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Souhrn

V této bakalarské praci jsem se zaméfila na polymorfni markery Plasmopara halstedii, pivodce

plisné€ slunecnice, a jejich vyuziti pro genetickou analyzu variability evropskych populaci.

Teoreticka Cast je zaméfena na charakteristiku tiidy Oomycetes, ¢eledi Peronosporaceae,
biologie, zivotniho cyklu a hostitelského okruhu Plasmopara halstedii. Druha polovina
teoretické Casti je veénovana mikrosatelitim, jejich klasifikaci a pouziti v populaéné

genetickych studiich.

V ramci experimentalni ¢asti byla provedena analyza 162 vzorkt Plasmopara halstedii pomoci
40 mikrosatelitnich markerd. Ze 40 markert bylo oznaceno jako polymorfni
11 mikrosatelitnich markerd. Tyto markery byly nasledné vyuzity k populacné genetickym
analyzam péti metapopulaci z Ceské republiky, Némecka, Francie, Ruska a Madarska,

a srovnavany se vzorky z dalSich oblasti.
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Summary

In this bachelor thesis | focus on polymorphic markers of Plasmopara halstedii, the cause
of sunflower downy mildew, and their usage for genetic analysis of variability of its European

populations.

The theoretical part characterises class Oomycetes, family Peronosporaceae, with focus
on biology, life cycle and host range of Plasmopara halstedii. The second half of theoretical

part is dedicated to microsatellites, their classification and usage in population genetic studies.

Within the experimental part of this thesis, 162 samples of Plasmopara halstedii were analyzed
using 40 microsatellite markers. Out of the 40 markers, 11 microsatellite markers were
identified as polymorphic. These markers were then used for genetic analysis
of 5 metapopulation from the Czech Republic, Germany, France, Russia and Hungary, and

were compared with samples from other areas.
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1 Uvod

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala analyzou genetické variability a populacné
genetické struktury izolatd plisn€ slunecnicové (Plasmopara halstedii) pochazejicich
z n¢kolika evropskych statli, doplnéné o izolaty ze Severni a Jizni Ameriky. Plasmopara
halstedii se fadi mezi zastupce tiidy Oomycetes, ¢eledi Peronosporaceae a rodu Plasmopara.
Je to obligatné biotrofni parazit, ktery ma Siroky okruh hostitelti. Jednim z nejvice postizenych

hostitelt je slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus).

Pro tyto analyzy byly vyuzity mikrosatelitni markery, tedy kratké tandemové repetice,
dlouhé 1-6 bazi, uplatiujici se jako genetické markery hlavné pii studiu struktury populaci
nebo analyzy paternity. Jejich vyhodou je kodominance, vysoka mira polymorfismu a roz§ifeni
Vv celém genomu. Byl provadén vybér variabilnich a dobife hodnotitelnych markert, a to pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR), s naslednou separaci a detekci PCR produkti
pomoci polyakrylamidovych gelt nebo kapilarniho sekvenatoru. Ziskana data byla hodnocena
na né€kolika urovnich - podle variability jednotlivych markerl; genetické variability
metapopulaci pochazejicich z riznych statl; a rovnéz konstrukei grafickych vystupi

ptiblizujici vzdjemné vztahy mezi izolaty.



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroji a vypracovani reSerSe na dané téma.
2. Analyza 162 vzorkt Plasmopara halstedii pochazejicich z nékolika evropskych stati
pomoci 40 mikrosatelitnich marker:
a) provést extrakci genomické DNA ze spor;
b) PCR reakce;
c) detekci PCR produkt pomoci elektroforetické separace.

3. Vyhodnoceni ziskanych dat a interpretace vysledkd.



3 Literarni prehled
3.1 Charakteristika tridy Oomycetes

Ttida Oomycetes zahrnuje houbam podobné heterotrofni organismy, spolu s rozsivkami
a hnédymi fasami fazené do infrafise Stramenopila (McGowan et Fitzpatrick, 2020), ktera
je soucasti eukaryotické superskupiny SAR (Adl et al., 2018). Zastupci této tiidy jsou saprofyté
nebo parazité eukaryotnich hostitelti obyvajicich jak mofte, sladké vody, tak pudni ekosystémy,
a jsou uvadéni jako ekonomicky vyznamné patogeny hospodatskych rostlin (Lamour
et Kamoun, 2009). Velmi rozmanité jsou z hlediska svého zivotniho stylu, patogenity a okruhu
hostiteld. Vice nez 60 % vSech znamych druhii oomycet predstavuji patogeny rostlin (Thines
et Kamoun, 2010). Mezi nejznaméjsi zastupce patiéi plisen bramborova (Phytophthora
infestans), zpusobujici pliset bramboru, rajcat a dalSich zastupcu celedi Solanaceae,
Phytophthora sojae nebo Phytophora cinnamoni, ktera ma velmi $iroky okruh hostitelti a mize
infikovat az 3000 hostitelskych druhi (McGowan et Fitzpatrick, 2020). Své rostlinné hostitele
nezabiji, ale piisobi velké Skody (Spring et al., 2018). Oomycety jsou vyznamnymi patogeny
nejen rostlin, ale i mikroorganismi, hmyzu, korysu, ryb a obratlovet (Kamoun, 2003). Vodni
oomycety jsou na rozdil od pevninskych druhi méné prozkoumany (Derevnina et al., 2016).
Diive byla onemocnéni zptisobena témito organismy nazyvana mykozy, v soucasnosti
se pouziva oznafeni oomycetdozy. Bunééné stény se skladaji z polymert [-1,3-glukanu
a celulozy, obsahuji ovSem malo chitinu, coZ je u hub podobnym organismim nezvyklé
(Kamoun, 2003). Pies podobnosti v morfologii a rozmnozovani maji oomycety k houbam

fylogeneticky velmi daleko, jak je zfejmé z Obrazku 1 (McGowan et Fitzpatrick, 2020).

Oomycety se pravdépodobné vyvinuly v moiském prostiedi, podle soucasnych poznatki
se predpoklada, ze prechod na sous$ probéhl v ramci této tfidy nejméné Ctyfikrat nezavisle
po sob¢ (Thines et Kamoun, 2010). Parazitismus rostlin se v ramci oomycet vyvinul nezavisle
nejméné tiikrat. Stejné jako dalsi fytopatogeny, i oomycety jsou schopny produkovat Siroké
spektrum efektorovych proteind, kterymi ovliviiuji metabolické dé&je svych hostitelt (Thines
et Kamoun, 2010).

Velikost genomu zastupcu této téidy lezi v rozmezi 33,9—-295,3 Mbp (McGowan et Fitzpatrick,
2020). Zajimavym aspektem genomu oomycet je fakt, ze druhy vykazuji rizné varianty ploidie

a mohou existovat i jako triploidi nebo polyploidi (Derevnina et al., 2016).

Patogenni oomycety zpusobuji zavazné ekonomické ztraty a poSkozeni ekosystému (Derevnina

et al., 2016). Kli¢em k uspéchu patogennich oomycet spociva v jejich schopnosti pfizplsobit

3



se a zaroven piekonat obranné mechanismy hostitele a piejit na nové hostitele. Jednim
ze zpusobu, ktery to umoznuje, je schopnost rozmnozovat se sexualné a/nebo asexualné Cili
klonaln¢ (Thines, 2014). Porozuméni evolu¢nim mechanismim muize pomoci v integrované

ochrané proti oomycetézam (Sharma et al., 2015).

___eEhoioouy

E@wa:esh ™
e A | st 1
| —\_ grown Algee | Stramenopila

Animals____

| )
S— |
Fungi— 1

|l__|]
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Oomycetes

Obrazek 1: ZjednoduSeny fylogeneticky strom eukaryot ukazujici vzdaleny vztah oomycet

a hub (Fungi). (Pfevzato z McGowan et Fitzpatrick, 2020).

3.1.1 Celed’ Peronosporaceae

Zastupci celedi Peronosporaceae jsou parazitujici patogenni organismy, oznacované v Ceské
literatute jako plisné nebo neprava padli a v anglické literatufe pojmem downy mildews.
V ramci této Celedi bylo popsano vice nez 19 rodu a 700 druhti (Thines et Choi, 2016).
V pribéhu napadeni hostitele (patogeneze) se u nich vytvaii tzv. haustoria, jimiz pronikaji
bunécnou sténou hostitelské bunky bez naruseni jeji cytoplasmatické membrany. V takovém
ptipadé hostitelska bunika nehyne a mize dale zasobovat patogena metabolity (Spring et al.,
2018). Biotrofie neboli vazba parazita na ziva pletiva hostitele (\VVleeshouwers et Oliver, 2014)
se v ramci skupiny peronospor vyvijela pozvolng, pies tzv. oportunni patogenismus
a hemibiotrofii (Thines et Kamoun, 2010). Oportunni patogeny obvykle neposkozuji hostitele,
ale mohou se stat patogennimi pfi vystaveni organismu stresu nebo béhem starnuti (Brown
etal.,, 2012). Hemibiotrofie je kombinaci pocate¢ni a piechodné biotrofie nasledované
nekrotrofii a saprotrofii (Horbach et al., 2011). U nékterych zastupct ¢eledi Peronosporaceae
se vyvinul vysoky stupen specializace na hostitele, ktery vede K obligatni biotrofii

se snizovanim dopadu na fitness hostitele (Thines et Kamoun, 2010). Obligatni biotrofie



je zpusob zivota, kdy neni patogen schopen dokoncit sviij zivotni cyklus bez hostitele, tj. bez

svého hostitele nemtize byt ani kultivovan (Gascuel et al., 2015).

3.1.2 Plasmopara halstedii (Farlow) Berlese & de Toni

Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & de Toni (1888), ¢esky nazyvana vietenatka slune¢nicova
nebo také plisen slune¢nicova, je jednim ze 144 zastupcu rodu Plasmopara (Index Fungorum,
2020). Jelikoz je PI. halstedii obligatni biotrofni parazit, nelze ji kultivovat bez zijiciho hostitele
(Sharma et al., 2015). Hostitelem zastupct rodu Plasmopara jsou vyhradné rostliny (Kamoun,
2003). PI. halstedii je ptvodcem onemocnéni oznaCované jako plisen slunecnicova.
Plasmopara je dipoloidni, homothalickd a rozmnozuje se jak sexualné, tak klonaln¢ (Gascuel
et al., 2015). PI. halstedii byla oznaCena jako 16. nejvyznamnéjsi zastupce oomycet, jak
po ekonomické, tak védecké strance (Drabkova Trojanova et al., 2018). Velikost genomu PI.

halstedii odpovida 75,3 Mbp (Sharma et al., 2015).

Taxonomické zafazeni Plasmopara halstedii

Synonyma nazvu: Peronospora halstedii Farl., (1882) Plasmopara helianthi Novot., (1962)

Doména: Eukaryota

InfrafiSe: Stramenopila

Rige: Chromista

Kmen: Oomycota

Trida: Oomycetes

Rad: Peronosporales
Celed: Peronosporaceae
Rod: Plasmopara

Druh: Plasmopara halstedii



3.1.2.1 Geografické rozsireni patogena

Plasmopara pochazi ze Severni Ameriky, kde byla poprvé objevena botanikem Byronem
D. Halstedem na rostlin¢ Eupatorium purpureum v roce 1876. Pozd¢ji byla popsana Farlowem
(Trojanova et al., 2017). Okolo roku 1960 byla objevena v Rusku a zapadni Evropé, kam
se pravdépodobné dostala infikovanymi semeny (Gascuel et al., 2015). Celosvétové bylo
identifikovano vice nez 44 patotypt (Trojanova et al., 2017). Tento patogen byl nalezen
ve veétsin€ zemi svéta, ve kterych se péstuje slunecnice, jako jsou napiiklad: USA, Kanada,
Francie, Spanélsko, Némecko, Ukrajina a Rusko (Gascuel et al., 2015). Je oviem rozsifen

i v jizni Americe, Asii, Africe a Ocednii (Sindelkova et al., 2008).

3.1.2.2 Hostitelské rostliny

Plasmopara halstedii sensu lato ma velmi Siroky okruh hostitelskych rostlin. Jedna
se pfedev§im 0 zastupce fadu hvézdicotvarych (Asterales). Dodnes je znamo alespon
35 ruznych druht rostlin ¢eledi Asteraceae, které Pl. halstedii napada, predev§im zastupce

podceledi Asteroideae a Chicorideae (Rivera et al., 2016).

Slune¢nice roéni (Helianthus annuus L.) je jednoleta bylina, pivodem ze Severni Ameriky.
Lodyha je jednoducha, dlouha 1-2,5 metri se stfidavymi listy. Ubory jsou jednotlivé a koncové,
otaci se za sluncem. Je péstovana po celém svété hlavné pro své olejnaté nazky, ale 1 jako

okrasny druh (Kirschner et Sida, 2004).

Sluneénice pozdni (Helianthus x. laetiflorus Pers) je robustni vytrvala bylina. Tento druh vznikl
kiizenim slune¢nice tuhé (Helianthus pauciflorus) a slune¢nice topinambur (Helianthus
tuberosus). Hojné je péstovana v Severni Americe a v Evropé, ¢asto pro okrasu (Kirschner
et Sida, 2004).

Krom¢ sluneénic je PIl. halstedii patogenem tiapatky (Rudbeckia), pelyiiku (Artemisia),
nestarce (Ageratum), ambrosie (Ambrosia), zlatobylu (Solidago), muzaku (Silphium), kozi
brady (Tragopogon), sporyse (Verbena), sporySovky (Verbesina), fepené¢ (Xanthium),
hvézdnice (Aster), chrpy (Centaurea) a dalsich rodd rostlin (Sindelkova et al., 2008).

3.1.2.3 Biologie a Zivotni cyklus
Prestoze je Pl. halstedii ptidnim patogenem, jeji biologie a potazmo i zivotni cyklus jsou

kriticky zavislé na vodé a hostitelské rostling. Zivotni cyklus Pl. halstedii zagina tlustosténnou
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osporou, ktera vznikd sexudlnim rozmnoZovanim a piezimovala v pidé (Sindelkova et al.,
2008). Tato oospora ma na povrchu tlustou bunéénou sténu, diky které mize prezit v pudé
a sifeni PI. halstedii, jsou teplota a vlihkost. Optimalni teplota pro kli¢eni oospor je 1416 °C
(Sindelkova et al., 2008). Z oospory kli¢i zoosporangium, ze kterého se do vody uvoliiuji
dvojbicikaté zoospory (Gascuel et al., 2015). Za ptiznivych klimatickych podminek jsou
v n¢kterych oblastech povazovany infekce sporangii za dulezity faktor pro Sifeni choroby,
obvykle jsou ale malo vyznamné (Sindelkova et al., 2008). Zoospory ve vodé zistavaji
pohyblivé nekolik hodin (Cabi, 2020). Zoospora v prabéhu nékolika hodin kli¢i a vstupuje
do kofene napadené rostliny. Zoospory Plasmopary uvolnéné ze zoosporangii odvozenych
od oospor napadnou kofeny slune¢nice na zacatku jara a tim dojde k primarni infekce.
V ptipadé, Ze zoospory infikuji mladé semenacky slunecnice, dochédzi k vaznym infekcim.
Prvnim zplisobem vstupu zoospory do rostliny je ptimy vstup do buiiky kofene. Druhym
zpuisobem je vstup skrze poranéni, ktera se Casto nachéazi u baze kotenovych vlaski. Hyfy
Pl. halstedii prostupuji skrz intercelularni prostor smérem ke vzrostnému vrcholu napadené
rostliny (Gascuel et al., 2015). Za vhodnych podminek (vysoka vzdu$na vlhkost a stfedné
vysoka teplota) nastavd na napadenych listech asexudlni sporulace (Cabi, 2020). Vyrustaji
zoosporangiofory se zoosporangii. Ta jsou rozsifena vétrem na okolni rostliny, kde mohou
uvolnit az 20 zoospor (Gascuel et al., 2015). Takto dochazi k sekundarni infekci, ktera

zpusobuje na listech 1éze ohranicené zilnatinou (Sedlafova et al., 2020).

Ve vzacnych piipadech dochazi k proniknuti spor skrz praduchy listd (Gascuel et al., 2015).
Koncem sezony dochézi k sexualnimu rozmnoZovani, pii némz splyvaji sam¢i antheridium
se sami¢im oogoniem. Vysledkem je tlustosténna oospora. Pl. halstedii je druh homothalicky,
coz znamena, ze k sexualnimu rozmnoZzovani neni tieba setkani dvou fyziologicky odlisnych
myecelii (Sedlafova et al., 2010). Zpisoby ptenosu Pl. halstedii mohou byt rizné. Muze byt
prenaSena vétrem nebo vodou, nejcastéji je vSak prenasena kontaminovanou pudou. Jelikoz
je pocet napadenych semen nizky, pfenos semeny se objevuje velmi sporadicky a tato
problematika je predmétem soustavné diskuse (Spring, 2019). Bylo zjisténo, Ze druhotna
infekce prostfednictvim sporangii je schopna v pribéhu sezoény vyvolat v rostlinach latentni
(bezptiznakové) onemocnéni a vytvofena semena mohou piendset houbu v latentni formé
(Sindelkova et al., 2008). K zamoteni aredlu dochazi p¥i opadu rostlinnych zbytki a jejich

nasledném zapracovanim do ptady (Spring, 2001).



3.1.2.4 Symptomy

Symptomy primarni infekce zavisi na mnozstvi inokula, stafi pletiva, podminkach prostiedi
ana odradové reakci. Pliseni se objevuje po celou dobu vegetace (Sindelkova et al., 2008).
Nejmarkantnéji se ptiznaky projevuji zmenSenym vzrastem rostlin, zménou barvy listl
a sporulaci patogena na spodni strané listu (Gascuel et al., 2015). Mezi dalsi pfiznaky patii
infekce kotent, systémova infekce lodyhy, infekce kvétniho tboru a listova infekce v podobé
hranatych skvrn na listech. Napadeni listu postupuje od baze listu smérem ke Spicce
(Sindelkova et al., 2008). Na spodni strané listu se za vlhka objevuje bélavy, pozdgji sedavy
vyvySeny povlak sporangioforti S nepohlavnimi zoosporangii (Obrazek 2) (Sedlarova et al.,
2010). Béhem ristu slune¢nice dochazi k sekundarni infekci. Ta je zplsobena zoosporami,
které jsou uvolnény ze zoosporangii sousednich nakazenych rostlin. Symptomy sekundérni
infekce vétsinou nebyvaji tak zavazné jako symptomy primarni infekce (Gascuel et al., 2015).
Vétsina systémové infikovanych rostlin tvofi jen ojedinéle Zivotaschopna semena, anebo

odumie jesté pred dozranim semen (Sindelkova et al., 2008).

5498158

Obrazek 2: Sporulace plisn¢ slune¢nicové na spodni strané listu slune¢nice ro¢ni (Helianthus
annuus). (Pfevzato z: https://www.ipmimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5498158, 24. 3.
2020)

3.1.2.5 Detekce a identifikace Plasmopara halstedii v hostiteli

Pro detekci PI. halstedii v hostiteli je uspésné pouzivana metoda ELISA, coz je enzymova
imunologicka metoda slouzici k detekci antigenti, zalozena na vysoce specifické interakci

antigenu s protilatkou. Pouziva se k detekci patogenu v potencialné napadenych pletivech
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(Liese et al., 1982). Svételna mikroskopie je vyuzivana K orientaénimu vySetieni napadenych
rostlin. Posuzuji se morfologické znaky infekénich struktur plisn€, predev§im monopodialné
vétvené sporangiofory na koncich vétvi zuzené a zakoncené vétSinou tfemi sterigmaty

(stopetkami), nesoucimi vej¢ité az eliptické hyalinni sporangia (Sindelkova et al., 2008).

V ochrané slunec¢nice a predevsim pudy pifed promotenim Pl. halstedii se vyuziva komplex
opatieni - hybridi slune¢nice s geny rezistence, vysev v optimalnim terminu a moiené osivo,
které diky ptitomnosti fungicidu ochrani nachylnou rostlinu v kritickych prvnich fazich ristu

(Drabkova Trojanova et al., 2018; Kazda et al., 2018; Sedlafova et al., 2020).

Piedmétem soustavného (byt’ prozatim neuspésného) vyvoje je navrzeni PCR testa pro detekci
jednotlivych ras patogenu (Sindelkova et al., 2008). Pro molekularni identifikace patogena jsou
pouzivany bézné barkodingové markery - napt sekvenace ITS regionu (Internal Transcribed
Spacer) - viz kapitola Molekularni markery uZivané v taxonomickych a popula¢né genetickych
studiich PI. halstedii.

3.2 Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou tandemové se opakujici motivy o délce 1-6 bazi, které byly nalezeny
v genomech vsech doposud zkoumanych prokaryotickych i eukaryotickych organizmi (Zane
et al., 2002). Vyskytuji se také v genomu mitochondrii a chloroplasti. Pro mikrosatelity
je charakteristicky nizky stupeit opakovani na lokusu (5-100) (Kalia et al., 2011). Mikrosatelity
se obvykle nachazi v nekodujicich oblastech genomu, kde muze dojit k zaméné, ztraté nebo
naopak ke zvétSeni poctu nukleotidli, a nasledné k fixaci takové zmény. Vyskyt v kodujicich
oblastech genomu je méné Casty (Zane et al., 2002). V anglické literatuie se nejcastéji oznacuji
jako simple sequence repeats (SSR), mén¢ Casto jako variable number tandem repeats (VNTR)
nebo short tandem repeats (STR) (Selkoe et al., 2006).

Mikrosatelity vykazuji vysokou miru polymorfismu, jsou kodominantni a jsou rozSiteny
po celém genomu (Bennet, 2000). DNA obklopujici mikrosatelitni lokus se nazyva flanking
region neboli ohranicujici repetice. Tato oblast je na rozdil od vlastniho mikrosatelitu vysoce
specificka pro konkrétni druh nebo skupinu blizce si ptibuznych druht, a jsou do ni cileny
primery, jejichz pomoci je mozno dany lokus amplifikovat. S tim souvisi hlavni nevyhoda
uvadéna u mikrosatelitnich markert, tedy ze jejich primery musi byt izolovany de novo
pro kazdy druh, coz je narocné jak ¢asove tak financ¢né (Dutech et al., 2007). Vysoka specifita

pouzitych primerd je nezbytna i pii taxonomickych studiich herbafovych polozek, kdy
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je pii extrakci DNA pouzita ¢ast infikovaného listu a extrahovana DNA obsahuje jak DNA
patogena, tak DNA hostitelské rostliny (Choi et al., 2015). To potom komplikuje nebo
znemoznuje vyuziti marker zalozenych na univerzalnich primerech (AFLP, RAPD)
a upfednostiiuje pouziti metod vyuzivajici specifické primery (Giresse et al. 2007, Delmotte
et al., 2008, Choi et al., 2015), v¢etné mikrosatelitnich markerti (Rouxell et al., 2012).

Dalsi nevyhodou mikrosatelitnich markert je ptitomnost nulovych alel. Nulové alely se nachazi
u vetSiny taxond a jsou zpusobeny mutaci v sekvenci vézajici primer, kterd zabranuje
amplifikaci postizené alely (Carlsson, 2008). Alelova homoplazie popisuje stav, kdy se dvé

ruzné alely jevi jako identické, ale nepochazi od spole¢ného piedka (Estoup et al., 2002).

Obecné jsou mikrosatelitni lokusy vyuzivany pro svou vysokou miru variability pro analyzu
paternity, konstrukci genovych map, mapovani genti a pro zjisténi genetickych a evolu¢nich
vztahu (Kalia et al., 2011). V popula¢né genetickych studiich je pravé vysoky stupen
polymorfismu mikrosatelit vyuZzivan ke sledovéani genetické struktury a diverzity populaci

patogenu (Salgado-Salazar et al., 2015).

Mechanismus vzniku variability v mikrosatelitnim lokusu umoziujici detekovat rozdily mezi
jedinci je oznacovan jako "DNA slippage” nebo “slipped strand mispairing”. Dochazi k nému
v prubéhu replikace DNA (Bennet, 2000). Komplex DNA polymerazy a nové syntetizovaného
vlakna se muze docasné oddélit od templatového vldkna DNA. V tsecich vldkna, které
obsahuje repetitivni sekvence, se DNA polymeraza znovu spoji s templatovym vlaknem (Sehn,
2015). V dusledku nespravného parovani dojde ke skluzu mezi templatovym a nové
vznikajicim vlaknem. V1akno nenasedne do spravné pozice, a to se bud’ miize prodlouzit, anebo
zkratit pravé o repetitivni sekvenci. Nesparovana ¢ast DNA vldkna vytvoii smycku neboli
"loop". Pokud je smyc¢ka vytvoiena na nové syntetizovaném vlakné, dojde k pfidani opakujiciho
se motivu repetitivni sekvence. Pokud smyc¢ka vznikne na templatovém vlaknu, je nucena

se vystiihnout. Obvykle dojde k posunu o jednu nebo vice jednotek repetice (Bennet, 2000).

3.2.1 Klasifikace mikrosatelitu

Mikrosatelity 1ze klasifikovat na zakladé typu opakujici se sekvence, poctu nukleotidl
a lokalizace v genomu (Kalia et al., 2011). Na zakladé typu opakujici se sekvence se déli
na dokonalé, nedokonalé, pterusené a slozené (Oliviera et al., 2006). Dokonalé mikrosatelity
jsou tandemové sekvence jednoduchého motivu [napi. (CA)n], zatimco nedokonalé

mikrosatelity jsou dokonalé sekvence pierusené neopakujicim se motivem [napi. (AAC)n ACT
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(AAC)m]. U slozenych mikrosatelita se vyskytuji dva zakladni motivy (Kalia et al., 2011).
Podle poctu nukleotidi v repetici I1ze rozdélit mikrosatelity na mono-, di-, tri-, tetra-, penta-
a hexa- nukleotidy (Sharma et al., 2007). Dinukleotidy, trinukleodtidy a tetranukleotidy jsou
nejéastéji vyuzivané pro molekularni genetické studie (Selkoe et al., 2006). Dle lokalizace
mikrosateliti v genomu je lze rozdélit na jaderné (nuSSR), chloroplastové (cpSSR)

a mitochondrialni (mtSSR) (Kalia et al., 2011).

3.2.2 Metody detekce alel mikrosatelitnich markeru

Pti detekci mikrosatelitnich alel hledame rozdily v délce fragmentt liSicich se ¢asto pouze o 1—
2 nukleotidy. Elektroforeticka separace v agarozovém gelu je pro odliSeni takovych rozdila
nevhodné a v zésadé¢ lze vyuzit dvou postupil. Jednak se jedna o starSi ptistup, kdy se PCR
produkty separuji ve velkych polyakrylamidovych sekvenacnich gelech, a nasledné jsou
detekovany ve formé Sedych az hnédych pruhii vyredukovanim stfibra. Druhym zptisobem
je separace pomoci kapilarniho sekvenatoru, ktery detekuje fragmenty DNA oznacené
fluorescenéni znackou. Velkou vyhodou tohoto pfistupu je moZnost kombinovani PCR
produktl znacenych riznymi fluorescenénimi znackami, jejich soucasnou separaci a detekci
behem jednoho béhu sekvenatoru (kapilarni elektroforézy). K tomuto ucelu se k PCR reakci
jeden z pouzitych primerti modifikuje fluorescen¢ni znackou. Pokud je separace provedena
na systémech fy. ABI (Applied Biosystems), je tfeba primery modifikovat (podle filtru daného
ptistroje) jednim z fluorochromu napt. fady FAM, VIC, NED, PET. U sekvenatoru GeXP firmy
Beckman je tieba primery modifikovat jednou z tzv. Well Red Dyes (D2, D3, D4). Nevyhodou
znaceni primert fluochromy je jejich relativné vysoka pofizovaci cena. V ptipadech, kdy
je napiiklad testovana sada novych markerti a nelze vylouéit jejich (ne)funkénost, se jako
alternativni postup pouziva znaceni pomoci fluorescencné zna¢enych M13 primerti (tzv. M13
znaceni) (Schuelke, 2000). Pii tomto postupu jdou pii ptipravé PCR smési kromé obvyklych
reagencii pouzity tfi druhy primert: 1) neznaceny reverzni primer; 2) neznac¢eny forward primer
prodlouzeny na 5'konci o tzv. M13 sekvenci o délce 21 nukleotidii, kterd odpovida
3) univerzalnimu M13 primeru s fluorescencni znackou na 5’ konci. Pti ptipravé PCR mixu
se pouziva nizka (polovi¢ni) koncentrace forward primeru oproti pouzité koncentraci reverse
primeru. Zajimavy je rovnéz prab&éh PCR reakce. V prvnich 25ti cyklech je nastavena relativné
vysoka annealingova teplota a béhem této faze dojde k spotifebovani neznaceného forward

primeru. V nasledujicich cyklech annealingova teplota klesne a na koncova mista (5 konec)
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nov¢ vzniklych PCR fragmentt (které jiz obsahuji specifickou sekvenci pro navazani M13

primeru) dochézi k navazani M13 primeru s fluorescen¢ni znackou (Schuelke, 2000).

| p—— Forward primer s kratkou sekvenci M13 primeru na 5’konci

Reverse primer

- Univerzalni M13 primer s fluorescenéni znackou
] ———
5 DNA |~ ICACA....... (CA)....... CACA | ~.| DNA 3
-ﬁ. ‘
5'— 'CACA....... (CA)....... CACA| —3
5 — “ICACA..... (CA)......CACA —3

Obrazek 3: Prubéh PCR reakce se znacenym M13 primerem (upraveno podle Schuelke, 2000).

3.2.3 Molekuliarni markery uzivané v taxonomickych a popula¢né genetickych studiich
Pl. halstedii

Studie vyuzivajici molekularni markery u PI. halstedii l1ze rozdélit do dvou hlavnich skupin.
Jednak to jsou prace zamétené na taxonomii organismi a potom populacné genetické prace.
Obe¢ skupiny vyuzivaji primery specifické pro oomycety, které byly navrzeny tak, aby nasedaly
na DNA patogena.

Oblast jaderné DNA o délce 600-700 bp oznacovana jako ITS (internal transcribed spacer)
je pedstavovana dvéma mezerniky umisténymi mezi malou (SSU) a velkou (LSU) ribozomalni
podjednotkou jaderné ribozomalni DNA, které jsou od sebe oddéleny tisekem kddujicim 5,8S
ribozomalni podjednotku. Tento region se vyskytuje v genomu vSech eukaryotnich organismt,
ve formé rozsahlych repetic v poctu az 200 kopii v jednom jadfe a je pouzivan pro molekularni
identifikaci oomycet spolecné s cOX2 regionem jako tzv. ,,barkodingovy* (barcode) marker
(Thines, 2007; Choi et al., 2015). ITS region je pouzivan v taxonomii plisni a blizce piibuznych
oomycet pro klasifikaci taxonti na urovni Celedi az poddruht (Choi et al., 2003; Cooke
et Duncan, 1997; Cooke et al., 2000; Cooke et al., 2002; Constantinescu et Fatehi,
2002; Leclerc et al., 2000; Voglmayr, 2003; Thines et Spring, 2005; Thines, 2007). Jsou ale
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i uvadény piiklady bud’ pfilis vysoké (Cooke et al., 2000) nebo nizké trovné detekované
variability ITS sekvenci (Voglmayr, 2003). Proto byly v dalsich studiich pouzity i dalsi
genomické segmenty (napf. nrLSU - velkd ribozomalni podjednotka) pro zlepSeni
fylogenetického signalu (Goker etal., 2004; Voglmayr et al., 2004; Thines et al., 2006).
Zvlastnosti ITS regionu u Pl. halstedii je jeho délka, ktera je az trojnasobné delsi (2587 bp)
oproti hodnotam zjisténych u jinych zastupct celedi Peronosporaceae (Thines, 2007). Je to
zpusobeno tandemové se opakujicimi elementy v ITS-2 regionu (Thines et al., 2005). Proto
se pro molekularni identifikaci pouziva bud’ pouze cast ITS regionu (tj. ITS-1) nebo jiny
barkodingovy marker COX2, coZ je mitochondrialni gen cytochrom c oxidazy pro podjednotku
2 (Choi et al., 2015).

Pro populacné genetické studie je variabilita detekovana pomoci sekvenace ITS (nebo dalSich
regionil) nedostate¢nd a je nezbytné pouziti markerti umoziujicich postizeni rozdili na tirovni
populaci nebo jesté 1épe jedinct uvnité populaci. Pro tyto ucely jsou jednim z nejrozsahleji
pouzivanym typem molekularnich markerti pouzivany mikrosatelity, zejména pro velky pocet
detekovanych alel na lokus a sviij kodominantni charakter (Carlsson, 2008). Pii pouziti

dostate¢ného pocétu markert od sebe Ize odlisit jedince uvnitt populace (Weising et al., 2005).

Mikrosatelitni markery navrzené pro patogenni organismy z okruhu oomycet se objevuji
az vV poslednich cca 20ti letech, jsou publikovany zejména u hospodaisky vyznamnych
patogent jako naptiklad Phytophthora infestans, Ph. ramorum, Ph capsici a Ph. sojae (Garnica
et al. 2006; Montarry et al., 2010; Parada-Rojas et Quesada-Ocampo, 2018; Stewart et al.,
2011), Peronospora tabacina (Trigiano et al., 2012) nebo Pseudoperonospora cubensis
a Ps. humuli (Wallace et Quessada-Ocampo, 2017). VSechny tyto studie vyuzivaji strategii
vyvoje mikrosatelitnich marker z dostupnych celogenomovych dat publikovanych pfimo

pro zajmovy druh nebo pro druh blizce pfibuzny.

U rodu Plasmopara jsou pomérné ¢asto vyuzivany mikrosatelity pro studium plisné vinné révy
(PI. viticola) (Gobbin et al., 2003; Delmotte et al., 2006; Rouxel et al., 2012; Taylor et al.,
2019) a rovnéz byly napf. vyvinuty SSR markery pro druh Pl. obducens napadajici zastupce
r. Impatiens (Salgado-Salazar et al., 2015). Studii vyuzivajicich mikrosatelitni markery
pro Pl. halstedii je nékolik. P&t mikrosatelitnich markerd pro PIl. halstedii bylo popsano
spolecné se sedmi CAPS markery na souboru 32 izolati pochazejicich ze dvou lokalit ve Francii
(24 izolatd) a 8 izolatt z Ruska (Giresse et al., 2007). Autorim se jejich pouzitim podafily
prokazat rozdily mezi francouzskymi populacemi a také odlisnost izolatt z Francie a Ruska.

V roce 2015 byla publikovana studie o genomu PI. halstedii (Sharma et al., 2015), ve které byla
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mj. navrzena i sada mikrosatelitnich markert, kterou ve své diplomové praci testovala
Slobodianova (2016). Vybrala 27 polymorfnich markert, ze kterych jsem v mé bakalaiské

praci vychazela a selektovala nejvhodnéjsi.

Dalsi markery, se kterymi jsem pracovala, jsou ze studie Rivera et al. (2016) zabyvajici
se vyuzitim mikrosatelitd pro popis popula¢né genetické struktury Pl. halstedii. Pomoci téchto
markerd prokézali jasné rozdily mezi izolaty ze dvou hostitelskych rostlin - slunec¢nici ro¢ni
(H. annuus) a trapatky zafivé (Rudbeckia fulgida). Zaroven spekuluji, ze pravdépodobné tyto
dva genetické clustery (genetické linie) piedstavuji dva samostatné druhy. Vyslovili hypotézu
o existenci dalSich samostatnych taxoni v ramci Pl. halstedii, které by mohly byt v budoucnosti

popsany i z dalSich hostiteld.
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

V této bakalarské praci jsem pracovala jednak s jiz vyizolovanou DNA Plasmopara halstedii,
kterou mi poskytl vedouci a konzultantka mé bakalarské prace a dale s DNA, kterou jsem
vyizolovala ze spor odebranych z inokulovanych semenackii slunecnice ro¢ni (Helianthus
annuus). Velka ¢ast zpracovanych vzorktl byla ziskana diky spolupraci ze zahrani¢nimi
partnery - prof. Otmar Spring (Univerzita v Hohenheimu, Némecko), dr. Rita Ban (Szent Istvan
Univerzita v G6dollé, Mad’arsko), vzorky z Ruska poskytly dr. Maria lwebor a Tatiana
S. Antonova (All Russia Research Institute of Oil Crops “V.S. Pustovoit”, Krasnodar, Rusko).
Vétsina vzorkt (158) byla odebrana ze slunecnice roéni (H. annuus), pouze ¢ty vzorky
pochazely ze slunecnice pozdni (H. x laetiflorus). Seznam analyzovanych vzorku je uveden

v Tabulce 1, mapka s oznac¢enim lokalit ptivodu vzorkt je znazornéna na Obrazku 4.

Tabulka 1: Piehled poctu testovanych vzorkt Plasmopara halstedii, s uvedenim zem¢ ptvodu
a poskytovatele materialu (MS, Michaela Sedlafova; OS, Otmar Spring; RB, Rita Ban; IA,

Maria Iwebor a Tatiana S. Antonova).

Hostitel Zemé pivodu vzorku Poget vzorki Zdroj
H. annuus Ceska republika 24 MS
H. annuus Francie 9 0S
H. annuus Némecko 64 0S
H. annuus Mad’arsko 32 RB
H. annuus Rusko 15 1A
H. annuus Bulharsko 3 RB
H. annuus Rumunsko 3 RB
H. annuus Turecko 2 RB
H. annuus Svycarsko 2 0S
H. annuus Slovensko 1 0S
H. annuus Spojené staty 1 0S
H. annuus Kanada 1 0S
H. annuus Argentina 1 0S

H. x laetiflorus Némecko 4 0S
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Obrazek 4: Mapa geografického ptivodu testovanych vzorku Plasmopara halstedii. Barva
odpovida poskytovatelim vzorkl (Cervena: dr. Ban; fialova: dr. Iwebor a dr. Antonova; modra:

prof. Spring; zluta: doc. Sedlarova).

Pro vlastni analyzy byly pouZity markery publikované na zaklad¢ analyzy celogenomovych dat
ve studiich Sharma et al. (2015) a Rivera et al. (2016). Z prvn¢ uvedené studie jsem pouzila
pouze 25 markert, které ve své diplomové praci oznacila Slobodianova jako polymorfni
po jejich testovani na sadé izolati Pl. halstedii (Slobodianova, 2016). Celkem tedy bylo

Vv analyzach vybirano ze 40 mikrosatelitnich markerd. Jejich ptehled je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2: Piehled mikrosatelitnich markerti pouzitych v této bakalaiské praci s uvedenim

zakladniho motivu repetice a literarniho zdroje.

Oznaceni

Sekvence primeru 5'-3' Motiv Zdroj
markeru
PHmIt-001 | F: ACATTGTCCTATTTTAACACCGC (AT)s Sharma et al., 2015
R: AGGTTCAAATCCTTTTCTTCCGA
PH-004 F: CCGCTATTTCCAAAGGCTGT (AT)ss Sharma et al.. 2015
R: ACAGTTCATAGCCAGGCGT
PH-006 F: TGATACCTCGGCTACTCTTCG (CTAC)w Sharma et al.. 2015

R: GACCAAGTTGCAACCGATGT
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Tabulka 2: Pokradovéani 1.

Oznaceni

markeru Sekvence primeru 5'-3' Motiv Zdroj

PH-020 |F: TCAAGGCTAATCGACTCTTTGC

R: ACGAAATGTGCATGGTGTGA (TTTA) Sharma et al., 2015
PHO29[CAGACOOTIOSTAGSSTIC | (cucam. | shamasta, 201
PH-033 |TGGTGGGGTGTGTAGTGTTT

TATACGTGCACTGCCCTTCG (TA)o Sharma etal., 2015
PH-035 |F: TGTGTGGATAGAGTGCAGCA

R: GAACAACTTCACGAGGTTCTGA (AT Sharma et al., 2015
PH-036  |F: ACCGCACACTTTCATAATCCA

R TGC CGAACAACATTGGAG (GAGAT)11 Sharma et al., 2015
PH-038 ;:_ Qgﬁgﬁ;g;gg%gii@?fg (TCTCT)1s Sharma et al., 2015
PH-042 |F: ACCAGGAGCGTTACTTGAGA

R: GGGCTTCGAACAGGATAGGT (AT Sharma et al., 2015
PH-051 ;:_ igg%%ﬁigﬁg%ﬁ%ﬁcgc (GCTGTT). Sharma et al., 2015
PH-054 |F: CGCTTCTTCTCGTGGACAAG (AGAAG): Sharma et al. 2015

R: GTATACTGCGGTGTGAGACG
PH-057 ;:_ gg%i%ifgﬁgggggi (TCTTC)z Sharma et al., 2015
PH-070  |F: TCGATCTGTACAGCGAGTCT

R: CATTGATGTGGCACGGAGAA (CTCTT): Sharma et al., 2015
PH-071  |F: TCCGTGGCAGATTTACACCA

R: AGTATCCGTGGGTGTAGCAG (ACTGAC)s Sharma et al., 2015
PH-072 |F: CGCCGTGCTATCGTGTTATT

R: AGTATCCGTGGGTGTAGCAG (ACTGAC)s Sharma et al., 2015
PH-078 |F: GCACGTATTGACATTCCACCA

TAA h 1., 201

R: TGGTCCGAATATTGCTTGCG (TAAGC)s Sharma et al., 2015
PH-082 |F: CCAACTTACTGACTGACCG

R: GTATGCATTCTCAGCGAGCG (TACT)us Sharma et al., 2015
PH- F: TGCTAGTAGGACTCGTGTA

086 R C(CBZ('I:'AT(C;:TGg'I(?G'IC':TCSC(:BGG G(C:SA (AGAGA)11 Sharma et al., 2015

PH-094 |F: CCCAAGGCTAATTACTCTTCTGC AT} Sharma et al.. 2015

R: TAACAGGGGTGTGTGTGTCA ’
PH-099 |F: GTTGCGGAAGTTGTGGTCAT

R: TCCAGCACCTATAGTTGGCA (TTG)u Sharma et al., 2015
PH-104 |F: TGTGTCAAATTGTGCCTGCA

R: CCAGCTTTCGTCATAGCCAC (CTCT e Sharma et al., 2015
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Tabulka 2: Pokracovani 2.

%Z;Tgﬁi Sekvence primeru 5'-3' Motiv Zdroj
PH-107 |F: TAAGTGATGGCGTCTGGTGA (AGTG)w Sharma et al.. 2015
R: TGTGAGAGTTGCCTTGGACA

e || TS | onon,|oman o
PH-109 | F: CGTCAAATGTAGAAGTACCGCA TCTO Sharma et al., 2015
| R: GTTTCACCGAGCATAGCGAC

R GoaTICOTIOATCR0AGTTA (O | Riveractal, 2016
R TTrATCTrTCoABEEGAGS. (GAT: | Riveraetal, 2016
R AGCoAACTACOASEAGOTCA (GoT: | Riveraetal, 2016
Ri-354 ;1: iggiig@iﬁ?gglglfe (CTACTGCTG)s | Riveraetal., 2016
Sl i R L
R GACcoATeoTIOGACATTTT | (TCAATAN | Riveraetal, 2016
RS | o s
TR GearTToTTocATITeTGET (CARS | Riveractal. 201
il v R
il v BT
il oo R
Sl o AN e
il Vo BN L
il 7w B LT
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4.2 Pouzité chemikalie

3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

40% roztok akrylamid - N, N’- methylenbisakrylamid (19:1) (Merck)
Cetyltrimethylamoniumbromid (Sigma)

Deionizovana voda

Deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTP mix)

Dusi¢nan stiibrny (Lachner)

Ethanol, 96% roztok (Sigma - Aldrich)

Formaldehyd (Lachner)

GoTagq® G2 DNA polymeraza 5 U/ul (Promega)

Chemikalie pro kapilarni elektroforézu GenomeLab GeXP (Beckman Coulter):

1. DNA Size Standard Kit 600BP
2. GenomeLab Separation Buffer
3. Sample Loading Solution

4. Separation Gel - LPAI

Izopropanol (Lachner)

Kyselina borita (Lachner)

Kyselina dusi¢na (Merck)

Kyselina octova 0,5% (Lachner)
Merkaptoethanol (Sigma)

Mocovina (Lachema)

N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin (Merck)
Peroxodisiran amonny (Merck)

Primery - neznacené primery (Macrogen)

- sada tfi univerzalnich M 13 primert fluorescenéné znacenych fluorochromy Well Red

Dyes (D2, D3, D4) (Sigma)

Rain Repelent, Clear Vue (Turtle Wax)
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RNaza A, zasobni roztok 20 mg-ml™? (Sigma)
Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (Sigma)

Uhli¢itan sodny (Lachner)

4.3 PouZzité roztoky a jejich priprava

- Extrakéni pufr CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid): 20 g CTAB + 100 ml TRIS 1M
pH 8 + 40 ml EDTA 3,5M pH 8 + 81,8 g NaCl doplnit vodou na 1 1, ptefiltrovat pies
0,2 filtr, té€sn¢ pied pouzitim ptidat 2 ml merkaptoethanolu.

- EDTA (NaEDTA-2 H>0) 0,5M, pH 8: 37,22 g EDTA rozpustit v 200 ml H-O, upravit
pH pomoci NaOH, sterilizovat autokldvovanim.

- Fix/stop roztok: 165 ml kyseliny octové doplnit deionizovanou vodou na 1 500 ml.

- roztok 8% kyseliny octové v 96% ethanolu: 100 ml 96% ethanolu, ptidat 500 ul
kyseliny octové.

- Roztok 10% peroxodisiranu amonného [(NH4)2S20s]: 1 g (NH4)2S20s rozpustit v 10 ml
deionizované vody, uchovavat v chladnicce.

- 10x TBE (Tris-borat-EDTA) pufr: 108 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris) +
55 g kyseliny borité H3BOs + 40 ml roztoku Na;EDTA 0,5 mol-1?, pH 8,0, doplnit
deionizovanou vodou na 1000 ml.

- 0,5x TBE pufr: 45 ml 10x TBE doplnit deionizovanou vodou na 900 ml.

- Roztok 1% kyseliny dusi¢né (HNOz): 30 ml HNOs doplnit deionizovanou vodou na
2 000 ml.

- Roztok 0,1% dusi¢nanu stiibrného (AgNO3): 2 g AgNOs rozpustit ve 2 1 deionizované
vody, pied pouzitim ptidat 3 ml formaldehydu.

- Vyvojka (3% Na2CO3): 45 g Na2COz rozpustit v 1 1 deionizované vody, doplnitna 1,5 |,
vychladit v lednici, pted pouzitim pfidat 2,25 ml formaldehydu a 300 pl 1% roztoku
thiosiranu sodného Na>S20s.

- Zasobni roztok 6% akrylamidu: 420 g moc¢oviny + 484 ml deionizované vody + 50 ml
10 x TBE + 150 ml zasobniho 40% roztoku akrylamid - N, N’- methylenbisakrylamid
(19:1), po rozpusteni vsech slozek zfiltrovat, ulozit v temné lahvi ve 4 °C.

- Nanaseci denaturacni pufr: 0,125 g bromfenolové modrie + 0,125 g xylenové modie +

25 ml deionizované vody + 100 ml formamidu.
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- Tris 1M, pH 8: 12,11 g Tris doplnit H20 do 100 ml, upravit pH pomoci HCI, sterilizovat

autoklavovanim.

4.4 Seznam pouZitych pristroji a zarizeni

- Centrifuga 5415 D (Eppendorf)

- Centrifuga 5804 R (Eppendorf)

- Digestoi (Merci)

- Elektroforeticky zdroj MP 2000P (Major Science)

- Elektroforéza T — REX OWL S3S (Thermo Scientific)

- Homogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals)

- Chladnicka (Liebherr)

- Laboratorni vahy PM 2000 (Mettler)

- Kapilarni elektroforéza GenomeLab GeXP (Beckman Coulter)

- Magneticka michacka MS2 (IKA)

- Minicentrifuga MCF 2360 (LMS)

- Negatoskop ELLA NHG1R (Legros)

- PCR cyklér Mastercycler Pro S (Eppendorf)

- Pipety:
o sada pipet Eppendorf Ressearch (0,1-2,5 pl, 1-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 pl)
o 8-kanalova pipeta Eppendorf Ressearch Pro 10-100 ul (Eppendorf)
o 8-kanalova pipeta Finnpipette Novus 30-200 ul (Thermo)

- SuSarna HS62A (Chirana)

- Tiepacka GFL 3017 (Merci)

- Termoblok MB 102 (Bioer)

- UV transiluminator UVITEC (Cambridge)

- Vortex Minishaker MS2 (IKA)

- Vyrobnik ledu Icematic F 100 (Castel Mac)
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4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Extrakce genomické DNA ze spor metodou CTAB

Kromé¢ vzorkli poskytnutych ve formé roztoku purifikované DNA jsem u cca 30ti vzorkl

z Ceské republiky, Turecka, Madarska, Bulharska a Ruska provedla extrakci DNA

ze sedimentd sporangii PI. halstedii. Pouzila jsem tzv. CTAB protokol (Doyle et Doyle, 1987)

modifikovany pro materidlni a pfistrojové vybaveni Laboratofe molekuldrnich markert

Katedry botaniky PiF UP v Olomouci.

Pracovala jsem podle néasledujiciho postupu:

1.

Sedimenty sporangii byly pieneseny do mikrozkumavek urcenych k homogenizaci
spole¢né s keramickou kuli¢kou. K sedimentu sporangii bylo napipetovano 100 pl
CTAB.

Zkumavky byly pfeneseny do homogenizatoru FastPrep, kde nasledovala
homogenizace po dobu 1 minuty. Poté bylo pfidano 650 ul CTAB a znovu nasledovala
homogenizace po dobu 1 minuty.

Mikrozkumavky s homogenizatem byly inkubovany v termobloku pii 68 °C po dobu
1,5 hodiny. Po skonceni bylo ptidano 600 ul roztoku chloroform-isoamylalkohol.
Suspenze byla promichana pieklopenim mikrozkumavky, vicko bylo povoleno, aby
unikl vznikly plyn, a znovu uzavieno. Mikrozkumavky byly inkubovany pfi laboratorni
teploté po dobu péti minut.

Nasledovala centrifugace pii 10 000 rpm po dobu 12 minut.

V mikrozkumavkach vzniklo rozhrani mezi dvéma fazemi. Horni vodna faze byla
opatrné prepipetovana do nové oznacené mikrozkumavky.

K odebrané vodné fazi bylo ptidano 600 pl roztoku chloroform-isoamyalkoholu, smés
byla promichana, 1-2 minuty inkubovana pfi laboratorni teplot¢ a znovu prob¢hla
centrifugace za stejnych podminek jako v kroku ¢. 4.

Ke vzorkim bylo pifidano 600 pl vychlazeného isopropanolu. Mikrozkumavky byly
nékolikrat promichany prevracenim, a poté umistény na 30 minut do mrazaku (-20 °C).
Nasledovala centrifugace po dobu 12 minut pii 14 000 rpm. Supernatant byl slit
do kadinky tak, aby se ze dna mikrozkumavky neuvolnil pelet DNA pfichyceny na sténé
mikrozkumavky. Zbytky roztoku byly osuseny papirovym ubrouskem.

K peletu DNA bylo piidano 500 pl 70% ethanolu. Smés byla promichana a ponechana

stat 5 minut. Nasledovala centrifugace po dobu 6 minut pii 14 000 rpm.
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10. Supernatant byl slit, a mikrozkumavky s DNA byly umistény do vakuové odparky
(35 °C, 20 minut).

11. K odparku DNA bylo pfidano 40 pl roztoku deionizované vody a 4 ul RNasy A.

12. Po rozpusténi odparku byly zkumavky inkubovéany v termobloku pii 37 °C po dobu
40 minut.

13. Koncentrace DNA byla stanovena pomoci ptistroje Nanodrop ND-1000.

45.1 PCR reakce a detekce PCR produkti

Béhem analyz jsem pouzila dva PCR protokoly navazané na dva riizné zptisoby detekce
PCR produktii. V prvni fazi jsem pracovala s nezna¢enymi primery a k separaci a detekci PCR
produkti doSlo v polyakrylamidovém gelu anéslednym barvenim stiibrem. V této fazi
jsem pracovala s podvybérem 96ti vzorkt (1 PCR deska) pfedstavovanych jiz vyizolovanou
DNA z Ceské republiky, Francie, Némecka a Madarska. Takto jsem rychle provedla
vyhodnoceni variability testovanych markerd a mohla rozhodnout o jejich pouzitelnosti
v dalSich analyzach. U markert, kde byly nalezeny alely rizné délky a zaroven byly jasné
identifikovatelné, byl proveden vybér vzorki lisicich se délkou alel. Soubor téchto 32ti vzorku
byl doplnény o vzorky DNA vyizolované v pribéhu mé bakalarské prace (23 vzorka z Ruska,
Turecka, Bulharska, Rumunska) a o zbytek vzorki vyizolované DNA, které nebyly hodnoceny
(44). Tato sada byla analyzovana pomoci fluorescenéné znacenych markerii a po separaci
na kapilarni elektroforéze bylo mozné urcit délku jednotlivych alel u vSech vzorkl. VSechny
PCR reakce, kde bylo rozhodnuto, Ze se vysledky dané¢ho markeru vyuziji do statistického
hodnoceni (tj. na zaznamu byly ptitomny jasné identifikovatelné alely lisici se svou délkou),
byly provedeny opakované. U nejvice variabilnich markert byly na kapilarni elektroforéze

ovéteny délky alel vSech vzorki.

Pro PCR reakce s pouzitim nezna¢enych markerti jsem pouzila nasledujici postup:
1. Do krabice sledem byly umistény nasledujici chemikalie: pufr, voda, dNTPs, smés
ptimého (F) a zpétného primeru (R) a polymeraza.
2. Mikrozkumavky s izolovanou DNA byly protfepany a kratce zcentrifugovany.
3. Do 1,5ml mikrozkumavky byla pfipravena PCR reakéni smés pro 100 vzorku (tj. pro
1 PCR desku). Jednotlivé roztoky byly napipetovany. Slozeni PCR reakéni smési

je uvedeno v Tabulce 3.
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Tabulka 3: Slozeni PCR reakéni smési.

Pipetovany objem pro

Slozeni PCR smési Objem pro 1 100 vzorki (z toho 4x
vzorek [ul]
rezerva) [pl]

Deinizované voda 6,32 632
5x pufr 1,90 190
Roztok dNTP (10 mmol-1?) 0,15 15
Smés primerd F a R (10 umol-17) 0,38 38
G2 Go Taq polymeraza 0,05 5

4. Do ptedem popsané PCR desky ulozené v chladitku bylo napipetovano 1,2 ul DNA

zkoumaného vzorku nafedéné na koncentraci 7 ng-ul™.

5. Elektronickou pipetou bylo do kazdé jamky napipetovano 13,8 pul PCR mixu.

6. PCR deska byla uzaviena folii a kratce zcentrifugovana.

7. PCR deska se vzorky byla vloZena do termocykléru a byl nastaveny ptislusny program
PCR reakce. Podminky PCR reakce jsou uvedeny v Tabulce 4. Po ukon¢eni PCR reakce

byla deska prenesena do ledu.

Tabulka 4: Podminky PCR reakce.

Teplota [°C] Cas Pocet cykla
95 2 min 1
95 1 min
Ta 1 min 33
72 30s
72 5 min 1

Pozn. Annealingova teplota (Ta) byla pro jednotlivé testované markery nastavena podle

hodnot uvedenych v diplomové praci Slobodianové (2016) nebo ¢lanku Rivera et al.,

(2016).

Pfi separaci a detekci neznacenych PCR produkti jsem nejprve musela pfipravit
polyakrylamidovy gel (doba ptipravy a tuhnuti cca 1 hod), vysledny gel jsem nechala predehiat

Vv elektroforetické aparatute (cca 1 hod), nanesla vzorky, nechala probéhnout jejich separaci

(cca 2,5-3 hod) a gel vyvolala (cca 1 hod). Detailni postup je uveden nize.
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Priprava polyakrylamidového gelu

1.

Sklo bez vytezu (velké sklo) bylo omyto jarem, dobfe oplachnuto nejprve vodovodni
a poté destilovanou vodou a usuSeno papirovymi ubrousky.

Sklo s vyfezem (malé sklo) bylo omyto destilovanou vodou a usu$eno papirovymi
ubrousky.

Dale bylo sklo osetfeno pripravkem odpuzujicim vodu (Rain Repelent). Po 5 minutach
bylo sklo osetieno 96% ethanolem a otieno papirovym ubrouskem.

Velké sklo bylo pieneseno do digestoie na polystyrenové viko. Sklo bylo oSetieno 3 pl
roztoku 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu a 1 ml smési kyseliny octové a 96%
ethanolu. Sklo bylo papirovym ubrouskem otieno do sucha a oSetfeni bylo provedeno
jeste jednou.

Sklo bylo v digestofi nechdno schnout po dobu 5 minut.

Po uplynuti 5 minut bylo sklo oSetfeno ethanolem a otfeno do sucha papirovym
ubrouskem. Osetfeni bylo zopakovano celkem Ctytikrat.

Na del$i hrany skla byly umistény spacery, nasledné bylo ptilozeno malé sklo osetfenou
stranou doli a skla byla zafixovéna svorkami.

V odmémém valci bylo odméfeno 70 ml 6% zéasobniho roztoku akrylamidu,
mikropipetou bylo pfidano 46,7 ul N, N, N, N" — tetramethylendiaminu a 467 pul 10%
roztoku peroxodisiranu amnonného.

Stiikackou byl pfipraveny roztok nanesen mezi skla. Po vyplnéni prostoru mezi skly byl
vsazen hiebinek jeho rovnou stranou asi 1 c¢m hluboko. Hiebinek byl pifipevnén

svorkami.

10. Gel byl ponechan tuhnout nejméné 60 minut v digestofi.

Elektroforeticka separace

11. Po ztuhnuti gelu byla skla pfenesena nad umyvadlo, byl vyjmut hiebinek a byly omyty

zbytky gelu na vnéjsich stranach skel. Stérkou byla odstranéna piebyteéna voda.

12. Skla byla upnuta do elektroforetické aparatury.

13. Katodovy a anodovy prostor byl naplnén 0,5x TBE pufrem. Pomoci injekéni stiikacky

byl pufrem vyplachnut prostor mezi obéma skly.

14. Elektroforetickd aparatura byla uzaviena a zacalo nahtivani gelu po dobu piiblizné

45 minut.
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15. Piiblizné 10 minut pfed ukon¢enim nahfivani byl nahiat termocyklér na 95 °C. Ptiblizné
5 minut pfed nanesenim vzorki na gel byl smichan 1 dil vzorku se 2 dily denatura¢niho
pufru s formamidem. Vzorky byly pieneseny do termocykléru a byly denaturovany
(3 minuty). Poté byly denaturované vzorky pfeneseny do ledu.

16. Béhem denaturace byl vypnut zdroj stejnosmérného elektrického proudu, byla odpojena
katoda a otevien katodovy prostor. Pomoci injekéni stfikacky byl znovu pufrem
vyplachnut prostor mezi obéma skly.

17. Do mezery mezi skly byl zasunut hebinek tak, aby byly jeho zoubky zanotené piiblizné
1 mm hluboko do gelu.

18. Osmikanalovou mikropipetou bylo do jamek mezi zoubky hiebinku naneseno 2,5 pl
denaturovanych vzorkd. Po naneseni vzorki byl uzavien katodovy prostor a spusténa
elektroforeticka separace pii 2000 V.

19. Doba separace zavisi na relativni molekulové hmotnosti rozdélovanych PCR produkta.
Obvyklé doba separace byla 3 hodiny.

20. Béhem probihajici separace byl namichan fix/stop roztok, roztok 1% HNOgs, roztok
0,1% AgNOs a vyvojka, kterd byla uloZena do lednice, aby se vychladila na teplotu nizsi
nez 10 °C.

21. Po uplynuti doby separace vzorkli byl vypnut zdroj stejnosmérného elektrického
proudu, byly odpojeny obé¢ elektrody. Na zadni strané byla na ventil pfipojena odvodni

trubicka pro katodovy pufr.

Vizualizace PCR produktii

22. Skla s gelem byla vyjmuta a polozena do vodorovné polohy mensim sklem nahoru.
Opatrné byl vyjmut hiebinek i1 oba spacery. Skla od sebe byla odpacena Cepeli noZze.

23. Velké sklo s gelem bylo uloZeno do fotomisky gelem nahoru. Fotomiska byla umisténa
na tiepacku v digestofi a gel byl zalit fix/stop roztokem. Doba piisobeni fix/stop roztoku
byla pfiblizné 20 minut.

24. Fix/stop byl poté slit do lahve a sklo s gelem bylo 3krat promyto ve fotomisce s pfiblizné
1 az 1,5 1 deionizované vody.

25. Gel byl zalit 1% roztokem HNO3. Doba ptisobeni roztoku byla piesné 5 minut. Roztok
HNO:s byl slit do lahve a sklo s gelem bylo 3krat promyto ve fotomisce s ptiblizné

1 az 1,5 1 deionizované vody.
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26. Sklo s gelem bylo umisténo do fotomisky na tiepacce a bylo zalito 0,1% roztokem
AgNOs3, do kterého se tésné pred pouzitim piidaly 3 ml formaldehydu. Doba piisobeni
roztoku byla ptiblizn¢ 30 minut.

27.Po uplynuti této doby bylo sklo s gelem umisténo na 5 vtetin do fotomisky
s deionizovanou vodou. Roztok AgNOs byl slit do lahve a byl uchovan pro opétovné
pouziti.

28. Do vychlazeného roztoku vyvojky bylo tésn¢ ptfed pouzitim ptiddno 2,25 ml
formaldehydu a 300 pl Na2S20s. Sklo bylo pfemisténo do fotomisky na tiepacce a zalito
vyvojkou.

29. Bylo sledovéano vyvijeni hnédocernych stiibrem obarvenych prouzki PCR produkta.
V momentu, kdy byly prouzky dostate¢n¢ zietelné, byl ptidan fix/stop roztok uchovany
Z kroku €. 23. Doba plisobeni roztoku byla odhadnuta podle mnoZzstvi CO2 uvolnéného
z roztoku.

30. Sklo s gelem bylo vyjmuto z fotomisky a pfiblizné na 2 minuty bylo ponofeno
do fotomisky s deionizovanou vodou. Poté bylo sklo s gelem pieneseno do susarny.

31. Sklo s ususenym gelem bylo popsano fixem a vyhodnoceno na negatoskopu.

Pti ptiprave fluorescencné znac¢enych produktt a jejich detekci byl pouzit nasledujici postup:

1. Po rozmrazeni jednotlivych komponent PCR smési (Tabulka 5), jejich promichani
a kratkém stocenti, byly do mikrozkumavky o objemu 2 ml napipetovany jejich ptislusné
objemy uvedené v Tabulce 5.

Tabulka 5: Slozeni PCR reak¢ni smési se znatenym M 13 primerem.

. Pipetovany objem pr
Slozeni PCR smési Objempro1 | (Z foho 2x.
vzorek [ul]
rezerva) [pl]
Deionizovana voda 9,33 317
5x pufr 3 102
Roztok dNTP (10 mmol-17?) 0,25 8,4
Smés primeri F a R (10 pmol-17) 0,6 20,4
M13 primer (1pmol-1?) 0,6 20,4
GoTaq® G2 DNA polymeraza 0,08 2,75

2. Do ptedem popsané PCR desky ulozené v chladitku bylo napipetovano 1,2 pl
zkoumanych vzorkid izolované DNA Plasmopara halstedii natedéné na koncentraci
7ng-plt.
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3. Elektronickou pipetou bylo do kazdé jamky napipetovano 13,8 ul ptfipraveného PCR
mIixu.

4. Po kratké centrifugaci byla PCR deska vlozena do PCR termocykléru a byl spustén
program PCR reakce pro piislusny marker. Podminky PCR reakce jsou uvedeny

v Tabulce 6.

Tabulka 6: Podminky PCR reakce pro ptipravu fluorescenéné znac¢enych produkta.

Diléi krok Teplota [°C] Cas Pocet cykla
1. 95 2 min
2. 95 1 min
3. Ta 1 min 33x opakovat kroky 2 - 4
4. 72 30s
5. 95 1 min opakovat kroky 2 — 4:
6. 52 1 min - 19x pro D2
7. 72 30s - 25xproD3aD4
8. 72 5 min

5. Opakované byly provedeny tifi rizné¢ PCR reakce liSici se pouzitymi primery
tak, aby PCR produkty raznych SSR lokust byly znaceny jinou fluorescencni znackou
(D2, D3, D4).

6. Takto bylo mozné provést tzv. poolovani (smichani, spojeni) vzorkil umozujici
detekovat na kapilarni elektroforéze béhem jednoho separa¢niho cyklu PCR produkty
znafené raznymi fluorescenénimi zna¢kami. PCR produkty byly nafedény vodou
vpoméru 1:1. Poté¢ byly PCR produkty odpovidajici jednomu vzorku smichany
vpoméru 5,5 ul : 2,8 ul : 1,4 ul (produkty znatené D2, D3 a D4 WellRed
fluorochromy).

5. Do kazdé jamky bylo napipetovano 25 ul smési piipravené smichanim 24,7 pl SLS
a 0,4 ul délkového standardu DNA Size Standard Kit 600BP (objemy na jeden

vzorek).

7. Vzorky pak staly 20 minut ve tm¢. Po uplynuti této doby byla do kazdé¢ jamky ptidana
kapka mineralniho oleje.

8. Vzorky byly denaturovany v PCR termocykléru po dobu 5 minut pfi teploté¢ 95 °C
a nasledné pteneseny do ledu.

9. Takto ptipravené vzorky byly vedoucim bakalaiské prace separovany na kapilarnim

sekvenatoru GenomelLab GeXP.
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45.2 Statistické hodnoceni

Na elektroforetickych sklech byly oznaceny alely podle své délky od nejkratsi po nejdelsi (tj.
od nejrychleji migrujicich bandl ve spodni ¢asti skla). Po stanoveni piesné délky alel vybranych
vzorkl na kapilarni elektroforéze bylo mozno odvodit ptesnou délku alel pro vSechny vzorky.
V programu Excell byla pro kazdy vzorek a lokus vytvoiena tabulka s genotypy, ve formatu
vhodném pro zpracovani programem GenAIEX ver. 6.5 (Peakall et Smouse 2006). Z tohoto
programu byla data vyexportovana do programi Arlequin 3.5.2.2., Structure 2.3.4
(Pritchard et al., 2000), Cervus 3.0.3 (Marshall et al., 1998) a R Studio (RStudio Team, 2020).

Ziskana data byla hodnocena na n€kolika tirovnich.

A. Geneticka variabilita jednotlivych markerti, hodnoceny vSechny vzorky.

B. Geneticka a genotypova variabilita, tok gent, diferencovanost a typ rozmnozovani
v metapopulacich PI. halstedii. Jako metapopulace byla oznacena skupina vzorkt
na zaklad¢ jejich geografického puvodu na trovni statd. Hodnoceny byly pouze
metapopulace s poc¢tem vzorkd vysSich nez 5.

C. Posouzeni vzajemnych vztahi mezi vzorky pomoci shlukovacich analyz, hodnoceny

vSechny vzorky.

Pro kazdy polymorfni marker byl odvozen rozsah délek alel a pocet alel (Na). V programu
GenAlEx byly vypocteny hodnoty pozorované (Ho) a ocekavané (He) heterozygotnosti,
koeficient inbreedingu (F, fixa¢ni index), a bylo otestovano, zda jsou vysledky ziskané
jednotlivymi lokusy v Hardy-Weinbergové rovnovaze (HW). Programem Cervus byly zjistény
hodnoty polymorfniho informacéniho obsahu (PIC).

Pro jednotlivé metapopulace byly v programu R Studio a balickem “poppr” version 2.8.4
stanoveny poc¢ty multilokusovych genotypti (MLG) (tedy genotypti zjisténych analyzou vétSiho
poctu lokusti), genotypova diverzita (GD) a pocet privatnich alel (PA). Vypocty byly provedeny
po aplikaci funkce ’clonecorrect”, odstranujici duplicitni genotypy, které by mohly zkreslit
vysledky analyzy. Podil klonalnich genotypt v populaci (CF, klonalni frakce) byla dopocitana
podle vzorce: CF = [1 - (MLG/N)].

Parové hodnoty Wrightova fixa¢niho indexu (Fst) metapopulaci byly vypocéteny pomoci
programu Arlequin 3.5.2.2. Pti Fst = 0 je zastoupeni/frekvence alel ve dvou srovnavanych
(meta)populacich shodné, tyto populace jsou identické. Pfi Fst = 1 jsou frekvence alel

v (meta)populacich zcela odlisné, populace nesdili spole¢né alely a jsou od sebe izolované.
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Gene flow (M) mezi metapopulacemi byl vypoc¢ten z hodnot parovych Fst pomoci rovnice M =
(1 - Fst)/4Fst (Wright, 1931).

Pro otestovani pifevazujiciho zpisobu rozmnozovani v metapopulacich Pl. halstedii byl
v programu R Studio pomoci bali¢ku “poppr’” vypocitan index asociace (id), opét po korekci
na klonalni genotypy aplikovanim funkce ”clonecorrect”, s po¢tem opakovani simulaci
nastavenym na hodnotu 9999. Tento test je vhodny k posouzeni, zda jsou populace klonalni (t].
ocekava se vyrazna vazebna nerovnovaha kviili vazbé mezi lokusy) nebo sexualni (neocekava
se vazba mezi lokusy). Pokud se pozorovana rd vyznamné¢ 1isi od hodnot ziskanych z nahodné
ziskanych dat (P <0,05), pak je nulovd hypotéza odmitnuta a piipousti se prevaha klonalni
reprodukce v populacich. Naopak pokud se pozorovand rd vyznamné nelisi od ndhodné
generovanych dat (P > 0,05), je pfijata nulova hypotéza nahodného parovani alel/jedinct

V populacich.

Pro grafické znazornéni vzajemnych vztahti mezi vzorky byl vytvoten fylogeneticky strom opét
pomoci programu R Studio a bali¢ku “poppr” (metoda UPGMA - unweighted pair-group
method using arithmetic averages, Bruvova distance, 1000 replikaci) a diagram v programu
Structure.

Programem Structure bylo simulovano rozdéleni vzorkti do optimalniho poétu K genetickych
skupin (klastril). Testovana hodnota K, byla nastavena v rozmezi 1 az 20, pocet opakovani byl
nastaven na 20. Hodnota Length of Burnin Period byla nastavena na 100 000, Number
of MCMC Rep na hodnotu 1 000 000 a analyza bé&zela pod admixture modelem. Vysledky
Structure analyz zpracoval vedouci bakalaiské prace v programech Structure Harvester version
0.6.94 (Evanno et al., 2005), Clumpp 1.1.2. (Jakobsson et Rosenberg, 2007). Vysledné
diagramy byly vytvoteny programem Distruct verze 1.1 (Rosenberg, 2004).
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5 Vysledky
5.1 Variabilita testovanych markeri

V experimentalni ¢asti této bakalafské prace bylo otestovano 40 mikrosatelitnich
markerl pro analyzu souboru izolati Plasmopara halstedii ze dvou hostitelskych rostlin -
H. annuus a H. x laetiflorus. Po provedeni PCR reakci a elektroforetické separace byly vybrany
markery, které poskytovaly variabilni a zaroven spolehlivé hodnotitelné zaznamy (Obrazek 5).
Béhem testovani byly z celkového poétu 166 vylouceny Ctyii vzorky, které neposkytovaly
stabilni PCR produkt.

Pro finalni analyzy bylo vybrano 11 polymorfnich markerd. Jejich seznam a vysledky
hodnocenych indexi variability jsou uvedeny v Tabulce 7. Pocet alel detekovanych na jednom
lokusu se pohyboval vrozmezi od 2 (PH-020) do 15 (PH-104). Hodnoty pozorované
heterozygotnosti se pohybovaly v rozmezi od 0,06 (PH-078) do 0,105 (PH-104), a u vSech
markerd mély niz$i nez hodnoty ocekavané heterozygotnosti (He). Nejvyssi hodnoty vSech
hodnocenych indexti byly nalezenu u markeru PH-104 (Tabulka 7). U vSech lokust byly
zjistény signifikantni odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy.

Pii srovnani detekovanych profild zjistime, ze u 10 markerti (krom¢ PH-020) byly
vyrazné odlisné ¢tyfi vzorky z H. x laetiflorus, s9 privatnimi alelami. Tyto vzorky byly
vzéjemné identické, kromé& heterozygotni konstituce alel detekované na jednom lokusu

u jednoho vzorku.

ABCDEFGHTI JKL

Alelal ——

Alela2 ——

Alela3 ——— »

Obrazek 5: Elektroforetogram PCR produktii polymorfniho mikrosatelitniho markeru PH-072.
Pismena A—L oznaduji vzorky Pl. halstedii. Sipky oznaduji polohu detekovanych alel. Pocet
alel: 3.
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Tabulka 7: Charakteristiky polymorfnich mikrosatelitnich markert.

Oznaceni Rozsah délek alel

e Ta [°C] tp) Na He Ho  PIC  HW
PH-020 63,0 213-218 2 0118 0026 0305 **
PH-035 60,0 146-232 6 0095 0010 0203 **
PH-036 62,0 356-700 13 0305 0031 0745 **
PH-042 630 221-227 4 0114 0032 0404 F*
PH-070 62,0 166-222 10 0256 0041 0,640 ***
PH-071 64,0 183-220 6 0236 0096 0512 **
PH-072 640 221-257 4 0215 0088 0475 **
PH-078 630 251-291 5 0139 0006 0461 **
PH-086 630 221-241 5 0279 0080 0607 **
PH-104 620 273-479 15 0312 0105 0,666 ***
Ri-1213 62,0 214-244 4 0206 0111 0325 **

P;gg;irg/é 62,5 287,4 672 0207 0057 0494 *x*

Poznamky: Ta - annealingova teplota, Na - pocet alel, He - o¢ekavana heterozygozita, Ho -
pozorovana heterozygozita, PIC - polymorfni informacni obsah, HW - Hardy-Weinbergovo
ekvilibrium, ™ = p < 0.001

5.2 Variabilita metapopulaci Pl. halstedii

V této Casti je srovnavana geneticka variabilita metapopulaci PI. halstedii, tedy skupin
vzorkil vytvofenych podle jejich geografické polohy na trovni statl. Hodnoceny bylo pouze
pét metapopulaci, u nichz byl pocet vzorkti vyssi nez 5. Pro svijj vyrazné odli$ny charakter byly

Ctyfi vzorky z H. x laetiflorus vylou¢eny z hodnoceni metapopulace Némecko.

Vypocétené hodnoty genetické a genotypové variability jsou uvedeny v Tabulce 8. Podobné¢ jako
u hodnoceni variability markerd byly u vSech metapopulaci hodnoty pozorované
heterozygotnosti niz$i nez hodnoty heterozygotnosti ocekavané (praimérna hodnota Ho = 0,052,
prumérna hodnota He = 0,336). Nejvyssi pocet multilokusovych genotypi (MLG = 30) byl
genotypové variability (GD) se pohybovaly v rozmezi od 0,79 (Némecko) do 0,96 (Mad’arsko).
Kromé metapopulace Francie byly hodnoty fixa¢niho (inbredniho) koeficientu vyssi nez 0,80.

Podil klonalnich genotypt ptedstavoval primérné 0,27, pficemz nejvyssi hodnoty byly zjiStény
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u metapopulaci Ceské republiky a Némecka (CF < 0,4), u zbytku metapopulaci pod hodnotu

0,2. Nejvyssi pocet privatnich alel byl nalezen u metapopulace Némecko (PA =9).

Tabulka 8: Geneticka a genotypova variabilita metapopulaci PI. halstedii (A) detekovana

pomoci 11 polymorfnich mikrosatelitnich marker; a (B) porovnani variability vzorku

Zz H. annuus a H. x laetiflorus.

(A) Hostitel Pivod vzorku N Ne Ho He F MLG GD CF PA
H. annuus Ceska 24 188 005 040 091 14 090 042 3
republika

H. annuus Francie 9 157 0,07 029 0,56 8 0,86 0,11 1

H. annuus Mad’arsko 32 191 0,08 0,44 0,80 26 0,96 0,19 3

H. annuus Némecko 64 132 004 021 081 30 0,79 0,53 9

H. annuus Rusko 15 1,70 0,02 0,34 0,93 13 0,92 0,13 2
(B) Srovnani hodnot variability vzorki z riznych hostitelskych rostlin:

H. annuus 158 233 005 052 091 95 0,95 0,60 57

H. x laetiflorus 4 136 034 0,19 -0,68 4 0,75 1 9

Poznamka: N - pocet vzorku, Ne - pocet efektivnich alel, Ho - pozorovana heterozygozita, He
- o¢ekavana heterozygozita; F - fixacni index; MLG - pocet multilokusovych genotypt, GD -
genotypova diverzita, CF - klonalni frakce, PA - pocet privatnich alel.

Pfi posouzeni rozdili mezi metapopulacemi pomoci parovych hodnot Wrightova fixa¢niho

indexu nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil pouze mezi metapopulacemi Némecka

a Francie (Tabulka 9). U téchto metapopulaci byla rovnéz zjisténa nejvyssi troven toku gend

(M = 6,04), naopak vyrazn¢ niz§i hodnoty (M < 0,5) mezi pary Madarsko/Némecko,

Mad’arsko/Francie a Mad’arsko/Rusko (Tabulka 9).

Tabulka 9: Zjisténé hodnoty toku gent (M, gene flow, pod diagonalou) a statisticky vyznamné

rozdily Fst (p = 0,001) mezi vybranymi metapopulacemi.

Ceska

republika Francie Némecko Madarsko Rusko
Ceska republika - + + + +
Francie 1,73 - - + +
Némecko 0,99 6,04 - + +
Mad’arsko 0,84 0,45 0,28 - +
Rusko 0,79 1,35 0,74 0,53 -
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Pro posouzeni ptevazujiciho zpusobu rozmnozovani metapopulaci Pl. halstedii byla provedena
analyza indexu asociace (rd). Analyza testuje nulovou hypotézu piipoustéjici pievahu
sexualniho rozmnozovani v populacich. Zji§téné hodnoty se pohybovaly Vv rozmezi 0,118—
0,275 se statisticky vyznamnou podporou odmitnuti nulové hypotézy, a to jak pfi testovani

cvwr

(p = 0,0152) byla zjisténa u metapopulace Francie.
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4 : 1200- .
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Obrazek 6: Index asociace (rd) vypocitany z 9999 opakovani pro (A) vSechny analyzované
vzorky a (B-F) pro metapopulace s poctem vzorkl vys$§im nez pét. Distribuce d a hodnota
pravdépodobnosti (p) zvyraznénd modrou pieruSovanou carou indikuji odmitnuti nulové
hypotézy o sexualni reprodukci metapopulaci, coz naznacuje klonalni charakter Pl. halstedii

vV Evropé.

5.3 Shlukovaci analyzy

Pro posouzeni stavu populacné genetické struktury a vzajemnych vztahi mezi vzorky
byly pouzity dva pfistupy: tvorba fylogenetického stromu v programu R Studio a diagram

vytvoreny pomoci Bayesianské analyzy v programu Structure.
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Fylogeneticky strom rozdélil vzorky do dvou hlavnich skupin odpovidajicich hostitelskym
rostlinam - H. X laetiflorus (skupina A) a vzorky pochazejici z H. annuus (skupina B) (Obrazek
7). Toto oddéleni melo 100% statistickou podporu. Vétveni v ramci skupiny B ma vyssi
podporu pouze rozdéleni na podskupiny B1 a B2 (38,6%). Skupinu B1 tvofi vSechny vzorky
z Turecka, 4 vzorky z Ceské republiky, 2 z Bulharska a po jednom vzorku ze Slovenska,
Némecka, Turecka, Kanady a Argentiny. Ve skupiné B2 je umistén zbytek vzorkd, a ackoliv
dalsi ¢lenéni neni statisticky vyznamné, 1ze zde pozorovat dalsi déleni vzorkl podle geografické
polohy (napi. vzorky z Ceské republiky, dva shluky vzorki z Ruska, dva shluky vzorkd

z Némecka - viz. Obrazek 7).

Vyhodnoceni vysledkii Bayesovského modelovani v programu Structure provedl vedouci
bakalaiské prace. Jako optimalni pocet genetickych skupin bylo zvoleno rozdéleni pro K = 6,
kdy je na Obrazku 8 zobrazena piislusnost daného vzorku do urcité genetické skupiny pomoci

riznych barev:

1. cervena: vzorky pochazejici z H. x laetiflorus (4 vzorky);

2. rtzova: piedevdim vzorky z Ceské republiky (13), podil p¥imési signalu nad 20%
v profilech Mad’arska (1), Turecka (1) a Némecka (1);

3. tmavé zelena: pfevaha vzorkii Némecka (56), Francie (8), dale u vzorki Ceské
republiky (5), Svycarska (2), a USA (1);

4. svétle zelena: dominuje v profilech vzorki z Mad’arska (32), dale u vzorki Ceské
republiky (4), Bulharska (2), Némecka (1), Slovenska (1), Kanady (1),

5. svétle modra: predevsim vzorky z Ruska (10), Némecka (1) a Francie (1);

6. tmavé modra: vzorky z Ruska (5), Némecka (5), Rumunska (3), Turecka (1) a Ceské
republiky (1).

U vzorku z Argentiny je v profilu zastoupeno piiblizné ve stejném poméru vice signald.
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Obrazek 8: Populaéné genetickd struktura 162 vzorka Pl. halstedii
vygenerovana pomoci Bayesovského shlukovani v programu Structure.
Kazdy vzorek je zobrazen ve formé horizontalné orientovaného pruhu. Barva
pruhu odpovida pravdépodobnosti ptitazeni dané¢ho vzorku do skupiny vzork
se stejnym genetickym pozadim. Modelovani probéhlo pod admixture
modelem, ktery umoznuje zohlednit existenci pifimési informace z nékolika
genetickych skupin. Cerné linky oddéluji vzorky pochazejici z riznych statt
(CZE, Ceska republika; FRA, Francie; GER, Némecko; HUN, Mad’arsko;
RUS, Rusko; BUL, Bulharsko; ROM, Rumunsko; TUR, Turecko; SUI,
évycarsko; SVK, Slovensko; CAN, Kanada; ARG, Argentina; Laetif, vzorky

pochazejici z H. x laetiflorus)
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6 Diskuze

V ramci mé bakaldiské prace jsem se zabyvala genetickou variabilitou mikrosatelitnich
markertt Vv evropskych populacich plisné slune¢nice (Plasmopara halstedii), obligatné
biotrofniho parazita zptisobujiciho ekonomicky vyznamné skody v porostech slunecnice rocni.
V nasledujici casti se pokusim okomentovat vysledky mé bakalarské prace se zavéry autort,
kteti pouzili mikrosatelitni markery PI. halstedii (Giresse et al., 2007, Rivera et al., 2016),
a doplnim o srovnani se studiemi provedenymi u ptibuznych druhl. Zaméfim se na srovnani
urovné variability pouzitych markeri, na moznost vyuziti mikrosatelitnich markerti pro detekci

rozdili mezi populacemi a pro odhad pievazujiciho zptisobu rozmnozovani.

Pomoci 11 polymorfnich markert jsem detekovala celkem 70 alel, pticemz pocet alel
detekovanych jednim markerem se pohyboval v rozmezi 3-15. Délky alel se u vétSiny markert
pohybovaly v rozmezi od 146 bp do 479 bp, s primérnou délkou 287 bp. Vyjimkou byly alely
o délce 700 bp detekované pomoci markeru PH-036, které pochazely ze vzorkd Pl. halstedii
odebranych z Helianthus x laetiflorus. I ostatni alely detekované timto markerem byly delsi

(356412 bp) oproti celkovému prameéru.

Tyto hodnoty odpovidaji tdajim v obou studiich provadénych v ramci rodu Plasmopara.
Giresse et al. (2007) vyvinuli pét SSR markeri detekujici max. 2 alely na lokus, pti¢emz délka
alel se pohybovala v rozmezi 226449 bp. Ve studii Rivera et al. (2016) bylo u PI. halstedii
pomoci 15 polymorfnich markerd detekovano 4-12 alel na marker a délka alel se pohybovala
v rozmezi 133-301 bp. Primérné hodnoty dal$ich hodnocenych indexi (He = 0,207; Ho = 0,057,

PIC = 0,494) jsou niz§i ve srovnani s udaji ve srovnavanych ¢lancich.

U dalsi oomycet napt. ve studii Wallace et Quesada-Ocampo (2017) jsou popsany nové markery
pro plisen okurkovou (Pseudoperonospora cubensis) a chmelovou (Ps. humuli) na materialu
ze Severni Ameriky. Zde autofi pomoci 11 markerd detekovali celkem 89 alel. Jejich délka
se pohybovala mezi 118-448 bp. Pocet alel na marker se pohyboval v rozmezi 2-9 alel. To jsou
niz$i hodnoty nez ty, které jsem zjistila ve své bakalarské praci, ackoliv byly vypocitany z dat
ziskanych pro dva blizce pfibuznych druhy a jejich variabilita by mohla byt tedy vyssi.

Pocet detekovanych alel na lokusu je pomérné nizky. Obecné je vyvoj mikrosatelitnich markert
nez je to u jinych organismu (Dutech et al., 2007). Zda se, ze je to zpisobeno, piedev§im nizsim
zastoupenim mikrosatelitnich lokust v genomu hub a celkove i jejich kratkou délkou (poctem

repetic daného motivu). V ramci oomycet Thines et al. (2020) provedli srovnani
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mikrosatelitnich lokusti v genomech 34 druht oomycet. Zjistili, Ze u PI. halstedii pfedstavoval
podil mikrosatelitnich motivii o délce 2-6 nt pouze 0,03% genomu. Podil téchto
mikrosatelitnich sekvenci se ve vétSiné genomti oomycet pohyboval od 0,023% (Albugo
candida) do 0,331% (Pythium irregulare). Vyssi podil byl pozorovan u sekvenci o délce 1-6
bp a to od 0,044% (Pl. halstedii) do 0,341% (Pythium irregulare). Vysoky podil
jednonukleotidovych repetic u hub obecné popisuje i Lim et al. (2004), kdy analyzou
14 genomu hub zjistili, ze vice nez 90 % mikrosatelitnich lokusti ma nizky pocet repetic (tj.
méné nez 8) a vétSinu téchto lokusu tvoii mononukleotidové repetice. Tento typ motiva neni

ale zpravidla v popula¢né genetickych studiich vyuzivan.

Jednim z hlavnich zjisténich mé bakalarské prace je vyrazna odlisnost vzorkt z H. x laetiflorus,
které se signifikantné vyc€lenily na fylogenetickém stromé a tim potvrdily i vyrazné odlisnosti
pozorované V délce alel na elektroforetogramech. Pro odliSeni blizce piibuznych nebo
kryptickych druhti souvisejicich s preferenci riznych hostitelskych druht byly mikrosatelitni
markery pouzity u oomycet napiiklad pfi popisu dvou genetickych linii plisné tykvovitych
(Ps. cubensis) na planych a péstovanych druzich tykvovitych (Wallace et al., 2020). U jedné
skupiny vzorkd byla prokazana rekombinace a nahodné kiiZeni, kdezto u druhé skupiny
absence rekombinace a nenahodné kiiZeni, coz autofi vysvétluji moznou existenci dvou

kryptickych druht.

Odlisnost vzorkti z riznych hostitelskych rostlin prokazala i studie Rivera et al. (2016),
kde byly pomoci mikrosatelitnich markerti rovnéz odliseny vzorky pochazejici ze dvou
hostitelskych druhti (Slune¢nici ro¢ni a trapatky zafivé). V dal$im vyzkumu by zjisténé rozdily

mohly byt potvrzeny i na zédklad€ sekvencnich dat.

Pfi porovnavani rozdili mezi skupinami vzorkli pochazejicich z riznych metapopulaci,
vytvofenych uméle podle geografického plivodu, miizeme pozorovat niz§i hodnoty pozorované
heterozygotnosti (Ho) oproti heterozygotnosti ocekavané (He) a vysoké hodnoty fixa¢niho
(inbredniho) indexu (F) (Tabulka 8). Vysledky rovnéz ukazuji na pfevahu nenahodného,
klonalniho rozmnozovani ve studovanych metapopulacich indikované vyS§imi a statisticky
vyznamnymi hodnotami indexu asociace Ia (Obrazek 6). Tyto vysledky odrdzeji biologické
vlastnosti patogena. Populace PI. halstedii jsou povazovany za relativné velké a tento patogen
produkuje oospory, které mohou piezit dlouhodobé v pide¢ az deset let 1 v nepiitomnosti
hostitelskych rostlin. Pl. halstedii se rozmnozuje bud’ sexualni rekombinaci [sefing, splyvani
gametangii (oogonia a antheridia) z homothalickych hyf, tj. procesem vedoucim k tvorbé

tlustosténnych oospor koncem sezony] nebo klonaln€ asexudlni tvorbou zoosporangii
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(Delmotte et al., 2008, Gascuel et al., 2016). Vzacné ptipady rekombinace (vedouci ke vzniku
novych kombinaci virulence, piekonéni rezistence hostitele a nasledné zménam ve frekvenci
ras v populacich Pl. halstedii) probihaji parasexualnim procesem, tj. splyvanim hyf geneticky
odlisnych mycelii infikujicich stejny organ hostitele (Spring et Zipper, 2006). Selfing
je uoomycet uvadén jako zpusob sexualniho rozmnozovani homothalickych druhd (4.
I PI. halstedii) (Gascuel et al., 2015), ktery vede ke snizovani genetické diverzity v populacich.
Klonalni zptsob rozmnozovani tvorbou zoosporangii (béhem cca 10 dni) umoznuje rapidni
Sifeni vybranych genotypu Vv populaci hostitele (Naegele et al., 2016). Nizkou turoven
pozorované heterozygotnosti (0-0,143) a pravdépodobnou pievahu rozmnozovani Splyvanim
homothalickych hyf (selfing) detekovali v populacich PI. halstedii z Francie a Ruska pomoci
SSR a CAPS markeru (Giresse et al., 2007). Klonalita populaci ve Francii je popisovana
i na zakladé SNP markert (Delmotte et al., 2008).

Zpusobem, jakym PI. halstedii pteziva a jak se §ifi v pfirod¢, je pravdépodobné ovlivnéna
I pozorovana strukturovanost populaci. Zdrojem infekce mohou byt oospory piezivajici
vV zeming a na osivu (Nishimura, 1922) nebo mycelium pod osemenim nazek (Young et Morris,
1927). Infikovana zemina mize byt tedy zdrojem genotypt vyskytujicich se na dané lokalité
opakovang, které jsou adaptovany na lokalni podminky a péstované odridy hostitele. Tyto
genotypy pravdépodobné¢ ovlivnily jemnou strukturovanost detekovanou pomoci
Bayesovského klastrovani, kdy se vyrazngji odlisuje ¢ast vzork z Ceské republiky (rizovy
signdl) od vzorkli z Mad’arska (svétle zelend), Ruska (svétle modra) a tmavé zeleny signal
spole¢ny vzorkiim Francie a Némecka. Podobnost metapopulaci z Némecka a Francie
prokazuje statisticky nevyznamna hodnota Fst a nejvys$si hodnota toku genil. Zajimavym

zjisténim je podobny charakter vzorkl z Evropy a nékolika vzorkt ze Severni a Jizni Ameriky.

Zajimava je také detekce zeleného signalu u &asti vzorki z Ceské republiky, kdy svétle zeleny
signal naznaCuje podobnost se vzorky z Madarska, kdeZto tmavé zeleny signal je sdilen
se vzorky z Némecka a Francie. VSechny vzorky se zelenym signalem pochazeji z pokusného
pole v arealu PfF UP v Olomouci, kde byly béhem poslednich cca 20ti let vysazeny slunecnice
pro okrasné ucely (doc. Sedlarova, ustni sdéleni). Pravdépodobné zde bylo primarnim zdrojem
inokula PI. halstedii infikované osivo. Naproti tomu vzorky z Ceské republiky nesouci riizovy
signal pochazeji ze zemédélskych péstebnich ploch (Hustopece u Brna, Podivin, Krométiz)
a zfeym¢e predstavuji genotypy z oosporami zamotené pudy. Dlouhodobé¢ prezivajici inokulum

patogena je adaptovano na urcitou odriadu hostitelskych rostlin, a proto je doporucovano jako
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opatteni proti skryté (latentni) infekci na pozemku v roce nasledujicim po péstovani slunecnice

hubit rostliny z vydrolu preemergentnimi herbicidy (Sedlafova et al., 2020).

41



[ Zavér
V této bakalaiské praci jsem se zabyvala genetickou diverzitou a populaéné genetickou

strukturou evropskych populaci Plasmopara halstedii.

Celkem jsem testovala 40 mikrosatelitnich markerti na sadé 162 vzorki Plasmopara halstedii.
Cast vzorkti mi byla poskytnuta ve formé purifikované DNA, u &asti vzorkil jsem provedla
izolaci DNA ze spor. Pro amplifikaci mikrosatelitnich markera byla pouzita metoda PCR, alely
byly separovany pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu a byly detekovany barvenim
stiibrem. Na podsouboru vzorkl jsem takto vybrala 11 polymorfnich a zaroven nejlépe
hodnotitelnych markerii. S témito markery byla provedena analyza vSech 162 vzorkd,

stanovena presna délka alel na kapilarni elektroforéze a provedeno statistické vyhodnoceni.

Z vysledki vyplyva, ze populace Pl. halstedii v Evropé vykazuji nizké hodnoty pozorované
heterozygotnosti, vysoké hodnoty fixa¢niho (inbredniho) indexu, a pfevazuje v nich klonalni
rozmnozovani. Vzorky Pl. halstedii odebrané z riiznych hostitelskych rostlin pravdépodobné
pfedstavuji dva odlisSné taxony. U vzorkli pochazejicich ze sluneCnice rocni
se na fylogenetickém stromé vyraznéji vyclenily dvé genetické skupiny predstavované jednak
skupinou s ptevahou vzorkti z Madarska, a skupinou vzorkll z ostatnich statt. Jemng&jsi
strukturovanost byla detekovdna pomoci Bayesovského clusterovani. Vzorky pochazejici

ze Severni a Jizni Ameriky se vyrazné&ji neodliSovaly od vzorka z Evropy.

Vysledky mé bakalaiské prace potvrzuji vhodnost vyuziti mikrosatelitnich markert
pro studium kryptickych druhti a pro popis populaéné genetické struktury obligatné biotrofnich

patogent kulturnich rostlin.
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