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1. Uvod

Plasmopara halstedii je biotrofni parazit, ktery zptsobuje plisnovitost slune¢nice
(Sedlarova et al., 2010). Tato choroba byla prokdzana v lokalitach péstovani slune¢nice
PO celém svété a puisobi znaéné ekonomické $kody (Sindelkova et al., 2008; Viranyi, 2002).
Integrovana ochrana spociva v péstovani rezistentnich genotypt slunecnice (Spurny, 2005),
rotaci plodin, dodrzovani pfisnych agrotechnickych a fytokaranténnich postupt a aplikaci
fungicidua (Kudlikova et Veverka, 1999; Sedlafova et al., 2010). Tato opatieni vyvijeji na
populace P. halstedii selek¢ni tlak, coz vede K rozsifeni novych izolati schopnych prekonavat
geny rezistence u dosud odolnych genotypt slune¢nic (Molinero-Ruiz et al., 2003). Proto je
dilezité monitorovat populace P. halstedii a studovat jejich patogenni variabilitu Klasickymi

fytopatologickymi metodami, ale i vyvijet nové molekularni metody.



2.  Cile prace

Tato diplomova prace méla nasledujici cile:

1/ zpracovat literarni reSerSi o problematice plisné slunecnice, shrnout poznatky
o Plasmopara halstedii a problematice mikrosatelitovych markeri vyuzivanych pifi studiu

genetické variability fytopatogennich hub;

2/ charakterizovat rasy u izolati P. halstedii pochazejici ze sbért infikované slunecnice

na uzemi CR v roce 2014;

3/ experimentalné provést vybér polymorfnich mikrosatelitovych markert vyuzitelnych

pro studium patosystému Helianthus anuus — Plasmopara halstedii:
- provést extrakci genomické DNA ze zoosporangii 39 izolati P. halstedii;

- pomoci gradientové PCR ovéfit funkénost mikrosatelitovych markerti navrzenych

pro P. halstedii ve studii Sharma et al. (2015);

- na podsouboru sedmi izolatd P. halstedii ptivodem z Ceské republiky a Mad’arska

provést selekci polymorfnich markert.
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3.  Literarni prehled
3.1. Obecna charakteristika a hostitelsky okruh Plasmopara halstedii

Vietenatka slune¢nicova, odborné nazyvana Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et De
Toni (1888), je pivodcem karanténni choroby tzv. plisné slunecnicové (také plisnovitosti
slunec¢nice; v anglic¢tin¢ sunflower downy mildew). P. halstedii je biotrofni parazit, ktery
napadd rostliny z celedi Asteraceae — hvézdnicovité, kam patii napt. rody Ageratum
(nestafec), Ambrosia (ambrozie), Artemisia (pelynék), Bidens (dvouzubec), Coreopsis
(krasnoocko), Helianthus (slune¢nice), Solidago (zlatobyl), Vernonia (vernonie), Xanthium
(fepen). Jejim nejvyznamnéj§im hostitelem je slunecnice roc¢ni (Helianthus annuus L.).
Tlustosténné oospory, které vznikaji na konci vegetacni sezény v napadenych rostlinnych
pletivech, zamofuji ptidu a jsou schopné v ni piezivat po dobu nékolika let (Spring, 2001).
Pii primarni infekci z pidy P. halstedii vyvolava systémovou infekci rostlin, ktera kon¢i bud’
uhynem kli¢nich rostlin, nebo zakrslym rustem rostliny (Sedlarova et al., 2010). Béhem
infekce se méni sekundarni metabolismus napadené rostliny, coz vede Kk redukci vynosu
olejnatych semen (Gascuel et al., 2015; Sackston, 1981). Tento biotrofni parazit ptivodné
pochéazi ze Severni Ameriky, kde ma také nejvetsi rozmanitost ras (Gulya, 2007). Plisen
slunecnicova je rozSifena po celém svété (kromé Austrdlie a Nového Zélandu) a pulsobi
znaéné ekonomické ztraty ve viech lokalitach, kde se slune¢nice péstuje (Sindelkova et al.,

2008; Viranyi, 2002).

3.2.  Nomenklatura a taxonomie P. halstedii

Studovany druh byl poprvé popsan W. S. Halstedem v roce 1876 v Severni Americe
av roce 1882 W. G. Farlowem pojmenovan jako Peronospora halstedii Farl. (Sedlafova
etal., 2010). V roce 1888 byl tento patogen pietazen do rodu Plasmopara a oznacen jako
Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et De Toni. Tento nazev byl védeckou komunitou pfijat
apouziva se i pres Casté diskuse dodnes. V Ceském jazyce je P. halstedii oznacovana jako
vietenatka slunecnicova, popf. plisen slunec¢nicova (Lebeda et al., 2006).

Systematické zatazeni P. halstedii bylo v minulosti nejednoznac¢né a problematické.
Také taxonomické postaveni a vzajemné evoluéni vztahy oomycet s ptibuznymi organismy

jsou dodnes pomérné slozité (Hudspeth et al., 2003). Carl Linné zaclenil v pol. 18. stoleti
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zastupce fadu Peronosporales do fiSe Plantae, Haeckel je v roce 1878 ptetfadil do fiSe Protista
a Wittaker je v roce 1969 premistil do tise Fungi (Lebeda et al., 2006). Toto zafazeni se pevné
vzilo, proto se i v souCasné literatuie stale objevuje oznaceni peronospor jako tzv. ,,pravych
plisni“ (Dick, 2001). Nakonec Cavalier-Smith (1998) navrhl zafadit oomycety do fiSe
Chromista. Jeho klasifikace je uznavana dodnes (Lebeda et al., 2006), i kdyz paraleln¢ nékteti
autofi upfednostnuji taxonomické fazeni eukaryot dle Adla et al. (2005), kde jsou oomycety
soucasti fise Chromalveolata.

Podle molekularnich dat a dalSich spole¢nych znakt spada v soucasnosti P. halstedii
do cel. Peronosporaceae, . Peronosporales, odd. Peronosporomycota, fise Chromista
(Cavalier-Smith, 1998), syn. Stramenopila ¢i Straminipili (Dick, 2001). Mezi dalsi zastupce
¢el. Peronosporaceae patii i dalsi ekonomicky vyznamné fytopatogenni rody, napft.
Peronospora, Pseudoperonospora nebo Bremia (Dick, 2001). Morfologicky lze jednotlivé
rody rozli§it podle tvaru azpisobu vétveni sporangioford (Sedlai et al., 2009). Rod
Plasmopara pojima celkem 109 druhii a spole¢né s rodem Peronospora patii mezi nejveétsi

a nejrozsifenéjsi zastupce oomycet (Lebeda et al., 2006).

3.3.  Morfologie P. halstedii

P. halstedii se vyznacuje hyalinnim, coenocytickym, nepiechradkovanym myceliem,
které intercelularné proriista mezibunéénymi prostory infikované hostitelské rostliny (Sedivy
et al., 1977). Za optimalnich podminek vyrustaji z mycelia §tihlé a monopodialné rozvétvené
sporangiofory (Kalina et Vana, 2005), které vytvaii typické bilé povlaky na povrchu
napadenych hostitelskych organti, predevsim listd. Na jejich koncich se nachéazi sporangia
vejcitého, popt. elipsoidniho tvaru (Obrazek ¢. 1) (EPPO, 2016). Velikost sporangii je
variabilni, stejné jako pocet dvoubicikatych pohyblivych zoospor uvoliiovanych z jediného
sporangia, které slouzi k vlastni infekci hostitele (Stojaspal, 2009). Hyfy nepravidelného tvaru
vytvareji ovalna haustoria, které pronikaji do bunck hostitele a slouzi k absorpci zivin (EPPO,
2016). Vietenatka slunecnicovd je fazena mezi homothalické organismy, coZ znamena,
ze K pohlavnimu procesu neni nutny kontakt dvou fyziologicky rozdilnych myecelii, jako je
tomu u heterothalickych druht. Samic¢i oogonia a sam¢i anteridia, ktera jsou produkovana
ze stejného mycelia, na konci vegetacniho obdobi splyvaji, pficemZ dochédzi ke vzniku

silnosténnych, vytrvalych oospor (Spring, 2001).
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Obrazek ¢. 1: Ovalna zoosporangia, kterd vznikaji na specializovanych hyfach

(sporangioforech). (Pfevzato z: < www.ipmimages.org >, 9. 1. 2016).

3.4. Biologie a zivotni cyklus patogenu

Japonsky védec Makoto Nishimuru vroce 1922 popsal biologii P. halstedii
na rostlinach slunecnice se systémovou infekci (Sedlafova et al., 2010). P. halstedii
je obligatni biotrof, tj. vyzaduje pro své pieziti a rozmnozovani ziva pletiva hostitele, bez
kterého neni schopné dalsi existence a rozmnozovani (Sackston, 1981). Jediné¢ pohlavné
vzniklé oospory, slouZici k preckani nepfiznivych podminek mimo vegetac¢ni sezénu, jsou
schopny diky tlusté bunééné sténé samostatné piezivat v pudé nebo v rostlinnych zbytcich
az 10 let, cozZ je problémem pro péstitele slunecnic (Bouterige et al., 2003).

Hostitelské rostliny jsou za ptiznivych vlhkostnich a teplotnich podminek napadany
po celou dobu vegetace, tj. od zacatku rustu dé€loznich listi az do doby kveteni. Celkem
existuji tfi typy infekce, a to primarni, sekundarni a latentni. P. halstedii se nejcast&ji $ifi
pudou, kde oospory zpusobuji primarni infekci semenackit v zoné kotfenového vlaseni.
Sekundarni infekce je zprostfedkovana zoosporangii, kterd jsou nasledné pfendSena na nové
hostitelské rostliny v porostu proudénim vzduchu (vétrem). Je diskutovana i moznost pfenosu
osivem, tj. nazkami dozravajicimi v plodenstvich slabé nakazenych rostlin (Orellana, 1970).
Mycelium prortistd uborem slune¢nic v blizkosti cévnich svazka kvéti a ve vznikajicich
nazkach je schopné pieckavat pod osemenim. Latentni infekce probiha bez vyraznych
symptom1, dochédzi pouze k mirnému snizeni hmotnosti semen, coz nema vazny ekonomicky

dopad, ale je hrozbou z hlediska epidemiologického (Spring, 2001).
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3.5.  Symptomy napadeni P. halstedii

Napadeni hospodaiskych plodin P. halstedii se projevuje celou Skalou
makroskopickych 1 mikroskopickych pfiznak. V piipadé priméarni infekce je typicka
systémova kolonizace hostitelské rostliny provazena chlorotizaci a deformacemi listi,
na jejichz spodni strané vyrtstaji sporangiofory ve formé bilych povlakl. Pokud je infekce
velmi silna, zpisobi padani kli¢nich rostlin. Rostliny se slabsi infekci jsou zakrslé v dusledku
zmény metabolismu auxini, méné kvetou a vynos semen je snizen az 0 50 % (Spring, 2001;
Wehtje et Zimmer, 1978). Sekundarni infekce jsou vétsinou pouze lokalni, omezené na malé
plochy pletiva v podobé ohranic¢enych chlorotickych skvrn a sporulace na listech. Infekce
latentni je vétSinou bez vyraznych ptiznaki, ptfi¢emz kliceni rostlin z infikovaného osiva
je provazeno omezenou sporulaci na dé€loznich listcich, hypokotylu nebo kofenovych
vlascich. P. halstedii je vSak schopna pohlavniho rozmnozovani a muize nepozorované

znecistit pidu vznikajicimi oosporami (Spring, 2001).

3.6. Rozsiieni a patogenita P. halstedii

Plasmopara halstedii je rozsifena celosvétové v oblastech, kde je sluneénice hojné
péstovana. Tento patogen byl objeven na rostliné Eupatorium purpureum L. (sadec ¢erveny)
v Severni Americe, odkud pochazi také jeho nejvyznamnéjsi hostitelska plodina slunec¢nice
ro¢ni (Helianthus annuus L.). Z tohoto primarniho centra infekce postupovala P. halstedii
pfes severni Mexiko a jizni oblast USA, nasledné se patogen S§ifil pres Jizni Ameriku
az do evropskych zemi. Jako sekundarni centrum nakazy je oznaCovan region dnesni jizni
Ukrajiny severné od Cerného mote, odkud byla pliseii zavledena do dalsich evropskych statd,
poté se vratila zpatky do Severni Ameriky, aby nakonec osidlila Afriku a Asii. Hlavni
pfi¢inou tohoto masivniho rozSifeni vietenatky slune¢nicové bylo péstovani samotné
slunecnice, kvili které obsadil patogen prakticky celou zem¢ekouli (Viranyi, 2002).

Existence ras u P. halstedii byla poprvé popsana az zacatkem 70. let 20. stoleti
(Orellana, 1970; Zimmer, 1974). Rasa 1 (j. evropska rasa, podle soucasné nomenklatury
oznacena jako 100) a rasa 2 (tj. americka rasa Red River Valley, podle sou¢asné nomenklatury
oznacena jako 300) byly oznaceny podle poradi objeveni, reps. podle mista svého ptvodu.
Jednotlivé rasy se vzajemné odliSovaly svou schopnosti infikovat linie slune¢nice nesouci gen
rezistence Pl;. Ten zarucoval odolnost k evropské rase 100. Na pocatku 80. let byly v centru

Severni Ameriky postupné popisovany dalsi nové rasy s riznou virulenci, od 90. let byly
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prokdzany nové rasy i v Evropé. V roce 1993 byla tato peronospora objevena taktéz v jizni
Africe. Védecka komunita se shoduje, Ze je P. halstedii Sifena mezi jednotlivymi svétadily
prostiednictvim rostlinného materialu, pfevazné diky transportu osiva (Gulya, 2007; Viljoen
et al., 1997). Nalezy plisn¢ slunecnicové byly potvrzeny prakticky ve vSech zemich, kde
je slunec¢nice péstovana jako zemédelska plodina. Australie a Novy Zéland zUstavaji jedinou
oblasti, kde dosud prokazana nebyla (Constantinescu et Thines, 2010).

V roce 1977 byla plisen slune¢nice 0znacCena za nebezpe¢nou chorobu a nasledné
zatazena mezi karanténni onemocnéni (Delmotte et al., 2008). Epidemie hrozi za vhodnych
klimatickych podminek v oblastech s rozsahlymi plochami monokultur slune¢nice, napf.
v USA, Francii, Spanélsku ¢ Madarsku. V téchto zemich byla zaznamenana nejvyssi
patogenni variabilita plisné slunecnicové, coz do urcité miry souvisi s intenzivnim vyzkumem
tohoto patogenu. V oblastech, kde jsou pro pliseni slunecnice suboptimalni podminky,
se vyskytuji spiSe jiné mykdzy, napi. Sclerotinia sclerotiorum, stibfitost stonku (ptivodcem
je Macrophomina phaseolina) nebo rzivost (puvodcem je Puccinia helianthi) (Kudlikova
et Veverka, 1999). Pichled rozsifeni plisiovitosti sluneénice Vv jednotlivych zemich je uveden

v Tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢&. 1: Vyskyt P. halstedii ve svété. (Pfevzato z: EPPO, 2016).
Kontinent Stat
Severni Amerika Kanada, USA

Stfedni Amerika Dominikanska republika
Jizni Amerika Argentina, Brazilie, Chile, Paraguay, Uruguay
Afrika Egypt, Etiopie, Kenia, Maroko, Zimbabwe, Uganda
] Azerbéjdién, Cina, Gruzie, Indie, Irak, Iran, Izrael, Japonsko,
Asie Kazachstan, Pakistan, Rusko, Turecko
Albanie, Bulharsko, Ceska republika, Egypt, Estonsko, Francie, Italie,
Evropa Mad’arsko, Moldavsko, Némecko, Polsko, Rakousko, Rumunsko,

Rusko, Slovensko, Spanélsko, ngcarsko, Turecko, Ukrajina

. | Australie — zjistén vyskyt pouze na Arctotheca calendula (oruika
Australie a Oceanie _
mésickovita)
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3.6.1. Rozsifeni P. halstedii v CR

Na tzemi CR byla infekce P. halstedii poprvé identifikovana v 50. letech 20. stoleti
na lokalitach jizni Moravy v tehdej$im Ceskoslovensku (Bojiiansky, 1956; 1957). Dalsi studie
pochazi az z roku 1999, kdy byl jeji vyskyt sledovan na provokacnim pozemku MZLU v Brn¢
(Veverka et Ktizkova—Kudlikova, 2006). Od roku 1992 je plisenn slune¢nice zafazena v EU
mezi vyznamné karanténni choroby (Delmotte et al., 2008). Schvalend ochranna opatieni
branici jejimu Sifeni zahrnuji rostlinolékatské pasy ¢i péstovani slunecnice z certifikované¢ho
osiva. Infekce P. halstedii je na tizemi CR pokladéna spise za vzacnou (Koke§ et Miiller,
2004), i kdyz ji nektefi biologové stale povazuji za velmi nebezpecnou a varuji pred jejim
potencidlnim rozsifenim (Hysek, 2006). Prvni podrobna studie o vyskytu a rasach plisné
slune¢nicové na naSem uzemi byla zahdjena v r. 2007 na Katedfe botaniky PfF UP (Sedlafova
et al., 2010, 2016). V ramci Ceské republiky bylo monitorovano 128 lokalit (Obrazek ¢. 2),
pfiCemz piitomnost P. halstedii byla prokazana pouze na 7 lokalitach (Lednice, Ledce,
Caslav, Olomouc-Holice, Kroméiiz, Podivin a Brno-Chrlice), z toho na 4 z nich byl patogen
zaznamenan opakované a to predevSim na experimentalnich pozemcich (odriidové zkusebny

UKZUZ a PiF UP).
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Obrazek ¢. 2: Vyskyt P. halstedii v CR v letech 2007-2012. (Pfevzato z: Sedlatova et al.,
2013).
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3.7. Studium patogenni variability P. halstedii

Oznacovani ras P. halstedii bylo dlouho nejednotné (viz kapitola 3.6). V roce 1998
mezinarodni komise schvalila pouzivani oficidlniho diferencia¢niho souboru deviti genotypt
slune¢nice a oznaceni ras P. halstedii troj¢iselnym kodem na zakladé fenotypu reakce rostlin
na inokulaci (Gulya, 2007). V populaci P. halstedii vsak dochazi k neustalému vyvoji
patogenity, proto bylo francouzskymi védci z INRA navrzeno rozsifeni soucasného
diferencia¢niho souboru o dalsi dva triplety (Tourvieille de Labrouhe et al., 2012). Nové
oznacovani ras P. halstedii pomoci péti¢iselného kodu se jiz ve védecké komunité vziva
(Gascuel et al., 2015; Sedlafova et al., 2016), i kdyZz dosud neni oficialni. Doporuceni
pouzivani rozsifené¢ho diferencia¢niho souboru (Tabulka ¢. 2) se predpoklada po projednani

mezinarodni komisi na konferenci v Turecku v éervnu 2016.

Tabulka €. 2: Diferenciacni soubor linii slunec¢nice s uvedenymi geny rezistence a stupném

virulence (upraveno podle Gascuel et al., 2015).

Sada Oznaceni . Diferenciacni linie .
tripletii | diferenciacni linie DI VI slunecnice S TR

D1 1 HA-304 -

1. D2 2 RHA-265 Ply
D3 4 RHA-274 Pl,/Ply;
D4 1 PMI-3 Plemis

2. D5 2 PM-17 Pls
D6 4 803-1 Pls +
D7 1 HA-R4 Plis */ Plyg 2

3. D8 2 QHP-2 ?
D9 4 HA-335 Plg
D10 1 Y7Q Pls —

4. D11 2 PSC8 Pl
D12 4 XA Ply
D13 1 PSS2RM Plg/Ply;

5. D14 2 VAQ Pls
D15 4 RHA-419 Plarg

Kazda jednotliva rasa P. halstedii nese urcitou kombinaci gent virulence, diky kterym
je schopna infikovat ur¢ité genotypy slunec¢nice, které nemaji odpovidajici geny rezistence
(Gulya et al., 1991). Nachylné rostliny pliseft napada a zpusobi symptomy onemocnéni,

naopak rezistentni rostliny zUstavaji zdravé ipifes kultivaci v podminkach ptiznivych
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pro patogena. Na zéklad¢ fenotypu reakce jednotlivych linii slune¢nice po inokulaci jednim
izolatem P. halstedii potom rozezndvame rasu testovaného izolatu, ktera je oznacena

tiimistnym/pétimistnym kodem (Bartiisek, 2013; Gulya, 2007).

Do roku 2007 bylo identifikovano 13 ras P. halstedii v Evropé a 20 ras v Americe
(Gulya, 2007). Dramaticky vyvoj fyziologickych ras P. halstedii dokazuje fakt, ze k roku
2013 bylo zaznamenano celkem 24 ras P. halstedii v Evropé a 40 ras v Americe (Viranyi
etal.,, 2015). V letech 2007-2013 bylo zjisttno minimum zmén ¢&i vyskyt novych ras
v Argenting, Rusku a Spanélsku. V ostatnich zemich se spektrum zaznamenanych ras ménilo,
pficemz nejvyssi patogenni rozmanitost P. halstedii byla zaznamenana v USA (nartst o 21
ras), v Kanad¢ (narist o 18 ras) a ve Francii (nartst o 13 ras) (Viranyi et al., 2015).

Zatimco diive prevladaly rasy 100 a 300, po roce 1988 se v populaci patogena zvysil
vyskyt vice patogennich ras, S dominanci ras 700 a 730 (EPPO, 2016). Po celém svété byly
zaznamenany rasy 100, 300, 330, 700, 703, 710, 730 a 770 (Gulya, 2007). K roku 2013 byl
v Kanad¢ detekovan pirevladajici vyskyt ras 320, 700, 720, 730 a 732. Rasy 120, 321 a 331
identifikované pouze v Kanadé¢ jsou povazovany za unikatni a nebyly prozatim zaznamenany
v zadné jiné zemi (Rashid, 2014). Kvili rostouci globalizaci lze ocekavat §iteni novych ras
patogenu na vétsi vzdalenosti, coz prispiva k neustdlému vyvoji virulence v populacich

P. halstedii (EPPO, 2016).

3.8. Sifeni P. halstedii a ochrana slune&nice

Oospory P. halstedii se nejcastéji $iti kontaminovanou ptadou, podpovrchovou vodou,
vzdusnym proudénim ¢i nastroji pii obdélavani pozemku. Prostiednictvim osiva se mycelium
muze $ifit i na vétsi vzdalenosti (EPPO, 2016).

K hlavnim opatfenim integrované ochrany slune€nice patii péstovani rezistentnich
genotypt z certifikovaného osiva (Spurny, 2005), rotace plodin, dodrzovani agrotechnickych
a fytokaranténnich postupt (Kudlikova et Veverka, 1999; Sedlafova et al., 2010) ¢i pouzivani
fungicidi. Ty se vyuzivaji K mofeni osiva, protoZze chemicka ochrana v porostu napadeném
P. halstedii neni u¢inna. Pozemek zamofeny oosporami P. halstedii neni vhodny
pro péstovani slunec¢nice po dobu min. 10 let a napadené rostliny, které jsou zdrojem inokula,
je tteba zlikvidovat (Kudlikova et Veverka, 1999). Péstovani genotypt sluneénice nesoucich
Pl geny vyvolava vznik novych ras P. halstedii, schopnych rezistenci piekonat. Proto jsou

studovany QTL (,,quantitative trait loci*) (Vincourt et al., 2012) a geny rezistence ptibuznych

18



planych rostlin H. annuus, H. praecox, H. tuberosus a H. argophyllus (Mulpuri et al., 2009;
Qi et al., 2016). Taktéz chemicka prevence se stava méné ucinnou, protoze dochazi
ke zkracovani doby pusobeni aplikovanych latek ¢i vzniku rezistence. Pouzité chemické
smési se stavaji selekénim faktorem a pfispivaji k mikroevoluci v populacich patogenu
(Molinero-Ruiz et al., 2003).

Ochrana proti P. halstedii byla zalozena na aplikaci fungicidi na bazi metalaxylu
(Albourie et al., 1998), ktery je pouzivan kontinualn¢ od roku 1980 (Iliescu, 1980. Melero-
Vara et al., 1982). O deset let pozdé&ji se na trhu objevil novy ucinny fungicid mefenoxam
(Shetty, 1998). Nicméné, od roku 1995 se objevuji izolaty tolerantni k metalaxylu
a mefenoxamu v EU i USA. Z tohoto duvodu jsou v souc¢asné dobé¢ testovany nové chemické
slouceniny jako je strobilurin ¢i azoxystrobin pouzivané pro mofeni osiva (Garcia-Ruiz et al.,

2012; Molinero-Ruiz et al., 2005; Spring et al., 2006).
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4.  Mikrosatelity jako vhodné markery pro studium variability

populaci organismu
4.1. Mikrosatelity (SSRs, STRs)

Mikrosatelity —(mikrosatelitové markery), n¢kdy oznaCované jako repetice
jednoduchych sekvenci (,,simple sequence repeats”, SSRs) nebo kratké tandemové repetice
(,,short tandem repeats“, STRs) (Oliveira et al., 2006) jsou useky DNA, které jsou typické
svymi kratkymi, tandemové se opakujicimi sekvencemi nukleotidi. Délka jednotky repetice
se pohybuje od dvou az Sesti part bazi (Watson et al., 2008; Zima et al., 2004). Mikrosatelity
se nachazeji nahodné v kddujicich i nekddujicich oblastech genomu prokaryot i u eukaryot.
Nejcastéjsi vyskyt je vSak v nekddujicich oblastech a v intronech (Ellegren, 2004).
Vysvétlenim, pro¢ se v kddujicich oblastech nachazi méné mikrosatelitli, je pravdépodobné
selek¢éni tlak proti mutacim porusujicim ¢teci ramec (,,open reading frame®, ORF), tedy
mutace vedouci K poruseni spravné funkce proteinu (Metzgar et al., 2000). Kratké
mikrosatelitové repetice se podili na organizaci chromatinu, regulaci DNA rekombinace,
replikace, transkripce, translace, bunééného cyklu apod. Mikrosatelity lezici v intronech

mohou mit vliv na genovou expresi (Wang et al., 2014).

Charakteristickym rysem mikrosateliti je jejich variabilita v délce a uspotadani
sekvenci mikrosatelitového lokusu, vedouci k rozdilnému poctu kopii zakladniho motivu.

13

Tyto zmény pravdépodobné nejcastéji vznikaji ,.klouzdnim“ DNA polymerazy béhem
replikace (tzv. ,replication slippage®) ¢i inzerci/deleci delSich ¢asti uvniti mikrosatelitového

lokusu (Schlétterer, 2000; Zima et al., 2004).

Mezi vyhody mikrosatelitovych markerd patii jejich kodominantni charakter
(tzn.,jsme  schopni  rozliit heterozygotni jedince od homozygotnich), vysoka
reprodukovatelnost a variabilita. Vyhodou je i pomémé jednoduchy zpusob laboratorniho
provedeni jejich analyz pomoci polymerazové fetézové reakce (,,polymerase chain reaction®,
PCR), nasledné separace a detekce vzniklych PCR produkti na polyakrylamidovych gelech
nebo kapilarnim sekvenatoru (Christiakov et al., 2006; Weising et al., 2005).

20



Mikrosatelitové markery byly vyvinuty pro rizné druhy organism, ale pro piekvapive
malo zastupci houbovych organisma (Zane et al., 2002). Dtvodu se uvadi nékolik, predevsim
relativné maly pocet populacnich genetikl, kteti se této skupin€ eukaryot vénuji, a dale
preference markert vyuzivajicich anonymni primery, jako napi. RAPD, AFLP a ISSR
markery (Dutech et al., 2007). Vyhodou téchto metod je relativné rychly zisk informaci
o genetické struktufe populaci. Pomoci relativné velkého poctu markerti jsou schopny od sebe
odlisit jedince uvniti populaci, coz vyvazuje jejich hlavni nevyhodu, tj. dominantni charakter,
zalozeny na hodnoceni pfitomnosti nebo nepfitomnosti daného markeru (Weising et al.,
2005). Schopnost neselektivné amplifikovat prakticky jakoukoliv DNA ale piedstavuje
zasadni problém pfi studiu fytopatogennich hub a houbam podobnych organismi. Naopak
selektivita mikrosatelitovych primert ptedstavuje zasadni vyhodu pro jejich studium. SSR
primery jsou vyvijeny specificky pro konkrétni organismus a pii PCR reakci preferen¢né
nasedaji pouze na DNA organismu, pro ktery byly vyvinuty (Dutech et al., 2007).
Pravdépodobnost nasedani na DNA jiného organismu, napi. hostitele, Se snizuje
s fylogenetickou vzdalenosti mezi organismy. Pfi studiu obligatnich biotrofnich parazitd je
problematické izolovat DNA bez kontaminace, napi. DNA hostitelského organismu nebo
DNA hyperparaziti. Pouziti vy$e zminénych metod, vyuzivajicich pti PCR reakci univerzalni
primery, pak mize vést k nespravnym vysledkim a zavéram (Dutech et al., 2007; Kiss,
1998).

Nejvétsim problémem pouziti SSR markera je vyvoj Specifickych funkénich markert
pro kazdy nové studovany organismus. Mezi dal$i nevyhody SSR markert patii 1 detekce
komplexniho patternu na gelu, alelovd homoplazie ¢i vznik tzv. ,stutter bandf. Jako
problematicka se jevi i pfitomnost tzv. nulovych alel, které se nachéazeji v riizné mitre u vSech
druhti organismi a zpusobuji zkresleni vysledki PCR amplifikace (Carlsson, 2008).
Zanulovou alelu je povaZovana takova alela, u které nedochézi k PCR amplifikaci. Vyskyt
nulovych alel je zplsoben inzerci/deleci nebo bodovymi mutacemi v sekvenci templatové
DNA, na kterou naseda primer. Nukleotidové zmény v téchto sekvencich neumoziiuji
komplementarni navazani primeru, ¢imZ je naruSena PCR amplifikace dané¢ho lokusu (Dakin
et Avise, 2004). Vyskyt nulovych alel miiZze byt zplisoben také preferen¢ni amplifikaci alel
o krat8i délce (Chapuis et Estoup, 2007), které nejsou detekovany. Tim dochazi ke zkresleni
vysledkt, protoze takové vzorky mohou byt vyhodnoceny jako jedinci s homozygotni
konstituci alel, a tim muze dojit ke snizeni celkové genetické diverzity populace (Carlsson,

2008). Dalsim problémem je vznik ,Stutter bandi neboli ,,stinovych bandid®, které se
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vyskytuji v blizkosti hlavniho PCR produktu/bandu. Divodem je sklouznuti DNA
polymerazy béhem amplifikace nového fetézce. Stutter bandy dosahuji vétSinou kratsi délky
nez hlavni produkt (Daniels et al., 1998; Goldstein et Schlétter, 2003). Pti elektroforetické
separaci PCR produkti v gelu je mozné také detekovat alelovou homoplazii, ktera spociva
Vv tvorbé¢ alel o stejné velikosti (pocet bp), ale odlisného mista ptivodu v genomu (Goldstein
et Schlotter, 2003).

Jak bylo uvedeno vySe, u hub a oomycet bylo zatim publikovano relativné malo
populacné genetickych studii vyuzivajici polymorfni mikrosatelitové markery. Divodem je
jednak fakt, Ze nejvice studovanou skupinou hub jsou houby patogenni, jejichz populace jsou
obecné malo variabilni z divodu c¢astého efektu hrdla lahve (,,bottle-neck efect®). Ten je
zpusobeny introdukci patogena (Engelbrecht et al., 2004; Rivas et al., 2004) a/nebo hostitele
(Tobler et al., 2003; Choi et Thines, 2015) na nové uzemi, popiipadé souvisi S zivotnim
cyklem (pfevaha asexualniho rozmnozovani ¢i kolaps populaci na konci vegetacni sezony,
tzv. ,selective sweeps®, pifi kterém dochazi k rychlému Sifeni genotypli nesoucich nové

faktory virulence) (Dutech et al., 2007).

Dal$im divodem nizs§i variability detekované SSR markery u hub a houbam
podobnych organismt jsou nékteré vlastnosti jejich genomu, piedevS§im mensi velikost
ve srovnani s ostatnimi eukaryoty. Genom oomycet dosahuje velikost napt. 32,7 Mb u Albugo
laibachii (Kemen et al., 2011), 75,3 Mb u Plasmopara halstedii (Sharma et al., 2015) nebo
228,5 Mb u Phytophthora infestans (Haas et al., 2009). S velikosti genomu souvisi
| zastoupeni repetitivnich sekvenci. Wang et al. (2014) uvadi pomérné vysokou hustotu gent,
pfiemZz U hub se vétSina repetitivnich sekvenci nachdzi v nekodujicich nebo
Vv intergenetickych oblastech DNA. Mikrosatelity jsou u této skupiny organismu zastoupeny
Vv mensi mife, pfevazuji u nich jiné repetitivni motivy S niz§im poctem kopii zékladni repetice
nez u vyssich organismu (Dutech et al., 2007). Ve studii Lim et al. (2004) bylo pii analyze
14 genomu hub zjisténo, ze 90 % SSR lokust mé nizky pocet repetic (tj. pod 8) a ze vetSinu
zZ nich predstavuji mononukleotidové repetice. Tyto motivy ale nejsou zpravidla v popula¢né
genetickych studiich uzivany. Pomérn€ malé zastoupeni SSR v genomu, kratka délka repetic,
mensi podil vyuZzitelnych motivli a celkové malé genomy tedy predstavuji hlavni divody pro
nalezeni vyuzitelnych SSR marker pro populacné genetické studie u hub (Dutech et al.,
2007).
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4.1.1. Rozdéleni mikrosatelitu

Kromé¢ délky zakladni jednotky repetice 1ze mikrosatelitové lokusy rozdélit také podle
jejich struktury a to na dokonalé, nedokonalé, pieruSované a slozené (Oliveira et al., 2006;
Weising et al., 2005).

A) Dokonalé mikrosatelity se vyznaCuji svou celistvou repetici, tzn., Ze jejich
struktura neni pferuSena. Jsou slozeny pouze z jednoho opakujiciho se motivu [napf.
TATATATATATATATA = (TA)s].

B) Nedokonalé¢ mikrosatelity obsahuji vétSinou jednu vloZenou bazi, ktera narusi po sobé

opakujici se jednotky repetice [napi. TATATATACTATATA = (TA)sC(TA)4].

C) Typické pro prerusené¢ mikrosatelity je vloZeni kratké sekvence, kterd nebyla
soucasti pivodniho opakujiciho se motivu. Pferusené mikrostelity mohou mit naptiklad toto

usporadani TATATACGTGTATATATATA = (TA)sCTG(TA)s.

D) Slozené mikrosatelity vznikaji slozenim dvou odli$nych typu repetitivnich jednotek, které

na sebe tésné navazuji [napt. TATATATATAGTGTGTGTGT = (TA)s(GT)s].

Mohou se také vyskytovat rizné varianty mikrosateliti, které kombinuji vice typa zaroven,
napt. sloZzeny mikrosatelit mize byt dokonaly i1 nedokonaly, jeho soucasti muze byt

prerusujici sekvence, apod. (Oliveira et al., 2006; Weising et al., 2005).

4.1.2. Vyuziti mikrosatelitovych markeru

Mikrosatelity patii mezi nejvice vyuzivajici molekularni markery, které se vyznacuji
Sirokym spektrem aplikaci v riznych typech genetickych studii. Hlavnim didvodem jejich
hojného pouzivani je vysoka variabilita, dédicnost podle Mendelovych zdkond a jednoducha
detekce s vyuzitim PCR (Oliveira et al., 2006). Mikrosatelity nasly své uplatnéni také
v genomice, kde se pouzivaji pfi tvorbé genetickych rekombinac¢nich map, v asociacnich
studiich zaméfenych na hledani gend spojenych s chorobami nebo pifi poziénim klonovani
s cilem mapovani kvantitativnich znakt. Mikrosatelitové markery se v populaéni genetice
vyuzivaji pro studium genetické diverzity, popisu struktury a dynamiky populaci a ke studiu
genového toku. Velmi cCasto jsou také aplikovany pro zjiStovani piibuznosti mezi jedinci

V populaci, vyznamné jsou pii identifikaci jedincii, pfi urovani paternity, analyze
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rozmnozovacich systémi, napf. rozliSeni sexudlniho a asexualniho rozmnozovani u rostlin
ahub. Mohou byt pouzity pro identifikaci vzajemnych fylogenetickych vztahti ¢&i pfi
forenznich analyzach (Ellegren, 2004; Luo et al., 2015; Oliveira et al., 2006; Zima et al.,
2004).

Mikrosatelitové markery byly pouzity pro studium genetické diverzity
nasledujicich fytopatogennich hub: Anisogramma anomala (Cai et al., 2013), Ascochyta
rabiei (Bayraktar et al., 2007), Fusarium solani a F. virguliforme (Wang et Chilvers, 2016),
Macrophomina phaseolina (Jana et al., 2005), Sclerotinia subarctica aS. sclerotiorum
(Winton et al., 2007). Z fytopatogennich oomycet byly dosud pomoci mikrosateliti
analyzovany druhy: Peronosclerospora maydis (Lukman et al., 2013), Peronospora tabacina
(Trigiano et al., 2012), Phytophthora alni (loos et al., 2007), P. andina, P. capsici,
P. cinnamoni, P. cryptogea (del Castillo-Mtnera et al., 2013), P. infestans (Knapova et Gisi
2002; Lees et al., 2006), P. nicotianae (Biasi et al., 2015), P. sojae (Stewart et al., 2011),
P. ramorum (Prospero et al.,, 2004), Plasmopara viticola (Rouxel et al., 2012)

a Pseudoperonospora cubensis (Kanetis et al., 2009).

Vyuziti mikrosatelitovych markert v popula¢ni genetice obligatné biotrofnich
oomycet je Vsoucasnosti ve své pocatecni fazi. Pro P. halstedii byla v lonském roce
publikovana sada mikrosatelitovych markert (Sharma et al., 2015), predikovanych jako
soucast celkové analyzy genomu P. halstedii bez ovéfeni funk¢nosti a vyuzitelnosti markert
pro studium patosystému Helianthus anuus — Plasmopara halstedii. Tyto markery jsou

pfedmétem analyz provedenych v experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Pii finalizaci této diplomové prace byla zvefejnéna prace Rivera et al. (2016)
zabyvajici se vyuZitim polymorfnich mikrosatelitovych markeri navrzenych na genomu
P. halstedii osekvenovaném jinou védeckou skupinou nez u SSR markeri Sharma et al.
(2015). Autofi navrhli celkem 38 primerovych parQ, které testovali na sadé 14 vzorku
P. halstedii pochazejici ze dvou riznych hostitelskych rostlin, Helianthus annuus a Rudbeckia
fulgida cv. Goldsturm (Rivera et al., 2016).
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4.1.3. Zpusoby vyvoje mikrosatelitovych markeri

Pro vyuziti a studium mikrosatelitovych markera je dilezita znalost sekvence
komplementarniho péaru primert, které specificky nasedaji do oblasti ohranicujicich
mikrosatelitovy lokus, ktery je nasledné¢ amplifikovan pomoci PCR reakce (Dawson et al.,
2010). U téch druht organismu, u kterych stale nejsou znamy primery pro mikrosatelitové
repetice, se provadi designovani de novo. Principem je izolace a nastépeni DNA pomoci
restrikénich endonukleaz nebo mechanicka fragmentace ultrazvukem. V dalSim kroku jsou
fragmenty pieneseny do vektoru nebo ligovany s pfislusnym adaptorem. Nasledné jsou
plazmidové vektory s vlozenou sekvenci transformovany do bakterii, jejichz délenim dochazi
ke wvzniku rekombinantnich klont. Dal§im zplsobem mize byt hybridizace sondy
s nastépenou DNA umisténou na nylonové membran¢. Fragmenty o specifické délce, jejichz
soucCasti jsou mikrosatelitové lokusy, jsou poté klonovany do bakterialnich bunék.
Mikrosatelitové lokusy jsou detekovany sekvenovanim, podle mist ohranicujici repetitivni
sekvence jsou navrzeny primery (Zane et al., 2002), ovéfuje se jejich funkénost a provadi
selekce polymorfnich markerii. Tento zplsob vyvoje novych SSR markerti je pomérné
slozity, Casov€ naro¢ny a je spojen s velkymi finan¢nimi naklady. Proto se na de novo izolaci
mikrosateliti zaméfuji spise specializované vyzkumné pracovisté nebo komer¢ni laboratoie
(Dawson et al., 2010). Dalsim zpusobem zisku mikrosatelitovych markerti je tzv. cross-
species amplifikace, kdy se provadi testovani PCR amplifikace mezi blizkymi piibuznymi
druhy organismd (Primmer et al., 2005). Jeji GspéSnost souvisi s evoluéni piibuznosti
studovanych druhd, pficemz rostouci fylogenetickd vzdalenost mezi jednotlivymi druhy
snizuje uspésnost PCR amplifikace polymorfnich mikrosatelitovych lokust (Primmer et al.,

1996).

Dalsim zpiisobem, kterym lze navrhovat mikrosatelitové markery jsou sekvenacni
metody nové generace — NGS (,,next-generation sequencing®), které se v souc¢asnosti pomérné
rychle vyviji. Nizké ndklady na sekvenovani, zisk velkého mnoZstvi dat a moZnost
identifikace novych mikrosatelitovych markert, jsou hlavnimi vyhodami NGS. Do nedavné
doby nejcastéji pouzivanou metodou bylo 454 sekvenovani fy. Roche, které je postupné
nahrazovano sekvena¢nimi platformami Illumina fy. ABi. Jeji vyhodou Vv porovnani se 454
sekvenovanim je vySsi ptesnost a také kapacita, nevyhodou je vSak krat§i primérna délka
¢teni (momentalné se uvadi schopnost osekvenovat useky o délce 250 bp) (Cai et al. 2013).

V obou piipadech dochazi k paralelnimu generovani velkého mnozstvi kratkych sekvenci,
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které jsou nasledné pocitacové zpracovavany. Dochazi k piekryvu téchto kratkych dil¢ich
sekvenci a jejich skladani do vétsich tseku, tzv. ,,scaffoldi nebo ,kontigi* (Sharma et al.,
2015). Vysledny genom je pii publikovani deponovan ve veiejné piistupnych nukleotidovych
databazich (napf. ,,National center for biotechnology information“, NCBI). Pro identifikaci
repetitivnich lokusti jsou uzivany rizné pocitaCové programy, napt. Phobos (Mayer, 2006-
2010), Msatcommander (Faircloth, 2008), které lokalizuji pozici SSR lokusu v genomu
(tj. v konkrétnim scaffoldu). Pro nalezené kandidatni lokusy jsou poté navrhovany pary
primerd, zpravidla pomoci softwaru Primer 3 (Untergasser et al., 2012). Specifi¢nost
navrhovanych primert se poté ovétuje experimentalné nebo in silico, tj. pocitacovou simulaci

polymerazové fetézové reakce (Luo et al., 2015).
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5. Material a metody

5.1. Stanoveni ras u izolati Plasmopara halstedii z CR
5.1.1. Pivod izolata P. halstedii

Vzorky 16 izolata studované v této diplomové praci pochazely z roku 2014 z lokalit
Ceské republiky s nejéastgjsim vyskytem P. halstedii. Izolaty 1401-1411 (lokalita Podivin)
a 1412-1416 (lokalita Olomouc-Holice) byly pfemnozeny z pivodniho inokula uchovaného
v -80 °C, pro experimentalni praci pak byly podle potfeby dale pfemnozovany a uskladnény

k dal§imu testovani v mrazaku pii -20 °C.

5.1.2. Rostlinny material

Pro pfemnozeni izolatd P. halstedii byly pouzity nachylné genotypy sluneénice ro¢ni,
Helianthus annuus cv. Giganteus a cv. Peredovik. Oba tyto kultivary postradaji geny
rezistence vici P. halstedii. Diferenciaéni soubor 15 genotypt slunecnice pouZzivany pro
ureni ras P. halstedii je podrobné uveden v Tabulce ¢. 4. Osivo jednotlivych linii bylo
piepéstovano Vv 1ét€¢ v roce 2015 pracovniky Katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty UP
v Olomouci. Nazky byly pie¢istény a ulozeny do mrazaku, kde byly v teploté¢ -20 °C
uchovany po dobu nejméné¢ dvou mésict. Nasledné byla ¢ast osiva pouzivana na testy

prenesena do lednice a skladovana pti teploté 4 °C.

5.1.3. Priprava rostlinného materialu

Na zaklad€ postupu, ktery plvodné sestavil Gulya (1991) a nasledné ve své praci
poupravil Stojaspal (2009), byly v experimentalnich podminkach péstovany rostliny uréené

pro udrzovani a mnozeni izolati P. halstedii.

Pro dezinfekci semen slune¢nice cv. Peredovik byl pouzit 10% roztok Sava spole¢né
s 1-2 kapkami detergentu (napf. jar na nadobi) pro zkvalitnéni jejich smacivosti. Semena byla
povrchové dezinfikovdna po dobu 15 min a nasledné proplachovana proudem cisté vody 1-5
min, dokud nebyly odstranény veskeré zbytky dezinfekéniho roztoku. OsSetfend semena

slunecnice byla rozlozena na dno Petriho misky s filtracnim papirem, prevrstvena
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destilovanou vodou a dale kultivovana bez pfistupu svétla pti pokojové teploté po dobu 3 h.
Poté byla nezddouci voda vylita a semena byla usporddéna na misce tak, aby nebyla vzajemné
v kontaktu. Kli¢eni osiva probihalo v uzaviené Petriho misce ve tm¢ pii pokojové teploté

cca 2-4 dny.

Pro inokulaci patogenem byly vybrany semenacky, které nevykazovaly znamky
kontaminace a nebyly deformované ani atypicky zabarvené. Zdravé semenacky s cca 1,5 cm
dlouhym kofenem s dostatecné vyvinutym vlaSenim byly umistény do plastovych kvétinaca
s navlhéenym perlitem (Agroperlit, Novy Ji¢in, Ceska republika) a kultivovany ve fytotronu
¢i skleniku pfi teploté 20/15 °C (den/noc) s fotoperiodou 12/12 h po dobu jednoho tydne.

5.1.4. Subkultivace izolatd P. halstedii

Inokulum, které slouzilo jako zdroj zoosporangii k naockovéni naklicenych semen,
bylo piipravovano podle Gulyi (1996). Piipravu inokula lze provést dvéma zpusoby:
1/ pouziti Cerstvych zoosporangii, které byly ziskany z infikovanych semenackt slunecnice
cv. Peredovik, 2/ pouziti zmrazenych zoosporangii, které byly uchovavany na povrchu

déloznich listka sluneénice cv. Peredovik, zabaleny v alobalu a uskladnény v -20 °C.

Nekolik infekénich déloznich listkd, nesoucich na svém povrchu zoosporangia
P. halstedii, byly pfeneseny do plastové zkumavky. Na zakladné intenzity sporulace
a mnoZstvi rostlinného materidlu bylo pfidano 1-5 ml destilované vody a pro vyplaveni
auvolnéni zoosporangii byl pouzit vortex (2-5X po dobu 3's, pii 1500 rpm). Pletiva byla
odstranéna a ziskana suspenze byla zkontrolovana pod mikroskopem a upravena tak, aby

koncentrace viabilnich (Zivotaschopnych) zoosporangii byla 10000 v 1 ml.

Nakli¢ené semenacky zbavené osemeni byly pieneseny do Cerstvé suspenze a kultivovany
ve tmé po dobu 3 h pfi teploté 19 °C (pfitomnost Zivotaschopnych zoosporangii byla pribézné
mikroskopicky ovétovana). Celé inokulované semenacky (metoda WSI, Gulya et al., 1991)
byly pfeneseny do navlhceného perlitu a nasledné kultivovany pfiteplot¢ 19/18 °C
a fotoperiod¢ 12/12 h (den/noc). Zhruba 11. den po inokulaci byly rostliny v kazdém
kvétina¢i ovlhéeny destilovanou vodou a zvlast' zabaleny do mikrotenového sacku, aby byla
zajisténa 100% vlhkost potiebna k ristu sporangiofori a zoosporangii. Proces sporulace trval
16-24 h (nejlépe do druhého dne) bez pfistupu svétla pii teploté 18-19 °C. Bily povlak

zoosporangii, ktery se nasledné objevil na povrchu déloznich listkd, byl pouzit k: 1/ ptipravé
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Cerstvého inokula pro dalsi experimenty, 2/ k opétovnému premnozeni izolatu P. halstedii,

3/ zamraZen a uchovan pro dalsi praci v -20 °C.
5.1.5. Identifikace ras P. halstedii

Pro patotesty, tj. studium fenotypu reakce souboru hostitelskych rostlin na infekci
danym izolatem, byl vybran rozsifeny diferenciacni soubor 15 genotypu slunecnice: GB,
RHA-265, RHA-274, PMI-3, PM-17, 803-1, HAR-4, QHP-2, HA-335, Y7Q, PSCS8, XA,
PSS2RM, RHA-419, VAQ. Jako kontrolni nachylné linie byly pouzity kultivary Giganteus

a Peredovik.

Semenacky slunecnice byly pfipraveny stejnym zpusobem, jak bylo uvedeno
v kapitole 5.1.3. Nakli¢ené semenacky zbavené osemeni byly vysazeny po 10 v jedné tadé
do vlihkého perlitu tak, aby d€lozni listy vyc¢nivaly a kofinek smétfoval dolt. Na kazdy
semenacek zvlast’ bylo pipetovano adekvatni mnozstvi Cerstvého inokula, jehoz koncentrace

byla vypocitana pomoci Biirkerovy pocitaci komurky podle uvedeného vzorce:

= 1000 o

T 0,04

kde X = mnozZstvi zoosporangii v 1 ml, Y = prumérny pocet zoosporangii v 10 pocitanych
¢tvercich Biirkerovy komirky. Objem pouzité suspenze obsahujici pii dané koncentraci

cca 10000 viabilnich zoosporangii byl stanoven na zaklad¢ vzorce:

_ 10000

Z

© 1000

kde Z = mnozstvi suspenze obsahujici 10000 zivotaschopnych zoosporangii, X = pocet
zoosporangii V 1 ml. Objem suspenze vhodny pro inokulaci jednoho semenacku by se mél
pohybovat v rozmezi 15-30 pl. Jestlize byl objem inokula mimo stanovenou hranici, bylo
potieba inokulum koncentrovat doplnénim dalSich zoosporangii nebo jej natedit destilovanou

vodou a stejnym principem opét piepocitat koncentraci zoosporangii.

Kazdy semenaek zvlast byl infikovan vypocitanym objemem inokula (metodou
»drench seedling inoculation®, DSI). Aby suspenze ziistala homogenni, bylo potieba ji

neustale promichavat, protoze zoosporangia rychle sedimentuji na dné. V dal$im kroku byla
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na inokulované semenacky nanesena tenka vrstva zvlhéeného perlitu. Rostliny byly prvnich
12-16 h umistény ve tm¢ a pozd¢ji kultivovany pii teploté¢ 21/17 °C, 12/12 h (den/noc)
s pravidelnou zalivkou. Tfinacty den rustu byly navozeny ptiznivé podminky pro sporulaci
P. halstedii, tzn. 100% vzdus$na vlhkost, tma, 17 °C. Hodnoceni patotestu a urceni rasy

izolatd, bylo provedeno 14. a 21. den po inokulaci (Obrazek ¢. 3).

Obrazek €. 3: Tac s rozSifenym diferenciacnim souborem 15 genotypid slunecnic

po 14. denni kultivaci a 24 h zatméni pii 100% vzdu$né vlhkosti.
Podle semikvantitativni stupnice byla u kazdé rostliny zvolena intenzita napadeni
(Obrazek ¢. 4). Na zakladé toho, kolik procent plochy rostlinného pletiva jevilo znamky

sporulace, byl rostliné pfifazen jeden ze Ctyt stupnd napadeni, tj. 0, 1, 2 nebo 3 (Tabulka ¢. 3).

Tabulka ¢. 3: Semikvantitativni stupnice intenzity napadeni slune¢nice P. halstedii.

Stupen napadeni | Mira sporulace na povrchu déloznich listkd v %
0 0 %
1 do 25 %
2 nad 25 % a do 50 %
3 nad 50 %
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Obrazek ¢. 4: Semikvantitativni stupnice intenzity napadeni sluneénice P. halstedii.
A — pletivo bez sporulace (stupenn napadeni 0), B — sporulace do 25 % (stupen napadeni 1),

C — sporulace do 50 % (stupeni napadeni 2), D — sporulace nad 50 % (stupen napadeni 3).

Na zaklad¢ vyjadiené intenzity sporulace a stupné napadeni bylo mozZné rozlisit, které
diferencia¢ni linie jsou rezistentni a které naopak nachylné. Aby mohl byt patotest
oznalen za prikazny, bylo nutné, aby byla kontrolni linie Helianthus annuus
cv. Giganteus/cv. Peredovik infikovana P. halstedii minimaln¢ ze 70 %. Jestlize byla mira
jestlize byly znamky napadeni mensi nez 30 %, byla linie vyhodnocena jako rezistentni.
Pokud se intenzita napadeni vyskytovala mezi 30 — 50 %, byly takto infek¢éni rostliny vyuzity
jako hlavni zdroj zoosporangii pro nové testovani ras jednotlivych izolati. Kdyz byl izolat
dale pfemnozen a mira sporulace se u dané diferenciacni linie zvysila, byl ptivodni izolat
oznacen za smés nékolika ras, ve které se testovana rasa nachazi v niz$i frekvenci. V zavéru
experimentu byla na zaklad¢ pravidel kdédovaciho systému u kazdého izolatu P. halstedii

identifikovana jeho rasa (Tabulka €. 4).
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Tabulka ¢. 4: Diferenciacni soubor genotypt slunecnice a piiklad ur¢eni ras P. halstedii.

Cislo rostliny Stupeii napadeni

1 2 1 3 - 1 - - 0 0 - 0 1 0 0 0 3

2 3 0 3 - 0 - 1 0 0 - 3 0 0 0 0 3

3 3 3 0 3 1 0 2 0 0 - 3 0 0 0 0 3

4 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0 3

5 3 3 2 3 0 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0 3

6 3 3 3 3 1 0 0 0 0 0 3 2 0 0 0 0

7 3 2 3 1 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 3

8 3 3 3 3 0 0 1 0 0 0 3 0 0 0 0 3

9 0 3 0 3 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 3

10 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0 3
Diferenciaéni linie | GB | RHA-265 | RHA-274 | PMI-3 | PM-17 | 803-1 | HAR-4 | QHP-2 | HA-335 | Y7Q | PSC8 | XA | PSS2RM | VAQ | RHA-419 | GIGA

Reakce s S S S R R R R R R S S R R R R

P¥idélena hodnota | 1 2 4 1 0 0 0 0 0 0 2 4 0 0 0 /

Souéet hodnot 7 1 0 6 0 /

R =, resistant” = rezistentni reakce

S = ,,susceptible* = nachylna reakce
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5.2.  Studium mikrosatelitovych markeri u P. halstedii
5.2.1. Material pro optimalizaci a selekci mikrosatelitovych markeri P. halstedii

V této Casti prace byla testovana funkcénost mikrosatelitovych markerd navrzenych
pro P. halstedii ve studii Sharma et al. (2015) a provedeni vybéru polymorfnich
mikrosatelitovych markerd vyuzitelnych pro studium patosystému Helianthus anuus —
Plasmopara halstedii. Vychozim materidlem pro extrakci genomické DNA P. halstedii byly
pouzity izolaty patogena odebrané zrtiznych lokalit z Ceské republiky zlet 2013-15
a z Mad’arska z roku 2015. Postup inokulace a kultivace patogena je identicky s popisem
uvedenym v kapitole 5.1.4. Pro odbér materidlu na extrakci DNA byly pouZity semendcky
slune¢nice po 14. dnech kultivace. Dé€lozni listky slunecnice se sporulaci daného izolatu
P. halstedii byly oplachnuty destilovanou vodou alehce vortexovany v Eppendorf
zkumavkach. Uvolnénd zoosporangia byla po sedimentaci zahuSténa odpipetovanim
supernatantu. Timto zpisobem byl pfipraven vychozi material pro izolaci genomické DNA
ze zoosporangii 39 izolati P. halstedii rizného geografického puvodu (viz Tabulka ¢. 9

Vv Casti 6.2.).

5.2.2. lzolace DNA

Izolace DNA P. halstedii byla provedena metodou CTAB (Doyle et Doyle, 1987)
upravenou pro materialové a technické vybaveni Laboratofe molekularnich markerti Katedry

botaniky Piirodovédecké fakulty UP v Olomouci (dale LMM).

1. Rozmrazené zoosporangia v Eppendorf zkumavkach byla pomoci pipety pienesena
do specialnich zkumavek pro homogenizaci. Nasledovala mechanicka homogenizace
(1 min) a poté kratka centrifugace.

2. Kziskanému homogenizatu bylo pfidano 700 pl extrakéniho pufru CTAB
s merkaptoethanolem, ktery byl do pufru pfidan tésné pred jeho pouzitim. SloZeni
extrakéniho pufru je uvedeno v kapitole 10.4.

3. Nasledovala opét homogenizace (1 min) a kratka centrifugace.

4. VSechny vzorky byly pfemistény na 1,5 h do inkubatoru vyhiatého na 68 °C.
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10.

11.

12.

Poté bylo pfidano 700 pl roztoku chloroformu a isoamylalkoholu (24:1). Suspenze
byla dikladné promichana, vicko bylo jemné povoleno pro uvolnéni vzniklého plynu,
zpatky uzavieno a zkumavka byla ponechana stat pii pokojové teploté po dobu 5 min.
Suspenze byla centrifugovana po dobu 12 min pii 11000 rpm (nechlazena centrifuga).
Vznikly supernatant byl peclivé a opatrné odpipetovan do nové 1,5 ml Eppendorf
zkumavky, na kterou bylo pfedem napsano datum extrakce a oznaceni vzorku. Maly
objem cirého supernatantu bylo mozné ponechat nad tmavsim peletem, aby nedoslo
ke smiseni obou fazi.

Ke vzorkiim bylo pfidano 60 ul vychlazeného octanu sodného (3 mol-1™*; pH 5,2;
4 °C) a poté pripipetovano 500 pl vychlazeného isopropanolu (-20 °C). Suspenze byla
1-2x pieklopena a ponechana stat 20-30 min v mrazaku pfi teploté -20 °C.

Po této dobé byly vzorky centrifugovany (12 min, 11000 rpm, nechlazené centrifuga).
Vznikly supernatant byl opatrné slit do piedem pfipravené kadinky umisténé
v digestofi tak, aby na dn¢ zkumavky zustalo pfichycené malé mnozstvi mlé¢né bilého
peletu DNA. Zbytek roztoku byl odstranén opatrnym pieklopenim zkumavky
na filtracni papir.

K peletu, obsahujici DNA, bylo ptidano 500 pl vychlazeného 70% ethanolu, suspenze
byla protiepana a ponechéna stat pii pokojové teploté po dobu 5 min.

Nasledovala centrifugace (3 min, 11000 rpm, nechlazena centrifuga). Poté byl
supernatant slit, pomoci pipety byl odsan roztok kolem peletu a zkumavka s DNA byla
ponechéna volné schnout, pficemz bylo mozZné sledovat, jak pelet zprithlednil.
Zkumavka byla naplnéna 60 pul dH»0, ve které se DNA dokonale rozpustila. Nasledné
bylo piidano 10 pl RNasy A (10 ng-ul™). Ziskany roztok byl inkubovan po dobu
30 min v termobloku s tiepackou (37 °C, 600 rpm). Koncentrace a istota vyizolované
DNA byla stanovena pomoci piistroje Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA);
kvalita a integrita vyizolované DNA byla ovéfena pomoci 1% agarézového TBE gelu.
DNA byla nafedéna nakoncentraci 7 ng-ul® a pred dal§imi analyzami byla

uchovévana v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80°C.
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5.2.3. PCR amplifikace mikrosatelitovych markeru

Mikrosatelitové markery testované v této diplomové praci byly navrzeny
a publikovany jako jeden z vystupl analyzy genomu P. halstedii ve studii Sharma et al.
(2015). Pro ovéteni funkénosti navrzenych primerti jsem vyuzila metodu gradientové PCR,
pii které jsem optimalizovala protokol pouzivany pro analyzu SSR markerd v LMM Katedry
botaniky PfF UP v Olomouci. Podstatou optimalizace bylo stanoveni tzv. annealingové
teploty, pfi které dochazi k optimalnimu naseddni primer na templatovou DNA v prubéhu
PCR reakce. Nutnym laboratornim vybavenim je termocyklér, ktery dokaze ve druhé fazi
PCR reakce vytvortit na bloku gradient teplot (tzv. gradientovy termocyklér), pfi¢emz na levé
testovala rozsah teplot 50-68°C. Na standartnim bloku je rozmisténo 96 jamek v osmi fadach
po 12ti jamkach. Pfi jedné analyze (PCR reakci) 1ze tedy pro nastaveny rozsah teplot testovat
zarovenn maximaln¢ osm riiznych markerti. Postupovala jsem tak, ze jsem pro dany marker
pripravila PCR mix (viz Tabulka ¢. 6), do kterého jsem ptidala adekvatni objem DNA

zZ izolatu 1410 a po promichani rozpipetovala do PCR desky do jedné horizontalni fady.
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Tabulka ¢. 5.: Mikrosatelitové markery testované na DNA P. halstedii (upraveno podle
Sharma et al., 2015).

Tabulka obsahuje tyto informace: oznaCeni primeru, sekvenci primeru F (,,forward®)

aR (,reverse®) ve sméru 5" — 3', teplotu tani primeru (Tm, °C), ofekavanou velikost PCR

produktu (bp) a jednotku repetice s poc¢tem kopii.

(;i?rzgiﬂi Sekvence primeru (5'-3') Tm [°C] pgﬂﬁztﬂ?g 0) Jednotka repetice
Mitochondrialni

PHmit-01-F ACATTGTCCTATTTTAACACCGC 57.6 13 (AT)N

PHmIt-01-R AGGTTCAAATCCTTTTCTTCCGA 58.2

PHMt-02-F TGAGAGTTGTATGCATGAAAGTG 57.1 " ATV

PHMt-02-R CCGTGAAAAGGCAATGTCCT 58.7

PHMit-03-F ACTGACCTTGACGTCCCAC 60.0 - (AC)

PHMIt-03-R GTGCGAGACCGATAGCAAAC 60.0

Jaderné

PH-001-F TCATCCAAAGCCACCTCCAT 59.0 186 (AGTG)M*

PH-001-R TCACTCGCTCATTTCATCGA 570

PH-002-F TCCTCTCCTTCTGTGGCAAG 59.0 243 (CTT)A®

PH-002-R TTGCTATGACCGACCCCATT 59.0

PH-003-F CGAAGTAAGCACATGTCGTTT 57.2 212 (AT

PH-003-R GTCAGTGACCTAAAGTACGCT 574

PH-004-F CCGCTATTTCCAAAGGCTGT 58.5 207 (AT

PH-004-R ACAGTTCATAGCCAGGCGT 59.0

PH-005-F CTCTGACCGAATTGCTTCCG 59.0 162 (AGAGA)M

PH-005-R AATGGCCTAAGGAGTCGAGG 58.8

PH-006-F TGATACCTCGGCTACTCTTCG 58.7 235 (CTAC)

PH-006-R GACCAAGTTGCAACCGATGT 59.0

PH-007-F CGAAGAGATGGGTGGGTCAA 59.3 201 (GAGT)M?

PH-007-R CGCCGGAACCTAGACAGTAT 58.9

PH-008-F CTTTCAAGCCGATCCCTGTG 58.9 159 (AGT)™

PH-008-R TATAGATCGACGCCAAGCCG 59.7

PH-009-F ACAGTAGAGCGACACCAGAC 59.1 201 (AG)"®

PH-009-R CCGCTGAACAACAAAGTCGA 59.0

PH-010-F TAGTAAATGGAGCTGGCCCG 59.5 211 (GAGAA L

PH-010-R GCGGTCTACTGGGGAAATGA 59.4

PH-011-F CTTAAGAAAGCCACGTCGACT 58.3 367 (AT)N®

PH-011-R AGTACCTCTGGAAGCGTCAA 58.3

PH-012-F GCACCGTTTCACATTATCAGG 57.5 220 (CAGTGT)M

PH-012-R GTCATCCACCCATGTTGCC 59.3

PH-013-F GCCACGTCGACTTATAATAGGTC 58.7 250 (AT

PH-013-R AGCTGGAAGTACACCTGCC 60.1
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Tabulka €. 5: Pokradovani 1.

(;ﬁlr:giﬂi Sekvence primeru (5'-3') Tm [°C] pgﬂﬁitﬂc(g 0) Jednotka repetice
PH-014-F ACCCCGTTTATACCGATGAGA 58.3 251 (TA)
PH-014-R TGTGTGAATCTCAACCCGGT 59.2

PH-015-F CCTTGAACATTTGATACAGCTGT 57.3 246 (AGTT)A 2
PH-015-R CATGCCCATCTGATGTGACC 58.6

PH-016-F CGACGATCTTCAAGGTGCTG 59.0 158 (AT ®
PH-016-R CTTCAGCGCCTCAGAGTTTC 58.9

PH-017-F TTCGTGAAGGAGGAAAAGCC 58.1 228 (TTCTTN
PH-017-R CGACTACTTTACGCACGGTG 59.0

PH-018-F CCGCATAGTTGACAGCTAGC 58.8 235 (TTAGC)M
PH-018-R CGAGTGTTCTTGCCGCTAAA 58.8

PH-019-F CCTGTCGACCGAGTGATCTT 59.1 225 (TCTCT)A 1
PH-019-R CACTTGGCAGCACTTGTAGT 58.4

PH-020-F TCAAGGCTAATCGACTCTTTGC 58.7 198 (TTTAN®
PH-020-R ACGAAATGTGCATGGTGTGA 58.4

PH-021-F TGTGACACCTAGTTCCTTGATCT 58.8 234 (TCTTC)A
PH-021-R TGTCTTATGCTTAGCTTCCTCG 57.9

PH-022-F CTCCAAATGCACTTACGCCT 58.5 249 (CTCTT)A
PH-022-R TCGAGTTGACTGCAGAAGGT 58.9

PH-023-F TCCCGCAAAACACAATCTCT 57.7 202 (TTCTC)N®
PH-023-R GAGCCCACTGACAATGCAAA 59.0

PH-024-F TTCGTGAAGGAGGAAAAGCC 58.1 228 cTTennt
PH-024-R CGACTACTTTACGCACGGTG 59.0

PH-025-F TTACCCATAGTCGCGGAGAG 58.6 227 (CTTCT)A
PH-025-R CCACTTACAGGTATGGCGGA 59.1

PH-026-F TAGTCTGGTACCGATCGTGC 58.9 250 (TCTTOA ¥
PH-026-R GACTCATTTGGCGGTGGTAC 58.9

PH-027-F TCCATGTGCATCCGTCTTCT 59.1 236 (ATYA
PH-027-R CACATTAGCCGGCTTCTCAC 59.0

PH-028-F TGAAGATACGAAGAGATGAGTGG 57.4 250 (TGAG)M
PH-028-R TGCCTTGGACATCTCTTCACT 59.0

PH-029-F CAGACGGTTGGGTAGGGTTC 60.0 224 (GAGAA)N 12
PH-029-R AGAACGGCATTGTCTCTTCTT 57.6

PH-030-F GTGCTAGTCTGTTTGGGTGC 59.1 231 (TCAC)M
PH-030-R CACCTTTCAACTGAGCCACA 58.3

PH-031-F TTTAAGTCCTGCATGCCCTG 58.1 183 (GAGAA 2
PH-031-R AGTGACCTAACTTACGCTTCCT 58.8

PH-032-F CGGAGAGCGTTGACTATTAAGC 59.2 250 (ATACM
PH-032-R GCTCGCAGGGGATAACTAGA 58.6

PH-033-F TGGTGGGGTGTGTAGTGTTT 59.0 199 (TAN
PH-033-R TATACGTGCACTGCCCTTCG 60.1
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Tabulka €. 5: Pokrac¢ovani 2.

(;i?nigiﬁi Sekvence primeru (5'-3') Tm [°C] pgﬂﬁitﬂc(tl}p) Jednotka repetice
PH-034-F GCAGAAACGTTGGGATCGAA 58.8 237 (TTCTG)
PH-034-R CTTTTCCCGCGAGAGATGAC 58.7

PH-035-F TGTGTGGATAGAGTGCAGCA 59.0 184 (AT 10
PH-035-R GAACAACTTCACGAGGTTCTGA 58.5

PH-036-F ACCGCACACTTTCATAATCCA 57.9 220 (GAGAT)N 1t
PH-036-R TGCAAAACGAACAACATTGGAG 58.5

PH-037-F GAATCCGTGGTTACAGACGC 59.0 241 (TA 1
PH-037-R CGAGTGCGCTGTACTTTGTT 59.1

PH-038-F AAAGTGTGTTGCTCCATCGG 58.7 239 (TCTCT)A 2
PH-038-R ACACTTGCAGGCGAATGTC 58.5

PH-039-F GGTAGCCAGTACTTATGCATGT 57.9 246 (AATAN M
PH-039-R CGTGGTACTCTCGGTTGTCT 59.1

PH-040-F GGGTGTCGAAAAGTGTGAGT 58.0 182 (AT
PH-040-R GGAACGCATGTGTAGCTAGC 59.0

PH-041-F CTCGAAACTTGTGGAGCTGC 59.4 173 (AT
PH-041-R CGACTGCCATCAACTCCAAC 59.2

PH-042-F ACCAGGAGCGTTACTTGAGA 58.3 206 (AT ®
PH-042-R GGGCTTCGAACAGGATAGGT 59.1

PH-043-F GCGCTTAGAGGAGGCGTAAT 59.9 206 (GAAGAN M
PH-043-R GTCCTCCAACGCTTGAAGTG 59.1

PH-044-F CATCCGTCTTAAGGCTTCGC 59.0 195 (AT
PH-044-R ATGACCTGAAGCATCCTCGG 59.5

PH-045-F TGCAGAAATCGGTGGACTACT 59.1 226 (TTCTC)A M
PH-045-R TGGCCCAAGGTGTACAAATG 58.3

PH-046-F GCAGTCCGTCGAGTTTGAAA 58.7 233 (TTCTC)M M
PH-046-R TATTCAGCCCCGTACCGTTT 59.1

PH-047-F TTCCGAGCTGTCAAAGTCCT 58.9 195 (TTCTC)A M
PH-047-R CCTCCACTTCACAAGGAGCT 59.3

PH-048-F GCAGCTAATCTACACTGGCC 58.4 204 (CTCTA 1
PH-048-R GGAAACGGACATGGGGTTTG 59.4

PH-049-F GACCATTGGCTGAGCTCAAG 58.9 214 (TTCTON 1
PH-049-R CGAGCCATCCTTTTAACCGG 58.9

PH-050-F GCCGACAGTGAAAGAGAGGA 590.4 249 (ACTCON
PH-050-R GGTTAAGGGCAGTGAGGGAT 59.0

PH-051-F GCTGCAGGAGGTGATCACT 59.4 239 (GCTGTT)M*
PH-051-R AGCGCTCCATCATCATTTGC 59.3

PH-052-F AAGAGGAATCTGTGCTGGCA 59.3 226 (AAGAG)" 1t
PH-052-R GAAGTGCCGGAGTAAACCAC 58.8
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Tabulka €. 5: Pokrac¢ovani 3.

(;i?nigiﬁi Sekvence primeru (5'-3') Tm [°C] pgﬂﬁitﬂc(tl}p) Jednotka repetice
PH-053-F GCTGCGTCAATCTCATTCGT 59.0 213 (AT)N 12
PH-053-R TTTGTGTTTGCGCTTCCAGA 58.9

PH-054-F CGCTTCTTCTCGTGGACAAG 55.0 220 (AGAAG) 12
PH-054-R GTATACTGCGGTGTGAGACG 55.0

PH-055-F GCATCGAGGGATTGTGCAAT 58.9 239 (TTTAN S
PH-055-R CCTCACCATCCGCAAAGAAG 58.9

PH-056-F GAGAATGCTGGTGTCTCAACA 58.2 292 (AGAGA) 11
PH-056-R TGGACTCAAGCAAGCTGTAAG 58.2

PH-057-F CTACGCGTTAGTGCCGATTC 59.1 204 (TCTTC)A 2
PH-057-R GTGGAGCACTAACGCCTTTA 57.9

PH-058-F TGCACAAGGAAACAAGCCG 60.0 273 (AGT)M
PH-058-R TGACGTGGCGTAACCTCC 60.0

PH-059-F GCGTGTCGTGCTTTACCTC 59.9 185 (CTT)
PH-059-R GCCGAATGTCAACGGCTTC 60.5

PH-060-F CTTGCTTGGGACGTGCTTC 59.9 332 (AAG)*
PH-060-R CACCGTCACGTCCTCTAGAA 59.8

PH-061-F ATTAAGCTGGACAATGCCCG 58.6 231 (AAAAG)"S
PH-061-R AAAGTGTGAGATCGGTTGCG 58.8

PH-062-F ACCTCAGCTTTACCTACGTTTC 58.0 178 (AC)N®
PH-062-R TCGATGTACACACGTAGCGA 58.9

PH-063-F TGAGGAATCATCTGGTTGGCT 59.0 242 (AAAT)"4
PH-063-R CCCAAGGCTAATTACTCTTCCG 58.5

PH-064-F GTCACTCTTGCATGCGTACC 59.2 191 (AGGCT)M
PH-064-R ACGGAACAGTACTACGCCAA 59.0

PH-065-F TGGTCGTGGGGTCAACAATA 58.9 224 (CTTT)A
PH-065-R CGCCACTCATTCCGAAAGTT 58.8

PH-066-F ACGTTGAGTCAAAACCTGGC 58.9 243

PH-066-R TCTGTAGAGCGCCCAATCAG 59.5 (CTTT)AG crre 6
PH-067-F GGTTAAGGGCAGTGAGGGAT 59.0 387 (GAGT)"®
PH-067-R TGCCTTGGACATCTCTTCCA 58.6

PH-068-F CGCCACTACATTAAGCCAGT 57.9 250 (TTCTC)A 2
PH-068-R CGCTTCGTCATCTGTAGTGC 59.0

PH-069-F TGGCCTTTTGATTGCAGACC 59.0 244 (AT 22
PH-069-R ATCTTCCCATCCGGTCGTAC 58.9

PH-070-F TCGATCTGTACAGCGAGTCT 57.9 151 (CTCTT)N
PH-070-R CATTGATGTGGCACGGAGAA 58.5

PH-071-F TCCGTGGCAGATTTACACCA 59.3 172 (ACTGAC)M
PH-071-R AGTATCCGTGGGTGTAGCAG 58.8
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Tabulka €. 5: Pokrac¢ovani 4.

(;i?nigiﬂi Sekvence primeru (5'-3') Tm [°C] pgzlllj itzc(:t?p) Jednotka repetice
PH-072-F CGCCGTGCTATCGTGTTATT 58.7 211 (ACTGAC)M
PH-072-R AGTATCCGTGGGTGTAGCAG 58.8

PH-073-F CAAACGCCTGATTCGAGCTT 59.2 216 (TTCTO)A 2
PH-073-R TCATACCATGCCCACACTGA 58.7

PH-074-F TGAGACGATGGGTGCTTGG 60.4 392 (TTATY
PH-074-R TCGTGGGTTATAGCCTGCC 59.9

PH-075-F CCATGATTGCACCCTGTCAC 59.1 170 (GCTT
PH-075-R CCACACCACACCTAACCAAC 58.6

PH-076-F CCTCACCGGTTTTAGCTCCA 59.6 041 (GT?
PH-076-R GCAAAGCCGCCTAATTCTAAGT 59.3

PH-077-F CCCAAGCTCCTCCATAGCC 60.3 192 (CTCCAAN
PH-077-R AGGCTGCTCAGACATTCGG 60.5

PH-078-F GCACGTATTGACATTCCACCA 58.9 246 (TAAGC)™®
PH-078-R TGGTCCGAATATTGCTTGCG 58.9

PH-079-F CTCCAACGTTTGACTGATACA 57.4 198 (GAGAAN!
PH-079-R GTACAGGTAGTGCTCGGTCC 59.5

PH-080-F TCCGAAAGTGGGGCCTTTC 59.9 259 (GAAGA
PH-080-R TCTTGGGAGCCGTGAAGAT 58.3

PH-081-F CGATACCCTGGTCATAGCGA 58.7 213 (AGCTCG)
PH-081-R CGCTTGTCTTCGTGGTTTGA 59.0

PH-082-F CCAACTTACTGACTGACCG 57.1 188 (TACT)A M
PH-082-R GTATGCATTCTCAGCGAGCG 59.4

PH-083-F CTGTCGTGTAGCTCGGTAGT 58.9 202 (AGT)"®
PH-083-R AGCTTTCCTGGAGTCTCACC 59.0

PH-084-F CGTAACAACCGGGCGAATAG 59.0 206 (GAAGA)H
PH-084-R TTCCAGGTCCAAAGATCGCT 59.0

PH-085-F GTCGTAGTATCCTCAACCCGA 58.7 259 (AGAGA 2
PH-085-R GAGTCAACTGGGATTCTTCGT 57.6

PH-086-F TGCTAGTAGGACTCGTGTAGC 58.7 220 (AGAGAY™ 1
PH-086-R CCTATCTGGTGTTGCGAAAAGA 58.6

PH-087-F CCTTCGTTCTATTCTAAAAA 58.9 265 (CTATAT)
PH-087-R TTCTCGCATCTCACCACCAA 59.3

PH-088-F GGCCAACAGAGATTTGCCTT 58.7 202 (CACT)"®
PH-088-R CAAGTTTCTTCGGTGCGTCA 59.0

PH-089-F CTTGGTGAAATGGCTGGGC 60.1 233 (CTZ
PH-089-R TTTCCAATGGCGTCAAGCG 60.1

PH-090-E GACGAATCGGAACGCCAAG 60.0 (AC)"®
PH-090-R GTACGGACGCGTTGATTCG 60.0 165
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Tabulka €. 5: Pokrac¢ovani 5.

(;i?nigiﬁi Sekvence primeru (5'-3') Tm [°C] pgﬂﬁitﬂc(tl}p) Jednotka repetice
PH-091-F TATCATCGTTGCGCTTCTGC 59.0 163 (TCAN
PH-091-R GGTGAAGATGAGGGTGACGA 59.1

PH-092-F CCGGGCTACAGTTGCATTAG 58.7 157 (GGCTANS
PH-092-R TTTGTGTTGCAGGGGTCAAG 58.8

PH-093-F TGAAAATGATCAACAGCAGCCT 58.8 248 (CACGAA)®
PH-093-R CTTCGTTCTGCTCATGACCA 57.9

PH-094-F CCCAAGGCTAATTACTCTTCTGC 59.1 290 (AT
PH-094-R TAACAGGGGTGTGTGTGTCA 58.7

PH-095-F AGAGTTGATGTCCTTGGCGA 59.0 241 (AT)® 8
PH-095-R GTTTGGCGCAGAAAAGCTTC 58.8

PH-096-F TTGCTCATCTGATCCAGCCA 59.0 217 (AGCTCTGTYY
PH-096-R ACGATCGGATTATCAGCCTCT 58.4

PH-097-F CGTTCCCCTTTTGTAACCCG 59.1 208 (CTCTT
PH-097-R AAGTGGCTGGCAAGTTCAAG 58.9

PH-098-F CGGATAACAAATAGATGCGGGG 59.2 239 (AT)N®
PH-098-R GAACACAGGAGGCAATGGTG 59.1

PH-099-F GTTGCGGAAGTTGTGGTCAT 59.0 238 (TTo
PH-099-R TCCAGCACCTATAGTTGGCA 58.4

PH-100-F TCGAATGAGTGAAGATACGAAGA 57.1 248 (GTGAN
PH-100-R TGCCTTGGACATCTCTTCACT 59.0

PH-101-F GATTTGAAGTACGCGGTGCT 58.9 219 (AGAAG) 10
PH-101-R AGTAGGAATTGGGGCGATGG 59.5

PH-102-F CCGTAATTGTGTAAGGCCCG 58.9 218 (GTATG
PH-102-R GCGAGCTCATAGTCTGGTCT 58.9

PH-103-F CGAATAGAGGCTGGCTTTGT 57.9 241 (AAGAG)™!
PH-103-R TCGTTTCGTAGGGCATCGTA 58.9

PH-104-F TGTGTCAAATTGTGCCTGCA 58.8 227 (CTCTT)M2
PH-104-R CCAGCTTTCGTCATAGCCAC 59.0

PH-105-F TAGCTTCTCGTCACGCTCG 59.5 233 (AT
PH-105-R GTCAACGAAAAGCTCTCCGG 59.2

PH-106-F GCCGTGCCATTTCTGCATAT 59.3 234 (GAN 12
PH-106-R CAAGTCACGACCAAGCAACA 59.0

PH-107-F TAAGTGATGGCGTCTGGTGA 58.7 238 (AGTG)M*?
PH-107-R TGTGAGAGTTGCCTTGGACA 59.1

PH-108-F TGAGGATGTAGCTGCTCCA 57.6 220 (ACATGA)M
PH-108-R CTTCACCCAGTCAGACAGCT 59.3

PH-109-F CGTCAAATGTAGAAGTACCGCA 58.7 249 (TTCTC)A 12
PH-109-R GTTTCACCGAGCATAGCGAC 59.3

41




Tabulka €. 6: Slozeni PCR reakéni smési a objemy pouzitych roztokd.

Pipetovany objem [pl]

Slozky PCR smési 1 vzorek 7 12
(+1 vzorek rezerva) | (+1,5 vzorku rezerva)

Deionizovana voda 14,42 115 195
10x Kapa Taq pufr s Mg*" 2 16 27
Roztok dNTPs [10 mmol-17] 0,4 3,2 54
Smés F a R primeru [10 pmol-17] 1,6 12,8 21,6
Kapa Taq DNA polymeraza [5 U-pl™] 0,08 0,64 1,08
DNA [7 ng-ul™] 1,5 12 20

Pti ptipravé PCR mixu jsem postupovala nasledovné. VSechny chemikalie (kromé

DNA polymerazy) bylo nutné vzdy ptred pouzitim dikladné protiepat na vortexu a poté

zcentrifugovat. Nasledné byly pipetovany piesné objemy jednotlivych slozek PCR mixu

do 1,5ml mikrozkumavek. Vznikla smés byla promichana na vortexu a centrifugovana

v minicentrifuze. Vysledny PCR mix byl rozpipetovan po 10 ul do 96-jamkové desky (nebo

do PCR stripi). PCR deska byla nasledné vloZena do termocykléru, ve kterém probihala

polymerdzovd fetézovd reakce na zdklad¢ teplotniho a ¢asového profilu uvedeného

v Tabulce &. 7.

Tabulka €. 7: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce.

3 min 95°C

20s 95 °C
20s 50 - 68 °C 33x

30s 72 °C

3 min 72°C

Bez omezeni 8 °C
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Po ukonceni PCR reakce byla provedena separace vzniklé PCR smési na 1%
agarozovém TBE gelu s pfidanym fluorescenénim barvivem Gel Red™ Nucleid Acid
(Biotium). Podminky elektroforézy byly: napéti 250 V, proud 210 mA, vykon 100 W, cas
45 min. Amplifikované PCR produkty byly vizualizovany pomoci UV transiluminatoru
(program UVITEC) a dokumenta¢niho zatizeni (Kodak Edas 290). Pokud byl detekovan PCR
produkt ve formé jednoho bandu, byl dany marker oznacen za funk¢ni a na zaklad¢ zaznamu
z UV transiluminatoru jsem poté uréila nejvyssi annealingovou teplotu (tj. jamku s nejvyssi
teplotou, pii které byl jesté detekovan intenzivni PCR produkt/band). Marker (respektive
navrzené primery) byl oznafen za nefunkcni, pokud ani pii opakovani PCR reakce nebyl
detekovan produkt.

U markert, které poskytly PCR produkt, bylo v dal$i fazi prace provedeno testovani
na podsouboru sedmi vybranych izolata P. halstedii (Tabulka ¢. 10). Cilem bylo identifikovat
variabilni markery (tj. detekce min. 2 alel pro dany marker) poskytujici hodnotitelny zdznam,
idedln¢ ve formé jednoho az dvou bandi, které by mohly byt vyuzity pro navazujici
popula¢né genetické studie P. halstedii. Postupovala jsem tak, ze u funkénich markera byla
provedena opét PCR amplifikace s pouzitim annealingové teploty odvozené pro dany marker.
Piiprava PCR mixu probihala podobné jako pii gradientové PCR, pouze byly pouZity objemy
pro sedm vzorkd. PCR mix byl pfipraven bez genomické DNA a az po rozpipetovani
vysledného mixu do PCR stripu byla pfiddna templatovda DNA sedmi riznych izolati
P. halstedii. Pro PCR reakci byl pouzit stejny teplotni a ¢asovy profil jako v Tabulce ¢. 7.
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5.2.4. Zpracovani PCR produkti

PCR produkty byly separovany na vyhiivané sekvenacni elektroforetické komote
T - REX, OWL S3S, pficemz §itka gelu odpovidala tloustce pouzitych spaceri (0,4 mm).
Slozeni pouzitych roztoki je uvedeno v kapitole 10.4 a vlastni laboratorni postup byl

nasledujici:

1. Ob¢ skla byla nejprve omyta deionizovanou vodou. Velké sklo, na kterém bude
pozd¢ji prilepeny, obarveny a ususSeny gel, bylo potifeba dikladné¢ umyt houbickou
se saponatem (jar na naddobi) a oplachnout vodovodni a poté destilovanou vodou. Sklo
bylo osuseno papirovymi ru¢niky a pteneseno do digestote.

2. Mensi sklo svyfezem bylo omyto deionizovanou vodou a poté oSetreno 100%
ethanolem a vytfeno do sucha. Na plochu skla, ktera bude v kontaktu s gelem, byl
aplikovan pripravek na odpuzovani vody Rain Repelent. Roztok byl rozetien
rovnomérné po celém skle a ponechdm volné schnout po dobu 5 min v digestofi.
Po uplynuti této doby byla oSetfend plocha skla opldchnuta vodovodni a poté
destilovanou vodou a vytfena do sucha papirovymi ruc¢niky.

3. Na plochu velkého skla bylo 2x po sobé naneseno po 3 ul 3-methakryloxypropyl-
trimethoxysilanu do 1 ml roztoku 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu a rozetfeno
po celé plose skla papirovymi ubrousky do sucha. Po 5 min byla plocha skla
4 X po sobé oSetfena 100% ethanolem a vytfena papirovymi ru¢niky.

4. Na okraje delSich hran vétsiho skla byly pfiloZzeny dva spacery (tloustka 0,4 mm),
které tak vytvorili prostor pro naliti gelu. Obé skla byla svymi oSetfenymi plochami
ptiklopena k sobé¢ a fixovana 6 svorkami.

5. Nasledné byl ptipraven 6% polyakrylamidovy gel a to smichanim 70 ml 6% zasobniho
roztoku akrylamidu (AA), 467 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonné¢ho (NHg),S,0s
a46,7 ul N, N, N’, N - tetramethylethylendiaminu (TEMED). Do prostoru mezi obé
skla zajisténa svorkami byla pomoci stfikacky aplikovana smés AA. Po naplnéni celé
plochy byl mezi skla vlozen svou rovnou stranou hiebinek do hloubky cca 1 cm
od horniho okraje. Pozice hiebinku byla fixovana klipsy. Polymerizace gelu probihala
po dobu 60 min.

6. Po ztuhnuti gelu byla skla omyta vodovodni a poté deionizovanou vodou, hiebinek byl
odstranén a okoli nalévaciho prostoru bylo vycisténo houbickou a zbaveno

nezadouciho, prebyte¢ného gelu. Skla byla poté stérkou ¢i papirovymi ubrousky
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7.

8.

9.

zbavena prebytecné vody a upnuta do elektroforetické komory tak, aby mensi sklo
s vyfezem bylo v tésném kontaktu s vyhiivanou plochou. Skla byla v aparatuie
zafixovana, vétsi sklo se nachazelo na vnéjsi strané. Prislusné Casti aparatury byly
naplnény 0,5x TBE pufrem a po zaplaveni vyiezu skla byly Setrn¢ odstranény zbytky
gelu. Proudem pufru ze stiikacky byl vyplachnut prostor, do kterého je pied
nanesenim vzorkl umistén hiebinek.

V dalsim kroku byla elektroforeticka komora pfipojena ke zdroji stejnosmérného
proudu za téchto podminek: maximalni elektricky proud 100 mA, napéti
2000 V a vykon 75 W. Skla byla zahtivana 30-50 min (nejlépe 45 min).

Po uplynuti této doby bylo okoli nalévaciho prostoru vyplachnuto pomoci stiikacky
proudem 0,5x TBE pufru a znovu zbaveno tak zbytkd polyakrylamidu a rozpusténé
mocoviny. Do mezery mezi skly byl zasunut hiebinek tak, aby byly jeho zoubky
zanofené priblizné 1 mm pod okraj gelu.

Asi 5 min pfed nanesenim PCR produktt na gel byl smichan 1 dil vzorku s 1/2 dilem
denaturaéniho pufru obsahujici formamid. Nasledné byly vzorky pfeneseny do pfedem
vytemperovan¢ho termocykléru na 96 °C a denaturovany 3 min. Po uplynuti
stanovené doby byly vzorky vlozeny do nadoby s ledovou tfisti, aby doslo k zabranéni

renaturace vzorka.

10. Vzorky byly posléze nandSeny po 5 pl osmikanilovou mikropipetou do mezer mezi

zoubky hiebinku. Po napipetovani vSech vzorkli byl wuzavien katodovy
prostor a aparatura pifipojena ke zdroji stejnosmérného proudu. Podminky
pro elektroforetickou separaci byly: maximalni elektricky proud 177 mA, napéti

2000 V a vykon 90,5 W. Separace vzork trvala 2 h.

11. Béhem déleni vzorki byl namichan roztok fix/stop, roztok 1% kyseliny dusi¢né

(HNOs) a vyvojka, ktera byla pfenesena do lednice, aby se vychladila na teplotu nizsi
nez 10 °C.

12. Po dobéhnuti elektroforézy byl vypnut zdroj napéti, odpojeny ob¢ elektrody a na zadni

stran¢ komory piipojena na ventil trubicka, kterou byl vypustén pufr do sbérné
nadoby. Skla byla vyjmuta z aparatury a polozena do vodorovné polohy men$im
sklem nahoru. Z mezery mezi skly byl opatrné¢ vytdhnut hiebinek a oba spacery
a Cepeli noze byla od sebe odpacena obé skla. Vétsi sklo s pfilepenym gelem bylo
umisténo do misky na tfepacku a zalito fix/stop roztokem. Doba pilisobeni tohoto

roztoku na gel byla priblizn¢ 20 min (podle vymyti xylenové modie z gelu).
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17.

13.

14.

15.

16.

Po uplynuti této doby byl fix/stop roztok slit zpét do baiky pro dal$i pouziti a sklo
s gelem bylo promyvano 3x po 2 min pfiblizné 1-1,5 1 deionizované vody. Poté bylo
sklo s gelem vraceno zpét na tfepacku a promyvano roztokem 1% HNOj3 piesné 5 min.
Poté byl roztok slit do zasobni banky a sklo s gelem dukladné omyto 3x po 2 min
deionizovanou vodou.

Sklo sgelem bylo pfeneseno do dalsi misky, umisténo na tifepacku a =zalito
0,1% roztokem dusi¢nanu stiibrného (AgNO3), do kterého bylo kratce pied pouzitim
ptfidano 3 ml formaldehydu. Doba ptisobeni AgQNO3 na gel byla 30 min.

Na konci této doby byl roztok AgNO; slit zpét do banky, sklo sgelem bylo
pieneseno do misky s 1-2 1 deionizované vody, ve které byl gel ponofen pouze
na 5 s apoté rychle premistén do misky obsahujici vyvojku. Do vyvojky bylo tésné
pfed jeji aplikaci pfiddno 2,25 ml formaldehydu a 300 pl thiosiranu sodného
(NazS,03).

Po chvilce bylo mozné detekovat vyvijeni hnédocernych, stiibrem obarvenych,
prouzki/bandti PCR produkti. Jakmile byly bandy dostatecné zfetelné a pozadi gelu
jesté nebylo pfili§ tmavé, bylo vyvijeni barveni zastaveno nalitim fix/stop roztoku,
ktery bych zachovan z kroku 12 a 13. Fix/stop roztok ptisobil na gel cca 2 min (taktéz
bylo mozné se orientovat podle unikani bublinek oxidu uhli¢itého, CO,).

Sklo s obarvenym gelem bylo pfemisténo do misky s deionizovanou vodou, promyto
aulozeno do susarny, ve které se gel susil 60 min. Nakonec bylo sklo s gelem
vyhodnoceno pomoci negatoskopu a pro archivaci pfevedeno do digitalni podoby

naskenovanim.

46



6. Vysledky

6.1. Rasy P. halstedii v CR v roce 2014

Na diferenciacnim souboru genotypt slunecnice (viz Tabulka ¢. 4) byla testovana
virulence celkem 16 izolata P. halstedii z CR zroku 2014. U izolatd 1414 a 1415 byla
zaznamenana nedostate¢nd zivotnost sporangii. U izolatu 1408 se nepodatilo urcit rasu, pres

nékolik opakovani vysledky testi nebyly jednoznacné. U 13 izolatd byly stanoveny rasy:

70471 (2 vzorky z Podivina)
- 70571 (3 vzorky z Podivina)
- 71060 (2 vzorky z Podivina, 3 vzorky z Olomouce-Holice)

- 71471 (1 vzorek z Podivina)

- 71571 (2 vzorky z Podivina)

V roce 2014 byla u tii izolatd P. halstedii pochazejicich z experimentalniho pole
v Olomouci-Holici identifikovana rasa 71060, ktera se vyskytovala i u dvou vzorku
v Podiviné. Dalsi izolaty z Olomouce-Holice (1414 a 1415) S$patné rostly a nepodafilo se
provést uspokojivy pocet opakovani pro spolehlivé ur¢eni rasy. V Podiviné byly u dvou
izolati P. halstedii detekovany rasy 70471, u jednoho 71471. Na stejné lokalit¢ byly
prokazany i zcela nové rasy 70571 u tiech izolati a 71571 u dvou izolatiu. Tyto vysledky
budou spolu s ptfedchozimi vysledky (vcetné Bartisek, 2015) v pribéhu roku 2016

publikovany v ¢asopise Plant Protection Science (Sedlarova et al., 2016).

6.2. Vyskyt ras v populacich P. halstedii v CR v letech 2009-2014

Vzhledem k tomu, Ze molekularni studium bylo provadéno na $ir§im souboru izolatd
P. halstedii, jsou v dalsim textu zminény vysledky studia fytopatologické laboratofe KB PiF
UP pod vedenim prof. Ing. AleSe Lebedy, DrSc. Na stanoveni ras P. halstedii u izolatd
pochazejicich ze sbért v letech 2009-2014 se podileli i dalsi studenti pod vedenim
doc. RNDr. M. Sedlarové, Ph.D.: Tomas Bartisek (2013), Zuzana Trojanova (2013), Karel
Stojaspal (2009) a Romana Pospichalova (nepublikovano).
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Vyskyt jednotlivych ras v populacich P. halstedii v CR v letech 2009-2014 je
zachycen v Tabulce ¢. 8. U izolati z let 2013 a 2014 byl k urceni ras pouzit rozsiteny soubor
15 diferencia¢nich linii slune¢nice a ziskané rasy P. halstedii byly ozna¢eny pomoci nové
zavadéného pétic¢iselného kodu. Srovnavani troj¢iselného oznafeni ras detekovanych
puvodnim diferenciacnim souborem s prvnim troj¢islim nové ziskaného kodu je mozné,
protoze linie HA-304 nese totozné geny rezistence jako linie GB a linie QHP-1 ma totozné
geny rezistence jako QHP-2. Puvodni diferenciaéni soubor byl nezménén az na linie HA-304
a QHP-1 (Tourvieille de Labrouhe et al., 2012).

Na experimentalnim poli v Olomouci-Holici byly v pribéhu Sestiletého pozorovani
identifikovany dv¢ rasy, 70060 a 71060. Zajimavé zjisténi ptinesly vysledky studia populace
P. halstedii z oblasti Podivina. Z uvedené Casové fady vyplyva, ze se na tomto Gizemi zvysuje
patogenni variabilita, ktera je nejvyssi ze viech sledovanych oblasti CR. V roce 2014 zde byly
prokazany dvé€ zcela nové rasy 70571 a 71571 (Sedlafova et al., 2016).

Tabulka & 8: Vyskyt jednotlivych ras v populacich P. halstedii v CR v letech 2009-2014.
(Bartusek, 2013; Sedlarova et al., 2016).

. Identifikované rasy P. halstedii
Lokalita
2009 | 2010 2011 2012 2013 2014

Brno-Chrlice - - - — 71060 —

Lednice - - 700, 710 - 70471 -

Lednice-MENDELU — — - — 71471 -
Olomouc-Holice 700 - 700,710 710 71060 70060, 71060
. 700, 71060, 70471,
Podivin 700 710 704, 714 704 71060 70571, 71571

Pro testovani mikrosatelitovych markerti byla pouzita genomickd DNA izolovana
ze zoosporangii 39 izolatd P. halstedii zriznych lokalit z Ceské republiky a Mad’arska.
Detailni udaje o pouzitych izolatech, vcetné¢ mista plvodu, roku odbéru izolatu,
fytopatologickych charakteristikach, koncentraci a kvalité vyizolované DNA, jsou uvedeny

v Tabulce ¢. 9.
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Tabulka €. 9: Piehled testovanych izolatt P. halstedii.
Tabulka obsahuje: Cislo a rok sbéru izolatu, lokalitu sbéru, koncentraci (c) genomické DNA
(ng-pul™), stanovenou &istotu DNA — pomér absorbanci pii 260 a 280 nm, stupefi napadeni

rostliny a urc¢enou rasu daného izolatu.

lz(;'ls;fu Rok shéru Lokalita [fl;::'lﬁ‘] P ni;‘;l:fe‘?ﬁ Rasa izoldtu
1303 2013 Lednice 1083,1 1,85 2-3 70471
1307 2013 Lednice MENDELU | 1183,6 1,89 1 71471
1313 2013 Brno-Chrlice - - 3-4 71060
1315 2013 Olomouc - Holice - — 2-3 71060
1316 2013 Olomouc - Holice 636,3 1,64 2-3 71060
1317 2013 Olomouc - Holice 386,2 1,44 2-3 71060
1318 2013 Olomouc - Holice 923,7 1,81 2-3 71060
1319 2013 Olomouc - Holice 1011,3 1,83 2-3 71060
1401 2014 Podivin 642 1,66 3-4 70571
1402 2014 Podivin 2252,2 1,94 3-4 70571
1403 2014 Podivin 1052,5 1,84 3-4 70571
1404 2014 Podivin 784.,9 1,71 3-4 70471
1405 2014 Podivin 368 1,43 3-4 71060
1406 2014 Podivin 2263,3 1,94 3-4 71571
1407 2014 Podivin 835 1,75 3-4 70471
1408 2014 Podivin 1034,7 1,78 3-4 —
1409 2014 Podivin 948,2 1,8 3-4 71060
1410 2014 Podivin 1218,3 1,82 3-4 71571
1411 2014 Podivin 654,9 1,84 3-4 71471
1412 2014 Olomouc - Holice 1977,3 1,93 3-4 71060
1413 2014 Olomouc - Holice 1659,7 1,99 2-3 71060
1415 2014 Olomouc - Holice 1000,3 1,8 2-3 —
1416 2014 Olomouc - Holice 1546,5 1,94 2-3 71060
1418 2014 Olomouc - Holice 1008,2 1,77 2-3 70060
1419 2014 Olomouc - Holice 1010 184 2-3 70060
1420 2014 Olomouc - Holice 730,1 1,73 2-3 71060
1503 2015 Olomouc - Holice 1034,6 1,81 - -
1M 2015 Mad’arsko 574,6 1,39 - -
2m | 2015 | Madursko 'Ta/a;‘ad 8857 | 167 - -
3M 2015 Mad’arsko 843,9 1,27 — —

4 M 2015 Mad’arsko 1795,8 1,88 — —
5M 2015 Mad’arsko 1306,9 1,79 - -

6 M 2015 Mad’arsko 766 1,67 — —
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Tabulka €. 9: Pokradovani 1.

iz((:)ils;;)u Rok sbéru Lokalita [fn:::llpl\] Ao/ Asgo niggzif:ﬁ Rasa izolatu
7M | 2015 | Madarsko-Zod hyg00 g g _ -
mésta Szolnok
8M 2015 Mad’arsko 108 1,99 — -
oM 2015 Mad’arsko 1439,9 1,87 — -
10 M 2015 Mad’arsko 1288,2 1,84 - -
11 M 2015 Mad’arsko 764,1 1,69 - -
12M 2015 Mad’arsko - JV 690,2 1,66 — -
13M 2015 Mad’arsko - Budapest’| 413,3 1,48 — —
14 M 2015 Mad’arsko 448,3 1,28 — -

6.3. Vysledky testovani mikrosatelitovych markeru P. halstedii

V této Casti prace jsem se zaméfila na vyuzitelnost mikrosatelitovych markert
navrzenych v praci Sharma et al. (2015), ve které byl publikovan genom P. halstedii. Mym
ukolem bylo optimalizovat podminky PCR reakce pro vSech 112 navrzenych markera
(3 mitochondrialni a 109 jadernych) pomoci gradientové PCR a nasledné vizualizace
vzniklych PCR produkti na agar6zovém gelu. Ovétfovala jsem tedy funkEnost (spravnost)
navrZenych primerti a optimalizovala teplotni profil PCR reakce. Pokud jsem na agar6zovém
gelu detekovala PCR produkty, povazovala jsem dany marker za funkéni a ze zaznamu jsem
stanovila nejvy$S§i pouZitelnou annealingovou teplotu pro dany marker. U markerd
poskytujicich PCR produkt jsem méla nasledné provést dalsi testovani na podsouboru sedmi
izolatl s cilem nalézt variabilni markery.

Z celkového poctu 112 testovanych mikrosatelitovych markerd, doslo u 66 z nich
k uspésné amplifikaci a detekci PCR produktd. Dal$im testovanim na sedmi izolatech
P. halstedii byly na polyakrylamidové -elektroforéze u 23 mikrosateliti detekovany
monomorfni produkty (Obrazek ¢. 5) a 16 markeri bylo nehodnotitelnych pro jejich
komplexni pattern nebo velmi slabou amplifikaci. Tyto testované markery byly z dalSiho

testovani vyfazeny.
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Obrazek ¢.5:  Elektroforetogram  produktt ~ PCR  amplifikace = monomorfniho
mikrosatelitového markeru PH-025. Annealingova teplota: 50 °C, pocet cyklu pii PCR reakci:
33, pocet alel: 1.

U 27 mikrosatelitt, u kterych doslo k detekci minimalné dvou alel, byly oznaceny jako
polymorfni (Obrazky ¢. 6 a 7). U nékterych z téchto markerdi byla na zéklad¢ vizuélniho
hodnoceni separovanych PCR produktii v polyakrylamidovém gelu provedena dalsi
optimalizace podminek PCR reakce (tj. annealingova teplota a pocet cykli). Pokud byly
produkty slabé viditelné a hodnotitelné, bylo nutné béhem PCR reakce snizit jejich teplotu
annealingu, popf. zvysit pocet cyklid. Naopak, pokud byly produkty v gelu pfili§ silné
anebylo mozné stanovit pocet alel, byla annealingova teplota zvySovdna a/nebo snizovan
pocet cykli. Nejnizsi hodnota teploty annealingu byla 56 °C (u markeru PH-082), nejvyssi
hodnota dosahla teploty 65,4 °C (u markeru PH-109). V Tabulce ¢. 10 je uveden seznam
polymorfnich markert, annealingovéd teplota optimalizovand pro dany marker a piehled
konstituce alel, které byly pro dany marker detekovany. Pocet alel u polymorfnich markert

se pohyboval v rozmezi od 2 do 4.
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Obrazek €. 6: Elektroforetogram produkti PCR amplifikace polymorfniho mikrosatelitového
markeru PH-108. Annealingova teplota: 57 °C, pocet cykli pii PCR reakcei: 33, pocet alel: 2.

<«— Alelab

— <—— Alelaa

Obrazek ¢. 7: Elektroforetogram produktti PCR amplifikace polymorfniho mikrosatelitového
markeru PH-078. Annealingova teplota: 63 °C, pocet cyklu pii PCR reakci: 33, pocet alel: 2.
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Tabulka ¢. 10: Polymorfni mikrosatelitové markery nalezené u P. halstedii.
V tabulce je uvedeno: oznaceni markeru, optimalizovana teplota annealingu (Ta), pocet cykla
v PCR reakci, pocet alel (N) a genotypové profily testovanych izolat (oznaceni, geograficky

ptvod a rok sbéru); CR, Ceska republika; HU, Mad’arsko. Podrobng;jsi informace o izolatech

jsou uvedeny v Tabulce ¢. 9.

Genotypy testovanych izolata P. halstedii

Oznaceni L [C:Ct] / N M2/ M13/ 1403/ 1405/ 1412 / 1303/ 1319/
markeru E;f)lifu HU HU CR CR CR CR CR
2015 2015 2014 2014 2014 2013 2013

PHmIt-01 60/ 33 3 aa aa bb bb aa bb aa
PH-004 60/33 2 bb aa bb aa bb bb bb
PH-006 62/33 2 bb bb aa bb aa aa aa
PH-020 63/33 2 ab ab bb aa bb bb bb
PH-029 62/33 2 aa bb aa bb aa aa aa
PH-033 63/33 2 aa bb aa bb bb bb bb
PH-035 60/33 2 bb bb bb aa bb bb bb
PH-036 62/33 3 cc bb cc bb cc cc cc
PH-038 60/33 3 bb aa bb cc bb bb bb
PH-042 63/33 2 aa aa bb aa bb aa bb
PH-051 64/32 3 aa cc bb cc aa aa cc
PH-054 62/33 4 cc aa aa aa cc cc dd
PH-057 62/33 2 bb aa bb aa bb bb bb
PH-070 62/33 3 cc bc aa bb bb bb aa
PH-071 64/32 3 cc bc aa cc cc cc aa
PH-072 64/32 3 cc bc aa cc cc cc aa
PH-078 63/33 2 aa bb aa bb aa aa aa
PH-082 56/33 2 bb aa aa aa bb bb aa
PH-086 63/33 4 bb dd aa bb aa cc cc
PH-094 60/33 2 bb bb aa aa aa bb aa
PH-099 63/33 2 bb bb bb aa bb bb bb
PH-104 62/33 2 bb aa ab aa bb bb bb
PH-107 60/33 3 aa cc aa cc aa aa aa
PH-108 57/33 2 aa bb bb bb aa aa aa
PH-109 65,4/33 3 cc aa bb aa cc cc cc

V poslednim ¢asti diplomové prace jsem provedla orientaéni posouzeni genetické
variability na souboru vsech 39 izolata P. halstedii, které byly hodnoceny ve fytopatologické
¢asti této prace. Pro tyto ucely byl vybran z asovych divodi pouze jeden mikrosatelitovy

marker a to PH-051. Vysledek tohoto testu je zobrazen na Obrazku ¢. 8.
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Obrazek ¢. 8: Elektroforetogram produkti PCR amplifikace vybraného polymortniho
mikrosatelitového markeru PH-051. Annealingova teplota: 63,4 °C, pocet cykli pii PCR
reakci: 32, pocet alel: 3.

Legenda: Jednotlivé symboly znazornujici lokality sbéru izolatu.
/\ Olomouc [] Podivin
O Lednice * Mad’arsko

Z elektroforetogramu markeru PH-051 vyplyva, ze v lokalit¢ Olomouc-Holice,
ze které pochazelo 12 izolati P. halstedii, pfevazuje homozygotni genotyp bb (u 8 izolatd),
genotyp cc se vyskytoval u 3 izolati, u jednoho izolatu nedoslo k amplifikaci a detekci PCR
produktu. Z lokality Lednice pochazely 2 izolaty, pfiCemz u obou byl zjistén genotyp aa.
Z Podivina pochéazelo celkem 11 izolatd P. halstedii, pficemz pievazoval homozygotni
genotyp aa a to u 9 izolati. U jednoho izolatu se vyskytl genotyp bb a u jednoho izolatu
neprobéhla amplifikace. Z Mad’arska jsem m¢éla k dispozici celkem 14 izolatd P. halstedii.
V této skupiné izolatd pfevazoval genotyp cc, ktery byl prokazan u 9 izolati, u 2 izolatd byl
detekovan genotyp bb au jednoho izolatu nedoslo k detekci PCR produktu. Zajimavosti je,
ze se U 2 mad’arskych izolatt vyskytla heterozygotni konstituce alel bc. Mezi detekovanymi
genotypovymi profily PH-051 a fytopatologickou determinaci ve formé& ras jednotlivych
vzorkll nebyla zji$téna souvislost. Na Obrazku €. 8 je také patrné, ze u n€kolika izolatl nebyly
detekovany PCR produkty. Zde neni mozné s jistotou rozhodnout, zda se jedna o technickou
chybu pii pfipravé PCR mixu nebo o detekci nulovych alel. Pro vysvétleni by bylo nutné
utohoto markeru zopakovat PCR reakci a znovu separovat a detekovat produkty

na polyakrylamidovém gelu.
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7. Diskuze

V pribéhu dvouletého studia jsem se zabyvala vnitrodruhovou variabilitou populaci
P. halstedii. U 13 izolatd z CR zroku 2014 byly rasy stanoveny metodou ,,drench soil*
inokulace semenacka 15 linii diferencia¢niho souboru slune¢nice. Doposud byl mezinarodné
schvalen soubor deviti genotypt slunecnic (Gulya, 2007), pozdéji doplnény dalsimi Sesti
liniemi (Tourvieille de Labrouhe et al., 2012; Gascuel et al., 2016), ktery by mél 1épe
postihnout vyvoj patogenity izolatid P. halstedii. Rozsiteny diferencia¢ni soubor patnacti
genotypu slune¢nic souvisi S novym oznacovanim ras P. halstedii pomoci pétimistného misto
tiiciselného kodu. Tento systém je otevieny, umoziuje srovnani s piedchozimi vysledky
aneomezuje rozSifeni o dal$i triplety diferencia¢nich linii v budoucnu. Tourvieille
de Labrouhe et al. (2012) piedpokladaji, ze zmény v nomenklatuie kodového systému
arozSitovani diferenciaéniho souboru bude nutné obméinovat kazdych 10 let. Postupné
rozSitovani souboru genotypu slunecnice vSak vede Kk ¢asové naroCnosti metody, obtize
mohou nastat s prostorem i rostlinnym materialem. I proto rozsiteni diferenciacniho souboru

ptedchézi dlouhd diskuse mezi védci v ramci ISA (,,international sunflower association®).

V roce 2014 bylo v Ceské republice identifikovano 5 riiznych ras P. halstedii (71060,
70471, 71471, 70571, 71571). Nejcastéji vyskytujici se rasou byla rasa 71060, u 2 izolati
z Podivina a 3 izolati z Olomouce-Holice. Vzhledem Kk tomu, Ze tyto dvé lokality jsou
sledovany od roku 2007, lze fici, ze pfirodni lokalita podmacenych policek v Podiviné je
vhodnym prostiedim k mikroevoluci P. halstedii. Zajimavym piinosem byla v roce 2014
detekce dvou ve svété dosud nezaznamenanych novych ras s kombinaci virulence 70571
a 71571 (Sedlafova et al., 2016). Na patotesty nebyly pouzity monosporické izolaty, proto
bylo mozné, Ze jsou rasy 70571 a 71571 smésici méné virulentnich ras. Opakované testy a
izolace patogenu z nachylnych linii tuto teorii vyloucily. Nové zaznamenané rasy jsou
virulentn&jsi, a proto mohou vytlac¢ovat rasy méné virulentni (Delmotte et al., 2008; Viranyi
et Gulya, 1995). Oospory P. halstedii jsou schopny piezivat v pidé po dobu az 10 let, a proto
je vice nez pravdépodobné, Ze se V této lokalité v budoucnu mohou objevit nékteré dosud

nezaznamenang rasy.

Problematiku P. halstedii jest¢ ztézuje moznost ,,cross* infekci, tj. pienos inokula
mezi hostitelskymi populacemi slunec¢nice a napt. Rudbeckia (tfapatka). Rivera et al. (2016)

pomoci 15 polymorfnich SSR markerd testovali celkem 232 vzorku P. halstedii pochazejici

55



z 8 lokalit z USA a 1 lokality ve Francii (odebranych v letech 1883 az 2014). Autofi zjistili,
ze nové epidemie na Rudbeckia fulgida jsou vyvolany jinymi genotypy P. halstedii nez
v minulosti (ptelom 19.-20. stoleti), a Ze izolaty z tfapatky jsou geneticky odli$né od izolata

ze slunecnice, ale piesto ji mohou infikovat.

Biotrofni parazit P. halstedii je v sou¢asné dobé téméf celosvétoveé rozsiien, selekénim
tlakem dochézi k jeho rapidnimu genetickému vyvoji a vzniku novych silné¢ virulentnich
genotypt. Do roku 2013 bylo zjisténo celkem 24 ras P. halstedii v Evropé¢ a 36 ras v Americe
(Viranyi et al., 2015). Vysvétlenim, pro¢ jsou tato ¢isla tak vysoka, mize byt nékolik faktort:
1/ siteni oospor P. halstedii na krat$i vzdalenosti kontaminovanou pudou nebo obdélavani
pozemku; 2/ $ifeni oospor na vétsi vzdalenosti vétrem; 3/ na geograficky vétsi vzdalenosti na
urovni statt jsou virulentni rasy zavadény pouze prostiednictvim osiva (Viranyi et Spring,

2011).

V Evropé v soucasnych populacich P. halstedii ptevladaji rasy 330, 700, 710 a 730.
Rasy 700 a 730 byly identifikovany v 8 zemich, rasa 710 byla zaznamenana v 7 zemich.
Pokud bychom srovnali seznam dominantnich ras v Evropé pfed rokem 2007 (Gulya, 2007)
apo roce 2013 (Viranyi etal., 2015), zjistili bychom, Ze se sice objevilo nékolik vice
virulentnéjsich ras P. halstedii, ale rasy dominantni v pfedchozich letech se vpopulacich stale
vyskytuji. Nejvyssi patogenni variabilita P. halstedii byla v roce 2013 zachycena v USA,
semen, které jsou zdrojem nové rasy, a/nebo lokalnim vyvojem virulentni rasy (Viranyi et al.,
2015). Nekteré evropské staty se pomérné intenzivné zabyvaji studiem a populacni
dynamikou ras P. halstedii. Napf. ve Francii bylo detekovano celkem 14 ras P. halstedii,
ato 100, 300, 304, 307, 314, 334, 700, 703, 704, 707, 710, 714, 717 a 730 (Delmotte et al.,
2012), v Mad’arsku byl potvrzen vyskyt ras 100, 330, 700, 704, 710, 714, 730, a 770
(Ban et al., 2014), v Némecku byly identifikovany rasy 100, 300, 310, 330, 700, 703, 710,
720, 730, 770 (Gulya, 2007) a ve Spanélsku zase rasy 100, 130, 310, 330, 700, 703, 710, 730,
731 a753 (Molinero-Ruiz et al., 2002). Z téchto souhrnnych
poznatki vyplyva, Ze v minulosti pievazovaly rasy 100, 700, 710 a 730 a nachazeji
seve viech ¢&tyfech zminénych zemich. V  CR  nebyla patogenni variabilita
P. halstedii studovana v takovém rozsahu jako v jinych zemich Evropy, navic jeji vyskyt je

spiSe lokalni. I pfesto vyZzaduje tento patogen znacnou pozornost a dalsi studium.
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Poslednich 10-15 let se objevuji snahy vyvinout molekularni metody, které by rozlisily
vnitrodruhovou variabilitu populaci P. halstedii (As-sadi et al., 2011; Thines et al., 2005;
Viranyi et Spring, 2011). Nadéjné se zdaji byt metody zalozené na tzv. sekvenovani nové
generace, NGS. Spolehlivou metodou by mohlo byt 454 pyrosekvenovani, pomoci kterého 1ze
urCit polymorfizmy ve formé jednonukleotidovych zamén (,.single nucleotide
polymorphism®, SNP) mezi riznymi rasami P. halstedii (As-sadi et al., 2011).

V experimentalni ¢asti této diplomové prace jsem se rovnéz zabyvala optimalizaci
podminek PCR reakce u nové navrzenych mikrosatelitovych marker pomoci gradientové
PCR a provad¢la vybér variabilnich markerd, které budou pouzity pro studium patosystému
Helianthus anuus — Plasmopara halstedii. Ze 112 testovanych primerd doslo u 66 k uspésné
PCR amplifikaci a detekci PCR produktt. Dtvodu, pro¢ jsem u zbylych 46 primera neziskala
vysledny PCR produkt, mizZe byt nékolik. Jednak nespravny vybér primerQi Ve vystupnim
souboru programu Primer3, ktery byl pti designu pouzit (Sharma et al., 2015). Program
navrhuje kombinaci né€kolika primerovych sekvenci a pro n€které markery nemusela byt
pouzita optimalni varianta. Dal§im divodem mohou byt napi. rozdily v primerovych
sekvencich sekvenovaného izolatu a v sekvencich izolatu pouzitého pro optimalizaci PCR
podminek v této praci. Z 66 funkcnich markerd bylo 23 markeri vylou¢eno z dal§iho
hodnoceni pro sviij monomorfni charakter, tzn., ze PCR produkty byly u téchto markert
detekovany ve formé jednoho bandu. Mohou byt vSak dodate¢né testovany na vét§im poctu
1zolatll, zejména ze vzdalenéjSich lokalit (zvySuje se pravdépodobnost detekce dalSich alel).
U 16 markert byl detekovan zaznam, ktery vyluuje moZnost jejich dalSiho vyuziti. Hlavnim
vystupem této Casti diplomové prace je nalezeni 27 polymorfnich markerd S potencidlem
dalsiho vyuziti genetické variability plisné na slunec¢nici. Pro srovnani poctu
mikrosatelitovych markertt v populacné genetickych studiich u oomycet muizeme uvést
napiiklad praci Stewart et al. (2016) vyuzivajici srovnatelny pocet (21) polymorfnich SSR
markerQ pro analyzu genetické struktury Phytophthora sojae v USA. Podobné ve studii Cai et
al. (2013) bylo pro populaéné genetickou studii Anisogramma anomala (vieckovytrusé
houby, ptivodce karanténni ,,vychodni spaly“ lisky) pouzito 23 markerti (navrzeno 236
markert, u 228 doslo ke tvorbé PCR produktu, 214 markerti z nich bylo monomorfnich).
Pro rozliseni komplexu fusariéz napadajici s6ju (Fusarium virguliforme, F. brasiliense,
F. crassistipitatum, F. tucumaniae) bylo pouzito 12 polymorfnich markera (108 lokust
testovanych) (Wang et Chilvers, 2016). Daleko nizs$i pocet markerd (3) byl ale pouzit

ve studii Knapova et Gisi (2002) pro analyzu izolati Phytophthora infestans pochazejici
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z Francie a Svycarska. Jako piiklad daleko vyssiho poétu pouzitych SSR markerii muze
slouzit studie Luo et al. (2015), ve které pouzili 82 markert pro genotypizaci 21 izolatt

biotrofni parazitické houby Puccinia striiformis f. sp. tritici (rez plevova).

Pro dalsi srovnani vysledkiu lze vyuzit praci Rivera et al. (2016), ve které bylo
odvozeno 15 polymorfnich SSR markert, které odlisily izolaty P. halstedii ze dvou druhd
hostitelskych rostlin, slune¢nice (H. annuus) a tfapatky (Rudbeckia fulgida cv. Goldstrum).
Pomoci téchto markeri se podafilo dale postihnout jemnéj$i rozdily i mezi izolaty
pochazejicich z jednoho hostitele (8 podskupin pro izolaty ze slune¢nice, 3 podskupiny
pro trapatku). Z epidemiologického hlediska je zajimavé, ze izolat P. halstedii z trapatky
infikoval slunecnici a vykazoval fenotyp virulence odpovidajici rase 734. Pro posouzeni, zda
se markery publikované v obou studiich piekryvaji, jsem provedla jednoduché srovnani
vyhledavanim sekvenci primerti Rivera et al. (2016) v genomu P. halstedii z prace Sharma
etal. (2015). Pouzila jsem vyhledavaci funkci textového editoru v souboru genomu
P. halstedii (fasta format), kdy byl pro kazdy z markerd Rivera et al. (2016) identifikovan
ptislusny scaffold v genomu z prace Sharma et al. (2015). Pfi srovnavani tabulky
primerovych sekvenci bylo zjisténo, Ze pouze dvéma markerim (3593 a 250) z prace Rivera
et al. (2016) odpovidaji scaffoldy 262 a 1211 z prace Sharma et al. (2015; Supplementary
Table 3). Pro scaffold 262 byly navrzeny markery PH-011 a PH-012, pro scaffold 1211
markery PH-018 az PH-021. Pomoci software Mega 6 byla nasledné stanovena poloha
primert, pficemz bylo zjiSténo, Ze Zadny z lokusti navrzenych v obou studiich se neptekryva.
Tyto lokusy lezi v relativné té€sné vzdalenosti v genomu P. halstedii a jejich sou¢asné pouziti
Vv populacné genetickych studiich neni vhodné. Pfi porovnani s vysledky funkénich SSR
markerli optimalizovanych v Tabulce ¢. 10 lze ale konstatovat, Ze se ani u jednoho z téchto
Sesti markerti (PH-011, PH-012, PH-018 - PH-021) nepodafilo optimalizovat podminky PCR

amplifikace.

Polymorfni markery optimalizované v této diplomové praci vhodné dopliuji SSR
markery publikované pro P. halstedii v praci Rivera et. al. (2016) a piedstavuji velky

potencial pro dalsi studium patosystému Helianthus anuus — Plasmopara halstedii.
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8. Zavér

V této praci jsem se zabyvala studiem patogenni variability Plasmopara halstedii
v Ceské republice a testovala jsem mikrosatelitové markery, které by bylo mozné pouZit
pro populaéné genetické studie P. halstedii.

Pomoci metody inokulace semenacka bylo u 13 izolati z roku 2014 identifikovano
celkem 5 riiznych ras P. halstedii (71060, 70471, 70571, 71471, 71571). Nejvyssi variabilita
byla zaznamenéana na ptirodni lokalit¢ u Podivina, kde byly nalezeny vSechny uvedené rasy,
naopak homogenni byla populace v Olomouci-Holici, kde byla v roce 2014 zaznamenana
pouze rasa 71060.

Dalsim ukolem prace bylo ovéfit funkénost navrzenych primerti a optimalizovat
podminky PCR reakce pro vSech 112 mikrosatelitovych markert prostfednictvim gradientové
PCR. Ze 112 testovanych markerti doslo u 66 k detekci PCR produkti. Markery poskytujici
PCR produkt byly dale podrobeny testovani na podsouboru sedmi izolati P. halstedii.
U 27 mikrosatelitd prob¢hla amplifikace polymorfnich produktti, 23 mikrosatelitt mélo
monomorfni profil a 16 marker nebylo mozné vyhodnotit kviili jejich komplexnimu patternu
¢i slabé amplifikaci. Polymorfni marker PH-051 byl ovéfen jako vhodny nastroj studia
genetické variability populaci P. halstedii na souboru 39 izolati z CR a Mad’arska.

Pfedbézné lze usuzovat, Ze genotypovy profil izolatd je pravdépodobné spojen
s geografickym pilvodem izolati. Stejn¢ jako u predchozich molekularnich studii
provedenych u patosystému Helianthus anuus — Plasmopara halstedii se nepodafilo prokazat

souvislost mezi patogenitou (rasou) a genotypem izolatu.
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10. P¥ilohy

10.1. Seznam pouZitych zkratek

A
AA
AFLP

AgNO;
bp

CO,
CTAB
dH.O
DNA
EDTA

H3;BO3
HNO;
ISSR

Mb
Na,CO3
Na,EDTA
Na;S;03
NaAc
NaCl
NaOH
NGS
(NH4)2S20s
PAA gel
PCR

R

Adenin
Akryalmid

,»2Amplified fragment length polymorphism®, polymorfizmus délky
amplifikovanych fragmentt

Dusic¢nan stiibrny

,Base pare®, pary bazi

Cytosin

Oxid uhli¢ity

Cetyltrimethylamoniumbromid

Deionizovana voda

,Deoxyribonucleic Acid“, deoxyribonukleova kyselina
Ethylendiamintetraoctova kyselina

,,Forward“ primer

Guanin

Kyselina borita

Kyselina dusi¢na

,Inter simple sequence repeat”, nema cesky ekvivalent
»Mega base*, mega baze

Uhli¢itan sodny

Ethylendiamintetraoctan sodny

Thiosiran sodny

Octan sodny

Chlorid sodny

Hydroxid sodny

,Next-generation sequencing®, sekvenacni metody nové generace
Peroxodisiran amonny

Polyakrylamidovy gel

,Polymerase Chain Reaction®, polymerazova fetézova reakce

,Reverse* primer
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RAPD

SSR

STR

T

Ta

0,5x TBE pufr
TEMED

m

Tris

uv

»Random amplified polymorphic DNA®, variabilita délek nahodné
amplifikované DNA

»Simple sequence repeats®, repetice jednoduchych sekvenci
»Short tandem repeats®, kratké tandemové repetice

Thymin

,»lemperature of annealing*, teplota nasedani primert

0,5x Tris-borat-EDTA pufr

N, N, N’, N - tetramethylethylendiamin

., Lemperature of melting®, teplota tani
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Ultrafialové svétlo
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10.2. Pouzité chemikalie

10x Kapa Taq Buffer with Dye (Promega)
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Silan) (Serva)
AFLP® DNA ladder 30-330 bp (Invitrogen)
Agardza (Serva)

Akrylamid (Merck)

Akrylamid-BIS smés (Merck)

Bromfenolova modf (Serva)

CTAB (Sigma)

Deionizovana voda
Deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTP) (Promega)
Dusi¢nan sodny (Prolabo)

Dusi¢nan stiibrny (Lachner)

Etanol 96% roztok (Sigma — Aldrich)

Ethidium bromid (Sigma)
Ethylendiamintetraacetat disodny (Sigma)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (Lachema)
Formaldehyd (Lachner)

Formamid (Lachema)

Gel Red™ Nucleid Acid, Gel Stain, 10,000x in water (Biotium)
Chlorid sodny (Lachner)

Chloroform (Lachner)

Isoamylalkohol (Lachner)

Isopropanol (Lachner)

Kapa Taq DNA polymeréaza 5 U/ul (Promega)
Kyselina borita (Lachner)

Kyselina dusi¢na (Merck)

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

N, N, N’, N - tetramethylethylendiamin (Merck)
Octan sodny (Tamda)

Peroxodisiran amonny (Merck)

Primery — forward, reverse (Macrogene)
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Rain-X Repelent, Clear Vue (Turtle Wax)
RNasa A, zasobni roztok 20 mg/ml, (Sigma)
Thiosiran sodny (Lachema)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (Sigma)
Uhli¢itan sodny (Lachner)

Xylenova modft (Applichem)
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10.3. Pristroje a laboratorni vybaveni

Centrifuga, 5804 R (Eppendorf)

Digestoi (Merci)

Digitalni kamera Kodak, Edas 290 (Kodak)
Elektroforetickd komurka, Hoeffer HF33 (Hoefer)
Elektroforetické zdroje, Minis 300 a MP-2000P (Major Science)
Elektroforéza T — REX, OWL S3S (Thermo Scientific)
Chladnicka (Liebherr)

Kultivac¢ni skiin (Sanyo)

Mikropipeta, 0,1 — 2,5 ul (Eppendorf)

Mikropipeta, 0,5 — 10 ul (Eppendorf)

Mikropipeta, 1 — 10 ul (Finnpipette)

Mikropipeta, 1 — 10 ul (Swiss)

Mikropipeta, 10 — 100 ul (Eppendorf)

Mikropipeta, 100 — 1000 ul (Eppendorf)

Mikroskop CX 31 (Olympus)

Mikrovlnna trouba, ETA 3203, (ETA)

Minicentrifuga, MCF 2360 (LMS)

Nanodrop, ND-1000 (Thermo Scientific)

Negatoskop, ELLA NHQ1R (Legros)

Osmikanalova pipeta, 1 - 10 ul (Eppendorf)

PCR cyklér, Master cycler, pro S (Eppendorf)
Susarna, HS62A (Chirana)

Thermocycler, TC-XP (Bioer)

Ttepacka, GFL 3017 (Merci)

UV transiluminator, UVITEC (Cambridge)

Viéhy, PM 2000 (Mettler)

Vortex — Minishaker, MS2 (IKA)

Vyrobnik deionizované vody, Aqual 29 XL (Aqual)
Vyrobnik ledu, Icematic F 100, Compact (Castel Mac)
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10.4. Pouzité roztoky

Akrylamid (6% zasobni roztok)

- 420 g mocoviny

- 484 ml deionizované vody

- 50ml 10x TBE

- 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamid: N,N"-methylenbisakrylamid
19:1

- po rozpuSténi vSech slozek piefiltrovat a uskladnit v temné Idhvi
ve 4 °C (lednice)

Akrylamid: N,N'- methylenbisakrylamid 19:1 (40% zasobni roztok)
- 380 g akrylamidu
- 20 g N,N’- methylenbisakrylamidu
- vSe rozpustit v 500 ml deionizované vody a doplnit do objemu 1 1
- roztok nalit do temné 1dhve a uchovavat ve 4 °C

CTAB, extrakéni pufr
- 4 g CTAB (cetyltrimethylamoniumbromid)
- 20ml Tris (1 mol-1"), pH 8
- 8mlEDTA (0,5 mol-1"), pH 8
- 56 ml NaCl (5 mol-1™)
- 80 mldH,0
- doplnit deionizovanou vodou do celkového objemu 200 ml

Dusi¢nan stiibrny AgNO;3 (0,1% roztok)
- 29 AgNO;
- rozpustit v 1 1 deionizované vody, poté doplnit do 2 |
- tésné pred pouzitim piidat 3 ml formaldehydu

Ethylendiamintetraoctova kyselina EDTA (0,5 mol-I'*, pH 8)
- 37,229 EDTA
- doplnit deionizovanou vodou do celkového objemu 200 ml, upravit pH
pomoci NaOH, poté autokladvovat
Fix/stop roztok
- 165 ml ledové kyseliny octové
- doplnit do 2000 ml deionizovanou vodou

Chlorid sodny NaCl (5 mol-17)
- 17,5 g NaCl

- doplnit deionizovanou vodou do celkového objemu 60 ml

Kyselina dusi¢na HNO; (1% roztok)
- 18 ml konc. kyseliny dusi¢né HNO3
- doplnit deionizovanou vodou do objemu 1200 ml
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Nanaseci pufr
- 0,125 g bromfenolové modie
- 0,125 xylenové modie
- 25 ml deionizované vody
- 100 ml formamidu

Octan sodny NaAc (3 mol-1*, pH 5,2)
- 24,61 gNaAc
- doplnit deionizovanou vodou do celkového objemu 100 ml, upravit pH
ledovou kyselinou octovou, poté autoklavovat a uchovavat v lednici
pii teploté 4°C

Peroxodisiran amonny (NH;),S;05 (10% zasobni roztok)
- 19 (NH4)2S,0g rozpustit v 10 ml deionizované vody
- Rozpipetovat do mikrozkumavek po 400ul a uchovavat pii teploté -
20 °C

Polyakrylamidovy gel (6%)
- 70 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu
- 46,7 ul N,N,N’,N’- tetramethylethylendiaminu (TEMED)
- 467 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NH,4),S,0s

TBE pufr (10 x zasobni roztok)
- 1089 Tris
- 55 g kyseliny borit¢ H3BO3
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol-I*%, pH 8,0
- doplnit deionizovanou vodou do celkového objemu 1 1

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Tris (1 mol-1*, pH 8)

- 12,11 g Tris
doplnit deionizovanou vodou do celkového objemu 100 ml, upravit pH
pomoci NaOH, poté autokladvovat

Vyvojka
- 45 guhlic¢itanu sodného Na,COs
- rozpustit v cca 1 1 deionizované vody, poté doplnit do 1,5 1
- vychladit v lednici (4 °C), kratce pfed pouzitim pfidat 2,25 ml
formaldehydu a 300 pl thiosiranu sodného NayS,03
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