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sl
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Krompirjevo plesen povzro¢a oomiceta Phytophthora infestans, ki mo¢no ogroza
globalno pridelavo krompirja. Sorta Sarpo Mira velja za eno izmed bolj odpornih
krompirjevih sort proti P. infestans, h kateri naj bi najbolj prispeval gen Rpi-
Smira2/R8. 1z populacije F1 krizancev, med petimi obcutljivimi sortami in sorto
Sarpo Mira, smo z genskimi markerji in efektorsko agroinfiltracijo izbrali deset
genotipov RS, ki so vsebovali le gen Rpi-Smira2/R8, in jih izpostavili Stirim
razli¢no agresivnim izolatom P. infestans, da pri preucili doprinos gena Rpi-
Smira2/R8 k stopnji odpornosti proti krompirjevi plesni. Genotipe RS smo, skupaj
s pripadajo¢imi starSevskimi sortami, inokulirali z izolati P. infestans na ravni
tkivnih kultur in na ravni celih rastlin v rastlinjaku. Izmed testiranih genotipov RS
je genotip C571 izrazal najvi§jo stopnjo odpornosti, ki je bila po inokulaciji s
tujimi izolati P. infestans primerljiva s starSevsko sorto Sarpo Mira. V primeru
genotipa C571 se je stopnja odpornosti ohranila tako pri inokulaciji tkivnih kultur
kot tudi pri inokulaciji celih rastlin v rastlinjaku, medtem ko je bila sorta Sarpo
Mira na ravni tkivnih kultur srednje odporna proti agresivnim tujim izolatom, na
ravni celih rastlin v rastlinjaku pa je bila nanje popolnoma odporna. Z raziskavami
v okviru doktorske disertacije smo tako pokazali, da gen Rpi-Smira2/R8 doprinese
k stopnji odpornosti proti krompirjevi plesni, vendar je le-ta nizja v primerjavi s
sorto Sarpo Mira in je pod vplivom genetskega ozadja.

IV



Blatnik E. Preuc¢evanje odpornosti krompirja ... posredovane z genom Rpi-Smira2.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2023

DN
DC
CX

AU
AA
PP
PB

PY
TI

DT
NO
LA
AL
AB

KEY WORDS DOCUMENTATION

Dd
UDC 633.49:631.526.32:631.524.86:632.4:601.4:577.21(043.3)

potato, late blight, Phytophthora infestans, Rpi-Smira2/R8 gene, Sarpo Mira, RS
genotypes, genetic markers, resistance level, AUDPC, plant tissue culture

BLATNIK, Eva
MEGLIC, Vladimir (supervisor)
SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Interdisciplinary Doctoral
Programme in Biosciences, Scientific field Biotechnology

2023
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POTATO (Solanum tuberosum) MEDIATED BY GENE Rpi-Smira2

Doctoral dissertation

XIX, 179, [6] p., 10 tab., 69 fig., 5 ann., 306 ref.
sl
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Late blight is caused by the oomycete Phytophthora infestans and is a major threat
to the global potato production. Sarpo Mira cultivar is considered to be highly
resistant to P. infestans, to which the Rpi-Smira2/R8 gene is said to contribute the
most. From the population of F1 progeny, between five susceptible cultivars and
Sarpo Mira cultivar, we selected ten RS genotypes containing only the Rpi-
Smira2/R8 gene using genetic markers and effector agroinfiltration, and exposed
them to four P. infestans isolates differing in their aggressiveness, to evaluate the
contribution of the Rpi-Smira2/R8 gene to the late blight resistance level. RS
genotypes, together with the corresponding parental varieties, were inoculated
with P. infestans isolates as tissue cultures and as whole plants in the greenhouse.
Among the tested RS genotypes, the highest level of resistance was shown by
genotype C571, which was comparable to the parental variety Sarpo Mira after
inoculation with foreign isolates of P. infestans. In the case of genotype C571, the
level of resistance was maintained both in tissue culture inoculation and in
inoculation of whole plants in the greenhouse, while the Sarpo Mira cultivar was
moderately resistant to aggressive foreign isolates at the level of tissue cultures
and completely resistant as a whole plant in the greenhouse. With the research
conducted in the scope of the doctoral dissertation, we have shown that the Rpi-
Smira2/R8 gene contributes to late blight resistance, however the level of
resistance is lower compared to the Sarpo Mira cultivar and under influence of the
genetic background.
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE IN HIPOTEZ

Krompir je bil po prenosu iz Juzne Amerike v Evropo najprej obravnavan le kot eksoti¢en
primerek rastline Novega sveta in je ve¢inoma rastel le v botani¢nih vrtovih in zasebnih
zbirkah (Turner, 2005). Zaradi svoje visoke energijske vrednosti in relativno enostavne
pridelave je kmalu postal zelo cenjena poljs¢ina, danes pa se ga prideluje prakticno po
celem svetu (Bradshaw, 2021). Skupaj z evolucijskim razvojem krompirja, kot ga
poznamo danes, je sofasno na izvornem obmocju v Juzni in centralni Ameriki potekal
tudi razvoj oomicete Phytophthora infestans, ki se je specializirala posebej za okuzevanje
rastlin iz druzine razhudnikovk (Goss in sod., 2014).

Oomiceta Phytophthora infestans (Mont.) de Bary povzroca Skodo v krompirjevih
nasadih Ze vse od vnosa v Evropo in velike lakote na Irskem pred vec¢ kot 150 leti. Kot
hemibiotrofi¢ni organizem lahko uspe$no prodre v rastlinsko tkivo in z izloanjem
efektorskih proteinov poskusSa zaobiti rastlinski imunski sistem (Fawke in sod., 2015). S
stalnim razvojem in modifikacijami odpornostnih (R) proteinov se lahko rastlina obrani
pred Sirjenjem P. infestans in s hipersenzitivnim odzivom, obliko programirane celicne
smrti, popolnoma zaustavi patogen na lokalni ravni (Birch in sod., 2012). Od prvega
odkritja odpornostnih (R) genov v divji vrsti krompirja S. demissum so se Zlahtnitelji
krompirja povsem osredotocili na prenos genov R iz divjih sorodnikov krompirja v nove
krompirjeve sorte. Sprva je bila strategija uspesna in na trg so kmalu priSle nove odporne
sorte, ki so se hitro razsirile po Evropi in so imele visok potencial za trajno odpornost.
Kmalu se je izkazalo ravno nasprotno, saj je bila odpornost, posredovana le z enim genom
R, v nekaj letih povsem premagana in zlahtniteljski programi so kmalu izgubili prvoten
zagon za razvijanje trajno odpornih sort (Turner, 2005). V mnogih predelih, ki jih je
pestila krompirjeva plesen, so kot najbolj ucinkovito strategijo zatiranja bolezni
predstavljali sistemski fungicidi, ki jih je bilo potrebno nanasati precej pogosto, za sabo
pa je to prineslo tako zajeten finan¢ni zalogaj kot tudi obsezne posledice na okolje in
zdravje ljudi (Ivanov in sod., 2021).

Zlahtniteljski programi so proti koncu prej$njega stoletja pri¢eli z novo strategijo razvoja
trajno odpornih krompirjevih sort. Poleg vkljucevanja t. i. poljske odpornosti Sirokega
spektra iz divjih sorodnikov krompirja, ki je bila posredovana s kvantitativnimi lokusi
(QTL) in zaradi Cesar je bil proces dolgotrajen in poc€asen, so zlahtnitelji priceli tudi z
vklju¢evanjem vec genov R v posamezno sorto oz. piramidenjem genov R (Turner, 2005).
S to strategijo je v zadnjih tridesetih letih nastalo vec¢ razlicnih visoko odpornih
krompirjevih sort, nekatere med njimi pa Se danes izrazajo visoko stopnjo odpornosti
proti krompirjevi plesni.

Sorta Sarpo Mira je tako Ze od njenega nastanka pred tridesetimi leti poznana in
uporabljena kot vir visoke odpornosti tudi proti zelo agresivnim izolatom P. infestans, ki
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so se priceli pojavljati proti koncu prejSnjega stoletja zaradi poveCanega spolnega
razmnoZevanja oomicete. Kljub pogosti uporabi sorte Sarpo Mira (Abuley in Hansen,
2022) o izvoru in mehanizmu odpornosti proti krompirjevi plesni ni veliko znanega. Prvi
preboj se je zgodil z raziskavo Rietman in sod., (2012), kjer so uspeli dolociti vsebnost
petih genov R, in sicer R3a, R3b, R4, Rpi-Smiral in Rpi-Smira2, za katerega je bilo
kasneje dokazano, da gre za homolog bolj razsirjenega gena RS (Jo, 2014). Glede na
rezultate raziskav odpornosti diferencialnih rastlin z genom RS (MaRS), krizancev in
transgenih rastlin z genom RS, ki so v poljskih poskusih izrazali primerljivo stopnjo
odpornosti proti krompirjevi plesni kot sorta Sarpo Mira (Kim in sod., 2012; Rietman in
sod., 2012; Vossen in sod., 2016), so zlahtnitelji in raziskovalci sklepali, da gen Rpi-
Smira2/R8 najbolj doprinese k visoki odpornosti sorte Sarpo Mira.

Raziskave o mehanizmu odpornosti sorte Sarpo Mira so pokazale tudi, da se stopnja
odpornosti razlikuje glede na nacin inokulacije s P. infestans. V poljskih poskusih je bila
sorta Sarpo Mira popolnoma odporna na agresiven izolat IPO-C, medtem ko je bila v
testih na odrezanih listih obcutljiva na P. infestans (Rietman in sod., 2012). Raziskovalci
Ortowska in sod., (2012a) so Zeleli to razliko v stopnji odpornosti dodatno ovrednotiti in
opredeliti, zato so sorto Sarpo Mira inokulirali s P. infestans na razlicne nacine (cela
rastlina, rastlina brez vrhnjega poganjka, rastlina brez korenin, odrezani listi in odrezani
listi s stranskim poganjkom) ter ugotovili, da so meristemi in koreninski sistem klju¢ni za
odpornost sorte Sarpo Mira proti krompirjevi plesni, saj je le cela rastlina izrazala polno
odpornost.

V okviru doktorske disertacije nas je zanimal doprinos gena Rpi-Smira2/R8 k odpornosti
proti krompirjevi plesni, zato smo morali predhodno pridobiti krompirjeve rastline, ki bi
izmed petih genov R iz odporne sorte Sarpo Mira vsebovali le gen Rpi-Smira2/R8 ter jih
nato izpostavili razli¢no agresivnim izolatom P. infestans. Zanimalo nas je, ali se bodo te
rastline (genotipi R8) med sabo razlikovale v stopnji odpornosti glede na to, da vsebujejo
isti odpornostni gen. Poleg tega pa nas je tudi zanimalo, ali se bo stopnja odpornosti
genotipov R8 ohranila med razli¢nimi nacini inokulacije s P. infestans glede na to, da
starSevska sorta Sarpo Mira visoko stopnjo odpornosti izraza le na ravni celih rastlin.

1.1 RAZISKOVALNI CILJI IN HIPOTEZE

V doktorski nalogi smo zastavili naslednje raziskovalne hipoteze:
1) Rastline RS, razvite iz krizanja med odporno sorto Sarpo Mira in obcutljivimi
sortami, bodo izrazale odpornost proti oomiceti Phytophthora infestans.
Zaradi razli¢nega genskega ozadja krizancev in razlik v ekspresiji gena R8 bo
prislo do razlik v intenziteti odpornosti.
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2)

3)

Rastline R8 bodo izrazale manjsi nivo odpornosti v primerjavi s starSevskim
genotipom Sarpo Mira. Zaradi krizanja z obcutljivimi sortami in odsotnosti
ostalih R genov bodo rastline RS izrazale nizjo odpornost v primerjavi s Sarpo
Miro kljub veliki vlogi gena RS pri odpornosti.

Odpornost rastlin R§ se bo razlikovala glede na pogoje, pod katerimi bomo
okuzevali rastline s krompirjevo plesnijo; test odrezanih listov, cele rastline v
rastlinjaku, poljski poskusi. StarSevska rastlina Sarpo Mira svojo odpornost
izraza le na nivoju cele rastline, saj meristemi in korenine prispevajo k
sistemski odpornosti. Pri¢akujemo, da se bo ta lastnost s starSevske rastline
prenesla na potomce.



Blatnik E. Preuc¢evanje odpornosti krompirja ... posredovane z genom Rpi-Smira2.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2023

2 PREGLED OBJAV
2.1 OOMICETA Phytophthora infestans

Oomiceta Phytophthora infestans (Mont.) de Bary je rastlinski patogen, ki povzroca
bolezen, poimenovano krompirjeva plesen, in je sposobna okuziti preko 90 razli¢nih
rastlinskih vrst, ve¢inoma iz druzine razhudnikovk, najbolj pogosto pa napada krompir in
paradiznik. Okuzi lahko celo rastlino (liste, steblo), napade pa tudi gomolje in plodove
(Erwin in Ribeiro, 1996).

P. infestans je najbolj poznana kot povzrociteljica velike lakote na Irskem, ki se je
pojavila leta 1845 in je uniCevala krompirjeve nasade vse do leta 1851 (Turner, 2005). V
tistem obdobju je bil za Irce krompir osnovno Zzivilo, saj je zelo dobro uspeval v irski
vlazni zemlji, poleg tega pa je bil zelo hranilen in je revnim Ircem omogocal prezivetje
kljub skromni prehrani. Vlazna in hladnejSa poletja na Irskem so po letu 1845 omogocila
izjemno hitro Sirjenje virulentne krompirjeve plesni po obseznih krompirjevih nasadih,
na katerih je veCinoma prevladovala le ena sorta, t. 1. Irish Lumper (Irish Potato Famine,
2022). S tem so revni irski kmetje izgubili svoj glavni vir hrane, saj so kot podnajemniki
primernejSa kmetijska zemljis€a namenjena Zitaricam in ostalim vrtninam, namenjenim
le izvozu v Anglijo. Glavni lastniki irskih zemljiS¢ so bili Britanci, ki so delovali kot
odsotni najemodajalci, saj v veliki ve€ini primerov na svoja zemljis¢a na Irskem niso
nikoli stopili in so upravljanje pogosto prepustili ve¢ posrednikom, s ¢imer so se zemljis¢a
razdrobila na Stevilne manjSe njive, namenjene najemu revnim irskim kmetom. Odsotni
britanski veleposestniki prvih poro€il o Skodi, nastali zaradi krompirjeve plesni, niso
jemali resno, britanska vlada pa je kljub propadu dveh zaporednih letin nadaljevala z
izvozom hrane iz Irske v Anglijo. Britanska vlada je po letu 1846 sicer uvedla vec
ekonomskih ukrepov, npr. uvoz poceni pSenice, vendar je bila cena za mnoge obubozane
Irce Se vedno previsoka. Finan¢na pomoc je bila financirana iz davka, ki so ga lastniki
zemljiS¢ placevali glede na Stevilo najemnikov, zato so mnogi lastniki izselili in odgnali
delom v t. i. uboznicah ali preko javnih del, kjer so za svoje delo prejeli hrano in
prenocisce (Irish Potato Famine, 2022). Velika lakota, ki je sledila kot posledica izgube
vec letin in zalog krompirja, prepoznih in neucinkovitih ekonomskih in finan¢nih
ukrepov, je povzroc¢ila mnozi¢no izselitev skoraj milijona Ircev v tujino in vec¢ kot milijon
smrti (Turner, 2005).

Drugod po Evropi krompirjeva plesen ni imela katastrofalnih posledic, saj evropski
kmetje niso bili v tolik$ni meri odvisni le od krompirjevega pridelka, temvec so gojili tudi
druga osnovna Zivila, kot so rz, pSenica in oves. Kljub temu je v letih med 1845 in 1847
slaba letina zitaric v kombinaciji s krompirjevo plesnijo vodila v t. i. kontinentalno lakoto
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(Zadoks, 2008). V tem obdobju smo posledice krompirjeve plesni obcutili tudi na
Slovenskem. Prvi€ se je bolezen pojavila leta 1844 v okolici Kranja in Kamnika, kasneje
pa se je razsirila po vsej Kranjski in leta 1846 je ponekod Ze povzrocila izgubo polovico
pridelka (Repanjsek, 1949).

2.1.1 Taksonomska uvrstitev oomicete P. infestans

Izbruh krompirjeve plesni je sprozil preusmeritev Stevilnih raziskav na iskanje vzroka in
povzrocitelja te bolezni. Leta 1845 je belgijska botaniarka in mikologinja Marie Anne
Libert objavila raziskavo, kjer je kot povzrocitelja krompirjeve plesni opisala glivo ter jo
poimenovala Botrytis vastatix. Svoje opise in poimenovanja glive so v tem letu objavili
tudi drugi raziskovalci, vendar je Sele nemski zdravnik, botanik in mikolog Heinrich
Anton de Bary v letih 1861 in 1863 podrobneje preucil prodor patogena v krompirjeve
rastline in gomolje. Leta 1876 je Heinrich Anton de Bary na podlagi posebne morfologije
sporangioforov, ki jih je opazil na glivi, osnoval nov rod Phytophthora, vrsto pa
poimenoval Phytophthora infestans (Turner, 2005; Zerjav, 2016). Nedavne raziskave na
herbarijskih vzorcih okuzenih krompirjevih listov iz obdobja velike lakote na Irskem so
pokazale, da je mnozi¢ni propad krompirjevih nasadov med veliko lakoto povzrocil
genotip P. infestans, poimenovan HERB-1, ki je bil nato na poljih prisoten Se ve¢ kot 50
let. Genotip HERB-1 naj bi bil soroden genotipu US-1, s katerim naj bi imela tudi
skupnega prednika, medtem ko se je od vseh danasnjih genotipov izrazito razlikoval
(Yoshida in sod., 2013).

Izvorno obmocje oomicete P. infestans naj bi bila centralna Mehika in ne obmoc¢je Andov,
kot so sprva predvidevali. V raziskavi Goss in sod. (2014) so pokazali, da so populacije
P. infestans iz obmoc¢ja Andov izvirale iz mehiSkih populacij. Prve gostiteljske rastline
P. infestans so tako bile divji sorodniki krompirja, ki so stalno razvijali mehanizme
odpornosti, zaradi Cesar so divje vrste krompirja Se danes ne povsem izkoris¢en vir visoke
in trajne odpornosti.

P. infestans spada med oomicete ali plesnivke (deblo Oomycota, red Pythiales) (Zerjav,
2016), ki vecinoma vkljucujejo razli¢ne rastlinske patogene. Sprva so oomicete uvrscali
med glive zaradi tvorbe nitastega micelija, vendar je bilo pred ve¢ desetletji dokazano, da
spadajo v kraljestvo protistov (Judelson in Blanco, 2005). Ceprav se oomicete in glive v
nekaterih morfoloskih lastnostih ne razlikujejo, imajo oomicete dolo¢ene svojevrstne
znacilnosti. Glavna komponenta celi¢nih sten oomicet je celuloza, medtem ko glive v
celi¢nih stenah vecinoma vsebujejo hitin. Oomicete imajo diploidne vegetativne hife oz.
micelij, medtem ko so glive ve¢inoma haploidne (Judelson in Blanco, 2005; Fawke in
sod., 2015). Oomicete vsebujejo tudi vecji genom v primerjavi z glivami in obi¢ajno ne
vsebujejo pigmentov, medtem ko so hife gliv in spore lahko pigmentirane ter lahko
vsebujejo melanin ali karotenoide (Judelson in Blanco, 2005).
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2.1.2  Zivljenjski cikel in razmnoZevanje oomicete P. infestans

Oomicete kot rastlinski patogeni imajo lahko biotroficni ali nekrotrofi¢ni zivljenjski
cikel, lahko pa imajo tudi kombinacijo obeh. Takrat govorimo o hemibiotrofi¢nih
organizmih, kamor spada tudi P. infestans (Slika 1) (Fawke in sod., 2015).

Prosti sporangiii, ki se

raznasajo z vetrom ali vodo

Nespolno razmnoZevanje,

nastanek sporangijev

Posredna germinacija

Y2 Neposredna germinacija
(sprostitev zoospor) N

(razvoj invazivnih hif)

g ——
—Zgornji epiderm
>

| I Rizoderm  Korteks Zilie |

Biotrofija Nekrotrofija Hemibiotrofija

Slika 1: Biotrofi¢ni, nekrotrofi¢ni in hemibiotrofi¢ni Zivljenjski cikel oomicet rodu Phytophthora
(Fawke in sod., 2015)

a — Po sprostitvi sporangijev, ki se $irijjo z vodo ali vetrom, sledi posredna germinacija zoospor ali
neposredna germinacija sporangijev.

b — Po prodoru apresorija v rastlinsko tkivo lahko oomiceta pri¢ne z biotroficno okuzbo, kjer svojega
gostitelja ohranja zivega, ali z nekrotrofi¢no okuzbo, kjer se oomiceta prehranjuje z odmrlim rastlinskim
tkivom.

¢ — Oomiceta Phytophthora infestans svoj Zivljenjski cikel pri¢ne kot biotrofiéni organizem, ko pa hife
prodrejo v endoderm in Zilno tkivo, pri¢ne z nekrotrofi¢no fazo okuzbe.
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P. infestans tako svoj prodor v rastlinsko tkivo pri¢ne kot biotrofi¢ni organizem, pri cemer
sprva ohranja svojega gostitelja zivega. Ko se v tkivu dovolj razsiri in hife P. infestans
vstopijo v endoderm in Zilno tkivo, patogen preide v nekrotrofi¢no fazo, kjer encimi z
razgradnjo celinih sten povzrocijo propad rastlinskih celic in s tem tvorbo nekroti¢nega
tkiva (Slika 1). P. infestans na odmrlem rastlinskem tkivu ne more preziveti daljSe
obdobje, kot je to znacilno pri saprofitih, ampak mora za prezivetje in Sirjenje tvoriti spore
(Judelson in Blanco, 2005).

P. infestans se lahko razmnoZzuje nespolno ali spolno, pri slednjem morata biti prisotna
oba paritvena tipa (Al in A2), saj je P. infestans heterotaliCen organizem. Paritveni tip
lo¢imo glede na proizvodnjo specificnih hormonov, ki sprozijo nastanek gametangijev
bodisi enega bodisi drugega paritvenega tipa. V gametangijih nastajajo haploidna jedra
in za uspesno zdruzitev jeder morata biti na isti rastlini prisotna oba paritvena tipa, torej
Al in A2 (Zerjav, 2016). Ko se jedra zdruZita, nastane oospora z diploidnim jedrom in
odebeljeno celi¢no steno, ki lahko zaradi svoje trdoZivosti prezivi dolgotrajne neugodne
razmere v tleh ali v rastlini (Judelson in Blanco, 2005).

Pri nespolnem razmnozevanju P. infestans, ki najbolj prevladuje, se na koncu razvejanih
specializiranih hif (sporangioforov ali trosonoscev) tvorijo sporangiji (trosovniki), ki
vsebujejo Sest ali ve¢ zoospor (Slika 2B-C) (Judelson in Blanco, 2005). Najbolj optimalna
temperatura za razvoj sporangijev je med 18 in 22 °C (Jaki¢, 1987). Sporangiji se lahko
z vetrom ali vodo odcepijo in razsirijo vec kilometrov dale¢ na gostiteljsko rastlinsko
tkivo.

Po pristanku na rastlini lahko sporangiji kalijo neposredno ali posredno, pri cemer morajo
biti sporangiji v obeh primerih obdani z vodo. Pri vi§jih temperaturah (nad 14 °C)
sporangiji kalijo in vstopajo v tkivo neposredno preko listnih rez, dihalnih odprtin
(lenticel) ali poskodb na povrsini rastlinskega tkiva. Pri nizjih temperaturah pa poteka
posredna kalitev, kjer se iz sporangijev sprostijo gibljive zoospore z dvema bickoma, pri
c¢emer sprednji bicek vlece zoosporo naprej, zadnji bi¢ek pa je namenjen usmerjanju
(Slika 2D) (Judelson in Blanco, 2005).
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Slika 2: Nespolno razmnoZevanje oomicete P. infestans (Fry, 2008)

A — nekroze in sporangiofori na listnem tkivu; B — sporangiofore s sporangiji; C — spro§¢eni sporangiji v
vodni kaplji; D — posredna germinacija s spro$¢anjem zoospor; E — prvi vidni simptomi okuzbe s P.
infestans.

Zoospore lahko rastlinsko tkivo najdejo z zaznavanjem specificnih aminokislin, ki jih
izloca rastlina na svoji povrsini in delujejo kot kemoatraktanti. Zatem zoospora izgubi
svoja bicka in se preoblikuje v cisto, ki se Se dodatno prilepi na rastlinsko tkivo in takoj
pric¢ne s kalitvijo (Slika 3). Konica klicnega meSicka se razvije v apresorij, ki prodre skozi
kutikulo v rastlinsko celico, od tu naprej pa se P. infestans z vegetativnimi hifami Siri
intercelularno po rastlinskem tkivu (Slika 3) (Judelson in Blanco, 2005). V tej fazi se
patogen Siri znotraj svojega gostitelja brez opaznih znakov ali simptomov na povrSini
(Fry, 2008). 1z vegetativnih hif se ponekod lahko znotraj rastlinske celice razvijejo tudi t.
1. sesalne bradavice ali havstoriji (Slika 3) (Jaki¢, 1987), s katerimi P. infestans ¢rpa
hranila in s tem povzro¢a odmiranje tkiva, kar se na rastlinah lahko opazi kot manjSe
nekroze priblizno dva dneva po prodoru zoospor v rastlinsko tkivo (Slika 2E). Ob
prisotnosti zmernih temperatur in visoke zracne vlage se po dodatnih dveh dneh na
povrsini listov pojavijo sporangiofori s Stevilnimi sporangiji (Slika 2A in 3) (Fry, 2008).
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Slika 3: Potek okuZbe rastlinskega tkiva z oomiceto P. infestans (Judelson in Blanco, 2005)

Sporangiji se lahko nato z vetrom ali dezjem razsirijo po okoliSkih krompirjevih rastlinah
in nasadih, ¢emur pravimo tudi horizontalen prenos z rastline na rastlino znotraj iste
sezone (Mariette in sod., 2016b), lahko pa se tudi sperejo v zemljo, kjer nato prodrejo v
gomolje skozi lenticele, oc¢esca ali poSkodbe. Simptomi se na gomoljih pojavijo v obliki
vdrtih peg svinceno sive ali rjave barve, pod katerimi jasno vidimo odmrlo meso. Pege se
lahko pri moc¢nejSih okuzbah hitro razsirijo in tako celoten gomolj propade Ze v zemlji.
Okuzeni gomolji, ki tekom skladiS¢enja ne propadejo in jih posadimo v naslednji sezoni,
postanejo vir primarnih okuzb s P. infestans v naslednji rastni sezoni (Jaki¢, 1987).
Tovrstnemu prenosu rastlinskega patogena re¢emo tudi vertikalni prenos patogena med
sezonami, kjer se okuzba z rastline prenese na gomolje, iz katerih nato naslednjo sezono
zrastejo nove ze okuzene rastline (Mariette in sod., 2016b). Pri zelo agresivnih izolatih P.
infestans do vertikalnega prenosa ne pride pogosto, saj mocno prizadete rastline
proizvedejo manjse gomolje, ki nato zaradi hude okuzbe s P. infestans propadejo ali
slabse vzkalijo (Pasco in sod., 2016).

2.1.3 1Izvor in Sirjenje oomicete P. infestans po svetu

Z nespolnim razmnoZevanjem, kjer se razvije vecje Stevilo zoospor, se P. infestans lahko
zelo hitro $iri po krompirjevih nasadih. Do okrog leta 1980 se je v Evropi in drugod po
svetu P. infestans S§irila izklju¢no z nespolnim razmnoZevanjem, saj je bil prisoten le
paritveni tip Al (Fry in sod., 1992; Drenth in sod., 1994; Mariette in sod., 2016b). Leta
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1976 ali 1977 naj bi iz Mehike, od koder P. infestans izvira in sta od nekdaj bila prisotna
oba paritvena tipa (Goss in sod., 2014), preko Severne Amerike v Evropo prispela
obsezna posiljka krompirja, okuzenega s paritvenim tipom A2 (Mariette in sod., 2016b).
Leta 1981 so paritveni tip A2 prvi¢ zaznali v Svici in Veliki Britaniji, kasneje pa so ga
odkrili tudi na Nizozemskem in v ostalih evropskih drzavah (Drenth in sod., 1994). S
prisotnostjo obeh paritvenih tipov se je P. infestans pri¢ela razmnozevati spolno in tvoriti
oospore, s ¢imer se je mocno povecala genetska variabilnost, kar so dokazali tudi v
raziskavi Drenth in sod. (1994), kjer so z iskanjem prstnih odtisov DNA (ang. DNA
fingerprinting) analizirali »stare« in »nove« nizozemske populacije P. infestans, izolirane
pred letom 1980 oz. po letu 1980. V novih populacijah P. infestans so se pojavili novi
virulentni faktorji, ki jih v starih niso zaznali, kar sovpada s pojavom paritvenega tipa A2
(Drenth in sod., 1994), poleg tega pa se je povecalo Stevilo porocil o prisotnosti oospor v
zemlji ter pojavu rekombinantnih izolatov, kar nakazuje na pricetek spolnega
razmnoZzevanja (Yuen in Andersson, 2013).

V primeru P. infestans je imelo spolno razmnoZevanje bistvene prednosti, saj je z
razvojem oospor lahko prezivela v zemlji med rastnimi sezonami (vertikalni prenos) ter
tako povecala moznosti za uspesno Sirjenje in kolonizacijo novih rastlin. S spolnim
razmnoZevanjem so se razvili Stevilni raznoliki genotipi, ki so se lahko hitro prilagodili
okoljskim spremembam in selekcijskim pritiskom ter razvili nove lastnosti (Drenth in
sod., 1994). Ena izmed pridobljenih lastnosti novih populacij P. infestans je bila
odpornost proti fungicidu metalaksil, ki se je pojavila okrog leta 1980 (Davidse in sod.,
1981), v starejSih populacijah P. infestans pa ni bila prisotna (Fry, 1993).

Za zatiranje krompirjeve plesni so sprva pridelovalci poznali le preventivne ukrepe, npr.
sajenje gomoljev v grebene in naknadno osipavanje, kar je preprecilo spiranje sporangijev
P. infestans z listov do gomoljev v zemlji ter s predhodno odstranitvijo krompirjeve cime
pred pobiranjem gomoljev. Kljucen preventivni ukrep je bilo tudi sprotno odstranjevanje
okuzenega rastlinskega materiala in gomoljev iz nasadov in skladi$¢, s ¢imer so preprecili
vertikalni prenos patogena med rastnimi sezonami (Turner, 2005). Sele proti koncu 19.
stoletja so na Univerzi Bordeaux razvili prvi fungicid na osnovi bakrovega sulfata,
poimenovali so ga meSanica Bordeaux. V Sloveniji so uporabljali ime bordojska brozga
(Jaki¢, 1987). Sprva se je bordojska meSanica uporabljala v francoskih vinogradih in se
je Sele kasneje uporabljala za Skropljenje krompirjevih nasadov proti krompirjevi plesni,
kjer je bila zelo u¢inkovita. V sredini prejSnjega stoletja (okrog leta 1950) so na trg prisli
prvi organski fungicidi, ki so sCasoma nadomestili bordojsko meSanico. Do takrat so
fungicidi delovali kot za$¢itni ovoj na povrSinah rastlin, kasneje pa se je razvoj preusmeril
v sistemske fungicide, ki so jih rastline lahko absorbirale v svoje tkivo in patogene
napadle od znotraj, vendar je bil razvoj le-teh dolgotrajen. Prvi sistemski fungicid, z
aktivno spojino furalaksil, je na trg priSel leta 1977, nekaj let kasneje pa Se metalaksil
(Turner, 2005). Fungicidi so v danaSnjem Casu vsesplo$no in masovno uporabljeni v
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krompirjevih nasadih, zaradi Cesar se ustvarja selekcijski pritisk na populacije P.
infestans, da razvijejo odpornost. Ena izmed strategij upocasnjevanja razvoja odpornosti
je uporaba kombinacij Siroko in ozko specificnih fungicidov, npr. kombinacija
povrsinskih in sistemskih fungicidov (Ivanov in sod., 2021).

Nove populacije P. infestans so tako z leti nadomestile stare klonalne linije, kar je v letih
med 1985 in 1995 v ZDA povzrocilo velike izgube krompirjevega pridelka, saj je
klonalna linija US-8 paritvenega tipa Al, ki je bila agresivna in odporna na metalaksil,
popolnoma izpodrinila klonalno linijo US-1 (Cooke in sod., 2012). Za lazje spremljanje
razvoja genetske raznolikosti razlicnih populacij P. infestans so Lees in sod., (2006)
razvili mikrosatelitne markerje (ang. Simple Sequence Repeats — SSR), ki se Se danes
uporabljajo za dolo¢anje genotipov izolatov P. infestans (Cooke in sod., 2012; Zerjav,
2016). Eden izmed genotipov P. infestans, ki je bil opredeljen z mikrosatelitnimi
markerji, je bil genotip EU 13 A2, poznan tudi z imenom Blue 13, ki je bil prvi¢
identificiran na Nizozemskem leta 2004, leto kasneje pa tudi v Veliki Britaniji (Lees in
sod., 2012). Genotip EU 13 A2 je zelo agresiven in tudi odporen na fungicid metalaksil,
zaradi Cesar je na krompirjevih nasadih v Evropi prevladoval kar pet let, ko so ga priceli
nadomescati drugi genotipi (EuroBlight, 2022). Zaradi transporta okuZzenega semenskega
krompirja se je genotip EU 13 A2 razsiril tudi izven Evrope, odkrili so ga na Kitajskem
(Li in sod., 2013), v Indiji (Chowdappa in sod., 2013; Dey in sod., 2018) ter Alziriji
(Beninal in sod., 2022). Nedavne raziskave na ve¢ genotipih P. infestans na ravni genoma
so pokazale, da je bil genotip EU 13 A2 skupaj z drugimi dominantnimi klonalnimi
linijami triploiden in ne diploiden, kar mu je izboljsalo fitnes in boljSo prilagodljivost na
okoljske pogoje ter omogocilo agresivnejSe Sirjenje (Li in sod., 2017). Spolno
razmnozevanje P. infestans je omogocilo tudi razvoj novih virulentnih efektorjev, ki jih
izloCa ob vstopu v rastlinsko celico in s katerimi zaobide rastlinski imunski sistem po
uspesni okuzbi takrat ne ve¢ odpornih krompirjevih sort.

2.2  INTERAKCIUA P. infestans Z RASTLINSKIM IMUNSKIM SISTEMOM

Po uspesnem prodoru oomicete P. infestans v rastlinsko tkivo se iz vegetativnih hif
razvijejo havstoriji, ki s svojim prodiranjem sprozijo invaginacijo protoplasta rastlinske
celice. Pri tem se med membrano havstorija in membrano rastlinske celice ustvari prostor,
poimenovan ekstrahavstorialni matriks, preko katerega potujejo efektorski proteini v
rastlinsko celico, kjer nato vplivajo na delovanje rastlinskega imunskega sistema (Fawke
in sod., 2015). Efektorji oz. avirulen¢ni proteini v rastlinski celici zavirajo signalne poti
in delovanje imunskega odziva, pri ¢emer delujejo na procese, ki se dogajajo v jedru,
endoplazmatskem retikulumu, veziklih, na rastlinski membrani ali v avtofagosomih
(Whisson in sod., 2016).
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Vsi do zdaj identificirani efektorski geni v oomicetah kodirajo proteine s signalnim
peptidom, ki mu sledi motiv aminokislinskega zaporedja RXLR. Slednji je potreben za
translokacijo efektorja v gostiteljsko rastlinsko celico (Birch in sod., 2009), njegov
kljuen pomen pa dokazujejo tudi rezultati sekvenciranja genoma P. infestans, kjer so
odkrili ve¢ kot 500 potencialnih RXLR efektorskih genov (Haas in sod., 2009). Efektorje
v rastlinskih celicah prepoznajo proteini R, kodirani z odpornostnimi (R) geni, ki so
kljucni akterji specifi¢nega rastlinskega imunskega sistema (Birch in sod., 2008).

Rastlinski imunski sistem sestavlja ve¢ ravni obrambe pred patogenimi organizmi.
Poenostavljeno njegovo evolucijo poimenujemo »Cik-Cak« model evolucije imunskega
sistema (Slika 4) (Jones in Dangl, 2006). V prvi fazi odpornosti, ki ji pravimo tudi
osnovna, rastlina prepreci vstop patogenov v svoje tkivo bodisi fizi¢no na povrsini, kjer
sodelujejo epidermalne celice in citoskelet, bodisi kemi¢no s fitoanticipini, ki so
sekundarni antimikrobni metaboliti in so konstantno prisotni v rastlinskem tkivu
(Anderson in sod., 2010).

Visok PTI ETS ETI ETS ETI

HR prag

® o

- : °°

) Patogenski o B

S efektorji ®
= Patogenski

17 efektorji Avr-R

5 o
£ =00

Prag efektivne

odpornosti

Slika 4: Shematski prikaz rastlinskega imunskega sistema (»Cik-Cak« model) (Jones in Dangl, 2006)

V osnovni odpornosti delujejo tudi nespecifiéni obrambni sistemi, kjer splosne
molekulske motive patogenov (ang. Microbial/Pathogen Associated Molecular Patterns
— MAMPs, PAMPs) prepoznajo motiv-prepoznavni receptorji (ang. Pattern Recognition
Receptors — PRRs) na povrsini celicne membrane. Ta prepoznava aktivira t. i. s patogeni
sprozeno imunost (ang. Pathogen Triggered Immunity — PTI) (Slika 4), ki s sosledjem
signalnih poti vodi v obrambno stanje rastline (Boller in Felix, 2009). Med molekule
MAMP oziroma PAMP spadajo razlicne mikrobne komponente ali molekule, ki jih
patogeni izloCajo v zunajceli¢ni prostor, npr. bakterijski bicek, elongacijski faktor TU,
lipopolisaharidi, heptaglukozidi, glivni hitin in eksoskelet Zuzelk (Dangl in Jones, 2001).
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Oomicetne molekule MAMP so za razliko od bakterijskih in glivnih man;j raziskane in
tocen potek prepoznave molekul MAMP na povrSini rastlinskih celic in ter sledece
signalne transdukcije ni poznan (Newman in sod., 2013). Do sedaj najbolj raziskani
oomicetni molekuli MAMP sta elicitorja eikozapolinojska kislina in razvejani B-1,3-
glukani (Robinson in Bostock, 2015). Vloga eikozapolinojske kisline v interakciji med
rastlino in patogenom je bila odkrita ravno pri interakciji med P. infestans in krompirjem,
kjer so micelijski ekstrakti P. infestans v tkivu krompirjevih gomoljev sprozili sistemski
odziv celic v obliki kopiCenja seskviterpenoidnih fitoaleksinov, nalaganja lignina v
celicni steni in celicne smrti (Bostock in sod., 1981). Delovanje razvejanih B-1,3-
glukanov je bilo podrobneje raziskano v raziskavi Cheong in sod. (1991), kjer so v
interakciji med patogenom Phytophthora sojae in sojo opazili izrazito kopicenje
fitoaleksinov v rastlinskih celicah po prepoznavi razvejanih -1,3-glukanov. Raziskave o
vlogi razvejanih B-1,3-glukanov pri interakciji med P. infestans in krompirjem niso
podale jasnih zakljuckov, saj so omenjene molekule delovale kot sprozilci in tudi kot
zaviralci aktivnosti ostalih elicitorjev P. infestans (Robinson in Bostock, 2015).

Na tej stopnji govorimo o splosni oz. nespecificni odpornosti, saj lahko odziv PTI deluje
proti razliénim skupinam patogenov (Anderson in sod., 2010), ki lahko na tej stopnji
pridejo le v stik z rastlino, ne morejo pa je okuziti. Izjeme so parazitski organizmi, ki ze
sami po sebi lazje prebijejo prvo obrambno linijo imunskega sistema (Prell in Day, 2001).
Po preboju imunosti PTI so patogeni razvili efektorje, ki motijo imunski odziv. Z
izlo¢anjem efektorjev, ki reagirajo s signalnimi molekulami PTI, zavirajo imunski odziv
(ang. Effector Triggered Supression — ETS) ter s tem okuzijo rastlino. V kolikor rastline
v svojem genomu vsebujejo gene R, lahko proteini R te efektorje prepoznajo ter s tem
sprozijo efektorsko imunost (ang. Effector-triggered immunity — ETI) (Slika 4).

Geni R so splo$no prisotni v rastlinskem genomu in so obi¢ajno dominantni geni, ki
vsebujejo zapis za polno ali vsaj delno odpornost (Kourelis in van der Hoorn, 2018) proti
razlicnim bakterijam, glivam, oomicetam, nematodam in virusom (Nimchuk in sod.,
2003). Posamezna rastlina lahko vsebuje ve¢ sto analogov genov R in za mnoge izmed
njih raziskovalcem $e ni uspelo ovrednotiti stopnje doprinosa k odpornosti (Kourelis in
van der Hoorn, 2018). Poznamo vec razredov proteinov R, izmed katerih je razred NB-
LRR (ang. Nucleotide Binding Site — Leucine Rich Repeat) najbol;j stevilc¢en. Nukleotid-
vezavna domena NB ima klju¢no vlogo pri vezati molekul adenozintrifosfat (ATP) oz.
gvanozintrifosfat (GTP) in je med proteini R dobro ohranjena. Nasprotno pa je z levcini
bogata ponavljajoca domena LRR zelo variabilna tako v prostorski organizaciji kot tudi
v dolzini, sodeluje pa pri interakcijah protein-protein in vezavah peptid-ligand (Knepper
in Day, 2010).

Proteini R so v rastlinskem imunskem sistemu tisti, ki lahko aktivirajo programirano
celi¢no smrt, zato so strogo regulirani, saj morajo po eni strani ob napadu patogena hitro
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sproziti svoje delovanje, po drugi strani pa morajo biti ob odsotnosti patogena inhibirani
(Balint-Kurti, 2019). Posledi¢no so proteini R avtoinhibirani z intramolekularnimi
interakcijami med razli¢nimi domenami, pri ¢emer je bilo dokazano, da imata domeni NB
in LRR klju¢no vlogo (Slika 5) (Takken in Tameling, 2009). Hidroliza molekule ATP naj
bi pri tem delovala kot stikalo, pri ¢emer vezava molekule adenozindifosfat (ADP)
inaktivira delovanje proteina R. Interakcija z efektorjem nato sprozi vmesni korak
aktivacije proteina R, kjer se molekule prerazporedijo in omogocijo zamenjavo molekule
ADP z molekulo ATP, s ¢imer protein R postane aktiven in sprozi nadaljnjo kaskado
imunskega odziva (Wang in sod., 2019).

Neaktivno stanje

Efektor

ADP

AKktivno stanje
(,;ON%)

Vmesno stanje

ATP

Slika 5: Aktivacija proteinov R (Takken in Tameling, 2009)

V odsotnosti efektorskega proteina je protein R v avtoinhibitornem mirujoc¢em stanju (»OFF«). Prepoznava
z efektorjem sprozi prerazporeditev podenot proteina R (vmesno stanje), kar omogoci zamenjavo molekule
ADP z ATP, s Cimer se protein R aktivira (»ON«). Oznaka Pi pomeni fosfat.

Efektorji in proteini R interagirajo po principu »gen-za-gen« (Flor, 1971), kjer gre za zelo
specificno interakcijo, saj lahko proteini R prepoznajo tocno dolocen efektorski protein,
le v redkih primerih dva, ki jih kodirajo efektorski geni (Nimchuk in sod., 2003). V
kolikor pride do povezave med proteinom R in efektorjem, slednji ne more povzrociti
bolezni, torej gre za nekompatibilno interakcijo med avirulenénim patogenom in
odpornim gostiteljem. Kadar je gen R odsoten in rastlina ne vsebuje proteina R, ki bi
lahko reagiral s specificnim efektorjem, pa govorimo o kompatibilni interakciji med
virulentnim patogenom in obc¢utljivim gostiteljem (Glazebrook, 2005). Proteini R naj bi
v rastlinskem imunskem sistemu delovali na devet razli¢nih nacinov, pri ¢emer se lahko
protein R z efektorjem poveze neposredno ali posredno na celi¢ni povrsSini ali v citoplazmi
(Kourelis in van der Hoorn, 2018). Pri neposredni vezavi proteina R in efektorja naj bi
bila domena LRR tista, ki se veZe na efektorski protein (Nimchuk in sod., 2003; Takken
in Tameling, 2009), medtem ko se efektorji pri posredni interakciji v citoplazmi povezejo
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z oponaSalnimi molekulami, ki preusmerijo efektorje nase in delujejo kot vaba ali straza
po t. i. »Guard-Decoy« hipotezi (Nimchuk in sod., 2003; Jones in Dangl, 2006), to
interakcijo pa nato prepoznajo proteini R.

Ne glede na nacin interakcije lahko aktivirani proteini R sprozijo ve¢ razli¢nih imunskih
odzivov, npr. nenaden dvig koncentracij reaktivnih kisikovih spojin (ang. Reactive
Oxygen Species — ROS), povisane koncentracije kalcijevih ionov (Ca®"), kaskadne
aktivacije encimov z mitogenom aktiviranih proteinskih kinaz (ang. Mitogen-Activated
Protein Kinases — MAPK), transkripcijsko reprogramiranje in proizvodnjo fitohormonov
(Cui in sod., 2015). Posledica omenjenih sprozenih odzivov je nato kopicenje toksi¢nih
sekundarnih metabolitov, kar ustvari negostoljubno okolje za patogen, ali programirana
celicna smrt oz. hipersenzitivni odziv (HR), s ¢imer se na lokalni ravni prepreci Sirjenje
patogena v sosednje gostiteljske celice (Nimchuk in sod., 2003). Gre za obliko lokalne
programirane celi¢ne smrti, ki se zgodi na mestu vstopa oz. okuzbe s patogenom. Na ta
nacin patogen hitro propade, saj ga rastlinske celice s tem zadrZijo in preprecijo Sirjenje
na ostale zdrave celice ter onemogocijo dostop do hranil (Balint—Kurti, 2019). S pomocjo
naravne selekcije so patogeni razvili ve¢ nacinov, kako se izogniti ali onesposobiti ETI:
z izrazanjem raznolikih efektorjev in zaviralcev programirane celicne smrti ali z
inhibicijo izrazanja efektorjev, ki jih je vecina gostiteljev Ze zmozna prepoznati (Jones in
Dangl, 2006).

Odziv HR inhibira Sirjenje predvsem biotroficnih patogenov, medtem ko pri
nekrotrofi¢énih organizmih celo pospeSuje Sirjenje, saj se nekrotroficni organizmi
prehranjujejo z odmrlim gostiteljskim tkivom (Glazebrook, 2005). Hemibiotroficni
organizmi, med katere spada tudi P. infestans, lahko s svojim prehodom iz biotroficne v
nekrotrofi¢no fazo zavedejo rastlinski imunski odziv (Vleeshouwers in Oliver, 2014) in
izloCajo efektorje glede na Casovno fazo okuzbe (Torufio in sod., 2016). Ker gre pri
odzivu ETI za specificno odpornost, kjer proteini R prepoznavajo le tocno dolocene
efektorje, lahko patogen Ze z manj$imi spremembami obstojecih efektorskih proteinov
zaobide odziv ETI in nadaljuje z okuzbo gostitelja. Med rastlinami in patogeni tako
poteka konstanten koevolucijski razvoj, kjer obe strani ustvarjata selekcijski pritisk.
Patogeni z razvojem novih efektorskih proteinov ustvarjajo pritisk na gostitelja, ki
sCasoma prepozna novo nastale seve patogenov, medtem ko zaradi pritiska gostitelja na
patogene ti zaobidejo prepoznavne mehanizme gostitelja (Anderson in sod., 2010).
Omenjen selekcijski pritisk, pricetek spolnega razmnozevanja in poveCana genetska
variabilnost oomicete P. infestans so moc¢no vplivali na zlahtnjenje krompirjevih sort z
vkljuevanjem genov R.
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2.3 KROMPIR (Solanum tuberosum)
2.3.1 Pridelava in prehranska vsebnost krompirja

Krompir (Solanum tuberosum L.) je Cetrta najpomembnejsa poljs¢ina na svetu, ki ga po
pridelavi prekasajo le koruza, riz in pSenica. Globalna pridelava krompirja je v letu 2020
dosegla skoraj 360 milijonov ton, od tega skoraj polovico v azijskih drzavah. Najvec
krompirja pridelajo na Kitajskem, sledijo ji Indija, Ukranija, Rusija in ZDA. V Evropi je
pridelava krompirja v letu 2020 znasala skoraj 108 milijonov ton (FAOSTAT, 2022). V
Sloveniji smo v letu 2021 pridelali skoraj 65 000 t krompirja na 2734 ha povrsine (SiStat,
2022).

V svetovnem merilu je povprecen pridelek suhe snovi krompirjevega pridelka (3,92 t/ha)
primerljiva s povpreénim pridelkom suhe snovi pri glavnih treh Zitaricah (3,88 t/ha)
(Raigond in sod., 2020), zaradi ¢esar je krompir eden izmed glavnih virov ogljikovih
hidratov v obliki Skroba, ki predstavlja do 80 % suhe snovi. Poleg donosnosti
krompirjevega pridelka in visoke vsebnosti Skroba je krompir tudi zelo hranilen, saj kar
10 % suhe snovi predstavljajo beljakovine, med katerimi najbolj prevladuje albumin.
Krompir vsebuje tudi veliko prostih aminokislin, predvsem glutamin in asparagin, vendar
so delezi posameznih prostih aminokislin mo¢no pod vplivom sestave zemlje in uporabe
gnojil med pridelavo ter se razlikujejo med sortami (Raigond in sod., 2020). Hkrati je
krompir tudi pomemben vir vitamina C, tiamina (B1), B2, Bg, niacina (B3) in folata oz.
folne kisline (Bo) (Birch in sod., 2012; Raigond in sod., 2020). Zaradi pomanjkanja
vitamina C lahko pride do razvoja bolezni skorbut, ki je na Irskem pred veliko lakoto niso
poznali, saj so s krompirjem uspeli zadostiti dnevnim potrebam po vitaminu C, med
veliko lakoto pa se je zaradi izgube celotnega pridelka krompirja skorbut med Irci mo¢no
raz$iril (Irish Potato Famine, 2022). Poleg vitaminov krompir vsebuje tudi pomembne
minerale, kot so kalij, kalcij, fosfor, magnezij, jod, zelezo in cink (Raigond in sod., 2020)
ter pigmente, ki dolocajo barvo mesa v gomolju. Glede na koli¢ino antocianov je meso
gomoljev rdece ali vijolicno (Hung in sod., 1997; Brown in sod., 2005), glede na koli¢ino
kartenoidov pa belo ali rumeno (Nesterenko in Sink, 2003; Brown in sod., 2005). Ceprav
ima krompir visoko energijsko vrednost, le-ta izhaja v veliki meri le iz Skroba, saj krompir
vsebuje zelo malo mascob. V surovem krompirju je Skrob tezko prebavljiv, saj se nahaja
v obliki Skroba, odpornega na prebavo, ki se nato s toplotno obdelavo pretvori v hitro
prebavljiv skrob (Raigond in sod., 2020: 15), kar poveca glikemi¢ni indeks, ki meri dvig
ravni glukoze v krvi po zauzitju ogljikovih hidratov. Krompir spada med zivila z visokim
glikemi¢nim indeksom, kar pomeni hitro poviSanje ravni glukoze v krvi (Birch in sod.,
2012), vendar je zaradi vsebnosti ostalih hranilnih snovi, predvsem vitaminov in
mineralov, zelo cenjeno zivilo.
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Pridelava krompirja poteka v ve¢ kot 140 drzavah po svetu in dobro uspeva v Sirokem
razponu klimatskih pogojev, od nadmorske visine 0 m do 4000 m do obmocij s hladnimi
poletji in obilo padavin ter suSnimi obmocji (Birch in sod., 2012). Krompir je zelo
primerna polj$¢ina za obmocja z omejeno povrsino zemljis¢, saj omogoca pridelavo vi§jih
pridelkov na pridelovalno enoto v primerjavi s pSenico, rizem ali koruzo, vendar je
podvrZen $tevilnim boleznim, $kodljiveem in abiotskim stresom. Zaradi plitvih korenin
je krompir zelo obcutljiv na susSni stres, zato ga je v mnogih predelih sveta potrebno
namakati (Birch in sod., 2012). Pomanjkanje vode v zemlji vpliva tudi na dostopnost in
absorpcijo hranil v rastlini (Li in sod., 2009), izmed katerih krompir najbolj potrebuje
dusik, fosfor in kalij (Kus, 1987). Prav tako je krompir obcutljiv na poviSane temperature,
saj se najbolj optimalne temperature za visok pridelek gibljejo med 14 in 22 °C, zato
mnogi pridelovalci krompirjeva polja namakajo in s tem poskusajo omiliti vpliv visokih
temperatur (Birch in sod., 2012). Poleg krompirjeve plesni (Phytophthora infestans)
krompir napadajo Se druge bolezni, npr. ¢rna listna pegavost (gliva Alternaria solani),
bela noga (gliva Rhizoctonia solani), prasnata (gliva Spongospora subterranea) in
navadna krastavost (bakterije rodu Streptomyces) ter ¢rna noga (bakterije rodu Dickeya
in Pectobacterrium) (Wale in sod., 2008; IVR, 2022). Veliko tezav povzro¢ajo virusne
bolezni, ki jih povzro¢ajo PVY (virus Y krompirja), PVX (krompirjev virus X) in PLRV
(virus zvijanja krompirjevih listov) (Birch in sod., 2012; IVR, 2022). Najbolj pogosti
Skodljivci, ki jih najdemo na krompirjevih nasadih, so koloradski hro$¢ in strune, v zemlji
pa krompir napadajo nematode (Wale in sod., 2008; Birch in sod., 2012; IVR, 2022).

2.3.2 Izvor, uvrstitev in udomacitev krompirja

Taksonomsko gledano krompir spada v druzino razhudnikovk (Solanaceae), kamor
uvrscamo tudi nekatere druge pomembne kmetijske rastline, kot npr. paradiznik (Solanum
lycopersicum), jajcevec (Solanum melongena) in papriko (Capsicum annuum) (Machida-
Hirano, 2015). Krompir in njegove sorodne divje vrste uvrS¢amo v rod Solanum
(razhudnik), ki vsebuje vec¢ kot 1500 vrst. Rastline znotraj rodu Solanum, ki tvorijo
gomolje, spadajo v skupino Petota, ki jo nadalje razdelimo na dve podskupini Potatoe,
kamor uvr§¢amo krompir (Machida-Hirano, 2015) in Estolonifera (Hawkes, 1990).
Skupina Petota obsega priblizno 190 razli¢nih divjih vrst, ki tvorijo gomolje in rastejo na
Sirokem jugozahodnem obmodju ZDA ter v mnogih drzavah Juzne Amerike (Peru, Cile,
Argentina, Venezuela), od koder krompir izvira (Birch in sod., 2012). Prve dokaze o
uporabi divjih vrst krompirja za prehrano so odkrili v juznem predelu drzave Cile, datirajo
pa 12 500 let pred nasim Stetjem (Bradshaw, 2021). NovejSe raziskave so v ZDA na
orodju za mletje odkrile ostanke $kroba, ki datirajo v obdobje med 10 900 in 10 100 pred
nasim Stetjem ter izhajajo iz vrste S. jamesii (Louderback in Pavlik, 2017).

Udomacenje krompirja naj bi se pricelo v juznem predelu Peruja z izvorno vrsto S.
bukasovii (danes S. candolleanum) (Spooner in sod., 2005, 2014), preko katere je z
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udomacitvijo nastala diploidna udomacena skupina S. tuberosum Stenotomum, iz katere
izvirajo vse udomacene vrste krompirja (Bradshaw, 2021). Udomacene vrste krompirja
so grobo razdeljene v §tiri skupine, izmed katerih je najpomembnejSa skupina Andigena
s tetraploidnimi vrstami, saj so se te vrste v 16. stoletju razsirile po celem svetu
(Kingsbury, 2009). Spanski osvajalci so bili leta 1537 prvi Evropejci, ki so opisali
pridelavo krompirja na obmoc¢ju Inkov v danasnji Kolumbiji (Hawkes, 1990). Krompir
se iz Juzne Amerike ni raz$iril neposredno v Evropo, ampak najprej na Tenerife in
Kanarske otoke, od koder je nato v Evropo prispela prva posiljka v Belgijo trideset let po
prvem zapisu (leta 1567) (Hawkes in Francisco-Ortega, 1993). Prve vrste udomacenega
krompirja so, kot receno, izhajale iz skupine Andigena, ki so bile prilagojene na krajse
dneve na visokih nadmorskih viSinah, zaradi ¢esar so se v Evropi z dolgimi poletnimi
dnevi gomolji razvijali Sele jeseni, ko so bili dnevi kraj$i, vendar je rastline ze ogrozala
zmrzal. Krompir je tako dolgo ¢asa po prvem pojavu v Evropi obstajal le kot eksoti¢na
rastlina v botani¢nih zbirkah ali vrtovih, poleg tega pa so bili Evropejci skepti¢ni do
pridelovanja krompirja, saj so ga med drugim oznacili za strupenega (Kingsbury, 2009).
Sele v 18. stoletju so krompir zaéeli ceniti, predvsem na obmodgjih z milejsimi poletji in
nizko pojavnostjo zmrzali, npr. na Irskem, kjer je krompir omogocil prezivetje vec
milijonom Ircev (Irish Potato Famine, 2022). Tako so v 18. stoletju krompir postopoma
priceli sprejemati in pridelovati po vsej Evropi, v 19. stoletju pa je krompir postal ena
glavnih poljs¢in v Evropi (Bradshaw, 2021). Tako kot drugod po Evropi je tudi na
Slovenskem krompir sprva naletel na odpor, saj so o njem imeli precej predsodkov, poleg
tega pa je bil do leta 1810 na Slovenskem razsirjen rde¢ krompir s slabim okusom. Na
Slovenskem se je pridelava krompirja tako pricela v drugi polovici 18. stoletja, predvsem
po zaslugi takrat ustanovljenih kmetijskih zdruzb, ki so priporocale pridelavo krompirja
(Stabej, 1977).

2.3.2 Razvoj Zlahtnjenja krompirja

V 19. stoletju so v Evropo zacele postopno prihajati nove Cilenske sorte in vrste
krompirja, ki so bile prilagojene na daljSi dan in na podnebne razmere, primerljive z
evropskimi razmerami, zaradi esar so jih evropski zlahtnitelji vkljucili v svoje programe
(Bradshaw, 2021). Ena izmed teh Cilenskih sort je bila t. i. Rough Purple Chili, ki jo je
leta 1851 iz Paname uvozil C. E. Goodrich. Iz te sorte je v prvi generaciji naravne
oprasitve pridobil sejanec, ki ga je poimenoval Garnet Chili. 1z sorte Garnet Chili so v
letu 1861 razvili sorto Early Rose (Plaisted in Hoopes, 1989), ki se je med drugim razsirila
tudi na Slovenskem, znana z imenom Rani roznik, ki so jo sadili Se po 2. sv. vojni (Kus,
1987). Sorta Rough Purple Chili je prednik marsikatere evropske ali ameriSke sorte, saj
je bila po letu 1850 pogosto uporabljena kot starSevska rastlina pri krizanju (Turner,
2005). Za pridelovanje krompirja v ZDA je bila Sorta Rough Purple Chili klju¢nega
pomena, saj je le po treh generacijah naravne oprasitve, preko sorte Garnet Chili in
nadalje sorte Early Rose, okrog leta 1871, na trg priSla sorta Russet Burbank (Plaisted in
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Hoopes, 1989), ki je po 150 letih Se vedno ena najbolj gojenih krompirjevih sort v ZDA,
saj je zaradi svoje podolgovate oblike in visoke vsebnosti suhe snovi zelo primerna za
pripravo pomfrija, vendar je ta sorta zelo obcutljiva na krompirjevo plesen (Rommens in
sod., 2006). Do 19. stoletja je zlahtnjenje krompirja temeljilo na naravno prisotni genetski
variabilnosti potomcev, zrastlih iz pravih semen, pridobljenih iz z Zuzelkami naravno
oprasenih cvetov. Zrastle rastline so proizvedle gomolje, ki so jih zlahtnitelji nato posadili
kot semenske gomolje in tako ohranili genetsko unikatnost vsakega pridobljenega
potomca ter na podlagi zelenih lastnosti odbrali in vegetativno namnozili perspektivne
klone (Bradshaw, 2021). Po letu 1807 se je postopno uveljavila umetna hibridizacija
krompirjevih vrst, predvsem v Angliji, kjer je T. A. Knight prvi vpeljal metodo
dvigovanja korenin krompirjevih rastlin iz zemlje, s ¢imer je spodbudil cvetenje in tako
po krizanjih pridobil ve¢ pravega semena (Glendinning, 1983). Sredi 19. stoletja so na
Slovenskem Ze pridelovali ve¢ razli¢nh sort krompirja, med njimi sorto Ribnican, ki je
popolnoma izpodrinil prej neokusno rdeco sorto, ter Rani roznik (Early Rose) in Oneida
(Snowflake) (Kus, 1987).

S pojavom krompirjeve plesni leta 1846 v Evropi so morali Zlahtnitelji svoj fokus
preusmeriti v razvoj sort z odpornostjo proti oomiceti P. infestans (Bradshaw, 2021). Ker
krompirjeva plesen do tedaj ni bila poznana, takrat razvite sorte niso bile testirane na
odpornost proti tej bolezni, zato se je kakrSnakoli odpornost iz prineSenih tujih
krompirjevih vrst iz Juzne Amerike s¢asoma izgubila (Kingsbury, 2009). Z razvojem
bordojske meSanice po letu 1885 se je potreba po odpornih krompirjevih sortah nekoliko
zmanjSala, zato zlahtnjenje odpornih krompirjevih sort sprva ni bilo tako intenzivno. Na
zaCetku 20. stoletja pa so se na krompirjevih nasadih pricele pojavljati nove krompirjeve
bolezni, predvsem krompirjev rak (gliva Synchytrium endobioticum), ¢rna noga (bakterije
rodu Erwinia, danes rod Dickeya in Pectobacterium), virus zvijanja listov (PLRV) in bela
trohnoba (Fusarium spp.), kar je ne samo spodbudilo Zlahtnjenje odpornih sort, ampak
tudi nastanek drzavno financiranih raziskovalnih ustanov za proucevanje in nadzor
bolezni kmetijskih rastlin, ustanovitev inSpekcijskih sluzb ter sprejem ustrezne
zakonodaje za omejitev uvoza in uvedbo karantene (Turner, 2005).

Sredi 19. stoletja so se priceli zavedati pomena zdravega in certificiranega semenskega
krompirja, kar je vodilo v ustanovitev drzavnih fitosanitarnih sluzb za potrjevanje
semenskega krompirja (Turner, 2005). Mendlovo raziskovalno delo na podrocju krizanja
in dedovanja, ki je postalo cenjeno Sele na zacetku 20. stoletja, je moc¢no vplivalo tudi na
zlahtnjenje krompirjevih sort, saj so zlahtnitelji ugotovili, da se odpornosti proti boleznim
dedujejo po Mendlovih zakonih, s ¢imer so se ponovno osredotocili na uporabo in
vkljucevanje divjih vrst krompirja (Bradshaw, 2021). Potreba po popisu, sistematiziranju
in evidentiranju divjih vrst krompirja je sprozila Stevilne odrave v Centralno in Juzno
Ameriko, od koder so raziskovalci in Zlahtnitelji prinesli nove genske vire, ki so jih priceli
hraniti v na novo ustanovljenih genskih bankah (Turner, 2005). Najbolj znana in obsezna
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odprava po nove genske vire je bila Sovjetska odprava v letith med 1925 in 1932, ki jo je
vodil Nikolaj Vavilov. V ¢asu svojega delovanja je opravil skoraj 200 ekspedicij, obiskal
65 drzav, zbral priblizno 150 000 taksonomskih skupin in jih shranil v takrat poimenovan
Vavilov vseruski institut rastlinskih genskih virov (ang. Vavilov All Russian Institute of
Plant Genetic Resources - VIR) (Kingsbury, 2009). Institut VIR so med 2. sv. vojno
zasedli nacisti in na poloZaje postavili nemske raziskovalce, ki so nato imeli dostop do
obsirne Vavilove zbirke. Del zbirke so nemski raziskovalci razposlali na institut Kaiser
Wilhelm za Zlahtnjenje rastlin v Miichenbergu, institut Kaiser Wilhelm za raziskave
kmetijskih rastlin na Dunaju in na institut SS za rastlinsko genetiko blizu Gradca, del
rastlinskega materiala, odvzet iz instituta VIR, pa je ostal izgubljen. Velik del zbirke je
kljub grozotam 2. sv. vojne prezivel, saj so med obleganjem Leningrada (danes Sankt
Peterburg) sovjetski institutski raziskovalci med napadi nacistov raje stradali, kot da bi
jedli gomolje iz zbirke krompirja (Elina in sod., 2005). Do leta 2017 se je zbirka na
institutu VIR povecala na ve¢ kot 330 000 akcesij iz skoraj 2200 rastlinskih vrst
(Dzyubenko, 2018). V 20. stoletju so bile za namene shranjevanja, evidentiranja in
raziskovanja genskih virov poleg instituta VIR ustanovljene tudi druge inStitucije z
genskimi bankami, npr. Mednarodni center za krompir v Peruju (ang. International Potato
Center), Commonwealth zbirka krompirja na Skotskem (ang. Commonwealth Potato
Collection), ki danes deluje v okviru instituta James Hutton (The James Hutton Institute,
2022), zbirka krompirja Gro3 Lusewitz v Nemciji (Gro3 Lusewitz Potato Collection),
krompirjeva genska banka Zdruzenih drzav Amerike (ang. US Potato Genebank) in
nizozemsko-nemska zbirka krompirja v Wageningnu na Nizozemskem (ang. Dutch-
German Potato Collection) (Bradshaw in sod., 2009; Birch in sod., 2012).

2.3.4 Zlahtnjenje krompirjevih sort z odpornostjo proti krompirjevi plesni —
vzpon genov R

Zlahtnjenje krompirjevih sort z odpornostjo proti krompirjevi plesni se je prielo na
zacetku 20. stoletja z angleSkim Zzlahtniteljem Radcliffom Salamanom, ki je pri svojem
zlahtnjenju krompirja uporabil rastlino Solanum demissum (Slika 6). Gre za divjo vrsto
krompirja in majhno rastlino, ki razvije zelo podolgovate stolone in je prilagojena le na
kratke dneve, zato je v Angliji, kjer je deloval Radcliffe Salaman, le redko proizvedla
gomolje. Radcliffe Salaman je med svojim delom opazil, da je S. demissum izrazala dokaj
visoko odpornost proti krompirjevi plesni, v nekaterih primerih pa je bila prakti¢no
popolnoma odporna. Vrsto S. demissum je zato pricel pri svojih hibridizacijah uporabljati
kot materno rastlino. Hibridi, ki so pri tem nastali, so razvili podolgovate stolone in
majhne gomolje, ki so dozoreli pozno, s krajSanjem dolzine dneva; hkrati so izrazali
visoko odpornost proti krompirjevi plesni, na podlagi ¢esar je Radcliffe Salaman sklepal,
da je odpornost v S. demissum prisotna kot dominatna lastnost, ki se deduje po Mendlovih
zakonih (Turner, 2005).
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V tem obdobju so v Nemciji v zlahtniteljskih programih ravno tako potekali
hibridizacijski poskusi med komercialnimi sortami in divjimi vrstami krompirja. Pod
vodstvom Karla Miillerja so prisli do enakega zakljucka, da se odpornost deduje kot
dominantna lastnost po Mendlovem dedovanju (Turner, 2005). Genetik William Black iz
instituta Scottish Plant Breeding Station (The James Hutton Institute, 2022) je pri svojem
delu z divjo vrsto S. demissum odkril, da le-ta vsebuje najmanj §tiri odpornostne gene
(RI, R2, R3 in R4), ki so se dedovali kot dominantni geni in so nato po prenosu v
komercialne sorte izrazali visoko odpornost proti krompirjevi plesni (Turner, 2005).

Slika 6: Herbarijski primerek divje vrste krompirja Solanum demissum (levo) in v naravnem okolju
(desno) (Solanum Demissum, 2022)

S tem znanjem je bil tako glavni cilj zlahtniteljskih programov razviti krompirjeve sorte
z odpornostjo proti krompirjevi plesni, medtem ko so bili pridelek in ostale agronomske
lastnosti sekundarnega pomena. Hibridizacije komercialnih sort krompirja z divjimi
vrstami so v tem obdobju bile glavna strategija razvoja novih krompirjevih sort, vendar
so F1 krizanci pogosto poleg odpornosti proti krompirjevi plesni izrazali tudi nezelene
lastnosti starSevskih divjih vrst, ki jih je bilo potrebno izriniti. V ta namen so se Zlahtnitelji
posluzili dveh metod povrnitve zelenih agronomskih lastnosti. Prva je bila samoopraSitev
perspektivnih  hibridov, kjer so z vsako generacijo potomcev za nadaljnje
samooprasevanje odbrali le tiste, ki so poleg visoke odpornosti imeli tudi dobre
agronomske znacilnosti. Najbolj perspektivno linijo hibridov so nato namnozili
vegetativno in na trg uvedli novo krompirjevo sorto. Druga metoda povrnitve Zelenih
agronomskih lastnosti so bila povratna krizanja, kjer so perspektivne hibride povratno
krizali s komercialnimi sortami z dobrimi agronomskimi lastnostmi. Pridobljene potomce
so nato veckrat povratno krizali s starSevsko komercialno sorto, dokler niso pridobili
potomca z dobrimi agronomskimi lastnostmi, ki je Se vedno izrazal odpornost proti
krompirjevi plesni. Ta nacin je sicer omogocil doloceno mero predvidljivosti v izrazenih
lastnostih, vendar je bil celoten postopek dolgotrajen in naporen, saj je bilo z vsako
generacijo potrebno pregledati vec tiso¢ sejancev tako za odpornost kot tudi za tvorbo in
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obliko gomoljev ter koli¢ino pridelka. S postavitvijo in uporabo rastlinjakov so
zlahtnitelji sejance umetno izpostavili rastlinskemu patogenu, s ¢imer niso bili ve¢
odvisni od naravnih okuzb na polju, ter tako zmanjsali zahtevano koli¢ino dela. Celoten
postopek s povratnimi krizanji je kljub temu trajal najman;j deset let, preden so zlahtnitelji
na trg sprostili novo krompirjevo sorto (Turner, 2005). Kljub napornemu in
dolgotrajnemu razvoju odpornih krompirjevih sort je do leta 1952 iz razli¢nih
zlahtniteljskih programov na trg prislo ve¢ kot dvajset novih sort, ki so vsebovale
posamezne gene R, npr. Craigs Snow White z genom R/ (Bradshaw, 2021) iz Skotske,
Kennebec z genom R/ iz ZDA in Pentland Ace z genom R3 (Report to the Annual General
Meeting, 1952), za katero je bilo nedavno dokazano, da je vsebovala dva gena R3a in R3b
(Armstrong in sod., 2019).

Ceprav so sprva nove krompirjeve sorte izrazale odpornost proti krompirjevi plesni, se je
po letu 1932 pojavilo vedno ve¢ porocanj o nenadnem propadu do tedaj odpornih sort.
FitopatoloSke raziskave na krompirjevih nasadih so soc¢asno tako v Nemciji kot tudi v
Angliji potrdile odkritje novih sevov oomicet P. infestans, ki so lahko premagali bodisi
posamezen gen R bodisi kombinacijo Stirih do takrat poznanih genov R (Turner, 2005).
Okrog leta 1952 sta William Black iz Skotske in Cees Mastenbroek iz Nizozemske pricela
z natan¢nimi genetskimi raziskavami na divji vrsti S. demissum, hkrati pa sta Zelela razviti
set krompirjevih rastlin, ki bi sluzile kot testne rastline za umetno inokulacijo s P.
infestans, s ¢imer bi na podlagi odziva testiranih rastlin dolocili raso P. infestans.
Nomenklatura ras P. infestans je bila tako dolocena glede na sposobnost okuZzbe rastlin s
posameznim genom R. Rasa 2 je tako lahko premagala krompirjevo sorto, ki je vsebovala
le gen R2, medtem ko je rasa 0 lahko uspesno okuzila le sorte brez odpornostnih genov
(Turner, 2005). S¢asoma so se razvile tudi populacije P. infestans t. i. kompleksnih ras,
ki so lahko okuzile ve¢ genov R, npr. rasa 1.2.3., ki je lahko napadala katerokoli
kombinacijo genov R/, R2 in R3. Do leta 1968 je bilo odkritih enajst genov R iz divje
vrste S. demissum, iz katerih sta Black in Mastenbroek loc¢eno razvila svoj set t. i.
diferencialnih rastlin, ki so vsebovale le posamezen gen R iz serije enajstih genov R
(Mastenbroek, 1952; Black in sod., 1953) in so $e danes uporabljene za dolocitev ras P.
infestans ter pri raziskavah odpornosti krompirja proti krompirjevi plesni (Bradshaw,
2021). Ceprav bi morale diferencialne rastline vsebovati le posamezen gen R, je bilo leta
2012 v raziskavi Kim in sod. (2012) dokazano, da mnoge diferencialne rastline vsebujejo
veC genov R.

2.3.5 Zlahtnjenje krompirjevih sort z odpornostjo proti krompirjevi plesni — padec
genov R

Z razvojem novih populacij P. infestans, ki so kmalu po pojavu odpornih krompirjevih
sort le-te lahko kmalu popolnoma okuzile, so Zlahtnitelji postopoma priceli dvomiti, da
bi odpornost, posredovana s posameznimi geni R, lahko bila dolgotrajna. Dodaten
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pesimisti¢en pogled na odpornost genov R je podal tudi John Neiderhauser, ki je leta 1952
raziskoval populacije oomicete P. infestans in divje vrste krompirja ter njihovo odpornost
proti krompirjevi plesni na obmoc¢ju Mehike, konkretno v dolini Toluca. Skupaj z
Wilfordom Millsom sta odkrila, da ima dolina Toluca, ki se nahaja na priblizno 2500 m
nadmorske viSine in ima z obilno koli¢ino padavin ter hladnimi temperaturami ponoci
med poletno dezevno sezono, idealne pogoje za uspesno Sirjenje P. infestans. Mnoge
divje vrste krompirja, npr. S. demissum, S. cardiophyllum in S. bulbocastanum, so na tem
obmocju konstantno izpostavljene krompirjevi plesni. Z nadaljnjimi raziskavami
odpornosti divjih vrst krompirja sta ugotovila, da je vrsta S. demissum na polju izrazala
simptome krompirjeve plesni le do doloCene mere, v rastlinjaku pa je P. infestans lahko
uspesno okuzila vse primerke te vrste (Turner, 2005). Ostale divje vrste krompirja so
izrazale vi§jo stopnjo odpornosti proti krompirjevi plesni kot S. demissum, vendar nobena
izmed njih ni bila popolnoma odporna. Poleg tega pa najbolj perspektivnih divjih vrst
krompirja, npr. S. cardiophyllum z visoko odpornostjo proti krompirjevi plesni (Thieme
in sod., 2010), ni bilo mogoce uporabiti v zlahtnjenju krompirjevih sort, saj je bila vecina
krizanj neuspesna (Jackson in Hanneman, 1999).

Posledi¢no sta Neiderhauser in Mills prisla do pesimisticnega zakljucka, da je nepopolna
odpornost divjih vrst krompirja najve¢, kar lahko zlahtnitelji doseZejo pri razvoju
odpornih krompirjevih sort, saj obstaja zelo velika verjetnost, da bodo taiste rase P.
infestans, ki imajo sposobnost okuziti divje vrste, lahko okuzile tudi novo razvite
krompirjeve sorte (Turner, 2005). Neiderhauser je zato predlagal, da se zlahtnitelji
namesto genom R posvetijo t. i. delni oz. poljski odpornosti, saj so v tistem obdobju
obstajale tudi sorte, ki niso vsebovale genov R, vendar so kljub temu izrazale doloceno
variabilno stopnjo odpornosti proti krompirjevi plesni, ki ni bila definirana s
hipersenzitivnim odzivom. Sicer o poljski odpornosti takrat ni bilo veliko poznanega in
so jo smatrali kot stranski produkt pozne dozorelosti ter kot poligeno lastnost. Dodatno
odkritje v sredini 20. stoletja je bila heterotalicnost oomicete P. infestans in definiranje
dveh paritvenih tipov, Al in A2. Na podlagi tega odkritja sta Niederhauser in Mannon
Gallegly testirala skoraj 150 izolatov P. infestans iz ZDA in Mehike, da bi poskusala
pridobiti oospore in dolo€iti paritveni tip. Ugotovila sta, da so vsi izolati iz ZDA pripadali
le enemu paritvenemu tipu (A1), medtem ko so izolati iz Mehike pripadali obema.
Nadaljnje raziskave so pokazale, da sta bila paritvena tipa pri izolatih iz Mehike
razdeljena v razmerju blizu 1:1, kar je nakazovalo, da so se populacije P. infestans v
Mehiki razmnoZevale predvsem s spolnim razmnozevanjem preko oospor (Griinwald in
sod., 2001; Flier in sod., 2003). Razlog, zakaj paritvenega tipa A2 ni bilo mogoce najti
izven obmoc¢ja Mehike, pa so pripisali temu, da so okuZene posiljke krompirja vsebovale
le paritveni tip Al in nikoli tip A2 (Fry in sod., 1992). Kljub takrat skopemu znanju je
poljska odpornost predstavljala potencial za razvoj trajno odpornih krompirjevih sort.
Ceprav so divje vrste krompirja rastle na obmodju virulentnih populacij P. infestans,
razvitth s spolnim razmnoZevanjem, so Se vedno izrazale dobro stopnjo poljske
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odpornosti, torej bi tudi novo razvite sorte krompirja s poljsko odpornostjo iz virov divjih
vrst (S. demissum, S. stoloniferum, S. verrucosum in S. phureja) lahko izrazale trajno t. i.
horizontalno odpornost tudi proti kompleksnim rasam P. infestans. Poljski poskusi so
pokazali, da so nove izboljSane sorte s trajno odpornostjo res imele niZjo stopnjo
okuzenosti ne glede na uporabljen izolat plesni (van der Plank, 1963), vendar kljub
intenzivnemu zlahtnjenju popolna horizontalna odpornost nikoli ni bila dosezena.

Zlahtniteljski programi krompirja so se od sredine 20. stoletja spopadali z obseznimi
spremembami na podrocju pridelave krompirja. Razvoj novih sort s poljsko odpornostjo
proti krompirjevi plesni je bilo vse prej kot enostavno, saj je dolocevanje stopnje poljske
odpornosti lahko najbolj zanesljivo potekalo le na polju, kar je zahtevalo vec delovne sile.
Poleg tega so dodatno tezavo predstavljale nove divje vrste krompirja, ki so bile ve¢inoma
diploidne in jih je bilo posledi¢no bistveno tezje krizati v primerjavi z vrsto S. demissum.
Z novimi metodami manipulacije ploidnosti so do dolo¢ene mere lahko zlahtnitelji te
tezave premostili, vendar so po povratnih krizanjih naleteli na nove ovire, saj se je poljska
odpornost sicer dobro prenesla na generacijo F1, vendar je z vsako generacijo povratnega
krizanja vedno bolj izzvenela (Turner, 2005). S strani pridelovalcev se je povprasevanje
po odpornih krompirjevih sortah zmanjSalo zaradi dveh razlogov, ki sta medsebojno
vplivala drug na drugega. Prvi je bil razvoj novih fungicidov, ki so nadomestili Skropilno
bordojsko mesanico ter nekatere druge organske fungicide (Ivanov in sod., 2021). Med
glavnimi novo razvitimi fungicidi so bili predvsem sistemski fungicid, sprva furalaksil,
ki je na trg prispel leta 1977, in zatem metalaksil (Turner, 2005). Oba fungicida imata
sposobnost prodriranja in Sirjenja po rastlinskem zilnem sistemu in tako lahko zascitita
tudi novo zrastle predele rastlin po aplikaciji (Ivanov in sod., 2021). Fungicidi so tako
postali kljucna strategija v boju proti krompirjevi plesni, s Cimer se je potreba po odpornih
krompirjevih sortah zmanjSala. So€asno se je, predvsem v Severni Ameriki, industrija
predelave krompirja hitro razsirila in je s svojimi specificnimi zahtevami o kvaliteti,
obliki ter drugih predelovalnih lastnostih krompirja mo¢no vplivala na pridelovalce in
njihovo izbiro sort, ki so bile zelo obcutljive na razlicne krompirjeve bolezni. Tipi¢na
primera tovrstne preusmeritve se je zgodila z Ze omenjeno sorto Russet Burbank iz ZDA
in Bintje z Nizozemske z visoko obcutljivostjo na krompirjevo plesen, ki sta se obe lahko
na krompirjevih nasadih ohranili Se ve¢ kot 100 let zaradi svoje visoke kvalitete in
obstojnosti za predelavo ter zaradi obsezne uporabe fungicidov (Haverkort in sod., 2009).
Nekateri zlahtniteljski programi, predvsem v drzavah v razvoju, npr. v Juzni Ameriki, so
v tem obdobju ohranjali svoj fokus na odpornost proti boleznim in skodljivcem, saj so
ravno na teh obmocjih Zeleli okrepiti neodvisnost in izboljSati ekonomsko situacijo malih
kmetov, ki bi sicer bili popolnoma odvisni od konstantne uporabe dragih fungicidov
(Turner, 2005).
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2.3.6 Piramidenje genov R in razvoj sodobnih molekulskih tehnik

Uporaba fungicidov za zatiranje krompirjeve plesni je sicer bila u€inkovita, vendar je bila
hkrati konkreten finan¢ni zalogaj, med drugim tudi zaradi pogostosti Skropljenja
krompirjevih nasadov. Poleg ¢edalje bolj perecega vpliva prekomerne uporabe kemicnih
sredstev na okolje in ljudi (Birch in sod., 2012) so se po letu 1977 predvsem v Evropi
pricele pojavljati agresivne populacije P. infestans z odpornostjo na metalaksil (Mariette
in sod., 2016b). Nove populacije P. infestans so se razvile kot posledica intenzivnega
spolnega razmnozevanja zaradi pojava paritvenega tipa A2, ki je bil do tedaj razSirjen le
v Mehiki (Fry in sod., 1992) ter selekcijskega pritiska zaradi prekomerne uporabe
fungicidov (Ivanov in sod., 2021). Potreba po odpornih krompirjevih sortah se je tako
ponovno povecala, zlahtniteljski programi pa so se zaradi pocasnega napredka pri razvoju
sort s poljsko odpornostjo ponovno preusmerili na vkljucevanje genov R iz razli¢nih
divjih krompirjevih vrst in sort oz. t. i. piramidenje genov R (Machida-Hirano, 2015).
Konec 20. in v zacetku 21. stoletja so Zzlahtniteljski programi z vzponom novih
hibridizacijskih tehnik, predvsem manipulacije ploidnosti in novih metod molekularne
genetike na nivoju molekul DNA, v divjih vrstah krompirja odkrili nove vire genov R in
jih vkljuéili v krizanja (Gebhardt in Valkonen, 2001). Z razvojem DNA markerjev, ki so
bazirali na toCkovnih mutacijah oz. polimorfizmih posameznega nukleotida (ang. Single
Nucleotide Polymorphism — SNP), insercijah ali delecijah fragmentov DNA, so lahko
analizirali celotne genome tako divjih vrst krompirja kot tudi pridelovalnih sort krompirja
ter na podlagi rezultatov sestavili karte genske povezanosti (ang. linkage map).

Prve karte genske povezanosti so nastale z mapiranjem Sestih spolno nekompatibilnih
divjih vrst z uporabo polimorfizmov dolZzin restrikcijskih fragmentov oz. markerjev RFLP
(ang. Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP) (Gebhardt in sod., 1991).
Kasneje so poleg markerjev RFLP za sestavo kart genske povezanosti uporabili tudi
polimorfizme dolzin pomnozenih fragmentov oz. markerje AFLP (ang. Amplified
Fragment Length Polymorphism — AFLP) (Collins in sod., 1999; Ghislain in sod., 2004),
markerje RAPD oz. naklju¢no pomnoZena polimorfna DNA (ang. Random Amplified
Polymophic DNA — RAPD) (Ghislain in sod., 2001) ter mikrosatelite ali enostavne
ponovljive sekvence (ang. Simple Sequence Repeats — SSR) (Collins in sod., 1999;
Ghislain in sod., 2004). Z uporabo kart genetske povezanosti so tako lahko dolocili
lokacije pomembnih lokusov, ki vsebujejo gene za monogene in poligene odpornosti proti
razliénim patogenom, med njimi tudi proti P. infestans (Gebhardt in Valkonen, 2001).
Leta 2006 so van Os in sod. (2006) sestavili nata¢no in gosto karto genetske povezanosti
zuporabo ve¢ kot 10 000 markerjev AFLP. Prvi geni R, ki so bili locirani na kartah genske
povezanosti, so izvirali iz divje vrste S. demissum, med njimi geni R/, R2, R3, R6 in R7,
kasneje so sledili tudi drugi (Sliwka in Zimnoch-Guzowska, 2013). Razvoj tehnik
pozicijskega kloniranja je omogocil izolacijo posameznih genov R iz rodu Solanum, kar
je nato omogocilo tudi kloniranje funkcionalnih alelov znotraj iste ali druge vrste, s Cimer
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so lahko dolocili frekvenco alelov znotraj genskega lokusa (Pel, 2010). Prvi klonirani
geni R so bili geni R/ (Ballvora in sod., 2002) in R3a iz vrste S. demissum (Huang, 2005a)
ter Rpi-blb1 in Rpi-blb?2 iz vrste S. bulbocastanum (Vossen in sod., 2003, 2005).

Identifikacija in izolacija genov R je omogocila razvoj specifiénih molekulskih
markerjev, npr. s sekvenco okarakterizirane pomnozene regije (ang. Sequence
Characterized Amplified Region — SCAR) in z razrezanimi pomnoZenimi polimorfnimi
sekvencami (ang. Cleaved Amplified Polymorphic Sequences — CAPS), ki so postali
kljucni elementi pri Zlahtnjenju novih odpornih krompirjevih sort s pomocjo t. i. selekcije
s pomoc¢jo markerjev (ang. Marker-Assisted Selection — MAS) (Gebhardt in sod., 2004;
Colton in sod., 2006; Wang in sod., 2008; Sliwka in sod., 2010; Tiwari in sod., 2013;
Chen in sod., 2017; Islam in sod., 2018; Stefanczyk in sod., 2020; Beketova in sod.,
2021). Z uporabo nastetih molekularnih metod je bilo do danes odkritih in mapiranih ve¢
kot 70 genov za odpornost proti P. infestans (geni Rpi — ang. Resistance against P.
infestans) v 32 vrstah iz rodu Solanum (Paluchowska in sod., 2022), med njimi najbolj
nedavno identificiran gen Rpi-amrl iz divje vrste S. americanum (Witek in sod., 2021).
V zadnjih dvajsetih letih je bilo odkritih 34 divjih sorodnikov krompirja, ki izrazajo
visoko odpornost proti krompirjevi plesni, vendar pripadajo¢i geni R Se niso bili
identificirani (Paluchowska in sod., 2022).

Leta2011 je bilo s sodelovanjem raziskovalcev v okviru Konzorcija za krompirjev genom
prvic dolo¢eno zaporedje krompirjevega genoma z uporabo strategije t. i. Whole-Genome
Shotgun Sequencing (WGS), kjer so nasli 408 genov, ki kodirajo NB-LRR odpornostne
proteine R. S primerjavo do zdaj poznanih zaporedij funkcionalnih genov R so odkrili, da
je priblizno 39 % NB-LRR genov psevdogenov, ki so nastali z insercijami, delecijami ali
premikom bralnega okvirja (ang. frameshift mutation), kar nakazuje na prilagoditev
rastlinskih proteinov R na novo razvite efektorske proteine oomicete P. infestans (The
Potato Genome Sequencing Consortium, 2011). Kasneje so v istem zaporedju
krompirjevega genoma s pomocjo tehnologije sekvenciranja RenSeq (ang. Resistance
Gene Enrichment and Sequencing) in anotacijo genov R identificirali ve¢ kot 750 NB-
LRR genov (Jupe in sod., 2013).

Poleg dolocitve zaporedja genoma danasnje tehnologije sekvenciranja naslednje
generacije (ang. Next Generation Sequencing — NGS) omogocajo hitrejsSe identificiranje
in mapiranje novih genov R predvsem v do zdaj Se neraziskanih divjih vrstah krompirja,
katerih zaporedja genomov Se niso bila dolo¢ena. Nedavni primer tovrstnih raziskav je
identifikacija genov Rpi-amr3 (Witek in sod., 2016) in Rpi-amrl (Witek in sod., 2021),
kjer so z uporabo metod RenSeq ter SMRT sekvenciranja (ang. Single-Molecule Real-
Time Sequencing) to¢no mapirali gene R v genomu divje vrste S. americanum. Z uporabo
metod sekvenciranja RenSeq in GenSeq (ang. Generic-Mapping Enrichment Sequencing)
pa so Chen in sod., (2018) uspes$no identificirali, karakterizirali in mapirali gen Rpi-verl
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iz divje vrste S. verrucosum s Sirokim spektrom odpornosti (ang. broad-spectrum
resistance).

Socasno z razvojem metod molekularne genetike na strani rastlin oz. krompirja se je
razvilo novo podrocje, ki temelji na osnovni interakciji gen-za-gen (Flor, 1971) med
efektorji in proteini R, poimenovana efektoromika. Gre za visoko zmogljivo metodo
funkcionalne genomike, kjer lahko z efektorji testiramo rastline za prisotnost genov R s
pomocjo prehodne agroinfiltracije. Bakterija Agrobacterium tumefaciens ob okuzbi
rastlin prenese gene, ki se nahajajo na regiji T-DNA, kamor lahko z manipulacijo
molekule DNA vstavimo Zeleno zaporedje za efektorski gen. Z infiltracijo bakterijske
suspenzije A. tumefaciens v liste testiranih rastlin se transgeni na regiji T-DNA prenesejo
v jedro rastlinske celice, kjer se izrazajo le za kratek, prehoden c¢as, obi¢ajno nekaj dni
(Ran in sod., 2017).

Z dolocitvijo zaporedja genoma P. infestans (Haas in sod., 2009) je bilo mozno
identificirati vec sto kandidatnih efektorskih genov, zato se je efektoromika sprva razvila
ravno na interakciji med krompirjevimi rastlinami ter P. infestans (Vleeshouwers in
Oliver, 2014). Efektoromika je pri zZlahtnjenju odpornih krompirjevih sort uporabna na
ve¢ na¢inov, med drugim pospesuje postopek kloniranja genov R, saj lahko hiter test
funkcionalnosti genov R opravimo s prehodno agroinfiltracijo namesto na stabilno
transformiranih rastlinah, katerih razvoj je casovno zelo zahteven. Poleg tega
efektoromika omogoca lazjo identifikacijo in doloCitev funkcionalnih genov R tudi v
divjih vrstah krompirja. Pogosto lahko doloCene gene R najdemo v vrstah, ki so spolno
nekompatibilne z navadnim krompirjem, zato je prenos teh genov R otezen
(Vleeshouwers in Oliver, 2014). Z agroinfiltracijo efektorjev lahko najdemo funkcionalne
homologe istih genov v drugih divjih vrstah krompirja, ki so bolj kompatibilne za krizanje
(Vleeshouwers in sod., 2008). Najbolj uporabna aplikacija efektoromike je natan¢na
dolocitev vsebnosti genov R v testiranih krizancih, sortah in tudi divjih vrstah krompirja,
pri ¢emer se je izkazala kot zelo zanesljiva metoda v primerjavi z uporabo setov
diferencialnih rastlin, za katere je bilo leta 2012 dokazano z uporabo efektorjev, da ne
vsebujejo le posameznih genov, kot je bilo sprva misljeno ob njihovem razvoju (Kim in
sod., 2012; Rietman in sod., 2012). Ena izmed predlaganih aplikacij efektoromike je tudi
profiliranje populacije P. infestans za vsebnost efektorjev, na podlagi katerih se nato
lahko odlo¢imo, katere gene R vkljuciti v zlahtnjenje za razvoj trajne odpornosti s Sirokim
spektrom (Vleeshouwers in sod., 2011; Vleeshouwers in Oliver, 2014).

S klasi¢nimi tehnikami Zlahtnjenja so v zadnjih treh desetletjih nastale Stevilne nove
krompirjeve sorte s piramidenjem genov R in so izrazale dobro odpornost proti
krompirjevi plesni. Zaradi tetraploidnosti in visoke heterozigotnosti krompirja je klasi¢no
zlahtnjenje pocasno, poleg tega pa pogosto vkljucuje divje sorodnike krompirja, katerih
potomci pogosto izrazajo mnogo »divjih« lastnosti. Krompirjevi sorti Toluca in Bionica,
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ki vsebujeta gen Rpi-blb2 in sta na trg prisli okrog leta 2006 in 2008, so s klasicnim
zlahtnjenjem razvijali kar 46 let (Haverkort in sod., 2009).

Z razvojem modernih metod genske transformacije so se odprle nove moZznosti za hitrejsi
razvoj odpornih krompirjevih sort s Sirokim spektrom odpornosti genov R, kloniranih iz
Stevilnih novo odkritih divjih vrst krompirja (Haesaert in sod., 2015). Leta 2011 je bila
tako v Nemciji razvita nova sorta Fortuna, kjer so z agrobakterijsko transformacijo
vstavili gena Rpi-blbl in Rpi-blb2 iz divje vrste S. bulbocastanum v sorto Fontane. V
petletnih poljskih poskusih je bila sorta Fortuna vedno odporna proti krompirjevi plesni
(Storck in sod., 2011). Zhu in sod. (2012) so v sorto Desiree uspesno vstavili kar tri gene
R (Rpi-stol, Rpi-vntl.1 in Rpi-blb3) iz divjih vrst S. stoloniferum, S. venturii in S.
bulbocastanum. Haesaert in sod. (2015) so prav tako v sorto Desiree vstavili iste gene R
ter uspesno transformirane rastline testirali v petletnih poljskih poskusih, kjer so izrazale
popolno stopnjo odpornosti tudi proti agresivnemu izolatu P. infestans IPO-C. Popolno
odpornost proti krompirjevi plesni so v vecletnih poljskih poskusih izrazale tudi
transfomirane rastline sorte Desiree z vstavljenimi geni RB, Rpi-blb2 in Rpi-vntl.l
(Ghislain in sod., 2019). Zhu in sod. (2015) so z uporabo genskih tehnologij razvili nov
set diferencialnih rastlin s transformacijo sorte Desiree, s ¢imer so nadomestili do tedaj
uporabljen set diferencialnih rastlin, razvit v 50. letih prej$njega stoletja (Mastenbroek,
1952; Black in sod., 1953), izmed katerih so nekatere rastline vsebovale ve¢ genov R
(Kim in sod., 2012).

Visok potencial za pridobitev odpornih transformiranih krompirjevih rastlin ima tudi
strategija utiSanja t. i. obCutljivostnih genov (ang. susceptibility (S) genes), ki jih patogeni
med svojo okuzbo lahko izkoristijo za lazje Sirjenje (Eckardt, 2002). Na podlagi
rezultatov raziskave Huibers in sod. (2013), kjer je utiSanje dveh paradiznikovih genov §
(PMR4 in DMRI) privedlo do zmanjSane rasti in razmnoZevanja patogena Oidium
neolycopersici, so Sun in sod. (2016) identificirali ortologe genov S v krompirju. UtiSanje
petih izmed skupno enajstih genov S, je privedlo do popolne odpornosti proti P. infestans.
Izguba funkcije genov S in z njo povezana odpornost se deduje recesivno, zato je to
lastnost tezko vkljuciti v Zlahtnjenje avtotetraploidnega krompirja. Z razvojem novih
tehnologij genske modifikacije predstavlja utiSanje genov S nov vir visoke odpornosti
krompirja proti krompirjevi plesni.

V okviru projekta DuRPh so znanstveniki na Nizozemskem razvili metodo genske
transformacije rastlin, poimenovana cisgeneza, ki za razliko od transgeneze za vkljucitev
v genom krompirja uporablja le gene R, pridobljene iz divjih vrst rodu Solanum, ki so
spolno kompatibilni za krizanje z navadnim krompirjem (Haverkort in sod., 2016). S
cisgenezo se v transformirano rastlino vklju¢i naravno pripadajo¢ promotor gena R, zato
vstavljen gen ne vpliva na izrazanje ostalih genov v transformirani rastlini. Poleg tega se
za razliko od potomcev krizanja v transformiranih rastlinah izrazajo le tisti geni, ki so bili
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vstavljeni s cisgenezo, medtem ko se pri potomcih klasi¢nega krizanja lahko izrazajo tudi
druge nezelene lastnosti, ki so jih podedovale iz divje starSevske rastline (Haverkort in
sod., 2008). Cisgene rastline so tako povsem primerljive s krompirjevimi rastlinami,
pridobljene s klasi¢nimi tehnikami zlahtnjenja (Schouten in sod., 2006a, 2006b).

Poglavitna ovira pri razvoju gensko spremenjenih rastlin v Evropi je Direktiva o Gensko
spremenjenih organizmih (GSO) 2001/18/EC, ki jo je izdal Evropski parlament 12. marca
2001 (Direktiva 2001/18/ES ..., 2001). Le-ta govori o namernem sprosc¢anju GSO v
okolje, pri ¢emer je transgene rastline oznacila kot enakovredne cisgenim rastlinam,
Ceprav cisgene rastline vsebujejo le gene iz istega genskega sklada, ki bi jih lahko vkljucili
tudi s klasicnimi tehnikami krizanja (Schouten in sod., 2006a, 2006b). Na pobudo
Evropske komisije, na katero je bilo naslovljenih veliko kritik o enakovredno strogem
obravnavanju cisgenih rastlin s transgenimi (Schouten in sod., 2006a, 2006b; Jacobsen in
Schouten, 2007), pa je leta 2012 Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) izdala
znanstveno mnenje o oceni varnosti gensko spremenjenih rastlin, razvitih s cisgenezo in
intragenezo. EFSA je podala zakljucek, da so tveganja cisgenih rastlin primerljiva s
tveganji rastlin, razvitih s tradicionalnim zlahtnjenjem, vendar morajo Se vedno biti
regulirana enako kot transgene rastline (EFSA, 2012). Veliko novih moZznosti in
potenciala je odprla tudi nedavno razvita tehnologija CRISPR/Cas9, s katero so utisali
obcutljivostne gene v sortah Desiree in King Edward ter izbolj$ali njuno odpornost proti
krompirjevi plesni (Kieu in sod., 2021). Toda 25. julija 2018 je Evropsko sodisce
odlocilo, da so rastline, razvite z metodami preciznega zlahtnjenja, med njimi tudi s
tehnologoijo CRISPR/Cas9, obravnavane kot GSO, in so posledi¢no regulirane z
Direktivo o GSO 2001/18/EC iz leta 2001 (Callaway, 2018). Evropska znanstvena
skupnost je nato javno pozvala evropske institucije, naj sprejmejo ustrezne javne ukrepe
oz. izklju¢ijo tehnologijo CRISPR/Cas9 iz direktive, tako kot to velja za tehnike
zlahtnjenja z mutagenezo, saj tako kot mutageneza tudi metoda CRISPR/Cas9 povzroci
le spremembo tarénega genoma brez vnosa tujega genskega materiala (Callaway, 2018;
Position Paper on the ECJ Ruling on CRISPR, 2019).

Ne glede na problematike, zaviranja in ovire, s katerimi se soofajo sodobne tehnike
genskega manipuliranja in tradicionalni zlahtniteljski programi, so v zadnjih tridesetih
letih s klasi¢nimi metodami hibridizacij in krizanj na trg prisle krompirjeve sorte s trajno
odpornostjo Sirokega spektra proti krompirjevi plesni (Abuley in Hansen, 2022). Nekatere
izmed njih so nizozemske sorte Carolus (izSla leta 2012), Alouette (izSla leta 2014),
Twinner (izsla leta 2016) in Twister (izSla leta 2017), francoski sorti Passion (izSla leta
2014) in Tentation (iz$la leta 2015) ter v Veliki Britaniji registrirana sorta Sarpo Mira.
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2.3.7 Razvoj in raziskave na sorti Sarpo Mira z visoko odpornostjo proti
krompirjevi plesni

Sorta Sarpo Mira je bila razvita v 90. letih prejSnjega stoletja v okviru madzarskega
zlahtniteljskega programa, ki ga je vodil Istvan Sarvari. Program je deloval Ze od 50. let
prejSnjega stoletja in se je fokusiral predvsem na razvoj novih krompirjevih sort, odpornih
proti krompirjevi plesni in virusom. Leta 1992 so skotski znanstveniki in pridelovalci
pokazali izjemen interes za Sarvarijeve krompirjeve sorte, ki so bile takrat testirane v
poljskem poskusu v Romuniji. Sele po dolgotrajnih pogajanjih zaradi nezaupljivosti s
strani druzine Sarvari do tujcev in predaje znanja so Sarvarijeve krompirjeve sorte postale
del danskega podjetja Danespo. Sorte Sarpo, med njimi tudi sorta Sarpo Mira, so od takrat
trzene iz Velike Britanije, zasluzek od prodaje pa se namenja druzini Sarvari za nadaljnje
raziskave in razvoj krompirjevih sort. Posledi¢no rodovnik sorte Sarpo Mira ni bil nikoli
poznan, zato se tudi ne ve, od kje izvira visoka odpornost sorte Sarpo Mira na P. infestans.
Znano je le, da je prvotna skupina madzarskih zlahtniteljev pod vodstom Sarvérija imela
dostop do obsezne sovjetske Vavilove zbirke, ki je nastala v 20. letih prejSnjega stoletja
in je vsebovala raznoliko zbirko divjih krompirjevih vrst iz Juzne Amerike (Kingsbury,
2009).

Sorta Sarpo Mira med pridelovalci kljub visoki odpornosti proti krompirjevi plesni ni
priljubljena zaradi ostalih manj primernih agronomskih lastnosti, npr. pozna dozorelost
in rdeca kozica (Vossen in sod., 2016). Kljub temu je sorta Sarpo Mira predmet razlicnih
raziskav izvora visoke odpornosti (White in Shaw, 2009, 2010; Rietman in sod., 2012;
Ortowska, 2012a, 2012b; Tomczynska in sod., 2014; Vossen in sod., 2016; Stefanczyk in
sod., 2017; Xiao in sod., 2019), uporabljena pa je tudi kot standardna odporna sorta tako
v poljskih kot tudi v laboratorijskih poskusih (Kim in sod., 2012; Haesaert in sod., 2015;
Larsen in sod., 2016; Beketova in sod., 2021; Rogozina in sod., 2021; Abuley in Hansen,
2022). Vsebuje stiri kvalitativne R gene, R3a, R3b, R4 in Rpi-Smiral ter en kvantitativni
R gen, Rpi-Smira2 (Rietman in sod., 2012), pri ¢emer je bilo za slednjega dokazano, da
gre za homolog gena RS (Jo, 2014). Gen RS je prisoten tudi v diferencialni rastlini MaR8
ter v sortah Jacqueline Lee, Missaukee, PB-06 in S-60. Vse omenjene sorte so v poljskih
poskusih izrazale podobno stopnjo odpornostni na krompirjevo plesen kot Sarpo Mira
(Vossen in sod., 2016). Gen Rpi-Smira2/R8 se nahaja na daljSem kraku kromosoma IX
(Jo in sod., 2011) in naj bi najbolj prispeval k visoki stopnji odpornosti sorte Sarpo Mira.
Raziskave na F1 potomcih sorte Sarpo Mira so pokazale srednjo ali visoko odpornost na
krompirjevo plesen, vendar ni znano, koliko in katere izmed petih R genov iz odporne
starSevske sorte Sarpo Mira so vsebovali (Rietman in sod., 2012). Prav tako so F1 potomci
diferencialne rastline MaR$ kazali razlicno stopnjo odpornosti proti P. infestans, pri
¢emer je eden izmed F1 potomcev vseboval le gen RS in izrazal primerljivo stopnjo
odpornosti s sorto Sarpo Mira (Kim in sod., 2012). Raziskave na sorti Sarpo Mira so
pokazale, da se stopnja odpornosti na P. infestans spreminja glede na pogoje, pod katerimi
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je sorta Sarpo Mira izpostavljena krompirjevi plesni. Tako so bili odrezani listi sorte
Sarpo Mira obcutljivi na agresiven izolat P. infestans IPO-C, medtem ko so cele rastline
bile odporne (Rietman, 2011). Do podobnih zaklju¢kov so prisli tudi Ortowska in sod.
(2012a), kjer so poleg odrezanih listov brez stranskih poganjkov in celih rastlin sorte
Sarpo Mira inokulirali tudi odrezane liste brez stranskih poganjkov, cele rastline brez
korenin in cele rastline brez glavnega poganjka. Pokazali so, da korenine in meristemi
(bodisi stranski bodisi glavni) vplivajo na stopnjo odpornosti sorte Sarpo Mira na
krompirjevo plesen.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1  RASTLINSKI MATERIAL
3.1.1 Roc¢na KkriZanja in pridobitev pravih semen krompirja

Za pridobitev krompirjevih rastlin z vecjim Stevilom socvetij smo v rastlinjaku
Kmetijskega intituta Slovenije v Infrastrukturnem centru Jablje v 30 1 lonce (TEKU®,
Poppelman, Nemcija), napolnjene s komercialnim substratom (Potgrond P, Klasmann-
Deilmann, Nemcija) in dodanim NPK (ENTEC Perfect, 14:07:17 (+2+22,5), 10 g/lonec,
Royal Brinkam, Nizozemska), na opeko posadili gomolje starSevskih sort Rioja, Lusa,
Colomba, Bikini, Sylvana in Sarpo Mira (Slika 7A-B). Gomolje smo prekrili s
substratom, ki smo ga po vzniku izprali z vodo. Tekom rasti na opeki smo rastlinam
odstranjevali stolone ter tako spodbudili rast v vi§ino in razvoj vecjega Stevila socvetij,
hkrati pa preprecili odpadanje cvetov in jagod. Rastline so bile namakane kaplji¢no (Slika
7C) in redno Skropljene s fungicidi in insekticidi.

Slika 7: Sajenje krompirjevih gomoljev na opeko v rastlinjaku KIS v Infrastrulturnem centru Jablje
A — postavitev gomolja na opeko; B — priprava gomoljev razli¢nih krompirjevih sort; C — zrastle
krompirjeve rastline pred cvetenjem.

Sorte, obcutljive na krompirjevo plesen (Rioja, Lusa, Colomba, Bikini, Sylvana), so bile
dolocCene za materne rastline, visoko odporna sorta Sarpo Mira pa za o¢etovsko rastlino.
Za rocna krizanja smo s kovinsko spatulo iz praSnikov ocetovske rastline pridobili
pelodna zrna in jih nato prenesli na brazdo pesti¢a materne rastline, pri ¢emer smo
cvetovom maternih rastlin predhodno odstranili prasnike (Slika 8 A-C). Roc¢na krizanja
med sortama Rioja in Sarpo Mira so potekala v juniju 2016, medtem ko so ostala krizanja
potekala v juniju 2017. 1z uspe$no oplojenih cvetov so se razvile jagode, ki smo jih do
koncCanega zorenja ovili v mrezaste vrecke (Slika 8D). 1z jagod smo nato izlocili prava
semena (Slika 8E), ki smo jih v avgustu susili na sobni temperaturi v svetlem prostoru 14
dni.
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Slika 8: Postopek ro¢nega kriZanja in pridobivanja pravega semena krompirja
A in B — odstranitev prasnikov iz maternih rastlin; C — nanos pelodnih zrn na brazdo pestica; D — jagode;
E — pravo seme.

3.1.2 Vzgoja krizancev v rastlinjaku

Prava semena krompirja so bila v novembru 2017 posejana v pladnje, napolnjene s
komercialnim substratom (Potgrond P, Klasmann-Deilmann, Nemcija) z dodanim
posipom Agra-vermikulit (PSeno, d.o.o, Hrvaska) v rastlinjaku Kmetijskega instituta
Slovenije v Ljubljani (Slika 9A) z rastnimi pogoji 16 h dnevne svetlobe (LED-svetila,
REFLECTA, Avstrija) in temperaturo 23 + 7 °C.

Uspesno vzklile rastline (Slika 9B) smo nato presadili v posami¢ne manjSe loncke
velikosti 10 cm x 10 cm % 20 cm (Slika 9C-D) in tako pridobili populacijo F1 krizancev.
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Slika 9: Vzgoja kriZancev v rastlinjaku
A — sajenje pravih semen krompirja v pladnje, napolnjene z zemljo; B — sejanci; C in D — presaditev
sejancev v posamezne lonce.

Med odbiro F1 krizancev smo odbrane krompirjeve rastline vegetativno namnozevali s
stebelnimi potaknjenci z vrhnim (apikalnim) ali stranskim (aksilarnim) poganjkom
(Brouwer in sod., 2004; Halterman in sod., 2010; Chen in Halterman, 2017) (Slika 10).

Pred pripravo stebelnih potaknjencev smo v laboratoriju namesali pasto za potaknjence,
ki je vsebovala 30 mg a-naftalenocetne kisline (NAA, Sigma-Aldrich, ZDA) oz. hormona
avksin. Le-tega smo najprej raztopili v nekaj kapljicah 1 M NaOH (Merck, ZDA), nato
dodali deionizirano vodo (dH>O) do volumna 100 ml in dobro premesali na magnetnem
mesalu. Med meSanjem smo v raztopino hormona avksin postopno dodajali aktivno oglje,
s katerim smo pasto zgostili do Zelene gostote (pasta ne odtece od rastline po namakanju),
hkrati pa je bilo dokazano, da spodbuja koreninjenje (Pan in van Staden, 2002).

V rastlinjaku smo odrasli rastlini odbranega krizanca odrezali zgornji del, ki je vseboval
apikalni meristem in najmanj pet nodijev. Iz takega odrezka stebla smo pridobili tri
stebelne potaknjence. Prvi stebelni potaknjenec je vseboval apikalni meristem. Odrezali
smo ga priblizno 0,5 cm pod prvim nodijem, ki smo mu odrezali celoten list (Slika 10A-
B). Naslednji stebelni potaknjenec smo pripravili iz drugega nodija, tretjemu nodiju pa
smo ponovno odrezali celoten list. Zadnji stebelni potaknjenec smo pripravili iz Cetrtega
nodija, petemu pa smo ponovno odrezali list. Nodiji, ki smo jim odrezali liste, so
predstavljali spece nodije, saj smo jih pred saditvijo dobro omocili v pasti za potaknjence
s hormonom avksin (Slika 10C), ki spodbuja rast korenin, zavira pa rast poganjkov.
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Slika 10: Postopek priprave krompirjevih potaknjencev
A — odrezan vrhni poganjek; B — potaknjenec z apikalnim meristemom; C — omoditev potaknjenca v
raztopino hormona avksin; D in E — posaditev omocenih potaknjencev v sadilni pladenj in pokrivanje s

prozorno folijo; F — zrastli potaknjenci po treh tednih; G in H — sajenje zrastlih potaknjencev v posamezne
lonce.

S pasto omocene stebelne potaknjence smo posadili v rastlinjak (z rastnimi pogoji 16 h
dnevne svetlobe (LED-svetila, REFLECTA, Avstrija), temperaturo 23 = 7 °C) v setvene
platoje, napolnjene z dobro zalitim komercialnim substratom (Potgrond P, Klasmann-
Deilmann, Nemcija) ter jih prekrili s prozorno polivinilkloridno (PVC) folijjo za
vzdrzevanje visoke zracne vlage (Slika 10D-E). Po enem tednu smo PVC folijo odstranili
(Slika 10F) in stebelne potaknjence redno zalivali vsak drugi dan. Ko so stebelni
potaknjenci razvili korenine, apikalni in aksilarni poganjki pa so vidno priceli z rastjo
(priblizno 14 dni), smo jih presadili v posamezne lonce premera 20 cm (TEKU®,
P&ppelman, Nemcija) (Slika 10G-H).
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3.1.3 Odbira genotipov RS iz populacije F1 kriZancev z genskimi markerji

Za pridobitev kon¢ne populacije rastlin, ki izmed petih odpornostnih genov iz odporne
starSevske sorte Sarpo Mira vsebujejo le gen Rpi-Smira2/R8 (genotipi RS), smo F1
krizance postopno analizirali z genskimi markerji za odpornostne (R) gene R3a, R3b, Rpi-
Smiral ter Rpi-Smira2/R8 in agroinfiltrirali efektorski gen Avr4 za dolocitev prisotnosti
gena R4.

3.1.3.1 Izolacija molekul DNA

Izolacija molekul DNA je potekala s pomocjo aparature za izolacijo nukleinskih kislin
MagMax™ Express (Applied Biosystems, ZDA), ki temelji na uporabi magnetnih delcev
(ang. MagAttract Technology). S to tehnologijo izolacije nukleinskih kislin se DNA veze
na magnetne delce (MagAttract Suspension G, Qiagen, ZDA), ki jih aparatura s pomocjo
magnetnih palck prestavlja v razlicne alkoholne pufre in absolutni etanol, s ¢cimer se DNA
ocisti necisto¢ ter na koncu eluira v Tris-EDTA pufru za nadaljnjo uporabo.

Za izolacijo molekul DNA iz rastlinskega tkiva smo uporabili komercialno dostopni
komplet reagentov BioSprint 15 DNA Plant Kit (Qiagen, ZDA), vendar smo glede na
koli¢ino uporabljenega rastlinskega materiala prilagodili volumne reagentov v analizi. Iz
krompirjevih rastlin (vzgojenih v rastlinjaku, stare $tiri tedne) smo odvzeli med 60 in 90
mg listnega tkiva v manjsih kosckih, jih prestavili v mikrocentrifugirke ter jim dodali 150
ul lizacijskega pufra RLT in dve jekleni kroglici velikosti 5 mm. Mikrocentrifugirke z
vzorci listnega tkiva smo prestavili v aparat za razkrojevanje tkiv TissueLyser (Retsch,
Nemcija) za 5 min na maksimalno frekvenco (30 Hz), da so se vzorci homogenizirali.
Sledilo je centrifugiranje vzorcev za 11 min pri relativni centrifugalni sili 12.000 g. V tem
¢asu smo si pripravili plos¢o z vdolbinami (Applied Biosystems, ZDA), primerno za
MagMax™ aparaturo in v posamezne vrstice odpipetirali naslednje reagente:

1. wrstica: 90 pl lizata vzorca, 80 pl 2-propanola (Honeywell, ZDA) in 10 pl
magnetne suspenzije (MagAttract Suspension G, Qiagen, ZDA), ki smo jo
predhodno premesali na stresalniku;

2. wrstica: 200 pl pufra RPW (BioSprint, Qiagen, ZDA) za izpiranje DNA
(vsebuje 2-propanol in encim RNaza (BioSprint, Qiagen, ZDA));

3. wrstica: 200 ul absolutnega etanola (Honeywell, ZDA);

4. wrstica: 200 ul absolutnega etanola (Honeywell, ZDA);

5. wrstica: 80 ul Tris-EDTA pufra [10 mM Tris-HCI (pH 8,0), ] mM EDTA (pH
8,0)] (Sigma-Aldrich, ZDA).

Vzorce z izoliranimi molekulami DNA smo shranili v zamrzovalniku pri -20 °C.
Kvaliteto izoliranih molekul DNA smo preverili na elektroforezi z 1,4 % agaroznim
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gelom. Pri vzorcih, kjer je bila koli¢ina pridobljenih molekul DNA manjsa ali pa je bila
mocno fragmentirana, smo izolacijo molekul DNA ponovili.

3.1.3.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR) z markerji za gene R3a, R3b, Rpi-Smiral in
Rpi-Smira2/R8

Po izolaciji molekul DNA iz vzorcev rastlinskega materiala F1 krizancev smo opravili
verizno reakcijo s polimerazo (PCR) z markerji za Stiri odpornostne gene (Preglednica
1). Analizo smo izvedli na dveh ciklicnih termostatih, SureCycler 8800 (Agilent
Technologies, ZDA) in Veriti (Applied Biosystems, ZDA), pri ¢emer smo glede na
uporabljeni genski marker uporabili dva kompleta reagentov za reakcijo PCR, Kapa3G
Plant Kit (Sigma-Aldrich, ZDA) in Biotools (Biotools, Spanija) (Preglednica 1).

Preglednica 1: Uporabljeni genski markerji za selekcijo kriZancev R8 z nukleotidnimi zaporedji
zaCetnih oligonukleotidov, temperaturo prileganja (T.), dolZinami pomnoZenih fragmentov in
uporabljeni PCR reagenti !(Huang in sod., 2005a); 2(Kim in sod., 2012); *(Tomczynska in sod., 2014);
4(Jo in sod., 2011).

Ime . . Ta DolZ. pomn. 3 .
Gen . Nukleotidno zaporedje (5'-3") Reagenti Vir
markerja (°C) fr. (bp)
F  ATCGTTGTCATGCTATGAGATTGTT Kapa3G |
R3a Sha 60 982
R CTTCAAGGTAGTGGGCAGTATGCTT Plant
F  GTCGATGAATGCTATGTTTCTCGAGA 5
R3b R3b 55 378 Biotools
R ACCAGTTTCTTGCAATTCCAGATTG
F  AGAGAGGTTGTTTCCGATAGACC 3
Rpi-Smiral 45/X1 58 1000 Biotools
R TCGTTGTAGTTGTCATTCCACAC
Rpi- 18481 F CCACCGTATGCTCCGCCGTC 5 480 Kapa3G 4
Smira2/R8 R GTTCCACTTAGCCTTGTCTTGCTCA (Rsal) Plant

Reakcijsko mesanico PCR z reagenti Kapa3G Plant smo pripravili v konénem volumnu
14 ul (Preglednica 2), meSanico PCR z reagenti Biotools pa v kon¢nem volumnu 14,5 pl
(Preglednica 3). Program pomnoZevanja je bil za oba kompleta reagentov enak, in sicer:
e zacCetna denaturacija — 4 min pri 95 °C;
e 35 ciklov pri pogojih:
o 30 s denaturacije pri 95 °C;
o 30 s prileganja zacetnih oligonukletiodov pri temperaturi prileganja -
Ta (Preglednica 1);
o 1 min sinteze DNA pri 72 °C;
e zakljucna elongacija — 5 min pri 72 °C;
e ohlajanje in vzdrzevanje — 4 °C.
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Preglednica 2: Reagenti Kapa3G Plant, uporabljeni v 15 pl reakciji PCR

Komponenta Volumen reagenta na reakcijo (ul) Konc¢na koncentracija
Reakcijski pufer (2x) 7,50 1x
MgCl (25 mM) 0,30 0,5 mM
Levi zacetni oligonukleotid (10 uM) 0,75 0,5 uM
Desni zacetni oligonukleotid (10 pM) 0,75 0,5 uM
Taq DNA polimeraza (2,5 U/pl) 0,12 03U
Voda brez nukleaz 4,58
DNA (20 ng/pl) 1,00
SKUPAJ (nl) 15,00

Produkte PCR pri markerju 184-81 za gen Rpi-Smira2/R8 je bilo potrebno razrezati z
restrikcijskim encimom Rsal (New England Biolabs, ZDA). Po konc¢ani reakciji PCR smo
k 5 pl produkta PCR dodali 2,5 pl pufra rCutSmart™ in 0,5 pl encima Rsal ter vodo brez
nukleaz do kon¢nega volumna 25 pl. Reakcijsko meSanico smo nato inkubirali 15 min
pri 37 °C, ¢emur je sledila 15 min deaktivacija encima pri 65 °C.

Preglednica 3: Reagenti Biotools, uporabljeni v 14,5 pl reakciji PCR

Komponenta Volumen t:?agenta na Koné¢na .
reakcijo (ul) koncentracija

Reakcijski pufer (10x) 1,50 1x
MgCl; (50 mM) 0,60 2,0 mM
Deoksinukleotid fosfat (INTP, Promega, ZDA) (10 uM) 0,30 0,2 mM
Levi zacetni oligonukleotid (10 uM) 0,75 0,5 uM
Desni zacCetni oligonukleotid (10 pM) 0,75 0,5 uM
Taq DNA polimeraza (5 U/ul) 0,10 0,5U
Voda brez nukleaz 9,50
DNA (20 ng/pl) 1,00
SKUPAJ (nl) 14,50

Po koncanih reakcijah PCR smo prisotnost pomnozenih fragmentov preverili na 1,4 %
agarozni gelski elektroforezi in dolocili prisotnost oz. odsotnost odpornostnih genov v
populaciji krizancev. Pri vseh reakcijah PCR smo vkljucili tudi pozitivne in negativne
kontrole za posamezno pomnoZevanje R gena, in sicer krompirjeve sorte, za katere so
predhodne analize z genskimi markerji (MAS — Marker Assisted Selection) v okviru
programa Zzlahtnjenja krompirja na Kmetijskem inStitutu Slovenije pokazale, da
posamezen R gen vsebujejo o0z. ga ne vsebujejo:
e gen R3b:
o pozitivna kontrola — sorta Bistra
o negativna kontrola — sorta PSata
e gen R3a:
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o pozitivna kontrola — sorta White Lady
o negativna kontrola — sorta PSata

e gen Rpi-Smiral:
o pozitivna kontrola — starSevska sorta Sarpo Mira
o negativna kontrola — sorta White Lady

e gen Rpi-Smira2/RS:
o pozitivna kontrola — starSevska sorta Sarpo Mira
o negativna kontrola — sorta PSata

Skupno je bilo v odbiro genotipov RS z genskimi markerji za gene R3a, R3b, Rpi-Smiral
in Rpi-Smira2/R8 vkljucenih 1213 F1 krizancev, pri ¢emer smo analizo z reakcijami PCR
opravili postopoma. Pri¢eli smo z markerjem za gen R3b in po koncani reakciji PCR ter
pregledu elektroforetskega gela odbrali le negativne vzorce. Le-te smo nato z reakcijami
PCR nadaljnje analizirali na odsotnost genov R3a in Rpi-Smiral ter ponovno odbrali le
negativne vzorce. Sledila je zadnja faza odbire z genskimi markerji, kjer smo z markerjem
za gen Rpi-Smira2/R8 dolocili prisotnost tega odpornostnega gena.

3.1.4 Odbira genotipov RS iz populacije F1 kriZancev z efektorsko agroinfiltracijo

Prisotnost oz. odsotnost odpornostnega gena R4 v populaciji odbranih F1 krizancev smo
dolocili z efektorsko agroinfiltracijo, saj genski marker za ta gen ni na voljo. Uporabili
smo bakterijo Agrobacterium tumefaciens Agl1+VirG, ki je vsebovala ali prazen vektor
pK7W@G?2 ali vektor pPK7WG?2 z vstavljenim efektorskim genom Avr4 (PITG_07387) (van
Poppel in sod., 2009). Bakterijsko kulturo A. tumefaciens smo prejeli s strani Francine
Govers iz Univerze Wageningen. Efektorsko agroinfiltracijo smo opravili na Katedri za
genetiko, biotehnologijo, statistiko in zlahtnjenje rastlin Oddelka za agronomijo na
Biotehniski fakulteti v laboratoriju 1. varnostne stopnje ter pri tem uposStevali vse
varnostne ukrepe in navodila za delo z gensko spremenjenimi organizmi (GSO) v zaprtem
sistemu.

Bakterije A. tumefaciens smo vzdrzevali na trdnem gojiS¢u YEB (Slika 11A) (Priloga A)
z dodanimi antibiotiki spektinomicin (100 pg/ml, Sigma-Aldrich, ZDA) in rifampicin (25
png/ml, Sigma-Aldrich, ZDA) v inkubatorju pri temperaturi 28 °C ter jih precepljali vsaka
2 dneva.
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Slika 11: Gojenje bakterijske kulture Agrobacterium tumefaciens na trdnem (A) in v tekocem gojiscu

YEB (B)

Pred agroinfiltracijo smo pripravili prekono¢no kulturo 4. tumefaciens, in sicer smo s
sterilnim pipetnim nastavkom bakterije, gojene na trdnem gojis¢u YEB, precepili v 100
ml tekocega gojis¢a YEB z dodanimi antibiotiki spektinomicin (100 pg/ml) in rifampicin
(25 pg/ml) (Priloga A), 200 uM acetosiringonom (Sigma-Aldrich, ZDA) ter 10 mM 2-
morfolinoetansulfonska kislina (MES, Sigma-Aldrich, ZDA) in jih inkubirali ¢ez no¢ na
stresalniku pri 160 obratih/min in temperaturi 28 °C (Slika 11B). Naslednji dan smo s
spektrofotometrom pomerili opti¢no gostoto (OD) bakterijske suspenzije pri 600 nm
valovne dolzine. V kolikor je vrednost ODgoo dosegla 0.6, kar nakazuje na eksponentno
fazo rasti bakterij, smo lahko nadaljevali s postopkom in bakterijsko suspenzijo
koncentrirali. Centrifugirke (50 ml) z bakterijsko suspenzijo smo centrifugirali pri 3000
obratih/min 10 min, odstranili supernatant in usedlino bakterij resuspendirali v 15 ml
infiltracijskega pufra, sestavljenega iz 10 mM MgCl> (Sigma-Aldrich, ZDA) in 10 mM
MES. Bakterijski suspenziji smo ponovno izmerili ODgoo in jo razred¢ili v infiltracijskem
pufru na vrednost ODsoo 0,8 v koncnem volumnu 45 ml. Kon¢ni bakterijski suspenziji
smo dodali Se 22,5 pl acetosiringona (200 uM) in jo inkubirali 1 h v temi pri sobni
temperaturi. Postopek priprave bakterijske suspenzije je bil enak tako za 4. tumefaciens
s praznim vektorjem kot tudi za A. tumefaciens z vektorjem z vstavljenim efektorskim
genom Avr4.

Od vsake testirane krompirjeve rastline, vzgojene v rastlinjaku, stare pet tednov, smo
odrezali tri liste z vsaj petimi listi¢i, pri ¢emer so listi izhajali iz sredinskega dela rastlin
(med tretjim in petim stranskim poganjkom). Vsak list smo vstavili v prej namoceno
cvetli¢no gobo (velikost cca. 3 cm x 3 cm x 3 c¢m) in jih prestavili v plasti¢ne posode s
papirnatimi brisaCkami in plasticnimi mrezami (Slika 12A). Na vsakem listu smo za
agroinfiltracijo uporabili tri listi¢e. Vsakemu listicu smo pod stereomikroskopom s
sterilno iglo poSkodovali spodnjo (abaksialno) stran, ne da bi pri tem listi¢ preluknjali.
Na vsakem listi¢u smo na vsaj Stirih tockah, levo in desno od sredinske zile, naredili
priblizno 15 zarez v pribliznem premeru brizge (Slika 12B).
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Slika 12: Priprava odrezanih krompirjevih listov (A), primer zarez na posameznih listi¢ih (B) in
infiltracija bakterijske suspenzije 4. tumefaciens na odrezanih listih (C)

Na listi¢u enega lista smo z brizgo infiltrirali suspenzijo A. tumefaciens z vstavljenim
efektorskim genom Avr4 v vektorju, medtem ko smo na listice drugega lista infiltrirali 4.
tumefaciens s praznim vektorjem (ang. mock control). Tretji list z listi¢i smo infiltrirali z
avtoklavirano vodovodno vodo (AVV), kar je predstavljalo negativno kontrolo (Slika
12C). Po treh dneh smo vse liste preverili za prisotnost hipersenzitivnega odziva, ki je
nakazoval na prisotnost odpornostnega gena R4 v testiranem krizancu. Posledi¢no smo
odbrali le krizance brez hipersenzitivnega odziva, saj smo iskali rastline, ki ne vsebujejo
gena R4.

3.1.5 Vnos genotipov R8 v tkivne kulture in vzdrZevanje

Po koncani odbiri z genskimi marker;ji in efektorsko agroinfiltracijo smo pridobili kon¢no
populacijo krizancev oz. genotipov, ki so od petih odpornostnih genov vsebovali le gen
Rpi-Smira2/R8. Genotipe RS smo za lazje vzdrzevanje in izvajanje poskusov prestavili iz
rastlinjaka v tkivne kulture, hkrati pa smo v tkivne kulture vnesli tudi starSevske sorte:
obcutljive sorte Rioja, Lusa, Colomba in Sylvana ter odporno sorto Sarpo Mira.

V rastlinjaku smo odrezali sredinske in zgornje dele steblov rastlin brez listov, jih oznacili
in prestavili v laboratorij za tkivne kulture (Slika 13A). Stebla smo nato razrezali na
posamezne nodije in jih za 20 s prestavili v erlenmajerico s 70 % etanolom. Sledilo je
razkuZevanje v drugi erlenmajerici z 0,5 % raztopino razkuzila [ZOSAN-G (PLIVA,
Hrvaska), ki smo ji dodali dve kapljici surfaktanta Tween 20 (Sigma-Aldrich, ZDA).
Razkuzevanje je potekalo na magnetnem mesalu 10 min. Nato smo razkuzilo odlili,
nodije pa dvakrat sprali v erlenmajerici s sterilno dH>O v brezprasni komori. Nodije smo
s pinceto prelozili na sterilno papirnato brisacko in s sterilnim skalpelom odstranili od
razkuzevanja prizadeto ali pozgano tkivo ter vsak nodij posebej posadili v epruvete z
gojis¢em N (polovicne koncentracije raztopin za gojis¢e Murashige-Skoog (Murashige in
Skoog, 1962)) (Priloga B).

41



Blatnik E. Preu¢evanje odpornosti krompirja ... posredovane z genom Rpi-Smira2.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2023

Slika 13: Postopek vnosa genotipov R8 v tkivne kulture
A — odrezana stebla rastlin genotipov RS s stranskimi poganjki; B in C — uspesna rast rastlin v tkivni kulturi;
D in E — namnoZevanje genotipov RS v tkivni kulturi.

Epruvete z nodiji smo prestavili v rastno komoro (IZR Skofja Loka, Slovenija) z rastnimi
pogoji 16 h dnevne svetlobe ter dnevno temperaturo 22 °C in no¢no 20 °C. Po enem tednu
smo epruvete pregledali ter odstranili vse okuzene in propadle nodije. Uspesno vnesene
nodije smo inkubirali v rastni komori Se Stiri tedne, da so zrastli. Nato smo jih prestavili
v nove epruvete z gojiS¢em N. Pred prestavljanjem smo zrastle rastline najprej sprali s 70
% etanolom, nato pa jih za 5 min prestavili v sterilne petrijevke z 1 % razkuZilom
Antibiotic Antimycotic Solution 100x (Sigma-Aldrich, ZDA). Razkuzene rastline smo
razrezali na posamezne nodije in jih posadili v epruvete z gojis¢em N (Slika 13B). V
kolikor so iz nodijev pognale zdrave in neokuZene rastline, se je vnos v tkivne kulture Stel
za uspesnega (Slika 13C). V nasprotnem primeru smo ponovno nabrali stebla z nodiji iz
rastlinjaka in ponovili celoten postopek razkuzevanja.

Po uspeSnem vnosu genotipov RS in starSevskih sort v tkivne kulture smo nove nodije
prestavili v steklene kozarcke premera 10 cm z gojisS€em N, in sicer po pet nodijev v
kozarcek (Slika 11D-E). Prestavljanje tkivnih kultur je potekalo na vsake Stiri do pet
tednov. S tkivnimi kulturami smo vzdrZevali in namnozevali potrebno Stevilo klonov
genotipov RS in pripadajocih starSevskih sort, ki smo jih nato posadili v rastlinjak KIS v
Ljubljani v lonce velikosti 20 cm (TEKU®, Péppelman, Nemdija), napolnjene s
komercialnim substratom (Potgrond P, Klasmann-Deilmann, Nemcija) (Slika 14A-E) za
pridobivanje odrezanih listov za metodo inokulacije P. infestans na odrezanih listih (ang.
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Detached Leaf Assay — DLA) ali direktno inokulacijo P. infestans na celih rastlinah (Slika
14F).

Slika 14: Sajenje tkivnih kultur genotipov R8 v posamezne lonce v rastlinjak
A in B — tkivne kulture smo pred sajenjem prestavili v pladenj napolnjen s toplo vodovodno vodo, da se je
gojisc¢e zmehcalo; C — posamezne rastline smo previdno locili med sabo ter Se posebno pazili, da nismo
poskodovali korenin; D — vsako rastlino iz tkivnih kultur smo posadili v svoj lonec; E in F — po priblizno
petih ali Sestih tednih smo zrastle rastline uporabili za poskuse.

3.2  VZDRZEVANIJE OOMICETE Phytophthora infestans IN PRIPRAVA
INOKULUMA

3.2.1 Gojenje micelija P. infestans

Uporabili smo §tiri izolate P. infestans (02_07, 09 _07, 90128 in IPO-C) (Preglednica 4),
ki so se razlikovali po geografskem izvoru in genotipu. Izolata 02 07 in 09 07 smo
pridobili iz trajne hrambe na Oddelku za varstvo rastlin Kmetijskega inStituta Slovenije
in sta del zbirke slovenskih izolatov, nabranih v okviru populacijske Studije krompirjeve
plesni v Sloveniji med leti 2002 in 2015 (Zerjav, 2016). Izolata 90128 (rasa
1.3a.3b.4.6.7.8.10.11) in IPO-C (rasa 1.2.3a.3b.4.5.6.7.10.11) sta tuja izolata in smo ju
prejeli s strani Trudy van den Bosch iz Univerze Wageningen.

Preglednica 4: Podatki o izolatih P. infestans, uporabljeni za inokulacijo genotipov R8 !(Zerjav,
2016); *(Lokossou in sod., 2009)

Izolat Paritveni tip Leto izolacije =~ Genotip / rasa Izvor Vir
02 07 A2 2007 EU 13_A2 Slovenija !
09 07 Al 2007 EU_34 Al Slovenija !
90128 A2 1990 1.32.3b.4.6.7.8.10.11 Nizozemska 2
IPO-C A2 1982 1.2.3a.3b.4.5.6.7.10.11 Belgija 2
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Oomiceto P. infestans smo gojili na trdnem rzenem gojiscu Rye-A (Priloga C) (Slika
15A) v inkubatorju v temi s temperaturo 21 °C in jo precepljali vsaka dva do tri tedne.
Slovenska izolata 02 07 in 09 07 smo odvzeli iz vial za trajno shranjevanje v mineralnem
olju (Slika 15B) (Sobkowiak in sod., 2012). Za ozivitev izolatov smo iz vial odlili
odvec¢no mineralno olje, nato pa s sterilno iglo odrezali manjSe koScke rZzenega gojisca z
micelijem in jih trikrat sprali z AVV. Kos¢ke z micelijem smo nato prestavili v petrijevke
s svezim gojis¢em Rye-A, te pa v inkubator v temo pri temperaturi 21 °C, pri cemer smo
petrijevke postavili pod manj$im kotom, da je odvecno mineralno olje odteklo, saj zavira
rast P. infestans. Po 14 dneh smo preverili uspesSnost ozivitve izolatov in micelij precepili
na sveze gojisce Rye-A.

A

Slika 15: Gojenje oomicete Phytophthora infestans na trdnem gojis¢u Rye-A in v viali s trdnim
gojis¢em Rye-A za trajno shranjevanje

3.2.2 Pridobivanje zoospor oomicete P. infestans

V petrijevke s preras¢enim micelijem P. infestans smo odpipetirali 3 ml AVV in s sterilno
kovinsko lopatko postrgali micelij z gojis¢a (Slika 16). Suspenzijo micelija s
sporangiofori smo po strganju odpipetirali v 50 ml centrifugirko in odvzeli alikvot za
Stetje sproscenih sporangijev pod mikroskopom. Suspenzijo smo nato inkubirali 2 h v
hladilniku pri temperaturi 6 °C, da so se iz sporangijev sprostile gibljive zoospore.

Slika 16: Pridobivanje suspenzije zoospor P. infestans

44



Blatnik E. Preuc¢evanje odpornosti krompirja ... posredovane z genom Rpi-Smira2.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2023

Med inkubacijo smo s pomocjo Stevne komore (hemocitometer, Neubauer Improved,
Glaswarenfabrik Karl Hecht, Nemcija) presteli sporangije v alikvotu in dolo¢ili njihovo
koncentracijo. Alikvotu smo dodali barvilo Tripan modro (0,4 % v/v, Sigma-Aldrich,
ZDA) v razmerju 1:1, premesali s pipetiranjem in odpipetirali 10 pl alikvota v oba predela
hemocitometra. Pod mikroskopom smo nato presteli sporangije na $tirih kvadratih mreze
hemocitometra in izracunali koncentracijo sporangijev po naslednji formuli:

Stevilo sporangijev

konc. sporang. = x redgitev x 10* [celic/ml] .. (D)

Stevilo prestetih kvadratov na mrezi

Po koncani inkubaciji v hladilniku smo suspenzijo zoospor prefiltrirali skozi 100 pm
cedilo za celi¢ne kulture (Corning®, Sigma-Aldrich, ZDA), da smo odstranili odveden
micelij in sporangiofore ter ustrezno redcili z AVV in dodali 0,01 % (v/v) surfaktanta
Tween 20 (Sigma-Aldrich, ZDA).

3.2.3 Optimizacija vzbuditve virulence oomicete P. infestans

Pred inokulacijo genotipov RS z oomiceto P. infestans je bilo potrebno vsem Stirim
izolatom vzbuditi virulenco. Tekom precepljanja na rZenem gojiscu se lahko virulenca P.
infestans zmanjsa, kar vpliva na sposobnost okuzbe in posledi¢no lahko po inokulaciji
dobimo popacene rezultate o odpornosti testiranih rastlin (Fry in sod., 2019).

Za vzbuditev virulence P. infestans smo testirali tri razlicne metode: inokulacija
odrezanih krompirjevih listov, inokulacija rezin krompirjevih gomoljev in inokulacija
tkivnih kultur. Pri vseh metodah smo uporabili sorte, obcutljive na krompirjevo plesen.

3.2.3.1 Vzbuditev virulence P. infestans z inokulacijo odrezanih krompirjevih listov

Od krompirjevih rastlin sorte KIS Sora (Dolnicar in Rudolf Pilih, 2012), gojenih v
rastlinjaku, smo z razkuzenimi $karjami odrezali liste z vsaj petimi listi¢i in jih prenesli v
mikoloski laboratorij. Liste smo sprali pod mo¢nim curkom tekoce vode, nato pa Se v
dH>O in jih vstavili v predhodno namocene kocke cvetlicne gobe velikosti cca. 3 cm X 3
cm X 3 cm.
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Slika 17: Vzbuditev virulence P. infestans z uporabo odrezanih krompirjevih listov
A — priprava odrezanih krompirjevih listov; B — tockovna inokulacija odrezanih listov s suspenzijo zoospor
P. infestans.

Liste smo z abaksialno stranjo navzgor polozili v plasti¢no posodo, ki je na dnu vsebovala
navlaZene papirnate brisacke, na katerih so stale plasticne mreze (Slika 17A). S tem smo
se izognili direktnemu stiku inokuliranih listov z navlazenimi brisaCkami. Na vsak listi¢
smo levo in desno od glavne Zile odpipetirali 20 pl suspenzije zoospor P. infestans (Slika
17B), pripravljene kot opisano v poglavju 3.2.2. Posode z inokuliranimi krompirjevimi
listi smo inkubirali na sobni temperaturi v mikoloskem laboratoriju. Naslednji dan smo
vse liste obrnili z abaksialno stranjo navzdol.

Ko se je na tockah inokulacije pojavil in raz$iril micelij P. infestans, smo ga poskusali
izolirati. Na kovinsko iglo smo nataknili majhen ko3¢ek rzenega gojis¢a Rye-A" (Priloga
D), ki je vsebovalo antibiotike ampicilin (250 mg/L, Sigma-Aldrich, ZDA), pimaricin (10
mg/L, Sigma-Aldrich, ZDA) in rifampicin (10 mg/L, Sigma-Aldrich, ZDA), in pod
stereomikroskopom postrgali micelij z inokuliranih krompirjevih listov ter ga prenesli na
novo gojis¢e Rye-A" in inkubirali v inkubatorju v temi pri temperaturi 21 °C. Po enem
tednu smo preverili uspe$nost izolacije P. infestans in nekontaminirane petrijevke z
oomiceto P. infestans inkubirali $e nadaljnji teden ter jih uporabili za pripravo inokuluma
za testiranje odpornosti genotipov R8 na krompirjevo plesen.

3.2.3.2 Vzbuditev virulence P. infestans z inokulacijo rezin krompirjevih gomoljev

Predhodno smo pripravili steklene petrijevke premera 15 cm, v katere smo polozili
papirnate brisacke in lesene palCke ter vse skupaj dvakrat toplotno sterilizirali v avtoklavu
(Slika 18A). Uporabili smo gomolje sorte KIS Sora (Dolnicar in Rudolf Pilih, 2012). Za
povrsinsko sterilizacijo krompirjevih gomoljev smo testirali tri razlicne metode, ki so se
razlikovale glede na to, ali smo gomolje pred sterilizacijo olupili ali pa smo jih poleg
tretiranja z raztopino NaOClI tudi ozgali z absolutnim etanolom:
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Metoda A (neolupljeni gomolji z oZiganjem s 96 % etanolom):
- Cisc¢enje gomoljev pod tekoco vodo s krtacko in detergentom;
- 15 min razkuzevanja v 3 % raztopini NaOCl (Kemika, Hrvaska) z dodatkom
surfaktanta Tween 20 (Sigma-Aldrich, ZDA);
- dvakratno spiranje v dH20 za 5 min;
- oziganje s 96 % etanolom (Pharmachem, Slovenija);
- razrezanje s sterilnim nozem v brezprasni komori.

Metoda B (olupljeni gomolji brez oziganja):
- cCis¢enje gomoljev pod tekoCo vodo s krtacko in detergentom;
- lupljenje z lupilnikom, spranim v 70 % etanolu;
- 15 min razkuzevanja v 3 % raztopini NaOCl (Kemika, Hrvaska) z dodatkom
surfaktanta Tween 20 (Sigma-Aldrich, ZDA);
- dvakratno spiranje v dH20 za 5 min;
- razrezanje s sterilnim nozem v brezprasni komori.

Metoda C (olupljeni gomolji z oZiganjem s 96 % etanolom):
- cCis¢enje gomoljev pod tekoCo vodo s krtacko in detergentom;
- lupljenje z lupilnikom, spranim v 70 % etanolu;
- 15 min razkuzevanja v 3 % raztopini NaOCl (Kemika, Hrvaska) z dodatkom
surfaktanta Tween 20 (Sigma-Aldrich, ZDA);
- dvakratno spiranje v dH20 za 5 min;
- oziganje s 96 % etanolom (Pharmachem, Slovenija);
- razrezanje s sterilnim nozem v brezprasni komori.
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Slika 18: Vzbuditev virulence P. infestans z uporabo rezin krompirjevih gomoljev

Petrijevke z razkuzenimi rezinami smo nato prestavili v inkubator v temo s temperaturo
21 °C. Po enajstih dnevih smo rezine pregledali pod stereomikroskopom za morebitno
prisotnost kontaminacij in na podlagi tega izbrali najbolj primerno metodo za povrSinsko
sterilizacijo rezin krompirjevih gomoljev. Najbolje se je obnesla metoda B (razkuzevanje
olupljenih gomoljev brez oziganja).

Iz prerascenih gojiS¢ Rye-A smo pripravili suspenzijo zoospor P. infestans, kot je opisano
v poglavju 3.2.2. Na vsako razkuzeno krompirjevo rezino (po metodi B, Slika 18B) smo
na pet tock odpipetirali 20 pl suspenzije zoospor (Slika 18 C). Nato smo namo¢ili brisacke
v petrijevkah z AVV za visoko zracno vlaznost tekom okuzbe (Slika 18D). Petrijevke z
inokuliranimi rezinami smo nato prestavili v inkubator v temo s temperaturo 21 °C za dva
tedna.

Po dveh tednih smo v brezprasni komori pripravili suspenzijo virulentnih zoospor za
poskuse. Vsako prerasceno rezino gomolja smo s kovinskimi pincetami prestavili v
stekleno ¢aso s 100 ml AVV in s kovinsko lopatko postrgali micelij. Ko smo postrgali
vse rezine, smo od suspenzije micelija in sporangijev odvzeli alikvot za Stetje sproscenih
sporangijev pod mikroskopom, celotno suspenzijo pa prestavili v hladilnik za 2 h na 6
°C, da so se iz sporangijev sprostile zoospore. Med inkubacijo smo v alikvotu s pomocjo
hemocitometra doloc¢ili koncentracijo sporangijev, kot je opisano v poglavju 3.2.2. Po
koncani inkubaciji v hladilniku smo suspenzijo zoospor prefiltrirali skozi 100 um cedilo
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za celicne kulture (Corning ®, Sigma-Aldrich, ZDA), da smo odstranili odvecen micelij
in sporangiofore ter ustrezno red¢ili z AVV in dodali 0,01 % (v/v) surfaktanta Tween 20
(Sigma-Aldrich, ZDA). Tako pripravljeno suspenzijo virulentnih zoospor P. infestans
smo uporabili kot inokulum za testiranje odpornosti genotipov RS na krompirjevo plesen.

3.2.3.3 Vzbuditev virulence P. infestans z inokulacijo krompirjevih rastlin v tkivni kulturi

Uporabili smo od stiri do pet tednov stare krompirjeve rastline sorte Dobrin (Kus, 1987;
Dolnicar in Rudolf Pilih, 2012) v tkivni kulturi v steklenih kozarckih premera 10 cm.
Vsak kozarcek je vseboval tri rastline (Slika 19).

Slika 19: Vzbuditev virulence P. infestans z uporabo krompirjeve sorte Dobrin v tkivni kulturi

A — uporaba prsilk za inokulacijo rastlin sorte Dobrin v tkivni kulturi; B — listi, preras€eni z micelijem in
sporangiji P. infestans po petih dneh (oznacdeni z rdeco elipso); C — prestavljanje prerascenih listov na trdna
gojisca z antibiotiki Rye-A™.

Najprej smo razkuzili prsilke; za 1 h smo jih potopili v 1 % raztopino NaOCl (Kemika,
Hrvaska), nato pa dvakrat sprali z AVV. Suspenzijo zoospor smo pripravili iz preras¢enih
20jis¢ Rye-A, kot je opisano v poglavju 3.2.2, in jo odpipetirali v razkuzene prsilke. V
vsak kozarek smo po rastlinah sorte Dobrin enakomerno poprsili suspenzijo zoospor
(Slika 19A). Inokulirane tkivne kulture smo prestavili v rastno komoro (IZR Skofja Loka,
Slovenija) z rastnimi pogoji 14 h dnevne svetlobe, temperaturo 21 °C in 75 % relativne
zracne vlaznosti.
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Po petih dneh oziroma ko je bila vecina listov na rastlinah preras¢ena z micelijem P.
infestans (Slika 19B), smo s sterilno pinceto odtrgali liste z micelijem in jih posami¢no
prestavili v petrijevke z gojis¢em z Rye-A" (Priloga D) (Slika 19C). Petrijevke s
preraScenimi listi smo inkubirali v inkubatorju v temi pri temperaturi 21 °C. Po treh tednih
smo iz prera$¢enih petrijevk Rye-A" pripravili suspenzijo virulentnih zoospor, kot je
opisano v poglavju 3.2.2, in jo uporabili kot inokulum za testiranje odpornosti genotipov
R& na krompirjevo plesen.

3.3 TESTIRANJE ODPORNOSTI GENOTIPOV R§ NA KROMPIRJEVO PLESEN

Za dolocitev stopnje odpornosti in primerjavo genotipov RS skupaj s starSevskimi sortami
smo rastline izpostavili Stirim izolatom P. infestans v treh razliénih pogojih: cele rastline
v rastlinjaku, na odrezanih listih (ang. Detached Leaf Assay — DLA) v rastni komori in v
tkivni kulturi (in vitro). Na ta nacin smo zeleli pokazati vpliv stanja, v katerem so bile
rastline med okuzbo s P. infestans (odrezani listi proti celi rastlini v rastlinjaku proti celi
rastlini v tkivni kulturi) na stopnjo odpornosti genotipov RS proti krompirjevi plesni v
primerjavi s starSevskimi sortami.

3.3.1 Inokulacija celih rastlin genotipov RS in starSevskih sort s P. infestans v
rastlinjaku

3.3.1.1 Ohranjanje visoke zra¢ne vlage z meglilnim sistemom

V rastlinjaku smo posadili od §tiri do pet tednov stare tkivne kulture genotipov RS ter
starSevskih sort Rioja, Lusa, Colomba, Sylvana in Sarpo Mira (skupno 10 genotipov in 5
starSevskih rastlin), kot opisano v poglavju 3.1.5. Vsak genotip oziroma starSevska sorta
je bila posajena v Sestih ponovitvah za vsako testirano obravnavanje (dva izolata P.
infestans in negativna kontrola). Skupno smo tako v komore v rastlinjaku KIS v Ljubljani
posadili 270 rastlin (15 rastlin X 6 ponovitev x 3 obravnavanja) ter jih naklju¢no
razporedili znotraj vsakega obravnavanja. Krompirjeve rastline so rastle v pogojih 16 h
dnevne svetlobe pri temperaturi 23 + 7 °C. Nad vsako skupino rastlin smo namestili
meglilni sistem za vzdrZevanje visoke stopnje zracne vlaznosti. Meglilni sistem (Simple,
Piro, Slovenija) je bil sestavljen iz cevi, dolzine 12 m in dvajset prSilnih Sob premera 0,4
mm, razporejene z razmakom 60 cm. Delovni pult komore v rastlinjaku je meril 6 m, zato
smo nad vsako skupino rastlin lahko meglilni sistem napeljali krozno ter tako postavili
prsilno Sobo na vsake 30 cm za boljSo pokritost z meglico.

Po petih tednih smo na rastline nanesli inokulum izolatov 90128 in IPO-C, pripravljen
kot opisano v poglavju 3.2.3.2, za negativno kontrolo pa smo uporabili AVV z dodatkom
0,01 % (v/v) surfaktanta Tween 20 (Sigma-Aldrich, ZDA). Inokulacijo P. infestans smo
opravili v ve€ernih urah. V mikoloSkem laboratoriju smo pripravili 1 L inokuluma s
koncetracijo 2,5 x 10* sporangijev/ml, kot opisano v poglavju 3.2.3.2, in suspenzijo
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pretocili v ro¢ne tlacne prsilke (Alta Tech, Di Martino, Italija). Poprsili smo zgornje in
spodnje strani listov, pri tem pa pazili, da suspenzija ni pretirano odtekala s povrSine
listov. Termin prSenja meglice smo nastavili na 1 min prSenja vsako uro. Tekom okuzbe
genotipov RS in starSevskih sort s P. infestans smo spremljali rastne pogoje v komorah
rastlinjaka s pomoc¢jo termometra in higrometra (Extech Datalogger, Extech, ZDA).
Rastline so rastle v rastnih pogojih 16 h dnevne svetlobe (LED-svetila, REFLECTA,
Avstrija) pri temperaturi 23 + 7 °C. Rastline smo dnevno pregledovali za pojav
simptomov krompirjeve plesni.

3.3.1.2 Ohranjanje visoke zra¢ne vlage z zavijanjem rastlin v plasticne vrece

V rastlinjaku smo posadili pet tednov stare tkivne kulture genotipov C419, C571 ter
starSevskih sort Colomba in Sarpo Mira, kot opisano v poglavju 3.1.5. Vsak genotip oz.
starSevska sorta je bila posajena v devetih ponovitvah za vsako testirano obravnavanje
(Stirje izolati P. infestans in negativna kontrola). Skupno smo posadili 180 rastlin (4
rastline X 9 ponovitev x 5 obravnavanj), ki smo jih naklju¢no razporedili znotraj vsakega
obravnavanja.

Po $tirih tednih smo na odrasle rastline nanesli inokulum izolatov 02 07, 09 07, 90128
in IPO-C, pripravljen kot opisano v poglavju 3.2.3.3. Pri rastlinah, namenjenih za
negativno kontrolo, smo uporabili AVV z dodatkom 0,01 % (v/v) surfaktanta Tween 20
(Sigma-Aldrich, ZDA). Inokulacijo P. infestans smo opravili v veernih urah. V
mikoloskem laboratoriju smo pripravili 1 L inokuluma s koncentracijo 1 x 10°
sporangijev/ml (z izjemo izolata 02 07, kjer smo uporabili koncentracijo 4 x 10°
sporangijev/ml) in suspenzijo pretoCili v ro¢ne tlacne prsilke (Alta Tech, Di Martino,
Italija). Poprsili smo zgornje in spodnje strani listov, pri tem pa pazili, da suspenzija ni
pretirano odtekala s povrSine listov. Vsako rastlino smo nato zavili v (PVC) vreco
(dimenzije 32 cm x 60 cm), da so bile rastline v celoti pokrite, vendar vre¢ nismo
neprodusno zaprli, da smo omogocili krozenje zraka (Slika 20). Rastline smo pustili
pokrite 14 dni v rastnih pogojih 16 h dnevne svetlobe (LED-svetila, REFLECTA,
Avstrija) pri temperaturi 23 + 7 °C.
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v/
Slika 20: Uporaba PVC vre€ za vzdrZevanje visoke relativne zracne vlage po inokulaciji genotipov
RS in starSevskih sort s P. infestans v rastlinjaku

Po 14 dneh smo vreCe odstranili in pregledali vse rastline. Intenziteto simptomov smo
dolo¢ili po lestvici od 1 do 8 (Cruickshank in sod., 1982), pri ¢emer ocena 1 pomeni vec
kot 90 % propadlih listov, ocena 8 pa < 10 % propadlih listov (Slika 21). Rastline s
tipicnimi znaki krompirjeve plesni smo poslikali, slike pa nato obdelali s programom za
obdelavo slik ImageJ (Schneider in sod., 2012). Slikam smo odstranili ozadje in nastavili
¢rno barvo ozadja.

Slika 21: Lestvica za ocenjevanje simptomov krompirjeve plesni na celih rastlinah (Cruickshank in
sod., 1982)
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3.3.1.2.1 Statisti¢na analiza pridobljenih podatkov

Skupno smo po 14 dneh pri genotipih C571 in C419 ter starSevskih sortah Colomba in
Sarpo Mira pridobili devet ocen intenzitete simptomov za vsak inokuliran izolat P.
infestans. Izjemoma smo pri genotipu C419 po inokulaciji z izolatom IPO-C pridobili
osem ocen. Izra¢unali smo povprecno oceno simptomov (POS) in standardno deviacijo
za vsak genotip oz. starSevsko sorto glede na inokuliran izolat P. infestans ter pridobljene
rezultate prikazali v obliki tockovnega diagrama.

Za dolocitev statisti¢no znacilnega vpliva genotipa oz. starSevske sorte na vrednosti POS
za posamezen izolat P. infestans smo uporabili enosmerno analizo variance (ANOVA),
pri ¢emer je vrednost p < 0,05 pomenila statisticno znacilen vpliv. Za post-hoc analizo
smo uporabili Tukeyjev HSD test.

Statisticno analizo smo opravili v programu R Studio (verzija 1.4.1717) s paketom
»agricolae« (RStudio Team, 2022).

3.3.2 Inokulacija odrezanih listov genotipov RS in starSevskih sort s P. infestans

Test odrezanih listov temelji na inokulaciji P. infestans na odrezane krompirjeve liste
namesto na celih rastlinah na polju ali v rastlinjaku, pri ¢emer testirane krompirjeve liste
inkubiramo v rastnih komorah, kjer lahko natan¢no vzdrzujemo optimalne pogoje za
uspesno okuzbo s P. infestans. Odrezane liste smo pridobili iz rastlin, gojenih v
rastlinjaku, zato smo pred inokulacijo genotipov RS§ z inokulumom P. infestans testirali
ve¢ nacinov povrSinske sterilizacije krompirjevih listov, da bi preprecili razvoj
kontaminacij.

3.3.2.1 Testiranje razli¢nih nac¢inov povrsSinske sterilizacije listov

Od krompirjevih rastlin, vzgojenih v rastlinjaku, starih sedem tednov, smo odrezali po
Sest listov z vsaj petimi listi¢i za vsako testirano metodo povrsinske sterilizacije (skupno
36 listov). Testirali smo pet razli¢nih metod razkuzevanja listov, eno skupino listov pa
smo uporabili kot negativno kontrolo (brez razkuzevanja):

1. izpiranje listov pod tekoco vodo, ki mu je sledilo kratko namakanje v 1 % NaOCl
(Kemika, Hrvaska), nato pa Se kratko namakanje v AVV;

2. 1izpiranje listov pod tekoco vodo, ki mu je sledilo kratko namakanje v 0,5 %
NaOCl (Kemika, Hrvaska), nato pa kratko namakanje v AVV;

3. izpiranje listov s tekoco vodo in nato kratko namakanje v AVV;

4. 1izpiranje listov samo s tekoco vodo;

5. kratko namakanje v AVV;
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6. brez razkuzevanja.

Po povrSinski sterilizaciji smo liste vstavili v predhodno namocene cvetlicne gobe
velikosti priblizno 3 cm x 3 cm X 3 cm (Slika 22). Cvetli¢ne gobe z vstavljenimi listi smo
polozili v pladenj na plasti¢ne mreze, te pa na papirnate brisacke. Vsak pladenj smo zavili
v PVC vredo in ga prestavili v rastno komoro (IZR Skofja Loka, Slovenija) z rastnimi
pogoji 16 h dnevne svetlobe pri temperaturi 22 °C.
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Naslednji dan smo na liste inokulirali 20 pl suspenzije zoospor P. infestans na spodnjo
(abaksialno) stran listi¢ev po eno inokulacijsko tocko, vedno na levo polovico listi¢a. Z
naknadno inokulacijo zoospor P. infestans smo preverili, ali metode povrSinske
sterilizacije vplivajo na rast P. infestans.

Po petih dnevih smo vse povrSinsko sterilizirane liste pregledali in na podlagi odziva
listnega tkiva na razkuzevanje in na pojav morebitnih kontaminacij dolocili najbolj
primerno metodo povrsinske sterilizacije. Najbolje se je obnesla metoda St. 3 (izpiranje
listov s tekoCo vodo in kratko namakanje v AVV).

3.3.2.2 Metoda DLA z odrezanimi listi v pladnjih

Inokulacijo genotipov RS in starSevskih sort z inokulumom P. infestans na odrezanih
listih (DLA) smo opravili po protokolu Vleeshouwers in sod. (1999).

Od krompirjevih rastlin genotipov R8 in starSevskih sort (Rioja, Lusa, Colomba, Sylvana
in Sarpo Mira), vzgojenih v rastlinjaku, starih sedem tednov, smo s Cistimi Skarjicami
odrezali liste z vsaj petimi listi¢i, pri cemer smo odrezali le sredinske liste (med tretjim
in petim stranskim poganjkom rastline). Za vsak genotip RS in starSevsko sorto smo
pripravili po tri liste 0z. ponovitve. Vse liste smo najprej sprali pod tekoco vodo, nato pa
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dvakrat zaporedoma sprali v AVV (metoda §t. 3, opisana v poglavju 3.3.2.1), pri cemer
smo AVV med spiranjem genotipov redno menjavali. Liste smo nato osusili s papirnatimi
brisackami, jih vstavili v prej namocene cvetlicne gobe (velikost cca. 3 cm x 3 cm x 3
cm) in naklju¢no razporedili v plasti¢ne pladnje na plasti¢ne mreze (Slika 23 A-B). Liste
smo obrnili z abaksialno stranjo navzdol in okrog listnega peclja nalepili nalepko z
oznako genotipa. Vsak pladenj smo zavili v PVC vreco ter jih ¢ez no€ prestavili v rastno
komoro (IZR Skofja Loka, Slovenija) z rastnimi pogoji 16 h dnevne svetlobe pri
temperaturi 22 °C (Slika 23C).

odpornosti proti P. infestans

Naslednji dan smo pripravili inokulum P. infestans v koncentraciji 2,5 x 10*
sporangijev/ml, kot opisano v poglavju 3.2.3.2. Liste v pladnjih smo obrnili in na vsak
listi¢ na abaksialno stran odpipetirali 20 pl suspenzije virulentnih zoospor, in sicer vedno
le na levo polovico listica med robom in glavno listno zilo (Slika 23D). Za negativno
kontrolo smo uporabili AVV z dodatkom 0,01 % (v/v) surfaktanta Tween 20 (Sigma-
Aldrich, ZDA). Liste smo pustili obrnjene z abaksialno stranjo navzgor in nadaljevali z
inkubacijo v rastni komori. Naslednji dan smo liste obrnili z abaksialno stranjo navzdol
in jih v rastni komori inkubirali Se 7 dni, pri ¢emer smo dnevno spremljali pojav
simptomov krompirjeve plesni in s kljunastim merilom merili velikost nastalih nekroz.
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3.3.2.3 Metoda DLA na listi¢ih v petrijevkah z vodnim agarjem

Metodo DLA na posamicénih listicih smo opravili po protokolu Li in sod., (2012).
Pripravili smo petrijevke z 1,5 % vodnim agarjem (15 g agarja (Biolife Italiana, Italija) v
1 L dH20) in jih obrnili z agarjem navzgor oz. s pokrovckom petrijevke navzdol. V
rastlinjaku smo iz Sest tednov starih krompirjevih starSevskih rastlin (Rioja, Lusa,
Colomba, Sylvana, Sarpo Mira) s Cistimi Skarjicami odrezali posamezne listi¢e in jih
prenesli v mikoloski laboratorij. Listi¢e smo postavili na pokrovcke petrijevk z vodnim
agarjem, tako da je bila abaksialna stran listi¢ev obrnjena proti agarju (Slika 24).

Slika 24: Inokulacija posameznih listi¢ev s P. infestans v petrijevkah z vodnim agarjem

Nato smo pripravili inokulum P. infestans, kot opisano v poglavju 3.2.3.3, in na vsak
listi¢ na obe polovici odpipetirali 20 pl suspenzije virulentnih zoospor. Za negativno
kontrolo smo uporabili AVV z dodatkom 0,01 % surfaktanta Tween 20 (Sigma-Aldrich,
ZDA). Petrijevke z listi¢i smo prestavili v rastno komoro (BINDER GmbH, NEmcija) z
rastnimi pogoji 16 h dnevne svetlobe pri temperaturi 22 °C ter dnevno spremljali pojav
simptomov krompirjeve plesni in s kljunastim merilom merili velikost nastalih nekroz.

3.3.3 Inokulacija tkivnih kultur genotipov RS in starSevskih sort s P. infestans
3.3.3.1 Priprava rastlin in inokuluma ter postopek inokulacije

Uporabili smo od stiri do pet tednov stare tkivne kulture genotipov RS in starSevskih sort
Rioja, Lusa, Colomba, Sylvana in Sarpo Mira. Vsak kozarcek je vseboval tri rastline, za
vsak genotip RS oz. starSevsko sorto pa smo uporabili po tri kozarcke za vsako
obravnavanje (dva izolata P. infestans in negativna kontrola). Rastline smo loceno
inokulirali s slovenskima izolatoma (02 07 in 09 07) ter loeno s tujima izolatoma
(90128 in IPO-C). Inokulacijo tkivnih kultur genotipov RS in starSevskih sort smo
neodvisno ponovili dvakrat za vsak par izolatov.
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Inokulum P. infestans smo pripravili, kot je opisano v poglavju 3.2.3.3., in sicer v
koncentraciji 2,5 x 10* sporangijev/ml. Suspenzijo virulentnih zoospor smo prestavili v
predhodno razkuZzene prSilke in enakomerno poprsili rastline v vsakem kozarcku. Za
negativno kontrolo smo uporabili AVV z dodatkom 0,01 % (v/v) surfaktanta Tween 20
(Sigma-Aldrich, ZDA). Pokrovcke kozarCkov smo ovili s parafilmom za ohranjanje
visoke stopnje vlaznosti. Kozargke smo inkubirali 8 dni v rastni komori (IZR Skofja Loka,
Slovenija) z rastnimi pogoji 14 h dnevne svetlobe pri temperaturi 21 °C in 75 % relativne
zracne vlaznosti.

e e 2 — 2 Lt
Slika 25: Inokulacija tkivnih kultur genotipov RS in starSevskih sort s P. infestans

Inokulirane tkivne kulture smo dnevno pregledovali pod steromikroskopom in zabelezili
pojav simptomov krompirjeve plesni. Stopnjo razvoja bolezni smo dolocili s pomocjo
lestvice simptomov, pri ¢emer je vrednost 0 predstavljala zdrav list, brez simptomov,
vrednost 8 pa moc¢no razraS¢en micelij P. infestans z veliko sporangiji na listnem tkivu
(Slika 49, poglavje 4.4.3). Liste s tipi¢nimi znaki krompirjeve plesni smo poslikali z
digitalnim mikroskopom Olympus DSX1000 (objektiv DSX10- SXLOBI1X, delovna
razdalja 51,7 mm) na Katedri za lesne $kodljivce, zas€ito in modifikacijo lesa Oddelka za
lesarstvo Biotehniske fakultete. Slike listov smo obdelali s programom za obdelavo slik
ImagelJ (Schneider in sod., 2012), in sicer smo slikam odstranili ozadje in nastavili ¢rno
barvo ozadja.

3.3.3.2 Statisti¢na analiza pridobljenih podatkov

Skupno smo z vsakim izolatom P. infestans za vsak genotip RS oz. starSevsko sorto
inokulirali po 6 kozarckov s 3 rastlinami (3 kozarcki % 2 poskusa). Vsaki rastlini znotraj
kozarcka smo dnevno dolo¢ili oceno izrazenih simptomov krompirjeve plesni s pomocjo
lestvice, ki smo jo na podlagi preliminarnih poskusov dolocili posebej za vrednotenje
simptomov krompirjeve plesni na rastlinah v tkivni kulturi (Slika 49, poglavje 4.4.3).
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Za vsak inokuliran genotip RS oz. starSevsko sorto smo dnevno pridobili 18 ocen (3
rastline % 6 kozarckov), iz katerih smo za vsak dan po inokulaciji izracunali povprecno
oceno simptomov (POS). Pridobljene vrednosti POS smo razdelili v stiri skupine, glede
na krizanja, iz katerih potomci izhajajo: skupina Rioja, skupina Lusa, skupina Colomba
in skupina Sylvana. Dnevne vrednosti POS za vsako skupino smo prikazali s tockovnim
diagramom, lo¢eno po izolatih P. infestans. Za primerjavo stopnje odpornosti med
genotipi RS in starSevskimi sortami smo uporabili le kon¢ne vrednosti POS po osmih
dneh po inokulaciji. Na podlagi teh vrednosti POS smo genotipe RS in starSevske sorte
oznacili kot:

e odporne na P. infestans, Ce je vrednost POS po 8 dneh znasala med 0 in 3,9;
e srednje odporne, ¢e je vrednost POS po 8 dneh znaSala med 4,0 in 5,9;

e obcutljive, ¢e je vrednost POS po 8 dneh znasala med 6,0 in 8,0.

Za dolocitev statisticno znacilnega vpliva genotipa oz. sorte na vrednosti POS znotraj
posamezne skupine rastlin smo uporabili enosmerno analizo ANOVA, pri ¢emer je
vrednost p < 0,05 pomenila statisti¢no znacilen vpliv. Za analizo post-hoc smo uporabili
Tukeyjev HSD test, s katerim smo ugotovili, kateri genotipi R8 oz. starSevske sorte se
statisti¢no znacilno razlikujejo, ter rezultate prikazali v obliki preglednice.

Za primerjavo agresivnosti med Stirimi uporabljenimi izolati P. infestans smo za vsak
izolat izracunali plos¢ino pod krivuljo razvoja bolezni (ang. Area Under the Disease
Progress Curve — AUDPC) s trapezno metodo (Forbes in sod., 2014) za vse inokulirane
rastline (potomci in starSi skupaj, brez lo€evanja po krizanjih), kjer je spremenljivka y
predstavljala vrednost POS za posamezno rastlino, medtem ko je spremenljivka t
predstavljala ¢as, izrazen v dnevih po inokulaciji:

n-1
AUDPC = z (%) X (tin — L)) @)
i=1

Za dolocitev statisticno znacilnega vpliva izolata P. infestans na vrednosti POS smo
uporabili enosmerno analizo ANOVA in Tukeyjev HSD test za analizo post-hoc.
Rezultate smo graficno predstavili s stolpénim diagramom vrednosti AUDPC po izolatih.

Statisticno analizo smo opravili v programu R Studio (verzija 1.4.1717) s paketom
»agricolae« (RStudio Team, 2022).
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3.4  IZRAZANIJE GENA Rpi-Smira2/R8 V GENOTIPIH C419 IN C571 PO OKUZBI
S P. infestans

3.4.1 Inokulacija genotipov C419 in C571 ter starSevskih sort Colomba in Sarpo
Mira s P. infestans

Uporabili smo pet tednov stare tkivne kulture genotipov C419 in C571 ter pripadajocih
starSevskih sort Colomba in Sarpo Mira. Rastline v tkivni kulturi smo lo¢eno inokulirali
s slovenskima izolatoma (02_07 in 09 07) ter lo¢eno s tujima izolatoma (90128 in IPO-
C). Vsak kozarcek je vseboval tri rastline, za vsak genotip oz. starSevsko sorto pa smo
inokulirali med Stiri in Sest kozarckov za vsako ¢asovno tocko (0, 2 in 4 dnevi po
inokulaciji) in inokuliran izolat. Skupno smo tako inokulirali najmanj 288 kozarckov (4
kozarcki oz. ponovitve x 4 genotipi oz. starS. sorte X 3 ¢asovne tocke x 6 obravnavanj (4
inokulirani izolati in 2 negativni kontroli)).

Inokulum P. infestans smo pripravili, kot opisano v poglavju 3.2.3.3, v koncentraciji 5 x
10* sporangijev/ml. Suspenzijo virulentnih zoospor smo prestavili v predhodno razkuZene
prsilke in enakomerno poprsili rastline v vsakem kozarc¢ku. Za negativno kontrolo smo
uporabili AVV z dodatkom 0,01 % (v/v) surfaktanta Tween 20 (Sigma-Aldrich, ZDA).
Pokrovcke kozarckov smo ovili s parafilmom za ohranjanje visoke stopnje zracne
vlaznosti, razen pri skupini kozar¢kov, namenjenih pobiranju vzorcev v ¢asovni tocki 0
dni po inokulaciji, iz katerih smo takoj po inokulaciji z inokulumom P. infestans s Cisto
pinceto nabrali priblizno 100 mg listnega tkiva v mikrocentrifugirke in jih takoj zamrznili
v tekocem dusiku. Kozarcke z inokuliranimi rastlinami smo prestavili v rastno komoro
(BINDER GmbH, Nemcija) z rastnimi pogoji 16 h dnevne svetlobe pri temperaturi 22
°C. Po dveh in §tirih dneh po inokulaciji smo ponovno iz kozarckov pobrali priblizno 100
mg listnega tkiva v mikrocentrifugirke in jih takoj zamrznili v teko¢em dusiku. Vzorce
listnega tkiva smo do izolacije molekul RNA shranili v zamrzovalni skrinji pri
temperaturi -80 °C.

3.4.2 Izolacija molekul RNA

Za izolacijo molekul RNA smo uporabili komercialni komplet reagentov za izolacijo
molekul RNA iz rastlinskega materiala RNeasy Plant Kit (Qiagen, Nemcija). Vzorce
listnega tkiva smo prenesli iz zamrzovalne skrinje pri -80 °C v genetski laboratorij ter v
vsako mikrocentrifugirko dodali 4 jeklene kroglice premera 3 mm in 800 ul pufra za
liziranje celic RLT s predhodno dodanim 8 pul B-merkaptoetanola (Sigma-Aldrich, ZDA).
Listno tkivo smo strli z razkrojevalcem tkiv TissueLyser (Retsch, Nemcija) za 6 min na
maksimalno frekvenco (30 Hz). Ker se je lizni pufer RLT po homogenizaciji mo¢no
spenil, smo mikrocentrifugirke z vzorci prestavili v manjSo namizno centrifugo in
centrifugirali priblizno 1 min, da se je nastala pena posedla. Nato smo 700 pl
homogenizata odpipetirali v mikrocentrifugirko z lila obarvano kolono (priloZzeno v
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kompletu) in centrifugirali 2 min pri 14 000 rpm. Supernatant smo prestavili v novo
mikrocentrifugirko in dodali 0,5 volumna absolutnega etanola (Honeywell, ZDA),
premesali s pipetiranjem in prestavili 700 pul meSanice v mikrocentrifugirko z roza
obarvano kolono (prilozeno v kompletu) in centrifugirali 30 s pri 10 000 rpm. Zaradi
vecjega volumna smo ta korak (dodatek 0,5 volumna etanola in centrifugiranje) Se enkrat
ponovili. Nato smo dodali 700 pl pufra RW1 za ¢is¢enje na kolono vezanih molekul RNA
ter ponovno centrifugirali 30 s pri 10 000 rpm. Kolono z vezanimi molekulami RNA smo
prestavili v novo zbiralno mikrocentrifugirko volumna 2 ml (prilozeno v kompletu) ter
nanjo odpipetirali 500 ul pufra RPE. Mikrocentrifugirke smo ponovno centrifugirali 30 s
pri 10 000 rpm. Iz zbiralne mikrocentrifugirke smo odlili odvecni pufer, na kolono pa
ponovno odpipetirali 500 pl pufra RPE ter tokrat centrifugirali 2 min pri 10 000 rpm.
Kolono z vezanimi molekulami RNA smo prestavili v novo mikrocentrifugirko ter
ponovno centrifugirali 1 min pri 10 000 rpm, da smo s kolone odstranili vse ostanke
pufrov. Kolono smo nato prestavili v novo sterilno mikrocentrifugirko in nanjo
odpipetirali 40 pl vode brez nukleaz za eluacijo molekul RNA. Mikrocentrifugirke smo
centrifugirali 1 min pri 11 000 rpm, eluat pa nato ponovno odpipetirali na kolono in
ponovili centrifugiranje. S tem smo povisali koncentracijo molekul RNA v eluatu.

Vzorce z izoliranimi celokupnimi molekulami RNA smo shranili v zamrzovalni skrinji
pri temperaturi -80 °C. Kvaliteto in koncentracijo celokupnih molekul RNA smo izmerili
s spektrofotometrom NanoDrop (ThermoFisher, ZDA) v Centru za funkcijsko genomiko
in bio¢ipe na Institutu za biokemijo in molekularno genetiko v Ljubljani. Vse vzorce RNA
nato razredcili z vodo brez nukleaz na koncentracijo 100 ng/ul.

3.4.3 Razgradnja genomske DNA in reverzna transkripcija

Pred reakcijo reverzne transkripcije smo vzorcem RNA odstranili genomsko DNA s
komercialnim kompletom reagentov TURBO DNA-free™ (Invitrogen, ZDA). V
mikrocentrifugirko smo odpipetirali 20 pl RNA in dodali 2 pl 10x pufra TURBO
DNase™ Buffer ter 0,5 pl encima TURBO DNase™. Vzorce smo prestavili v termoblok
(Eppendorf, Nemcija) in inkubirali 30 min pri temperaturi 37 °C. Reakcijo razgradnje
genomske DNA smo po inkubaciji ustavili z dodatkom 2 pl inaktivacijskega reagenta in
vzorce pustili 5 min na sobni temperaturi, pri ¢emer smo vsebino mikrocentrifugirk
obcasno rahlo premesali. Po inaktivaciji encima smo vzorce centrifugirali 1,5 min pri
hitrosti 10 000 rpm in odpipetirali supernatant, ociSeno celokupno RNA, v nove
mikrocentrifugirke.

Za reverzno transkripcijo smo uporabili komercialni komplet reagentov High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher, ZDA), pri ¢emer smo si vnaprej
pripravili reakcijsko meSanico (ang. Master Mix), ki je vsebovala reagente, nastete v
preglednici 5.
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Preglednica 5: Reagenti, uporabljeni za pripravo reakcijske mesanice (Master Mix) za reverzno
transkripcijo

Volumen reagenta na

Komponenta reakeijo (ul)
Pufer RT (10x) 4,0
Mesanica deoksinukleotidnih fosfatov (ANTP) (100 mM) 1,6
Nakljucni zacetni oligonukleotidi (10x) 4,0
Encim reverzna transkriptaza MultiScribe™ (50 U/ul) 2,0
Inhibitor RNaz 2,0
Voda brez nukleaz 6,4
SKUPAJ (ul) 20,0

Koncni volumen reakcijske meSanice z ustreznimi volumni vsebujocih reagentov smo
preracunali glede na Stevilo reakcij reverzne transkripcije oz. Stevilo vzorcev RNA, ki
smo jih zeleli prepisati v komplementarno DNA (¢cDNA). V vsak vzorec z 20 ul RNA
smo odpipetirali 20 ul predhodno namesane reakcijske mesanice in jih prestavili v cikli¢ni
termostat SureCycler 8800 (Agilent Technologies, ZDA) ali Veriti (Applied Biosystems,
ZDA) s programom:

e 10 min pri temperaturi 25 °C;
e 2 h pri temperaturi 37 °C;
e 5 min pri temperaturi 85 °C — inaktivacija encima reverzne transkriptaze.

Vzorce cDNA smo shranili v zamrzovalni omari pri temperaturi -20 °C.

3.4.4 Reakcija PCR v realnem casu

Za reakcije PCR v realnem Casu smo za detekcijo pomnozenih fragmentov uporabili
komercialni komplet reagentov TagMan® (ThermoFisher, ZDA), pri ¢emer smo vnaprej
pripravili ustrezni volumen reakcijske meSanice (ang. Master Mix) za vse analizirane
vzorce cDNA. Ena reakcija v kon¢énem volumnu 10 pl je vsebovala reagente, nastete v
preglednici 6. Za spremljanje izrazanja gena Rpi-Smira2/R8 smo uporabili po narocilu
pripravljene oligonukleotidne zacetnike s sondami TagMan® Gene Expression Assay
(ThermoFisher, ZDA), katerih zaporedja so prikazana v preglednici 7.

Reakcijo PCR v realnem ¢asu smo opravili na aparaturi 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems™, ZDA) s pripadajo¢im programskim paketom 7500 Software
(razli¢ica 2.0.6) (Applied Biosystems™, ZDA) na plos¢i s 96 vdolbinami (MicroAmp®
Fast 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems™, ZDA).
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Preglednica 6: Reagenti, uporabljeni za pripravo posamezne 10 pl reakcije PCR v realnem ¢asu

Volumen reagenta

Komponenta na reakcijo (ul)
Univerzalna reakcijska mesanica TagMan® II (2x) 5,0
TagMan® Gene Expression Assay (levi in desni zac. oligonuk. ter sonde) 05
(20%) ’
Voda brez nukleaz 3,5
cDNA 1,0
SKUPAJ (nl) 10,0

Vsak vzorec smo analizirali v dveh tehni¢nih ponovitvah, vkljucili pa smo tudi negativne
kontrole (NonTemplate Control — NTC), kjer smo namesto cDNA v reakcijsko meSanico
odpipetirali vodo brez nukleaz. Vzorce cDNA smo pomnozevali po programu:

e 2 min pri temperaturi 50 °C;
¢ 10 min pri temperaturi 95 °C (aktivacija polimeraze);
e 40 ciklov pri pogojih:

o 15 s pri temperaturi 95 °C;

o 1 min pri temperaturi 60 °C.

Preglednica 7: Zaporedja zacetnih oligonukleotidov in sonde za spremljanje izrazanja gena Rpi-
Smira2/R8 v reakciji PCR v realnem ¢asu

Tarcni gen Zaporedje (5'-3")
F: TCCAAGGACAAGGAAGATGAGGTA
Gen Rpi-Smira2/R8 R: CTCTTTCCCATTAGGCTTTTCCTCAA

Sonda: FAM-CCTGTCAGCAAGTTTG

Zacetni oligonukleotidi za spremljanje izrazanja gena Rpi-Smira2/R8 so bili oblikovani
po narocilu s t. i. Custom TagMan® Gene Expression Assay SM FAM (ThermoFisher
Scientific, ZDA) na podlagi kodirajocega zaporedja gena Rpi-Smira2/R8, ki je objavljen
in prosto dostopen v bazi GenBank pod identifikacijsko oznako KU530153.1 s polnim
imenom »Solanum demissum Resistance protein Rpi-Smira2/R8«. Hkrati smo spremljali
tudi izraZanje referencnega gena 18S rRNA s pomocjo komercialno dostopnega kompleta
reagentov Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control (Applied Biosystems™, ZDA)

3.5 IDENTIFIKACIA IN IZVOR KONTAMINACI
3.5.1 Odprte petrijevke z gojis¢em PDA v rastlinjaku in rastnih komorah

Da bi nasli izvor kontaminacij, smo pripravili trdna krompirjeva gojisc¢a (Potato Dextrose
Agar — PDA, Biolife Italiana, Italija) z antibiotikom streptomicin (Streptomicin sulfat,
Sigma-Aldrich, ZDA) v koncentraciji 55 mg/l (Priloga E). Petrijevke z gojis¢em PDA
smo postavili v rastlinjak in v vse rastne komore (IZR Skofja Loka, Slovenija in BINDER
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GmbH, Nemcija), ki smo jih uporabili pri inokulacijah genotipov RS in starSevskih
rastlin, kot opisano v poglavjih 3.3.1, 3.3.2 in 3.3.4. V rastlinjaku smo petrijevke postavili
med posajenimi rastlinami na razdaljo priblizno 1 m, medtem ko smo v rastnih komorah
na vsako polico postavili eno petrijevko. Vse petrijevke v rastlinjaku in rastnih komorah
smo pustili odprte 1 h, nato jih zaprli in inkubirali v rastni komori (IZR Skofja Loka,
Slovenija in BINDER GmbH, Nemc¢ija) z rastnimi pogoji 16 h dnevne svetlobe pri
temperaturi 22 °C. Petrijevke iz rastlinjaka smo pregledali v mikoloskem laboratoriju pod
stereomikroskopom po 4 dneh, petrijevke iz rastnih komor pa po 6 dneh. Na podlagi
morfoloskih znacilnosti razli¢nih micelijev smo identificirali rod gliv.

3.5.2 Qdtisi nerazkuZenih listi¢ev na trdna gojis¢a PDA

Iz krompirjevih rastlin genotipov C419 in C571 ter starSevskih sort Colomba in Sarpo
Mira, gojenih v rastlinjaku, starih Stiri tedne smo s ¢istimi Skarjicami odrezali posamezne
listiCe in jih prenesli v mikoloski laboratorij. V brezpra$ni komori smo si pripravili
petrijevke s trdnim gojis¢em PDA z antibiotikom streptomicin v koncentraciji 100 mg/ml
(Streptomicin sulfat, Sigma-Aldrich, ZDA) (Priloga E). Nabrane listiCe smo brez
predhodne povrSinske sterilizacije ali spiranja neposredno odtisnili na trdna gojis¢a PDA,
pri cemer smo vsako stran listi¢a odtisnili v lo¢ene petrijevke (Slika 26).

Slika 26: Priprava posameznih nerazkuZenih krompirjevih listiCev za odtise na trdna gojis¢a PDA

Petrijevke z odtisi listiCev smo nato prestavili v rastno komoro (BINDER GmbH,
Nemcija) z rastnimi pogoji 16 h dnevne svetlobe pri temperaturi 22 °C. Po 4 dneh smo
vse petrijevke pregledali v mikoloskem laboratoriju pod stereomikroskopom ter na
podlagi morfoloskih znacilnosti razli¢nih micelijev identificirali rod gliv.

3.5.3 Odtisi povrsinsko steriliziranih listicev na trdna gojis¢a PDA

Da bi preverili, ali razliéne metode povrSinske sterilizacije res odstranijo kontaminacije z
listne povrSine, smo listi€e po povrsinski sterilizaciji odtisnili na trdna gojis¢a PDA in
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preverili ucinkovitost razkuzevanja. Testirali smo pet razlicnih metod povrSinske
sterilizacije, kot je opisano v poglavju 3.3.2.1.

Iz krompirjevih rastlin, gojenih v rastlinjaku, starih sedem tednov, smo s Cistimi
Skarjicami nabrali vecje Stevilo listov in jih prenesli v brezprasno komoro v mikoloski
laboratorij. S sterilno pinceto smo odtrgali posamezne listice, pri ¢emer smo za vsako
metodo povrSinske sterilizacije uporabili 4 listiCe, le pri negativni kontroli (brez
povrsinske sterilizacije) smo uporabili 3 listice. Za vsako metodo povrSinske sterilizacije
smo v 50 ml centrifugirkah pripravili lo¢ene raztopine NaOCl oz. teko¢o vodo 0z. AVV,
da smo se izognili navzkriznemu prenosu neuspesno odstranjenih kontaminacij (Slika
27).

Slika 27: Povrsinska sterilizacija krompirjevih listicev za odtis na trdna gojis¢a PDA

Po povrsinski sterilizaciji smo listi¢e osuSili na toplotno steriliziranih papirnatih
brisaCkah. Listi¢e smo nato odtisnili na trdna gojiS¢a PDA z dodanim antibiotikom
streptomicin (55 mg/ml, Streptomicin sulfat, Sigma-Aldrich, ZDA) (Priloga E), pri cemer
smo vsako stran listi¢a odtisnili na svoje gojis¢e PDA. Petrijevke smo nato inkubirali v
rastni komori (BINDER GmbH, Nemcija) z rastnimi pogoji 16 h dnevne svetlobe pri
temperaturi 22 °C. Po 4 dneh smo vse petrijevke pregledali v mikoloskem laboratoriju
pod stereomikroskopom in preverili uspeSnost razli¢nih metod povrSinske sterilizacije.
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4 REZULTATI
4.1 ROCNA KRIZANJA IN PRIDOBITEV PRAVIH SEMEN KROMPIRJA

Z ro¢nimi krizanji med maternimi rastlinami, obcutljivimi na krompirjevo plesen, in
ocetovsko odporno sorto Sarpo Mira smo uspeli pridobiti skupno 1420 semen
(Preglednica 8). Najve¢ pravih semen smo pridobili s krizanjem med sortama Sylvana in
Sarpo Miro, najmanj pa s krizanjem med sortama Rioja in Sarpo Miro. Po sajenju pravih
semen v pladnje, napolnjene s komercialnim substratom, v rastlinjak, jih je v sejancke
vzklilo 85,4 % (Preglednica 8).

Preglednica 8: Stevilo pridobljenih pravih semen in 3tevilo vzklilih rastlin za posamezno kriZanje

Ob¢utljiva sorta Odporna sorta Stevsi:::n l::,aVih Stevil;)s:lfll:lilih Delez vzl[(:/i:]ih rastlin

Rioja 187 142 75,9

Lusa 257 223 86,8

Colomba Sarpo Mira 287 269 93,7

Bikini 205 163 79,5

Sylvana 484 416 85,9
Skupno 1420 1213 85,4

42  ODBIRA GENOTIPOV RS 1Z POPULACIJE F1 KRIZANCEV
4.2.1 Odbira genotipov RS z genskimi markerji

Iz vzklilih sejanckov populacije F1 krizancev smo nabrali vzorce listnega tkiva, izolirali
DNA in z metodo PCR dolocili prisotnost 0z. odsotnost odpornostnih genov.

Da bi pridobili krizance, ki vsebujejo le gen Rpi-Smira/R8, smo opravili postopno
negativno odbiro z genskimi markerji za gene R3b, R3a, Rpi-Smiral, kot je opisano v
poglavju 3.1.3. Najprej smo vseh 1213 vzorcev analizirali z genskim markerjem R3b za
prisotnost gena R3b in odbrali le vzorce brez pomnozenega fragmenta PCR. Slednjih je
bilo skupno 186, s katerimi smo nadaljevali analizo z markerji za gena R3a (marker Sha)
in Rpi-Smiral (marker 45/XI) in pridobili 104 vzorce brez treh odpornostnih genov.
Zadnja analiza z metodo PCR je potekala z molekulskim markerjem 184-81 za gen Rpi-
Smira2/R8, kjer smo obdrzali 36 vzorcev s pomnozenim fragmentom PCR.
Reprezentativni elektroforetski geli produktov PCR za uporabljene genske markerje so
prikazani na sliki 28.

Na tej tocki so skozi opisani selekcijski postopek presli le krizanci §tirih od skupno petih

krizanj. Potomci krizanja med sortama Bikini in Sarpo Mira so prestali negativno
selekcijo za odpornostne gene R3b, R3a in Rpi-Smiral, vendar nobeden izmed odbranih
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potomcev sorte Bikini ni vseboval gena Rpi-Smira2/R8 in posledi¢no niso bili vec
vkljuceni v nadaljnje analize.

V.Y DNA Vzorci $1096-S1119

CRTTAL TR ERITT AT AL

M
™ 1000 bp

500bp

250bp

B R3b Vzorci C415-C459

M
S00bp i 500bp
20059 200bp
100bp 20009
C
1000 bp
1000bp
500bp
500bp
250bp
250bp
1)) sM1 Vzorci B651-S1040
1000 bp
1000bp
8 500 bp
500bp ot
250bp
E
500bp = T 500bp
200
200bp 2001
100bp

Slika 28: Primeri rezultatov agarozne elektroforeze

A — preverjanje uspesnosti izolacije molekul DNA; B — produkti pomnozevanja fragmentov gena R3b z
dolzino 378 bp; C— produkti pomnozevanja fragmentov gena R3a z dolzino 982 bp; D — produkti
pomnozevanja fragmentov gena Rpi-Smiral z dolzino 1000 bp; E — produkti pomnozevanja fragmentov
gena Rpi-Smira2/R8 po restrikciji z encimom Rsal z dolzino 480 bp.

4.2.2 Selekcija z efektorsko agroinfiltracijo

Po selekciji z genskimi markerji smo pridobili 36 krizancev, ki so vsebovali gen Rpi-
Smira2/R8, njihov status glede odpornostnega gena R4 pa je bil neznan, saj za omenjeni
gen molekulski marker Se ni razvit.
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Skupno smo agroinfiltrirali 37 rastlin: 36 krizancev in starSevsko sorto Sarpo Mira, ki je
predstavljala pozitivno kontrolo. Sprva smo agroinfiltracijo opravili na celih rastlinah,
vendar je bila zaradi kompaktne strukture krompirjevih listov mo¢no oteZena. Za razliko
od mehkih listov tobaka, na katerih se agroinfiltracija najpogosteje opravlja, so
krompirjevi listi debelejsi in Cvrstejsi, zaradi Cesar je bilo potrebno z infiltracijsko brizgo
aplicirati precejSen pritisk za uspe$no infiltracijo bakterijske suspenzije. Ob tem smo
pogosto listno tkivo poskodovali do te mere, da je precejSnja koli¢ina bakterijske
suspenzije odtekla skozi poSkodbe mimo listnega tkiva, primerljivo s cedilom (Slika 29).

A B

D

&
Slika 29: PoSkodbe na listnem tkivu, nastale na mestih agroinfiltracije, opravljene na celih
krompirjevih rastlinah
A in B — zgornja (A) in spodnja (B) stran lista agroinfiltriran z 4. tumefaciens z vektorjem z vstavljenim
genom Avr4 (sredinski listi¢), z A. tumefaciens z vektorjem brez efektorskega gena (levi listi¢ na Sliki B z
oznako P) in z AVV (desni listi¢ na Sliki B z oznako V); C in D — primera neucinkovite agroinfiltracije z
A. tumefaciens z vektorjem z vstavljenim genom Avr4.

Postopek agroinfiltracije smo ponovili, vendar smo tokrat namesto celih rastlin uporabili
le posamezne odrezane liste. S pomocjo stereomikroskopa smo lahko predhodno z iglo z
izjemno natan¢nostjo zbodli le vrhnje plasti spodnje (abaksialne) strani listnega tkiva, kar
je moc¢no olajsalo infiltracijo bakterijske suspenzije v tkivo. Po treh dneh smo vse liste
pregledali za prisotnost hipersenzitivnega odziva, kar je indikacija za prisotnost gena R4
v testiranih rastlinah. Reprezentativni primer hipersenzitivnega odziva po agroinfiltraciji
je prikazan na sliki 30. Od 36 testiranih rastlin se pri 10 krizancih hipersenzitivni odziv
ni pojavil, kar nakazuje na odsotnost gena R4.
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Lol 9
Slika 30: Reprezentativni rezultati agroinfiltracije efektorja Avr4
A — hipersenzitivni odziv (HR) po infiltraciji bakt. suspenzije A. tumefaciens z vektorjem z vstavljenim
genom Avr4; B — listi¢ brez reakcije po infiltraciji bakt. suspenzije 4. tumefaciens z vektorjem z vstavljenim
genom Avr4; C — primerjava lista z odzivom HR (levo) z listom brez odziva (desno) infiltriranega z bakt.
suspenzijo s praznim vektorjem (ang. mock control).

Po kon¢anem odboru z genskimi markerji in efektorsko agroinfiltracijo smo iz populacije
1213 F1 krizancev pridobili 10 krizancev oz. genotipov RS, ki od petih odpornostnih
genov starSevske sorte Sarpo Mira vsebujejo le gen Rpi-Smira2/R8. Genotipi RS so
izhajali iz $tirih od skupno opravljenih petih krizanj:

e genotipa R7 in R15 — starSevski sorti Rioja in Sarpo Mira;

e genotip L166 — starSevski sorti Lusa in Sarpo Mira;

e genotipi C419, C557 in C571 — starSevski sorti Colomba in Sarpo Mira;

e genotipi S859, S989, S999 in S1219 — starSevski sorti Sylvana in Sarpo Mira.

Kon¢no populacijo genotipov RS smo nato skupaj s starSevskimi sortami ponovno
testirali z vsemi Stirimi genskimi markerji ter tako potrdili odsotnost odpornostnih genov
R3a, R3b, Rpi-Smiral in prisotnost gena Rpi-Smira2/R8 (Slika 31). StarSevska sorta Rioja
je bila pozitivna na genska markerja za gena R3b in R3a (Slika 31A-B), starSevska sorta
Sylvana pa je bila pozitivna na genski marker za gen R3a (Slika 31B). StarSevski sorti
Lusa in Colomba sta bili na vse testirane genske markerje negativni, medtem ko je bila
starSevska sorta Sarpo Mira pozitivna na vse genske markerje (Slika 31).
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Slika 31: Produkti pomnoZevanja genov R3b (A), R3a (B), Rpi-Smiral (C) in Rpi-Smira2/R8 (D) v
genotipih RS in pripadajocih starSevskih sort Rioja, Lusa, Colomba, Sylvana in Sarpo Mira

A — produkti pomnoZevanja genskega markerja R3b za gen R3b z dolzino 378 bp;

B — produkti pomnozevanja genskega markerja SHa za gen R3a z dolzino 982 bp;

C — produkti pomnoZevanja genskega markerja 45/X1 za gen Rpi-Smiral z dolZino 1000 bp;

D — produkti pomnozevanja genskega markerja 184-81 za gen Rpi-Smira2/R8 po restrikciji z encimom Rsal
z dolzino 480 bp.

43  OPTIMIZACIJA VZBUDITVE VIRULENCE P. infestans

Pri pregledu literature smo zasledili in nato testirali tri razlicne na¢ine vzbuditve virulence
P. infestans ter se na podlagi uspesnosti, uc¢inkovitosti ter prednosti in slabosti odlocili za
najbolj primerno metodo in jo uporabili pred inokulacijami genotipov RS. Priprava
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suspenzije zoospor je bila pri vseh treh metodah enaka, kot opisano v poglavju 3.2.2,
razlikovale so se le v rastlinskem materialu (odrezani listi, rezine krompirjevih gomoljev
in tkivne kulture).

4.3.1 Vzbuditev virulence P. infestans z inokulacijo odrezanih krompirjevih listov

Eden izmed najbolj uporabljenih nac¢inov vzbuditve virulence P. infestans je inokulacija
krompirjevih listov, obcutljivih na krompirjevo plesen, na katere v veC toCkah
odpipetiramo suspenzijo zoospor. Po nekaj dneh se na toCkah inokulacije pojavijo prvi
simptomi bolezni, kasneje pa se pojavijo Se micelij in sporangiofori. Micelij z
virulentnimi sporangiji lahko nato preprosto prenesemo na trdna gojisc¢a Rye-A, te pa
nato uporabimo za pripravo inokuluma P. infestans za testiranje odpornosti krompirjevih
rastlin.

Ko smo odrezane krompirjeve liste inokulirali s P. infestans, kot opisano v poglavju
3.2.3.1, so se Ze naslednji dan na tockah inokulacije pojavili prvi simptomi v obliki
manjSih lokalnih nekroz (Slika 32A). Po Stirih dneh so se nekroze razsirile po listnem
tkivu izven tocke inokulacije, ponekod pa je bil viden tudi micelij (Slika 32B-C).

Slika 32: Vzbuditev virulence P. infestans z uporabo odrezanih krompirjevih listov — pomanjkljivosti

Kasneje so se pokazale pomanjkljivosti te metode. Listi so postali vodeni in uveli, kar je
otezevalo kakr$no koli rokovanje in prestavljanje listov pod stereomikroskop (Slika 32D).
Poleg tega smo pod stereomikroskopom opazili prisotnost kontaminacij, ki bi jih lahko
raz$irili skupaj z micelijem P. infestans na trdna gojisca, saj se je v nekaterih primerih
micelij kontaminacije prepletal z micelijem P. infestans (Slika 32E-F). Ceprav so izolati
P. infestans uspesno rastli na inokuliranih krompirjevih listih, se je zaradi pogoste
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prisotnosti kontaminacij metoda izkazala kot nezanesljiva in tezavna za uspesno izolacijo
in prenos virulentnega micelija P. infestans na sveza gojis¢a Rye-A.

4.3.2 Vzbuditev virulence P. infestans z inokulacijo rezin krompirjevih gomoljev

Nekoliko manj pogosto uporabljena metoda vzbuditve virulence P. infestans je
inokulacija rezin krompirjevih gomoljev, obcutljivih na krompirjevo plesen. Preden smo
gomolje lahko razrezali na rezine v sterilnem okolju, jih je bilo potrebno povrsinsko
sterilizirati. Testirali smo tri razliéne metode povrSinske sterilizacije. Kot opisano v
poglavju 3.2.3.2, so se razlikovale v tem, ali smo gomolje pred postopkom olupili ali pa
smo gomolje pred rezanjem oZzgali. Na tej tocki rezin nismo inokulirali s P. infestans,
ampak smo jih le polozili na lesene palcke v steklenih petrijevkah in pustili v inkubatorju
v temi enajst dni.

Po inkubaciji nas je zanimalo, ali so se na rezinah kljub povrSinski sterilizaciji pojavile
kontaminacije in katera izmed testiranih metod se je najbolje izkazala (Slika 33A). Pri
metodi A (neolupljeni gomolji z oziganjem) je bilo meso gomoljev najmanj poskodovano,
saj zaradi lupine raztopina NaOCI ni mogla prodreti v plasti pod lupino in poSkodovati
tkiva. Kljub kombiniranemu razkuZevanju (raztopina NaOCl in 96 % etanol) so se na teh
rezinah po koncani inkubaciji pojavile kontaminacije (Slika 33B), zato smo metodo A
oznacili kot neprimerno za uporabo.

Pri razkuZevanju rezin z metodo B (olupljeni gomolji brez oziganja) smo pricakovali, da
bo metoda dovolj ucinkovita, saj z lupljenjem gomoljev odstranimo glavni vir
kontaminacij, hkrati pa z namakanjem v NaOCI dodatno razkuzimo povrSino mesa
gomoljev in tako uni¢imo kontaminacije, ki bi se lahko prenesle na meso med lupljenjem
gomoljev. Po enajstih dneh inkubacije smo na robovih rezin opazili nekroti¢no tkivo, ki
je verjetno nastalo kot posledica namakanja v visoki koncentraciji raztopine NaOCI (3 %)
(Slika 33A). Kljub manj$im poSkodbam so rezine ostale sterilne, zato smo metodo B
povrsinske sterilizacije gomoljev oznacili kot uspesno in primerno za uporabo.

Metoda razkuzevanja C (olupljeni gomolji z oziganjem) je predstavljala nadgradnjo
metode B, kjer smo kemi¢nemu razkuzevanju z NaOCI dodali Se toplotno sterilizacijo z
oziganjem s 96 % etanolom. Zaradi kombinacije odstranjene lupine, namakanja v
raztopini NaOClI in oziganja smo pri tej metodi pricakovali najvisjo ucinkovitost. Kljub
temu so se na teh rezinah pojavile kontaminacije, oZiganje s 96 % etanolom pa je
povzrocilo dodatne nekroze na robovih rezin (Slika 33C).
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Slika 33: Testiranje treh razli¢nih metod povrSinske sterilizacije krompirjevih gomoljev (A) in pojav
kontaminacij (B in C)

Na podlagi rezultatov testiranja treh razli¢nih metod povrSinske sterilizacije krompirjevih
gomoljev smo za vzbuditev virulence P. infestans z rezinami krompirjevih gomoljev
uporabili metodo razkuzevanja B.

Po povrsinski sterilizaciji gomoljev z izbrano metodo in pripravi rezin smo naslednji dan
na rezine inokulirali suspenzijo zoospor P. infestans (izolati 02_07,09 07,90128 in IPO-
C), kot opisano v poglavju 3.2.3.2. Po dveh dneh inkubacije so se na rezinah na tockah
inokulacije pojavile nekroze (Slika 34A), kar nakazuje na uspesen vdor patogena v tkivo
gomolja. Po Stirinajstih dneh so bile krompirjeve rezine v vec€ini primerov prerascene z
belim micelijem, smo pa na nekaterih rezinah opazili tudi kontaminacije (Slika 34B-D).
Te rezine smo nato v brezprasni komori previdno odstranili iz petrijevk, da bi preprecili
Sirjenje kontaminacij na ostale rezine. Da bi potrdili prisotnost P. infestans na
inokuliranih rezinah, smo s sterilno iglo micelij iz rezin prenesli na trdna gojisca Rye-A
(Slika 34E) in jih inkubirali v inkubatorju v temi pri temperaturi 21 °C. Po sedmih dneh
smo pod stereomikroskopom pregledali to¢ke na gojiscu z izoliranim micelijem. V vecini
primerov je iz tock na gojiscu zrastla gliva z modro obarvanim micelijem z belim robom
(Slika 34F-G). Ne glede na izvorno inokulirano rezino in inokuliran izolat P. infestans je
na tockah izoliranega micelija na gojiscu rastla enaka gliva, kar nakazuje, da inokulirane
rezine gomoljev niso bile preraS¢ene z micelijem P. infestans, kot smo sprva predvidevali,
temvec se je na njih razsirila druga gliva.
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Slika 34: Vzbuditev virulence P. infestans z uporabo rezin krompirjevih gomoljev — pomanjkljivosti
A — pojav nekroz na inokulacijskih tockah 2 dni po inokulaciji P. infestans; B — primerjava inokuliranih
rezin krompirjevih gomoljev s P. infestans in kontrolnimi rezinami inokuliranimi z AVV (z rdeco barvo
oznacena kontaminacija); C — z rdeco barvo oznacene kontaminacije na inokuliranih rezinah 9 dni po
inokulaciji s P. infestans; D — inokulirane rezine z belim micelijem glive 13 dni po inokulaciji s P. infestans;
E, F in G — testna izolacija zrastlega micelija iz inokuliranih rezin (Slika 34D), za katerega se je izkazalo,
da ni P. infestans, kar smo potrdili tudi pod stereomikroskopom.

Kljub veckratni ponovitvi celotnega postopka vzbuditve virulence z rezinami gomoljev
so se kontaminacije ponovno pojavile. Ceprav je v doloenih primerih P. infestans na
rezinah gomoljev uspesno zrastla, je bil micelij P. infestans pogosto v tesnem stiku z
navidez zelo podobnim micelijem druge glive. Metoda vzbuditve virulence z rezinami se
je tako izkazala za preve¢ nezanesljivo, zato smo zakljucili, da metoda ni primerna za
uporabo.

4.3.3 Vzbuditev virulence P. infestans z inokulacijo tkivnih kultur

Tretja testirana metoda vzbuditve virulence P. infestans je bila inokulacija sorte Dobrin
v tkivni kulturi. Suspenzijo zoospor P. infestans smo pripravili enako kot pri odrezanih
listih in krompirjevih rezinah (poglavje 3.2.2.), le da smo jo nato prestavili v razkuzene
prsilke in jo poprsili po celotnem kozarcku z rastlinami, kot opisano v poglavju 3.2.3.3.
Po treh dneh so se na listih Ze pojavili prvi simptomi krompirjeve plesni, po petih pa je
bil razraS¢en micelij na listih viden ze s prostim o¢esom (Slika 19B).

Iz enega inokuliranega kozarcka s tremi rastlinami smo lahko pridobili veliko Stevilo
preras¢enih krompirjevih listov, ki smo jih nato v brezpras$ni komori prestavili na sveza
trdna gojis¢a Rye-A", kot opisano v poglavju 3.2.3.3. Z vseh preras¢enih listov na gojis¢u
Rye-A" se je oomiceta P. infestans uspesno razsirila (Slika 35A), kar smo potrdili tudi s
pregledom vseh petrijevk pod stereomikroskopom (Slika 35B). Pri vseh razras¢enih
petrijevkah je bila prisotna le oomiceta P. infestans, nikjer pa nismo zasledili morebitnih
kontaminacij, s ¢imer se je ta metoda izkazala kot zelo zanesljiva.
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Slika 35: Razras¢en virulenten micelij P. infestans po prenosu prerascenih listov sorte Dobrin v tkivni
kulturi na trdna goji§¢a Rye-A*

Zaradi visoke uspesnosti, u¢inkovitosti in zanesljivosti smo za vzbuditev virulence P.
infestans pred testiranji odpornosti genotipov RS uporabili metodo inokulacije tkivnih
kultur. Izjemoma smo pri inokulaciji genotipov R§ v rastlinjaku za pridobitev virulentnih
zoospor uporabili rezine krompirjevih gomoljev (opisano v poglavju 3.3.1.1).

44  TESTIRANJE ODPORNOSTI GENOTIPOV R8 NA KROMPIRJEVO PLESEN

4.4.1 Inokulacija celih rastlin genotipov R8 in starSevskih sort s P. infestans v
rastlinjaku

4.4.1.1 Ohranjanje visoke zracne vlage z meglilnim sistemom

Po inokulaciji celih rastlin genotipov RS in starSevskih sort v rastlinjaku smo
vsakodnevno spremljali razvoj prvih znakov krompirjeve plesni ter Sirjenja bolezni. Po
stirith dneh so se pojavili prvi simptomi okuzbe s P. infestans, vendar le na nekaterih
rastlinah (Slika 36A). Po Sestih dneh smo opazili nekoliko izrazitejSe simptome okuzbe
(Slika 36B-C), toda ponovno le na posameznih krompirjevih rastlinah. Po osmih dneh
smo le na eni rastlini opazili vecje lezije (Slika 36D), medtem ko velika vecina ostalih
rastlin, vklju¢no z obcutljivimi starSevskimi sortami, ni razvila simptomov krompirjeve
plesni.
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Slika 36: Simptomi krompirjeve plesni na listih rastlin, inokuliranih v rastlinjaku po 4 dneh (A), po
6 dneh (B in C) ter 8 dneh (D)

Kljub dodatni ponovitvi poskusa in uporabi agresivnih tujih izolatov 90128 in IPO-C
inokulacija genotipov RS8 in starSevskih sort v rastlinjaku ni uspela. Za pripravo
inokuluma izolatov 90128 in IPO-C smo uporabili metodo inokulacije rezin krompirjevih
gomoljev (opisano v poglavju 3.2.3.2). Med inkubacijo inokuliranih rezin se je pojavilo
vecje Stevilo kontaminacij, ki smo jih pravocasno in uspesno odstranili, vendar smo za
pripravo inokuluma tako imeli na voljo le manjse Stevilo prerasc¢enih rezin ter posledi¢no
pripravili niZje koncentracije inokuluma (2,5 x 10* sporangijev/ml).

Dodatno tezavo je predstavljalo tudi vzdrZzevanje visoke relativne zracne vlage v komorah
v rastlinjaku. Kljub uporabi meglilnega sistema z 1 min prsenja vsako uro je relativna
zraCna vlaga med okuzbo s P. infestans precej nihala, saj je povprecna relativna zra¢na
vlaga v komorah v obeh ponovitvah inokulacije znasala med 66 % in 70 %, predvsem v
prvih dneh po inokulaciji pa mora biti relativna zra¢na vlaga ¢im visja, saj zoospore za
uspesno pritrditev in prodor v rastlinsko tkivo potrebujejo vodno okolje (Fry, 2008).
Pretirano prSenje meglice med okuzbo s P. infestans pa bi po drugi strani lahko spralo
zoospore z listne povrSine.
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4.4.2 Inokulacija odrezanih listov genotipov RS in starSevskih sort s P. infestans
4.4.2.1 Testiranje razkuZevanja listov za DLA

Testirali smo pet razli¢nih nacinov sterilizacije (opisano v poglavju 3.3.2.1), eno skupino
listov iz rastlinjaka pa smo vstavili v cvetlicne gobe neposredno brez povrSinske
sterilizacije (metoda povrs. sterilizacije $t. 6).

Z metodama §t. 1 in $t. 2 smo testirali dve razliéni koncentraciji NaOCI (1 % in 0,5 %),
pri Cemer nas je zanimala sama ucinkovitost sterilizacije ter ali uporabljeni koncentraciji
raztopin NaOCI pri tem poskodujeta listno tkivo. Zanimalo nas je tudi, ali z naknadnim
izpiranjem z AVV ucinkovito odstranimo ostanke raztopine NaOCI ter tako prepre¢imo
pretirane poskodbe listnega tkiva. Z metodami §t. 3, §t. 4 in §t. 5 smo zeleli preveriti
ucinkovitost posameznih nacinov spiranja s tekoco vodo, AVV ali kombinacijo obeh ter
ali bi Ze sami po sebi zadostovali za mehansko odstranitev nezelenih mikroorganizmov.
Po povrSinski sterilizaciji listov smo naslednji dan nanesli suspenzijo zoospor P.
infestans, s ¢imer smo testirali, ali povrSinska sterilizacija vpliva naknadno na razvoj
krompirjeve plesni, Se posebej pri metodah §t. 1 in §t. 2, kjer bi lahko ostanki NaOCI
zavirali rast P. infestans.

Povrsinska sterilizacija z NaOCI pri obeh uporabljenih koncentracijah je na listnem tkivu
povzroéila hudo razbarvanje listov (Slika 37A-B). Ceprav smo na tockah inokulacije
opazili lezije, nastale zaradi P. infestans, so bile poSkodbe na listnem tkivu ponekod
preobsezne, da bi lahko jasno locili simptome krompirjeve plesni od poSkodb, nastalih
zaradi povrSinske sterilizacije. Raztopina NaOCl v 0,5 % koncentraciji je sicer povzrocila
razbarvanje listov v manjSem obsegu kot pri 1 % koncentraciji, vendar so bile posSkodbe
na listu kljub temu preobsezne za uporabo pri poskusih inokulacije s P. infestans (Slika
37B).

Izmed vseh testiranih metod se je najbolje obnesla metoda §t. 3 (izpiranje listov s tekoco
vodo in kratko namakanje v AVV), saj po enem tednu na listth nismo opazili
kontaminacij, ampak le simptome krompirjeve plesni (Slika 37C). Pri tej metodi je bilo
mehansko spiranje dovolj intenzivha metoda za odstranjevanje neZelenih
mikroorganizmov s povrsine listnega tkiva, ne da bi ga pri tem poskodovali.
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Slika 37: U¢inkovitost razli¢nih metod povrsinske sterilizacije odrezanih krompirjevih listov po enem
tednu

A —metoda §t. 1: povrSinska sterilizacija odrezanih krompirjevih listov z 1,0 % raztopino NaOCl;

B — metoda §t. 2: povrSinska sterilizacija odrezanih krompirjevih listov z 0,5 % raztopino NaOCl;

C — metoda §t. 3: spiranje odrezanih krompirjevih listov v tekoc¢i vodi in AVV.

Pred inokulacijami P. infestans na odrezane krompirjeve liste (DLA) smo na podlagi
ucinkovitosti in nedestruktivnosti metode za mehansko cis¢enje povrsine listov izbrali
metodo S$t. 3 (spiranje v tekoc¢i vodi in AVV).

4.4.2.2 Metoda DLA z odrezanimi listi v pladnjih

Da bi dolocili stopnjo odpornosti genotipov RS proti krompirjevi plesni, smo testiranim
rastlinam odrezali posamezne liste z vsaj petimi listi¢i in jih tockovno inokulirali z
inokulumom virulentnih zoospor P. infestans (opisano v poglavju 3.3.2.2). Vsakodnevno
smo na genotipih RS in starSevskih sortah spremljali, kdaj so se pojavili prvi simptomi ter
kako se je bolezen $irila po listnem tkivu. ToCkovna inokulacija nam je pri tem olajSala
spremljanja, saj smo lazje predvideli to¢no lokacijo nastanka prvih simptomov bolezni.

Inokulirane odrezane liste smo opazovali tudi pod stereomikroskopom. Prvi in drugi dan
po inokulaciji so se znotraj toc¢k inokulacije pojavile manjSe nekroze, kar nakazuje na
uspesen prodor zoospor P. infestans v listno tkivo in hkrati na aktiviranje rastlinskega
imunskega sistema v obliki hipersenzitivnega odziva (HR) (Slika 38).
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Slika 38: Hipersenzitivni odziv na listnem tkivu po dveh dneh po inokulaciji P. infestans, viden pod
stereomikroskopom

Po treh in Stirih dneh so se nekroze povecale in postale vidne s prostim o¢esom (Slika
39A-B), vendar se nekroze vecinoma niso razsirile izven dimenzij inokulacijske kaplje s
suspenzijo. Po petih in Sestih dneh so se nekroze razsirile v skupno vecjo lezijo, okrog
katere je listno tkivo porumenelo (Slika 39C-F), lezija pa je bila po velikosti ve¢ja od
dimenzij inokulacijske kaplje.

Slika 39: Primeri simptomov krompirjeve plesni na odrezanih krompirje;ih listih po 3 dneh (A in
B), po S dneh (C in D) ter 6 dneh (E in F) po inokulaciji s P. infestans
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Ceprav smo pri veéini inokuliranih odrezanih listov opazili tipi¢en pojav simptomov in
razvoj krompirjeve plesni, je bila variabilnost pojava znakov okuzbe znotraj ponovitev
visoka. Poleg tega smo na listih v kasnejSih dneh po inokulaciji pod stereomikroskopom
v vecini primerov opazili tudi obsezno prisotnost kontaminacij (Slika 40A), predvsem v
tockah inokulacije s P. infestans (Slika 40B-D), ¢eprav so nekroze in lezije s prostim
ocesom izgledale kot tipicni simptomi krompirjeve plesni. Zaradi prepletanja micelija P.
infestans z micelijem nezelenih gliv (Slika 40C) in pojava kontaminacij znotraj tock
inokulacij smo tezko doloc¢ili pravega povzrocitelja simptomov na listih (Slika 40E-H,
Slika 41). Pri odrezanih listih iz skupine za negativno kontrolo (inokulacija z AVV) so se
v nekaterih primerih prav tako pojavile kontaminacije, predvsem na listih, ki so se
neposredno dotikali navlazenih brisack pod plasti¢nimi mrezami. Opazili smo tudi, da so
se kontaminacije pojavile tudi na nalepkah z oznakami listov in na kockah cvetlicne gobe.
Predvidevali smo, da je to vir kontaminacij, saj smo z vsakodnevnim odpiranjem vre¢ pri
pregledovanju inokuliranih listov zlahka prenesli spore na predhodno ocisc¢ene odrezane
liste na pladnju.

Slika 40: Pojav kontaminacij znotraj inokulacijskih to¢k po inokulaciji odrezanih krompirjevih
listov s P. infestans
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Slika 41: Pojav neZelenih gliv znotraj inokulacijskih to¢k na odrezanih krompirjevih listih

Temne lise, vidne s prosim o¢esom, smo zmotno oznacili za simptome krompirjeve plesni, saj smo s
pregledom inokulacijskih to¢k pod stereomikroskopom ugotovili, da gre za temno obarvan micelij neZelene
glive.

Poskus inokulacije genotipov RS in starSevskih sort na odrezanih listih smo zato ponovili
(opisano v poglavju 3.3.2.2), vendar smo tokrat toplotno sterilizirali na kocke narezano
cvetlicno gobo, nalepk za oznacevanje listov pa nismo uporabili. Tako kot pri prvi
inokulaciji genotipov RS smo predhodno toplotno sterilizirali tudi plasti¢ne podstavke in
papirnate brisacke, pladnje pa predhodno ocistili s 70 % etanolom. Odrezane liste smo
sprali pod tekoco vodo, nato pa Se z AVV (opisano v poglavju 3.3.2.1). Inokulum je bil
tako kot pri prvi inokulaciji pripravljen iz preras¢enih rezin krompirjevih gomoljev
(opisano v poglavju 3.2.3.2).

Kljub dodatnim ukrepom in toplotni sterilizaciji uporabljenih materialov so se po
inokulaciji P. infestans na odrezanih listih pojavile enake kontaminacije tako izven kot
tudi znotraj inokulacijskih tock. Za razliko od prejSnje inokulacije tokrat na odrezanih
listih, inokuliranih z AVV (negativna kontrola), nismo opazili kontaminacij, kar pomeni,
da je toplotna sterilizacija uporabljenih materialov in odstranitev nalepk pripomogla k
manj intenzivnemu $irjenju kontaminacij na listno tkivo pri skupini listov za negativno
kontrolo.

Zaradi prisotnosti kontaminacij le pri odrezanih listih z inokulirano suspenzijo zoospor
P. infestans smo predvidevali, da je inokulum vir kontaminacij. Inokulum smo pripravili
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iz preras¢enih rezin krompirjevih gomoljev (opisano v poglavju 3.2.3.2), kjer smo tudi
med pripravo imeli teZzave s kontaminacijami (opisano v poglavju 4.3.2). Posledi¢no smo
tako metodo priprave virulentnega inokuluma P. infestans z rezinami gomoljev kot tudi
metodo inokulacije odrezanih krompirjevih listov v pladnjih opustili. Namesto priprave
inokuluma s preraScenimi rezinami gomoljev smo virulentne zoospore pridobili z
inokulacijo tkivnih kultur (opisano v poglavju 3.3.2.3). Metodo DLA smo nadalje
modificirali in optimizirali, da smo ¢im bolj zmanjsali tveganje za pojav kontaminacij po
inokulaciji genotipov RS s P. infestans.

4.4.2.3 Metoda DLA na listi¢ih v petrijevkah z vodnim agarjem

Zaradi tezav s kontaminacijami pri metodi DLA z listi v pladnjih smo namesto odrezanih
listov uporabili posamezne listi¢e, namesto pladnjev pa petrijevke premera 9 cm z 1,5 %
vodnim agarjem (opisano v poglavju 3.3.2.3). Vodni agar namrec¢ zagotavlja visoko
zracno vlaznost, ki jo zoospore P. infestans potrebujejo za uspeSen prodor v listno tkivo.
Uporaba petrijevk izboljSa sterilnost inokulacijskega poskusa, saj priprava petrijevk
poteka v sterilnem okolju, v posamezni petrijevki pa se nahaja le en listi¢. Za razliko od
odrezanih listov v pladnjih, kjer lahko potencialne kontaminacije raz§irimo na ostale Ciste
liste, so pri tej metodi listi¢i lo¢eni med sabo in tako lahko kontaminirane liste preprosto

W v W

odstranimo brez prenasanja kontaminacij na ostale ociscene liste.

Iz krompirjevih rastlin obcutljivih starSevskih sort Rioja, Lusa, Colomba in Sylvana ter
odporne starSevske sorte Sdrpo Mira smo nabrali ve¢ posameznih listicev, jih povrSinsko
ocistili s tekoc€o in sterilno vodo in polozili v petrijevke z agarjem. Na vsako polovico
lista (Ievo in desno od glavne listne zZile) smo odpipetirali suspenzijo zoospor P. infestans
(opisano v poglavju 3.3.2.3). Z uporabo obcutljivih starSevskih sort smo Zeleli povecati
uspesnost okuzbe s P. infestans.

Po dveh dneh smo opazili pojav lokalnih nekroz znotraj dimenzij inokulacijskih toc¢k
(Slika 42A-B), kar se sklada z zac¢etnim razvojem simptomov krompirjeve plesni. Po treh
dneh smo pri ve€ini testiranih listov Ze opazili pojav kontaminacij znotraj inokulacijskih
toCk (Slika 42C). Po Sestih dneh so bile inokulacijske tocke prerascene s kontaminacijami,
medtem ko so se lezije sicer razsirile izven dimenzij inokulacijskih tock, vendar nikjer
nismo opazili micelija P. infestans (Slika 42D-E). Pri negativni kontroli ponovno nismo
opazili kontaminacij. Uporaba vodnega agarja je povzrocila, da so bili inokulirani
krompirjevi listi v nekaj dneh po inokulaciji prekriti z vodnimi kapljami zaradi
kondenzacije zrane vlage. Na podlagi teh rezultatov smo predvidevali, da je visoka
vlaznost v petrijevki lahko pripomogla k intenzivne;jsi rasti nezelenih gliv.
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Slika 42: Pojav kontaminacij znotraj inokulacijskih to¢k po 2 dneh (A in B), po 3 dneh (C) in 6 dneh
(D in E) po inokulaciji posameznih odrezanih listicev v petrijevkah z vodnim agarjem

Da bi preverili vpliv visoke vlaznosti na pojav kontaminacij pri inokulaciji posamic¢nih
listiCev v petrijevkah z vodnim agarjem, smo ponovili poskus inokulacije zoospor P.
infestans po enaki metodi, kot opisano v poglavju 3.3.2.3, vendar smo tokrat uporabili
prazne petrijevke brez vodnega agarja. Inokulacijska kaplja s suspenzijo zoospor je bila
tako edini vir vlage v petrijevkah.

Krompirjeve listiCe, nabrane iz Sest tednov starih rastlin starSevskih sort (Rioja, Lusa,
Colomba, Sylvana, Sarpo Mira), gojene v rastlinjaku, smo postavili direktno v petrijevke,
brez povrSinskega spiranja, nanje pa inokulirali 30 pl suspenzije zoospor P. infestans
(Slika 43). Inokulirane listice smo inkubirali pod enakimi pogoji kot petrijevke z vodnim
agarjem in vsakodnevno pod stereomikroskopom spremljali razvoj simptomov.
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Slika 43: Inokulacija posameznih odrezanih krompirjevih listi¢ev s P. infestans v petrijevkah brez
vodnega agarja

Slika 44 prikazuje potek in Sirjenje krompirjeve plesni po dnevih. Inokulacijske kaplje so
se hitreje posusile kot na odrezanih listih v pladnjih ali v petrijevkah z vodnim agarjem
in so vecinoma izginile po treh dneh po inokulaciji. Simptomi so se kljub temu pojavili v
dveh dneh po inokulaciji (Slika 44 in 45). Tekom inokulacije so se ponekod te posami¢ne
nekroze razsirile v lezije (Slika 44 in 45), vendar je bilo to Sirjenje precej pocasnejse kot
pri odrezanih listth v pladnjih. Vecinoma je Sirjenje simptomov ostalo na nivoju
posameznih lezij znotraj dimenzij inokulacijskih tock. V primeru listi¢ev obcutljive sorte
Lusa so se posami¢ne nekroze razsirile in prekrile celotno inokulacijsko tocko (Slika
44E), okrog lezij pa je tkivo porumenelo, vendar so tudi te lezije po Sestih dnevih ostale
znotraj dimenzij inokulacijske kaplje. Zaradi pomanjkanja vlage so listi precej oveneli in
se nagubali, nizka vlaznost pa je vplivala tudi na rast P. infestans, saj so se simptomi
krompirjeve plesni pocasneje Sirili v primerjavi z inokulacijami na odrezanih listih v
pladnjih in na posamicnih listi¢ih v vodnem agarju. Glavna razlika od ostalih inokulacij
na odrezanih listih oz. listi¢ih je bila popolna odsotnost kontaminacij, ¢eprav smo listice
nabrali v rastlinjaku in prestavili neposredno v petrijevke brez povrSinskega spiranja ali
razkuzevanja.

1 dpi 2 dpi 3 dpi 4 dpi 6 dpi
Slika 44: Sirjenje simptomov krompirjeve plesni od 1. dneva po inokulaciji (dpi) do 6. dneva po
inokulaciji (dpi) na posameznih odrezanih listi¢ih v petrijevkah brez vodnega agarja

S tem smo pokazali, da je visoka relativna zracna vlaga klju¢na za pojav kontaminacij,
zato lahko z znizanjem zra¢ne vlaznosti v celoti preprecimo rast nezelenih gliv na listnem
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tkivu. Nizka zra¢na vlaga v petrijevkah je imela hkrati tudi neZelen u¢inek na P. infestans,
saj so simptomi krompirjeve plesni v ve€ini primerov obstali na ravni posameznih nekroz
znotraj dimenzij inokulacijske tocke, ¢eprav smo uporabili listice obcutljivih starSevskih
sort. Prav tako niti pri bolj razsirjenih lezijah nismo opazili micelija ali sporangijev P.
infestans, ki bi nakazovala na uspesno okuzbo listnega tkiva s P. infestans.

Slika 45: Primeri simptomov krompirjeve plesni po inokulaciji posameznih odrezanih listicev s P.
infestans v petrijevkah brez vodnega agarja

A in B — spodnja (A) in zgornja (B) stran listi¢a s simptomi krompirjeve plesni 4 dni po inokulaciji s P.
infestans; C in D —spodnja (C) in zgornja (D) stran listica s simptomi krompirjeve plesni 6 dni po inokulaciji
s P. infestans; G — slika D pod 60x povecavo.

Glavni zakljucek rezultatov obeh metod DLLA na posamicnih listi¢ih bodisi z visjo bodisi
z nizjo vlaznostjo je zagotovitev optimalne stopnje zra¢ne vlage med okuzbo s P.
infestans, ki bi bila dovolj nizka, da bi zavirala Sirjenje kontaminacij, ter hkrati dovolj
visoka za uspeSen prodor in rast P. infestans v listnem tkivu. Na podlagi teh rezultatov
smo nato preizkusili metodo, ki zdruzuje oba aspekta: inokulacija zoospor P. infestans na
posamicnih listi¢ih v petrijevkah, ki smo jim dodali nekaj kosckov agarja za vzdrzevanje
zmerne relativne vlaznosti.

V rastlinjaku smo od enajst tednov starih rastlin genotipov RS in starSevskih rastlin nabrali
po trideset listi¢ev, ki smo jih inokulirali s Stirimi izolati P. infestans (02_07, 09 07,
90128 in IPO-C), pri ¢emer smo uporabili Sest listicev za vsako obravnavanje (Stirje
izolati in skupina za negativno kontrolo). Skupno smo nabrali 420 listi¢ev (14 rastlin x 6
listi¢ev % 5 obravnavanj). ListiCe smo iz rastlinjaka prestavili neposredno v petrijevke,
brez povrSinskega spiranja, da so bili listi¢i ¢im manj vlazni (Slika 46A). V vsako
petrijevko smo nato s sterilno pinceto okrog listica polozili od §tiri do Sest kos¢kov 1,5 %
agarja (velikosti priblizno 1 cm), pri cemer smo pazili, da se koscki niso dotikali listov
(Slika 46B). Na vsak listi¢ smo inokulirali po 30 pl suspenzije virulentnih zoospor P.
infestans, pripravljene kot opisano v poglavju 3.2.3.3., levo in desno od glavne listne zile
(Slika 46B). Vse petrijevke smo inkubirali v rastni komori (BINDER GmbH, Nemcija) z
rastnimi pogoji 16 h dnevne svetlobe pri temperaturi 22 °C in 75 % relativne zracne vlage.
Inokulirane liste smo 8 dni vsakodnevno opazovali pod stereomikroskopom in spremljali
pojav simptomov krompirjeve plesni.
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Slika 46: Priprava posameznih odrezanih listiCev za inokulacijo s P. infestans v petrijevkah s koS¢ki
vodnega agarja

Po inokulaciji s slovenskim izolatom 02 07 smo v vecini primerov opazili le posamicne
lokalne nekroze, ki se v celotnem casu okuzbe niso razsirile, kar je znacilno za
hipersenzitivni odziv (Slika 47A-B). V redkih primerih so se nekroze nekoliko razsirile,
vendar so ostale znotraj dimenzij inokulacijskih tock. Ti rezultati nakazujejo, da so bili
genotipi RS in starSevske sorte odporne na izolat 02 07, saj je hipersenzitivni odziv
preprecil Sirjenje bolezni. Podoben razvoj simptomov smo opazili tudi pri tujem izolatu
90128, kar ni bilo povsem v skladu s pri¢akovanji, saj je izolat 90128 eden izmed
agresivnejsih izolatov P. infestans.

Po inokulaciji s slovenskim izolatom 09 07 in tujim izolatom IPO-C so se simptomi
krompirjeve plesni ponekod uspesno razvili do pojava micelija (Slika 47G-H), v primeru
izolata 09 07 so se pojavili tudi sporangiji (Slika 471-J), vendar je bila taka intenziteta
simptomov znacilna le za doloc¢en del inokuliranih listi¢ev.
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Slika 47: Primeri simptomov krompirjeve plesni po inokulaciji posameznih odrezanih listicev s P.
infestans v petrijevkah s kosc¢ki vodnega agarja

Rdece puscice na slikah G, H in I oznacujejo micelij P. infestans z manj$im Stevilom sporangijev, ki se je
pojavil 4 dni (G) oz. 5 dni (H, I) po inokulaciji z inokulumom P. infestans. Z rdeco elipso na Sliki J so
oznaceni sporangiji P. infestans, ki so se pojavili po 6 dneh po inokulaciji z inokulumom P. infestans in so
na Sliki K prikazani pod vecjo povecavo stereomikroskopa.

V primerih, kjer se je okuzba z izolatom 09 07 razvila do pojava micelija, so se simptomi
razsirili izven dimenzij inokulacijske tocke (Slika 47). Pri inokulaciji z izolatom IPO-C
so bili simptomi krompirjeve plesni najbolj pogosti in so se v vec€ini primerov razvili do
stopnje vecjih lezij obdane s porumenelim listnim tkivom. Lezije so se razsirile tudi izven
dimenzij inokulacijske tocke (Slika 47E-F).
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Slika 48: Pojav kontaminacij znotraj inokulacijskih to¢k po inokulaciji posameznih odrezanih
listiev s P. infestans v petrijevkah s ko$¢ki vodnega agarja

Za razliko od inokulacij posamic¢nih listicev brez dodanega vira vlage smo pri
inokuliranih listi¢ih z dodanimi koSc¢ki agarja po nekaj dneh tudi opazili kontaminacije,
vendar so bile sprva redke. Po petih dneh se je pogostost pojava kontaminacij znotraj
inokulacijskih tock povecala, kar je precejSen zamik od inokuliranih listicev z vodnim
agarjem, kjer so se kontaminacije pri vecini listov pojavile Ze po treh dneh. To nakazuje,
da zmanjSanje zracne vlaznosti v petrijevkah upocasni Sirjenje kontaminacij, hkrati pa Se
vedno omogoca rast in Sirjenje P. infestans. Kljub temu metode DLA v petrijevkah z
dodanimi koscki agarja nismo obravnavali kot povsem uspesno, saj je bila variabilnost
simptomov znotraj ponovitev genotipov RS ali starSevskih sort previsoka, da bi lahko
zanesljivo dolocili stopnjo odpornosti genotipov RS na krompirjevo plesen. V nekaterih
primerih je bilo tezko lo€iti med micelijem neznane glive in micelijem P. infestans (Slika
481), kar je mocno otezilo ovrednotenje simptomov krompirjeve plesni. Kontaminacije
so se pojavile neodvisno od inokuliranega izolata P. infestans in ne glede na testiran
genotip RS ali starSevsko sorto, za razliko od listi¢ev inokuliranih z AVV, kjer tako kot
pri ostalih negativnih kontrolah pri metodah DLA na posamicnih listi¢ih nismo zasledili
kontaminacij.
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4.4.3 Inokulacija tkivnih kultur genotipov RS in starSevskih sort s P. infestans

Inokulacija tkivnih kultur genotipov RS se je izkazala za najbolj uspeSno metodo
inokulacije P. infestans v primerjavi z inokulacijami v rastlinjaku in na odrezanih listih,
saj smo lahko zagotovili visoko raven sterilnosti skozi celoten postopek inokulacije; od
priprave inokuluma na sorti Dobrin v tkivni kulturi (poglavje 3.2.3.3) do prSenja
inokuluma v kozarcke z rastlinami v brezprasni komori (poglavje 3.3.3).

Inokulirali smo devet od desetih odbranih genotipov RS, saj je genotip S1219 v tkivni
kulturi slabo rastel in smo ga izlocili iz obravnavanja. Hkrati smo inokulirali tudi Stiri
obcutljive starSevske sorte (Rioja, Lusa, Colomba in Sylvana) in odporno sorto Sarpo
Mira. StarSevske sorte so nam sluzile kot kontrola, saj smo zanje pri¢akovali obcutljiv
odziv oz. v primeru sorte Sarpo Mira odporen odziv in smo jih lahko primerjali z odzivom
genotipov RS.

Tekom okuzbe s P. infestans smo pod stereomikroskopom dnevno spremljali pojav in
razvoj simptomov krompirjeve plesni, ki so se pojavili na listih rastlin v tkivni kulturi.
Intenziteto simptomov smo ocenili s pomocjo lestvice za krompirjevo plesen, ki smo jo
razvili na podlagi razvoja simptomov krompirjeve plesni v preliminarnih poskusih na
tkivnih kulturah. Lestvica je obsegala vrednosti med 0 in 8, pri ¢emer so posamezne ocene
predstavljale:

0) Brez simptomov.

1) Zelo majhne nekroti¢ne lezije; zdravo, zeleno listno tkivo.

2) Vel manjsih nekroticnih lezij; svetlo zeleno ali rahlo rumeno listno tkivo.
3) Srednje velike nekroti¢ne lezije; rumeno ali rjavo listno tkivo.

4) Velike nekroze; rjavo ali vodeno listno tkivo.

5) Pojav micelija P. infestans.

6) Micelij z nekaj sporangijev.

7) Micelij z veliko sporangiji.

8) Listno tkivo, preras¢eno z micelijem in sporangiji.

Liste s tipicnimi znaki in razlicnimi stopnjami simptomov krompirjeve plesni smo

poslikali z mikroskopom na Katedri za lesne Skodljivce, zas¢ito in modifikacijo lesa,
Oddelka za lesarstvo, Biotehniska fakulteta (Slika 49).
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4.4.3.1 Razlike v agresivnosti izolatov P. infestans

Genotipe RS in starSevske sorte smo inokulirali z dvema slovenskima (02 _07, 09 07) in
dvema tujima izolatoma (90128, IPO-C). Tekom okuzbe smo med izolati opazili razlike
v rasti in razvoju. Slovenski izolat 02 07 je ob uspesni okuzbi, ki sicer ni bila pogosta,
tvoril veliko micelija, vendar je hkrati slabo sporuliral, v kasnejSih dneh okuzbe smo
opazili le majhno S§tevilo sporangijev. Podobno je tudi tuji izolat 90128 tvoril veliko
micelija, preden je pricel s sporulacijo, vendar je povzro€il hujSe simptome kot izolat
02 07 in je pogosteje uspesno okuzil rastline. Pri izolatih 09 07 in IPO-C smo ze kmalu
po pojavu posameznih hif na listnem tkivu opazili manjSe Stevilo sporangijev. Z
razraSCanjem micelija se je sporulacija mo¢no povecala, oba izolata sta proizvedla vecje
Stevilo sporangijev.

Za vsak uporabljen izolat smo izracunali vrednost AUDPC, pri ¢emer smo uporabili
ocene vseh inokuliranih genotipov RS in starSevskih rastlin, inokulirane z doti¢nim
izolatom, pridobljene skozi vseh osem dni trajanja okuzbe (opisano v poglavju 3.3.3.2),
rezultate pa smo prikazali s stolpcnim diagramom (Slika 50).

AUDPC

02_07 09 07 90128 IPO-C

Slika 50: Vrednosti plos¢in pod krivuljo razvoja bolezni (AUDPC) za vsak inokuliran izolat P.
infestans (02_07, 09_07, 90128 in IPO-C)

Vrednosti AUDPC vkljucujejo ocene simptomov krompirjeve plesni za vse genotipe RS in starSevske sorte.
Razli¢ne ¢rke nad stolpci in standardnimi deviacijami oznacujejo statisticno znacilno razli¢ne vrednosti
AUDPC.
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4.4.3.2 Odpornost genotipov RS na krompirjevo plesen v primerjavi s starSevskimi
sortami

Vsaki rastlini znotraj vsakega kozarcka v tkivni kulturi (genotipi RS in starSevske
rastline), inokulirani z enim od $tirih izolatov P. infestans, smo dnevno ocenili stopnjo
razvoja simptomov krompirjeve plesni s pomocjo lestvice za ocenjevanje (Slika 49)
(opisano v poglavju 3.3.3). Vse pridobljene podatke smo razdelili glede na pripadajoca
krizanja, 1z katerih so genotipi RS izhajali, ter glede na izolat P. infestans, s katerim so
bili inokulirani. Tako smo pridobili $tiri skupine podatkov:

- skupina Rioja je vsebovala podatke genotipov R7 in R15 ter starSevski sorti
Rioja in Sarpo Mira za vse §tiri izolate P. infestans;

- skupina Lusa je vsebovala podatke za genotip L166 in pripadajoci starSevski
sorti Lusa in Sarpo Mira;

- skupina Colomba je vsebovala podatke za genotipe C419, C557 in C571 ter
starSevski sorti Colomba in Sarpo Mira;

- skupina Sylvana je vsebovala podatke za genotipe S859, S989 in S999 ter
pripadajoci starSevski sorti Sylvana in Sarpo Mira.

Potek Sirjenja krompirjeve plesni za posamezno skupino podatkov smo prikazali v obliki
tockovnega diagrama po dnevih in po inokuliranih izolatih (Slika 51-54), da bi opredelili
razlike v odpornosti rastlin na krompirjevo plesen znotraj in med posameznimi skupinami
rastlin. Zanimalo nas je, kako se odpornost genotipov RS razlikuje od pripadajocih
starSevskih sort glede na inokuliran izolat P. infestans. Statisticno analizo pridobljenih
podatkov smo opravili le na vrednosti POS po osmih dneh okuzbe (opisano v poglavju
3.3.3.2), podatke in rezultate statisti¢ne analize pa smo prikazali v Preglednici 9.

Skupina Rioja

Potek Sirjenja simptomov krompirjeve plesni na genotipih R7 in R15 ter starSevskih sort
Rioja in Sarpo Mira v osmih dneh po inokulaciji s Stirimi izolati je prikazan na Sliki 51.

Po inokulaciji z izolatom 02 07 so simptomi genotipov R7 in R15 po osmih dneh dosegli
vrednosti POS 2,56 oz. 2,13, medtem ko je starSevska sorta Rioja imela najvi§jo vrednost
POS (3,28), starSevska sorta Sarpo Mira pa najnizjo vrednost POS (0,94) (Preglednica 9).
Analiza ANOVA in Tukeyjev HSD test sta pokazala, da vrednosti POS genotipov R7 in
R15 nista statisti¢no znacilno razli¢ni od vrednosti POS obeh starSevskih sort (p > 0,05).
Statisticno znacilno sta se razlikovali le vrednosti POS sort Rioja in sort Sarpo Mira (p >
0,05) (Preglednica 9). Na podlagi vrednosti POS po osmih dneh, ki so bile pri vseh nizje
od 3,99, smo (opisano v poglavju 3.3.3.2) oba genotipa R7 in R15 ter sorti Rioja in Sarpo
Mira odpredelili kot odporne na slovenski izolat 02 07.
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Preglednica 9: Povprecne ocene simptomov za vse genotipe R8 in starSevske sorte, razdeljene po
kriZanjih, za vse §tiri izolate P. infestans

Izolati Phytophthora infestans
02 07 09 07 90128 IPO-C

Rioja 3,28% 5,83% | 6,002 | 5,94%
R7 2,56 | 6,000 | 5,67 | 7,39%
R15 2,13% | 5,752 6,50* | 6,28
Sarpo Mira ~ 0,94° 1,00 | 4,56° | 533°

Lusa 1,72 | 4.89* | 589 | 6,82°
L166 3,33% | 522% | 6,44 | 6,13
Sarpo Mira ~ 0,94° 1,00° | 456° | 533°

Colomba 2,06 6,33° 7,44° 7,94°

C419 1,332 4338 | 5720c | 7208
C557 0,78% 5,39 | 6,61 | 7,61°
C571 2,33¢ 3,39b¢ | 522b¢ | 561

Sérpo Mira  0,94° 1,00¢ 4,56° 5,33

Sylvana 2,78? 7,172 7,00° | 7,40%
S859 1,56 | 5,67 | 5,00 | 6,72®
S989 1,832 456° | 5,89% | 7,06
S999 2,27° 411° | 6,28 | 7,06%

Sarpo Mira  0,94° 1,00 | 456° | 533°

Po inokulaciji z drugim slovenskim izolatom 09 07 so bili simptomi krompirjeve plesni
pri skupini Rioja izrazitejSi, razen pri sorti Sarpo Mira, kjer so povpreCne ocene
simptomov vseskozi ostale pri vrednosti < 1,00. Pri genotipih R7 in R15 ter sorti Rioja
so se simptomi Sirili v obliki sigmoidne krivulje, ki je znacilna oblika za krivulje
napredovanja bolezni (Slika 51B) (Madden in sod., 2007). Po osmih dneh okuZbe so se
vrednosti POS med genotipoma R7 (POS = 6,00), R15 ( POS = 5,75) in sorto Rioja (POS
= 5,83) nekoliko razlikovale, vendar te razlike niso bile statistiéno znacilne (p > 0,05)
(Preglednica 9); so pa se vse tri vrednosti POS statisti¢no znacilno razlikovale od
vrednosti POS sorte Sarpo Mira (POS = 1,00) (Preglednica 9), ki je bila odporna na
slovenski izolat 09 07, saj je bila vrednost POS manjsa od 3,99. Genotip R7 je bil glede
na vrednost POS obcutljiv (POS > 6,00) na izolat 09 07, genotip R15 in sorta Rioja pa
sta bila srednje odporna (4,00 < POS <5,99).
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Slika 51: Potek Sirjenja simptomov krompirjeve plesni v osmih dneh po inokulaciji s Stirimi
razli¢nimi izolati P. infestans za skupino Rioja

A —izolat 02_07; B —izolat 09 _07; C — izolat 90128; D — izolat IPO-C.

Legenda krivulj: temno rdeca polna krivulja — stars. sorta Rioja, temno modra polna krivulja — stars. sorta
Sarpo Mira, svetlo rdeca prekinjena krivulja — genotip R15, rdeca prekinjena krivulja — genotip R7.

Po inokulaciji s tujim izolatom 90128 se simptomi krompirjeve plesni niso §irili po tipi¢ni
sigmoidni krivulji, temve¢ so se Sirili v obliki linearne premice (Slika 51C), kar ni povsem
znacilno za razvoj bolezni. Izjema je bila le krivulja genotipa R15, kjer pri asovni tocki
3 dni po inokulaciji zaradi tehni¢ne napake nismo uspeli oceniti vseh inokuliranih rastlin.
Vrednost POS je po 8 dneh pri sorti Rioja dosegla 6.00, pri genotipih R7 in R15 5,67 oz.
6.50, pri cemer je genotip R15 imel najvisjo vrednost POS in se je tudi statisticno znacilno
razlikoval od sorte Sarpo Mira (POS =4,56). Sorta Rioja in genotip R7 se nista statisti¢no
znacilno razlikovala ne od genotipa R15 ne od sorte Sarpo Mira (p > 0,05) (Preglednica
9). Glede na vrednosti POS sta bila sorta Sdrpo Mira in genotip R7 srednje odporna na
izolat 90128 (4,00 < POS < 5,99), medtem ko sta bila genotip R15 in sorta Rioja
obcutljiva na izolat 90128 (POS > 6,00).

Sirjenje simptomov po inokulaciji tujega izolata IPO-C je potekalo podobno kot pri
izolatu 90128, kar se je odrazalo tudi na krivuljah razvoja bolezni, saj so se simptomi pri
genotipih R7 in R15 ter sorti Rioja Sirili linearno namesto po tipi¢ni sigmoidni krivulji,
kot v primeru sorte Sarpo Mira (Slika 51) (Madden in sod., 2007). Pri genotipih R7 in
R15 sta bili vrednosti POS po osmih dneh 7,39 oz. 6,28 in med njima ni bilo statisticno
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znaCilnih razlik. Prav tako se vrednost POS sorte Rioja (5,94) ni statisticno znacilno
razlikovala od ostalih rastlin znotraj skupine (p > 0,05). Statisticno znacilno sta se
razlikovala le genotip R7, ki je imel najvisjo vrednost POS, in sorta Sarpo Mira (POS =
5,33) (Preglednica 9). Glede na vrednosti POS sta bila genotipa R7 in R15 obcutljiva na
izolat IPO-C (POS > 6,00), starSevski sorti Rioja in Sarpo Mira pa srednje odporni (4,00
<POS <5,99).

Skupina Lusa

Skupina Lusa je vsebovala le en genotip (L166) in je bila edina skupina, kjer je genotip
R8 med okuzbo s P. infestans pri treh od Stirih izolatov izrazal hujSe simptome v
primerjavi z obcutljivo starSevsko sorto.

Simptomi krompirjeve plesni so bili po inokulaciji s slovenskim izolatom 02 07 Sibki
(Slika 52), podobno kot pri skupini Rioja, saj so bile vse rastline znotraj skupine Lusa
glede na vrednosti POS odporne na izolat 02 07 (POS < 3,99); sta pa bili vrednosti POS
sort Lusa (1,72) in Sarpo Mira (0,94) statisticno znacilno razlicni od vrednosti POS
genotipa L166 (3,33, p < 0,05), ki je imela najvi§jo vrednost POS pri tem izolatu
(Preglednica 9).

Po inokulaciji z drugim slovenskim izolatom 09 07 so se simptomi krompirjeve plesni
pri sorti Lusa Sirili v obliki sigmoidne krivulje, medtem ko so se pri genotipu L166
simptomi $irili linearno (Slika 52). Ponovno je genotip L166 imel po osmih dneh najvisjo
vrednost POS (5,22), medtem ko je starSevska sorta Lusa imela nizjo POS (4,89) in sta
bila oba statisticno znacilno razli¢na od sorte Sarpo Mira (p < 0,05) z vrednostjo POS
1,00 (Preglednica 9). Glede na vrednosti POS sta bila genotip L166 in sorta Lusa srednje
odporna na izolat 09 07 (4,00 < POS < 5,99), medtem ko je bila starSevska sorta Sarpo
Mira odporna (POS < 3,99).

Po inokulaciji s tujim izolatom 90128 so se simptomi krompirjeve plesni pri vseh
testiranih rastlinah znotraj skupine Lusa Sirili po linearni premici (Slika 52). Ponovno je
genotip L166 imel najvisjo vrednost POS po osmih dneh (6,44). Sledila je sorta Lusa z
vrednostjo POS 5,89, pri ¢emer sta bila oba statisti¢no znacilno razlicna (p < 0,05) od
sorte Sarpo Mira (POS = 4,56) (Preglednica 9). Glede na vrednosti POS je bil genotip
L166 obcutljiv na tuji izolat 90128 (POS > 6,00), starSevski sorti Lusa in Sarpo Mira pa
sta bili srednje odporni (4,00 < POS <5,99).
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Slika 52: Potek Sirjenja simptomov Krompirjeve plesni v osmih dneh po inokulaciji s Stirimi
razli¢nimi izolati P. infestans za skupino Lusa

A —izolat 02 _07; B —izolat 09 07; C —izolat 90128; D — izolat [PO-C.

Legenda krivulj: temna kaki polna krivulja — starS. sorta Lusa, temno modra polna krivulja — stars. sorta
Sarpo Mira, svetla kaki prekinjena krivulja — genotip L166.

Okuzba s tujim izolatom IPO-C se je pri vseh rastlinah znotraj skupine Lusa Sirila po bolj
poloZzni in ne povsem izraziti sigmoidni krivulji (Slika 52). Za razliko od ostalih izolatov
je po inokulaciji z izolatom IPO-C sorta Lusa imela najvi§jo vrednost POS po osmih dneh
(6,82), medtem ko je imel genotip L166 vrednost POS 6,13. Vrednosti POS sort Lusa
(6,82) in Sarpo Mira (5,33) sta bili med sabo statisticno znacilno razli¢ni (p < 0,05),
medtem ko se vrednost POS genotipa L166 ni statisti¢no znacilno razlikovala od nobene
starSevske sorte (p > 0,05) (Preglednica 9). Na podlagi vrednosti POS smo genotip L166
in starSevsko sorto Lusa uvrstili med obcutljive na izolat [IPO-C (POS > 6,00), starSevsko
sorto Sarpo Mira pa med srednje odporne (4,00 < POS < 5,99).

Skupina Colomba

Po inokulaciji s slovenskim izolatom 02 07 so bili simptomi krompirjeve plesni pri
skupini Colomba zelo §ibki, krivulje Sirjenja simptomov pa so bile precej polozne (Slika
53). Po osmih dneh so genotipi C419, C557 in C571 dosegli vrednosti POS 1.33, 0.78 in
2.33, starSevski sorti Colomba in Sarpo Mira pa 2,06 in 0,94 (Preglednica 9). Med vsemi
testiranimi genotipi in starSevskima sortama znotraj skupine Colomba po inokulaciji z
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izolatom 02 07 ni bilo statisti¢no znacilnih razlik (p > 0,05), glede na vrednosti POS pa
so bili vsi odporni na izolat 02_07 (POS < 3,99).
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Slika 53: Potek Sirjenja simptomov Krompirjeve plesni v osmih dneh po inokulaciji s Stirimi
razli¢nimi izolati P. infestans za skupino Colomba

A —izolat 02_07; B —izolat 09 _07; C — izolat 90128; D — izolat IPO-C.

Legenda krivulj: temno rjava polna krivulja — stars. sorta Colomba, temno modra polna krivulja — stars.
sorta Sarpo Mira, svetlo oranzna prekinjena krivulja — genotip C419, oranzna prekinjena krivulja — genotip
C557, temno oranzna prekinjena krivulja — genotip C571.

Po inokulaciji s slovenskim izolatom 09 07 so se simptomi krompirjeve plesni pri
genotipih C419, C557 in C571 ter pri sorti Colomba S$irili v obliki sigmoidne krivulje.
StarSevska sorta Sarpo Mira je skozi potek okuzbe z izolatom 09 07 izrazala Sibke
simptome (Slika 53). Po osmih dneh je sorta Colomba imela najvi§jo vrednost POS
(6,33), sorta Sarpo Mira najnizjo (POS = 1,00), genotipi RS pa so si po vrednosti POS
sledili: C557 z vrednostjo 5.39, C419 z vrednostjo 4.33 in C571 z vrednostjo 3,39
(Preglednica 9). Sorta Colomba ter genotipa C419 in C557 so se statisticno znacilno
razlikovali od star$evske sorte Sarpo Mira (p < 0,05). Ceprav sta genotipa C419 in C557
imela nizje vrednosti POS v primerjavi s sorto Colomba, je bila razlika statisticno
znacilna le v primeru genotipa C419 (p < 0,05). Vrednost POS pri genotipu C571 se je
statisti¢no znacilno razlikovala od starSevske sorte Colomba (p < 0,05), medtem ko se
vrednosti POS med genotipi C419, C557 in C571 niso statisticno znacilno razlikovale (p
> 0,05) (Preglednica 9). Glede na vrednosti POS po osmih dneh je bila starSevska sorta
Colomba obcutljiva na slovenski izolat 09 07 (POS > 6,00), medtem ko sta bila genotipa
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C419 in C557 srednje odporna (4,00 < POS < 5,99). Genotip C571 in starSevska sorta
Séarpo Mira sta bila glede na vrednosti POS odporna na izolat 09 07 (POS < 3,99).

Po inokulaciji s tujim izolatom 90128 so se simptomi krompirjeve plesni pri vseh
rastlinah znotraj skupine Colomba stopnjevali linearno, z izjemo starSevske sorte Sarpo
Mira (Slika 53). Sorta Colomba je imela po osmih dneh najvi§jo vrednost POS (7,44),
genotipi RS pa so si sledili: C557 z vrednostjo POS 5.39, genotip C419 z vrednostjo POS
4,33 in genotip z vrednostjo POS 3,39 (Preglednica 9). Vrednosti POS sorte Colomba in
genotipa C557 sta se statisticno znacilno razlikovali od sorte Sarpo Mira (p < 0,05) in sta
bila glede na vrednosti POS obcutljiva na izolat 90128 (POS > 6,00). Vrednosti POS
genotipov C419 in C571 sta bili statisticno znacilno razli¢ni od vrednosti POS sorte
Colomba (p < 0,05) in sta bila srednje odporna na izolat 90128 tako kot starSevska sorta
Séarpo Mira z vrednostjo POS 4,56 (4,00 < POS < 5,99) (Preglednica 9).

Po inokulaciji s tujim izolatom IPO-C so se simptomi krompirjeve plesni ravno tako
stopnjevali linearno, razen pri sorti Sarpo Mira (Slika 53). Najvi§jo vrednost POS po
osmih dneh je ponovno imela sorta Colomba (7,94). Tako kot pri izolatu 90128 so si tudi
pri izolatu IPO-C vrednosti POS genotipov RS sledili: C557 z vrednostjo POS 7.61, C419
z vrednostjo POS 7.22 in genotipi C571 z vrednostjo POS 5,61 (Preglednica 9). Vrednosti
POS med sorto Colomba ter genotipoma C419 in C557 se med sabo niso statisticno
znacilno razlikovali (p > 0,05); so pa bili vsi trije statisticno znacilno razli¢ni od genotipa
C571 in sorte Sarpo Mira (p < 0,05). Med vrednosti POS genotipa C571 in sorto Sarpo
Mira ni bilo statisticno znacilnih razlik (Preglednica 9). StarSevska sorta Colomba ter
genotipa C419 in C557 so bili glede na vrednosti POS obcutljivi na tuji izolat IPO-C
(POS > 6,00), medtem ko sta bila genotip C571 in starSevska sorta Sarpo Mira srednje
odporna (4,00 < POS < 5,99).

Genotip C571 je izmed vseh genotipov RS imel najnizje vrednosti POS po osmih dneh
okuzbe z izolati 09 07, 90128 in [PO-C (izjema je genotip S859, ki je imel le pri izolatu
90128 nizjo vrednost POS v primerjavi s C571) in je izrazal stopnjo odpornosti na
krompirjevo plesen primerljivo s starSevsko sorto Sarpo Mira (Preglednica 9).

Skupina Sylvana

Po inokulaciji s slovenskim izolatom 02 07 so bili simptomi krompirjeve plesni, podobno
kot pri ostalih skupinah, tudi pri rastlinah skupine Sylvana zelo Sibki (Slika 54). Najvisje
vrednosti POS je dosegla starSevska sorta Sylvana (2,78), sledili so ji genotipi S999
(2,27),S989 (1,83), S859 (1,56) ter Sarpo Mira (0,94), pri cemer med genotipi in sortama
ni bilo statisti¢no znacilnih razlik (p > 0,05) (Preglednica 9). Glede na vrednosti POS so
bili vsi genotipi in obe starSevski sorti odporni na slovenski izolat 02 07 (POS < 3,99).
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Slika 54: Potek Sirjenja simptomov Krompirjeve plesni v osmih dneh po inokulaciji s Stirimi
razli¢nimi izolati P. infestans za skupino Sylvana

A —izolat 02 _07; B —izolat 09 07; C —izolat 90128; D — izolat [PO-C.

Legenda krivulj: temno zelena polna krivulja — stars. sorta Sylvana, temno modra polna krivulja — stars.
sorta Sarpo Mira, svetlo zelena prekinjena krivulja — genotip S859, zelena prekinjena krivulja — genotip
S989, temno zelena prekinjena krivulja — genotip S999.

Po inokulaciji z drugim slovenskim izolatom 09 07 so se simptomi krompirjeve plesni
stopnjevali v obliki sigmoidne krivulje, z izjemo starSevske sorte Sarpo Mira, kjer se
vrednosti POS niso dvignile nad 1,00 (Slika 54). Sorta Sylvana je imela po osmih dneh
najvisjo vrednost POS (7,17), sledili so ji genotip S859 (5,67), genotip S989 (4,56) ter
genotip S999 (4,11), pri cemer sta se le genotipa S989 in S999 statisticno znacilno
razlikovala od sorte Sylvana (p < 0,05), medtem ko genotip S859 ni bil statisticno
znacilno razli¢en niti od sorte Sylvana niti od genotipov S989 in S999 (p > 0,05)
(Preglednica 9). Vsi trije genotipi in sorta Sylvana so bili statistiéno znacilno razli¢ni od
sorte Sarpo Mira (p < 0,05), ki je imela najnizjo vrednost POS (1,00) (Preglednica 9).
Glede na vrednosti POS smo starSevsko sorto Sylvana opredelili kot obcutljivo na
slovenski izolat 09 07 (POS > 6,00), medtem ko so bili vsi trije genotipi S859, S989 in
S999 srednje odporni (4,00 < POS < 5,99). StarSevska sorta Sarpo Mira je bila glede na
vrednosti POS odporna na izolat 09 07 (POS < 3,99).

Po inokulaciji s tujim izolatom 90128 so se tako kot pri ostalih skupinah simptomi
krompirjeve plesni stopnjevali linearno, z izjemo sorte Sarpo Mira, kjer so se simptomi
Sirili po sigmoidni krivulji (Slika 54). Najvi§jo vrednost POS po osmih dneh je imela sorta
Sylvana (7,00), vrednosti POS genotipov RS pa so si sledili po naslednjem redu: genotip
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S999 z vrednostjo POS 6,28, genotip S989 z vrednostjo POS 5,89 in genotip S859 z
vrednostjo POS 5,00 (Preglednica 9). Razlika v vrednosti POS med sortama Sylvana in
Séarpo Mira je bila statisti¢no znacilno razli¢na (p < 0,05), medtem ko vrednosti POS vseh
treh genotipov RS niso bili statisti¢no znacilno razli¢ni niti od sorte Sylvana niti od sorte
Sarpo Mira (p > 0,05) (Preglednica 9). Glede na vrednosti POS sta bila sorta Sylvana in
genotip S999 obcutljiva na tuji izolat 90128 (POS > 6,00), medtem ko so bili starSevska
sorta Sarpo Mira in genotipa S859 in S989 srednje odporni (4,00 < POS < 5,99).

Po inokulaciji z drugim tujim izolatom IPO-C so se simptomi krompirjeve plesni pri
genotipih S989 in S999 stopnjevali po linearni premici, medtem ko so se simptomi pri
sortah Sylvana in Sarpo Mira ter genotipu S859 stopnjevali po bolj polozni sigmoidni
krivulji (Slika 54). Odziv genotipov in starSevskih sort je bil podoben kot pri izolatu
90128, saj je sorta Sylvana imela najvisjo vrednost POS po osmih dneh (7,40); sledili so
genotipi S989 (7,06), S999 (7,06) in S859 (6,72) ter sorta Sarpo Mira (5,33). Vrednosti
POS med sortama Sylvana in Sarpo Mira sta bili statisticno znacilno razlicni (p < 0,05),
medtem ko se vrednosti POS vseh treh genotipov niso statisti¢no razlikovale ne od sorte
Sylvana niti od sorte Sarpo Mira (p > 0,05) (Preglednica 9). Za razliko od odziva po
inokulaciji z 90128 so bili glede na vrednosti POS vsi trije genotipi in starSevska sorta
Sylvana obcutljivi na izolat IPO-C (POS > 6,00), medtem ko je bila le starSevska sorta
Sarpo Mira srednje odporna (4,00 < POS <5,99).

4.4.4 Ohranjanje visoke zracne vlage z zavijanjem rastlin v plasti¢ne vrece

Na podlagi rezultatov inokulacije genotipov RS v tkivni kulturi smo ponovno opravili
inokulacijo celih rastlin v rastlinjaku, vendar tokrat na manjSem obsegu rastlin (opisano
v poglavju 3.3.1.2). V testiranje odpornosti celih rastlin na krompirjevo plesen smo
vkljucili genotip C571, ki je izmed vseh testiranih genotipov RS v tkivni kulturi izrazal
najvisjo stopnjo odpornosti, poleg tega pa smo vkljucili tudi genotip C419, ki je izhajal
iz iste skupine rastlin (skupina Colomba). Zanimalo nas je, ali bomo podobno razliko med
genotipoma C571 in C419 po inokulaciji s P. infestans v tkivni kulturi opazili tudi po
inokulaciji celih rastlin v rastlinjaku. Vkljucili smo tudi starSevski sorti Colomba in Sarpo
Mira za primerjavo stopnje odpornosti genotipov RS z obcutljivo in odporno sorto.
Inokulum P. infestans smo pripravili z inokulacijo sorte Dobrin v tkivni kulturi ter
gojenjem z micelijem in sporangiji preraSCenih listov na trdnem gojis¢u (opisano v
poglavju 3.2.3.3).
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Po enem tednu okuzbe s P. infestans smo pri skupini rastlin, inokuliranih z agresivnima
tujima izolatoma 90128 in IPO-C, opazili prve simptome krompirjeve plesni (Slika 55A).
Na vzorcih listov z izraZzenimi simptomi smo pod stereomikroskopom videli tudi micelijj
in sporangije (Slika 55B-F).

Slika 55: Simptomi krompirjeve plesni, micelij ter sporangiji P. infestans po inokulaciji celih rastlin
genotipov C419 in C571 ter stars. sort Colomba in Sarpo Mira v rastlinjaku po enem tednu.

Stirinajst dni po okuzbi smo vse inokulirane rastline pregledali in ocenili intenziteto
simptomov na podlagi lestvice (Cruickshank in sod., 1982). Rastline s tipi¢nim odzivom

na krompirjevo plesen smo poslikali in predstavili po genotipih oz. sorti in po inokuliranih
izolatih (Slika 56).
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Slika 56: Reprezentativne slike celih krompirjevih rastlin s simptomi krompirjeve plesni po
inokulaciji s P. infestans v rastlinjaku
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Izolati P. infestans so si po intenziteti povzrocenih simptomov sledili: izolat 02 07, ki je
povzrocil najSibkejSe simptome, izolat 09 07 z nekoliko intenzivnejSimi simptomi, ter
tuja izolata 90128 in IPO-C, ki sta povzrocila primerljivo hude simptome krompirjeve
plesni (Slika 56 in 58). Agresivnosti izolatov nismo mogli dolociti, saj smo rastline
ocenili le v konéni ¢asovni tocki. Od rastlin z izrazitimi simptomi krompirjeve plesni smo
nabrali vzorce listov in jih prestavili v mikoloski laboratorij, da smo pod
stereomikroskopom za vsak izolat potrdili uspesno okuzbo. Pri vzorcih listov vsake
skupine rastlin smo nasli tako micelij kot tudi sporangije za vsak inokuliran izolat ter tako
potrdili uspesno okuzbo s P. infestans (Slika 57).

Slika 57: Potrjena uspes$na okuzba vseh $tirih izolatov P. infestans 02_07 (A), 09_07 (B), 90128 (C) in
IPO-C (D), po inokulaciji celih krompirjevih rastlin genotipov C419 in C571 ter stars. sort Colomba
in Sarpo Mira v rastlinjaku

Za vsak genotip oz. sorto smo pridobili devet ocen, z izjemo genotipa C419 pri izolatu
IPO-C, kjer smo pridobili osem ocen, ter izracunali vrednosti POS (opisano v poglavju
3.3.1.2.1). Podatke smo prikazali v obliki tockovnega diagrama, razdeljene po
inokuliranih izolatih (Slika 58).

Po Stirinajstih dneh okuzbe s slovenskim izolatom 02 07 je le sorta Colomba izrazala
simptome krompirjeve plesni, pri ¢emer je delez nekroti¢nega tkiva ostal pod 25 % (Slika
56, 58A in 60A-B) (Preglednica 10). Genotipa C419 in C571 ter sorta Sarpo Mira so
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izrazali le hipersenzitivni odziv (Slika 59A) in so bili na izolat 0207 popolnoma odporni
(Slika 58A). Vrednost POS sorte Colomba se je statisticno znacilno razlikovala od
vrednosti POS obeh genotipov in sorte Sarpo Mira (Slika 58A) (Preglednica 10).

Preglednica 10: Vrednosti POS genotipv C419, C571 in starSevskih sort Colomba, Sarpo Mira po
inokulaciji s Stirimi izolati P. infestans v rastlinjaku

Izolati Phytophthora infestans
02 07| 09 07 | 90128 | IPO-C
Colomba 7,22° | 6,330 4,11¢ 4,00°
C419 8,00° | 7,67 6,67° 6,13°
C571 8,00° | 7,78 6,44° 6,67°
Sarpo Mira 8,00 | 8,00 8,00° 8,00°
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Slika 58: Povprecne ocene simptomov genotipov C419 in C571 ter starSevskih sort Colomba in Sarpo
Mira po inokulaciji z izolati 02_07, 09_07, 90128 in IPO-C

Po inokulaciji z drugim slovenskim izolatom 09 07 je sorta Colomba izmed testiranih
rastlin izrazala najve¢ simptomov (Preglednica 10), ki so bili intenzivnejsi kot pri izolatu
02 _07. Genotipa C419 in C571 sta v nekaterih primerih na posameznih listih izrazala
simptome krompirjeve plesni (Slika 60C), vendar se vrednosti POS obeh genotipov nista
statisticno znacilno razlikovala od vrednosti POS sorte Sarpo Mira, ki je izrazala le
hipersenzitivni odziv (Slika 58B in 59B) (Preglednica 10). Vrednost POS sorte Colomba
se je statisticno znacilno razlikovala od vrednosti POS genotipov C419 in C571 ter sorte
Sarpo Mira (Preglednica 10).
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Slika 59: Primera hipersenzitivnega odziva na genotipu C419 po inokulaciji z izolatom 02_07 (A) in
na starSevski sorti Sarpo Mira po inokulaciji z izolatom 09_07 (B) na ravni celih krompirjevih rastlin
v rastlinjaku

Slika 60: Primeri simptomov krompirjeve plesni na stars. sorti Colomba po inokulaciji z izolatom
02_07 (A in B), na genotipu C419 po inokulaciji z izolatom 09_07 (C) ter na genotipu C571 po
inokulaciji z izolatom 90128 (D) na ravni celih krompirjevih rastlin v rastlinjaku

Po Stirinajstih dneh okuzbe s tujim izolatom 90128 je sorta Colomba ponovno izrazala
najve¢ simptomov krompirjeve plesni. Znaki okuzbe so bili zelo intenzivni, saj je v
doloc¢enih primerih propadlo tudi do 80 % listov (Slika 56 in Slika 58). Vrednost POS je
znaSala 4,11 in se je statisticno znacilno razlikovala tako od genotipov C419 in C571 kot
tudi od sorte Sarpo Mira. Genotipa C419 in C571 sta izrazala primerljivo intenziteto
simptomov (Slika 56, 58 in 60D) in dosegla vrednosti POS 6,67 oz. 6,44 (Preglednica
10), kar na podlagi lestvice za ocenjevanje okuzbe P. infestans po Cruickshank in sod.
(1982) pomeni med 26 % in 40 % propadlih listov. Med vrednostmi POS obeh genotipov
ni bilo statisti¢no znacilnih razlik, sta se pa vrednosti POS statisti¢no znacilno razlikovali
od vrednosti POS sorte Sarpo Mira (Preglednica 10), ki je tako kot pri slovenskih izolatih
izrazala le hipersenzitivni odziv (Slika 56 in 58).

Tako kot pri ostalih izolatih P. infestans je tudi po okuzbi z drugim tujim izolatom IPO-

C sorta Colomba izrazala najhujSe simptome krompirjeve plesni, ki je v nekaterih
primerih povzrocala propad tudi 90 % listov (Slika 56). Vrednost POS sorte Colomba, ki
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je bila najnizja izmed vseh vrednosti POS, pridobljenih pri inokulaciji celih rastlin v
rastlinjaku, se je statisticno znacilno razlikovala od vrednosti POS obeh genotipov in sorte
Sarpo Mira (Preglednica 10). Podobno kot pri izolatu 90128 sta tudi pri izolatu IPO-C
genotipa C419 in C571 imela primerljivo intenziteto simptomov s primerljivim delezem
propadlih listov (med 26 % in 40 %), pri ¢emer se vrednosti POS (6,13 in 6,67) med sabo
nista statisticno znacilno razlikovali. Ponovno sta se vrednosti POS obeh genotipov
statisti¢no znacilno razlikovali od vrednosti POS sorte Sarpo Mira, ki je ponovno izrazala
le hipersenzitivni odziv (Slika 56) (Preglednica 10).

Med pregledovanjem in ocenjevanjem inokuliranih krompirjevih rastlin s prostim o¢esom
in pod stereomikroskopom smo pogosto opazili tudi kontaminacije, ki so prevladovale na
listih z izrazitimi simptomi krompirjeve plesni (Slika 61 in 62).

Ceprav smo sprva domnevali, da smo na listih z intenzivnimi znaki okuZbe s prostim
ocCesom opazili micelij P. infestans, smo z natan¢nejSim pregledom vzorcev listov pod
stereomikroskopom to domnevo ovrgli (Slika 61 in 62). V dolo¢enih primerih se je
micelij P. infestans prepletal ali pa bil v zelo tesnem stiku z micelijem nezelenih gliv
(Slika 62A), kar je otezevalo vrednotenje in ocenjevanje intenzitete simptomov
krompirjeve plesni.

Slika 61: Kontaminacije, vidne s prostim oesom na celih krompirjevih rastlinah inokuliranih s P.
infestans v rastlinjaku

Najve¢ kontaminacij smo opazili pri tujih izolatih 90128 in IPO-C, kjer so bili znaki
okuzbe najbolj intenzivni, kontaminacije pa so popolnoma prerastle odmirajoce listno
tkivo (Slika 62B-D). Posledicno je bilo kljub izrazitim simptomom, tipicnih za
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krompirjevo plesen, tezko potrditi uspesno okuzbo P. infestans na rastlinah, saj smo le
redko opazili micelij in sporangije P. infestans (Slika 62E-F). Na testnih listnih vzorcih,
nabranih po enem tednu z manj intenzivnimi simptomi krompirjeve plesni, smo pri
vzorcih inokuliranih s tujima izolatoma, opazili bistveno ve¢ micelija sporangijev P.
infestans ter prakticno ni€ ali zelo malo kontaminacij. Tezavni so bili tudi primeri vzorcev
listov, kjer smo pod stereomikroskopom opazili micelij, na videz podoben P. infestans,
vendar zaradi odsotnosti znacilnih sporangijev P. infestans nismo uspeli zanesljivo lociti
micelija P. infestans od kontaminacije (Slika 62G-H).

Slika 62: Kontaminacije, opaZene pod stereomikroskopom po inokulaciji celih krompirjevih rastlin
v rastlinjaku s P. infestans

Skupna znacilnost kontaminacij je bila, da so se pojavile le na listih z izrazitimi simptomi
krompirjeve plesni in na propadajo¢em listnem tkivu. Na rastlinah, inokuliranih z AVV
(negativna kontrola), kontaminacij nismo zasledili. Prav tako so bile popolnoma brez
kontaminacij vse rastline sorte Srpo Mira, ki niso izrazale znakov okuzbe s krompirjevo
plesnijo, ne glede na inokuliran izolat P. infestans.

4.5  IZRAZANIJE GENA Rpi-Smira2/R8

Po inokulaciji genotipov C419 in C571 ter starSevskih sort Colomba in Sarpo Mira v
tkivni kulturi smo v treh ¢asovnih tockah (takoj po inokulaciji (to), 2 dni (t2) in 4 dni po
inokulaciji) nabrali vzorce listnega tkiva, iz katerih smo izolirali celokupno RNA, jo
prepisali v molekule cDNA ter nato opravili reakcijo PCR v realnem ¢asu. Po pregledu
amplifikacijskih krivulj (Slika 63) smo opazili, da je do pomnoZevanja prislo tudi v
vzorcih listnega tkiva sorte Colomba (Slika 63E-F), ki nam je sluzila kot negativna
kontrola, saj smo z analizo z genskimi markerji dokazali, da sorta Colomba ne vsebuje
gena Rpi-Smira2/R8 (Slika 31). Posledi¢no smo sklepali, da je tudi pri reakcijah PCR v
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realnem Casu vzorcev genotipa C571 (Slika 63A-B) in sorte Sarpo Mira (Slika 63C-D)

prislo do nespecifi¢nega pomnozevanja.
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Slika 63: Krivulje pomnoZevanja gena Rpi-Smira2/R8 z reakcijo PCR v realnem ¢asu v vzorcih
genotipa C571 v ¢asu to (A) in t2 (B), v vzorcih stars. sorte Sarpo Mira v ¢asu to (C) in t2 (D) ter v
vzorcih stars. sorte Colomba v ¢asu to (E) in t2 (F)
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4.6  IDENTIFIKACIJA IN IZVOR KONTAMINACIJ

Zaradi vseh tezav s kontaminacijami pri inokulaciji odrezanih listov in inokulacijah na
celih rastlinah v rastlinjaku, ki so motile ocenjevanje in doloCanje stopnje odpornosti
genotipov RS8 na krompirjevo plesen, nas je zanimalo, od kod te kontaminacije izhajajo,
saj se jih kljub razkuzevanju nismo uspeli znebiti, pa tudi zanimalo nas je, za katere
kontaminacije gre ter ali vplivajo na rast P. infestans ali pa celo sami povzrocajo nekroze
in lezije na listnem tkivu. Zato smo preverili, kaj se nahaja v zraku v rastlinjaku in
uporabljenih rastnih komorah. Preverili smo, kaj se nahaja na listih rastlin, vzgojenih v
rastlinjaku, saj smo od tu pridobili rastlinski material za inokulacijo na celih rastlinah in
odrezanih listih; in ali z metodami povrSinske sterilizacije uporabljene pri razkuzevanju
listov za inokulacijo odrezanih listov (opisano v poglavju 3.3.2.1), res odstranimo
kontaminacije.

4.6.1 Odprte petrijevke z gojiS¢éem PDA v rastlinjaku in rastnih komorah

sabo podobne ne glede na lokacijo v rastlinjaku. Na podlagi morfoloskih znacilnosti
zrastlega micelija smo identificirali tri rodove: Cladosporium (rjavo obarvan micelij),
Penicillium (modro obarvan micelij z belim robom) in Fusarium (rdece obarvan micelij)
(Slika 64).

Slika 64: Zrastle kolonije gliv na trdnih gojis¢ih PDA, postavljene v rastlinjaku

Pri inokulacijah odrezanih listov smo uporabili dve rastni komori razli¢nih proizvajalcev
(IZR Skofja Loka, Slovenija in BINDER GmbH, Nem¢ija). Tako kot v rastlinjaku smo
tudi v obe rastni komori postavili odprta trdna gojis¢a PDA za eno uro in jih nato po
sedmih dneh pregledali.

Vetina trdnih gojis¢ iz rastne komore IZR (IZR Skofja Loka, Slovenija) je bila praznih,

le dve petrijevki sta imeli po eno kolonijo Cladosporium spp. (Slika 65), kar nakazuje na
majhno vsebnost spor gliv v zraku.
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Slika 65: Zrastle kolonije gliv rodu Cladosporium na trdnih gojis¢ih PDA, postavljene v rastni komori
IZR

V komori BINDER (BINDER GmbH, Nemcija) je na trdnih gojis¢ih PDA zrastlo vec
kolonij, vendar izklju¢no iz rodu Penicillium (Slika 66).

Slika 66: Zrastle kolonije gliv rodu Penicillium na trdnih gojis¢ih PDA, postavljene v rastni komori
BINDER

4.6.2 Odtisi nerazkuZenih listicev genotipov C419, C571 in starSevskih sort
Colomba in Sarpo Mira na trdna gojis¢a PDA

Pred inokulacijo genotipov C419 in C571 ter starSevskih sort Colomba in Sarpo Mira na
ravni celih rastlin v rastlinjaku smo nabrali posamezne listiCe za vsak tip inokulirane
krompirjeve rastline (genotip oz. starSevska sorta) in za vsak inokuliran izolat P. infestans
ter jih odtisnili na trdna gojis¢a PDA. Zanimalo nas je, katere glive lahko najdemo na
povrsini listiCev, preden jih inokuliramo z inokulumom P. infestans, pri Cemer nas je
zanimala tako spodnja kot zgornja stran listicev.
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Na podlagi zrastlih kolonij gliv po nekajdnevni inkubaciji trdnih gojis¢ PDA smo opazili,
da med posameznimi listi¢i ni bilo razlik v vsebnosti gliv na listni povrSini ne glede na
tip in skupino inokuliranih rastlin (Slika 67). Vsi odtisnjeni listi¢i so imeli ve¢ gliv na
zgornji kot na spodnji strani, kjer v dolo¢enih primerih glive niso bile prisotne (Slika 67).

Colomba Sarpo Mira

Izolat
02_07

Izolat
09 07

Izolat
90128

Izolat
IPO-C

Neg.
kontrola

- ‘

Slika 67: Odtisi zgornje (leva petrijevka) in spodnje (desna petrijevka) strani listicev genotipov C419
in C571 ter stars. sort Colomba in Siarpo Mira, nabranih iz krompirjevih rastlin, gojenih v
rastlinjaku, pred inokulacijo z inokulumom P. infestans

Zrastle kolonije gliv na trdnih gojis¢ih PDA smo pregledali tudi pod stereomikroskopom
in dolocili rod posameznih zrastlih gliv. Prevladovale so glive rodov Penicillium in
Cladosporium, v redkih primerih smo opazili tudi glive rodu Fusarium (Slika 67 in 68).

Slika 68: Pregled zrastlih kolonij gliv na trdnih gojis¢ih PDA po odtisih listicev pod
stereomikroskopom

A — gliva rodu Penicillium; B — gliva rodu Cladosporium; C — skupek kolonij gliv rodu Cladosporium
(modra oznaka), rodu Penicillium (rdeCa oznaka) in rodu Fusarium (oranzna puscica).
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4.6.3 Odtisi povrsinsko steriliziranih listicev na trdna gojis¢a PDA

Ko smo dolo¢ili prisotnost razli¢nih rodov gliv na povrsini listov rastlin, gojenih v
rastlinjaku, nas je zanimalo, ali bi tovrstne glive lahko odstranili s povrSinsko sterilizacijo
ali spiranjem listov. Iz rastlin, gojenih v rastlinjaku, smo odrezali posamezne listice in jih
povrsinsko sterilizirali oz. sprali na pet razli¢nih na¢inov (opisano v poglavjih 3.3.2.1 in
3.4.3). Povrsinsko tretirane liste smo nato odtisnili na trdna gojisc¢a PDA in po nekaj dneh
pregledali uspesnost in ucinkovitost tretiranja (Slika 69).

Najbolj uc¢inkoviti metodi povrSinske sterilizacije sta bili metodi z 0,5 % in 1,0 %
raztopino NaOCl, saj je po tretiranju zrastla le posamic¢na ali pa le nekaj kolonij gliv v
primerjavi z odtisi listov brez povrSinske sterilizacije (Slika 69E-F). Razlicne metode
spiranja bodisi le s tekoCo vodo bodisi le z AVV bodisi s kombinacijo obeh se med sabo
niso razlikovale v u¢inkovitosti, saj je po vseh treh tretmajih zrastlo vecje Stevilo kolonij
gliv in se niso bistveno razlikovale od listov brez povrsinske sterilizacije (Slika 69A-B).
Prevladovale so glive rodov Penicillium in Cladosporium, v redkih primerih smo opazili
tudi glive rodu Fusarium.

Povrsinska sterilizacija z 0,5 % NaOCl in - Povrsinska sterilizacija z 1,0 % NaOCl in
avtoklavirano vodovodno vodo avtoklavirano vodovodno vodo

Slika 69: Ucinkovitost razli¢nih metod povrsinske sterilizacije krompirjevih listicev glede na zrastle
kolonije gliv po odtisu povrS$insko steriliziranih listicev na trdna gojis¢a PDA
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5 RAZPRAVA

Zlahtnjenje proti krompirjevi plesni visoko odpornih krompirjevih sort intenzivno poteka
od zacetka 20. stoletja, v zadnjih 30 letih pa so razli¢ni zlahtniteljski programi uspeli
razviti nove sorte z visoko odpornostjo Sirokega spektra, saj so nekatere izmed njih Se
danes odporne tudi na kompleksne in agresivne izolate P. infestans. Poleg sort Twister,
Twinner, White Lady, Carolus in Alouette mednje spada tudi sorta Sarpo Mira, ki vsebuje
pet odpornostnih genov R3a, R3b, R4, Rpi-Smiral in Rpi-Smira2/R8 (Rietman in sod.,
2012). Slednji naj bi najbolj prispeval k visoki odpornosti sorte Sdrpo Mira, vendar to¢en
mehanizem delovanja gena Rpi-Smira2/R8 Se ni poznan (Kim in sod., 2012). V doktorski
disertaciji Jo (2014) je bilo odkrito, da je gen Rpi-Smira2 homolog gena RS, ki izraza
visoko in trajno odpornost proti krompirjevi plesni. V raziskavi Kim in sod. (2012) so
pokazali, da je F1 potomec diferencialne rastline MaRS, ki je vseboval le gen RS, izrazal
primerljivo stopnjo odpornosti kot starSevska diferencialna rastlina MaR$ in sorta Sarpo
Mira. Vossen in sod. (2016) pa so gen RS z gensko transformacijo vstavili v obcutljivo
sorto Desiree, ki je na polju izrazala visoko odpornost Sirokega spektra na agresiven izolat
IPO-C. Posledi¢no naj bi poglaviten vir visoke odpornosti sorte Sarpo Mira bil gen Rpi-
Smira2/R8.

Cilj doktorske naloge je bil pokazati doprinos gena Rpi-Smira2/R8 k odpornosti proti
krompirjevi plesni, pri ¢emer smo najprej Zeleli pridobiti populacijo F1 krizancev med
obcutljivimi sortami in sorto Sarpo Mira, ki bi izmed petih R genov iz odporne starSevske
sorte vsebovali le gen Rpi-Smira2/R8, brez vpliva ostalih §tirih R genov. Populacijo F1
krizancev smo odbrali s pomoc¢jo genskim markerjev in efektorsko agroinfiltracijo ter
tako uspesno pridobili deset genotipov RS, ki smo jih nato izpostavili razli¢no agresivnim
izolatom P. infestans. Zanimalo nas je, ali se bo stopnja odpornosti genotipov RS
razlikovala glede na inokuliran izolat P. infestans (vpliv doprinosa gena Rpi-Smira2/R8)
ter ali se bodo genotipi R§ med sabo razlikovali v stopnji odpornosti glede na krizanje, iz
katerega izhajajo (vpliv genetskega ozadja). Glede na to da se je v raziskavi Ortowska in
sod. (2012a) odpornost sorte Sarpo Mira razlikovala glede na nacin inokulacije, pri cemer
so odrezani listi sorte Sarpo Mira izgubili odpornost na izolat IPO-C v primerjavi s celo
rastlino v poljskih poskusih, nas je zanimalo, ali bomo ta pojav opazili tudi pri direktnih
potomcih sorte Sarpo Mira, genotipih RS.

51 ROCNA KRIZANJA IN ODBIRA GENOTIPOV RS 1Z POPULACIE Fl
KRIZANCEV

5.1.1 Odbira genotipov RS iz populacije F1 kriZancev z genskimi markerji

Iz populacije 1213 vzklilih rastlin smo s pomoc¢jo genskih markerjev odbrali rastline, ki
vsebujejo le Rpi-Smira2/R8. Za razliko od programov Zlahtnjenja, kjer Zelimo s selekcijo
s pomocjo genskih markerjev (ang. MAS) najti genotipe z najve¢ R geni v okviru
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piramidenja genov, smo v nasi raziskavi uporabili postopno negativno selekcijo. Na ta
nacin smo zmanjSali Stevilo analiz, saj smo vsako naslednjo analizo opravili na manjSem
Stevilu vzorcev.

Na podlagi rezultatov, pridobljenih tekom odbire z genskimi markerji, ne moremo nicesar
sklepati o dedovanju R genov iz Sarpo Mire, saj smo le z markerjem za gen R3b opravili
analizo na celotni populaciji vzklilih rastlin (1213). Glavni geni R, med katere spada vseh
11 genov R iz divje vrste S. demissum, se dedujejo kot dominantni monogeni, medtem ko
je rasno-nespecificna odpornost kvantitativna lastnost in se deduje poligeno. Gen RS iz
diferencialne rastline MaRS8 naj bi se dedoval kot dominanten monogen na podlagi
segregacije odpornosti proti krompirjevi plesni F1 krizancev MaRS na poljskih poskusih
(Jo in sod., 2011). Kim in sod. (2012) so prav tako inokulirali F1 potomce diferencialne
rastline MaRS, kjer je odpornost ravno tako segregirala v razmerju 1:1, znacilno za
dominantno monogeno dedovanje, vendar le na poljskih poskusih. Na testu odrezanih
listov so bili namre¢ le nekateri F1 potomci odporni na P. infestans. Kim in sod. (2012)
ter Vossen in sod. (2016) so na podlagi svojih rezultatov o doprinosu gena RS zakljucili,
da genetsko ozadje zelo vpliva na aktivnost gena RS ne glede na na¢in dedovanja.

5.1.2 Odbira genotipov R8 iz populacije F1 kriZancev z efektorsko agroinfiltracijo

Po selekciji z genskimi markerji smo iz populacije 1213 F1 krizancev odbrali 36 rastlin,
za katere smo vedeli, da vsebujejo gen Rpi-Smira2/R8, status gena R4 pa ni bil poznan,
saj zanj genski marker Se ni bil razvit. Z agroinfiltracijo efektorskega gena Avr4 v
odrezane liste testiranih rastlin smo na podlagi odsotnosti hipersenzitivnega odziva
uspesno odbrali deset rastlin, ki so izmed petih genov R iz starSevske sorte Sarpo Mira
vsebovale le gen Rpi-Smira2/R8. Sam postopek agroinfiltracije smo zaradi pretiranih
poSkodb na listnem tkivu pri infiltraciji suspenzije bakterij na celih rastlinah morali
prilagoditi in agroinfiltracijo opraviti na odrezanih listih. Na ta nacin smo lahko liste
predhodno rahlo naluknjali pod stereomikroskopom ter povecali samo natancnost,
predvsem pa ucinkovitost metode. Agroinfiltracijo se najpogosteje izvaja na modelni
rastlini Nicotiana benthamiana (Goodin in sod., 2008), saj je zelo dovzetna za gensko
manipulacijo (Leuzinger in sod., 2013), tanka struktura listov pa omogoca visoko
ucinkovitost in uspesnost postopka, za razliko od krompirjevih listov, kjer je potrebno za
uspesno agroinfiltracijo pripraviti ve¢ji volumen bakterijske suspenzije (Du in sod.,
2014). Manjse zile krompirjevih listov tudi otezujejo agroinfekcijo virusov zvijanja listov
krompirja (PLRYV), kar vpliva na uspesnost infekcije (Kawchuk in sod., 2002).

Morebiten razlog za neuspesno efektorsko agroinfiltracijo na celih rastlinah 36 F1
krizancev bi lahko pripisali starosti uporabljenih krompirjevih rastlin. V raziskavi
(Bhaskar in sod., 2009) so pri optimizaciji agroinfiltracije genskih konstruktov za utiSanje
genov na osnovi interferencne RNA (RNAi) ugotovili, da se je ucinkovitost
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agroinfiltracije signifikantno zmanjsala, v kolikor so uporabili liste krompirjevih rastlin,
starih od tri do $tiri tedne, medtem ko je bila u¢inkovitost agroinfiltracije konsistentno
najvisja pri listih, pridobljenih od rastlin, starih od pet do $est tednov. Ceprav je v nagem
primeru k uspesnosti in u¢inkovitosti efektorske agroinfiltracije najverjetneje pripomogla
sama uporaba odrezanih listov namesto celih rastlin ter natan¢no in rahlo poSkodovanje
zgornjih plasti abaksialne strani listov, je fizioloSka starost rastlin ravno tako lahko
vplivala na neuspesnost metode. Pri agroinfiltraciji celih rastlin smo namre¢ uporabili tri
tedne stare rastline, medtem ko smo naknadno odrezane liste pridobili iz pet tednov starih
krompirjevih rastlin.

Efektorska agroinfiltracija se obi¢ajno izvaja na celih rastlinah (Vleeshouwers in sod.,
2008; Bhaskar in sod., 2009; Du in sod., 2014), vendar ima uporaba odrezanih listov svoje
prednosti. Poleg natancnejSe kontrole nad samo infiltracijo bakterijske suspenzije v
kompaktnejSo listno tkivo nam efektorska agroinfiltracija na odrezanih listih omogoca
opravljanje postopka v laboratoriju z ustreznim varnostnim in zaprtim sistemom za delo
z GSO, namesto v rastlinjaku zaprtega sistema z zahtevnejSo in tezko dostopno
infrastrukturo. Efektorska agroinfiltracija je zaradi svojih Stevilnih prednosti ter visoke
uporabnosti v raziskavi interakcij med rastlinami in patogeni vodila v razvoj
efektoromike, podrocje visoko zmogljive funkcionalne genomike, ki omogoca hitro
identifikacijo genov R v testiranih rastlinah in zaznavanje funkcionalnih proteinov R s
komplementarnimi efektorskimi proteini. V raziskavi (Rakosy-Tican in sod., 2020) so z
uporabo genskih markerjev v potomcih povratnih krizanj identificirali gen R3a, vendar
po agroinfiltraciji efektorja Avr3a ni priSlo do hipersenzitivnega odziva. Podobne
rezultate so pridobili tudi pri nekaterih ostalih testiranih genih R in komplementarnih
genih Avr, kar so pojasnjevali z inaktivnostjo testiranih oz. iskanih genov R, genski
markerji pa so zaznali njihove analoge. Uporaba efektorske agroinfiltracije se posledi¢no
razsirja, s tem pa se hkrati razvija tudi efektoromika, ki je bila med drugim uporabljena
tudi za detekcijo genov R v sorti Sarpo Mira (Rietman in sod., 2012) ter detekcijo dodatno
prisotnih genov R v diferencialnih rastlinah MaR! — MaR11 (Kim in sod., 2012).

52  OPTIMIZACIJA VZBUDITVE VIRULENCE OOMICETE P. infestans

in Jinks, 1968), Rye-B (Caten in Jinks, 1968; Kato in sod., 1997), V8 (Spielman in sod.,
1989; Andrivon, 1994; Andreu in sod., 1998; Lebreton in sod., 1999; Gold in sod.,
2020a), rzeno-grahovo in grahovo gojisce (Carlisle in sod., 2002; Montarry in sod., 2007;
Andrivon in sod., 2011), kar poenostavi vzdrzevanje in omogoca pridobivanje vi§jih
koncentracij patogena, potrebnih za uspeSno inokulacijo rastlin. Dolgotrajnejse
povzroCanja bolezni in s tem nejasne rezultate pri testiranju odpornosti krompirjevih
rastlin, kar je bilo omenjeno Ze v raziskavi (Jinks in Grindle, 1963), kjer je inokulum P.
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cev v

krompirjevih gomoljih, kot pa inokulum P. infestans, ki je pred inokulacijo rastel na
krompirjevih gomoljih. V raziskavi (Fry in sod., 2019) so natanc¢neje testirali ter

.....

.....

agresivni, saj so povzrocali manjSe lezije, hkrati pa se jim je sposobnost indirektne
germinacije bistveno zmanjsala.

5.2.1 Vzbuditev virulence P. infestans z inokulacijo odrezanih krompirjevih listov

Na podlagi pregleda literature smo za vzbuditev virulence oomicete P. infestans testirali
dve metodi, in sicer z uporabo odrezanih listov obcutljive sorte ter z uporabo rezin
krompirjevih gomoljev. Sprva so se krompirjevi listi in gomolji uporabljali za
vzdrzevanje in namnozevanje P. infestans (Toxopeus, 1954; Lapwood, 1965) pred
razvojem in uveljavitvijo umetnih trdnih gojis¢ (Caten in Jinks, 1968). Z izpostavitvijo
1963; Al-Kherb in sod., 1995) so se krompirjevi listi ponovno vkljucili v pripravo
virulentnega inokuluma P. infestans (Colon in sod., 1995; Dorrance in Inglis, 1997, 1998;
Carlisle in sod., 2002; Porter in Johnson, 2007; Johnson in Cummings, 2009; Tomczynska
in sod., 2014). Najpogosteje so se uporabljali listi sorte Bintje (Flier in sod., 2001;
Andrivon in sod., 2011; Jo in sod., 2011; Mariette in sod., 2016a, 2016b) in Craigs Royal
(Samen in sod., 2003; Andrivon in sod., 2011; Cooke in sod., 2012; Michalska in sod.,
2016), ki ne vsebujeta glavnih genov R. Za pripravo virulentnega inokuluma uporabljenih
izolatov P. infestans v okviru doktorske naloge smo uporabili obc¢utljivo sorto KIS Sora
(Dolnicar in Rudolf Pilih, 2012).

Prednosti uporabe krompirjevih listov za vzbuditev virulence so predvsem preprosta
priprava in hitro Sirjenje P. infestans na listnem tkivu — micelij s sporangiji se pojavi Ze v
nekaj dneh. Dodatna prednost je tudi razpolozljivost velike koli¢ine rastlinskega
materiala — iz le nekaj rastlin, vzgojenih v rastlinjaku, lahko pridobimo vecje Stevilo
listov. Prav tako lahko to metodo uporabimo veckrat zaporedoma — rastline lahko gojimo
v rastlinjaku daljSe casovno obdobje, listi so tako razpolozljivi dlje ¢asa. Pomanjkljivosti
metode, ki so se izkazale tekom testiranja, so bile visoko tveganje za pojav kontaminacij,
ki so bile pogosto v stiku s P. infestans, ter hitro propadanje listnega tkiva, kar je
onemogocalo enostavno rokovanje in pridobivanje visjih koncentracij sporangijev,
potrebnih za pripravo inokuluma.

5.2.2 Vzbuditev virulence P. infestans z inokulacijo rezin krompirjevih gomoljev

Druga testirana metoda vzbuditve virulence oomicete P. infestans je bila z uporabo rezin
krompirjevih gomoljev, ki se sicer pogosteje uporabljajo za doloCanje odpornosti
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gomoljev razli¢nih krizancev ali sort proti krompirjevi plesni (Bhatia in Young, 1985;
Kadish in Cohen, 1988; Swiezynski in sod., 1991; Pieterse in sod., 1994; Niepold in
Schober-Butin, 1995; Andreu in sod., 1998; Dorrance in Inglis, 1998; Johnson in
Cummings, 2009; Olivieri in sod., 2009; Sharma in sod., 2013; Brylifiska in Sliwka,
2017). Pred razvojem umetnih trdnih gojiS¢ so se rezine gomoljev uporabljale tudi za
namnozevanje in vzdrzevanje oomicete P. infetans (McKee, 1964; Lapwood, 1965),
sCasoma pa so se zaradi izgube virulence, kot posledica trajnega namnozevanja na
vzbuditve virulence inokuluma P. infestans (Kadish in Cohen, 1988; Swiezynski in sod.,
1991; Birhman in Singh, 1995; Dorrance in Inglis, 1997; Ordonez in sod., 1997, 1998;
Flier in sod., 2001; Olivieri in sod., 2009; Najdabbasi in sod., 2020; Rakosy-Tican in sod.,
2020). Tako kot pri odrezanih listih smo tudi pri tej metodi uporabili gomolje obcutljive
sorte KIS Sora (Dolnicar in Rudolf Pilih, 2012).

Uporaba rezin krompirjevih gomoljev nam je omogocila bolj$i nadzor nad pogoji
inkubacije, saj smo petrijevke z rezinami po inokulaciji s P. infestans lahko inkubirali v
inkubatorju pod optimalnimi in kontroliranimi pogoji. Hkrati so zasedle manj prostora,
predvsem pa smo glede na koli¢ino inokuliranega materiala lahko pridobili visje
koncentracije sporangijev P. infestans kot pri odrezanih listih. Glavno prednost pa smo
videli v tem, da smo s preras¢enimi rezinami lahko enostavno rokovali, saj so rezine kljub
visoki preras¢enosti ohranile svojo kompaktno strukturo za razliko od krompirjevih
listov. Kljuéna pomanjkljivost je bila tako kot pri odrezanih listih pojav kontaminacije,
ki je bila s prostim o¢esom podobna oomiceti P. infestans in smo jo lahko odkrili Sele po
testni izolaciji na trdnem rzenem gojisScu.

V i1zogib pojavu kontaminacije smo testirali tri razlicne nacine povrsinske sterilizacije, ki
so vkljuc¢evale kombinacijo odstranjevanja lupine, namakanja v raztopino NaOCl ter
oziganje z absolutnim etanolom, izmed katerih se je najbolje obnesla metoda z
olupljenimi gomolji, namocenimi v raztopini NaOCl brez oziganja. Omenjeno metodo
smo modificirali po protokolu, opisanem v raziskavi Bhatia in Young (1985), kjer so sicer
uporabili vi§jo koncentracijo raztopine NaOCl (5 % namesto 3 %), vendar je bil Cas
namakanja za 5 min krajsi. Podoben postopek povrsinske sterilizacije sta uporabili tudi
Dorrance in Inglis (1998), kjer sta, v primerjavi z naso metodo, gomolje namakali v 5 %
raztopini NaOCl 5 min dlje (20 min), nato pa sta jih Se dodatno namocili v 70 % etanolu
za 1 min. Kljub veckratni ponovitvi celotnega postopka priprave rezin krompirjevih
gomoljev ter dvakratni toplotni sterilizaciji vseh uporabljenih materialov in orodja tezav
s kontaminacijami nismo uspeli popolnoma odpraviti. Uporaba rezin krompirjevih
gomoljev za vzbuditev virulence se tako ni izkazala kot povsem zanesljiva metoda.
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5.2.3 Vzbuditev virulence P. infestans z inokulacijo krompirjevih rastlin v tkivni
kulturi

Zaradi prevelike nezanesljivosti obeh najpogosteje uporabljenih metod za vzbuditev
virulence smo se nato posluzili uporabe tkivnih kultur za vzbuditev virulence P. infestans.
Med pregledom literature smo sicer zasledili nekaj raziskav, kjer so tkivne kulture
uporabili za testiranje virulence P. infestans ali za neposredno inokulacijo krompirjevih
krizancev in sort v tkivni kulturi (Al-Kherb in sod., 1995; Huang in sod., 2005b;
Vleeshouwers in sod., 2008; Andrivon in sod., 2011; Verzaux in sod., 2011; Orlowska in
sod., 2012a, 2012b; Sedlék in sod., 2017; Duan in sod., 2020; Zheng in sod., 2020;
Dufkova in sod., 2021), vendar nikjer nismo zasledili uporabe tkivnih kultur za namen
vzbuditve virulence P. infestans.

V preliminarnih testiranjih smo preizkusili in dolo¢ili najbolj primerno krompirjevo sorto
v tkivni kulturi, obcutljivo na krompirjevo plesen. Odlocili smo se za sorto Dobrin (Kus,
1987; Dolnicar in Rudolf Pilih, 2012), ki jo hranijo v Kmetijskem inStitutu Slovenije v
tkivni kulturi v okviru slovenske genske banke krompirja, zanjo pa smo se odlocili
predvsem zaradi dobre rasti v tkivni kulturi, saj tvori velike liste, ki so pomembni za
uspesno inokulacijo s P. infestans.

Inokulirane in preras¢ene rastline sorte Dobrin v tkivni kulturi same po sebi ne bi
zadostovale za pridobitev vi§jih koncentracij sporangijev P. infestans, saj so rastline
manjSe in bi potrebovali precejSnje Stevilo inokuliranih rastlin. Poleg tega pa, podobno
kot pri uporabi odrezanih listov za vzbuditev virulence, rastlinsko tkivo postane vodeno
in uvelo, kar bi otezevalo rokovanje in uspe$no pridobivanje sporangijev, zato smo
namesto celih rastlin v tkivni kulturi uporabili le prerascene liste in jih s sterilno pinceto
prestavili na trdno rzeno gojiSc¢e z antibiotiki. Virulenten micelij P. infestans se je tako iz
preraScenega lista enostavno razsiril po trdnem gojis€u, pri ¢emer smo iz posameznega
inokuliranega kozarcka pridobili veliko Stevilo preras€enih listov, iz teh pa smo nacepili
veliko Stevilo petrijevk s trdnim gojiS¢em, kar nam je omogocilo hitro in enostavno
pridobitev ustrezno visokih koncentracij sporangijev P. infestans. Morebitna
kontaminirana goji§¢a smo preprosto odstranili, ne da bi pri tem ogrozili sterilnost
preostalih petrijevk. Trdna gojis¢a s preras¢enimi listi smo inkubirali pod optimalnimi in
kontroliranimi pogoji.

Z uporabo tkivnih kultur smo zagotovili najvi§jo mozno sterilnost celotnega postopka, saj
je ze sama priprava suspenzije P. infestans potekala sterilno, zaradi sterilnosti tkivnih
kultur pa se je krompirjeva plesen uspesno razrastla brez kompeticije ostalih
mikroorganizmov. Z uporabo predhodno razkuzenih prsilk smo zagotovili enakomeren
nanos suspenzije zoospor na listno povrsino. V primeru potencialne rasti kontaminacij na
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rastlinah ali gojiscu se le-te razsirijo le znotraj posameznega kozarcka, ki ga lahko
odstranimo, in s tem ne vplivamo na ostale inokulirane rastline v tkivni kulturi.

Na podlagi prednosti, pomanjkljivosti in uspesnosti vseh treh testiranih metod vzbuditve
virulence P. infestans (uporaba odrezanih krompirjevih listov, rezin krompirjevih
gomoljev in tkivnih kultur) smo se za pripravo virulentnega inokuluma za inokulacije
genotipov RS odlocili za metodo vzbuditve virulence s tkivnimi kulturami.

5.3  DOPRINOS GENA Rpi-Smira2/R§ K ODPORNOSTI PROTI KROMPIRJEVI
PLESNI

5.3.1 Odpornostni odziv genotipov R8 v tkivni kulturi

Da bi lahko doloc¢ili doprinos gena Rpi-Smira/R8 k odpornosti proti oomiceti P. infestans,
smo odbrane genotipe RS izpostavili Stirim razlicnim izolatom P. infestans, ki so se
razlikovali tako po geografskem izvoru kot tudi po agresivnosti. Na ta nacin smo Zzeleli
preveriti, kako se bo stopnja genotipov RS razlikovala v primerjavi tako z obcutljivimi
starSevskimi sortami kot tudi z odporno starSevsko sorto, glede na to da vsebujejo glavni
gen R, ki naj bi najbolj prispeval k visoki odpornosti starSevske sorte Sarpo Mira. Poleg
tega nas je tudi zanimalo, ali se bodo genotipi R§ med sabo razlikovali v stopnji
odpornosti glede na to, da izhajajo iz Stirih razli¢nih kriZzanj in imajo posledi¢no razli¢no
genetsko ozadje.

Izmed treh testiranih nadinov in pogojev inokulacije s P. infestans (cele rastline v
rastlinjaku, odrezani listi in cele rastline v tkivni kulturi) je bila najbolj ponovljiva in
uspesna okuzba s P. infestans na ravni celih rastlin v tkivni kulturi. Enakomeren nanos
inokuluma s prSenjem, visoka zra¢na vlaznost, optimalna temperatura ter visoka raven
sterilnosti so omogocili najbolj primerne pogoje za uspeSno okuzbo rastlin v tkivni
kulturi, ki sicer niso najbolj pogosto uporabljene za dolo¢anje stopnje odpornosti proti
krompirjevi plesni.

Tkivne kulture so se v raziskavah odpornosti krompirja proti krompirjevi plesni sprva
pogosto uporabljale za odbiranje kalusa, odpornega na razlicne filtrate kulture P.
infestans, 1z katerega so nato poskusali z regeneracijo pridobili krompirjeve rastline v
tkivni kulturi, odporne na krompirjevo plesen (Behnke, 1979, 1980). Tehnike,
uporabljene v tkivnih kulturah, so pogosto podale nepredvidljive rezultate, nemalokrat pa
se visoke stopnje odpornosti rastlin v tkivni kulturi niso prenesle na raven celih rastlin v
poljskih poskusih (Cerato in sod., 1993). Prva inokulacija rastlin v tkivni kulturi s
prSenjem suspenzije sporangijev P. infestans je bila opravljena v raziskavi (Tegera in
Meulemans, 1985), kjer so odbrane odporne rastline izrazale primerljivo odpornost tudi
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naknadno v poljskih poskusih. V kasnejsih letih so se tkivne kulture uporabljale predvsem
za hitro namnoZevanje vecje koliCine rastlinskega materiala, namenjenega za testiranje
odpornosti rastlin v rastlinjaku ali na odrezanih listih (Gibson in sod., 1988; Helgeson in
sod., 1998; Vleeshouwers in sod., 1999; van Poppel, 2009; Jo in sod., 2011, 2015; Gold,
in sod., 2020a, 2020b; Gu in sod., 2020; Najdabbasi in sod., 2021), za efektoromiko (Zhu
in sod., 2015; Yin in sod., 2017; Elnahal in sod., 2020), testiranje virulence P. infestans
(Al-Kherb in sod., 1995; Andrivon in sod., 2011; Sedldk in sod., 2017) ter za
transformacijo rastlin (Heeres in sod., 2002; Banerjee in sod., 2006; Jo in sod., 2014;
Chen in Halterman, 2017; Domazakis in sod., 2017).

Nedavno je metoda neposredne inokulacije na rastlinah v tkivni kulturi ponovno prisla v
uporabo v raziskavi Huang in sod. (2005b), kjer so metodo s tkivnimi kulturami primerjali
z ze uveljavljeno metodo inokulacije na odrezanih listih. Po inokulaciji testiranih rastlin
z inokulumom P. infestans so se lokalne nekroze kot posledica hipersenzitivnega odziva
pojavile med dva in Stirimi dnevi po inokulaciji, medtem ko so se vecje lezije razvile med
tremi in petimi dnevi po inokulaciji. Podoben potek Sirjenja simptomov krompirjeve
plesni smo opazili tudi pri inokulaciji genotipov RS, kjer so se lokalne nekroze najbolj
izrazito pojavile po dveh ali treh dnevih po inokulaciji, vecje lezije pa so se razvile po
treh ali Stirih dnevih po inokulaciji, vendar je tak potek razvoja simptomov veljal le za
izolate 09 07, 90128 in IPO-C. V raziskavi Huang in sod. (2005b) je do popolnega
propada inokuliranih rastlin priSlo v roku dveh tednov, ¢esar ne moremo povsem
primerjati z inokulacijo genotipov RS v tkivni kulturi, saj smo Sirjenje simptomov
spremljali le osem dni. V teh osmih dneh sta starSevski sorti Colomba in Sylvana skoraj
popolnoma propadli, medtem ko so ostale starSevske sorte in genotipi RS imeli Sibkejse
simptome krompirjeve plesni. Glede na to da je bila vec€ina genotipov RS in starSevskih
sort po okuzbi z agresivnima tujima izolatoma 90128 in IPO-C obcutljivih ter so imeli
kar nekaj z micelijem prerascenih listov, lahko predvidevamo, da bi v roku dodatnega
tedna dni propadle tudi te rastline. Po okuzbi z izolatom 09 07 pa bi bil delez propadlih
rastlin po dveh tednih verjetno manjsi, saj je bila vecina starSevskih sort in genotipov RS
srednje odpornih na doti¢ni inokuliran izolat.

V raziskavi Huang in sod. (2005b) so preliminarno tudi dokazali, da je koncentracija
inokuluma 2,5 x 10* sporangijev/ml najbolj primerna za inokulacijo rastlin v tkivni
kulturi. Na podlagi teh rezultatov smo tudi v naSi raziskavi uporabili omenjeno
koncentracijo, vendar smo pri nanaSanju inokuluma P. infestans rastline poprsili s
prsilkami, medtem ko so Huang in sod. (2005b) uporabili tockovno inokulacijo
posameznih listov rastlin v tkivni kulturi. Pri neposrednih inokulacijah rastlin v tkivni
kulturi se uporabljata tako prSenje inokuluma (Ortowska in sod., 2012a, 2012b; Zheng in
sod., 2020) kot tudi to¢kovna inokulacija posameznih listov (Vleeshouwers in sod., 2008;
Verzaux in sod., 2011; Dufkova in sod., 2021). Tockovna inokulacija ima svojo glavno
prednost predvsem v tem, da je lazje predvideti to¢no zacetno lokacijo nastanka prvih
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simptomov. Po inokulaciji pa je potrebno previdno rokovati z inokuliranimi rastlinami,
saj mora inokulacijska kaplja s suspenzijo zoospor ostati na mestu dovolj dolgo ¢asa, da
lahko zoospore uspejo prodreti v listno tkivo. Z enakomernim prSenjem suspenzije po
celotnih rastlinah v tkivni kulturi pove¢amo verjetnost za uspesno okuzbo, hkrati pa je
rokovanje z rastlinami lazje, saj prodor patogena ni odvisen le od ene inokulacijske tocke.
Slednje nam je omogocilo lazje in natan¢nejSe spremljanje rastlin za pojav in razvoj
simptomov krompirjeve plesni pod stereomikroskopom.

Iz preliminarnih inokulacij na tkivnih kulturah smo ugotovili, da obi¢ajne lestvice, ki se
uporabljajo za ocenjevanje intenzitete simptomov krompirjeve plesni, ne bodo primerne
za natan¢no dolocanje manjsih razlik v stopnji odpornosti med genotipi RS. Pri ostalih
primerljivih raziskavah z inokulacijami tkivnih kultur so uporabili razli¢ne lestvice ocen
intenzivnosti simptomov krompirjeve plesni. Huang in sod. (2005b) ter Duan in sod.
(2020) so uporabili lestvico z ocenami od 1 (oz. A) do 5 (oz. E), kjer je ocena 1 (0z. A)
predstavljala razsirjene lezije z mocno sporulacijo, ocena 5 (oz. E) pa lokalizirane nekroze
oz. hipersenzitivni odziv ali pa simptomov ni bilo. Ortowska in sod. (2012a) so uporabili
le stiristopenjsko lestvico, kjer so loCili med zdravimi rastlinami brez simptomov, rastline
s hipersenzitivnim odzivom, rastline s simptomi krompirjeve plesni brez sporangijev in
rastline z vodenimi lezijami, micelijem in sporangiji. Za oba primera lestvic z ocenami
smo bili mnenja, da sta bili premalo natan¢ni za jasno razloCevanje med razli¢nimi
stopnjami razvoja simptomov pri vsakodnevnem ocenjevanju, Se zlasti, ker smo med
genotipi RS pricakovali razlike v razvoju simptomov in smo jih Zeleli natan¢neje preuciti.
V raziskavi Verzaux in sod. (2011) so uporabili lestvico z ocenami od 1 do 9, slednja je
pomenila najvisjo odpornost, ki je sicer na prvi pogled delovala natan¢nejSa, vendar v
opisu uporabljenih metod niso podali natancne obrazlozitve, kaj posamezne ocene
predstavljajo. Zheng in sod. (2020) so intenziteto simptomov na inokuliranih tkivnih
kulturah predstavili z delezi prizadetega listnega tkiva. Ceprav se tovrstno ocenjevanje
pogosto uporablja pri doloCanju intenzitete simptomov krompirjeve plesni v poljskih
poskusih (Stewart in Brandshaw, 2001; Ortowska in sod., 2012a; Jo, 2014) ali na ravni
celih rastlin v rastlinjaku (Cruickshank in sod., 1982; Stewart in Brandshaw, 2001;
Bradshaw in sod., 2006), kjer smo jo uporabili tudi pri inokulacijah genotipov RS v
rastlinjaku, smo bili skepti¢ni glede uporabe delezev prizadetega tkiva v tkivnih kulturah.
V preliminarnih poskusih smo namre¢ ob¢asno opazili primere, ko je bilo listno tkivo
precej porumenelo, porjavelo ter posSkodovano, nismo pa opazili ne micelija ne
sporangijev P. infestans, ki sta klju¢na pokazatelja uspesne okuzbe. Lokossou in sod.
(2010) so sicer opravljali okuzbo na odrezanih krompirjevih listih, vendar so uporabili
dokaj natan¢no lestvico z ocenami od 1 do 8§, kjer so ocene med 1 in 3 predstavljale lezije
z zelo moc¢no sporulacijo in lezije z malo sporulacije, ocene med 4 in 5 so pomenile
nejasen kvantitativni odziv, ocene med 6 in 8 pa so predstavljale manjSe lezije
hipersenzitivnega odziva v dimenzijah > 10 mm oz. < 4 mm. Lestvico ocen intenzitete
simptomov smo tako razvili na podlagi Lokossou in sod. (2010), vendar smo jo prilagodili
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glede na potek razvoja okuzbe v preliminarnih poskusih in izkljucili velikosti lezij, saj na
inokuliranih genotipih R8 v tkivni kulturi ni bilo mogoce meriti velikosti nastalih lezij. Z
razvojem vecstopenjske natan¢ne lestvice z ocenami intenzitete simptomov smo po
okuzbi tkivnih kultur s P. infestans na dnevni ravni podrobno primerjali odpornostni
odziv genotipov RS s starSevskimi sortami, hkrati pa smo lahko primerjali Sirjenje
izolatov P. infestans med sabo.

5.3.1.1 Razlike v agresivnosti izolatov P. infestans

Za inokulacijo genotipov RS in starSevskih sort smo uporabili Stiri razli¢ne izolate P.
infestans (02_07,09 07, 90128, IPO-C), ki so se razlikovali v agresivnosti, geografskem
izvoru in rasti. Agresivnost izolata je definirana kot kvantitativna lastnost patogena, ki
opisuje intenzivnost povzrocenih simptomov na dovzetnem gostitelju (Andrivon, 1993).
Agresivnost izolatov lahko dolo¢imo s kombinacijo meritev razli¢nih parametrov: z
neposrednim merjenjem velikosti nastalih lezij, z merjenjem latentne periode (Cas od
inokulacije do zacetka sporulacije), s frekvenco okuzbe (delez uspesnih inokulacij) in
produkcijo sporangijev (Carlisle in sod., 2002; Cooke in sod., 2012; Mariette in sod.,
2016b). Med okuzbo genotipov RS v tkivni kulturi opisane meritve niso bile mozne, saj
bi lahko ogrozili sterilnost tkivnih kultur, ki je bila klju¢na prednost pred ostalimi
metodami inokulacije v okviru doktorske naloge (inokulacija celih rastlin v rastlinjaku in
na odrezanih listih), Se posebno pri dolocanju latentne periode in gostote sporangijev, kjer
bi bilo potrebno odvzeti ustrezno koli¢ino inokuliranega listnega materiala. Zaradi
manj$ih listov rastlin v tkivni kulturi v primerjavi z listi rastlin, gojenimi v rastlinjaku, bi
bilo neposredno merjenje velikosti lezij precej tezavno, saj bi ravno tako lahko ogrozili
sterilnost okolja, meritve pa bi bile bistveno manj natan¢ne kot pri inokulaciji odrezanih
listov. Za tovrstne meritve je tudi primernejSa toCkovna inokulacija inokuluma P.
infestans, saj lahko zaradi pricakovane lokacije pri¢etka razvoja simptomov pridobimo
natancnejSe meritve dimenzij predvsem v zacetnih fazah Sirjenja simptomov.

Za dolocanje stopnje intenzitete simptomov krompirjeve plesni se pogosto iz podatkov o
delezih prizadetega rastlinskega tkiva skozi Cas izracuna vrednost AUDPC (Shaner,
1977), ki se jo najpogosteje uporablja pri inokulacijah s P. infestans v poljskih poskusih
ali rastlinjaku (Fry, 1978; Birhman in Singh, 1995; Jeger in Viljanen-Rollinson, 2001;
Yuen in Forbes, 2009; White in Shaw, 2010; Sedlakova in sod., 2011; Verzaux in sod.,
2011; Orlowska in sod., 2012a; Rietman in sod., 2012; Sharma in sod., 2013; Forbes in
sod., 2014; Jo, 2014; Meade in sod., 2020; Najdabbasi in sod., 2020; Rogozina in sod.,
2021; Abuley in Hansen, 2022). Namesto delezev prizadetih rastlin se lahko uporabijo
tudi druga merila, npr. povrSina lezij (Sharma in sod., 2010), velikost lezij (Lebreton in
sod., 1999), delez prizadetega listnega tkiva na odrezanih listih (Andersen in Ospina-
Giraldo, 2011) za primerjavo med izolati P. infestans in med sortami oz. krizanci.
Podobno kot v raziskavi Gold in sod. (2020a, 2020b) smo za primerjavo agresivnosti
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Stirth inokuliranih izolatov P. infestans izracunali vrednosti AUDPC iz ocen
osemstopenjske lestvice simptomov vseh inokuliranih krompirjevih rastlin skozi vseh
osem dni okuzbe za posamezen izolat P. infestans.

Tuja izolata 90128 in IPO-C spadata med kompleksne izolate zaradi sposobnosti
okuzevanja skoraj vseh Mastenbroek/Black diferencialnih rastlin (Mastenbroek, 1952;
Black in sod., 1953; Lokossou in sod., 2009) in se pogosto uporabljata v raziskavah
odpornosti sort proti krompirjevi plesni in virulence P. infestans (Vleeshouwers in sod.,
1999, 2000; Huang, 2005a; Tian in sod., 2007; Lokossou in sod., 2009, 2010; Jo in sod.,
2011, 2015; Verzaux in sod., 2011; Kim in sod., 2012; Duan in sod., 2020). Na podlagi
rezultatov vrednosti AUDPC po inokulaciji genotipov RS sta se oba tuja izolata uvrstila
med najbolj agresivne izolate, uporabljene v doktorski nalogi, med njima pa ni bilo
statisticno znacilnih razlik, kar je tudi v skladu z rezultati raziskave Verzaux in sod.
(2011), kjer so oba izolata inokulirali na odrezanih krompirjevih listih in sta povzrocila
primerljivo intenzivne simptome. Med razvojem okuzbe smo opazili razliko v rasti med
izolatoma 90128 in IPO-C. Pri izolatu 90128 smo po uspesni okuzbi opazili veliko
koli¢ino micelija, vendar manj sporangioforov, medtem ko je izolat [IPO-C po pojavu
micelija kmalu intenzivno sporuliral. Omenjenih razlik v rasti obeh izolatov pri pregledu
literature nismo zasledili. Po definiciji virulentnosti (Zhan in McDonald, 2013) sta bila
oba tuja izolata virulentna na vse testirane genotipe RS§ in starSevske sorte v tkivni kulturi.

V okviru doktorske naloge smo prvi¢ dolocili stopnjo agresivnosti slovenskih izolatov
02 07 in 09 _07, ki sta bila nabrana in izolirana z okuZenih krompirjevih nasadov v letu
2007 v okviru populacijske raziskave o znacilnosti izolatov P. infestans v Sloveniji
(Zerjav, 2016). Vsi nabrani izolati P. infestans so bili testirani na odpornost na fungicid
metalaksil in genotipizirani z mikrosatelitnimi markerji, z metodo parjenja z referenénimi
izolati pa so jim dolocili tudi paritveni tip. Izolat 02_07 tako pripada paritvenemu tipu A2
ter je odporen na metalaksil, medtem ko izolat 09 07 pripada paritvenemu tipu Al in je
obcutljiv na metalaksil. Analiza z mikrosatelitnimi markerji (markerji SSR) je pokazala,
da izolat 02 07 pripada genotipu EU 13 A2, izolat 09 07 pa pripada genotipu
EU 34 Al (Zerjav, 2016).

Kljub pripadnosti enemu izmed bolj agresivnih genotipov je izolat 02 07 izmed Stirih
uporabljenih izolatov P. infestans v inokulacijah genotipov RS povzrocal najSibkejse
simptome, kar se ne sklada povsem z rezultati drugih raziskav o genotipu EU 13 A2.V
letih med 2004 in 2017 je genotip EU_13 A2 prevladoval v Zahodni Evropi (EuroBlight,
2022), saj ga je bilo zaradi svoje agresivnosti in odpornosti na metalaksil tezko zatirati
(White in Shaw, 2010; Lees in sod., 2012; Zerjav, 2016). V raziskavi Cooke in sod. (2012)
je imel izolat genotipa EU 13 A2 najkrajSo latentno periodo in je povzrocal najvecje
lezije na vseh testiranih krompirjevih rastlinah. Izmed testiranih genotipov RS in sort sta
najbolj intenzivne simptome krompirjeve plesni izrazala le starSevski sorti Rioja in
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Sylvana, kjer je izolat 02 07 le v nekaterih primerih sporuliral. Za genotip EU 13 A2 je
namre¢ bilo dokazano, da lahko povzroca vecje lezije na rastlinah in ima lahko tudi do
petkrat vi§jo sporulacijo v primerjavi z ostalimi genotipi P. infestans (Najdabbasi in sod.,
2020).

Podobno odstopanje v agresivnosti genotipa EU 13 A2 so zasledili tudi v raziskavi
Mariette in sod. (2016b), kjer so analizirali genotipske in fenotipske podatke ve¢ kot 1200
izolatov P. infestans, nabranih v Franciji v letih od 2001 do 2008. Izolati genotipa
EU 13 A2, nabrani v letih 2004 in 2005, so povzrocili najvecje lezije, a imeli nizjo
produkcijo spor, medtem ko so izolati istega genotipa, nabrani v letih od 2006 do 2008,
povzrocali najmanjSe lezije. Podobno kot mi so pricakovali, da bo genotip EU 13 A2
najbolj agresiven, vendar se je v primerjavi s preostalimi genotipi P. infestans v raziskavi
izkazal za nizko agresivnega. Mariette in sod. (2016b) to razliko pojasnjujejo s fenotipsko
varibilnostjo med izolati znotraj iste klonalne linije, zaradi ¢esar je potrebno v raziskavo
vkljuciti vecje Stevilo izolatov za pridobitev zanesljivejSih podatkov. Drugi razlog za to
fenotipsko variabilnost je lahko sam geografski izvor izolatov, saj se razlike v okoljskih
pogojih lahko odrazijo v virulenci patogena. Tretji razlog bi lahko bili tudi sami
eksperimentalni pogoji, saj je genotip EU 13 A2 najbolj agresiven v suboptimalnih
temperaturnih pogojih, vsi izolati v omenjeni raziskavi pa so bili testirani pri optimalni
temperaturi, kar se je pokazalo kot nizja stopnja agresivnosti pri genotipu EU 13 A2.

Nadaljnje raziskave na genotipu EU 13 A2 (Mariette in sod., 2016a) so pokazale, da so
izolati prilagojeni na temperaturo okolja, iz katerega so bili izolirani. Tako so npr.

oy

ey

geografski izvor so zasledili tudi pri genotipu EU 13 A2, saj so genotipi EU 13 A2,
izolirani v Zahodni Evropi, povzro€ili vecje lezije pri nizji temperaturi, genotipi, izolirani
v mediteranskih drzavah, pa so povzrocili vecje lezije pri visji temperaturi. Mariette in
sod. (2016a, 2016b) so predvidevali, da nizka agresivnost genotipa EU 13 A2
pravzaprav olaj$a ucinkovito Sirjenje, saj so genotipi z najvisjo sposobnostjo sporulacije
v nekaj letih skoraj izginili iz populacije, medtem ko se je delez genotipov z manjSo
sporulacijo in manj$imi povzrocenimi lezijami vztrajno poveceval. S temi raziskavami so
ovrgli hipotezo, da visoka agresivnost pomeni tudi vi§jo invazivnost genotipa (Cooke in
sod., 2012).

V raziskavi Cooke in sod. (2012) so izolate genotipa EU 13 A2 izpostavili enajstim
diferencialnim rastlinam (MaRI — MaR11), pri Cemer je bila okuzba neuspe$na le pri
diferencialnih rastlinah MaR8 in MaR9. Na podlagi teh podatkov bi lahko sklepali, da je
slovenski izolat 02 07 eden izmed manj agresivnih izolatov genotipa EU 13 A2, ki Se
ni uspel premagati odpornosti, posredovani z geni RS in R9, saj okuzba genotipov RS ni
bila uspesna. Po drugi strani pa izolat 02 07 hkrati ni uspel okuziti niti obcutljivih
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starSevskih sort, z izjemo sort Rioja in Sylvana, vendar je izolat 02 07 le redko sporuliral.
Posledi¢no bi bil pravilnejsi sklep, da je slovenski izolat 02 07 neagresiven izolat kljub
pripadnosti genotipu EU 13 A2. Da bi ta sklep dodatno preverili, bi genotipe RS in
starSevske sorte lahko inokulirali z drugimi izolati, nabranimi v populacijski raziskavi
(Zerjav, 2016) v istem letu kot izolat 02_07, ki ravno tako pripadajo genotipu EU_13 A2,
kar so predlagali tudi Mariette in sod. (2016b), saj lahko tako lazje sklepamo o
variabilnosti populacije znotraj iste klonalne linije. Po definiciji virulentnosti (Zhan in
McDonald, 2013) je bil slovenski izolat 02 07 avirulenten na vse genotipe RS in na
starSevski sorti Lusa in Colomba. Virulenten je bil na starSevskih sortah Rioja in Sylvana,
kjer je, sicer v redkih primerih, uspesno sporuliral. 1zolat 02 07 je bil avirulenten tudi na
odporno starSevsko sorto Sarpo Mira, kar se sicer sklada z drugimi raziskavami v poljskih
poskusih, kjer je bila sorta Sarpo Mira odporna proti genotipu EU 13 A2 (White in
Shaw, 2010; Lees in sod., 2012). Za razliko od omenjenih poljskih poskusov je sorta
Sarpo Mira odpornost proti genotipu EU 13 A2 izgubila v testih na odrezanih listih, saj
je kar 12 od 13 testiranih izolatov genotipa EU 13 A2 bilo virulentnih na sorto Sarpo
Mira (Janiszewska in sod., 2021). Glede na to da je izolat 02 07 kljub pripadanju
agresivnemu genotipu EU 13 A2 povzrocal najSibkejSe simptome na vseh genotipih RS
in starSevskih sortah, tovrstne primerjave o stopnji odpornosti sorte Sarpo Mira proti
genotipu EU 13 A2 7 ostalimi raziskavami niso povsem primerljive.

Slovenski izolat 09 07 na podlagi analize z mikrosateliti pripada genotipu EU 34 Al, ki
je bil v Evropi prvi¢ uradno izoliran in zabeleZen v Sloveniji v Pomurju leta 2004 (Zerjav,
2016; Janiszewska in sod., 2021; EuroBlight, 2022). Janiszewska in sod. (2021) so
kasneje z gensko analizo zbirke izolatov P. infestans z mikrosateliti v letih od 2000 do
2014 ugotovili, da je bil genotip EU 34 Al na Poljskem prisoten ze leta 2002, najbolj
raz$irjen pa je bil v letih od 2007 do 2009 ter nato Se v letu 2011. V literaturi konkretnih
podatkov o agresivnosti genotipa EU 34 A1 nismo zasledili. Med okuzbo genotipov RS
z izolatom 09 07 smo opazili visoko sporulacijo takoj po tvorbi micelija v tkivni kulturi,
vendar te lastnosti nismo kvantitativno opredelili. Janiszewska in sod. (2021) so skupno
82 izolatov P. infestans genotipa EU 34 Al inokulirali na enajstih diferencialnih
rastlinah (MaR1 — MaR11). Rezultati so pokazali, da je bil genotip EU 34 A1l najbolj
virulenten na diferencialne rastline MaRI, MaR3, MaR4, MaR7, MaR10 in MaR11. Na
diferencialno rastlino MaRS$ je bilo virulentnih le 21 od 82 izolatov genotipa EU 34 Al.
Po inokulaciji genotipov RS v tkivni kulturi je bil slovenski izolat 09 07 virulenten na
vse genotipe RS z izjemo genotipa C571. Na podlagi naSih rezultatov tezko primerjamo
ugotovitve o virulentnosti genotipa EU 34 Al v raziskavi Janiszewska in sod. (2021),
saj smo v okviru doktorske naloge uporabili le en izolat genotipa EU 34 A1, medtem ko
so jih Janiszewska in sod. (2021) uporabili kar 82. Podobno kot pri slovenskem izolatu
02 07 bi tudi v primeru izolata 09 07 lahko dodatno inokulirali genotipe RS z izolati iz
populacijske raziskave (Zerjav, 2016), izoliranih v istem letu, ki prav tako pripadajo
genotipu EU 34 Al.
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Izolat 09 07, uporabljen v naSi raziskavi, je bil virulenten tudi na vse obcutljive
starSevske sorte, medtem ko je bil avirulenten na odporno starSevsko sorto Sarpo Mira.
Za razliko od genotipov RS se ta rezultat ujema z raziskavo Janiszewska in sod. (2021),
kjer je bilo kar 53 izolatov genotipa EU 34 A1 od skupno 69 izolatov aviruletnih na sorto
Sarpo Mira. Na podlagi znacilnosti rasti izolata 09 07 (hitra in visoka sporulacija) ter na
podlagi srednje stopnje agresivnosti, ki smo jo dolocili z vrednostmi AUDPC iz ocen
intenzitete simptomov, bi lahko izolat 09 07 oznacili kot invaziven izolat.

Prvotna hipoteza o Sirjenju razli¢nih klonalnih linij P. infestans je predvidevala, da imajo
agresivnejSe klonalne linije vecjo selekcijsko prednost pred ostalimi, saj naj bi pri
tekmovanju za omejeno koli¢ino gostitelja (v tem primeru krompirjeva cima) kratka
latentna perioda, visoka produkcija sporangijev ter visoka stopnja rasti lezij kljucno
pripomogle k intenzivnejSemu Sirjenju agresivnih klonalnih linij (Cooke in sod., 2012).
V obsezni populacijski Studiji francoskih klonalnih linij P. infestans, opravljeni s strani
Mariette in sod. (2016b), so to hipotezo ovrgli, saj se je ravno pri klonalnih linijah s
srednjo ali nizko stopnjo agresivnosti z leti povecal njihov delez oz. pogostnost v
populaciji. Ne glede na kazatelje visoke invazivnosti izolata 09 07 bi morali za to¢no
dolocitev invazivnosti posameznega izolata P. infestans (uporabljeni v doktorski nalogi),
le-te natan¢neje kvantificirati z meritvami latentne periode, stopnje Sirjenja lezij, koli¢ine
proizvedenih sporangijev ter kapacitete sporulacije (Mariette in sod., 2016b).

5.3.1.2 Odpornost genotipov R§ na krompirjevo plesen v primerjavi s starSevskimi
sortami

Gen RS je poznan Ze veC desetletij iz seta enajstih diferencialnih rastlin (MaR8) kot vir
trajne kvantitativne odpornosti na krompirjevo plesen (Swiezynski in sod., 2000; Vossen
in sod., 2016). Razli¢ne raziskave virulenc izolatov P. infestans Se danes uporabljajo
diferencialne rastline za dolocanje rase in virulence izolatov P. infestans, pri Cemer sta
diferencialni rastlini MaRS8 in MaR9 (obe vsebujeta gen RS (Kim in sod., 2012)), redko
premagani (Swiezynski in sod., 2000; Haynes in sod., 2002; Zhang in Kim, 2007; Jo in
sod., 2011; Vossen in sod., 2016). Gen RS8 je tako asociiran z visoko in trajnostno
odpornostjo (Vossen in sod., 2016). Dolocene raziskave o doprinosu gena RS na
odpornost na P. infestans so ze bile opravljene, vendar so bili v testiranje vkljuceni ali
transgeni organizmi (Zhu in sod., 2015; Vossen in sod., 2016) ali pa le po en genotip RS,
ki so ga nato primerjali bodisi z diferencialno rastlino MaRS$ ali s starSevsko sorto Sarpo
Mira (Kim in sod., 2012).

V nasi doktorski nalogi smo z namenom odbrali ve¢ genotipov R8, ki izhajajo iz razlicnih

krizanj med starSevskimi sortami, da bi jih lahko primerjali med sabo in ugotovili, ali je
doprinos gena RS enak ne glede na genetsko ozadje ali pa se doprinos razlikuje. Podobno
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raziskavo so opravili ze Jo in sod. (2011) ter Rietman in sod. (2012), kjer so v prvem
primeru testirali stopnjo odpornosti F1 potomcev diferencialne rastline MaRS, medtem
ko so v raziskavi Rietman in sod. (2012) testirali F1 potomce sorte Sarpo Mira. V obeh
primerih F1 potomci niso bili analizirani z genskimi markerji in odbrani za prisotnost le
posameznih genov, da bi lahko stopnjo odpornosti pripisali le genu RS oz. genu Rpi-
Smira?.

Po inokulaciji genotipov RS v tkivni kulturi s P. infestans so se genotipi razlikovali v
stopnji odpornosti na krompirjevo plesen tako glede na inokuliran izolat kot tudi glede na
krizanje, iz katerega izhajajo, pri cemer so se razlikovali tudi znotraj krizanja. Glede na
vrednosti POS po osmih dneh so bili vsi genotipi R§ odporni na slovenski izolat 02 07,
medtem ko so bili na ostale tri izolate P. infestans (09 _07, 90128 in IPO-C) bodisi srednje
odporni bodisi obcutljivi.

Genotip L166 iz skupine Lusa je bil edini izmed genotipov RS, ki je izrazal hujSe
simptome v primerjavi s pripadajoCo obcutljivo starSevsko sorto Lusa v primerih izolatov
02 07, 09 07 in 90128, vendar je bila ta razlika statisticno znacilno razli¢na le pri
najmanj agresivnem izolatu 02 07. Tovrstna razlika v izraZzanju simptomov med
starSevsko sorto in direktnim F1 potomcem je po nasih podatkih unikaten pojav, saj so v
primerljivi raziskavi Rietman in sod. (2012) vsi F1 potomci odporne sorte Sarpo Mira in
obcutljive sorte RH izrazali srednje stopnje odpornosti in nobeden izmed potomcev ni
izrazal hujSih simptomov od obcutljive starSevske sorte po inokulaciji z izolatom IPO-C
v poljskih poskusih. Ob tem je potrebno upostevati, da je bila sorta RH, uporabljena v
raziskavi Rietman in sod. (2012), popolnoma obcutljiva na izolat IPO-C, medtem ko je
sorta Lusa, uporabljena v okviru doktorske naloge, sicer bila obcutljiva na izolat IPO-C,
vendar so bile vrednosti POS manjSe v primerjavi s sortama Colomba in Sylvana, ki sta
bili prakti¢no popolnoma obcutljivi. Genotip L166 je sicer po okuzbi z izolatom [PO-C
izrazal nekoliko SibkejSe simptome v primerjavi s starSevsko sorto Lusa.

Genotipa RS iz skupine Rioja (R7 in R15) se po inokulacijah z izolati 09 07, 90128 in
IPO-C nista statisticno znacilno razlikovala od pripadajoce starSevske sorte Rioja. Oba
genotipa in starSevska sorta Rioja so bili ali srednje odporni ali pa obc¢utljivi na omenjene
izolate P. infestans. StarSevska sorta Rioja je bila po analizi z genskimi markerji pozitivna
na markerje za gena R3a in R3b, ki sta kvalitativna gena (Rietman in sod., 2012) in po
okuzbi s P. infestans vodita v hipersenzitivni odziv (Huang, 2005a). Prisotnost obeh
genov R bi lahko vplivala na odpornostni odziv starSevske sorte Rioja, s ¢imer bi lahko
bila sorta Rioja bolj ali pa primerljivo odporna kot genotipa R7 in R15, ki imata le gen
R&8/Rpi-Smira2. Sorta Rioja je izrazala SibkejSe simptome v primerjavi s starSevskima
sortama Colomba in Sylvana, vendar hujse simptome kot starSevska sorta Lusa, za katero
smo dokazali, da ne vsebuje testiranih odpornostnih genov. Na podlagi tega lahko
sklepamo, da gena R3a in R3b ne prispevata ali pa prispevata zelo malo k imunskemu
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odzivu sorte Rioja na izolate, uporabljene v inokulaciji tkivnih kultur. StarSevska sorta
Sylvana je prav tako vsebovala gen R3b, kar smo pokazali z analizo z genskimi markerji,
vendar sta bili skupaj s sorto Colomba najbolj obcutljivi starSevski sorti, testirani v okviru
doktorske naloge, kar nakazuje na majhen ali zanemarljiv doprinos gena R3b. Skupaj s
sorto Rioja je sorta Sylvana izrazala simptome krompirjeve plesni tudi po inokulaciji z
najsibkejSim izolatom 02 07, kljub temu da obe sorti vsebujeta R gene. Gena R3a in R3b,
ki se nahajata znotraj lokusa R3 na kromosomu XI (Huang, 2005a), sta bila ena izmed
prvih odpornostnih genov, vklju€enih v introgresijo genov R iz divje vrste S. demissum.
Leta 1951 so na institutu Scottish Plant Breeding Station, danasnji institut James Hutton
(The James Hutton Institute, 2022), razvili novo sorto Pentland Ace (Report to the Annual
General Meeting, 1952), ki je vsebovala gena R3a in R3b (Armstrong in sod., 2019),
vendar sta bila oba gena hitro premagana s strani P. infestans (Bradshaw, 2021). Gena
R3a in R3b danes Stejeta kot gena z omejenim razponom odpornosti 0z. rasno specifi¢éno
odpornostjo (Bradshaw, 2021), kar se je pokazalo tudi v nasi raziskavi, saj ne posamezen
gen (sorta Sylvana) ne kombinacija obeh (sorta Rioja) nista bistveno doprinesla k
odpornosti proti tem Stirim uporabljenim izolatom P. infestans.

Doloceni genotipi RS, ki izhajajo iz skupine Colomba in Sylvana, so izrazali statisti¢no
znatilno vi§jo odpornost na krompirjevo plesen v primerjavi s pripadajoima
obcutljivima starSevskima sortama Colomba in Sylvana. V primeru skupine Sylvana sta
bila genotipa S989 in S999 statisti¢no znacilno odpornejsa na izolat 09 07 v primerjavi s
sorto Sylvana, a hkrati tudi statisticno znacilno manj odporna v primerjavi s sorto Sarpo
Mira. To nakazuje, da je gen RS8/Rpi-Smira2 doprinesel k odpornosti genotipov S989 in
S999 na izolat 09 07, vendar ta doprinos ni bil primerljiv z odpornostjo sorte Sarpo Mira,
ki je izrazala le hipersenzitivni odziv. Po inokulaciji s tujima izolatoma 90128 in IPO-C
se genotipi S859, S989 in S999 niso statisticno znacilno razlikovali v imunskem odzivu
in so bili vsi obcutljivi ali srednje odporni.

Genotip C571 iz skupine Colomba je bil edini genotip RS, ki je bil v primerih inokulacij
s tujima izolatoma 90128 in IPO-C primerljiv z odpornostjo starSevske sorte Sarpo Mira.
Po inokulaciji z izolatom IPO-C med genotipom C571 in sorto Sarpo Mira ni bilo
statisti¢no znacilne razlike, kar bi lahko nakazovalo na primerljiv srednje odporen odziv
in s tem na primerljiv doprinos gena Rpi-Smira2/R8 v potomcu sorte Sarpo Mira. Na tej
tocki je potrebno poudariti, da je sorta Sarpo Mira po inokulaciji s tujima izolatoma imela
visje vrednosti POS in je izrazala srednjo odpornost na izolata 90128 in IPO-C za razliko
od ostalih raziskav, kjer je bila sorta Sarpo Mira visoko odporna na oba izolata (Kim in
sod., 2012; Rietman in sod., 2012). V primeru slovenskega izolata 09 07, kjer je sorta
Sarpo Mira izrazala le hipersenzitivni odziv, je genotip C571 izrazal hujSe simptome kot
sorta Sarpo Mira in se ni statisticno znacilno razlikoval od genotipov C419 in C557, ki
sta imela Se hujSe simptome. Kjub temu se je genotip C571 na podlagi vrednosti POS po
inokulaciji z izolatom 09 07 edini izmed genotipov RS uvrstil med odporne odzive tako
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kot sorta Sarpo Mira. Ceprav je primerljiva odpornost med genotipom C571 in sorto
Sarpo Mira lahko nastala kot posledica visjih vrednosti POS sorte Sarpo Mira pri izolatih
90128 in IPO-C, je genotip C571 med vsemi testiranimi genotipi RS imel najnizje
vrednosti POS po inokulaciji z izolati 09 07, 90128 in IPO-C, zaradi ¢esar smo ga
oznacili kot najbolj perspektivni genotip RS.

Inokulacija genotipov RS v tkivni kulturi je tako pokazala razli¢en doprinos gena Rpi-
Smira2/R8 k odpornosti na krompirjevo plesen, saj se je med devetimi genotipi RS
pokazal Sirok razpon stopnje odpornosti; od obcutljivega odziva pri genotipu L166, ki je
bil vi§ji od pripadajoce obcutljive starSevske sorta Lusa, do odpornega oz. srednje
odpornega odziva, ki je bil primerljiv z odporno starSevsko sorto Sarpo Mira. Ti rezultati
se le delno skladajo z rezultati Vossen in sod. (2016), kjer so v transgenih Desiree
rastlinah z vstavljenim genom R§ opazili razpon od srednje odpornih do polne odpornosti
na izolat IPO-C. V nasi raziskavi je po okuzbi z izolatom IPO-C le genotip C571 izrazal
srednjo odpornost, skupaj s starSevsko sorto Sarpo Mira. Po okuzbi z ostalimi izolati smo
opazili §irsi razpon, od obcutljivih do srednje odpornih ter do odpornih odzivov na P.
infestans. Vossen in sod. (2016) so te razlike sicer pripisali razlicnemu izrazanju gena RS
v transgenih rastlinah ali pa Stevilu kopij T-DNA po transgenezi; so pa dodali, da na gen
RS8 izven transgeneze zelo vpliva genetsko ozadje.

5.3.1 Odpornostni odziv celih rastlin genotipov C419 in C571 ter starSevskih sort
Colomba in Sarpo Mira v rastlinjaku

Na podlagi rezultatov okuzbe s Stirimi izolati P. infestans na genotipih RS v tkivni kulturi
je genotip C571 imel najnizje ocene intenzitete simptomov krompirjeve plesni in je tako
kazal najvis§jo odpornost izmed devetih testiranih genotipov RS. To stopnjo odpornosti,
primerljivo s starSevsko sorto Sarpo Mira, smo zeleli preveriti tudi na ravni cele rastline
v rastlinjaku, pri ¢emer smo uporabili iste Stiri izolate P. infestans. Zraven smo vkljucili
tudi genotip C419, ki je »sokrizanec« genotipa C571 oz. pripada isti skupini genotipov z
isto obcutljivo starSevsko sorto Colomba. Na ravni tkivnih kultur je genotip C419 izrazal
nekoliko hujse simptome kot genotip C571, vendar Se vedno SibkejSe od ostalih genotipov
RS8. Zanimalo nas je, ali se bo ta razlika med genotipoma C419 in C571 ohranila na ravni
celih rastlin v rastlinjaku. Za primerjavo odpornostnih odzivov obeh genotipov smo v
testiranje stopnje odpornosti s P. infestans vkljucili tudi obe starSevski sorti Colomba in
Sarpo Mira.

Za pripravo virulentnega inokuluma P. infestans smo tokrat uporabili metodo inokulacije
obcutljive sorte Dobrin v tkivni kulturi, ki nam je omogocila povsem sterilno pripravo
inokuluma, hkrati pa smo lahko iz vecjega Stevila preras¢enih trdnih gojiS¢ pripravili visje
koncentracije sporangijev, potrebnih za pripravo vecjega volumna inokuluma. Po
inokulaciji smo vse rastline prekrili s PCV vrecami (Islam in sod., 2018), s katerimi smo
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lazje vzdrzevali visoko zra¢no vlago pri posamezni inokulirani rastlini ter tako omogocili
optimalnejSe pogoje za uspeSno okuzbo. Edina pomanjkljivost prekrivanja rastlin z
vreCami je ta, da so oteZevale vsakodnevno spremljanje razvoja simptomov krompirjeve
plesni, saj se je vlaga kondenzirala na vreCah, skozi katere opazovanje ni bilo mozno. Z
vsakodnevnim odkrivanjem rastlin bi lahko pretirano poskodovali rastline z lomljenjem
listnih pecljev, kar bi lahko vplivalo na odpornostni odziv krompirjevih rastlin.

Intenziteta povzroc¢enih simptomov krompirjeve plesni je bila pri vseh Stirih izolatih P.
infestans primerljiva z intenziteto simptomov pri okuzbah tkivnih kultur, torej je
slovenski izolat 02 07 povzrocal najSibkejSe simptome, drugi slovenski izolat 09 07 je
povzrocal nekoliko hujSe simptome, medtem ko sta oba tuja izolata povzrocala najhujse
simptome krompirjeve plesni in se med sabo nista bistveno razlikovala. Na tej tocki ne
moremo govoriti o agresivnosti izolatov, saj poteka okuzbe nismo spremljali v ve¢
casovnih tockah in razen doloCanja ocen intenzitete povzrofenih simptomov nismo
spremljali drugih kvantitativnih lastnosti, ki bi opisovale agresivnost posameznega izolata
(latentna perioda, produkcija sporangijev, stopnja rasti lezij) (Andrivon, 1993).

Izmed Stirih inokuliranih genotipov RS in starSevskih sort je sorta Colomba pri vseh Stirih
izolatih izrazala najhujSe simptome krompirjeve plesni, pri ¢emer je pri okuzbi z izolatom
02 07 sorta Colomba edina izrazala simptome okuZzbe s P. infestans. Genotipa C419 in
C571 sta bila skupaj s starSevsko sorto Sarpo Mira popolnoma odporna na izolat 02 07,
po okuzbi z izolatom 09 07 pa sta sicer izrazala Sibke simptome krompirjeve plesni,
vendar sta bila Se vedno odporna na izolat 09 07 tako kot starSevska sorta Sarpo Mira.
Na tuja izolata 90128 in IPO-C sta bila oba genotipa srednje odporna in sta se po stopnji
odpornosti uvrstila med ob&utljivo sorto Colomba in odporno sorto Sarpo Mira. Ceprav
sta genotipa C419 in C571 pri okuzbi v tkivnih kulturah izrazala razli¢en odpornostni
odziv, ki je bil sicer statisti¢no znacilen le pri izolatu IPO-C, pri okuzbi v rastlinjaku med
obema genotipoma ni bilo izrazitih razlik. Ob tem je potrebno upostevati tudi nacin
ocenjevanja intenzitete simptomov krompirjeve plesni, saj smo lahko z lestvico ocen
simptomov v tkivnih kulturah natancneje razlocili tudi manjSe razlike v intenziteti
simptomov, medtem ko posamezna ocena na lestvici po Cruickshank in sod. (1982)
vsebuje nekoliko $irsi razpon delezev prizadetega listnega tkiva, kar omejuje natan¢no
razloCevanje manjsih razlik. Kljub temu smo uspeli z okuzbo vseh S§tirih izolatov P.
infestans na celih rastlinah v rastlinjaku pokazati, da genotipa C419 in C571 z genom
Rpi-Smira2/R8 izrazata srednjo stopnjo odpornosti v primerjavi s starSevsko sorto Sarpo
Mira, ki je bila na vse stiri inokulirane izolate P. infestans popolnoma odporna. Slednje
se ujema z nekaterimi drugimi raziskavami, kjer je bila sorta Sarpo Mira ravno tako
odporna na izolata 90128 in IPO-C, vendar so bile te inokulacije opravljane v poljskih
poskusih (Kim in sod., 2012; Rietman in sod., 2012). Posledi¢no ti rezultati med sabo
niso povsem primerljivi. Pri pregledu literature nismo zasledili raziskave, ki bi testirala
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odpornost sorte Sdrpo Mira na nivoju cele rastline v rastlinjaku z izolatoma 90128 in [PO-
C.

54  PRIMERJAVA DOPRINOSA GENA Rpi-Smira2/R8 MED RAZLICNIMI
POGOIJI INOKULACIE

Na podlagi rezultatov okuzbe genotipov C419 in C571 na nivoju celih rastlin v tkivni
kulturi in rastlinjaku lahko sklepamo, da se doprinos gena Rpi-Smira2/R8 delno ohranja
med razlicnimi nacini inokulacije.

Genotipa C419 in C571 sta bila na obeh ravneh odporna na najmanj agresiven slovenski
izolat 02 07, pri ¢emer smo na ravni rastlinjaka na obeh genotipih opazili le
hipersenzitivni odziv. Po okuzbi z drugim slovenskim izolatom 09 07 v tkivni kulturi sta
se genotipa razlikovala v stopnji odpornosti, in sicer je bil genotip C419 srednje odporen
na izolat 09 07, genotip C571 pa je bil odporen. Na ravni rastlinjaka sta oba genotipa po
okuzbi z izolatom 09 07 izrazala le Sibke simptome krompirjeve plesni in sta bila nanj
odporna. Po okuzbi s tujim izolatom 90128 v tkivni kulturi sta oba genotipa izrazala
izrazitejSe simptome in sta bila srednje odporna na izolat 90128, kar je bilo primerljivo
tudi s stopnjo odpornosti v rastlinjaku, kjer sta bila prav tako srednje odporna. Po okuzbi
z drugim tujim izolatom IPO-C v tkivni kulturi se je med genotipoma C419 in C571
pokazala vecja razlika, saj je bil genotip C419 obcutljiv na izolat [IPO-C, medtem ko je
bil genotip C571 srednje odporen. Ta razlika v stopnji odpornosti med genotipoma se na
ravni rastlinjaka ni pokazala, saj sta bila oba genotipa srednje odporna na izolat IPO-C.
V primeru genotipa C419 se stopnja odpornosti tako ni povsem ohranila med razlicnimi
pogoji inokulacije, saj je v tkivni kulturi izrazal hujSe simptome kot na ravni cele rastline
v rastlinjaku. Pri genotipu C571 se je stopnja odpornosti dobro ohranila, saj je bil na obeh
ravneh odporen na izolat 09 07, na oba tuja izolata 90128 in IPO-C pa je bil srednje
odporen.

Obcutljiva starSevska sorta Colomba je na obeh ravneh izrazala najhujSe simptome
krompirjeve plesni, vendar o ohranjanju stopnje obcutljivosti med obema ravnema tezko
sklepamo, saj je bila v okuzbo v rastlinjaku vkljucena le ena od Stirih obcutljivih
starSevskih sort. Na ravni tkivnih kultur je bila sorta Colomba najbolj obcutljiva na
okuzbo s P. infestans v primerjavi z ostalimi obc¢utljivimi sortami, medtem ko na ravni
rastlinjaka tega ne moremo trditi, kljub temu da so bile rastline sorte Colomba mo¢no
prizadete. Po drugi strani se je pri odporni starSevski sorti Sarpo Mira stopnja odpornosti
le delno ohranila med obema ravnema, saj je bila na nivoju tkivnih kultur le srednje
odporna na tuja izolata 90128 in IPO-C, medtem ko je bila v rastlinjaku na oba tuja izolata
popolnoma odporna in je izrazala le hipersenzitivni odziv. Pri okuzbi s slovenskima
izolatoma 02_07 in 09 07 se je stopnja odpornosti sorte Sarpo Mira ohranila, saj je bila
tako v rastlinjaku kot tudi v tkivni kulturi odporna na oba izolata.
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Na podlagi rezultatov obeh nacinov inokulacije genotipov RS in starSevskih sort s P.
infestans tako lahko sklepamo, da se stopnja odpornosti, posredovana z genom Rpi-
Smira2/R8, ne ohranja med razli¢nimi nacini inokulacije, kar so opazili tudi v nekaterih
drugih raziskavah (Jo in sod., 2011; Kim in sod., 2012; Ortowska in sod., 2012a; Rietman
in sod., 2012; Vossen in sod., 2016), vendar so obravnavali druge nac¢ine inokulacije. Da
bi lahko natan¢neje in zanesljivejSe opredelili ohranjanje stopnje odpornosti med
inokulacijo tkivnih kultur in celih rastlin v rastlinjaku, bi bilo potrebno v inokulacije v
rastlinjaku vkljuciti tudi ostale genotipe RS, vendar zaradi tehni¢nih omejitev rastlinjaka,
tezav pri zagotavljanju visoke zracne vlage in prostorske stiske to ni bilo mozno.

V raziskavi Jo in sod. (2011) so F1 potomce diferencialne rastline MaRS8 inokulirali z
izolatom IPO-C v poljskih poskusih, kjer je bila priblizno polovica potomcev odpornih,
polovica pa obcutljivih na inokuliran izolat P. infestans. V testih na odrezanih listih pa
nobeden izmed potomcev ni izrazal jasne odpornosti proti krompirjevi plesni, vendar so
pri omenjeni metodi opazili slabo ponovljivost rezultatov. Diferencialna rastlina MaRS je
bila odporna na izolat IPO-C na obeh ravneh, kar je lahko posledica prisotnosti dodatnih
genov R3a, R3b in R4 poleg gena RS (Kim in sod., 2012). Do podobnih ugotovitev so
prisli tudi Kim in sod. (2012), kjer so F1 potomca (R8-18) diferencialne rastline MaRS8,
ki je vseboval le gen RS, ravno tako inokulirali z izolatom IPO-C na ravni poljskih
poskusov in na ravni odrezanih krompirjevih listov. Genotip R8-18 je bil v testih na
odrezanih listih obcutljiv na izolat IPO-C, medtem ko je bil v poljskih poskusih nanj
odporen. StarSevska diferencialna rastlina MaRS je bila tako kot v raziskavi Jo in sod.
(2011) odporna na izolat IPO-C na obeh ravneh. Kim in sod. (2012) so genotip R8-18 in
diferencialno rastlino MaRS8 izpostavili tudi izolatu 90128, vendar le v testih na odrezanih
listih, pri ¢emer sta bila oba obcutljiva. V inokulacijske poskuse so vkljucili tudi
diferencialno rastlino MaR9 z dokazano prisotnostjo gena RS, ki je bil odporen tako na
izolat 90128 v testih na odrezanih listih kot tudi na izolat IPO-C na ravni poljskih
poskusov in odrezanih listov. F1 potomce diferencialne rastline MaRS so obravnavali tudi
v raziskavi Vossen in sod. (2016), ki so jih prav tako inokulirali z izolatom IPO-C, vendar
na ravni poljskih poskusov in na ravni rastne komore. Za razliko od ostalih raziskav so se
stopnje odpornosti v tem primeru ohranile, saj so odporni F1 potomci v poljskih poskusih
bili odporni tudi v rastnih komorah. Ohranila se je tudi stopnja odpornosti starSevske
diferencialne rastline MaRS ter transgene rastline sorte Desiree z vstavljenim genom RS,
ki sta bili na obeh ravneh odporni na izolat IPO-C. Za razliko od ostalih raziskav so
Rietman in sod. (2012) z izolatom IPO-C v poljskih poskusih in na odrezanih listih
inokulirali sorto Sarpo Mira in njene F1 potomce. Hkrati so jih v testih na odzrezanih
listih inokulirali tudi z izolatom 90128. F1 potomci so po okuZzbi z izolatom 90128 na
odrezanih listih izrazali razli¢ne stopnje odpornosti (obcutljiv, srednje odporen, odporen),
medtem ko so bili vsi F1 potomci, vklju¢no s starSevsko sorto Sarpo Mira, obcutljivi na
izolat [PO-C v testih na odrezanih listih. V poljskih poskusov pa so F1 potomci izrazali
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razli¢ne stopnje odpornosti v razponu med popolnoma obcutljivo starSevsko sorto RH in
odporno sorto Sarpo Mira.

Razlog, zakaj prihaja do takega odstopanja v stopnji odpornosti, posredovani z genom
Rpi-Smira2/R8, med odrezanimi listi in celimi rastlinami v poljskih poskusih, medtem ko
se med celimi rastlinami v poljskih poskusih in rastnih komorah stopnja odpornosti
ohranja, je lahko zaradi odsotnosti koreninskega sistema in meristemov pri testih na
odrezanih listih, ki klju¢no prispevajo k odpornosti celotne rastline, kar so v svoji
raziskavi pokazali Orlowska in sod. (2012a). V obdobju med leti 2004 in 2011 so v
poljskih poskusih testirali stopnjo odpornosti sorte Sarpo Mira in enajst diferencialnih
rastlin (MaR 1 — MaR11), pri ¢emer so bili sorta Sarpo Mira ter diferencialni rastlini MaRS8
in MaR9, ki vsebujeta gen RS (Kim in sod., 2012), popolnoma odporni na mesanico
izolatov P. infestans. Sorto Sarpo Mira so nato dodatno inokulirali v tkivnih kulturah kot
celo rastlino, rastlino brez vrhnjega poganjka, rastlino brez koreninskega sistema ter
odrezane liste z ali brez stranskega poganjka. Ugotovili so, da je bil delez prizadetega
rastlinskega tkiva pri rastlinah brez koreninskega sistema in z vsemi poganjki bistveno
nizji kot pri obeh tipih odrezanih listov. Pri rastlinah brez vrhnjega poganjka in s
koreninskim sistemom pa so bili nizki delezi prizadetih tkiv primerljivi z nizkim delezem
pri celih rastlinah, s ¢imer so pokazali pomemben vpliv tako meristemov kot tudi
koreninskega sistema pri celostni odpornosti sorte Sarpo Mira.

Na podlagi rezultatov ostalih opisanih raziskav lahko sklepamo, da se je stopnja
odpornosti genotipov RS8 delno ohranila pri obeh nacinih inokulacij zaradi prisotnosti tako
meristemov kot koreninskega sistema v rastlinah v tkivni kulturi, torej smo na obeh
ravneh inokulirali cele rastline z intaktnim odpornostnim odzivom. Ceprav tkivne kulture
niso pogosto uporabljene za neposredno inokulacijo s P. infestans, smo v okviru
doktorske naloge pokazali, da predstavljajo zanesljivo in dobro ponovljivo metodo
inokulacije krompirjevih rastlin s P. infestans ter hkrati omogocajo vzdrzevanje
optimalnih pogojev za uspesno okuzbo P. infestans. Huang in sod. (2005b) so v svoji
raziskavi prvi vzpostavili neposredno inokulacijo tkivnih kultur s P. infestans kot dobro
alternativo ostalim inokulacijskim testom, saj omogoca uporabo izenacenega ter
sterilnega rastlinskega materiala. Poleg tega so v tej raziskavi tudi dokazali, da je
inokulacija tkivnih kultur podala zanesljive in ponovljive rezultate, ki so bili primerljivi
z metodo inokulacije na odrezanih listih. Edine pomanjkljivosti uporabe tkivnih kultur so
zahteva po posebni laboratorijski opremi (brezpraSna komora, rastne komore, lo¢enost
prostorov in ohranjanje cistega laboratorijskega okolja), ¢asovno zahteven vnos
rastlinskega materiala v tkivne kulture ter omejena mozna koliina testiranih
krompirjevih rastlin. Slednjo pomanjkljivost smo Se posebej opazili pri inokulacijah P.
infestans v okviru doktorske naloge, saj so zoospore P. infestans v virulentnem
inokulumu viabilne le omejeno Stevilo ur, zaradi Cesar je potrebna skrbna Casovna
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organizacija pri inokulacijah vec¢jega Stevila rastlin v tkivni kulturi z ve€ razlicnimi izolati
P. infestans.

Za razliko od raziskave Huang in sod. (2005b) pa so v raziskavi Verzaux in sod. (2011)
po inokulacijah na tkivnih kulturah, odrezanih listih in v poljskih poskusih prisli do
neujemajocih rezultatov. Po inokulaciji razli¢nih genotipov Solanum avilesii z izolatom
90128 v tkivni kulturi in na odrezanih rastlinah so dolo¢eni genotipi, odporni na ravni
tkivnih kultur, nato v testih na odrezanih listih izrazali hujSe simptome krompirjeve
plesni, medtem ko so doloceni obcutljivi genotipi v tkivni kulturi nato na odrezanih listih
izrazali manj simptomov. Prav tako se stopnja odpornosti genotipov ni ohranila po
inokulaciji z izolatom IPO-C v testih na odrezanih listih in v poljskih poskusih, pri cemer
so genotipi v testih na odrezanih listih izrazali hujSe simptome. Nasprotno so se rezultati
inokulacij tkivnih kultur in odrezanih listov s P. infestans v raziskavi Vleeshouwers in
sod. (2008) med seboj ujemali. Skupina Vleeshouwers in sod. (1999) je predhodno ze
pokazala, da rezultati inokulacij na odrezanih listih dobro korelirajo z rezultati poljskih
poskusov ter da se krompirjeve rastline na okuzbo s P. infestans odzovejo enako ne glede
na to, ali gre za poljski poskus ali za inokulacijo v rastni komori. Do podobnih zaklju¢kov
glede inokulacij v poljskih poskusih in v rastnih komorah so prisli tudi Sharma in sod.
(2013) ter Jo in sod. (2015), kjer so rezultati inokulacij na ravni rastlinjaka bolje korelirali
z rezultati poljskih poskusov kot rezultati inokulacij na odrezanih listih.

Nasprotno rezultati poljskih poskusov in inokulacij v rastlinjaku v raziskavi Stewart in
sod. (1983) niso povsem korelirali med sabo, saj so se odporne krompirjeve sorte v
rastlinjaku odrezale slabse, medtem ko so obcutljive krompirjeve sorte v rastlinjaku imele
boljSe ocene. Najboljso korelacijo so dosegli med rezultati zaporednih poljskih poskusov,
medtem ko so rezultati zaporednih inokulacij v rastlinjaku imeli slabso korelacijo.
Stewart in sod. (1983) so te neskladnosti pripisali slabsim priblizkom naravnih pogojev v
rastlinjaku, predvsem pri temperaturnem rezimu in starosti rastlin ob inokulaciji s P.
infestans v primerjavi s poljskimi poskusi. Posledi¢no so predlagali, da se v primeru
neskladnosti rezultatov poljskih poskusov in inokulacij v rastlinjaku upoSteva rezultate
poljskih poskusov, saj se v tovrstnih pogojih odpornost najbolje izraza. Raziskovalki
Dorrance in Inglis (1997) sta v poljskih poskusih prav tako opazili statisticno znacilen
vpliv starosti rastlin ob inokulaciji s P. infestans. Rezultati poljskih poskusov so sicer bili
primerljivi z rezultati inokulacij v rastlinjaku, vendar le pri koncni uvrstitvi sort v
odporne, srednje odporne ali obcutljive. Sicer pa sta med ponovitvami inokulacij v
rastlinjaku opazili statisticno znacilne razlike v intenziteti simptomov krompirjeve plesni,
kar nakazuje na slabo ponovljivost metode, vendar sta to variabilnost primerjali z
variabilnostjo vecletnih poljskih poskusov, na katere mo¢no vplivajo sezonske razlike v
okoljskih pogojih.
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Dorrance in Inglis (1997) sta kljub slabsi ponovljivosti rezultatov inokulacij v rastlinjaku
videli doloCene prednosti tega nacina inokulacije, predvsem za namene raziskav
dedovanja odpornosti ter identifikacije potencialnih novih starSevskih linij. Podobno
imajo inokulacije na odrezanih listih prednosti le pri dolo€anju posameznih komponent
okuzbe P. infestans, npr. pri dolocanju sposobnosti sporulacije ali u¢inkovitosti okuzbe,
vendar ne toliko pri ovrednotenju same odpornosti krompirjevih rastlin. Posledi¢no tako
inokulacije v rastlinjaku kot tudi na odrezanih listth ne morejo povsem nadomestiti
zanesljivejsih in izrazitejSih rezultatov poljskih poskusov. Sta pa Dorrance in Inglis
(1997) predlagali vkljucitev krompirjevih sort z znano stopnjo odpornosti ali obcutljivosti
na krompirjevo plesen kot standarde pri vseh nacinih inokulacije P. infestans za lazjo
dolocitev primerljivosti rezultatov. Prav tako so tudi v raziskavi Brouwer in sod. (2004),
kjer so z inokulacijami paradiznikovih rastlin s P. infestans iskali regije z lokusi
kvantitativne lastnosti (ang. Quantitative Trait Loci — QTL) za kvantitativno odpornost
proti krompirjevi plesni, pokazali, da inokulacije v rastlinjakih in na odrezanih listih ne
morejo povsem nadomestiti poljskih poskusov za dolocanje kvantitativne odpornosti
proti krompirjevi plesni. Podobno so tudi v raziskavi Foolad in sod. (2015) inokulirali
pradiznikove rastline na ravni poljskih poskusov in rastlinjaka ter rezultate primerjali z
inokulacijami na odrezanih listih, pri ¢emer so bili simptomi na odrezanih listih
intenzivnejsi, vendar se niso statisticno znacilno razlikovali ne od rezultatov poljskih
poskusov ne od rezultatov inokulacij v rastlinjaku. Foolad in sod. (2015) so tako pokazali,
da rezultati inokulacij na odrezanih listih dobro korelirajo tako s poljskimi poskusi kot
tudi z inokulacijami v rastlinjaku ter posledi¢no predstavljajo u€inkovito, preprosto in
zanesljivo metodo za dolo¢anje stopnje odpornosti ve¢je populacije krompirjevih rastlin.
Raziskovalci instituta James Hutton na Skotskem so porocali, da so za identifikacijo
genov R in virulencne lastnosti izolatov P. infestans pridobili zanesljivejSe rezultate pri
inokulacijah celih rastlin v rastlinjaku kot pri inokulacijah odrezanih listov (Bradshaw,
2021: 253).

Glede na rezultate inokulacij genotipov RS s P. infestans v okviru doktorske naloge in
glede na rezultate drugih primerljivih raziskav lahko vidimo, da je potrebno za zanesljivo
in natan¢no ovrednotenje stopnje odpornosti proti krompirjevi plesni inokulacijo s P.
infestans opraviti na ve¢ nacinov, v kolikor nam razpolozljiva infrastruktura in prostorske
kapacitete to omogocajo. Hkrati pa je priporocljivo v testiranje ter dolocanje odpornosti
krompirjevih rastlin vkljuciti tudi set krompirjevih sort z znano in dokazano stopnjo
odpornosti kot standardne sorte, s pomocjo katerih bi lahko ocenili in dolocili
primerljivost razli€nih nacinov inokulacij med sabo ter posledi¢no zanesljivost
pridobljenih rezultatov.
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5.5  IZRAZANIE GENA Rpi-Smira2/R8

Na podlagi rezultatov inokulacij genotipov RS z inokulumom P. infestans v tkivni kulturi
nas je zanimalo, kako se gen Rpi-Smira2/R8 izraza po okuZzbi s patogenom, zato smo
genotipa C419 in C571, slednji kot najbolj odporen genotip RS, ter starSevski sorti
Colomba in Sarpo Mira inokulirali z vsemi Stirimi izolati P. infestans (02_07, 09 07,
90128 in IPO-C). Predvsem nas je zanimalo, kako se gen Rpi-Smira2/R8 izraza pred
pojavom s prostim ocesom opaznih simptomov krompirjeve plesni ter ali se izraza
konstitutivno ali po stiku s patogenom pride do spremembe v izrazanju, zato smo vzorce
inokuliranega listnega tkiva nabrali v treh ¢asovnih toc¢kah: takoj po inokulaciji (to), 2
dneva po inokulaciji in 4 dneve po inokulaciji.

Po opravljeni reakciji PCR v realnem casu se je izkazalo, da uporabljeni zacetni
oligonukleotidi niso bili primerni za spremljanje izrazanja gena Rpi-Smira2/R8. Geni R
kodirajo proteine NB-LRR, pri ¢emer je domena NB med proteini R dobro ohranjena,
medtem ko je domena LRR zelo variabilna (Knepper in Day, 2010). Da bi lahko to¢no
dolo¢ili stopnjo izrazanja gena Rpi-Smira2/R8, bi bilo potrebno na podlagi nukleotidnega
zaporedja kodirajoCe regije identificirati fragment, ki bi bil specifi¢en le za gen Rpi-
Smira2/R8. Specifi¢nost na novo oblikovanih zacetnih oligonukleotidov bi bilo potrebno
testirati tudi na vzorcih drugih krompirjevih sort, ki vsebujejo gen RS, npr. diferencialni
rastlini MaR8 in MaR9 ter sorti Jacqueline Lee in Missaukee (Vossen in sod., 2016) ter
tudi na vzorcih krompirjevih sort, za katere je bilo dokazano, da ne vsebujejo genov R,
npr. Bintje (Kim in sod., 2012).

Primerljivih raziskav, kjer bi spremljali izrazanje gena Rpi-Smira2/R8 po inokulaciji
krompirjevih rastlin s P. infestans, med pregledom literature nismo zasledili. Stefanczyk
in sod. (2017) so spremljali izrazanje gena Rpi-phul in opazili razliko v izraZzanju med
kompatibilno (uspesna okuzba) in nekompatibilno interakcijo (neuspesna okuzba) P.
infestans in krompirjevih krizancev. Pri nekompatibilni interakciji se je gen Rpi-phul
izrazal konstitutivno in je ostal na nizji ravni izrazanja do zaklju¢ka spremljanja
odpornostnega odziva. Ti rezultati so bili primerljivi tudi z rezultati raziskave Sliwka in
Zimnoch-Guzowska (2013), kjer so ravno tako med okuzbo opazili stabilno izrazanje
gena Rpi-phul ter rezultati spremljanja izraZzanja gena R3a v raziskavi Huang in sod.
(2005a), ki se je ravno tako izrazal konstitutivno pri nekompatibilni interakciji. Pri
kompatibilni interakciji, kjer je P. infestans uspesno okuzila krompirjeve rastline, je
izrazanje gena Rpi-phul po petih dneh povecala za 48x (Stefanczyk in sod., 2017). O
povecanem izraZanju gena RB pri kompatibilni interakciji so porocali tudi Kramer in sod.
(2009), kjer so spremljali izraZzanje odpornostnih genov v transgenih krompirjevih
rastlinah. Raziskovalci Sliwka in Zimnoch-Guzowska (2013) ter Kramer in sod. (2009)
so pri spremljanju izrazanja odpornostnih genov naleteli na zanimiv pojav, in sicer je bilo
bazalno izrazanje opazovanih genov R vi§je pri divjih vrstah krompirja, iz katerih so geni
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izhajali, gen Rpi-phul in divje vrste S. phureja in gen RB iz divje vrste S. bulbocastanum.
Stefanczyk in sod. (2017) so v svoji raziskavi dokazali, da je na izraZzanje gena Rpi-phul
vplivalo tudi genetsko ozadje, saj so testirani genotipi izhajali iz istega krizanja, vendar
so se razlikovali v stopnji izrazanja. Glede na to da smo tudi v okviru doktorske naloge
dokazali vpliv genetskega ozadja na odpornostni odziv genotipov R8 na krompirjevo
plesen, bi morda to razliko na transkripcijski ravni opazili tudi v naSih rezultatih.

5.6 INOKULACIE GENOTIPOV R8 V RASTLINJAKU IN NA ODREZANIH
LISTIH Z OOMICETO P. infestans

5.6.1 Inokulacija genotipov RS8 in starSevskih rastlin na ravni celih rastlin v
rastlinjaku s P. infestans

Prve okuZzbe s P. infestans na ravni celih rastlin v rastlinjaku, kjer smo Zeleli testirati vseh
deset genotipov RS skupaj s petimi pripadajocCimi starSevskimi sortami, nam niso uspele.
Pri dolo€enih rastlinah smo videli posamezne simptome krompirjeve plesni, vendar
vecina rastlin, vkljuno z obcutljivimi starSevskimi sortami, ni kazala simptomov.
Razlogi za neuspesno inokulacijo so lahko bili prenizka koncentracija virulentnih
sporangijev in prenizka relativna zrac¢na vlaga. Na tej tocki smo za pripravo inokuluma
P. infestans uporabljali rezine krompirjevih gomoljev, ki so se kasneje izkazale za prece;j
nezanesljivo metodo zaradi prisotnosti kontaminacij in slabe rasti P. infestans, kljub
prednostim, opisanih v poglavju 5.2.2. Posledicno smo lahko pripravili le omejeno
koli¢ino inokuluma, kar je lahko vplivalo na uspesno okuzbo P. infestans. V raziskavi
Brouwer in sod. (2004) so sicer uporabili primerljivo nizko koncentracijo sporangijev (1
x 10° — 1 x 10* sporangijev/ml) za inokulacijo paradiznikovih rastlin v rastlinjaku, vendar
je v njihovem primeru okuzba s P. infestans uspela.

Najvecja tehni¢na omejitev, ki bi v vsakem primeru mocno vplivala na izid poskusa, tudi
¢e bi uporabili vi§jo koncentracijo virulentnih zoospor, je bilo vzdrZevanje visoke
relativne vlaznosti v zraku. Rastlinjak na Kmetijskem inStitutu Slovenije ni omogocal
nadzora in vzdrzevanja to¢ne relativne zra¢ne vlaznosti, zato smo nad rastlinami napeljali
sistem, ki je meglico prsil vsako uro. PrSenje smo nastavili na 1 min, saj bi sicer lahko
zoospore sprali z listne povrSine in onemogocili uspesno inokulacijo. Zaradi visokih
temperatur v juniju in avgustu 2020 smo v rastlinjaku tezko vzdrzevali ustrezno visoko
zracno vlago, ne da bi pri tem pretirano spirali zoospore s povrsin listov.

5.6.2 Inokulacija odrezanih krompirjevih listov genotipov R8 in starSevskih rastlin
s P. infestans

Metoda temelji na inokulaciji odrezanih krompirjevih listov s P. infestans, ki jih nato
inkubiramo v kontroliranih laboratorijskih pogojih in je ena najbolj uporabljenih metod
za testiranje odpornostni krompirjevih genotipov, sort ali krizancev na krompirjevo
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plesen, saj ima Stevilne prednosti. 1z ene krompirjeve rastline, gojene v rastlinjaku, lahko
pridobimo veliko Stevilo listov in tako hkrati testiramo odpornost na ve¢ izolatov P.
infestans. S kontroliranimi pogoji rastne komore lahko zagotovimo optimalne pogoje za
uspesno okuzbo s P. infestans in tako poveCamo ponovljivost metode/rezultatov,
tockovna inokulacija suspenzije zoospor P. infestans pa nam omogoca natancno
spremljanje nastanka in razvoja simptomov krompirjeve plesni, saj vemo, kje na listni
povrsini bo prisSlo do vstopa patogena v rastlinsko tkivo (Carlisle in sod., 2002). Z
merjenjem velikosti nastalih nekroz tekom inokulacije lahko pridobimo tudi podatke o
hitrosti Sirjenja simptomov in patogena v listnem tkivu ter tako primerjamo testirane
izolate P. infestans med sabo.

V literaturi obstaja vec razlicic protokola inokulacije odrezanih krompirjevih listov, med
katerimi je najpogosteje uporabljena metoda s postavitvijo odrezanih listov v zaprte
pladnje z vlaznimi krpami za zagotavljanje visoke zracne vlaznosti (Umaerlis in Thnell,
1976, Tooley, 1990; Swiezynski in sod., 1991; Day in Shattock, 1997; Brouwer in sod.,
2004; Colon in sod., 2004; Cooke in sod., 2012; Sobkowiak in sod., 2012; Sharma in sod.,
2013; Brylinska in Sliwka, 2017; Yin in sod., 2017; Elnahal in sod., 2020; Gu in sod.,
2020; Monino-Lopez in sod., 2021; Sabbadin in sod., 2021). V doktorski nalogi smo
uporabili metodo, opisano po Pieterse in sod. (1994) ter Vleeshouwers in sod. (1999), ki
se od ostalih razlikujeta v tem, da so odrezane liste vstavili v navlazene kocke cvetli¢ne
gobe. Tako modificiran protokol nam je omogocil, da so listi ohranili svoj turgor med
celotnim potekom okuzbe in listi niso propadali na raCun pomanjkanja vode.

Preden smo odrezane liste inokulirali s suspenzijo zoospor P. infestans, jih je bilo
potrebno povrsinsko sterilizirati. Pri pregledu literature nismo zasledili omembe
predhodne povrsinske sterilizacije, razen v primeru Sharma in sod. (2013), kjer so liste
pred inokulacijo sprali s sterilno dH>O, in v primeru Raza in sod. (2021), kjer so liste
sprali pod vodovodno vodo in osusili s papirnatimi brisackami, zato smo testirali pet
razliénih nacinov povrsinske sterilizacije oz. spiranja listov. Z naknadno inokulacijo
suspenzije zoospor P. infestans smo zeleli preveriti, ali smo uspes$no odstranili nezelene
mikroorganizme in ostanke raztopine NaOCI, ki bi preprecili rast P. infestans po
povrsinski sterilizaciji. Najbolj u¢inkovito povrSinsko sterilizacijo smo pricakovali pri
razkuzevanju z raztopino NaOCl, saj se jo pogosto uporablja pri inokulacijah odrezanih
listov (Akhtar in sod., 2011; Boydom, 2015; Chethana in sod., 2017; Patial in sod., 2017;
El-Mor in sod., 2018; Aregbesola in sod., 2020; Saldierna Guzman in sod., 2020; Ahn in
sod., 2021). Izkazalo se je, da sta obe uporabljeni koncentraciji raztopine NaOCl (0,5 %
in 1 %) povzrocili preve¢ poskodb na povrsini listnega tkiva, kar bi onemogocilo jasno
razlocevanje med simptomi krompirjeve plesni in poskodbami zaradi razkuzevanja. Na
nekaterih testiranih odrezanih listth smo na tockah inokulacije zasledili simptome
krompirjeve plesni, kar pomeni, da smo v teh primerih uspesno sprali ostanke raztopine
NaOClL.
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Za spiranje odrezanih krompirjevih listov pred inokulacijami s suspenzijo zoospor P.
infestans smo na podlagi testiranih metod izbrali spiranje s tekoco in sterilno vodovodno
vodo. Ceprav se je izkazala za najbolj optimalno metodo odstranjevanja neZelenih
mikroorganizmov z listne povrsine, so se tekom poskusov inokulacije na odrezanih listih
genotipov RS v velikem obsegu pojavile kontaminacije. Tudi pri odrezanih listih iz
skupine za negativno kontrolo (inokulacija s sterilno vodovodno vodo) so se v nekaterih
primerih pojavile podobne kontaminacije, predvsem pri listih, ki so se neposredno
dotikali navlazenih brisack pod plasticnimi podstavki. O podobnih tezavah je porocal ze
Toxopeus (1954), ki je prvi uvedel to metodo. Sprva je inokulirane odrezane listiCe
postavil neposredno na navlazene krpe v kovinskih pladnjih in kmalu opazil prezgodnje
propadanje listi¢ev zaradi tesnega stika z vlaznimi krpami. Listi¢e je nato s kovinskimi
iglami pri¢vrstil na leseni okvir, poloZen na navlaZene krpe v pladnju, vendar so tudi v
tem primeru nekateri listi¢i propadli, saj je lesen okvir vpil vlago iz krp. Tezavo s
propadanjem listov je nato resil z uporabo kositrne mreze, ki je listi¢e popolnoma locila
od navlaZzenega lesa.

Predhodna toplotna sterilizacija uporabljenega materiala (cvetlicna goba, plasti¢ni
podstavki, papirnate brisacke) ni bistveno pripomogla k zmanjSanju pojava kontaminacij,
zato je bilo potrebno protokol inokulacije odrezanih listov modificirati. V literaturi smo
zasledili protokol, kjer so namesto pladnjev uporabili steklene ali plasti¢ne petrijevke z
navlaZenimi papirnatimi brisaCkami, s katerimi so vsak testiran odrezan list lahko lo¢eno
inokulirali s suspenzijo zoospor P. infestans ter tudi loCeno inkubirali v rastnih komorah
(Kuhl in sod., 2001; Samen in sod., 2003; Zoteyeva in sod., 2014; Chen in sod., 2017a,
2017b; Sedlak in sod., 2017; Najdabbasi in sod., 2020). Ceprav bi Ze s to modifikacijo
lahko omejili Sirjenje kontaminacij le na nekaj posameznih listov, namesto na celoten
pladenj, smo bili glede uporabe navlaZenih papirnatih brisack skepti¢ni, saj smo
predvidevali, da je to na$ vir kontaminacij.

Nekoliko manj razSirjena modifikacija protokola inokulacije odrezanih listov je
inokulacija odrezanih posamicnih listiev v t. i. vodnih komorah, kjer listi¢e polozimo v
narobe obrnjene plasti¢ne petrijevke z vodnim agarjem nad listi¢i za zagotavljanje vlage
(Tooley in sod., 1986; Spielman in sod., 1989; Wenzel in Foroughi-Wehr, 1990; Legard
in sod., 1995; Dorrance in Inglis, 1997; Kato in sod., 1997; Ordonez in sod., 1997, 1998;
Mizubuti in Fry, 1998; van Raaij in sod., 2007; Halterman in sod., 2010; Li in sod., 2012;
Mariette in sod., 2016a, 2016b; Ah-Fong in sod., 2017). Prednost uporabe vodnih komor
je predvsem v popolni sterilnosti uporabljenega materiala, z izjemo rastlinskega, in
inokulacije v sterilnem okolju brezprasne komore, kar pri inokulacijah v pladnjih ni bilo
mogoce. Glede na rezultate smo predvidevali, da je pojav kontaminacij pogojen z visoko
vlaznostjo, saj so se kontaminacije pojavile v ve¢jem obsegu kot pri prvem uporabljenem
protokolu. Poleg tega pa pri listi¢ih, inokuliranih s sterilno vodo (negativna kontrola),
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kontaminacij nismo zaznali, zato smo predvidevali, da sam rastlinski material ni
potencialni vir kontaminacij.

Z uporabo plasticnih petrijevk brez vodnega agarja smo zra¢no vlago mocno znizali,
vlaznost listne povrSine pa omejili le na kapljo inokulirane suspenzije zoospor P.
infestans. S tem smo zelo ucinkovito odpravili kontaminacije, saj jih med testno
inokulacijo nismo zasledili niti znotraj inokulacijskih kapljic, ¢eprav odrezanih listicev
pred testno inokulacijo nismo povrsinsko sterilizirali. Znizanje zracne vlage v petrijevkah
je hkrati imelo zavirajo¢ ucinek na rast in Sirjenje P. infestans. Med testno inokulacijo
smo opazili simptome krompirjeve plesni, saj je inokulacijska kaplja v prvih urah
inkubacije priskrbela potrebno vodno okolje za uspesen prodor zoospor P. infestans
(Hartill in sod., 1990), vendar so se $irili bistveno poc¢asneje kot pri klasi¢ni inokulaciji
odrezanih listov in so se le v posameznih primerih razsirili izven dimenzij inokulacijske
tocke. Posledi¢no nismo mogli zanesljivo izmeriti in ovrednotiti hitrosti Sirjenja
krompirjeve plesni na odrezanih listi¢ih. Oomiceta P. infestans za razvoj sporangioforov
in sporangijev potrebuje visoko zra¢no vlago ali pa visoko stopnjo vlaznosti listnega tkiva
(Becktell in sod., 2005; Fry, 2008), zato tudi po enem tednu po inokulaciji P. infestans na
odrezanih listih z izrazitimi simptomi krompirjeve plesni nismo zasledili pojava
sporangijev.

Z inokulacijo posameznih listicev z dodanimi kos$¢ki vodnega agarja smo Zeleli ubrati
srednjo pot med pretirano vlaznostjo listne povrSine, ki omogoca hitro Sirjenje
kontaminacij, in dovolj visoko zracno vlago v petrijevki za uspesno rast in sporulacijo P.
infestans. Dodani kos$cki vodnega agarja niso zadostno pripomogli k dvigu relativne
zracne vlage, saj so se simptomi v vecini primerov zaustavili na ravni manjsih lokalnih
nekroz in se je P. infestans le v redkih primerih razsirila izven dimenzij inokulacijske
tocke in uspesno sporulirala. Kljub suhi listni povrsini so se tako izven kot tudi znotraj
inokulacijskih toc¢k pojavile kontaminacije, ki so ponovno onemogocile zanesljivo
ovrednotenje Sirjenja simptomov krompirjeve plesni.

Inokulacija odrezanih listov je zelo razSirjena metoda za testiranje odpornosti rastlin na
razli¢ne rastlinske patogene (Akhtar in sod., 2011; Boydom, 2015; Chethana in sod.,
2017; Patial in sod., 2017; EI-Mor in sod., 2018; Aregbesola in sod., 2020; Saldierna
Guzman in sod., 2020), saj omogoca hitro in obsezno testiranje rastlinskih genotipov, sort
ali krizancev na vecC izolatov ali sevov patogena vzporedno. Kljub validiranosti in
razsirjenosti metode so se nam v okviru doktorske naloge pokazale tudi pomanjkljivosti
uporabe odrezanih listov, predvsem visoka variabilnost v odzivu listnega tkiva na
inokulacijo s P. infestans. Znotraj ponovitev genotipov R§ smo tako zaznali Sirok razpon
v odzivu na inokulacijo; od hitrega propadanja celotnega lista do povsem zdravega
listnega tkiva. Simptomi, ki so se pojavili na listnem tkivu in so sprva izgledali kot
krompirjeva plesen, so se ob natancnem pregledu pod stereomikroskopom izkazali za
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dvoumne, saj so kontaminacije pogosto rastle znotraj inokulacijskih tock, s Cimer so
jemale prostor P. infestans. Kljub razli¢nim modifikacijam protokola, ki smo jih zasledili
v literaturi, je problem kontaminacij ostal. S testno inokulacijo brez vlage smo pokazali,
da je odsotnost zra¢ne vlage klju¢na za zaviranje rasti kontaminacij, a hkrati zavira tudi
rast P. infestans. Namesto tockovne inokulacije suspenzije zoospor P. infestans bi lahko
protokol dodatno modificirali in s prSilkami inokulirali celotno povrsino odrezanih listov
ali listiCev (Stewart, 1990; Kuhl in sod., 2001; van Raaij in sod., 2007; Andrivon in sod.,
2011; Zhu in sod., 2015; Brylinska in Sliwka, 2017). Na ta naéin bi povecali uspesnost
okuzbe s P. infestans in zmanjSali pojav kontaminacij, saj bi jim s tem odvzeli prostor.
Sicer ne bi mogli spremljati velikosti in Sirjenja lezij ter s tem pridobiti podatkov o hitrosti
Sirjenja krompirjeve plesni kot pri tockovnih inokulaciji, vendar bi na ta nacin pridobili
vsaj osnovne podatke o odpornosti genotipov R§ na P. infestans v testih na odrezanih
listih. O pomanjkljivostih metode inokulacije odrezanih listov so porocali le Pristou in
Gallegly, (1956), Goodwin in sod. (1995) ter Jo in sod. (2011). Pristou in Gallegly (1956)
sta v preliminarnih raziskavah inokulacij na odrezanih krompirjevih listih ugotovila, da
je metoda premalo zanesljiva, medtem ko so Goodwin in sod. (1995) ter Jo in sod. (2011)
porocali o tezavah s ponovljivostjo metode, pri cemer so Goodwin in sod. (1995) to resili
s ponovitvami poskusov, dokler niso pridobili konsistentnih rezultatov. Wenzel in
Foroughi-Wehr (1990) sta, glede na pridobljene rezultate inokuliranih odrezanih listov,
zakljucila, da bi bilo za pridobitev zanesljivih in natan¢nih rezultatov o stopnji odpornosti
testiranih rastlin potrebno vkljuciti 100 ponovitev uniformnih odrezanih listov, kar bi
obcutno povecalo tako ¢asovno kot delovno zahtevnost in sama metoda ne bi bila vec¢
prakti¢na.

5.6.3 Izvor kontaminacij

Zaradi obseznih tezav s kontaminacijami tako pri inokulacijah v rastlinjaku kot tudi na
odrezanih listih nas je poleg njihovega izvora zanimalo tudi, s katerimi rodovi gliv smo
imeli opravka. Glede na to da je bila priprava inokuluma P. infestans pri obeh nacinih
inokulacije v celoti opravljena v sterilnem okolju brezprasne komore s pomocjo sorte
Dobrin v tkivni kulturi ter so bila vsa uporabljena preras¢ena trdna gojis¢a z micelijem P.
infestans pregledana pod stereomikroskopom pred uporabo, smo predvidevali, da je vir
kontaminacij lahko bil bodisi rastlinski material bodisi komora oz. prostor, v katerem je
okuzba s P. infestans potekala.

Z nastavljanjem odprtih trdnih gojiS¢ PDA, ki se splosno uporabljajo za gojenje gliv
(Black, 2020) v rastlinjaku in vseh uporabljenih rastnih komorah, smo Zeleli preveriti
prisotnost mikroorganizmov v zraku, na podlagi morfoloskih lastnosti zrastlih
mikrooganizmov na trdnem gojiscu pa smo jih Zeleli tudi primerjati s kontaminacijami,
prisotnimi med okuzbo rastlin s P. infestans. Dodatni korak so bili tudi odtisi listicev
rastlin v rastlinjaku pred inokulacijo s P. infestans, s katerimi smo prav tako Zzeleli
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preveriti, kateri mikroorganizmi se nahajajo na listni povrsini, v kolikSnem §tevilu ter ali
se ujemajo s kontaminacijami, ki smo jih opazili pri inokulacijah rastlin v rastlinjaku in
na odrezanih listih, saj so le-ti ravno tako izhajali iz rastlinjaka.

Ugotovili smo, da je bilo v rastni komori IZR (IZR Skofja Loka, Slovenija) prisotnih zelo
malo mikroorganizmov, saj je bila ve¢ina trdnih goji$¢ prazna, medtem ko se je le na dveh

.....

.....
.....
.....

.....

rodu Penicillium kot tudi rodu Cladosporium, v redkih primerih pa smo zasledili tudi
glive rodu Fusarium. Primerjava slik kontaminacij, ki smo jih opazili tako pri okuzbi
rastlin v rastlinjaku kot tudi pri okuzbi odrezanih listov, s slikami kolonij, zrastlih na
Penicillium in Cladosporium. Na podlagi teh razultatov smo sklepali, da je rastlinjak
poglavitni vir nezelenih kontaminacij z glivami, saj sta bila v rastlinjaku prisotna oba
rodova gliv v velikem Stevilu. Ker smo odrezane liste za inokulacijo pridobili iz
krompirjevih rastlin, gojenih v rastlinjaku, smo te kontaminacije nato prenesli tudi v
laboratorij, kjer jih kljub povrSinskemu spiranju nismo uspeli odstraniti. Izvor
kontaminacij smo potrdili tudi z odtisi listicev na trdna gojis¢a PDA pred inokulacijo
rastlin v rastlinjaku, saj je na gojiscu zrastlo veliko Stevilo kolonij gliv rodu Penicillium,
Cladosporium in v redkejSih primerih tudi glive rodu Fusarium. Pod stereomikroskopom
smo na podlagi morfoloskih lastnosti micelija in sporangijev lahko identificirali le rod
zrastlih gliv. Za bolj natan¢no dolocanje in identifikacijo posameznih vrst gliv bi bilo
pregled hif, sporangioforov in sporangijev pod svetlobnim mikroskopom. Najbolj
zanesljivo identifikacijo posameznih vrst gliv pa bi lahko opravili s pomoc¢jo molekulskih
tehnik (Gherbawy in Voigt, 2010), vendar je bilo za namene dolofanja izvora
kontaminacij in njihovega vpliva na rast in Sirjenje P. infestans v listnem tkivu dovolj
identificirati rod zrastlih kontaminacij oz. gliv tekom inokulacijskih poskusov.

Glive rodu Penicillium in rodu Cladosporium so vsesplosno prisotne v razli¢nih okoljih
(Altaf in sod., 2018) in v razli¢nih klimatskih pogojih (Pepeljnjak in Segvic, 2003) ter jih
med drugim lahko najdemo v rastlinjakih (Rodolfi in sod., 2003; Punja in sod., 2019), v
skladis¢ih (Chatterton in sod., 2012), na svezi zelenjavi (Tournas, 2005), v zracnikih
(Wilson in sod., 2007) in celo na Mednarnodni vesoljski postaji (ang. International Space
Station — ISS) (Novikova in sod., 2006). Splosno gledano so glive rodu Penicillium
poznane kot razkrojevalke organskega materiala (Frisvad in Samson, 2004), nekatere
vrste pa lahko proizvajajo razlicne mikotoksine (Frisvad in sod., 2004). Glive rodu
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Penicillium imajo lahko tudi endofitski odnos z rastlinami (Srinivasan in sod., 2020), kar
pomeni, da kolonizirajo zdravo rastlinsko tkivo inter- in/ali intracelularno, pri ¢emer ne
povzroc¢ajo vidnih znakov ali bolezenskih simptomov (Nair in Padmavathy, 2014), lahko
pa delujejo tudi antagonisticno na doloCene rastlinske patogene, npr. pepelnata plesen
(Kiss, 2003; Alam in sod., 2011) in sprozijo odpornostni odziv v rastlini (Hossain in sod.,
2007). Tudi med glivami rodu Cladosporium lahko najdemo endofitske vrste, ki prav tako
same po sebi ne poSkodujejo rastlinskega tkiva (Raut in sod., 2021). Oba rodova gliv
proizvajata veliko Stevilo spor, ki se $irijo po zraku in dobro rastejo v pogojih z visoko
zracno vlago (Rodolfi in sod., 2003), posledicno jih pogosto najdemo v rastlinjakih (Punja
in sod., 2019). To se sklada z naSimi rezultati zrastlih kolonij na nastavljenih trdnih

.....

.....

po odtisih spodnjih strani listiev zrastlo bistveno manjSe Stevilo kolonij kot pri odtisih
zgornjih strani listicev. To razliko v Stevilu zrastlih kolonij smo pripisali manjsi
1zpostavljenosti spodnjih strani listiCev prosto gibljivim sporam v zraku v rastlinjaku, zato
so na svoji listni povrsini vsebovale manjse Stevilo spor. Te razlike niso bistveno vplivale
na kasnejSo odsotnost oz. prisotnost kontaminacij po inokulaciji odrezanih listov s P.
infestans, saj smo inokulacije vedno opravljali na spodnji (abaksialni) strani listicev,
kontaminacije pa so se kljub temu pojavile.

Na koncu nas je tudi zanimalo, ali bi lahko spore omenjenih rodov gliv sprali z listne
povrsine oz. ali bi jih odstranili s povrSinsko sterilizacijo listov, zato smo testirali enake
metode povrSinskega spiranjeaoz. sterilizacije, kot smo jih uporabili v preliminarnih
testih razkuzevanja pri odrezanih listih pred inokulacijo s P. infestans. Po povrSinskem
spiranju oz. sterilizaciji listiCev smo le-te odtisnili na trdna gojis¢a PDA (zgornjo in
spodnjo stran listiCev) ter po nekaj dneh primerjali Stevilo zrastlih kolonij z odtisi
nerazkuzenih listiCev. Le povrSinska sterilizacija z raztopino NaOCl (0,5 % in 1,0 %) je
imela konkreten dezinfekcijski uc¢inek, saj so bila trdna gojis€a po odtisih prazna ali pa
so vsebovala le posamezne kolonije. Kakrs$no koli spiranje s sterilno ali tekoco vodo ali
kombinacijo obeh je imelo le minimalen u¢inek na zmanjSanje Stevila spor gliv na listni
povrsini, saj se Stevilo kolonij ni bistveno razlikovalo od odtisov nerazkuzenih listiev.
Prisotnost kontaminacij po okuzbi tako celih listov kot posameznih listiCev s P. infestans
lahko pripiSemo neucinkovitemu spiranju spor z listne povrsine. Na podlagi teh razultatov
bi tako za visoko ucinkovito povrSinsko sterilizacijo listne povrSine morali uporabiti
raztopino NaOCl, vendar kot smo opazili pri preliminarnih testiranjih razlicnih metod
povrsinske sterilizacije odrezanih listov, sta obe koncentraciji raztopine NaOCI mo¢no
poskodovali listno tkivo.
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identificirali tudi kontaminacije, zaradi katerih inokulacije odrezanih listov P. infestans
niso uspele, po okuzbi rastlin v rastlinjaku pa so mo¢no ovirale potrditev uspesne okuzbe
s P. infestans. Po pregledu literature o glivah rodu Penicillium in Cladosporium smo
ugotovili, da gre za sploSno prisotne glive, katerih spore se zelo u¢inkovito lahko Sirijo
po zraku in lahko vplivajo na rast rastlin v rastlinjaku (Punja in sod., 2019). Ker so
posmezne vrste gliv znotraj obeh rodov poznane tako kot razkrojevalci organskega
materiala (saprofiti) kot tudi kot endofiti v rastlinskem tkivu, smo zakljucili, da same
kontaminacije med okuzbo s P. infestans niso neposredno vplivale na rast in Sirjenje
krompirjeve plesni, temvec so le razkrajale nekroticno tkivo, ki je nastalo kot posledica
nekroti¢ne faze P. infestans. V primerih okuzb rastlin z agresivnimi tujimi izolati je bila
pogostost kontaminacij precej vi§ja, saj sta izolata 90128 in [PO-C povzrocala hude
nekroti¢ne simptome na rastlinah, s ¢imer sta omogocila rast saprofitov. Ta zaklju¢ek
potrjuje tudi dejstvo, da na rastlinah oz. na listih, ki smo jih inokulirali z avtoklavirano
vodovodno vodo za negativno kontrolo, nismo zasledili nobenih kontaminacij, saj je
listno tkivo v obeh primerih ostalo neposkodovano in zdravo, zaradi ¢esar glive niso
prodrle v listno tkivo oz. niso mogle razgraditi nekroti¢nega tkiva. Visoka zra¢na vlaga,
ki smo jo morali vzdrzevati za uspesno okuzbo P. infestans tako v rastlinjaku kot tudi pri
inokulaciji odrezanih listov, je hkrati omogocila tudi izrazito Sirnjenje gliv rodu
Penicillium in Cladosporium, ki za svojo rast potrebujejo visoko zra¢no vlago (Rodolfi
in sod., 2003). Posledi¢no je po inokulaciji rastlin s P. infestans in po razsiritvi simptomov
krompirjeve plesni potrebno uspesno okuzbo, torej pojav micelija in sporangijev P.
infestans, dokazati s pregledom okuzenega rastlinskega materiala pod svetlobnim
mikroskopom ali stereomikroskopom.
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6 SKLEPI

V doktorski disertaciji smo zeleli preuciti doprinos gena Rpi-Smira2/R8, ki izhaja iz
odporne sorte Sarpo Mira, k odpornosti krompirja na oomiceto Phytophthora infestans,
za kar smo najprej morali pridobiti populacijo potomcev odporne sorte Sarpo Mira, ki so
izmed petih odpornostnih genov vsebovali le gen Rpi-Smira2/RS.

Z ro¢nimi krizanji med petimi obcutljivimi starSevskimi sortami Rioja, Lusa, Colomba,
Bikini in Sylvana smo pridobili F1 populacijo krizancev, izmed katerih smo s pomocjo
genskih markerjev uspesno odbrali manjSo populacijo F1 krizancev, ki so vsebovali gen
Rpi-Smira2/R8, prisotnost gena R4 pa ni bila potrjena. Z modificirano metodo efektorske
agroinfiltracije na odrezanih krompirjevih listih smo uspe$no odbrali deset F1 krizancev,
ki so vsebovali le gen Rpi-Smira2/R8, ter jih poimenovali genotipi RS.

Zaradi izgube virulence izolatov P. infestans, do katere lahko pride =zaradi
genotipov RS vsem uporabljenim izolatom P. infestans vzbuditi virulenco z inokulacijo
obcutljivega rastlinskega materiala. Testirali smo veC v literaturi uporabljenih metod
vzbuditve virulence P. infestans, vendar so se zaradi svojih pomanjkljivosti izkazale za
nezanesljive. Posledi¢no smo na podlagi ovir in opaZenih slabosti razvili novo metodo
vzbuditve virulence izolatov P. infestans: suspenzijo zoospor smo poprsili na krompirjeve
rastline obcutljive sorte v tkivni kulturi. Po pojavu s prostim ocesom vidnega micelija s
sporangiji smo prerascene liste prestavili na trdna rzena gojisca. Preras¢ena trdna rzena
gojisca smo nato uporabili kot vir virulentnega inokuluma za testiranje stopnje odpornosti
genotipov RS.

Zaradi zapletov pri inokulacijah genotipov RS na ravni celih rastlin v rastlinjaku in v testih
na odrezanih krompirjevih listih smo se posluzili redko uporabljene metode inokulacije
krompirjevih rastlin v tkivni kulturi. Z njimi smo lahko celoten postopek inokulacije
genotipov RS s P. infestans opravili v popolnoma sterilnem okolju: od priprave
virulentnega inokuluma s tkivnimi kulturami do priprave sterilnega rastlinskega materiala
ter nanosa virulentnega inokuluma na krompirjeve rastline v tkivni kulturi. Poleg tega so
tkivne kulture omogocile najbolj optimalne okoljske pogoje za uspesno okuzbo P.
infestans, predvsem visoka stopnja relativne zracne vlage, ki se je izkazala za kljucen
pogoj uspesne okuzbe. Hkrati smo za namen natan¢ne dolocitve odpornostnega odziva
genotipov RS na razli¢no agresivne izolate P. infestans razvili osemstopenjsko lestvico
intenzitet simptomov krompirjeve plesni, ki smo jo opremili z reprezentativnimi slikami
znakov okuZzbe.

Inokulacijo genotipov RS smo uspesno opravili na dveh ravneh, in sicer na rastlinah v
tkivni kulturi in, v sicer manjSem obsegu, na ravni celih rastlin v rastlinjaku, kjer smo pri
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slednjem uspesno vzdrzevali visoko stopnjo relativne zrane vlage ter tako vzpostavili
potrebne pogoje za uspesen prodor patogena v rastlinsko tkivo.

Glede na doslej zbrano znanje o doprinosu gena Rpi-Smira2/R8 smo si v okviru doktorske
disertacije zastavili tri hipoteze, ki smo jih z opravljenim raziskovalnim delom naslovili:

1) Rastline RS, razvite iz krizanja med odporno sorto Sarpo Mira in obcutljivimi sortami,
bodo izrazale odpornost proti oomiceti Phytophthora infestans.

Na podlagi rezultatov inokulacij genotipov R8 z oomiceto P. infestans hipotezo v celoti
potrjujemo, saj so genotipi RS izrazali manj simptomov v primerjavi s pripadajo¢imi
ob&utljivimi star§evskimi sortami. Ceprav te razlike niso bile statisti¢no znagilne pri vseh
genotipih RS, so dolo€eni genotipi RS izrazali statisticno znacilno vi§jo odpornost tudi po
inokulaciji z agresivnimi izolati. Najbolj izrazite razlike med genotipi RS in starSevskimi
sortami so se pokazale po inokulaciji s srednje agresivnim slovenskim izolatom 09 07.
Genotip C571 je imel izmed vseh testiranih genotipov RS§ v tkivni kulturi najvisjo
odpornost na krompirjevo plesen, ki je bila najbolj primerljiva z odpornostjo starSevske
sorte Sarpo Mira. Genotipa C419 in C571 sta izrazala odpornost na P. infestans tudi po
inokulaciji v rastlinjaku, ki se je tudi statisticno znacilno razlikovala od obcutljive
starSevske sorte Colomba.

2) Rastline RS bodo izrazale manj$i nivo odpornosti v primerjavi s starSevskim
genotipom Sarpo Mira.

Zastavljeno hipotezo v celoti potrjujemo, saj so genotipi RS izrazali ve¢ simptomov
krompirjeve plesni v primerjavi s starSevsko sorto Sarpo Mira, ne glede na inokuliran
izolat P. infestans. Ceprav so genotipi RS vsebovali gen Rpi-Smira2/R8, ki naj bi najbolj
prispeval k visoki odpornosti sorte Sarpo Mira, smo uspeli pokazati, da samo gen Rpi-
Smira2/R8 ne uspe doseci te visoke stopnje odpornosti, kar nakazuje na pomemben vpliv
ostalih R genov, ki so prisotni v sorti Sarpo Mira. Genotip C571 je bil edini izmed
genotipov RS s stopnjo odpornosti, najblizji sorti Sarpo Mira po inokulaciji z izolati
09 07, 90128 in IPO-C, pri ¢emer je bil ta priblizek najbolj reprezentativen pri izolatu
09 07, saj se je za tuja agresivna izolata izkazalo, da nista najbolj primerna za uporabo v
raziskavah stopnje odpornosti na P. infestans zaradi intenzivnosti nastalih simptomov.

3) Odpornost rastlin RS se bo razlikovala glede na pogoje, pod katerimi bomo okuzevali
rastline s krompirjevo plesnijo; test odrezanih listov, cele rastline v rastlinjaku, poljski

poskusi.

Zastavljeno hipotezo lahko le delno potrdimo, saj inokulacij genotipov RS s P. infestans
nismo uspeli opraviti pod vsemi zastavljenimi pogoji. Pri inokulaciji genotipov RS na
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odrezanih listih nismo uspeli pridobiti ponovljivih in zanesljivih rezultatov o stopnji
odpornosti genotipov R§ na krompirjevo plesen, saj je prisotnost kontaminacij mocno
ovirala vrednotenje simptomov in razvoja bolezni. Kljub ponovitvam poskusov in
modificiranju protokolov pojava kontaminacij nismo uspeli prepreciti. Namesto
inokulacij na odrezanih listih smo genotipe RS inokulirali v tkivnih kulturah, ki so
omogocile sterilno okolje in optimalne pogoje za razvoj simptomov krompirjeve plesni.
Na podlagi rezultatov inokulacij tkivnih kultur smo za inokulacije v rastlinjaku odbrali
manjSe Stevilo genotipov RS, ki so izrazali vi§je stopnje odpornosti na P. infestans, saj
smo zaradi tehni¢nih omejitev poskuse inokulacije lahko opravili le na manjSem Stevilu
rastlin. Rezultati inokulacij genotipov R8 na tkivnih kulturah in v rastlinjaku so pokazali,
da se v primeru odbranih genotipov C419 in C571 stopnja odpornosti ohranja med pogoji
inokulacije, saj sta oba izrazala vi§jo stopnjo odpornosti v primerjavi z obcutljivo
starSevsko sorto Colomba in hkrati nizjo stopnjo odpornosti v primerjavi z odporno
starSevsko sorto Sarpo Mira. Nasprotno pa smo pri odporni sorti Sarpo Mira potrdili
dognanja ostalih primerljivih raziskav, saj se je stopnja odpornosti sorte Sarpo Mira
razlikovala glede na to, ali smo inokulirali celo rastlino v rastlinjaku ali v tkivni kulturi.
Po inokulaciji z agresivnima tujima izolatoma 90128 in [PO-C v tkivni kulturi je sorta
Sarpo Mira izrazala srednje odporen odziv, pri cemer smo opazili micelij in sporangije P.
infestans, medtem ko je bila sorta Sarpo Mira na oba tuja izolata v rastlinjaku popolnoma
odporna in je izrazala le hipersenzitivni odziv.
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7 POVZETEK (SUMMARY)
7.1 POVZETEK

Krompir (Solanum tuberosum L.) spada med razhudnikovke (Solanacae) in je ena najbolj
razSirjenih polj$¢in na svetu, vendar pridelavo krompirja mo¢no ogroza krompirjeva
plesen, ki jo povzroc¢a oomiceta Phytophthora infestans. Vzgoja proti krompirjevi plesni
odpornih sort je pomemben nacin preprecevanja okuzb in Sirjenja krompirjeve plesni.
Sorta Sarpo Mira Se danes velja za eno najbolj odpornih sort, saj je med drugim odporna
tudi na agresivne izolate (White in Shaw, 2010; Tomczynska in sod., 2014; Abuley in
Hansen, 2022). Sarpo Mira vsebuje Stiri kvalitativne R gene, R3a, R3b, R4 in Rpi-Smiral
ter en kvantitativni R gen, Rpi-Smira2 (Rietman in sod., 2012), pri ¢emer je bilo za
slednjega dokazano, da naj bi najbolj prispeval k visoki stopnji odpornosti sorte Sarpo
Mira.

Iz ro¢nih krizanj med petimi obcutljivimi krompirjevih sortami (Rioja, Lusa, Colomba,
Bikini in Sylvana) in odporno sorto Sarpo Mira smo pridobili populacijo rastlin F1
krizancev, izmed katerih smo zeleli pridobiti le krizance, ki od petih genov R iz starSevske
sorte Sarpo Mira vsebujejo le gen Rpi-Smira2/R8. Z uporabo genskih markerjev smo
opravili postopno negativno selekcijo, kjer smo odbrali le krizance, negativne na gene
R3a, R3b in Rpi-Smiral, oz. v primeru gena Rpi-Smira2/R8 krizance, pozitivne na
prisotnost gena. Na podlagi »gen-za-gen« interakcije med proteini R in efektorskimi
proteini smo se za doloCitev prisotnosti gena R4 posluzili metode efektorske
agroinfiltracije. Odbrali smo le rastline, ki niso izrazale hipersenzitivnega odziva ter tako
pridobili kon¢no populacijo desetih genotipov RS, ki smo jih vnesli in vzdrzevali v tkivnih
kulturah kot vir rastlinskega materiala za eksperimentalno delo.

Uporabili smo S§tiri izolate P. infestans (02 _07, 09 07, 90128 in IPO-C), ki so se
razlikovali po geografskem izvoru. Zaradi dokazane zmanjSane sposobnosti okuzbe po
obcutljiv rastlinski material pred uporabo v inokulacijskih poskusih genotipov RS.
Testirali smo dve splosno uporabljeni metodi vzbuditve virulence, inokulacijo odrezanih
krompirjevih listov in inokulacijo rezin krompirjevih gomoljev. Pri obeh metodah so se
pokazale dolo¢ene pomanjkljivosti, predvsem z zagotavljanjem sterilnosti in zanesljivosti
samih metod. Posledicno smo razvili novo metodo vzbuditve virulence P. infestans z
inokulacijo obcutljive krompirjeve sorte Dobrin v tkivni kulturi in prestavljanjem z

micelijem preras¢Cenih listov na trdna rzena gojisca z antibiotiki, ki smo jih nato uporabili
kot vir virulentnega inokuluma P. infestans za razli¢ne nacine inokulacije genotipov RS.

Genotipe RS v tkivni kulturi smo posadili v rastlinjak, kjer smo namnozili rastlinski
material za inokulacijo s P. infestans na ravni celih rastlin v rastlinjaku ter za pridobitev
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materiala za inokulacijo odrezanih krompirjevih listov. Zaradi tehni¢nih tezav inokulacija
genotipov R§ z inokulumom P. infestans ni uspela, saj smo kljub uporabi meglilnega
sistema tezko zagotovili visoko stopnjo relativne zra¢ne vlage, ki je klju¢na za uspesen
prodor P. infestans v rastlinsko tkivo. Pri inokulacijah odrezanih listov genotipov R§ smo
v redkih primerih opazili tipi¢en razvoj in Sirjenje simptomov krompirjeve plesni, vendar
so bili rezultati znotraj ponovitev genotipov RS zelo variabilni, dodatno teZzavo pa so nam
povzrocale tudi kontaminacije, ki so se pogosto razvile znotraj inokulacijskih tock ter
motile natan¢no in zanesljivo dolocitev intenzitete simptomov krompirjeve plesni.

Genotipe R§ smo nato inokulirali na ravni tkivnih kultur skupaj s starSevskimi sortami,
ki so nam sluzile kot kontrole obcutljivega oz. odpornega odziva na krompirjevo plesen
ter s katerimi smo pripadajoe genotipe RS lahko primerjali. Za natan¢no dolocitev
intenzitete simptomov krompirjeve plesni in spremljanja poteka okuzbe s P. infestans
smo razvili lestvico ocen intenzitete simptomov krompirjeve plesni, s katero smo
vsakodnevno genotipom RS in starSevskim sortam dolocili ocene Sirjenja bolezni. Tuja
izolata 90128 in IPO-C sta povzrocala najhujSe simptome in sta bila najbolj agresivna,
medtem ko sta se slovenska izolata 02 07 in 09 07 statisticno znacilno razlikovala od
tujih izolatov ter med sabo. Izolat 02 07 je povzrocal najSibkejSe simptome, Ceprav
pripada genotipu EU_13_A2 (Zerjav, 2016), znanemu po svoji agresivnosti. Genotipi RS
so se v svojem odpornostnem odzivu razlikovali med sabo, saj so nekateri izmed njih
imeli statisticno znacilno manj izrazite simptome krompirjeve plesni v primerjavi s
pripadajo¢imi obcutljivimi starSevskimi sortami, vendar se je to najbolj izrazito pokazalo
po inokulaciji s srednje agresivnim slovenskim izolatom 09 07, saj sta oba tuja izolata
90128 in IPO-C pri vseh inokuliranih rastlinah povzrocila hude simptome krompirjeve
plesni. Najvi§jo stopnjo odpornosti je izrazal genotip C571, ki se je po inokulacijah z
izolati 09 07, 90128 in IPO-C statisticno znacilno razlikoval od obcutljive starSevske
sorte Colomba in izrazal primerljivo intenziteto simptomov kot odporna sorta Sarpo Mira.

Na podlagi rezultatov inokulacij genotipov RS8 na ravni tkivnih kultur smo ponovili
poskus inokulacije na ravni celih rastlin v rastlinjaku v manjSem obsegu. Genotipa C419
in C571 ter starSevski sorti Colomba in Sarpo Mira smo inokulirali z istimi izolati P.
infestans (02_07, 09 07, 90128, IPO-C) ter vsako rastlino po inokulaciji zavili v PVC
vreCo za zagotavljanje visoke relativne zracne vlage. Po dveh tednih smo s pregledom
krompirjevih listov z znaki okuzbe pod stereomikroskopom potrdili uspesno okuzbo P.
infestans. Slovenski izolat 02 07 je tako kot pri inokulacijah na ravni tkivnih kultur tudi
v rastlinjaku povzrocal najSibkejSe simptome. Sledil mu je drugi slovenski izolat 09 07,
tuja izolata 90128 in IPO-C pa sta ponovno povzrocila najhujse simptome. Pri slovenskih
izolatih je simptome krompirjeve plesni izrazala le obcutljiva starSevska sorta Colomba,
medtem ko sta bila genotipa C419 in C571 odporna na oba slovenska izolata. Po
inokulaciji tujih izolatov P. infestans je obCutljiva starSevska sorta Colomba izrazala hude
simptome krompirjeve plesni, medtem ko sta se genotipa C419 in C571 po izrazeni
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stopnji odpornosti uvrstila med obe starSevski sorti in sta izrazala srednjo odpornost.
StarSevska sorta Sarpo Mira je po inokulacijah vseh izolatov P. infestans, tudi tujih
agresivnih, izrazala le hipersenzitivni odziv in je bila popolnoma odporna na vse izolate
P. infestans.

S testiranjem stopnje odpornosti genotipov RS na razli¢no agresivne izolate P. infestans
smo pokazali, da gen Rpi-Smira2/R8 do dolocene mere doprinese k odpornosti krompirja
proti krompirjevi plesni ter da na to odpornost vpliva genetsko ozadje, saj so se genotipi
R8, Ceprav so vsi vsebovali isti gen R odporne starSevske sorte Sarpo Mira, med sabo
razlikovali v odpornostnem odzivu tudi znotraj istega krizanja. Prav tako smo pokazali,
da so genotipi RS izrazali nizjo stopnjo odpornosti proti krompirjevi plesni v primerjavi
z odporno starSevsko sorto Sarpo Mira. Izjema je bil le genotip C571, ki je po inokulaciji
s tujima izolatoma 90128 in IPO-C v tkivni kulturi izrazal primerljivo srednjo stopnjo
odpornosti kot sorta Sarpo Mira, vendar sta na tej ravni oba izolata uspe$no okuzila sorto
Sarpo Mira, saj sta v nekaterih primerih tudi sporulirala. Z inokulacijo genotipov C419
in C571 ter starSevskih sort Colomba in Sarpo Mira na ravni celih rastlin v rastlinjaku pa
smo pokazali, da se odpornost, posredovana z genom Rpi-Smira2/R8, ne izraza enako
glede na razlicen nacin inokulacije. Genotip C571 je na obeh ravneh izrazal srednje
odporen ali odporen odziv, medtem ko je odpornost genotipa C419 na ravneh tkivnih
kultur variirala med obc¢utljivo in srednjo stopnjo, na ravni rastlinjaka pa je variirala med
srednjo in odporno stopnjo. V primeru starSevske sorte Sarpo Mira pa smo potrdili
ugotovitve drugih raziskav, kjer se je odpornost sorte Sarpo Mira razlikovala glede na
nacin inokulacije, saj je v nasi raziskavi srednje oz. odporna na P. infestans na ravni
tkivnih kultur, medtem ko je bila na vse inokulirane izolate na ravni celih rastlin v
rastlinjaku popolnoma odporna.

Raziskave doprinosa gena Rpi-Smira2/R8 k odpornosti proti krompirjevi plesni in
pridobljeni rezultati v okviru doktorske naloge tako predstavljajo dodaten vpogled v
mehanizem odpornosti kvantitativnih genov, kot je Rpi-Smira2/R8, ter kljuéne novo
razvite in vzpostavljene metode inokulacij in spremljanja razvoja krompirjeve plesni na
ravni tkivnih kultur za natan¢no dolocitev in opredelitev stopnje odpornosti testiranih
krompirjevih krizancev in sort. Prav tako nase raziskave dodatno potrjujejo uporabo sorte
Sarpo Mira kot pomemben vir trajne odpornosti Sirokega spektra v zlahtniteljskih
programih za razvoj novih elitnih krompirjevih sort, ki bodo pripomogle k zmanjSanju
uporabe kemicnih sredstev in trajnostnemu razvoju kmetijstva.
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7.2  SUMMARY

Potatoes (Solanum tuberosum L.) belong to the Solanaceae family and are one of the most
widely grown crops in the world, but potato production is severely threatened by late
blight caused by the oomycete Phytophthora infestans. Breeding cultivars resistant to late
blight is an important way to prevent infection and the spread of late blight. The cultivar
Sarpo Mira is still considered one of the most resistant cultivars, as it is also resistant to
aggressive isolates (White and Shaw, 2010; Tomczynska et al., 2014; Abuley and Hansen,
2022). Sarpo Mira contains four qualitative R genes, R3a, R3b, R4, and Rpi-Smiral, and
one quantitative R gene, Rpi-Smira2 (Rietman et al., 2012), the latter of which has been
shown to be the main contributor to the high resistance of Sarpo Mira.

From manual crosses between five susceptible potato cultivars (Rioja, Lusa, Colomba,
Bikini, and Sylvana) and the resistant cultivar Sarpo Mira, we obtained a population of
F1 hybrids, from which we aimed to obtain only hybrids containing only the Rpi-
Smira2/R8 gene of the five R genes of the parent cultivar Sarpo Mira. Using genetic
markers, we performed a stepwise negative selection, selecting only progeny negative for
the R3a, R3b, and Rpi-Smiral genes. In the case of the Rpi-Smira2/R8 gene, progeny that
were positive for the presence of this gene were selected. Based on the "gene-by-gene"
interaction between R proteins and effector proteins, we used effector agroinfiltration
methods to determine the presence of the R4 gene. We selected only plants that did not
express the hypresensitive response, resulting in a final population of ten R8 genotypes
that we introduced and maintained in tissue culture as a source of plant material for
experimental work.

We used four P. infestans isolates (02 07, 09 07, 90128, and IPO-C) that differed by
their geographic origin. Because of the demonstrated reduced infectivity after long-term
storage on solid media, all isolates used were inoculated onto susceptible plant material
prior to use in the inoculation experiments of the R§ genotypes. We tested two common
methods for inducing virulence, inoculation of cut potato leaves and inoculation of slices
of potato tubers. Both methods had certain shortcomings, especially in ensuring sterility
and reliability of the methods themselves. Therefore, we developed a new method for
inducing virulence of P. infestans by inoculating the susceptible potato cultivar Dobrin
in tissue cultures and transferring the mycelium-covered leaves to solid rye culture media
containing antibiotics, which were then used as a source of virulent inoculum of P.
infestans for inoculation of R§ genotypes at different levels.

R8 genotypes in tissue culture were grown in a greenhouse, where we propagated plant
material for inoculation of whole plants in the greenhouse with P. infestans and to obtain
material for inoculation of detached potato leaves. Due to technical problems, inoculation
of RS genotypes with P. infestans failed because, despite the use of a misting system, it
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was difficult to maintain high relative humidity, which is critical for successful
penetration of P. infestans into plant tissue. During inoculations on detached leaves of
genotype RS, we observed the typical development and spread of late blight symptoms in
rare cases. However, results within replicates of genotype RS were highly variable, and
additional problems were caused by contamination that often developed within
inoculation points and interfered with accurate and reliable determination of the intensity
of late blight symptomes.

The R8 genotypes were then inoculated in tissue culture along with parent cultivars that
served as controls for susceptibility or resistance to late blight and with which we could
compare the progeny of the R§ genotypes. To accurately determine late blight symptom
intensity and monitor progression of P. infestans infection, we also developed a late blight
symptom intensity rating scale that allowed us to determine disease spread for the RS
genotype and parent cultivars on a daily basis. Foreign isolates 90128 and IPO-C caused
the worst symptoms and were the most aggressive, while Slovenian isolates 02 07 and
09 07 were statistically significantly different from the foreign isolates and from each
other. Isolate 02 07 caused the weakest symptoms, although it belongs to genotype
EU 13 A2 (Zerjav, 2016), which is known for its aggressiveness. The RS genotypes
differed in their resistance response, as some of them showed statistically significantly
less pronounced late blight symptoms compared to the corresponding susceptible parent
cultivars. However, this was most evident after inoculation with the moderately
aggressive Slovenian isolate 09 07, as both the foreign isolates 90128 and IPO-C caused
severe late blight symptoms in all inoculated plants. The highest level of resistance was
exhibited by genotype C571, which was statistically significantly different from the
susceptible parent cultivar Colomba after inoculation with isolates 09 07, 90128, and
IPO-C and showed comparable symptom intensity to the resistant cultivar Sarpo Mira.

Based on the results of inoculating RS genotypes in tissue culture, we repeated the
inoculation experiment at the whole-plant level in the greenhouse on a smaller scale.
Genotypes C419 and C571 and parent cultivars Colomba and Sarpo Mira were inoculated
with the same isolates of P. infestans (02_07, 09 07, 90128, IPO-C) and each plant was
wrapped in a plastic bag after inoculation to ensure high relative humidity. After two
weeks, we confirmed successful infection with P. infestans by examining potato leaves
that showed signs of infection under a stereomicroscope. Slovenian isolate 02 07 caused
the weakest symptoms in the greenhouse, as it did in the tissue culture inoculations. It
was followed by the second Slovenian isolate 09 07, while the foreign isolates 90128 and
[PO-C again caused the worst symptoms. Of the Slovenian isolates, only the susceptible
parental cultivar Colomba showed late blight symptoms, while genotypes C419 and C571
were resistant to both Slovenian isolates. After inoculation of foreign isolates of P.
infestans, the susceptible parental cultivar Colombo showed severe late blight symptoms,
while genotypes C419 and C571 ranked between the two parental cultivars in terms of
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the resistance level and showed intermediate resistance. The parent cultivar Sarpo Mira
showed only hypersensitive reaction after inoculation with all isolates of P. infestans,
including the aggressive foreign isolates, and was completely resistant to all isolates of
P. infestans.

By testing the level of resistance of RS genotypes to different aggressive P. infestans
isolates, we showed that the Rpi-Smira2/R8 gene contributes to some extent to late blight
resistance in potato and that this resistance is influenced by genetic background, because
the RS genotypes, although they all contained the same R gene from the resistant parental
cultivar Sarpo Mira, responded differently to resistance even within the same cross. We
also showed that the R8 genotypes had lower resistance to potato blight compared to the
resistant parent cultivar Sarpo Mira. The only exception was genotype C571, which had
a comparable intermediate level of resistance to the Sarpo Mira cultivar after inoculation
with the foreign isolates 90128 and IPO-C in tissue culture, but at this level both isolates
successfully infected the Sarpo Mira cultivar as they also sporulated in some cases. By
inoculating genotypes C419 and C571 and the parent cultivars Colombo and Sarpo Mira
at the whole-plant level in the greenhouse, we showed that the resistance mediated by the
Rpi-Smira2/R8 gene was not uniformly expressed at the different levels of inoculation.
Genotype C571 showed an intermediate or resistant response at both levels, whereas
resistance of genotype C419 varied between susceptible and intermediate at the tissue
culture level and between intermediate and resistant at the greenhouse level. For the
parent cultivar Sarpo Mira, we confirmed the results of other studies in which its
resistance varied according to the level of inoculation, as it was intermediate or resistant
to P. infestans at the tissue culture level in our study, whereas it was completely resistant
to all inoculated isolates at the whole-plant level in the greenhouse.

Thus, the study of the contribution of the gene Rpi-Smira2/RS to late blight resistance and
the results obtained in this dissertation provide additional insight into the resistance
mechanism of quantitative genes such as Rpi-Smira2/R8 and the main newly developed
and established methods for inoculating and monitoring late blight development at the
tissue culture level to accurately determine and define the resistance level of the tested
potato hybrids and cultivars. In addition, our research confirms the use of the Sarpo Mira
variety as an important source of durable broad-spectrum resistance in breeding programs
for the development of new elite potato varieties that will help reduce the use of chemical
inputs and promote more sustainable agricultural development.
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PRILOGE

PRILOGA A

Priprava gojiSc¢a s kvasnim in govejim ekstraktom (Yeast Extract Beef - YEB) za
gojenje bakterije Agrobacterium tumefaciens

Komponente (za 1 L gojisca):

- 5,0 g govejega ekstrakta (Biolife Italiana, Italija)

- 1,0 g kvasnega ekstrakta (Biolife Italiana, Italija)

- 5,0 g peptona (Sigma-Aldrich, ZDA)

- 5,0 g saharoze (Kemika, Hrvaska)

- 0,3 g magnezijevega sulfata heptahidrata (MgSO4 x 7TH20) (Merck, ZDA)
- 20 g bakterioloskega agarja (Oxoid, Velika Britanija)

- 1000 ml deionizirane vode (dH2O)

Antibiotiki:
- spektinomicin (100 pug/ml) (Sigma-Aldrich, ZDA)
- rifampicin (25 pg/ml) (Sigma-Aldrich, ZDA)

Za pripravo trdnega gojis¢a smo v dH2O med konstantnim meSanjem dodali goveji
ekstrakt, kvasni ekstrakt, pepton, saharozo, magnezijev sulfat heptahidrat in na koncu Se
bakterioloski agar ter umerili kon¢ni volumen gojis¢a do 1 L. Gojis¢e smo toplotno
sterilizirali z avtoklaviranjem, nato pa v nekoliko ohlajeno gojis¢e dodali Se ustrezen
volumen zaloznih raztopin antibiotikov spektinomicin in rifampicin. Gojis¢e smo razlili
v petrijevke premera 9 cm.

Za pripravo tekocega gojis¢a YEB smo uporabili enak postopek priprave, le da smo korak
dodajanja bakterioloskega agarja izpustili.
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PRILOGA B
Priprava gojisca N za tekoce vzdrZevanje tkivnih kultur

Komponente (za 1 L gojisca):

- 2,2 g (polovi¢na koncentracija) komercialnega gojis¢a Murashige and Skoog Basal
Medium v prahu (Sigma-Aldrich, ZDA)

- 30 g saharoze (Kemika, Hrvaska)

- 8 gtehni¢nega agarja (Biolife Italiana, Italija)

- 1000 ml dH20

Za pripravo gojis¢a N smo v dH>O med konstantnim meSanjem dodali komercialno
pripravljeno gojis¢e Murashige and Skoog Basal Medium in saharozo. Nato smo s pH
metrom umerili pH na vrednost 6,0 ter nato v hladno gojiS¢e dodali Se tehni¢ni agar.
Gojisce smo prestavili na elektricni kuhalnik ter ga segreli, da se je agar raztopil. Toplo
gojisce smo prelili v steklene kozarcke premera 10 cm, priblizno 20 ml na kozarcek, in
toplotno sterilizirali z avtoklaviranjem.
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PRILOGA C
Priprava rzenega gojiS€a Rye-A za gojenje oomicete P. infestans

Komponente (za 1 L gojisca):

- 60 g rzenih semen

- 12,5 g saharoze (Kemika, Hrvaska)

- 12,5 g trsnega sladkorja

- 15 gtehni¢nega agarja (Biolife Italiana, Italija)
- 1000 ml dH20

Za pripravo gojis¢a Rye-A smo najprej ¢ez no¢ v dH>0 namocili rZena semena. Naslednji
dan smo nabreknjena rZena semena dobro zmeli s palicnim meSalnikom in jih nato
precedili skozi kovinsko cedilo ter ponovili postopek mletja in precejanja z nezmletimi
koscki semen. Rzeni kasi smo dodali trsni sladkor ter jo prestavili v vodno kopel za 1 h
pri temperaturi 68 °C. Sledila je prva toplotna sterilizacija z avtoklaviranjem. Rzeno kaso
smo zatem prestavili na magnetno mesalo ter postopoma dodali saharozo, agar in dH,O
do prostornine 1 L. RZeno gojis¢e smo ponovno toplotno sterilizirali z avtoklaviranjem
in ga razlili v plasti¢ne petrijevke premera 9 cm.
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PRILOGA D

Priprava rzenega gojis¢a Rye-A" z antibiotiki za gojenje virulentne oomicete P.
infestans

Komponente (za 1 L gojisca):

- 60 grzenih semen

- 12,5 g saharoze (Kemika, Hrvaska)

- 12,5 g trsnega sladkorja

- 15 gtehni¢nega agarja (Biolife Italiana, Italija)
- 1000 ml dH>O

Antibiotiki:

- ampicilin (250 mg/1) (Sigma-Aldrich, ZDA)
- piramicin (10 mg/l) (Sigma-Aldrich, ZDA)
- rifampicin (10 mg/1) (Sigma-Aldrich, ZDA)

Gojis¢e Rye-A" smo pripravili po enakem postopku kot gojis¢e Rye-A (Priloga C), le da
smo po drugem avtoklaviranju v nekoliko ohlajeno rzeno gojis¢e dodali ustrezen volumen
zaloznih raztopin antibiotikov ampicilin, piramicin in rifampicin. RZeno gojis¢e Rye-A"
smo razlili v plasti¢ne petrijevke premera 9 cm.
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PRILOGA E

Priprava splosnega gojisca s krompirjevo dekstrozo (Potato Dextrose Agar - PDA) z
antibiotikom za odtise krompirjevih listiCev

Komponente (za 1 L gojisca):

- 42 g komercialnega gojis¢a s krompirjevo dekstrozo (PDA) v prahu (Biolife
Italiana, Italija)

- 1000 ml dH20

Antibiotik:
- streptomicin sulfat (50 mg/l) (Sigma-Aldrich, ZDA)

Za pripravo gojis¢a PDA smo natehtali ustrezno koli¢ino komercialnega gojis¢a PDA v
prahu in dodali dH>O do prostornine 1 L. Gojis¢e PDA smo toplotno sterilizirali z
avtoklaviranjem. V nekoliko ohlajeno gojis¢e PDA smo dodali ustrezen volumen zalozne
raztopine antibiotika streptomicin sulfat ter ga razlili v plasti¢ne petrijevke premera 9 cm.



