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Abstrakt:

Tato bakalaiska prace sezabyva studiem ras Plasmopara halstedii u izolati
pochazejicich z izemi Ceské republiky, predev§im z roku 2012, a stanovenim citlivosti
téchto izolati k fungicidu metalaxylu. Z vysledkli prace vyplyva, ze vroce 2012 se
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1. Uvod

Vietenatka slune¢nicova, odborné¢ Plasmopara halstedii, je ptivodcem tzv. plisné
slune¢nice (Kudela et al., 2012). Tento patogen se v soucasnosti vyskytuje ve vsech
oblastech, kde je slune¢nice péstovana, véetné Ceské republiky, a pokud se vymkne
kontrole, plisobi zna¢né ekonomické ztraty. Ochrana péstovanych slunecnic byla a je
zalozena predevSim na péstovani rezistentnich kultivarG slunec¢nic v kombinaci
s pouzivanim fungicidi k mofeni osiva. Tato opatfeni vytvareji na populaci P. halstedii
znacny selekéni tlak, coz vede k neustalé selekci novych izolata, které prekonéavaji geny
rezistence u vySlechténych odolnych kultivart a jsou schopné tolerovat bézné€ pouzivané
koncentrace fungicidii. V sou€asnosti proto neexistuje stoprocentné¢ spolehliva
chemickd ochrana a spoléhd se predev§im na Slechténi kultivarG slunecnice
s novymi geny rezistence, které P. halstedii neni schopna pfekonat. Ale ani to vSak neni
kone¢né feSeni. Patogenni variabilita P. halstedii je pomérmn¢ rozsahla. Dosud bylo
v ramci celého svéta popsdno mnozstvi ras a nové budou s nejvétsi pravdépodobnosti
stale popisovany. Pro udrzeni kontroly nad timto patogenem je proto nutné monitorovat
vyvoj novych ras a spektrum jejich virulence, aby bylo mozné na ptipadné zmény vcas

zareagovat.



2. Cile prace

Cilem této bakalafské prace bylo 1/ zpracovani literarni reSerSe tykajici se
vnitrodruhové variability Plasmopara halstedii vyznamné pro management ochrany
péstovanych slunecnic a 2/ praktické studium patogenni variability izolatt P. halstedii
pochazejicich z Ceské republiky. V literarnim piehledu je zvlastni pozornost vénovana
zpusobim determinace, vyskytu a rozsifeni patogennich ras P. halstedii, stejné tak jako

problematice rezistence P. halstedii vici pouzivanym fungicidtim.
Praktickymi cili prace bylo:

— naucit se a uvést do praxe metodu determinace ras P. halstedii zaloZenou na inokulaci
semenacku (,,whole seedling inoculation®) diferencia¢niho souboru slunecnic a pomoci
této metody uréit patogenni rasy jednotlivych izolatd P. halstedii pochazejicich z Ceské
republiky z roku 2012;

— revidovat star$i izolaty P. halstedii, u nichz byla rasa uréena pomoci metody

inokulace listovych disku (,,leaf disc inoculation*) a porovnat vysledky;

— otestovat vybrané izolaty na rezistenci vici fungicidu metalaxylu.



3. Plasmopara halstedii

Vietenatka slunec¢nicova, odborné Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. a De Toni
(1988), je biotrofni parazit cca 100 druhd rostlin celedi Asteraceae (hvézdnicovité).
Studiem této peronospory se tradicné zabyva mykologie, piestoze je tento patogen
v souCasnosti fazen do ftiSe Straminipila. P. halstedii je puvodcem ekonomicky
vyznamné, u nas karanténni choroby tzv. plisn¢ slunecnice (Sedlarova et al., 2010). Z
vlastniho nazvu organismu je patrné, ze nejvyznamnéj$im a nejohrozenéjSim hostitelem
je zemé&délska plodina Helianthus annuus L. (slune¢nice ro¢ni). Rozsifeni, variabilita,
biologie, taxonomické zafazeni stejné jako interakce P. halstedii s hostitelem
Helianthus annuus je studovana jiz desitky let. V nasledujicim textu se budu vénovat

vybranym oblastem studia tykajicich se P. halstedii.

3.1. Nomenklatura a taxonomie

P. halstedii byla v minulosti znama pod nékolika jmény. Popsana byla v roce
1876 v Severni Americe W. S. Halstedem (EPPO, 2012) a roku 1882 byla pojmenovéana
W. G. Farlowem jako Peronospora halstedii Farl. V roce 1888 byl organismus P. A.
Saccardem prefazen do rodu Plasmopara a soucasny jeho platny védecky nazev zni
Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni (Lebeda et al., 2006). V Evropé byly
nékteré rasy tohoto druhy znovu nezéavisle pojmenovany roku 1962 Novotelnovou jako
Plasmopara helianthi Novot., ale ndzev nebyl odbornou veiejnosti akceptovan. Cesky

je tento patogen znamy pod ndzvem vietenatka slunecnicova.

Taxonomické zafazeni P. halstedii bylo v minulosti nestalé a i v sou¢asné dobé
jsou postaveni tohoto organismu v systému a evolucni vztahy s pfibuznymi druhy
znacné problematické (Hudspeth et al., 2003). Zastupci fadu Peronosporales, do kterého
P. halstedii patfi, byli Carlem Linném v polovin¢ 18. stoleti fazeni do fiSe Plantae
(Lebeda et al., 2006). Zhruba o sto let pozd¢ji byla tato skupina biotrofnich paraziti
pfetfazena do fiSe Protista, kterd zahrnovala prakticky vSechny jednobunétné organismy
jako napt. Amoebozoa (ménavky) nebo Euglenozoa (krasnoocka) (Lebeda et al., 2006).
Zarazeni peronospor do fiSe Fungi, ke kterému doslo v roce 1969 (Lebeda et al., 2006),
se siln¢ vzilo, a proto se 1 dnes miizeme v literatute Casto setkat s oznacenim peronospor
jako ,,pravé plisné* a pivodci mykoz, tftebaze s houbami sensu stricto z fiSe Fungi

nejsou piibuzné. Peronospory se od “pravych hub® lisi v nékolika podstatnych znacich,



jako je napf. pfitomnost celulozy v bunééné stén€, bicikata stadia nebo tripartitni
mastigonemata na jednom z bicikti (Dick, 2001). Kompromisem bylo zavedeni terminu
,houbdm podobné organismy* nebo ,,fungus like organism*, ktery v sob& zahrnuje fakt,
7€ peronospory jsou vyznamem, symptomy i zpusobem zivota podobné houbovym
patogeniim v uzsim slova smyslu a zaroven naznacuje, ze jsou taxonomicky odliSné.
V soucasnosti spada P. halstedii do fadu Peronosporales (tzv. downy mildews) a fiSe
Straminipila, kam je fazena napf. spolu sndlevniky (Ciliophora), obrnénkami

(Dinoflagellata) a rozsivkami (Bacillariophyceae) (Dick, 2001).

3.2. Morfologie a biologie

P. halstedii ma stélku v podobé nepiehradkovaného mycelia, které intercelularné
prorusta pletiva infikované hostitelské rostliny. Z bezbarvych hyf o priméru 6-20 pm
(Sedivy et al., 1977) vristaji do bunék hostitele haustoria, které slouzi k Gerpani Zivin
(Bouterige et al., 2003). Za piihodnych podminek vyristaji z mycelia sporangiofory
stromeckovitého charakteru, které Casto tvofi bilé povlaky na povrchu napadenych

hostitelskych organii, zejména listi (EPPO, 2013).

=
20.0 pm ': o --} B
&9
100 pm 100 ym_
ey : A C

Obrazek 1 Nepohlavni rozmnozovani P. halstedii A — sporangiofor, B — zoosporangia,

C — zoospory.



Sporangiofory mohou vyrtistat bud’ po 5-6 z priducht (Sedivy et al., 1977) nebo
pfi silné infekci prorazi epidermis, a tak se dostavaji na povrch téla hostitele. Sporulaci
Casto pozorujeme jako bily praSivy povlak zejména na spodni strané¢ ¢epele napadenych
listll, pii silné infekci se mohou vyskytovat i na svrchni strané nebo na fapicich listl
a na stoncich. Plisent sporuluje zejména rano, pti vysoké vzdusné vlhkosti blizici se 100
% (Tosi a Zazzerini, 2004) a za pfiznivé teploty 16—17°C (Anonym, 2008). Bezbarva,
prithledna zoosporangia eliptického tvaru s délkou 18-30 pum a Sitkou 14-20 pm, kterad
vyrustaji na koncich sporangiofort, produkuji az 20 ovalnych dvoubicikatych zoospor

s prumérem 14-30 um (Hall, 1989), které slouzi k vlastni infekci hostitele.

Plasmopara halstedii je obligatni biotrofni parazit a neni tedy schopny
dlouhodobé piezivat bez hostitele. Ke svému Zivotu a rozmnozovani nutné potiebuje
zivé pletivo, které je pro P. halstedii jedinym zdrojem zivin. Vyjimku do jisté miry tvoii
oospory, které patogenu slouzi k preckani nepfiznivych podminek mimo vegetacni
sezonu a jsou schopny samostatné prezivat v rostlinnych zbytcich nebo v pad¢ az deset
let (Sackston, 1981). Vytrvalé tlustosténné oospory se vytvaii ze zygot vzniklych
pohlavnim procesem po splynuti samc¢iho antheridia a sami¢iho oogonia. Vzhledem
k tomu zZe je P. halstedii homothalicka, mize k pohlavnimu procesu dochazet mezi
pohlavnimi organy vyrustajicimi na jednom myceliu. Oospory vznikajici zejména
v zavéru vegetaéni sezény hostitele se po odumieni rostliny dostavaji spolu

s rozkladajicim se pletivem do ptidy, ve které¢ piezivaji (Anonym, 2008).

3.3. Zivotni cyklus

Z pohlavné vzniklé oospory vyrustd za vhodné teploty a vlhkosti hyfa, kterd na svém
konci nese jedno zoosporangium (Delanoé, 1972) Ze zoosporangia jsou uvolnény
dvoubicikaté zoospory (Anonym, 2008), které se pomoci bic¢ikli pohybuji v plidni vodée
nebo vodnim filmu (Virdnyi, 1988) a chemotakticky vyhledaji kofenovy systém
mladych hostitelskych rostlin. Pfi nalezeni kofenového vlaSeni encystuji a vyklici
hyfou, kterou penetruji do rostlinek pies rhizodermis (Viranyi, 1988). Pii kompatibilni
interakci pak ve vétSing piipadd dochazi k systémové (primarni) infekcei. Intercelulérni
mycelium parazita proristd celou rostlinu smérem k vrcholu s vyjimkou meristému a
vysild haustoria do okolnich bunék. Po kolonizaci rostliny z mycelia vyrtstaji
sporangiofory, které pronikaji skrz praduchy nebo epidermis ven z hostitele a na

koncich jejich vétvicek dochdzi k tvorbé zoosporangii. Zoosporangia se po dozrani



odlamuji a jsou roznadSena vétrem do okoli, kde mohou sekundarné infikovat dalsi

hostitelské rostliny a tim se podili na Sifeni patogenu (Spring, 2001).

Ze zoosporangia, které dopadne na hostitelskou rostlinu, se za ptiznivych
podminek uvolni zoospory, které encystuji a penetruji skrz epidermis do bunéck
hostitele. Pi1 kompatibilni interakci dochéazi k sekundarni infekci, kterd ma na rozdil od
primdrni infekce Casto jen lokalni charakter. Z mista, kde zoospory pronikly do pletiva,
se mycelium zpravidla rozristd pouze do mezofylu mezi zilkami, a tak tvoti lokalni
ohranicenou 1ézi (Anonym, 2008). V nékterych ptipadech miize mycelium proriistat dal
télem rostliny, kterd v tomto piipadé neni napadena systémové, ale patogen prorusta
pletivem pouze smérem k vegetacnimu vrcholu, nikoli smérem k zemi (Mouzeyar et al.,
1994). V dobé, kdy je mycelium dostate¢né rozrostlé v hostitelském pletivu, opét
dochdzi k tvorbé sporangioforli, zoosporangii a Sifeni v porostu hostitele. Popsany
nepohlavni cyklus trvd za optimalnich podminek jeden az dva tydny a v pfiznivych
podminkach mize probéhnout 1 nékolikrat za sezonu (Bouterige et al., 2003). Na konci
vegetatniho obdobi hostitele nastdva utlum produkce nepohlavnich zoosporangii
abchem 5-6 tydni dochazi k pohlavnimu rozmnozovani a vzniku oospor, které
zabezpeci preziti patogenu do piisti sezony (EPPO, 2013). Dal§im zptisobem piezivani

a Sifeni je v podob¢ mycelia v semenech slune¢nice (Viranyi a Spring, 2011).

3.4. Hostitelsky okruh

Plasmopara halstedii byla poprvé popsana na Eupatorium purpureum (sadec
cerveny). Hostitelsky okruh tohoto patogenu celosvétové zahrnuje pres 100 druht
rostlin z ¢eledi Asteraceae (hvézdnicovité) napf. rody Ambrosia (ambrozie), Artemisia
(pelynék), Bidens (dvouzubec), Centaurea (chrpa), Cineraria (cinerarie), Coreopsis
(krasnooc¢ko), Dimorphotheca (dimorphotecie), Erigeron (turan), Eupatorium (sadec),
Rudbeckia (tfapatka), Solidago (zlatobyl), Verbena (spory$) a Xanthium (fepen)
(Viranyi, 2002). Podrobnéjsi studie P. halstedii jako parazita byly provadény napfi. na
rodu Ambrosia (Walcz et al., 2000), nebo Helianthus vcetné jeho plané rostoucich
zastupc (Spring et al., 2003). Ekonomicky nejvyznamnéjSim hostitelem je vSak
slunec¢nice roéni (Helianthus annuus). Pfenos inokula mezi plané rostoucimi rostlinami
(v€etné planych slune¢nic) a péstovanou slunecnici a naopak zatim nebyl potvrzen ani
vyvracen. Podle nékterych autorti vSak hraje dilezitou roli v Sifeni a pfezivani tohoto

patogenu v ptirodé (Agrios, 2005).



3.5. Rozsireni P. halstedii

Plasmopara halstedii stejné jako jeji hlavni hostitelska rostlina slune¢nice ro¢ni,
pochazi ze Severni Ameriky, kde byla také P. halstedii v roce 1888 poprvé popsana
(Sindelkova et al., 2008). Primarni centrum rozsifeni se nachazi v oblasti jizni &asti
USA a severniho Mexika (Sackston, 1981). Odtud se patogen rozsitil do Jizni Ameriky
a Evropy, kde na Gzemi dnesni jizni Ukrajiny lezi jeho sekunddrni centrum roz§ifeni
(Viranyi, 2002). V dal$im Sifeni P. halstedii sehralo dulezitou roli péstovani slunecnice
jako zemédélské plodiny (Viranyi, 2002), diky kterému se tento patogen rozsifil
prakticky do celého svéta.

3.5.1. Siieni plisné slune¢nicové ve svété

Z mista svého puvodu, tj. ze Severni Ameriky, byla pliseni slunecnicova
zavleCena do Evropy a do Jizni Ameriky (Viranyi, 2002). Zpocatku se jednalo
o patogen bez znamé vnitrodruhové variability, ale v 70. letech 20 stol. byly poprvé
oficialné popsany a zacaly byt odliSovany dvé fyziologické rasy P. halstedii. Jednalo se
o tzv. Evropskou rasu (podle soucasné nomenklatury rasa 100) a americkou Red River
Valley rasu (podle soucasné nomenklatury rasa 300). Trvalo pouhych deset let, nez byly
z mist primarniho (Severni Amerika) a sekundarniho rozsiteni (Evropa) popisovany
dalsi rasy s odlisSnou patogenitou. Patogen se §ifil 1 do dalSich Casti svéta, roku 1993 byl
vyskyt P. halstedii popsan také v Jizni Africe (Viljoen et al., 1997) a zaznamenany jsou
1 vyskyty v Asii (Viranyi, 2002). Piedpoklada se, ze k Sifeni tohoto patogenu mezi
kontinenty dochéazelo a dochazi zejména pti prepravé rostlinného materialu, predevsim
osiva (Gulya, 2007; Viranyi, 2002; Viranyi a Spring, 2011). Tento pfedpoklad potvrzuje
i skutecnost, ze P. halstedii se vyskytuje prakticky ve vSech oblastech, kde je slunecnice
pestovana jako zemedélska plodina. Jedinym kontinentem, kde nebyl vyskyt doposud
potvrzen, zlstava Australie. Nalezy peronospory na rostlinach r. Arctotis a Arctotheca
byly revidovany a popsany jako Plasmopara majewskii sp. nov. (Constantinescu
a Thines, 2010). Soucasny vyskyt P. halstedii ve svété ilustruje Obrazek 2 prevzaty
z EPPO (2013).

Prvni znamy vyskyt plisn€ slune¢nice v Evropé byl zaznamenan v roce 1960
v tehdej$im SSSR, v oblasti dne$ni Ukrajiny (Delmotte et al., 2008), kde se zaroven

nachazi sekundarni centrum rozsiteni tohoto patogenu. Odtud se P. halstedii rozsitila na
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Balkansky poloostrov a nasledné postupovala do stati stiedni, jizni i zdpadni Evropy

(Viranyi, 2002). Vzhledem k tomu, Ze se choroba nekontrolovatelng

Obrazek 2 Orienta¢ni mapa rozsiteni P. halstedii ve svété (EPPO, 2013).

& Vyskyt P. halstedii s ndrodnim vyznamem;

+ Vyskyt P. halstedii jen v nékterych oblastech zemé s narodnim vyznamem.

Sitfila a hrozilo riziko ohrozZeni evropskych péstitelii slunecnic, byla vroce 1977 P.
halstedii zafazena mezi karanténni onemocnéni ve vSech zemich Evropy, kde je
slunec¢nice péstovana (Delmotte et al., 2008). Epidemie hrozi zv1asté v oblastech, kde je
slunecnice péstovana na velkych plochach v optimalnich klimatickych podminkach,
napf. v zemich jako Francie, Mad’arsko, Spanélsko nebo USA. V téchto zemich je také
popisovano nejvice ras P. halstedii, coz je do jisté miry ale ovlivnéno i skutecnosti, ze
v ohrozenych oblastech probiha nejintenzivngj$i vyzkum tohoto patogenu. Tam, kde je
slunecnice péstovana mimo své optimalni podminky, pievazuji obvykle jiné choroby
(Kudlikova a Veverka, 1999) napi. stiibfitost stonku (ptivodce Macrophomina
phaseolina), rzivost (ptivodce Puccinia helianthi) nebo sklerotiniova hniloba (ptiivodce

Sclerotinia sclerotiorum).



3.5.2. Rozsiteni v Ceské Republice

V nékdejim Ceskoslovensku byla P. halstedii poprvé hlasena vroce 1950
V. Bojilanskym a to z jizni Moravy a jizniho Slovenska. Pliseil slune¢nice byla pozd¢ji
zaznamenana v roce 1999 na experimentadlnim pozemku Mendelovy univerzity v Brné
(Veverka a Kiizkova—Kudlikova, 2006) a od t¢ doby je tato choroba prakticky
kaZzdoro€né prokazovana Statni rostlinolékaiskou spravou na péstebnich plochach na
Jizni Moravé a ve Vychodnich Cechach. Piesto je vyskyt P. halstedii na nasem tizemi
povazovan spiSe za vzacny.

Prvni podrobna studie o rozsifeni P. halstedii na uzemi Ceské republiky probéhla
az v letech 2007-2012 a byla realizovana pracovniky Katedry botaniky Ptirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (Sedlafova et al., 2010). Sledovano bylo 128
lokalit, pticemz vyskyt patogenu byl potvrzen pouze na 7 z nich a z toho na 4 lokalitach
byl patogen nalezen opakované (Sedlafova et al., 2013). Plasmopara halstedii byla
zaznamenana predevSim na provokacnich pozemcich a experimentalnich poli¢cich
vyzkumnych tstavil, pouze v 1 ptipadée se jednalo o policko malopéstitele a v 1 piipade
o pozemek vyuzivany komeréné. Konkrétni lokality vyskytu P. halstedii na
Chrlicich, Lednici a Podivin€ jsou zobrazeny na Obrazku 3, upraveném podle podklada

(Sedlarova et al., 2013).
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Obrizek 3 Orientaéni mapa vyskytu Plasmopara halstedii na izemi Ceské republiky.
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3.6. Vnitrodruhova variabilita

Studium vnitrodruhové variability P. halstedii zacalo ve 40. letech 20. stol., kdy
byly na Gizemi dne$niho Rumunska popsany dva mikrodruhy P. halstedii napadajici
slunecnice. Ze stejné doby existuje zdznam o nové ,rase” P. halstedii, ktera se
neobvykle rychle §ifila v JiZnim Rusku v oblasti Krasnodaru (Orellana, 1970). Teprve
od 70. let 20. stoleti byly odbornou vefejnosti rozliSovany dv€ rasy. Jednalo se
o tzv. Evropskou rasu (podle souc¢asné nomenklatury rasa 100) a americkou Red River
Valley rasu (podle soucasné nomenklatury rasa 300) (Zimmer, 1974). Diky
zintenzivnéni studia patogenni variability P. halstedii a diky selekénimu tlaku
vytvoienym pouzivani fungicidii a prvnich rezistentnich odrad slunecnice, byly v 80.
a predevsim 90. letech 20. stol. popsany dalsi nové rasy v Evropé i v Americe (Rashid,

1993).

Systém urcovani ras P. halstedii byl zpocatku velmi nejednotny. Prvni rasy byly
pojmenovavany potradovymi ¢isly, coz vedlo ke zmatku. Zacalo se proto pracovat na

Siroce uzndvaném systému urceni ras a na jednotné formé diferencia¢niho souboru.

Ke sjednoceni doslo vroce 1991, kdy T. Gulya predstavil navrh jednotného
diferencia¢niho souboru slunecnic a metody testovani (Gulya et al., 1991). Navrzeny
systém vSak nefungoval idedlné a bylo nutné ucinit dil¢i zmény (Limpert a Muller,
1994). Navrzené zmény byly piijaty v roce 2000 (Tourvieille de Labrouhe et al., 2012)
a diferencia¢ni soubor je v této podobn& pouzivan dodnes. Soucasny diferenciacni
soubor je slozen ze tii tripletl, pficemz kazdy triplet obsahuje tfi diferenciacni linie
sluneCnice (Tabulka 1). Nektefi autofi pro zjednoduseni oznacuji téchto devét
diferencia¢nich linii jako D—1 az D-9. Jak jiz bylo fe¢eno, P. halstedii ma schopnost
v pomérné¢ kratké dobé piekondvat geny rezistence a v soucasnosti pouzivany
diferencia¢ni soubor neni schopen rozlisit nové¢, virulentnéjsi rasy. Z toho divodu byl
prednesen navrh na rozsifeni diferenciacniho souboru o dalsi 2 triplety (Tourvieille de

Labrouhe, 2012).
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Tabulka 1 Diferenciaéni soubor a jeho reakce na nejbéznéjsi rasy P. halstedii.

Linie diferencia¢niho souboru

Prvni triplet Druhy triplet Treti triplet
Nazev RHA- RHA-

rasy HA-304 265 274 PMI-3 PM-17 803-1 HAR-4 QHP1 HA335
100 s R R R R R R R
300 s s R R R R R R
700 S s S R R R R R R
704 S s S R R R R R S
710 S S s s R R R R R
730 S S s S S R R R R
770 S S S s S S R R R

s = nachylné fenotypova reakce

R = rezistentni fenotypova reakce

V soucasnosti je urceni rasy izoladtu zalozeno na principu interakce gen proti genu
(Agrios, 2005). Spociva v tom, Ze kazda rasa P. halstedii nesouci urcitou kombinaci
genll virulence je schopna napadat jen urcité kultivary slunecnice, které nenesou
odpovidajici geny rezistence. Na zdkladé toho byl sestaven mezinarodné
standardizovany diferencia¢ni soubor kultivari slune¢nic, kde kazdy kultivar odpovida
odliSuje od ostatnich (Gulya et al.,, 1991). Pokud inokulujeme vSechny linie
diferencia¢niho souboru jednim izolatem, mizeme zaznamenat, Ze nckteré linie jsou
patogenem napadany (oznacujeme je jako nachylné) a nékteré jsou i ptes inokulaci
a kultivaci rostlin v podminkéch vyhovujicich patogenu zdravé (oznaCujeme je jako
rezistentni). Specifickd kombinace reakci linii diferenciacniho souboru potom urcuje
rasu testovaného izolatu. Podle toho, které diferenciacni linie jsou vici testovanému
izolatu P. halstedii rezistentni a které nachylné, pfidélujeme danému izolatu téimistny

kod oznacujici rasu podle tripletového kodovaciho systému (Tabulka 2).

Ttimistny kod, ktery pfedstavuje jméno rasy, zdroven nese informaci o jeji
virulenci, a proto se tvofi podle nasledujicich pravidel. Pokud byla po vyhodnoceni
testu prvni diferencia¢ni linie z tripletu (HA—304, PMI-3 nebo HAR—4) oznacena jako
nachylnd, ziskala hodnotu 1. Pokud se jako nachylna jevila druha diferenciacni linie

z tripletu (RHA-265, PM-17 nebo QHP-1), ziskala hodnotu 2. V ptipad¢, ze se tieti

jako nachylna, ziskala hodnotu 4. Pokud byla jakdkoli diferencia¢ni linie v prib&hu



12

testu vyhodnocena jako rezistentni, ziskala vzdy hodnotu 0. V zavéru hodnoceni tedy
dostaneme 9 ptidélenych hodnot (1,2,4 nebo 0) setfazenych do 3 skupin, které vyjadiuji
reakce jednotlivych diferenciacnich linii na testovany izolat P. halstedii. Jak jiz bylo
feceno, tripletovy kod je tiimistny a diferenciacni soubor je tvofen tfemi triplety. Kazda
Cislice tohoto unikétniho koédu je tedy ziskana jako soucet hodnot piifazenych liniim

daného tripletu a diky tomu je v kddu obsazena uplna informace o virulenci izolatu.

Tabulka 2 Ptiklad vytvoteni tripletového kodu.

Prvni triplet Druhy triplet Treti triplet
Nazev RHA- RHA- PM- HAR-
HA-304 PMI-3 803-1 HP1 HA335
diferencia¢ni linie 265 274 17 4 Q
reakce d{fe.ren01acn1 s s s R R R R s R
linie
Pfidélena hodnota 1 2 4 0 0 0 0 2 0
soutet pridélenych 1+2+4=7 0+0+0=0 0+2+0=2
hodnot
Nazev rasy = 7 0 2

tiimistny kod
s = nachylna fenotypova reakce

R = rezistentni fenotypova reakce

V roce 2006 byl sestaven seznam vSech zndmych ras z nejvyznamnéjSich zemi
péstujicich slunecnici. Doposud bylo popsano 36 ras P. halstedii (Gulya, 2007) z celého
svéta. V Evropé je v soucasné dob& znamo 22 riznych ras P. halstedii. Z dostupnych
zdrojii vyplyva, Ze existuji velké rozdily ve virulenci a rozsifeni ras mezi jednotlivymi
zemémi i kontinenty. N&které rasy se vyskytuji pouze v ur€itych oblastech, jiné, jako
napt. rasy 700, 710, 730 a 770, jsou popisovany z celého svéta (Gulya, 2007).
Vzhledem k prohlubujici se globalizaci se vSak tato situace muze do budoucna
podstatné ménit. Napiiklad ve Francii bylo do roku 2008 popsano 14 ras P. halstedii.
Tamni vyzkumy naznacuji, Ze soucasna rozmanitost ras byla nejspiSe zplsobena
opakovanym zavlecenim tohoto patogenu do Francie (Delmotte et al., 2012). Nejvétsi
patogenni variabilita P. halstedii je v Severni Americe, kde bylo prozatim
identifikovano 24 ras, nasleduje Evropa s 21 rasami, Afrika s 10 rasami a v Jizni
Americe a Asii je popsano 5 ras (Gulya, 2007). Vysoké patogenni variabilita v Evropé
av Severni Americe mize byt do jisté miry zkreslujici a to zdivodu pomérné

intenzivniho studia P. halstedii v téchto oblastech ve srovnani s jinymi ¢astmi svéta.
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V Ceské republice byla patogenni variabilita P. halstedii podrobngji zkoumana
v letech 20072011 fytopatologickou laboratotfi Katedry botaniky PfF UP v Olomouci.
Celkem bylo na tizemi Ceské republiky metodou inokulace diskovych listi detekovano
6 ras. Drtiva vétSina z 54 testovanych izolati byla identifikovana jako rasa 700,
virulentngjs$i rasa 770 byla zaznamendna ve Ctyfech, a rasa 730 ve tfech pfipadech.
Ostatni rasy (704, 714 a 774) byly zaznamenany u maximaln& 2 testovanych izolath

(Stojaspal, 2009; Trojanova, dosud nepublikovano).



4. Plisen sluneénice

Plasmopara halstedii je patogen zpisobujici vyznamnou karanténni chorobu
pliseii slunecnice (dfive uvadénou jako plisent slune¢nicovou). Oospory puvodce
choroby ptezivaji v pudé az 10 let, diky ¢emuz hrozi kontaminace pozemku a dalsi
Sifeni této choroby. P. halstedii pasobi ekonomické ztraty ve vSech oblastech péstovani
slune¢nice, zejména snizuje vynosy semen (Caca et al,, 1981), protoZe systémové
napadené rostliny zpravidla neprodukuji z4dnd nebo dostate¢né olejnatd semena
(Baiswar et al., 2009) a navic zakrslé¢ systémové infikované rostliny nelze sklizet
standardnimi postupy. Proto byla roku 1977 pliseil slunecnice prohlaSena za hlavni
chorobu slune¢nic ve vSech evropskych zemich, kde se tato plodina péstuje (Sackston,

1981).

4.1. Symptomy

Plasmopara halstedii muze vyvolat rizné symptomy v zavislosti na véku
hostitele, podminkéach prostfedi a zpiisobu infekce (EPPO, 2013). Pfi primarni infekci
semendckl zoosporami z piidy zpravidla dochdzi k systémové infekci. U mladych
rostlin tato infekce vrcholi bud’ padanim kli¢nich rostlin nebo produkci zoosporangii,
které vyrlstaji na sporangioforech tvoficich bily povlak na dé€loznich listcich hostitele
(Spring et al., 1991). Pokud rostlinky pfeziji, dochazi k rozvoji systémové infekce
a rostliny zac¢inaji vykazovat typické symptomy. Zkraceni internodii vede k zakrslému
ristu a na listech se objevuji charakteristické chlorotické 1éze, které jsou nejzretelnéjsi
podél listové zilnatiny (Sackston, 1981). Za ptiznivych klimatickych podminek
vyrustaji na spodni strané€ list sporangiofory, které Casto tvoii souvisly bily povlak
odpovidajici chlorotické ¢asti listu (Caca et al., 1981; EPPO, 2013). Plisefi slune¢nicové
také ovliviiuje kveteni a tvorbu semen. Pouze cca 30% napadenych rostlin tvoii
kvétenstvi, které viak byva deformované a vynos semen klesa az cca o 75% (Caca et al.,

1981).

Vedle systémové infekce mize dojit k infekei latentni. Pfi latentni infekci jsou
napadeny bud’ délozni listky, nebo podzemni organy rostlin. K nariistu zoosporangii
potom dochazi pouze na napadenych castech téla hostitele, tj. na kofenovém systému

a ptipadné€ na spodni ¢asti hypokotylu.

14



15

Pfi sekundarni infekci vyvolané zoosporami, které jsou produkovany
v nepohlavni ¢asti Zivotniho cyklu, se na listech vzrostlych rostlin tvofi ohranicené
chlorotické 1éze, z nichz mohou na spodni strané listu znovu vyrlstat zoosporangia

(Sackston, 1981).

Obrazek 4 Symptomy vyvolané P. halstedii A — zakrslost, B — chloroticka 1éze na listu,
C — sporulace na spodni stran¢ listu, D — sporulace v misté ohranicené 1éze

vyvolané sekundéarni infekci.

Hlavni obrannou reakci proti primarni infekci v pribéhu inkompatibilni interakce je
hypersenzitivni reakce v hypokotylu napadané rostliny (Mouzeyar et al., 1993).
Obranna reakce probiha cca po 5 dnech od infekce kotfent rostliny fizenou smrti bun€k
v oblasti hypokotylu, kterym prortsta mycelium P. halstedii dal do nadzemnich organt
napadené rostliny (Radwan et al., 2005). Tim, ze cilen¢ odumielé bunky neposkytuji
patogenu zdroj vyzivy, kterou vyzaduje pro riist mycelia, rostlina zamezuje patogenu,
aby se §ifil dal jejim télem. Timto zpisobem se brani vSechny kultivary slunecnice, ale
jen urezistentnich kultivarii je obrannd reakce natolik UspéSnd, Ze je rust parazita

zastaven uz v hypokotylu a nedosdhne listi hostitele (Mouzeyar et al., 1994).
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U nachylnych kultivart slune¢nic dochézi k hypersenzitivni reakci pouze v omezené

mife, kterd neni dostacujici pro zastaveni riistu patogenu.

4.2. Pfenos choroby a ochrana proti P. halstedii

Pienos patogenu a Sifeni choroby probiha tfemi zpiisoby: kontaminovanou pidou
(oospory), vétrem (zoosporangia) nebo osivem (mycelium). Oospory se v pudnim
prostiedi Sifi za pomoci tekouci vody, nebo jsou rozsifovany pii obdélavani pozemku
(orba, vlaCeni) a zplsobuji primarni infekci rostlin (EPPO, 2013), ke které jsou
slune¢nice nejnachylngjsi do staii dvou az tfi tydnt. Jako ochrana proti tomuto typu
prenosu se vyuziva péstovani rezistentnich odrid slune¢nice v kombinaci s motenim
osiva fungicidy na bazi metalaxylu (Spurny, 2005). Zoosporangia, ktera produkuje
V porostu nachylné plodiny miize Sifeni zoospor vést k epidemii (Sedlatrova et al., 2010)
a muze se vysokou mérou podilet na produkci kontaminovaného osiva (Spring, 2001).
Ochranu proti tomuto typu infekce predstavuji rezistentni odrady slunecnice. Na malych
péstebnich plochach je mozné zabranit S§ifeni zoosporangii v€asnym odhalenim

a likvidaci infikovanych rostlin, které jsou zdroji inokula.

Plasmopara halstedii se mize do jisté miry rozSifovat kontaminovanym osivem.
Semena vznikld v kvétenstvi zpravidla sekundarné napadenych rostlin mohou pod
osemenim nést mycelium patogenu, které preziva amiize v dal$i sezéné zpisobit
infekci kli¢ici rostliny. Tomuto typu Sifeni Ize zabranit pouzivanim pouze
certifikovaného osiva, ukterého je vyloucena pfitomnost patogenu. Plasmopara
halstedii se nejucinnéji $ifi oosporami v pudé. Z hlediska rozsifovani choroby
nepovazujeme vitr za dilezity faktor. Nicméné v oblastech s ptiznivymi klimatickymi
podminkami miizeme sekunddrni infekci rostlin zplsobenou vétrem piendSenymi

zoosporangii povazovat za vyznamnou.

Nejefektivnéjsi ochranou proti infekci slune¢nic P. halstedii je zabranéni vzniku
primarni infekce rostlin. Toho Ize dosdhnout péstovanim certifikovaného rezistentniho
moteného osiva v nekontaminované pud¢. V piipadé, ze se choroba vyskytne, je nutné
zamezit jejimu Sifeni a zabranit kontaminaci pidy. Na pozemcich zamofenych
oosporami je tfeba dodrzet karanténni opatfeni a nepéstovat na nich slunecnici

min. 10 let.
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4.3. Rezistence P. halstedii vii¢i fungicidim.

Ochrana slune¢nic proti P. halstedii byla v minulosti zalozena piedev§im na
pouzivani fungicidi. AvSak dlouhodobé pouzivani téchto latek vedlo k selekci
rezistentnich izolati (Molinero—Ruiz et al., 2003) a v soucasnosti neni dostupny zadny
piipravek, ktery by rostliny stoprocentné ochranil. Jiz v 90. letech 20. stol. byly
uizolatt P. halstedii ziskanych z Evropy pozorovany rozdily v toleranci vuci
metalaxylu (Viranyi et al., 1992). Prvni zpravy o rezistenci tohoto patogenu vici
metalaxylu jsou hldSeny z Francie z let 1995 a 1996, pouze 6 let od zacatku pouzivani
metalaxylu v zeméd¢€lstvi (Albourie et al., 1998). Rezistentni izolaty byly hlaseny i ze
Spanélska (Moliero—Ruiz et al., 2003) nebo Némecka (Spring et al., 2006). V Ceské

republice zatim nebyla P. halstedii na odolnost vii¢i metalaxylu testovana.



5. Material a metody

5.1. Rostlinny material

Udrzovani a mnozeni izolatt P. halstedii bylo provadéno na nachylném kultivaru
slune¢nice ro¢ni Helianthus annuus cv. Giganteus (Benary, Han.—Miinden, Némecko),
ktery postrada geny rezistence vici P. halstedii. Osivo linii diferencia¢niho souboru
pouzivané pfii testovani bylo ziskdno vlastnim piesevem origindlniho osiva v 1été 2012
(Obrazek 5). Originalni osivo diferenciacnich linii laskavé poskytli Reinhard Zipper
z Univerzity Hohenheim, Némecko (HA-304, PMI-3 a QHP-1), Dr. Thomas Gulya
z ARS USDA ve Fargu, Severni Dakota, USA (RHA-265, RHA-274, DM-2, PM-17,
803—1, HAR—4, HAR-5) a Prof. Karel Veverka z VURV Praha—Ruzyné (HA-335).
Vyprodukované osivo bylo vycisténo a po 2 mésice skladovano v -20 °C. Semena byla

poté uchovavana v semenarskych saccich v lednici se stalou teplotou 4 °C bez piistupu

svétla.

Obrazek 5 Presev linii diferenciacniho souboru a produkce osiva v 1été 2012.
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5.2. Izolaty P. halstedii

Testované izolaty P. halstedii pochazi ze sbérii na tizemi Ceské Republiky
provedené¢ pracovniky Katedry botaniky Univerzity Palackého v Olomouci pod
vedenim prof. Ing. Alese Lebedy, DrSc.. Izolaty byly pfemnozeny z originalniho
inokula uskladnéného v -80 °C a po dobu experimentu byly podle potieby

pfemnoZovany a uchovavany v pracovni kolekcei pfi -20 °C.

Tabulka 3 Seznam testovanych izolata P. halstedii

Oznaceni izolatu Rok sbéru Nazev lokality Rasa *

1201 2012 Olomouc — Holice neuréeno

1201 (K2)° 2012 Olomouc — Holice neuréeno
1202 2012 Olomouc — Holice neuréeno
1203 2012 Olomouc — Holice neurceno
1204 2012 Olomouc — Holice neuréeno
1205 2012 Olomouc — Holice neurceno
1207 2012 Olomouc — Holice neurceno

1207 (K1)® 2012 Olomouc — Holice neuréeno
1208 2012 Olomouc — Holice neuréeno
1210 2012 Olomouc — Holice neuréeno
0001 poskytnuto r. 2007 Madarsko © 730
1009 2010 Podivin 730
1108 2012 Brno — Chrlice 700
1111 2011 Podivin 714
1112 2011 Podivin 704
1115 2011 Podivin 704
1120 2011 Lednice 700
1124 2011 Olomouc — Holice 770
1125 2011 Olomouc — Holice 770

? rasa byla uréena pomoci metody inokulace listovych disk (LDI)
® monozoosporicky izolat

¢ referenéni izolat ze sbirky prof. Ference Viranyiho ze St. Stefan Univerzity v G6d6116, Mad’arsko

5.3. UdrZovani a mnoZeni izolata P. halstedii

Rostliny pro udrzovani a mnozeni kultury vietenatky byly péstovany podle
upraven¢ho postupu dr. Gulyi (Gulya, 1991). Semena slune¢nice cv. Giganteus byla
vlozena do kadinky a dezinfikovana ponofenim do 10 % roztoku Sava (Bochemie a.s.,
Bohumin, Ceska Republika) s nékolika kapkami detergentu (napf. Jar na nadobi) pro
podpoieni smacivosti po dobu 15 minut. Poté byla alespon 1 minutu proplachovana

proudem cisté vody, dokud se nezbavila stop dezinfekéniho roztoku. Dezinfikovana
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semena byla vyseta na dno Petriho misky pokryté filtratnim papirem, zalita
destilovanou vodou tak, aby byla téméf ponofena a takto byla kultivovana 3 hodiny ve
tmé pii pokojové teploté. Po tfech hodinach byla pfebytecna voda odstranéna a semena
na misce byla upravena tak, aby se nedotykala. Kli¢eni probihalo na vlhkém filtracnim

papiru v uzaviené Petriho misce pii pokojové teploté ve tme a 2—4 dny.

Pro inokulaci byly vybirany semenacky s cca 1,5 cm dlouhym kotfinkem a dobte
vyvinutym kofenovym vlaSenim. Vybrané semendcky nesmély byt napadeny
kontaminujicimi organismy (bakterie, plisn€) a zdroven nesmély vykazovat zadné dalsi

anomalie (deformace, barevné zmény).

Stejné semenaCky byly pouZivany 1 pro vypéstovani materidlu nutného
k testovani rezistence P. halstedii vic¢i metalaxylu. Zdravé, nedeformované, 2—4 dny
staré semendcky vyrostlé ze semen povrchové dezinfikovanych roztokem Sava byly
vysazeny do plastovych kvétinaét s Perlitem (Agroperlit, Novy Ji¢in, Ceska Republika)
a péstovany ve skleniku po dobu 14 dni. Rostlinky byly béhem péstovani 1x tydné
pfihnojeny hnojivem znalky Kristalon (Agro CS a. s., Rikov, Ceskd Republika).
K testovani rezistence izolatd vi¢i fungicidu byly pouzivany plné vyvinuté,

neposkozené délozni listky 14 dni starych rostlin.

Obrizek 6 A — material a pomtcky nutné k pfipraveé inokula, B — semenacky slunecnic

vhodné k inokulaci.
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Inokulum potiebné k inokulaci naklicenych semen bylo pfipravovano podle
postupu, ktery uvadi Gulya (Gulya, 1996). Pro pfipravu inokula byla pouzivana
zoosporangia bud’ Cerstva, pravé narostla na infikovanych semenaccich slunecnice cv.
Giganteus, nebo mrazena uchovavana na déloznich listcich cv. Giganteus v alobalu
v mrazni¢ce pii -20 °C. Neékolik d€loznich listkli se sporangiofory a zoosporangii
P. halstedii bylo vloZeno do plastové zkumavky, zalito 1-5 ml destilované vody (podle
mnoZstvi materialu a intenzity sporulace) a Setrné protfepano pomoci ttepacky (2—3 krat
3 s, max. 2500 rpm). Zbytky pletiva byly ze suspenze odstranény sterilni pinzetou.
Kvalita inokula byla zkontrolovana pod mikroskopem a koncentrace upravena tak, aby

odpovidala hodnot¢ cca 10 000 zivotaschopnych zoosporangii v 1 ml.

Obrazek 7 A — kultivace infikovanych semenackil v kultiva¢ni skiini, B — indukce

sporulace P. halstedii v uzavienych krabickach se 100% vlhkosti.

Ze semenacku bylo Setrné odstranéno osementi a byly ihned vkladany do inokula
tak, aby byly zcela ponofené. Inokulace probihala ve tm¢ po dobu 3 h pii teploté 19 °C
av prub¢hu inokulace byla zkontrolovana pfitomnost Zzivych zoospor pomoci
mikroskopu. Inokulované semenacky byly vysazeny do zvlh¢eného Perlitu a péstovany
v kultivacni skiini pfi teploté 19/18 °C s fotoperiodou 12/12 hodin (den/noc) po dobu 9—
13 dni. Piiblizné jedenécty den po inokulaci (podle velikosti semenackli a zadvaznosti

symptomtt), kdy jsou prvni pravé listky cca 0,5 cm dlouhé, byly nadzemni casti
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semenackil odstiizeny sterilnimi ntizkami a uzavieny do plastové krabicky s navlhc¢enou
buni¢inou. Tim byla =zajiStetna 100% vzdusnd vlhkost nutnd k indukei ristu
sporangiofori a zoosporangii. Indukce sporulace probihala 16-24 hodin ve tmé pfi
teploté 18—19 °C. Zoosporangia vyrostla na déloznich listcich byla pouzivéana k ptipravé
inokula pro experimenty nebo mohla byt znovu piemnoZzena ¢i zamrazena v -20 °C pro

dalsi pouZiti.

5.4. Urc¢eni ras izolatii metodou inokulace semenacka (WSI)

Rasy izolatd byly urCovany metodou zvanou inokulace semenackit — whole
seedling inoculation (WSI) (Gulya et al., 1998) a pro tzv. patotesty (patotest = test na
uréeni rasy 1 izolatu) bylo pouzivano 9 zdkladnich genotypl slunecnice (HA-304,
RHA-265, RHA-274; PMI-3, PM-17, 803-1; HAR-4, QHP-1 a HA-335), 2
doplitkové (DM-2 — starsi diferenciacni linie odpovidajici PMI-3 a HAR-5 — starsi dif.
linie odpovidajici QHP-1) a 1 kontrolni linie (cv. Giganteus). Semenacky jednotlivych
diferenciacnich linii pro patotest byly pfipravovany podle postupu popsaného v kapitole
5.1.. Vzdy 10 semenéackt od kazdé diferenciacni linie bylo vysazeno v fadach do tacu
naplnéného do 2/3 zvlhéenym perlitem tak, aby kofinky smeétovaly ke dnu ticu

a rostlinka nebyla zcela ponoifena do perlitu.

Obrazek 8 Vysadba semenackt jednotlivych diferencia¢nich linii do perlitu.
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Inokulum, tj. suspenze zoosporangii P. halstedii v destilované vodé, bylo
pfipravovano vzdy z Cerstvé narostlych zoosporangii pozadovaného izoladtu podle
postupu popsan¢ho v kapitole 5.3.. Poté byla pomoci Biirkerovy pocitaci komurky

stanovena koncentrace pripraveného inokula podle vzorce:

_ 1000

X = —
0,04

kde X = pocet zoosporangii v 1 ml a Y = primérny pocet zoosporangii v 10 pocitanych
¢tvercich Biirkerovy komirky. Poté bylo vypocitdno mnozstvi tekutiny, které pii dané

koncentraci obsahuje cca 10 000 zivotaschopnych zoosporangii podle vzorce:

Z= 10000 1000
X
kde Z = objem inokula s 10000 zoosporangii a X = poc¢et zoosporangii v 1 ml. Pokud se
vypocitany objem pohyboval mezi 20—40 pl bylo mozno ihned pfistoupit k inokulaci
patotestu. V opa¢ném piipad¢ bylo nutné zakoncentrovat inokulum pfidanim dalSich

zoosporangii nebo natedit inokulum destilovanou vodou a znovu stanovit koncentraci.

Vypoctenym objemem inokula, ktery obsahoval cca 10 000 zoosporangii, byl
inokulovany kazdy semenacéek patotestu. Automatickou pipetou byla pifimo na kazdou
rostlinku nanesena pozadovana davka inokula. Pro minimalizaci odchylek v mnoZzstvi
zoosporangii pro kazdou rostlinku bylo nutné dbat na to, aby inokulum bylo po celou
dobu inokulace homogenni (protfepavani pied odebranim dal§i davky) a aby kazda

rostlinka dostala prave jednu davku inokula.

Po dokonceni inokulace vSech rostlin patotestu byla na semenacky nanesena cca
1 cm silnéd vrstva zvlhéeného perlitu. Téc s rostlinami byl poté pienesen do fytotronu
a prvnich 12-16 hodin (do rana nésledujiciho dne) byl kultivovan pod tmavou folii pfi
21/17 °C, 12/12 hodin den/noc. Poté byla folie odstranéna a rostliny byly ve stejnych
podminkach péstovany a podle potieby zalévany po 13 dni. Ttiinacty den byly
vytvofeny podminky vhodné pro sporulaci patogenu (100% vzdu$na vlhkost a tma).
Rostlinky byly pomoci rozprasovace navlhéeny destilovanou vodou a tac byl vlozen do
dostate¢né velké neprithledné plastové bedny s vikem tak, aby se rostlinky ni¢eho
nedotykaly. Bedna se zatemnénymi rostlinami patotestu byla ponechana ve fytotronu pfi
21/17 °C, 12/12 hodin den/noc a po 16-24 hodinach, tj. 14. den po inokulaci bylo

provedeno hodnoceni. Hodnoceni patotestu a urceni rasy izolatu probihalo ve tfech
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krocich. Nejprve byla pomoci semikvantitativni stupnice odhadnuta mira napadeni
kazdé rostliny v patotestu. Podle toho, na kolika procentech plochy rostlinného téla se

vyskytovala sporulace, byl rostling pfid€len jeden ze Ctyt stupiii napadeni.

Obrazek 9 Téac s diferencia¢nimi liniemi sluneCnice po Ctrnactidenni kultivaci a 12

hodinach zatméni pii 100% vlhkosti.

Obrazek 10 Semikvantitativni stupnice napadeni rostlin P. halstedii. A — Zadna

sporulace (stupen napadeni 0), B — sporulace do 25 % (stupenn napadeni

1), C —sporulace do 50 % (stupen napadeni2), D —sporulace

nad 50 % (stupeni napadeni 3).
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Tabulka 4 Semikvantitativni stupnice napadeni rostlin P. halstedii.

Procento povrchu rostliny

Stupefi napadeni pokryté sporangiofory
0 0%
1 do 25%
2 nad 25% a do 50%
3 nad 50 %

Dal§im krokem byl vypocet miry napadeni pro kazdou diferenciacni linii (10 rostlin)

podle vzorce:

> (n-v)-100
x-N

kde P = mira napadeni diferenciacni linie, n = pocet rostlin s pfisluSnym stupném
napadeni, v = pfislusny stupenn napadeni, x = 3 (rozsah stupnice), N = celkovy pocet
hodnocenych rostlin v diferenciani linii. Na zaklad¢ procentudln¢ vyjadiené miry
napadeni jednotlivych diferenciacnich linii bylo mozné urcit, jsou—li dané¢ diferenciacni
linie k testovanému izolatu P. halstedii nachylné nebo rezistentni. Mira napadeni
kontrolni linie cv. Giganteus musela byt min 70%, jinak byl patotest vyhodnocen jako
neprukazny a bylo nutné jej opakovat. Pokud stupen napadeni diferenciacni linie ptesahl
50 %, byla diferencia¢ni linie hodnocena jako nachylnd a pokud stupen napadeni
diferenciacni linie nedosidhl 30 %, byla linie hodnocena jako rezistentni. Pokud se
stupent napadeni diferenciacni linie pohyboval vrozmezi 30-50 %, byly napadené
rostliny diferenciac¢ni linie odebrany a pouzity jako zdroj zoosporangii pro novou
inokulaci. Nové vytvofeny izolat byl pfemnoZen a znovu testovan. Pokud se procento
povazovan za sm¢s nékolika ras, ve které se nové premnozend a testovana rasa

vyskytuje v nizsi frekvenci.

Posledni ¢asti experimentu bylo pfifazeni tfimistného kodu podle pravidel
tripletového kdédovaciho systému, ¢imz byla urena a pojmenovana rasa testovaného

izolatu.

5.5. Test rezistence izolati vici metalaxylu

Odolnost izolati P. halstedii vi¢i fungicidu metalaxyl byla testovana metodou

listovych diskii. Rostliny pro piipravu listovych diskii byly péstovany zplsobem
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popsanym v kapitole 5.1.. Z vypéstovanych rostlin byly sterilni pinzetou a nizkami
ostithany délozni listky, které byly na prkénku rozitezany ziletkou na listové disky
¢tvercového tvaru o délce strany 6 mm, které byly ponofeny do destilované vody, aby

v prub&hu prace neztracely turgor a neusychaly.

Samotny test probihal v plastové kultivacni desti¢ce s 24 komtrkami (Nunc 24—
well Multidish). Do 12 komtirek v horni poloving kultivaéni desticky bylo napipetovano
900 pl destilované vody, zatimco do 12 komiirek v dolni poloving kultivaéni desticky
bylo napipetovano 900 pul roztoku metalaxylu (N—(2,6-Dimethylphenyl)-N—
(methoxyacetyl)-D—alanine methyl ester, analytical standard, Fluka) o koncentraci 10

mg/l.

Tésné pred umisténim do jamek desticky byly disky Setrné osuseny mezi dvéma
vrstvami buni€iny. Jakymkoli zpisobem poSkozené disky nebyly pro testovani pouzity.
Do kazdé komutrky v desticce byl poté Setrné vlozen pinzetou jeden listovy disk, tak aby

plaval na své svrchni stran¢ (tedy byl abaxialni stranou vzhiru).

Kazdy listovy disk byl inokulovan kapkou inokula umisténé do stfedu disku tak,
aby nesklouzla do okolni tekutiny. Inokulum bylo pfipraveno stejnym zpiisobem, jaky
byl popsan v kapitole 5.3. Urceni ras izolati metodou WSI stim rozdilem, Zze
koncentrace inokula byla upravena tak, aby 10 000 zoosporangii bylo obsazeno v 10—15
ul tekutiny. Aby bylo mozné nésledujici den urcit klicivost zoosporangii, byla jedna
davka inokula napipetovana také piimo do destilované vody v levé horni jamce Al a

jedna davka do metalaxylu v levé spodni jamce D1.

Desticka s inokulovanymi disky byla inkubovéana 12—16 hodin (do druhého dne)
bez piistupu svétla pii 18—19°C a po odkryti byla déle kultivovana pii 19/18°C , 12/12
hodin, den/noc. Kli¢ivost zoosporangii byla pozorovana pod inverznim mikroskopem
v jamkach Al a D1 24 hodin po inokulaci. V piislusné jamce bylo pfi 100nasobném
zvétSeni nalezeno misto s homogenné distribuovanymi zoosporangii a v zorném poli
byla spocitana zvlast’ neZivotaschopnd tmavé zoosporangia s obsahem uvnitt, kterd
neuvolnila zadné zoospory a prazdné schranky zivotaschopnych zoosporangii, které
zoospory uvolnily. Kli¢ivost zoosporangii v destilované vod¢ a v roztoku metalaxylu

byla spocitana podle rovnice:
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A
A+B

C= x 100

kde C = kli¢ivost zoosporangii, A = pocet nezivotaschopnych zoosporangii, B = pocet

prazdnych schranek.

Test na rezistenci izolatu P. halstedii vici metalaxylu byl povazovan za prukazny,

pokud kli¢ivost zoosporangii dosahla v obou piipadech minimalné 90 %.

Ctrnacty den po inokulaci bylo provedeno hodnoceni testu. Kazdy listovy disk
na desti¢ce byl prohlédnut pod binokularni lupou a do protokolu bylo zaznamenano, zda
se na ném po kultivaci objevily sporangiofory P. halstedii. Testovany izolat byl ozna¢en
jako rezistentni k metalaxylu pokud bylo vietenatkou napadeno minimélné¢ 75 %
listovych diska kultivovanych v komurkéach s roztokem metalaxylu. Test byl oznacen
jako prukazny, pokud se sporangiofory P. halstedii objevily minimalné na 75 %

kontrolnich listovych diskii kultivovanych v destilované vodé.



6. Vysledky
6.1. Rasy P. halstedii v Ceské republice

Metodou inokulace semenackl bylo testovano celkem 19 izolatt z let 2010 az
2012. Pomoci metody inokulace semenackil byly u izolata z roku 2012 zjistény tfi rasy.
Rasa 710 byla identifikovana u vSech izolatd pochézejicich z pozemku Katedry
botaniky PiF UP z Olomouce—Holice. Rasa 700 byla identifikovdna v jenom piipade
u monozoosporického izolatu vytvofeného =z matetfského izoldtu pochézejiciho
z experimentalniho pole v Olomouci—Holici. Rasa 704 byla identifikovana u jediné¢ho
izolatu pochazejiciho z provokaéniho pole Ustfedniho kontrolniho a zkusebniho ustavu
zemédélského (UKZUZ) v Lednici. Vysledky testovani vé&etné procentualnd
vyjadieného stupné napadeni jednotlivych diferenciacnich linii jsou uvedeny

v Tabulkach 5 a 6.

Rasa 710 byla identifikovdna v 5 piipadech a vyskyt rasy 710 byl
prokazan v Olomouci—Holici, Lednici, Podiviné a na blize neurcené lokalité
v Mad’arsku. Rasy 700 a 704 byly urCeny vzdy ujednoho zizolatd, vroce 2012
nepotvrzena rasa 714 byla prokézana u 2 izolath. Pfitomnost rasy 700 byla potvrzena
na provoka¢nim poli Ustfedniho kontrolniho a zku$ebniho tstavu zemé&dé&lského v
Brné—Chrlicich a rasa 704 a 714 se vyskytuji na komeréné vyuzivaném policku
v Podiving. Vysledky testovani véetné procentudlné vyjadieného stupné napadeni

jednotlivych diferenciac¢nich linii jsou uvedeny v Tabulce 7.
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Tabulka 5 Vysledky dvojic testll urceni rasy izolatd z roku 2012 metodou inokulace
semendckl. Tucéné jsou oznacené diferenciacni linie, které byly po
vyhodnoceni oznaceny jako nachylné.

Oznaceni a stupen napadeni jednotlivych izolatt

diferl‘i’[‘l‘f:“é“" 2124% Elz(g; 1200 1200 1202 1202 1203 1203 1204 1204
HA-304 30,0°  00° 800 500 333 266"  200° 733 700 733
RHA 265 966 566 966 833 1000 966 1000 866 966 100,
RHA 274 533 60,0 1000 766 958 833 1000 90,0  100,0 73,3
PMI-3 0,0 6,6 100,0 56,6 23,3 20,0° 36,6° 66,6 40,0° 46,6"
PM-17 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0.0 13,3 13,3 0,0 0,0
803-1 30,0° 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
HAR-4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
QHP-1 0,0 200 3339 33 00  300° 33 20,0 6,6 26,6
HA-335 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Giganteus 933 90,0 1000 633 933 833 966 866 866 933
Rasa 700 700 710 710 710 710 710 710 710 710

* osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardné, po porovnani s kontrolou (Giganteus) je diferenciaéni
linie vyhodnocena jako nachylna

® osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardng, po porovnani s kontrolou (DM-2, data nejsou uvedena)
je diferenciacni linie vyhodnocena jako nachylna

¢ chyba pfi vysadbé semenacki, opakovani testu nepotvrdilo vysledek (data nejsou uvedena),

diferenciacni linie je vyhodnocena jako rezistentni

4 osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardng, po porovnani s kontrolou (HAR-5, data nejsou uvedena)
je diferenciaéni linie vyhodnocena jako rezistentni
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Tabulka 6 Vysledky dvojic testli uréeni rasy izolath z roku 2012 metodou inokulace
semenacki. Tuéné jsou oznacené diferenciacni linie, které byly po
vyhodnoceni oznaceny jako nachylné.

Oznaceni a stupenl napadeni jednotlivych izolatt

dif"l‘i*l'l‘icsaé“i 1205 1205 }é‘i; 212(?; 1207 1207 1208 1208 1210 1210
HA-304 233° 56,6 63,3 10,0°  433° 93,3 53,3 50,0 76,6 60,0
RHA-265 96,6 100,0 96,6 86,6 90,0 100,0  100,0 83,3 96,6 83,3
RHA-274 96,6 96,6 90,0 60,0 93,3 96,6 100,0 76,6 85,7 96,6
PMI-3 76,6 733 76,6 30,0° 80,0 50,0" 70,0 433" 0,0 0,0
PM-17 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 13,3 0,0 6,0 0,0 0,0
803-1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
HAR-4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
QHP-1 46,6° 10,0 13,3 0,0 0,0 0,0 6,6 13,3 12,5 16,6
HA-335 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 93,3
Giganteus 1000 86,6 76,6 93,3 96,6 85,1 73,3 93,3 100,0 96,2
Rasa 710 710 710 710 710 710 710 710 704 704

* osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardné, po porovnani s kontrolou (Giganteus) je diferenciaéni
linie vyhodnocena jako nachylna

® osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardné, po porovnéani s kontrolou (DM-2, data nejsou uvedena)
je diferenciacni linie vyhodnocena jako nachylna

¢ osivo diferenciani linie reaguje nestandardng, po porovnani s kontrolou (HAR-5, data nejsou uvedena)

je diferenciacni linie vyhodnocena jako rezistentni
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Tabulka 7 Vysledky testti urceni rasy izolati z roku 2010 a 2011 metodou inokulace

diferencia¢ni

Oznaceni a stupeni napadeni jednotlivych izolatd

semenackii. Tucné jsou oznacené diferencia¢ni linie, které byly po
vyhodnoceni oznaceny jako nachylné.

linie 0001 1009 1108 1111 1112 1115 1120 1124 1125
HA-304 56,6 23,3° 66,6 333" 40,0° 233" 96,6 40,7* 33,3°
RHA-265 100,0 100,0 76,6 96,6 93,3 90,0 96,6 95,8 60,0
RHA-274 100,0 100,0 60,0 93,3 100,0 96,6 88,8 83,3 73,3
PMI-3 70,0 83,3 0,0 76,6 80,0 0,0 56,6 96,6 50,0°
PM-17 0,0 0,0 0,0 26,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
803-1 33 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
HAR—4 0,0 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
QHP-1 10,0 30,09 0,0 40,0¢ 0,0 20,0 33 56,6 10,0
HA-335 0,0 0,0 0,0 86,6 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0
Giganteus 93,3 96,6 80,0 93,3 100 93,3 100,0 83,3 86,6
Rasa 710 710 700 714 714 704 710 710 710

* osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardné, po porovnani s kontrolou (Giganteus) je diferenciaéni
linie vyhodnocena jako nachylna

® osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardné, po porovnéani s kontrolou (DM-2, data nejsou uvedena)

je diferenciacni linie vyhodnocena jako nachylna

d

je diferenciacni linie vyhodnocena jako rezistentni

osivo diferenciacni linie reaguje nestandardné, po porovnani s kontrolou (HAR-5, data nejsou uvedena)
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6.2. Srovnani metod inokulace semenacku (WSI) a inokulace listovych disku (LDI)

Rasy determinované pomoci metody inokulace semenackii se u nekterych izolath
neshodovaly s pfedchozim ur€enim pomoci metody inokulace listovych diskd. Ze
ziskanych dat je patrné, Ze metoda inokulace semendcki pfinesla jednoznacnéjsi
fenotypovou reakci diferenciacniho souboru. Porovnani ras testovanych izolata

uréenych obéma metodami je uvedeno v Tabulce 8.

Tabulka 8 Srovnani vysledki metody inokulace semenackti (WSI) a metody inokulace
listovych diskd (LDI) pii urovani rasy izolata P. halstedii.

Rasa izolatu uréena metodou

Oznaceni izolatu Inokulace semenacku (WSI) Tnokulace listovych diskii

(LDI)
0001 710 730
1009 710 730
1108 700 700
1111 714 714
1112 714 704
1115 704 704
1120 710 700
1124 710 770

1125 710 770
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o we

6.3. Rezistence P. halstedii vii¢i metalaxylu

Testovanim izolati na odolnost viici metalaxylu metodou listovych diski bylo
zjisténo, ze za4dny z testovanych izolatlh nevykazoval odolnost vici této latce. Vysokou
ucinnost fungicidu na P. halstedii u testovanych izolati potvrzuje i skuteCnost, ze
u vSech testii bylo procento napadeni diskli oSetifenych metalaxylem rovno nule.

Vysledky jsou v Tabulce 9.

Tabulka 9 Vysledky testovani P. halstedii na rezistenci vii¢i metalaxylu.

Procento listovych diski

napadenych Procento kli¢icich zoosporangii

P. halstedii P. halstedii
ana?eni Reakee na Kontrola Metalaxyl Kontrola Metalaxyl
izolatu metalaxyl
1201 Nachylny 75 0 100 90
1202 Nachylny 100 0 69 92
1203 Nachylny 92 0 94 100
1204 Nachylny 83 0 93 97
1205 Nachylny 83 0 96 100
1206 Nachylny 75 0 69 95
1207 Nachylny 100 0 93 100
1210 Nachylny 75 0 93 79

1115 Nachylny 75 0 99 97



7. Diskuse

Stanoveni rasy nebo patotypu biotrofnitho patogenu pomoci souboru
diferencia¢nich linii hostitelskych rostlin je ve fytopatologii naro¢ny kol vyzadujici
jistou zkuSenost a nese s sebou fadu uskali a problémt, které doposud nebyly zcela

vyteSeny.

Jak jiz bylo feceno, diferenciacni soubor slunecnic pro urcovani rasy P. halstedii se
vyviji zhruba 20 let a pfestoze byly ucinény kroky pro unifikaci metod testovani
a hodnoceni, zlstavd urCovani ras znacné subjektivni disciplinou. Tiebaze existuje
nckolik velmi srozumitelné napsanych metodik testovdni, které popisuji jakym
zpusobem pfemnozovat a subkultivovat izolaty (Gulya, 1996), jaké linie diferencia¢niho
souboru pouzit (Gulya et al., 1991), prakticky v Zadném néavodu se ¢tenaf nedozvi, kde
lezi hranice mezi nachylnou a rezistentni reakci rostlin. Zatimco Gulya et al. (1991)
povazuje za kritérium nachylnosti sporulaci na déloznich listcich a nizsi vzrist rostliny,
Tourvieille et al. (2000) dokonce navrhuji, ze rostliny, u kterych se sporulace vyskytuje
pouze na déloznich a nikoli na pravych listcich, by mély byt oznaceny jako rezistentni.
Vzhledem k tomu, Ze testovani rasy P. halstedii jsme provadéli na semenaccich, zvolili
jsme proto pro Ucely stanoveni intenzity napadeni jednotlivych rostlin systém, ktery se
pouziva pii stanoveni patotypt u Bremia lactucae (plisen salatova). Stupnice napadeni a
vypocet intenzity napadeni vychazi z metodiky, kterou popsal Lebeda a Petrzelova
(2010) (Lebeda a Petrzelova, 2010). Presto ale béhem testovani nckteré diferenciacni
linie nereagovaly jednozna¢né a byli jsme nuceni potykat se s vice ¢i méné vyraznymi

pfechody od slabé nachylnych po slabé rezistentni reakce.

V priabéhu testovani byly reakce linii HA-304, PMI-3 a QHP—1 nejednoznacné.
Linie HA-304 postrada geny rezistence vuci P. halstedii a jako alternativni kontrola byl
pouzit kultivar Giganteus. Do doplitkového testovani zafazeny linie DM-2, ktera nese
stejné geny rezistence jako linie PMI-3, a linie HAR-5, odpovidajici linii QHP-1.
Zajimavé je, ze PMI-3 a QHP-1 jsou linie, které nahradily ve starSich verzich
diferenciacniho souboru pouzivané linie DM-2 a HAR-5 pravé zdivodu
problematickych a nejednozna¢nych reakci na izolaty P. halstedii. Podle navrhu inovace
a rozSifeni diferenciacniho souboru z roku 2012 maji byt linie HA-304 a QHP-1 opét
muze poukazovat na skute¢nost, ze problém nejednoznacnych reakci téchto linii nebyl

prostou vymeénou vyfeSen a nase zkusenost mize byt impulzem pro dals$i zdokonalovani
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pouzit¢ metodiky. Faktem ale je, Ze osivo linii PMI-3 a QHP-1 nepochazelo
z origindlnich kolekei profesiondlnich péstitelt, ale bylo pfepéstovano svépomoci
pracovniky Katedry botaniky PfF UP na pozemku v Olomouci—Holici. Ke zméndm
vlastnosti osiva, které se projevily pfi testovani, tak mohlo dojit chybou pfi opylovani
nebo nedostateCnou izolaci jednotlivych kvétenstvi pfed pylem jinych slunecnic.
Diferenciacni soubor rozSiteny o dvé linie potom fungoval nasledujicim zpisobem.
Diferencia¢ni linie PMI-3 byla povazovadna za nachylnou, pokud procento napadeni
linie DM-2 bylo minimdln¢ 50%. Stejné¢ tak diferenciacni linie QHP-1 byla
povazovana za nachylnou, pokud procento napadeni linie HAR-5 bylo minimalné 50%
linie Giganteus bylo minimalné¢ 50%. Izolaty, jejichz vysledky byly pfi testovani
puvodnim diferenciacnim souborem nejasné, byly pietestovany za pouZziti novée
zatazenych linii. Pfestoze ani osivo DM-2 a HAR-5 nepochéazelo z origindlnich
piesevl,, napomohly nové zatazené linie objasnit sporné vysledky. Zaroven patotesty
provedené s inokulem pfemnozenym z podeziele reagujicich linii jasné potvrdily, ze se

jedna o nejednoznaénou reakci rostlin a nikoli o smésné izolaty P. halstedii.

Na uzemi Ceské republiky byly v priibéhu naseho testovani izolatd z roku 2012
detekovany rasy 700, 710 a 704, piic¢emz rasa 710 byla prokdzéna u vétSiny testovanych
izolatl. Vzhledem k tomu, ze 7 z 8 izolath pochazelo ze stejné lokality (Olomouc—
Holice), miize byt tento udaj ponc¢kud zkreslujici. Zajimavym faktem je, ze rasa 700
monozoosporického izolatu 1201(K2) se lisila od rasy 710 mateiského izolatu 1201, ze
kterého byl monozoosporicky izolat vytvofen. Z toho muze vyplyvat, ze na lokalité
Olomouc—Holice se vyskytuje smésna populace P. halstedii s rasami 700 a 710 a rasa
700, kterd zde byla pravidelné¢ zaznamenavéna v minulych letech (Stojaspal, 2009;
Trojanova, dosud nepublikovano), je vytlacovana virulentnéjsi rasou 710. To potvrzuje
fenomén, ze vysledna rasa smésného izolatu muze byt de facto souctem nckolika
rozdilnych ras s rliznou virulenci a pfi testovani smésného izolatu na diferenciacnim
souboru se vyslednd rasa muze jevit virulentnéj$i, nez ve skuteCnosti je (Viranyi
a Gulya, 1995). Napf. ve smésném izolatu srasou urCenou jako 714 se mohou
teoreticky ukryvat izolaty patiici k rasdm 100, 104, 110, 114, 300, 304, 310, 314, 700,
704, 710 a 714, kter¢ je mozné se Stéstim odhalit pouze pifi testovani
monozoosporickych izolath vytvofenych z matetského smésného izolatu. Vzhledem

k tomu, Ze z lokality Lednice byl testovan pouze jediny izolat, nemiizeme o rase 704 fici
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nic bliz§iho, nez ze je na lokalit¢ v Lednici pfitomna. Zaroven to naznacuje, Ze muze

existovat patogenni variabilita P. halstedii, ktera souvisi s geografickym rozsifenim.

Ve srovnani s vyzkumem, ktery probihal v letech 2007-2011 (Stojaspal, 2009;
Trojanova, dosud nepublikovano) byla pro Ceskou republiku poprvé zaznamenana rasa
710. V roce 2012 naopak nebyly zaznamenany rasy 730 a 770, které byly zjistény
v minulych letech. Vzhledem k tomu, ze P. halstedii dokaze v ptidé v podobé& oospor
prezivat az 10 let, mohou se nezjiSténé rasy objevit v pfistich letech. Je ale tfeba
ptihlédnout k tomu, Ze vysledky z minulych let, byly ziskdny odliSnou metodikou, ktera
je podle nekterych autor nachylnd k faleSné pozitivnim fenotypovym projevim
diferenciacni linie. Tato linie se potom jevi jako nachylna, ale ve skutecnosti je
rezistentni (Spring et al., 1997). Srovnani metody inokulace semendckii s metodou
inokulace listovych diskli poukédzalo na vyhody prvné jmenované metody. Prednosti
metody inokulace semenackd je pouzivani celych rostlin a zapojeni hlavni obranné
reakce slunecnice, ktera probiha v hypokotylu (Mouzeyar et al., 1993), coz u metody

listovych diski mtze vysledky zkreslit.

V porovnani s ostatnimi staty Evropy, napt. Francii, kde byly doposud
detekovany rasy 100, 300, 304, 307 314, 334, 700, 703, 704, 707, 710, 714, 717 a 730
(Delmotte et al., 2012) nebo gpanélskem s rasami 100, 130, 310, 330, 700, 703, 710,
730, 731 a 753 (Molinero—Ruiz et al., 2002) je patogenni variabilita P. halstedii v Ceské
republice spiSe nizs§i a rozsifeni lokdlni. Vzhledem k poloze naseho statu ve stiedu
Evropy, zivotnimu cyklu vietenatky a skute¢nosti, ze je u nas P. halstedii intenzivné
studovana az v poslednich n¢kolika letech, vyzaduje tento patogen na nasem uzemi
dalsi studium.

Vysledky testovani odolnosti P. halstedii vic¢i metalaxylu naznacily, Zze
se v Ceské republice doposud nenachéazi izolat P. halstedii odolny vigi této latce.
Varujici v§ak miZe byt situace v ostatnich statech Evropy. Napiiklad Spanélsko
(Molinero—Ruiz et al, 2003) nebo Némecko (Spring et al., 2006) se s rezistenci tohoto
patogenu vici metalaxylu potykaji jiz fadu let. S vysokou pravdépodobnosti lze tedy
o¢ekavat, ze v budoucnu potka podobna situace i Ceskou republiku. Prozatim je vsak
mozné konstatovat, ze P. halstedii je na naSem tizemi pod kontrolou a pfi dodrZzovani
vSech karanténnich a fytosanitarnich opatieni, véetné¢ dalSiho studia a monitoringu

populace P. halstedii, vaznéjsi ohrozeni ze strany tohoto patogenu nehrozi.



8. Souhrn

V mé bakalaiské praci jsem se zabyval studiem patogenni variability
Plasmopara halstedii a rezistenci tohoto patogenu viéi fungicidu metalaxylu v Ceské
republice. Pomoci metody inokulace semenacki byly u 8 izolath z roku 2012 zjistény
rasy 700, 704, 710. Déle jsem srovnal dv€ rGzné metody determinace ras tohoto
patogenu a zjistil jsem, ze metoda inokulace semenackti (WSI) vykazovala v n€kterych
pfipadech odlisné vysledky nez metoda inokulace listovych diskti (LDI). Metoda
inokulace semenackt (WSI) zaroven byla prikaznéjsi nez metoda inokulace listovych
diski (LDI) a z toho diivodu by méla byt pouzivana pro testovani i v budoucnu. Pti
testovani izolati na odolnost vi¢i metalaxylu jsem dospél k zavéru, ze zadny

z testovanych izolati P. halstedii z CR neni odolny viiéi této latce.
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