DNA ve spolecnosti pretrvavalo dalsich dvacet let a o vy-
znamu a dosahu transpozice se nemluvilo (NEUBAUER a FIALA, 2011). Ovsem poté, co
byly k dispozici sekvenované genomy (rostlin, mys$i, lidi), bylo nutné akceptovat, Ze jsou
plné transponovatelnych elementt. Jevilo se, Ze vétSina genomi obsahuje smés transpo-
novatelnych elementd, z nichZ nékteré jsou aktivni, zatimco jiné jsou relikty z minulosti
(BIEMONT, 2010). Namisto linearnich p#i¢innych fetézcii vedoucich od DNA pres RNA
k bilkovindm a naslednym biologickym funkcim je organismus na v$ech arovnich propo-
jen komplexnimi zpétnovazebnymi i anticipa¢nimi vazbami s prostfedim, které ovliviuji
a méni RNA a DNA. Pfi zpétném pohledu to dava dokonaly smysl, protoze ,instrukce®
zapsané v DNA nikdy nemohou plné predvidat, co organismus béhem svého Zivota zazije
(HO, 2013).
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TEORIE AUTONOMIE ORGANISMU - SUBJEKT VS. OBJEKT

Vychodisko tazani Barbary McClintock pramenilo z presvédceni o subjektivité organismii.
A pravé skutecnost, jaké otazky si klademe, se podle Ilji Prigogina (1917-2003) rozhodu-
jicim zptisobem podili na tom, co objevime. Zalezi také na vnitfnich (implicitnich) pred-
pokladech, na predsudcich (NEUBAUER a FIALA, 2011). Podle Evelyn Fox Keller sama
Barbara McClintock povazovala za nebezpedi, ,,kdyz se lidé snazi vse vysvétlit na zakladé
toho, o cem se domnivaji, ze védi“ ... Kdyz ,lpéni na modelech brani lidem podivat se
na vysledky s ¢erstvou mysli“ (NEUBAUER a FIALA, 2011). Upozornovala na zavedena
dogmata, kterd brani efektivni komunikaci (LIU, 2021). Divody neptijeti mcclintokov-
ského poznani souvisely se zptisobem védeckého mysleni a hledani pravdy (NEUBAUER
a FIALA, 2011).

TRANSPOZONY REGULUJI NORMALNI VYVOJ] ORGANISMU,
ALE UCINKUJI I PRI EXTREMNI ZATEZI

Pravidla mivaji vyjimky. Tim, jak si Barbara McClintock v$imala vyjimek zbarveni kuku-
fi¢nych zrn, vyvstaly dilezité indicie. Provedla fadu experimenti, které vedly k pochopeni
vztahu mezi nestabilnimi mutacemi a transpozici. Dospéla k zavéru, Ze nestabilni mutace
muze vzniknout vlozenim transpozi¢niho elementu do genu zodpovédného za urcity mor-
fologicky projev (FEDOROFF, 1984).

Podle Niny FEDOROFF (1984) Barbara McClintock pochopila, Ze transpozony v jistém
smyslu reverzibilné inhibuji genovou expresi, a tim zodpovidaji za specifickou genovou
expresi v organismu jako celku. V ur¢itém okamziku vyvoje organismu nebo v urcité jeho
Casti se zapinaji, a jindy a jinde se vypinaji (FEDOROFF, 1984), tedy hraji vyznamnou roli
v regulaci procesu vyvoje, a to diky zptisobu, jakym ptisobi v urcitych obdobich (JONES,
2005). Jde o jejich celkovou tlohu v ,,genetické choreografii“ (FEDOROFF, 1984). Transpo-
zony jednak prispivaji k pfeprogramovani gentl jemnym zptisobem (napf. geny zodpoveéd-
né za syntézu protilatek u vyssich zivocicht), ale také se aktivuji, kdyz je genom ve stresu.
Pii silném stresu muze dojit doslova ke ,genetickému zemétieseni® ¢i ,turbulenci® (JO-
NES, 2005; FEDOROFF, 1984). Cilem procest v genech je ale nasledky stresu zmirnit; jde
o ,molekularni tanec zivota“ (HO, 2013), nebot cely organismus sméfuje k jedinému cili,
k zachovani a k preziti (NEUBAUER a FIALA, 2011). Pti velkém stresu mize byt mala
porucha zesilena (FEDOROFF, 1984), mohou nastat hrubé strukturalni zmény v genomu
(JONES, 2005). Jedna se pak spise o symptom uz zhroucené stability organismu nez o pti-
¢inu jejitho zhrouceni (HO, 2000).
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ZAJISTENI GENETICKE STABILITY DRUHU

Mutace v kli¢ovém genu muze byt pro bunku fatalni a v takovém pripadé je vysokd mira
transpozice nezadouci. Transpozon ma tedy mechanismus regulace genti pro enzymy
transpozazu i resolvazu, které transpozici zahajuji a ukoncuji; ukoncovaci enzym je sou-
¢asné represorem transpozice (FEDOROFF, 1984). Ke specifickym mechanismiim omezu-
jicim aktivitu transpozonti také patii represivni mechanismy heterochromatinu - specific-
ké RNA, DNA vazebné faktory (CAVALLI a HEARD, 2019), metylace DNA, modifikace
histont a interference RNA (BIEMONT, 2010). Mechanismy spojené s konformaci chro-
matinu jsou vzajemné zavislé a mohou zapinat nebo vypinat transponovatelné elementy
(BIEMONT, 2010). Buné¢nymi mechanismy je butikim umoznéno ,.editovat* genom (NE-
UBAUER a FIALA, 2011).

Pozoruhodné ovéem je, ze v germinalni (zarode¢né) linii jsou modifika¢ni mechanismy
»drzeny prisné na uzdé“ (NEUBAUER a FIALA, 2011). Barbara ve své nobelovské pred-
nasce poukazuje napf. na rozdil, jak organismus nalozi s koncovym zlomem v chromo-
zomu. V somatickych bunkach napt. endospermu se problém prenasi a opakuje se cyklus
zlom-spoj-most, ale v zygoté se tento cyklus utne a dojde k tzv. zahojeni dosyntetizovanim
nové funkéni telomery (na molekularni urovni tehdy neprokazany jev; NEUBAUER a FI-
ALA, 2011). Barbara McClintock totiz oznacila genom za ,vysoce citlivy organ bunky*,
ktery ,,dovede vycitit“ roven stresu ve svém okoli a dokdze provést riizné rozsahlou re-
strukturalizaci, ktera povede k preziti (LIU, 2021). Je-li tedy bunka schopna takové opravy,
musi tento zlom vnimat (NEUBAUER a FIALA, 2011). Povédomi o prostfedi pravdépo-
dobné znamend pritomnost/existenci védomi. Oprava chyby ukazuje na zamér. Kterakoli
jednotliva rostlina s miliony bunék je samoorganizujici se komplexni systém, kde kazda
bunka ma povédomi o vnitfnim a vnéj$im prostredi. Organismus nezbytné vyhodnocuje
z riznych moznosti a rozhoduje se pro nejvyhodnéjsi, tudiz uplatnuje inteligentni chovani
(TREWAVAS, 2016). Podle srovnavaciho sekvenovani existuje v germindlni linii i evolu¢ni
autoprogramovanti (jiné nez diferencia¢ni autoprogramovani), takze nasledky transpozice
mohou byt dédény (NEUBAUER a FIALA, 2011). K udrzeni stability organismu je tfeba,
aby se geny a genomy prubézné adaptovaly. To je podstata organické stability v protikladu
ke stabilité mechanické (HO, 2000).

Od predstavy stabilniho neménného genomu jsme tak vedeni k predstavé ,tekutého ge-
nomu®. Jde o obrat od ,,genocentrismu®k ,somatocentrismu“ (NEUBAUER a FIALA, 2011).
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STUPNE GENETICKE REGULACE

Bakterie jsou schopné zahajit tvorbu bilkovin, které potfebuji, a zastavit jejich tvorbu, jestli-
ze potieba pominula. V roce 1961 publikovali francouzsti genetici Francois Jacob a Jacques
Monod praci o funkci lac operonu, tj. genetického mechanismu bakterii, ktery umoznuje
vyuzivat alternativni zdroj uhliku (NEUBAUER a FIALA, 2011). Oblasti dulezitych gent —
operonu je nadfazeny regulatorovy gen, tzn., ze i u bakterii je systém genetické kontroly.
Tehdy Barbara McClintock predpokladala, Ze se jeji prace docka pochopeni. Transpozi-
ce u kukurice je analogii fidicich mechanismt bakterii. Povazovala transpozici logicky
za dalsi/vyssi Groven ,genetické regulace®, totiz uroven prestavby DNA, na rozdil od pre-
pisu na urovni RNA (které se fika operonovy model) a urovné funkce zprostredkovanou
proteiny. Tato myslenka nebyla v té dobé prijatelna (NEUBAUER a FIALA, 2011).

HORIZONTALNI PRENOS GENETICKE INFORMACE U BAKTERII

Od sedesatych do osmdesatych let minulého stoleti doslo k vyznamnému poznani v oblasti
rezistence bakterii k antibiotikim. Ukdzalo se, Ze nedoch4dzi ke zméné sekvence nukleo-
tidt (poradi zapisu), ale Ze jde o vysledek vlozeni kusu cizi DNA; Ze tuto cizi DNA ne-
sou malé mobilni elementy; ze k prenosu dochazi také napti¢ mezi bakterialnimi druhy;,
rody, fady a kmeny (FEDOROFF, 1984; HO, 2000), kde transport zajistuji plazmidy (malé
kruhové molekuly bakterialni DNA; FEDOROFF, 1984). Napt. sekvence DNA rezistentni
k neomycinu a kanamycinu byla shodna u Staphylococcus aureus, Streptococcus a Campy-
lobacter sp. (HO, 2000). Objevily se prace o regulaci transposaz (transpozi¢nich enzymd;
NEUBAUER a FIALA, 2011). Pozoruhodné bylo i zji$téni, Ze preskoky se déji u nedélicich
se bakterii, v obdobi zrani a starnuti, tedy kdyz nedochazi k replikaci DNA (NEUBAUER
a FIALA, 2011). Bakterie v kolonii (biofilmu) totiz pilné spolupracuji, neznaji konkurenci
a sdileji i to nejcennéjsi (HO, 2000), v tomto pripadé rezistenci k antibiotiktim, aby prezily.

TRANSPONOVATELNE ELEMENTY, EPIGENETIKA A EVOLUCE

B. McClintockova pochopila tlohu transpozont v evoluci dfive nez ostatni (wikipedia.
org). Moznost uplatnéni transponovatelnych elementt v evoluci rozviji FEDOROFF (1984),
a to nejen z hlediska modifikace genové exprese, ale i zmény struktury gent a genomd.
Tzn. ze transpozibilni elementy mohou fungovat velmi decentnim zptisobem (kdy a kde
v organismu bude gen aktivni), ale rovnéz mohou byt zdrojem takové genetické variability,
kdy nasledné ptirodni vybér vyttidi, co je pro dany druh uzite¢né. K tloze transpozont
v evoluci se priklani JONES (2005): drasticky podnét (enormni stres z prostfedi) vyvola
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mobilizaci transpozon, dojde k ,vybuchu® genetické nestability a nastanou rychlé zmény
v reakci na zmény prostiedi. Podle BIEMONTA (2010) se lze na zékladé do té doby pub-
likovanych praci domnivat, Ze transponovatelné elementy vyznamné ovlivnily strukturu,
funkci a evoluci genomt a Ze jejich regula¢ni sekvence mohou zasahovat do regula¢nich
siti mnoha gent, vytvaret geneticky polymorfismus podporujici popula¢ni adaptaci, ale
také mohou podporovat speciaci.

Slozita vzajemna komunikace mezi organismem a jeho prostfedim existuje na vsech
urovnich, s cykly zpétné vazby v epigenetickych a metabolickych interakcich, které méni
geny v prubéhu zivota organismu, pricemz uc¢inky doznivaji nebo zesiluji po generace. Tak
je zajisténa priprava organismu na dalsi Zivotni etapu a predani zkusenosti dal$im genera-
cim (HO, 2013). Na interakci gen x prostredi se podileji transpozony jakozto intimni sou-
¢asti genomil se svym regula¢nim potencialem a mechanismy, které jejich aktivitu omezuji.
Ovliviuji, jak budou jedinci se stejnymi nebo riznymi genotypy reagovat na zmény pro-
stredi (CAVALLI a HEARD, 2019). Aby organismus prezil, musi se v redlném case zapojit
do prirozené genetické modifikace, coz je nesmirné presny ,molekularni tanec zivota®, kdy
RNA a DNA se plné ucastni navazujicich biologickych funkci a reaguji na né (HO, 2013).
Vnimani environmentalniho stresu s naslednym resetem genomu prostrednictvim mobil-
nich elementt mtize podle LIU (2021) souviset s davno zavrzenou teorii J. B. Lamarcka
(1744-1829) o ziskané dédi¢nosti a s transgeneracni epigenetickou dédi¢nosti.

ZAVER

Transponovatelné elementy byly ptivodné povazovany za pouhou odpadni DNA, ptipadné
ze jsou schopny produkovat ¢astice podobné virim. To vedlo ptivodné k predstavé jejich
skodlivosti (BIEMONT, 2010). Pozdéji CAVALLI a HEARD (2019) i LIU (2021) pouka-
zali na to, ze transpozony a jejich relikty tvofi hlavni ¢ast vétsiny eukaryotickych geno-
md (napt. dvé tretiny u lidi, 80 % u kukufice). BIEMONT (2010) publikoval schéma jejich
odhadovaného podilu v genomech riznych eukaryot. Je mozné, ze rozsahlé molekularni
studie variability nemoci najdou vice propojeni na mcclintokovskou genetiku. Sedmde-
sat let od publikovani prvni price o transponovatelnych elementech se ve svém ¢lanku
LIU (2021) odkazuje na praci konsorcia védcti Pan-cancer analysis of whole genomes (The

ICGC/TCGA Pan-Cancer Analysis of Whole Genomes Consortium) upozornujici na ne-
smirnou heterogenitu rakoviny, kterou nelze vysvétlit tradi¢ni teorii somatickych mutaci.

Historie transponovatelnych prvki je dobrym prikladem toho, jak véda funguje a jak se
nové koncepty mohou postupné zaclenovat a vyvijet, az nakonec zcela zméni nas pohled
na véc. Je to ponauceni pro védce, jak je tfeba byt tolerantni k novym myslenkam, i kdyz
jsou v rozporu s dobovymi teoriemi a poznatky (BIEMONT, 2010). LIU (2021) ptedpo-
klada, ze se historie zopakuje: Jestlize 37 let po smrti Johana Gregora Mendela byla jeho
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genetika prijata a stala se univerzalni ve 20. stoleti, ve 21. stoleti bude prijata teorie Barbary
McClintock (opét po vice nez 30 letech od jejiho umrti). V pozoruhodné publikaci Rozho-
vor s Einsteinem (MIHULOVA a SVOBODA, 2019) Einstein fika: ,,Na poli univerza jsou
vsechny lidské objevy nepatrné.... to, co jsme povazovali za pevné zdiklady, bylo pouze po-
vrchnim zddnim.“ A v knize Evelyn Fox Keller Barbara McClintock sdéluje: Cokoli, nac jste
schopni pomyslet, naleznete... Ve srovndni s vynalézavosti pfirody nase védeckd inteligence
bledne. NEUBAUER a FIALA, 2011).

PODEKOVANI
Kratké sdéleni bylo zpracovano v ramci institucionalni podpory MZE-RO1624.
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Last year marked 40 years since Barbara McClintock was awarded the Nobel Prize in Physiology or Medi-
cine. She first published her findings nearly three-quarters of a century ago. American biologist B. McClin-
tock consistently recorded also the exceptions when studying the variability of the corn grains color. Her
experiments led to an understanding of the relationship between unstable mutations and mobile elements

(transposons) in the genome. These mobile stretches of DNA are also responsible for specific gene expres-
sion in the organism as a whole by turning on and off at a particular time or in a particular part.
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ANTOKYANY A JEJICH POTENCIAL

Romana HAMPEJSOVA, Marie GREPLOVA, Jaroslava DOMKAROVA

Vyzkumny tistav brambordfsky Havlickiv Brod, s.r.o.

Peru je domovem bohaté genetické diverzity brambor, véetné téch barevnych. Tato zemé je
povazovana za jejich kolébku a dodnes se zde péstuje Siroka skala planych druhti i odriad
s rtiznymi barvami slupky i duziny a rozmanitych tvart. Barevné brambory, jako napfi-
klad fialové nebo modré, jsou v Peru bézné k vidéni a tvoii vyznamnou soucast tradi¢ni
stravy a kultury (CIP). Brambory s atraktivni barvou duzniny jsou stale vice v zajmu védct
a Slechtitelu, ktet{ usiluji také o dosazeni hliz vyrovnanéjsich tvart (kulaté, ovalné) s jem-
nou hladkou slupkou pro néro¢né evropské spottebitele (GOFFART et al., 2022). Slechténi
barevnych brambor je pfinosné i pro zemédélstvi, zejména pro udrzeni a rozvoj biodiver-
zity. Dale mohou byt barevné brambory odolné viici stresovym podminkam zptisobenym
suchem, patogeny (ZHE a GOLAM, 2023), tézkymi kovy, zasolenim nebo nizkymi teplo-
tami (NAING a KIM, 2021).

Vyrazné barvy hliz jsou zpiisobeny vysokym obsahem antokyantt (LACHMAN et al.,
2005). Z anatomicko-fyziologického hlediska jsou antokyany ve vodé rozpustné pigmenty
ze skupiny flavonoidu patfici mezi polyfenoly. Nejcastéji je nalezneme ve vakuolach rost-
linnych bunék, zejména v epidermis a subepidermalnich vrstvach, kde mohou zpiisobovat
zbarveni listd, stonki, plodi a kvétt (LANDI et al., 2015). Mohou byt produkovany v celé
rostling, od kofent po kvéty, v zavislosti na genetickych faktorech a vnéjsich podminkach.
Antokyany maji v rostlinach nékolik vyznamnych funkeci — absorpce skodlivého UV zare-
ni, i¢innd antioxida¢ni aktivita (neutralizace volnych radikalti a ochrana pred oxida¢nim
stresem) (NAING a KIM, 2021), ochrana proti herbivoriim a patogeniim (repelentni a an-
timikrobidlni G¢inky). Zbarveni kvéti a plodti laka opylovace a bylozravce, napomahajici
$ifeni semen. Jejich koncentrace v rostliné se miize zvysovat v pritomnosti mykorhizni
symbi6zy v kofenech rostlin (LINGUA et al., 2013).

Antokyany nalezneme jiz v kalusovych kulturach, coz je nediferencovana rostlinna tkan
vznikajici ve sterilnich in vitro podminkach na tuhém nebo kapalném zivném médiu. Tato
tkan je schopna produkovat riizné sekundarni metabolity (véetné antokyant) v zavislosti
na jiz vypracovanych protokolech (LILA, 2004). Hlavni faktory ovliviiujici produkci an-
tokyanil jsou svételné podminky, teplota a typ zivného média (ABOU EL-DIS et al., 2021;
SIMOES et al., 2009) a genotyp vychozi tkané. In vitro kalusové kultury mohou byt poten-
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cialnim zdrojem téchto pigmentii pro primyslové vyuziti, naptiklad v potravinafstvi nebo
farmaceutickém pramyslu (SIMOES et al., 2009).

Pro srovnani, koncentrace antokyaniti v bramborach s barevnou slupkou ¢i duzninou
je pomérné vysoka ve srovnani s riznymi druhy ovoce a zeleniny: (mg antokyanii/100g
cerstvé hmotnosti) brambory s cervenou slupkou obsahuji 20-38 mg, brambory s fialovou
slupkou 17-20 mg, brambory s rtiZzovou az ¢ervenou duzninou 11-174 mg 3-glukosid ky-
anidinu, odrtidy brambor s barevnou slupkou 6,15-57,35mg kyanidinu, ¢ervend cibule
25mg, svestka 2-25mg, malina 10-60 mg, jahody 15-25mg, ¢ervené zeli 25 mg (BROWN
et al., 2005; REYES et al., 2005; HAMOUZ et al., 2011).

Antokyany maji mnoho zdravotnich benefitti a zvy$uji nutricni hodnotu brambor
(LACHMAN et al., 2005). Pro lidské zdravi jsou vyznamné jejich antioxida¢ni vlastnosti,
které pomadhaji chranit bunky pred poskozenim volnymi radikaly. Studie naznacuji, ze
mohou snizovat riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, nékterych typu rakoviny
a zanétl (SPEER et al., 2020; GONCALVES et al.,, 2021). A samoziejmé jsou barevné hlizy
atraktivni pro spotfebitele po estetické strance.

Tato barviva jsou vyznamna i ve stravé zvirat. Posiluji jejich imunitni systém (MRKVI-
COVA et al., 2016) a nékteré studie naznaluji, ze antokyany maji pozitivni vliv na mozkové
funkce a mohou zpomalovat starnuti mozku zvirat. Mohou snizovat i zanéty v télech, coz
je vyhodné pro velkochovy zvirat, dale zlepsuji zdravi srdce snizovanim krevniho tlaku
a zleps$uji prutok krve (CHANGXING et al., 2018).

Barevné brambory, diky svému obsahu antokyand, predstavuji cennou plodinu jak
z hlediska vyzivy, tak i z hlediska agronomickych vlastnosti a kulturniho dédictvi. Anto-
kyany nejenze prispivaji k estetickym a chutovym vlastnostem téchto brambor, ale také po-
skytuji vyznamné zdravotni prinosy. Studium téchto pigment a jejich vyuziti v rtiznych
oblastech je tedy kli¢ové pro lidskou vyzivu a dalsi rozvoj zemédélstvi a potravinarského
zpracovani.
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