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Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace bylo vypracovat literarni reSer§i o obligatnich
biotrofnich parazitech rostlin ze tfidy Peronosporomycetes, se zamétenim na Plasmopara
halstedii, pliseni sluneCnicovou a Bremia lactucae, plisen salatovou. Dale byla prace
zaméfena na metody kratkodobého a dlouhodobého uchovavani peronospor. Prakticka
Cast navazuje na bakalafskou praci, jez byla zaméfena na variabilitu virulence
Plasmopara halstedii v CR v letech 2015 az 2017. Cilem této diplomové prace bylo
pfemnozit a stanovit fenotyp virulence izolatd Plasmopara halstedii a Bremia lactucae
ze sbirky UPOC na KB PiF UP v Olomouci z let 2018 a 2019. V neposledni fadé byla
pravidelné prfemnoZzovana a testovana zivotnost izolatd pii raznych postupech
dlouhodobé kryoprezervace vybranych kmend. V ramci diskuse bylo cilem zhodnotit
vysledky, srovnat informace s dostupnymi aktualnimi daty a vyvodit pfislusné zavéry a

stanovit vhodné metody dlouhodobého uchovavani peronospor.



Uvod

Tato diplomova prace se zaméfuje na peronospory, obligatni parazity rostlin z cCel.
Peronosporaceae (fad Peronosporales, tf. Peronosporomycetes, odd. Peronosporomycota,
fiSe Stramenopiles, vyvojova vétev (SAR), které napadaji nejen rostliny bézné rostouct
v piirodg¢, ale také hospodarsky vyznamné plodiny (Thines, 2014).

Fytopatogeny hraji podstatnou roli ve struktufe, dynamice a vyvoji pfirozenych
rostlinnych spoleCenstev. Mohou zpusobit uhyn celé rostliny, zpomalit jeji rast Ci
regulovat tvorbu semen, a tim dramaticky ovlivnit strukturu a slozeni rostlinnych
populaci (Gilbert, 2002). Na druhou stranu koevoluce s patogeny piispiva k udrzeni
druhové diverzity rostlinnych spoleCenstev a ke genetické rozmanitosti populaci
hostitelskych druhti (Lebeda et al., 2008).

Vyznamnymi rostlinnymi patogeny jsou druhy z ¢eledi Peronosporaceae. Vétsina
rodd je uzce hostitelsky specificka (Thines, 2014). Na hvézdnicovitych rostlinach
(Asteraceae) se vyskytuji mj. zastupci roda Bremia a Plasmopara. Tato prace je zaméfena
na Plasmopara halstedii, ktera je vyznamnym patogenem slunecnice roCni a Bremia
lactucae, ktera napada Lactuca spp. Oba patogeny mohou zpusobit velké hospodaiské
ztraty (Spring et al., 2019).

Pro detailni studium interakci rostlin a jejich patogenu je dulezité mit dostatek
materialu a vzorka k testovani. Vyzkum probiha celoro¢né€ a neni mozné mit neustale
k dispozici Cerstvy materidl. Proto se vzorky peronospor uchovavaji nejcastéji
kryoprezervaci spolu s hostitelskym pletivem. Plasmopara halstedii a Bremia lactucae
jsou obligatni biotrofni patogeny, to znamena, Ze nemohou rast a rozmnozovat se mimo
svého hostitele a jsou na svém hostiteli zcela zavisli v celé délce zivotniho cyklu. Tim
padem je velmi obtizné tyto patogeny uchovavat tak, aby se zachovala jejich vysoka
zivotaschopnost a patogenita (Smith ez al., 2001). Dalsi problém u téchto druht je spojeny
s jejich vysokym obsahem vody v zoosporangiich. Pfi zamrazeni se intracelularni voda
meéni na led, ktery muze poskodit bunécné struktury. Proto se pfi uchovavani chrani

raznymi kryoprotektivnimi médii, ktera zabraruji tvorbé ledu (Gulya et al., 1993).



1. Klasifikace tridy Peronosporomycetes

Peronospory jsou eukaryotické organismy. Jedna se o samostatnou vyvojovou linii.
Prestoze se peronospory vzhledem podobaji houbam, fylogeneticky snimi nijak
nesouvisi. Peronospory maji chemicky odli§nou stavbou hyf (Thines, 2014). Jednim z
nejdulezitéSich rozdila, kterymi se liSi od hub je nepohlavni rozmnoZzovani.
Rozmnozovani peronospor probihd pomoci biflagelatnich zoospor, které maji na svém
povrchu dva biciky misto jednoho. Jeden z bicik(i peronospor je pokryty typickymi
chloupky, které jsou zakladnim znakem fiSe Stramenopila, do které peronospory patii
(Dick, 2001). Dalsim charakteristickym znakem této tfidy je typ oospory, kterou miazeme
zaznamenat pii pohlavnim rozmnozovani (Thines, 2014).

Rise Stramenopila zahrnuje nejen Peronosporomycota, ale i Chrysophyta, hnédé
fasy a nektera Protista (Rietman et al., 2010). SoucCasné taxonomické usporadani
peronospor je do velké miry vysledkem prace vyznamnych systematiki Sparrowa (1960,
1976) a Dicka (2001). Pfi zafazovani peronospor do systému bylo navrzeno, aby byly
vSechny peronospory piifazeny ke dvéma zastieSujicim taxonomickym skupinam. Prvni
skupina zahrnovala pfevazné saprofytni fady vodnich forem a druha skupina citala
rostlinné patogeny fadu ,,peronosporales (Rhipidiales, Pythiales a Peronosporales)
(Beakes et al., 2012).

V soucasné dobé jsou peronospory rozdéleny do tfi  podtfid,
Saprolegniomycetidae, Rhipidiomycetidae a Peronosporomycetidae (Dick, 1995).
Molekularni fylogenetické analyzy toto ¢lenéni do znacné miry potvrdily (Dick et
al.,1999). Nicmén¢ klasifikace na nizsich arovnich je diky jejich slozitosti stale nejasna
a oteviena (Thines a Spring, 2005).

Zjednodusené schéma klasifikace peronospor lze vidét na obrazku 1. Ttida
Peronosporomycetes ma tii podtfidy. Do podtfidy Saprolegniomycetidae (oznacena na
obr. 1 Sedou barvou) patfi fad Saprolegniales, coz jsou pievazné saprofitni az nekrotrofni
organismy. Do podtfidy Rhipidiomycetidae (oznaCend na obr. 1 zlutou barvou) spada rad
Rhipidiales, kam patti vodni saprofité. Treti podtiida Peronosporomycetidae (oznacena
na obr. 1 Cervenou barvou) zahrnuje vyznamné biotrofni parazity spadajici do radu jako

jsou Pythiales, Peronosporales a Albuginaceae (Voglmayr, 2008).
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a Albuginaceae b Peronosporaceae c Peronosporaceae
Peronosporaceae Sclerosporaceae Sclerosporaceae
Pythium

y Pythium Phytophthora

Phytophthora

Phytophthora Pythium
Saprolegniales

Rhipidiomycetidae Albuginaceae
Leptomitales
Sclerosporaceae Albuginaceae Rhipidiomycetidae
Rhipidiomycetidae Saprolegniomycetidae Saprolegniomycetidae

Obrazek 1: Klasifikaéni hypotézy v ramci tfidy Peronosporomycetes: a) klasifikace dle
morfologie (Dick, 2001); b) klasifikace dle cox2 sekven&nich dat (Hudspeth et. al., 2003); c)
klasifikace dle LSU rDNA sekvencnich dat (Riethmiiller et. al., 2002). Pfevzato z Voglmayr, 2008.

1.1. Klasifikace radu Peronosporales

Ukazalo se, ze taxony Peronosporales jsou polyfyletické nebo parafyletické (Voglmayr,
2008). Problém s klasifikaci u Peronosporales nastava pii konkrétnim vymezovanim
druht. I pfesto, ze vétsina z nich jsou obligatni parazité a Casto maji konkrétniho hostitele,
Casto predstavuji geneticky odlisné druhy. Specificnost hostitele neni vzdy paralelni s
morfologickou odlisnosti. Proto je pii klasifikaci dilezité uvést, podle jakych kritérii je
druh klasifikovan (Voglmayr, 2008).

Plvodni rozdéleni Peronosporales je zalozené hlavné na morfologii konidiofort
nebo sporangioforti. Hodnoti se dichotomické ¢i monopodialni vétveni sporangiofort,
tvar terminalni vétve a pfitomnost sporangii. Interpretace t€chto morfologickych znaka
neni vzdy jednoznacna a zavisi do zna¢né miry na pohledu a nazoru pozorovatele (Thines,
2007). V soucasné dobé se klasifikuje spiSe na zakladé genetickych podobnosti. S
postupnym molekularnim pfezkoumanim se ukazalo, ze soucasna geneticka klasifikace

je pomérné odli$na od té pavodni morfologické klasifikace (Voglmayr, 2008).

1.1.1. Klasifikace celedi Peronosporaceae

Pravé plisn¢é (downy mildew) jsou nejbohatsi rod celedi Peronosporaceae. Zahrnuje vice
nez 700 znamych druht plisni. VSechny patfi mezi fytopatogeny, ktefi se navzajem lisi
svou morfologii haustorii, kterymi pronikaji do hostitele (Lebeda er al, 2008).
Pravdépodobné se jedna o monofyleticky rod, ktery se déli na tfi hlavni monofylické
skupiny (Goker et al. 2007). Tyto tfi hlavni skupiny obsahuji vylucné patogeny
dvoudéloznych rostlin (Thines, 2014).
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Prvni skupinu tvoti patogeny DMCC, které se §ifi pomoci konidii. Zahrnuji
rody Peronospora a Pseudoperonospora. Druhou skupinou jsou patogeny BDM, které se
1i§i svymi kulovitymi hastorii. Jsou to naptiklad rody Hyaloperonospora a Perofascia
(Goker et al., 2004). Posledni skupinou jsou mikromycety (DMPH), které maji sva
haustoria spiSe elipsovitého tvaru. Do této skupiny se fadi velky pocet rodu jako jsou
Basidiophora, Bremia, Paraperonospora, Plasmopara, Plasmoverna a Protobremia
(Voglmayr et al. 2004).

Konkrétni urCovani druht je pak zaloZzeno na morfologii a typu vétveni
sporagiofori nebo konidioforti. Napiiklad u mikromycet jsou velmi variabilni. Mohou
byt bud’ nerozvétvené (Basidiophora), viceméné monopodialné rozvétvené (Plasmopara)
nebo dichotomicky rozvétvené (Paraperonospora, Bremia). Je tfeba poznamenat, Ze
interpretace morfologie konidioforti a sporangiofort je nékdy nejednoznacna a obtizné
rozpoznatelnd, coz vedle k odliSnym hypotézam o fylogenetickych vztazich mezi druhy

(Voglmayr et al., 2004).

1.2. Hostitelsky okruh riadu Peronosporales

Jak uvadi Thines ve své studii z roku 2014, patogeny v peronosporalni linii jsou prevazné
obligatné biotrofni parazité krytosemennych rostlin. Uvnitf saprolegnialni linie maji
parazité tendenci spiSe k hemibiotrofii. Hostitelsky okruh krytosemennych rostlin se déli
na jednodé€lozné a dvoudélozné hostitele. Vétsina rostlinnych patogent napada hlavné
dvoudélozné druhy rostlin. Ovsem existuje par znamych druht patogend, ktefi parazituji
1 na jednodé€loznych rostlinach. Jednim z nich je Albugo macalpineana, kterd napada
Pterostylis z Celedi vstavacovitych (Orchidaceae). Jedna se o jediny druh z Celedi
Albuginaceae, neboli bilé rzi, ktery parazituje na jednodéloznych rostlinach. Také u
pravych plisni (downy mildew) je znamo par druhti parazitujicich na jednodéloznych
rostlinach, hlavné na Celedi lipnicovitych (Poaceae).

Z toho vyplyva, ze drtiva vét§ina pravych plisni a bilych rzi jsou parazité prevazné
dvoudéloznych rostlin s obCasnou odchylkou od hostitelského spektra. NejcastéjSimi
hostiteli pro pravé plisné jsou druhy z Celedi Asteraceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae
a Fabaceae. Zejména v Asteraceae a Brassicaceae existuje ne€kolik druhd, které mohou
byt hostitelem jak pro pravé plisné (downy mildew), tak pro bilé rzi (Thines, 2014).

Predpoklada se, ze rostliny a jejich patogeny podléhaji dlouhodobému ptisobeni

koevoluce, zejména pokud se jednd o obligatni biotrofini patogeny. Protoze se tyto
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fytopatogeny nedokazi rozmnozovat bez pfitomnosti svého hostitele, jsou s nim uzce
spjaty (Thines, 2014). V liniich peronospor je ziejmé, ze béhem vyvoje pravych plisni
doslo k né&kolika hostitelskym zménam. Coz jsou udalosti, diky kterym doslo
ke kolonizaci novych hostitelskych spekter (Goker et al., 2004).

I'kdyz se zda byt dosti pravdépodobné, ze zmény v hostitelich jsou hlavni pti¢inou
diverzity peronospor, stale neni jasné, co tyto zmény spustilo. Velikost hostitelské
variability klesa se zvysujici se genetickou odlignosti hostitelt. Cim vétsi je variabilita
hostiteli, tim je napadeni pro patogen obtizn€jsi. Pokud diive neexistovaly zadné
predchozi epizody koevoluce mezi hostitelem a patogenem, vznika tak vétsi problém pro
vyvoj specifickych obranny mechanisma patogena. Naopak pfii koevoluci s hostitelem,
ktery ma podobnou fyziologii a podobny primarni metabolismus je vyvoj parazita
jednodussi. Diky jejich vzajemné podobnosti mize parazit vyuzivat obdobné manipulacni

strategie (Thines, 2014).

1.3. Fylogeneticky vyvoj tridy Peronosporomycetes

Je pozoruhodné, ze nejbéznéj§imi druhy peronospor jsou obligatné biotrofni patogeny
(Spring et al., 2019). Podle studii byl pivodnim druhem saprofyt. Myslenka, Ze by
pavodni druh peronospor byl holokarpicky parazit (Beakes et al., 2012) se z evolu¢niho
hlediska zda byt velmi nepravdépodobna. Neptedpoklada se, ze by se obligatni biotrof
mohl preménit zpét na konkurencniho saprofyta. U biotrofi dochazi ke ztraté neékterych
metabolickych cest a enzymu, které jsou u saprofyt potfebné pro jejich rust. Opétovné
ziskani téchto metabolickych cest se zda byt vysoce nepravdépodobné, ne-li nemozné.
Stejné tak jako navrat parazitickych rostlin k fotosyntéze, které tuto schopnost ztratily.
Biotrofni peronospory se tedy vyvinuly pravdépodobné proto, aby unikly konkurenci s
jinymi organismy nebo se saprotrofytnimi holokarpickymi druhy (Thines, 2014).
Parazitismus na angiospermech se u peronospor vyvijel nezavisle na druzich (Spring et

al., 2019).

1.4. Zivotni strategie tiidy Peronosporomycetes

Zivotni strategie rostlinnych patogenti zahrnuji rozné stupné od biotrofie az po
nekrotrofii. Pro biotrofickou interakci mezi patogenem a rostlinou je nutné, aby byla

rostlina zachovana a nebyla patogenem zcela usmrcena, aby tak mohlo dojit k dokoncenti
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zivotniho cyklu. Obligatné biotrofni peronospory jako jsou Peronosporaceae (downy
mildew) a Albuginaceae (bilé rzi) maji obvykle tizké spektrum hostitelti (Rietman ez al.,
2010). V obou téchto celedich vedla adaptace na biotrofii k redukci nékterych
metabolickych drah, a proto je patogen zcela zavisly na zivych rostlinnych buikéach
(Thines, 2014).

Druhy rodu Phytophora vétSinou zalinaji zivotni cyklus jako biotrofové, ale
v pozdé&jsich stadiich zivotniho cyklu pfechazeji na nekrotrofni strategii. Na rozdil od
obligatnich biotrofu se tyto patogeny mohou kultivovat na umélych médiich (Rietman et
al., 2010). Druhy rodu Pythium jsou témét vzdy nekrotrofni. Zastupci jsou prevazné
pudni patogeny, ktefi se §ifi kofenovym systémem, coz ma za nasledek zpomaleni rtstu
semenackd (Rietman er al., 2010). Nekrotrofni druhy jsou schopné zamorit Siroké
spektrum taxonomicky odliSnych hostiteli. Naproti tomu biotrofni peronospory casto
napadaji velmi uzké hostitelské spektrum v rodu nebo dokonce jen druhu (Spring et al.,

2019).

1.5. Prirodni stanovisté rostlinnych patogenu tridy

Peronosporomycetes

Peronospory se diky svym rliznym zivotnim strategiim pfizpisobily témeér vsem
ptirodnim stanovistim. Kolonizovaly téméf vSechny ekosystémy. Lze je nalézt
v arktickych oblastech, v tropickych mangrovech, v polosuchych oblastech az poustich.
Setkdvame se snimi také u nas v oblasti mirného pasu. Peronospory maji tedy
Vétsina peronospor je terestricka, ale 1ze je nalézt i ve vodnim prostiedi, odkud pochazi

ptvodni druhy (Dick, 2001).

1.6. Prubéh infekce patogenu z tiidy Peronosporomycetes

Primarni infekce rostlin ¢asto probiha pies pidu do kofenového systému rostliny. Infekce
muze zaCit bud vytvofenim pohlavni diploidni oospory nebo castéji z nepohlavni
diploidni spory (nebo konidie), pro kterou je typické Sifeni pomoci vétru. Pro pocatek
infekce je nutné vlhké prostredi, aby mohlo dojit ke kliceni spor, které se u riznych rodu
li§i. Napftiklad u rodu Peronospora se vyvinulo kliceni sporangia pfimé, coz je ¢ini méné

zavislymi na vodé a vzdusné vlhkosti. U rodu Phytophora se vyvinulo fakultativni
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prepinani mezi pfimym a nepifimym klicenim. Podobny mechanismus se nachazi také u
Bremia lactucae (Spring et al., 2019).

Penetrace neboli prinik do hostitelské rostliny je stejné rozmanity jako kliceni.
Spring et al. (2019) uvadi, ze peronospory mohou pronikat do pletiva rostliny bud’ pfimo
ptes rhizodermalni buriky nebo ptes stfedni lamelu bunék (napt. Pythium). Dalsi druhy
pronikaji do rostliny ptes listy (napt. Plasmopara halstedii).

Pro dalsi rast se u peronospor vyvinuly rizné zivotni strategie. U nekrotrofie
(naptiklad u rodu Pythium) jsou pfimo napadany hostitelské butiky a tim dochazi k thynu
celé rostliny. U biotrofi (Peronosporaceae, Albuginales) se vytvaii specializované
bunécné struktury (haustoria), které pronikaji buiikami hostitele a slouzi k ziskavani zivin
zrostliny a zaroven potlacuji obranu hostitelské rostliny. Takto zistavaji postizené
rostlinné buriky nazivu a jejich metabolismus nepfetrzit€¢ vyzivuje patogen. Biotrofni
peronospory tvoii velmi odolné pohlavni oospory, které se ukladaji v ptdé a tim patogenu

umoziuji prezit neptiznivé vegetacni obdobi (Spring et al., 2019).

1.7. Rezistence rostlin vici fytopatogeniim

V piirodé jsou rostliny obecné odolné vuci vétSiné patogenim diky své vrozené
schopnosti rozpoznat patogenni molekuly a zahgjit vysoce vyvinuté obranné reakce (Tor,
2008).

Rostliny reaguji na infekci vrozenou imunitni obranou. V membrané rostlinnych
bunek jsou receptory, které dokazi detekovat velké mnozstvi patogend. Pomoci
molekularniho vzorce (PAMP) rozpoznavaji patogen a zahajuji obranné reakce, které je
chrani pfed Sifenim rostlinného patogenu. Tato imunita vyvolana PAMP je prvni
indukovatelna obranna rostliny proti patogenim (Gururani et al., 2012).

Gururani et al. (2012) popisuje druhou obranu rostliny, kterou tvoii geny
rezistence (R). Tyto geny maji schopnost detekovat patogen a usnadiiuji obranu proti
patogenu (viz obr. 2). Tato reakce pomaha hostitelské rostliné vyhnout se dalsi infekci.
Rezistence vyvolana R geny k riznym patogenim je obvykle rasové specificka a je
ucinna pouze proti patogentim, ktefi exprimuji ptibuzny efektorovy protein (Avr protein).

Tato rezistence je Casto spojena s hypersenzitivni reakci (HR), ktera vyvolava
bunécnou smrt napadlych bunék a v nékterych pripadech 1 smrt nékolika okolnich bunék,

jak je patrné na obr. 2 (Rietman et al., 2010). U velmi odolnych rostlin hraje HR hlavni
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obranou funkci. Nacasovani a rozsah HR se li$i v zavislosti na interagujicim patogenu a

rostlinném genotypu (Kamoun et al., 1999).

- DOV — 7 il —

‘” R-gen \¥‘§‘ . '
AN R- protein p

" Q » REZISTENCE
Rostlina l

PSS R-Avr proteinova interakce

Avr- protein

Patogen

Obrazek 2: Geneticka podstata rezistence rostliny doprovazena hypersenzitivni reakci. Pfevzato
z Gururani et al., 2012

I ptesto, ze biotrofni patogeny nezabijeji svého hostitele upln€, muze byt jejich
ekonomicky dopad v zemédélstvi zniCujici (Spring et al., 2019). Rostlinné patogeny
nejenze snizuji vynosnost urody, ale také snizuji kvalitu plodin a uvoliiu;ji toxické latky,
které mohou ovliviiovat lidské zdravi (Gururani et al., 2012). Proto se na plodiny aplikuji
razné fungicidy, coz je dals§i mozny zpiisob ochrany rostlin. Jedna se o tzv. integrovanou
ochranu. Pravidelna aplikace vSak Casto u patogenu vede k rychlému rozvoji rezistence
vuci fungicidim (Spring et al., 2019). Proto se v dnesni dobé ochrana kombinuje také se

Slechténim a vyuzivanim genu rezistence (Gururani et al., 2012).
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2. Biologie Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii (Farl.) Berlese et de Toni je obligatni biotrofni patogen s velmi
uzkou hostitelskou specifikaci (Spring et al., 2018). Napada rod Helianthus a zptasobuje
plisent slunec¢nicovou, kterd negativné ovliviiuje hlavné produkci slunecnice rocni
(Helianthus annus). Patogen je rozsifen témer po celém svété, hlavné v zemich s vysokou
zemédelskou produkci slunecnice (Gulya, 2007). Vyjimku tvofi Novy Zéland a Australie,
kde byl rod Plasmopara pozorovan také na rostlinach z Celedi Asteraceae, které ale
neslouzi k zemédélskému vyuziti (Trojanova et al., 2018).

Slunec¢nice napadené timto patogenem se vyznacuji nizkou vynosnosti a zptsobuji
v zemé&dé€lstvi obrovské ekonomické ztraty. P. halstedii muze také svymi oosporami
kontaminovat pudu a tim znemoziuje vyuzivani zemédélské pudy az po dobu nékolika
let. Plisefi slune¢nicova je na seznamu karanténnich chorob od roku 1992. V Ceské
republice byl patogen zapsan na tento seznam o deset let pozdéji (Sedlatrova et al., 2016).
V dnesni dobé se globalni ztraty v produkci slune¢nice odhaduji pouze na 3,5 % komercni

produkce, a to diky zavedenym kontrolnim opattenim (Gascuel et al., 2015).

2.1. Hostitelsky okruh Plasmopara halstedii

Vsechny pravé plisné jsou obligatné biotrofni parazité, ktefi pro svij zivotni cyklus
potiebuji zivé hostitele. VEtSina z nich, vCetné P. halstedii, zatim jeSté nebyla uspésné
kultivovana v podminkéch in vitro (Gascuel et al., 2015). Rod Plasmopara poskozuje
razné rostlinné druhy. P. viticola napada vinnou révu, P. umbelliferarum napada
Umbelliferae, P. geranii a P. pusilla poskozuje pelargonie (Constantinescu et al., 2005).

Drive se v literatufe uvadeélo, ze patogen ovliviyje Siroké spektrum druhi Celedi
Asteraceae. Novéjsi fylogenetika fadi P. halstedii do nékolika charakteristickych taxona
s velmi uzkou hostitelskou nikou (Spring ef al., 2018). Nejbézné€jsim hostitelem pro P.
halstedii jsou rizné druhy rodu Helianthus, napt. H. argophyllus, H. debilis, H. petiolaris
a hospodarsky vyznamna H. annuus (Gascuel et al., 2015). Pliseni P. halstedii mize
ovSem napadat i okrasné druhy z Celedi Asteraceae. Mezi nove objevené hostitele patii
druh Coreopsis grandifora. Jedna se o oblibenou okrasnou rostlinu z ¢eledi Asteraceae.
C. grandifora je hojné rozsifena ve stfedni a vychodni ¢asti Severni Ameriky. V Cervnu
2018 byly na téchto rostlinach poprvé zaznamenané viditelné piiznaky plisné

slunecnicové. (Salgado-Salazar et al., 2019). Dal§im nové objevenym hostitelem je druh
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okrasné rostliny Ageratum houstonianum. Patii také do Celedi Asteraceae a je ptivodnim
druhem ze Stredni a Jizni Ameriky. B&zné se péstuje jako specialni okrasna rostlina, a to

hlavné na Floridé (Pisani et al., 2019).

2.2. Taxonomie druhu Plasmopara halstedii

Prvni, kdo patogen popsal, byl Farlow v roce 1883. Na zéklad¢ pozorovani pojmenoval
patogen Peronospora halstedii. O ti1 roky pozdé&ji Schroter oddélil rod Plasmopara od r.
Peronospora na zakladé odlisného kli¢eni zoospor. Berlese et de Toni roku 1888 zaradili
taxon do uplné€ nového rodu pod nazvem Plasmopara halstedii (Farlow) Berlese et de
Toni. Externim pozorovanim nebyly symptomy patogenu objeveny na hostitelskych
rostlinach jinych nez H. annuus a par dalsi druha rodu Helianthus. Diky této hostitelské
specifikaci se Novotelnova rozhodla tento druh pfejmenovat. Zachovala Farlowovo
rodové jméno Plasmopara a pojmenovala patogen jako Plasmopara helianthi Novot. Jeji
druhové pojmenovani vSak nikdy neziskalo pfijeti Siroké védecké vefejnosti, a tak je
plisent sluneCnicova stale pro vétSinu znama pod nazvem Plasmopara halstedii (Viranyi
a Spring, 2011).

Plasmopara halstedii spada do tiSe Stramenopila (Gascuel et al., 2015). Niz§i
taxonomické jednotky se po dlouhou dobu neustale ménily, az molekularni a geneticky
vyvoj] zasadné ovlivnil fylogenezi peronospor a upfesnil klasifikaci na vSech
taxonomickych trovnich (Viranyi a Spring, 2011). Nyni vime, ze Plasmopara halstedii
patii do fadu Peronosporales, ktery se také nazyva pravé plisné. Je to nejvéetsi tad
rostlinnych patogenu tfidy Peronosporomycetes (Michelmore a Wong, 2008). Existuje
nékolik stovek druhti pravych plisni, které jsou rozdéleny do Ctrnacti rodu. Pro snadnéjsi
klasifikaci byly tyto rody rozdeleny do Etyt morfologicko-ekologickych podskupin. Ve
druhé podskupin€ jsou zahrnuty rody Basidiophora, Bremia, Paraperonospora,

Protobremia a také praveé rod Plasmopara (Goker et al., 2007).

2.3. Patogenni variabilita Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii se podle mezinarodniho systému nomenklatury Cleni na rizné rasy
neboli patotypy. Proto Gulya v roce 1995 navrhl trojmistny kodovaci systém, diky
kterému doslo ke sjednoceni a zlepSeni nomenklatury. Systém je zalozeny na virulenci

diferenciacnich souborti inbrednich linii slunecnice (Gulya et al., 1998). Postupné byly
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populace Plasmopara halstedii dikladné testovany a zafazeny do ras. V prabéhu let byly
Obecné vzorce rezistence a Cislovani zastalo viceméné stejné (Tourvieille de Labrouhe
et al., 2000).

V roce 2012 doslo k rozsiteni tfimistného systému na novy pétimistny kddovact
systém (Tourvieille de Labrouhe ez al., 2012). Tim doslo k lep§imu rozliSeni konkrétnich
ras. Tento systém je viak doposud aplikovany pouze ve Francii a Ceské republice
(Trojanova et al., 2018). Divodem muze byt mnohem pracnéj$i a naro¢néjsi testovani a
také nakladné poskytovani dostate¢ného mnozstvi osiva a v§ech 15 diferenciacnich linek

pozadovanych pro testovani (Gascuel er al., 2015).

2.4. Zivotni cyklus Plasmopara halstedii

U peronospor jsou zaznamenany dva typy pohlavni reprodukce. Prvnim typem je
homotalizmus, ve kterém jsou pohlavni buiky (oogonia a antheridia) produkovany
stejnym organismem. Druhym typem pohlavni reprodukce je heterotalizmus, ve kterém
jsou pohlavni bunky produkovany dvéma raznymi organismy. Plasmopara halstedii je
diploidni, homotalicky druh. Dokaze se rozmnozovat pohlavné i nepohlavné (Spring,
2000). Morfologie patogenu a jeho zivotni cyklus byl poprvé popsan Nishimurou v roce
1922 a pozdé&ji podrobnéji Novotelnovou v roce 1966. Vyznam pohlavni reprodukce
v zivotnim cyklu P. halstedii byl dlouhou dobu podcefiovan. Pozdéji se zjistilo, ze
oospory hraji klicovou roli pfi Sifeni patogenu i na vétsi vzdalenosti. Napadaji semena,
ktera se diky globalnimu obchodu s osivem a zeméd¢lstvi Sifi do celého svéta. Zarovei
oospory umoziuji patogenu piezimovat v pudé a preckat nepfizniva obdobi i po dobu
deseti let (Spring a Zipper, 2000).

Zivotni cyklus P. halstedii zaGina na jate, kdy dochazi ke kli¢eni pohlavnich
oospor. U peronospor existuji dva zpasoby kliceni spor, nepiimé kli¢eni a pfimé kliceni.
Rod Plasmopara vyuziva hlavné nepiimé kliceni oospor. Ackoli se muze P. halstedii §itit
vétrem, vodou i pres kontaminovana semena, jedna se vétSinou o pudni patogen (Ioos et
al., 2007). Pti kontaktu oospory s kofenem slune¢nice dochazi k encystaci a k samotné
infekci. P. halstedii obsahuje proteiny, které umoznuji prinik patogenu pres hostitelské
pletivo (Spring et al., 2018). Do kofenového pletiva vstupuji tfemi riznymi zpusoby.
VétsSinou vytvari hyfy. Dale muze patogen proniknout do rostliny pii mechanickém

poskozeni nebo muiize napadnout rostlinu pfimym pranikem bez hyf do epiderméalnich
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bunék rostliny. Pomoci hyf vytvoii v epidermélnich burikach kotene infekéni vezikuly,
které pak spoustéji systémovou infekci. Ta vyvola primarni pfiznaky nemoci (Spring,
2000). Infikované rostliny maji tendenci byt nedostate¢né vyvinuté, zakrslé,
s chlorotickymi skvrnami na listech a pokryté bilou sporulaci (Joci¢ et al., 2012).

V 1éte, za vlhkych podminek, se zacnou vytvaret nepohlavni zoosporangia (viz
obr. 3). Zoosporangium Plasmopara halstedii muze uvolnit az dvacet pohyblivych
zoospor. Kazda zoospora ma dva biciky, které ji slouzi k pohybu. Zoospory tak v rostliné
vyvolavaji sekundari infekci a patogen se muize §ifit v prostoru (Spring, 2009). Diky
kutikule na povrchu listi slunecnice neni dosud jasné, jak P. halstedii napada jejich

pletiva (Gascuel et al., 2015).

Obrazek 3: Sprorangiofory Plasmopara halstedii se zoosporangii. Pievzato z OEPP/EPPO, 2008

2.5. Priznaky infekce Plasmopara halstedii

Pfiznaky primarni a sekundarni infekce jsou hlavni pfi¢innou ekonomickych ztrat v
péstovani slunecnice. Infekce zpasobuje celou fadu pfiznakt, které maji vliv na
vynosnost slunecnice. Podle toho, ve které rustové fazi slunecnice dojde k infekci, se
zacnou objevovat charakteristické symptomy. Mezi ptiznaky plisné sluneCnicové patii:
uhyn mladych semenacku, zakrslost rostlin, bila sporulace na listech a tvorba neplodnych
jedincu. P. halstedii zpusobuje dva typy infekce.

Primarni infekce je zpusobena pohlavnimi oosporami, které se do rostliny
dostavaji pres kofenovy systém sluneCnice. Vede bud k uhynu mladych semenacka,

k poruse rustu rostliny ¢i ke zloutnuti jejich listd, jak je patrné na obr. 4 (Gascuel et al.,
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2015). Pricina zakrslosti slunecnic neni zatim zcela znama. Muze to byt zpusobeno

hormonalni zménou nebo poruchou piijmu zivin.

Obrazek 4: Symptomy plisné slunenicové: a) zakrslost rostliny; b) chlorotické skvrny na listech.
Prevzato ze Sedlarova et al., 2013

Sekundarni infekce zptisobena nepohlavnimi zoosporami se projevuje hlavé na
listech rostliny. Za vhodnych podminek zacne vytvaret viditelnou bilou sporulaci na
spodni strané listu sluneCnice a na svrchni strané listu zptisobuje chlorotické skvrny (viz
obr. 5). Sekundarni infekce je zodpovédna za napadeni sousednich rostlin a Sifeni
patogenu. Ptiznaky vyvolané sekundarni infekci jsou ¢asto méné zadvazné nez ty, jez jsou
vyvolané primarni infekci (Gulya et al., 1998).

Rozsah poskozeni, které patogen zpuisobuje, je ovlivnén nékolika faktory. Prvnim
faktorem jsou podminky prostiedi, zejména vlhkost vzduchu a teplota (Wehtje a Zimmer,
1978). Druhym faktorem je potencial patogenu a zivotaschopnost jeho zoosporangia
(Tourvieille de Labrouhe et al., 2000). Poslednim faktorem je pak genetickd odolnost

nebo nachylnost rostliny (Joci¢ et al., 2012).
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Obrazek 5: Symptomy plisné slunecnicové: a) chlorotickd skvrna na svrchni strané listu
slune€nice; b) sporulace na spodni strané listu. Pfevzato ze Sedlafova et al., 2013

2.6. Ochrana rostlin vaci Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii je velmi odolny patogen. Uginn4 ochrana pied plisni slunenicovou
vyzaduje v prvni fadé spravné pochopeni zakladni biologie patogenu, molekularni
mechanismus infekce, jeho vyvoj a reprodukci. Opatreni pro potlaceni infekce je spousta
(Joci¢ et al., 2012).

Jednim z nich jsou agrotechnicka opatfeni, ktera zabrariuji Sifeni patogenu. Jedna
se pfedevsim o pouzivani zdravého osiva oSetfeného fungicidy a spravné stfidani plodin.
Musi se dodrzovat interval 4-5 let mezi opétovnym vysevem sluneCnice na stejné
zemédélské pude. Pii nedodrzeni intervalu hrozi, ze puda bude zamofena patogenem a
nasledujici sklizefi bude vysoce ztratova. Dnes je na trhu k dispozici Siroka Skala
komerc¢nich fungicidu. Nejcast€ji se pouzivaji derivaty metalaxylu. Pouzivani fungicida
ma i své negativni stranky spojené se vznikem novych ras odolnych proti fungicidim
(Viranyi a Spring, 2011). Dal§im negativnim faktorem je vliv na zivotni prostfedi. Déle
se bere v uvahu také ekonomicky dopad na proveditelnost opatieni (Joci¢ et al., 2012).

Mezinarodni problematikou je Sifeni patogenu pii nakupu osiva z riznych zemi.
Musi se dodrzovat prisné karanténni predpisy pro obchod s osivem, ale je témer nemozné
dokonale oSetfit semena v tak velkych Sarzich (Spring ez al., 2018). Proto se jako primarni
ochrana semen pfed infekci pouzivaji fungicidy. Bohuzel stejné jako mnoho dalsi
patogennich druht peronospor si i P. halstedii rychle vyvijeji odolné genotypy na
pouzivané fungicidy (Joci¢ et al., 2012).

Biokontrolnimi organismy jsou entomopatogenni houby (EF), coz jsou druhy hub,
které napadaji hmyz. Entomopatogenni houby mohou branit rostlinu pfed plisnémi, ale
také podporuji rastu a vyzivu rostlin. Nedavno se zjistilo, ze druhy B. bassiana a M.

brunneum inhibuji pudni patogenni houby a také snizuji vadnuti slune¢nic. Navzdory
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predchozim studiim mohou EF zpusobovat i fadu nezadoucich ucinkd. Ty by mohly byt
zpusobeny pifimou konkurenci o ziviny mezi rostlinou a houbou. Dale pouziti EF muze
na rostlinu pusobit jako stresovy faktor, ¢imz je ohrozZena vynosnost plodiny. Kolonizace
1 endofytické chovani je do znacné miry zavislé na inokula¢nim postupu, hostitelské
rostliné a druhu patogenu (Miranda-Fuentes et al., 2021).

Dal§im moznosti ochrany rostliny jsou geny rezistence oznacované jako P[ geny.
Dnesni genotypy slunecnic nesou jeden nebo i vice dominantnich genil rezistence.
Doposud bylo identifikovano dvacet dva genu rezistence (PlI; PI2; PI5-PIS; Pl13-Pl16;
PI21; PIArg). Geny jsou vétSinou odebrany z planych druhd (Spring et al., 2018).
Napriklad gen PI6 byl objeven u druhu H. annuus (Miller a Gulya, 1991), PI7 v H.
praecox (Miller a Gulya, 1991) a PI§8 a PIArg v H. argophyllus (Miller a Gulya, 1991).
Tyto geny maji dva mozné fenotypové projevy. Prvni typ je uplnd rezistence a
nepfitomnost patogennich symptomua. Druhym typem je neuplna rezistence s projevem
symptomu ve slabé mife, a to pouze ve spodni Casti rostliny. Pfiznaky se nikdy neprojevi
na pravych listech slunecnice. Fenotypovy projev zavisi na konkrétnich P/ genech
(Gascuel et al., 2015). Stejné tak, jak se vyviji nové geny rezistence, tak se vyviji i nové
rasy. Béhem poslednich dvaceti let se objevily nové rasy P. hastedii, které piekonaly
témer vSechny rezistentni Pl geny (Tourvieille de Labrouhe et al., 2000). Pouze gen PIArg
je stale funk¢ni a rezistentni vici cca. 40 riznym rasam P. halstedii (Viranyi et al. 2015).
Protoze jsou Pl geny specifické pro jednotlivé rasy, existuje velka pravdépodobnost, ze
budou vznikat nové rasy plisné sluneCnicové, které budou rezistentni vici Pl genum.
Prestoze monogenni rezistence neni trvala, introgrese gent Pl je stale nejucinngjsi
metodou proti infekci (Jocic et al., 2012). Inbredni linie RHA 340 je nejcastéji pouzivana
linie ke slechténi novych odolnych hybrida. Ukryva Pl gen odvozeny z H. argophyllus
poskytujici odolnost vi¢i vSem dosud popsanym patotypum P. halstedii v Evropé
(Martin-Sanz et al., 2019).

Genetickou rezistenci lze rozdélit do dvou kategorii. Prvni je kvalitativni neboli
monogenni rezistence. Slunecnice a pliseri maji typicky ,,vztah mezi geny* — pro kazdy
gen virulence pritomny v patogenu existuje odpovidajici gen rezistence v hostitelské
rostlin€. Pokud ma rostlina ucinny gen rezistence, ktery bude pasobit proti genu virulence
v patogenu, infekce bude zastavena v blizkosti penetrace. To je zpusobeno
hypersenzitivni reakci (HR), ktera se projevuje jako rozsahla bunécna smrt v pletivu
infikovanych bun€k. V rostlin€ se v pletivu vyskytuje fada propojenych procesu, které

aktivuji jejich kaskadu, tim se zrychli dychani, zvySuje se produkce oxidu dusnatého
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(NO) a reaktivniho kysliku (ROS). To vede k oxidacnimu vybuchu. Vysledkem je
neutralizace patogennich bunék (Joci€ et al., 2012).

Druhym typem geneticky podménéné rezistence je polni rezistence fizena geny
vedlejsiho ucinku. Obvykle neni specificka pro rasu a odhaduje se, ze je polygenni. Zda
se, ze CasteCna rezistence nema tak silny selek¢ni Gi¢inek na populaci patogenu jako
monogenni rezistence. Kombinaci castecné rezistence se specifickou rezistenci lze
dosahnout trvalé odolnosti rostliny (Joci¢ et al., 2012).

Indukovana rezistence, ¢asto nazyvana systémova nebo ziskana rezistence jsou
specifické chemické slouceniny, které spousti obranné mechanismy rostlin. Tato metoda
je efektivni pfi obrané rostliny jiz béhem infekce, bez pouziti genetické rezistence. Aby
se prodlouzila schopnost rezistence u rostliny, je tfeba uplatnit nékolik kontrolnich
opatfeni soucasné (Joci¢ et al., 2012).

Virus Plasmopara halstedii (PhV) je jeden z mala vird u peronospor. PhV byl
objeven na svém hostiteli, izolatu P. halstedii, v roce 1990 (Gulya et al., 1990). Virus
infikuje svého hostitele velmi snadno a rychle se mnozi (Grasse a Spring, 2015). Z pokusu
Grasse z roku 2013 vypliva, ze virus PhV dokaze snizit uCinky plisné P. halstedii na jejich
hostitelich. Potlaceni infekCnosti miize mit praktické vyuziti v ochran€ praveé slunecnic.
Vyskyt PhV nesouvisi pfimo s konkrétni rasou P. halstedii. Dokéaze celkové snizit infekci

P. halstedii a podpofit rezistenci slunecnice.

2.7. Rozsireni Plasmopara halstedii ve svété

Prvni zminka o existenci P. halstedii pochazi ze Severni Ameriky na poc¢atku 20. stoleti.
O padesat let pozdé&ji se plisent slunecnicova, diky zvysenému mezinarodnimu obchodu
s osivem na trhu se zemédélskymi plodinami, rozsifila az do zapadni Evropy a Ruska.
(Viranyi et al., 2015). V roce 1960 byly na svété zaznamenany pouze dvé rasy P.
halstedii, tzv. Evropska rasa 1 (oznacovana Cislem 100) a rasa 2 (¢islo 300) z Ameriky z
udoli Red River (Zimmer, 1974).

O dvacet let pozdéji se opet v Severni Americe objevila nova rasa, kterou popsal
Carson a oznacil ji jako rasa 3 (Cislo 700). Pozdé&ji Gulya et al. (1991a) identifikoval v
Minnesoté rasu 4 (¢.730). V 90. letech determinoval nové patotypy se slozitejsi virulenci,
jako byly rasy 6 a 7 (€. 310 a ¢. 330).

Od roku 1992 je P. halstedii v Evropské unii na seznamu patogenu s piisné

karanténni regulaci (Gascuel er al., 2015). Posledni vyzkumy uvadi globalni stav
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populace P. halstedii na 60 evidovanych rasach, z toho 36 patotypa ze Severni a Jizni
Ameriky a 24 patotypt z Evropy (Trojanova et al., 2018). Zbylé kontinenty, jako jsou
Asie a Afrika, neprovadi pravidelny monitoring a nemaji tolik dostate¢nych vysledka na
vytvoreni relevantnich zavéria (Roeckel-Drevet er al., 2003). PoCet ras P. halstedii
neustale vyznamné roste. Nejvyssi patogenni diverzita P. halstedii se vyskytuje v Kanadg,
USA a Francii (Viranyi et al., 2015).

Ve Spojenych statech, stejné jako v Kanadé, dominuje hlavné rasa 730 (Viranyi
et al., 2015). V Jizni Americe je situace pon¢kud odli$na. Diky odliSnym klimatickym
podminkam, které nejsou piiznivé pro vyvoj patogenu je diverzita velmi nizka a za
posledni desitky let se pfilis nezménila (Bertero de Romano et al., 2010).

V zapadni Evropé jsou dominantni zcela odliSné rasy nez v Americe.
Nejpocetnéjsi patotypy v Evropé jsou rasy 700; 710 a 730. V Evropé neustale vznikaji
nové patotypy. Navzdory tomu vsak tyto rasy zustavaji dominantni a stale nejbéznéjsi
(Viranyi et al., 2015). Stat s nejvétsi virulenci a diverzitou patogenu je Francie. Vzajemné
kombinace ras a interakce s rezistentnimi hostiteli davaji snadno vzniknout novym
patotypum (Gascuel et al., 2015). Dominance ras P. halstedii a jeji rozlozeni se
geograficky dost odliSuje. Nedavno se vSak v Némecku objevila nova rasa 354, ktera je
schopna piekonat odolnost vyuzivaného genu rezistence P/-6 (Spring a Zipper, 2018). Ve
Spanélsku je situace relativné odli§na a za poslednich deset let zde diverzita vzrostla na
22 popsanych ras (Miranda-Fuentes et al., 2021). Stejn¢ jako v Némecku a dalSich statech
EU se i zde vyskytuji rasy pfekonavajici rezistenci PI-6 genu. Zajimavosti je genotyp
slune¢nice RHA-340. Tento genotyp je odolny vi&i izolatu 715 ze Spanélska a zarovei
nachylny na izolaty rasy 715 z Francie a Italie (Miranda-Fuentes et al., 2021).

Ve statech vychodni Evropy se rozmanitost ras dosti shoduje. I kdyz je Rusko
jeden z prvnich evropskych statd, kde se P. halstedii vyskytla, tak pravidelnych a
divéryhodnych zaznamd moc neni. Da se fict, ze relevantni vysledky jsou teprve z
nedavné doby. V roce 2016 se v Rusku objevila nova rasa 734. V nékterych piipadech se
jednalo o smés rasy 334 s 710 nebo 730. Rasa 734 spolu s rasou 334 jsou jedny z mala
ras, které jsou schopné prekonat rezistenci genu PI6 (Iwebor et al., 2018). Nejpodrobnéjsi

vysledky z vychodni Evropy pochézi z Mad’arska (Viranyi et al., 2015).
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2.8. Rasy Plasmopara halstedii v Ceské republice

Prvni zminka o plisni slunenicové se v Ceské republice (v diiv&jsim Ceskoslovensku)
objevila v 50. letech minulého stoleti. Nicméné podrobné a pravidelné studie vyskytu a
patogenni variability P. halstedii jsou zélezitosti az soucasné doby. Od roku 2007 bylo
postupné identifikovano osm patotypt P. hastedii, konkrétné rasy 700; 704; 705; 710;
714;715;730 a 770 (Sedlarova et al., 2013). Tyto doposud zji§téné rasy se velmi podobaji
az shoduji s rasami ze stfedoevropskych zemi, jako je Mad’arsko (Viranyi et al. 2015).

Nejbézngjsi rasou v Ceské republice je patotyp 700 a 710. Rasa 700 je u nas
prokazana jiz od pocatku prvnich studii v roce 2007. Druha nejcastéjsi rasa 710, ktera u
nas byla poprvé zaznamenana v roce 2011. Zarover lze fict, ze rasa 700 je nejcast€jsi a
prevladajici patotyp v celé Evropé a je pfitomna az v deseti zemich Evropské unie
(Viranyi et al., 2015). V posledni dobé se zda, jako by rasa 700 v Ceské republice zcela
vymizela. Da se ale predpokladat, ze je stale pfitomna v hybridni podobé v jinych vice
virulentnich rasach (Trojanova et. al., 2018). Dalsi rasy 704 a 714 byly nalezeny v obdobi
tfi let. Zbylé ostatni rasy byly zaznamenany pouze v jedné vegetaCni sezoné (rasa 730 v
roce 2010 a rasy 705 a 715 v roce 2014). U vSech novych ras (¢. 704; 705; 714 a 715) se
prokazalo, Ze jsou schopné prekonat gen rezistence P16, coz muze znamenat pro péstovani
slunecnice velky problém (Sedlarova et al., 2013).

Od roku 2013 se zacaly ziskané izolaty testovat podle nové uvedené metodiky,
kdy se diferenciacni fada rozsifila na 15 diferenciacnich linii. Dané rasa se tak misto
tfimistného kodu nyni oznacuje pétimistnym kodem virulence. Pozdéji v roce 2014 byly
zaznamenany rasy 704 71; 705 71; 710 60; 714 61 a 715 71 (Trojanova et al., 2018).

Nejnovej§i vyzkumy odroku 2015 do soucasnosti vyuzivaji péetimistného
oznateni rasy. Na uzemi Ceské republiky byla nové zaznamenana rasa 714 71
(dominantni v roce 2016 a 2017). Je mozné, Ze rasa 714 71 vznikla kiizenim ras 704 71

a 710 60, které se v téchto letech také hojné vyskytovaly (Dobesova, 2018).

2.9. Vznik novych ras Plasmopara halstedii

P. halstedii je patogen s vysokou virulenci, agresivitou a velkym potencialem pro vyvoj
novych ras (Jocic¢ et al., 2012). Vznik novych ras P. halstedii mize mit né€kolik pfi¢in.
Naptiklad intenzivni péstovani slunecnice ¢i zavadéni novych slune¢nicovych genotypt

s novymi geny rezistence (P/). Selek¢ni tlak Sirokého spektra gent rezistence muize nutit
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patogen prizpusobit se novym podminkam a vytvorit tak nové rasy (Viranyi et al., 2015).
Diky podrobnéjsimu genetickému pozorovani a testovani se v roce 2007 pfislo na dalsi
proces, ktery hraje klicovou roli pfi vzniku novych ras. Jedna se o outcrossing (Gascuel
et al., 2015). Napiiklad rekombinace mezi izolaty patotypu 703 a 704 z Francie
pravdépodobné vedly ke vzniku nové rasy 707 (Delmotte et al., 2008). Dale nepohlavni
geneticka rekombinace mezi P. halstedii izolaty v kombinaci s mutaci v klonovych liniich
muze vést ke vzniku novych ras (Trojanova et al., 2018). V dnesni dobé nedochazi pouze
ke vzniku novych ras, ale také k zaniku starych ras, napt. patotypt 100, 300 a 700. Krome
toho ne vSechny patotypy maji stejny ekonomicky dopad. Napftiklad rasa 714 ma vysokou
uroven virulence a rezistence vuci fungicidim, coz muze v budoucnu znamenat velké

problémy (Viranyi et al., 2015).
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3. Biologie plisné salatové, Bremia lactucae

Bremia lactucae Regel je puvodce plisné salatové (Lebeda et al., 2008a). Pliseri salatova
je jedna z nejbéznéjSich chorob salatu (Lactuca sativa). Vyznacuje se velkymi rozdily ve
fenotypové expresi symptomu a stupném infekce (Petrzelova a Lebeda, 2004a). B.
lactucae napada rostlinna pletiva svého hostitele, ale mize zpusobit také thyn celé
rostliny, coz ma obrovsky dopad na celosvétovou ekonomiku a distribuci salatu (Spring
et al., 2019). B. lactucae je vysoce variabilni patogen s Sirokym hostitelskym spektrem.
Nejcastejsim hostitelem B. lactucae jsou piirozena spoleCenstva Lactuca serriola (locika
kompasova). Mize napadat spoustu dalSich druhti Lactuca spp. (Lebeda et al., 2002). B.
lactucae se vyskytuje zejména v oblastech s mirnym podnebim. Pfiznaky infekce na
rostlinnych hostitelich je mozné pozorovat béhem celé vegetacni sezony salatu, coz je od

zacatku dubna az do konce listopadu (Petrzelova a Lebeda, 2004a).

3.1. Taxonomie druhu Bremia lactucae

Bremia lactucae spada do stejného tadu jako P. halstedii (pliseni sluneCnicova), a to do
fadu Peronosporales. Od ostatnich rodu se lisi hlavné svym nepohlavnim rozmnozovanim
(Spring et al., 2019). V taxonomii rodu Bremia do§lo na zakladé molekularnich studii ke
zménam. Dfive byly uznavany dva druhy: B. graminicola a B. lactucae, které se od sebe
liSily pouze svym hostitelskym spektrem (Lebeda er al., 2002). B. graminicola je spiSe
patogen travnich druhQ Arthraxon beauv, Celedi Poaceae. Ma velmi charakteristické
konidie, které jsou snadno odlisitelné od B. lactucae (Crute a Dixon, 1981). Nedavno se
vSak doslo na to, ze B. graminicola nijak nesouvisi s druhem B. lactucae, a byla proto
ptefazena do nového rodu Graminivora (Spring et al., 2019).

Molekularni vyzkumy potvrdily rozmanitost druhu B. lactucae a piispély
k dalsimu rozdéleni rodu na vice nez 10 odlisSnych druhii s velmi Gzkym hostitelskym
spektrem (Choi a Thines, 2015). Rod Bremia (Regel 1843) obsahuje patogeny parazitujici
na Siroké Skale hvézdnicovitych rostlin, které jsou bézné v mirnych a subtropickych
oblastech severni polokoule (Thines et al., 2010). Z deviti odliSnych fylogenetickych linii
odpovida cast jiz diive popsanym druhim. Kromé B. lactucae, B. lapsanae, B.
sonchicola, a B. taraxaci, existuji jesté dva dalsi blize nepopsané druhy, jeden parazituje
na Hieracium murorum a dalsi parazituje na Leontodon hispidus (Thines et al., 2010). Na

zakladé téchto studii se B. lactucae povazuje za monotypicky patogen, ktery zpusobuje
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pouze pliseii salatovou na Lactuca sativa a tizce ptibuznych druzich Lactuca spp. (Spring

et al., 2019).

3.2. Hostitelsky okruh Bremia lactucae

Bremia lactucae Regel je obligatni biotrofni patogen, ktery zpusobuje plisen salatovou.
Napada nejen rostliny rodu Lactuca, ale také vice nez 200 druha a asi 40 rodu z Celedi
Asteraceae (Lebeda ef al.,2002). I pies zdanlive Siroky hostitelsky okruh, jsou jednotlivé
izolaty B. lactucae vysoce specifické a vét§inou jsou omezeny jen na urcity hostitelsky
rod ¢i druh (Mieslerova et al., 2013).

V ramci rodu Lactuca existuje zhruba 100 druht, ale pouze 14 z nich se prokazalo
jako pftirozeny hostitel B. lactucae (Lebeda et al., 2002). Petrzelova a Lebeda (2004a)
uvadi, ze nejbéznéjS§im hostitelem ve stfedni Evropé je plany druh L. serriola (locika
kompasova) a hospodarsky vyznamny druh L. sativa (locika seta). Pravidelné studie
prokazaly, ze izolaty B. lactucae jsou vyrazng vice patogenni pro druh L. serriola nez L.
sativa (Lebeda et al., 2002). Mezidruhovy prenos se prokazal pouze v ramci rodt Lactuca
a Sonchus (Petrzelova a Lebeda, 2004a). Plevel S. oleraceus (mléc zelinny) je nejcastéjsi
hostitel pro B. lactucae mimo rod Lactuca spp. (Lebeda et al., 2008b). Ojedinély vyskyt
B. lactucae byl zaznamenan také u nékterych druht, napt. Cirsium arvense, Carduus

crispus, Lapsana communis, Sonchus arvensis a Sonchus asper (Lebeda et al., 2008a).

3.3. Faktory ovliviiujici Sifeni Bremia lactucae

Prvnim a logickym pfedpokladem vyskytu patogenu je pfitomnost jeho hostitele. Druhym
velmi dilezitym faktorem jsou obecné klimatické podminky a specifické
mikroklimatické podminky v jednotlivych regionech (Lebeda et al., 2008a). S tim souvisi
doba vyskytu patogenu béhem roku. NejCasnéjsi vyskyt patogenu je od druhé poloviny
dubna, kdy jsou mikroklimatické podminky v nékterych lokalitach jiz vhodné pro rany
rast salatt a pro jejich ¢asnou infekci. NejCast€ji se vSak B. lactucae vyskytuje béhem
letnich mésict (Cerven az srpen). Posledni mozna infekce B. lactucae je obvykle koncem
zari, kdy je vétSina populace salatu jiz na konci svého zivotniho cyklu. V populacich
jinych druhii Asteraceae infekce pretrvavala jesté déle, Casto az do zimnich meésict

(Petrzelova a Lebeda, 2004a).
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Faktory prostfedi jako je teplota, relativni vlhkost vzduchu, rychlost vétru a
slune¢ni zafeni jsou faktory, které ur€uji rozsah infekce, produkci konidii, jejich disperzi
a uchyceni na hostiteli (Fall et al., 2016). Teplota prostfedi ma velmi vyznamny ucinek
na sporulaci. Teplotni rozsah umoziujici sporulaci B. lactucae se pohybuje od 4 do 20 °C,
pficemz optimum je v rozmezi od 10 do 15 °C. Sporulace uptednostiiuje co nejdelsi
obdobi pii optimalnich teplotach (Su er al., 2004). Hlavni oblast vyskytu B. lactucae je
mirna az subtropicka Cast severni polokoule na vSech kontinentech, kde se salat péstuje.
K infekci plisné salatové vSak dochézi i v suché oblasti (naptf. Kalifornie a Arizona
v USA a Izrael), kde se salat péstuje pod zavlazovacim systémem (Spring et al., 2019).
Pro aspésnou sporulaci mikromycet je dulezita vysoka relativni vlhkost, az 90-100%
(Lebeda a Petrzelova, 2010). B. lactucae vyzaduje alesponi 80% relativni vlhkost
vzduchu. Dal§i vné}si faktor, ktery pfimo souvisi s vlhkosti vzduchu je rychlost vétru (Su
et. al., 2004). Vitr mize snizit relativni vlhkost vzduchu povrchu listu, tim se zvysi
rychlost transpirace rostliny, a tak mtze potencialné inhibovat sporulaci (Su et al., 2004).
Rychlost vétru hraje také dulezitou roli pfi disperzi konidii (Fall et al., 2016). Pokud
rychlost vétru piekroci 0,5 m/s, je potlacena sporulace uplné (Su et al., 2004).

Kromé vnéjsich faktort jsou dilezité také konkrétni vlastnosti hostitele, jako je
tieba stafi rostliny. Infekce v ranych stadiich rostlinného ristu mutze zpusobit nevratné
poskozeni a naslednou hnilobu mladych rostlin (Petrzelova a Lebeda, 2004a). Velikost
populace je také dulezitym faktorem. Malé populace s nizkou hustotou vysevu jsou
vétSinou infikovany mirnéji nebo dokonce vibec. Velké populace, které jsou bud’ husté,
nebo rozlozené na velkych plochach jsou vzdy siln€ napadené (Petrzelova a Lebeda,
2004a).

Dulezitou roli v epidemiologii patogenu hraje i genetika. Zejména genotyp
hostitel a patogenu. Geneticka rozmanitost hostitele a jeho Sitka rezistence ma znacny
vliv na vyskyt patogenu. Pro patogen je naopak dtlezity jeho rozsah virulence. Cim vétsi
je geneticka rezistence hostitele, tim vice klesa riziko napadeni patogenem. Bohuzel mira

rezistence hostitele je evolucné Uizce spjata s virulenci patogenu (Lebeda et al., 2004a).

34. Zivotni cyklus Bremia lactucae

B. lactucae je obligatni biotrofni parazit. Jeji zivotni cyklus ma dvé faze. Zahrnuje

primarni (pohlavni) a sekundarni (nepohlavni) fazi zivotniho cyklu. Béhem pohlavniho
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cyklu vytvaii pidni oospory, které dokazi prezimovat na zbytcich rostlin a na jafe se
stavaji primarnim zdrojem infekce (Fall et al., 2016).

Pti kliceni oospor dochazi k primarni infekci. K té mize dojit dvéma zakladnimi
zpusoby. NejcCastéji pfimou penetraci pres epidermis, pripadné méné Castym zpusobem
(1-5 %), kterym je nepfima (stomatalni) penetrace (Lebeda er al., 2001). Spory B.
lactucae béhem penetrace musi prekonat né€kolik ochrannych bariér rostliny — kutikulu a
bunécnou sténu (Lebeda et al., 2001). B. lactucae pti pronikani do rostliny vyuziva
kombinaci mechanického tlaku a enzymu, které umozni degradaci bunécné stény (Lebeda
et al., 2008b). B. lactucae uvniti epidermalnich bunék tvoii primarni infekéni struktury,
nasledné pomoci intercelularni hyfy a haustorii dochazi ke kolonizaci rostlinnych pletiv
(Lebeda et al., 2008b).

Po primarni infekci nésleduje nepohlavni faze zivotniho cyklu patogenu, ktera
probihd béhem hlavni vegetacni sezony salatu. Mezibunécné hyty B. lactucae rostou a
vyuzivaji ziviny hostitelskych rostlinnych bunék. Pokud jsou vné&j§i podminky pfiznive,
muize probihat systémova infekce velmi rychle. Za vysoké relativni vlhkosti vzduchu se
na spodni strang listu za¢ne vytvaret bily povlak, stejné jako u Plasmopary. Bily povlak
vznika diky sporulaci konidii, coz jsou nepohlavni buiiky na konidioforech patrné na
obr. 7 (Fall et al., 2016).

V nepohlavni fazi Bl vytvaii konidie (viz obr. 7), které jsou uzpusobeny k Sifeni
vétrem. Nejprve konidie, které pfistanou na listech hostitele vykli¢i a kolonizuji
epidermalni buriky listové. Za vhodnych podminek (vysoka vlhkost a nizka rychlost
vétru) se za¢nou konidie mnozit (Wu et al., 2000). Se zvySujici se rychlosti vétru nastava
druha faze Sifeni konidii na dalsi rostliny salatu (Unikova a rozptylova faze). Ve treti fazi
se konidie prichyti na okolnich listech salatu (faze preziti a depozice). V konecné fazi je
zapotiebi na povrchu listu voda, aby mohlo dojit k vykli¢eni konidie (faze infekce a
klicivosti) (Fall et. al., 2016). Konidie B. lactucae ptichycené na listech salatu mohou
prezit pomémé dlouho, viceméné 1 za nepiiznivych podminek prostiedi, protoze
transpirace listt rostlin zajistuje dostatecnou vlhkost konidii a ony se nevysusi, ani kdyz

je okolni vzduch suchy (Wu et al., 2000).
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Obrazek 6: Konidiofor s konidiemi Bremia lactucae. Pfevzato z Watt, Bugwood.org
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Obrazek 7: Nepohlavni rozmnozovani Bremia lactucae. Upraveno dle Fall et. al., 2016

3.5. Priznaky infekce Bremia lactucae

Existuje Siroké spektrum symptomu pii napadeni patogenem B. lactucae. Symptomy
nemoci mohou byt rozdéleny do n€kolika kategorii — podle zakladniho charakteru reakce,
tvaru léze a intenzité sporulace. Tyto pfiznaky jsou rasové specifické a jsou podminény
geny rezistence (Lebeda et al., 2008b).

Prvni kategorie pfiznakd zahrnuje infekci bez viditelného naruseni. Je typicka pro
rostlinné genotypy s uplnou rezistenci. Jsou charakteristické pouze malymi chlorotickymi
nazloutlymi skvrnami na listech, které jsou ohraniceny Zzilnatinou. Na spodni strané listt

tvoti bohatou sporulaci, kterd napomaha §iteni patogenu na okolni rostliny (viz obr. 8, 9).
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U odolnych rostlin je proces infekce zastaven hypersenzitivnimi reakcemi, diky ¢emuz
se na zbytku rostliny neobjevuji jakychkoli dalsi viditelné ptfiznaky (Lebeda er al.,
2008a). Druhym typem fenotypového projevu infekce je omezena sporulace spojena s
malymi nekrotickymi skvrnami, které se projevuji u rostlin s ¢aste¢nou rezistenci.
Posledni kategorii jsou pfiznaky neodolnych genotypa, u kterych je infekce spjata
s velmi napadnymi chlorotickymi skvrnami, které se mohou zménit v rozsidhlou
nekrotizaci, ktera kon¢i odumfenim celé rostliny (Lebeda ef al., 2008a). Obecné plati, ze
boj proti pravym plisnim stoji rostlinu vétsi energii. Bud' potfebuje energii na vyvolani
obrannych reakci nebo ke snizeni sacharidi v téle rostliny. Infekce vede ke zniCeni
chlorofylu a moznému zablokovani procesu fixace CO». Rostliny infikované B. lactucae
maji pomalejsi fotosyntézu, dochazi k inhibici transportu elektronti ve fotosystému II

(Prokopova et al., 2010).

Obrazek 8: Symptomy Bremia lactucae: chlorotické skvrny na listech salatu. Pfevzato z
Petrzelova a Lebeda, 2011
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Obrazek 9: Symptomy Bremia lactucae: a) chlorotické skvrny na listu; b) sporulace na spodni
strané listu. Pfevzato z Petrzelova, 2004

3.6. Virulence Bremia lactucae

B. lactucae velmi Casto tvoii fyziologicky specializované jedince (fyziologické rasy)
charakteristické urCitym typem patogenity (tj. vzorce virulence), které jim umoziuji
prekonat rezistenci ruznych genotypu salatu a divokych Lactuca spp. (Lebeda a
Zinkernagel, 2003a).

Prvni, kdo se vénoval virulenci B. lactucae, byl pravdépodobné Schweizer, ktery
predpokladal existenci urCitych fyziologickych ras. Prvni dikaz byl vsak dolozen az ve
40. letech 20. stoleti v experimentech, které provadel Ogilvie. V pozdé€jsim testovani se
diky intenzivnimu screeningu virulence B. lactucae odhalil vysoky stupenl patogenni
diverzity (Spring et al., 2019).

Nejbézngjsi testovani se provadi na zakladé infekCnich biotestd rtznych
diferenciacnich sad genotypt salatu. V minulosti se v riznych zemich pouzivaly odlisné
diferenciacni sady, coz znemoznilo srovnani a porovnani vysledkt (Crute a Dixon, 1981).
Proto Crute a Johnson vynalezli pokrocilejsi systém pro oznaeni fenotypu virulence B.
lactucae. Biotest byl zalozen na klasifikaci gent rezistence (Dm geny nebo R-faktory) v

diferenciacnich souborech genotypt salatti. Konkrétni diferenciacni soubor se oznacoval
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pismenem-A (1999). Pozdéji byl pozméneén. Doslo k nahrazeni a pfidani nekterych
genotypu salatu. Novy soubor se oznacoval pismenem-B (2010). Vysledkem biotestu byl
Sestimistny kod, ktery charakterizoval konkrétni izolat B. lactucae. V roce 2016 byl tento
systém opét nahrazen novym diferencia¢nim souborem-C, kde bylo mnoho ptfedchozich
genotypu salatu vynechano. Nyni se rasa B. lactucae oznacuje zkratkou BL a nasleduje

Sestimistny kod virulence (Spring et al., 2019).

3.7. Rezistence rostlin vuci Bremia lactucae

Salat obsahuje latky, které jsou behem infekce uvolilovany a napomahaji rostliné v boji
proti infekci B. lactucae. Reaktivni kyslik (ROS), dusik (RNS) a meziprodukty siry (RSS)
kombinované s transportem fytohormont patfi mezi rané chemické latky béhem interakce
s patogenem. ROS zpomaluje prabéh infekce, posiluje rezistentni reakce (Delledonne et
al., 2003) a spousti naprogramovanou bunécnou smrt (Kamoun et al., 1999). Aktivita je
spojena s expresi rasové specifické rezistence salatu (Sedlafova er al. 2007a).
Hypersenzitivni reakce neboli programovana bunécna smrt (Kamoun et al., 1999), je
jednou z nejdilezitejSich vlastnosti rasove specifické rezistence salatu viici B. lactucae.
Zivotni strategie parazitl je zalozena na vyuZivani Zivin z hostitelskych pletiv rostliny.
Pokud pletivo odumfte, nema z ceho patogen Cerpat ziviny a uhyne dfiv, néz se stihne v
rostliné rozsifit (Lebeda et al., 2008b).

U salatu existuji tii kategorie rezistence: specificka rezistence dana geneticky,
rasové nespecificka rezistence a rezistence populace. Specificka rezistence je
charakteristicka fenotypovou expresi infekce. Specificnost je ur€ena dominantnimi geny
rezistence (Dm geny), pfipadné R-faktory v hostiteli. Nespecificka rezistence je uréena
nékolika geny s nespecifickym fenotypovym projevem rezistence vici Sirokému spektru
patotypu B. lactucae. Rezistence populace je komplexni epidemiologicky jev (Lebeda et
al., 2002), kdy v populacich salatu péstovaného k zeméd€lskému vyuziti je pozorovana
niz8i rezistence nez u prirodnich populaci Lactuca spp. (Lebeda et al., 2008b).

V soucasné dobé bylo v L. serriola identifikovano vice nez 45 Dm genli nebo R-
faktorti rezistence (Lebeda er. al., 2002). Predpoklada se, Ze existuje stejny pocet
avirulentnich (Avr) gend a faktorti v patogenu B. lactucae. Také je pravdépodobné, ze
pocet dalSich genu rezistence v populacich L. serriola neni kone¢ny. Nicméné zatim jsou
k dispozici pouze omezené informace o distribuci rasoveé specifické rezistence v

pfirozenych populacich L. serriola. U hospodaisky péstovaného salatu L. sativa se na
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jeho ochranu pouzivaji pouze ur€ité typy rezistentnich gend. V Evropé jsou nejCastéji
pouzivané geny Dm3; Dm4; Dm5/8; Dm6; Dm7; Dmll; Dm16; Dml18 a jejich
kombinace (Lebeda a Petrzelova, 2010).

Dalsi faktory, které mohou hrat rozhodujici roli v obrané rostliny jsou
fytohormony, zejména hladina cytokinini. Hraji zasadni roli v regulaci primarniho

metabolismu a metabolismu cukrt (Prokopova et al., 2010).

3.8. Koevoluce Lactuca serriola a Bremia lactucae

Obrovskou variabilitu ve specifiCnosti interakce mezi B. lactucae a L. serriola lze
vysvétlit pomoci zdlouhavého procesu koevoluce hostitel-parazit (Lebeda, 2002). Velmi
dulezitou roli v populacich B. lactucae hraje pohlavni reprodukce. Béhem reprodukce
dochéazi ke genetické rekombinaci, kterd je povazovana za hlavni zdroj variability
v patogenité (Lebeda et al., 2008a).

Interakce mezi L. serriola a B. lactucae obecné odpovida vztahu ,,gen za gen®.
Tento vztah je zaloZeny na rezistenci hostitele, ktera je dana dominantnimi rezistentnimi
Dm geny. VétSina rezistence je povazovana za rasove specifickou (Lebeda er al. 2002).
Druhym cCinitelem je patogen a jeho virulence, kterd je urCena dominantnimi
avirulentnimi faktory (Mieslerova et al., 2013). Ve vztahu ,,gen za gen® je tedy mira
rezistence zavisla na patogenu. V pribé&hu let se mnozstvi rezistentnich genotypu salatu
zvySovalo, zaroveti viak doslo ke zvy3eni stupné virulence u patogenu. Uroveii genetické
rezistence hostitele silné ovliviiuje jeho populacni dynamiku a rovnovahu interagujicich
druht (Lebeda a Zinkernagel, 2003a). Zavedeni novych odolnych genotypt salatu je
Casto nasledovano vytvofenim novych virulentnich ras patogenu. Proto je tento typ
rezistence povazovany za nedokonalou a kratkodobou ochranu pted plisni saldtovou

(Lebeda et al., 2008a).

3.9. Metapopulace Lactuca serriola v Evropé

Populace druhu L. serriola se mezi sebou li§i. Mohou existovat mirné regionalni rozdily
mezi populacemi diky pusobeni mistnich selekCnich tlakii. Selekce vyviji druh podle
pusobicich faktort prostedi, které maji za nasledek rozdily v ramci populace a tim
vznikaji drobné, navzajem se liSici matapopulace (Petrzelova a Lebeda, 2011). Tok gent

zpusobuje zmény v genovych frekvencich mezi populacemi. ZvySuje variace v ramci
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populace. Lokalni adaptace je intenzivné ovlivnéna dynamikou a mirou migrace hostitele
¢i patogenu, neboli tokem gent (Laine, 2005).

Koncept metapopulace, neboli propojeni mistnich populaci pomoci toku gent a
migrace, ma obzvlast velky vyznam v parazitickych interakcich s rostlinou (Petrzelova a
Lebeda, 2011). Jelikoz je patogen po cely sviyj Zivot zcela zavisly na svém hostiteli a
postrada faze volného zivota, je v takovych pfipadech ucinek fragmentace a stupné
izolace populace mnohem horsi (Burdon er al. 2006). To plati zejména v patosystémech,
jako je Lactuca spp., B. lactucae, které dodrzuji principy teorie ,,gen za gen” (Lebeda et
al., 2002).

V Evropé existuji velké rozdily v rezistencich v ramci metapopulace, a to jak na
urovni populaci, tak jednotlivel. Celkova rezistence v Evropé je pomérné nizka. Je
znamo, ze R-fenotypové zcela odli§né rostliny L. serriola se mohou vyskytovat a rast v
tésné blizkosti. Rozmanitost R-fenotypi L. serriola v Evropé je docela rovnomeérné

rozlozena (Petrzelova a Lebeda, 2011).

3.9.1 Metapopulace Lactuca serriola v Ceské republice

Metapopulace L. serriola v Ceské republice jsou v ramci Evropy nejvariabilngjsi, co se
tyka rezistence rostlin a samotné fenotypové frekvence populace. Ceské populace maji
vysokou variabilitu v reakci na jednotlivé rasy B. lactucae. Velka Cast populace L.
serriola je velmi nachylna na B. lactucae. Na druhou stranu je Ceska republika jednim z
geografickych regionu, v ramci distribuce L. serriola, kde v mistnich metapopulacich
byly nalezeny populace s vysokou mirou rezistence. Co se tyka variability na Grovni
jedince, je variabilita velmi vysoka. Lisi se jak svou strukturou, tak i slozitosti fenotypové
rezistence. Spousta jednotlivell vykazovala rasové specifické obranné mechanismy. V
ptirodé v asociacich hostitel-patogen je polymorfismus v populacich udrzovan cykly
koevoluce v kombinaci s prileZitostnymi migracemi novych genu rezistence a virulence

(Petrzelova a Lebeda, 2011).
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4. Uchovavani hub a peronospor

Fytopatogenni houby se dlouhodobé& velmi obtizné€ uchovavaji, ¢asto dochazi ke ztrate
patogenity, virulence a schopnosti sporulace (Dahmen et al., 1983). Biotrofy ze tiidy
Peronosporomycetes nelze péstovat na umélych mediich, pouze na zivém hostiteli. Tito
parazité se proto uchovavaji pfimo na infikovaném pletivu svého hostitele (Smith ez al.,
2001).

Spravné uchovavani snizuje nebo zcela odstrariuje riziko kontaminace, které mize
byt zptisobené opakovanym premnozovanim. Uchovavani v nizké teplot€¢ omezuje nebo
zcela blokuje metabolismus patogenu, a tim zachovava puvodni vlastnosti vzorku
(Laviola et al., 2006). Primarnim cilem uchovavani organismu je tedy jejich udrzeni v
zivotaschopném stavu bez morfologicke, fyziologické nebo genetické zmény, dokud neni
potifeba jeho dalsiho budouciho vyuziti tfeba u dilezitych vyzkumnych a primyslovych
izolati (Smith ez al., 2001).

4.1. Metody uchovavani peronospor

Metody pro konzervaci houbovych organismi 1ze rozdélit do tfi skupin. Prvni metodou
je technika kratkodobého uchovavani izolatu v zivém stavu. Jedna se o nepfetrzité
premnozovani vzorkd, dokud nevy&erpaji iviny ze zdroje. Casté pfemnozovani vzorkd
muize byt zpomaleno uchovavanim izolatd v chladni¢ce ¢i mraznicce (pii -10 °C az -
20 °C), pod vrstvou parafinového oleje nebo v destilované vodé. Druhou metodou je
suSeni vzorku v klidové fazi (napf. spor, cyst). Organismy lze zakonzervovat a vysusit
pomoci silikagelu nebo v pudeé ¢i pisku. Posledni metodou je kryokonzervace, kdy velmi
nizkou teplotou, -20 az -80 °C a méné¢, dojde k zastaveni metabolismu daného vzorku.
Nizkou teplotou se ve vzorku odstrani voda a tim se metabolismus zastavi (Morris, 1981).
Spory mikromycet maji nizsi obsah vody nez vegetativni hyfy a jsou schopny Iépe odolat
vysychani, tim je snazsi je nasledné ozivit (Smith ez al., 2001).

Lyofilizace a uchovavani vzorkt v kapalném dusiku jsou nejCastéji pouzivané
techniky, se kterymi se konzervuje velké mnozstvi organismi ze tiidy
Peronosporomycetes (Dahmen et al., 1983). Neexistuje zadna univerzalni technika na
uchovavani peronospor. U preziti izolatu pii dlouhodobém uchovavani hraje roli nékolik
faktort. Tyto faktory zahrnuji samotné vlastnosti vzorkd, které maji byt konzervovany.

Zasadni je také stupen teploty, rychlost zmrazeni a rozmrazeni nebo povaha ochranného
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média atd. (Laviola et al., 2000). Nejspolehlivéjsi techniky dlouhodobé kryokonzervace
vyzaduji velmi chladné teploty. Dulezité je pochopit, ze ¢im chladnéjsi je teplota pfi
konzervaci, tim vétsi bude pravdépodobnost zivotaschopnosti vzorkli i po delsi dobé
(Humber, 1997). Jiné techniky, jako je uchovavani v mineralnim oleji, pudé nebo vodé
mohou byt uzitené pro Sirokou Skalu patogent, ale asp€sna doba uchovavani je pomérné
kratka. Lyofilizace umoziluje ptezit pouze robustnéjsim sporam. Spory s tenkymi sténami
a vysokym obsahem vody jsou na tom hife a musi byt zvolena jina metoda (Smith e al.,
2001).

Co se tyka samotného dlouhodobého uchovavani vzorkd, je nejlepsi vyuzivat
mrazni¢ky na kapalny dusik. Ov§em jejich provoz je pomérné drahy a nakladny. Proto
spousta laboratofi uchovava vzorky v mraznickach s teplotou od -80 do -120 °C.
Ultrachladné mraznicky jsou velmi dobré pro uchovavani vétsiny hubovych organismi.
Doporucuje se k nim pfipojit zalozni zafizeni na kapalny dusik, aby se udrzela teplota pii
vypadku proudu. Teploty v téchto mraznickach se blizi teplotam, které z dlouhodobého
hlediska predstavuji urcita rizika v zivotaschopnosti zmrazenych vzorkt. Nejjednodussi
zafizenim k uchovavani jsou obycejné mraznicky s teplotou okolo -20 °C. Konzervace
v téchto mraznickach se vSak nedoporucuje pro dlouhodobé uchovavani, ale spiSe na

krat$i sezoénni uchovavani vzorkd (Humber, 1997).

4.1.1. Sériové uchovavani

Sériova subkultura je Siroce pouzivana metoda a je zfejmé i nejjednodussi a finanéné
nejefektivnéjsi metodou v laboratofi, zvlasté pokud jsou vzorky cCasto vyuzivany.
Problém muze nastat pii kontaminaci izolatu s jinymi mikroorganismy, jako jsou bakterie
nebo spory jinych druhti mikromycet. Média, na kterych jsou vzorky uchovavané, by
neméla podporovat nadmérnou sporulaci, protoze meiotické déleni mize zvySovat
genetickou variabilitu a nové vzniklé genotypy se tak mohou liSit od rodicovskych
genotypi. Navzdory nejlepS§imu managementu se to vSak Casem nevyhnutelné stane,
pokud jsou izolaty udrzovana v kultufe po pfili§ dlouhou dobu (Smith et al., 2001).
Opakovana subkultivace muze vést k takovym Skodlivym zménam, jako jsou ztraty
patogenity, virulence nebo sporulace (Humber, 1997). Casto se pouziva chlazeni pod
pokojovou teplotou, protoze prodluzuje interval subkultury, ¢imz se potlaci rychlost

metabolismu. Uchovavani pii teploté 4—7 °C v chladnicce nebo v chladné mistnosti mtze
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prodlouzit zivotaschopnost az 0 2 mésice. Omezeni zivin muze vyrazné snizit rist kmene

a prodlouzit obdobi mezi dal§im pfemnozenim (Smith ez al., 2001).

4.1.2. Uchovavani pod mineralnimi oleji

Uchovavani vzorki pod vrstvou sterilniho mineralniho oleje, jako je napt. ropa, je jednou
z nejstarSich, nejjednodussich a negméné nakladnych metod pro dlouhodobé uchovani
izolath. Tento pfistup se stale pouziva zejména u mikromycet, které netoleruji lyofilizaci
nebo je jejich kryogenni konzervace piili§ nakladna. Olej zabraiuje vysychani a snizuje
vyménu plynd, ¢imz se redukuje metabolismus mikromycet (Humber, 1997). Pokrytim
vzorku mineralnim olejem se zabrariuje jeho dehydrataci (Smith et al., 2001). Izolaty
uchovavané pod mineralnim olejem mohou zistat zivotaschopné po cela desetileti

(Humber, 1997).

4.1.3. Uchovavani pod sterilni destilovanou vodou

Uchovavani metabolicky neaktivnich mikromycet pod vrstvou destilované vody je velmi
nenaro¢na metoda, a to jak pro svou snadnou aplikaci, tak pro nizké naklady. Délka
konzervace je Casto omezena a pro nékteré mikromycety je tato metoda zcela nevhodna.
Povazuje se za uziteCnou pouze pro kratkodobé uchovani (2-5 let) a méla by byt
zalohovana metodami dlouhodobé&jsiho uchovavani (Smith er al., 2001). PtiliS mnoho
inokula na objem vody muize ohrozit schopnost izolatu vydrzet dlouhodobé uchovavani.
Tomu se 1ze vyhnout pfi pouziti nejméné 40krat vét§iho mnozstvi vody nez inokula. Tato
metoda je uziteCna zejména pro mikromycety, které nelze lyofilizovat, jako jsou treba

peronospory (Humber, 1997).

4.1.4. Uchovavani na silikagelu

Pouziti silikagelu na uchovavani pravych plisni je velmi uspé$nad metoda. Sporulyjici
organismy lze konzervovat po dobu 7-18 let. Tyto organismy pak Usp€s$né zastavaji
morfologicky stabilni 1 po znovu oziveni kmene (Smith ez al., 2001). Tato technika je
pomeérné jednoducha. Suspenze se sporami se naoCkuje na studeny silikagel. Izolat se
poté dehydratuje a tim umozni konzervaci bez rustu ¢i aktivity metabolismu organismu.
Uchovavani na silikagelu ma radu vyhod, je jednoduché a nevyzaduje drahé zafizeni.

Izolaty jsou relativné stabilni a umoziuji uchovat Sirokou Skalu sporulujicich hub.
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Uchovavani na silikagelu ma také své nevyhody. Omezuje se pouze na sporulujici
houbové organismy. Mikromycety s vysokymi obsahem vody nejsou vhodné pro
konzervaci na silikagelu. Nevhodnymi izolaty jsou pravé organismy ze tiidy
Peronosporomycetes a Entomophthorales nebo mikromycety s tenkosténnymi sporami
(Smith et al., 2001). Spory na sterilnim bezvodém silikagelu se doporucuje uchovavat
v mraznicce s teplotou okolo -20 °C. Naockovany silikagel je mozné uchovavat také pri

pokojoveé teploté€, ale zivotaschopnost izolatu se tak rychleji snizuje (Humber, 1997).

4.1.5. Uchovavani lyofilizaci

Lyofilizaci neboli vysouseni mrazem objevili roku 1911 védci D. L. Harris a L. F.
Shackell, kterym se podafilo Gspésné lyofilizovat vir vztekliny. Mrazové suSeni je
nejuziteCn€jsi technika dlouhodobého uchovavani, ktera udrzuje patogenni izolaty
stabilni. Buriky zlstavaji v suchém stavu necinné a metabolicky neaktivni (Smith, 1983).

Lyofilizace je uzitecnou metodou pro uchovani mnoha hub (Zygomycotina,
Ascomycotina). SuSeni mrazem je ucinna konzervacni metoda také pro sporulujici
mikromycety. Spory s vy§§im obsahem vody jsou v§ak na poskozeni mrazem nachylnéjsi
(Smith, 1983). Proto tato metoda neni vhodna pro organismy ze tiidy
Peronosporomycetes a Entomophthorales. Ty maji velmi vodnaté buriky s velkymi
vakuolami (Humber, 1997). Lyofilizace teda neni vhodnd zejména pro druhy
Peronosporaceae (Laviola er. al., 2006). Usp&snost lyofilizace se 1i§i i mez izolaty
stejného druhu. Obecné plati, ze ty mikromycety, které dobfe rostou a sporuluji, proces
Spatné prezivaji lyofilizaci mladé vegetativni hyfy (Smith et al., 2001).

Lyofilizace se provadi v lyofilizacnim pfistroji (viz obr. 10). Béhem lyofilizace
dochazi k odstranéni vody piimo ze zamrazeného materialu pomoci sublimace ve vakuu.
Pokud je metoda provedena spravng, lyofilizace zabrani smrsténi bunek, tim zabrani
strukturalnim zménam a napomaha vzorkim zachovavat si jejich Zivotaschopnost.
Pouzitim vhodného ochranného média lze zlepSit prezivani materidlu béhem
zamrazovani. Médium by meélo byt snadno dostupné, snadno ptipravitelné a poskytovat
dostate¢nou ochranu béhem lyofilizace. Konecny doporuceny obsah vody ve vzorku po
vysuSeni je mezi 1 a 2 % (hmotn./obj.). Je dilezité teplotu béhem lyofilizace dukladné
sledovat. Teplota vzorku nesmi stoupnout nad bod tani, dokud nebude vétSina vody

odstranéna (Smith er al., 2001).
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Obrazek 10: Lyofilizaéni pfistroj z laboratofe VURV v Praze. Foto: K. Dobe$ova

Oproti jinym metodam ma lyofilizace spoustu vyhod. Jednou z nich je, Ze snizuje
pravdépodobnost infekce a kontaminace vzorku. Izolaty maji obecné dobrou
zivotaschopnost a stabilitu. Lze je tak uchovavat velmi dlouhou dobu. Metoda mé ovsem
1 své nevyhody. Neni zcela univerzalni, neda se aplikovat na izolaty, které obsahuji vyssi
mnozstvi vody. Proces lyofilizace je relativné slozity, mize byt Casov€ naro¢ny a je i

pomeérné drahy (Smith ef al., 2001).

4.1.6. Kryokonzervace v tekutém dusiku

Konzervace v kapalném dusiku (DSFF) je jedna z nejlepSich metod predevsim kvali své
spolehlivosti, relativné nizkym nakladim a pomérmé jednoduchému postupu (Gulya et
al., 1993). Usp&sné uchovavani §iroké skaly zivého materialu (sperma, krvinek atd.) v
kapalném dusiku pii -196 °C vedlo k aplikaci této metody také pii uchovavani houbovych
organismi. Rada mikroorganismi je b&Zn& uchovavana v kapalném dusiku i v
pivovarnictvi a fermentacnim pramyslu (Dahmen et al., 1983). Od roku 1965 se
uchovavani v tekutém dusiku pouziva jako alternativa lyofilizace (Hwang, 1966). Pomoci
tekutého dusiku lze uchovat vétsinu hub. Zivotaschopnost izolatu se obvykle zvysuje
pouzitim ochranného média (Gulya et al., 1993). Nizsi teplota snizuje rychlost

metabolismu biologického materialu. Metabolicka aktivita se snizuje jiz pii -70 °C. Pii
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teplotach nizsich nez -139 °C dochazi k rekrystalizaci ledu, coz mize zpusobit poskozeni
vzorku béhem konzervace (Smith et al., 2001).

Metoda kryokonzervace je nasledujici. Spory a myceliarni suspenze s ochrannym
médiem se davkuji do kryogennich skladovacich lahvicek. Pouzivaji se vzorky o objemu
1,5 ml. Konec¢na hustota spor se pohybuje vétSinou od 106 do 108 spor na mililitr v
zavislosti na druhu plisné (Dahmen et al., 1983). Nejprve se musi komora chladiciho
zafizeni ochladit na 4 °C, pak se dovnitf vlozit drzédky se vzorky (viz obr. 11). Do komory

se musi vlozit také sonda obsahujici pouze sterilni médium.

Obrazek 11: a) chladici komora ve VURV v Praze; b) drzak na vzorky. Foto: K. Dobe$ova

Vzorky jsou chlazeny pomoci programovatelného chladi¢e. Material se nejcastéji
ochlazuje rychlosti 1 °C za minutu na -40 °C, poté 10 °C za minutu az dokud teplota
neklesne na -90 ° C. Pouzita rychlost chlazeni je druhové specificka (Motris et al., 1988).
Nekteré méné nachylné izolaty dobie reaguji i na rychlejsi ochlazeni a nemusi se pouzit
ani ochranné médium. Jakmile zmrazena suspenze dosahne -90 °C, mize se pienést do
3201 nadoby s kapalnym dusikem, kde je ochlazovani dokon¢eno (viz obr. 12). Kapalny
dusik ma teplotu -196 °C (Smith er al., 2001). Je vSak zasadni neustale sledovat hladinu
dusiku v mrazaku, aby bylo zajisténo, ze se material po celou dobu udrzi pod -130 °C.
Konzervace ve vyssi teploté muze ohrozit stabilitu vzorkl. Proto se pro dlouhodobé

uchovavani doporucuje teplota pod -130 °C (Smith ez al., 2001).
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Stejné jako u jinych metod uchovavani ma kryokonzervace v kapalném dusiku
své vyhody i nevyhody. Hlavni vyhodou je délka uchovavani, ktera je povazovana témét
za neomezenou, pokud je teplota udrzovana pod -130 °C. VétSina organismu preziva
kryokonzervaci dobfe, coz dava metode Siroky rozsah UspéSné aplikace. Organismy
zustavaji pii konzervaci v uzavienych ampulich, coz brani kontaminaci izolatu.
Nevyhodou uchovavani v kapalném dusiku jsou jeho vysoké naklady na provoz, coz
zahrnuje cenu samotného piistroje a nepfetrzity prisun tekutého dusiku (Smith et al.,

2001).

Obrazek 12: Nadoba s kapalnym dusikem na uchovavani vzorkul. Foto: K. DobeSova

4.1.7. Kryoprotektivni média

Voda zamrza do dvou riznych podob, bud’ do amorfniho (skelného) skupenstvi nebo do
krystalického stavu. Kryoprotektanty zpuisobi, ze intracelularni voda zamrzne jako celek,
nikoli jako ledové krystaly, které mohou narusit nebo znicit membranové struktury.
Existuje mnoho riiznych kryoprotektanti zabranujicich béhem zmrazovani, uchovavani a
rozmrazovani izolati tvorbé ledovych krystali (Humber, 1997). Kryoprotektanty
umoziuji Setrnou ztratu vody pii tvorbé ledu. Zvysuji viskozitu, ktera zpomaluje rist a
tvorbu ledovych krystald. Snizuji rychlost difize vody zptsobenou nartstem
rozpusténych latek ve vode (Smith et al., 2001).

Jednim z nejpouzivanéjSich ochrannych médii je glycerol (10%). Ma velmi dobré
ochranné schopnosti na Sirokou S$kalu izolatd, ale potfebuje Cas, aby pronikl do
organismu. Neékteré mikromycety mohou byt timto pomalym nastupem poSkozeny.

Druhé ochranné médium, dimethylsulfoxid (DMSO), proniké do organismu rychleji a tim
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je jeho ochrana ucinngjsi. Méné uzivané kryoprotektivni latky jsou cukry a
makromolekulari latky, jako jsou polyvinylpyrrolidin (PVP). Trehalosa je relativné
uspesné ochranné médium, ale je dost drahé (Smith er al., 2001). Odstfedéné mléko se
pouziva jako ochranny roztok spiSe pro lyofilizaci. Obecné 1ze fict, ze DMSO, odstfedéné
mléko a glycerol poskytuji nejlepsi ochranu pro vétSinu vzorki pred mrazovym
poskozenim (Dahmen et al., 1983).

Houbové organismy se v reakci na zamrazeni lisi. U vétSiny druhti Ascomycetes,
Hyphomycetes a Peronosporomycetes dochazi pti nizkych rychlostech ochlazovani ke
smrstovani. Pti vysSich rychlostech se zacne tvofit intracelularni led. Nukleacni teplota
pro tvorbu intracelularniho ledu a jeji vztah k rychlosti ochlazovani jsou druhové
specifické (Morris et al., 1988). Sporangia peronospor jsou pii rychlém zamrazeni
deformovana a dochazi k plazmolyze (Dahmen et al., 1983).

U Peronosporomycet a Bazidiomycet je pro zdarné uchovavani ochranné médium
nutné. Hyfy peronospor jsou pomémé nachylné na chlad. V pfitomnosti s
kryoprotektivnim médiem dojde ke zpomaleni rychlosti tvorby intracelularniho ledu
(Morris et al., 1988). Konkrétné zoosporangia Plasmopara halstedii, puvodce plisné
slunecnicové, zustavaji pii uchovavani v kapalném dusiku infekéni déle nez 4 roky

(Gulya et al. 1993).

4.2. Rozmrazeni uloZenych izolatu

Vzorky se mohou rozmrazovat riznymi zpisoby. Nejjednodussi je pomalé rozmrazovani
v lednici a pak pfi pokojové teploteé po dobu 20 az 30 minut, aby nedoslo k teplotnimu
Soku a knaslednému popraskani struktury. Druhou moznosti je meziproduktové
rozmrazovani, kdy jsou skladovaci ampule se vzorky vlozené do vodni lazni o teploté
20 °C na dobu 5 az 7 minut. Posledni metodou je rychlé rozmrazeni, kdy se ampule
vkladaji do velmi teplé vodni lazné€ (40 °C) na relativné kratkou dobu, pouhé 2 az 4
minuty. Ve vSech pfipadech se ampule se vzorky vytahuji az ve chvili, kdy roztaje
posledni led. Rychlost rozmrazeni zavisi na konkrétnim druhu zmrazeného vzorku. Po
rozmrazeni se vzorky mohou prenést opét do vhodného ristového média. Pi spravném
zachazeni a podminkach se vétSina izolati za par dni znovu obnovi. Nékteré vzorky
mohou rast pomaleji nez je jejich standartni inkubacni doba. Proto je dulezité dat
znovuozivenym vzorkim dostatek Casu, nez jsou vyhodnoceny za neZivotaschopné

(Smith et al., 2001).
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5. Materialy a metody

5.1. Sbér izolatu Plasmopara halstedii

Veskeré izolaty pochazely z tzemi Ceské republiky. Katedra botaniky P¥F UP v
Olomouci porada kazdorocné koncem jara sbéry izolatd P. halstedii. Vzorky z roku 2018
pochazely ze dvou riznych lokalit v Ceské republice. V prvnim piipadé se jednalo o
soukromou zahradu v Kroméfizi a v druhém piipadé€ o experimentalni pole vyzkumného
tstavil v Lednici (UKZUZ). Vzorky z roku 2019 pochazely pouze z jedné lokality, a to z
experimentalniho pole Ustfedniho kontrolniho a zkusebniho ustavu zemédélského
(UKZUZ) v Lednici (viz obr. 13). Byly odebrany celé rostliny se sporulaci a kazda zv1ast
vlozena do plastovych krabicek se zvlh¢enou vrstvu buniCiny. Nasledné byly vzorky
ptevezeny do laboratoie Oddéleni fytopatologie a mikrobiologie UPOL.

Bylo ziskano celkem 6 izolatd P. halstedii (jeden z kazdé rostliny). Cerstvé izolaty
byly zamrazeny v mrazni&ce s teplotou -20 °C. Cast z nich byla rovnou pfemnozena na
nachylném genotypu slunecnice (Helianthus annuus), napt. Giganteus, ktery postrada
rezistentni geny vuci P. halstedii (Gulya et al., 1991a). Symptomatické listy bez sporulace
byly oplachnuty pod tekouci vodou z vodovodu, aby se zbavily necistot. Umistily se do
plastovych krabiCek s buni¢inou a nechaly se pfes noc ve tmé pii teplotach 15-18 °C. U

zadného ze vzorkt nebyla druhy den zjisténa dalsi sporulace.

Obrazek 13: Provokacni pole Ustredniho kontrolniho a zku$ebniho ustavu zemé&délského
(UKZUZ) v Lednici. Foto: K. DobeSova
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5.2. Rostlinny material Helianthus annuus

Pro rist a pfemnozeni izolatd P. halstedii byl pouzit genotyp Giganteus, ktery postrada
geny rezistence. Pro stanoveni rasy P. halstedii bylo pouzito 15 diferenciacnich linii
sluneCnice podle Tourvieille de Labrouhe ef al., (2012). Semena slunecnice pochazela
z Francie a od Dr. T. Gulyi (linie GB, QHP2, Y7Q, PSC8, XA, PSS2RM, VAQ,
RHA419). Zbytek osiva (linie RHA-265, RHA-274, PMI-3, PM-17, 803-1, HAR-4, Ha-

335) byl ziskan vlastnim presevem originalniho osiva v letech 2016 a 2017.

5.2.1. Priprava rostlinného materidlu

Pred jakoukoliv praci s osivem musela byt semena Helianthus annuus nejprve oSetfena,
aby nedoslo ke kontaminaci osiva. Semena byla dezinfikovana v 15% roztoku Sava
(Biochemie, Bohumin, Ceska republika), do kterého bylo piidano malé mnozstvi &isticiho
prostfedku na nadobi, ktery napomaha lepS§imu smaceni semen (Sedlafova et al., 2016).

Semena byla namocena po dobu 10—15 minut (viz obr. 14).

Obrazek 14: Osivo dezinfikované v 15% roztoku Sava. Foto: K. DobeSova

Poté byla semena dakladné oplachnuta pod tekouci vodou zvodovodu a
destilovanou vodou. Delsi ponofeni nema zadny nepiiznivy ucinek na zivotaschopnost
semen a kvuli rehydrataci muze urychlit kliceni semen. Umyté osivo bylo umisténo do
oznacenych Petriho misek na vlhkou vrstvu buniciny a filtraéniho papiru (Sedlafova et
al., 2016). Jednotliva semena byla umisténa v miskéach tak, aby se vzajemné nedotykala

(viz obr. 15a).
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Petriho misky s osivem byly po celou dobu kli¢eni uloZzeny v temné mistnosti,
ptipadné v krabici s pokojovou teplotou (20-24 °C). Doba kli¢eni semen do optimalni
délky kotfene pro ockovani byla obvykle 3—4 dny, v zavislosti na genotypu a teploté (viz
obr. 15b). Je tieba zduraznit, Ze razné genotypy vyzaduji riznou dobu na vykli¢eni do
potiebné velikosti pro inokulaci. Napiiklad genotypy Y7Q, PSC8, XA a PSS2RM pattily
mezi pomaleji rostouci genotypy, a proto se nechavaly naklicit o jeden nebo dva dny diive
nez ostatni rychle rostouci kultivary. Alternativné lze vybrat semenacky s vhodnou
velikosti kofene a skladovat je pfi 4 °C az do doby, kdy pomaleji kli¢ici semenacky

dosahnou spravné velikosti (Trojanova et al., 2017).

A)

Obrazek 15: Osivo Helianthus annuus: a) po oSetieni, b) po 3—4 dnech kli¢eni. Foto: K.
Dobe3ova

5.3. Premnozeni izolatu metodou WSI

Premnozovani a udrzovani izolata P. halstedii bylo provadéno metodou ,,whole seedling
inoculation® (WSI). Tato metoda byla pouzita pouze na pfemnoZeni izolatl, protoze
nezarucuje rovnomérnou inokulaci semenacku a je zapotiebi velkého mnozstvi inokula o
koncentraci 10 000 a 50 000 zoosporangii na 1 ml. Tim padem je vysoka spotieba
materialu P. halstedii (Gulya, 1996). Na premnozeni bylo pouzito osivo H. annuus
genotypu Giganteus, které neobsahuje geny rezistence. Na inokulaci byla pouzita pouze
semena, ktera méla nakli¢eny kofinek o délce 0,5-1,5 cm (viz obr. 15b), nebyla nijak
kontaminovana ani nijak mechanicky poSkozen. Nejprve byla semena opatrné zbavena
osemeni tak, aby nedoslo k poskozeni semene, které by mohlo vést k riastovym porucham

nebo k sekundarnim infekcim (Trojanova et al., 2017).
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5.3.1.  Priprava inokula Plasmopara halstedii

Inokulum lze pfipravit z Cerstvych zoosporangii, ze sporulujicich déloznich listki rostliny
nebo ze zmrazenych zoosporangii uchovavanych na déloznich listech, zabalenych
v alobalu a skladovanych pfi teploté -20 °C. Nasporulované Casti dé€loznich listi byly
vlozeny do plastové zkumavky (viz obr. 16) a zality asi 1-5 ml destilované vody (objem
vody odpovidal mnozstvi zoosporangia a mnozstvi potfebné pro inokulaci). Pfi nizké
koncentraci inokula se misto destilované vody pouzil roztok CaCly, ktery zvysil i€innost
patogenu. Zoosporangia se do inokula uvolnila jemnym protfepanim na tfepacce. Poté
byly zbytky rostliny vytazeny sterilni pinzetou ven ze zkumavky a pod mikroskopem se

zkontrolovala koncentrace inokula, aby meélo dostate¢nou hustotu.

Obrazek 16: Pomlicky na pfipravu inokula a kvétina¢ s nasporulovanymi listy slunecnice. Foto:

K. DobeSova

Do piipraveného inokula byla vlozena nakli¢ena semena Giganteus tak, aby byla
vSechna semena dostateCné ponoifena pod vrstvou inokula. Inokulace probihala po dobu
3-5 hodin. Pro dosazeni tmy byly zkumavky s osivem a inokulem vlozeny do krabice a
polozeny na tfepacku v kultivaéni skfini o teploté 16—20 °C. Za pomoci mikroskopu bylo
behem inokulace neustale kontrolovano uvoliiovani zoospor ze zoosporangia. Po tfech
hodinach inokulace byly semenacky vlozeny do kvétinact se zvlhCenym perlitem a
oznaceny Stitkem. Dezinfekce kvétinacu a dalSich nastrojt je velmi dalezita, aby nedoslo
ke kontaminaci Plasmopara halstedii virem, ktery zptsobuje hypovirulenci plisn€, nebo

jinym patogenem (Grasse et al., 2013). K desinfekci byl pouzit roztok 1% KOH.
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5.3.2. Péstovani naoCkovanych rostlin a nasledna sporulace patogenu

Semenacky byly pokryty tenkou vrstvou perlitu a vlozeny do kultiva¢ni skiin€ o teploté
18-21 °C. Prvnich 12-16 hodin byly uchovany ve tm¢ a ptikryté ¢ernou folii. Rust rostlin
nasledoval pfi stejné teploté s fotoperiodou 12/12 h (den/noc) po dobu 9—13 dnii. Obvykle
jsou vyssi teploty (20-24 °C) vhodné pro rust rostliny, zatimco nizsi teploty (16-20 °C)
jsou pfiznivé pro vyvoj patogend a sporulaci (Trojanova et al., 2017).

Naockované semenacky byly pravideln€é mirn€é zalévany tak, aby nebyly
kvétinaCe se semenacky zcela podmacené. Anoxie muze vyvolat u rostliny stres, dojde
ke zkraceni kofenu a systémova infekce se nemusi dobie nevyvijet (Gulya, 1996). Navic
muze zvysSena vlhkost zpusobit pfedCasnou sporulaci patogenu, ktery mize napadnout
dalsi izolaty P.hastedii péstované ve stejné mistnosti (Trojanova et al., 2017). Je dulezité
zdlraznit, ze pouze rostliny naoCkované stejnym izolatem by meély byt umistény pfi
sporulaci ve stejné mistnosti ¢imz je minimalizovana kfizova kontaminace (Trojanova et
al., 2017). Vsechny tyto drobnosti mohou hrat klicovou roli pfi spravném urovani rasy
P. halstedii.

Praimémé 10. den inokulace byly rostliny pomoci rozprasovace navlhcily
destilovanou vodou, vlozeny do sacku, aby se nastavily podminky 100% vlhkosti a celé
byly vlozeny do plastové bedny s vikem, kde byly uchovany 12 hodin ve tmé. Nasledujici
den byla sporulace na déloznich listech. Tyto listy mohly byt dale pouzity na piipravu

inokula pro dal$i experimenty nebo se ulozily do mraznicky s teplotou -20 °C.

5.4. Patotesty metodou SDI

Rasy izolath byly ureny pomoci patotestti. Princip patotesti byl zaloZen na testovani
odolnosti diferenciacniho souboru slune€nic (viz tabulka 1). Inokulace byla provedena

metodou SDI neboli, ,,s0il drench inoculation®, kdy byl ockovany kazdy semenacek

zvlast. Kazdy soubor obsahoval 15 diferenciacnich linii a 1 kontrolni linii. Kazda linie se
skladala z 10 stejnych genotypu slunecnice. Jako kontrolni linie byl pouZzit genotyp

Giganteus.
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Tabulka 1: Diferenciacni linie slunecnice pro urCeni rasy Plasmopara halstedii.

Triplet Diferenciac¢ni Virulence Pl geny Tourvieille de
linie Labrouhe et al. (2012)
D1 1 - GB
1 D2 2 Pl RHA-265
D3 4 PL/Plo/Pl>; RHA-274
D4 1 PL/PIs PMI3
2 D5 2 Pls PM-17
D6 4 Pls, 803-1
D7 1 Plis HAR-4
3 D8 2 PL/Pl;s QHP2
D9 4 Pls HA-335
D10 1 Pls Y7Q
4 D11 2 Pl PSC8
D12 4 PL XA
D13 1 Pl¢/Pl>; PSS2RM
5 D14 2 Pls VAQ
D15 4 PlArg RHA-419

Nejprve bylo potfeba nechat nakliit potfebné osivo (stejné jako v kap. 5.2.1).
Naklicené osivo bylo vysazeno v fadach do tacu snavlhéenym perlitem. Tac byl
nadepsany lihovym fixem, obsahoval Cislo izolatu, datum inokulace a nazev genotypu
pfipravovano z Cerstvé nasporulovanych listd, aby byl test co nejpfesnéjsi.
Nasporulované listy byly vlozeny do plastové zkumavky a zalité destilovanou vodou

(stejné jako v kap. 5.3.1.).

5.4.1. Inokulace metodou SDI

Jakmile bylo inokulum pfipravené, doslo k inokulaci metodou SDI. Automatickou
pipetou bylo naneseno na kazdy semenacek urcité mnozstvi inokula. Mnozstvi zaviselo
na koncentraci zoosporangia v inokulu. Ta se pocita pod mikroskopem pres Biirkerovy

pocitaci komurky za pouZiti vzorce:

1000

0,04

54



kde X = pocet zoosporangii v 1 ml a Y = primérny pocet zoosporangii v 10 pocCitanych
¢tvercich Birkerovy komurky. Vysledek se rovna mnozstvi tekutiny, ktera obsahuje asi
10 000 zivotaschopnych zoosporangii.

Podle vzorce:

10000

Z= . 1000
X

se vypocita objem inokula potfebny pro inokulaci. Kde Z = objem inokula s 10 000
zoosporangii a X = pocet zoosporangii v 1 ml. Spravné inokulum meélo objem v rozmezi
2040 pl. Pokud vypocitany objem neodpovidal doporu¢enému rozmezi. Muselo byt
inokulum podle potieby bud’ zfedéno nebo zahusténo.

Pri aplikaci inokula byl kladen diraz na peclivou aplikaci inokula na
hypokotylovou ¢ast a inokulaci kazdého semenacku pouze jednou. Jakmile byly vSechny
semenacky nainokulovany, tak byl tac posypal jemnou vrstvou zvlhéeného perlitu (asi 1
cm). Poté byl tac s patotestem vlozen do fytotronu. Nasledné byl tac prekryt Cernou folii
pro navozeni podminek den a noci. Druhy den byla folie oddélana a tac s rostlinami byl
uchovan v konstantnich podminkéach 21/17 °C, 12/12h den a noc. Hladina vody v tacu
byla kazdy den kontrolovéana a dopliiovana. Ockované rostliny byly péstovany za téchto
podminek po dobu 11-14 dna do doby, nez prvni pravé listy dosahly délky 1 cm.
Sporulace vyzaduje 100% relativni vlhkost. Té bylo dosazeni postfikanim rostlinek
rozpraSovaCem s destilovanou vodou. Navlhcené tacy s patotesty byly vlozeny do
plastovych neprasvitnych beden s vikem. Bedny s tacy byly ponechany ve fytotronu pii
teploté 21/17 °C, 12/12h den a noc. Nasledujici den byl patotest vyhodnocen (viz obr.
17). Péstovani semenacku déle nez 14 dni mize mit za nasledek smrt rostlin diky
systémové infekci, coz znemoziuje vyuziti zoosporangia na inokulum pro nésledné

experimenty (Trojanova et al., 2017).
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Obrazek 17: Patotest na ur€eni rasy Plasmopara halstedii 14. den. Foto: K. DobeSova

5.4.2. Vyhodnoceni patotestu

Stuperi infekce a stanoveni rasy Plasmopara halstedii bylo uréeno ve dvou krocich. Prvni
hodnoceni patotestu bylo provedeno 14. den po inokulaci. Byla hodnocena rezistence
prvnich déloznich listkd. O tyden pozdéji byl tac znovu postiika vodou a byla hodnocena
tzv. hypokotylova rezistence, neboli systémova infekce na pravych listech (Sedlarova et
al., 2016). Péstovani sazenic déle nez 14 dni muze mit diky systémové infekci za nasledek
smrt celé rostliny, coz minimalizuje mnozstvi vyprodukovanych zoosporangii, ktera se
pouzivaji na inokulum pro dalsi testovani. Pro vyssi spolehlivost byl kazdy izolat testovan
dvakrat az trikrat.

Stanoveni rasy bylo urceno ve tfech krocich. Nejprve byla vyhodnocena intenzita
sporulace na kazdé rostliné zvlast. Pro hodnoceni intenzity sporulace bylo pouzito
semikvantitativni hodnoceni procentualni sporulace na rostliné (viz obr. 18).
Semikvantitativni hodnoceni ma stupnici od 0 do 3, kdy O se pfipisuje k rostling, ktera
nema zadnou viditelnou sporulaci na listech. Stupeni 1 pfipada na rostliny s omezenou
sporulaci do 25 % jejich listové plochy. Stupen 2 ptipada na rostliny se sporulaci do 50 %
listové plochy a hodnota 3 se pfipisuje k rostliné se sporulaci vyssi néz 50 % jejich listové
plochy. Interpretace vysledkii a hodnoceni testi patogenity je do jisté miry dosti
subjektivni dle hodnotitele.
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Obrazek 18: Semikvantitativni stupnice napadeni rostlin Plasmopara halstedii. A — zadna
sporulace (stupen napadeni 0); B — sporulace do 25 % (stupefi napadeni 1); C — sporulace do
50 % (stupen napadeni 2); D — sporulace nad 50 % (stupen napadeni 3). Foto: K. DobeSova

Druhym krokem pro ureni rasy bylo stanoveni miry sporulace pro kazdou
bylo urceno, zda je dana diferenciacni linie kizolatu P. halstedii nachylnd nebo
rezistentni. Pokud bylo napadeni u vice nez 50 % rostlin v linii, tak byl genotyp oznacen
za nachylny. Neni zcela jasna hranice mezi rezistenci a nachylnou reakci nao¢kovanych
rostlin. Pokud byl celkovy stuperi infekce niz§i nez 30 % a zadny d€lozni list nemél
sporulace a zakrslost rostliny byla hlavnim kritériem pro nachylnost. V posledni Casti
hodnoceni byl stanoven vysledny pétimistny kod konkrétni rasy P. halstedii. Kod byl

urcen pomoci tripletového systému (viz tabulka 2).
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Tabulka 2: Priklad vypoctu kdédu virulence, tj. stanoveni rasy Plasmopara halstedii.

Diferenciaéni D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10...

linie

Virulence 1 2 4 1 2 4 1 2 4 I...

Sporulace S S S S S R S R R R...
14+2+4=7 142+0=3 1+0+0=1 0+...

S= susceptible- nachylna interakce, R= rezistence interakce

5.5. Sbér izolatu Bremia lactucae

Pro urCeni rasy Bremia lactucae byl vybran izolat na plané rostouci Lactuca serriola
(locika kompasov4). Izolat pochézel z CR a byl odebran v roce 2019 z lokality u Berouna,
cca 1 km za méstem u cyklostezky smér Srbsko. Pfi sbéru byly odebrany infikované
listy se sporulaci a vlozeny do plastovych krabi¢ek na zvlhéenou vrstvu buniCiny.
Nasledné byl vzorek prevezen do laboratofe Oddéleni fytopatologie a mikrobiologie KB
Pif UPOL, kde byl nasledné zafazen do sbirky mikroorganismi pod oznacenim UPOC-
FUN-281.

5.6. Rostlinny material Lactuca serriola

Pfemnozeni izolatu B. lactucae bylo provadéno na nachylném genotypu Lactuca serriola
LSE/57/15. Osivo pochazelo ze sbirky semen fytopatologické laboratore Katedry
botaniky PiF UP v Olomouci. Pfi urceni rasy byl pouzit diferenciacni set EU-B, ktery
obsahuje 24 genotypu salatu, jako kontrola se pouzil genotyp LSE/57/15, ktery postrada

geny rezistence (viz abulka 3).

5.6.1. Priprava rostlinného materialu

Nazky L. serriola (LSE/57/17) pro ptemnozeni B. lactucae byly rovnomérné umistény
do oznacenych plastovych misek (8 cm v priméru), v piipadé diferenciacniho setu byl
soubor vyset jednotlivé do fadkt v plastové misce o velikosti cca 30x40 cm na vlhkou
vrstvu buniciny (3—4 listy) a filtraéniho papiru (1 list). Uzaviené nadoby byly kultivovany
ve fytotronu s teplotou 10—15 °C a s 12hodinovou fotoperiodou. Po 5-6 dnech byly z plné
rozvinutych déloznich listki odstranény zbytky osemeni a byla provedena inokulace

semenacku.
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Tabulka 3: Diferenciacni set B (soubor genotypl Lactuca sativa a L. serriola) pro

stanoveni ras Bremia lactucae.

Sextet diferenciac. set B Dm geny Sextet diferenciac. set B Dm geny
Green Towers Dm0
Lednicky Dml NunDm15 Dml5
UCDM2 Dm?2 CGDm16 Dml16

1 Dandie Dm3 3 NunDm17 Dm17
R4ATS7D Dm4 Colorado Dmi8
Valmaine Dm5/8 Ninja Dm36
Sabine Dmé6 Discovery Dm37
LSE/57/15 Dm?7 Argeles Dm38
UCDMI10 Dm10 RYZ2164 Dm25

2 Capitan Dml1 4 RYZ910457 R?
Hilde IT Dmi2 Bedford R?
Pennlake Dm13 Balesta R?
UCbM14 Dm14 Bellisimo R?

5.7. Priprava inokula B. lactucae

Inokulum lze pfipravit z Cerstvého materiadlu nebo ze zmrazenych konidii na dé€loznich
listech salatu uchovanych v Petriho miskach. Misky byly zabalené v alobalu a skladovany
pfi teploté -20 °C. Nasporulované ¢asti déloznich listt byly vlozeny do sklenéné kadinky
a zality destilovanou vodou (objem vody odpovidal mnozstvi nasporulovaného materialu
a mnozstvi potfebného pro inokulaci). Jemnym protfepanim na tfepacce byly uvolnény
konidie. Poté byly zbytky rostliny vytazeny sterilni pinzetou ven z kadinky a pod
mikroskopem byla zkontrolovana zivotaschopnost konidii a koncentrace inokula, aby
bylo dostateéné husté cca 10°.

Pfipravené inokulum bylo rozprasovacem aplikovano na delozni listky salatu
v nadobach. Kultivace probihala opét ve fytotronu pfi teploté 10—-15 °C a 12hodinové
fotoperiod¢, prvnich 24 h po inokulaci ve tmé. Po uplynuti 9—10 dnd od inokulace byly

nadoby opét na 24 h umistény do tmy pro vyvolani sporulace.

5.8. Urceni rasy Bremia lactucae

Tac s 24 diferencia¢nimi liniemi setu —B a s kontrolni linii LSE/57/17 (viz tabulka 3)

vysazenych v fadcich po cca 20-25 semenaccich byl nainokulovan a inkubovan, jak je
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popsano vySe v této praci. Hodnoceni sporulace plisné salatové u diferencia¢niho setu
bylo provadéno zpravidla ve dvou intervalech 6. a 14. den po inokulaci. UrCeni konkrétni
rasy B. lactucae bylo provedeno az 14. den po inokulaci. V pfipad€ velmi nachylnych
genotypu byla sporulace na déloznich listech uz 6. ¢i 7. den po inokulaci. Za rezistentni
byly oznaeny genotypy, které¢ ani 14. den nevykazovaly zadnou sporulaci. V pfipadé
heterogenni reakce byly v testovaném souboru rostliny jak zcela nachylné, tak i
rezistentni. U nékterych genotypu byla stanovena rovnéz neuplna rezistence v dusledku
velmi nizkého stupné sporulace, coz bylo obycejné doprovazeno zloutnutim a nekrotizaci
pletiva dé€loznich listki. Proto byly testy pro kontrolu opakovany.

Pro urCeni rasy bylo pouzito kvantitativni a kvalitativni hodnoceni. Zakladem
kvantitativniho hodnoceni je stanoveni intenzity sporulace izolatu B. lactucae. Pro
hodnoceni intenzity sporulace (viz obr. 19) na semenaccich byla pouzita stupnice v
rozsahu 0-3 (Lebeda a Petrzelova, 2010):

0 = zadné viditelné konidiofory na listech;

1 = omezena sporulace, sporadicka pfitomnost konidiofora;
2 =< 50 % listové plochy pokryté konidiofory;

3 => 50 % plochy déloznich listt pokryté konidiofory.

Obrazek 19: Intenzita sporulace - kvantitativni hodnoceni Plasmopara halstedii. Foto: K.
Dobe3ova
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V dalsim kroku se intenzita sporulace vyjadiuje jako procento maximalni

mozné sporulace. Vysledna hodnota se pocita podle Towsenda a Heubergera (1943):

> (nv).100
x N

P=

kde: P = celkovy stupenn napadeni; n = pocet rostlin v kazdé kategorii; v = stupen

napadeni; x = rozsah stupnice napadeni; N = celkovy pocet hodnocenych rostlin.

Intenzita sporulace je také posouzena z pohledu kvalitativniho hodnoceni. Hodnotilo se

podle nasledujicich kritérii (viz obr. 20):

+ nachylna reakce: makroskopicky viditelna hojna sporulace (50-100 %)
semenackd. Rostliny hodnoceny pievazné stupném 2 a 3.

- rezistentni reakce: zadna viditelna sporulace na semenaccich. Rostliny
hodnoceny stupném 0.

(-) neuplné rezistentni reakce: velmi omezena sporulace (1-25 %), po které ¢asto
nasleduje makroskopicky viditelna nekroza nebo chloroza pletiva. Rostliny
hodnoceny stupném 0 nebo 1.

(+) neuplna nachylna reakce: snizena sporulace (25-50 %), smésny fenotyp reakce

zahrnuje zcela nachylné a odolné rostliny. Sporulace rozlozena rovnomérné

mezi vSemi stupni.
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Obrazek 20: Intenzita sporulace — kvalitativni hodnoceni Bremia lactucae. Foto: K. Dobe3ova
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V posledni ¢asti hodnoceni byl stanoven vysledny kod virulence, tj. konkrétni rasa
B. lactucae. Pomoci sextetového systému (priklad viz tabulka 4). Kazda diferenciacni
linie méla konkrétni hodnotu virulence. Pokud byla linie rezistentni, bylo zapocitanoo do
souctu sextetu ¢islo 0. Pokud byla linie nachylna, bylo zapocitano do souctu ji pfislusné
Cislo virulence. Na zavér byla Cisla seCtena po Sesti a byl vytvoren vysledny kod

virulence.

Tabulka 4: Priklad vypoctu kdédu virulence, tj. stanoveni rasy Bremia lactucae.

Diferenciac¢ni 123456 789101112 131415161718 19....24
linie

Virulence 12481632 124 8 16 32 1 24 81632 1.... 32
Sporulace +- -+ + + +++ + + + + 4+ - - - - -l -

1+0+0+8+16+32=57 1+2+4+8+16+32=63 1+2+0+0+0+0=3 0+...=0

Sextetovy kod: 57/63/03/00

+ nachylna reakce, - rezistence
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6. Vysledky

6.1. Urceni ras izolata Plasmopara halstedii

Tato diplomova prace navazuje na vysledky z mé bakalarské prace. Byly hodnoceny
izolaty P. halstedii z roku 2018 a 2019. Urceni rasy bylo provadéno pomoci tzv. patotestl,
coz je diferenciacni soubor 15 genotypt H. annuus. Byla hodnocena intenzita sporulace
diferenciaéniho soubory a vysledkem byl pétimistny kod virulence. Inokulace
diferencia¢niho souboru byla provedena metodou ,,soil drench inoculation® (SDI). V mé
praci byly urCeny rasy pouze z izolatd z roku 2019, protoze originalni izolaty z roku 2018

se nepodafilo ozivit a pfemnozit, tim padem nebylo provedeno urceni rasy z tohoto roku.

6.1.1. Rasy Plasmopara halstedii z roku 2019

V roce 2019 bylo hodnoceno celkem Sest izolata P. halstedii (oznaCeny jako 1901; 1902;
1903; 1904; 1905; 1906) puvodem z Ustredniho kontrolniho a zku3ebniho Ustavu
zemédélského (UKZUZ) v Lednici. Viechny vzorky byly uréeny jako rasa 704 71.
UrCena rasa byla u vSech izolati stejna, v nékterych tripletech se vSak reakce
diferencia¢nich linii slunecnice na izolaty mirné€ odlisovaly. Z vysledkt bylo uvazovano
také nad moznymi rasami 714 71 nebo 714 61. Aby byla ovéfena spravnost vysledkt a
byly vylou¢eny mozné chyby pfi postupu, bylo hodnoceni u kazdého izolatu provedeno
nejmén¢ dvakrat. Pokud urceni rasy bylo i po tfetim opakovaném hodnoceni nejasné, byl

znovu testovan pouze konkrétni triplet, aby nebylo plytvano osivem.

6.1.1.1. Izolat 1901 (Plasmopara halstedii)

Izolat 1901 byl po tretim hodnoceni urcen jako rasa 704 71. Vysledek prvniho patotestu
byl vyhodnocen jako rasa 704. Druhé opakovani patotestu bylo hodnoceno jako rasa 714.
Kvili spornym vysledkim z hodnoceni byl izolat 1901 hodnocen jesté potfeti. Jako
vysledna rasa byla ovéfena rasa 704 71. Jak je patrné z vysledku, problém s urCenim rasy
byl hlavné ve 2. tripletu, konkrétné v genotypu PMI3. V prvnim hodnoceni vySel genotyp
rezistentni, ve druhém hodnoceni nachylny na patogen a az ve tfetim hodnoceni byla jeho
rezistence potvrzena (viz tabulka 5). Problém s vyhodnocenim byl také u poslednich dvou
triplett. U osiva téchto genotypu byla zjisténa Spatna kli¢ivost, a proto ¢asto nemohla byt
soucasti vysledného hodnoceni. Genotyp XA a PSS2RM se podatilo vyhodnotit az ve

tfetim hodnoceni rasy.
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6.1.1.2. Izolat 1902 (Plasmopara halstedii)

Tento izolat byl také testovan tfikrat. Vysledkem hodnoceni byla rasa 704 71. U tohoto
izolatu byl problém ve 4. tripletu. V prvnim hodnoceni byl genotyp Y7Q rezistentni a
bylo zvazovano nad moznou rasou 704 60. Ve druhém hodnoceni byla na genotypu Y7Q
zaznamenana sporulace. Proto bylo provedeno i tfeti hodnoceni, kde byla nachylnost

genotypu Y7Q vuci P. halstedii potvrzena (viz tabulka 5).

6.1.1.3. Izolat 1903 (Plasmopara halstedii)

Izolat 1903 byl vyhodnocen jako rasa 704 71. I u tohoto izolatu byl problém se
stanovenim virulence 4. tripletu. Problematicky byl jak genotyp Y7Q, tak genotyp XA.
V prvnim hodnoceni byl nachylny genotyp PSC8 a XA. Ve druhém hodnoceni byl
nachylny genotyp Y7Q a PSCS8, naopak genotyp XA byl zcela rezistentni. Ve tfetim
hodnoceni byla potvrzena nachylnost vSech tfi genotypu (viz tabulka 5). Urceni
posledniho tripletu bylo naro¢né, protoze u genotypu PSS2RM byl neustale problém

s nizkou kli¢ivosti a nedostatkem osiva.

6.1.1.4. Izolat 1904 (Plasmopara halstedii)

Ctvrty izolat byl dosti podobny izolatu 1902. Nejenze byl shodny s vyslednou rasou 704
71, ale mél 1 shodné odliSnosti ve virulenci u genotypu Y7Q ve 4. tripletu. Izolat byl
zpocatku urcen spiSe jako rasa 714 61. Pii prvnim hodnoceni byl genotyp Y7Q spise
rezistentni. Ve druhém hodnoceni byla jeho nachylnost ¢astecné potvrzena. A proto bylo
provedeno jesté teti hodnoceni, kdy genotyp vySel jako zcela nachylny k infekci P.
halstedii. U genotypu Y7Q byla velmi Casta heterogennost vysledkt. Pti hodnoceni byly

objeveny jak rostliny zcela rezistentni, tak velmi nachylné (viz tabulka 5).

6.1.1.5. Izolat 1905 (Plasmopara halstedii)

Izolat 1905 byl pomémé problematicky. Jeho sporulace byla velmi slaba i u pouzité
kontroly Giganteus. Byly provedeny pouze dvé hodnoceni rasy, protoze u tohoto izolatu
byl problém i se samotnym pfemnozenim. Bylo obtizné urcit, zda vysledky urcené rasy
byly relevantni. V prvnim hodnoceni byla kontrola napadena pouze z 50 %. Virulence ve
4 tripletu byla velmi heterogenni. Ve druhém hodnoceni byla sporulace u kontroly vyssi
a ve 4. tripletu byla opét velka heterogenita. Lze predpokladat ze se jednalo o stejnou rasu

jako u ostatnich izolatl (viz tabulka 5).
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Tabulka 5: Vyhodnoceni fenotypové reakce Plasmopara halstedii u izolatt z roku 2019.

Izolat: 1901 1902 1903 1904 1905 1906
Triplet | Diferencia¢. | Hodnota 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 1. 2. 3.
linie virulence | 8.8. 22.8. | 26.11 | 25.7. | 8.8. 28.8. |25.7. |13.8. | 6.12. | 1.8.. | 13.8. | 12.12 | 1.8. 28.8 | 8.8. 22.8 | 6.12.
2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019 | 2019
GB 1 + + + + + + + + + + + + + + + + +
1 RHA-265 2 + + + + + + + + + + + + + + + + +
RHA-274 4 + + + + + + + + + + + + + + + + +
PMI-3 1 o ® -l - —1T-"66 -1 o -1- 66]- o -
2 PM-17 2 - - - - - - - - - - - -
803-1 4 - - - - - - - - - - - -
HAR-4 1 - - - - - - - - - - - - - - -
3 QHP-2 2 - - - - - - - - - - - - - - -
HA-335 4 + +) + + + + + ) + +) + + +) +) ©) + +
Y7Q 1 +) - + (ONENC) + (ORENNCY + ) ) + ) (ORN INCY + +
4 PSC8 2 (+) + + + + (+) + + (+) (+) + (+) (+) + +
XA 4 + + + + +) - + +) +) + +) ©) +) +
PSS2RM 1 + + + + +H ) + (O COR BNORENCY) +
5 |vAQ 2 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
RHA-419 4 - - - - - - - - - - - - - - -
K GIGA + + + + + + + +) + + + + +) +) + + +
Rasa Ph 704 | 714 | 7?7 | 704 | 72?7 |7?24 |704 |700 7?4 |704 |704 |704 |704 |704 |700 |704 |74
?? ?? 71 6? 71 71 6? 3? 71 61 61 71 60 21 20 71 71
- = ndchylnost (-) = neuplna rezistence Cervené znacené = vyslednd rasa Ph (704 71)
+ = rezistence (+) = netplnd ndachylnost
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6.1.1.6 Izolat 1906 (Plasmopara halstedii)

Izolat 1906 byl po hodnoceni uréen jako rasa 704 71. U tohoto izolatu bylo hodnoceni
virulence pomémné jasné, pouze v 5. tripletu u genotypu PSS2RM byly jemné
odchylky ve sporulaci. U prvniho hodnoceni byl genotyp rezistentni. Ve druhém
hodnoceni byl izolat nachylny a ve tfetim hodnoceni byla jeho nachylnost vici

patogenu potvrzena (viz tabulka 5).

6.2. Stanoveni ras izolata Bremia lactucae

V roce 2019 byl testovan pouze jeden izolat Bremia lactucae, ktery byl odebran z pole
v okoli Berouna v Ceské republice. Odebrany izolat se podafilo pfemnozit a nasledng
1 otestovat. Na premnozeni byl pouzity genotyp LSE/57/15, ktery neobsahuje geny
rezistence. Inokulum pro urceni rasy bylo vzdy pfipraveno z Cerstvé nasporulovaného
materialu. Pro urCeni rasy byl pouzit diferencia¢ni set EU-B. Vysledkem hodnoceni

byl Sestimistny kod konkrétni rasy. Kod byl urcen sextetovym systémem virulence.

6.2.1. Rasa Bremia lactucae z roku 2019

Vysledna rasa izolatu z roku 2019 byla urCena az po sedmém hodnoceni. Prvni
hodnoceni rasy B. lactucae z roku 2019 bylo zahajeno téhoz roku. Tteti hodnoceni
bylo provedeno o rok pozd¢ji. Kvuli heterogenité vysledku z téchto dvou obdobi byly
provedeny posledni tfi hodnoceni rasy B. lactucae jesté vroce 2021. Dulezitym
ukazatelem spravnosti vysledkt byl kontrolni diferenciacni soubor, ktery neobsahuje
geny rezistence. V tomoto piipade to byl genotyp Green Towers a LSE/57/15. Celé
hodnoceni komplikovalo také Spatné kliCeni osiva, zejména pak genotypu Bedford,

Balesta a dalsich.

6.2.1.1 Prvni stanoveni rasy Bremia lactucae z roku 2019

V prvnim hodnoceni z roku 2019 byly téméf vSechny genotypy rezistentni na Bl.
Pouze genotyp Green Towers mél nachylny fenotypovy projev u 60 % rostlinek a
genotyp Captain byl nachylny z55 %. Kontrola LSE/57/15 naklicila, proto tento
genotyp nemohl byt vyhodnocen. Jako vysledna rasa byla stanovena rasa 00/05/00/00
(viz tabulka 6).
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6.2.1.2 Druhé stanoveni rasy Bremia lactucae z roku 2019

Ve druhém hodnoceni v roce 2019 nevysla kontrola se 100% néachylnou reakci.
V ptipadé Green Towers to byla 50% intenzita sporulace a v ptipadé LSE/57/15 byla
sporulace o néco vyssi, okolo 75 %. Vysledna rasa byla urcena jako rasa 00/05/00/00.
Z toho je ziejmé, ze vétSina genotypu diferencianiho setu B byla vici patogenu
rezistentni. V prvnim sextetu nebyla sporulace prokazana na zaddném genotypu, proto
byl vysledek 00. Ve druhém sextetu byla sporulace viditelna u dvou genotypu, a to
LSE/57/15 a Captain. Vyslednou hodnotou tohoto sextetu bylo c¢islo 05. U tretiho a
ctvrtého sextetu opét nebyla pozorovana zadna sporulace. ObcCas byl naznak pouze
mirné¢ deformace déloznich listki, ale sporulace se nevytvofila, tak tomu bylo

napfiklad u genotypu RYZ910457 (viz tabulka 6).

6.2.1.3 Treti vyhodnoceni rasy Bremia lactucae z roku 2020

Tteti hodnoceni bylo provedeno az v roce 2020. Kontrola LSE/57/15 méla sporulaci
100 % stejn¢ tak kontrola Green Tower méla sporulaci 75 % coz je vice nez
v predchozich hodnocenich. V prvnim sextetu byla 100% sporulace na genotypu
Valmaine, dale byla sporulace na genotypu UCDM?2, ale u néj byla reakce slabsi, okolo
70 %. Proto bylo vysledné Cislo tohoto sextetu 18. Druhy sextet mél sporulaci na tfech
genotypech, a to na LSE/57/15, Captain a UCDM14. Vyslednou hodnotou tohoto
sextetu bylo Cislo 37. Tteti sextet byl totozny s prvnim hodnocenim (¢islo 00). Rozdil
od predchozich hodnoceni nasledoval i v poslednim, Ctvrtém sextetu. Zde byla
sporulace pouze na jednom genotypu Argeles. Tii genotypy z tohoto sextetu viibec
nevyklicily, a proto nemohly byt hodnoceny. Jednalo se o genotypy RYZ2164, Bedfor
a Balesta. Vysledna hodnota byla odhadnuta jako 1. Vysledna rasa tfetiho hodnoceni
byla ur¢ena jako rasa 18/37/00/01 (viz tabulka 6).

6.2.1.4 Ctvrté stanoveni rasy Bremia lactucae z roku 2021

Ctvrté hodnoceni bylo provedeno v dubnu roku 2021. U tohoto hodnoceni bylo
problematické kliceni osiva. Nepodafilo se naklicit Sest genotypu, bohuzel nekteré z
nich byly klicové, a proto muselo byt hodnoceni opakovaano. Vysledky ctvrtého
hodnoceni byly shodné vice s hodnocenim zroku 2019, ale stejné jako u téchto
hodnoceni byla kontrola téméf bez sporulace. V prvnim sextetu byly vSechny
genotypy rezistentni. Kliovy genotyp Valmaine nevykli¢il, a tak nemohl byt
hodnocen. Druhy sextet byl relativné shodny s druhym hodnocenim. Vysledek tohoto
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sextetu byl 36. Sporulace byla nalezena také na genotypu LSE/57/15, ale Cinila pouze
18 % a proto byla vyhodnocena jako neuplné rezistentni. Treti sextet byl shodny se
vSemi pfedchozimi hodnocenimi. VSechny genotypy byly zcela rezistentni. Posledni,
ctvrty sextet byl shodny s prvnimi hodnocenimi. Problém byl, Ze genotyp Argeles
nevykli¢il a nemohl byt hodnocen. Vysledkem Cctvrtého hodnoceni byla rasa
00/37/00/00 (viz tabulka 6).

6.2.1.5 Paté stanoveni rasy Bremia lactucae z roku 2021

Aby nedochazelo k plytvani osivem, bylo nasledujici hodnoceni provedeno pouze na
konkrétnich spornych genotypech, v pfipadé patého hodnoceni to byly genotypy
Green Towers, UCDM2, Valmaine, LSE/57/15, UCDM14, Argeles, Bellisimo. U
genotypu Green Towers byla potvrzena nachylnost na B. lactucae. U genotypu UCDM
byla naopak potvrzena rezistence vuci patogenu. U genotypu Valmaine, LSE/57/15 a
UCDM14 byla nachylnost také potvrzena. Genotyp Argeles byl vyhodnocen jako
rezistentni, coz potvrdilo cely sextet jako rezistentni. Zvlastni bylo, ze genotyp
Bellisimo v poslednim hodnoceni vySel jako nachylny, ale v zadném z pfedchozich
hodnoceni nebyl na patogen nachylny. Vysledny kod virulence tohoto izolatu B.

lactucae byl uréen jako rasa 16/37/00/32 (viz tabulka 7).

6.2.1.6 Sesté vyhodnoceni rasy Bremia lactucae z roku 2021

Sesté hodnoceni bylo provedeno na stejnych spornych genotypech jako v patém
hodnoceni rasy Bl (Green Towers, UCDM?2, Valmaine, LSE/57/15, UCDMI14,
Argeles, Bellisimo). Vysledné urCeni rasy bylo téméf totozné jako u patého hodnocenti
Bl. Genotypy Green Towers, Valmaine, LSE/57/15 a UCDMI14 mély néachylny
fenotypovy projev a UCDM2, Argeles a i Bellisimo mély fenotypovy projev
rezistentni. Jako vysledna byla urCena rasa 16/37/00/00. Rozdil od ptedchoziho

hodnocenti je tedy ve fenotypovém projevu u linie Bellisimo (viz tabulka 7).

6.2.1.7 Sedmé vyhodnoceni rasy Bremia lactucae z roku 2021

Posledni hodnoceni bylo provedeno pouze na genotypech, které v predchozich
hodnocenich vychazely sporné (Green Towers, UCDM 14, Bellisimo a LSE/57/15). U
genotypu Green Towers byla potvrzena fenotypovd nachylnost na B. lactucae.
Genotyp UCDM14 mél také nachylny fenotypovy projev. Genotyp Bellisimo mél
spise neuplnou rezistentni reakci. Ve vysledku byla vyhodnocena rasa 16/37/00/00,

stejn€ jako v poslednich tfech hodnocenich.
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Tabulka 6: Stanoveni rasy Bremia lactucae izolatu Beroun 2019.

Sporulace Sporulace Sporulace Sporulace
Bif. Genotyp H.odnota 1. ) 2. ; 3. ; 4. ;
cislo virulence | hodnoceni hodnoceni hodnoceni hodnoceni
22.7.2019 19. 8. 2019 2.10. 2020 14. 4. 2021
0 Green +) (+) + -)
Towers
1 Lednicky 1 - 0 - 0 - 0 - 0
2 ucobm?2 2 - 0 - 0 +) 2 - 0
3 Dandie 4 - 0 - 0 - 0 - 0
4 R4T57D 8 - 0 - 0 - 0 - 0
5 | Valmaine 16 -) 0 -) 0 + 16 ™~
6 Sabine 32 - 0 - 0 - - - 0
7 LSE/57/15 1 \ +) 1 + 1 (-) 0
8 UCDM10 2 - 0 - 0 - 0
9 | Captain 4 + 4 + 4 + 4 + 4
10 | HildeII 8 - 0 - 0 - 0 - 0
11 | Pennlake 16 - 0 - 0 (-) 0 - 0
12 UCDM14 32 - 0 - 0 + 32 +) 32
13 | NunDmli5 1 - 0 - 0 - 0 - 0
14 | CGDm1l16 2 - 0 - 0 - 0 - 0
15 | NunDml17 4 - 0 - 0 - 0 - 0
16 | Colorado 8 - 0 - 0 (-) 0 - 0
17 | Ninja 16 - 0 - 0 - 0 [~
18 | Discovery 32 - 0 - 0 - 0 - 0
19 | Argeles 1 - 0 - 0 + 1 \\\
20 | RYZ2164 2 ) 0 () 0 ) 0
|0, | ’ ’ "IN
22 | Bedford 8 - 0 - 0 \ \
23 | Balesta 16 - 0 - 0 >~ - 0
24 | Bellisimo 32 - 0 - 0 (-) 0 - 0
C LSE/57/15 + +
Vysledna rasa Bl 00/05/00/00 | 00/05/00/00 | 18/37/00/01 | 00/37/00/00
- =rezistence

+ =ndchylnost

(- ) = nedplnd rezistence
(+) = neuplnd ndachylnost
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Tabulka 7: Stanoveni rasy Bremia lactucae izolatu Beroun 2019, pouze vybrané izolaty.

Sporulace Sporulace
Pif. Genotyp H.odnota S. ) 6. ;
cislo virulence | hodnoceni hodnoceni
11.5.2021 | 8. 6.2021
0 Green Towers + ) +
1 Lednicky 1 \ 0 0 0
) UCDM?2 2 - 0 - 0 1 0
3 Dandie 4 0 0 0
4 | R4T57D 8 \ 0 0 0
5 Valmaine 16 + 16 + 16 \ 16
6 Sabine 32 \ 0 \ 0 \ 0
7 | LSE/57/15 1 + 1 + 1 + 1
8§ | UCDMIO 2 I~] o 0 0
9 Captain 4 ~] 4 \ 4 \ 4
10 | Hilde IT 8 ~ 0 0 ™~ 0
11 | Pennlake 16 S~ 0 [~ 0 ™~ 0
12 | UCDM14 32 + 32 +) 32 + 32
13 | NunDml15 1 0 0 0
14| CGDmi6 2 [~ 0 [~—] 0 ] 0
15 | NunDmi17 4 0 0 0
16 | Colorado 8 \ 0 0 0
17 | Ninja 16 [~ 0 >~ 0 \~ 0
18 | Discovery 32 \\ 0 0 \ 0
19 | Argeles - 0 - 0 0
20 | RYZ2164 2 ~ 0 0 0
21 §1Y0€¢57 ] ° ’ ’
22 | Bedford 8 0 0 | 0
23 | Balesta 16 >~ 0 0 0
24 | Bellisimo 32 + 32 | () 0 () 0
Vysledna rasa Bl 16/37/00/32 | 16/37/00/00 | 16/37/00/00
- =rezistence

+ =ndchylnost
(- ) = nedplnd rezistence
(+) = neuplnd ndachylnost
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7. Diskuse

Stanoveni fyziologickych ras Plasmopara halstedii (Ph) a Bremia lactucae (Bl) bylo
provadéno na zakladé fenotypové reakce 15 diferenciacnich genotypl slunecnice
(Helianthus annuus), resp. 24 genotypu locik (Lactuca spp.), dale oznaceny jako tzv.
patotesty. Intenzita sporulace byla hodnocena po tripletech (Ph) ¢i sextetech (Bl) a
vysledkem byl pétimistny (Ph), resp. ¢tyimistny (BI) kod virulence.

7.1. Plasmopara hastedii

Pro P. halstedii se diive patotest skladal pouze z9 diferenciacnich linii (DL),
vysledkem byl tfimistny kod virulence. Systém byl rozsifen o 6 DL po diskusich
v ramci International Sunflower Asociation (Tourvieille de Labrouhe er al., 2012).
V Ceské republice se novym rozsitenym systémem DL hodnoti rasa Pk od roku 2013,
tedy hned rok po oficidlnim zavedeni rozsifeného diferenciacniho souboru (Drabkova
Trojanova et al. 2018). V nékterych zemich se stale pouziva zékladni hodnoceni
virulence na 9 DL. Nékteré DL se mohou v riznych zemich liSit, napt. v Kanadé
nahradili genotyp HA 304 za genotyp HA 300 (Rashid, 2014). Ve Spojenych statech
pouzivaji genotyp DM-2 misto PMI3 a HA-RS misto QHP1 a testovani nové provade;ji
na 18 DL (Gilley et al., 2020).

Presto je sada 9 DL zakladem pro srovnani kodu virulence populaci P. halstedii
na celém svété. Védci prubézné dopliuji diferenciacni soubor, aby 1épe porozuméli
patogenu (Trojanova et al. 2017). Zatim poprvé byly pouzity dalsi dopliikové linie k
15 mezinarodné uznavanym DL pro hodnoceni virulence Ph ve Spojenych statech,
veetné: RHA 340 (PI8), HA 458 (PI17), HA-DM1 (PI18), TX-16R (PI33), RHA 428
(PI34) a RHA 468 (PIArg) (Gilley et al., 2020). Pomoci tohoto nového Sestimistného
koédu virulence bylo identifikovano celkem 16 ras a byly pozorovany rozdily ve
virulenci mezi nékolika izolaty, které byly puvodné fazeny do jedné rasy. To plati
zejména pro izolaty ras 714, které se nyni rozlisuji na rasu 714700 a 714710 (Gilley et
al., 2020).

Béhem vyhodnoceni kodu virulence se muze stat, ze izolat vykazuje
heterogenni fenotypovy projev. Izolat se pak povazuje za smeésici riznych ras (Gulya
et al., 1991a). Pti heterogennich vysledcich rasy se ¢asto doporucuje vyuzit inokulaci
pouze jednim zoosporangiem. Nevyhodou téchto izolatd je ¢asto velmi nizka ac¢innost

(asi 10-15%, T. J. Gulya, nepublikovano data). Inokulace jednim zoosporangiem
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nezarucuje genetickou homogenitu vzorku, protoze zoosporangium muze obsahovat
vice druhti zoospor, které se mohou geneticky lisit (Trojanova et al., 2017).
Nejptesn€jsi metodou fenotypizace virulence je pouZziti monozoosporickych izolatt
(Trojanova et al., 2017). Monozoosporické izolaty jsou vytvoreny z jediné zoospory,
¢imz zajist'uji genetickou homogenitu vzorku. Vytvoreni takového izolatu je vSak
velmi Casové narocné a nepraktické, pokud se jedna o velké mnozstvi izolatt
(Bartisek, 2015). Ockovani jednou zoosporou ma jesté nizsi u¢innost nez u celych
zoosporangii, cca. 1-2% (Trojanova et al., 2017).

Béhem testovani izolatd Ph z roku 2019 v ramci této DP byla stanovena rasa
704 71. Pro potvrzeni, ze se nejedna o rasy714 71 nebo 714 61 byla provedena treti
hodnoceni, kde byla rasa 704 71 ve vSech pfipadech potvrzena. Kdyz porovnam
historicky vyskyt rasy 704 na naSem uzemi, poprvé byla tato rasa zaznamenana na
lokalité Podivin a Brno-Chrlice roku 2011 (viz tabulka P1 v Pfiloze 1). O rok pozdéji
byla rasa 704 zaznamenana pravé v Lednici, odkud pochézi i izolat z roku 2019.
V letech 2011 a 2012 se jesté nepouzival pétimistny kod virulence, ale pouze tfimistny
(tabulka P1). Proto je tézké urcit, zda se jednalo o naprosto identickou rasu jako v roce
2019.

Od roku 2013 se v CR pieslo na vyhodnoceni virulence pétimistnym kodem,
ktery se pouziva az do soucasnosti. Praveé v tomto byl roce v Lednici potvrzen vyskyt
ras 704 71 a 714 61 (tabulka P1). Dalsi izolaty z lokality Lednice pochazi az z roku
2016, kdy byla zaznamenana rasa 714 71 (tabulka P1). Vzhledem k tomu, Ze testovani
v roce 2019 neprobihalo z monozoosporickych izolatd, je mozné, ze se pod rasou
ukryvala smés méné virulentnich ras (Viranyi a Gulya, 1995), nebo ze virulentnéjsi
rasa vytlacila rasy méné virulentni. V Givahu musime vzit také fakt, ze P. halstedii
preziva v pude€ az 10 let (Bartasek, 2015). To vysvétluje mozné vykyvy virulence pfi
hodnoceni izolatu z roku 2019.

I'kdyzjsou informace o variabilité P. halstedii omezené a nelze charakterizovat
rozmanitost patogenu v celé Ceské republice, trend k rozmanitéjsi virulenci u populace
P. halstedii jasné dokazuji nové rasy 704; 705; 714 a 715, které jsou schopné prekonat
geny rezistence. Nové rasy 705 71; 714 61 a 715 71 jsou schopné infikovat vétsi pocet
diferenciacnich genotypu slunecnice (Drabkova Trojanova et al., 2018). P. halstedii
zlepSila svoji schopnost geneticky se vyvijet. Vysledkem je mnoho novych

virulentnich ras, které se objevily béhem relativné kratké doby (Viranyi er al., 2015).
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Je potieba neustale provadét hodnoceni ras a sledovat variabilitu populace P. halstedii
v CR i v Evropé.

Obecné jsou v Evropé nejrozsifenéjsi rasy 700; 710 a 730. Tyto rasy se
samoziejmé vyskytuji i v Ceské republice. Zatim viak nebyla odhalena z4dna korelace
mezi vyskytem rasy v zemi a sousednimu staty. Zda se tedy, ze vyskyt a rozSifeni ras
P. halstedii nemusi nutné¢ odpovidat geografickym lokalitdim a konkrétnim zemim
(Viranyi et al. 2015). Celkové se v CR vyskytuji rasy 700; 704; 705; 710; 714; 730;
750; 770 (viz tabulka P1). Vnitrodruhova variabilita P. halstedii se u nas pocita spise
mezi niz8i a vyskyt plisn€ mé pouze lokalni vyznam v porovnéani s ostatnimi staty
(Bartisek, 2015). Pokud hodnotime rasu 704 v ramci Evropy, nachazi se tato rasa ve
Francii, ktera ma celkovou variabilitu ras nejvétsi. V Mad’arsku byla rasa 704 poprvé
zaznamenana v roce 2010. Mezi velmi hojnou rasu v Mad’arsku patfi rasa 714, ktera
byla nalezena v roce 2013 ve vychodni ¢asti zemé (Bén ez al., 2014b). S témito dvéma
rasami se v soucasné dobé mad’arska populace patogenu sklada ze sedmi ras (Viranyi
et al. 2015). Dalsi zemi Evropy, v niz se tato rasy vyskytuje je Italie. Z hlediska
nebezpeci nepredstavuje rasa 704 takovou hrozbu. Alarmujici je situace spojena
s roziifenim rasy 714 ve svét. Rasa 714 byla evidovana u nas v Ceské republice,
Francii, Mad’arsku, Italii a USA (Viranyi et al., 2015). Tato rasa je schopna prekonat

geny rezistence a je velmi agresivni.

7.2. Bremia lactucae

Hovoifime-li o plisni salatové, je situace daleko komplikovanéjsi. Stanoveni
fenotypovych ras neni celosvétové jednotné, a proto pusobi dosti chaoticky. Prvni
systém pro hodnoceni fenotyp virulence B. lactucae zavedli Crute a Johnson v roce
1976. Klasifikace plisné salatové byla zalozena na zaklad€ gent rezistence. V roce
1999 byl vytvotren prvni diferenciacni set salatu EU-A pro testovani izolati B.
lactucae. Skladal se z genotypu Cobham Green, Lednicky, UCDM2, Dandie,
R4T57D, Valmaine, Sabine, LSE/57/15, UCDMI10, Capitan, Hilde II, Pennlake,
UCDM14, PIVT 1309, LSE/18, LS 102, Colorado, Ninja, Discovery a Argeles. Tento
set byl v roce 2010 nahrazen setem EU-B. Nekteré genotypy byly pozménény (Green
Towers, NunDm15, CGDm16, NunDM17) a 5 novych genotyptu bylo pfidano
(RYZ2164, RYZ910457, Bedford, Balesta, Bellisimo). V roce 2016 byl tento systém
nahrazen novym diferenciacnim setem EU-C, kde bylo mnoho ptedchozich genotypt

vynechano (Lednicky, UCDM2, Valmaine, Sabine, LSE/57/15, UCDM10, Capitan,
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Hilde II, Pennlake, NunDM17, Colorado, Ninja, Discovery) a koncové genotypy
pozménény na Bartoli, Design, Kibrille (Spring et al., 2019).

Systém stanoveni fyziologickych ras B. lactucae v USA byl vyvinut na
univerzité¢ v Kalifornii v laboratofi R. W. Michelmora. Rasy byly oznacovany jako
Patotyp [; Patotyp II; Patotyp III atd. (Ilott et al., 1987). Pozd¢ji se oznafeni zménilo
na Patotyp CA I (Kalifornie/CA/), CA 1I, CA III atd. (Anonymous, 2018a). Kvuli
odlisnym systémim znaceni ras v Evropé a v USA se v roce 2015 celosvétova
organizace IBEB (International Bremia Evaluation Board) rozhodla tento systém
sjednotit. V soucasné dobé& se americky systém urcovani ras B. lactucae zapisuje jako
BI1: 1US az BI: 9US (Anonymous, 2018a), oznaceni patotyp bylo nahrazeno pojmem
rasa. Pojmenovani tak pfispiva k lepsi mezinarodni komunikaci a standardizaci
nomenklatury ras plisné salatové (Spring et al., 2019).

V roce 2020 byl laboratori IBEB pouzit novy diferenciacni set D, ve kterém
jsou ve teti sextetové skupin€ na 4., 5. a 6. pozici tfi nové genotypy: Fenston, Bataille
a RYZ20007 (Anonymous, 2021a). V souCasné dobé je potieba podrobnéjsi a
komplexnéjsi studie v oblasti virulence B. lactucae, aby ji bylo mozné porovnat ze
slozit&j§iho pohledu (Spring et al., 2019).

Ja jsem ve své praci vyuzila diferenciacni set EU-B. Ze vSech setli obsahuje
nejvice genotypu (celkem Ctyfi sextety), a proto byla vysledna hodnota velmi
konkrétni. Na druhou stranu pfi mnohonasobném testovani dochazi k velké spotiebé
osiva Vysledna rasa izolatu B/ 1901 z Berouna byla po sedmi opakovanych testech
oznacena jako EU-B-16/37/00/00.

V roce 2019 byla provedena prvni dvé hodnoceni. Izolat z Cerstvého materialu
byl nejprve pfemnozen na genotypu LSE/57/15 a nasledné proveden patotest. Pii
prvnich dvou hodnocenich byl izolat B. lactucae velmi rezistentni, dokonce 1 genotyp
Green Towers, ktery nemé zadné geny rezistence nebyl zcela nachylny. Dalsi
zvlastnosti bylo, ze kontrolni genotyp, ktery slouzil k pfemnozeni byl také neuplné
nachylny. Proto bylo v roce 2020 provedeno tfeni hodnoceni. U tohoto hodnoceni byly
vysledky velmi odlisné od predchozich. Dokonce i genotypy jako je Lednicky,
UCDM2, Argeles vykazovaly neuplnou nachylnost (okolo 40 %). Je mozné, ze pfi
dlouhodobém skladovani doslo k n&jakému poskozeni izolatu B. lactucae. Ctvrté
hodnoceni opét vyslednou rasu nepotvrdilo. Genotyp Green Tower bez gent rezistence
vySel jako neuplné rezistentni, stejné jako kontrola LSE/57/15, na které byl izolat

pfemnozen. Je mozné, ze izolat 1901 Beroun byl smésny izolat. To by vysvétlovalo
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rozdily ve virulenci pfi téchto hodnocenich (napf. odlisné fenotypové projevy
genotypi UCDM 14, Bellisimo a RYZ2164).

Az posledni 5., 6. a 7. opakovani hodnoceni potvrdily kod virulence
16/37/00/00. Tato hodnoceni byla provedena ve stejném Casovém obdobi, a to na jare
vroce 2021. T kdyz jsou vSechny rostliny péstovany ve fytotronech s nastavenou
konstantni teplotou a svétlem je mozné, ze rostlina ma zachovany pfirozené biorytmy
a obecné plati, Ze v obdobi jara je péstovani a hodnoceni patotestti nejvhodnéjsi. V
Ceské republice se plisefi salatova podrobnéji studuje od 70. a 80. let (Lebeda, 1982).
Od roku 1999 se B. lactucae a jeji virulence sleduje prubézné (Petrzelova et al., 2013).

V evropskych odridach salatu bylo hojné€ pouZivano nejméné Sest genu
rezistence (Dm2, Dm3, Dm6, Dm7, Dm11 a DM16) proti plisni salatové (Crute,
1992a). Béhem poslednich 50 let vSak v raznych evropskych zemich doslo k
podstatnym rozdilim v pouzivani Dm gend. To byl pravdépodobné nejdilezité)si
faktor ovliviiujici selekéni tlak, ktery ovlivnil zmény ve struktufe populaci B. lactucae.
Existuje velmi uzky vztah mezi zavedenim novych gentt Dm a rostouci frekvenci
faktort rezistence (Lebeda a Zinkernagel, 2003). Zatim zname 28 gena rezistence a 23
faktort rezistence (Parra et al., 2016). Populace B. lactucae je pro konkrétni oblasti v
disledku odlisné historie pouzivani Dm geni nebo R-faktort odlisna. Hlavni
distribucni oblasti B. lactucae je mirny pas a subtropické zony (Crute a Dixon, 1981).
Plisen salatova se vSak také vyskytuje v sussich oblastech (napt. v Kalifornii a Arizoné
v USA; v Izraeli), kde se salat péstuje pod zavlazovanim. V Evropské unii je
identifikovano asi 37 ras a v USA asi 9 ras (Spring et al., 2019).

Bremia lactucae, puvodce plisné salatové, je geneticky vysoce variabilni.
Mezinarodni vybor IBEB—EU hodnotil izolaty Bremia ze salatu péstovaného v Evropé
z1et 2019 a 2020. NejbéznéjSimi rasami byly tii nedavno pojmenované rasy Bl: 34EU,
B1: 35EU a Bl: 36EU. V roce 2020 vsak byla objevena nova rasa, ktera se z Francie
rozsifila do Spanélska, Portugalska, Italie a je piedpoklad jejiho dalsiho Sifeni v
oblastech péstovani salatu (Anonymous, 2021a, b). IBEB-EU se rozhodl oznacit tento
izolat jako BIl: 37EU (sextetovy kod EU-C: D 46-15-14). Tato rasa je S§iroce
distribuovana ve Francii, ale je také piitomna ve Spanélsku, Portugalsku a Italii. Tuto
rasu lze popsat jako virulentnéj$i variantu Bl: 36EU, protoze dokaze piekonat vice
genu rezistence (Anonymous, 2021a, b).

Neékdy izolaty pouze regionalniho vyznamu predstavuji vazné problémy. Tento

typ rozmanitosti izolatl komplikuje oficialni pojmenovani vSech dilezitych izolatt
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Bremia. Trend k lokalnéjsim epidemiim muze souviset s uspé€$nym zavedenim stale
Sir§i Skaly gend rezistence Slechtitelskymi spole¢nostmi. Ackoli Slechtitelské
spolecnosti poskytuji péstitelim odrady hlavkového salatu, které maji odolnost vici
oznaCenym rasam Bl:16-37EU, neznamena to uplnou ochranu pred rodem Bremia

(Anonymous, 2021a, b).

7.3. Uchovdvadni peronospor a podminky patotestii

Dulezitym predpokladem pro spravné vyhodnoceni rasy je dobfe pfipravené
inokulum. Inokulum musi byt dostatecné husté — okolo 10 000-50 000 zoosporangii
na 1 ml destilované vody. V nékterych ptipadech bylo dokumentovano, ze koncentrace
vys$8i nez 50 000 zoosporangii na 1 ml maze zpusobit utlumeni ristu semenackd, a tim
padem nemusi byt vyhodnoceni rasy spravné (Gulya, 1996). V opacném pripadé, kdy
je inokulum malo koncentrované, se da pouzit roztok CaCls, ktery zvysi tcinnost
zoosporangia. Dr. Gulya v roce 1996 zjistil, ze minimalni mnozstvi vapniku (10 mM
CaCl,) vyrazné zvySuje ucinnost patogenu, zvlasté pak pii nizkych koncentracich
inokula. Protoze vapnikové ionty dokazi signalizovat hostitelské rostliny o vyvoji
patogennich houbovych organismu (Trojanova et al., 2017). Pti mych pokusech se tato
teorie potvrdila a ucinnost inokula byla opravdu vys$si. Pouzila jsem ji hlavné pii
pfemnozovani vzorkl ze zamrazeného materialu, kdy byla aktivita zoospor nizsi.
Inokulum lze pfipravit z Cerstvého nebo zmrazeného materialu. Pokud je to
mozng, je lepSi vyuzivat Cerstvy material, protoze Cerstva zoosporangia maji vyssi
aktivitu a zivotaschopnost (Gulya et al., 1991a; Gulya, 1996). Alternativni metodou je
skladovani zoosporangia pfimo na listech slunecnice pii 4 °C ve vlhkém prostiedi.
Takto nasporulovany material 1ze pouzit k nao¢kovani do 7 dnd po sporulaci (T. J.
Gulya, nepublikované udaje). Zoosporangia mohou byt uchovana i po delsi dobu pfi
- 20 °C, -80 °C nebo v kapalném dusiku. Zoosporangia uchovavana v -20 °C zdstavaji
zivotaschopna az 3 mésice (Viranyi, 1985). Uchovavani v této teploté je vhodné spis
pro kratkodobé uchovavani. Vyuzila jsem ho hlavné pro izolaty, které se pouzivaly, a
to hlavné pfes zimni obdobi, kdy neprobihalo zadné testovani. Mé se povedlo takto
uchované izolaty ozivit i o 8—12 meésicli pozd¢ji. Samoziejmé spotieba inokula byla
vetsi a uspéSnost sporulace mnohem mensi. Zoosporangia v mrazni¢kach s -80 °C
mohou pfezit az 1 nebo nekolik let, ackoli zivotaschopnost s ¢asem klesa (Sedlarova
et al., nepublikovana data). Vakuovana sporangia okamzité¢ zmrazena a ulozena v

kryozkumavkach v kapalném dusiku mohou byt zivotaschopna az deset let. Obecné
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niz8§i obsah vody v ulozenych zoosporangii prodluzuje dobu mozného skladovani
(Gulya et al., 1993).

Za pouziti techniky vysuSeni a rychlého zmrazeni (DSFF) dokazi byt
zoosporangia Plasmopara halstedii, pavodce plisn€ slunecnic, infek¢ni az po dobu 5
let. Pozd¢ji zacne jejich patogenita degradovat (Gulya ef al., 1993). Technika DSFF
spoCiva ve vysouSeni zoosporangii na vzduchu. Umistni se do zkumavky bez
kryoprotektantu a okamzité jsou umistény do kapalného dusiku. Schopnost vzduchem
suSenych zoosporangii odolavat tekutinam skladovani dusiku bez kryoprotektantt se
zda byt zptsobena jejich niz§im obsahem vody ve srovnani se sporami shromazdénymi
pranim a filtrovanim. Uchovavaji se pouze spory, ne celé delozni listy, tim se
minimalizuji naroky na prostor a je tak mozné ulozit vice vzorka (Gulya et al., 1993).

I kdyz existuje mnoho technik pouzivanych k dlouhodobému skladovani
mikromycet, konzervace kapalnym dusikem (LN) je jedna z nejlepSich metod.
Peronosporales vSak konzervaci LN nesnasi dobie (Dahmen et al., 1983). Obecné
plati, ze houbové organismy z tfidy Peronosporomycetes maji §patnou dlouhodobou
zivotaschopnost pfi uchovavani lyofilizaci. Jednim z hlavnich faktorti ovliviujicich
uspesnost lyofilizace je obsah sporové tekutiny. Kdyz se spory Peronospor nechaji
uschnout na vzduchu, jejich obsah vlhkosti se snizi a je podobny jako u mnoha
ostatnich spor (Gulya et al., 1993). Metoda DSFF, nemusi byt pouzitelna pro vS§echny
oomycety a hyfy mohou reagovat odli§né od spor (Gulya et al., 1993).

Vétsina védcu pracujicich s pravymi plisnémi bézné€ smyva spory z listd, coz
je rehydratuje. Kdyz se zoosporangia P. halstedii nechaji uschnout na vzduchu, jejich
obsah vody se zmensi, podobné jako u mnoha dal§ich mikromycet (Mazur, 1968).
Pouziti techniky DSFF umoznilo americkym fytopatologim dlouhodobé skladovat asi
200 izolata P. halstedii shromazdénych z 11 zemi za pét let, coz by bez takové metody
nebylo mozné. Technika DSFF miZe byt uZzite¢na i u jinych peronospor a mikromycet

a muze pomoci zachovat cytoplazmu (Gulya et al., 1993).
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8. Zavér

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala stanovenim kodu virulence, tj.
fyziologickych ras u Ceskych izolatt Plasmopara halstedii (6) a Bremia lactucae (1).
Ze Sesti izolati Ph bylo pét izolatlh vyhodnoceno jako rasa 70471, u izolatu 1905 se
nepodafilo rasu jednoznacné urcit. V ptipadé izolatu B. lactucae bylo provadéno
hodnoceni na setu EU-B opakované v letech 2019-2021. Vysledky nebyly jednotné,
jedna se zfejmé o smésny izolat s prevladajici rasou EU-B-16/37/00/00. Do své prace
jsem také zahrnula metody kratkodobého a dlouhodobého uchovéavani peronospor,
provedeni experimentl ale bylo v poslednich dvou letech vyznamné omezeno
restrikcemi v souvislosti s prabéhem pandemie onemocnéni covid-19. Pii
kratkodobém uchovavani vzorkd jsem vyuzila mraznicky s teplotou -20 °C. Prii
dlouhodobém uchovavani jsem vyuzila mraznicky o teploté -80 °C. Nejvhodnéjsi
metodou pro dlouhodobé uchovavani peronospor je v literatufe zmifiovana technika

DSFF za vyuziti kapalného dusiku o teploté -196 °C.
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9. Didakticka ¢ast Skolni projekt v ramci vyuky biologie
»Mikroskopické houby a peronospory — vyznam a
vyuziti*

Skolni projekt pro ziky SS (1. ronik vy§siho gymnazia)
Doporucené datum realizace: duben/kvéten
Planovana struktura vyuky:
1 x 45min Uvod do problematiky: mikroskopické houby a peronospory
2 x 45min Praktické cviceni: mikroskopovani, tvorba protokold a modelovani

5 x 45min Exkurze: vinafstvi — mykozy révy vinné a kvasinky ve vyrob¢ vina

9.1. Pisemna priprava uvodni hodiny

Predmét: Biologie

Téma: Mikromycety a peronospory

Vyukové cile:

Zaci dokazi struéné charakterizovat a porovnat rozdily mezi mikromycetami a

peronosporami.

Zaci ziskaji prehled o vyznamu a praktickém vyuziti mikromycet a peronospor.
Zaci dokazi fylogeneticky zafadit peronospory.

Zaci dokazi jmenovat hlavni zastupce parazitickych mikromycet a peronospor.

Kli¢ové kompetence:

Kompetence k uceni (zaci pouzivaji spravnou terminologii; orientuji se v pfirozenych
systémech organismu a posuzuji fyziologické vztahy).

Kompetence k feSeni problému (zaci urcuji druhy fytopatogeni dle ziskanych
znalosti).

Kompetence komunikativni (zaci se aktivné zapojuji do diskusi a jsou schopni
reagovat na otazky)

Kompetence socialni a personalni (zaci spolupracuji béhem didaktické hry)

Analyza prekoncepti:

Co jsou to makro- a mikromycety, peronospory, fasovky a jaké jsou jejich
ekologickeé role?

Jak se jednotlivé skupiny hub a peronospor rozmnozuji?

Jaké znas zastupce hub a peronospor?

Strukturovany obsah uciva:

Definice a stru¢na charakteristika, systém houbovych organismi se zaméfenim na
mikromycety a peronospory

Vyskyt, jednotlivé skupiny a zastupci mikromycet a peronospor

Zakladni terminy: mikromycety, peronospory, kvasinka, hyfa, mycelium
(podhoubi), spory, (fyto)patogen, heterotrof, saprofyt, parazit, kvaseni
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Aktualni novinky, historicka fakta:
Klasifikace peronospor, vyroba antibiotik, mykotoxiny, fungicidy

Vyudovaci metody, organizacni formy vyuky
Metody: vyklad; prace s uCebnici; didakticka hra.
Formy: vyuka zékladniho typu

Prurezova témata:
Environmentalni vychova: vliv fungicidi a antibiotik na zeméde¢lstvi a lidské zdravi

Mezipredmétové vztahy, moznosti integrace uciva:
Chemie: alkoholové kvaSeni, fungicidy
Déjepis: vyroba antibiotik

Motiva¢ni momenty vyuky:
didakticka hra: hledani dvojic: hostitel se symptomy — fytopatogen (viz Ptiloha 4)

Materialni didaktické prostredky — pomucky, didakticka technika, ICT:
ucebnice; obrazky; dataprojektor; tabule

Forma zapisu na tabuli, PowerPointové prezentace:
PowerPoint prezentace se zakladnimi informacemi a ndzornymi obrazky.

Otazky k zavére¢nému opakovani:
Formou didaktické hry, hledani dvojic: hostitel se symptomy — fytopatogen

Pouzité zdroje informaci:

Savicka D: Mikroskopické vlaknité houby jako producenti mykotoxing. Ustav
biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha. [online]. [cit. 2021-07-15]. Dostupné z:
http://www.rostlinolekari.cz/sites/default/files/2017-12/Savick%C3%A1.pdf
Jelinek, J., Zichagek, V. (2007): Rise: Houby (Fungi). Biologie pro gymnazia:
(teoreticka a prakticka Cast) (7.- roz§ifené vydani.). Olomouc: Nakladatelstvi
Olomouc. ISBN-978-80-7182-213-4

Ostry V. (1998): Vlaknité mikroskopické houby (plisn€), mykotoxiny a zdravi
Clovéka. Statni zdravotni stav. Praha. ISBN- 80-7071-102-7

Machacek T. et al. (2005): Biologie hub. Biomach, vypisky z biologie [online]. [cit.
2021-07-15]. Dostupné z:http://www.biomach.cz/biologie-rostlin/biologie-
hub#TOC-Oomycota

Scénar hodiny: Uvod do problematiky — mikroskopické houby a peronospory

Cas Cinnost zaka Cinnost ucitele

2min | Pozdrav povstanim; nahlaSeni | Zahajeni hodiny; zapsani chyb¢jicich

chybéjicich spoluzaku. zaku do tfidni knihy.
3min | Zapis do sesitu. Odpovidani na | Zapis na tabuli: Cislo a téma; seznament
otazky. s cili hodiny. Zjistovani prekonceptu.
30 min | Tvorba zapisu; kladeni Vyklad uciva; popis obrazku,
dopliujicich otazek k ucivu. odpovidani studentim na dotazy.

10 min | Didakticka hra: ve skupinkach | Vysvétleni pravidel k didaktické hte,
pfifazuji fytopatogen k jeho nasledné kontrola a vedeni jejiho
hostiteli se symptomy choroby | prabéhu.

Ukonceni hodiny.
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http://www.rostlinolekari.cz/sites/default/files/2017-12/Savick%C3%A1.pdf
http://www.biomach.cz/biologie-rostlin/biologie-

9.2. Obsah uciva: Mikroskopické houby a peronospory

Jak mikromycety, tak peronospory jsou heterotrofni eukaryotické organismy, jejichz
detaily jsou viditelné pouze pod mikroskopem. Vyskytuji se prakticky ve vSech
prostredich, v ekosystémech nachazime druhy:
a) saprofytické
b) mutualistické — symbidza s rostlinami (mykorhiza, lichenismus)
c) parazitické
e fytopatogenni houby zpisobuji choroby rostlin

e zoopatogenni houby zpusobuji choroby u zvirat vCetné cloveka

Mikroskopické houby Peronospory
fise houby fise fasovky
v bunééné sténé chitin v bunécné sténé celuldza

Rhizaria

Excavata

Opisthokonta g eian:

Ichthyosporea

Nucleariid Rae a® Apusomonads
: 8 Collodyctionids
® Centrohelid Heliozoa

Eukaryotes

Prokaryotes

riSe HOUBY (Fungi)
odd. Chytridiomycota
- vytvareji mnohojaderné podhoubi
- rozmnozuji se pomoci zoospor s jednim bi¢ikem

- Zastupce: rakovinovec bramborovy — zpusobuje rakovinu hliz brambor

odd. Microsporidiomycota
- jsou to vnitrobuné¢ni parazité

- Zastupce: hmyzomorka vceli — zptisobuje thyn vcel
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odd. Zygomycota = spajivé houby

maji mnohojaderné trubicovité podhoubi

z podhoubi vyrustaji vytrusnice s vytrusy

rozmnozuji se:
a) nepohlavné pomoci sporangiospor (endospory, vznik ve sporangiu)
b) pohlavné spajenim a tvorbou zygospor

Zastupce: plisen hlavickova — tvori povlaky na potravinach

kropidlovec Cernavy — tvoti plisiiové povlaky na potravinach

odd. Ascomycota = vireckovytrusné houby
- maji prehradkované hyty, jednoducha prepazka
- Rozmnozuji se:
a) nepohlavné — konidiofory s konidiemi (exospory)
b) pohlavné — (vétSinou na plodnici (askokarp)) vytvaii vytrusnici, ktera se
nazyva viecko (ascus), ve kterém se vytvari askospory (endospory)
- Zastupce: paliCkovice — na obili a travach tvoii namel — vyroba lé¢iv
stétickovec (Penicillium) — nékteré produkuji antibiotika, jiné se
pouzivaji na vyrobu syrt
adli — parazité rostlin, zpisobuji ,,moucnaté” povlaky na listech,
stoncich a plodech rostlin
kropidlak — tvofi rizn€ barevné povlaky na potravinach, produkuje
aflatoxiny, karcinogeny a toxické slouceniny

hlizenka ovocna — zptisobuje zahnivani ovoce

odd. Basidiomycota = stopkovytrusné houby
- maji pfehradkované hyty, ztlustlé prepazky
- maji vétsinou dvojjaderné podhoubi
- vytvafti plodnice (bazidiokarp), kde se na bazidii vytvari bazidiospory
- Zastupce: snéti — napadaji vétsinou kvétenstvi, Casto zptsobuji nadory (snét
kukufi¢na, snéti obilnin)
rzi — napadaji vétsSinou listy a stonky, komplikovany zivotni cyklus,

az 5 typu vytrusa

Morfologie mikromycet: a/jednobunécné houby s pucenim, kvasinky

b/ (mnohobunécné) vlaknité houby
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KVASINKY - nejedna se o taxonomickou skupinu!
- jsou jednobunécné houby
- rozmnozuji se nepohlavné pucenim
- vytvareji neprava podhoubi (pseudomycelia)
- vétSinou zastupci vieckovytrusych, méné stopkovytrusych hub

- vyznamny zdstupce: kvasinka pivni — pouziva se k vyrobé tésta, piva, vina

(pfemeénuje cukr na alkohol); obsahuje vitaminy B, bilkoviny a dalsi latky

- puavodci chorob — napt. Candida albicans, Cryptococcus neoformans

Fife RASOVKY (Stramenopiles)
rad Peronosporales = peronospory, pravé plisné
- zahrnuji vyznamné biotrofni a hemibiotrofni parazity
- vlaknité mnohojaderné mycelium, rozmnozuji se pohlavné pomoci sporangii a
tvorbou oospor, nepohlavné pomoci dvoubicikatych zoospor ve sporangiich
nebo konidii

cel. Albuginaceae

Zastupce: albugo bélostné (Albugo candida) — obligatni rostlinny

patogen, ktery infikuje hlavné druhy brukvovité a zpasobuje ,,bilé rzi
cCel. Pythiaceae

Zastupce: rod Pythium — zpusobuje hnilobu korenti vedouci k vadnuti
rostliny. Pytium travni (Pythium graminicola) — infikuje Sirokou skalu

hostitelt, napi: travy, obilniny, fazol, ryzi, hrach.
Cel. Peronosporaceae

Zastupce: Bremia lactucae — pliseii salatova
Peronospora destructor — vietenatka cibulova
Phytophthora infestans — pliseii bramborova
Plasmopara halstedii — pliseni slune¢nicova
Plasmopara nivea — plisen mitikovitych
Plasmopara viticola — plisen révova

Pseudoperonospora cubensis — pliseni okurkova
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9.3. Pisemna priprava biologické praktikum

Predmét: Biologie

Téma: Mikromycety a peronospory

Vyukové cile:

Zaci dokazou porovnat rozdily ve velikosti a stavbé peronospor a mikromycet
Zaci dokazou vytvoiit model sporangia peronospor a mikromycet.

Z4ci dokaZou popsat zpisoby rozmnozovani peronospor a mikromycet.

Kli¢ové kompetence:

Kompetence k uceni (zaci pouzivaji spravnou terminologii)

Kompetence k feSeni problému (posuzuji rozdily ve velikosti a stavbé peronospor a
mikromycet)

Kompetence komunikativni (aktivné si poméhaji ve skupinach a komunikuji spolu o
postupu prace a vysledcich)

Analyza prekoncepti:
Jak se lisi vlaknité houby, peronospory a kvasinky
Jak se pracuje s mikroskopem?

Zakladni terminy: spory, sporangia, mycelium

Vyucovaci metody, organiza¢ni formy vyuky, prace s u¢ebnici ¢i pracovnimi
listy:

Metody: laboratorni praktikum

Formy: laboratorni cviceni

Mezipredmétové vztahy, moznosti integrace uciva:
Fyzika: optika

Chemie: cukry

Vytvarna vychova: kresba a modelovani

Motiva¢ni momenty vyuky:
Mikroskopovani a modelovani

Vychovné aspekty vyuky:
Bezpecnost prace, zasady hygieny, alkoholismus

Materialni didaktické prostredky — pomucky, didakticka technika, ICT:
ucCebnice; tabule, mikroskop a mikroskopovaci pomucky, pracovni list

Forma zapisu na tabuli, PowerPointové prezentace: Pracovni list

Celkovy scénar hodiny

Cas Cinnost 7ika Cinnost uitele Poznamky

2 min | pozdrav povstanim; zah4jeni hodiny; zapsani
nahlaseni chybéjicich chybgjicich zaka do tfidni
spoluzakt knihy

2 min | poslouchaji pouceni o BOZP

10 min | tvorba preparatu tvorba preparatii a pomahani

zakm s pripravou preparatil

15 min | pozorovani preparatt pomahani zakim a vyklad
vypracovani pracovniho pomaéha s pracovnim listem
listu

10 min | modelovani pomoc

5 min | oprava protokolt oprava protokold

5 min  uklid pracovni plochy a tfidy
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9.4. Protokol — verze pro zaky

1. Ukol: Doplii text
Kvasinky jsou ..................... houby. Rozmnozuji se.................... Kvasinky
slisované s moukou se prodavaji pod nazvem................... Pouzivaji se k pfiprave
kynutého tésta. Proces, kterym pfeméniuji kvasinky cukr na alkohol se
NAZYVA............cen. Béhem tohoto procesu se uvolfiuje plyn..................... Je
téz8i nez vzduch, a proto se drzi pfi zemi. Tento plyn je v uzaviené mistnosti

nebezpecny, protoze hrozi....................

2. Ukol: Pokus s kvasinkami
Do nadoby nalej:

a) 0,21 studeného mléka
b) 0,21 vrouci vody

¢) 0,21 vlazného mléka

pridej drozdi a lzici cukru. Sleduj, co se v nadobé bude dit. Po 5-10 minutich

zapi$ vysledek pozorovani a srovnej, proc se to tak u jednotlivych variant stalo.

3. Ukol: Podle svého preparatu popis nasledujici obrazek

plisen hlavickova
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4. Ukol: Podle svych preparati poznej zistupce na obrazku:

A) B) )

5. Ukol: Vyber si jeden preparit a vymodeluj ho. Do protokolu zapi§ jeho

nazev a co o tomto druhu vis.

6. Ukol: Vyber pravdiva tvrzeni o Fasovkach:

jsou to jednobunééné organismy jejich buriky obsahuji chloroplasty

tvofi podhoubi rozmnoiuji se vytrusy
PERONOSPORY

jsou to pravé plisné zastupcem je plisen révova

zplsobuji onemocnéni rostlin pouziva se na vyrobu plisfovych syri
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9.5. Protokol — doplnéna verze pro ucitele

1. Ukol: Doplii text
Kvasinky jsou jednobunétné houby. Rozmnozuji se pucenim. Kvasinky slisované
s moukou se prodavaji pod nazvem drozdi. Pouzivaji se k pfipravé kynutého tésta.
Proces, kterym piemeénu;ji kvasinky cukr na alkohol se nazyva kvaseni. Béhem tohoto
procesu se uvolfiuje plyn oxid uhlicity. Je t€z§i nez vzduch, a proto se drzi pfi zemi.

Tento plyn je v uzaviené mistnosti nebezpecny, protoze hrozi uduseni.

2. Ukol: Pokus kvasinky

Do nadoby nalej:
a) 0,21 studeného mléka
b) 0,21 vrouci vody
¢) 0,21 vlazného mléka
pridej drozdi a lzici cukru. Sleduj, co se v nadobé bude dit. Po 5—10 minutach

zapi$ vysledek pozorovani a srovnej proc se to tak u jednotlivych variant stalo.

a) V nadobé€ se nic nestalo, cukr se pomalu rozpoustél a drozdi se nerozpustilo.

Drozdi nevytvorilo kvasek, protoze mléko bylo pfilis studené a kvasinky jsou

v chladu neaktivni.

b) V nadobé s horkou vodou se cukr rozpustil a drozdi se také mirn€ rozpustilo.

Drozdi nevytvorilo kvasek. protoze bod varu kvasinky zabiji.

¢) V nadobé se zacal tvorit kvasek, ktery zvétsil objem. Doslo k puceni kvasinek,

jejich mnozeni a tvorbé bublinek oxidu uhli¢itého z cukru.

3. Ukol: Podle svého preparatu popis nasledujici obrazek

T spory

sporangiofory

mycelium

plisen hlavitkova
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4. Ukol: Podle svych preparati poznej zistupce na obrazku:

A) stétickovec B) kropidlak C) kvasinky

5. Ukol: Vyber si jeden preparat a vymodeluj ho. Do protokolu napis jen

jeho nazev a co o ném vis.

6. Ukol: Vyber pravdiva tvrzeni o Fasovkach:

jsou to jednobunééné organismy jejich buiiky obsahuji chloroplasty

rozmnoZuji se \ritrusy/
zastupcem je pliser révova’/

zplsobuji onemocnéni rostlin pouZiva se na vyrobu plisfiovych syri

tvoii podhoubi

PERONOSPORY

jsou to pravé plisné
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9.6. ExKkurze — vinarstvi

Strucny popis prabéhu exkurze
V ramci biologie hub se sjedna navstéva mistniho vinafstvi. Cela exkurze bude

trvat 5 vyucovacich hodin, to znamena od 8:00 do 12:35h. Bude zajisténa doprava
ptimo k vinafstvi a zpét ke Skole. S vedoucim vinafstvi bude domluvena prohlidka
vinic a vyrobnich procest vinafstvi. Pro lepsi organizaci budou zaci rozdéleni do dvou
skupin. Prvni skupina se seznami s vyznamnymi houbovymi chorobami vinné révy:
plisent révova (peronospora), padli révové a plisen Seda (botrytida). Druha skupina
zakt bude moci ve sklepech vinafstvi nahlédnou do procesu vyroby vina. Nazorn€ se
seznami s alkoholovym kvasenim vina a poznaji dal§i metody vyuziti kvasinek. Zaci
si sami prakticky vyzkousi meéfeni cukri ve viné v ruznych fazich alkoholového
kvaseni, dale prakticky zméfi hodnoty siry ve vin€. Prohlédnou si vybaveni vyrobni
haly vinafstvi a zkusi porovnat s vybavenim malych vinafstvi. Nasledné se skupiny
vystiidaji. Zaci si nejen osvoji u¢ivo v praxi, ale také ziskaji novy rozhled v mozném
budoucim pracovnim odvétvi. V pribéhu exkurze budou zaci vypracovavat pracovni
list. Nasledujici hodinu biologie budou pracovni listy vyhodnoceny a vysledky budou
vyuzity ve vyuce.
Ocekavané vystupy zaku:

a) Zaci budou umét vysvétlit proces alkoholového kvaseni

b) Zaci budou umét vypoditat mnozstvi cukru a siry ve ving

¢) Zaci budou umét porovnat mnozstvi siry v riiznych fazich ve vyrobé

vina

d) Zaci budou umét identifikovat riizné choroby vinné révy

9.7. Badatelska ¢innost

Podporovat studenty se zdjmem o dané téma, informace o moznosti tcasti v soutézich

SVOC, Véda je zabava, Badatel a dalSich.
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