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1 Uvod

Biotroficky parazit Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et de Toni (1888) znamy také
jako vietenatka slunecnicova (Chromista, Oomycetes, Peronosporaceae) zpisobuje
ekonomicky vyznamnou nemoc plisent slune¢nice a dalSich zastupca Celedi Asteraceae
(Sedlarova et al., 2016). Plisen slune¢nicova je v soucasnosti zafazena jako regulovany
nekaranténni Skodlivy organismus (viz. Sdéleni ¢. 16/2019 Sb. Ministerstva zahrani¢nich
véci 0 prijeti Mezinarodni umluvy 0 ochrang rostlin

(https://www.zakonyprolidi.cz/ms/2019-16). Regulovan je piedev§im dovoz osiva,

protoze latentni infekce (pfitomnost mycelia pod osemenim nazek) zplsobuje
systémovou infekci vzchazejicich rostlin a je zodpovédna za vyznamnou ztratu vynosu

slunec¢nice ro¢ni (Gascuel et al., 2015).

Ochrana slune¢nic proti P. halstedii spo¢iva v péstovani odolnych
hybridd, fungicidnim oSetfeni semen a agrotechnickych opatfenich. V soucasné dob¢ je
zndmo vice nez 22 gent rezistence vuci P. halstedii (Pli—Pl22, Plarg) (Spring et al., 2019;
Trojanova et al., 2017), které byly charakterizovany z kulturnich i planych druht
slunecnic (Sedlafova et al., 2016; Gascuel et al., 2015). Péstovani rezistentnich slune¢nic
urychluje mikroevoluci zastupcu tiidy Oomycetes, ty reaguji zvySenim vnitrodruhové
variability na Grovni fyziologickych ras a selektuji se ty, které jsou schopny piekonat

geny rezistence (Sedlafova et al., 2016).

Krom¢ klasickych Slechtitelskych metod jsou v poslednich letech bézné pouzivany
nové molekularni techniky, jako je genotypizace, sekvenovani a editace genomu
(Kaya, 2016). Slechténi sluneénice na rezistenci k P. halstedii je zaloZzeno na vyuziti Pl
gent v novych hybridech, vyuziti kvantitativni rezistence kodované QTLs zatim neni
bézné. Strategii slechtitelt je i navySeni diverzity gend u sortimentu péstovanych variet

tak, aby se snizil selekéni tlak na populaci P. halstedii (Vear, 2016).


https://www.zakonyprolidi.cz/ms/2019-16
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/breeding-methods
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/genotyping

2 Cile préace

Cile této diplomové prace byly nésledujici.

1/ Vytvorit literarni resersi

— charakterizovat biologii, vyskyt a variabilitu Plasmopara halstedii v CR
— popsat techniky inokulace a kultivace patogena se zaméienim na monosporické

izolace
— oziejmit vyznam monosporangidlnich a monosporickych izolati pii studiu

interakce Helianthus annuus — Plasmopara halstedii.

2/ Experimentalni ¢ast
— pfipravit vlastni monozoosporické izolaty z vybranych (dle dosavadnich vysledkt
pravdépodobné smésnych) vzorka P. halstedii z CR (sbiranych v letech 2014-16)
— namnozit inokulum a stanovit rasu na zaklad¢é fenotypu reakce diferencia¢niho

souboru slune¢nice.

3/ V diskusi bylo cilem shrnout vlastni vysledky, srovnat je s literaturou a vyvodit
zavery pro dalsi praci s P. halstedii,

4/ Soucasti DP je zpracovat didaktickou ¢ast na téma ptivodci chorob rostlin

— navrhnou a zafadit témata do vyuky

—  rozbor uéiva a pracovni list pro SS.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Patosystém Plasmopara halstedii — Helianthus annuus

Slunecnice (Helianthus annuus L.) je dilezitym zdrojem rostlinnych oleji a diky
vysokému zastoupeni kyseliny olejové a linoleové (cca 90%) tato olejnina ziskava stale
vétsi popularitu. Slune¢nici postihuje vice nez 30 nemoci, které v kombinaci
s abiotickymi faktory maji rizny dopad na vynos v jednotlivych zemich produkce (Kazda
et al., 2018). Plisen slune¢nicovd je jedna z nejvice destruktivnich chorob napadajici
Helianthus annuus L. (sluneé¢nici ro¢ni), jednu z nejvyznamné&jSich péstovanych olejnin
na svété (Viranyi et Spring, 2011). Choroba zptisobuje téméf stoleti rozsahlé ekonomické
ztraty ve vynosech slunecnice (Viranyi et Spring, 2011). Krom¢ Australie, Nového
Zélandu a Antarktidy je distribuce patogenu globalni (Viranyi et al., 2015). Diky vysoké
genetické plasticité je schopny opakované piekonavat rezistenci u vyslechténych
kultivari slune¢nice (Spring, 2019).

Nemoc primarné napadé kli¢ici rostliny. Siln4 ndkaza se projevuje silnou sporulaci
a padanim mladych rostlin, ¢imz dochazi ke sniZeni populace. Slabsi infekce vyvolavaji
fadu ptiznaki v zavislosti na staii rostliny. Mezi charakteristické piiznaky patii rastové

deformace, chlor6zy nebo bilé povlaky sporangii (Sedlafova et al., 2020).

K sifeni infekce v porostu nejsnaze dochazi pilidou prosttednictvim nové
vytvofenych sporangii. Odolné hybridy slune¢nice mohou zacinajici infekci zastavit, 1
kdyZ se u nich ve fazi dvou déloznich listli objevi sporulace. Rist mycelia je zastaven
V hypokotylu, kde se nachazi hlavni obranny mechanismus slune¢nice. U nachylnych
genotypi slunecnice se projevi znamky systémové infekce (nejc¢astéji ve fazi 3-6 pravych
listd). Napadené rostliny vykazuji znamky hypoplazie (zakrnély vzrust) S riznymi
deformacemi listd a ¢asto nedotvofenymi a sterilnimi ubory (Sedlarova et al., 2020). Za
vhodnych podminek se na listech se objevuji a bilé vrstvy sporangioforti se sporangiemi
vy¢nivajicimi ze stromat na rubu listu (Sedlarova et al., 2020; Spring, 2019), které
zpusobuji sekundarni infekce. Ty se projevuji svétle zelenymi az chlorotickymi

ohrani¢enymi skvrnami listech (Sedlafova et al., 2020).

Latentni infekci zptisobuji kli¢ivé nazky (nesou mycelium P. halstedii), ktere vznikly

u rostlin vykazujici slabou systémovou nebo sekundarni infekci. Na konci vegetacni
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sezony se V pletivech napadenych rostlin vytvati tlustosténné oospory, které mohou

zamocit padu az na 10 let (Sedlarova et al., 2020; EPPO, 2014).

Pavodce Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et de Toni (1888) byl poprvé Farlowem
(1883) nalezen na Eupatorium purpureum L. (Spring, 2019; Viranyi et Spring, 2011),
nasledné se nazvoslovi a pojeti druhu nékolikrat ménily, zvlasté kdyz ve 20. stoleti se
vyznamné choroba rozsifila v USA 1 Evropé (Spring, 2019). Od roku 1992 byla
P.halstedii zatazena v karanténni regulaci EU (Gascuel et al., 2016), od roku 2002 v CR
(Sedlarova et al., 2016) a v soucasnosti je vedena jako regulovany nekaranténni skodlivy
organismus, tj. kontrole podléha dovoz osiva. Koncepce taxonu s ohledem na hostitelsky
okruh je védci dale diskutovana, zejmeéna s rozvojem molekularnich technik (Spring,
2019), v bézné praxi se pouziva Siroké pojeti taxonu (Trojanova et al., 2017).

Interakce mezi hostitelem Helianthus annuus a patogenem Plasmoparou halstedii
mizeme popsat podle koncepce ,,gen — proti — genu“ (Flor, 1946), kde interaguji
produkty gent rezistence slunecnice (oznacovany jako Pl) a produkty genu avirulence
P. halstedii, zatim zndmé jako RXLR a CRN efektory (Gascuel et al., 2016; Pecrix et
al., 2019).

Genotypy patogena se projevuji jako tzv. fyziologicke rasy (néktefi autofi pouzivaji
oznaceni patotypy), které jsou schopny infikovat variabilni §kalu genotypt slune€nice a
projev jejich fenotypu se vyuziva v praktickém hodnoceni (Trojanova et al., 2017).
Nomenklatura téchto ras je zalozena na fenotypové reakci fady diferenciacnich linii
(Tourvieille de Labrouche et al., 2000). Ptes intenzivni vyzkum metod ochrany
péstovanych slunecnic, Slechténi rezistence péstovanych hybridi i aplikaci fungicidi, se
za vice nez 50 let nepodatilo tento patogen dostat pod kontrolu. Selek¢ni tlak, ktery je na
patogen neustale vytvaren, vede ke vzniku novych rezistentnich ras P. halstedii (Spring,
2019).
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3.1.1 Helianthus annuus

Slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.) je jednoleta rostlina s velkym

Zlutym Uborem, ktery obsahuje nazky s vysokym obsahem oleje (Sakr, 2013).

Slunec¢nice je jednou z hlavnich olejnatych plodin péstovanych po celém svéte.

Péstuje se na vSech kontinentech krom¢ Antarktidy (Seiler et Gulya, 2016).

Slunecnicovy olej ma vyssi nutricni hodnoty nez ostatni rostlinné oleje. Ma vice
procent nenasycenych mastnych kyselin (olejova, linolova a linolenova) a niz$i hodnoty

nasycenych mastnych kyselin (palmitovéa a stearovd) (Seiler et Gulya, 2016).

Slunecnice je hlavnim zdrojem rostlinného oleje v Evropé. Pouziva se k vafeni, také
jako prumyslovéa surovina (olej, celuléza), krmivo pro dritbez a zvifata (semena, lisované
zbytky). Semena obsahuji 20-40 % bilkovin, 30-65 % oleje, ktery obsahuje az 80 %
kyseliny linolové. Je také zdrojem nektard pro véely (Gulya, 2004).

3.1.1.1 Biologie a ekologie

Péstovana slunecnice, H. annuus, je jednoletd diploidni rostlina, se zakladnim
haploidnim po¢tem chromozému n = 17 (Trojanova et al., 2017; Heiser et al., 1969 ).
Rod Helianthus zahrnuje 49 druhti, znich 12 druhd jsou diploidni jednoletky
(napt. H. annuus, H. agrophyllus, H. petiolaris, H. praecox atd.) a 37 druhG jsou
diploidni (2n = 2x =34), terraploidni (2n = 4x = 68) nebo hexaploidni (2n = 6x = 102)
trvalky (napt. H. giganteus, H. tuberosus, H. occidentalis, a H. angustifolius) (Trojanova
et al. 2017; Humann, 2016).

Slune¢nice patii k teplomilnym a suchovzdornym plodindm (Tich& et Vyzinova,
2006). Péstuji se v mirném podnebi (teplotni rozmezi mezi 20-25 °C). Tato rostlina roste
Iépe v suchém podnebi s vysokym slune¢nim zafenim a hlubokymi pidami, ve kterych je
schopna rozvijet svtij dlouhy pedikularni systém (Kaya, 2016; Seiler et Gulya, 2016;
Bockisch, 1998). Pidy vyzaduje humoézni, strukturni, hlinitopisCité a pisCitohlinité,
nejlépe Cernozemniho typu (Tichd et Vyzinova, 2006). Oproti ostatnim olejnatym
plodindm mé& mens$i naroky na kvalitu zivotniho prostiedi. Je schopna rtstu v ptdé
S nizkym vodnim reZimem a S omezenym pouZzivanim pildnich hnojiv a fungicidd, na

rozdil od jinych olejnin (Kaya, 2016; Seiler et Gulya, 2016; Bockisch, 1998).
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3.1.1.2 Taxonomie

Péstovana slune¢nice, H. annuus, patii do fadu Asterales (hvézdnicotvaré), ¢eledi
Asteraceae (hvézdnicovité), coz je nejvetsi Celed’, do které patii priblizné 10 % vSech
kvetoucich rostlin viibec. Slune¢nice je dale v ¢eledi Asteraceae zarazena do podceledi
Asteroideae, tribusu Heliantheae a podtribusu Helianthinae a rodu Helianthus (Humann,
2016).

Né&zev rodu Helianthus odvodil C. Linné z dvou feckych slov, a to ,,hélios* (slunce)

a ,,anthos* (kv¢t). U slunecnice je znam jev heliotropismus (otaceni se za sluncem)

(Humann, 2016).

Tabulka 1: Taxonomicky strom slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.)

Taxonomicky strom

doména Eukaryota
nadfise Bioconta
fise Plantae
oddéleni Magnoliophyta
tiida Rosopsida
rad Asterales
celed’ Asteraceae
rod Helianthus L.
druh Helianthus annuus L.

3.1.1.3 Historie

Slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.) pravdépodobné pochazi ze Severni
Ameriky, v USA byla domestikovana (Heiser, 2008). Piesto prvni rozsahly rozvoj
plodiny byl v Rusku v letech v 1900-1950 (Pecrix et al., 2018).

Archeologické nalezy ukazaly, ze tuto olejninu jako prvni péstovali americti
indiani 4625 let ped nasim letopo¢tem (Jocic et al., 2015). Domorodi indiani pouzivali
slunecnici pro 1é¢bu riznych onemocnéni. S jeji pomoci 1é€ili bolesti hlavy, zanéty, kasel,
rany po ustknuti chiestySem a kousnuti pavoukem. Indiani Hopi v USA stale péstuji

zvlastni odridu slunecnice, kterd je vysoka, Stihld s tmavymi listy a ma tenké, tmave
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fialové nazky, které zraji del§i vegetacniho obdobi nez jiné mistni odridy. Tato
slune¢nice je cennd pro brilantni modré, fialové, ¢erné nebo Cervené barvivo, které se
vyrabi z t€l rostlin a pouziva se k barveni viny, baviny, kost i ke slavnostnimu malovani

na télo (EPPO, 2019).

V Evropé piedstavili slune¢nici $panélsti pruzkumnici v 16. stoleti. Nasledujici dvé
stoleti byla péstovana jako okrasna rostlina, teprve pozdéji se zaCala pouzivat pro
potravinaiské a 1¢kaiské tcely. (Kaya, 2016, Seiler et Gulya, 2016).

Rusti péstitelé byli mezi prvnimi, ktefi ze sluneCnice vyrabéli olej. V poloviné
19. stoleti pfivezli rusti ptist€éhovalci slune¢nicova semena do Argentiny a zacali ji
péstovat po celé zemi. Péstovani slunecnice bylo v pribéhu 19. a zacatku 20. stoleti
rozsifeno do celého svéta a dnes je to Ctvrta nejvice péstovana olejnina spolecné se sojou,

palmami a fepkou (Gulya, 2004).

3.1.1.4 Péstované formy slunecnice a pouZziti

Slunec¢nice se pouziva piedev§im v potravinaiském pramyslu na vyrobu dieteticky
hodnotného, vysoce kvalitniho oleje. Péstuje se také jako krmnd plodina a okrasna
rostlina. Dal§im vyuzitim je vyroba barviv a takeé pro 1é¢ebné ucely (Gulya, 2004).

Slune¢nice se vétsinou péstuje kvili produkci semen na vyrobu oleje, ale je také
dulezitym zdrojem bilkovin (Joci¢ et al., 2015; Gulya, 2004). V zavislosti na zptisobu
pouziti kone¢ného produktu byla slune¢nice vySlechténa do nékolika forem. Semenné
formy, které se dale déli na olejny a cukratsky typ, dale silazni a okrasné formy (Ticha et
Vyzinova, 2006).

Semenné formy: olejny typ — nazky jsou stiedn¢ velké s tenkou slupkou. Semenné
formy se dale déli na tradi¢ni typ, ktery mé vysokym obsah (75-80 %) kyseliny linolové
a olejovy typ s vysokym obsahem kyseliny olejove, ktery tvoii az 80 % oleje (Ticha
et Vyzinové, 2006).

Dalsi semennou formou je cukrarsky typ — nazky jsou velké se silnou slupkou,
semena tohoto typu maji na rozdil od olejného typu niz§i mnozstvi oleje, ale obsahuji
mnohem vice sacharidi a bilkovin (Tichd et Vyzinov4, 2006). Semena se prazi se

skotapkou nebo bez skofapky jako potrava pro ¢lovéka ¢i krmivo pro ptaky.
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Silazni formy slune¢nice (picniny) u nas nemaji velky vyznam, jelikoz maji nizkou
stravitelnost pro skot, ktery ji ptijima velice nerad. Proto ji zatazuji do smési s jinymi
luskovinami a kukufici (Ticha et Vyzinova, 2006)

Okrasné formy slunec¢nic jsou péstované druhy pro ozdobné ucely (Joci¢ et al.,
2015; Gulya, 2004). Ty se déli na typy ornamentalni a plnokvété (Ticha et Vyzinova,
2006).

V Ceské republice se nejéastéji péstuji semena olejného typu, které obsahuji 30-45
% tuku s pomérné vysokym obsahem dusikatych latek. Slupka semen je dfevnatd,
obsahuje vysoky podil hrubé vldkniny. Semena obsahuji cca 2-3 % minerélnich latek,
z nich jsou nejvice zastoupeny P, K, Mg a Ca (Tichéa et VVyzinova, 2006).

V kontextu udrzitelného zemédélstvi jsou klicové cile: fizeni trvalé genetické

rezistence a minimalizace selektivniho tlaku na patogeny.
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3.1.2 Rezistence Helianthus annuus

Rod Helianthus patii do jedné z nejvétSich ¢eledi rostlin a je také jednim z nejvétsich
rostlinnych rodi na Zemi. Genom slunecnice je dlouhy 3,5 miliardy nukleotidd, je o néco
delsinez lidsky genom (Kaya et al., 2012). Rod Helianthus zahrnuje asi 49 druhu a nabizi
skv¢lé prilezitosti k pfenosu cennych genti z planych typi s nejzadanéj$imi vlastnostmi,
jako je odolnost proti chorobam, vice semen a snadna sklizen (Kaya, 2016). Aby bylo
mozné sekvenovat, sestavit a anotovat slune¢nicovy genom a lokalizovat geny, které jsou
zodpovédné za zemédélsky dulezité vlastnosti, se kromé klasickych Slechtitelskych
metod v poslednich letech bézné pouzivaji nové molekularni techniky, jako je

genotypizace a sekvenovani (Spring et al., 2019; Kaya, et al., 2012).

V soucasné dob¢ je znamo asponi 22 genu rezistence vuci P. halstedii (Pli—Pl22,
Plarg), které byly charakterizovany z kulturnich i planych druhti sluneénic (Trojanova
et al., 2017; Gascuel et al., 2015, Spring et al., 2019).

Plasmopara halstedii sensu lato mutze infikovat vSechny druhy Helianthus.
Rezistentni vué¢i P. halstedii jsou mnohem casté&ji vytrvalé druhy. Prvni gen rezistence
K plisni slune¢nicové (Pl1) byl identifikovan v 70. letech 20. stoleti v hybridni slune¢nici
v Rumunsku. Geny rezistence jsou mnohem snadnéji pfenaseny z diploidnich jednoletych
druhii na kulturni slunecnici, ale uz se podafilo do genomu slune¢nice vlozit i geny
rezistence z polyploidnich trvalych druhti Helianthus (Trojanova et al.,, 2017;
Vear, 2016).

Rezistence k P. halstedii z planych Helianthus je pfenasena na populaci jednoletych
H. annuus, H. agrophyllus a H. praecox subsp. hirtus a trvalych druht H. grosseserratus,
H. maximiliani, H. nuttallii, H. pauciflorus Nutt., H. tuberosus (Trojanova et al. 2017;
Seiler, 1992). Jeden z prvnich hybridt sluneé¢nice rezistentni k P. halstedii byl produktem
ktizeni kulturni sluneénice H. tuberosus, coz vedlo k objeveni Pl (Trojanova et al. 2017,
Sackston, 1992).

Pl geny zajist'uji kvalitativni rezistenci a jsou fizeny geny velkého ucinku. Postupné
byly detekovany dal$i geny rezistence tzv. QTL geny, které zajistuji kvantitativni
rezistenci a jsou fizeny polygeny (geny malého u¢inku). Doposud byly tyto geny ziskany
z plan¢ rostoucich H. annuus, H.praecox, H.tuberosus a H. agrophyllus (Qi et al.,
2016). Rezistence fizena geny velkého ucinku i kvantitativni rezistence jsou hlavni

mechanismy rozpoznavané ve slunec¢nici (Trojanova et al., 2017).

16


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/helianthus-annuus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/breeding-methods
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/breeding-methods
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/genotyping
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppa.12593#ppa12593-bib-0109
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppa.12593#ppa12593-bib-0085
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppa.12593#ppa12593-bib-0078

3.1.2.1 Efektory P. halstedii

Genom Plasmopara halstedii sekvenovali Sharma et al. (2015). Bylo odhaleno vice
nez 600 genu kodujicich predpokladané efektorové proteiny, které jsou rozhodujici pro
kompatibilitu nebo inkompatibilitu interakce, tj. patogen investuje asi 4 % do peptidi
souvisejicich s patogenitou (Cohen et al., 2019). Vétsina efektori P. halstedii patti mezi
RXLR a CRN, u nichz se piedpoklada, ze pusobi v hostitelské buiice, ale jesté nejsou
funkéné charakterizovany (Cohen et al., 2019). Mezi dalsi faktory patogenity patii
kutindzy, pektinazy, a fosfolipazy, které patogenu umozni proniknout do hostitelskych
pletiv a vytvofit v buiikdch parenchymu haustoria (Cohen et al., 2019; Spring et al.,
2019).

Dalsi produkty P. halstedii narusuji metabolismus hostitele (lipazy, proteazy),
fyziologické aktivity (cytochrom P450, ABC transportéry) nebo mechanismy rezistence
(proteiny indukujici elicitin a nekrozy). Je tedy tieba odhalit skute¢nou funkei téchto genti
v riznych fazich interakce hostitele s patogenem a hledat vztah mezi efektory a virulenci
(Sharma et al., 2015).

Jesté méné informaci je k dispozici o elicitorech, coz jsou signalni molekuly, ktere
spoustéji reakci rezistence hostitele. Elicitory mohou byt molekuly s nizkou molekulovou
hmotnosti (napf. mastné kyseliny, glukany) nebo molekuly s vysokou molekulovou
hmotnosti (napf. proteiny), které pochazeji bud’ z patogenu nebo ze samotného hostitele
(napt. bunécné stény nebo fragmenty membrany po enzymatické penetraci). O elicitoru
P. halstedii byla publikovana jedina studie od Junget al. (2010), charakterizujici
polypeptid 57 kDa, ktery indukuje produkci ethylenu ve slunecnici, ¢imz se iniciuje jeden
z nejrychlejSich a nejranéjSich krokt rezistence rostlin. Aby se vice osvétlila potencialni
role elicitorti ke klasifikaci patogennich ras plisné slunecnicové jsou zapotiebi dalsi

srovnavaci studie s definovanymi fenotypy virulence (Spring et al., 2019).
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3.1.3 Ochrana slunecnice

Ochrana slunecnice proti P. halstedii spociva v péstovani certifikovaného osiva
rezistentnich hybrida v kombinaci s mofenim osiva fungicidy (Trojanova et al., 2017;
Kazda et al., 2018; Sedlafova et al., 2020).

Prvni chemick kontrola jak v EU, tak v USA byla zaloZena na systémovém oSetieni
semen fenylamidem, jako je metalaxyl, pouzivany od roku 1980 nebo mefenoxam (jeho
opticky izomer) zavedeny o 10 let pozd&ji. OvSsem uz vroce 1995 byly objeveny
tolerantni izolaty P. halstedii, ato jak v EU, tak v USA (Trojanovaet al., 2017). Nasledné
byly testovany rtizné chemické slouceniny napi. strobilurinovy derivat azoxystrobin
(FRAC 11), sirokospektralni fungicid ze skupiny B — methoxyakrylati (Askon | Syngenta,
2020)

Nedavny vyzkum uvedl novou slouceninu oxathiapiprolin (Spring et GOomez-
Zeledon, 2020; Cohen et al., 2019) vysoce ucinny proti hemibiotrofnim a biotrofnim
oomycetam, méné proti nekrotrofnim oomycetam, jako je Pythium. Jeho biologicka
aktivita byla testovana na Phytophthora infestans, Plasmopara viticola,

Pseudoperonospora cubensis (Spring et Gomez-Zeledon, 2020; Cohen et al., 2019).

Pro P. halstedii jde o prvni slouceninu, ktera ucinné zastavuje infekci v Casném
stadiu, poc¢inaje uvolnénim zoospor az po vyvoj mycelia a vznik sporangii. Mechanismus
fungicidni aktivity spo¢ivad ve vazbé na protein vazajici sterol. Preventivni oSetieni
v ranych stadiich vyvoje patogenu (kliceni spor) je uc¢inné v koncentraci > Ing/ml, tj.
latka je vhodn& pro moieni semen k ochran¢ vi¢i ptidnim infekcim, synergicky pisobi v
kombinaci s dalsimi fungicidy. Uginky byly prokazany na listovych discich i na
infikovanych mladych rostlinch (Spring et Gomez-Zeleddn, 2020; Cohen et al., 2019).
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3.1.4 Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii (Farlow) Berlese & de Toni (1888), Cesky vietenatka
sluneénicova, je puvodce karanténni choroby plisné slunec¢nicové. Je to obligatni
biotrofni parazit (Nishimura, 1922), tj. potiebuje zZivého hostitele k dokonceni svého
zivotniho cyklu, patii do tfidy Oomycetes, fadu Peronosporales, ktery napada jednoleté
druhy Helianthus a kulturni slune¢nici Helianthus annuus (Slune¢nice ro¢ni) (Gascuel et
al., 2015). Biologie patogena a mechanismy infekce byly prostudovany jiz pied vice nez
sto lety (Nishimura, 1922; Young et Morris, 1927).

Systémové infikované slune¢nice nevytvaii pouzitelné nazky, coz zemédélcim
zpisobuje znaéné ekonomické ztraty. Patogen je pfendSen plidou, semeny, vétrem,
vodou. Kromé toho oospory, vzniklé na konci vegetaéni sezony, mohou az na deset let

kontaminovat pudu (Sedlafova et al., 2016; Gulya, 2007).

3.1.4.1 Taxonomické zarazeni a fylogeneze Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii (Farlow) Berlese et de Toni (1888) je obligatni biotrofni
parazit, patfici do infrafiSe Stramenopila, ktera je soucasti eukaryotické superskupiny
SAR, oddéleni Oomycota, tfidy Oomycetes, podtiidy Peronosporomycetidae, fadu
Peronosporales, ¢eledi Peronosporaceae, rodu Plasmopara.

Patogen patrné pochazi ze Severni Ameriky, kde byl poprvé identifikovan v roce
1876 W. S. Halstedem na Eupatorium purpureum L. (sadci ¢erveném) (Trojanova et al.,
2017; Nimsura, 1922) a pojmenovan v roce 1883 W. G. Farlowem jako Peronospora
halstedii Farl. (Trojanova et al., 2017, Sedlarova et al., 2016, Farlow, 1883). Schroter
Vv roce 1886 odd¢lil rod Plasmopara od Peronospora kvuli rozdilim v kli¢eni, tj. tvorbou
zoospor misto apresorii. Nasledné P. A. Saccard v roce 1888 pienesl taxon do nového
rodu Plasmopara pod nazvem Plasmopara halstedii (Farlow) Berlese et de Toni (Viranyi
et Spring, 2011); ktery napada kulturni slune¢nici ro¢ni (Helianthus annuus), jednoleté
a trvalé druhy Helianthus a tadu dalsich zastupcu z ¢eledi Asteraceae (Gascuel et al.,
2015; EPPO, 2014).

V poloviné 20. stoleti se Novotel'nova (1966) pokusila o reklasifikaci druhoveho
komplexu a na zaklad¢ fyziologickych a morfologickych odlisnosti Plasmopary
ze Severni Ameriky a Evropy (Novotel'nova, 1962, 1964, 1966). Zavedla novy ndzev

Plasmopara helianthi Novot. pro izolaty infikujici pouze sluneénici, dokonce rozlisSovala
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tii intragenetické taxony jako ,formae speciales:“ f. helianthi (napadajici pouze
Helianthus annuus), f. perennis, f. patens (infikujici trvalé druhy), na zdkladé drobnych
rozdilnych morfologickych znakt na sporangiich a sporangioforech mezi jednotlivymi
izolaty. Tento koncept vSak nebyl odbornou vetejnosti vSeobecné prfijat (nebyla dodrzena
pravidla mezin&rodniho kodexu botanické nomenklatury (Gulya et al., 1997), tudiz nazev
Plasmopara helianthi NovoteI'nova zlstal platny pouze pro region Krasnodar v Rusku
(EPPO ,2014; Viranyi et Spring, 2011; Sackston, 1981).

O padesat let pozdé&ji pii studiu P. halstedii a P. helianthi Novotelnovy, molekularni
a genetické studie zasadné ovlivnily chapani fylogeneze Oomycetes a zménily klasifikaci
na vsech taxonomickych trovnich (Viranyi et Spring, 2011). Na zaklad¢ fylogenetickych
studii byly vyhledany a vyhodnoceny nové fenotypové znaky (Spring et Thines, 2004),
dalsi studie vedly k revizi a reklasifikaci druhti Plasmopara, coz vedlo k oddéleni nové
zavedenych rodu, jako jsou Novotelnova, Protobremia nebo Plasmoverna (Viranyi
et Spring, 2011). Klasifikace zalozena na pozorovani morfologickych znakt (sporangia,
sporangiofory, haustoria, ...) s pouzitim svételné mikroskopie obvykle spolehlivé
rozliSuje organismy na urovni rodu, av$ak neni vhodna k popisu novych druht (Thines,
2007).

Soucasna data naznacuji, ze P. halstedii patéi do skupiny vylu¢né biotrofhich
fytopatogennich plisni s hruskovitymi (pyriformnimi) haustorii (Obrazek 1)
parazitujicich na Angiospermae (Drabkova Trojanova, 2017). Biotrofické patogeny
muzeme rozd¢lit alespon do ¢tyt morfologickych a ekologickych podskupin na zakladé
sekvenci LSU, COX 2, § —tubulinu a NADH 1 (Gascuel et al., 2015). Pravdépodobné tti
skupiny jsou monofyletické: plisné s barevnymi sporangii (rod Peronospora
a Pseudoperonospora), plisn¢ s vezikularnimi az hruskovitymi haustorii — rod
Plasmopara (a také Basidiophora, Bremia, Benua, Paraperonospora, Plasmoverna
a Protobremia) a Brassicaceae (Hyaloperonospora a Perofascia). Monofyletické vztahy
ve Ctvrté skuping, veetné paraziti trav Viennotia oplismeni, Graminivora graminicola
a Sclerospora graminicola, nebyly jasné prokazany (Drabkova Trojanova, 2017)

V posledni dobé, byl rod Plasmopara oznacen jako polyphyleticky a rozdélen
do Sesti skupin: Plasmopara, Novotelnova (Pl. savulescui), Plasmoverna (Pl. pygmaea
s.l.), Poakatesthia (PI. penniseti), Protobremia (PI. sphaerosperma), and Viennotia (PI.
oplismeni) (Voglmayr et Constantinescu, 2008). V soucasné dob& zahrnuje rod
Plasmopara alespon 109 druhti a spolu s rodem Peronospora piedstavuje globalné

v

nejhojné&jsi Oomycetes (Drabkova Trojanova, 2017; Lebeda et al.,2006).
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,\04\ elipdoidni —pyriformni (hruskovita)

Obrézek 1: ZjednoduSeny fylogeneticky strom podle Goker et al. (2003) ve kterém jsou
u jednotlivych rodt peronospor uvedeny rizné typy haustorii. Pro pfehlednost bylo z ptivodniho
schématu nékolik taxond rodu Peronospora. Na obrazku tu¢né vyznaéeny vétve, u kterych se
predpoklada amfoterni typ haustorii. Za pleimorfni znak (protoze jsou pritomny u nekterych
druhit rodu Phytophthora) jsou interpretovany hyfalni haustoria. Pfestoze u rodu
Pseudoperonospora jsou haustoria v podstaté hyfalni (Fraymouth 1956), jsou diferencovana diky
charakteristicky kyjovitému rozvétvenému tvaru. Kromé rodu z P1. umbelliferarum) maji v§echny
kresby haustorii stejné méfitko. VSechny kresby jsou originalni, jen haustoria rodu Viennotia jsou

prekreslena z Goker et al. (2003) (ptevzato z Voglmayer et al., 2004).

3.1.4.2 Koncepce druhii a hostitelsky okruh P. halstedii

Druhovéa koncepce P. halstedii se od prvniho popisu vyrazné vyvijela (Trojanova
et al. 2017; Farlow, 1883), ale stale neexistuje zcela jasny a obecné uznavany koncept
(Trojanova et al., 2017; Viranyi et Spring, 2011). Pro védecké tcely byly zavedeny
zjednodusené koncepty P. halstedii - sensu lato a sensu stricto (Trojanova et al., 2017;
Voglmayer, 2008).

P. halstedii Sensu lato (Tabulka 2) (Choiet.al., 2009) piedstavuje dobie
morfologicky charakterizovany organismus schopny infikovat vice nez 80 druhti z ¢eledi

Asteraceae (Trojanova et al., 2017; Gulya et al., 1997).
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Jelikoz byl patogen urcen na zakladé morfologickych znakt, neni vzdy v souladu
s Kochovymi postuléty. Neni tedy jisté, Ze tyto infekce zptsobuje pravé P. halstedii
(Trojanova et al., 2017). To je mozné dolozit nazornym ptikladem. Xanthium
strumarium byl nejprve povazovan za hostitele P. halstedii (Novotelova, 1962), ale
patogen byl pozdéji popsan jako Plasmopara angustiterminalis (Novotel'nova, 1962 ;
Komjati et al., 2007). Podobna situace nastala u Arctotis hybrida x Arctotheca
calendula. Ukazalo se, ze jsou hostitelem nového druhu Plasmopara
majewski (Constantinescu et Thines, 2010), nikoliv Plasmopara halstedii (Trojanova et
al., 2017).

Tabulka 2: Jeden z prvnich seznamt P. halstedii hostitelské koncepce sensu lato v Severni

Americe (pfevzato z Drabkova Trojanovd, 2017 pivodné publikoval Wilson, 1908)

Rod Druh Rod Druh
Ageratina altissima Helianthus maximiliani
Ambrosia artemisiifolia occidentalis
Artemisia ludoviciana strumosus
Bidens cernua tuberosus
comosa Iva xanthiifolia
connata Madia sativa
frondosa Rudbeckia fulgida
laevis laciniata
Centaurea sp. triloba
Erechtites hieraciifolia Silphium Laciniatum
Erigeron annuus perfoliatum
Eupatorium purpureum terebinthinaceum
Gnaphalium purpureum trifoliatum
spathulatum Solidago canadensis
Helianthus annuus riddellii
divaricatus Vernonia baldwinii
x doronicoides noveboracensis
grosseserratus Verbesina encelioides
hirsutus Xanthium strumarium
x laetiflorus
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Koncepce P. halstedii Sensu stricto (Tabulka 3) je zaloZzena na molekularnich studiich,
které odhalily, ze izolaty Plasmopara z Ambrosia artemisiifolia jsou zcela odlisné od
izolatt pochazejicich z H. annuus nebo X. strumarium (Choi et al., 2009a; Trojanova et
al., 2017).

Tabulka 3: Navrhovany koncept sensu stricto a jeho spektrum hostitelti P. halstediin (pfevzato

z Drabkova Trojanova 2017, ptuvodné publikoval Wilson, 1908)

hostitel prokazan plané rostouci hostitel hostitel nepotvrzen
inokulaci potvrzen kiizovou inokulaci
H. agrophyllus Ambrosia artemisiifolia Ageratum houstonianum
(Walcz et al., 2000) (Mattos et al., 2006)
H. annuus Artemisia vulgaris Ceratopsis lanceolata
(Walcz et al., 2000) (Choi et al., 2009)
H. deblils H.x laetiflorus
(Spring et al, 2003)
H. divaricatus Iva xanthiifolia
(Gulya, 2002)
H. grosserratus Rudbeckia fulgida

(Riveraet al., 2016)
H. lenticularis Xanthium strumarium *
(Komjati et al., 2007)
H. petiolaris **
H.x multiflorus

H. tuberosus

* Plisen reklasifikovana podle molekularné genetické analyzy jako P. angustiterminalis Novot.

**\Walcz et.al., 2000

Je tedy ziejmé, ze hostitelsky okruh P. halstedii mize byt chapan riznymi zptsoby
podle koncepce P. halstedii sensu lato nebo sensu stricto (napi. Pseudoperonospora
cubensis / Pseudoperonospora humuli), coz muze vyznamné zkomplikovat vyskyt
ktizovych infekci, hostitelskych skoki a piipadné hybridizace kryptickych druhi.
(Drabkova Trojanova, 2017).

Spring et al. (2019) nedavno uvedli, ze Plasmopara halstedii (Farl.) Berlese et de

Toni je vysoce specifickym patogenem H. annuus. Na rozdil od dfive uvedenych
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informaci v literatufe, patogen slunecnice neovliviuje Sirokou Skalu druht Asteraceae.
Nedavné fylogenetické studie revidovaly koncepci Sirokého druhu a rozdélily P. halstedii
sensu lato na nékolik charakteristickych taxont s uzkym spektrem hostiteltt (Spring et
al., 2019; Viranyi et Spring, 2011).

V americke shirce narodnich hub (BPI) byly zaznamenany vzorky 11 planych druhi
rodu Helianthus, které jsou nachylné k plisni, pfestoze infekce u volné zijicich populaci

byly dokumentovéany jen ziidka (Spring et al., 2019; Novotel'nova, 1966).

3.14.3 Biologie P. halstedii

Obligatni biotrofni parazit Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et de Toni (1888)
(Chromista, Oomycetes, Peronosporaceae) zptsobuje zavaznou nemoc plisen slunecnice
(Sedlarova et al., 2016). Patogen neni mozné kultivovat nezavisle na jeho hostiteli,

k dokonéeni svého zivotniho cyklu vyzaduje zivé pletiva hostitele.

U tiidy Oomycetes byly popsany dva typy pohlavni reprodukce, homothalicky
a heterothalicky. Homothalicky organismus je schopny sexuélni reprodukce v ramci
stejného mycelia, ze kterého vyristaji samc¢i (antheridia) i samic¢i (oogonia) pohlavni
buriky, splynutim obou jader vznikne oospora. Heterothalicky organismus je sexuélniho
rozmnozovani schopny pouze pii styku pohlavnich bunék z fyziologicky odlisnych
mycelii (Gascuel et al., 2015).

Plasmopara halstedii je diploidni, homothalicky parazit, patfici do skupiny
vlaknitych organismi fylogeneticky ptibuznych s heterokontnimi fasami (na zakladé
ultrastruktury bi¢ikl), jehoz Zivotni cyklus (Obrazek) se sklada z jediné sexualni generace
na konci vegetacniho obdobi a jedné nebo dvou nepohlavnich generaci v pribéhu
vegeta¢niho obdobi (Sakr, 2012; Spring et Zipper, 2006). Pravdépodobné vytvati nové
rekombinanty. Ktizové infekce P. halstedii mezi riznymi hostiteli mohou poskytnout
dalsi zdroje inokula nebo pusobit jako genofond pro nové patogenni rasy. (Komjati et al.,
2007). Genetickd variabilita P. halstedii tedy miZze byt zvySena KkiiZenim nebo
parasexualni rekombinaci (Drabkova Trojanova; 2017). Bylo prokazano, ze
homothalicka sexudlni reprodukce nastava po inokulaci semenacku slune¢nice jedinou
zoosporou (Gascuel et al., 2015). P. halstedii byl popsan jako vysoce sob&stacny druh a

v prirozenych populacich byla pozorovana vysoka mira homozygotnosti (Gascuel et al.,
2016).
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Prinik infekce do hostitelské rostliny je zprostfedkovan pohyblivymi
dvoubicikatymi zoosporami, které klici ze zoosporangii (ve vlhkych a chladnych
podminkach cca 10-15 ° C) (Drabkova Trojanova, 2017; Viranyi et Spring, 2011).
Disperze patogenu v populaci hostiteli je zprostfedkovana asexudlné vytvofenymi
zoosporangii (Drabkova Trojanova, 2017). Neptiznivé obdobi pteckava ve formé

tlustosténnych oospor, které vznikly sexuélni reprodukci, které jsou v pudé schopny

prezit 8-10 let, tim je tedy zajiSténo preziti patogenu do dalSiho vegetacniho obdobi

(Drabkova Trojanova, 2017; Gascuel et al., 2015).

Obrazek 2: elektronova mikroskopie
(SEM)  Plasmopary.  Obrazky
znazoriuji kliové kroky zivotniho
cyklu Plasmopary halstedii. (A — D)
Uvolnéni a encystmentace zoospor
ze zoosporangie (A) Zoospory (2)
uvolnéné ze zoosporangia. (B)
zoospora  na  pravé strané
zoosporangia ukazuje hrudkovity
povrch, pouziva dva biciky k pohybu
k rostlinnym tkanim (C). (D)
Encystmentace spory, ztrati svij
bicik a mé hladky povrch. Méfitko:
(A — D) 5 um. Kli¢ivost spory do
kotent (E — G) a lista (H — J) (E)
Kli¢eni spor v kofenovém vlaSeni.

Bila  Sipka  oznacuje  prunik

zarode¢né¢ trubice piimo pfes
epidermis bez tvorby appressoria. (F) Spora se zarode¢nou trubici tvofici appressorium. (G) Spora
pronikajici do kotenového vlaSeni bez appresoria. H) Spory kli¢ici na listech, seskupené kolem
trichomu. (I) kliceni spor a tvorba appressoria v blizkosti stomat. (J) Vstup P. halstedii do listt
stomatem. M¢titko: 20 um (E); 5 um (F, G, I, J), 100 um (H). (K—M) Struktury Sifeni P. halstedii.
(K) Sporulace na spodni strané deloznich listki. (L) Rozsiteni zony od (K) ukazujici zoosporangia

opoustéjici rostlinu pies praduch (M) (Pievzato z Gascuel et al., 2015)
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3.1.4.3.1 Zivotni cyklus P. halstedii

Zivotni cyklus plisné sluneénicové (Obrazek 4) zadina na jafe v pidé primarni
infekci semenacku. Zrala oospora kli¢i v jediné primarni zoosporangium, ze kterého se
uvolnuje variabilni po¢et dvoubiéikatych haploidnich zoospor, které v ptitomnosti volné
vody cestuji ptidnim prostfedim do mist infekce (kofen, hypokotyl). Zoospory pronikaji
do hostitele ptes rhizodermis (v zén¢€ kofenového vlasSeni) nebo epidermis hypokotylu,
ziidka listu (CABI, 2019; Drabkova Trojanova, 2017; Viranyi, 1988).

Zoospory Vv mist¢ infekce encystuji a nasledné klici. Po proniknuti patogenu,
v piipadé¢ kompatibilni interakce, roste coenocytické hyalinni mycelium, prorusta
mezibunéénymi prostory a vysilad haustoria (ty zajistuji vyzivu) do bun€k hypokotylu,
pozdéji epikotylu ve stonku. Postupné kolonizuje celou rostlinu, u které zptisobuje
ptiznaky systémové infekce (Drabkova Trojanova, 2017; Sedlafova et al., 2010; EPPO,
2008).

Po uspésné kolonizaci za pfiznivych podminek prostfedi (teplota 10-
25 °C + dostate¢na vlhkost) dochazi k nepohlavni sporulaci (CABI, 2019; Humann,
2016). Hyalinni bo¢né rozvétvené sporangiofory (Obrazek 3) vyrustaji z priduchu listh
hostitele nebo prorustaji epidermis a produkuji nékolik generaci sekundarnich zoospor,
které se $ifi vétrem, coz mize vést k epidemii nemoci (CABI, 2019; Drabkova Trojanova,
2017).

Obrazek 3: Sporulujici list mladé rostliny — sporangiofory se sporangii (pfevzato z
https://gd.eppo.int/taxon/PLASHA/photos)
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Mitoticky vytvorené zoospory za vlhka vykli¢i ze zoosporangii, penetruji do pletiv
hostitele a na povrchu rostlin zptsobuji sekundarni infekce. Na konci vegeta¢niho obdobi
probiha pohlavni rozmnoZovani — oogametangiogamie, dojde ke splynuti antheridia
a oogonia za vzniku diploidni a odolné oospory (Drabkova Trojanova, 2017; Gascuel et
al., 2015).

splynuti
oogonia s
antheridiem

sporulace

zrala
oospora

NEPOHLAVNI
CYKLUS

sporangiofor
se sporangii

@,

~NO—0

kli¢ici oospora
s primarnim
sporangiem

o0&\

) v pldé
sporangium

zoospory

infekce
semenacku

%%:‘ zoospory

Obrazek 4: Zivotni cyklus P. halstedii (pfevzato z Trojanovd 2010, ptvodné

ptekresleno ze Spring, 2001)

3.1.4.3.2 Morfologie P. halstedii

P. halstedii ma hyalinni coenocytické (nepiechradkované) mycelium, které je slozeno
z intercelularnich aseptatovych hyf o priméru 6-20 pum, které prortstaji mezibunéénymi
prostory. Do bunék hostitele vysila mala vezikularni haustoria o priméru 5-10 um
(EPPO, 2008). Za ptiznivych podminek z mycelia vyristaji strome¢kovité sporangiofory
(Obrazek 5), které jsou stihlé, monopodialn¢ vétvené, obvykle zakoncené tiemi

sterigmaty (CABI, 2019).
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Obrazek 5: Sporangiofory se zoosporangii (ptevzato z EPPO, 2014)

Nepohlavni zoosporangia (Obrazek 6) vznikaji na sporangioforech (Obrazek 5), jsou
vejcita az elipsoidni (11-20 pum * 8-30 um) (EPPO, 2014), nasedaji na sporangiofory
stigmaty, jsou zakonceny apikalni papilou. Prorustaji priduchy a tvofi diploidni
pohyblivé zoospory, které se §iii vétrem. Velikost sporangii i pocet dvoubicikatych

zoospor uvolnovanych z pravé jednoho sporangia, je variabilni (EPPO, 2014).

50 pm

Obrézek 6: Sporangium P. halstedii a tvorba zoospor (EPPO, 2014, 2008).

V rostliné vznikaji pohlavni organy. Antheridia, tedy saméi pohlavni organy, maji
kyjovity tvar (12-30 um) (EPPO, 2014) a tvoii se na vzdalengjSich vétvich hyf. Samici
pohlavni organy jsou kulovita bezbarva oogonia (30—40 um) (EPPO, 2014), ke kterym
jsou hormonalné pfitahovana antheridia, osahuji po jedné oosféie (CABI, 2019).

Splynutim antheridia a oogonia vznika diploidni zygota — oospora. Tento proces se

nazyva oogametangiogamie. Oospory se tvoii ve vSech vegetativnich organech hostitele,
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zejména v kofenech a listech, tésné pod epidermis. Maji kulovity tvar (23-30 um, tloust’ka
3 pm) (EPPO, 2014) a jsou zlutohnédé se zvrasnénou strukturou. Jsou tlustosténné
a odolné, na zacatku vegetacniho obdobi vykli¢i v zoosporangium (CABI, 2019).

v rwv

3.1.4.4 Symptomy, Sifeni a epidemiologie P. halstedii

V zavislosti na typu infekce, vyvojovém stadiu rostliny, koncentraci inokula a na
podminkach prostiedi vyvolava P. halstedii infikované sluneénici fadu symptomu
(Dréabkova Trojanova, 2017; Sedlafova et al, 2020). Primarni infekce zplisobna
oosporami v pudé vede nejéastéji k systémove infekci. Primarni infekce semenackn
mladych rostlin zpusobuje padani kli¢icich rostlin nebo mize vyvolat produkci bilych

povlakti sporangioforti se zoosporami na déloznich listcich (Obrazek 7).

Obrézek 7: Sporulace P. halstedii na povrchu uméle nao¢kovanych déloznich listi (ptevzato z
https://gd.eppo.int/taxon/PLASHA/photos)

ey

Pokud mladé rostlinky pfeZiji, rozviji se u nich systémova infekce, kterd postihuje
celou hostitelskou rostlinu (Obrazek 8). Napadené rostliny byvaji zakrslé v dusledku
zkracenych internodii. Listy byvaji rizn¢ zdeformované. Mlad¢ listy silné postizenych
rostlin vykazuji svétle zelené az chlorotické skvrny na svrchni strané listt, které se Sifi
podél hlavni Zilnatiny. Za ptiznivych klimatickych podminek se na spodni strané listi
vytvaii bilé povlaky sporangiofori se zoosporami. Pokud systémové infikované
slune¢nice dosahnou zralosti, tvoii deformované kvéty sméfujici vzhtiru s malym poctem
semen, ale vétSinou nekvetou. Nazky jsou ve vétSiné piipadi sterilni a obsahuji

mycelium, které je zdrojem dal§i pfipadné infekce. Kofenovy systém nemocnych
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slune¢nic je nerozvinuty s vyrazné redukovanou tvorbou sekundarnich kofent a tmavé
hnédym vzhledem na jejich povrchu. Tvorba vegetativnich a generativnich organi rostlin

je drasticky snizena (EPPO, 2014; Spring et al., 1991).

Obrézek 8: Piiznaky systémova infekce H. annuus.

A - zakrslost, nejvyznamngjsi piiznak systémové infekce plisni, je patrny na rostlinach jiz v raném
stadiu silna , B - silna primarni infekce mlade rostliny — vede ke smrti rostliny, C — kvétni abor,
ve kterém se vyviji prazdné nebo plisni infikované nazkyd (zptsobuji latentni infekci), deformace
a chlorotizace listl, zkracena internodia, D — chlordza na adaxialni strané listu, E — sporulace na
abaxialni strané listu, F — sekundarni infekce — zilnatinou ohrani¢ené lokalni 1éze (ptevzato

z Sedlafova et al., 2013).

Prubéh slabé primarni infekce miize byt nékdy omezen pouze na délozni listky nebo
je situovan na podzemni organy. Latentni infekce jsou bez jasnych symptomu, pouze se
objevuje sporulace na hypokotylu (Obrazek 9) a déloznich listech (Drabkova Trojanova,
2017; Tourvieille de Labrouhe et al., 2000). I tak je patogen zpusobily dokon¢it Zivotni
cyklus. (EPPO,2014)

Vétrem roz§ifena zoosporangia vznikla nepohlavni reprodukci v pribéhu vegeta¢ni
sezony zpusobuji sekundarni infekce, které jsou obvykle lokalizované v nadzemnich
¢astech rostlin. Tyto lokalni infekce tvofi uzaviené chlorotické 1éze na listech (Obrazek
10).
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Za podminek vysoké relativni vlhkosti dochdzi na spodnim povrchu listi ke
sporulaci, ktera mize zistat lokalni (Drabkova Trojanova, 2017; Heller et al., 1997) nebo
se vyvijeji do systémové infekce na kvétenstvi (Drabkova Trojanova, 2017; Spring,
2009). Po dlouhou dobu bylo ignorovano, ze tyto lokalni infekce mohou vést k systémové
infekci. V minulych letech se v nékterych slune¢nicovych polich hojné¢ vyskytovala
lokalni az systémova infekce kviili pfiznivym povétrnostnim podminkam, coz zpiisobilo

neobvykle vysoky tlak infekce (CABI ,2019).

Obrézek 9: Projev latentni infekce - sporulace na hypokotylu (pfevzato z
www.eppo.int/taxon/PLASHA/photos)

Obrézek 10: Lokalni Iéze na listech H. annuus (pfevzato z Sedlafova et al., 2020)
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K pfenosu vietenatky slune¢nicové dochdzi vétrem nebo vodou (v obou piipadech
zoosporangia pusobi jako sekundarni inokulum). Vétrem pienasené infekce jsou
vyznamné pro epidemiologii. Sifeni prostfednictvim kontaminovaného osiva (mycelium
patogenu preziva pod osemenim, semena vytvorend u slabé napadenych rostlin) je spise
vz&cné a mé za nésledek velmi nizké procento systémové infikovanych rostlin. VétSinou
dochézi kinfekci prostiednictvim oospor, které v pudé mohou piezivat az 10 let

(Drabkova Trojanova, 2017).

Kofenové infekce mladych slunecnic jsou zodpovédné za vétSinu zavaznych
projevi, a proto siln¢ ovlivituji vynos semen. Teplota vzduchu ma zietelny vliv na vyskyt
onemocnéni, nejvyhodnéjsi jsou prumérné teploty vzduchu mezi 10 a 15 °C béhem
prvnich 5 dnti po vyseti (Viranyi et Spring, 2011), ale patogen mtize napadnout rostliny
az do stadia Ctyf lista (2-3 tydny po vyseti) (Zimmer, 1971, 1975). Plasmopara halstedii
produkuje pohyblivé zoospory, které uvoliiuje bud’ z oosféry sporangii (na jate), nebo
z asexudlnich sporangii (od jara do 1éta), mlze infikovat i mladé slunec¢nice (Cohen
et Sackston, 1973; Nishimura, 1922) Vzhledem k tomu, Ze zoospory vyzaduji piitomnost
volné vody k dosazeni kotfenu hostitele, riziko onemocnéni stoupa s vyskytem srazek
kratce po vyseti (Drabkova Trojanova, 2017; Tourvieille de Labrouhe et al., 2008).
Nejvice nachylné stadium vyvoje hostitele je mezi klicenim a vzejitim sazenice
(Drébkova Trojanova, 2017; Meliala et al., 2000), kdy je cely povrch kofent v kontaktu

s pidnim inokulem v podobé¢ zoospor.

Kazda systémova infekce (primarni, se vyvinula z lokalni infekce nebo latentni
infekce), pii které rostlina dosahne kvétenstvi, mize produkovat semena obsahujici
mycelium nebo oospory P. halstedii. (Drabkova Trojanové, 2017; Spring, 2001). Osivo
systémov¢ infikovanych sluneCnic jen velice zfidka (2 %) produkuje systémové
infikovane potomstvo, nicméné zpusobuji latentni infekci. Kontaminované nazky, které
obsahuji mycelium patogenu, mohou ptepravit patogen na dlouhé vzdalenosti. S nejvétsi
pravdépodobnosti jsou zodpoveédné za Siteni infekce z jednoho kontinentu na druhy
(Drabkova Trojanova, 2017; Viranyi, 2002).

Kazdy typ kompatibilni interakce teoreticky umoznuje patogenu dokoncit svij
zivotni cyklus sexudlni reprodukci. Proto i jediné infikovana rostlina, ktera pfezije az do
konce vegetaéniho obdobi, pfedstavuje potencialni zdroj vysoce odolného inokula, které
by mohlo zplsobit kolonizaci patogenu na novém misté. Oospory jsou schopny pieZit

v pude¢ velice dlouho, cca 8-10 let (CABI, 2019; Drabkova Trojanova, 2017).
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K lokalnimu ptenosu choroby dochazi hlavné oosporami v pidé, napiiklad pfi
zpracovani pudy, nebo vétrem Sifenymi sporangiemi (Drabkova Trojanova, 2017;
Viranyi et Spring, 2011). Avsak rozsah sekundarnich infekci je velice zavisly na
ptiznivych (vlhko a chladno) povétrnostnich podminkach (Viranyi et Spring, 2011).
Kromé toho, vzdusné inokulum umoziuje hybridizaci riznych ras P. halstedii, které
koexistuji v jedné oblasti (rizné patotypy a inokula) Proto je pliseni slune¢nice velmi
obtizné vymytit, jakmile se objevi v dané lokalité (Drabkova Trojanova, 2017; CABI,
2019).

3.1.4.5 Vyvoj nomenklatury a klasifikace ras

Prvni diferenciace populaci plisné slune¢nicové zacala v 70. letech 20. stoleti, kdy
byla izolaty P. halstedii. pfekonana rezistence (Pl1) v rumunské hybridni linii RHA-266
(gen rezistence z plané rostouci H. annuus) V té dobé& byly zndmy pouze dv¢ patogenni
rasy P. halstedii (Drabkovéa Trojanova et al., 2018; Tourvieille de Labrouhe et al., 2000),
jejichz klasifikace spocivala ve schopnosti infikovat linii slune¢nice s genem rezistence
Pl1 (Spring, 2019). Rasa 1 (100) nazyvand jako ,,Evropska rasa“ a rasa 2 (300) nazyvana
»Red River Valley rasa,* ktera byla ptitomna v severo-centralni ¢asti USA a v Kanad¢
(Trojanové et al., 2017, Sackston et al., 1990, Gulya, 2007; Gulya et al., 1991). Od té
doby byly postupné identifikovany dalsi geny rezistence, coz umoznilo dalsi diferenciaci
v patogenni populaci P. halstedii (Spring, 2019). Tento systém, definujici patogeny podle
jejich kompatibility s rizné rezistentnimi slune¢nicovymi liniemi, byl v USA rozsifen na
11 ras, ale bohuzel paraleln¢ ve Francii pomoci riznych hostitelskych linii byl zaveden

dalsi anotac¢ni systém (francouzské rasy A-D) (Spring et al., 2019; Trojanovaetal., 2017).

Nastal problém s klasifikaci, az do 90. let nebyla k dispozici jednotna rasova
nomenklatura ani standardizované sada diferencia¢nich linii (Gulya, 2007), proto bylo
problematické porovnat vysledky (Spring, 2019; Trojanova et al., 2017).

Teprve Gulya (1995) navrhl jednotny klasifika¢ni systém infekce na definovaném
souboru hostitelskych genotypt (Spring, 2019; Trojanova et al., 2017).

V roce 1988 byl navrzen a schvalen fytopatology na mezindrodni Grovni prvni
oficidlni diferenciacni soubor deviti genotypi slunecnice (D1-D9), véetné hodnoceni
jejich reakce po inokulaci patogenu a tripletového kodovaciho systému (pro fenotyp
virulence P. halstedii) (Trojanovéa et al., 2017).
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ture, USA) INRA (Institut National de la Recherche Agronomique, France) a IFVC
(Institute of Field and Vegetable Crops, Novi Sad, Serbia) (Sedlafova et al., 2016).

Jednotlivé rasy (patotypy) byly urCeny na zdkladé fenotypové odezvy
diferencia¢nich linii (DLS) s ptfesné definovanymi Pl geny, které byly upofadany do
tripletu (testovaci sada I-III) po tfech genotypech. Vysledkem byl tiiciferny kod (Spring,
2019; Trojanova et al., 2017). Hodnoceni patotestu probihd ve dvou fazich vyvoje
rostliny — sporulace na déloznich listech a pravych listech (kombinované hodnoceni)
(Trojanové et al., 2017). Pokud je DL rezistentni, uvadi se hodnota 0, v opa¢ném piipadé
je hodnota dana polohou v tripletu (Trojanova et al., 2017). Vysledny trojciferny kod pro
tzv. patotyp (fenotyp virulence P. halstedii) je v rozsahu hodnoty virulence 100 (infekce

......

diferencia¢nich liniich ve tfeti sad€) (Spring, 2019).

V dobé, kdy byl tento systém zaveden, bylo klasifikovano ptfiblizné¢ 10 az 15
patotypd, ale jejich pocet se rychle zvySoval a systém dosahl svych limitd. Doposud bylo
na celém svété zaznamenano celkem vice nez 46 ras P. halstedii (Sedlarova et al., 2020;
Spring, 2019; Drabkova Trojanov4, 2017). Odrazem trvalych zmén ve virulenci patogenu
byly zmény v diferencia¢ni sadé slune¢nice (Sedlarova et al., 2016).

Trojciferny kéd predstavuje kodovany virulenéni vzorec (CVS), ktery poskytuje
informaci o virulenci dané rasy, navic jej lze rozsifit pfidanim dalSich linii, a to bez ztraty
informaci v puvodnim CVS (Trojanova et al., 2017). S rostouci variabilitou ras, které
prekonaly vSechny geny rezistence, musela byt tato metoda opét upravena a rozsifena.
V roce 2012 byla pokusné ptijata sada slozena z patnacti diferencia¢nich linii slune¢nice
seskupenych do péti tripletd. Rasy P. halstedii jsou oznaceny pétimistnym ¢iselnym
koédem (Drabkova Trojanova et al., 2018; Sedlafova et al., 2016; Gascuel et al., 2015).
Od roku 2014 probihé fenotypové hodnoceni na 15 DSL i v CR (Sedlatova et al., 2020).

3.1.5 Globalni distribuce a patogenni variabilita P. halstedii

Prvni vyskyt P. halstedii na péstované slune¢nici byl hlasen ve 20. letech 20. stoleti
v USA. Patogenni variabilita byla poprvé navrzena ve 40. letech 20. stoleti, ale az v 60.

letech byla pozorovana v terénu (Spring et al.,2019, Drabkova Trojanva, 2017).
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Prvni zdznam v Evropé pochdazi z 60. let 20. stoleti z Ruska, kam byl pravdépodobné
zaveden prostfednictvim infikovanych slune¢nicovych semen. (Drabkova Trojanova,
2017) Odtud se infekce rozsitila na Balkansky poloostrov (Bulharsko, Recko, Turecko),
nasledn¢ do mnoha dalSich zemi (Madarsko, Italie, Francie, gpanélsko, Némecko,
Ceskoslovensko) (Sedlatova et al., 2013; Viranyi, 2002). Dnes je rozsifena v 52 zemich
po celém svété. P. halstedii byla v roce 1992 podle nafizeni Evropské unie zafazena do

seznamu karanténnich chorob (Gascuel et. al., 2015)

Intraspecificka patogenni variabilita P. halstedii je znam4 od 70. let 20. stoleti., kdy
Zimmer (1974) popsal slunecnicové linie odolné vuci izolatiim pochazejicich z Evropy,
ale nachylné k izolatim pochazejicich ze Severni Ameriky (Drabkova Trojanova, 2017).
Do roku 1980 byly znany pouze dvé patogenni rasy, tj. Evropska rasa (1, 100) a Red
River Valley (rasa 2, 300) (Spring, 2019; Drabkova Trojanova et al., 2018; Drabkova
Trojanov4, 2017; Trojanova et al., 2017; Gulya et. al., 1991). V roce 1980 byla z Brant
v Severni Dakoté hlaSena nové rasa schopné infikovat slune¢nicovou linii s genem
rezistence PI2, do té doby rezistentni k rase Red River Valley (Carson,1981), ktera byla
pozdé&ji popsana jako rasa 3 (700) Drabkova Trojanova, 2017). Pozdéji Gulya et Urs
(1985) detekovali rasu 4 (730) v Minnesoté a Ljubich et al. (1988) popsali rasu 5 (770)
ze sklenikovych experimenti ve Fargo v Severni Dakoté. Nasledné byly v Severni
virulenci (6 a 7, odpovidajicich 310 a 330) (Trojanova et. al., 2017; Gulya et. al., 1991).
Distribuce a patogenni variabilita P. halstedii byla pribézné sledovana a intenzivné
studovana zejména v Severni Americe a Evropé€, v hlavnich oblastech produkujicich

slunecnice

Péstovani samosprasnych odrid sluneénice nachylnych na P. halstedii, intenzivni
zemédé@lstvi v kombinaci s vhodnym pocasim ptispélo k rychlému Sifeni infekce, jak
v Americe, tak v Evropé, zejména ve Francii, §panélsku, Némecku, na Ukrajiné
aVv Rusku (Trojanova et al., 2017). Od roku 1977 S$ifeni této choroby ptedstavovalo

obrovskou hrozbu pro producenty sluneénice v celé Evropé (Gascuel et al., 2015).

YV v

Celosvetove nejbéznéjsi rasy P. halstedii byly 100 a 300 (Gulya, 2007). Pfestoze
jsou tyto dvé rasy dominantni v celosvétovém méfitku, v Ceské republice nebyly zjistény.
To je mozné vysvétlit tak, ze rasy 100 a 300 jsou mén¢ virulentni a mohly byt vytlaceny
virulentn&j$i rasou 7xx piitomnou na tzemi Ceské republiky. Nicméng, rasa 100 byla

detekovana v populacich P. halstedii v Severni Americe po roce 2007, i kdyz vice byly
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ve stejné oblasti pritomny virulentngjsi rasy (Viranyi et al., 2015). Tudiz rasy 100 a 300
mohou spolecné v populaci koexistovat. Jejich absence v ¢eské populaci je mozna z
diivodu omezeného poctu vzorka ve vyzkumu nebo byl jejich fenotyp prekryty béhem
testovani.

Pro zptesnovani by byly za potfebi monosporické nebo alespont monosporangiani
izolaty piipravené z hromadnych izolati k opakovanému testovani, coz by bylo velmi
Casové 1 materidlové narocné. Navic UspeSnost monosporické izolace je cca 1-2%.
(Doudova, 2013) V Evrop¢ jsou nejhojné&jsi rasy 100, 300, 330, 700, 710 a 730. (Viranyi
et al., 2015) V Ceské republice ptevazovala v populacich P. halstedii rasa 700 a pozdé&ji
710 (Sedlafova et al., 2016).

3.1.5.1 Pivod SiFeni a globalni distribuce

Patogen pochazi ze Severni Ameriky, kde ma pivod i jeho hostitel — sluneénice
ro¢ni, Helianthus annuus (Spring, 2019, Sackston, 1992). Informace o $ifeni patogenniho
puvodce jsou nejisté. Pii¢inou je nejspis rozdilné pojeti druhové koncepce P. halstedii
publikované v té dob¢ (Spring, 2019; Leppik, 1962, 1966; Novotel'nova, 1966).

Dalsim problémem je, Ze sice existuje mnoho zaznamil o pocatecnich vyskytech
infekce, ale jsou védecky neptesné (lokalita, datum sbéru a identifikace patogenu). Proto

jsou tato ,,pozorovani* v literatuie velice obtizné publikovatelna (Spring, 2019).

V piipadé distribuce P. halstedii na péstované slune¢nici je evidentni prvni vina
migrace ve 40. letech (NovoteI'nova 1966), kdy byl patogen objeven na slune¢nicovych
polich v byvalé Jugoslavii (1946 v Chorvatsku, 1946 v Srbsku). Poté se choroba rychle
roz$ifila do dalSich zemi vychodni Evropy, jako napiiklad do Rumunska (1946),
Bulharska (1947), Mad’arska (1949), Ruska (1951) a dal$ich (Spring, 2019). V 70. - 90.
letech 20. stoleti zasahla infekce oblasti severni a jizni Evropy, Asie a severni Afriky,

pficemz slunec¢nice byla v téchto oblastech hlavni olejnatou plodinou. (Spring, 2019).

Druhé cesta rozptylu infekce nastala v 50. letech 20. stoleti v Jizni Americe (Obréze),
kdy choroba zacala nebezpecné¢ ovliviiovat vynosy slunecnice v Chile (Sackston, 1956)
a Argenting. (Spring 2019). Nasledné se objevila ohniska plisné v sousednich zemich
jako je Uruguay, Brazilie a Paraguay. Vyskyt patogenu potvrzuje 52 zemi (Viranyi,
2018). Nejvice ohnisek infekce je v Evropé (26 zemi), nasleduje Asie (13), Afrika (8),
Jizni Amerika (5) Stfedni (1) a Severni Amerika (3) (Spring 2019).
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Obrézek 11: Mapa distribuce P. halstedii (pieklesleno podle Spring, 2019)

K distribuci patogenu na velké vzdalenosti dochazi prostfednictvim infikovanych
semen (Spring, 2019, 2001). Sifeni P. halstedii neni ojedinélou udalosti, ale b&znou
zalezitosti v globalnim kontextu péstovani slune¢nice (Spring, 2019). Delmotte et al.,
(2008) ukéazal molekularnimi metodami, ze vietenatka slune¢nicova pochdzi nejméné ze
tii genetickych zdroji. Moznosti, jak zabranit zavedeni P. halstedii nebo fenotypi
s novou virulenci pfenosem semen, jsou omezené (Viranyi et Spring, 2011). Testy jsou
pfiliS naro€né Casove, provedenim nebo jsou malo citlivé. Pouze Australie a Novy Z¢land

udrzeli svou produkci sluneénice bez kontaminace P. halstedii diky pfisnym omezenim
(Spring, 2019).

3.1.5.2 Distribuce P. halstedii v Ceské republice

Pliset sluneénicova (P. halstedii) byla na uzemi byvalého Ceskoslovenska poprvé
zaznamenana Vv 50. letech 20. stoleti na jizni Moravé a na Slovensku (Bojiansky, 1956,
1957). Vyskyt v CSR patii mezi prvni ziznamy mimo Severni Ameriku. AZ do roku 1989
byla nase zemé soucasti Ceskoslovenska. Od té doby vsak o vyskytu P. halstedii v nasi
zemi nejsou k dispozici téméf zadné informace (Drabkova Trojanova et al., 2018;
Drabkova Trojanova, 2017; Sedlarova et al., 2016). Od roku 2002 je plisen slunecnice
registrovana jako karanténni choroba a jeji vyskyt je kazdoroéné monitorovan Statni

rostlinolékatskou spravou (Sedlafova et al., 2013).
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P. halstedii se v Ceské republice vyskytuje od roku 2000. Od té doby s vyjimkou
roku 2004 byl patogen zaznamenén na jizni Moravé a ve vychodnich Cechach (Sedlafova
et al., 2013). V letech 2007-2012 bylo v CR sledovano 128 lokalit, kde se péstuji
kultivary slune¢nice na ruznych stanovistich — pole, zahrady, pole okolo silnic atd.
(Sedlarova et al., 2016).

V Ceské republice nejsou k dispozici udaje o infekci P. halstedii na nékteré ze esti
planych alternativnich hostiteltt z rodu Helianthus (Xanthium strumarium, Ambrosia
artemisiifolia, Artemisia vulgaris, Iva xanthiifolia, Abutilon theophrasti or Rudbeckia
fulgida). Monitorovani invazivnich Asteraceae by proto mélo byt doplnéno screeningem
P. halstedii. Nejblizsi populace P. halstedii na alternativnim hostiteli se nachazi na H.
tuberosus (Hohenheim University) v Némecku (Drabkova Trojanovd, 2017) a A.
artemisiifolia v jiznim Madarsku (Drébkova Trojanov4, 2017; Walcz et al., 2000).
Vzhledem k zemé&pisné izolaci neptedstavuji velkou hrozbu pro ceské péstitele slunecnice
ani piirodni zdroj mozné rekombinace s P. halstedii v nasem staté (Drabkova Trojanova,
2017).

Distribuce P. halstedii v Ceské republice zahrnuje pouze nékolik lokalit a to,
Olomouc-Holice, Brno-Chrlice, Lednice, Podivin, Kromé&iiz, Caslav a Ledce, kde
hostitelské rostliny (H. annuus), vykazovaly systémovou infekci. Rostliny se
sekundarnimi projevy infekce byly hlaseny z lokalit: Olomouc (kazdoro¢nég), z Brna —
Chrlice a z Lednice az v roce 2010. Opakovany vyskyt s pfiznaky systémoveé infekce
areprodukce patogenu byl potvrzen na &tyfech lokalitich: Olomouc-Holice, Brno-
Chrlice, Lednice a Podivin. Infekce nebyla zaznamendna na experimentalnim poli
Ustiedniho ustavu kontroly a testovani v zem&dé&lstvi v Brng-Chrlicich v letech 2009 a
2012 pravdépodobné v disledku posunu experimentalnich poli pouzivanych pro testovani
slune¢nice a tim padem opusténi zdroje inokula patogenu v pudé (Sedlarova et al., 2016).

Vétsina populaci pochazi ptedev§im z pokusnych poli vyzkumnych instituci
a nékolik infekci bylo hlaseno ze soukromych zahrad. Naopak v Némecku je situace zcela
jind, populace P. halstedii je hlaSena piedevsim z komer¢nich poli (Spring. et al., 1994).
P. halstedii je na provokac¢nich polich v Ceské republice udrzovana v kontrolovanych
podminkach a je testovina. Nicméné, tato mista mohou piedstavovat zdroj inokula
schopného omezeného Sifeni patogenu. To pravdépodobné dokazuje objev nakazené
rostliny v zahradé Mendelovy Univerzity v Lednici vzdalené cca 2,5 km od

experimentalniho pole se zavedenou populaci P. halstedii. Pivod infekce zustava
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neznamy, ale neni vyloucen ani pienos ¢lovékem nebo vétrem. (Drabkova Trojanova,
2017)

Jedno z ,,pfirodnich* ohnisek s dobie zavedenou populaci se az do neddvné doby
nachazelo v Podiviné. S nejvétsi pravdépodobnosti jde o lokalitu, ktera je podpoiena
faktory zivotniho prostiedi (vodou nasékla ptida), bez agronomické praxe
a fytosanitarnich opatfeni. Nicméné, pole byla v roce 2016 pfeménéna na stavebni

pozemky (Drabkova Trojanova, 2017)

Podobné ,,ptirozené* populace jsou v nasi zemi obcasné a rozptylené. Podle CABI
dajti (2019), je P. halstedii ptitomna ve viech zemich obklopujicich Ceskou republiku,
s vyjimkou Polska. Omezené populace P. halstedii v Ceské republice piedstavuji
nejsevernéjsi hranice arealu patogenu ve stiedni Evropé, coz ale neznamena, Ze nemiize
dochazet k dalsimu Sifeni tohoto patogenu do zapadni, jizni, sttedni a vychodni Evropy.
Z tohoto duvodu je doporuceno dal$i sledovéani, aby se zabranilo Sifeni patogeu

(Drabkova Trojanova, 2017).
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3.2 Metody tvorby monosporickych izolati

Techniky izolace jednotlivych mikroorganismii jsou metody, které odd¢luji
jednotlivé buiiky od sebe navzajem nebo z matecného materidlu. Kazdé technika ma své
vyhody i nevyhody, proto volba metody zavisi na ucelu studie (Ischii et al., 2010).
Vétsina téchto metod se da spolehlivé pouzit pro vyzkum bakterii, hub i oomycet, avSak
vétSinou je nelze pouzit pro prace s biotrofnimi parazity, nebot’ nemohou byt kultivovany
na umélych médiich, proto prace s nimi je ¢asové i materialové naro¢na (Choi et al.,
1999).

Mono(zoo)sporicke izolaty (MSI/MZSI) jsou obecné klony mikroorganismu
vyrostlych z jedné rozmnoZovaci struktury, tj. spory (pohyblivé jsou oznaCovany jako
zoospory). Naproti tomu monosporangialni izolaty (MSGI) vznikaji z jednoho sporangia,
tj. Utvaru, ve kterém se tvoti rozmnozovaci propagule endogenné. MSI/MZSI jsou témét
totozné s MSGI, ovSem s tim rozdilem, ze maji mensi jednotku izolace. MSGI nemusi
byt geneticky stejnorodé; pokud sporangium obsahuje odlisné (zoo)spory, jako je tomu
napiiklad u P. halstedii, je nutné pracovat u daného druhu s MSI/MZSI (Doudov4, 2013;
Dick, 2001). U P. halstedii se odchytavaji Zivotaschopné zoospory, které vznikly ze
zoosporangii. Tyto pohyblivé bicikaté buniky vznikaji nepohlavné a poméhaji Sifeni
patogenu v porostu (Doudovd, 2013; Dick, 2001; Spring et al., 1998). Zoospory je mozné
oddglit pomoci riznych metod (Hildebrand, 1938).

Zpusob, jak co nejspolehlivéji ziskat geneticky stejnorody material u P. halstedii je
vyuzit MZSI, nebot’ zoospory tvofené ve sporangiich se mohou lisit v patogenni
variabilité¢ (Doudova, 2013; Spring et Zipper, 2006; Spring et al., 1998).

3.2.1 Priprava MZSI

Izolat je samotna kultura mikrorganismi, zejména prvni monosporicka nebo Cista
izolace mikroorganismu z néjakého mista (Kirk et al. 2001). U organisml, u nichZ se pfi
urCovani druhl nelze spoléhat jen na anatomické, ¢i morfologické znaky, jsou pro
identifikaci potfebné MZSI/MSI (Choi et al., 1999). Tvorba téchto izolati je Casto
spojena se ziskanim geneticky homogenniho materialu pro genetické rozbory (Doudova,
2013).

V piipad¢ klasického pojeti druhti zaloZzeného na morfologii tyto izolaty poskytovaly

informace pro identifikaci anamorfniho ¢i teleomorfniho stadia (pouzivany napt. u rodi
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Fusarium a Collectorichum). Koncepce druhti zaloZené na polyfazickém ptistupu shrnuji
jak morfologické, fyziologické, ekologické, fytopatologické, tak i molekularni znaky
a jsou ve veétsing piipadd zalozeny na jednobunééné / monosporangialni / monosporické
izolaci (Choi et al., 1999).

U rodu Plasmopara tvorba monosporickych/monosporangialnich izolati umoziuje

studium patogenni variability, umoznuje identifikovat patotypy / fyziologické rasy
(Doudova, 2013; Spring et al., 1998).

Pro tvorbu MZSI/MSI se pouzivaji kultury jak &isté, tak smisené. Cista kultura je
souborem organismu pochdazejicich z jediné buniky (stejného ptivodu), podle starSiho
konceptu obecné rozsifenéjsiho mezi biology jde o kulturu tvotfenou jedinci pouze
jednoho druhu. Ale takova kultura nemusi byt vzdy geneticky stejnoroda. Cisté kultury
se tvoti z diivodu zabranéni kontaminace a kvili izolaci organismu, s nimz chceme dale
pracovat (Hildebrand, 1938). Cistou kulturu ziskame pfenesenim organismu na vhodné
kultiva¢ni médium a mtizeme ji ziskat napt. vytvorenim MZSI/MSI (Goh, 1999). Takto
vytvofena ¢ista kultura uz muze ale nemusi byt geneticky homogenni (Hildebrand, 1938).

Oproti Cistym patfi smiSené kultury vzdy k heterogennim materialiim, které jsou
V ptirodé ptirozené ptitomné (Doudovd, 2013; Xue et Cao, 2008). Ze smisenych kultur
oddélujeme ¢istou formu v podobé MZSI/MSI.

Pti neodborném zachéazeni mize pfi izolaci dojit ke kontaminaci vzork, proto je pfi
tvorbé MSI dulezité oddélovani necistot (Choi et al., 1999; Goh, 1999; Hildebrand,
1938;). Zhang et al. (2013), Choi et al. (1999) a Goh (1999) uvadgji, ze mira kontaminace
znacné¢ zavisi na dovednostech pracovnika a sterilité provadénych kultivaci. Také uvadéji,
Ze izolaty nejcastéji podléhaji kontaminaci, kterou zpisobuji bakterie, kvasinky a vlaknité
houby (mikromycety). Bakteridlni kontaminaci Ize zabranit pfidanim antibiotik do média.
Kvasinkovou kontaminaci lze minimalizovat zfedénim suspenze spor (Zhang et al., 2013;
Choi et al., 1999; Goh, 1999). Zabrénit kontaminaci vlaknitymi houbami zejména druhy
Aspergillus nebo Penicillium je tézké, jelikoz spory se do média obvykle dostanou diky
cirkulaci vzduchu nebo zne€isténym rostlinnym materialem (Zhang et al., 2013).

Techniky k vytvofeni monosporové kultury byly popsany n¢kolika autory (Noman
et al., 2018; Singh et al., 2004; Choi et al., 1999; Goh, 1999; Ho et Ko, 1997). Izolace
mikroskopickych monosporovych forem (MSI) bakterii, hub, oomycet je mozné tvofit

ttemi riznymi metodami, a to zfed’ovaci, mechanickou izolaci a castecné

mechanickou izolaci (Doudové, 2013; Hildebrand, 1938). Davis (1930) tvrdi, ze asto
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jsou pouzité techniky kombinaci téchto metod. Goh (1999) uvadi, ze vétSina téchto metod

JSOu Vv podstaté riizné modifikace metody fedéni.

3.2.1.1 Zied’ovaci metody

Zied’'ovani patii mezi nejjednodussi metody jak co do pracovniho postupu, tak i
Z hlediska narokti na piistrojové vybaveni. Zied'ovaci technika vychazi z hypotézy, Ze na
sklicko, ¢i agar umisténa kapka ze separovanych propaguli dostatecné roziedénych
Vv unaseci kapalin€, bude obsahovat jednu propaguli. Jako unéseci kapalinu volime
destilovanou vodu nebo teply agar, se kterym se po vychladnuti 1épe manipuluje
(Doudova, 2013; Hildebrand, 1938; Goh, 1999). Kapky obsahujici jednu propaguli
umistime na ¢isté médium. Tuto techniku uplatiujeme u nekrotrofnich nebo
hemibiotrofnich druhti, které mohou dale rust na umélém médiu (Alternaria,
Corynespora, Helminthosporium), jsou diky velkym a jednoduseji zjistitelnym konidiim
vhodnéjsi pro pouziti této metody. Naopak nedoporucuje se k tomuto typu izolace pouzit
druhy jako Aspergillus a Penicillium, a to zejména protoze produkuji enormni mnozstvi
malych spor (Doudova, 2013; Goh, 1999).

Metody ziedéni pro izolaci spor byly ptevzaty od bakteriologt. Lister (1878) byl
prvni, kdo popsal metodu zfedéni pro izolaci jednotlivych spor (Davis, 1930). A. De Bary
(1872) sledoval vyvoj jediné spory od kliceni aZ po vytvoreni hyf a konidii (Davis, 1930;
Van Tiegham, 1873). Byl prvni, kdo prezentoval potfebu monosporické izolace pfii
pozorovani hub (Davis, 1930). V roce 1873 Van Tiegham publikoval praci s Mucor spp.
Ve svych vyzkumech kultivoval Penicillium, Mucor, Achlya, Thamnidium, Circinella,
Chaetocladium a Syncephalis. Diky tomu byly pojmenovany nové rody hub. Circinella,
Chaetocladium a Syncephalis byly pfefazeny z fiSe Plantae do fiSe Fungi (Davis, 1930).
1881 Brefeld zavedl péstovani hub v Cistych kulturach. Pouzil modifiovanou metodu
zfedéni od Listera, suspenzi spor ziedil v destilované vod¢ tak, Ze jedna kapka nabrana
Spickou jehly obsahovala pravé jednu sporu. Brefeldovy izolace a kultivace byly jeste
dalsich 50 let vzorem pro odborniky v oblasti biologie (Davis, 1930).

Autofi Vavra et al. (2015) pouzili tuto metodu pii praci s patogenem Venturia
inaequalis (strupatka jabloniova). K vytvofeni MSI nejdfive preparaéni jehlou preparovali
pseudopetrithecia, které roztlacili v kapce sterilni vody a zralé askospory odsély
mikropipetou. Suspenzi spor nafedili v desetindsobku objemu sterilni vody a nasledné

askospory prenesli na povrch vhodného kutiva¢niho media (PDA nebo ALA ,,Aple Leaf
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Agar®). Po prvni fazi kultivace media obohatili antibiotiky, nasledn¢ probihala kultivace.
Po tydnu mycelia pouzili techniku pfenosu vyfiznutych blocka z plotny s myceliem.
Autori konstatuji, ze mozny se ukazal i pfenos nebo pietisk konidii smytim nebo stérem

preparacni jehlou (Vavra et al., 2015).

3.2.1.2 Caste¢né mechanické metody

K semimechanickym izola¢nim technikdm je vyuzivan mikroskop (Hildebrand,
1938). Cista kultura je tvofena pouZitim izolaénich nastrojt neboli izolatort (Hildebrand,
1938), které mohou byt ptipevnéné k mikroskopu (Hildebrand 1950). Pro tuto metodu se
pouziva nejCastéji sklo, agarova plotna, ¢i Zelatina, kde se nésledn¢ dafi organismy
snadnéji izolovat kapkami vody. Hildebrand (1938) doporucuje pro ¢aste¢né mechanické
metody techniku ,,cylinder loop-needle®, 1ze pouzit i techniku suchou jehlou, techniku
kapickovou metodou, kapilarni techniku, pouziti mikro-kolonie a mercury-shield
(Hildebrand 1938; Doudova, 2013).

3.2.1.2.1 Cylinder loop — needle metoda

Pro pouziti této metody je nejlepsi, pokud jsou jednotlivé bunky vzdalené od sebe.
Mal¢ mnozstvi mikroorganismii rozmistime na agarové plotn€. Izolaci organismil
provadime, jak nazev metody napovidd, ouskem jehly, ¢i drobnou oc¢kovaci klickou. Pro
jednodussi a piesnéjsi praci je doporuceno jehlu nebo ockovaci klicku zapichnout do
korku a opatfit drzadlem nebo nasadkou (www.collections.infocoolections.org; Doudova,
2013; Hildebrand, 1938)

Podle Hildebranda (1938) mizeme za piedchiidce této metody oznadit autory Heller
(1913) a Shear et Wood (1913). Ti nejprve ptipravili suspenzi spor v tenké agaroveé vrstveé
v Petriho miskach. Po vykli¢eni izolovali jednotlivé spory s malym mnozstvim substratu
pomoci jemné $picaté nebo zplostélé jehly do Cistych kultur (Hildebrand, 1938).

Metodu ,,cylinder loop,“ poprvé popsal Keitt v roce 1915, kdy k ptenosu jediné
spory pouzil ousko jehly. Obdobu Keittovy metody pouzil Langenon (1921). Ptipravil
suspenzi spor metodou fedéni a nasledné ouskem jehly vyjmul kapku, kterou zkoumal
pod mikroskopem. Kapky, které vykazovaly pouze jednu ptitomnou konidii, byly

kapi¢kovou metodou pievedeny do kultur (Davis, 1930)
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3.2.1.2.2 Technika suchou jehlou

Jde o obdobu cylinder loop-needle metody. Technika zahrnuje praci s jehlou,
mikroskopem nebo binokularni lupou. Pti technice suchou jehlou jsou konidie
rozvrstveny Vv dostateéné vzdalenosti na ztuhlém agaru. Pravé k jedné Kkonidii je
piiblizena Spicka krejcovské jehly tak, aby k ni pfilnula. Nasledné je konidie pfenesena
na ¢isté médium (Doudova, 2013; Hildebrand, 1938).

Rosenbaum (1912) publikoval svou praci s Thielavia basicola a Anderson (1913)
publikoval praci s Endothia parasitica. Oba na agarovou plotnu pfenesli ziedénou
suspenzi spor, jednotlivé konidie pak pomoci jehly pifenesli na pozadované medium
(Hildebrand, 1938; Davis, 1930). Hanna (1924) pouzil také jemnou krejcovskou jehlu pro
preneseni spor druhu Coprinopsis lagopus z podlozniho sklicka na vhodné medium
(Hildebrand, 1938; Davis, 1930; Hanna, 1924). Touto metodou bylo vytvofeno mnoho
monosporovych kultur fady hub, coz uvadéji ve své praci Buller (1925) a Togashi (1926).
Poté bylo publikovdno mnoho modifikaci tvorby monosporovych kultur pomoci jehly
ptipojené k mikroskopu pomoci mikromanipulétoru (Hildebrand, 1950).

3.2.1.2.3 Kapic¢kova metoda

Metoda spociva v izolaci Cisté kultury ve formé& mikrokapicky na kryci skli¢ko. Jde
o modifiaci Brefedovy ,,drop-slide metody, kterou pouzil Burri (1907, 1909), nasledné
byly pouzity dalsi variace metody, a to Lindner (1909) Strasbourg-Koernecke (1913),
Mutch (1919), Paine (1927), Paine and Ramchandani (1929) (Hildebrand, 1938).

Lindnerova kapi¢kova metoda: Lindner v roce 1909 pouzil Brefeldovu metodu,
ale misto jehly k ptenosu kultury na podlozni sklo pouzil psaci pero (Davis, 1930). Tato
metoda se pouziva v kvasném primyslu pro izolaci kvasinek. Ty jsou zfedény do sladiny
a nasledn¢ preneseny na kryci sklicko sterilnim perem ve formé kapicky. Nasledné jsou
pomoci mikroskopu vybrany kapic¢ky obsahujici pouze jednu konidii (Hildebrand, 1950,
1938).

Kapickova metoda s pouZzitim inkoustu: tato metoda se uplatituje pfi praci
s bakteriemi. Kapky bakterii jsou umistény na agaru, na které je nanesen inkoust. Ten se
pro tuto praci musi nafedit tak, aby sytost barvy byla mezi hnédou a ¢ernou (Doudova.

2013; Hildebrand, 1950). Nasledujicim krokem je izolace bakterie pomoci suché jehly
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(Doudové, 2013; Hildebrand, 1950; 1938). Tato metoda byla objevena Ehrenbergem
(1838) a byla piezkoumana Niklitschekem (1939) (Hildebrand, 1950).

3.2.1.2.4 Mikrokolonie

Metoda ve své zjednodusené formé byla poprvé pouzita Hansenem v roce 1888.
Hansen na skli¢ko rozettel zfedénou suspenzi kvasinek a sledoval vznik kolonie, nasledné
mikro-kolonii pienesl na vhodné medium. Pozdé&ji v roce 1900 uvedl vysledky
podobnych studii s kvasinkami i bakteriemi. Avery a Leland (1927) pouzili modifikaci
Hansenovy metody pro izolaci jednotlivych bakteridlnich bunék. De Zeeuw (1943)
vytvoril pro ziskani cCisté kultury Agaricus campestris specialni zivné medium
(Hildebrand, 1950).

Hildebrand (1950) ve své praci uvadi, ze kolonie organismd miize vyrust na
specialnim substratu. Po zhruba 7—14 dnech se agarova plotna zahieje, rozpusti a odstrani
se mrtvé mycelium. Nasledné se tekuté medium nalije na kryci sklicko. Po kultivaci se
pod mikroskopem izoluje izolat pouze s jednou sporou (Doudova, 2013; Hildenbrand,
1938).

3.2.1.2.5 Kapilarni metoda

Tato technika ma siroké moznosti vyuziti, nebot’ se pouziva k izolaci fas, spor hub,
oomycet i bakterii. Pti této metod¢ se k izolaci pouziva unaseci kapalina, kterou je voda,
¢iolej. Ta se pod tlakem vhani do kapilary, jejiz primér se upravuje podle velikosti bun€k
(Frohlich a Konig, 1999). PiestoZze ma tato metoda Siroké pole vyuZiti, nepouziva se
k izolaci nekterych mikroorganismu, které se zachycuji na skle. Kapilarni technika je
Casto pouzivana Vv kombinaci s mikromanipulatory, které upeviiuji kapilaru staticky
(Doudova, 2013; Hildenbrand, 1938).

Klebs (1873) pouzival velmi jemnou kapilaru pii praci se ziedénou suspenzi bakterii
a spor. Pod mikroskopem sledoval, jak se jednotlivé buiiky tvoti kolonie. Hesler (1913)
pomoci ruéné vedene kapilary izoloval jednotlivé askospory Physalospora cydoniae
(dnesni platné pojmenovani Botryosphaeria obtusa). Holker (1919) studoval anaerobni
organismy. Pouzival zplo§télou kapilaru. Segmenty obsahujici jednotlivé buiky

asepticky pienesl do rustového media. Hansen (1926) naplnil kapilary suspenzi spor, jako
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unaseci kapalinu pouzil teply agar, poté kapilary zkoumal pod mikroskopem. Casti
kapilar, které obsahovaly jednu sporu ponofil do alkoholu ke sterilizaci a umistil do

vhodného media (Hildebrand, 1938).

3.2.1.2.6 Mercury-shield (rtutovy Sstit)

Jde o0 modifikace metody mikrokolonie. Pii metod¢ rtutového $titu se na izolované
organismy pouziva tus, kterd je nasledn¢ chrani. Dalsi organismy hynou pod UV zafenim,
kterym se agar osviti (Doudova, 2013; Hildenbrad, 1938). Zastinéné buitky mohou tvofit

kolonie, které se pak pfenesou na pozadované¢ medium (Hildebrand, 1938)

Tuto unikatni metodu piedstavili Topley, Barnard and Wilson (1921) ve své praci s
bakterialnimi organismy. Nasledné roku 1925 Barmad pouzil stejnou metodu K ziskani

Cisté kultury z jednotlivych bunék (Hildebrand, 1938).

3.2.1.3 Mechanicka izolace

polo-mechanické metody. Piesto vétSinou je zakladem mnoha metod piipravena suspenze
propaguli (bunék, spor, konidii) ¢i mikroorganismii metodou zfedéni. P¥i mechanické
izolaci se pracuje pifimo s jednotlivymi propagulemi/mikroorganismy. Pfi mechanické
technik je kratsi doba prace a ptimy pienos do kultury, ¢im se eliminuje mira kontaminace
(Hildebrand, 1938).

Pii mechanické izolaci pouzivame Barberovu metodu, mikromanipulatory,
izolatory, automatické mikromanipulatory, zvlhéujici komoru, svételny zdroj a izolaci na

povrchu bunék (Hildebrand, 1938; Doudova, 2013).

3.2.1.3.1 Barberova metoda

Metodu poprvé predstavil Barber v roce 1904, nasledné ji modifikoval v roce 1907,
1908, 1911, 1914 a 1920 (Hildebrand, 1938). Poté prosla nekolika dalSimi modifikacemi
a to autory: Chambers, (1922), Wright et McCoy (1927); Wright et Nakojima, 1929,
Wright et al., (1930) Lindegren (1933) (Hildebrand, 1938).
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Barber vynalezl mikromanipulator, ktery byl pfipojen ke stolku mikroskopu.
K izolaci jednotlivych propaguli tato metoda vyuzivad mikropipety nebo malé jehlicky.
Pii spravném ziedéni suspenze obsahovala pravé jedna mikro-kapka izolovana pomoci

pipety, ¢i jehli¢ky pouze jednu propaguli (Hildebrand, 1938).

3.2.1.3.2 Izolatory

Jako izolatory rozumime nastroje (jehly, nizky, noze, kapilary, klicky, pipety),
S nimiz pfimo manipulujeme s objekty pti vytvareni MZSI/MSI (Hildebrand, 1938). Tyto
nastroje se Casto pouzivaji v mikromanipulacni technice a mohou byt vyrabény ruéné
nebo mechanicky z riznych materiald a v riznych tvarech a velikostech (Hildebrant,
1950).

Pii izolaci bun¢k hub, kvasinek a bakterii se v biologickych laboratofich pouzivaji
mikropipety. Ty jsou vyrabény ru¢né nebo mechanicky.

Témto nastrojim jsou podobné kapilary, ale pro jejich pouziti je spiSe spjato S
invertovanym mikroskopem s objektivy umisténymi pod pracovnim stolem (Hildebrand,
1938). Spring et al. (1998) aplikovali tuto techniku k vytvoieni MZSI P. hastedii. Pouzili
sklenénou kapilaru pfipevnénou k mikromanipuatoru pomoci mikrolitrové stikacky
k izolaci jednotlivych zoospor P. halstedi a nasledné inokuaci listovych diska (Spring et
al., 1998).

K dalsim casto pouzivanym pfistrojim patii jehly vyrabéné z kovu, skla, Stétin.
Brefeld (1881) byl jednim z prvnich, kdo pouzil jehlu k izolaci jednotlivych spor. Goh
(1999) popsal a znazornil metody izolace spor pomoci ru¢né vyrobené sklenéné jehly.
Doporucuje vyrobit sklenénou jehlu spojenim dvou Pasteurovych pipet, které v misté
spojeni roztavil a pohybem od sebe vytvofil potfebny néstroj. Pro snadnéj$i manipulaci
by sklenéna jehla méla mit pro izolaci Uzky hrot cca 2 cm dlouhy a delsi rukojet’. Pfi
tomto postupu probiha izolace pfenesenim spory, ¢i ¢asti mycelia z agarové plotny. Choi
et al. (1999) navrhuje vyrobit sklenénou jehlu zlomenim tizkého hrotu Pasteurovy pipety.
Dovnitt rozbité pipety je umisténa kovova jehla (Spendlik k upevnéni hmyzu). Pomoci
plamene se roztavi sklo, tak je jehla upevnéna. Tito autofi navrhuji i pouZiti jinych druhti
sterilizovat, nebo komer¢ni zakoupené jehly, ale ty jsou dosti drahé a kiehké, tudiz

nevhodné pro nezkusené pracovniky (Choi et al., 1999).
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Hanzalova et Barto§ (2015) pouzili jednoduchou metodu k vytvoieni MSI rzi
plevové. K zachyceni jednotlivych spor pouzili preparaéni jehlu nebo vlas v ndsadce.
Sporu nasledné ptenesli na listovy segment v Petriho misce nebo na izolovanou rostlinu.
Misto pfenosu nasledn¢ oznacili barvou nebo vpichem a rostlinu inkubovali stejné jako
pfi jinych infekénich pokusech. Celou problematiku shrnuli ve své préci (Hanzalova et
Bartos, 2015).

Mezi specialni izolatory patii harpuna, kterou pouzival Hewlett (1918). Jde o
specidlni jehlu, s niZ se pracuje s mikro-koloniemi (Hildebrand, 1938).

K izolaci bakterii, prvokl a spor se pouziva klickovy izolator, ktery je ukonceny
oc¢kem nebo ouskem, ovSem jeho vyroba je pomérné slozita. Pro izolaci kvasinek slouzi
kryci sklicko, odkud se kolonie pfenasi do nové kultury. Toto je jen kratky vycet
izolatord. V laboratofich se dale pouzivaji mikro-ntizky, ¢asté pouziti najdou i elektrické
draty a dalsi nastroje (Doudova, 2013; Hildebrand, 1938). Harder (1927) pouzil jemny
platinovy drat vyhtivany slabym elektrickym proudem k izolaci hyf. Barnes (1928) a
Dickinson (1933) pouzili podobnou techniku pro izolaci hyfovych bunék. Dickinson
(1933) a Hertig (1938) navrhli mikro-niizky ovladané pomoci mikromanipulatoru
k oddé€lovani hyfovych vldken. Dickinson (1933) vymyslel mikro-ntiz k fezani hyfovych
vlaken, ktery vyrobil z malého kousku Ziletky (Hildebrand, 1938).

3.2.1.3.3 Automatické mikromanipulatory

Mikromanipulatory jsou obecné pfistroje pro manipulaci s mikroskopickymi
objekty. Jednd se o ndkladnad zafizeni, ktera k bezchybnému fungovéani potiebuji
mikroskop, specidlni mikromanipula¢ni soucastky a pomicky a dal§i komponenty
(Doudova, 2013).

Mikromanipulatory pracuji s mikrostrukturami, proto se pouZzivaji ruzné
mikromanipulaéni pomtcky (izolatory) a zvlhéovaci komurky. Vybér pomticek zavisi na
tom, sjakym materidlem budeme pracovat a jakou Ccinnost chceme provadét.
Mikromanipulatory (magnetovy nosi¢, limcovy objektiv) se vyuzivaji pfi manipulaci s
mikro objekty, u nichZ chceme zkoumat mikro-kolonie, genetiku, ¢i rozvoj kolonii
(Skerman, 1968).

Pro ptfenos pohybu ruky na mikromanipulacni néstroje se vyuZivaji rizné

mechanismy. Mikromanipulatory s ptimym pohybem pievadi pohyb pomoci ozubenych
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kol, nazyvame je mechanické mikromanipulatory. Nevyhodou téchto zafizeni je, Ze

mohou pii vstupnim a vystupnim pohybu ruky vznikat vibrace (Organonet.med.muni.cz.)

Vibrace jsou redukovany u mikromanipulatoru, které nereaguji pfimo na pohyb ruky
— hydraulické a elektrické. Pohyb hydraulické kapaliny vyuzivaji hydraulické
mikromanipulatory, elektrické mikromanipuldtory pouzivaji pfesné motory k otaceni
mechanickych ¢asti. Specialnim typem jsou piezoelektrické mikromanipulatory, které
vyuzivaji expanzi piezoelektrického krystalu k provedeni mikroskopického pohybu
(umoziuji velice kratké pohyby v rozsahu 1-10 um). Vstiikovani aplikované latky
kapilarou ovladaji miniinjektory, které zaroven po dobu aplikace hlidaji tlak v kapilaie.
Pokud objekty ovladame pomoci magnetické, optické nebo elektrické energie, pak
mluvime o laserové (optické) mikromanipulaci. Kizolaci bun€k, chromozomi,
buné¢nych  organel atd. se pouziva technika laserové  mikrodisekce

(Organonet.med.muni.cz.)

O prelom v této technice se v roce 1925 postaral Hurst, ktery piisel s novym druhem
mechanického mikromanipuldtoru. Jeho jedinecnost spocivala v tom, ze mél staticky
upevnénou kapilaru a mohl se pohybovat ve tiech riznych smérech. Toto zafizeni se pro
izolaci spor ve fytopatologickych laboratofich pouziva spolu s invertovanym
mikroskopem dodnes (Doudovd, 2013; Hildebrand, 1938). Prvni hydraulicky
mikromanipuldtor vymyslel Dunn (1927). Vymyslel pfistroj pracujici na principu
hydraulického cerpadla pro ziskani jemné regulovanych pohybt (Hildebrand, 1938).
Izolace pomoci mikromanipuldtorG jsou wuZite¢né, ale maji svd omezeni.

Mikromanipulatory jsou drahé a ke zvladnuti techniky je potfeba hodné cviku a trp€livosti
(Goh, 1999).

3.2.1.3.4 Zvlh¢ovaci komory

Zvlh¢ovaci komory udrzuji stabilni vlhkost a chrani vzorky pfed kontaminaci.
Pouzivaji se v pfipad¢ izolovanych mikroorganismi, které Ziji ve vod¢ nebo jsou jejich
spory a mycelia nachylnd k vyschnuti. Jako zvlh¢ovaci komora muze slouzit hddobka
piikrytd sklickem nebo krytem s otvorem pro vkladani izolath. V zdsad¢ ¢im mensi je
otvor v téchto komurkach, tim 1épe se reguluje vlhkost. Zakladnim pravidlem je, aby
nadobka byla rovnomérné zakrytd a dala se zkoumat pod mikroskopem (Hildebrand,

1938). Podle Hildebranda (1938) je tato metoda vhodnou zejména pro préaci s kvasinkami.
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Pro ptenos bunck z Petriho misky se pouzila technika suché jehly. Dale se kvasinky

kultivovaly na agarovych plotnach. (www.zor.zut.edu.pl; Doudova, 2013)

Pro urcité ucely je vyzadovana regulace teploty. Hill (1902) navrhl zvlhéovaci
komoru a vyhfivaci zafizeni. Reyniers (1933) navrhl zcela uzavienou komoru. Slo
o specialni typ vihké komory eliminujici kontaminaci, ktera byla vybavena regulatorem
teploty (Hildebrand, 1938).

3.2.1.3.5 Svételny zdroj

Vyvoj tohoto vyzkumu jde kupiedu. Pomérné¢ mladou metodou jsou optické pinzety.
Toto zafizeni vyuzivajici laserové pojitko k pfesunu mikro, i1 nanoobjektl
(http://www.isibrno.cz; Doudova, 2013) slouzi k izolaci bun¢k z tké&ni a pletiv, ale i

bakterii a virQ, a dokonce i kovovych ¢astic (http://www.fbmi.cvut.cz; Doudova, 2013)

3.2.1.4 1zolace MZSI P. halstedii

Spring et al. (1998) ve své studii hledal metodu pro odchyt zivotaschopnych
pohyblivych zoospor P. halstedii po zoosporogenezi (uvolnéni ze zoosporangia)
K nasledné infekci sluneénicovych listovych diskd. U vzorkd, které obsahovaly nékolik
zoospor pochazejicich z jediného sporangia, vzorku obsahujicich nékolik zoospor
I U vzorkli obsahujicich pouze jedinou zoosporu byly infekce tspésné. Po spontanni
sporulaci na povrchu inokulovanych listovych diskli (z dé€loZnich listh slunecnice)
vytvofili homogenni inokulum, kterym byly naockovdny semenacky. Tato metoda
umoziovala produkci geneticky homogennich kmenti Plasmopara halstedii (Spring et
al., 1998)

v

Pro tvorbu MZSI P. halstedii je nejvhodnéjsi izolacni technikou mechanicka izolace
pomoci kapilary, ktera je umisténa na rameni mikromanipulatoru tzv. kapilarni technika.
Zoosporangia se kultivuji v Petriho miskach v kapkéach destilované vody na agarové
plotng€. Po vylihnuti dvoubicikatych zoospor ze zoosporangii se odchytavaji jednotlivé
Zivotaschopné zoospory pomoci kapilary umisténé v mikromanipulatoru (Doudova,
2013). (viz kap. 4.5) Problémem je, Ze se neda nijak ovlivnit doba a mnozstvi uvolnénych

zoospor. Tento problém popsali ve své studii Spring et al. (1998).
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3.3 Studium P. halstedii — metodika

Vzhledem k tomu Ze, biotrofhi patogeny nemohou byt péstovany na (polo) umélych
médiich, jejich studium vyzaduje spolehlivé metody izolace, mnoZeni, kultivace,
a skladovani na tkanich jejich nadchylného hostitele. Stejné tak pro opakovatelné metody
pfi studium patogenni variability a screeningu rezistence. Prace s biotrofnimi

oomycetami je ¢asové€ i materialné naro¢na (Drabkova Trojanova, 2017).

Vyzkum vyrazn¢ usnadiiuje Siroce piijimana a spolehliva technika kultivace
patogenu. Znalost metodiky ovliviiuje kvalitu vysledkti a také pomahé pfi porovnavani
vysledkt mezi laboratofemi po celém svété. Metody inokulace hostitelské pletiva in vitro
(Sackston et VVimard, 1988), skladovéani sporangii (Gulya et al., 1993), mnoZeni patogenu
(Gulya, 1996), izolace a inokulace jednotlivych spor (Spring et al., 1998), screening
fungicidni rezistence (Rozynek et Spring, 2001) nebo detekce oospor P. halstedii v ptidé
(Gulya, 2004), jsou techniky, které se jsou znamé z dob, kdy patogen zptisobil zna¢né

ekonomické ztraty ve svétové produkcei sluneénice (Drabkova — Trojanova, 2017).

Autofi Trojanova et al. (2017) shrnuli znamé a publikované metody se zkusenostmi
ze svého vyzkumu i spolupracujicich laboratoii a vytvorili vSeobecné uznavanou

metodiku pro praci s P. halstedii (Drabkovéa Trojanova, 2017).

Fenotypové metody jsou zaloZeny na reakci diferencia¢niho souboru Sluneénice
zahrnujiciho 15 kultivara / linii s riznymi geny rezistence, a tim rozdilné reagujici na
infekci P. halstedii (Drabkova Trojanova, 2017).

3.3.1 Sbér a izolace pagenu

Trojanova et al. (2017) uvadi, ze pro vyzkum P. halstedii neni tfeba sbirat celou
infikovanou rostlinu. Pro identifikaci rasy jsou zcela dostacujici 1-2 infikované listy
s bohatou sporulaci. Navic doporucuji shromazdény rostlinny material uchovavat
v chladu a v oznaéenych vodotésnych nadobach ¢i saccich a co nejdiive jej transportovat
do laboratofe. Pokud jsou listy znecisténé nebo bez viditelné sporulace, je mozné je
oplachnout pod tekouci vodou a nechat inkubovat pies noc ve tmé pii teploté 15-18 °C (v
nadobach, kde je zajisténa dostatecna vlhkost) k vyvolani sporulace (Trojanova et al.,
2017)

Vzhledem K tomu, Ze u nasbiranych vzorkil neni zndmé stafi ani zivotaschopnost

sporangii, doporucuje se nejprve inokulace, tedy pfenos patogenu, na kultivar postradajici

51



geny rezistence, za vzniku Cerstvych sporangii s vysokou Zivotaschopnosti (Trojanova et

al., 2017, Gulya et al., 1991).

Jednotliveé izolaty P. halstedii mohou byt ziskany z jednotlivych infikovanych listt
(smisené izolaty) nebo z jediného zoosporangia / zoospory. Kazdy typ izolatu je vhodny
pro ruzné ucely. Vyhodou smiSenych izolati je jejich pomérné snadna a rychla ptiprava,
ktera nevyzaduje specialni vybaveni. SmiSené izolaty navic zachovavaji variabilitu
pavodnich vzorkt, a tak napodobuji situaci v pfirodnich podminkach (Trojanova et al.,
2017, Molinero-Ruiz et al., 2002, 1998), proto jsou tyto izolaty vhodné pro testovani
rezistence / nachylnosti slune¢nic. Na druhou stranu, smiSené izolaty nejsou vhodné pro
studium taxonomie ¢i molekuldrni biologii, jelikoz jsou s nejvétsi pravdépodobnosti

geneticky heterogenni (Trojanové et al., 2017).

Existuje mnoho technik izolace jednotlivych spor u hub, obecné vSak nejsou
pouzitelné v piipadé biotrofnich organismi. Metodu izolace jediného zoosporangia nebo
zoospory P. halstedii poprvé uvedli Sackston et Vimard (1998) a Spring et al. (1998) za
pouziti metody inokulace listovych diskti (LDI) (Spring et al., 1997). Uginnost
monozoosporangialni inokulace (inokulace jednim sporangiem/zoosporangiem) je nizka
(cca 10-15 %). Navic izolace jediného zoosporangia nezarucuje genetickou homogenitu,
jelikoz kazdé zoosporangium obsahuje nékolik pohyblivych zoospor. Tudiz izolace
jediné zoospory (monosporicky izolat) vede k ziskani geneticky jednotného materialu
(Trojanové et al., 2017).

O. Spring (Hohenheim University, Némecko) ve spolupréci Trojanova et al. (2017)
optimalizovali kapilarni techniku izolace jediné zoospory P. halstedii. Cerstva
zoosporangia jsou nejdiive inkubovéna ve tmé pfi teploté 19 °C v kapkach vody na 1%
agrarové plotné po dobu cca 1 hod. Uvolnéné zoospory jsou poté izolovany pod
invertovanym mikroskopem pomoci kapilary pfipojené k mikromanipulatoru
a pfeneseny na segmenty déloznich listl nachylného genotypu slunecnice. Inokulované
délozni listy se inkubuji pfi teploté 19 °C s fotoperiodou 12/12 hodin (svétlo / tma),
pfiemz se vynecha pocate¢ni faze 12-16 h tmy. Listové disky se nejlépe kultivuji
Vv kultivacnich destickach s destilovanou vodou, kterd zajiStuje vlhkost pro pozdéjsi
sporulaci. Metoda je viak velice pracn a &asové naro¢na. Uspé§nost metody je dokonce
niz8i nez pro inokulaci zoosporangii, a to 1-2 %. Metoda je tedy nepraktick& pro préci

s velkym poctem izolatd (Trojanova et al., 2017).
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Doudova (2013) optimalizovala techniku kultivace listovych diskli. Prvni uspésna
infekce jedinou zoosporou se projevila nejdive 5. den s tim, ze pro kultivaci MZSI se
puvodni LD pouzivaji az 12. max. 14. den po inokulaci. Jelikoz ¢asovy interval je klicovy
bod pii tvorbé téchto izolatt, Doudova (2013) upozoriuje na zvysené riziko kontaminace
jinymi patogeny v pti delsi kultivaci MZSI, jak 14. dni. Ve své praci zjistovala
nejvhodnéjsi nachylny genotyp P. halstedii pro tvorbu MSI. V pribéhu optimalizace
stanovila jako nejvhodnéjsi nachylny kultivar slunecnice rocni cv. Peredovik, jelikoz
nejlépe odoldval otlakim a poranénim na pletivu, a tudiz neprojevoval vyrazné
patologické zmény. To je ovSem v rozporu s vysledky Spring et al., (1997), ktery
pouzival k tvorbé LD cv. Giganteus. Doudové nejvice vykazoval patologické zmény.
Dale pro naslednou kultivaci ur¢ila objem vody 1 ml v jamce v desticce s 12 jamkami

a teplotu pro péstovani v rozmezi 16-20 °C (Doudova, 2013).

3.3.2 Priprava rostlinného materialu

Pro subkultivaci (k ristu a mnozeni) P. halstedii je tfeba pracovat s kultivary bez
genu rezistence, tedy kultivary s vysokou mirou nachylnosti ke vS§em znamym rasam P.
halstedii. Autofi Trojanova et al. (2017) uvadi celou fadu kultivart bez gent rezistence
vhodnych pro kultivaci P. halstedii , s to napfiklad: HA — 89 (Sackston et al., 1990), HA
— 288 (Mathew et al., 2018), HA-300 (Gulya et al., 1991), HA -302 (Gulya, 1996), HA-
304 (Tourvieille de Labrouhe et al., 2012), HA-821 (Spring et al., 1997), HA-850 (Gulya,
1996), giganteus (Spring et al., 1997), Peredovik, Krasnodarets (Sackston et al., 1990),
inbredni linie INRA FU, BT, GB (Tourvieille de Labrouhe et al., 2012) a AD-66
(Shindrova, 2005) nebo linie GK-70 (Viranyi et Gulya, 1995).

Vetejné diferenciaéni linie slunecnice jsou nevhodnéjsi diky dostupnosti semen.
Oproti tomu kultivary jako napf. Krasnodarets a jiné komer¢ni hybridy nejsou pro
testovani vhodné, jelikoZ nejsou K dostani celoro¢né a nejsou distribuovany po celém
svété (Trojanova et al., 2017).
cukraisky typ slune¢nice ma vétsi délozni listy, oproti olejnatym odridam slunecnice. P.
halstedii se udrzuje inokulaci semenacku nebo se pouzivaji rostlinné ¢asti, napt. pro
metodu inokulace listovych diskt. Kazda metoda ma své vyhody a je vhodna pro rtizné

Ucely (Trojanové et al., 2017).
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Nejjednodussi zpusob ziskani kultury P. halstedii je zasadit nachylny kultivar
slune¢nice v kontaminované padé, ktera jiz obsahuje oospory P. halstedii. Pro kultivaci
P. halstedii v laboratornich podminkach je vhodna metoda inokulace semenacku nebo

listového disku (Trojanové et al., 2017).

3.3.2.1 Desinfekce a kli¢eni osiva

Semenacky by méli byt pied inokulaci ¢isté bez znamek kontaminace, aby se
zabranilo uhynu rostlin béhem rastu. Toho lze dosahnout desinfekei semen ziedénym
roztokem chlornanu sodného (10% roztok SAVA) s malym mnozstvim povrchové
aktivniho myciho prostiedku ke zvys$eni smacivosti osiva. Osivo je tfeba namocit po dobu
2 az 15 minut, poté musi byt oplachnuto pod tekouci vodu z vodovodu (Trojanova et al.,
2017).

Kli¢eni desinfikovanych nazek muze probihat mnoha zplsoby. Osivo se mize
rozlozit v jedné vrstvé na tacku s filtraénim papirem nebo vlozit do mikroténového sac¢ku
mezi dvé vrstvy (,filtraéni papir — bunicina — filtraéni papir®), tak aby se semena
nedotykala (Trojanova, 2014). Dal$im zptsobem je osivo rovnomérné rozlozit a uzavrit
do nadepsané Petriho misky s jednou vrstvou filtraéniho papiru na dné. Do misky je tfeba
ptidat destilovanou vodu tak, aby semena ve vode¢ stala, ale neplavala Kli¢eni (inkubace)
osiva lépe probiha ve tmé za laboratorni teploty, nebo pii pokojové teploté, alternativné
lze semena naklicovat v kultivaéni skiini nebo ve fytotronu (Trojanova et al., 2017,

Trojanova, 2014).

Doba kliceni semen do optimélni délky kotinku pro o¢kovani je obvykle dva az tfi
dny, v zavislosti na odradé a teploté. Ruzné diferenciacni linie vyzaduji rizny Cas pro
nakli¢eni kofinku dostatecné velikosti, proto kultivary s pomalej$im tempem rastu lze
piipravit ke kli¢eni diive neZ rychle rostouci kultivary. Alternativou je vhodné naklicené
semenacky uskladnit pii teploté 4 °C, nez vykli¢i zbylé osivo (Trojanova et al., 2017;
Trojanova, 2014).

Pro inokulaci jsou vhodné zdravé semenacky bez jakékoliv znamky poskozeni a

kontaminace s 1-2 cm dlouhym kofinkem a dobfe vyvinutym kotfenovym vlasenim
(Trojanova, 2014).
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3.3.3 Priprava inokula a inokulace

Inokulum neboli suspenze zoosporangii/zoospor v destilované vodé lze piipravit
bud’ z ¢erstvych, nebo zmrazenych sporangii. Gulya (1996) doporucuje pouziti ¢erstvych
sporangii z rostlin vypéstovanych ve skleniku (Trojanova et al., 2017). Vhodnou
alternativou k ¢erstvému materialu, pouzitelnou pro inokulaci az 7 dni po sporulaci,
mohou byt nasporulované listy slunecnice ulozené ve vlhkém prostiedi pti 4 °C
(Trojanova et al., 2017). Zoosporangia lze uchovat delsi dobu pro pozdé&jsi testovani
v mrazaku pfi teploté -20 °C, - 80 °C nebo zmrazit v kapalném dusiku. Podle Viranyi
(1985) a Trojanova et al. (2017) je zivotaschopnost zoosporangii na déloznich listech pii
-20 °C az 3 mésice. Dale autofi Trojanova et al. (2017) uvadi, ze skladovanim pii -80 °C
mohou zoosporangia piezit i n€kolik let, avSak Zivotaschopnost zoospor s ¢asem klesa.
Toto tvrzeni potvrzuje prace od Viranyi (1985), ktery doklada Zivotnost zoosporangii
uchovanych na dé&loznich listech az rok pfti teploté -60°C. Nekolik soukromych
spolecnosti v USA dokonce dokdzalo obnovit Zzivotaschopnost patogenu po 8-12
mésicich skladovanych pti -20 °C. Podle Trojanova et al., (2017) skladovani zoosporangii
zmrazenim v kapalného dusiku miize uchovat zivotaschopné zoospory po dobu az 10 let
Obecné plati, ¢im niz$i obsah vody uloZené vzorky obsahuji, tim delsi je doba uskladnéni
a naslednd tuspéSnost inokulace. Nutnosti je pro oziveni izolatu patogenu vybér

nachylného genotypu slune¢nice bez geni rezistence (Trojanova et al., 2017).

Inokulum se tvofi smytim sporuluyjicich listd destilovanou vodou nebo
nechlorovanou pramenitou vodou. Podle Gulya (1996) minimalni mnoZstvi Ca ve vodé
zvySuje ucinnost infekce pii inokulaci malo koncentrovanym inokulem. Trojanova et al.
(2017) uvadi Ze minimalni mnozstvi Ca je nezbytné pro rozvoj patogennich oomycet jako

jsou Pythium a Phytophthora (Trojanova et al., 2017).

Dilezitd je koncentrace inokula, ta se stanovuje pod mikroskopem pomoci
Burkerovy pocitaci komurky. Védci z riznych zemi pouzivaji rozdilné koncentrovana
inokula. Vyhovujici koncentrace inokula je 10 000 — 50 000 zoosporangii/ ml, jelikoz
vy$si koncentrace inokula by mohla vyvolat piilis silnou infekci a tim zpiusobit pfed¢asné
odumfeni rostliny. Slunecnice jsou pak inokulovany metodami — WSI nebo SDI (viz.
kapitola 3.3.4) (Trojanova et al., 2017).
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3.3.4 Metody inokulace

Existuji téi hlavni metody inokulace, které Ize pouzit k uréeni rasy (= fenotypu
virulence) a to inokulace semenacku ponofenim do inokula WSI (Whole seedling
inoculation), inokulace semenacki dle Springa SDI nebo LDI, coz inoulace listovych
diskti / inokulace listovych diskid ponofenim (Leaf disc innoculation, Leaf disc

immersion) (Trojanova et al., 2017).

3.3.4.1 Inokulace semenacku ponoienim do inokula (WSI — whole

seedling inoculation)

Inokulace semenacka (popsadna Cohen et Sackston, 1973) se provadi inokulaci
Klicicich semen diferencia¢ni sady slune¢nice. Rostliny musi spliiovat podminky popsané
pro subkultivaci izolata P. halstedii (viz. kapitola 3.2.2) a musi byt i stejnym zpusobem

osetiovany. WSI je mozné provést nékolika zptsoby, ale obecné nejvhodnéjsi je metoda
podle Gulya et al. (1991).

Inokulum by meélo byt piipraveno z ¢erstvych zoosporangii, kterd byla produkovana
pies noc. Koncentrace inokula by méla byt mezi 20 000 - 50 000 zoosporangii/ml
(Trojanové et al., 2017).

.....

inokula o vhodné koncentraci se v plastovych flakonech (¢i malych Petriho miskéach)
inkubuji ve tmé pfi teploté 16-20 °C. Stejnym zplisobem se provadi pfemnoZovani izolatu
na semenacky nachylnych kultivard Helianthus annuus. Po 3 h inokulaci by se
semendcky méli vysadit v fadach do vhodného substratu.

Nasledujel4-ti denni kultivace (viz. kapitola 3.3.5) za podminek vhodnych pro vyvoj
P. halstedii. Tato metoda inokulace vSak poskytuje téméf 100% infekénost semenacku a
vyzaduje velké mnozstvi inokula (Trojanova et al., 2017).

Metoda je vhodna k rutinnimu pfemnozovani patogenu na semenacky nachylného
kultivara H. annuus cv. Peredovik/cv. Giganteus vV pfipadech, kdy je potiebné
vyprodukovat pomérné velké mnoZstvi zoosporangii pro dalsi praci, ¢i pro uchovavani

premozenych izolata (Trojanova et al., 2017).
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3.3.4.2 Inokulace semenac¢ku SDI

K urceni rasy metodou inokulace semenacku SDI (Goossen et Sackston, 1968) je
semen s dobfe vyvinutym kofenovym vlasenim. Semenacky musi byt zasazeny v fadach
po 10 do substratu tak, aby byly viditelné pro inokulaci (aby ¢ast semenacku vycnivala
nad povrch). Koncentrace piipraveného inokula se stanovi pomoci pocitaci Biirkerovy
komarky (viz. kap. 4.4) nebo hemocytometru. Spocita se objem inokula obsahujici
ptiblizné 10 000 zoosporangiii a pomoci automatické pipety se nanese na kazdy
semenacek. Naockovany soubor linii zasypeme tenkou vrstvou substrtu. a nasledné se
udrzovany v normalnich Kklimatickych podminkdch ve skleniku ¢i fytotronu.

Vyhodnoceni procesu se provadi po 14 — ti denni kultivaci (Trojanova et al., 2017).

Vyhodou této metody je malé mnozstvi pouzitého inokula a spolehlivost vysledku
ve srovnani s predchozi metodou. Tento zpusob inokulace je vhodny piedev§im pro
inokulaci diferenciaéniho souboru pii patotestech nebo pokud nemame dostatek inokula
pro metodu WSI (Trojanova, 2014).

3.3.4.3 Inokulace listovych diska LDI

V posledni metodé testovani virulence, inokulaci listovych diski LDI (Sackston et
Vimard, 1988), jsou listové disky o praméru priblizné 12 mm vytiznuty z déloznich nebo
pravych listi 14 dni starych slune¢nic. Tyto disky jsou okamzité ponoteny do 3 ml ¢erstve
piipraveného inokula s koncentraci v rozmezi od 20 000 do 50 000 zoosporangii/ml a
inokulovano ve tmé pti teploté 16-20 ° C po dobu 3 hodin (Trojanova et al., 2017).

Inokulované listové disky lze kultivovat plovouci na destilované vodé v piislusnych
uzavienych sterilnich kultiva¢nich desti¢kach nebo je Ize umistit na navihéenou bunig¢inu
umisténou v podnosu a zakrytou sklem. Nejméné 15 listovych kotoucu z kazdé
navlh¢enou bunicinu pokrytou filtracnim papirem. Podnosy jsou pak zakryty sklem, aby
se udrzovala vysoka vlhkost a kultivovaly se v podminkach vhodnych pro P. halstedii.
Listové disky jsou vyhodnocovany 5., 9., 12. a 15. den po inokulaci (Trojanova et al.,
2017).
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Metoda LDI se nedoporucuje pro testovani ras, nebot’ vyvolava falesné-pozitivni
vysledky (Spring et al., 1997). Od#iznuté hrana listového disku by mohla usnadnit vstup
do tkan¢ patogenu, ktery by byl zastaven rostlinnymi bariérami (kutikuly, epidermis atd.).
Mechanismy rezistence ve slunecnicich jsou pravdépodobné v koienech nebo
hypokotylech, a tak schopnost izolatu infikujici listové disky nemusi byt skute¢nym
odrazem rezistence/nachylnosti. Nicméné, LDI je ideélni pro fungicidni testy nebo
klonalni techniky (izolované mnosporangialni/ monosporické izolaty) (Trojanova et al.,
2017).

3.3.5 Kultivace inokulovanych rostlin

Inokulované slune¢nice musi byt péstovany ve vhodném substratu a za optimalnich
podminek pro vyvoj patogenu. Naockované semenacky mohou byt zasazeny do pidy,
pisku, perlitu nebo riznych smési téchto substratu. Rastovy substrat by mél byt sterilni,
dobfe odvodnény s nizkym obsahem dusiku. Trojanova et al. (2017) doporucuji
sterilizaci pludy jak v terénu, tak u komeréné¢ dodavanych substratl, aby se zabranilo
kontaminaci jinym pidnim patogenem (Trojanova et al., 2017).

Gulya (1966) jako substrat doporucuje smés promytého pisku a hrubozrnného perlitu
V objemovém poméru 3:2. Vyhodou tohoto substratu je, ze je levny, relativné sterilni
a zadrzuje potiebnou vlhkost. Nicméné neobsahuje dostatek Zivin a je tedy doporuceno

pouziti ve vod¢ rozpustnych hnojiv (Trojanova et al., 2017).

Autofi Trojanova et.al. (2017) podle svych zkuSenosti pro testy doporucuji pouze
zvlhceny perlit, ktery je relativné levny, sterilni, je dobfe odvodnény ale zadrZuje dostatek
vlhkosti pro rust rostlin. Aby bylo zabranéno kontaminaci virem P. halstedii, ktery
zpusobuje hypovirulenci plisné, je tfeba kvétinace, tacy a dalsi nastroje desinfikovat
1% roztokem KOH (Trojanova et al., 2017).

Pro ptiznivy vyvoj P. halstedii je vhodna relativné nizka teplota (16-20 °C) s teplotni
optimem 19 °C. Obecné plati, ze vyssi teploty (20-24 °C) jsou vhodné pro rist rostlin,
zatimco nizs$i teploty (16-20 °C) jsou pfiznivé pro vyvoj patogeni a sporulace, proto je
teplota 19 °C pftizniva jak pro rist rostliny, tak pro tspéSnou sporulaci. Pfi inokulaci
metodou LDI by listové disky méli byt kultivovany pfi nizsich teplotach, aby se zabranilo
hniti a rozkladu rostlinné tkané¢ pted sporulaci patogenu. Fotoperioda by se méla

pohybovat v rozmezi od 12 do 16 hodin. Inokulované semenacky by neméli byt ani
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v suchém ani v podmaceném prostiedi, aby rostlina vytvofila kofenovy systém pro
systémovou infekci a aby se zabranilo predCasné sporulaci a tim kontaminaci okolnich

rostlin (Trojanova et al., 2017).

Inokulované rostliny by mély byt péstovany za vyse uvedenych podminek 11 az 14
dni nebo dokud se neobjevi prvni pravé listy (cca 1 cm velké). V této fazi by méla rostlina
jiz vykazovat znamky systémové infekce a méla by byt dostate¢né silna na patogenni
sporulaci. K indukci sporulace patogenu je obvykle potieba 100% vlhkost po dobu min.
8 hodin, ¢ehoz se da dosdhnout vlozenim kvétinace do sacku nebo uzavienim do plastové
bedny (pfedem navlhéené rozprasovacem s vodou pro dosazeni 100% relativni vlhkosti).
Kultivace semenacki presahujici 14 dni, mtize skoncit thynem rostliny v dtsledku silné
systémove infekce. Na listovych discich mtize dojit ke spontanni sporulace jiz po péti az
10 dnech. Aby se zamezilo kiizovym kontaminacim mél by byt listové disky v kazdé

kultiva¢ni desti¢ce inokulovany pouze jednim izolatem (Trojanové et al., 2017).

3.3.5.1 Hodnoceni patotestu

Pro hodnoceni patotestti jsou bézné pouzivané metody pro patosystém Bremia
lactucae-Pseudoperonospora cubensis. Existuji dvé zakladni metody (kvalitativni
a kvantitativni) pro stanoveni rezistence/nachylnosti slune¢nice na patogen P. halstedii.

Kvalitativni hodnoceni rezistence je vhodné pro screening $lechténého materialu, za
to kvantitativni metoda je pouzivana pro vyzkumné tcely v laboratofi (Trojanova et al.,
2017).

Interpretace vysledkl testli patogenity i hodnoceni miry sporulace je ovSem dost
subjektivni. Existuji ale semikvantitativni vyhodnocovaci systémy (Tabulka 4) pro
presnéjsi hodnoceni sporulace (Trojanova et al., 2017).

Gulya et al. (1991) popisuje pouze rezistentni a nachylné reakce inokulovanych
rostlin, hlavnim kritériem néchylnosti je pouze hojné sporulace a zakrné€lost rostlin.
Oproti tomu Tourvieille de Labrouche et al. (2000) pouzili ¢tyfstupiiové hodnoceni, RI
(bez sporulace), RII (slaba sporulace na déloznich listech), SI (sporulace na listech) a Sl
(silna sporulace na déloznich listech), ale i toto hodnoceni je dost nejednoznacné.

Trojanova et al. (2017) uvadi klasifikaci pomoci semikvantitativni stupnice 0-3 pro
celé rostliny (vzdy na 10 semenaccich) nebo 0-4 pro hodnoceni listovych diski (na 15

listovych discich) ve dvou opakujicich se testech (Tabulka 4, Obrazek 12). | tak existuji
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izolaty, které nelze jednoznacné urcit. V takovych ptipadech by bylo vhodné pouzit

monosporické izolace (Trojanova et al., 2017).

Tabulka 4: Semikvantitativni stupnice pouzivana pro hodnoceni stupné napadeni d€loznich lista

P. halstedii (ptetvofeno dle Trojanova et al. 2017).

STUPEN MIRA SPORULACE NA POVRCHU DELOZNICH LISTKU V %
NAPADENI INOKULACE SEMENACKU INOKULACE LISTOVEHO DISKU
0 0% 0%
1 do 25 do 25 %
2 25-50 % 25-50 %
3 do 50 % 50-75 %

Obréazek 12: Semikvantitativni stupnice pro hodnoceni stupné napadeni Plasmopara halstedii na
diferencialni linii slune¢nice. a) pro hodnoceni inokulovanych semenacka (0-3) b) pro hodnoceni

inolulovanych listovych diskt (pfevzato z Trojanova et al., 2017)
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4 Material a metody

4.1 Priprava rostlinného materialu Helianthus annuus

Pro udrzovani a mnoZeni izolati Plasmopara halstedii metodou ,,whole seedling
inoculation® (WSI) byly pouzity nachylné genotypy slune¢nice Helianthus annus cv.

Giganteus a cv. Peredovik, které nenesou geny rezistence vuci P. halstedii.

Semena nachylnych kultivarii slunecnice pouzivanych pro inokulaci semenacku byla
vlozena do sklenéné kadinky, kde byla povrchové desinfikovana roztokem 10-15% Sava
Original v destilované vodé. Do roztoku bylo pro zvysSeni smacivosti pfidano nékolik
kapek detergentu (Jar na nddobi). Desinfekce probihala po dobu 15 minut. Tento krok ma
zabranit kontaminaci semen s bakteriemi a plisnémi. Nasledné byla semena dikladné
proplachnutd pod proudem cisté vody. Po zbaveni zbytkli desinfekéniho roztoku byla
semena premisténa do Petriho misek, kde byla poloZena na filtracni papir, a zalita
destilovanou vodou tak, aby neplavala a urovnana tak, aby se nedotykala. Kli¢eni semen
probihalo po dobu dvou, az ¢tyt dnil v uzavienych Petriho miskéach pfi pokojové teploté
20 °C. Kazdy den byl stav semen kontrolovén, v ptipadé kontaminace bakteriemi, ¢i
plisni byla napadena semena odstranéna. Stejné bylo naloZeno i s vyschlymi nebo
deformovanymi semenacky. Pro dal$i praci byla vybirana semena s kotinky dlouhymi
1 aZz 2 cm, znichz bylo Setrné¢ odstranéno osemeni. Nésledné se semena pouZila pro
inokulaci a pro riist novych rostlin. Naklicené semenéacky byly vysdzené do kvétindch
naplnénych do % dostatecné mokrym perlitem. Péstovani probihalo oddélené od
inokulovanych rostlin za optiméalnich podminek pfi teploté 22-25 °C po dobu 12-15 dni

ve fytotronu.
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4.2 lzolaty Plasmopara halstedii

Pro préaci byly pouzity izolaty z vybranych pravdépodobné smésnych vzorki
P. halstedii z infikovanych rostlin slune¢nic z CR sbiranych v letech 2014 a 2016 a to
izolaty 1405, ... Sbéry vzorkt byly provedeny, pod vedenim doc. RNDr. Michaely
Sedlafové PhD, pracovniky katedry botaniky Univerzity Palackého v Olomouci.
Pracovni kolekce, ktera byla vytvoiena z originalnich vzorka, dlouhodobé uloZenych v -

80 °C, byla uchovavana pii -20 °C.

Tabulka 5: 1zolaty P. halstedii k vytvoreni MSI

OZNACENI IZOLATU LOKALITA ROK
1403 Podivin 2014
1405 Podivin 2014
1605 ZS UKZUZ Lednice 2016

4.3 Inokulace, udrZeni a mnozeni izolatu P. halstedii

Pro udrZzovani a pfemnozeni patogenu P. halstedii byly rostliny kultivovany podle
upraveného postupu dr. Gulyi (Gulya, 1991). Semena nachylnych genotypu slune¢nice

byla pouzita jak pro produkci listovych disku, tak pro inokulaci semenackd.

Inokulum bylo pfipraveno z Cerstvych zoosporangii, které narostly na dé€loZnich
listcich infikovanych rostlin nebo ze zamrazenych zoosporangii, které byly uchovavané
na déloznich listcich v alobalovych sagcich pii teploté -20 °C (viz. kap. 3.3.3). Cast
nasporulovanych déloznich listkli bylo vloZeno platového flakonu, kam bylo nalito 1-5
ml destilované vody (v zavislosti na mnoZstvi materialu a intenzité sporulace byl upraven
objem vody). Flakon byl lehce promisen pfi nizkych otac¢kach na tiepacce, pii¢emz doslo
k uvolnéni zoosporangii do destilované vody. Poté byly ze suspenze sterilni pinzetou
vytazeny zbylé délozni listy a pod mikroskopem zkontrolovana kvalita inokula. Pro praci

byla pouzivana koncentrace 10 000 zivotaschopnych zoosporangii v 1 ml.

Do pfipraveného inokula byly vloZeny piedem nakli¢ené semenacky zbavené
osemeni. Samotnd inokulace probihala ve tmé pii teploté 19 °C béhem tii hodin. Béhem

této doby byla za pomoci mikroskopu kontrolovana ptitomnost zivych zoospor. Nasledné

62



byly semenacky inokulované jednotlivymi izolaty vysazeny do oznacenych kvétinaca
naplnénych dostate¢né zvlhéenym perlitem. Inokulované rostliny byly kultivovany v
kultiva¢ni skiini nebo fytotronu pfi teploté 19 °C s fotoperiodou (den/noc) 12/12 hodin
zhruba 9-13 dni do doby, nez se objevily prvni pravé listy. Nasledn¢ byly rostliny
navlhceny a kazdy kvétinac byl zvlast’ zabalen do mikrotenového sacku pro zajisténi 100
% vlhkosti k indukci sporulace. Kultivace probihala dale ve tmé, pii teploté¢ 19 °C po
dobu cca 16-24 hodin, nez se na povrchu rostlin objevila sporulace P. halstedii. Listky
s bilym povlakem sporangiofor byly odstfizeny a pouzity k pfipravé MSI, inokula pro

patotesty, zmrazeny v -20 °C ¢i opé€t pouzity pro pfemnozeni izolatu.

4.4 ldentifikace ras P. halstedii metodou inokulace semenacku (SDI)

Pro rozliseni fyziologickych ras ziskanych monozoosporickych izol4ti patogena byl
pouzit soubor 15 diferenciacnich linii slunecnice (osivo bylo ziskdno pfesevem
originélniho osiva v letech 2015, 2016, 2017): P. halstediiHelianthus annuusGB, RHA-
265, RHA-274; PMI-3, PM-17, 803-1; HAR—-4, QHP-2, HA- 335; Y7Q, PSC8, XA;
PSS2RM, VAQ, RHA-419. Jako kontrolni linie byl pouzit nachylny kultivar slune¢nice
Helianthus annuus cv. Giganteus nebo Peredovik. Fyziologické rasy P. halstedii byly
ur¢ovany metodou (viz. kap. 3.3.4.2) inokulace semenackt pipetovanim inokula, tzv.

,,80il drench inoculation* (SDI) (Gulya 1998).

O P

semenaccich z kazdé linie byly v fadach na tac zaplnény do dvou tretin vihkym perlitem
vysadzeny nakli¢ené nazky. Suspenze zoosporangii P. halstedii v destilované vodé byla
ptipravena z ¢erstvého materialu konkrétniho izolatu podle postupu popsaného v kapitole
4.3. Poté pomoci Biirkerovy pocitaci komurky za pomoci uvedeného vzorce byla

spocitana koncentrace inokula:

1000
X = - Y
0,04

kde X = pocet zoosporangii v 1 ml a Y = primérny pocet zoosporangii v 10
pocitanych ¢étvercich Biirkerovy komurky. Mnozstvi inokula, kterd obsahuje asi 10 000

zivotaschopnych zoosporangii se nasledné vypocita podle vzorce:
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10000
Z =———"- 1000
X

kde Z = objem suspenze s 10000 zoosporangii a X = pocet zoosporangii v 1 ml.
Vhodné mnozstvi inokula pro inokulaci jednoho semenacku je 20-40 ul. Pokud ale
spocitany objem neodpovidal pozadovanému ¢islu, bylo nutné bud’ pfi vyssi koncentraci
nafedit inokulum destilovanou vodou nebo naopak ptidat zoosporangia a znovu vypocitat
koncentraci. Takto bylo postupné dosazeno spravné koncentrace zoosporangii ve

vhodném objemu.

Inokulum bylo naneseno na kazdy semenacek patotestu automatickou pipetou. Bylo
pritom nutné dodrzovat homogenitu inokula. Po inokulaci byla semena pokryta 0,5-1 cm
vrstvou perlitu a tac prenesen do fytotronu, kde byl prvnich 12-16 hodin pfikryt tmavou
folii pii teploté 21/17 °C, 12/12 hodin den/noc. Nasledujici den byla folie odstranéna a
rostliny péstovany za dodrzeni stejnych podminek tfinact dni. Perlit bylo nutné udrzovat
vlhky. Po vyprseni doby byly rostliny navlhceny destilovanou vodou a piremistény do
nepruhledné bedny ve fytotronu (Obrdzek 12), ¢imz byly vytvoteny idealni podminky pro
sporulaci. Bedna zlstala ve fytotronu pti 21/17 °C, 12/12 hodin den/noc. Po ukonceni

testu doslo k vyhodnoceni patotestu, a to 14. a 21. den po inokulaci.

Obrézek 13: Patotest - pro stanoveni fyziologické rasy P. halstedii pted sporulaci — vytvofeni
vhodnych podminek ke sporulaci 13. den po inokulaci semenaCku DSL danym izolatem

(Prevzato z Sedlarova et al., 2020)
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Hodnoceni rasy spocivalo ve tiech krocich. Jako prvni byla s pomoci
semikvantitativni stupnice vyhodnocena mira napadeni kazdé rostliny. Podle toho, kolik
procent plochy listii bylo pokryto sporulaci byl rostliné ptidé€len jeden ze Etyt stupiiti
napadeni (Obrazek 13).

Tabulka 6: Semikvantitativni stupnice pro hodnoceni patotestu

STUPEN NAPADEN{ MIRA SPORULACE NA POVRCHU DELOZNICH LISTKU V %
0 0%
1 do 25 %
2 nad 25 % a do 50 %
3 nad 50 %

Obrézek 14: Stupnice intenzity napadeni slune¢nice P. halstedii.

A —bez sporulace (stupen napadeni 0), B — sporulace do 25 % (stupeii napadeni 1), C — sporulace
do 50 % (stupeni napadeni 2), D — sporulace nad 50 % (stupeii napadeni 3).

......

prokazatelnou nachylnost bylo tieba vice nez 70% napadeni kontrolni linie (cv.
Giganteus/Peredovik). V piipad¢ nizsiho procenta napadeni musel byt test opakovan. U

patotestu se hodnotilo, zda je diferencia¢ni linie k testovanému izolatu P. halstedii
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nachylna nebo rezistentni. Tfetim krokem byl stanoveni pétimistného kodu podle pravidel

tripletového kodovaciho systému. Ten specifikoval vyslednou rasu Setfeného izolatu.

4.5 Kapilarni metoda izolace zoospor

Tvorba monozoosporickych izolati spo¢iva v kultivaci sporangii, ze kterych se
uvolnuji dvoubicikaté zoospory, v kapkach vody na 1% agaru. Agarova plotna se tvoii
rozlitim 3,5 ml 1% agaru na Petriho misku (@ 6 cm). Nasledné byly na agar v Petriho
miskach nakapany v dostate¢né vzdalenosti od sebe kapky destilované vody
(Obrézek 15).

Obrézek 15: Ptiprava agarové plotny pro odlov zoospor - nakapani destilované vody

Sterilni pinzetou byly odebrany ¢erstvé nasporulované délozni listky. Z vysky asi 5
cm byla na agarovou plotnu naprasena zoosporangia (Obrazek 16). Petriho misky byly
nasledné utésnény parafilmem, aby agar nebo kapky vody nevysychaly.

Nasledné byly Petriho misky kultivovany ve tmé pfi teploté 19 °C po dobu asi 45
min, coz je doba potfebna k uvolnéni zoospor. Aby byl zachycen moment, kdy se zacnou
objevovat zoospory, coz je chvile, kdy zacind vlastni odchyt zoospor, byly misky

pravidelné kontrolovany pod mikroskopem.
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Obrézek 16: Napraseni zoosporangii na agarovou plotnu (pfevzato z Doudova, 2013)

Odchyt probihal kapilarni metodou pomoci mikromanipulatoru pod mikroskopem
(Olympus) pfi stonasobném zvétseni. Pred vlastnim odchytem zoospor bylo nutné si
nachystat pracovni misto. Pro usnadnéni orientace bylo nutné umistit kapilaru doprostied
zorného pole (Obrazek 17).

Obrazek 17: Ptiprava pied odchytem zoospor — umisténi kapilary naplnéné unasejici kapalinou

doprostied zorného pole.
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Kapiléra musela byt naplnéna destilovanou vodou (unaseci kapalina), kterou bylo nutné
mezi jednotlivym odchytem odpoustét naptiklad do ptipravené buniciny, aby se zabranilo
pfipadnému zaneseni kapilary necistotou ¢i zoosporami z pfedchozi manipulace. Také
bylo nutné mit nachystané kultiva¢ni desticky s destilovanou vodou (1 ml) a listové disky
(ziletkou vytezané Ctverce o délce strany cca 0,5 cm) s naruSenym povrchem na abaxialni

strané pro snadnéjsi proniknuti infekce

Po prasknuti jednotlivych sporangii na agarové plotné se uvoliiovaly zoospory.
Odchyt zoospor probihal opatrnym pfiblizenim kapilary ke kapce vody se zoosporami a
naslednym nasatim pravé jedné, pohybujici se Zivotaschopné zoospory. Usti kapilary se
nasmérovalo k okraji kapky vody, ktera obsahovala Zivotaschopné zoospory.
V okamziku spojeni kapilary s kapkou vody zacala fungovat kapilarita a zoospory se
zacali pohybovat smérem ke kapilédfe. Pii troSe zrucnosti a hlavné velkému ,,Stésti se
podafilo oddélit a nasledné pomoci mikromanipulatoru nasat prave jednu zivotaschopnou
zoosporu. Je tieba pracovat rychle, jelikoZ zoospory jsou Zivotaschopné jen po urcitou
dobu. Navic kapky vody na povrchu agaru pod mikroskopem celkem rychle vysychaji,

obecné Ize zoospory na agarové plotné odchytavat priblizné 30 — 45 minut.

v

Obrazek 18: Sporangia P. halstedii, vlevo sporangium kratce pfed uvolnénim 5 spor (pfevzato
z Sedlarova et al., 2020)
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Nejlépe slo odchytavat zoospory uvéznéné v malych kapickach vody, které vznikly
pii vysychani vétsich kapek na povrchu agarové plotny. Takovy odchyt zoospor s sebou

nese jista rizika, to ze zoospora bude mrtva nebo nebude schopna infikovat listovy disk.

Pravé jedna oospora vtazend do kapilary byla pfenesena v kapce vody na listovy
disk, idealn¢ do stfedu na naruSenou epidermis abaxialni strany, ktery byl opatrné pomoci

zahnuté pinzety pienesen do jamKy kultivacni desticky s 1 ml vody.

4.6 Kultivace monozoosporickych izolata

V jamkach kultivaénich desti¢ek s 1 ml vody probihala kultivace inokulovanych
listovych disku pti teploté 19 °C a fotoperiodé (noc/den) 12/12 hod. Prvnich 12-16 hodin
probihala kultivace za tmy, poté probihala kultivace pii téZe teploté i fotoperiodé cca 6—
12 dnt. Usp&nou infekci naznaGoval vyskyt bilych povlakd sporangiofort v misté
inokulace listového zoosporou (obr. Proto bylo nutnosti pravidelné disky kontrolovat pod
binokularni lupou. Pokud se vyskytly na disku sporangioforu bylo tieba vznikly MZSI

inokulovat na dalsi ¢isté disky.

Za pomoci binokularni lupy a sterilni jemné pinzety probihala inokulace nové
vzniklého MZSI na Cisté listové disky. Preockovani probihalo tak, ze do jamek kultiva¢ni
desticky s 1 ml destilované vody byly vloZzeny listové disky nachylného genotypu
slune¢nice abaxialni stranou vzhtru. Sporangie se zoosporangii byly odebirany pomoci
sterilni pinzety z povrchu disku s viditelnou infekci patogenu a pteneseny do jamek
kultivacni desticky s destilovanou vodou a cistymi listovymi disky. Jedna generace
sporangioforil z vytvofeného MZSI vystaci zhruba na inokulaci 3 novych listovych diskii.
Pfeockovani ze stejného MZSI, v ptipadé vyskytu dalsi generace sporangiofort, lze
praktikovat, dokud listovy disk nevykazuje znamky rozkladu.

Zhruba po 7-10 dnech se po Usp&$né inokulaci na okrajich disku objevily
sporangiofory, které slouZzily jako zdroj inokula pro pfeockovani dal$ich listovych disk.
Druhé pieockovani bylo provedeno tak, Ze zatfesenim kultivacni desticky vzniklo
v jamce kultivacni desticky u uspéSné€ inokulovaného disku inokulum, které bylo
prepipetovano do jamek nové kultiva¢ni desticky a do pozadovaného objemu doplnéno
vodou. Do jamek kultiva¢ni desticky se zfedénou suspenzi sporangiofort se sporami byly
nasledn¢ vlozeny nové listové disky opét abaxialni stranou vzhtiru. Po Gspésné inokulaci,

ptiblizné€ po 7-10 dnech kultivace se na discich opét objevily sporangiofory. Setiepanim

69



3-4 siln¢ nasporulovanych listovych diski v kultiva¢ni desticce do vody vznikla
dostate¢né koncentrovana suspenze sporangii pro inokulaci semenackd. Inokulum bylo
z jamek kultivaéni desticky piepipetovano do flakonu s cca 5-10 semenacky nachylného
genotypu slune¢nice bez geni rezistence vuci P. halstedii. Dale se postupovalo podle

postupu v kapitole 4.3.

Aby nedoslo ke kontaminaci nebo smichani jednotlivych MZSI, bylo tfeba pfi praci
zachovat sterilitu. K desinfekci nastroji byl pouzit 95% ethanol. Nasledné byly nastroje
vyzihany v plameni. Kultivaéni desticky byly umyty jarovou vodou, destilovanou vodou
a poté umyty v mycéce. VSechny pouzité pomucky véetné kvétinci byly oplachnuty 1%

KOH proti ptipadné kontaminaci P. halstedii virem.
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5 Vysledky

5.1 Vytvoiené monozoosporické izolaty

Pro tvorbu monosporickych izolath (MNZI) byly vybrany smésné vzorky
P. halstedii, které testovani vykazovaly nejasne fenotypové reakce. Vzorky pochazely z

infikovanych rostlin slune¢nic z Lednice a Podivina.

MZSI se stejnorodou genetickou informaci byly tvofeny z izolatd posbiranych v roce
2014 v Podiviné (izolat 1405) a vr. 2016 v Lednici (izolat 1605). Vzorek 1403
pochéazejici z Podivina se nepodafilo pfemnozit.

Bé&hem nékolika mésict se podafilo vytvofit 4 klony ze dvou matefskych izolatd.
V ptipadé vzorku 1405 sbiraného v roce 2014 v lokalité¢ Podivin se podafily vytvofit
jeden Kklon. Po reakci bylo zjisténo, Zze jde o rasu 714 71. V piipadé vzorku 1605
pochazejiciho z Lednice se podatilo vytvotit 3 MZSI. Podle vysledkt fenotypové reakce
tento izolat obsahuje smés ras 704 71 a rasu 714 71. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 7.

Urdceni ras izolatd P. halstedii metodou inokulace semenackt (SDI)

Rasy 5 vytvofenych monosporickych izolati P. halstedii byly uréeny metodou SDI
na diferenciatnim souboru slune¢nice. Kazda rasa byla oznacena vzdy oznacena
pétimistnym &iselnym kédem. Ciselny kod odpovida fenotypové reakci péti triplett

diferenciacni sady sluneénice. Vysledky shrnuje tabulka.

Tabulka 7: rasy P. halstedii testovanych vytvorenych MZSI

. DATUM DATUM VYSLEDNA
ROK  LOKALITA B9 MzSI  HODNOCENI  HODNOCENI RASA
IZOLATU
RASA RASA
i 14.10.2017  30.08.2017
2014 PopIVIN 1405 K1 71471
71471 71471
30.8.2017
71471
71471
3.10.2017 28.11.2017
2016 LEDNICE 1605 K2 70471
70471 70471
19.09.2017 28.11.2017
71471
71471 71471
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6 Diskuse

Préce s biotrofnim patogenem Plasmopara halstedii je v nékolika ohledech dosti
naro¢na a vyzaduje praktické zkuSenosti a znalosti spolehlivych metod. Nutnosti je
piredbézna kultivace hostitelskych rostlin, jelikoz se nedd péstovat na (polo)umélych
médiich. Kromé toho se u tohoto druhu objevuji v ramci jednoho izolatu smési nékolika
patotypu / fyziologickych ras. Ve studiu mechanismu interakce hostitel-patogen (napf.
studium efektorti patogenu) dulezité nové poznatky pfinaseji molekularné-biologické
metody, ale je potieba pouzit vychozi material P. halstedii, ktery je geneticky homogenni,
idealn¢ monozoosporické izolaty. V piipadé monosporangialniho izolatd u P. halstedii
totiz nemusi jit vzdy o geneticky stejnorody material, nebot’ kazdé sporangium obsahuje
variabilni pocet zoospor, které¢ se mohou lisit v patogenni variabilité. Aby byla zajisténa
genetickd homogenita, je tfeba vytvorit monozoosporicky izolat (Doudové, 2013; Spring
et Zipper, 2006).

Vytvoreni monozoosporického izolatu (MZSI) u P. halstedii je ¢asové naro¢ny
proces, ktery zna¢né zavisi na dovednostech pracovnika. Kli¢ovym krokem je znalost
metody, ktera spociva dodrZzeni spravného postupu. Pro tvorbu MZSI P. halstedii je
nejvhodnéjsi kapilarni technika pomoci mikromanipuléatoru a izolace pod mikroskopem,
ale jeji zvladnuti si vyzaduje hodné cviku, trpélivosti. Odchyt jednotlivych zoospor
pomoci kapilary musi byt provadén rychle, jelikoz je za potfebi chytat pouze
Zivotaschopné zoospory a kapky vody se zoosporami rychle pod mikroskopem rychle
vysychaji. Ale ani pfesna prace nam nezaruéi jasny vysledek. Uginnost izolace MZSI
velice nizka - Trojanova et al. (2017) uvadéji 1-2 %, Sakr et al. (2007) v zavislosti na
fyziologické rase uspésnost 1.4 - 7.4%, Spring et al. (1998) cca 5%. Proto se pro studium
patogenni variability na Urovni ras b&zn€ pouziva metoda SDI a teprve v ptipadé
nejasnych vysledki (smesny izolat) se tvoti MZSI.

V ramci této prace byly vytvotreny 4 MZSI ze 2 matetskych izolatd (1405, 1605, viz,
kap. 4.2). Ze zmrazeného materidlu byly pfemnoZeny izolaty pomoci metody WSI
(inokulace ponofenim do inokula viz. kap.3.3.4.2.) a kultivovany za optimalni podminek,
jak je uvedeno v kap. 4.3. Cerstva sporangia byla pouzita k tvorbé MZSI. Jednotlivé
zoospory byly izolovany pomoci kapilary pfipojené a ovladané pomoci
mikromanipuldtoru (kapilarni metoda izolace zoospor, viz kap. 4.5) a nasledné
inokulovany metodou LDI (inokulace listovych diska viz. kap. 3.3.3.3) a kultivovany, jak
je uvedeno v kapitole 4.6. Rasy byly ureny na zakladé fenotypové odezvy 15
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diferencialnich linii slune¢nice a oznaceny pétic¢iselnym koédem pomoci metody SDI (viz.
kap.4.4). Podle vysledkii oba izolaty 1405 i 1605 obsahuji rasu 714 71. Vzorek 1605 je
smési ras 714 71 a 704 71. Tvorba téchto izolatl je velice pracnd, zvladnuti kapilarni
techniky si zada hodné cviku a dovednosti a Gspésnost izolaci je minimalni, zavisi mimo
Jiné na zivotnosti zoospor, fyziologickém stavu pletiva listd, na které se zoospory

prenaseji ke kultivaci, a genotypu slunecnice (Sakt et al., 2007).

Jednotlivé pracovni postupy probihaly dle T. Doudové (2013), kterd ve své
bakalaiské praci optimalizovala metody kultivace MZSI u P. halstedii. Stanovila dobu
potifebnou k uvolnéni zoospor, testovala nejvhodnéjsi nachylny genotyp slunecnice pro
piipravu LD, optimalni mnozstvi vody v jamce pfi kultivaci inokulovanych LD a ideélni
teplotu pro kultivaci inokulovanych LD a vliv zatemnéni na uspé&$nost infekce. Doudova
(2013) zhotovila 7 MZSI z izolata posbiranych v roce 2012 v lokalit¢ Olomouc-Holice.
Dtvodem bylo, jak je prezentovano v BP T. Bartiska (2013), Ze fada téchto izolati pfi
stanoveni kddu virulence pomoci souboru deviti diferencia¢nich linii slune¢nice
vykazovala smiSeny fenotyp. T. Bartisek (2013) navic porovnal stanoveni fyziologické
rasy pomoci metod WSI a LDI, do t¢ doby pouzivané v nékterych laboratofich. Je nutné
podotknout, Ze tyto metody poskytuji falesné pozitivni vysledky a dnes se pfevazné

pouzivaji k tvorb& MZSI (LDI) a pfemnoZovani izolati (WSI) (Trojanova et al., 2017).

Autofi Sakr et al. (2007) tvofili monosporangialni izolary diky kterym popsali 9
patotypu P. halstedii ve Francii. Konkrétné §lo rasy 100, 300, 304, 314,700,704, 710, 707
a 714. Tato metoda jim umoznila poprvé potvrdit ptitomnost rasy 707. Jednotliva
sporangia izolovali na povrchu agarové plotny a inokulovali na LD také umisténé na
pevné Knopovo medium. lzolace probihala pod inverznim mikroskopem pomoci
mikropipety. Sakr et al. (2007) popsali, ze GispéSnost metody se pohybovala v rozmezi
1,4 -7,4 %. Spring et al. (1998) m¢li uspésnost 5 % pii izolaci zoospor a 15% pii izolaci
zoosporangii. Podle Trojanova et al. (2017) se G¢innost monosporickych izolaci pohybuje

v rozmezi 1-2%.

Podle vlastni zkusenosti byla primérna doba Kultivace sporangii pii teploté 19 °C,
nez mohl zacit vlastni odchyt zoospor, zhruba 45 minut. Pti praci s izolaty nastaly situace,
kdy se zoospory uvoliovaly s velkym zpozdénim nebo mnohem dfive. Tyto situace
nastaly pravdépodobné diky pienaseni Petriho misek z kultivacni skiiné nebo fytotronu
pod mikroskop béhem kontrol. Opacna situace mohla nastat tak, Ze nasporulovana

rostlina byla skladovana ve vlhkém prostiedi coz zpusobilo pfed¢asné uvolnéni zoospor.
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Doudova (2013) uvedla, ze zoospory pii teploté 19 °C se uvoliiuji po 60 minutach
kultivace. Zaroven uvadi, ze nekteré izolaty reagovaly zcela odlisné (Doudova, 2013).
V literatufe se objevuji rozdilné optimalni teploty jak pro inokulaci, tak pro kultivaci
rostlin. Cohen et Sackston (1973) uvadé;ji teplotu 15 °C pro inokulaci a 20 °C pro kultivaci
rostlin a Spring et al. (1997) optimalni teplotu 16 °C a 21°C. Proto je vyhodné stanovit
optimalni teplotu kterou Spring et al. (1998) stanovili na 19°C.

Doudové (2013) popsala problémy s izolaci zoospor pomoci kapilary z velkych
kapek vody. Diky vlastni zkuSenosti souhlasim s nazorem, ze zoospory se 1épe izoluji
z vysychajicich kapek. Jednotlivé zoospory byly pfeneseny na listové disky nachylného
genotypu slune¢nice Helianthus annus cv Peredovik/cv Giganteus. Doudova (2013) ze
tii testovanych genotypt (Helianthus annus cv Giganteus, Peredovik, HA-304) podle
zjisténych vysledkii radi pro metodu LDI pouzit kultivar slunec¢nice ro¢ni Peredovik
naopak kultivar Giganteus zcela nedoporucuje. Sakr et al. (2007) také preferuji kultivar
Peredovik, a to jak pfipravé listovych diskd, tak i pfi pfemnozeni izolath. Vysledky
Doudové jsou zcela odlisné od autort Spring et al., (1998), kteti navrhuji K pfipravé
listovych diskt pro inokulaci zoosporou pravé Giganteus. Metodika od Trojanové et al.
(2017) poskytla cely vycet vhodnych nachylnych kultivarti a doporucila pouziti vefejnych
diferencidlnich linii. Z vlastni zkuSenosti muzu fici, Zze jsem pouzivala kultivary
slune¢nice ro¢ni cv. Peredovik a cv Giganteus, Castéji vSak Peredovik a to hlavné

z divodu lepsi kli¢ivosti. Jinak jsem zadné zasadni rozdily v reakci pletiv nezaznamenala.

Inokulace listovych diskt probihala podle Doudové v kultivaénich destickach (12
jamek) s 1 ml destilované vody. Spring et al. (1998) LD kultivovali v 25 jamkovych
kultivaéni destickach se 750 ul destilované vody. Sakr et al. (2007) inokulované listové
disky inkuboval v Petriho misce v inkuba¢ni skiini (18h/6h den/noc a 60 % vlhkosti)

Autofi uvedli, Zze mira sporulace zavisi na zivotaschopnosti spor, fyziologickém
stavu listl a nachylném genotypu sluneénice. To vyvratilo domnénku Spring et al. (1998),
ze fyziologicky stav rostliny neni dileZitym faktorem pii produkci MZSI.

Mira sporulace listovych diski nebyla pfili§ vysoka (od 3,4 — 12,2 %), podobny
vysledek uvadi i Spring et al. (1998) pfi praci se stejnym patogenem a Maisonneuve
s patogenem Bremia lactucae. Sakr et al. (2007) ve své praci prezentuje vysledky ziskané

osobni komunikaci dal$imi autory: ziskal v priméru méné nez jeden nasporulovany LD

na 16 —24 po 10-12 dnech inkubace se 16h /24h (den/noc) a 16°C/12°C. Za to Griefeldova
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prace s Plasmopara viticola dosahla skvélych vysledka (30-40%) po 5 dnech inkubace
(16h/8h den/noc pii teploté 22 °C a 100 % vlhkosti.

MZSI se kromé molekularnich studii pouzivaji ke studiu tvorby oospor. P. halstedii
je homothalicky druh, ale pfi feSeni otazky, zda je P. viticola heterothalicky organismus,
byly pouzity monosporické izolaty. Wong et al. (2001) studovali Zivotni cyklus pomoci
izolatl z péti riznych zemi. Vyskyt oospor na LD naznacil, ze patogen je heterothalicky
se dvéma skupinami parovacich typt izolati (P1 a P2). Jednotlivé MZSI v rdmci skupiny
P1 nebo P2 nevykazovaly kompatibilni reakci. Jakmile byly P1 a P2 sparovany, u téchto
MZSI doslo k pohlavnimu rozmnozovani za vzniku oospor. Diky MZSI byl prokazan

heterothalismus P. viticola (Wong et al. 2001).

MZSI hraji také dileZitou ve studiu nachylnosti/rezistence k fungicidim. Genet et
Jaworska (2013) prokazali, ze piitomnost pouze 1% rezistentniho izolatu v populaci
P. viticola, zptsobi rezistentni reakci vuci fungicidu. Tvorba MZSI u P. viticola miize
vyrazné pomoct pii studiu rezistence k fungicidim (Genet et Jaworska, 2013). U
P. halstedii mnozi autofi popisuji, Ze rezistence vuci fungicidim nesouvisi s fenotypem
virulence = fyziologickou rasou. MZSI by mohly pomoci v podrobngjsim studiu tohoto
problému.

V prubéhu této prace bylo prokazano, ze ptiblizné 70 % zoosporangii P. halstedii
uvolnuji zoospory, coz je zcela dostacujici pro izolaci zoospor i kultivaci MZSI. To bylo

potvrzeno i v praci Doudova (2013). Totéz uvadi Spring et al. (1998).
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7 Zavér

Od roku 2012 probiha testovani ras metodou inokulace semenackt diferencia¢nich
linii slune¢nic, ktera umoziiuje uréeni stupné nachylnosti ¢i rezistence diky hodnoceni
fenotypu reakce celé rostliny, a tak lépe odpovida polnim podminkdm. Pomoci této
metody jsou postupné testovany vSechny dostupné izolaty ve sbirce katedry botaniky,
Univerzity Palackeho v Olomouci (pifedevsim z let 2010-2019).

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala problematikou monozoosporickych izolatt
plisné slune¢nicové. Tyto izolaty nam davaji moznost pracovat s geneticky homogennim
materidlem, diky tomu miZeme ziskat spolehlivé informace o rase patogenu. V piipadé
P. halstedii je dilezité vytvofit opravdu MZSI, abychom méli jistotu, Ze pracujeme
s geneticky stejnorodym materidlem. Genetickd homogenita vychoziho materialu je
zasadni pro molekularné — biologické metody, které nam piinasi opravdu dulezité
védomosti o mechanismech v interakci hostitel — patogen.

Pro ziskani ¢isté kultury v ptipadé P. halstedii, jejiz hlavni infekéni mechanismus
spo¢iva v tvorbé pohyblivych zoospor, které je t€zké izolovat, je vhodna kapilarni
technika. Uspé&$nost izolace zoospor pod mikroskopem pomoci kapilary piipojené
k mikromanipulatoru dosti zavisi na dovednostech a zkuSenostech pracovnika. Technika
si z4da mnoho &asu a cviku. I pfesto vysledek neni vzdy zaruéen. Uspé&snost tvorby MZSI
je velice nizka.

V ramci této prace se mi podafily vytvotit mono(zoo)sporické izolaty z matetskych

izolat 1405 a 1605.
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8 Didakticka ¢ast — vyuZiti tématu ,,“ ve vyuce na SS”

Problematika mé diplomové prace je v ramci vyuky biologickych pfedmétii na ZS
a SS okrajovym tématem. Paraziti rostlin jsou obecné organismy zpiisobujici infekce
S rizné zavaznymi piiznaky a ekonomickym dopadem na kulturnich plodinach. Pivodci
rostlinnych chorob jsou ucebni latkou, kterd se v hodindch vyucuje spiSe v SirSich
souvislostech a pfi vyuce vétSinou na tento méné znamy a uzce orientovany okruh
parazitickych organismi neni vy¢lenén ani zdaleka takovy prostor, jaky by si toto téma
zaslouzilo. S t€émito patogeny se pfitom bézn¢ setkavame v kazdodennim zivoté, ale
studenti je neumi rozpoznat ani pojmenovat.

Divodem je ziejmé skuteGnost, e kazda $kola si sviij $kolni vzdélavaci plan (SVP)
tvoii sama a pfizpisobuje svym potifebam tak, aby splnila povinny rozsah i obsah
vzdélavani, ktery vymezuji rdimcové vzdélavaci programy (RVP) Ministerstva Skolstvi,
mladeZe a tdlovychovy (MSMT). RVP vymezuji tzv. ,ramce” pro jednotlivé etapy
vzdélavani (predskolni, zakladni i stfedni, zdkladni umeélecké) a specifikuji uroven
klicovych kompetenci, vzd€lavaci obsah, vystupy, podminky vzdélavani, standardy.
Ramcové vzdélavaci programy vychazi z Narodniho programu rozvoje vzdélavani v CR
(tzv. Bilé knize), ktery pro kazdy obor stanovuje Ministerstvo Skolstvi, mladeze
a télovychovy podle zakona ¢. 561/2004 Sb., o predskolnim, zakladnim, stfednim, vys$Sim
odborném a jiném vzdelavani zakt od 6 do 19 let. Narodni program pro vzdélavani
(NVU) definuje pocatecni vzdélavani jako celek. RVP 1 NVU piedstavuji tzv. statni
urovenn v systému kurikuldrnich dokumentt. Vzdélavani na jednotlivych Skolach se
uskute¢iiuje podle $kolniho vzdélavaciho programu (SVP), ktery si kazda $kola tvori
sama. Tyto SVP predstavuji §kolni uroveti, podle které se vzdélavani a jednotlivych
Skoléach uskuteciiuje.

V ucebnicich je zminéno jen par parazitickych druhli. Na gymnaziich je casto
pouzivand Biologie rostlin od Lubomira Kincla a kolektivu autort, kterou vydalo
nakladatelstvi Fortuna (Kincl et al., 2006). Z parazitickych druh se autofi vénuji
oddé€leni Plasmodiophoromycota, kde zminuji nddorovku kapustovou, u odd. Oomycota
vietenatce révové a plisni bramborove, z oddéleni Chytridiomycota rakovinovci
bramborovému, u Basidiomycota hlivé ustficné a u Asomycota hlizence ovocné,
palickovici nachové a plisni Sedé. Stru¢na zminka je v ucebnici vénovana rzim, snétim a
padlim. K reprezentativni fad¢ ucebnic biologie pro studenty stiednich $kol patii
Botanika od Karla Kubata z nakladatelstvi Scientia (Kubat, 2003), kde jsou parazitické
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druhy rozd€lené na obligatni a fakultativni. Pro nazornost kniha obsahuje perokresby

zivotnich cyklu, plodnic a pletiv.

Oproti tomu Biologie pro gymnazia od Jana Jelinka a Vladimira Zichacka
z nakladatelstvi Olomouc (Jelinek et Zichacek, 2006) je, co se tyce informaci
0 parazitickych druzich, velmi stru¢na. Za zminku stoji nakresy a popisy zivotnich cykli
rzi travni a palickovice nachové.

Jsem piesvédcena, ze paraziti rostlin by méli v rdmci vyuky jak na zékladnich, tak
zejména na stiednich Skolach, dostat vice prostoru. Vzhledem k tomu, Ze $koly jsou dnes
vybavené vypocetni technikou, mélo by byt snazs$i preddvat studentim potiebné
informace zazivnou formou. Posun ale neni vidét, jak o tom ve své knize Digitalni

demence piSe némecky neurovédec Manfred Spitzer (Spitzer, 2014).

Jsem toho nazoru, ze studenty je tieba piipravovat do bézného Zivota a umoznit jim
ziskat vétsi rozhled. Snad kazdy ucitel by chtél ve svych studentech zazehnout jiskru pro
obor, ktery vyucuje tak, aby se mu vénovali ve svém profesnim zivoté. Pravé vyzkum
parazitl rostlin otevira Siroké moznosti studia. Spolecensky a hospodaisky dosah pii
uspésném vyzkumu by byl obrovsky.

Didakticka ¢ast mé diplomové prace je zamétena ptivodce chorob rostlin ze skupiny
oomycet. Material je mozné vyuzit pii hodindch piirodopisu a biologie nejen na stfednich
Skolach. Nejdiive bych studenty uvedla do problematiky, seznamila je s teorii a objasnila,
jaci parazité poSkozuji rostliny. V ramci doméci ptipravy by Zaci vypracovali projekt na
jednotlivé parazity rostlin (viz kap. 8.2). Pro nazornost bychom se nasledné vydali na
vychéazku a za vlhkého pocasi sbirali vzorky pro mikroskopovani. Poté bychom udélali
praktické cviceni z biologie. Navrhla jsem laboratorni cviceni, ve kterém je tkolem zakt
vytvofit nativni preparat odebraného mycelia plisné bramborové, ktery by nasledné
pozorovali pod mikroskopem. Zavérem cviceni by nakreslili do laboratorniho protokolu

pozorované morfologické struktury a zapsali vysledky pozorovani (viz. kap. 8.1.)
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8.1 Praktické cviceni z biologie

Tabulka 8: Metodické pokyny pro ucitele

Téma

Mikroskopické pozorovani plisné bramborové

Zaclenéni do RVP

Biologie hub

Cilovéa skupina

SS

Vyukové cile

Zak umi pracovat s mikroskopem.

74k dovede vytvofit mikroskopicky preparat.

74k pozna jednotlivé pozorované struktury — sporangia,
sporangiofory

74k popise stavbu a funkci pozorovanych struktur

74k vlastnimi slovy popise nepohlavni rozmnoZovani plisné
bramborové

74k dovede vysvétlit prakticky vyznam nativnich preparatd pfi
uréovani morfologickych znakt plisni

Klicové
kompetence

Kompetence k ué¢eni

- zédk si védomé& vytvoii sled kroki, které bude muset
realizovat v pribéhu laboratorni prace

- zék si sam organizuje praci a po ukonceni pozorovani
zhodnoti vysledek.

- zak ziskavd informace v ramci laboratorniho cviceni
z mikrobiologie na zaklad¢ praktické ¢innosti a z vysledki
¢erpa ponauceni pro dalsi praci

Kompetence Kk feseni problémi

- zadk se b&hem laboratorniho cviceni z mikrobiologie uci
rozpoznat a pojmenovat pozorované struktury

- zak vyuziva diive ziskané postupy pii mikroskopovani,
které aplikuje pii postupu feseni problému

- zak kriticky interpretuje ziskané poznatky, formuluje
polozené zavéry

- zak rozpozna, které informace k vymezeni problémt ¢i jeho
feSeni chybé&ji a doplni nebo uvede, jak by se daly ziskat

Kompetence komunikativni

- zak dokaze interpretovat dosazené vysledky laboratorniho
cviceni, pfipadné nejasnosti fesi formou otazek k uciteli

- zak je schopen porozumét odbornym a abstraktnim
terminiim, je schopen se sam vyjadfit vlastnimi slovy a
formulovat vysledky pozorovani a napsat odpovéd
laboratorniho ukolu
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Kompetence socialni a personalni

- zak se uci vytvaiet sebehodnoceni a zdokonalovat svou praci
individualni i skupinovou.

- zak projevuje zodpovédny vztah kvlastnimu zdravi a
k zdravi druhych

Analyza
prekoncepti

74k umi zafadit oomycety do systému hub. Dokaze popsat
zakladni charakteristiku oomycet, umi popsat zivotni strategie a
rozmnozovani  fasovek. Vyjmenuje jednotlivé plvodce
infek¢nich chorob rostlin.

Casova narocnost

1 vyucovaci hodina

Mezipiedmétoveé
vztahy

D¢jepis — choroby rostlin vyznamné pro historii lidstva
Zemépis — zemédélstvi, regiony svéta — lokalizace vyskytu
patogenii

Prufezova témata

Enviromentalni vychova — lidské aktivity, problémy Zzivotniho
prostiedi

Metoda vyuky Instruktaz, samostatna prace, zakovsky experiment

Forma vyuky Frontalni, skupinova, individualni

Pomicky Pracovni list, laboratorni protokol
listy brambor nebo rajcat s projevy napadeni plisni bramborovou
mikroskop, podlozni sklicko, kryci sklicko, preparacni jehla,
skalpel, pinzeta, kapatko, voda, bavinikova modi / Lugoluv
roztok / Melzerovo ¢inidlo

Zaver Laboratorni cviceni je vhodnym doplnénim probirané latky a

mélo by byt naplanovano, tak aby zaci méli ucivo aspoil z ¢asti
probrané, aby pro né€ nebylo téma cizi. Laboratorni prace
poskytuji zakiim moznost prakticky osvojit, upevnit a prohloubit
ziskané védomosti. Zaci se u¢i samostatné pracovat a lépe si
zapamatuji ¢innost, kterou sami d¢lali.
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Téma: Mikroskopické pozorovani plisné bramborové

Teoreticky Uvod:

Na vegetativnich i generativnich organech fady rostlin se prubéhu vegetacni sezony
objevuji znamky cinnosti fytoparazitl. Tito paraziti rostlin zplisobuji typické zmény na
rostlinnych organech — mohou se projevit tvarové ¢i barevné zmény a makroskopicky
patrné struktury patogena, vyrustajici z rostlinnych pletiv. Za vlhkého pocasi (jako v r.
2020) je na bramboru a rajcatech vysoky vyskyt plisné bramborove (Phytophthora
infestans).

Plisent bramborova je zastupce z oddéleni OOMYCOTA — ,, houby vajecné “ novéji
oznacované jako ,,7asovky“. Oomycety jsou organismy s celulézni bunéénou sténou,
jesté nedavno patfili do fise Chromista, ale byly piesunuty do fylogenetické vétve SAR
(Miesleova et al., 2015). Plisenn bramborova napada lilkovité rostliny (rajéata, brambory
a dalsi), na kterych zptisobuje velké hospodaiské ztraty, ¢imz se fadi mezi nejvyznamné;jsi
rostlinné patogeny. Prvnim projevem infekce je vznik Zlutych, pozdéji hnédych skvrn na
listech, které postupné odumiraji. Pfi vlhkém pocasi se na spodni strané listu mohou
objevit bilé povlaky sporangioford. Patogen postupné napada celou rostlinu, zptisobuje
hnilobu hliz a smrt rostliny.

Sporangiofory s jednotlivymi sporangii jsou struktury, které jsou dobie
pozorovatelné na mikroskopickém preparatu. Sporangia spolehlivé pozname — tvar
citronu, sledujeme tzv. papilu, odkud sporangium kli¢i. Za dostate¢né vlhkosti prosttedi
sporangium kli¢i zoosporami, nebo ze sporangia vyrista hyfa (houbové vlakno). Hyfa se
po infekce v pletivu dale vétvi a nese dalsi sporangiofory, nebo sporangium, ze které¢ho

se za vhodnych podminek uvoliuji dvoubicikaté zoospory.
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Laboratorni protokol

Téma: Mikroskopické pozorovani plisné bramborové

Jméno a piijmeni:

Ttida:

Datum:

Ukol: VytvoFte nativni a barveny preparat plisné bramborové.

Rostlinny material: listy brambor nebo rajcat s projevy napadeni plisni bramborovou

Pomiicky: mikroskop, podlozni skli¢ko, kryci sklicko, prepara¢ni jehla, skalpel, pinzeta,

kapatko, voda, bavinikova modi / Lugoltv roztok / Melzerovo ¢inidlo

Pracovni postup:

1.

2.

Néakres:

Nastav mikroskop na nejmensi zvétSeni.

Ze spodni strany listu infikovaného plisni bramborovou pomoci Ziletky a

preparacni jehly sejmi kousek mycelia
a) Mycelium pienes do kapky vody na podloznim skle

b) Mycelium pienes do kapky vody a podloznim skle a ptikapni kapku

bavinikové modii / Lugolova roztoku / Melzerova ¢inidla
Ptikryj krycim skli¢kem a pozoruj pod mikroskopem

Nejdiive pfi nejmensim zvétSeni vyhledej sporangiofor se sporangiem, které

nasledné prohlédnes pti vésim zvétseni.

Zakresli sporangiofory a sporangia, nezapomei na uvedeni pouzitého zvétSeni.

ZvétSeni:

Vysledky pozorovani: / popis, co jsi videéll
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8.2 Projekt

Vyber si jednoho rostlinného parazita z tféidy Oomycetes a vypracuj referat,
prezentaci nebo ,,poster,* ktery nasledné predneses spoluzakim.

e Vyhledej si zakladni informace a zajimavosti o tomto parazitu.
e Pro praci vyuzij vypocetni techniku, nau¢nou literaturu.

e Ve své praci zafad’ patogen do systému, shrii hostitelsky okruh rostlin, na kterych
parazituje.

e Popis projevy choroby, infekéni cyklus, pfipadnou ochranu a 1é¢bu pied timto
parazitem. Pokus se vyhledat, zda zvoleny patogen napachal vyznamné $kody, at’
V narodnim, ¢i celosvétovém meéfitku.
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