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1. Uvod

V Ceské republice jsou kazdoroéné spotiebovany miliony tun piipravka
na ochranu rostlin. Od roku 1996 spotieba téchto latek roste a v roce 2013 doséahla
5519 828 kg/rok. Z toho jedna ¢tvrtina piipada na fungicidy a mofidla pouzivana v boji
proti houbovym patogeniim. Narist spotieby fungicidi je celosvétovym problémem,
zatézujicim zivotni prostiedi (www.cenia.cz).

Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni (1888) cesky victenatka
slune¢nicova ¢i plisent slune¢nice je biotrofnim parazitem rostlin z ¢eledi Asteraceae
(hvézdnicovité). Jejim ekonomicky nejvyznamnéjs$im hostitelem je Helianthus annuus
L. (sluneénice ro¢ni). P. halstedii se v soucasnosti vyskytuje ve vSech oblastech svéta,
kde je sluneénice péstovana, véetné Ceské republiky. Nanapadenych sluneénicich
zpusobuje chorobu tzv. plisiiovitost slunecnice (Kidela et al., 2012). V zeméd¢€lskych
monokulturdch slune¢nic plisobi zna¢né ekonomické ztraty a diky své schopnosti
pfezivat vpadé az 10 let, je zafazena mezi karanténni choroby vCR i EU
(www.eagri.cz).

Ochrana péstovanych sluneénic spoéiva ve vyuzivani rezistentnich kultivara
slune¢nic, mofeni osiva a aplikaci fungicidi. Na patogen je tak vytvaien neustaly
selek¢ni tlak, coz vede k selekci novych izolata P. halstedii, rezistentnich k béznym
koncentracim fungicidi. Stoupd také patogenni variabilita P. halstedii, kdy jsou
infikovany dalsi, diive odolné, kultivary slune¢nic. Vzhledem k vysoké adaptabilité
patogenu neni soucasné pojeti ochrany slune¢nic dlouhodobé udrzitelné.

Pro udrzeni kontroly nad timto patogenem je proto nutné monitorovat vyskyt
novych ras a spektrum jejich virulence, aby bylo moZzné na piipadné zmény vcas

zareagovat.



2. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo ziskani informaci o aktualnim stavu populaci
Plasmopara halstedii v CR.

Z&kladem bylo zpracovéni literarni reserse o:

— problematice vnitrodruhové variability P. halstedii (popis jak na genové,

tak na fenotypové arovni fyziologickych ras)
— vyskytu a rozsiteni ras P. halstedii ve svété a v Ceské republice

— problematice vyvoje diferenciacniho souboru slunecnic a alternativnich metod

popisujicich vnitrodruhovou variabilitu plisn€ slune¢nicové
Praktickymi cili prace bylo:
— podilet se na monitorovani, sbéru a testovani izolatti P. halstedii na uzemi CR

— premnozit nové linie rozsifeného diferenciatniho souboru genotypd slunecnice

(v prvnim roce feseni DP)

— pouzit diferenciaéni soubor slunecnice K determinaci ras dostupnych izolatl
P. halstedii ze sbirky Katedry botaniky PiF UP v Olomouci metodou inokulace celych

semendckil (v druhém roce feseni DP)

— zhodnotit vysledky, analyzovat a porovnat rasy uréené pomoci Stavajiciho

a roz§ifeného diferencia¢niho souboru, vyvodit piislusné zavery



3. Literarni uvod

3.1. Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni (1888) je biotrofni
mikroorganismus parazitujici na nékterych plané rostoucich ikulturné vyuzivanych
rostlinach z ¢eledi Asteraceae (hvézdicovité). Jejim nejvyznamnéj$im hostitelem je
Helianthus annuus L. (slune¢nice ro¢ni) na které zpusobuje chorobu tzv. plisnovitost
sluneénice (Kudela et al.,, 2012). Devastujici infekce poskozuji kli¢ici i dospélé
sluneénice a zpusobuji zna¢né ekonomické ztraty. U napadenych rostlin dochazi ke
sniZeni vynosu semen, nebo dokonce kvéty viibec netvoii.

P. halstedii pochazi ze Severni Ameriky, odkud byla nejspise s osivem rozsifena
do dalsich casti svéta (Virdnyi a Spring, 2011). Znélezovych dat vyplyva,
Ze se V soucasnosti vyskytuje ve vSech oblastech, kde je slunecnice péstovana (Gulya,

2007).
3.1.1. Nomenklatura a taxonomie P. halstedii

Poprvé byl tento patogen popsan vroce 1876 v Severni Americe
W. S. Halstedem na Eupatorium purpureum L. (sadci Cerveném). O Sest let pozdéji
ho W. G. Farlow zatadil do rodu Peronospra a pojmenoval jako Peronospora halstedii
Farl. Sviij soucasny a platny nazev Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni ziskal
v roce 1888, kdyz ho P. A. Saccard ptejmenoval a pietadil do rodu Plasmopara (Lebeda
et al., 2006). O dalsi pfejmenovani se pokusila Novotelnova, kterd v poloving 20. stoleti
zavedla nazev Plasmopara helianthi Novot. Pfi pozorovani P. halstedii ze Severni
Ameriky a Evropy totiz zjistila rozdily v jejich morfologii a fyziologii. Na zakladé toho
rozliSovala 3 formy (formae speciales) f. helianthi, f. perennis, f. patens (Novotel'nova,
1962). Nazev vsak nebyl odbornou vefejnosti pfijat Stim, Ze takovéto rozdéleni
je platné pouze v oblasti Krasnodar v Rusku, nikoli ve svété. V literatute se tak mizeme
setkat se tfemi odbornymi ndzvy tohoto patogenu, Peronospora halstedii Farl. (1882)
Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni (1888) a Plasmopara helianthi Novot.
(1962). Cesky odborny nizev neni ustileny ani v soudasnosti. Setkivame se s Nazvy
jako plisent slune¢nicovd, peronospora slune¢nicovd nebo vietenatka slunecnicova.
Podobné i1 choroba, kterou patogen zptlisobuje je nazyvana razné. MlUZeme narazit

nandzev plisiovitost slunecnice, prosazovany Ceskymi fytopatology na zacatku



tisicileti, ale i jiné. Poslednim a v soucasnosti platnym nazvem je oznaceni pliseri
slunec¢nice (Kudela et al., 2012).

Stejné jako nomenklatura tak i1 taxonomie tohoto mikroorganismu prosla
slozitym vyvojem (Hudspeth et al., 2003). Rad Peronosporales a s nim i P. halstedii
byly v minulosti taxonomicky nékolikrat ptetazeny. Carl Linné tad Peronosporales
v polovin¢ 18. stoleti zatradil do fise Plantae. V poloviné 19. stoleti byly zastupci fadu
Peronosporales piesunuty Haeckelem do nové ftise Promista, ktera sdruzovala
prakticky vSechny jednobunééné organismy. V roce 1996 byly peronospory Wittakrem
zatazeny do fiSe Fungi. A kone¢n¢ Cavalier-Smithe je pfesunul do fise Chromista.
Posledni uvedené zarazeni je platné i v soucasnosti (Lebeda et al., 2006). P. halstedii je
tak nyni zafazena v fiSi Straminipila, podfisi Chromobiotae, kmenu Heterokonta,
oddéleni Bigyra, pododdéleni Peronosporomycotina, tfidé Peronosporomycetes,
podtiidé Peronosporomycetidae, tadu Peronosporales, ¢eledi Peronosporaceae, rodu
Plasmopara. Mizeme se vSak dockat dalSich zmén v taxonomii tohoto organizmu,
predevsim diky poznatktim molekularni biologie.

Hudspeth  (2003) potvrdili  molekularnimi  metodami  rozdéleni tiidy
Peronosporomycetes do tfi podtiid: Saproleginomycetidae, Rhipidiomycetidae
a Peronosporomycetidae. Ke zménam v taxonomii by mohlo dojit u celedi
Albuginaceae, kterd& byla v minulosti povazovana za blizce ptibuznou
s Peronosporaceae, avsak neni tomu tak a mohla by byt povySena na samostatny rad.
Naopak velkou piibuznost k peronosporam podle molekularnich dat vykazuje rod
Phytophthora. Spory se vedou o monofyletickém pivodu peronospor.
Zatim co Voglmayr  (2008) monofyleticky piavod vyvraci, prace Gokera (2006)
ho potvrzuje.

Ttida Peronosporomycetes zahrnuje v soucasnosti okolo 1000 druhti organismt
(Lebeda et al.,, 2006). Kromé& rodu Plasmopara zahrnuje ¢eled” Peronosporaceae
nékolik dalSich rodu, které jsou rovnéz patogeny zemédélsky vyuzivanych rostlin.
Jednotlivé rody jsou rozdéleny podle morfologickych a ekologickych synapomorfii.
Vétev  sdruzujici  peronospory s barevnymi  sporangii  (rody  Peronospora
a Pseudoperonospora); s méchyikovitymi a elipsoidnimi haustorii (rody Basidiophora,
Bremia, Benua, Paraperonospora, Plasmopara, Plasmoverna a Protobremia) a vétev
peronospor parazitujicich na zastupcich celedi Brassicaceae (rody Hyaloperonosporaa
Perofascia) (Goker et al., 2006). Rod Plasmopara se vyznacuje lateralné vétvenymi

sporangiofory s tupé zakonéenymi vétévkami.



V souvislosti s peronosporami mizeme v literatufe narazit na termin ,,fungi like
organisms®, v ¢eském pickladu houbam podobné organismy. Toto oznaceni nabralo
na vyznamu po tom, co byly peronospory pifesunuty z fiSe Fungi do tiSe Promista.
Tento termin naznacuje skutecnost, ze peronospory taxonomicky nespadaji do fise
Fungi, avSak zpusobem Zivota, symptomy i vyznamem jsou houbovym patogeniim
blizké. Peronospory se od hub lisi napiiklad ptitomnosti celulézy v bunééné sténé,

bi¢ikatymi stadii nebo trijdilnym mastigonematem na jednom z biciki (Dick, 2001).
3.1.2. Zivotni cyklus P. halstedii

Zivotni cyklus P. halstedii je rozdélen na pohlavni a nepohlavni fazi. Nep#iznivé
Klimatické podminky pieziva vietenatka ve formé tlustosténnych, vytrvalych oospor,
které vznikly na konci vegetacni sezony pohlavnim rozmnozovanim. Oospory jsou
obsazeny ve zbytcich tél hostitelskych rostlin a v pidé. Tam piezivaji az 10 let.
Pii vhodnych podminkach na za¢atku vegetaéni sezony vykli¢i z oospory vzdy jeden
zoosporangiofor nesouci zoosporangium (Delanoé, 1972). Ze zoosporangia jsou
uvolnovany do prostiedi zoospory, které jsou ve vodnim prostiedi diky dvéma bicikiim
schopné pohybu a chemotakticky vyhledavaji pletivo hostitele (Obrazek 1.) (Viranyi,
1988).

20.0 pm

A 100 ym ¢

100 um

Obrazek 1. P. halstedii A — sporangiofor, B — zoosporangia, C — uvolnéni zoospor.



Pravée pritomnost vody je jednim ze zdkladnich pfedpokladi k tomu, aby doslo
k tzv. primarni infekci hostitelské rostliny. Pfi primarni infekci pronikaji zoospory do
téla hostitele pies rhizodermis a kofenové vlaseni. Dokazou ale pfekonat i epidermis
a infikovat rostlinu prostfednictvim stonku nebo listu.

V hostiteli ze zoospor roste intercelularni nepiehradkované mycelium, které
prorasta té€lem rostliny smérem k jejimu vrcholu. Pti idealnich podminkach maze dojit
k systémové infekci, pii které je napadena cela rostlina. Ziviny ziskava patogen
prostiednictvim haustorii, ktera prorustaji do bunék hostitele (Spring, 2001). Néasledujici
obdobi proriista vietenatka télo svého hostitele a ¢eka na piiznivé klimatické podminky.
Pii vysoké vzdu$né vlhkosti a teplotach okolo 17° C nastava sporulace. Pii sporulaci
stromeckovité zoosporangiofory proristaji pies praduchy nebo epidermis ven z rostliny
a vytvafi zoosporangia. Ta jsou roznasena destém nebo vétrem na jiné ¢asti hostitelské
rostliny nebo na potencionalni hostitele v jejim okoli. Téméf okamzit¢ dochazi
K uvolnovani zoospor ze zoosporangii. Z00Spory tentokrat Castéji pies epidermis listi a
stonku pronikaji do téla hostitele. Pravé v tomto okamziku dochazi k tzv. sekundarni
infekci hostitelské rostliny (Spring, 2001). V misté, kde zoospora pronikla do rostliny,
vyrusta intercelularni mycelium a tvofi ohrani¢enou 1ézi. Vyjime¢né mycelium prorista
do dalsich ¢asti rostliny. Nikdy vSak neprortista smérem k zemi. Nemuze tak uz dojit
k systtmové infekci (Mouzeyar et al., 1994). Mycelium pii vhodnych podminkach
znovu tvoii nové zoosporangiofory, zoosporangia a zoospory. Tento nepohlavni cyklus
(sekundarni infekce hostitelské rostliny) trva za ptiznivych podminek 14 dni a muze
probéhnout nékolikrat za sezonu. Na konci vegetaéni sezony dochézi v pletivu hostitele
K pohlavnimu rozmnoZovani vietenatky, tzv. oogametangiogamii. Anteridia jsou
hormonaln¢ ptitahovana k oogoniim. Po jejich kontaktu vznika oplozena oosféra a z ni
se dale vyviji tlustosténna oospora, ktera prezimuje a cely Zivotni cyklus se opakuje

(Spring, 2001).
3.1.3. Hostitelsky okruh P. halstedii

Plasmopara halstedii je biotrofni parazit rostlin ztadu Asterales
(hvézdnicotvaré) zastoupeny jedinou cCeledi rostlin Asteraceae (hvézdnicovité).
Jeji hostitelsky okruh zahrnuje celosvétové pies 100 druht rostlin z této celedi.
Je infek¢ni pro rody Ambrosia (ambrozie), Ageratum (celestyna) Artemisia (pelynék),
Aster (hvézdice), Bidens (dvouzubec), Centaurea (chrpa), Cineraria (cinerarie),

Coreopsis (krasnoocko), Dimorphotheca (dimorphotecie), Erigeron (turan), Eupatorium



(sadec), Helianthus (slune¢nice), Rudbeckia (tfapatka), Scorzonera (hadi mord), Senecio
(star¢ek), Silphium (muzak), Solidago (zlatobyl), Tragopogon (kozi brada), Verbesina
(sporysovka), Verbena (sporys) a Xanthium (fepen) a dalsi (Walcz et al., 2000; Viranyi,
2002; Spring et al.,, 2003). Ekonomicky nejvyznamnéjSim hostitelem P. halstedii
je Helianthus annuus (slune¢nice ro¢ni), konkrétné jeji zeméde€lsky vyuzivané hybridy.
Slunec¢nice byla v roce 2008 péstovana v 60 zemich svéta na bezmala 23 milionech
hektart (FAO, 2008).

Ani v soucasnosti neni jasné, jakou roli hraji plané rostouci hostitelé
ve vztahu K péstovanym slunecnicim. Ne&kteti autofi se piiklani k ndzoru, ze plané
rostouci hostitelé napomahaji Sifeni a piezivani P. halstedii v pfirod¢ (Agrios, 2005).
Pienos choroby mezi komeréné péstovanymi sluneénicemi a planymi druhy vSak zatim
pozorovan nebyl. Za vyznamné hostitele z hlediska ekonomického a sifeni choroby
mizeme povazovat téz druhy vyuZivané pro svij esteticky vzhled v zahradkaistvi
a krajinafstvi. Napiiklad autor Rivera (2014) popisuje decimaci porostu Rudbeckia
fulgida (tfapatka) v komer¢nich skolkach na vychodé USA nebo autor Duarte (2013)

na okrasném druhu Gerbera jamesonii (gerbera) ve staté Minas Gerais v Brazilii.
3.1.4. Vnitrodruhova variabilita P. halstedii

Studium vnitrodruhové variability P. halstedii zacalo ve 40. letech 20. stoleti.
Savulescu (1941) a nasledné¢ Savulescu a Vanky (1956) popsali dva mikrodruhy
P. halstedii parazitujici na slune¢nicich v Rumunsku. Nasledné pak autor Yagodkina
(1956) uvadi, Ze nova virulentni forma je pfi¢inou velmi rychlého Sifeni tohoto
patogenu Vv oblasti Krasnodar v severnim Kavkazu (Orellana, 1970). Novotel'nova
(1962) na zékladé¢ umélé inokulace a pozorovani vzorkl zjistila odliSnosti téchto ras
v morfologii a fyziologii, od vzorkd ze Severni Ameriky. Na zakladé toho rozliSovala
tzv. ,,formae speciales* (f. helianthi, f. perennis, f. patens). Jeji myslenka vSak nebyla
védeckou spolecnosti pfijata (Novotelnova, 1962). Od 70. let 20. stoleti pusobila
P. halstedii ztraty v zemédélstvi a ve stejném obdobi byla také potvrzena existence ras
tohoto patogenu. Podle mista vzniku byly rozliSovany dvé zakladni rasy. Evropska rasa,
oznacovana ¢islem 100 a rasa z USA, tzv. Red River Valley rasa, oznacovana Cislem
300. Urceni ras bylo zaloZzeno na schopnosti patogenu piekonat gen rezistence
slunecnice PI1, ktery zajistoval odolnost k Evropskeé rase (Zimmer, 1974).

Vnitrodruhova variabilita P. halstedii se ve velkém zacala rozvijet s nstupem

intenzivniho péstovani sluneCnice v Evropé a Severni Americe. Tento rozvoj byl



nejspise reakci patogenu na selekéni tlak vytvofeny masivnim pouzivanim fungicid
a Slechténim rezistentnich kultivar sluneénice (Rashid, 1993). S ristem vnitrodruhové
variability v dalSich desetiletich nastal ve svété chaos. Neexistovala jednotna metoda
urcovani, hodnoceni ani pojmenovani ras. Zlom pro studium vnitrodruhové variability
P. halstedii nastal v roce 1991, kdy T. Gulya navrhnul spole¢nou metodiku pro urc¢ovani
ras P. halstedii (Gulya et al., 1991). Po devitilet¢ém piipominkovani a upravovani
se vroce 2000 svétovi fytopatologové dohodli najednotném diferenciaénim souboru
slozeném z deviti kultivart slune¢nice a na metodice vyhodnoceni a pojmenovani ras
pomoci tzv. tripletniho trojmistného kédu. P. halstedii vSak pruzné reaguje na selekéni
tlak a produkuje nové, virulentn&j$i rasy. Pavodni pouZivany diferencia¢ni soubor
uz nebyl tyto rasy schopen rozliSit. Proto byl schvalen navrh na rozSifeni

diferenciac¢niho souboru o dalsi dva triplety (Tourvieille de Labrouhe, 2012).
3.1.4.1. Metody inokulace semenacki

V 70. letech 20. stoleti byla potvrzena existence dvou ras P. halstedii, rasy 100
arasy 300. Jejich identifikace spocivala ve schopnosti P. halstedii ptekonat gen
rezistence slunecnice P11, ktery zpisoboval rezistenci k rase 100 (Zimmer, 1974). Toto
testovani bylo predchiidcem dnesnich protestll. S rozvojem péstovani slunecnice jako
zemédélské plodiny rostla wvnitrodruhova variabilita P. halstedii. Nasvété vsak
neexistoval jednotny zpusob identifikace nové vzniklych ras. Na to reagoval roku
T.Gulya et al., (1991) ktery ptiSel s navrhem jednotné metodiky identifikace ras
P. halstedii. Jeho diferencia¢ni soubor byl slozen z 15 diferencia¢nich linii (HA—300,
RHA-266, HIR-34, DM-2, RHA-325, HA-61, RHA-274, DM-4, DM-5, DM-6, HA-
335, HA-337, RHA-340, HA-R4 a HA-RS), které obsahovaly rizné varianty genu P1
(Gulya et al., 1991).

Vroce 2000 se svétovi fytopatologové na konferenci v Toulouse dohodli
na upraveé a aktualizaci diferencia¢niho souboru. Novy diferenciacni soubor byl slozen
z9 diferenciacnich linii (HA-304, RHA-265, RHA-274, PMI-3, PM-17, 803-1,
HAR—4, QHP-1 a HA-335).

Reakce na dalsi rychly vyvoj populaci P. halstedii pfisla v roce 2012. Stavajici
diferencia¢ni soubor jiz nebyl schopen rozli§it nové vznikajici rasy patogenu.
Po bezmala deseti letech tak doslo k dalsi aktualizaci diferenciaéniho souboru. Ten byl
slozen z 15 diferenciacnich linii (GB, RHA-265, RHA-274, PMI-3, PM-17, 803-1,
HAR—4, QHP-2, HA-335, Y7Q, PSC8, XA, PSS2RM, VAQ a RHA-419). Podrobné



molekularni charakteristiky genii rezistence v diferenciacnich liniich zatim nejsou
k dispozici (Tourvieille de Labrouhe, 2012). Podle Tourvieille de Labrouhe, (2012)

bude nutné provadét zmény v nomenklatuie a diferenciatnim souboru kazdych 10 let.
3.1.4.2. Alternativni metody

Mezi alternativni metody identifikace ras P. halstedii patii metoda inokulace
listovych diskd LDI (Leaf disk inoculation). Metoda inokulace listovych diski funguje
na podobném principu jako metoda inokulace semenacku s tim rozdilem, ze k testovani
nejsou pouzivany celé rostliny, ale pouze listové disky z jejich listi. Metoda listovych
diski je méné narocnd na spotiebu rostlinného materidlu, misto i ¢as, nez metoda
inokulace semenacku (Sackton et al., 1998). Bartisek (2013) vsak zjistil jisté
nesrovnalosti vysledkti pii porovnani obou metod. Hlavnim rozdilem je to, Ze pfi
pouziti metody listovych diskd, je rostlina pfopravena o hypokotyl nachazejici
se v jejim stonku, ve kterém dochazi k hlavni obranné reakci rostliny.

Metodu 454 sekvenovani pouzil ve své praci Falah et al. (2011) ke stanoveni
genetické odliSnosti ras 100, 304, 703 a 710.

Chen et al. (2005) analyzoval molekularni variabilitu 92 izolata P. halstedii z 12

zemi svéta pomoci TRAP marker techniky.
3.1.5. Vyskyt a vnitrodruhova variabilita P. halstedii

P. halstedii pochazi ze Severni Ameriky, kde je znama nejvétsi rozmanitost ras
tohoto patogenu. V soucasnosti je rozSifena ve vSech oblastech péstovani sluneénice.
Na hranici USA a Mexika se nachazi primarni centrum jejiho rozsifeni (Sackston,
1981). Odtud se P. halstedii rozsifila do Jizni Ameriky, Evropy a nasledn¢ dal do svéta
(Viranyi, 2002). Hlavni roli pfi $ifeni tohoto patogenu sehral ¢lovék. Pti piepravé
rostlinného materialu mezi kontinenty dochazi k sifeni tohoto mikroorganismu (Gulya,
2007; Viranyi, 2002; Viranyi a Spring, 2011).
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3.1.5.1. Vyskyt a vnitrodruhova variabilita P. halstedii ve svété

V Severni Americe bylo zjisténo 24 ras, v Evropé 21 ras, v Africe 10 ras, v Jizni
Americe 5 ras a v Asii 5 ras. Kroku 2007 bylo v ramci celého svéta identifikovano
celkem 36 ras (Gulya, 2007). Zémé s vyskytem P. halstedii jsou v Tabulce 1. mapa
vyskytu P. halstedii ve svété je na Obrazku 2. I ptes rychlou mikroevoluci P. halstedii
a globalizaci, ktera usnadiiuje pfesun patogenu mezi kontinenty, existuji rasy typické
pro urcité oblasti. Naopak nékteré rasy napt. 100, 300, 330, 700, 703, 710, 730 a 770
jsou rozsifeny po celém svété. V soucasnosti neni jisté, zda vSech 36 ras stale existuje.
V minulosti byly dominantni rasy 100 a 300, v sou¢asnosti vSak pievladaji virulentnéjsi
rasy 700, 710, 730 a 770. Vzhledem K principu testovani ras pomoci diferencia¢niho
souboru neni jasné, zda jsou mén¢ virulentni rasy 100 a 300 pouze maskovany rasami

virulentngj$imi, nebo doslo k jejich vymizeni (Gulya, 2007).

Tabulka 1. Vyc¢et zemi kde byla P. halstedii zaznamenana (www.eppo.int).

Oblast, kontinent Stat

Albanie, Rakousko, Bulharsko, Ceska republika,
Egypt, Estonsko, Francie, Némecko, Madarsko,
Evropa Italie, Moldavsko, Maroko, Polsko, Rumunsko,

Slovensko, Spanélsko, Svycarsko, Turecko, Rusko,

Ukrajina
) AzerbajdZan, Cina, Gruzie, Indie, Iran, Irak, Izrael,
Aste Japonsko, Kazachstan, Pakistan, Rusko, Turecko
Afrika Egypt, Etiopie, Kena, Maroko, Zimbabwe, Uganda

] ) Kanada, USA (Kalifornie, Kansas, Minnesota,
Severni Amerika .
Severni Dakota, Jizni Dakota)

Sttedni Amerika, Karibik ~ Dominik&nska republika
Jizni Amerika Argentina, Brazilie, Chile, Uruguay, Paraguay
Australie  pouze na Arctotheca calendula,

Oceanie .
pravdépodobné 1 Novy Z¢land
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Obrazek 2. Orienta¢ni mapa rozsiieni P. halstedii ve svéte.

® Vyskyt P. halstedii s narodnim vyznamem; + Vyskyt P. halstedii jen v n&kterych oblastech zemé

s narodnim vyznamem.

Kanada méla v roce 2007 nejvice popsanych ras. Byly zde identifikovany rasy
300, 310, 323, 333, 502, 563, 700, 702, 703, 710, 722, 723, 730, 731, 723, 733,743,770
a 772 (Gulya, 2007).

Ze statt Jizni Ameriky je nejlépe zmapovana situace v Argenting. Zde byly
identifikovany rasy 300, 330, 700, 707, 710, 730 a 770 (Gulya, 2007).

Vyskyt a vnitrodruhova variabilita P. halstedii je detailné zmapovana v Evropé.
Ve Francii bylo k roku 2007 identifikovano 14 ras P. halstedii. Stejné jako v ostatnich
zemich byl i zde v 90. letech 20. stoleti pozorovan ustup ras 100 a 300. Postupem ¢asu
byly objeveny rasy 304, 307, 314, 334, 700, 703, 704, 707, 710, 714, 717 a 730 (Gulya,
2007).

Ve Spanélsku bylo od roku do roku 2007 identifikovano 8 ras. Patfili mezi né
rasy 100, 300, 310, 700, 703, 710, 730, 770 (Molinero-Ruiz et al., 2002).

V Italii byla roku 1997 objevena rasa 100 a v roce 2004 rasa 300. T. Gulya
(2007) ve svém ¢lanku informoval o rasach 700, 703 a 704, které byly na Gzemi Italie
zaznamenany.

V Mad’arsku v soucasnosti dominuji rasy 700, 710 a 730. Dale byly
identifikovany rasy 100, 330 a 770 (Gulya, 2007). Poslednimi popsanymi rasami byly
v roce 2014 rasa 704 (Béan et al., 2014) a rasa 714 (Ban et al., 2014).
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V Bulharsku byly v letech 1991 az 1997 identifikovany rasy 100 a 300. Do roku
2005 vsak dominovala rasa 700. Dal$i objevenou rasou byla 730 (Gulya, 2007).

V Rumunsku byly objeveny rasy 100, 300 a v roce 2006 pro tento stat nove rasy
310, 330 a 700 (Gulya, 2007).

Dobie prozkoumany je vyskyt a vnitrodruhova wvariabilita P. halstedii
Vv Némecku. V roce 1994 zde byly objeveny rasy 100, 300, 730 a 770. Vyznamna
je identifikace rasy 770, ktera byla v Némecku poprvé objevena mimo Uzemi USA.
Do roku 1999 byly v Némecku identifikovany jesté rasy 330 a 710. Gulya (2007)
informoval o vyskytu ras 310, 330, 700, 703 a 720.

V Srbsku byla do roku 1990 identifikovana pouze rasa 100. V roce 1991 byla
identifikovana rasa 730 a vroce 1996 byla poprvé popsana rasa 700 a pozdé&ji
v roce 2005 rasa 770. Z izolatt odeslanych K identifikaci do USA byly zjistény rasy
710, 713 a 730 (Gulya, 2007).

V Rusku bylo do roku 2007 zaznamenano 7 ras. V oblastech Severniho Kavkazu
prevladali rasy 330, 710, 310, 700 a 730. Vregionu Krasnodar byla nejéastéji
identifikovana rasa 710 spolu s rasami 330, 700 a 310 (Gulya, 2007).

Z izolath pochézejicich z Maroka identifikovali ameri¢ti védei rasy 100, 300,

330, 730 a 732 (Gulya, 2007).
3.1.5.2. Vyskyt a vnitrodruhova variabilita P. halstedii v CR

Vroce 1956 a 1957 byla na tzemi tehdejsiho Ceskoslovenska poprvé
zaznamenana P. halstedii. Bojnansky (1956, 1957) ji popsal v okresech Brno—
venkov, Zlin, Bratislava a Nitra. V roce 1999 byl patogen opakovan¢ identifikovan na
experimentdlnim pozemku Mendelovy univerzity v Brné (Veverka a Kiizkova—
Kudlikova, 2006). Intenzivni monitoring P. halstedii v nasi republice zacal v roce 2007.
Od roku 2007 do roku 2012 bylo monitorovano 128 lokalit, pfi¢emz vyskyt patogenu
byl potvrzen pouze na 7 znich (Obrazek 3.) (Sedlafova et al.,, 2013). Na lokalité
v arealu Biocentra PfF UP v Olomouci-Holici byla v roce 2007 zjisténa rasa 700.
V roce 2008 byla rasa 700 identifikovana v aredlu Biocentra PiF UP v Olomouci-
Holici, na provoka¢nim poli odridové zkusebny UZKUZ v Brné-Chrlicich a na
dalsi dveé lokality s vyskytem P. halstedii u nds. Na poli u Podivina byly identifikovany
rasy 700 a 770 a v UKZUZ Caslav rasa 700.
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Vyzkum probihajici od roku 2010 do roku 2012 identifikoval na nasem tizemi
rasy 700, 704, 710 a 714. Rasa 710 byla identifikovana na pozemku v arealu Biocentra
PiF UP v Olomouci-Holici, na poli u Podivina a na provoka¢nim poli Ustiedniho
kontrolniho a zkugebniho tstavu zemé&délského (UKZUZ) v Lednici.

Rasa 700 byla identifikovana na pozemku v arealu Biocentra PiF UP
v Olomouci-Holici a na na provoka¢nim poli Usttedniho kontrolniho a zkuSebniho
ustavu zemédélského v Brné—Chrlicich. Rasa 704 byla identifikovana u izolata
z provokaéniho pole Ustiedniho kontrolniho a zkuebniho ustavu zemédélského
(UKZUZ) v Lednici a z komeréniho pole u Podivina. Rasa 714 byla zjiténa na poli
u Podivina (Sedlarova et al., 2013).
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Obréazek 3. Orientaéni mapa vyskytu Plasmopara halstedii v Ceské republice.
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3.1.6. Rezistence P. halstedii viici fungicidim

Pii ochran¢ péstovanych slunecnic proti P. halstedii hraji dualezitou roli
fungicidy. Mezi nejznaméjsi patii metalaxyl a latky od ného dovozené, které jsou
aplikovany formou postfiku nebo motenim osiva. Metalaxyl byl uveden na trh v roce
1979 a byl masivné pouZzivan nejen proti plisfiovitosti slunecnice, ale také proti dalsim
chorobam, které zptsobuji ostatni druhy z fadu Peronosporales. Jiz v roce 1980 byla
v Irsku popsana rezistence Phytophora infestanc (Mont.) de Bary 1863 vici této latce.
Dlouhodobé a masivni pouzivani metalaxylu, vedlo k vytvofeni rezistence
i uP. halstedii. V roce 1995 byla zaznamenana prvni rezistentni rasa P. halstedii
ve Francii (Albourie et al., 1998). Gulya et al. (1999) informoval o prvni rezistentni rase
v USA nalezenou v roce 1998 a nasledné tentyz autor popsal 190 izolatu s rezistenci
ziskanych v roce 1999 (Gulya et al. 2002). Dalsi tolerantni rasy byly popisovany napf.
v roce 2003 ze Spanélska (Molinero Ruiz et al., 2003) a v roce 2005 z Némecka (Spring
et al., 2006). Studie, kterou provedl Baldini et al., (2008) signalizuje vyskyt tolerantnich
ras i v severni Italii.

Autor Albourie et al., (1998) popisuje rozdilnou t¢innost fungicidnich p¥ipravka
na primarni a sekundarni infekci rostlin v letech 1995 a 1996 ve Francii. Fungicidy
propamocarb, fluazinam, polpet a mancozeb a smési fungicidu dimethomorph,
mancozeb, cymoxanil, mancozeb, obrace a folpetbyl byly G¢inné proti priméarni infekci
ale né proti sekundarni infekci. Smés metalaxylu s fluazinamem, folpetem nebo
mancozebem byla u¢inné;si proti primarni infekci nez samotny metalaxyl.

Vysledky rozsahlé studie na ucinnost fungicidi proti P. Halstedii byly
zvefejnény vroce 2002 v USA. Tricet fungicidi bylo testovano v polnich
i sklenikovych experimentech po dobu tif let. Zadny z testovanych fungicidti pouzity
samostatné nebo v kombinaci s jinym nepfinesl uplnou kontrolu nad patogenem (Gulya
et al. 2002).
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3.2. Plisnovitost slune¢nice

Slune¢nice je po fepce nasi nejvyznamnéjsi péstovanou olejnatou plodinou.
V Evropé je tato rostlina znama jiz od 16. stoleti. P. halstedii je patogen, ktery
sluneCnicim zptsobuje chorobu tzv. plisiiovitost slunecnice. Diky péstovani
vySlechténych rezistentnich kultivari slune¢nic neni plisfiovitost nasi nejrozsifené;jsi
chorobou této plodiny (Ca¢a et al., 1981). Ekonomické ztraty, které piisobi, viak nejsou
zanedbatelné. Od 70. let 20. stoleti se diky monokulturnimu péstovani slune¢nic plo$né
rozsitila (Viranyi, 2002). Oospory P. halstedii ptezivaji v pudé az 10 let. Zamoti tak
pozemek na dlouhou dobu a hrozi dal§i Sifeni této choroby. Diky tomu patii
plisilovitost slunenice mezi vyznamné onemocnéni péstovanych slunecnic

a je zafazena jako karanténni choroba v celé EU (Delmotte et al., 2008).
3.2.1. Symptomy choroby

Na slunec¢nicich napadenych P. halstedii mizeme pozorovat rizné symptomy.
Projev choroby zavisi predevS§im na stafi hostitele, odradové reakci, typu infekce,
mnozstvi zoospor a klimatickych podminkach prostfedi. Choroba se miliZze projevit
v prabéhu celého Zivota hostitele. Mezi nejvyznamnéjsi symptomy patii: 1/ padani
kli¢nich rostlin, 2/ ohrani¢ené chloricke Iéze na listech, 3/ zpomaleny rist a nasledna
zakrslost hostitele, 4/ deformace listli, 5/ bélavy az Sedavy povlak zoosporangiofort
na nadzemnich ¢astech rostliny, 6/ zmény metabolismu hostitelské rostliny, 7/ smrt
hostitele jako nasledek infekce (Spring et al., 1991; Spring 2001; Ljubich and Gulya,
1988). Typické symptomy jsou na Obrazku 4.

V zeméd¢lské praxi je pro silu a druh symptomil rozhodujici typ infekce. Jinymi
slovy to, zda byla rostlina infikovana tzv. primarni nebo sekundarni infekci.
Pti primarni infekci jsou kli¢ici semenacky infikovany inokulem z pudy, coz ve vét§ing
ptipadd  vede ksysttmové infekci hostitelské rostliny. Tato infekce ma
za nésledek padani kli¢icich rostlin zptisobené nekrézou stonku a tvoru bilého az Sedého
povlaku na déloznich listech (Spring et al., 1991). Rostlinam, které tyto prvni ptiznaky
preziji, patogen prortusta dal do téla. Napadené sluneCnice jsou zakrslé S potlacenym
rastem lodyh. Rostliny maji blizko nad sebou nadsazené listy a vzhledové pisobi
hustym habitatem. Listy jsou deformované a podél listové zilnatiny dochazi k tvorbé
svétle zelenych az nazloutlych 16zi (Sedivy et al, 1977). Jak patogen postupuje

Zilnatinou, dochazi K tvorbé 1ézi od baze listu smérem k jeho S$picce. Pii vhodnych
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Klimatickych podminkéch dochazi opét ke sporulaci, a to i na starSich rostlinach. Bélavy
az Sedavy vyvyseny povlak se objevuje nejdiive na nejstarSich listech, pozdéji
na mladsich. Vétsina infikovanych rostlin odumira pfed dozranim semen. Ubory jsou
malé, deformované a produkuji neZivotaschopna semena. Vynos klesa az o 75% (Caca
etal., 1981).

Pti sekundarni infekci dochdzi k tvorbé chlorotickych 1€zi v misté vniku zoospor
do tkané. Ze zoospor mohou znovu vyrlstat zoosporangiofory a tvotit dals$i bélavé
povlaky. Sekundarni infekce prostiednictvim zoosporangii je schopna v prib&hu sezony

vyvolat v rostlinach latentni (bezptiznakové) onemocnéni (www.eagri.cz).

Obrazek 4. Symptomy zptsobené P. halstedii A — zakrslost, B — chloroticka léze na
listu, C — sporulace na spodni strané listu, D — sporulace po vniku zoospor

do tkané pii sekundarni infekci.
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3.2.2. Pfenos choroby

P. halstedii je pienosna tfemi zpusoby. Myceliem v zarodku semene,
zoosporangiem a oosporami (Www.eppo.int). Sifeni choroby pomoci semen
je popisovano spise vyjime&nd. Ministerstvo zemédélstvi CR (2008) uvadi informaci,
Ze pocet semen napadenych P. halstedii je méné nez 1% z 1000 semen ze systémové
infikovanych slunecnic. Piesto se predpoklada, Ze diky infikovanému osivu byl patogen
roz$iten mezi kontinenty (Viranyi and Spring, 2011).

Mnohem Castéj$i a beéznéjsi je Sifeni choroby pomoci zoosporangii.
Zoosporangia jsou do okoli hostitelské rostliny roznasena vétrem nebo destém.
V monokulturach slunec¢nic tak dochazi k sekundarnim infekcim a fetézova reakce
neziidka kon¢i epidemii (Sacktson, 1981).

Dalsi zptsob ptenosu choroby je pomoci oospor, které jsou v pudé schopny
prezivat az 10 let (Sedlafova et al., 2010). Z toho diivodu je zna¢né€ obtizné az nemozné
chorobu eradikovat, pokud se v né&jaké oblasti rozsifi (Eagri, 2008). Oospory jsou
obsazené v pidé nebo ve zbytcich hostitelskych rostlin a po lokalité jsou rozsifovany
z pravidla dvéma zpisoby. Prvnim zplsobem je Sifeni v padnim prostiedi pomoci
tekouci vody. Druhym zptisobem je §ifeni pii obdélavani pozemku, napt. vla¢enim nebo

orbou. Oospory v pud¢ infikuji rostliny a zptsobuji tzv. primarni infekci (Spring, 2001).

3.2.3. Ochrana sluneénic vi€i plisnovitosti

Ochrana péstovanych slunecnic je zalozena na dodrzovani a zavadéni
fytosanitarnich opatfeni a aplikaci principi ochrany rostlin. Mezi vyznamna
fytosanitarni opatieni patii zatazeni P. halstedii mezi karanténni organismy v zemich
EPPO (Evropska a stfedozemni organizace ochrany rostlin) (Delmotte et al., 2008).
S tim jsou spojeny specialni pozadavky EU na osivo slunec¢nice ro¢ni. Osivo musi
pochézet z oblasti, kde se P. halstedii nevyskytuje, nebo musi byt prokazano, ze bylo
vhodné osetieno, pokud se nejedna o kultivar odolny vSem znamym rasam P. halstedii.
Co se samotné ochrany rostlin tyce, je doporucovano vyuzit vzdy kombinaci nékolika
pfistupd. Prvnim pfistupem je péstovani hybridi sluneénice odolnych proti znamym
rasdm P. halstedii. Druhym pfistupem je aplikace fungicidi a tfetim pfistupem
je dodrzovani agrotechnickych opatieni. Tedy nepéstovat sluneCnici na jednom

pozemku v rozmezi krat§im nez 10 let, pouzivat certifikované osivo a dokonale zaoravat
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zbytky rostlin po sklizni. U malych pozemka je vhodné aktivné vyhledavat infikované
rostliny a vcas je z lokality odstranit.

Tak jak uvadi Albourie et al. (1998), plisnovitost slune¢nice miizeme mit do jisté
miry pod kontrolou, pokud spravné vyuzivame kombinaci ochrany rostlin
a fytosanitarni zédsady. Problém nastava snovymi rasami P. hasltedii, které jsou

schopné tuto ochranu piekonat.



4. Material a metody

4.1. Rostlinny material — Helianthus annuus

Pro identifikaci ras P. halstedii byla pouzita metoda inokulace semenackt
(WSI). Testovani probihalo na rozSifeném diferenciatnim souboru 15 genotypt
slunecnice (Tourvieille de Labrouhe, 2012). Osivo pro testovani bylo ziskano vlastnim
ptesevem z origindlniho osiva v1ét¢ 2014. Originalni osivo diferencia¢nich linii
poskytli Reinhard Zipper z Univerzity Hohenheim, Némecko (HA-304, PMI-3 a QHP—
1), Dr. Thomas Gulya z ARS USDA ve Fargu, Severni Dakota, USA (RHA-265,
RHA-274, DM-2, PM-17, 803-1, HAR-4) a Prof. Karel Veverka z VURV Praha—
Ruzyné (HA-335). A profesor Viranyi (Y7Q, PSC8, XA, PSS2RM, VAQ, RHA-419).
Vlastni osivo ziskané z ptesevu bylo dukladné usuSeno, vy¢isténo a v semenaiskych
saccich skladovano v mrazaku pii teploté -20 °C. Sac¢ky s diferenciaénimi liniemi, které
byly kazdodenné pouzivany pro testovani, byly ulozeny v lednici pii teploté -4 °C bez
pristupu svétla.

Pro udrzovani a mnozeni izolatt P. halstedii a pro testovani reakce P. halstedii
na metalaxyl, byl pouzivan kultivar H. annuus cv. Giganteus (Benary, Han.—Minden,
Némecko). Tento vySlechtény kultivar postrada geny rezistence proti P. halstedii
a je tak vhodny pro pfemnozovani tohoto patogenu.

Piiprava semenackd pro subkultivaci P. halstedii, identifikaci ras P. halstedii
a testovani reakce P. halstedii k metalaxylu probihala nasledujicim zpisobem. Semena
slune¢nice byla dezinfikovana 15% roztokem Sava (Bochemie a.s., Bohumin, Ceska
Republika) ve sklenéné kadince. Pro lepsi smacivost semen byla do roztoku piikapnuta
kapka Jaru (Procter & Gamble Czech Republic s.r.0.). Za ob¢asného michani byla
ponofena semena v roztoku dezinfikovdna 15 minut a po uplynuti této doby byla
1 minutu proplachovana proudem C¢isté vody a promnuta v dlanich. Vydezinfikovana
semena byla vlozena do Petriho misky, na jejimz dné byl filtra¢ni papir. Nasledné byla
Petriho miska zalita destilovanou vodou tak, aby semena plavala. Po 3 hodinovém
maceni bez prfistupu svétla byla prebytecna voda z misek vylita a semena byla
rozmisténa tak, aby se nedotykala. Kli¢eni semen probihalo v uzavienych Petriho
miskach pfi teplot¢ 20 °C bez pfistupu svétla po dobu 2 — 4 dnil. Stav semen byl
kontrolovan kazdy den a Vv pfipadé kontaminace (Rhizopus sp., bakterie, plisen) byla

napadend semena odstranéna. Pro dal$i pouziti, byla vybirdna semena s1 — 2 cm
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dlouhym kofinkem a dobfe vyvinutym kofenovym vladSenim. Semenacky
vyschlé, kontaminované bakteriemi nebo mikromycetami, s poSkozenym kotinkem
nebo semenacky piili§ mladé (s kofinkem kratSim nez 1 cm) nebyly dale pouzivany.

Z vybranych semen bylo Setrné odstranéno osemeni.
4.2. Priprava diferencia¢niho souboru genotypi slunecnice

Pro protesty (test, kterym byla urCena rasa jednoho izolatu) bylo pouzito osivo
diferencia¢nich linii z pfesevu. Piesev byl uskuteénén vroce 2014 na poli Katedry
botaniky PiF UP v Olomouci, Slechtiteld 11, 78371 Olomouc—Holice a probéhl
nasledujicim zptisobem. Pozemek o rozmérech 8 x 22 m byl pokryt netkanou textilii.
Do textilie byla nozem vyftiznuta hnizda kruhového tvaru s primérem 20 cm. Hnizda
byla vytvofena v nékolika fadach. Rady byly od sebe vzdaleny 120 cm, pii¢emz rozted
mezi hnizdy v jednom fadku byla 70 cm. Vysev probéhl 12. 5. 2014. Do jednoho hnizda
bylo vysazeno vzdy 5 piedkliGenych semen jednoho genotypu slune¢nice a hnizda byla
oznacena cedulkou s nazvem genotypu slunecnice. Ptiprava osiva je popsana v kapitole
5.1. Rostlinny materidl — Helianthus annuus.

Pro piesev bylo pouzito pouze origindlni osivo diferenciacnich linii. B&hem
ristu slune¢nic byl pravidelné odstraiiovan plevel. Kvétenstvi slunecnic bylo pied
kvetenim vcas obaleno uhelonem, aby nedoslo k neplanovanému kiizeni jednotlivyvh
kultivari. K cilenému pienosu pylu mezi kvétenstvim rostlin stejného kultivaru byl
pouzit Stétecek. V obdobi kveteni bylo opyleni provadéno kazdy den. Po dozrani semen
byla kvétenstvi slunecnic ostfihdna a suSena na stinném, suchém misté pii pokojové
teploté. Z usuSenych kvétenstvi byla ruén€ vybrdna pouze kvalitni, zivotaschopna
semena. Takto pfebrand semena byla zatavena do semendiskych pytliki a skladovana
po dobu minimalné 3 tydnl v mrazaku pii -4 °C. Po uplynuti této doby byl proveden
test kli¢ivosti. Tento test probihal nasledujicim zpisobem. Padesat semen od kazdého
kultivaru bylo pfipraveno zptisobem popsanym v kapitole 5.1. Rostlinny material —
Helianthus annuus Klicivost byla vyjadfena v procentech vykli¢enych semen

zZ celkového poctu.
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4.3. Sbér izolata P. halstedii v terénu

Sbér izolata P. halstedii v terénu realizovaly kazdoro¢né od roku 2007 do roku
2014 pracovnici Katedry botaniky Univerzity Palackého v Olomouci pod vedenim prof.
Ing. AleSe Lebedy, DrSc. Seznam izolath testovanych v této préci je v Tabulce 2.
Od kvétna do &ervence byly monitorovany vytipované lokality na tuzemi Ceské
republiky. Pokud byla nalezena infekce P. halstedii, bylo postupovano nésledujicim
zpusobem. Z napadené slunecnice byl sterilnimi ntuzkami odstiizen list se sporulujici
P. halstedii. Tento list byl poloZen na destilovanou vodou zvlhéeny filtra¢ni papir
a uzavien do plastové krabi¢ky, aby nevysychal. Takto pfipraveny izolat byl oznacen
ptislusnym kodem. TéhoZ dne po sbéru byly izolaty dale zpracovany v laboratoii. Cast
kazdého izolatu byla ulozena jako originalni vzorek do sbirky mikroorganismt Katedry
botaniky PfF UP. Zbytek izolatu byl dale pfemnozen nebo zmrazen stejnym postupem,
ktery je uveden v kapitole 5.4. Subkultivace a uchovani izolata P. halstedii.

Tabulka 2. Seznam testovanych izolata P. halstedii

Oznadeni izolatu Rok sbéru Nazev lokality
1303 2013 Lednice
1306 2013 Lednice
1307 2013 MENDELU - Lednice
1308 2013 Brno
1309 2013 Brno
1313 2013 Brno
1315 2013 Olomouc — Holice
1316 2013 Olomouc — Holice
1317 2013 Olomouc — Holice
1318 2013 Olomouc — Holice
1319 2013 Olomouc — Holice
1402 2014 Podivin
1406 2014 Podivin
1410 2014 Podivin
1418 2014 Olomouc — Holice
1419 2014 Olomouc — Holice

1420 2014 Olomouc — Holice
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4.4. Subkultivace a uchovavani izolatu P. halstedii

Pro uspésné testovani P. halstedii je zapotiebi namnozit a uchovat izolaty
sebrané v terénu. Subkultivace a skladovani izolatd v laboratornich podminkéch
probihalo podle upravené metodiky Stojaspala (2009) a Barttska (2013), jejimz
ptuvodnim autorem je Gulya (1991, 1996).

Subkultivaci mizeme rozdélit na ¢tyfi hlavni ¢asti. Piipravu osiva pro inokulaci,
inokulaci, péstovani rostlin a vyvolani sporulace. Pfemnozeni jednoho izolatu trva 9 —
13 dni a bude popséano v nésledujicim textu.

K subkultivaci P. halstedii byl pouzit kultivar Helianthus annuus cv. Giganteus
postradajici geny rezistence vici P. halstedii. Semena sluneénice byla pfipravovana
zpusobem popsanym v kapitole 5.1 Rostlinny material — Helianthus annuus.

Inokulace, jinymi slovy pfenos patogenu na hostitele, probihala nasledujicim
zpusobem. Zoosporangia byla ziskavana z ¢erstvych nebo zamrazenych listd H. annuus
se sporulujici P. halstedii. Zmrazené listy byly ponechany nékolik minut pfi pokojové
teploté, aby rozmrzli. List s patrnou sporulaci byl sterilni pinzetou vlozen do plastové
falkonky a zalit 1 — 5 ml destilované vody. K efektivnimu smyvani zoosporangii byla
pouzita tiepaCka (3x protfepano po dobu 3 vtefin s nastavenim na 1500 rpm). Omyté
listy byly z falkonky odstranény. Inokulum bylo dale upraveno tak, aby obsahovalo
ptiblizn¢ 10000 — 50000 zivych zoosporangii na 1 ml. Do falkonky s inokulem byly
vkladany ptipravené semenacky a to tak, aby byly v suspenzi ponofeny. Samotna
inokulace, tedy uvolnéni zoospor a jejich prunik do pletiva hostitele, probihala
bez pristupu svétla po dobu 3 hodin pti 19 °C. Po 3 hodinach je inokulace dokonéena
a nasledovalo péstovani rostlin.

Inokulované semenacky byly z falkonky pinzetou vysazeny do kvétinacku
s Perlitem a péstovany v kultivaéni skiini pfi teploté 19 °C pies den, 17 °C pies noc
s fotoperiodou 12/12 hodin po dobu 9 — 13 dni. Podle velikosti rostlin a zavaznosti
symptomd, byly rostliny po 9 — 13 dnech rustu, pfipraveny na vyvolani sporulace.
Ta byla vyvolana nasledujicim zplisobem.

Kvétinacky se slunec¢nicemi byly vlozeny do plastovych sacki. Byl bran zietel
na to, aby se rostliny nedotykali stén sacku. Stény saCku i rostliny byly nésledné
zvlhéeny rozpraSovadem s destilovanou vodou. Sacek srostlinou byl zavézan,
aby se uvnitt vytvorila 100% vlhkost a byl pfesunut do kultivacni skiiné. Zde byl
po dobu 16 — 24 hodin ponechan bez pfistupu svétla pii teploté 17 °C. Zoosporangia
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vyrostla na listech slune¢nic byla dale pouzita k opétovnému piemnozeni izolatu, nebo
byla uchovéna pro dalsi pouziti (Obrazek 5.) Pokud byly vzorky uchovéavény, bylo
postupovano podle nasledujiciho postupu.

Dé¢lozni listy H. annuus byly sterilnimi nizkami ostfihany a zabaleny do alobalu.
Tyto balicky byly nasledné¢ umistény bud’ do mrazaku -20 °C (pro kratkodobé
skladovani v tadech mésici) nebo do mraziciho boxu -80 °C (prodlouhodobé uchovéani

Vv fadech let).

Obréazek 5. Sluneénice se sporulujici P. halstedii

4.5. Identifikace ras P. halstedii pomoci metody inokulace semenacku

Identifikace ras P. halstedii probihala pomoci metody inokulace semenacku —
WSI (whole seedling inoculation) popsanou v praci Gulyi et al., (1991, 1998).
K testovani byl pouzit rozsifeny diferenciac¢ni soubor téchto genotypu slune¢nic: (HA-
304, PMI-3, QHP-1, RHA-265, RHA-274, DM-2, PM-17, 803-1, HAR-4, HA-335,
Y7Q, PSC8, XA, PSS2RM, VAQ, RHA-419). Pro tzv. patotest, kterym byla uréena
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vysazeno Vv fadach do tacu, ktery byl naplnény ze 2/3 zvlhé¢enym perlitem. Bylo dbano
na to, aby kofinek semenacku smétoval kde dnu tacu a byl cely zasypany substratem.
Z testovaného izolatu bylo nasledné vytvofeno inokulum (smés zoosporangii
Vv destilované vod¢). Postup ptipravy inokula je popsany v kapitole 5.4. Subkultivace
auchovani izolatd P. halstedii. Inokulum pro patotesty bylo pfipravovano vzdy
z Cerstvych déloznich listkt, nikoli ze zamrazenych. Koncentrace ptipraveného inokula

byla zjisténa pomoci Biirkerovy pocitaci komurky a spocitana podle vzorce

_1000

X =
0,04

kde X = pocet zoosporangii v 1 ml a Y = pramérny pocet zoosporangii v 10 ¢tvercich
Biirkerovy komurky. Nasledné byl vypocitan obém smési, ktery pii dané koncentraci

obsahuje cca 10 000 zivotaschopnych zoosporangii a to podle vzorce:

z :@-1000

kde Z = objem inokula obsahujici 10000 zoosporangii a X = pocet zoosporangii v 1 ml.
Objem inokula vhodny pro inokulaci je v rozmezi 15-30 pl. Pokud se vypocitany objem
pohyboval mimo toto rozmezi, bylo nutné inokulum zkoncentrovat piidanim dalSich
zoosporangii nebo ho natedit destilovanou vodou a znovu stanovit koncentraci a objem

obsahujici 10000 zoosporangii.

Pomoci automatické pipety, byl na kazdy semenacek patotestu napipetovan
objemem inokula, ktery obsahoval 10 000 zoosporangii. Aby byla zachovana
homogenni smeés a nedochdzelo k usazovani zoosporangiii, bylo inokulum pted
odebranim kazdé davky protifepano. Po dokonceni inokulace vSech semenacku patotestu
byla na stavajici vrstvu substratu nanesena dalsi cca 0,5 cm silna vrstva zvlhéené¢ho
perlitu. Tac s rostlinami byl poté piemistén do fytotronu a prvnich 12-16 hodin byl
kultivovan bez piistupu svétla pti 17 °C. Po uplynuti této doby byl tac pfemistén
do kultivaéni skiin€. Rist rostlin probihal pii 21/17 °C, 12/12 hodin den/noc. Rostliny
byly pravidelné zalévany tak, aby na dné€ tacu byla neustéle tenka vrstva vody. Ttinacty
den od inokulace byly vytvoifeny vhodné podminky pro sporulaci patogenu (tma
a 100% vzdusna vlhkost). Tac byl vloZzen do neprihledné plastové bedny s vikem
a rostlinky byly pomoci rozpraSovace navlhceny destilovanou vodou. Uzaviend bedna

s tacem byla presunuta do fytotronu, kde byla pii 17 °C ponechana 24 hodin. Ctrnacty
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den probihalo hodnoceni. Pomoci semikvantitativni stupnice byla odhadnuta mira
napadeni kazdé rostliny (Obrazek 6.). Podle toho, na kolika procentech plochy
déloznich listkii se vyskytovala sporulace, byl rostliné pifidélen jeden ze Ctyt stupiili
napadeni. Nasledoval vypocet miry napadeni pro kazdou z diferenciaénich linii a to

podle vzorce:

P_Z(n-v)-lOO
N X-N

kde P = mira napadeni diferenciacni linie, n = pocet rostlin s pfisluSnym stupném

napadeni, v = pfislusny stupein napadeni, x = rozsah stupnice, N = celkovy pocet

Obrézek 6. Semikvantitativni stupnice napadeni rostlin P. halstedii. A — Zadna
sporulace (stupen napadeni 0), B — sporulace do 25 % (stupeni napadeni
1), C —sporulace do 50 % (stupen napadeni2), D —sporulace
nad 50 % (stupen napadeni 3).

Podle procentualné vyjadiené miry napadeni jednotlivych diferencia¢nich linii
bylo uréeno, které linie jsou rezistentni a které naopak néchylné. Aby byl patotest
povazovan za prikazny, musela byt kontrolni linie cv. Giganteus napadena minimalné
ze 70%. Ostatni linie byly hodnoceny nasledovné. Pokud byl stupeit napadeni

diferencia¢ni linie roven nebo vétsi nez 50 %, byla tato linie hodnocena jako nachylna.

.....
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hodnocena jako rezistentni. Pokud se stupenn napadeni diferencia¢ni linie pohyboval

.....

.....

ze které byl izolat premnozen, zvysilo, byl pivodni izolat povazovan za smés nékolika
ras, ve které se nové pfemnozena a testovana rasa vyskytuje v nizsi frekvenci. Posledni
Casti experimentu bylo pfifazeni tfimistného kodu podle pravidel tripletového

kodovaciho systému, ¢imz byla urena a pojmenovana rasa testovaného izolatu.
4.6. Reakce izolatu P. halstedii na metalaxyl

Reakce izolatt P. halstedii na metalaxyl byla testovana metodou listovych diska
— LDI (leaf disc inoculation), kterou popsali Rozynek a Spring (2001). Jako prvni tuto
metodu pouzil Sackston et al. (1988). Osivo bylo piipraveno zpiisobem popsanym
v kapitole 5.1. Semenacky byly vysazeny do plastovych kvétinaéua s Perlitem
(Agroperlit, Novy Ji¢in, Ceska Republika) a péstovany ve skleniku po dobu 14 dni.
Rostlinky byly béhem péstovani 1x tydné ptihnojeny hnojivem znacky Kristalon (Agro
CS a. s., Rikov, Ceska Republika).

Z vypéstovanych rostlin byly sterilni pinzetou a nlzkami ostifithany d€lozni
listky. Z nich byly korkovrtem vytezany kruhové listové disky s primérem 6 mm. lhned
po vyfezani byly disky vlozeny do kadinky s destilovanou vodou, aby doslo k vyplaveni
fenolickych latek a sekundarnich metaboliti. Samotny metalaxyl test probihal
na plastové kultivacni desticce s 24 komirkami (Nunc 24—well Multidish). Do komirky
Al — B6 vhorni poloviné desti¢ky bylo napipetovano 900 pl destilované vody.
Do komirek C1 — D6 ve spodni c&asti plata bylo nepipetovano 900 pl roztoku
metalaxylu (N—(2,6-Dimethylphenyl)-N—(methoxyacetyl)-D-alanine methyl ester,
analytical standard, Fluka) o koncentraci 10 mg/l. Listové disky byly osuseny mezi
dvéma vrstvami buniciny. Disky zlomené nebo jinak mechanicky poSkozené nebyli déale
pouzivany. Poté byl do kazdé komurky vlozen jeden listovy disk a to tak, aby plaval
na své svrchni (adaxialni) strané. Inokulum bylo pfipraveno zplsobem jiz popsanym
v kapitole 5.4. Subkultivace a uchovani izolati P. halstedii. Ureni ras izolati metodou
WSI. Inokulum bylo upraveno tak, aby 10000 sporagii v objemu 10-15 ul. Vypoéteny
objem inokula byl opatrné pipetovan na stied kazdého z plovoucich listovych diskl
a to tak, aby kapka inokula z disku nestekla. Abychom mohli pozorovat kli¢ivost spor,
byla jedna davka inokula nepipetovana také piimo do destilované vody v levé horni

komiirce Al a jedna davka do matalaxylu v levé spodni komurce D1.
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Takto ptipravené plato bylo ponechano 12 hodin bez pfistupu svétla pti 18—
19°C. Po uplynuti 12 hodin bylo plato kultivovano pii 18 19 °C s fotoperiodou den/noc
12/12 hodin.

Kli¢ivost zoosporangii byla hodnocena imerznim mikroskopem v komurce Al
aD2 po 24 hodindch kultivace. Hodnoceni probihalo nasledujicim zpisobem.
V komtirce Al a D1 bylo pii zvétSeni mikroskopu 100x nalezeno misto s homogenné
distribuovanymi sporangii. V zorném poli byla spocitana zvlast zoosporangia ktera
zoospory neuvolnila a zoosporangia prazdna, ktera vykli¢ila. Kli¢ivost zoosporangii

v metalaxylu a destilované vod¢ byla spocitana podle rovnice:

A
A+B

C= x100

Kde C = kli¢ivost zoosporangii, A = nevykli¢enych zoosporangii, B = pocet

vykli¢enych zoosporangii.

Ctrnacty den po inokulaci byl test vyhodnocen. Kazdy listovy disk na platu byl
kontrolovan pod binokularni lupou, zda jsou ptitomny zoosporangiofory P. halstedii
(Obrézek 7.) Jako izolat rezistentni k metalaxylu byl oznacen ten, u kterého byly
zoosporangia P. halstedii pritomny na 75 % listovych diska kultivovanych v komutrkach
Cl D6 sroztokem metalaxylu. Test byl oznacen jako prikazny, pokud byla
zoosporangia piitomna na 75 % listovych diskt s destilovanou vodou (Spring et al.,
1997).

Obréazek 7. Listove disky, A — Listovy disk se sporulaci P. halstedii, B — Listovy disk
bez sporulace P. halstedii.



5. Vysledky

5.1. Rasy P. halstedii zaznamenané v Ceské republice
v letech 2013 — 2014

Pomoci metody inokulace semenacka (WSI) bylo otestovano 17 izolata
P. halstedii ziskanych v letech 2013 a 2014. Celkem bylo identifikovano 6 ras patogenu
a to rasy 70060, 70471, 70571, 71060, 71461, 71571. U izolath pochazejicich z roku
2013 byly zjistény nasledujici vysledky. Na lokalit¢ Lednice byla u dvou izolati
identifikovana rasa 70471. Na lokalit¢t MENDELU-Lednice byla z jediného izolatu
zjiSténa rasa 71461. Tti izolaty z lokality Brno byly identifikovany jako rasa 71060. Na
lokalit¢ Olomouc—Holice byla zaznamenana rasa 71060 u vSech 5 sebranych izolati. U
izolatu, které pochazely z roku 2014, byly zjistény nasledujici rasy. Na lokalité Podivin
byla identifikovana rasa 70571 u jednoho izolatu a rasa 71571 u dvou testovanych
izolati. Na lokalit¢ Olomouc—Holice byla u dvou izolati identifikovana rasa 70060 a u
jednoho izolatu rasa 71060. Vysledky testovani véetné procentualné vyjadieného stupné
napadeni jednotlivych diferenciaénich linii jsou uvedeny v Tabulkach 3., 4., 5., 6. a 7.

Souhrnny piehled vysledkt vSech testovanych izolatt je v Tabulce 8.
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Tabulka 3. Vysledky testi urCeni rasy izolatd zroku 2013 metodou inokulace

semenackd. Tucné jsou oznacené diferenciacni linie, které byly po vyhodnoceni

oznaceny jako nachylné.

Oznaceni a stupeil napadeni jednotlivych izolati

diferlf:]‘ic;aé"i 1303 1303 1306 1306 1307 1307 1308 1308
GB 74 93 70 77 90 100 100 87
RHA-265 80 83 60 63 57 73 85 53
RHA-274 83 80 77 86 73 76 83 73
PMI-3 0 0 0 0 67 80 70 63
PM-17 0 0 0 0 0 0 0 0
803-1 0 0 0 0 0 0 0 0
HAR—4 0 0 0 0 0 0 0 0
QHP-2 0 0 0 0 0 0 0 7
HA-335 77 80 70 o7 o7 80 0 0
Y7Q 94 93 90 93 11 10 0 3
PSC8 100 87 87 100 84 93 76 100
XA 90 97 90 93 87 74 73 70
PSS2RM 87 80 93 83 94 80 0 7
VAQ 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA-419 0 0 0 0 0 0 0 0
Giganteus 94 97 87 93 94 80 90 87
Rasa 70471 70471 70471 70471 71461 71461 71060 71060

# osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardng, po porovnani s kontrolou (DM-2, data nejsou uvedena)

.....

.....
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Tabulka 4. Vysledky testi urCeni rasy izolatd zroku 2013 metodou inokulace
semenackd. Tucné jsou oznacené diferenciacni linie, které byly po vyhodnoceni

oznaceny jako nachylné.

Oznaceni a stupeil napadeni jednotlivych izolatt

diferﬁ:“ic;aé"i 1309 1309 1313 1313 1315 1315 1316 1316

GB 90 73 70 100 80 73 100 83
RHA-265 93 90 73 73 93 53 93 87
RHA-274 83 100 90 70 87 70 90 87

PMI-3 83 97 67 81 83 537 90 81
PM-17 0 0 0 0 0 0 0 0
803-1 0 0 0 0 0 0 0 0
HAR-4 0 0 0 0 0 0 0 0
QHP-2 0 3 0 0 0 0 0 3
HA-335 0 0 0 0 0 0 0 0
Y7Q 0 7 0 0 0 0 7 3
PSC8 73 80 80 93 63 73 97 73

XA 83 80 83 83 67 63 83 90

PSS2RM 7 3 0 0 0 0 0 7

VAQ 0 0 0 0 0 0 0 0
RHA-419 0 0 0 0 0 0 0 0
Giganteus 90 100 90 77 87 86 97 90

Rasa 71060 71060 71060 71060 71060 71060 71060 71060

# osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardng, po porovnani s kontrolou (DM-2, data nejsou uvedena)

.....

.....
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Tabulka 5. Vysledky testi urCeni rasy izolatd zroku 2013 metodou inokulace
semenackd. Tucné jsou oznacené diferenciacni linie, které byly po vyhodnoceni

oznaceny jako nachylné.

Oznaceni a stupen napadeni jednotlivych izolati

diferﬁf‘:gaé“i 1317 1317 1318 1318 1319 1319

GB 83 87 74 90 87 74
RHA-265 100 90 83 74 83 100
RHA-274 89 83 87 70 78 90

PMI-3 83 73 73 83 73 73
PM-17 0 0 0 0 0 0
803-1 0 0 0 0 0 0
HAR-4 0 0 0 0 0 0
QHP-2 0 0 0 0 0 0
HA-335 0 0 0 0 0 0
Y7Q 0 7 0 0 3 0
PSC8 87 87 74 73 77 94

XA 93 73 63 57 67 78

PSS2RM 0 0 0 0 0 0

VAQ 0 0 0 0 3 3
RHA-419 0 0 0 0 0 0
Giganteus 93 93 100 97 100 80

Rasa 71060 71060 71060 71060 71060 71060

# osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardng, po porovnani s kontrolou (DM-2, data nejsou uvedena)

.....

.....
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Tabulka 6. Vysledky testi urCeni rasy izolatd zroku 2014 metodou inokulace

semenackd. Tucné jsou oznacené diferenciacni linie, které byly po vyhodnoceni

oznaceny jako nachylné.

Oznaceni a stupeil napadeni jednotlivych izolatt

diferﬁf‘:gaé“i 1402 1402 1406 1406 1410 1410
GB 94 o7 100 100 100 100
RHA-265 100 100 100 87 67 84
RHA-274 100 70 90 87 73 100
PMI-3 0 20° 80 77 73 90
PM-17 0 0 0 0 0 0
803-1 0 0 0 0 0 0
HAR4 87 74 87 100 77 90
QHP-2 0 0 0 0 0 0
HA-335 100 100 100 100 90 100
Y7Q 94 100 80 100 67 94
PSC8 74 87 77 100 100 100
XA 64 100 70 84 80 90
PSS2RM 77 94 67 87 80 84
VAQ 0 0 0 0 0 0
RHA-419 0 0 0 0 0 0
Giganteus 84 97 90 100 83 80
Rasa 70571 70571 71571 71571 71571 71571

# osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardng, po porovnani s kontrolou (DM-2, data nejsou uvedena)

.....

.....
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Tabulka 7. Vysledky testi urCeni rasy izolatd zroku 2014 metodou inokulace
semenackd. Tucné jsou oznacené diferenciacni linie, které byly po vyhodnoceni

oznaceny jako nachylné.

Oznaceni a stupeil napadeni jednotlivych izolatt

diferﬁf‘:gaé“i 1418 1418 1419 1419 1420 1420

GB 90 100 67 100 90 80
RHA-265 80 100 73 90 87 80
RHA-274 90 100 80 93 87 77
PMI-3 17° 13° 13° 23° 87 80
PM-17 0 0 0 0 0 0
803-1 0 0 0 0 0 0
HAR-4 13 26 13 27 23 7
QHP-2 0 0 0 0 0 0
HA-335 0 0 0 0 0 0
Y7Q 0 0 0 0 0 0
PSC8 100 90 74 94 90 84
XA 90 87 80 97 70 67
PSS2RM 0 3 0 0 0 0
VAQ 0 0 0 0 0 0
RHA-419 0 0 0 0 0 0
Giganteus 100 93 74 100 100 97

Rasa 70060 70060 70060 70060 71060 71060

# osivo diferenciaéni linie reaguje nestandardng, po porovnani s kontrolou (DM-2, data nejsou uvedena)

.....

.....



Tabulka 8. Souhrnny piehled otestovanych izolati P. halstedii.

Oznaceni izolatu Rok sbéru Lokalita Rasa
1303 2013 Lednice 70471
1306 2013 Lednice 70471
1307 2013 MENDELU-Lednice 71461
1308 2013 Brno 71060
1309 2013 Brno 71060
1313 2013 Brno 71060
1315 2013 Olomouc—Holice 71060
1316 2013 Olomouc—Holice 71060
1317 2013 Olomouc—Holice 71060
1318 2013 Olomouc—Holice 71060
1319 2013 Olomouc—Holice 71060
1402 2014 Podivin 70571
1406 2014 Podivin 71571
1410 2014 Podivin 71571
1418 2014 Olomouc—Holice 70060
1419 2014 Olomouc—Holice 70060
1420 2014 Olomouc—Holice 71060
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5.2. Zastoupeni ras v populacich P. halstedii v Ceské republice
v letech 2009 - 2014

Zastoupeni ras v populacich P. Halstedii v Ceské republice v letech 2009 — 2014
je v Tabulce 9. Pro zachyceni celkové situace byly pouzity vysledky, které publikoval
Bartisek (2013) a to pro roky 2009 — 2012. V letech 2013 a 2014 byly rasy
identifikovany pomoci rozsifeného diferencia¢niho souboru. Z tohoto divodu je
Vv tabulce pouzit pouze kod ziskany z prvnich tiech triplett diferencia¢niho souboru.

Na lokalit¢ Olomouc—Holice byly béhem 6 let studie zaznamenany rasy 700 a
710. Zajimava je situace na lokalit¢ Podivin. Z ¢asové tady je patrné, Ze jsou zde
prakticky kazdoro¢n¢ identifikovany agresivngjsi rasy, nez tomu bylo v roce predeslém.
Lokalita Podivin mé nejvyssi variabilitu ras ze sledovanych lokalit. Na lokalit¢ Brno
byla jednou zaznamenana rasa 700 a dvakrat rasa 710. Tti rasy byly béhem 6 leté studie
zaznamenany na lokalit¢ Lednice. Na lokalit¢ MENDELU Lednice byla P. halstedii

zaznamenana pouze jednou v roce 2013 a jednalo se o rasu 714.

Tabulka 9. Zastoupeni ras v populacich P. halstedii v Ceské republice v letech 2009 —
2014 (Bartiisek, 2013).

Rok sbéru a zjisténé rasy

Lokalita 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Olomouc — Holice 700 - 700, 710 710 710 700, 710
Podivin 700 710 700, 704, 714 704 - 705, 715
Brno — 710 700 - 710 —
Lednice - - 700, 710 - 700, 704 -

MENDELU Lednice - - - - 714 —
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5.3. Rezistence P. halstedii vii¢i metalaxylu

Metodou inokulace listovych diskd (LDI), kterou byly testovany izolaty
P. halstedii na rezistenci vic¢i metalaxylu, byly zjistény nasledujici vysledky. U zadného
z testovanych izolatt z let 2013 — 2014 nebyla prokazana rezistence vuci fungicidu

metalaxyl. Vysledky jsou v Tabulce 10. a 11.

Tabulka 10. Vysledky testovani P. halstedii na rezistenci vi¢i metalaxylu.

Procento listovych diskt

napadenjch Procento klic¢icich zoosporangii

P. halstedii P. halstedi
O.Z“a,éeni Reakce na Kontrola Metalaxyl Kontrola Metalaxyl
izolatu metalaxyl
1307 Néchylny 92 0 91 91
1307 Néchylny 83 0 92 91
1315 Nachylny 92 0 95 90
1315 Néchylny 83 0 92 98
1316 Nachylny 92 0 99 97
1316 Néchylny 83 0 100 90
1317 Néachylny 100 0 96 97
1317 Néachylny 92 0 93 97
1318 Néchylny 83 0 90 96
1318 Nachylny 92 0 97 98
1319 Nachylny 100 0 100 100

1319 Néchylny 92 0 96 99



Tabulka 11. Vysledky testovani P. halstedii na rezistenci vi¢i metalaxylu.

Procento listovych diski
napadenych

Procento kli¢icich zoosporangii

P. halstedii P. halstedi
O.ma,éeni Reakce na Kontrola Metalaxyl Kontrola Metalaxyl
izolatu metalaxyl
1402 Néchylny 75 0 98 93
1402 Néchylny 83 0 92 94
1406 Néchylny 83 0 97 98
1406 Néachylny 75 0 94 91
1410 Nachylny 83 0 96 99
1410 Nachylny 83 0 97 96
1418 Nachylny 92 0 92 94
1418 Nachylny 100 0 100 95
1419 Néachylny 75 0 90 92
1419 Néchylny 83 0 93 90
1420 Néchylny 92 0 94 100
1420 Néchylny 83 0 90 94
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6. Diskuse

Béhem dvouleté studie bylo otestovano celkem 17 izolati P. halstedii
pochazejicich z Ceské republiky zlet 2013 a 2014. Pro studium vnitrodruhové
variability byla pouzita metoda inokulace semenacku (WSI), kterou popsal ve své praci
Gulya et al. (1991) a kterd je pro uréovani ras patogenu bé&Zné pouzivana jak v Ceské
republice, tak v zahranici.

Nové byl pro testovani pouzit rozsifeny diferenciacni soubor slune¢nic, popsany
Tourvieille de Labrouhe et al. (2012). Doslo tak ke zméné nomenklatury ras. Doposud
byly rasy oznaCovany trojmistnym kdédem (BartGsek, 2013). Po rozSifeni a Upravé
diferencia¢niho souboru jsou rasy nové oznacovany kddem pétimistnym. Proto bude
nutna revize vSech dosud ur¢enych izolatt. Podle Tourvieille de Labrouhe et al. (2012)
bude nutné provadét zmeény v nomenklatufe a diferenciacnim souboru kazdych 10 let,
kvuli rychle se ménici virulenci patogenu. Diky rozsiteni diferencia¢niho souboru navic
vzrostla narocnost metody WSI na prostor, rostlinny material i Cas.

Osivo pouzivané pro testovani bylo ziskdno z vlastniho piesevu z origindlniho
osiva. Puvodni diferenciacni linie byly pfemnozeny bez komplikaci. Jako problematické
se vSak ukazalo premnoZeni novych diferenciacnich linii PSS2RM a PSCS. I pies usili
pii péstovani, bylo z kazdé rostliny tohoto genotypu ziskano pouze né¢kolik desitek
pouzitelnych, zivotaschopnych semen.
do diferencia¢niho souboru piidan genotyp DM-2. Genotyp DM-2 nese stejné geny
rezistence jako genotyp PMI-3. Slouzil tak jako plnohodnotna kontrola.
Ptedpokladame, Ze nejednoznacna reakce muze mit dveé pfi¢iny. Prvni je skutecnost,
Ze 0SiV0 pouzivané pro testovani, bylo ziskano vlastnim pfesevem z osiva originalniho.
Nemutzeme tak vylouéit, Ze nedoslo ke zkiiZzeni s nékterou z ostatnich diferencia¢nich
linii. Druhou pfi¢inou mize byt sama nedokonalost vyslechténého genotypu. Kultivar
PMI-3 je totiz nahradou za nejednoznacné reagujici linii DM—-2. Vzhledem k tomu, zZe
v novém diferenciaénim souboru genotyp PMI-3 ziistal zachovan, je pravdépodobnéjsi
chyba v piesevu. Pfi hodnoceni, zda je nebo neni linie PMI-3 néchylna, byla
rozhodujici reakce kontrolni linie DM-2.

Pokud pii testovani nékteré linie reagovaly nejednoznacné, bylo z diska se
sporulaci vytvotreno inokulum a patotest byl zopakovan. Timto opatfenim jsme vyvratili

podezieni, Ze testovany izolat je smési n€kolika ras.
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Ze soucasné literatury vyplyva, Ze metoda inokulace semenacku (WSI) je pro
testovani vhodn¢jsi, nez alternativni metoda listovych diskt (LDI). Mouzeyar et al.,
(1993) totiz zjistil, ze hlavni obranna reakce rostliny proti P. halstedii probiha v jejim
hypokotylu. Ten vSak pii pouziti metody LDI chybi. Skute¢nost, Ze obé metody mohou
pfinaset rizné vysledky, potvrdil i Bartisek (2013).

| po 15 letech vyvoje metody WSI se lisi nazory védct na hranici, kdy ma byt
rostlina hodnocena jako nachylna a kdy jako rezistentni. Gulya et al. (1991) hodnoti
nachylnost rostliny podle napadeni dé€loznich listkd. Tourvieille et al. (2000) bere jako
stéZejni napadeni pravych listkd. V této praci byla pouzita stupnice hodnoceni podle
sporulace od Lebedy a Petrzelové (2010), pivodné vyvinutda pro Bremia lactucae
(plisenn salatovou). V naSich patotestech nékteré genotypy reagovaly jako slabé
rezistentni nebo slabé nachylné.

Pfes to, Zze je metodika inokulace semenackl detailné zpracovana v fadé
odbornych ¢lankt, a ze se védci snazi o jeji maximalni unifikaci, je hodnoceni a uréeni
ras P. halstedii zcasti subjektivni ¢innosti, kterou ovliviiuje zkuSenost a rutina
vyzkumnika. Kvili vyse zminénym problémim se védci snazi o vyvinuti molekularnich
metod, které by tyto komplikace vyfesili (Intelmann and Spring, 2002; Roeckel-Drevet
et al., 2003; Delmotte et al., 2008; As-sadi et al., 2011; Viranyi and Spring, 2011).
Dosud vsak nebyly nalezeny markery pro spolehlivé odliseni vnitrodruhové variability
P. halstedii (Thines et al., 2005).

Pro to, aby genetické analyzy pfindSeli kvalitni data, je nutna homogenita
genetického materialu. V piipadé P. halstedii je vyuZivana tvorba monozoosporickych
izolatli. Monozoosporicky izolat je vytvoten z jediné zoospory, ¢imz je zajisténa jeho
geneticka homogenita. Vytvoreni takového izolatu je vSak provéazeno fadou problémul
(Doudova, 2013).

K rozvoji molekularnich metod jisté ptispéje 1 publikovani sekvence genomu
P. halstedii, ktery pfipravuje némecky tym pod vedenim dr. Marco Thinese (Sedlafova,
2015, ustni sdélent).

U cCeskych izolati pochdzejicich z roku 2013 byly zjistény nasledujici vysledky.
Na lokalit¢ Lednice byla identifikovana rasa 70471. Na lokalit¢t MENDELU-Lednice
byla zjisténa rasa 71461. Na lokalit¢ Brno potom rasa 71060 a na lokalit¢ Olomouc—
Holice rasa 71060. U izolatd, které pochazely z roku 2014, byly zjistény nasledujici
rasy. Na lokalit¢ Podivin byly identifikovany rasy 70571 a 71571 a na lokalité

Olomouc—Holice potom rasy 70060 a 71060. I pies to, Zze byl rozsifeny diferenciac¢ni
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soubor pouzit pro testovani ¢eskych izolatl poprvé, je mozné tyto vysledky porovnat
s vysledky ziskanymi v minulosti. Podle Tourvieille de Labrouhe (2012) ma totiz linie
HA-304 stejné geny rezistence jako GB a linie QHP-1 stejné geny rezistence jako
QHP-2. | pfes upravu nomenklatury a zménu diferenciatniho souboru, je tak mozné
porovnavat prvni troj¢isli k0du ras uréenych novym diferenciaénim souborem s kodem
ziskanym za pomoci diferencia¢niho souboru piedchoziho, nebot’ ptivodni diferenciaéni
soubor ztistal zachovan az na linie HA-304 a QHP-1.

Na Lokalité Lednice byly v letech 2009 — 2012 identifikovany rasy 700 a 710.
Podle vysledku této prace byl pomoci rozsiteného diferenciacniho souboru potvrzen
vyskyt rasy 700. Naopak rasa 710 znovu identifikovana nebyla, ale byla zaznamenana
rasa 704, ktera je pro tuto lokalitu nova. Na lokalit¢ Olomouc—Holice byly v letech
2009 — 2012 identifikovany rasy 700 a 710. Vyskyt téchto dvou ras potvrdily i vysledky
této studie. Na lokalit¢ Brno byly letech 2009 — 2012 identifikovany rasy 700 a 710.
Nase studie potvrdila vyskyt rasy 710. Na lokalit¢ Lednice-MENDELU byla
zaznamenana rasa 714. Porovnatelna data k této lokalité nejsou k dispozici.

Zajimava je situace na lokalité Podivin. Byly zde identifikovany rasy 705 a 715.
Nebyly zde vSak nalezeny rasy identifikované v letech 2009 — 2013 a to 700, 704, 710
a 714. Vzhledem k tomu, ze testovani neprobihalo z monosporickych izolatd, je mozné,
ze se pod rasou 715 ukryva smés mén¢ virulentnich ras (Viranyi a Gulya, 1995), nebo
ze rasy virulentn&jsi vytlacuji rasy méné virulentni. V Gvahu musime vzit také fakt, ze
P. halstedii preziva v pud¢ az 10 let. Neni tak vylouceno, ze se néktera z diive
zaznamenanych ras, objevi na lokalité v pfistich letech. Bohuzel se ¢ast lokality
v Podiviné stala stavebnim pozemkem a od jara 2015 zde probih& vystavba rodinnych
domt, coz vyzkum v dalSich letech komplikuje.

Z vysledku, které mame k dispozici z minulych let (Bartusek 2013) plyne, ze
byly poprvé v Ceské republice identifikovany rasy 705 a 715 a to na lokalité Podivin.
Nové byla identifikovana rasa 704 pro lokalitu Lednice a rasa 714 pro lokalitu
MENDELU-Lednice.

V Evropé bylo doposud zaznamenano 14 ras P. halstedii. Naptiklad ve Francii
byly doposud zaznamenany rasy 100, 300, 304, 307, 314, 334, 700, 703, 704, 707, 710,
714,717 a 730 (Delmotte et al., 2012). V Mad’arsku rasy 700, 704, 710, 714, 730, 100,
330 a 770 (Gulya, 2007; Ban et al., 2014). Ve Spanélsku rasy 100, 130, 310, 330, 700,
703, 710, 730, 731 a 753 (Molinero—Ruiz et al., 2002). Nebo v Némecku rasy 100, 300,
730, 770, 770, 330, 710, 310, 330, 700, 703 a 720 Gulya (2007). Vnitrodruhova
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variabilita P. halstedii u nés je tak nizsi a ma vyskyt plisné¢ ma pouze lokalni vyznam
V porovnani s ostatnimi staty Evropy.

Testovani P. halstedii na rezistenci vué¢i fungicidu metalaxylu bylo negativni.
V Ceské republice se dosud nenasel izolat odolny viaéi této latce, coz je pozitivni
zprava. Vzhledem k situaci v Evropé mizeme vSak poditat s tim, Zze se tato situace do
budoucna zméni. Okolni staty jako Némecko (Spring et al., 2006), Francie (Albourie et
al., 1998) nebo Italie (Baldini et al., 2008) rezistenci jiz zaznamenaly. Proto je nutny
dalsi vyzkum, aby bylo mozné na pifipadné zjisténi rezistentniho izolatu vcas
zareagovat. Mofeni osiva fungicidy je totiz nejen v Ceské republice povaZzovano za
jeden z vyznamnych zpusobi boje s timto patogenem.

Na zavér je tfeba poznamenat, Ze P. halstedii je v Ceské republice pod kontrolou
diky dodrzovani karanténnich opatfeni, pouzivani fungicidi a dodrzovéani osvédcenych
zemé&d¢€lskych postupt. Kdyz uz se u néds patogen vyskytne, jde nejéastéji o rostliny
vyrostlé z vydrolu. Znalezovych dat plyne, Zze plisnovitost slunecnice neni
nejvyznamnéjs$im onemocnénim slune¢nic u nas, na vyznamu nabyva Sclerotinia

sclerotiorum a Botryotinia buckeliana.



7. Souhrn

V této diplomové préaci jsem se zabyval studiem vnitrodruhové variability
P. halstedii a jeji rezistenci vii¢i fungicidu metalaxylu v Ceské republice v letech 2013
a 2014. Osobné jsem se podilel na monitorovani a sbéru izolata P. halstedii v terénu.

V prvnim roce prace jsem premnozil nové linie rozSifené¢ho diferencia¢niho
souboru genotypu slune¢nice. Ziskané osivo jsem pouzil pro testovani. Pomoci metody
inokulace semenacku (WSI) a nového, rozsifeného diferencia¢niho souboru genotypi
slunecnic byly identifikovany rasy 70060, 70471, 70571, 71060, 71461, 71571.

Rezistence P. halstedii vii¢i metalaxylu byla testovana pomoci metody inokulace

listovych diskt (LDI). U zadného z testovanych izolatli nebyla rezistence zaznamenana.
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