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Cile prace
Primarnim cilem bakaléiské prace bylo nejprve zpracovat literarni reSersi zabyvajici se
vnitrodruhovou variabilitou Plasmopara halstedii popsanou na fenotypové urovni
fyziologickych ras. Dale shrnout metody, které se vyuzivaji k urceni ras a testovani
vnitrodruhové variability plisné slune¢nicové a nakonec v ramci diskuze zhodnotit své
vysledky, porovnat rasy urené pomoci rozsifeného diferenciacniho souboru s
dostupnymi aktualnimi daty ze sousednich evropskych zemi a vyvodit ptislusné zavéry.
Poslednim tkolem bylo vypracovani didaktické ¢asti- zafazeni tématu ,,plisent
slune¢nice* do vyuky biologie na SS.

Praktickeé cile prace:
1) pfemnozit linie diferenciacniho souboru slune¢nice a osivo pouzit k determinaci ras
izolata P. halstedii z let 2015, 2016 a 2017 ze sbirky Katedry botaniky PfF UP
v Olomouci a to metodou inokulace semenackt (SDI)
2) aktivné se zapojit do monitorovani, sbéru a testovani izolati P. halstedii na uzemi
CR

3) otestovat vybrané izolaty na rezistenci vici fungicidu metalaxylu



Uvod

Vietenatka slune¢nicova, odborné Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. a De Toni (1988),
zpusobuje pliseit slunecnic a je povazovana za jednu z nejnicivéjSich onemocnéni
zemédelské plodiny Helianthus annuus L. (slune¢nice ro¢ni) po celém svété (Viranyi et
al., 2015). Jeji vyskyt je v soucasnosti rozsifen ve vSech zemich svéta, které slunecnici
péstuji, véetné Ceské republiky, kde mize zpisobit znaéné ekonomické ztraty.

Diky intenzivnimu péstovani slunecnice v monokulturach dochazi v populaci
plisn¢ ke zménam. Pocet zaznamenanych ras P. halstedii je v soucasnosti kolem 46
(Drébkovéa Trojanova, 2018; Spring a Zipper, 2018). Pouzivani fungicidd, napf.
metalaxylu, vedlo k selekci rezistentnich kment (Viranyi et al., 2015). Urceni ras
izolatt se provadi metodou inokulace semenackt (SDI) (Trojanova et al., 2017). Pro
ucinnou kontrolu plisné je nutné monitorovat spektrum ras v populacich a citlivost k

fungicidim.



1 Charakteristika P. halstedii

Plasmopara halstedii (Farlow )Berlese & de Toni (1888) je obligatni biotrofni patogen
tiidy Oomycete (Gascuel et al., 2015). Spada do tadu Peronosporales, kam také patii
vyznamni obligatnich biotrofové, jako je Plasmopara viticola na vinné révé a Bremia
lactucae na salatu. Plisen slune¢nicova mize mit veliky ekonomicky dopad na vynos
plodiny, a proto jsou v kultivarech slune¢nice pfitomné geny rezistence Pl, aby je
ochranily pfed onemocnénim (Gascuel et al., 2015), nebo jsou semena oSetfena
fungicidy, jako je azoxystrobin a fenamidon (Harverson et al., 2002)

Vzhledem k tomu, Zze patogen vykazuje vysokou patogenni variabilitu, je obtizné
plodinu dané plisni ubranit. Oospory piezivaji v pudé az dekadu let a je velmi tézké
chorobu vymytit (Viranyi a Spring, 2011). Primarnim infekce P. halstedii je ptes kofeny
mladych rostlinek, coz vede k systémové infekci, ktera v piipad¢ silného napadeni konci
odumienim celé rostliny, nebo zptisobi zakrslost rostlin s minimalnim vynosem semen

(Gulya, 2004).

1.1 Hostitelsky okruh P. halstedii
Vyznamnymi hostiteli jsou plané i kultivované druhy r. Helianthus, véetné slunecnice
(EPPO, 2014). Prvnim hostitelem, na kterém byla popsana Plasmopara halstedii byl
Eupatorium purpureum (sadec Cerveny). Na svété se vyskytuje pies 100 druhi rostlin
celedi Asteraceae (hvézdicovité), které jsou moznym hostitelem tohoto patogenu. Vedle
zastupci rodu Helianthus patfi mezi hostitele i napi. rody Ambrosia (ambrozie),
Artemisia (pelynék), Bidens (dvouzubec), Centaurea (chrpa), Cineraria (cinerarie),
Coreopsis (krasnoocko), Dimorphotheca (dimorphotecie), Erigeron (turan), Eupatorium
(sadec), Rudbeckia (tfapatka), Solidago (zlatobyl) a Xanthium (fepen) (Viranyi, 2002).
Podrobnéjsi studie P. halstedii jako patogenu byly provadény napf. na rodu
Xanthium strumarium (Viranyi, 1984), Ambrosia artemisiifolia (Walcz et al., 2000),
nebo Helianthus annuus vcetné jeho plané rostoucich zastupct H. agrophyllus, H.
debilis, H. petiolaris (Spring et al., 2003). Nejvyznamné&jsim hospodaiskym hostitelem
je ovSem slunecnice ro¢ni (Helianthus annuus). P. halstedii je povazovana za hlavni

onemocnéni slunecnic ve vSech zemich, které ji péstuji (Sackton, 1981).



1.2 Historie vyskytu P. halstedii

P. halstedii, ktera zpusobuje plisen slune¢nicovou, byla poprvé objevena v USA v roce
1888 (Leppik, 1962). Kde byla také poprvé popsana a to v Indian¢ (Nishimura, 1922) a
v Minnesot¢ (Young a Morris, 1927), na pocatku dvacatych let. Pozdgji byla P. halstedii
nalezena po celém Severni Americe, protoze patii k jednomu z nejvétSich péstovatelim
slunec¢nice roéni. V Jizni Americe byla P. halstedii poprvé zaznamenana v Argentiné v
roce 1959 (Sackston, 1981). V této zemi vSak nejsou klimatické podminky piilis
pfiznivé pro vyvoj a rast tohoto patogenu. Ze Severoamerického kontinentu byla plisent
slune¢nicova rozsifena dale do svéta (Roeckel-Drevet et al., 2003).

Prvni vyskyt onemocnéni v Evropé byl zaznamendn v Rusku v 60. letech
(Delmotte et al., 2008). Pozdé¢ji se rozsitila z Ruska na Balkansky poloostrov
(Bulharsko, Recko a Turecko) a nasledné i do mnoha dalsich evropskych zemi (napf.
Mad’arsko, Italie, Francie, gpanélsko, Némecko a Ceskoslovensko) (Viranyi, 2002).
Pravdépodobné byl patogen pozdé&ji rozsifen v rostlinném materialu na jiné kontinenty, s
vyjimkou Australie a Antarktidy (Gulya, 2007). Intenzivni zeméd¢€lstvi v kombinaci s
vhodnym pocasim vedly ve druhé poloving 20. stoleti k lokéalni epidemii onemocnéni v
celé Evropé (Sedlarova et al., 2013). Od roku 1977 se §iti natolik, Ze je povazovana za
vyznamnou chorobu evropského zemédélstvi. Dosud bylo celosvétoveé identifikovano
Ctyficet Sest ras P. halstedii (Gascuel et al., 2015). Velmi malo védeckych publikaci se
tyka vyskytu P. halstedii v Asii. Co se ty¢e Afriky, byly vyrazné ekonomické ztraty na
urod¢ slunecnic predev§im v Jihoafrické republice kolem roku 1992 (Viljoen et al.,
1997) a v Maroku (Achbani et al., 1998), které nyni pouZzivaji semena oSetfena
fungicidem (Roeckel-Drevet et al., 2003).

1.3 Nomenklatura a taxonomie P. halstedii

Vietenatka slunecnicova, ktera zptisobuje plisent na kultivarech slunecnic, je ve svétové
literatufe znama pod dvéma védeckymi nazvy: zaprvé Plasmopara halstedii, pouzivana
ve vetsSing Casti svéta (Leppik, 1966), kterd napada kultivované slunec¢nice, dalsi ro¢ni a
trvalé druhy Helianthus, stejné jako fadu dalSich kompoziti; zadruhé Plasmopara
helianthi, jméno zavedené Novotel'novou (1966) v Rusku, odkazuje na houbu
specializovanou pouze na rod Helianthus. Avsak Novotel'nova (1966) rozliovala druhy
a formy této houby na zakladé drobnych morfologickych znakii a pouzila lokalni

populace plisné¢ pro inokulaéni experimenty. A proto tento koncept klasifikace
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Novotel'novy neplati pro jiné oblasti, nez je oblast Krasnodar (Sackston, 1981) v Rusku
(Viranyi, 1984, EPPO, 2014).

Botanik Farlow (1883) poprvé popsal a pojmenoval patogen plisné slunecnicové
jako Peronospora halstedii. Da se fict, ze nejprve odkazal na patogen Halsted, ktery
nalezl vzorek na Eupatorium purpureum pobliz Bussey Instituce v roce 1876. Schroter
(1886) oddéelil rod Plasmopara od Peronospora kvuli odlisnému kli¢eni zoospor.
Berlese a de Toni (1888) pak pievedl taxon do nového rodu pod nazev Plasmopara
halstedii (Farlow) Berlese & de Toni. Ve svém popisu obsahovala fada hostiteld sedm
rodd, véetné Ctyi trvalych druhtt Helianthus, ale opét zadné ro¢niky. Na zakladé
jemnych morfologickych rozdilt, popsal Wilson (1907) rod Rhysotheca, do kterého byla
Plasmopara halstedii fazena, ale novy rod nikdy neziskal vefejné piijeti (Viranyi a
Spring, 2011). V nasledujicich letech byly v Severni Americe hojné testovany vzorky
plisni na rostlinach z rodu Asteraceae a byly klasifikovany jako Plasmopara halstedii a
to diky své morfologické podobnosti sporangioforti a sporangii, i kdyz variabilita ve
velikosti a tvaru byla velka (Stevens, 1913).

Ve vychodni Evropé, kde se ve 20. stoleti pliseni slunecnicové stala vdznou
hrozbou, byla provedena podrobna studie patogenniho inokula, za uc¢elem objasnit
hostitelské spektrum plisn€ slune¢nicové (Novotel'nova, 1966). Terénni experimenty
nikdy nevykazovaly onemocnéni na jinych hostitelskych rostlinach nez H. annuus.
Tyhle vysledky povzbudily spole¢nost Novotelnova k reklasifikaci druhu a urcily staly
nazev Plasmopara halstedii (Viranyi a Spring, 2011).

Molekularni, genetické nastroje zasadné ovlivnily naSe chapani fylogeneze
oomycete a zménily klasifikaci na vSech taxonomickych urovnich (Spring a Thines,
2004). Plasmopara podle Schrotera (1886) byla uznavana jako polyfyléticka jednotka.
Siroky vyzkum zaloZeny na molekularnich a genetickych datech plisni na &eledi
Asteraceae stale chybi, kvuli technickym problémim pii ziskavani spolehlivych
informaci o sekvenci DNA ze starych vysuSeny herbafovych materialu (Viranyi a
Spring, 2011).

Rasy Plasmopara halstedii jsou definovany mezinarodnim systémem
nomenklatury zalozenym na diferencia¢nim souboru slune¢nicovych inbrednich linii
(Tourvieille de Labrouhe et al., 2012). V osmdesatych letech doslo ke zménam ve
virulenci P. halstedii, které vedly k zavedeni nového systému nomenklatury zalozeného
na reakci deviti slune¢nicovych diferenciacnich linek, uspofadanych do 3 tripleta s

riznymi Pl geny rezistence a vysledkem byl rasovy tfimistny identifika¢ni kod
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(Sedlarova et al., 2016). Podle vysledkii z celého svéta se triplet sklada z ¢isel mezi 100
az 777 (Spring a Zipper, 2018). Soucasny identifikacni kod se skldda z patnécti
diferencialnich linii slune¢nic, seskladanych po péti tripletech a proto je rasa P. halstedii
oznacena pétimistnym koédem (Gascuel et al., 2015).

Mezinarodni systém nomenklatury se zac¢ind velmi rychle pouzivat, coz by mélo
umoznit zjistit pfitomnost stejnych ras na riznych kontinentech a definovat konkrétni
vzorek v kazdé zemi (Roeckel-Drevet et al., 2003). Za poslednich 20 let se objevuji
nové rasy, ¢imz se zvysila virulence P. halstedii (Ahmed et al., 2012) a né&kolik gent
rezistence Pl pouzitych v slunecnicovych hybridech se stalo neucinnymi (Tourvieille de

Labrouhe et al., 2000).

1.4 Morfologie P. halstedii

P. halstedii je organismus, u kterého je znamé jak pohlavni tak nepohlavni
rozmnozovani. Sam¢i pohlavni organ se nazyva anteridium, je kyjovitého tvaru o
velikosti 12-30 um, tvofi se na vzdalengjSich anteridialnich vétvich hyf a jsou
hormonaln¢ ptitahovany k oogoniu. Oogonia jsou sami¢i pohlavni bunky kulovitého ¢i
ovalného tvaru o pruméru 30—40 pum, obsahuji jednu nebo vice oosfér (EPPO, 2014). Po
kontaktu anteridia s oogoniem se dostavaji sam¢i jadra kopulaénimi kanalky z anteridia
do oogonia. Rozmnozovanim je tedy typicka oogametangiogamie. Splynutim téchto
dvou utvarti vznikaji zygoty a pozdéji kulovité tlustosténné oospory, které po odumieni
mycelia pfezimuji v piidé€ a na jafe jsou piipraveny kli¢it (Nishimura, 1922a). Oplozena
oosféra se méni v tlustosténnou oosporu (zygotu) (Vana, 1998). Oospory jsou kulovité a
maji primér 15 -30 pm. Barva oospor byva Zlutohnéda, maji zvrasnénou sténu a po
vykli¢eni mohou vytvaret sporangia. Oospory se tvofi ve vSech vegetativnich organech
hostitelskych rostlin, predev§im vSak v kotfenech a listech pod epidermis (Hall, 1989).
Nepohlavni rozmnozovani probihd za pomoci zoospor. Bezbarva, prihledna
zoosporangia eliptického tvaru s délkou 18-30 um a Sitkou 14-20 um viz. Obr. 1. jsou
nesena ketickovité, monopodialné vétvenymi sporangiofory, které prortstaji u nakazené
rostliny z praduchtt ven (EPPO, 2013). Zoosporangia produkuji az 20 ovalnych
dvoubicikatych zoospor s primérem 14-30 pum (Hall, 1989), které slouzi k infekci
hostitele. Velikost zoosporangia je variabilni, stejné jako pocet zoospor uvolnénych
jednim sporangiem (Novotel'nova, 1966). Vegetativni ¢ast stélky, v podobé

nepfehradkovaného mycelia, intercelularné prortstad pletiva infikované hostitelské
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rostliny. Stélka je tvofena intercelularnimi hyfami o priméru 6-20 pm (Sedivy et al.,
1977) vristaji do bun€k hostitele, kde vytvari mald zaoblena haustoria, které slouzi k
Cerpani zivin (Bouterige et al., 2003). Pii vhodnych podminkach vyristaji z mycelia
stromeckovité¢ vétvené sporangiofory, které na povrchu organli, zejména listh

hostitelskych rostlin, vytvaii bilé povlaky plisné. (EPPO, 2013).

5490506

Obrazek 1 Sporangiofor se zoosporami. Bruce Watt, University of
Maine, Bugwood.org, (2013)

1.5 Zivotni cyklus plisné slune¢nicové

U Oomycet existuji dva typy sexualni reprodukce: prvni homothalismus, ve kterém jsou
pohlavni reproduk¢ni buiiky (oogonia a antheridia) produkovany stejnym organismem a
mize dojit k samoinfekci; a druhy heterothalismus, ve kterém sexualni reprodukéni
buriky jsou produkovany dvéma riznymi organismy. Plasmopara halstedii je diploidni
a bylo prokadzano, ze se dokaze reprodukovat sexudln¢ i asexudln¢ (Spring a Zipper,
2006). Homothalicka sexualni reprodukce byla prokazana po inokulaci slune¢nicové
rostlinky samostatnymi zoosporami (Spring, 2001). To je dulezité pro epidemiologii, ze
jedind zoospora v pudé¢ miiZze infikovat celé pole. Béhem sexudlni faze produkuje P.

halstedii pifezimujici oospory, po dobu slune¢nicové vegetacni sezony od jara do konce

vvvvv

al., 2015).
Ackoli spory P. halstedii mizou byt rozptyleny vétrem, vodou a pudou, je to

pievazné pudni patogen (Ioos et al., 2007). V terénu jsou kofenové infekce mladych
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slune¢nicovych rostlin zodpovédny za silny dopad na nizkou vynosnost (Viranyi et al.,
2015). Patogen je obligatné biotrofni Oomyceta, ktera se rozmnozuje asexualné pomoci
pohyblivych zoospor, které se uvolituji ze sporangii a nebo sexualné pres pidni oospory
(Viranyi a Gulya, 1995). Diky tlusté bunétné sténé zistavaji pohlavné vzniklé oospory
zivotaschopné v pud¢ az 10 let, coz mize byt celosvétovou hrozbou pro zemédélce
(Sedlarova et al., 2008).

Viranyi & Oros (1990) ptedstavili zivotni cyklus P. halstedii. Po¢inaje jednou
oospou, ktera je v padnim prostedi rozsifovana tekouci vodou, pozdé&ji pak kli¢i a vede
ke wvzniku jediného zoosporangia (Novotel'nova, 1966), nasleduje diferenciace a
uvolnovani dvoubicikatych zoospor. Zoospory Plasmopara halstedii se uvolnuji bud’ z
oospor sporangia (na jaie) nebo mohou byt infikovany asexudlnimi sporangiemi mladé
slunecnice (od jara do 1éta) (Viranyi et al., 2015). V ptitomnosti volné vody se zoospory
pohybuji velmi rychle, a pokud je k dispozici hostitelské pletivo (kofen, kofenové vlasy,
stonky nebo méné cCasto listy) usadi se na misté infekce (Viranyi, 1988a). Pronikaji
kotfeny v zoné kofenového vlaseni (Sedlafova et al., 2008). Jakmile zoospora pronikne
do pletiva kotene, dojde k ultrastrukturalnim zménam, vCetné ztraty bic¢iku (Viranyi et
al., 2015). Infekce postupuje vzhtiru, hypokotylem a stonkem prorista mezibunécnymi
prostory, kde vytvaii mycelium s haustorii a za vhodnych podminek dochéazi k
systémové infekci (Sedlarova et al., 2008). Systémové mycelium muize byt pfitomné ve
vSech rostlinnych pletivech krom¢ meristému (Novotel'nova, 1966).

Za vlhka se objevuje sporulace jako masivni povlak sporangioforti s nepohlavnimi
zoosporangii na svrchni 1 spodni strané dé€loZznich i pravych listd, pfipadné i na stoncich.
Zoosporangia jsou vétrem rozndSena na listy dalSich rostlin, na kterych se za vlhka
uvolnuji zoospory, které po encystaci penetruji do hostitelského pletiva. Cénocytické
vlaknit¢é mycelium opét proristd mezibuneCnymi prostory, haustorii Cerpa Zziviny
Z okolnich bunék a na kolonizovanych listech produkuje za vlhka dal§i zoosporangia
(Bouterige et al., 2003). Tento nepohlavni proces trva za optimalnich podminek 1-2
tydny a v porostu nachylné plodiny mtize vést k epidemii. Koncem vegetacniho obdobi
dochdzi v infikovanych pletivech k pohlavnimu procesu, pfi kterém splyva samci
anteridium se sami¢im oogoniem, coZ nasledn¢ vede k tvorbé tlustosténnych zoospor
(Sedlarova et al, 2008). Infekce vétrem zpisobuje sekundarni, obvykle lokalizovanou,
infekci nadzemnich ¢asti rostliny, nebo dokonce i osiva, pokud semeno produkované
infikovanymi rostlinami nese mycelium a nebo oospory patogenu (EPPO, 2014).

Ukézalo se, Zze sekundarni latentni infekce sporangii vyvolava u rostlin infekci bez
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pfiznakli onemocnéni béhem sezoény, ale produkuje semena, kterd by mohla nést infekci
v latentni podobé¢ (Sackston, 1981).

Ptenos semeny je pozorovan ziidka, pocCet napadenych semen je totiz velmi nizky
a vede k infekci nepatrného procenta rostlin. S opadem rostlinnych zbytkid a jejich
zapracovanim do pady pak dochazi k jejimu zamoteni (Sedlafova et al, 2008). Infekce
pfi zranéni vede k Sifeni zoosporangii a ke vzniku sekundarni infekce. Tento typ infekce
je zodpovédny za pozdni napadeni sousednich rostlin a pfispiva k Sifeni patogenti
(Viranyi et al., 2015).
infekci a jeji Sifeni. Zoospory pochazejici bud’ z pohlavniho, nebo asexualni sporulace
vyZaduji volnou vodu k udrZeni Zivotaschopnosti a k pohybu (EPPO, 2014). Rostlinny
vék a hostitelské pletivo jsou také vyznamnym faktorem (Sackston, 1981). Z

praktického hlediska lze konstatovat, ze ¢im diive se infekce vyskytne v sezong, tim

wev

1.6 Symptomy plisné slunecnicové

Plasmopara halstedii mtze vyvolat rizné pfiznaky v zavislosti na véku pletiva, hustoté
inokula a podminkach prostedi (vlhkosti a teploté). Symptomy jsou vysledkem dvou
odlisnych fazi a to systémové nebo lokalni infekce, avSak mnohem typictéjsi je
systémova infekce (EPPO, 2014). Lokalni infekce za¢ind primarné na listech a zifidka
vytvaii stejné symptomy jako systémova infekce, kterd mize béhem své nejagresivné;si
faze znicit az 50% urody (Wehtje a Zimmer, 1978). Pliseii se objevuje po celou dobu
vegeta¢niho obdobi, od faze dvou listi az do kveteni (EPPO. 2014).

Slunecnice napadené systémovou infekci jsou zakrslé, rast lodyh je potlacen,
internodia jsou kratka. Lodyhy i fapiky listl jsou Casto ztloustlé a ¢epele deformované.
Listy vykazuji charakteristickou zelenou a chlorotickou mozaiku podél hlavnich zil ptes
lamelu viz. Obr. 2. Za vlhkych podminek se na dolnim povrchu listu, ktery odpovida
chlorotickym plochédm, objevuje bily povlak plisné, ktery se sklada ze sporangioforii a
sporangii plisné viz Obr. 3. Mladé listy se Casto stanou zcela chlorotické a sporangia se
vyskytuji na obou stranach listu, aZz zcela ztuhnou. Kofenovy systém infikovanych
slunecnic je nedostate¢né rozvinuty, s vyznamnym poklesem tvorby sekundarnich

kofenti a s tmavé hnédym vzhledem na jejich povrchu (EPPO, 2014). Tato forma
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infekce je obvykle zpiisobend oosporami v pid¢. Ovliviiuje semenacky v pocatecni fazi

kli¢eni, a proto je Casto P. halstedii charakterizovana jako padni patogen (Spring, 2009).

Obrizek 2 Chlorotickd mozaika na listu Obrazek 3 Bily povlak sporulace na listu
slunec¢nice slunecnice

Jiné, mén¢ Casté ptiznaky spojené se systémovou infekci zahrnuji tlumeni rastu
semendckil, naruseni kvétenstvi, zkroucené listy a bazalni zlu¢ (Sackston, 1981). Kromé
toho muze byt systémova infekce plisni lokalizovana Vv nizsi ¢asti stonku (Ljubich a
Gulya, 1988). Za vlhkych podminek je infekce charakterizovana bilymi sporulacemi na
kotyledonu a stonku (EPPO, 2014).

1.7 Rezistence viici P. halstedii
Jsou dva druhy odolnosti proti plisni, poskytované Pl geny, existuje typ 1. a je
charakteristicky nepfitomnosti pfiznakli na vyhoncich a absenci infekce nad zékladnou
hypokotylu. Typ II je charakterizovan slabymi sporula¢nimi piiznaky omezenymi na
kotyledonu a nepfitomnosti ptiznakli v horni Casti rostliny pficemz patogen nikdy
nedosahuje pravych listi (Mouzeyar et al., 1994). Rezistentni slune¢nicové genotypy
jsou bud’ typu I, nebo typu II a zavisi na jejich Pl genu rezistence. Tato metoda byla
pouzita k ochrané plodin pted P. halstedii, s vyjimkou PlArg (Viranyi et al., 2015).
Testovani provadéné v roce 2009 na slunecnicich potvrdilo existenci specifického

pletiva v hypokotylech, které omezuje Sifeni patogenu pfi rastu rostliny (Spring, 2009).
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1.8 Rozsifeni a patogenni variabilita P. halstedii

1.8.1 RozSireni ve svété

Na pocatku sedmdesatych let byly izolovany polni izolaty P. halstedii v Severni Dakoté
(USA) a ptilehlych oblastech. Bylo zjisténo, ze Kanada se 1isi ve virulenci od Severni
Ameriky, ale podoba se vzorkiim vyskytujicich se v Evropé (Zimmer, 1974). Evropské
izolaty byly oznaCeny jako rasa 1, "evropska rasa" (kod 100) a rasa 2 ze Severni
Ameriky jako "Red River" (kéd 300) popsand v oblasti cerveného tudoli fek
sttedozapadnich statd Severni Dakoty a Minnesoty, USA (Zimmer, 1974). Udaje 0
patogennich rasach publikoval Gulya et al, (1991a) (Viranyi a Gulya, 1995).

Pozdé&ji Gulya a Urs (1985) objevili rasu 4 (730) v Minnesoté a Ljubich et al.
(1988) popsal rasu 5 (770) ze sklenikovych experimenti ve Fargo, Severni Dakotg.
Nasledné byly v Severni Americe, Argentin¢, Bulharsku, Mad’arsku a Francii nalezeny
1991a). Distribuce a patogenni variabilita P. halstedii je neustale sledovana ve vétsich
oblastech, kde se sluneénice péstuje (Trojanova et al., 2018). Nedavny objev plisné na
Novém Z¢landu u Arctotis spp. (Hall, 1989) naznacuje, ze miize byt také ptitomen v
Australii na jinych hostitelich (Gulya et al., 1991).

Do roku 2007 bylo z Evropy hlaseno 18 ras (Viranyi et al. 2015) a 20 ras z
Ameriky (Gulya, 2007). V roce 2007 dosahl globalni pocet ras P. halstedii na ¢islo 36
(Gulya, 2007), z nichz 24 bylo hlaSeno v Severni Americe, 20 v Evropé¢, 10 v Africe a 5
druh ras v Jizni Americe a Asii. V nasledujicich letech byly v Evropé nalezeny nové
rasy 721 a 731, které byly objeveny v Bulharsku v letech 2007/8 (Shindrova, 2010).
Vedle téchto vysledkt byla ve Francii hlasena nova rasa 774 (Gascuel et al., 2015).
Vyskyt P. halstedii a zmény v jeji populaci az do roku 2007 se jevi jako minimalni v
Argenting, Rusku a Spanélsku (Viréanyi et al., 2015). Nicméné je jasné, Ze nedostatek
novych ras P. halstedii v téchto zemich je zplsoben nizkou dynamikou populace P.
halstedii nebo méné intenzivnim sledovanim (Trojanova et al., 2018).

Populace Plasmopara halstedii byly dukladné testovany a klasifikovany, hlavné
ve Francii (Ahmed et al., 2012) a Némecku (Rozynek a Spring, 2000), kde se zatadily
do hlavnich ras. Ve Francii, bylo definovano 17 referen¢nich ras, podle jejich profilu
virulence pfi testovani infekce na hostitelich nesouci rizné Pl geny rezistence.
(Tourvieille de Labrouhe et al., 2012). Ctrnact téchto ras bylo rozdéleno do tif odli§nych
skupin. Skupina 1: 100, 300, 304; skupina 2: 307, 700, 703, 707, 730; a skupina 3: 314,
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334, 704, 710, 714, 717 (Viranyi et al., 2015). V soucasné dob¢ existuje cca. 20 genti
rezistence proti plisni (P11-P117, P121 a P1Arg) byly popsany z kultivar (Gascuel et al.
2015) i divokych druht slune¢nic (Qi et al., 2015). Jejich vyuziti v boji proti plisnim
urychluje mikroevoluci Oomycet a vznik novych ras (Sedlafova et al., 2016).

Béhem poslednich 7 let se toto ¢islo zvySilo na celkem 24 ras v Evropé a 36
Vv Americe (Sedlarova et al. 2016). Intenzivni prizkum zaznamenal téméf 45 ras
identifikovanych po celém svété v obdobi 2007-2013 dvakrat vice nez pied rokem 2007
(Spring a Zipper, 2018). V posledni dobé byly identifikovany nové rasy 705 a 715,
pochézejici z Ceské republiky (Sedlatova et al., 2016). Srovnani virulence v Evropé a
Americe mezi obdobim pied a po roce 2007 prokazalo neustalé zvySovani rozmanitosti

P. halstedii (Spring a Zipper, 2018).

1.8.2 Vyskyt v Ceské republice

Na tizemi byvalého Ceskoslovenska (jizni Morava, okresy Brno-venkov a Zlin, jizni
Slovensko, okresy Bratislava a Nitra) byla P. halstedii poprvé popsana v poloviné 50. let
20. stoleti (Bojiianskym 1956, 1957). V ramci Ceské republiky byla infekce P. halstedii
opétovné zaznamenana v roce 1999 a to na provokacnim pozemku MZLU v Brné
(Veverka a Kitizkova, 2006). Od r. 2002 je pliset slunecnice fazena mezi karanténni
choroby a sluneénici je mozné péstovat pouze z certifikovaného osiva (Sedlarova et al.,
2016). V soucasné dobé je povazovan vyskyt P. halstedii na tizemi Ceské republiky
spiSe za vzacny (Kokes a Miiller, 2004).

Vétsina napadenych slunecnic byla lokalizovéna na jizni Moravé (vychodni ¢ast
Ceské republiky) a ve vychodni a centralni &ast Cech. Viechny tyto oblasti v Ceské
republice jsou vétSinou niZinnad uzemi s pokroCilym zemédélstvim a pomérné teplym
klimatem, coz jsou vhodné podminky pro péstovani slunecnice. B&hem Sestiletého
obdobi (2007-2012) byla pfitomnost primarni infekce P. halstedii potvrzena na sedmi
lokalitach (Olomouc-Holice, Brno-Chrlice, Lednice, Podivin, Krométiz, Caslav a
Lednice). Rostliny, u kterych byly hlaSeny sekundarni symptomy infekce, pochazely
kazdy rok z Olomouce a z Brna-Chrlice a z Lednici az v roce 2010. Opakovany vyskyt
systétmovych infekci a produkce patogent byla potvrzena ve cCtyfech lokalitach:
Olomouc-Holice, Brno-Chrlice, Lednice a Podivin. V Brné-Chrlice byla absence P.
halstedii zaznamenana v letech 2009 a 2012, pravdépodobné kvuli posunu
experimentalnich poli pouZitych pro testovani slunecnic a tak opustili zdroj patogenniho

inokula v pudé. Pouze dv¢ lokality, zahrada v Lednici a malé pole s téZkou a
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podmacenou pidou v Podiving, Ize povazovat za ptirozeny vyskyt P. halstedii. Shrnuto
v Sesti letech, frekvence P. halstedii byla nejvyssi v experimentalnich polich (87%) a
velmi malo na polich pro zemédélské tcely (4%) a v soukromych zahradach (1%).
(Sedlarova et al., 2013).

Podrobny vyzkum patogenni variability P. halstedii byl zahajenv roce 2007,
pfimo na Katedie botaniky univerzity Palackého v Olomouci. Byly testovany izolaty P.
halstedii pochazejicich z osmi riznych lokalit v Ceské republice shromazdénych v
letech 2007-14. Jednalo se o lokality z Caslavi, z oblasti Stiedni Moravy (Kromé&fiz,
Olomouc - Holice), Jizni Moravy (Brno - Chrlice, Lednice, Lednice - MU, Podivin).
(Trojanova et al., 2018). Patogenni variabilita populace P. halstedii se od sedmdesatych
let vyznamné zménila (Zimmer, 1974). V Ceské republice byly az do roku 2010
odhaleny pouze tfi rasy (730 a 770 na 710). Nejvyrazngj$i zména nastala v roce 2011 s
detekci rasy 704 a 714. V roce 2012 se 710 stala prevladajici rasou, zatimco v roce 2014
bylo pfitomno nejméné Sest ras tj. 700, 704, 710, 714, 730 a 770 (Sedlafova et al.,
2013). Rasa 700 byla nejvice dominantni v ¢eské populaci P. halstedii, pficemz rasa710
byla druha nejcastéjsi. Rasy 704 a 714 byly nalezeny béhem tii sezon, zatimco jiné rasy
byly zaznamendny pouze v jedné vegetacni sezoné (rasa 730 v roce 2010 a nové rasy
705 a 715 v roce 2014) (Trojanova et al., 2018).

V &ervnu 2014, béhem terénni expedice na jihovychodé Ceské Republiky, byla
zaznamenana infekce Plasmopara halstedii na podmaceném poli u mésta Podivin na
jizni Moravé. Vzorky z ¢ervna 2014 byly pojmenovany podle nomenklatury zaloZené na
profilu virulence daného izolovatu o 15 vybranych liniich slunec¢nice dle jejich vzoru
odolnosti / nachylnosti (Gascuel et al., 2015). Patotesty opakované prokazaly
pfitomnost rasy 705 71 ve trech izolatech a rasu 715 71 ve dvou izolovanych
exemplafich. Jedna se o prvni zaznam rasy 705 a 715 v Ceské republice, Evropé i
celosvétoveé. U vSech testovanych izolata nebyla odhalena rezistence viuéi metalaxylu.
(Sedlafova et al., 2016). Rostouci slozitost patogenity P. halstedii, vykazovana
schopnosti infikovat vy$§i pocet diferencidlnich genotypti je alarmujici. Rasy P.
halstedii 704, 705, 714 a 715 jasné prokazaly, Ze jsou vSechny schopné ptekonani genu
rezistence P16 (Trojanova et al., 2018).
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2 Material a metody

2.1 Rostlinny material

Udrzovani a pifemnozovani izolati P. halstedii bylo provadéno metodou ,,whole
seedling inoculation (WSI) na kultivaru slune¢nice ro¢ni Helianthus annuus cv.
Peredovik, ktery je nachylny k P. halstedii, protoze postrada geny rezistence. Osivo
slunecnic diferencia¢niho souboru, které¢ bylo pouzito pii testovani, se ziskalo vlastnim
pfesevem originalniho osiva v 1ét¢ 2015, 2016 a 2017. Vyprodukované osivo bylo 3
mésice suseno, nasledné vycisténo a 2 mésice skladovano v -20 °C. Po té byla oSetfena
semena uchovana Vv papirovych saccich v chladicim zatizeni se stalou teplotou 4 °C bez

ptistupu svétla.

2.2 Izolaty P. halstedii

Pro praci byly pouzity izolaty z roku 2015, 2016 a 2017, uvedené v Tabulce 1, které
pochazely ze sbéri na tzemi Ceské Republiky (Olomouc- Holice, Kroméfiz,
Hustopece, Lednice viz Obr. 4). Sbéry byly provedeny pracovniky Katedry botaniky
Univerzity Palackého v Olomouci pod vedenim doc. RNDr. Michaely Sedlarové, Ph.D.
Originalni vzorky byly dlouhodobé uchovavany v -80 °C a béhem testovani byly dle

potfeby mnoZeny a uchovavany pti -20 °C.

Obrazek 4 Provoka¢ni pole Ustiedniho kontrolniho a zkuebniho tstavu
zemedélského (UKZUZ) v Lednici, kde byly ziskany izolaty P. halstedii v r. 2016
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Tabulka 1 Sbéry izolath z roku 2015, 2016 a 2017
LOKALITA ROK SBERU CiSLO 1IZOLATU
1509
oLomouc 2015 1510
1511
1501
1602 (bez sporulace)
1603
1604 (bez sporulace)
1605
1606
1607
1608
1609 (bez sporulace)
1610 (bez sporulace)
1611
1612
1613
1614
1701
HUSTOPECE (vlevo) 2017 1702
1703
1704
1705
1706
1707 (bez sporulace)
1708
1709
1710
1711
1712
1713
1714
1715
1716
1717 (bez sporulace)
1718
1715 (bez sporulace)
1720
1721

LEDNICE 2016

aLomMouc 2016

HUSTOPECE (vpravo z.) 2017

HUSTOPECE (vprave k.) 2017

oLomMouC 2017

KROMERIZ 2017

2.3 UdrzZovani a mnoZeni izolati P. halstedii
Veskera prace s izolaty P. halstedii byla provadéna dle upraveného postupu dr. Gulyi
(Gulya, 1991). Semena nachylnych kultivara slunecnice, ktera byla pouzivana jak pro

inokulaci semenackd, tak pro produkci listovych disku, byla vzdy vlozena do kadinky a
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dezinfikovana 10 % roztokem Sava s nékolika kapkami detergentu (napi. Jar na nadobi)
pro zvyseni soCivosti viz. Obr. 5. Dezinfekce ponofenim probihala minimalné 15 minut,
aby se pii kli¢eni a dal$im péstovanim zamezilo kontaminaci nezadoucimi organismy.
Poté byla semena zbavena zbytkl dezinfek¢éniho roztoku pomoci proudu ¢isté vody,
minimalné po dobu 1 minuty. Takto oSetfena semena byla umisténa do Petriho misky na
filtra¢ni papir, na ktery byla aplikovana destilovana voda, a to tak aby byla semena
alespon z poloviny ponotfena. Po uplynuti tfi hodin bez pfistupu svétla byla piebyte¢na
voda z misek odstranéna a semena byla na misce upravena tak, aby se nedotykala viz.
Obr. 6. Kli¢eni probihalo opét ve tmé, na vlhkém filtranim papiru v uzaviené Petriho

misce pii pokojové teploté po dobu 2—4 dna dle potieby.

Obrazek 5 Pomticky pro ptipravu osiva pied
klicenim

Pro dalsi préci byla pouzivana nakli¢end semena, ktera méla kotinek 0,5-1,5 cm
dlouhy a nebyla napadena nezadoucimi mikroorganismy a zaroven nesméla byt nijak
posSkozenéd nebo deformovana viz. Obr. 7. Nakli¢end semena byla zbavena osemeni a
byla pouzita bud’ pfi inokulaci, nebo pro dalsi péstovani a produkci listovych diskii.
Nakli¢ené neinfikované semenacky byly rovnomérné vysazeny do kvétinace naplnénym
do % perlitem. VétSina rostlin doséhla optimélni velikosti pro ptipravu listovych diskl

mezi 12. a 15. dnem po nasazeni.
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Obrazek 6 Nenakli¢ené osivo Obrazek 7 Nakli¢ené osivo

Inokulum bylo pfipravovdno bud’ z cerstvych zoosporangii narostlych na
déloznich listcich infikovanych rostlin nebo ze zamrazenych zoosporangii
uchovavanych na dé&loznich listcich v alobalovych sagcich v -20 °C. Cast
nasporulovanych déloznich listkii bylo v plastové zkumavce ponofeno do 1-5 ml
destilované vody (objem vody odpovidal mnozstvi materidlu a intenzité sporulace).
Uvolnéni zoosporangii do destilované vody se provadélo Setrnym protfepanim za
pomoci tfepacky. Poté byly ze suspenze pomoci sterilni pinzety odstranény zbytky
rostliny a pod mikroskopem byla zkontrolovana koncentrace a kvalita inokula. Pro praci
byla pouZzivana koncentrace 10 000 Zivotaschopnych zoosporangii v 1 ml.

Do pfipravené¢ho inokula byly vloZeny pfedem naklicené semenacky, Setrné
zbavené osemeni tak, aby byly zcela ponofené do inokula. Inokulace probihala po dobu
3 hodin, zcela ve tmé pii teploté 19 °C. Béhem inokulace se pomoci mikroskopu
kontrolovala pfitomnost Zivych zoospor. Po inokulaci byly semenacky inokulované
jednotlivymi izolaty vysazeny do oddélenych kvétina€h naplnénych zvlhéenym perlitem
a oznaceny Stitkem. Inokulované rostlinky byly péstovany v kultivacni skiini pii teplote
19/18 °C s fotoperiodou 12/12 hodin (den/noc) cca 9-13 dni do doby, nez se objevila
prvni bila sporulace na déloznich listech. Tyto listky mohly byt dale pouzity k piipravé
inokula pro experimenty, nebo mohla byt znovu pfemnoZena ¢i zamrazena v -20 °C pro

dal§i vyuziti.
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2.4 Metoda inokulace semenacku (SDI)
Rasy izolati byly urovany tzv. patotesty, pomoci metody Gulya (1998) zvané ,,soil
drench inoculation® (SDI). Na patotesty bylo pouzivano 15 zakladnich genotypt
slune¢nice (GB, RHA-265, RHA-274; PMI-3, PM-17, 803-1; HAR—4, QHP-2, HA-
335; Y7Q, PSC8, XA; PSS2RM, VAQ, RHA-419) a 1 kontrolni linie (cv. Giganteus/
Peredovik). Semenacky jednotlivych diferenciacnich linii pro patotest byly
piipravovany podle postupu popsané¢ho v kapitole 3.1. Na tac, ktery byl do 2/3 naplnény
zvlh¢enym perlitem, bylo vzdy vysazeno v faddch 10 nakli¢enych semenacku, od kazdé
Inokulum, tj. suspenze zoosporangii P. halstedii v destilované vodé¢, bylo vzdy
piipravovano z Cerstvého materialu pozadovaného izolatu podle postupu popsaného v
kapitole 3.3. Nasledné byla spocitana koncentrace inokula, pomoci Biirkerovy po¢itaci

komirky za pouziti vzorce:

1000
X=—Y
0,04

kde X = pocet zoosporangii v 1 ml a Y = primérny pocet zoosporangii v 10 pocitanych
¢tvercich Biirkerovy komurky. Diky tomu se vypocitd mnozstvi tekutiny, kterd

obsahuje asi 10 000 zivotaschopnych zoosporangii podle vzorce:

10000

Z=——.1000
X

kde Z = objem inokula s 10000 zoosporangii a X = pocet zoosporangii v 1 ml. Pokud se
vypocitany objem pohyboval v rozmezi mezi 20—40 pl bylo moZné dané inokulum
thned pouzit k inokulaci patotestu. Pokud se vypocitany objem neodpovidal danému
rozmezi, bylo nutno piidat dal§i zoosporangia nebo naopak nafedit inokulum
destilovanou vodou a znovu stanovit koncentraci.

Automatickou pipetou bylo pifimo na kazdy semenacek patotestu nanesena
pozadovana davka inokula. Pro zamezeni moznych odchylek v mnozstvi zoosporangii
na kazdou rostlinku bylo nutno dodrZzovat homogenitu inokula (protfepano pied
odebranim dalsi davky) a aby davka byla aplikovana na kazdé semeno pouze jednou.

Po provedené inokulaci vSech semen patotestu byla pokryta cca 1 cm vrstvou
zvlhceného perlitu. Poté byl tac s rostlinami pienesen do fytotronu a prvnich 12-16
hodin byl kultivovan pod tmavou folii pii teploté¢ 21/17 °C, 12/12 hodin den/noc.
Nasledujici den byla folie odstranéna a rostliny byly péstovany ve stejnych podminkach

a podle potfeby zalévany po dobu 13 dni. Ttindcty den byly rostlinky pomoci
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rozprasovace navlhCeny destilovanou vodou a tdc byl umistén do neprithledné bedny
s vikem. Bedna musela byt dostate¢n¢ velkd z divodl, aby se zamezilo moznému
kontaktu se sténou bedny. Timto byly vytvofeny vhodné podminky pro sporulaci
patogenu (100% vzdusnd vlhkost a tma). Bedna s patotesty byla ponechana ve
fytotronu pii 21/17 °C, 12/12 hodin den/noc a 14. den po inokulaci (16—24 hodinach)
bylo provedeno hodnoceni viz. Obr. 9. Vyhodnoceni patotestu a urfeni rasy izolatu
probihalo ve tfech krocich.

Nejdiive byla pomoci semikvantitativni stupnice vyhodnocena mira napadeni
kazdé rostliny v protestu zvlast. Podle procentudlniho napadeni plochy rostlinného téla

bilou sporulaci se k rostling ptifadil jeden ze Ctyt stupiiti napadeni viz. Obr. 8.

Obrazek 8: Semikvantitativni stupnice napadeni rostlin P. halstedii. A — zZadna
sporulace (stupen napadeni 0), B — sporulace do 25 % (stupen napadeni 1),

C — sporulace do 50 % (stupeti napadeni 2), D — sporulace nad 50 % (stupen
napadeni 3).
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Obrazek 9 Patotest pripraveny na vyhodnoceni a urceni rasy P. halstedii

Druhym krokem bylo stanoveni miry napadeni pro kazdou diferenciac¢ni linii (10
rostlin). Aby byl patotest vyhodnocen jako prokazatelny bylo nutné, aby mira napadeni
kontrolni linie (cv. Giganteus/Peredovik) byla vic nez 70%. Pokud je procentudlni
napadeni mens$i neni patotest neprilkazny a musi Se opakovat. Dale byly hodnoceny
jednotlivé diferenciacni linie, procentudlné se vyhodnotila jejich mira napadeni a tim se
urcilo, zda je dana diferenciacni linie k testovanému izolatu P. halstedii nachylna nebo
rezistentni. Pokud bylo napadeni vyssi nez 50 %, byla diferencia¢ni linie vyhodnocena
jako nachylna.

K posledni ¢asti hodnoceni patfilo stanoveni pétimistného kédu podle pravidel
tripletového kddovaciho systému, kterd urcil a specifikoval vyslednou rasu testovaného

izolatu.

2.5 Test rezistence izolatl vii¢i metalaxylu

Odolnost izolatt P. halstedii vici fungicidu metalaxyl byla testovana metodou listovych
diskt (LDI). Rostliny pro ptipravu listovych diskt byly péstovany zptisobem popsanym
v kapitole 3.3. Z vypéstovanych slune¢nic byly sterilni pinzetou a niizkami odebrany a
pouzity pouze délozni listky a ty byly na podlozce ziletkou roziezany na jednotlivé

listové disky ¢tvercového tvaru o délce strany 6 mm. Nasledné byly vlozeny do
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destilované vody, aby se zamezilo vysychani pletiva. Tésn¢ pfed pouzitim byly listové
disky opatrné vyjmuty z destilované vody a jemné osuseny buni¢inou po obou stranach.
Pti Spatné inokulaci se listovy disk pfedem poskodily pinzetou, aby se inokulum dostalo
piimo do pletiva.

Samotny test probihal ve dvou plastovych kultiva¢nich destickach s 24
komurkami. Do 12 komirek v horni poloviné prvni kultivacni desticky bylo
napipetovano 900 pl destilované vody, zatimco do 12 komtrek v dolni poloviné druhé
kultivaéni desticky bylo napipetovano 900 pl roztoku metalaxylu (N—(2,6—
Dimethylphenyl)-N—(methoxyacetyl)-D—alanine methyl ester, analytical standard,
Fluka) o koncentraci 10 mg/l. Do kazdé¢ komirky v destice byl nasledné Setrné
pinzetou vloZen na svou svrchni stranu jeden pfedem osuseny listovy disk.

Kazdy listovy disk byl inokulovédn do stfedu disku tak, aby kapka inokula
nesklouzla do okolni tekutiny. Inokulum bylo pfipraveno stejnym zptsobem, jaky byl
popsan v kapitole 3.3. Rozdil byl v tom, ze koncentrace inokula byla upravena na 10
000 zoosporangii v 10—15 pl tekutiny. V levé horni jamce Al s destilovanou vodou a v
levé spodni jamce D1 druhé desticky S metalaxylem byla nepipetovéna jest¢ jedna
davka inokula, aby se dala nasledné hodnotit kli¢ivost zoosporangii.

Desticky s inokulovanymi disky byly inkubovany 12—16 hodin bez pfistupu svétla
pfi 18-19°C. Druhy den po odkryti byla pozorovéna kli¢ivost zoosporangii pod
inverznim mikroskopem v jamkach Al a D1. V pfislusné jamce bylo pti 100ndsobném
zvétSeni nalezeno misto se zoosporangii a v zorném poli byla spocitdna zvlast
nezivotaschopna zoosporangia a zZivotaschopna. Ty nezZivotaschopné zoosporangia byla
tmava, diky jejich obsahu uvnitf, protoze neuvolnila zadné zoospory. Zivotaschopna
zoosporangia byla svétla, protoze byla prazdnd a své zoospory jiz uvolnila. Klicivost

zoosporangii v destilované vod¢ a v roztoku metalaxylu byla spocitana podle rovnice:

C=—-.100

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

Test na rezistenci izolatu P. halstedii vi¢i metalaxylu byl povazovan za prukazny,
pokud kli¢ivost zoosporangii dosdhla v obou jamkach minimélné¢ 90 %. Po zjiSténi

kli¢ivosti byly vzorky dale kultivovany pti 19/18°C, 12/12 hodin, den/noc.
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Ctrnacty den po inokulaci bylo provedeno hodnoceni testu. Kazdy listovy disk na
desti¢ce byl prohlédnut pod binokularni lupou a do protokolu byl zaznamenan stupen
napadeni.

Test byl oznaen jako prukazny, pokud se sporangiofory P. halstedii objevily
alespon na 75 % listovych diskd v destilované vodé. Jako rezistentni k metalaxylu byl
oznacen izolat, ktery mél napadeno minimaln¢ 75 % listovych diskG umisténych v

komtrkach s metalaxylem.
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3 Vysledky

3.1 Urceni ras izolata P. halstedii metodou inokulace semenacku (SDI)
Metodou SDI bylo na diferencia¢nim souboru slunecnice testovano celkem 31 izolatd
zruznych lokalit z let 2015-2017. Urcena rasa byla vzdy oznaCena unikatnim
petimistnym  Ciselnym kodem, ktery odpovida fenotypu reakci péti tripleth
diferenciacnich linii slune¢nice. Vysledky urCeni ras jsou uvedeny dale podle

jednotlivych let v tabulkéach 2-4.

3.1.1 Rasy P. halstedii z roku 2015

V roce 2015 byly testovany pouze tii izolaty pochdzejici z pozemku Katedry botaniky
PiF UP z Olomouce—Holice. Urceni rasy u izolatu 1510 bylo obtizné, protoze Se ziejmé
jednalo o smés dvou ras (750 60 a 710 60). U izolatu 1511 byl potvrzen fenotyp
virulence, ktery odpovidal rase 754 71. Konkrétni hodnoceni a vysledky jsou

zaznamenany v tabulce 2.

Tabulka 2 Rasy P. halstedii z roku 2015

I‘E v DATUM HODMOCENT | DATUM HODNOCENT
| CIsLO . .
ROK g ISOLATU VYSLEDMA RASA
o RASA RASA
21.7.2015
1509 750 60
U 750 60
=
= 21.7.2015 28.4.2016
2015 = 1510 750 60/ 710 60
9 750 60 710 60
o
1511 24.8.2015 21.9.2015 754 71
73471 753471

3.1.2 Rasy P. halstedii z roku 2016

Rok 2016 byl diky prib&hu pocasi ptiznivejsi pro vyskyt plisné, izolaty pochazely ze tii
lokalit, tj. z experimentalniho pole v Olomouci—Holici (6 izolatt) a provokaéniho pole
Ustiedniho kontrolniho a zkuiebniho ustavu zemédélského (UKZUZ) v Lednici (4
izolaty). U vzorkt z Olomouce byly zaznamenany rasy 700 60, 740 60 a 750 60. Izolaty
z Lednice byly urceny jako rasy 714 71 a 754 71, nebo u izolatu 1606 jako jejich smés

(Tab. 3).
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Tabulka 3 Rasy P. halstedii z roku 2016

I‘:—E e DATUM HODNOCENT DATURM HODNOCENT
= | é&iswo . ,
ROK 2 | coitu VYSLEDNA RASA
o RASA RASA
1601 21.9.2016 5.10.2016 1471
714 71 714 71
25.10.2016
y 1603 754 71
g 754 71
= 7.12.2016 21.12.2016
= 1605 714 71
714 71 714 71
1606 4.10.2016 19.10.2016 75471/ 714 71
754 71 714 71
1607 2.8.2016 23.8.2016 5060
750 60 750 60
2016 13.12.2016 27.12.2016
1608 o Lo 700 60
700 60 700 60
27.7.2016 21.9.2016
=t 1611 750 60
o 750 60 750 60
0 27.7.2016 21.9.2016
= 1612 750 60
750 60 750 60
1613 10.8.2016 24.8.2016 5060
750 60 750 60
2.8.2016 73.8.2016
1614 740 60
740 60 740 60

3.1.3 Rasy P. halstedii z roku 2017

4 o

NejpriznivEjsi pro rust plisné slunecnice, a tak i nejzajimavéjsi z hlediska testovani, byl
rok 2017. Z celkového poctu 18 vzorku byly studovany izolaty P. halstedii z lokalit
Olomouc- Holice (1 izolat), Krométiz (3 izolaty) a Hustopece (vzorky odebrany ze tii
raznych poli, oznacené jako: Hustopece - vlevo (3 izolaty), Hustopece- vpravo, zacatek
(5 izolatt) a Hustopece vpravo, konec (6 izolati)). Vysledky vSech izolatd z roku 2017
jsou uvedeny v tabulce 4. Vzorky z Kroméfize byly uréeny jako rasa 71471, u izolatu
1720 ve smési s rasou 70471. Izolat z Olomouce byl vyhodnocen jako rasa 71060. Na

lokalitach z Hustopeci se vyskytovaly rasy 70471 a 70471, v izolatu 1710 ve smési.
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Tabulka 4 Rasy P. halstedii z roku 2017 (Hustopec¢e, Olomouc, Kroméfiz)

I‘E e DATUM HODNOCENT | DATUM HODNOCENI
S | cisLo . ,
ROK 2 | soLitu VYSLEDNA RASA
Q RASA RASA
) 12.7.2017 8.8.2017
S 1701 71471
= 71471 71471
Py 22.8.2017 6.9.2017
G | 1702 71471
g 71471 71471
E 19.7.2017 3.8.2017
5 1703 71471
T 71471 71471
— 24.8.2017 8.9.2017
= 1704 71471
E 71471 71471
’ 24.8.2017 8.9.2017
=] 1705 71471
o 71471 71471
=T,
2 1706 24.8.2017 8.9.2017 1871
= 71471 71471
Ll
EL ]
2 1708 5.9.2017 5.12.2017 -
2017 o 704 71 704 71
(5]
]
= 1703 4.10.2017 2.11.2017 1871
71471 714 71
5.9.2017 4.10.2017
1710 71471/ 704 71
704 71 71471
g 5.9.2017 4.10.2017
= 1711 704 71
o 704 71 704 71
=} 8.11.2017 23.11.2017
= 1712 704 71
= 704 71 704 71
>
= 11.10.2017 8.11.2017
,5 1713 70471
i 70471 704 71
e 12.10.2017 9.11.2017
g 1714 70471
2 70471 70471
12.10.2017 9.11.2017
1715 70471
704 71 70471
§ 16.11.2017 29.11.2017
= 1716 710 60
z 710 60 710 60
6.12.2017 22.12.2017
2017 1718 71471
" 71471 71471
ki 12.10.2017 9.11.2017
= 1720 70471/ 714 71
o 71471 704 71
= 21.12.2017 3.1.2018
1721 71471
71471 71471
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3.2 Reakce P. halstedii k metalaxylu

Zjisténi piipadné rezistence vii¢i metalaxylu jsem provedla metodou listovych diskl
(LDI). Testovani bylo uskute¢néno pouze u izolatt z roku 2017. Nejprve se hodnotila
kli¢ivost zoosporangii u kontrolniho vzorku s destilovanou vodou, pak u vzorku
s metalaxylem. Hodnoceni bylo provedeno den po provedeni testu. Po dalSich Etrnacti
dnech se hodnotilo procentualni napadeni listovych diskt v destilované vodé (Obr. 10) i
v metalaxylu (Obr. 11). U vSech izolati se potvrdila citlivost k metalaxylu (zadny
listovy disk nevykazoval rdst a sporulaci plisné), ¢imz se potvrdila ucinnost tohoto

fungicidu vaci P. halstedii.

Obrazek 11: Nenapadené listové disky v metalaxylu
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4 Diskuse

Stanoveni rasy Plasmopara halstedii pomoci souboru diferencia¢nich linii slune¢nice je
Casove¢ naro¢ny proces vyzadujici jistou zkuSenost, ktery je potfeba nékolikrat opakovat.
Aktualn¢ pouzivana inokulace ptikapnutim inokula o znamé koncentraci zoospor k
semenackam (SDI) je vhodngjsi, nez diive pouzivana metoda WSI, kdy je cely
semenacek namocen do inokula na cca 3-4h a po té€ zasazen. WSI se dnes pouziva pouze
pii pfemnozovani izolatl ze zamrazen¢ho materialu. Tahle metoda je vhodnéjsi, protoze
Cas inokulace je delsi a zamrazené zoospory maji ¢as na regeneraci.

Interpretace vysledkt patotestli a hodnoceni intenzity sporulace patogenti muze
byt subjektivni. Gulya et al. (1991a) nekvantifikoval rozdil mezi rezistenci a nachylnou
reakci inokulovanych rostlin, ale ,,hojné sporulace na déloznich listcich® povazoval za
nachylnou reakci. Naopak Tourvieille de Labrouhe et al. (2000) sporulaci pouze na
déloznich listcich neuznaval a jako nachylnou reakci oznacil az sporulaci na pravych
listech. Podle souCasné praxe lze intenzitu sporulace kvantifikovat podle
semikvantitativni stupnice (Trojanova et al., 2017), kterou jsem pouzila i ja ve svém
testovani.

Dokonce i pii pouziti této klasifikacni stupnice se né&které izolaty tézko
kategorizuji a vysledek mize byt nékde mezi odolnosti a nachylnosti. V tomhle piipadé
se doporucuje cely postup patotestu opakovat. Nejpiesnéjsi metoda pro urceni rasy
izolatu je fenotypizace virulence a v idealnim piipadé pouziti monozoosporickych
izolatli. Nicméné, kvili naro¢nosti izolace zoospor a nasledného pfemnoZovani
monozoosporickych izolatil, nelze tuto metodu aplikovat pfi Castém opakovani patotestii
(Trojanova et al., 2017).

Pro urceni rasy P. halstedii se pouziva diferencia¢ni soubor, slozeny z linii
slunecnice, které na inokulaci patogenem reaguji rizné, a tim nam diferencuji jednotlivé
rasy. Systém oznaceni ras unikatnim tfic¢iselnym kodem byl navrzen v roce 1991 a
zalozen na pouziti deviti inbrednich linii (Gulya, 1995). Rasam, které byly uréeny pred
rokem 1995, byl také pfifazen piislusny tiimistny kod (Tourvieille de Labrouhe et al.,
2000, Gulya, 2007).

Diferencia¢ni soubory byly neustdle pozménovany a vylepSovany. Tim, Ze
variabilita globalnich populaci P. halstedii neustale roste, se potvrdila nedostatecnost
souboru a n€kolik vyzkumnych pracovniki navrhlo rozsifeni souboru diferenciac¢nich

linii, aby vytvofili nové urovaci rozdily ve variabilit¢ (Trojanova et al., 2017).
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Rozsiteni kodu na pétimistné ¢islo bylo navrzeno, s tim, ze se doporucuje pouzivat 15
diferenciald pro vyhodnoceni rasy P. halstedii a to GB, RHA-265, RHA-274, PMI 3,
PM-17, 803-1, HAR-4, QHP-2, HA-335, Y7Q, PSC8, XA, PSS2RM, VAQ a RHA-419
(Tourvieille de Labrouhe et al., 2012).

Vzorek 1510 z Olomouce byl testovan jak v srpnu 2015, tak z pfemnozeného
izolatu z dlouhodobé zamrazeného materialu v dubnu 2016. Cerstvy izolat testovany
v srpnu 2015 byl vyhodnocen jako rasa 750 60, zatim co testovany material z roku 2016
vysel jako rasa 710 60. Ob¢ vysledné rasy jsou mozné, protoze ze zdznami Z minulych
let, napt. 2014, vime Ze se v Olomouci- Holici vyskytovala rasa 710 60 a naopak v roce
2015 bylo vice vzorkt uréenych jako rasa 750 60. Ideédlni by bylo test znovu opakovat
nebo provést monozoosporickou izolaci.

Rok 2016 byl problematicky hlavné ve druhém tripletu diferencia¢niho souboru a
to téméf u vSech vzorku, at’ uz se jednalo o izolaty z Olomouce- Holice ¢i z Lednice.
Markantni problém sur¢enim druhého tripletu je znatelny hlavné u vzorkl
pochazejicich z Olomouce- Holice. Jako vysledné rasy byly urceny 750 60, 700 60 a
740 60. Pokud porovname izolaty se vzorky z roku 2014 vidime, Ze rozdil je opét jen ve
druhém tripletu. Starsi vzorky z roku 2012 zaznamenaly rasu 700, ale ne rasu 750 a 740.
Vzorky z Lednice se opét lisi pouze ve druhém tripletu a to v rasach 714 71 a 754 71.
Konkrétné izolat ¢islo 1606 byl pfi prvnim hodnoceni (4. 10. 2016) vyhodnocen jako
rasa 754 71, pti druhém hodnoceni (19. 10. 20016) byla vysledna rasa 714 71.
V takovychto situacich se provadi dalSi hodnoceni, tentokrat jen daného tripletu.
V naSem ptipad¢ se jednalo o druhy triplet. Pti dalsim hodnoceni, jsem dosla k zavéru,
ze se pravdépodobné jednalo o smés ras. Zoospory vyrlstajici ve sporangiich totiZ
nemusi byt vzdy z genetického hlediska homogenni a mohou se li§it v patogenni
variabilité (Spring a Zipper, 2006). Pro ziskani geneticky homogenniho materialu u P.
halstedii se vyuzivaji monozoosporické izolaty (MZSI), diky kterym se ziska pouze
jedna zoospora ze sporangia a je jednodussi ziskat co nejptesnéjsi vysledky o rase
daného izoldtu. Monozoosporické izolaty se ziskdvaji kapildrni metodou pod
mikroskopem. Uspé&$nost odchytu jedné zoospory je velmi nizka a je za potiebi precizné
a rychle pracovat, protoZze kapky se zoosporami rychle vysychaji (Doudova, 2013).
Proto se tato metoda pouziva pouze tehdy, kde je vysledek metody SDI nejasny. Pokud
chceme porovnat izolaty 2016 se starSimi vzorky, k dispozici mame pouze rok 2012,
kdy mame potvrzeny vyskyt rasy 714 (Bartisek, 2013) ne vSak 754. V roce 2014

nebyly vzorky z Lednice hodnoceny.
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Zpusobt jak dojde k tomu, Ze se v jednom sporangiu mohou nachazet geneticky
odlisné zoospory je nékolik. At uz pomoci vétru, kdy se zoospora z jedné rostliny
uchyti na druhé rostling, kde se zarovenn mohou nachazet zoospory jiného patotypu a
dojde Kk jejich smichani. A nebo kontaminaci vodou v pud¢, protoze jak jiz vime, spory
jsou uchovavany v pid¢€ a jsou transportovany vodou, takze se V pidé mohou setkat
spory s odlisnou genetickou informaci a infikuji rostlinu obé dvé a tim se na rostling
objevi obé rasy. Tento problém pravdépodobné nastal i vroce 2017 v Hustopecich.
Vzorky byly odebrany ze tii lokalit v HustopeCich. V Hustopecich (vlevo) se jasné
prokazala rasa 714 71, v Hustopecich (vpravo, konec a zacatek) se urcily rasy 704 71 a
714 71. Na styku téchto dvou poli doslo pravdépodobné k miseni dvou ras, coz
dokazuje izolat 1710, ktery svym prvnim patotestem (5. 9. 2017) byl vyhodnocen jako
rasa 704 71 a pfi druhém hodnoceni (4. 10. 2017) jako rasa 714 71. Pii kontrole byla
potvrzena patogenni variabilita. Pokud se podivame na vzorky z Krométize z téhoz
roku, zjistime, ze situace je velmi obdobna, a Ze izolat ¢islo 1720 také prokazuje
patogenni variabilitu. Jediny vzorek z Olomouce- Holice vykazuje rasu 710 60, ktera
byla prokazana i v roce 2015, 2014 i 2012. Pokud bychom tedy chtéli jasné prokazat, 0
jaké rasy se jednd, je zapotiebi detailnéjsi studie, idedlné monozoosporickych izolati.

V porovnani s ostatnimi staty Evropy, kde je patogenni variabilita velmi vysoka,
jako napf. ve Francii, Spanélsku, Madarsku je naopak v Ceské republice variabilita
spiSe nizs§i a rozsifena lokalné. Vzhledem k poloze naseho statu ve stfedu Evropy, je
velka pravdépodobnost, ze se rasy mohou kiizit a proto zde vznika vysoka variabilita.
Bohuzel P. halstedii se u nas intenzivné studovala az v poslednich né€kolika letech a
proto vyzaduje tento patogen na nasem uUzemi dal$i pozornost, abychom doséhli
komplexnéjsich vysledk.

Pfi hodnoceni testii citlivosti P. halstedii vi¢i metalaxylu nebyl doposud
zaznamenan izolat P. halstedii rezistentni vici tomuto fungicidu. Varujici vSak muze
byt situace napt. ve Spanélsku (Molinero—Ruiz et al, 2003) nebo Némecku (Spring et
al., 20006), kde se s rezistenci vici metalaxylu potykaji jiz fadu let. S timto problémem

by se v budoucnu mohla potykat i Ceska republika.
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5 Souhrn

Ve své bakalatské praci jsem se zabyvala urCovanim ras u izolati Plasmopara halstedii,
pochazejicich z Ceské republiky metodou SDI. Byly testovany vzorky z roku 2015,
2016 a 2017. Vyslednou rasu u izolatu z roku 2015 bylo velmi obtizné urcit, protoze se
pravdépodobné jednalo o smési ras. V roce 2016 byly na urcitych lokalitdich objeveny
750 60 a 740 60 nebo z Lednice rasa 754 71. Izolaty z Olomouce v roce 2017 byly
uréeny jako rasa 710 60 a tato rasy byla potvrzena i u vzorkll z minulych let. Na
ostatnich lokalitdch v roce 2017 byly zaznamenény rasy 714 71, 704 71 nebo jejich
smési. Do své prace jsem také zahrnula testy k fungicidu metalaxylu, provedené
metodou inokulace listovych diskt (LDI); ve kterych zadny z izolata P. halstedii nebyl

zjistén jako rezistentni.
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Priloha 1

Didakticka ¢ast — zaiazeni tématu ,,pliseii slune¢nice* do vyuky biologie na SS

Vietenatka slune¢nicova, odborn¢ Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. a De Toni
(1988) je obligatni biotrofni patogen, tiidy Oomycete (viz. vysvétlivky). Je pivodcem
plisn¢ slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.), ktera se vyskytuje po celém svéte,
véetné Ceské republiky. Hostitelem tohoto patogenu je kromé sluneénice dal§ich pies

100 druhti rostlin z ¢eledi hvézdnicovité (Asteraceae).

RozmnoZovani:
Vietenatka sluneCnicovd se muze rozmnoZzovat nepohlavné pomoci pohyblivych

zoospor, které se uvoliuji ze zoosporangii a nebo pohlavné pies ptidni oospory

A) Nepohlavni  rozmnozovani: z priaduchii  nakazené rostliny prorustaji
sporangiofory, které¢ nesou zoosporangia a ty produkuji dvoubicikaté zoospory,
které slouzi k infekci hostitele.

B) Pohlavni rozmnozovani: Sam¢i pohlavni organ se nazyva anteridium. Oogonia
jsou sami¢i pohlavni butiky kulovitého ¢i ovalného tvaru a obsahuji jednu nebo
vice oosfér. Splynutim téchto dvou utvart vznikaji zygoty a pozdé€ji kulovité

tlustosténné oospory.

Rozsirovani

Sporangia P. halstedii mtizou byt rozsifovany vétrem, vodou & padou. Zivotni
cyklus houby za€ina oosporou, vétSinou uvolnénou do pidy z infikovanych pletiv, kde
koncem sezony vznikla. Na jate kli¢i jedinym zoosporangiem, ze kterého se uvoliuji
dvoubicikaté zoospory. V ptitomnosti volné vody se zoospory pohybuji velmi rychle a
vyhledavaji hostitelska pletiva. Zoospora pronikne vétSinou do semenacki pies kotfen a
infekce se postupné $ifi smérem vzhiru do stonku a listli. V mezibunéénych prostorach
vytvaii mycelium s haustorii, které slouzi k Cerpani zivin. Za ptihodnych podminek
vyrustaji z mycelia sporangiofory stromeckovitého charakteru, které Casto tvoii bilé
povlaky na povrchu napadenych hostitelskych orgdnli, zejména listi. Na
sporangioforech jsou umisténa zoosporangia, které produkuji zoospory a pomoci nichz

muze dojit k napadeni dalsi rostliny.
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Obrizek P1. Zivotni cyklus plisné slune¢nic

Symptomy onemocnéni
Ptiznaky (= symptomy) jsou vysledkem:
A) systémové infekce: onemocnéni vznika z kontaminované pudy, ze které klici
mladé rostlinky. Vysledkem jsou zakrslé rostliny.
B) lokalni infekce: b&hem vegetacni sezony jsou za pomoci vétru pienaSené

sporangia, ktera zpasobuji skvrny na listech.

Vysvétlivky:
e Oomycete (Rasovky)- samostatna tfida, patiici mezi Eukaryotické organismy.
Dftive byl fazen mezi houby.
e Obligatni- povinny, jediny mozny.
e Biotrofni organismus- organické latky ziskava z zivych bunék hostitele, kterého

vSak nezabiji



Obrazek P2. Rostliny slune¢nice ro¢ni na poli — v poptedi systémovée napadené plisni
slune¢nicovou (zakrslé rostliny s nahlou¢enymi a deformovanymi listy).

5498157

Obrazek P3. Lokalni napadeni plisni slune¢nicovou (chlorotické skvrny na svrchni
stran¢ a bilé povlaky sporangioforti na spodni stran¢ listu).



Priloha 2

Pracovni list 1

Nazev: éeled’: hvézdnicovité- druh: sluneénice roéni

Ukol 1. Vypi§ zakladni charakteristické znaKky slune¢nice ro¢ni (minimalné 5).

Ukol 2. Vyber rostliny, které patii do ¢eledi hvézdnicovité (zvyrazni).

Chrpa pampeliska blatouch
Jestiabnik divizna starcek
jetel kosatec pelynék
bodlak ¢ekanka hetfmanek
kamzi¢nik dymnivka hvozdik
kopretina koniklec podbél
len lopuch pomnénka
febiicek koptiva slunecnice

Ukol 3. Uved’ hospodarské vyuziti slunecnice roc¢ni.



Pomiicka pro ucitele k pracovnimu listu 1

Nazev: Celed’: hvézdnicovité- druh: slune¢nice ro¢ni
Ukol 1. Vypi§ zakladni charakteristické znaky slune¢nice ro¢ni (minimalné 5).

- Kvétenstvi: ubor

- Kvéty trubkovité a jazykovité
- Zékrovni listeny

- Nazka

- Listy bez palisti

- Rapikaté listy

- Pilovité okraje list

Ukol 2. Vyber rostliny, které patii do &eledi hvézdnicovité (zvyrazni).

chrpa pampeliska blatouch
jestiabnik divizna staréek
jetel kosatec pelynék
bodlak cekanka hefmanek
kamzi¢nik dymnivka hvozdik
kopretina koniklec podbél

len lopuch pomnénka
febiicek kopfriva slunecnice



Ukol 3. Napi§ hospodaiské vyuZiti slune¢nice ro¢ni.
Potravinafsky primysl- olej, pe¢ivo, med

Lécitelstvi- Caje

Kosmetika- mydla, Sampony, krémy

Zemédélstvi- krmivo, silaZovani

Floristika- dekorace

Malifstvi- temperové barvy



Priloha 3

Pracovni list 2

Nazev: Mikroskopovani iasovek - plisen slune¢nicova (Plasmopara halstedii)
Material: slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus) sinfekci plisn€é slunecnicové
(Plasmopara halstedii)

Pomucky: Pinzeta, svételny mikroskop (zvétseni 200-400x), podlozni a kryci sklicko,
destilovana voda

Postup:

- Pomoci pinzety seSkrabneme sporulaci z listku H. annus na podlozni sklicko.
- Vzorek zakédpneme kapkou destilované vody.
- Opatrné vzorek ptikryjeme krycim sklickem.

- Pod mikroskopem pozorujeme sporangiofory se zoospory a zakreslime.

Nakres a popis mikroskopického preparatu:



