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REZISTENCE RAJCAT VUCI VIROVYCH PATHOGENU

Na rozdil od jinych patogenu:

* Infekce virovymi patogeny snizuji vynos, deformuji a znehodnocuiji plody a vedou k
vyznamnym ekonomickym ztratam.

Rajcata jsou napadana riznymi skupinami viru, které se liSi genomem, zpusobem prenosu,
stabilitou v prostredi a schopnosti prekonavat rezistenci

Projekt je zaméren na tobamoviry — ToBRFV a tospoviry (orthotospoviry) — TSWV

Geneticka rezistence je nejucinnéjsim a dlouhodobé udrzitelnym nastrojem ochrany..




TOBAMOVIRY

dobre adaptovana skupina rostlinnych vird, jak z hlediska stability v prostfedi, tak z hlediska schopnosti Sifeni v
intenzivnich péstitelskych systémech.

Skupina neobalenych RNA virQ s ty€inkovitou (helikalni) strukturou, s mimoradnou odolnost viéi vysychani, teplotnim

vykyvum a chemickym vlivim, dlouhodobé pfenosna z povrchu, naradi i pracovnich pomucek.

Prenos probiha bez potreby hmyziho prenasece, predevsim:

* mechanicky — pfi manipulaci s rostlinami, fezani, vystipovani, sklizni,
» prostfednictvim kontaminovaného naradi, rukou a pracovnich odévd,
« sadbou a osivem, kde mohou byt virové Castice pfitomny na povrchu nebo v okolnich pletivech.

Mezi nejvyznamngjSi tobamoviry rajcat patfi:

« tomato brown rugose fruit virus (TOBRFV) — karanténni patogen s globalnim rozsSifenim
 tobacco mosaic virus (TMV) — nejdéle studovany rostlinny virus

Virus ToBRFV se od dfive znamych tobamovirt zasadné liSi tim, ze:

» dokaze prekonat klasické geny rezistence Tm-2 a Tm-22? (Tm-22),
- efektivné se mnozi i v odridach, které byly dlouhodobé povazovany za rezistentni,
» vykazuje vysokou infekénost i pfi velmi nizké davce inokula



TOBAMOVIRY

Klicovym faktorem prekonani rezistence je variabilita pohybového

proteinu (MP) viru ToBRFV, ktera:

e umoznuje viru uniknout rozpoznani rostlinnymi rezistencnimi
receptory,

* narusuje mechanismus genové podminéné obrany (ETI).

Dusledkem toho:

« tradiCni slechtitelskeé strategie zalozené na jednotlivych R-genech
selhavaji,

« ochrana rajCat se musi opirat o kombinaci: kvantitativni (polygenickeé)
rezistence, pfisnych hygienickych opatreni, vCasné diagnostiky,
doplnkovych biologickych metod ochrany.

Tobamoviry, a zejmeéna ToBRFV, predstavuji zasadni zmenu paradigmatu &

ochrany rajCat, kdy geneticka rezistence sama o sobé neni dostatecna a
musi byt soucasti komplexniho systému ochrany.



GENY REZISTENCE RAJCAT PROTI TOBAMOVIRUM

Geneticka rezistence vuci tobamovirim je zaloZzena na dominantnich genech rezistence

« Tm-1, ktery omezuje replikaci viru v bunice
« Tm-2 a Tm-22 (Tm-22) — rozpoznavaji virovy pohybovy protein (MP) a blokuji systémové Sifeni infekce.

Tyto geny poskytovaly velmi u€innou ochranu proti tobamoviram, zejména proti viru mozaiky tabaku (TMV) a
viru mozaiky rajCete (ToMV).

Molekularni analyza provedena v ramci projektu TM04000026 vSak prokazala, ze:

% zadna z deseti testovanych komercnich odrud rajCat (Stupické polni rané, Vilma, Plumola, Belliosso,
Delikano F1, Tornado F1, Start F1, Perun, Odat F1, Gallant F1) nenese rezistentni alely genu Tm-1, Tm-2
ani Tm-22,

% odrudy oznacCovaneé v praxi jako ,tolerantni“ nejsou skute¢né geneticky rezistentni jejich relativné

v v

pfitomnosti specifického rezistencniho genu. Rezistence viéi ToBRFV v sou¢asném sortimentu rajcat je
neuplna,nestabilni pfi vysokém infekCnim tlaku a zavisla na celkovém fyziologickém a genetickém pozadi
rostliny.



MOLEKULARNI MARKERY TOBAMOVIROVE REZISTENCE

Pri silném infekCnim tlaku, typickém zejména pro sklenikoveé provozy, se tato forma tolerance:

* muze snadno prolomit, vede k selhani ochrany a rychlému Sifeni viru v porostu.

Markerova analyza proto predstavuje zasadni nastroj realistického hodnoceni odolnosti, protoze:

« umoznuje rozliSit mezi skuteCnou genetickou rezistenci a fenotypovou toleranci,
« eliminuje subjektivni hodnoceni zalozené pouze na symptomech,
» poskytuje jednoznacna a reprodukovatelna data.

Pro Slechténi rajCat ma markerova analyza klicovy vyznam, jelikoz:

« umoznuje cilenou selekci genotypu jiz v ranych fazich vyvoje,
« zamezuje zavadéni falesSné ,rezistentnich® materialt do Slechtitelskych programd,
« podporuje kombinovani vice dil€ich rezistenénich faktorl (polygenicka rezistence).

Vysledky projektu TM04000026 potvrzuiji, ze:

» souasna ochrana rajcat proti TOBRFV nemuze byt zaloZena pouze na deklarovanych odridovych
vlastnostech,

* molekularni markery jsou nezbytnym nastrojem pro informovany vybér odrud, Slechténi i dalSi vyzkum.



TOSPOVIRY: VIRUS BRONZOVITOSTI RAJCETE (TSWV)

celém svété a predstavuje dlouhodoby problém jak v polnich podminkach, tak ve sklenikové produkci.

TSWV je pfenasen tfasnénkami (zejména Frankliniella occidentalis):
* pfenos je persistentni a propagativni — virus se v téle pfenaseCe mnozi a pretrvava po cely jeji Zivot

Virus ma mimoradné Sirokeé hostitelsky okruh:

« infikuje stovky druhu kulturnich i planych rostlin, alternativni hostitelé slouZzi jako rezervoar viru v krajiné,
« eradikace zdroju infekce je proto prakticky nemozna.

U raj¢at zpusobuje TSWV symptomatické i ekonomicky zavazné pfiznaky:

* nekrotické a chlorotické skvrny na listech, bronzové zbarveni pletiv a zakrnéni rostlin,
« charakteristické kruhové (prstencove) skvrny na plodech, které vedou k jejich znehodnoceni,
* pfi Casné infekci muze vést k likvidaci celych rostlin

Ochrana proti TSWV je mimoradné obtizna, protoze:
« tfasnénky si rychle vytvareji rezistenci k insekticidum,

» chemicka ochrana nedokaze zabranit primarni infekci, virus se Sifi velmi rychle i pfi nizké populacni hustoté
prenasecu.

Uspésna ochrana proti TSWV vyZaduije:

» kombinaci rezistentnich genotypu, znalost pfitomnosti konkrétnich rezistencnich gent a markerd, a jejich
cilené vyuziti v péstovani i Slechténi.



GENY REZISTENCE PROTI TSWV: PRINCIPY A VYZNAM

Geneticka rezistence rajcat vuci viru bronzovitosti rajéete (TSWV) je zaloZena pfedevsim na genech kodujicich imunitni
receptory typu NLR (Nucleotide-binding Leucine-rich Repeat), které rozpoznavaji virové proteiny a aktivuji obrannou
reakci rostliny.

Nejvyznamnéjsi dosud popsané geny rezistence k TSWV:

« Sw-5/ Sw-5b (byl dlouhodobé povazZovan za hlavni a velmi u€inny zdroj rezistence)
« SW7 (byl identifikovan u planych druhd raj¢at, jeho ucinek je zalozen na SirSi a stabiln&jSi obranné reakci, méné
nachylné k prolomeni, je alternativhim zdrojem rezistence)

V poslednich letech se vSak objevuji:

* izolaty pfekonavajici TSWYV, které nesou zmény v proteinu NSm,
« v dusledku toho dochazi k selhani ochrany i u dfive rezistentnich odrad.

Z hlediska ochrany rajcCat v praxi je zasadni, ze: geny rezistence neposkytuji stejnou uroven a stabilitu ochrany a ze

znalost konkrétniho genu je kliCova pro spravné vyuZziti odrady.




MOLEKULARNI MARKERY REZISTENCE K TSWV

V ramci projektu TM04000026 byla provedena molekularni markerova analyza zamérena na kliCové geny
rezistence Sw-5 / Sw-5,SW7 k viru bronzovitosti rajCete (TSWV).

Vysledky markerove analyzy jednoznacne ukazaly, ze:

* rezistentni alela genu SW7 byla detekovana pouze u jediné odridy — Stupické polni rané,

 zbylych devét testovanych komerénich odrid (Vilma, Plumola, Belliosso, Delikano F1, Tornado F1,
Start F1, Perun, Odat F1, Gallant F1) neslo pouze citlivé alely

Markerova analyza gent Sw-5 / Sw-5b:

» neprokazala pritomnost rezistentnich variant u zadné z hodnocenych odrud,

* potvrzuje, ze tento drive Siroce vyuzivany rezistencni zdroj neni soucasti soucasneho sortimentu rajcat
péstovanych v CR.



Pro objektivni hodnoceni rezistence raj¢at vuci virovym patogenum byl pouzit
kombinovany pfistup, ktery propojuje geneticka, molekularni a fenotypova data.

Uroven rezistence jednotlivych odriid byla hodnocena pomoci:

» molekularnich markeru rezistence (Tm-geny, Sw-5, SW7),
» kvantifikace virové naloze metodou RT-gPCR (absolutni pocet kopii viru),
» hodnoceni symptomuU pomoci indexu zavaznosti napadeni (DSI).

Tento pfistup umoziuje rozlisit skuteCnou genetickou rezistenci, kvantitativni
toleranci a plnou citlivost k infekci.

Vysledky ukazaly, ze:

» absence markeru rezistence(napf. Tm-1, Tm-2, Sw-5) je spojena s vySSi virovou
naloZi a rychlejSim rozvojem symptom

« pfitomnost genu SW7 (u odrida Stupické polni rané) koreluje s niz8i akumulaci
TSWV a mirngjSimi projevy choroby.




PROPOJENI MARKERU A SKUTECNE ODOLNOSTI ROSTLIN

U nékterych odrud bez detekovanych rezistenénich genu byla pozorovana:

» coz svédci o existenci kvantitativnich obrannych mechanismu (polygenni tolerance).

Tyto mechanismy:

 nebrani infekci, ale zpomaluji mnoZzeni viru a rozvoj symptom
* jejich uCinek je vSak nestabilni a zavisly na infekCnim tlaku a podminkach prostredi.

Kombinace markeroveé analyzy a RT-qPCR poskytuje:

* nejpresnejSi obraz skuteCné urovne rezistence,
» objektivni srovnani odrud napfi¢ experimenty,
« spolehlivy podklad pro rozhodovani v praxi i Slechténi.

Vysledky projektu ukazuiji, ze:

» hodnoceni rezistence pouze podle symptomu je nedostatecné,
» geneticka informace a kvantifikace viru jsou nezbytné pro spravnou interpretaci odolnosti.



REZISTENCE KOMERCNICH ODRUD RAJCAT K TOBAMOVIRUM (ToBRFV)

Rezistence komerénich odrad rajcat vaci viru hnédé vrascitosti plodu rajéete (ToBRFV) byla hodnocena na zakladé:

 kvantifikace virové naloze metodou RT-gPCR,
» hodnoceni symptomu infekce,
 a znalosti genetického pozadi jednotlivych odrud.

Analyza prokazala vyrazné rozdily mezi jednotlivymi odridami, a to i pfesto, Zze zadna z nich nenese klasické rezistenéni
geny Tm-1, Tm-2 nebo Tm-22.

Nejnizsi virové titry ToBRFV byly zjistény u odrid Stupické polni rané (2,3 x 10° kopii viru) a Vilma (4,2 x 108 kopii viru).
Tyto odridy byly hodnoceny jako relativné tolerantni, s mirn&jSim pribéhem infekce a symptomy.

Stfedni uroven virové naloze vykazovaly odrady:

» Plumola, Belliosso, Delikano F,
» U téchto genotypu dochazelo k plné rozvinuté infekci, avSak s niz§im mnozenim viru.

NejvysSi virové titry ToBRFV byly zaznamenany u odrud:

« Gallant F1, Odat F1, Start F1, Perun, Tornado F1
» Tyto odridy byly hodnoceny jako vysoce citlivé, s rychlym rozvojem symptomu a vysokym infekénim potencialem.



REZISTENCE KOMERCNICH ODRUD RAJCAT K TOBAMOVIRUM (ToBRFV)

Rozdily mezi jednotlivymi odridami byly:

- statisticky vysoce prukazné (ANOVA, Tukey, p < 0,001) a stabilni napfi¢
opakovanimi experimentu

Vysledky jasné ukazuji, ze:

« v souCasnem sortimentu rajCat neni dostupna plna geneticka rezistence k
ToBRFV,

* rozdily mezi odrudami jsou dany predevsim kvantitativnimi obrannymi
mechanismy,

« tyto mechanismy mohou sniZzit virovou naloz, nikoli vSak zabranit infekci.

Pro péstitele to znamena, ze: 2 b X ‘

» vybér ,méné nachylné“ odridy muze zmirnit dopady infekce,
* bez kombinace s hygienickymi opatfenimi nelze Sireni ToBRFV zabranit.




REZISTENCE KOMERCNICH ODRUD RAJCAT K TSWV

Rezistence komercnich odrud raj€at vuci viru bronzovitosti rajcete (TSWV) byla hodnocena pomoci:

* kvantifikace virové naloZze metodou RT-gPCR,
» hodnoceni symptomu infekce,
» a molekularniho screeningu rezistenénich genu

Vysledky prokazaly vyraznou variabilitu mezi jednotlivymi odrudami, ktera pfimo souvisi s pritomnosti
nebo absenci rezistencnich genu.

* Stupické polni rané (1,3 x 107 kopii viru).
» Tato odruda jako jedina nesla rezistentni alelu genu SW7, coz se projevilo: nizsi akumulaci viru, pomalejSim rozvojem
symptomu, celkové vysSi urovni praktické odolnosti.

Stredni uroven virové akumulace vykazovaly odrudy:

* Vilma, Plumola, Belliosso, Tornado F1
U téchto genotypu byla infekce pIné rozvinuta, avSak s ¢asteCné omezenym mnozeni viru.



REZISTENCE KOMERCNICH ODRUD RAJCAT K TSWV

NejvysSsi viroveé titry TSWV byly zaznamenany u odrud:

» Start F1 —az 7,9 x 107 kopii; Gallant F1 — 5,8 x 107 kopii; Perun — priblizné 5,5 x 107 kopii
» Tyto odrudy byly hodnoceny jako vysoce citlivé, s rychlym rozvojem symptomu a vysokym infekénim
potencialem.

Statisticka analyza potvrdila:

* vysoce prukazné rozdily mezi odrudami (ANOVA, Tukey, p < 0,001),
« stabilitu vysledkl napfi¢ opakovanimi experimentd.

Vysledky jednoznacné ukazuji, ze:

* pfitomnost genu SW7 ma zasadni vliv na uroven rezistence k TSWV,
« vétSina soucasnych komerénich odrid rajéat v CR postrada ucinné rezistenc¢ni geny k tomuto viru

Pro péstitele a Slechtitele to znamena, Ze:

» gen SW7 predstavuje perspektivni cil pro dalsi Slechténi rajcat s vy$Si odolnosti vuéi TSWV.



SOUHRNNY PREHLED ODRUD A REZISTENCNICH MARKERU (ToBRFV x TSWV)

Vysledky projektu umoznuji komplexni srovnani komerénich odrud rajcat z hlediska:

* pfitomnosti rezistencnich gent a markerq,
» skute¢né urovné odolnosti vic&i virovym patogenim,
* rizika selhani ochrany v praxi.

Rezistencni geny a markery

*m-1, Tm-2, Tm-22 (Tm-22): nebyly detekovany u zadné z testovanych odrld; Zadna odrida nenese klasickou genetickou rezistenci k
tobamovirim

» Sw-5 / Sw-5b: nebyly detekovany u zadné z testovanych odrud
» SW7: detekovan pouze u odridy Stupické polni rané

Relativni uroven rezistence k TOBRFV (tobamoviry):

* Relativné tolerantni odridy: Stupické polni rané, Vilma
« Stfedni citlivost: Plumola, Belliosso, Delikano F1
* Vlysoce citlivé odrudy: Gallant F1, Odat F1, Start F1, Perun, Tornado F1

Uroven rezistence k TSWV (tospoviry):

* NejvysSi odolnost (SW7+): Stupickeé polni rané
» Stfedni citlivost (bez markert):Vilma, Plumola, Belliosso, Tornado F1
* Vlysoce citlivé odrudy:Start F1, Gallant F1, Perun, Odat F1

Prehled jasné ukazuje, ze:

« vétSina komer¢nich odrdd nema zadnou geneticky podminénou rezistenci k hlavnim virovym patogenim,
 pozorovana tolerance je pfevazné kvantitativni a nestabilni,
* jedinym potvrzenym zdrojem rezistence v testovaném sortimentu je gen SW7.



VYUZITI VYSLEDKU PRO PESTITELE RAJCAT

Vysledky projektu TM04000026 poskytuji péstiteldm objektivni a ovéfené informace o skutecné urovni
odolnosti komeréné péstovanych odrid rajcat viuci hlavnim virovym patogentim.

Péstitelé mohou vysledky vyuzit pfedevsim k:

» vybéru odrid pfed zahajenim péstovani
* snizeni rizika rychlého Sireni virovych infekci v porostu,
« omezeni ekonomickych ztrat zplisobenych neprodejnymi plody.

Oznaceni odrudy jako ,tolerantni“ neznamena skuteénou genetickou rezistenci,
bez znalosti rezistencnich gent muaze dojit k selhani ochrany pfi silném infekénim tlaku.

Prakticka doporuceni pro péstitele:

* v oblastech s vyskytem TSWV upfednostiovat odridy s prokazanou pfitomnosti genu SW7 (napf.
Stupické polni rané),

» U ToBRFV pocitat s tim, ze zadna z testovanych odrad neni plné rezistentni,

« kombinovat vybér odrudy s duslednou hygienou, kontrolou pohybu osob a naradi, v€asnou
diagnostikou infekci.



VYUZITI VYSLEDKU VE SLECHTENI RAJCAT

Vysledky projektu TM04000026 poskytuji konkrétni geneticka a molekularni data, ktera jsou primo vyuzitelna
ve Slechteni rajcat zaméreném na virovou rezistenci.

Pro Slechtitele z toho vyplyva nutnost:

« cilené zavadét nové zdroje rezistence do Slechtitelskych programd,
« upustit od genu které jiz nejsou spolehlivé (napf. Tm-22, Sw-5b).

Gen SWY7 se na zakladé vysledku projektu jevi jako:

 perspektivni zdroj rezistence k TSWYV,
» vhodny kandidat pro introgressi do modernich odrud,
* gen s prokazatelnym efektem na sniZeni virové naloze v rostlinach.

Marker-asistované slechténi umoznuje:
selekci rezistentnich genotypu jiz v ranych generacich,

zkraceni slechtitelskeho cyklu,
shizeni nakladu spojenych s polnimi a sklenikovymi testy
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