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Abstrakt:

Tato bakalarska prace se zaméruje na studium technik pouZivanych pfi
kultivaci a izolaci plisné slunecnicové (Plasmopara halstedii) a na optimalizaci
metodiky vytvareni monozoosporickych izolatl. Literarni reSerSe obsahuje prehled
technik monosporické a monosporangiatni izolace pouZivanych u rliznych druh
mikroskopickych organism( a zabyva se problematikou biologie P. halstedii, jejiz
pochopeni je pro Uspésnou kultivaci a izolaci tohoto patogenu klicové.

Podle vysledkll experimentalni ¢asti prace byl navrien optimalni postup pro
tvorbu monozoosporickych izolatl P. halstedii kapilarni technikou. Zoospory
uvolnéné z Cerstvé vypéstovanych zoosporangii kultivovanych ve tmé pfi 19 °C na
1% vodnim agaru lze pomoci kapilary ptripevnéné k mikromanipuldtoru odchytavat
jiz po 1 h kultivace. Odchycené zoospory je poté vhodné dale kultivovat na listovych
discich ze 12-14 dni starych déloznich listkd slunecnice, Helianthus annuus cv.
Peredovik, pfi teploté 19 °C a fotoperiodé 12/12 h (svétlo/tma), bez zatemnéni po
dobu prvnich 12-16 h po inokulaci, vjamkach kultivacnich desticek s 1 ml
destilované vody. Popsanou metodou bylo vytvoreno celkem 7 monozoosporickych

izolatll P. halstedii, coz dokazuje, Ze metoda je vyuZitelna pro dalsi praci.
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1. Uvod

Plasmopara halstedi, plvodce zavainé karanténni choroby plisné slunecnice
je biotrofnim houbovym organismem, ktery se vyznacuje takfka celosvétovym
rozsirenim (Gulya, 2007), diskutabilnim hostitelskym okruhem (Virdnyi a Spring,
2011) a wvyraznou vnitrodruhovou patogenni variabilitou (Trojanova,
nepublikovano). PfestoZze pomérné intenzivni studium tohoto patogenu probiha od
60. let 20. stoleti, kdy byly objeveny prvni fyziologické rasy schopné prekondvat
rezistenci u péstovanych hybrid( slunecnic (Zimmer, 1974), mnoho z(stdva skryto.
Nékteré z otdzek, napt. jaky je plivod a Siteni P. halstedii ve svété (Ahmed et al.,
2012), skutecny hostitelsky okruh a pojeti druhu (Viranyi a Spring, 2011) nebo vznik
a rozsah vnitrodruhové variability (Sakr, 2013), mohou byt zodpovézeny za pomoci
technik molekularni biologie. Genetické analyzy ale prinaseji uspokojivé vysledky
pouze tehdy, pouZiva-li se geneticky homogenni vychozi material. Z toho ddvodu je
nutné vyvijet a optimalizovat jednoduché a dostupné metody pro tvorbu geneticky
homogenniho materialu, v nasem pripadé monozoosporickych izolat(, které mohou
slouzit dalSimu studiu daného organismu. Prace s biotrofnimi patogeny pfinasi
mnohd Uskali, a proto je nutné pouZivat takové postupy, které vychazi
z biologickych narok( daného organismu a umozni jeho bezproblémovou izolaci,

kultivaci a uchovavani.



2. Cile prace

Cilem této bakalarské prace bylo vypracovat literarni reSersi a optimalizovat
techniky pro izolaci plisné slunecnicové.

Cilem literarniho Uvodu bylo 1/ srovnat rlizné techniky pouZivané pfi tvorbé
monosporickych, monosporangidlnich, jednobunécnych a dalSich  kultur
mikroorganism{, jejichZ spole¢nym znakem je homogenita potomstva, vzniklého z
izolované propagule; 2/ shrnout Udaje o Plasmopara halstedii, které maji prakticky
vyznam pfi prdci s timto patogenem v laboratornich podminkach.

Praktickymi cili této prace bylo 1/ naucit se kapilarni metodu tvorby
monozoosporickych izolath P. halstedii; 2/ optimalizovat a uvést tuto metodu do
praxe na naSem pracovisti; 3/ vytvorit monozoosporické izolaty z materskych

smésnych izolatd P. halstedii pochazejicich z Ceské republiky z roku 2012.



3. Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni (1888) ,,sunflower downy mildew”
a Cesky vietenatka slunecnicova je biotrofni parazit a houbovy organismus ze
skupiny tzv. peronosporalnich plisni (fiSe Chromista) (Sedlarova et al., 2010).
ZpUsobuje chorobu zvanou plisert slunecnice (KGdela et al., 2012), coZ jsou
devastujici, ekonomicky vyznamné systémové infekce (Wehtje a Zimmer, 1978),
které se vyznacuji vyraznymi symptomy jako je zakrslost, chlorotické léze na listech
nebo deformace kvétenstvi (Spring, 2001). K nejvétsim ekonomickym ztratdm
dochdzi na semenech, ktera se u infikovanych rostlin ¢asto tvori v malém mnozstvi
nebo vlibec (Anonym, 2008). Zrald semena infikovanych rostlin pak byvaji mal3,
deformovand a nezivotaschopnd (Spring, 2001) a do jisté miry mohou napomahat
k Siteni infekce (Doken, 1989). Na ochranu rostlin pred infekci P. halstedii se pouziva
fungicid metalaxyl pro moreni a postrik, navic se vyuzivaji hybridy slunecnic, které
jsou rezistentni vic¢i tomuto patogenu (Sackston, 1981), coz je zpUsob, ktery se

v momentalni dobé nejvice celosvétove vyuziva.

3.1. RozSireni, variabilita a hostitelsky okruh

P. halstedii pravdépodobné pochazi ze Severni Ameriky, ale v soucasnosti se
vyskytuje prakticky na vSech kontinentech (Anonym, 2008) s vyjimkou Austrdlie a
Nového Zélandu (Constantinescu a Thines, 2010) a to predevsim v oblastech, kde je
péstovana slune¢nice (www.eppo.org). Vyskyt P. halstedii byl zaznamenan i v Ceské
republice, a to konkrétné na sedmi lokalitich v nejteplejsich oblastech CR
(Sedlarova et al., 2013). Prvni vyskyty onemocnéni ve svété byly zaznamendny v
Severni Americe (Indiana, lowa, Minnesota a New York) (Young a Moriss, 1927).
V Evropé byly poprvé hlaseny v Rusku, odkud se pozdéji rozsifovaly do dalSich
evropskych statd (Viranyi, 2002). Na tzemi byvalého Ceskoslovenska byly infikované
rostliny poprvé nalezené na jizni Moravé a jiznim Slovensku (Sedlarova et al., 2013).

P. halstedii se vyznacCuje znacnou vnitrodruhovou variabilitou na drovni ras,
ktera se boufrlivé rozviji od 60. let 20 stoleti (Zimmer, 1974). V roce 2006 bylo na
svété rozpoznano 36 ras (Gulya, 2007) a je velmi pravdépodobné, Ze dalsi budou
postupné popisovany. Mezi celosvétové nejvice rozSifené patii rasy

3
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100, 300, 700, 710, 730 (Gulya, 2007), v ramci Ceské republiky jsou to pak rasy
700 a 710 (Trojanova, nepublikovano).

Do hostitelského okruhu patfi jak péstované kultivary slunecnice, tak i plané
rostouci hostitelé (Viranyi. 2002). Vedle zastupcl rodu Helianthus patfi mezi
hostitele i viceletky Ambrosia artemisifolia (Viranyi, 2011), Artemisia vulgaris
(Virdnyi, 2002) a Xanthium strumarium (Viranyi, 2002). Jednoletymi druhy slunecnic
nachylnymi k napadeni P. halstedii jsou Helianthus annuus, H. agrophyllus, H.
debilis, H. petiolaris. Viceletymi druhy, které mély podle Viranyiho (2002) nachylnost

k infekci jsou H. divaricatus a H. grosseserratus (Viranyi, 2002).

3. 2. Biologie, anatomie, morfologie

P. halstedii je organismus, u kterého je zndmé jak pohlavni tak nepohlavni
rozmnozovani. Samici pohlavni organ oznacovany oogonium je vétsi ovalny,
bezbarvy o velikosti 30-40 um (Anonym, 2008). Samci pohlavni orgdn se nazyva
anteridium, je kyjovitého tvaru (Anonym, 2008) a velikostné mensi nez oogonium
12-30 pm (Nishimura, 1922a). Splynutim téchto dvou utvar(l vznikaji zygoty a
pozdéji kulovité tlustosténné oospory, které po odumfeni mycelia prezimuji v ptdé
tésné pod epidermis odumrelé hostitelské rostliny (Anonym, 2008) a na jafe jsou
pfipraveny klic¢it (Nishimura, 1922a). Nepohlavni rozmnoZovani probihd za pomoci
zoospor, coz jsou dvoubicikaté buriky o rozméru 14-30 um, schopné ve vodnim
prostiedi pohybu (Bouterige et al., 2003). Zoospory se tvofi vzoosporangiich
v poctu 20-30 (Spring et al., 1998), které maji vejCity az elipsoidni tvar
(www.eppo.org; Anonym, 2008), majici rozméry casto rGzné velikosti (Hall, 1989).
Pfiblizné maji délku 18-30 um a Sitku 14-20 um. Podle Springa (2000) obsahuje
jedno zoosporangium cca 30 zoospor schopnych infikovat rostlinu. Zoosporangia
jsou nesena kefickovité rozvétvenymi sporangiofory (Obr. 1), které prorlstaji u
nakazené rostliny z priduchl ven (www.eppo.org). Jeden sporangiofor je délen na
2-5 sterigmat, které nesou jednotliva sporangia (Bouterige et al., 2003).

Vegetativni ¢ast stélky je tvofena intercelularnimi hyfami, které vytvari mala
zaoblena haustoria (Anonym, 2008), ktera intracelularné prorUstaji rostlinné burky

a odebiraji znich Ziviny pro vlastni rdst (www.eppo.org). Mladsi haustoria P.



halstedii jsou aktivnéjsi nez starsi a prorlstaji mezofyly v listech a parenchym ve
stoncich a korenech (Nishimura, 1922b).

P. halstedii patfi mezi tzv. homothalické organismy (Spring, 2000), coz
znamena, Ze oogonia i anteridia vyruastajici ze stejného mycelia spolu mohou splyvat
za vniku oospor. Heterothalické organismy (napf. Bremia lactucae) takovéhoto
splynuti schopné nejsou, tj. splyvajici anteridium a oogonium musi pochazet

z odlisSnych mycelii.

N

50.0 pm

Obrazek 1: Sporangiofor se sporangii (OTrojanova, 2008)

Patogen pronikd do hostitelské rostliny nejcastéji skrz korenové vlasky,
rhizodermis kofene nebo epidermis hypokotylu (pokud se jedna o primarni infekci),
méné casto muze v pripadé sekundarni infekce pronikat i skrz epidermis listd nebo
apikdlni pupeny (Cohen and Sackston, 1973). U H. divaricatus byla dokonce

prokdzana penetrace patogenu skrz praduchy (Nishimura, 1922a, b).

3.3. Zivotni cyklus
Zivotni cyklus P. halstedii je rozdélen na pohlavni a nepohlavni fazi.
Organismus se po vétSinu vegetacni sezény hostitelské rostliny nachazi v nepohlavni

fazi, kdy produkuje znacné mnoistvi nepohlavné vzniklych tenkosténnych a kratce
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Zivotnych zoosporangii, které se Siti vzdusnym proudénim a slouzi k rozSifovani
infekce v porostu hostitele. Na konci vegetacni sezény vstupuje P. halstedii do
pohlavni faze Zivotniho cyklu, jejimz vysledkem je produkce pohlavné vzniklych
oospor (tlustosténnych, vytrvalych a prezivajicich v ptdé), diky nimZ patogen

prekona nepfiznivé zimni podminky.
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Obrazek 2: Zivotni cyklus P. halstedii (Trojanova, 2010 - piekresleno podle Spring, 2001)

Podle schématu Zivotniho cyklu P. halstedii (Obr. 2) zrald oospora vyskytujici
se na jare vykli¢i s primarnim sporangiem. Toto primarni sporangium uvoliiuje
primarni zoospory, které vedou casto k primarni infekci rostlinek pres korenovy
systém. P. halstedii je biotrofnim druhem, proto bunky napadené plisni jsou
minimalné poskozené (Mendgen a Hahn, 2002). Rostlina je schopnad i s infekci rlst a
patogen tak mizZe koncem sezdny vytvofit znovu oospory, coz ukoncuje jeji pohlavni
cyklus. Oospora muzie aZz deset let prezivat vpldé (Sedlarova et al., 2010).
Nepohlavni faze probihd lokdlnéji (nadzemni ¢ast rostliny), ¢asto pfimo na listech,
které mohou byt nachylné na sekundarni typ infekce. Uvolfiované zoospory se pfi
vhodnych podminkach (viz metodika) mohou zachytavat na listech a vytvaret
sporangiofory se sekundarnimi zoosporangii, které jsou uvolfiovany do ovzdusi a

infekce se Siti dal (Spring, 2001).
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Symptomy P. halstedii jsou popsany v nasledujici kapitole ,Symptomy a
Siteni”. U P. halstedii rozliSujeme dva zakladni typy infekce, primarni a sekundarni.
Tyto dvé infekce se od sebe odlisuji. Rostliny s primarni infekci jsou napadany
v dobé vzchdazeni pres pokozku korfenového vldseni. P. halstedii proristd smérem
vzhiru od korfenového systému do hypokotylu rostliny, kde mlze byt infekce
zastavena (Wehtje a Zimmer, 1978). Primarné jsou infikovdny zejména semenacky a
mladé rostliny slunecnic a to zoosporami z primarniho zoosporangia vyrostlého
z prezimujici oospory (Spring, 2001). Podstatné je, Ze patogen vstupuje do mladé
hostitelské rostliny kofenovym systémem a zplsobuje systémovou infekci
hostitelské rostliny.

Sekundarné jsou infikovany jiz vzrostlé hostitelské rostliny, a to zoosporami
uvolnénymi z nepohlavné vzniklych zoosporangii. Ke vstupu infekce dochazi na
nadzemni ¢asti rostliny, zejména na listech a typickym symptomem jsou ohranic¢ené
lokalni léze. Méné casto muze dojit k semisystémové infekci, kdy je rostlina
napadena systémové od mista infekce vzh(ru.

Podle Dokena (1989) existuje systémova infekce zplsobend myceliem
patogenu prezivajicim pod osemenim infikovanych semen. Takto infikovana semena
jsou schopna prendset ndakazu, ale pouze malo ztéchto semen zpUsobuje
systémovou infekci na rostlindch (Déken, 1989).

V nékterych pripadech mliZe dochazet k latentni infekci. Rostlina vypada jako
zdrava bez béznych symptom0 vyskytujicich se bézné u napadenych rostlin (Spring,
2001). Nicméné se vyskytuje sporulace u tohoto typu infekce na hypokotylu a
déloznich listcich (Heller et al., 1997). Dochazi pfi ni ale k sexualnimu rozmnozeni P.
halstedii a vzniku oospor, které mohou znovu nékolik let prezivat v pidé a na jare
infikovat systémovou infekci novy semenacek. Avsak rostlina nemusi na tuto infekci
vUbec reagovat, zaleZi na vhodnych podminkdach a rlstové fazi rostliny. Rostlina je
pak casto schopna zamezit rozsiteni P. halstedii do dalSich pletiv nad hypokotyl

(Spring, 2001).



3.4. Symptomy a Sifeni

Infekce P. halstedii je doprovazena celou fadou jak makroskopickych tak
mikroskopickych symptoma. Existuji tfi typy symptomu: systémova infekce, lokalni
infekce a latentni infekce.

Systémova infekce se projevuje na vSech castech napadené rostliny.
ZpUsobuje zakrslost, chlorotické skvrny na listech a sniZuje vynosnost az o 50%
(Wehtje a Zimmer, 1978). Navic rostlina ztraci cca tretinu velikosti nenapadenych
rostlin (Spring, 2001). Pfi vhodnych podminkach jako je zvySena vihkost, se vyskytuji
sporangiofory ve formé bilych povlakl na spodni strané listl (Anonym, 2008).
K tomuto druhu infekce mlzZe dochazet jak pti primarni tak sekundarni infekci. Tato
sekundarni nakaza se projevuje jako pozdni systémovd infekce, kterda casto
produkuje infikovand semena. Castéjsi je ale vyskyt primarni infekce z ptdy nebo
napadenych semen (Spring, 2009).

Lokalni infekce je ¢asto omezena malou plochou, vyskytuje se na nadzemnich
Castech rostlin (napf. listy). Je doprovazena symptomy jako jsou ohranicené
chlorotické Iéze na listech (Spring, 2001). Rostlina, ale nevykazuje zakrslost jako
v pripadé systémové infekce (Heller et al., 1997), na rozdil od zdravych rostlin ztraci
na velikosti a listech cca 20-40% ze své velikosti (Spring, 2001).

Poslednim symptomem, ktery se mlZe vyskytovat, je latentni faze, ktera se
malo vyskytuje. Rostlina vypadd nenakazend, ale sporulace je patrnd na déloznich
listcich (typ CLI) nebo na hypokotylu nebo kofenech (typ HLI), kde se infekce omezi
(Heller et al., 1997; Spring, 2001). Na pravych listcich ani na epikotylu uz patrny
patogen neni (Heller et al., 1997), rostlina je bez pfiznakl. To umoZiuje dokonceni
sexualni ¢asti Zivotniho cyklu P. halstedii a vytvoreni oospor (Spring, 2001).

Plisfiovitost slunecnice se muZe Sifit pomoci zoosporangii (Spring, 2001),
oospor (Wehje a Zimmer, 1978) nebo kontaminovaného osiva (Ddken, 1989).
Zoosporangia se za pfiznivych podminek vytvafi na koncich sterigmat sporangiofor(
a do okoli infikované rostliny se Sifi pomoci proudéni vzduchu (Spring, 2009).
Mohou tak infikovat zdravé rostliny v blizkém okoli (netusim, kde zjistit vzdalenost
doletu), u kterych zpUsobuji sekundarni infekce.

Clovék mize P. halstedii uméle rozsifovat pomoci rostlinnych zbytk&l nebo

zeminy obsahujici oospory. Pfendsi se vzduchem, osivem, ale z(stava i nékolik let
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v pldé (Sedlarova, 2010). Nejzdvainéjsi z hlediska ekonomického jsou primarni
infekce zplsobené oosporami, které se tvori na konci vegetacni sezény na myceliu a

spolu s rozpadajicim se rostlinnym pletivem se dostavaji do ornice (Spring, 2001).



4. Metody tvorby monosporickych izolati

MSI obecné jsou izolaty nebo kmeny mikroorganismda, které vyrostly z jedné
propagule (burky, spory, konidie) a pokud se i naddle mnozi nepohlavné, vznika
klondlini linie, ktera sdili vlastnosti puvodni materské propagule. Monosporangialni
izolaty (MSGI) jsou analogicky izolaty vzniklé z jednoho sporangia. Tyto typy izolat(
jiz ale nemusi byt zcela homogenni, pokud sporangium obsahuje smés geneticky
odlisnych spor, jak je tomu i v pripadé P. halstedii. (Dick, 2001). MZSI/MSI se
podobaji MSI, ale maji jesté mensi jednotku izolace. Odchytdvaji se pouze
Zivotaschopné zoospory, které byly plvodné obsaZeny v (zoo)sporangiich. Zoospory
jsou pohyblivé bicikaté (v pfipadé P. halstedii dvoubicikaté) bunky, které
napomahaji Sifeni patogenu v urcitych fazich Zivotniho cyklu (Dick, 2001). Ty se za
pomoci riznych metod (viz metodika , pfiprava MZSI“ a izolace MZSl) oddéluji od
ostatniho genetického materidlu (Heldebrand, 1938).

Pro ziskani geneticky homogenniho materialu u P. halstedii se vyuzivaji MZSI.
Jde o spolehlivy zpUsob, jak ndsledné ziskat co nejpresné;jsi vysledky o rase daného
izolatu. Zoospory vyrlstajici ve sporangiich totiz nemusi byt vidy z genetického
hlediska homogenni a mohou se liSit mimo jiné v patogenni variabilité (Spring a

Zipper, 2006; Spring et al., 1998).

4.1. Izolace MZS izolata

Obecné vytvareni MZSI/MSI slouzi pro uréovani druhl jednotlivych organismi,
u kterych se neda spoléhat pouze na morfologickou nebo anatomickou strukturu
(www.fnca.mext.go.jp). Molekuldrni metody jsou casto jedinou moznosti uréovani
napr. druhl v ramci rodl Fusarium a Collectotrichum (Choi et al., 1999). U dalsich
rod( jako napt. Plasmopara nebo Plasmodiophora se vramci populace casto
vyskytuji smési riznych kmenu, ras nebo patotypd (Xue a Cao, 2008; Some, 1996).
Tvorba MZSI/MSI je proto Casto spojena se ziskanim geneticky homogenniho

materidlu pro nasledné genetické rozbory (www.fnca.mext.go.jp).

10
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Pro tvorbu MZSI/MSI se pouzivaji dva typy kultur: kultury Cisté a smiSené.
Cista kultura se da chapat soubor organism(l se stejnym pdvodem (Easto z jedné
buriky), potomstvo vzniklé ztakovéto kultury vSak nemusi byt nutné geneticky
homogenni.

Cisté kultury se tvoii proto, aby se izoloval pouze organismus, se kterym
chceme pracovat, a zabranilo se kontaminaci nebo napadeni cizimi organismy
(Hildebrand, 1938). Jednou z moznosti jak ziskat Cistou kulturu je i vytvareni
MZSI/MSI (Goh, 1999). Cista kultura v nékterych ptipadech odpovidd homogennimu
materialu, ktery se pouzZivd pro studium rlznych druhd. Kultury smisené jsou
v pfirodé pfirozené a jednd se heterogenni materiadl, ktery vjednom izolatu
obsahuje nékolik patotypul/ras (Xue a Cao, 2008). Z nich se také oddéluje Cista
kultura v podobé MZSI/MSI. Dalsim dulezitym krokem pf¥i tvorbé MSI je oddélovani
necistot. Ty se ve vzorcich nachdzeji anebo se jimi kontaminuji pfi Spatném
zachazeni v ramci kultivace nebo pfti chybné izolaci a vedou k vyskytu kontaminace
napt. kvasinek, bakterii (Hildebrand, 1938; Choi et al., 1999). Ke zvySenému vyskytu
kontaminace v kulture mlze dochazet uz pri zvySeném mnoistvi spor ve vzorcich
(www.fnca.mext.go.jp).

Metody tvorby MSI se obecné déli na zfedovaci metody, ¢astecné mechanické

(semi-mechanické) a mechanické metody izolace (Hildebrand, 1938).

4. 1. 1. Zred'ovaci techniky

Tyto pomérné jednoduché a na pfistroje nendrocné techniky vychazi
z predpokladu, Ze pfi dostatecném naredéni izolovanych propaguli v unaseci
kapaliné se pfi urcité pravdépodobnosti v kapce undseci kapaliny umisténé na
vhodny material (sklicko, agar) objevi pravé jedna propagule. Misto undseci
kapaliny, kterou mizZe byt nejcastéji destilovana voda, lze pouZit i teply agar, se
kterym se po zatuhnuti Iépe manipuluje (Hildebrand, 1938; Goh, 1999). Kapky
unaseci kapaliny umisténé na sklicko nebo na agarovou plotnu jsou poté
prozkoumany pod mikroskopem a ty kapky, které obsahuji pravé jednu propaguli
jsou premistény na Cisté médium.

Tato technika se vyuZiva zejména u nekrotofnich nebo hemibiotrofnich druh(

schopnych rGst na umélém médiu, jako je napf. Alternaria, Corynespora a
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Helminthosporium, které jsou pro pouziti této metody vhodnéjsi, protoze maiji
pomérné velké a snadno zjistitelné konidie. Nevhodné pro tento typ izolace jsou
napf. druhy Aspergillus a Penicillium (Goh, 1999), které produkuji velké mnozstvi

pomérné malych spor.

4.2. Semi-mechanické techniky

Pro castecné mechanické (semi-mechanické) izolacni techniky je vyuZivan
mikroskop. Spory se kultivuji na tuhém médiu jako je napt. agarova plotna, sklo,
nebo Zelatina. Organismy je poté jednodussi izolovat napf. kapickami vody, aby se
nekupily do neprehlednych struktur a byly oddéleny od vedlejSich kolonii
(Hildebrand, 1938). Dalsi moznosti je rozprostfit organismy rovnomeérné po celém
povrchu agaru na Petriho misce, ¢imZ se usnadni se odlov MZSI/MSI. Hildebrand
(1938) zarazuje do castecné mechanickych (semi-mechanickych) metod: techniku
suchou jehlou, techniku ,Cylinder loop-needle”, kapickovou metodu, vyuZziti mikro-
kolonie a kapilarni techniku.

TECHNIKA SUCHOU JEHLOU — Na ztuhlé agarové plotné se rozvrstvi mnozstvi
konidii, které by mély byt dobfe rozprostiené a vzdalené od sebe, aby bylo moziné je
snadno izolovat. Spicka krejéovské jehly se pFiblizi ke konidii, kterd je pozorovana
bud pod binokularni lupou, nebo pod mikroskopem. Konidie pfilne ke Spicce jehly a
mUze byt pfenesena na cerstvé médium (Hildebrand, 1938; Hildebrand, 1950).

CYLINDER LOOP-NEEDLE METODA (METODA OUSKEM JEHLY) — Jde o obdobu
techniky se suchou jehlou (Hildebrand, 1938). MnoZstvi mikroorganism( na agarové
plotné by mélo byt pomérné nizké a rozmisténi rovnhomérné. Tato metoda se
pouziva nejsndze, kdyz jsou jednotlivé bunky vzdaleny od sebe. lzolace probiha
ouskem jehly, nebo drobnou ockovaci klickou, kterou se nabiraji organismy. Jehlu
nebo ockovaci klicku je vhodné zapichnout do korku a opatfit drzadlem nebo
nasadkou, diky nizZ je prace snazsi a presnéjsi (www.collections.infocoolections.org)

KAPICKOVA METODA S VYUZIVANIM INKOUSTU — Pouzivd se pro bakterie.
Inkoust se fedi do rozpéti mezi hnédou a cernou barvou (Hildebrand, 1950). Na
agaru jsou kapky bakterii, které se zakapnou inkoustem (Hildenbrand, 1938) a poté

se za pomoci metody suché jehly izoluji.
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MIKRO-KOLONIE — Podle Hildebranda (1950) se na specialnim substratu agaru
nechd vyrlst kolonie organism( cca tyden aZ dva. Po této dobé se agar v plotné
znovu rozpusti a mrtvé mycelium se odstrani. Tekuty agar se naléva na kryci sklicka
a kultivuje. Pod mikroskopem se poté zjistuje, ktera izolace je pouze sjednou
sporou (Hildenbrand, 1938).

MERCURY-SHIELD (RTUTOVY STIT) — obdoba ptedchozi techniky. lzolované
organismy se zakapnou tusi a zbytek organism{ neprezZije UV zareni (Hildenbrad,
1938), kterym se agar osviti.

KAPILARNI TECHNIKA — ma vyuZiti jak pro spory hub, bakterie, tak i v izolaci
fas. Pramér kapilary se upravuje podle velikosti bunék, které jsou izolovany
(Frohlich a Konig, 1999). Izoluje se s pomoci unaseci kapaliny napf. vody nebo oleje,
kterd vhani pod tlakem buriky do kapilary (Frohlich a Konig, 1999). Vice o této
metodé je popsano v kapitole 5.4. Tato technika vSak neni vhodnd pro nékteré
mikroorganismy (Casto bakterie), které se zachycuji na skle (Frohlich a Konig, 1999).
Kapildrni techniku je mozZzno pouzivat v kombinaci s mikromanipulatory, které

upevnuiji staticky kapilaru na stolku mikroskopu (Hildenbrand, 1938).

4.3. Mechanicka izolace

Techniky mechanické izolace pracuji pfimo se sporami, vyuzivaji fadu rdznych
pfistrojd. Po technické strance byvaji obtiznéjsi na ovladani, ale naopak zkracuiji ¢as
prace (Hildebrand, 1938). Mechanickd izolace zahrnuje Barberovu metodu,
automatické mikromanipulatory (mechanickou ruku), izolatory, zvlhéovaci komoru,
izolaci na povrchu bunék a vyuziti svételného zdroje.

BARBEROVA METODA — vyuziva malych jehli¢ek nebo pipet, které napomahaji
izolaci propaguli.

AUTOMATICKE MIKROMANIPULATORY — Mikromanipulary jsou manipulaéni
zafizeni, které se pouzivaji pfi praci s mikroskopickymi objekty. VyuZivaji se pro
studium genetiky, mikrokolonii, rozvoje kolonii apod. (Skerman, 1968). Existuje
velkd $kdla vybéru rlznych mikromanipuldtor(, napf. limcovy objektiv, magnetovy
nosi¢ a dalsi (Skerman, 1968). Mikromanipulatory se stale vyviji a pouzivaji se napft.
v kombinaci s vyuzitim laser( (Frohlich a Kénig 2000), pak mluvime o tzv. optickych

pinzetdch a technikach laserové mikrodisekce. Mikromanipulatory jsou pomérné
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nakladnd zafizeni a pro praci snimi je nutné pofizovat specidlni jednorazové
komponenty a instrumenty.

V roce 1925 vymyslel Hurst druh mechanického mikromanipulatoru, ktery se
mohl pohybovat ve tfech rliznych smérech a mél staticky upevnénou kapildru, ktery
se vkombinaci sinvertovanym mikroskopem pouzivda pro izolaci spor ve
fytopatologickych laboratofich  prakticky = dodnes  (Hildebrand, 1938).
Mikromanipulatory pouzivaji fadu specializovanych prislusenstvi, kterymi jsou
izoldtory a zvlhcovaci komurky, jejichz rizné kombinace se vyuZivaji pfi manipulaci
s rlznymi druhy mikroorganisma.

IZOLATORY jsou obecné ndstroje pouzivané k pfimé manipulaci s objekty,
ktery pomdhaji vytvaret MZSI/MSI. Casto se vyuzivaji kromé kombinace
s mikromanipuldry pouZivaji i s mechanickymi pracovnimi postupy izolace.
Ptikladem jsou kapilary, klicky, jehly, kapky, pipety a dalsi jako napt. nlzky, noze
(Hildebrand, 1938). Technicky jde o stejné nastroje, které se lisi materialem, tvarem
a velikosti jednotlivych forem izolatord.

Mikropipety se v biologickych laboratofich vyuzivaji pro izolaci bunék hub,
bakterii a kvasinek (Hildebrand, 1938). Kapilary jsou podobné mikropipetdm, avsak
pro pouZiti tohoto izolatoru je vhodné pouZivat tzv. invertovany mikroskop
s objektivy umisténymi dole pod pracovnim stolkem (Hildebrand, 1938). Ddle se
také pouzivaji jehly z nejriznéjSich materidld jako napf. z kovu, Stétin nebo skla
(Hildebrand, 1938). Podle Goha (1999) neni tézké vyuzit pro vytvoreni sklenéné
formy jehly Pasteurovy pipety. Sklenéna jehla pro izolaci by méla mit cca 2cm
dlouhy uazky hrot a delsi rukojet, aby byla manipulace co nejpohodInéjsi a
nejjednodussi (Goh, 1999). lzolace pak probihd prfenesenim spory nebo casti
mycelia z agarové plotny za pomoci Uzké Spicky jehly. Specidlnim typem jehly je
napf. harpuna, kterd se pouzivd na mikrokolonie (Hildebrand, 1938). Kli¢kovy
izolator je na konci zakonceny ockem nebo ouskem. VyuZiti ma pro izolaci bakterii,
spor a také napf. prvok( (Hildebrand, 1938). Problémem tohoto izolatoru je, Ze se
vyrabi ze skla pomérné slozitym zplUsobem. Obycejné kryci sklicko si naslo vyuZziti pfi
izolaci kvasinek. Po narGstu kolonii kvasinek se krycim sklickem odifeZou nadbytecné
organismy a zbytek se prenasi se do nové kultury. DalSimi typy izolatord jsou napf.

elektrické draty, mikrontzky a dalsi (Hildebrand, 1938).
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ZVLHCOVACI KOMORY je tfeba v kombinaci s mikromanipuldtorem a izolatory
pouzivat tehdy, pokud jsou izolovany mikroorganismy primdrné Zijici ve vodé nebo
jsou jejich mycelia €& spory nachylnd kvyschnuti. Casto se jednd o nadobku
uzavienou krycim sklickem nebo ma jeden otvor pro vkladani izolatll. Nutnosti je,
aby plocha zakryti byla rovhomérnd a celd komlrka se dala zkoumat i pod
mikroskopem (Hildebrand, 1938), podle typu izolovanych mikroorganisma.
Zvlhc¢ovaci komory udrzuji stabilni vysokou vlhkost a svym uzavienim také zabranuje
kontaminaci vzork( dalSimi mikroorganismy z ovzdusi. Hildebrand (1938) zminuje,
Ze tato metoda se ukazala byt vhodna pro kvasinky. Bunky byly z kryciho sklicka
(Petriho  misky) prenaseny za pomoci napf. techniky suché jehly
(www.zor.zut.edu.pl) a dale se kultivovaly se na agarovych plotnach.

Jednou z pomérné novych technik v oblasii mikromanipulaci jsou tzv. OPTICKE
PINZETY, které wvyuZivaji laserového svazku pro prenos mikro a nanoobjekti
(http://www.isibrno.cz). Tato technika se vyuziva pro izolaci virl, bakterii, kovovych
Castic, ale i izolaci bunék z tkani a pletiv (http://www.fomi.cvut.cz).

Nejvhodnéjsim typem izolacni techniky pro tvorbu MZSI P. halstedii je
mechanicka izolace je tzv. kapilarni technika za pomoci kapilary umisténé na rameni
mikromanipulatoru. Na agarové plotné se kultivuji zoosporangia a po vylihnuti
zoospor se za pomoci kapilary odchytavaji jednotlivé zivé zoospory (viz kapitola
metodika). Spring et al. (1998) se zminfuje o problému s mnoZstvim vylihnutych
zoospor, ktery se neda regulovat ani uspéchat. Muze se stat, Ze jednotliva sporangia

uvolni zoospory az po mnoha hodinach anebo vibec.



5. Material a metody

5.1. Rostlinny material

Pro udrZovani izolatd a provedeni experimentl byly pouZity nachylné
genotypy slunecnice rocni postradajici geny rezistence vUci P. halstedii. Konkrétné
se jednalo o Helianthus annus cv. Giganteus, cv. Peredovik a HA-304 (prvni linii z
diferenciacniho souboru pro uréeni rasy P. halstedii). Kultivar Giganteus (Benary,
Han. -Minden, Némecko) byl pouzivan predevsim k pfemnoZeni polnich izolatd a
v posledni fazi namnozZeni MZSI pomoci metody tzv. whole seedling inoculation
(WSI - inokulace kli¢nich rostlin). Kultivar Peredovik (ptvodni osivo poskytl Prof. Ing.
K. Veverka, DrSc., VURV Praha-Ruzyné; regenerace osiva v letech 2008, 2010 a 2012
na Katedre botaniky PFF UP v Olomouci) se pouzival pfedevsim k produkci listovych
diskd jak pro samotnou tvorbu MZSI tak pro namnoZeni nové vytvorenych MZSI
pomoci metody tzv. leaf disc inoculation (LDl — inokulace listovych disku).
Diferenciacni linie HA-304 (pGvodni materidl poskytl Dr. Thomas J. Gulya,
Department of Plant Pathology, NDSU, Fargo, USA; regenerace osiva v roce 2012 na
Katedfe botaniky PfF UP v Olomouci) byla péstovana pouze pro uUcely experiment(.

Semena nachylnych kultivard slunecnice, kterd byla pouZivana jak pro
inokulaci semendackll, tak pro produkci listovych diskd byla vidy povrchové
dezinfikovana roztokem slozenym z 10% roztoku Sava Original (Bochemie a.s.,
Bohumin, Ceskd Republika) v destilované vod& a nékolika kapek kuchymského
detergentu pro zvyseni smacivosti. Dezinfekce ponofenim probihala minimalné 15
minut, aby se pfi nakli¢ovani a dalSim péstovani zamezilo kontaminaci nezadoucimi
organismy (bakterie, plisné). Poté byla semena dikladné proplachnuta proudem
Cisté vody, aby byla zbavena zbytk( dezinfekéniho roztoku. Proplachnutd semena
byla umisténa do Petriho misek na dno pokryté filtra¢nim papirem, a byla zalita
takovym mnozstvim destilované vody, aby byla témér ponofena. Takto byla semena
kultivovana cca 3 hodiny ve tmé pii pokojové teploté, aby osemeni dostatecné
nabobtnalo a umoznilo kli¢eni. Po tfech hodinach byla prebytecnd voda slita z misek
a semena byla naklicovana ve tmé pfi pokojové teploté cca 2-3 dny. Pro dalsi praci
byla pouZivana naklicend semena, ktera méla kofinek 0,5-1,5 cm dlouhy a nebyla

kontaminovand nezadoucimi mikroorganismy, poskozena nebo deformovana.
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Naklicena semena byla zbavena osemeni a byla pouZita bud’ pfi inokulaci,
nebo pro daldi péstovani a produkci listovych disk(. Naklicené neinfikované
semenacky byly rovnomérné vysazeny do kvétindce naplnénym do % perlitem
(Agroperlit, Novy Ji¢in, Ceskd Republika). Poté byly zasypany 12 cm perlitu a
dikladné zality. Péstovani probihalo oddélené od inokulovanych rostlin ve skleniku
pfi 22-25 °C 12-18 dni. V prubéhu péstovani byly rostliny 1x tydné pfihnojovany

hnojivem zn. Kristalon (Agro CS a. s., Rikov, Ceska Republika).

Vétsina rostlin dosahla optimalni velikosti pro pripravu listovych diskl mezi
12. a 15. dnem po vysazeni do perlitu. Z vyrostlych slunecnic byly pouzivany pouze
délozni listky. Odebrané délozni listky byly na dfevéné podloZce roziezany Ziletkou
na listové disky ¢tvercového tvaru o hrané cca 7 mm. Takto pfipravené disky byly
ponoreny do destilované vody, aby pti praci nedochdazelo k vysychani pletiva. Tésné
pred pouzitim byly listové disky opatrné vyjmuty z destilované vody a jemné

osuseny bunicinou z obou stran.

5.2. Izolaty P. hasltedii

Pro praci byly pouzity izolaty z roku 2012 (1201-1208), uvedené v Tabulce 1,
které pochdzi z infikovanych rostlin slunecnic (blize neuréeného genotypu) z
provokaéniho pole Katedry botaniky PFF UP v Olomouci-Holici. Dale byly pouzity
izolaty 1210, 0001, 1009, 1108, 1112, 1114, 1115, 1124 a 1125, pochazejici ze
sbérovych expedic pracovnikl Katedry botaniky PFF UP v Olomouci (Prof. Ing. Ales
Lebeda, DrSc.; doc. RNDr. Michaela Sedlarovd, Ph.D.), které probéhly v minulych
letech v ramci projektu QH71254 ,Inovace metod ochrany slune¢nice” (MZe CR,
NAZV). Origindlni vzorky jsou dlouhodobé uchovavany v -80 °C, pracovni kolekce,

ktera z nich byla vytvorena, je uchovavana v -20 °C.
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Tabulka 1: Pracovni kolekce izolati P. halstedii pouZzita v této praci, materské izolaty
vytvoirenych monozoosporickych izolatu P. halstedii a izolaty vyuZzité pro optimalizaci
metodiky tvorby monozoosporickych izolatu.

O.zna,éeni Rok sbéru Nazev lokality Rasa D Vyuziti
izolatu

1201 2012 Olomouc - Holice 710 matersky izolat
1202 2012 Olomouc - Holice 710
1203 2012 Olomouc - Holice 710 matersky izolat
1204 2012 Olomouc- Holice 710 matefsky Zzltizﬁ(‘;“mahzace
1205 2012 Olomouc - Holice 710
1206 2012 Olomouc - Holice ~ neurceno matersky izolat
1207 2012 Olomouc - Holice 710 matersky izolat
1208 2012 Olomouc - Holice 710 matersky izolat
1210 2012 Lednice 704
0001 POSVRIMO Madarsko® 710
1009 2010 Podivin 710
1108 2012 Brno - Chrlice 700 optimalizace metodiky
1112 2011 Podivin 704
1114 2011 Podivin 700
1115 2011 Podivin 704
1124 2011 Olomouc - Holice 710
1125 2011 Olomouc - Holice 710

U stanovil Bartigek (2013) metodou inokulace semenackd (WSI).

2) Referenéni izolat ze sbirky prof. Ference Viranyiho pfivezeny z Madarska v roce

2007, blizsi data nebyla poskytnuta.
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5.3. Inokulace, udrzovani a mnozeni izolata P. halstedii

Metoda inokulace semenack(i byla pouzZivdna pro udriovdni a mnoZeni
testovacich (1204, 1108) a materskych izolatl stejné tak jako v pozdéjsich fazich
namnoZeni vytvorenych MSI P. halstedii. Inokulum bylo pfipravovano bud
z ¢erstvych sporangii narostlych na déloznich listcich infikovanych rostlin cv.
Giganteus nebo ze sporangii uchovavanych na déloznich listcich cv. Giganteus
v alobalovych saccich v -20 °C. Do plastové falkonky s 2-5ml destilované vody
(objem vody byl upravovan podle mnozstvi materidlu a intenzity sporulace) byl
vloZen rostlinny material se sporangii. Pfevedeni sporangii do destilované vody se
provadélo Setrnym protfepanim na tfepacce. Sterilni pinzetou byly poté odstranény
zbytky rostlin a pod mikroskopem byla zkontrolovdna koncentrace a Zivotnost
inokula. Pro namnoZeni a udrZeni izolatd metodou inokulace semenackl byla
pouzivana koncentrace 10 000 Zivotaschopnych zoosporangiiv 1 ml.

Do pfipraveného inokula byly vlozeny predem naklicené semenacky cv.
Giganteus Setrné zbavené osemeni tak, aby byly zcela ponofené pod hladinou
inokula. Inokulace probihala 3 hodiny ve tmé pfi 19 °C. Po inokulaci byly semenacky
inokulované jednotlivymi izolaty vysazeny do oddélenych kvétinach naplnénych
perlitem (viz kapitola Rostlinny material). Inokulované rostlinky byly péstovany pfi
18/19 °C, fotoperiodé 12/12 hodin (noc/den) cca 9-13 dni do doby, neZ byly prvni
pravé listy infikovanych rostlinek cca 0,5 cm dlouhé. Poté byly odstfizeny nadzemni
Casti rostlinek infikovanych jednotlivymi izolaty a ty byly vloZzeny do samostatnych
plastovych krabicek s bunicinou navlhéenou destilovanou vodou na dné. Kultivace
probihala ve tmé, pfi 19 °C, 100% vlhkosti cca 16-24 hodin nebo do doby nezZ se na
povrchu rostlinek objevila sporulace P. halstedii.

Cerstvé vytvorend sporangia byla pouzivana k pfipravé MSI, inokula nebo je
bylo mozné spolu s déloznimi listky zamrazit v oznaceném alobalovém sacku v -20

°C pro dalsi poutZiti.

5.4. Kapilarni metoda izolace zoospor
Kultivace sporangii, z nichZ jsou uvolfiovany zoospory, které se izoluji pro

tvorbu monozoosporickych izolatd, probihalo na 1% agaru. Pro kultivaci sporangii a



20

odchyt zoospor byly pouzivany agarové plotny vytvorené rozlitim 3,5 ml 1% nebo

1,2% agaru na Petriho misku o priiméru 6 cm.

Obrazek 3: Priprava nakapanim destilované vody na agarovou plotnu pro odlov zoospor

Na pfipravenou agarovou plotnou byly nakapany kapky destilované vody, tak
aby se nedotykaly (Obr. 3). Na né byla zcca 5cm vysky naprasena zoosporangia

z Cerstvé nasporulovanych délozZnich listkd (viz kapitola 5.3.) (Obr. 4).

Obrazek 4: Napraseni zoosporangii na agarovou plotnu
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Misky se zoosporangii byly poté uzavieny parafilmem tak, aby kapky nebo
agar nevyschly a poté byly kultivovany ve tmé, pfi 19 °C, 1-2 hodiny coz je doba
potfebna k uvolnéni zoospor (viz kapitola 6). Misky byly pravidelné kontrolovany,
aby byl zachycen predpokladany moment, kdy se za¢nou objevovat prvni zoospory,
v té chvili se zacina s vlastnim odchytem zoospor.

Odchyt zoospor probihal kapildarni metodou pod mikroskopem pfi
stondasobném zvétseni. Pred vilastnim odchytem bylo nutné pro usnadnéni orientace
a dalsi prace umistit kapildaru doprostfed zorného pole. Kapilara byla naplnéna
unaseci kapalinou, v nasem pripadé destilovanou vodou, kterou bylo nutné mezi
jednotlivymi pokusy o odlov zoospor odpoustét napf. na ptipravené podlozni sklicko
nebo na tampdn z buniéiny. Tim bylo zabranéno nebezpedi, ze by v kapilare zlstaly
necistoty nebo zoospory z predchozi manipulace.

Zoospory se uvolfovaly po prasknuti jednotlivych sporangii a na agarové
plotné se zpravidla vyskytovaly v blizkosti prasklych zoosporangii. Pfi odchytu
zoospor v zasadé dochazelo kjedné ze tfi situaci. V prvnim pfipadé zoospory
vyrejdily ze zoosporangia, které lezelo na agaru mimo vodni kapky nanesené na agar
pfed naprasenim zoosporangii. Tyto zoospory zlstaly namackané v tésné blizkosti
prasklého sporangia v kapi¢ce vody, kterd jej obklopovala (Obr. 5). Vdruhém
pripadé zoospory vyrejdily ze zoosporangia, které dopadlo do vodni kapky na
povrchu agaru. Zoospory se proto mohly pohybovat v celém objemu kapky a
nezlstavaly v tésné blizkosti zoosporangia, ze kterého vyrejdily (Obr. 6). Ke treti
situaci dochdzelo pfi postupném vysychani vétSich vodnich kapek, ve kterych se
vyskytovalo mensi mnozZstvi zoospor. Na agaru se prechodné tvofily drobné kapicky,
které uvéznily jednotlivé zoospory daleko od sebe.

Oddélovani zoospor obecné probihalo opatrnym pfiblizenim kapilary k vodni
kapce obsahujici zoospory a snahou nasat do kapilary pravé jedinou
Zivotaschopnou, pohybujici se zoosporu. Odchytu jednotlivych zoospor znacné
napomahala kapilarita, adheze a koheze vody. Usti kapilary, které neobsahovalo
unaseci kapalinu, se nasmérovalo k okraji kapky obsahujici pohybujici se zoospory.
Diky adhezi a kohezi se kolem usti kapilary dotykajiciho se povrchu agaru vytvofila
drobnd kapicka vody. Tuto kapicku bylo poté moiné pohybem kapildry spojit

s kapkou obsahujici zoospory. V okamziku spojeni obou kapek zacala fungovat
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kapilarita, coZ vedlo ktomu, Ze zoospory se okamZité zacCaly pomérné rychle
pohybovat smérem ke kapilafe. V tu chvili bylo nutné vzdalit se rychle od okraje
kapky obsahujici zoospory zpét do vychozi pozice. Pfi troSe Stésti a zrucnosti se
podafilo oddélit jednu nebo pouze nékolik zoospor aniz by se dotkly kapildry.
Postup bylo mozné nékolikrat opakovat, do té doby, nez se podaftilo oddélit prave
jednu Zivou zoosporu nebo nez se oddélované zoospory prestaly definitivné
pohybovat a diky ztraté vody praskly. Z toho dlivodu bylo nutné pracovat pomérné
rychle a precizné a po cca péti nelspésSnych pokusech bylo nutné zaméfit se na
novou kapku obsahujici Zivotaschopnéjsi zoospory. Obecné bylo mozné odchytavat
zoospory na jedné agarové plotné po dobu maximalné 40 minut. Po uplynuti této
doby vSechny kapky na povrchu agaru definitivné vyschly a zoospory vlivem ztraty
vody popraskaly.

Nejsnaze bylo moZné odchytavat jednotlivé zoospory neschopné pohybu,
oddélené od sebe a uvéznéné v drobnych kapickach vzniklych pti vysychani vétsich
kapek na povrchu agaru. Vzhledem k tomu, Ze drobné kapky kolem zoospor velmi
rychle vysychaly, bylo moiné vyuZit tento zplsob odchytu pouze po velmi
omezenou a kratkou dobu. Tento zplisob odchytu zdroven s sebou nese nejvétsi
riziko preneseni jiz mrtvé nebo malo Zivotaschopné zoospory na listovy disk.

O néco ndrocnéjsi byl postup zoospor pohybujicich se ve velkych kapkach
nebo v tésné blizkosti prasklych zoosporangii. Pro odchyt bylo vhodné vybirat kapky
se zoosporami lezici samostatné a majici kolem sebe velky manipulaéni prostor
neporuseného agaru prostého necistot a dalSi zoospor nebo sporangii. Vyse
popsanym postupem se za pomoci kapilarnich sil oddélovaly jednotlivé zoospory.
Pro odchyt zoospor se osvédCily zejména drobné kapky obklopujici praskla
zoosporangia a preplnéné pohybujicimi se zoosporami. Mensi prostor vodniho
obalu napomahal efektivnéjsimu oddélovani jednotlivych zoospor.

Pravé jedna zoospora, ktera byla odchycena a vtazena spolu s unaseci
kapalinou do kapilary, byla pozdéji umisténa na listovy disk. Zoospora byla na disk
pfendsena v kapce unaseci kapaliny o objemu pfiblizné 20 pl. Kapka se zoosporou
byla umisténa idedlné do stfedu abaxidlni strany pfipraveného listového disku na

narusenou epidermis. Listovy disk spolu se zoosporou v kapce na jeho povrchu byl
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pomoci zahnuté pinzety opatrné prenesen do jamky kultivacni desticky s 1 ml

destilované vody.

Obrazek 5.: Zoospory pohybujici se vkapkach vtésné blizkosti zoosporangii, které
dopadly mimo vodni kapky na povrchu agarové plotny.

Obrazek 6.: Zoospory pohybujici se ve vodnich kapkach vytvorenych na povrchu agarové
plotny pi‘ed naprasenim zoosporangii.
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5.5. Kultivace monozoosporickych izolati

Po optimalizaci podminek probihala kultivace inokulovanych listovych diski
v jamkach kultivacnich desti¢ek, které obsahovaly vidy 1 ml destilované vody, pfi
teploté 18/19 °C a fotoperiodé 12/12 h (noc/den). Prvnich 12-16 hodin (do druhého
dne) byly disky kultivovdny ve tmé, po odtemnéni probihala kultivace pfi stejné
teploté s fotoperiodou 12/12 hodin (noc/den) az 12 dn.

Mezi 5.-12. dnem po inokulaci v nékterych pripadech dochazelo k vyskytu
bilych chomackl sporangioforl v misté inokulace, které znaci Uspésnou infekci
listového disku zoosporou. Proto bylo nutné od 5. dne po inokulaci disky pravidelné
kontrolovat pod binokularni lupou. V pfipadé vyskytu sporangioforii bylo nutné
nové vznikly MZSI pfeockovat na nové LD nenapadené P. halstedii.

Pfeockovani nové vyrostlého MZSI na cisté LD probihalo pod binokularni
lupou pomoci jemné pinzety. Do jamek kultiva¢ni desticky obsahujicich vidy 1 ml
destilované vody se po jednom, abaxialni stranou vzhuru vloZily Cisté listové disky
kultivaru Peredovik nebo Giganteus. Za pomoci sterilni pinzety s jemnymi hroty byly
sporangiofory se zoosporangii odebrany z povrchu infikovaného disku a preneseny
do destilované vody v jamkach kultiva¢ni desticky, ve které byly pfipraveny Cisté LD
(Obr. 7, 8). Podle naSich zkuSenosti vystali jedna generace sporangioforl nové
vytvoreného MZSI na inokulaci 2-4 Cistych LD (obr. 8). Pokud se na LD infikovaném
jednou zoosporou objevi dalsi generace sporangiofor(, Ize preockovani stejného
MZSI nékolikrat opakovat do doby, neZ pletivo plivodniho napadeného LD zacne
vykazovat znamky rozkladu (vodnaténi, zmény zbarveni).

S noveé inokulovanymi listovymi disky se zachazelo stejnym zpUsobem jako s
disky inokulovanymi jednou zoosporou. Po 7-10 dnech se na okrajich disku po
uspésné inokulaci objevily sporangiofory se sporangii a ty slouzily jako zdroj inokula
pro inokulaci dalSich Cistych LD. Druhé preockovani probihalo tim zplsobem, Ze
narostld sporangia se zatfesenim kultivacni desticky smyla do destilované vody v
jamce s uspésné inokulovanym listovym diskem. Tim bylo ziskano inokulum, které
bylo napipetovano do jamek prazdné kultivaéni desticky a doplnéno destilovanou
vodou do poZadovaného objemu. Do jamek s nafedénym inokulem byly poté
vloZzeny nové listové disky abaxidlni stranou vzhiru. Po 7-10 dnech kultivace se pfi

Uspésné inokulaci na discich znovu objevily sporangiofory. Setfepdnim
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sporangioforl ze 3-4 intenzivné sporulujicich listovych disk do vody v jamkach bylo
znovu pripraveno inokulum, které jiz bylo dostate¢né koncentrované pro inokulaci
semenackl. Listové disky byly vyjmuty z jamek desticky a inokulum bylo
prepipetovano do zkumavky s cca 5-10 semendcky cv. Giganteus vhodnymi pro
inokulaci. Dalsi postup kopiruje metodu pouZivanou pfi premnoZovani izolat P.

halstedii (viz kapitola 5.3). MZSI Ize dale mnozit a uchovavat obvyklym zplsobem.

Obrazek 7: Pirenos narostlych sporangiofori se sporangiemi za pomoci sterilni pinzety
z listovych diski pod binokularni lupou

Obrazek 8: Detail odebirani sporangioforu se sporangiemi z listovych diski pod binokularni
lupou
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Po celou dobu préace bylo nutné dbat na zachovani sterility pouzitych nastrojd
a nadobi, aby neslo ke kontaminaci nebo smichani klon(i. Pro dezinfekci kovovych
nastroji byl pouzivan 96% etanol a vyZihani v plameni, kultivacni desticky byly
proplachnuty jarovou vodou, destilovanou vodou a poté umyty v mycce a kapilara

byla pred a po skonceni prace vzdy proplachnuta alespon 10 ml destilované vody.

5.6. Optimalizace kultivace listovych diskii

Pro inokulaci LD bylo u vSech experimentl pouZito cerstvé inokulum z izolatu
1204 (rasa 710), pouze v pfipadé stanoveni optimdlni teploty kultivace
inokulovanych listovych diskll a vlivu zatemnéni na Uspésnost infekce bylo pro
porovnani pouZito také Cerstvé inokulum zizoldtu 1108 (rasa 700). Inokulum bylo
pfipraveno zplUsobem, ktery je popsan v kapitole 5.3. Pomoci Biirkerovy komurky
byla stanovena koncentrace inokula a poté byl vypocitan objem inokula, ktery pfi
dané koncentraci obsahuje pravé 10 000 zoosporangii. Koncentrace inokula byla
upravena tak, aby 10 000 zoosporangii bylo pfitomno v 10-15 pl. Inokulace vidy
probihala prenesenim kapky inokula obsahujici 10 000 zoosporangii v pFislusném
objemu na epidermis listového disku narusenou vpichy jehlou.

Pokud neni uvedeno jinak, listové disky prislusnych kultivard byly kultivovany
v jamkach obsahujicich 1 ml destilované vody abaxidlni stranou vzhiru, ktera byla
pred vlozenim disku do jamky narusena nékolika vpichy. Po inokulaci byly desticky
s listovymi disky kultivovany pfi 19 °C, prvnich 16-24 hodin ve tmé a potom
s fotoperiodou 12/12 h (svétlo/tma).

Vyhodnocovani experimentd probihalo vidy 6, 9, 12 a 15 DPI. VSechny nize
uvedené experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich, vZdy s novou Cerstvou

generaci zoosporangii uvedenych izolatu.

5.6.1. Stanoveni nejvhodnéjsiho nachylného genotypu slunecnice pro
tvorbu monozoosporickych izolatt

Pro test byly pouzity nachylné kultivary slunecnic dostupné na nasem
pracovisti a to Helianthus annuus cv. Peredovik, cv. Giganteus a HA 304. V priibéhu
jednoho opakovani byl pfislusny nachylny kultivar slunecnice testovan celkem v 1

kultivacni desticce (tj. ve 12 jamkach). V kazdé jamce kultivacni desticky byl
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péstovan 1 listovy disk prFislusného kultivaru, ktery byl inokulovan kapkou inokula.
Makroskopické pozorovani a hodnoceni vyskytu sporulace P. halstedii a stavu

listovych diskl probihalo v ptislusnych intervalech.

5.6.2. Stanoveni optimalniho mnoZstvi vody v jamce pri kultivaci listovych
diskii

Stanoveni optimdlniho mnoiZstvi destilované vody v jamce kultivacni desticky
pfi kultivaci MZSI probéhlo testovanim tfi objem( destilované vody v jamce: 0,5 ml,
1 mla 1,5 ml V pribéhu jednoho opakovani bylo pfislusné mnoZzstvi vody testovano
ve 2 kultivacnich destickach soucasné (tj. ve 2 x 12 jamkach). Jedna kultivacni
desticka obsahovala pouze listové disky kultivaru Giganteus a druha desticka pouze
listové disky kultivaru Peredovik, které byly inokulovany kapkou inokula. Pozorovani
a hodnoceni mnozZstvi vody v jamce, vyskytu sporulace P. halstedii a stavu listovych

diskd probihalo v pfislusnych intervalech.

5.6.3. Stanoveni optimalni teploty kultivace inokulovanych listovych diska

Urceni optimalni teploty pro kultivaci inokulovanych listovych diskl probéhlo
testovanim tfi teplot, konkrétné 16 °C, 19 °C a 21 °C. V pribéhu jednoho opakovani
byla pfislusna teplota testovana u4 kultivaénich desticek (tj. u 4 x 12 jamek).
Desticky €. 1 a 2 obsahovaly listové disky kultivaru Giganteus zatimco desticky €. 3 a
4 obsahovali listové disky kultivaru Peredovik. Listové disky v destickach ¢. 1 a 3 byly
inokulovany kapkou inokula izoldtu 1204 (rasa 710), podobné listové disky
v destickach €. 2 a 4 byly inokulovany kapkou inokula izolatu 1108 (rasa 700).
Ctvefice desticek poté byla kultivovana v piisluiné teploté. Pozorovani a hodnoceni,
vyskytu sporulace P. halstedii a stavu listovych diskd probihalo v pfislusnych

intervalech.

5.6.4. Stanoveni vlivu zatemnéni na uspésnost infekce

Pro zjiSténi, zda zatemnéni inokulovanych disk(i prvnich 16-24 h po inokulaci
ovliviiuje Uspésnost infekce, byl pouZit ndsledujici postup. V pribéhu jednoho

opakovani byl ptislusny vliv (svétlo nebo tma) testovan ve 2 kultivacnich destickach
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soucasné (tj. na 2 x 12 jamkach). Jedna kultiva¢ni desticka obsahovala pouze listové
disky kultivaru Giganteus a druha desticka pouze listové disky kultivaru Peredovik.
Vidy jedna polovina listovych diskd v kazdé desticce byla inokulovdna kapkou
inokula izolatu 1204 (rasa 710), stejné tak zbyvajici polovina listovych diskd v kazdé
desti¢ce byla inokulovana inokula izolatu 1108 (rasa 700). Dvojice desticek, u
kterych byl testovan vliv ,tma“ byla prvnich 16—24 hodin kultivace zakryta ¢ernou
folii, zatimco dvojice desticek, u kterych byl testovan vliv ,svétlo”, byla umisténa
pfimo do osvétleného fytotronu bez zatemnéni. Pozorovani a hodnoceni, vyskytu

sporulace P. halstedii probihalo v pfislusnych intervalech.

5.6.5. Stanoveni doby poti‘rebné pro uvolnéni zoospor

Pro experiment byly pouZity izolaty uvedené v tabulce 10. Pro méfeni této
doby nutné pro uvolnéni zoospor ze zoosporangii byly soucasné poZity dvé metody.
Prvni metodou bylo naklepani Cerstvych zoosporangii pfimo na agarovou plotnu
(postup je popsan v kapitole 5.5). Druhou metodou byla kultivace 10 000 Cerstvych
zoosporangii v destilované vodé rozlité na agarové plotné. Inokulum bylo
ptipraveno zplsobem popsanym v kapitole 5.6. Vypocteny objem inokula obsahujici
10 000 zoosporangii byl doplnén destilovanou vodou na 500 pl a narfedéné
inokulum bylo rovhomérné rozlito na agarovou plotnu. Obé parafilmem uzaviené
Petriho misky byly po celou dobu experimentu kultivovany ve tmé pfi 19 °C mimo
cca 2-3 minutové intervaly, ve kterych byly kontrolovany pod invertovanym
mikroskopem.

Misky byly po 15 minutach kultivace a pak vidy v patnactiminutovych
intervalech kontrolovany pod mikroskopem, s cilem zachytit moment, kdy se ze
sporangii uvolni prvni zoospory. Pravidelné kontroly agarovych ploten jak s volné
naprasenymi zoosporangii tak ze zoosporangii ve zfedéném inokulu na povrchu
agarové plotny skoncily ve chvili, kdy se objevily prvni zoospory.

Pouze Petriho misky obsahujici zoosporangia ve ziedéném inokulu byly po
skonceni pravidelnych kontrol znovu zatemnény a kultivovany pres noc pti 19 °C.
Poté bylo pfi stondsobném zvétSeni v 10 zornych polich invertovaného mikroskopu

spocitdno mnoiZstvi prasklych (Zivotaschopnych) a neprasklych (neZivotaschopnych)
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zoosporangii. Ztéchto hodnot byla pozdéji stanovena Zivotaschopnost daného
izolatu podle vzorce:

V:L-IOO
N

kde V = Zivotaschopnost izoldtu, | = celkovy pocet Zivotaschopnych

zoosporangii a N = celkovy pocet vSech zoosporangii.



6. Vysledky

6.1. Optimalizace kultivace listovych diski

Sledovani a hodnoceni jednotlivych experimentl probihalo 6, 9, 12 a 15 DPI,
ale pro prehlednost jsou uvadény pouze vysledky z 6. a 12., respektive 9. dne
pozorovani. Uspé$na infekce jedinou zoosporou se na listovych discich projevi
nejdrive po 5 dnech a puvodni listové disky se pro kultivaci monozoosporickych
izolatll pouzivaji 12, maximalné 14 dni po inokulaci. Po uplynuti této doby se zvysSuje
riziko kontaminace MZSI dalSimi patogeny. Pravé proto a kvili vétsi prehlednosti je
prezentovana pouze tato ¢ast vysledkd, protoZe se jedna o ¢asovy interval, ktery ma

pro kultivaci monozoosporickych izolatd nejvétsi vyznam.

6.1.1. Stanoveni nejvhodnéjsiho nachylného genotypu slunecnice pro
tvorbu monozoosporickych izolatt

Tri porovndvané nachylné genotypy slunecnice rocni H. annuus cv. Peredovik,
cv. Giganteus a HA-304 se liSily jak poctem uspésnych infekci, tak strukturou a
odolnosti pletiva listovych disk(, které vyrazné ovliviuji rist monozoosporickych
izolatl. Prvni Uspésné infekce byly pozorovany po 3-5 dnech a P. halstedii nejdfive
uspésnych infekci pohybujici se mezi 7 az 9 z 12 listovych diski po 12 dnech
kultivace se vyskytoval u kultivaru HA-304. Zbyvajici kultivary naopak po 12 dnech
vykazovaly vyssi pocet Uspésnych infekci, konkrétné 5 az 12 u cv. Peredovik a 8 az
11 u cv. Giganteus jak je patrné z tabulky 2.

Prvni zmény na listovych discich byly pozorovany po 6 DPI. Zmény se nejprve
projevovaly jako hnédnuti pletiva v misté naruseni epidermis, pozdéji na feznych
ranach na okrajich listovych diskli a v mistech drobnych poranéni (napf. otlak
zpusobeny pinzetou nebo neSetrnym zachdzenim). Hnédnuti pletiva poté dale
postupovalo ke stiedu listového disku a pletivo zac¢alo vodnatét. V zavéru dochazelo
k rozkladu celého listového disku a vyskytu kontaminujicich organismU (bakterie,
plisné). LD zhotovené z déloZnich listkl cv. Giganteus se ukdazaly byt v pribéhu
kultivace jako nejméné odolné (viz tabulky 3 a 5). Zmény pletiva se objevily zahy po

inokulaci a s nastupem sporulace se jesté prohloubily.
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Na konci experimentu bylo pletivo vodnaté, jevilo znadmky kontaminace
plisnémi a sporangiofory P. halstedii za¢aly odumirat spolu s disky (obr. 9, 10).
Naopak kultivary Peredovik a HA-304 vykazovaly pouze nepatrné zmeény, jejich
pletivo nemélo sklon k vodnaténi a hnédnuti se projevovalo pouze v malé mife a na

okrajich disk(l. Na konci experimentu byly listové disky obou kultivard zelené a

sporangiofory P. halstedii vitalni a bez zndmek kontaminace dalSimi organismy (obr.

10).

¢

N >
Obrazek 9: Vodnaté pletivo cv. Giganteus s bilymi sporangiofory P. halstedii ve stfedu p¥i
kultivaci se 1,5 ml destilované vody

Obrazek 10: Porovnani zdravotniho stavu po ukonceni experimentu 15 dni po infekci (zprava:
cv. Giganteus, HA 304 a Peredovik)
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Tabulka 2: Srovnani poctu infikovanych listovych diskd u riiznych nachylnych genotypt Helianthus
annuus provedené ve tfech nezavislych opakovanich 6, 9 a 12 dni po infekci.

5.3.2013 8.3.2013 12.3.2013
Genotyp 6 9 12 6 9 12 6 9 12
DPI DPI  DPI DPI DPI  DPI DPI DPI  DPI
Peredovik 4 10 12 3 4 5 10 11 12
Giganteus 4 5 8 6 7 8 9 11 11
HA-304 4 9 9 7 7 7 6 6 7

Tabulka 3: Porovnani zdravotniho stavu infikovanych listovych diskli u rtznych nachylnych
genotypl Helianthus annuus provedené ve tfech nezavislych opakovanich 6, 9 a 12 dni po infekci.

5.3.2013 8.3.2013 12.3.2013
Genotyp 6 9 12 6 9 12 6 9 12
DPI  DPI  DPI DPI  DPI  DPI DPI  DPI  DPI
Peredovik BZ BZ BZ BZ BZ SUCH BZ BZ BZ
Giganteus HN BZ SUCH BZ VOD VOD BZ BZ KONT
HA-304 BZ BZ VOD BZ VOD VOD BZ BZ BZ

BZ - beze zmén; HN- hniloba LD; KONT - kontaminace jinymi organismy (bakterie, plisné); SUCH -
vysychdni pletiva; VOD - vodnaténi pletiva

6.1.2. Stanoveni optimalniho mnozstvi vody v jamce pri kultivaci listovych
diskii

Tento experiment byl zaloZzeny a probihal soucasné s predchozim (Stanoveni
nejvhodnéjsiho nachylného genotypu slunecnice pro tvorbu MZSI). Porovnavany
tedy byly tfi nachylné genotypy cv. Giganteus, Perdovik a HA 304 a tfi mnoZstvi
destilované vody v komurkach, ve kterych byly péstovany, konkrétné 0,5 ml, 1 ml a
1,5 ml vody.

Prvni zmény pfti kultivaci nastaly cca 6 DPI, kdy zacaly vysychat jamky
kultivacnich desti¢ek u genotypu Giganteus s objemem destilované vody 0,5 ml (viz
tab. 5). U genotypl Peredovik a HA-304 se vysychani jamek kultivacni desticky
s objemem 0,5 ml objevilo az 12 DPI. U vSech tfi porovndvanych genotypl se na
discich v jamkach s 0,5 ml objevila kontaminace dalSimi organismy 12 DPI. Pouze u
cv. HA-304 byla zaznamendna nejvyssi sporulace na kultivovanych LD s objemem
vody 0,5 ml (tab. 4), zbylé dva kultivary vykazovaly nejvyssi sporulaci u diskd

v jamkach s 1 ml vody.
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U disk( kultivaru Giganteus péstovanych v1 ml vody c¢asto dochazelo
k poSkozeni pletiva hnilobou a disky kultivard HA-304 a Giganteus po delsi dobé
kultivace zacaly vodnatét. U disk( cv. Peredovik péstovanych v1 ml destilované
vody nedochdzelo k zavaznému poskozeni pletiva.

U diskl cv. Giganteus a HA-304 péstovanych v 1,5 ml vody dochazelo

k vodnaténi pletiva 12 DPI, zatimco u cv. Peredovik se takova reakce nedostavila.

Tabulka 4: Vliv mnoZstvi destilované vody pii kultivaci na pocet infikovanych listovych diski
nachylnych genotypi Helianthus annuus sledovany ve tfech nezavislych opakovanich 6 a 12 dnt
po infekci

5.3.2013 8.3.2013 12.3.2013

Genotyp m;'azsot‘” 6DPI 12 DPI 6DPI 12 DPI 6DPI 12 DPI
2

0,5 ml 9 9 7 7 11 12

Peredovik 1,0 ml 4 12 3 5 10 12

1,5 ml 5 10 4 7 11 12

0,5 ml 5 7 7 7 10 10

Giganteus 1,0 ml 4 8 6 8 9 11

1,5 ml 3 8 7 7 9 9

0,5 ml 8 9 8 8 9 9

HA-304 1,0 ml 4 9 7 7 6 7

1,5 ml 5 5 4 5 3 3

Tabulka 5: Vliv mnoistvi destilované vody pfi kultivaci na zdravotni stav listovych disk
nachylnych genotypti Helianthus annuus sledovany ve tfech nezavislych opakovanich 6 a 12 dnti po
infekci

5.3. 8.3. 12.3.

6DPI 12 DPI 6DPI 12 DPI 6DPI 12 DPI
0,5 ml BZ SUCH BZ SUCH BZ KONT

Peredovik 1,0 ml BZ BZ BZ BZ BZ BZ

1,5 ml BZ BZ BZ BZ BZ BZ
0,5ml SUCH SUCH SUCH SUCH BZ KONT
Giganteus 1,0 ml HN SUCH BZ HN BZ VoD
1,5 ml BZ VoD BZ VoD BZ VoD
0,5 ml BZ SUCH BZ SUCH BZ KONT
HA-304  1,0ml BZ VoD BZ VoD BZ VoD
1,5 ml BZ VOD BZ VoD BZ VoD

BZ - beze zmén; HN- hniloba LD; KONT - kontaminace jinymi organismy (bakterie, plisné); SUCH -
vysychani pletiva; VOD - vodnaténi pletiva
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6.1.3. Stanoveni optimalni teploty kultivace inokulovanych listovych diskt

Prvni sporulace se zacinala objevovat jiZz 6 DPI a to zejména u listovych disku
péstovanych pfi 21 °C nezdvisle na pouzitém izolatu (tabulky 6 a 8). Pocet infekci byl
obecné nejvyssi u LD péstovanych pfi 21 °C. Listové disky vsak jiz po 12 dnech
nebyly pouzitelné pro dalsi kultivaci — vodnatély, objevovaly se kontaminace (data
neuvedena). Druhy nejvyssi pocet Uspésnych infekci se vyskytoval v teploté 16 °C,
zatimco v 19 °C se Uspésné infekce objevovaly drive. Pouzité izolaty P. halstedii
nemély vliv na vysledky experimentu.

Tabulka 6: Vliv teploty kultivace na pocet infikovanych listovych diskd nachylnych genotypt

Helianthus annuus sledovany ve tfech nezavislych opakovanich 6 a 12 dni po infekci u izolatu
1108 (rasa 700)

14.3. 26.3. 28.3.
teplota 6 DPI 12 DPI 6 DPI 12 DPI 6 DPI 12 DPI
16°C 1 1 0 2 0 3
Peredovik 19°C 1 2 1 2 1 1
21°C 1 3 0 1 1 5
16°C 0 3 0 1 0 2
Giganteus 19°C 0 1 0 1 1 4
21°C 1 4 0 1 2 3

Tabulka 7: Vliv teploty kultivace na pocet infikovanych listovych diski nachylnych genotypt
Helianthus annuus sledovany ve tfech nezavislych opakovanich 6 a 12 dni po infekci u izolatu
1204 (rasa 710)

14.3. 26.3. 28.3.
teplota 6 DPI 12 DPI 6 DPI 12 DPI 6 DPI 12 DPI
16°C 0 4 0 5 0 3
Peredovik 19°C 1 2 1 1 1 2
21°C 1 1 1 2 0 3
16°C 0 1 0 1 0 2
Giganteus 19°C 1 1 0 2 1 4
21°C 0 1 0 3 2 3
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6.1.4. Stanoveni vlivu zatemnéni na uspésnost infekce

Infekce listovych diskd se vyskytovaly nezavisle na pouZitém izolatu. Celkem
ve 24 pripadech byla vyssSi nebo rychlejSi sporulace u LD, u kterych probéhlo
zatemnéni, zatimco pouze v Sesti pfipadech prevazovala infekce nezakryvanych LD.
V ostatnich pripadech nedoslo ke sporulaci nebo byly zdznamy o mnozstvi infekci
totozné (data nepublikovdna). Vzhledem kvelmi nizkému poctu infekci nejsou
vysledky prilis prikazné, mGzeme vsSak fici, Ze zakryvani prvnich 16-24 hodin

podporuje uchyceni infekce na LD nikoli mnozstvi celkovych infekci na LD.

Tabulka 8: Vliv zatemnéni listovych diskii prvnich 16-24 dni po infekci na pocet infikovanych
listovych diskd nachylnych genotyptd Helianthus annuus sledovany ve tifech nezavislych
opakovanich 6 a 12 dni po infekci u izolatu 1108 (rasa 700)

14.3. 26.3. 28.3.
zatemnéni 6 DPI 12 DPI 6 DPI 12 DPI 6 DPI 12 DPI
1 1 1 2 0 1
Peredovik ano
ne 0 1 0 0 0 1
. ano 0 3 0 0 0 0
Giganteus
ne 0 1 0 0 1 4

Tabulka 9: Vliv zatemnéni listovych diska prvnich 16-24 dni po infekcil na pocet infikovanych
listovych diskii nachylnych genotypti Helianthus annuus sledovany ve tiFech nezavislych
opakovanich 6 a 12 dni po infekci u izolatu 1204 (rasa 710)

14.3. 26.3. 28.3.
zatemnéni 6 DPI 12 DPI 6 DPI 12 DPI 6 DPI 12 DPI
1 2 0 0 0 1
Peredovik ano
ne 1 2 0 1 0 1
i ano 0 1 0 1 0 !
Giganteus
ne 0 0 0 2 1 4
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6.1.5. Stanoveni doby poti‘ebné pro uvolnéni zoospor

V pribéhu tohoto experimentu byly srovnany dva typy kultivace zoosporangii.
Kultivace vinokulu na povrchu agaru pomohla lépe odhadnout skutecny pocet
zoosporangii, které uvolni zoospory, zatimco kultivace pfimo na agaru lépe
simulovala skute¢né podminky pfi izolaci zoospor. U zoosporangii kultivovanych
pfimo na agaru hrozi riziko, Ze kapka okolo zoosporangia vyschne rychleji, nez se
zoospory staci uvolnit. Obecné se zoospory uvolnovaly rychleji pfimo vinokulu,
doba nutnd k uvolnéni zoospor se pohybovala mezi 45-60 minutami. U izolatu 1114
doslo k uvolnéni zoospor v extrémné kratké dobé, uz po 15 minutach, zatimco u
izolatu 1207 doslo k uvolnéni zoospor az po 75 minutach (tabulka 10). Doba nutna
k uvolnéni zoospor ze zoosporangii pfimo na agaru se obvykle pohybovala mezi 60-
75 minutami, doSlo ale i k nékolika odchylkdm (tabulka 11). Celkové mnoZstvi
zoosporangii, které uvolnily zoospory, bylo pomérné vysoké, kromé izolatl 1203 a

1009 vzdy prevysilo 80% vsech zoosporangii kultivovanych na agarové plotné.

Tabulka 10: Doba nutna k uvolnéni prvnich zoospor ze zoosporangii kultivovanych v destilované
vodé rozlité po povrchu agarové plotny a Zivotaschopnost jednotlivych izolatu.

Uvolnéni prvnich zoospor

lzolat Rasa 15MPlI 30 MPI 45 MPI 60 MPI 75 MPI procento
izolatu Zsuz YV
1201 710 - - - X 96,84
1202 710 - - X 84,62
1203 710 - - X 68,32
1204 710 - - - X 84,71
1205 710 - - - X 85,96
1206 neurcéeno - - X 89,32
1207 710 - - - - X 95,65
1208 710 - - - X 95,81
1210 704 - - - X 84,68
1108 700 - - - X 86,72
1112 704 - - - X 84,71
1114 700 X 96,23
1115 704 - - - X 96,40
1124 710 - - - X 88,24
1125 710 - - - X 97,22
1009 710 - - - X 74,67
0001 710 - - - X 96,23

- zoospory nepritomny

X zoospory pfitomny

Y Procento zoosporangii z celkového po&tu zoosporangii na agarové plotng, které
prokazateln€ uvolnily zoospory po 24hodinové kultivaci.
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Tabulka 11: Doba nutna k uvolnéni prvnich zoospor ze zoosporangii kultivovanych na povrchu
agarové plotny.

Uvolnéni prvnich zoospor

Izolaty Rasa 15MPI 30 MPI 45MPI 60MPI 75MPI 90 MPI 105 MPI

izolatu
1201 710 - - - X
1202 710 - - - - X
1203 710 - - - - X
1204 710 - - - - - - -2
1205 710 - - - - X
1206 neurceno - - - - X
1207 710 - - - X
1208 710 - - - - - - X
1210 704 - - - - X
1108 700 - - - - X
1112 704 - - - X
1114 700 - - X
1115 704 - - - - X
1124 710 - - - X
1125 710 - - - - X
1009 710 - - - - - X
0001 710 - - - - - X

Pozn.: a) nedoslo k vyskytu Zivych zoospor ani na po 120 min. kultivace

6.2. Vytvorené monozoosporické izolaty
MZSI s homogenni genetickou informaci byly vytvareny z izolatl posbiranych
v letech 2012 (tabulka 1). Za cca pUl roku se povedlo vytvorit 7 kloni z materskych
izolatd 1201 (rasa 710), 1203 (rasa 710), 1204 (rasa 710), 1206 (neurcena rasa),
1207 (rasa 710) a 1208 (rasa 710). V pripadé izolatu 1201 byly vytvoreny dva klony.
Vsechny materské izolaty pochazely zlokality Olomouc-Holice. Dva MZSI
(izoldty 1201 a 1207) byly testovany mym spoluzakem, T. BartGkem (BP, KEZP UP

v Olomouci, 2013), ale prozatim neni rasa urcena.



7. Diskuze

Tvorba MZSI je ndrocny proces s nejasnym vysledkem, ktery lze ovlivnit
dodrzenim optimalniho postupu, cvikem a zkuSenostmi pracovnika, ktery MZSI
pfipravuje. Uspénost izolace je pFesto pfi dodrieni viech nezbytnych podminek
pomérné nizka. V praméru je pro ziskani jednoho MZSI nutné izolovat cca 100
zoospor (Spring, 2012, osobni komunikace).

V prlibéhu optimalizace metod pro kultivaci MZSI P. halstedii bylo stanoveno,
Ze nejvhodnéjSim genotypem pro pfipravu LD je nachylny kultivar slunecnice rocni
Peredovik. Nejlépe ze vSech porovnavanych genotypu odolaval drobnym poranénim
a otlakim na pletivu. Neprojevovaly se na ném vyrazné patologické zmény typu
vodnaténi nebo hniloba jako u ostatnich zkoumanych genotyp(i. Nejméné vhodny
pro kultivaci na listovych discich je kultivar Giganteus — jako prvni podléha
patologickym zméndm, pletivo je krfehké, snadno poranitelné a brzy vodnaté.
Kultivar HA-304 je vtomto sméru odolnéjsi, ale P. halstedii na téchto discich
nejméné ochotné sporuluje. Zjisténé vysledky jsou v rozporu s poznatky Springa et
al. (1997), ktery pouZiva k tvorbé listovych disk(l pravé cv. Giganteus. Prestoze se
vysledky ze tretiho opakovani mirné lisily od dvou predchozich, obecny trend je
stejny. Ke zkresleni vysledk( mohlo dojit vlivem poutZiti mirné koncentrovanéjsiho
inokula, nebo inokula, u kterého se témér ze 100 % zoosporangii uvolnily zoospory.
Vtomto ohledu je prdce s biotrofnimi patogeny problematickd; i pres veskerou
snahu neni mozné zajistit naprosto shodné opakovatelné podminky.

Testovanim bylo zjisténo, Ze optimalni objem vody pro péstovani
inokulovanych disk je 1 ml. 0,5 ml velmi snadno vysycha i v uzaviené desticce a
listovy disk neprezije potfebné dlouhou dobu, aby umoznil sporulaci plisné. Kultivar
HA-304 sice je schopen prezivat i v malém objemu vody, ale pocet Uspésnych infekci
je v porovnani s cv. Peredovik nizSi. Mohlo by se zdat, Ze objem 1,5 ml odstrani
problém s vysychdnim pletiva. V tomto ptipadé vsak casto dochazelo k vodnaténi
pletiva. Vodnaté pletivo neposkytuje vhodné podminky pro rist plisné a zaroven je
nachylnéjsi ke kontaminaci bakteriemi. Vysledek odpovida predchozim poznatkim,
Spring et al. (1998) pouZiva objem 750 pl. Tento objem ale neni optimalni v nasich

podminkach — na rozdil od Springa et al. (1998) jsme pouZzivali kultiva¢ni desticky

38



39

s 12 jamkami, které jsou vétsi nez na 25 jamkovych destickach, které jsou pouzité
v plvodni metodice. Objem destilované vody je pfilis nizky aby zcela pokryl dno 12
jamkovych desticek a listovy disk kultivovany v tomto objemu ma tendenci vysychat.
Musime vsak konstatovat Ze niz$i objem vody v mensi jamce kultiva¢ni desticky
v kombinaci s listovymi disky zcv. Giganteus mlzZe poskytovat dobré vysledky.
Problém kontaminace listovych disk( jinymi organismy byl v minulosti feSen
pridavkem antibiotik (Sackston a Anas, 1991). Vliv antibiotik na kli¢eni zoospor ale
neni dostatecné probadan a tato problematika vyzaduje dalsi studium.

V literature je uvedena teplota vhodna pro inokulaci 15 °C, teplota vhodna pro
kultivaci inokulovanych rostlin je 20 °C (Cohen and Sackston, 1973). Tento pfistup
vSak vyZaduje fytokomory nebo kultivaéni skfiné nastavené na rGzné teploty. Z toho
dlvodu bylo nasi snahou stanovit teplotu, kterd je vhodna jak k inokulaci, tak ke
kultivaci listovych disk(. Z experimentu vyplyva, Ze pfi Zadné z testovanych teplot P.
halstedii ani listové disky nerostly vyrazné lépe. Predpokladana optimalni teplota 19
°C, pfi které jsou inokulované listové disky bézné péstovany (Spring, Ustni sdéleni)
vyhovuje kultivaci stejné jako v literature uvadéna teplota 16 °C (Spring et al., 1997).
Péstovani listovych diskd pfi 21 °C nebylo tolik vhodné, vzhledem k tomu, Ze diky
vysSsi teploté se urychlovala infekce a LD byly v horSim stavu nez pfi 16 °C a pletivo
se v poslednich dnech experimentu (15 DPI) zacinalo rozpadat. Na rozdil vsak u
teploty 16 °C bylo pletivo hostitele delSi dobu neposkozené a P. halstedii proto méla
delsi ¢asovy usek ke kolonizaci pletiva produkci sporangiofort. Prvni sporangiofory
se na pletivu objevovaly po 6 dnech, coZ odpovida poznatkim z literatury, ktera
uvadi rozmezi 6-10 DPI (Spring, 1998).

Spring (1998) uvadi, Ze zatemnéni LD po inokulaci napomahd ujimani zoospor.
Nas experiment vSak ukazal, Ze zatemnéni LD po inokulaci nema vliv na mnozstvi
uspésnych infekci, ale spise urychluje vyskyt prvnich infekci. Tento rozdil mohl byt
zpUsoben tim, Ze zatimco my jsme k inokulaci pouZzivali pfimo zoospory, Spring et al.
(1998) poutzival sporangia, kterd vyzaduji kultivaci ve tmé pravé pro uvolnéni
Zoospor.

V poslednim z experimentl, ktery probihal, se stanovovala doba nutna
k uvolnéni zoospor ze zoosporangii, kterd je klicova maximalni vyuZiti co nejvétsiho

mnozstvi zoospor pfi jejich odchytu kapilarou. Primérna doba potiebna k uvolnéni



40

zoospor se pohybovala kolem 60-75 minut. Pozorovali jsme obecny trend, Ze ze
sporangii pfimo na povrchu agaru se zoospory uvolfiuji méné ochotné a az po
delSim ¢asovém intervalu. Zoospory se uvolfiovaly cca o 15 minut dfive, pokud se
zoosporangium vyskytovalo v destilované vodé. Podle naSich zkusSenosti je ale
rychlejsi uvolnéni zoospor nema pro tvorbu MZSI vétsi vyznam.

Podle zkuSenosti z vlastni tvorby MZSI k objeveni prvnich zoospor dochazelo
skute¢né po 60 minutdch kultivace. Pfi praci sizolaty ale nikdy nedochazelo
k vyskytu takhle opoZdéné. Pravdépodobné to bylo zplsobeno prenasenim
agarovych ploten mezi kultivacni skfini a mikroskopem. Zoospory nebyly neustale
zakryté kvlli jednotlivym kontroldm po 15 minutach, a proto se pravdépodobné
doba potfebnad k uvolnéni zoospor prodlouzila cca o 15 minut.

Izolaty Cislo 1204 a 1114 nereagovaly standardné, u izolatu 1204 se i po
nékolika opakovanich nepodafilo zjistit vyskyt zoospor ani po 120 minutach i pres
to, Ze pfi preoCkovavani a mnozeni tohoto izolatu se Zadné problémy nevyskytovaly
a také vpribéhu experimentl optimalizace metodiky reagoval srovnatelné
s druhym pouZitym izolatem. lIzolat 1114 zase reagoval naprosto opacnym
zpUsobem, zoospory byly zaznamenany uz po 15 minutach kultivace. To mohlo byt
zpusobeno tim, Ze izolat 1114 byl testovan jako posledni v poradi a protoze délozni
listky s inokulem jsou skladovany ve vihkém prostfedi, mohlo k uvolnéni zoospor
dojit jesté pred pftipravou inokula. Co se tyce poméru zoosporangii které uvolnily
zoospory a zoosporangii, které byly pravdépodobné mrtvé, ani jeden zizolatli se
vyznamné neodchyluje od ostatnich.

V prlibéhu tohoto experimentu také bylo prokdzadno, Ze u vSech izolatd
zoospory uvoliuje priblizné 70% a vice zoosporangii, coZ je vice neZz dostacujici

pocet zoospor pro efektivni izolaci zoospor a naslednou kultivaci MZSI.



8. Souhrn

Ve své bakaldrské praci jsem se zabyvala technikami kultivace a izolace plisné
slunec¢nicové a upravou kultivace listovych diskd pro vytvareni MSI. Kapilarni
technika monosporické izolace se ukazala jako jedind vhodna pro Plasmopara
halstedii z dGvodd pohyblivych zoospor, které je tézké izolovat jinym zplsobem a
neposkodit. Ddale byla optimalizovana metodika pro kultivaci monosporickych
izolatll pro fytopatologickou laborator Katedry botaniky PfF UP v Olomouci. Pro
odvozeni listovych disk(i Ize doporudit kultivar Peredovik, naslednou kultivaci
vobjemu vody 1 ml/jamka desticky s12 jamkami, teplotu pro péstovani
inokulovanych listovych disk(i v rozmezi 16-19°C. Naopak zatemnéni listovych disku
16-24 hodin po inokulaci pravdépodobné nema tak velky vliv na dspésnou inokulaci
pletiv jako u peronospor, které netvofi zoospory.

Vramci prace se podafilo se vytvofit 7 monosporickych izolatl (klon()
z materskych izolatl: 1201 (dva klony), 1203, 1204, 1206, 1207 a 1208, které budou

vyuzity pro dalsi praci s Plasmopara halstedii.
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