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1. Uvod

Psenice (Triticum aestivum L.) je jedna z nejdulezitéjSich obilovin na svét¢ a v
mnohych oblastech je zakladnim zdrojem potravy. V roce 2010 se pSenice péstovala témer
na 217 miliénech hektarii a bylo sklizeno okolo 650 miliénti tun zrna. V Ceské republice
byla v témze roce péstovana pSenice na 833 tisicich hektarech a celkova produkce zrna byla
vice nez 4 milidny tun (data ziskana z FAO).

Brani¢natka pSeni¢na je jednou z vyznamnych listovych chorob pSenice rozsifena
ve viech oblastech péstovani psenice na svété. V Ceské republice se od 80. let minulého
stoleti jeji vyznam postupné zvysuje. Za vhodnych podminek, jako je vlhko a nizsi teploty,
muze zpusobit ztraty na vynosu 30 az 50 %.

Tento patogen se rozmnozuje jak nepohlavné, tak pohlavné. Pohlavni rozmnozovani
ma velky vliv na epidemiologii i popula¢ni strukturu patogenu. Znalost genetické struktury
brani¢natky pSeni¢né mize byt napomocna piti odhadech, napiiklad jak rychle si patogen
muze vytvofit rezistenci k novym fungicidim, nebo jak rychle piekona geny rezistence v
rezistentnich odridach. Geneticka struktura populaci tohoto patogenu byla jiz prostudovana
jak z hlediska globalniho, tak lokélniho, populace na tzemi Ceské republiky viak nebyly
do zadné z téchto studii zahrnuty. Piedpokladame, ze jejich struktura bude podobna
populacim z jinych evropskych stati. Informace jsou ale dostupné zatim jen ze stath
zapadni Evropy a je mozné, ze diky jiné péstitelské a Slechtitelské praxi v pribéhu druhé
poloviny posledniho stoleti, bude mistni populace mirné odlisna.

Vétsina v Ceské republice péstovanych odriid psenice je nachylna az stiedné
rezistentni k brani¢natce pSeni¢né. Proto je stale nejvice vyuzivanym ochrannym opatienim
fungicidni ochrana. V zapadoevropskych zemich se pied deseti lety objevily rasy M.
graminicola rezistentni k nékterym skupinam fungicid. Popsana byla rezistence k obéma
hlavnim skupindm fungicidim tzv. azolim a strobilurinim. Rezistence ke strobilurinovym
fungicidim se muze objevit na polich Casto oSetifovanych piipravky z této skupiny, a to
nezavisle na genetickém pozadi dané populace. Od roku 2000 v CR rapidné stoupla
spoteba strobilurinovych fungicidii pro obilniny a v roce 2002 byly v malém vzorku

populace objeveny rezistentni v in vitro podminkach, lze tedy piedpokladat, ze se i zde
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vyskytuji rezistentni rasy M. graminicola ve vy$$i mife. Tato prace by méla pomoci
objasnit Cetnost jejiho vyskytu, popiipad€, zda se na nasem uzemi objevila nezavisle na

okolnich populacich nebo se sem rozsitila diky vétrem pienosnym askosporam ze zapadu.



2. Literarni prehled

2.1. Mycosphaerella graminicola

Mycosphaerella graminicola je houbovy patogen s ¢eskym nazvem brani¢natka
pSenicna, zpusobujici chorobu nazyvanou teCkovana listova skvrnitost pSenice (jarni, 0zimé

i tvrdg).

2.1.1. Taxonomické zarazeni

Mpycosphaerella graminicola (Fuckel) J. Schrot. in Cohn (anamorpha: Septoria tritici
Roberge in Desmaz.).
Rise: Houby
Kmen: Vieckovytrusné (Ascomycota)
Ttida: Loculoascomycetes (vlaknité ascomycety)
Rad: Dothideales
Celed’: Mycosphaerellaceae
Rod: Mycosphaerella
Druh: graminicola
(Orton et al., 2011).
Rod Mycosphaerella, ktery nyni obsahuje n¢kolik riznych celedi i rodt, byl v
nedavné dobé reorganizovan a na zékladé porovnani 28S nrDNA sekvenci byl vytvofen
novy rod Zymoseptoria, ktery by mél sluCovat Seprorii-podobné druhy vyskytujici se na
obilninach a jim piibuznych rostlinach. Tudiz bylo navrzeno ptejmenovani M. graminicola

na Zymoseptoria tritici (Quaedvlieg et al., 2011).

2.1.2. Obecna charakteristika

1842, zatimco jeji teleomorfa M. graminicola byla se S. tritici spojena teprve o vice nez sto

let pozdéji na Novém Zélandu (Sanderson, 1972). Poté bylo objeveni této houby hlaseno ze



vSech kontinentii s vyjimkou vétSiny jihozapadni Asie. Predpoklada se, Zze tato houba
pochazi ze stfedniho vychodu z oblasti irodného pilmeésice, dnesniho Iranu (McDonald et
al., 1999; Stukenbrock et al. 2007; Medini & Hamza, 2008), kde se pfizptisobila pSenici
béhem jejiho procesu domestikace z planych trav, ptfiblizné 8000 — 9000 pt. n. 1.
(Stukenbrock & McDonald, 2008; Stukenbrock et al., 2010).

Jeji vyskyt je nejhojnéjsi predevsim v oblastech s mirnym klimatem (vlhké zimy s mirnymi
teplotami) (Eyal, 1999), kam patii i Ceské republika. Epidemie této choroby miize vést k
zavaznym ztratdm na vynosech 30 az 50 % (Eyal et al., 1987).

Posledni dvé stoleti byla mnohem vyznamnéj$im patogenem pSenice brani¢natka
plevova (Phaeosphaeria nodorum), ale v osmdesatych letech se pomér mezi témito dvéma
patogeny obratil a nyni se ve vétsi mife vyskytuje predevSim M. graminicola (Shaw et al.,
2008). I v Ceské republice se ve sledovanych letech 2001-10 napadeni M. graminicola
vyrazné zvysilo (Sip et al., 2011).

AZ do Sedesatych let nebyla diagnostika onemocnéni zpisobeného M. graminicola
dobfe rozvinuta dokonce ani mezi fytopatology. Péstiteli byla vidéna jako cast pfirodniho
procesu zrani. Na listu mohl byt pfitomen jakykoliv z nékolika patogenii listovych
skvrnitosti, ktery pfispél k odumirdni listi. Kdyz byla choroba rozeznana, byla casto
nazyvana ,,vrcholova septorioza®“, kterou nyni zndme pod nazvem pyknididlni plevova
skvrnitost (ptivodce P. nodorum) a ,listova septorioza®“, kterou nyni zname pod nazvem
teCkovana listova skvrnitost pSenice (ptivodce M. graminicola). Obé se mohou casto
vyskytovat spolecné, zaroven s dal§imi patogeny a obé mohou zptsobit symptomy na vsech
nadzemnich ¢astech rostliny psSenice (Scharen et al., 1999).

Symptomy obou onemocnéni jsou si velmi podobné. Je t€zké je od sebe rozlisit bez
pouziti lupy nebo mikroskopu. Léze zpiisobené obéma patogeny se mohou vyskytovat na
stejném listu, mohou se vzajemné piekryvat a tim zté¢zovat diagnostiku (DiLeone et al.,

1996).

2.1.3. Vyvojovy cyklus a rozmnoZovani

Prvni pfiznaky zplsobené obéma brani¢natkami jsou zluté skvrny na spodnich
listech rostliny (DiLeone et al., 1996). Za optimalnich podminek 20-25 °C a vysoké

relativni vlhkosti se obvykle pfiznaky objevuji do deseti dnti po penetraci (Kema et al.,



1996b). K té dochazi po vykli¢eni sexudlnich i asexualnich spor téméi vyhradné pies
praduchy (Duncan & Howard, 2000). Tato faze ristu byla popsana jako biotroficka, pfesto,
ze zde neni zadny dikaz pfijimani Zivin a nejsou zde zadné specidlni vyzivovaci organy
vyskytujici se u jinych patogent, jako napiiklad haustoria nebo arbuskuly. Patogen v této
fazi zfejmé vyuziva mechanismus programované bunééné smrti hostitele, obvykle spise
spojované s obrannou reakci hostitele (Keon et al., 2007). Odumirani mezofylovych bun¢k
se projevuje chlor6zami a nekrozami listd. Za optimalnich podminek se béhem 14-21 dni v
lézich objevuji cerno-hnédé kulovité pyknidy (Eyal et al., 1987). Po delsi dobé ovlhéeni
jsou z otvoru pyknidy vytlaovany vyzralé pyknidiospory v extracelularni hmot¢ (cirrhus),
ktera obsahuje 5-10 x 10° spor (Eyal, 1971). Proces vyvoje askospor zatim nebyl detailng
popsan, ale vime, ze M. graminicola je heterothalicka houba, a proto potiebuje k tvorbé
pseudothecii osbahujicich askospory dva jedince riznych pohlavnich typd, pfitomné na

stejném mist¢ ve stejném Case (Kema et al., 1996a).

2.1.3.1. Pohlavni typy M. graminicola

Geny urcujici pohlavni typ jsou dilezitou ¢asti biologie a evoluce riznych druht
hub. Znalost téchto genii proto muze odhalit pfitomnost a rozsifeni pohlavniho
rozmnozovani u riznych druhi (Péggeler et al., 2001).

U vétSiny vieckovytrusnych hub je pohlavni rozmnozovani fizeno geny umisténymi
na takzvaném MAT lokusu. Tento lokus ma dvé rozdilné alely a pouze v pfitomnosti dvou
jedinct s riznymi alelami mize dojit k pohlavnimu rozmnozovani (Kronstad & Staben,
1997).

Stejné jako u mnoha jinych jsou i u M. gramicola pohlavni typy urCeny dvéma
riznymi alelami, a to matl-1 a matl-2 (Kema et al., 1996a). Tyto alely jsou nazyvany
izomorfami, protoze postradaji dilezitou sekvencéni shodu (Turgeon, 1998). Zhan et al.
(2002b) overili na celkem 2035 izolatech hypotézu, ze tyto dva pohlavni typy se v
pfirodnich populacich vyskytuji v rovnovaze ve vSech geografickych regionech nékolika
kontinentl, coz je dalsim dikazem casté¢ho pohlavni reprodukce tohoto patogenu. Toto v
pozdégjsich letech potvrdily i dal$i studie zkoumajici diverzitu M. graminicola jednotlivych

statii (Abrinbana et al., 2010; Siah et al., 2010).



Pohlavni typ také do jisté miry ovliviiuje patogenitu jednotlivych izolatd. Pohlavni
typ MATI1-1 mél béhem jednoho testovani v priméru o 14-22 % vetsi patogenitu nez
izolaty pohlavniho typu MAT1-2 (Zhan et al., 2007).

2.1.4. Charakteristika genomu M. graminicola

V roce 2011 byl kompletn¢ sekvenovan genom M. graminicola (Goodwin et al.,
2011), coz je obrovskym pfinosem pro dal§i vyzkum tykajici se tohoto patogenu, ale i pro
fytopatologii obecné. Prvnim sekvenovanym izolatem byl holandsky izolat s nazvem IPO
323.

Cely genom M. graminicola se sklada ze dvou casti. Prvni Casti je takzvany
dispensom, ktery zahmuje vSechny ¢asti genomu, které mohou u nékterych izolatl ¢astecné
nebo zcela chybét, bez toho aniz by se projevil né¢jaky negativni vliv na rist patogenu, jeho
rozmnozovani nebo virulenci k hostiteli. U izolatu M. graminicola TPO 323 to bylo celkem
osm chromosomt, u jinych izolatli to mohou byt i dalsi, jest¢ nepopsané. Druhou casti je
hlavni (,,core®) genom skladajici se z chromosomi, které jsou ptitomny vzdy, ve vSech
izolatech, pravdépodobné proto, ze obsahuji geny pro vitalitu nebo pieziti, které nemohou
byt ztraceny. Kompletni genom mél velikost 39,7 Mb a skladal se z celkem 21
chromosomtl, 8 z nich bylo postradatelnych, pivod postradatelnych chromozému zatim
neni zcela znam, ale zda se, ze vznikly pfi starovékém horizontdlnim transferu z

neznamého darce (Goodwin et al., 2011).

2.1.4.1. Postradatelné, nadpocetné, mini nebo také ‘B’ chromosomy

Tyto chromozomy byly objeveny u mnoha druhti rostlin, zvitat i hub. Poprvé byly
popsany v roce 1907 u stejnokiidlého hmyzu (Wilson, 1907). V roce 1928 byly tyto
chromozomy nalezeny u kukufice a postupem c¢asu jim byl pfipisovan rlizny vyznam
(Randolph, 1941). V roce 1995 Jones definoval “B” chromosomy jako “postradatelné a
nadbytecné chromosomy, u kterych nedochézi k rekombinaci se zddnym ze zakladnich tzv.
“A” chromosomtii a které maji nepravidelnou dédi¢nost nepodléhajici Mendlovym
pravidlim.

Nazev “postradatelné” chromosomy zduraznuje jejich hlavni vlastnost a to, ze
nejsou vzdy piitomny u vSech zastupci dané¢ho druhu (houby). Jelikoz jsou tyto

chromosomy rozsifeny nahodné, je zfejmé, ze nemohou nést geny, které jsou nezbytné pro



zakladni, saprofyticky, rist (Covert, 1998). Oznaceni “postradatelny” mize znacit néco
ménécenné¢ho nebo podiadného, ale nékolik piikladi z fiSe hub svédci o opaku. V roce
1991 byly poprvé popsany “za urcitych podminek postradatelné” (conditionally
dispensable) chromosomy na patogenu hrachu Nectria haematococca (Miao et al., 1991),
bylo zjisténo, Zze tato houba mulze existovat v riznych prostfedich a ze pravé geny
nachazejici se na téchto postradatelnych chromosomech fidi schopnost rtiznd prostredi
kolonizovat. Nasledny vyzkum odhalil, ze geny na téchto chromosomech se podileji na
rezistenci patogenu k rostlinnym antimikrobidlnim latkdm, utilizaci specifickych zdroju
uhliku a dusiku a také na patogenité¢ ke specifickym hostitelim (Coleman et al., 2009).
Dalsim patogenem, u kterého byly nalezeny postradatelné chromosomy spojené
s patogenitou, byla Alternaria alternata (Akamatsu et al., 1999). Jasnym dikazem pak byla
fuze rajCatového a jahodového patotypu tohoto patogenu, kdy vysledné patotypy, nesouci
oba postradatelné chromosomy, byly schopny napadnout jak rajce, tak jahodnik (Akagi et
al. 2008). Podobny jev byl nalezen také u patgenu Fusarium oxysporum, kde se
predpokladalo, Ze geny pro patogenicitu byly u nékterych patotypt ziskdny horizontalnim
transferem celého chromosomu od jiného patotypu, piipadné druhu (van der Does et al.,

2008).

2.1.4.1.1. Postradatelné chromosomy u M. graminicola

Postradatelné chromosomy M. graminicola se podstatné 1isi od ,,B“ chromosomi
objevenych u jinych druhi, které obsahuji pouze n€kolik gent a jsou slozeny piedevsim z
repetetivnich prvki pfejatych z ,,A“ chromosomti. Tyto chromosomy oproti jinym obsahuji
unikatni a prebytecné geny. Postradatelnych chromosomul, objevenych v jinych houbach,
bylo podstatné mén¢ a byly delsi. U M. graminicola jsou tyto chromosomy dlouhé 0, 39-
0,77 Mb, a tvoifi kolem 38 % genomu. Wittenberg et al. (2009) zjistili, ze pocet
chromosomu se mezi izolaty zna¢n¢ 1isi, n¢které izolaty mély az o tii chromosomy mén¢ a
pti kiizeni 15-20 % potomstva ztratilo jeden nebo vice chromosomt, které oba rodicovské
izolaty meély. Na zakladé poznatki u jinych patogent se predpokladalo, ze tyto
chromosomy by se mohly néjak ucastnit procesu adaptace k hostiteli nebo procesu
patogenity, ale dosud nebyly na téchto chromosomech zmapovany zadné geny pro

patogenitu nebo kondici (Coleman et al., 2009).



Pii srovnani genomu M. graminicola s jejim piedkem S1 (vyskytujici se na
divokych travach) byl nalezen dikaz, Zze strukturdlnim zméndm podléhaly predevsim
postradatelné chromosomy, zatimco esencialni chromosomy byly syntenické. Na
nukleotidové Grovni se tyto chromosomy vyvijely velmi odlisn¢ a nékteré¢ geny vykazovaly
pozitivni selekei. Je tedy mozn€, ze pravé geny umisténé na téchto malych chromosomech
hraly dilezitou roli v pfizptisobovani patogenu novému hostiteli - pSenici (Stukenbrock et
al., 2010).
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Obrdazek 2.1: Genom M. graminicola s 21 chromosomy. Cervend znac¢i unikatni sekvence,

repetitivni sekvence jsou znaceny modie.

Studium vyskytu postradatelnych chromozomtt u M. graminicola z riznych
geografickych lokalit a jejich dédi¢nosti bylo naplni mé prace béhem tfimésic¢ni staze na
ETH v Curychu. M4 prace byla pouze malou soucasti velkého projektu tykajiciho se
postradatelnych chromosomil a na piani Svycarské strany vysledky nebudou v této praci

uvedeny.

2.1.5. Epidemiologie

M. graminicola muze napadat vSechny nadzemni ¢asti rostliny, ale obvykle
nenapadd semena (DiLeone et al., 1996). Poc¢ate¢nim inokulem byvaji vzduchem pfenosné

askospory (Shaw & Royle, 1987), dalsim inokulem na zacatku vegetace mohou byt také



pyknidospory, které mohou na napadeném strnisti ziistat zivotaschopné az nékolik mésict.

Oba typy spor jsou uvoliiovany za vysoké vzdusné vlhkosti (Eyal et al., 1987).
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Obrazek 2.2: Zivotni cyklus M. graminicola (Palmer & Skinner, 2002).

Pyknidospory mohou byt pieneseny na listy pifi prudkém desti, ktery zvedne
inokulum z rostlinnych zbytki nebo spodnich listd do vyssich listovych pater rostliny
(vertikaIni pfenos) nebo na listy okolnich rostlin (horizontalni pfenos). Horizontalni pfenos
se mize uskuteCnit i za sucha, a to kontaktem nové se vyvijejicich listl se starymi, jiz
napadenymi, listy (Lovell et al., 1997).

Askospory se §ifi vétSinou na veliké vzdalenosti, v ramci kilometrt, a pyknidospory
jsou rozSifovany na relativné kratké vzdalenosti, v ramci metri (Kema et al., 1996a).
Nékteré¢ epidemiologické studie piedpokladaly, ze askospory jsou pouze primarnim
inokulem kolonizujicim pSenicnad pole, zatimco pyknidospory byly pokladany za hlavni
zdroj sekundarni infekce (Schuch, 1990). Pozdé&ji bylo zjisténo (Zhan et al., 1998; Hunter et
al., 1999; Zhan et al., 2003b), ze sexualni reprodukce se u této houby muze objevit kdykoli
béhem roku, coz ma samoziejmé velky vliv na jeji epidemiologii a na populacni strukturu

(Cowger et al., 2008).



2.1.6. Ochranna opati‘eni

Vyskyt M. graminicola mize byt snizen dodrzovanim osevniho postupu. Byla
nalezena jistd spojitost mezi terminem seti a intenzitou vyskytu podzimni infekce M.
graminicola na pSenici (Tvartuzek et al., 2008). Vyskyt mize byt dale snizen spravnou
agrotechnickou praxi, péstovanim rezistentnich odrud, fungicidnim oSetfenim, pomoci
biologické ochrany nebo kombinaci vyse uvedenych v ramci systému integrované ochrany
rostlin.

Vhodnym doplinkem fungicidni ochrany mtze byt také vyuziti modelu predikce
vyskytu a skodlivosti patogenu (te Beest et al., 2009).

2.1.6.1. Biologicka ochrana

Biologicka ochrana pfedstavuje atraktivni alternativu pro budoucnost, protoze
pouzivani pesticidi je pro spolecnost stale znepokojivé (Navi & Bandyopadhyay, 2002).

Biologickou ochranu na bazi antagonismu hub se snazili vyvinout v Argentiné, kde
je pro mistni farmare fungicidni ochrana ekonomicky netinosna (Perello et al., 2006; Cordo
et al., 2007). Perello et al. (2008, 2009) pouzili nékolik druhi Trichoderma ssp. k oSetteni
pudy a posléze i k postfiku na list. Osetieni bylo ucinné predev§im v pocate¢nim stadiu
choroby, ale po delsi dobé nebyl viditelny rozdil mezi oSetfenou variantou a kontrolou. Je
tedy moznost ho vyuzit jako dopIn¢k k fungicidnimu oSetieni v ramci snizovani davek.

Uginné bylo i oSetieni pomoci Bacillus megaterium (Kildea et al., 2008) nebo
Drechslera teres (Nolan & Cooke, 2000), ale zadnd z téchto metod se v evropské praxi

nevyuziva.

2.1.6.2. Rezistentni odrudy

Koexistence hostitelskych rostlin a jejich patogeni vedle sebe v pfirod¢ naznacuje,
ze se oba dva musely vyvijet spolecné. Zda se, ze zmény ve virulenci patogenu jsou
nepietrzit¢ vyrovnany zménami v rezistenci hostitele a naopak. VSechny rostliny maji
urcitou, ale ne vzdy stejnou, iroven moznosti nespecifické rezistence, ktera je ucinna proti
vSem jejim patogenim. Takova rezistence je nékdy nazyvana nespecificka, obecna,
kvantitativni, ,,adult-plant™, polni nebo trvala rezistence, ale bézné¢ je zminovana jako
horizontalni rezistence. Ta je fizena nckolika geny (pravdépodobné desitkami, mozna

stovkami), proto polygenni nebo multigenni rezistence. Kazdy z téchto geni je samostatn¢
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spiSe neucinny proti patogenu a hraje malou roli v celkové horizontdlni rezistenci (minor
geny rezistence)(Agrios, 1997).

Patogeny a sktdci se vyskytuji v geneticky odliSnych typech, tzv. rasach. Rasy jsou
takové typy patogenu, které v dusledku riznych gent virulence vyvolavaji odlisSny ohlas u
hostitelskych genotypi (odrid) (Chloupek, 2008). Vertikalni rezistence je vzdy fizena
jednim genem nebo né¢kolika geny (proto pojmenovani monogenni nebo oligogenni
rezistence (Agrios, 1997). Tento major gen muize byt genetickymi zménami patogenu
piekonan. Rada gendi virulence v patogenu reaguje s odpovidajicimi geny rezistence v

hostiteli za vzniku rozdilné hostitelsko-patogenni interakce (Waller & Lenné, 2002).

2.1.6.2.1. Princip gen proti genu (gene-for-gene)

Na zacatku minulého stoleti bylo zjisténo, ze v n€kolika piipadech byla rezistence k
chorobam zdédéna jako monogenni znak, podle zakont klasické Mendelovy genetiky.

H. H. Flor (1954) byl prvni fytopatolog, ktery analyzoval genetiku rezistentni
interakce zaroven u rostliny i u patogenu. Studoval interakci mezi Inem (Linum
usitatissimum) a puvodcem rzivosti Inu, houbou ze skupiny stopkovytrusnych Melamspora
lini. Z tohoto studia formuloval hypotézu gen proti genu jako nejptesveédCiveéjsi vysvétleni
pozorovaného jevu.

Vétsinou, ale ne vzdy jsou u hostitele geny rezistence dominantni (R) zatimco geny
pro néchylnost recesivni (r). Na druhou stranu u patogenu jsou geny avirulence
(neschopnost infekce) vétSinou dominantni (A) kdezto geny pro virulenci jsou recesivni (a).
Kazdy gen u hostitele miize byt rozpoznan pouze jeho protéjSim genem u patogenu a
naopak. Ze ¢tyf moznosti kombinace genli je pouze kombinace AR interakce
nekompatibilni (rezistentni)(Agrios, 1997). Kdyz rostlina tento R gen nema nebo ho ztrati,
stava se nachylnou. Také kdyZ patogen ztrati nebo zméni sviij gen patogenity, aby zabranil
rostliné v rozpoznani, bude rezistence piekonana. Jestlize tato skute¢nost nastane, bude na
rostlinnou populaci vyvijen selekéni tlak vedouci k postupnému rozeznani jinych faktort

patogenity, ¢imz se muze opét stat rezistentni (Dickinson, 2003).

2.1.6.2.2. Rezistence pSenice k M. graminicola
Vysledky McCartneyho et al. (2002) pokusit dokazuji, ze rezistence k M.

graminicola je kvalitativni a je fizena neipln¢ dominantnimi geny, z nichz kazdy vykazuje
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dominantni epistazi nad ostatnimi geny rezistence. PoCet genil rezistence St€picich se pfi
kiizeni zavisi na zdroji rezistence a rase (izolatu) pouzité¢ k testovani. Také dokazuji
pritomnost rasoveé specifickych gent rezistence, a tedy shodnost s mechanismem gen proti
genu.

V nadobovych pokusech i v polnich podminkach se vyskytovaly specifické
interakce mezi odridami a riznymi izolaty M. graminicola. To zvysilo pravdépodobnost,
ze tyto specifické interakce funguji na zakladé mechanismu gen proti genu, ve kterém je
pro kazdy gen fidici rezistenci v hostiteli odpovidajici gen pro avirulenci v patogenu.
Nejvice prostudovana specificka interakce je mezi izolatem IPO323 z Holandska a n€kolika
kultivary pSenice s odlisSnym ptivodem (Brading et al., 2002).

Dosud bylo uréeno sedmnact gent pro rezistenci k STB (Sth1 — Stb17), v porovnani
s jinymi patogeny jako jsou rzi nebo padli je ale toto ¢islo zanedbatelné (Tabib Ghaffary et
al., 2011).

Prvni zndmy zdroj rezistence k STB byla odrida ozimé pSenice Bulgaria 88 (Rillo
& Calwell, 1966). Gen zpusobujici rezistenci, pojmenovany Stb1, byl pienesen do meékkych
cervenych ozimych odriid z Indiany Oasis a Sullivan. Tyto dvé odridy se zacaly péstovat
béhem roku 1975 a 1979. Gen Stbh! je dominantni a povazovany za dlouhodobé uc¢inny,
jelikoz si zachoval u¢innost po mnoho let v Siroce péstovanych kultivarech v oblastech
Indiany a sousednich statii nachylnych k STB (Adhikari et al., 2004a).

Geny rezistence Stb2 a Stb3 byly objeveny v odridach Veranapolis a Israel 493.
Tyto geny spolecné fidily rezistenci k béznému infekénimu tlaku M. graminicola v
Australii a USA (Wilson, 1979). Pozd¢ji byly nalezeny molekularni markery spojené s
témito geny a bylo rozpoznano umisténi téchto genti v genomu psenice, Stb2 na kratkém
rameni chromosomu 3B a Stb3 na kratkém rameni chromosomu 6D (Adhikari et al.,
2004b). Jarni odriida pSenice Tadinia obsahuje jeden dominantni gen Sth4 pro rezistenci.
Tento gen byl v Kalifornii uspé$né pouzivan pro zvlddani M. graminicola od roku 1975
(Somasco et al., 1996). Adhikari et al. (2004c) nalezli gen Stb4 v potencialnim shluku genti
rezistence na kratkém rameni chromozému 7D blizko centromery, ten také obsahoval gen
Sth5 a pét diive objevenych geni rezistence ke msSici zhoubné (Diuraphis noxia). Gen
rezistence Stb5 byl nalezen na hexaploidni pSenici "Synmthetic 6x s vyuzitim izolatu

IPO94269 (Arraiano et al., 2001). Kompatibilni reakci vykazovala odrida Flame s izolatem
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IPO323 a za pomoci mikrosatelitnich markeri byla odhalena poloha nového genu
rezistence, ktery byl pojmenovan Stb6 (Chartrain et al., 2005a). McCartney et al. (2003)
ur€ili polohu genu Sth7 u jarni pSenice ST6 na dlouhém rameni chromozému 4A.
Synteticka hexaploidni psSenice W7984 vykazala pfitomnost jednoho vyznamného genu
rezistence k M. graminicola. Tento gen byl oznaCen Sth8 a jeho poloha byla nalezena za
pomoci AFLP a mikrosatelitnich markerti (Adhikari et al., 2003). Pomoci QTL markera byl
odhalen dalsi gen rezistence Stb9, ten vykazoval kompatibilni reakci s izolatem [PO89011 a
byl nalezen ve dvou odradach Courtot a Tonic (Chartrain et al., 2009). V odrid¢ Kavkaz-
K4500 L.6.A.4 byly spolu s geny Stb6 a Stb7 nalezeny nové dva geny pojmenované Stb1()
a Stb12 Tato odrida vykazovala dobrou polni odolnost, coz znamend, ze pyramidovym
hromadénim gent 1ze dosahnout trvalejsi polni rezistence (Chartrain et al., 2005b). Gen
Stb11 byl nalezen ve velmi odoIné portugalské linii pSenice TE 9111, ktera vykazovala jak
nespecifickou tak izolatové specifickou rezistenci a byla v t¢ dobé nejodolnéjsi znamou
linii pSenice v Evrop¢ (Chartrain et al., 2005c). Geny Sth13 a Stb14 byly nalezeny v

kanadské pSenici Salamouni na dlouhém rameni chromosomu 7B a na kratkém rameni

chromosomu 3B (dostupné Z: http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/awn/53/
Textfile/WGC.html). Gen Sthl5 byl zmapovan pomoci QTL markerd a vykazoval
rezistentni reakci k etiopskému izolatu IPO88004 ve Svycarské odridé Arina (Arraiano et
al., 2007). Jako posledni byly pomoci QTL markert popsany geny Stbl6qg a Stb17 u
syntetické psenice W-7976 (Tabib Ghaffary et al., 2011).

Jako u jinych chorob nemusi byt rezistence k STB trvala, jelikoz populace M.
graminicola je geneticky velice rozmanitd a mize se sexudlné rozmnozovat nékolikrat
béhem vegetacni doby. To zvysuje riziko adaptace patogenu k rezistentnim gentim
rozmisténych v hostitelské populaci (Chartain et al., 2004). Gen Sth! z ozimé odridy
pSenice Bulgaria 88 vneseny do mékké cervené ozimé odridy Oasis a Sullivan z Indiany si
zachoval efektivnost vice nez 25 let. Jarni odrida pSenice Tadiana obohatila jednim
dominantnim genem rezistence, Stb4, kalifornské odridy pSenice. Tato specificka
rezistence zustala efektivni piblizné€ 15 let, ale z vysoce rezistentni odridy Gene, ktera také
obsahovala gen Stb4, se stala vysoce nachylnou 5 let po uvedeni na trh v Oregonu. S takto
rychlym poklesem rezistence vznikla potieba zaclenéni dalSich gent rezistence do odrid

pSenice uréenych pro produkci v oblastech, kde je STB hrozbou (Adhikari et al., 2003).
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Vzhledem k rychlé ztrat¢ rezistence zalozené monogenné se vyzkum v posledni
dob¢ zaméfil na rezistenci kvantitativni. Poméme¢ uspésné vysledky ve Slechténi pSenice s
kvantitativni rezistenci k M. graminicola nedavno demonstrovali Risser et al. (2011).
Slechténi odriid s kvantitativni rezistenci je viak slozitéjsi nez §lechténi odrid s kvalitativni
rezistenci, vyzaduje mnohem komplexnéjsi pfistup a trva proto mnohem déle.

Pro malé mnozstvi jinych metod ochrany je v Ceské republice stale nejpouzivanéjsi

ochranou proti M. graminicola ochrana fungicidni.

2.1.6.3. Fungicidni ochrana v Ceské republice

Fungicidy jsou jiz dlouhou dobu nastrojem ke snizeni ztraty na vynosu kulturnich
plodin. Jako prvni se objevily pfipravky na bazi siry, vdpna a médi, napt. Bordeauxska
jicha. Tyto pfipravky se vSak pouzivaly viceméné omezené az do konce druhé svétové
valky, kdy se objevil prvni organicky insekticid DDT a postupné dalsi organické
insekticidy a fungicidy. Tyto se vSak zahy ukazaly jako velice negativné pusobici na
zivotni prostredi a byly postupné nahrazovany novéjsimi slouceninami. V pribéhu 70. a 80.
let pfichdzely na trh ekologicky a ekonomicky piiznivejsi pesticidy. Rozsah pouzivani
chemickych piipravkil v Ceskoslovensku byl nejvétsi koncem 80. let 20. stoleti. Od roku
1980 dochézelo k velkému rozvoji pouzivani fungicidl, zejména systémovych. Jejich
pouzivani vSak mélo vliv na vznik rezistentnich populaci ptiivodcti houbovych chorob. Na
pocatku 90. let vzhledem ke zméné spoleCenskych a vlastnickych vztahti doslo k
vyznamnému poklesu spotieby pesticidi. Teprve po roce 1994 zadina pozvolny nartst v
jejich pouzivani (Kazda, 2005). Podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢.
1107/2009 ze dne 21. fijna 2009 o uvadeéni piipravkl na ochranu rostlin na trh a o zruSeni
smémic Rady 79/117/EHS a 91/414/EHS je vSak mozné ptedpokladat velky tlak na
omezeni uzivani ptipravkll na ochranu rostlin ze strany Evropské unie a Uplny zakaz

pouzivani nékterych ptipravka.

2.1.6.3.1. Strobilurinové fungicidy (Qol inhibitory)

Vynalez Qol fungicidd byl inspirovan skupinou piirodnich fungicidnich derivatt
kyseliny B-methoxyacrylové, jako jsou strobilurin A a oudemansin A tvofené
stopkovytrusnymi houbami Strobilurus, Mycena a Oudemansiella (Krajczy et al., 1996).

Prvni molekula Strobilurinu A byla ziskdna z tekuté kultury Strobilurus tenacellus v roce
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1977 (Anke et al., 1977). Prvni strobilurinovy fungicid byl ale prodan az v roce 1996.
Jejich fungicidni aktivita spo¢iva ve schopnosti inhibovat mitochondrialni dychani tim, ze
se navazi na takzvané Qo centrum (quinol-oxidation site) enzymového komplexu
cytochromu bcl (komplex III). Tato inhibice blokuje pienos elektronti mezi cytochromem
b a cytochromem c1, coz vede k zastaveni produkce ATP a tedy i k energetickému deficitu
bunky.

Qol fungicidy maji v omezené¢ davce vétSinou nizkou toxicitu pro ptaky, savce
(v€etné Cloveka) a veéely a jsou tedy hodnoceny jako malo rizikové. V zavislosti na davce
ale vykazuji jistou toxicitu pro vodni organismy. V pfirod¢ se rozkladaji relativné rychle a
tak zde témét nehrozi dlouhodobé vystaveni témto latkdm, tudiz ani chronické nebezpeci
(Barlett et al., 2002).

Cilem Qol je cytochrom bcl, proteinovy komplex zakotveny ve vnitini membrané
mitochondrie nepostradatelny pro bunééné dychani. U eukaryot tento komplex pracuje jako
strukturalni a funk¢ni dimer o velikosti pfiblizn¢ 480 kDa. Tento dimer je sloZzen ze dvou
samostatnych jednotek skladajicich se z 10 az 11 rtiznych polypeptidt. Katalytické jadro
enzymu tvofi tii podjednotky: cytochrom b, cytochrom ¢ a Rieskeho zelezo-sirny protein.
Cytochrom b je u vSech eukaryot zakodovan v mitochondridlnim genomu (cyt b gen),
ostatni podjednotky jsou pak zakédovany v genomu jaderném (Fisher & Meunier, 2008).

V Ceské republice byl prvni strobilurinovy fungicid prodan v roce 1997 a to
Amistar s uc¢innou latkou azoxystrobin. Piivodné se pouzival samostatné, pozdéji se zacal
pouzivat ve smési s dal$imi u¢innymi latkami, nejCastéji azoly (Babuska, 2010). Z
nasledujiciho grafu (2.1.) je patmé, jak se v letech nasledujicich po uvedeni na trh jejich

spotieba n¢kolikanasobné zvysila.
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Graf 2.1: Spotieba strobilurinovych fungicidii registrovanych do obilnin v CR v letech
2000-2011. Spotieba je uvedena v kg resp. litrech ucinnych latek. Data z roku 2002 nebyla

dostupna (zdroj dat: Statni rostlinolékatska sprava).

2.1.6.3.2. Rezistence houbovych patogeni k fungicidim

Rezistence mize mit velky dopad na ucinnost fungicidii. Pfevazné v laboratornich
podminkach bylo identifikovano pies 300 rezistentnich houbovych patogenti. V praxi je to
ale pravdépodobné néco pfes tficet. Riziko vzniku rezistence zavisi jak na druhu patogenu,
tak na skupin¢ pouzivanych fungicidi (Obr. 2.2). Riziko vzniku je mnohem vys$i, v
piipad¢ cCastého oSetfovani rychle a hojné se mnozicitho patogenu, fungicidem s
jednostrannym mechanismem ucinku. Velky z4jem je pfedev§im o fungicidy, kde je riziko
minimalni, jako jsou fungicidy s mnohostrannym mechanismem uc¢inku, morpholiny a
fungicidy, které aktivuji hostitelskou rezistenci a neovliviiuji tak pfimo patogen. V
porovnani se vznikem rezistence u insekticidil je zde ale mnohem mén¢ problémd, ¢astecné
proto, Ze je dostupné vétsi chemické spektrum piipravki, které je mozno kombinovat v

uspésné antirezistentni strategii (Hollomon, 2002).
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Obrazek 2.3: Riziko vzniku rezistence (Brent & Hollomon, 1998). Vertikalné: skupiny
fungicidl a Groven rizika vzniku rezistence k nim. Horizontdlné: patogeny a uroven jejich
nachylnosti ke vzniku rezistence. Cisla 1-9 znadi Groven rizika vzniku rezistence,

vzestupng.

2.1.6.3.2.1. Rezistence houbovych patogeniu ke strobilurinim

Diky své Siroké ucinnosti na mnoho agronomicky vyznamnych chorob se tyto
fungicidy rychle staly nezbytnou slozkou ochrany rostlin. Byly registrovany v celé fadé
zemi pro pouziti v nejriznéjSich plodinadch, vEetné obilnin, vinné révy, zeleniny a
okrasnych rostlin. Bohuzel je u této skupiny fungicidl vysoké riziko vzniku rezistence a je
proto potieba dusledné dodrzovat antirezistentni strategie, jako jsou omezena oSetfeni nebo
pouziti smési s jinymi u¢innymi latkami (McGrath, 2001).

Prvni rezistentni rasa houbového patogenu byla objevena na obilninach. Konkrétné

v roce 1998 byl v severnim Némecku nalezen rezistentni izolat padli travniho (Erysiphe
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graminis DC f. sp. tritici Marchal) (Sierotzki et al., 2000). Od t¢ doby byla tato rezistence
objevena i u nékolika dalSich patogent (Barlett et al., 2002).

Podobn¢ jako u pfirozené rezistence stopkovytrusnych hub produkujicich
strobilurin (Kraiczy et al., 1996) je ve vétSingé pripadl, rezistence zpusobena bodovou
mutaci v mitochondridlnim genu pro cytochrom b (cyt b) vedouci k zdméné aminokyseliny
glycinu za alanin na pozici 143 (G143A) (Sierotzki et al., 2000; Gisi et al., 2002). Stejné
tak je tomu iu M. graminicola. U n€kterych organismi vSak mize byt tato zména letalni, a
proto napfiklad u rzi nebo Alternaria solani Sorauer nebyl tento druh rezistence nikdy
hlasen (Grasso et al., 2006). U n¢kterych organismi byly nalezeny i dalS$i mutace a
mechanismy, jako napfiklad FI129L nebo GI137R zplsobujici polni rezistenci k Qol
inhibitorim (Sierotzki et al., 2007, Fisher & Meunier, 2008).

2.1.6.3.2.2. Rezistence M. graminicola ke strobilurinim

Prvni rezistentni izolat M. graminicola byl nalezen v roce 2001 (Fraaije et al.,
2005b) ve Velké Britanii a nasledné v roce 2002 v péti dalSich evropskych zemich (Gisi et
al., 2005). Pozd¢jsi studie dokazuje, ze se rezistentni alela objevila v pribéhu let 2001 a
2002 nezavisle na sobé nejméné ve Ctyfech riznych oblastech severozapadni Evropy
(Torriani et al., 2008) a genotyp s touto alelou se rozsifoval na vychod pomoci vétrem
undsenych askospor, piibliznou rychlosti 100 km za rok (Fraaije et al., 2005a).

V Ceské republice byl potvrzen ob&asny vyskyt rezistentnich izolati v populaci z
roku 2002 pomoci in vitro testh na sad¢ vzorkt (Tvarazek & Horakova, 2005). V roce 2011
byl vyskyt rezistence potvrzen molekuldrné i pomoci in vitro testli a to na 17 vzorcich z
oblasti Krométize, z nichz vSechny byly rezistentni (Matusinsky et al., 2011). Ve stejném

obdobi probihal také sbér poloviny izolati pro tuto praci.

2.2. Populacni genetika patogenii

Populacni genetika se zaméfuje na procesy, které¢ vedou ke genetické zméné€ nebo
evoluci, v populaci, v ramci Casu a prostoru. VétSina studii populacni genetiky pracuje v
dlouhodobém rozsahu (napi. nékolik péstebnich sezon, desitky az stovky generaci
patogenu) a ve velkém rozsahu (Casto celosvétovém u patogentl, jejichz spory se mohou

Sifit desitky az stovky kilometri). Populacni genetika pracuje pfedevSim s genetickymi

18



procesy, jako jsou mutace, ndhodny tlak (geneticky drift), migrace (gene flow),
rozmnozovaci systém a pfirodni vybér (McDonald, 2004).

Piestoze je parazitizmus jeden z eukaryoty nejvice vyuzivanych zplsobu Zivota,
populacni genetika paraziti se ztraci daleko za populacni genetikou volné Zijicich
organismu. Ziejmée je to proto, ze v prostiedi nejsou piili§ napadni a jejich morfologicka a
behavioralni variabilita, vyuzivana v pocatcich studia populacni genetiky, neni tak zietelna
a jsou zfejm¢ mén¢ atraktivni nez makrofauna (Giraud et al., 2008). Nastup molekularnich
markert ale pfinesl skvélé nastroje pro studium klicovych procest v biologii paraziti, jako
jsou rozsifeni, rozmnozovaci systém, pfizptsobeni se hostiteli a schéma speciace.

Studium genetické struktury rostlinnych patogeni se zabyva predev§im mnozstvim
a rozmisténim genetickych rozdild uvnitf a mezi jednotlivymi populacemi. Znalost
mnozstvi a rozmisténi této variability v populaci rostlinného patogenu, potencidlu migrace
a vyznamu sexualniho a asexualniho vyvoje, ma pfimy vliv na agro-ekosystém. Naptiklad
znalost zpusobu rozsifovani patogenu mize poskytnout informace o tom, jak rychle se
budou S$ifit genotypy s nove virulentni nebo k fungicidim rezistentni alelou mezi

jednotlivymi péstebnimi oblastmi (Mcdonald & McDermott, 1993).

2.2.1 Populacni genetika M. graminicola

Populacni genetikou M. graminicola se v piiblizné poslednich dvaceti letech
zabyvala fada védeckych tymi po celém svété. S nastupem molekularnich metod zacali se
studiem v USA McDonald a Martinez (1990), kteti s vyuzitim nespecifickych RFLP
markert prostudovali populaci M. graminicola pochazejici z jednoho pole. V dalsich letech
byly studie postupné rozsifovany az na celosvétové métitko (McDonald et al., 1995; Chen
& McDonald, 1996) a byla dokazana vysoka uroven genové a genotypové variability, coz
potvrdilo domnénku o velkém vlivu pohlavni reprodukce na genetickou strukturu
zkoumanych populaci.

Vétsina genové variability (77 %) se nachézela na plose o velikosti ~1 az 9 m”. Pfi
porovnani variability jednotlivych, od sebe vzdalenych, populaci byly rozdily minimalni,
znacici veliky podil migrace. Byl zde vSak nalezen vztah mezi genetickou a geografickou
vzdalenosti mezi jednotlivymi populacemi, naznacujici, Ze tyto populace jest¢ nedosahly

rovnovahy mezi migraci a genetickym tlakem (Linde et al., 2002).
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V dalsich letech byly za pouziti dal§ich molekularnich metod detailné prostudovany

populace jednotlivych statii. Czembor a Arseniuk (1999) pomoci metody RAPD a MP-PCR
studovali genetickou variabilitu polské populace. Stejnou metodu (RAPD) vyuzili Razavi a
Hughes (2004a) pii studiu populace z polnich pokusii v Saskatchevanu v Kanadé.
Stejni autofi vyuzili pro porovnani i SSR (mikrosatelitni) analyzu (Razavi & Hughes,
2004b). Metodu SSR markert také vyuzili Banke a McDonald (2005) ke studiu migrace
mezi populacemi v globalnim méfitku a Castillo et al. (2009) ji vyuzili ke studiu populacni
genetiky v Argenting.

Metodu polymorfismu délky amplifikovanych fragmentli (AFLP) vyuzilo mnoho
autord ke studiu populaci M. graminicola v Némecku, Tunisu, Alziru, Kanadé, Iranu a
USA (Schnieder et al., 2001; Abrinbana et al., 2010; Medini & Hamza, 2008; Kabbage et
al., 2008; 2009). Ve Francii ke studiu variability mistni populace vyuzili SSR markery a
PCR-SSCP metodu (El Chartouni et al., 2011). Mikrosatelitni markery byly pouzity také k
charakterizaci struktury populace v Tunisu (Boukefet al., 2012).

Vsechny studie potvrdily vysledky z pfedchozich let v tom, Ze mira genetické
variability uvniti populace je vysoka, ale mira variability mezi jednotlivymi populacemi ze
stejn¢ho regionu je nizka. Jsou zde ale i oblastni specifika, napiiklad v Iranu populace z
jednotlivych pSeni¢nych provincii vykazuji vyznamnou genetickou diferenciaci a nizkou
hladinu migrace (Abrinbana et al., 2010), coz podporuje teorii o tom, ze M. graminicola se
prizptisobila domestikované psenici pravé v tomto regionu. ZvySena uroven genetické
diferenciace byla nalezena i ve Francii, zde jde zfejmé o pfizplisobeni se M. graminicola
rozdilnym klimatickym podminkdm na severu a jihu statu (El Chartouni et al., 2011).

Studium populacni genetiky M. graminicola nebylo zaméfeno jen na strukturu
genomu jadern¢ho, ale 1 genomu mitochondridlniho, u které¢ho je, na rozdil od jaderného
genomu, diverzita mnohem niz$i (Zhan et al, 2003a,b). K podrobnému studiu
mitochondrialntho genomu Torriani et al. (2011) vyuzili nejpfesn€jsi metodu, sekvenaci.
Znalost populacni genetiky a vyvoje mitochondrialniho genomu je z fytopatologického
hlediska také dulezita. Piikladem muze byt sekvence genu pro cytochrom b, kterd se
nachazi pravé v mitochondrialnim genomu a mutaci tohoto genu ziskava patogen rezistenci

ke strobilurinovym fungicidiim (Torriani et al., 2008).
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2.2.2 Molekularni metody vyuZivané ke studiu genetické struktury
populaci patogenii

Vybér genetického markeru miize mit znacny vliv na analyzu a interpretaci dat. Pti
feSeni otazek spojenych s velikosti populace, rozmnozovacim systémem a migraci je
davana piednost selektivné neutralnim markerim. Selektivni markery by mély byt pouzity
v otazkach vlivu selekce. Vyjimkou je prace s nékterymi houbami, které se rozmnozuji
pfevazné nepohlavné a vytvaii tak populaci slozenou piedev§im z klonalnich linii a je u
nich kompletni shoda mezi genotypem a fenotypem.

Pro feSeni vétSiny otdzek populacni genetiky je nejlepsi pouzit geneticky marker,
ktery je selektivné neutralni, ma vysokou informacni hodnotu, je reprodukovatelny a

relativné jednoduchy (= levny) na pouziti (McDonald, 1997).

2.2.2.1. RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA

RAPD markery (Williams et al., 1990) byly velice popularni diky jejich
jednoduchému pouziti v analyzach. Pro fytopatology bylo dulezité, ze se RAPD analyza
dala provést i s relativn€¢ malym mnozstvim houbového pletiva, byl to tedy idealni nastroj
pro praci s obligdtnimi biotrofy, jako jsou rzi a padli. RAPD data jsou snadno
interpretovatelna, protoze jsou zalozeny na amplifikaci nebo neamplifikaci specifickych
DNA sekvenci a vytvaii tak binarni soubor dat. Bohuzel ale maji RAPD markery také fadu
nevyhod, které musi byt brany v potaz (McDonald, 1997). Maji n€kolik technickych
omezeni, kvili kterym mutze byt problém zopakovat vysledky v jiné nebo dokonce v té
samé laboratofi. Jsou zde také jisté analytické problémy pii RAPD analyze, protoze RAPD
markery maji pouze dv¢ alely (amplifikace nebo ne) pro kazdy lokus. To je idedlni pro
genetické mapovani, nikoli v§ak pro méfeni genetické diversity, ktera je dana i poctem alel
na daném lokusu. RAPD markery jsou markery dominantni, takze bez pokusu na

potomstvu nelze rozlisit homozygoty a heterozygoty (Lynch & Miligan, 1994).

2.2.2.2. RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism

RFLP markery byly pouzity v mnoha studiich houbovych patogenti rostlin. RFLP
analyza je technicky slozitéjsi nez RAPD, protoze je zalozena na DNA-DNA hybridizaci,
ale oproti RAPD je mnohem Iépe reprodukovatelnd. RFLP data jsou také snadno
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interpretovatelnd a jelikoz jsou to markery s kodominanci, mohou zobrazit potencidlné
neomezené¢ mnozstvi alel. Jedinou nevyhodou RFLP analyzy muze byt potieba relativné
velkého mnozstvi DNA (5-10 pg) z kazdého jedince, houby tedy musi byt pred extrakci
DNA péstovany v Cisté kultufe (McDonald, 1997).

2.2.2.3. SSRs — Simple Sequence Repeat — Microsatellits

V genomu vsech eukaryot je obsazena skupina sekvenci, nazyvané mikrosatelity
nebo také SSRs. S nékolikrat za sebou opakujicim se zakladnim motivem <6 bp, se
mikrosatelity projevily jako dulezity zdroj vSudypiitomnych genetickych markerd v mnoho
eukaryotnich geonomech (Tautz & Renz, 1984). Analyza mikrosatelitl je zalozena na PCR,
ktera je mnohem jednodussi nez analyza RFLP a snadnéji se automatizuje. V rostlinach se
u mnoha druhti osvéd¢ily jako vysoce informativni a mistné-specifické markery. Jelikoz
jsou multialeleické, maji mikrosatelity vysoky potencial pro vyuziti v evolu¢nich studiich a
ve vyzkumech tykajicich se genetickych vztahti (Roder et al., 1998). Pro vytvofeni primert
je potteba znat sekvenci DNA lemujici mikrosatelity (Bornet & Branchard, 2001). Ale
pravé diky témto specifickym primerim se vysledky z analyzi mikrosateliti lehce
vyhodnocuji a jsou dobfe reprodukovatelné v rtiznych laboratofich (Selkoe & Toonen,
2006).

Prvni mikrosatelitni markery pro M. graminicola popsali Owen et al. v roce 1998.
Pozdéji bylo diky vyuziti databaze EST sekvenci rozpoznano témét 100 dalsich (Goodwin
et al., 2007), které¢ jsou v posledni dob¢ pii studiu genetické struktury tohoto patogenu
hojné vyuzivany (Banke & McDonald 2005, El Chartouni et al. 2011, Boukefet al. 2012).

2.2.2.4. AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism

AFLP analyza (Vos et al., 1995) je dobrym nastrojem k hledani polymorfnich DNA
sekvenci u hub. AFLP markery maji mnoho spole¢nych charakteristik s RAPD markery,
jsou dominantni a zobrazuji pouze dvé alely pro kazdy lokus. Vyhodou oproti RAPD
markerim je testovani vice lokusti béhem jedné reakce a diky delSim primerim je tato
metoda 1épe reprodukovatelna. Nevyhodou oproti RAPD je pouze vétsi technickd naro¢nost

(ligace, restrikce, polyakrylamidovy gel) (McDonald, 1997).

22



2.2.2.5. DNA Sekvenace

Prvni metoda DNA sekvenace byla uvedena v roce 1977 (Sanger et al., 1977).
Existuje nékolik moznych strategii, jak identifikovat poradi bazi ve studované sekvenci,
lisicich se zpravidla v tom, jakym zpisobem je ziskano dostate¢né mnozstvi nukleové
kyseliny; 1ze napiiklad pfimo amplifikovat cilovou DNA pomoci PCR nebo izolovat a
sekvenovat RNA transkripty, do dalsi skupiny patii metody klonovani pomoci bakterialnich
nebo virovych vektorti. V soucasné dobé se vyuzivaji dva principy sekvenacnich metod.
Dideoxy metoda (Sangerova) je enzymova metoda, jejiz vyuziti zcela zastinilo druhou,
chemickou metodu (Maxam-Gilbertova metoda).

Jeste pred nékolika roky bylo sekvenovani provadéno manualné; prakticky vSechny
kroky byly provadény mistn¢ a s radioaktivnim znafenim. Znacné zefektivnéni
sekvenacniho procesu pfineslo pouziti automatickych sekvenatord. Prestoze existuje
nékolik typli automatického sekvenovani, vétSina sekvendtorli je zalozena na termalné-
cyklické modifikaci Sangerovy metody (Sambrook & Russel, 2001). Stala inovace u téchto
metod vede k jejich zefektivnéni a hlavné ke snizeni ceny (Pettersson et al., 2009) a v
souCasné dobé se do popiedi dostava tzv. sekvenovani nové generace (Next-generation
sequencing - NGS), které je v relativné kratkém case schopné vyprodukovat velké objemy

sekvenacnich dat (Metzker, 2010).
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3. Hypoteézy a cile prace

1. Hypotéza: Populace z CR by mély mit podobné znaky jako jiz studované populace
z jinych lokalit. Nejvice by se pak mély podobat populacim z blizkych evropskych stati.
M¢ly by tedy vykazovat vysokou variabilitu uvniti jednotlivych populaci a malé rozdily

mezi nimi.

2. Hypotéza: V pripadé, ze v populaci M. graminicola dochazi k pravidelnému pohlavnimu

rozmnozovani, vyskytuji se v ni dva pohlavni typy tohoto patogenu, a to v poméru 1:1.

3. Hypotéza: Rezistence M. graminicola ke strobilurinovym fungicidim mitize vzniknout
spontann¢ na mistech osetfovanych pravidelné piipravky na této bazi. V zapadni Evropé¢ je
tato rezistence v soucasné dob¢€ rozsifend a vétrem prenosné askospory jsou unaseny diky

prevazujicimu proudéni vétru ze zapadu na vychod.

1. Cil: Ovefit, zda zdejsi geneticka struktura populace M. graminicola odpovida jiz diive
publikovanym vysledkim z jinych evropskych statli, nebo zda je zde né¢jaka lokalni
adaptace. Zjistit zda se vyznamné li§i populace pochazejici z riiznych regiont CR (napi.

Cecha a Morava)

2. Cil: Ovéfit zda se vyskytuji na izemi CR oba pohlavni typy tohoto patogenu, piipadné v

jakém poméru.
3. Cil: Zjistit v jakém frekvenci se v CR vyskytuji izolaty rezistentni ke strobilurinovym

fungicidiim a zda se rezistentni alela rozsifila na izemi CR ze zdpadnich zemi, nebo zda se

zde také objevila spontanné.
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4. Material a metody

4.1. Ziskani vzorkiu z ¢eskych populaci

Vzorky listli pSenice infikované M. graminicola byly odebrany ze sedmi lokalit
Ceské republiky, a to z okoli mést Cheb (VII), Plzeni (II), Praha (I), Usti nad Orlici (III),
Jihlava (V), Opava (VI) a Kroméfiz (VII), z éehoz vzorky z okoli Chebu, Plzng, Usti nad
Orlici, Jihlavy a Opavy pochéazely z jednotlivych poli vzdalenych od sebe nékolik
kilometrii na rozdil od vzorkii z okoli Prahy a Kroméfize, které byly odebrany z tam¢jSich
vyzkumnych ustavi. Listy byly odebrany z pfirodné infikovanych porosti s pouzitim
transektového schématu odbéru, kazdy list byl odebran z jiné rostliny. Mista odbéru
jednotlivych vzorkii od sebe byla vzdalena 2 metry, v maloparcelovych pokusech, a 10
metrii na ostatnich polich. Jednotlivd pole byla od sebe vzdalena vétSinou nékolik

kilometra.

Obr. 4.1.: Lokality sbéru vzorki zakreslené v mapé CR
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Polovinu izolatd, pouzitych v této praci, jsme ziskali jiz ve form¢ kultur na zivném
médiu ze sbirky VURV v.v.i. Ing. Lubomira Vé&cheta, CSc., a to izolaty z let 2005-2009.
Tyto izolaty byly odebrany z lokalit I-V. Pro rozsifeni kolekce vzorki byly v roce 2011
odebrany dalsi vzorky z lokalit IV a V a zaroven ze dvou novych lokalit VI a VII. Pocet
vzorkll odebranych z jednotlivych lokalit se pohyboval okolo 50 vzorki. V roce 2011 tedy
bylo celkem odebréano piiblizné 200 listt, ze kterych byly, metodou popsanou nize, ziskany

jednotlivé izolaty.

4.1.1. Izolace jednotlivych izolati a jejich kultivace

K izolaci jednotlivych izolati M. graminicola jsme vyuzili metodu diive popsanou
McDonaldem et al. (1999a).

Listy s ptiznaky byly odebrany do papirovych obalek, kde se nechaly za piistupu
vzduchu 48 hodin schnout. Poté byly kvili sterilizaci povrchu namaceny postupné do 70%
etanolu (10 sekund), 10% roztoku SAVO (60 sekund) a nakonec oplachnuty v destilované
vod¢ (10 sekund). Mokré listy byly stlaeny mezi papirovymi utérkami a umistény na
podlozni sklicko umisténé v Petriho misce s vlhkym filtracnim papirem. Petriho misky pak
byly inkubovany ve tm¢ po dobu 48 hodin pfi teploté¢ 18 °C, aby se podpofilo dozrani
pyknid a vytlaceni jejich obsahu na povrch. Po inkubaci byl sterilni jehlou opatmé pfenesen
obsah jednotlivych pyknid na Petriho misky s YMD agarem (sloZeni viz nize). Misky se
sporami pak byly dale inkubovany pti 18 °C po dobu dvou tydnd. Po této dobé byly
viditelné kolonie (mycelium a spory) rozetieny po celé plose média a byly inkubovany
dal$i dva az tfi tydny za stejnych podminek.

Z kazdého listu bylo odebrano nékolik izolatl, kazdy ze samostatné pyknidy, pro
dalsi analyzy byl ale vybran vzdy pouze jeden z jednou listu. Vyjimku tvotily izolaty, které
byly pouzity pro hodnoceni variability izolati uvnitf jedné léze. Zde bylo ve tifech
piipadech odebrano a zatazeno do sbirky 3-5 izolatl z jedné 1éze. Kazdy izolat byl mnozen
zv1ast v samostatné Petriho misce.

Kazdy izolat byl také umistén do sterilni zkumavky naplnéné silikagelem, ve které
je mozno izolaty pfi -20 °C (-80°C) dlouhodobé¢ skladovat pro potieby op&tovné izolace
DNA, inokulace rostlin a podobné a byla tak rozSifena jiz existujici sbirka izolatd M.

graminicola.

26



Slozeni YMD agaru:

destilovand H,O................. 11
kvasni¢ny extrakt............... 4g
sladinovy extrakt............... 4g
dextroza.........ccoeevveennennnnne. 4g
AZAT.ceeeeeeiieeeeeee eeeeaeens 15¢g
4.1.2. Extrakce DNA

Narostla smés mycélia a spor byla z Petriho misky opatrné seskrabnuta sterilni

Spachtli do tfeci misky a pouzita k izolaci DNA.

DNA extrakce byla provedena metodou chloroformové extrakce s naslednym postupem:

1.

A S RN O

e e e
AW NN = O

homogenizace ve tfeci misce s pomoci tekutého dusiku.
ptfidani 400 pl extrakéniho pufru (CTAB)

inkubace 1 hodinu pfi 65 °C

pfidani 400 pl chloroformu s isoamylalkoholem (24:1)
ttepani 10 minut

centrifugace 10 minut pii 3500 g

odebrani supernatantu a opakovani kroku 4. -6.

ptfidani 300 pl isopropanolu k odebranému supernatantu

precipitace v tekutém dusiku

. centrifugace 10 minut pti 7000g

. sliti a centrifugace

. promyvani pelety 70% etanolem 2x
. vysuseni pelety

. rozpusténi pelety ve 100ul TE pufiru
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Slozeni extrak¢niho CTAB pufru:

CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromid) ....... 2%

TrisHCI (DH=8) cvvveieeeeeee e 100 mM
EDTA e e 20 mM
NACT o 1.4M

Extrahovana DNA byla ihned pouzita k naslednym analyzam nebo uchovavana v

mrazaku pfi teploté -20°C.

4.2. Geneticka struktura populace

4.2.1. Metoda SSR markeru

K porovnani genetické struktury populace na tizemi Ceské republiky bylo pouzito

celkem 192 uspésné namnozenych izolati. Ty byly otestovany osmi mikrosatelitnimi

markery. Nazvy a sekvence primert jsou uvedeny v nasledujici tabulce. Kazdy vedouci

primer byl fluorescen¢n¢ oznacen.

Barva DAZEY . orifentace sekvence primeru (5' to 3')
(vzorec opakovani) primeru
TCC-09 F TCAATTGCCAATAATTCGGG
R AGACGAGGCAGTTGGTTGAG
AC-01 F CACCACACCGTCGTTCAAG
R CGTAAGTTGGTGGAGATGGG
GT-03 E GCCATGCACGACATCTCC
R TCAAGGTGGTTCTCGCAGTC
CCA-03 F TTGTTTGACCGTCGTTCTCTC
R CAAAGATAGCAGCCCAGGTG
GGC-01 F GATACCAAGGTGGCCAAGG
R CACGTTGGGAGTGTCGAAG
TCC-08 F AAAAGACATGACGCCCGAC
R ACGAGGAATAATCGCGGAAC
AG-11 F TTGAGCAGGTTACGGAGAGG
Tluté (NED-) R CCAGCTGGGAGATATTCGTG
AG-06 F TAACCAACACCAGGGGAATG
R CATCAGTTGTCAGCGAATGG

Tabulka 4.1: Specifikace jednotlivych mikrosatelitnich markerd.
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Kazda reakeni smés (20 pl) obsahovala:

Taq puft......cooveeeiiie e, Ix
ANTPS.cooiiiie 10mM
028100155 o 2 (7 SRS 10uM
Taq polymeraza (Fermentas)......0,05 U/ pl
Templatova DNA.......c.ccceevvvereeverenen. 25ng
TOZPUSIENO V oo ddH,O

96 °C e, 5 min
(94 °Ceiiee e, 30s
53 °C e 30s
T2 OCiiiiiiiiiiee e 30s) 31x
T2 OCiiiiiniiceeeeee 5 min

Separace amplifikovanych fragmentii byla posléze provedena na kapilaroveé
elektroforéze (Applied Biosystem) s pouzitim GeneScan-500 LIZ (Live technologies)

hmotnostniho standardu.

4.2.2. Analyza dat

Délka jednotlivych fragmentii odpovidajicich riznym aleldm byla vyhodnocena v
programu GeneMapper software v4.1 (Applied biosystem, Live technologies), kdy délka
jednotlivych fragment byla odeCtena vizudlné a pro kazdy marker jednotlivé. Izolaty
vykazujici stejné alely ve vSech osmi lokusech byly vyhodnoceny jako klony a v populaci
byl pro dalsi analyzy ponechdn pouze jeden reprezentativni haplotyp. Z vyslednych dat
upravenych do pozadovaného formatu byla poté, pomoci programu GenoDive (verze 2.0;
Meirmans & Tienderen, 2004), vypocitdna hodnot genotypové diverzity (G), genové
diverzity (H) a fixa¢niho indexu (Gsr) podle Neia (1973).

Zda probihd v populacich pravidelna rekombinace, bylo ovéfeno zjisténim hodnoty

indexu asociace (IA) v programu LIAN 3.5 (Haubold & Hudson, 2000).
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Za pomoci online nastroje Tree drawing (dostupné z http://pubmlst.org/) byl

vytvoien UPGMA analyzou dendrogram, zobrazujici genetickou variabilitu.

4.2.3. Geneticka diferenciace a migrace mezi evropskymi populacemi

Diky spolupraci se Svycarskou skupinou na ETH v Curychu se nam podafrilo ziskat
data z mikrosatelitni analyzy z dalSich evropskych stati, data byla pouzita také v publikaci
Boukef et al. (2012) (tabulka 10.5). Stejné jako v nasi analyze bylo i zde pouzito stejnych
osm mikrosatelitnich markert. Izolaty pochazely z Némecka (n=32), Velké Britanie (n=32)
a Svycarska (n=32). Ke zji§téni urovné genetické diferenciace mezi populacemi z riznych
zemi byla pouzita analyza molekuldrniho rozptylu (AMOVA), kterd byla také jednim z
nastroji programu GenoDive (verze 2.0; Meirmans & Tienderen, 2004).

Pro identifikovani struktury populace bez znalosti jednotlivych subjektli jsme
pouzili baesiansky algoritmus implementovany v softwaru STRUCTURE (Pritchard et al.,
2000). Inicializace pocate¢niho béhu programu s 20 replikacemi pro skupiny K =1 az 15
byla s burn-in na hodnot¢ 5’000 a s Markovovymi fetézci pro metodu Monte Carlo
(MCMC) s 50°000 generacemi. Nejpravdépodobnéjsi pocet skupin jsme nalezli
vykreslenim rezidui AK ve shod¢ s Evanno et al. (2005), coz urcuje miru zmény druhého
fadu distribuci hodnot L(K). Analyzu pro zjisténi nejpravdépodobnéjsi hodnoty K jsme
opakovali s burn-in periodou 500°000 a MCMC vzorkem 1°000°000 generaci.

Odhad miry nedavné migrace byl uren pomoci programu BayesAss (verze 3;
Rannala & Yang, 2003). Baesiansky pfistup predpoklada aposteriomi odvozeni priméru
m, ktery zna¢i podil genotypli v populaci zpiuisobeny migraci v n€kolika poslednich
generacich. Pouzili jsme nasledujici a priori pravdépodobnosti pro metodu MCMC.
,Mixing®“ parametr pro frekvence alel byl zpocatku nastaven na 0,3 a ,,mixing* parametr
pro inbriding koeficienty byl nastaven na 0,1. Dovolili jsme pro burn-in 1°000°000 iteraci a
pro vzorkovani MCMC 10°000°000 iteraci. Ovéfili jsme tak, ze velka fluktuace v
logaritmické pravdépodobnosti je omezena na burn-in fazi a ze béhem MCMC vzorkovani
se nevyskytuji zadné velké oscilace vzhledem k predpokladim.

Kromé odhadu neddvnych migraci jsme pouzili i metodu maximalni vérohodnosti z
programu MIGRATE-N (vezre 3.2.16; Beereli, 2011) pro urceni miry historické migrace.

Haploidni data jsme ptevedli na diploidni podle instrukei programu. Poc¢ate¢ni hodnoty pro
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miru migrace byly odvozeny na zaklad¢ parového Fsr (Gsr). Pouzili jsme 10 kratkych a tfi
dlouh¢é fetézce s burn-inem z 10000 stromi pro kazdy fetézec a 4 teploty, adaptivni
,heating scheme*.

Abychom zohlednili mutaéni model na mikrosatelitnich lokusech, upravili jsme
paramerty pro Brownllv model mutaci pro mutace mikrosatelitnich lokusti. Brownovsky
muta¢ni model sleduje klasicky krokovy model mutaci, ale m& mensi ndroky na vypocetni

vykon.

4.3. RozliSeni pohlavnich typi

Pohlavni typy izolatl byly ur€eny pomoci multiplex PCR pro obé pohlavni
idiomorfy (Waalwijk et al., 2002).
Sekvence primerd pro idiomorfu MAT 1-1 a MAT 1-2 jsou uvedeny v nasledujici

tabulce.
idiomorfa sekvence délka fragmentu
MAT 1-1 (for) |5’-CCGCTTTCTGGCTTCTTCGCACTG-3’
MAT 1-1(rew) |5’-TGGACACCATGGTGAGAGAACCT-3’ =
MAT 1-2 (for) |5’-GGCGCCTCCGAAGCAACT-3’ _—
p

MAT 1-2 (rew)|5’-GATGCGGTTCTGGACTGGAG-3’

Tabulka 4.2: Sekvence primert pro rozliSeni pohlavnich typt

Kazda reakeéni smés obsahovala (20 pl):

Tag Buffer ........cccoevvvviiiiniieces 1x
MECI2..iiiieeieeeeeeeee e, 10mM
ANTPS.cooiiiii 10mM
028100155 o 2 3 RS 10 uM
Taq polymeraza (Fermentas)......0,04 U/ ul
Templatova DNA.........cccovviiereeneene 25ng
TOZPUSIENO V v ddH,O

a amplifikace probihala za t€chto podminek v termocykleru MJ Research PTC-200:
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(94 °Ceiiiieee 60 s
68 Cneeeeee e 30s
72 OCiiiiiieiieee e 60 s) 35x
72 °Ciiiiinieeeeee 10 min

Vzorky byly poté skladovany pfed nanesenim na gel pfi teploté 4 °C.
Pro separaci produkti PCR byla vyuzita souprava pro horizontalni elektroforézu
(Biometra). PCR produkty byly nanaseny na 1% agar6zovy gel, pfipraveny rozvarenim
agardzy v 1 x TBE pufru (Eppendorf). K vizualizaci DNA fragmentt byl pouzit ethidium
bromid (Fluka) v mnozstvi 1 pl na 30 ml gelu. Do tuhého gelu byly nandSeny vzorky
amplifikované DNA spolu s detekénim barvivem 6x loading dye solution (Fermentas) v
poméru 5:1. Pro porovnani velikosti ziskanych fragmentl byl nanesen molekularni marker
1 kb DNA ladder (Fermentas). Elektroforetickd separace probihala pfi konstantnim napéti
80 V. Piiblizné¢ po 60 min byla pozorovana pfitomnost DNA fragmenti v gelu na UV
transiluminatoru pfi vinové délce 280 nm a vysledky elektroforetické separace byly

zdokumentovany pomoci vizualiza¢niho systému Ingenius Syngene a programu GeneSnap

(Syngene).

4.3.1. Analyza dat

Statisticky x2 test byl pouzit pro zjisténi, zda se pohlavni typy MAT1-1 a MAT1-2
nachazeji v Hardy-Weinbergove rovnovaze, tedy v predpokladaném poméru 1:1. Testovani

bylo provedeno pro kazdou populaci zvlast a pro také vSechny populace dohromady.

4.4. Detekce Qol rezistentni alely metodou PCR-RFLP

Vsech 192 vzorki bylo otestovano na pfitomnost Qol rezistentni alely A143 pomoci
bézné PCR reakce a naslednym S$tépenim pomoci restrikéniho enzymu. V publikaci
Torrianiho et al. (2008) byl pouzit enzym Frnud4HI. My jsme pouzili restrikéni

endonukleazu Satl (Fermentas) se stejnym §tépnym palindromem.
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Primer Sekvence

Cytb (for) |5'-TCG TTA CTG GTG TTA CAC TTG C-3'

Cytb (rew) |5'-GCC ATA ACA TAA TTC TCG CTG TCA CC-3'

Tabulka 4.3: Primery pro amplifikaci useku genu cytochromu b

Kazda reakeni smés pro PCR obsahovala (20 pl):

Taq puft......coeeeeeiiece e, 1x
ANTPS.cooiiiiie 10 mM
028100155 o 2 (7 RS 10 uM
Taq polymeraza (Fermentas).......0,05 U/ ul
Templatova DNA........ccceevvvereeeeenen. 25 ng
TOZPUSIENO V e ddH,O

96 °C e, 2 min
(96 °C..eeeeieee 60 s
50 °Ciiiieeeee e 60 s
T2 OC i, 60 s) 35x
T2 °Ciiieiiiieieeee 5 min

Amplifikovany produkt byl poté St€épen pomoci restrikéni endonukledzy.
Endonukledza Safl $tépi DNA molekulu v tomto palindromu:
..GCNGC... — ..GC/NGC...
..CGNCG... —» ...CGN / CQG...

Kazda reakéni smés obsahovala:

10xpuft G .o 2ul

PCR produkt................... 10 pl
Enzym Satl........................ 1U
ddH20.....cccooniiiiiins 18 ul
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Tato smés byla inkubovana v 37 °C po dobu 4 hodin. Poté byla aktivita enzymu
zastavena inkubaci 20 minut pii teplot¢ 65 °C. Vysledné nastépené produkty byly
vizualizovany na 1% agar6zovém gelu (popsano vyse) po 1 hodin€ pfi napéti 80V.

Pro izolat nachylny (bez rezistentni alely) bylo moZzno na agar6zovém gelu
pozorovat dva fragmenty o velikosti 442 bp a 210 bp. U izolatl rezistentnich bylo mozno
pozorovat fragmenty tii, a to o velikosti 298 bp, 210 bp a 144 bp.

4.4.1. Fungicidni test

Pro ovéteni, zda izolaty jevici se pii testovani DNA jako nachylné, jsou opravdu
nachylné, jsme provedli in-vitro fungicidni test.

Test byl zalozen na ristu mycélia na plotnach s YMD agarem (sloZeni viz kapitola
4.1.1). Spory byly namnozeny v tekutém YM médiu a pied aplikaci na Petriho misky byla

jejich koncentrace upravena na hodnotu 100 spor na pl.

Slozeni YM tekutého média:

destilovana H,O................... 11
kvasni¢ny extrakt................. 4g
sladinovy extrakt............... 0.5g

Plotny se selektivnim médiem obsahovaly azoxystrobin, ktery byl do média piidan
v podobé fungicidniho pfipravku Amistar (obsah azoxystrobinu 250g/1).

Kvili zabranéni vyskytu falesné rezistence byla do média ptfidana také kyselina
salicylhydroxamova (SHAM) v koncentraci, kterd inhibuje alternativni oxiddzu (AOX).
AOX umoziuje pienos elektronli v alternativnim dychacim fetézci (Ziogas et al., 1997).
Ob¢ latky byly rozpustény v metanolu a pfidany do média o teplot¢ 60°C. Koncentrace
methanolu nepiesahla koncentraci 0.3% v/v.

Jelikoz se koncentrace jednotlivych latek pouzitd pro fungicdni testy liSila v
riznych publikacich (Torriani et al., 2008; Ziogas et al., 1997) piistoupili jsme nejprve k
optimalizaci koncentrace. Azoxystrobin byl pouzit v koncentracich 0,5; 1 a 2 pg/ml a

SHAM v koncentracich 0,5; 1 a2 mM. Byly otestovany i jejich rizné kombinace.
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Na kazdou plotnu s médiem bylo naneseno 3 x 5 pl suspenze spor kazdého ze tii
izolati. Kazda plotna méla tii stejna opakovani. Kazdy nachylny i rezistentni izolat byl
také péstovan na kontrolni plotn€ bez fungicidu. VSechny plotny byly inkubovany po dobu
dvou tydni ve tmé a pii teplot¢ 20 °C. Rust mycelia byl poté vizualné¢ zhodnocen a
porovnan s ristem kolonii na kontrolnich plotnach.

Celkem bylo pouzito nasledujicich 12 citlivych izolatd a 3 izolaty rezistentni
(tuén€): CRIO111, CRIO189, CRIO273, CRI0464, CRI0469, CRI 0633, CZU1006,
Czu1010, CZU1026, CZU1027, CZU1037, CZU1052, CZU1057, CZU1081, CZU1096.

Izolaty byly vybrany z riznych populaci a z riiznych let sbéru.
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5. Vysledky

Ze zhruba 200 izolatt odebranych v roce 2011 se nam podafiilo GispéSn€¢ namnozit
celkem 96 izolatt, které dohromady s 96 izolaty z ruzynské sbirky vytvofili kolekei izolatt

reprezentujici témér celou Ceskou republiku.

5.1. Geneticka diverzita a struktura ¢eské populace

Vsech osm mikrosatelitnich markeri tvofilo polymorfni fragmenty DNA. Celkem
bylo detekovano 66 riznych alel. Pocet u jednotlivych lokusti se pak pohyboval v rozmezi
4 do 14 alel pro lokus (tabulka 5.1). Izolaty, které neamplifikovaly na vice jak ¢tyfech
lokusech byly z dalSich analyz vyfazeny, v tomto pfipad¢ jich bylo celkem osm. V
konecném poctu 184 izolatl bylo nalezeno celkem 158 unikatnich haplotypt. 17 haplotypt
bylo nalezeno ve vice nez jedné kopii a jednalo se zfejmé& o klony. Tyto klony byly
nalezeny jak v ramci jedné 1€ze, tak i v oblasti zahrnujici vice populaci. Stejnych haplotypt
vyskytujicich se ve vice jak jedné populaci bylo nalezeno devét. Nejcastéji se vyskytovaly
v parech (8 krat), dvakrat se vyskytly ve tfech kopiich, dvakrat ve ¢tyfech kopiich a jednou
dokonce v sedmi kopiich. Tento nejcastéji se vyskytujici haplotyp byl nalezen celkem v
péti riznych populacich. Ve dvou piipadech stejny haplotyp vykazoval rizny pohlavni typ,
proto do dalSich analyz nebyly tyto izolaty zahrnuty jako klony, ale jako unikatni izolaty.

marker TCC 09 GGC 01 AG 06 TCC 08 AC 01 CCA 03 GT 03 AG 11
mnozstvi alel 6 14 13 4 11 9 13 6

Tabulka 5.1: Pocet alel na jednotlivych lokusech

Genotypova diverzita byla v jednotlivych populacich rozdilna. Nejvice rozmanita
byla populace VII, kde kazdy izolat vykazoval unikatni haplotyp. Nejméné rozmanita pak
byla populace III, kde se v celkovém poctu 31 izolath nachazelo pouze 24 unikatnich
haplotypi. Hodnota Neiovy genové diverzity (H) se pohybovala v rozpéti od 0,439 do
0.584 (tabulka 5.2).
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Lokalita Vzorki celkem| Pocet genotypu G H

I Praha 34 28 0.988 0.511
I Plzen 14 13 0.989 0.494
I | Usti n. Orlici 31 24 0.981 0.439
v Krométiz 38 32 0.987 0.584
\% Jihlava 21 18 0.986 0.512
VI Opava 23 20 0.984 0.55
VII Cheb 23 23 1 0.499
Celkové 184 158 0.998 0.523

Tabulka 5.2: Hodnoty genotypové a genetické diverzity pro jednotlivé populace

Geneticka diferenciace mezi jednotlivymi populacemi v Ceské republice byla
spocitana podle Niea (Nei, 1973) a jeji hodnota byla nizka Gsr= 0,038.

Pii srovnani jednotlivych populaci pomoci parové analyzy byly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi nasledujicimi pary populaci: I (Praha) a IV (Jihlava); IIT (Usti n.
Orlici) a IV (Jihlava), V (Kromé¢fiz); VII (Cheb) a vSemi ostatnimi (fabulka 5.3.).
Nejsiln€jsi diferenciace byla nalezena mezi populacemi I (Praha) a VII (Cheb) (Gsr =
0,067, p=0.001).

Ze statistické analyzy AMOVA muzeme usuzovat, ze 97,6 % veskeré genetické
variability mutze byt vysvétleno rozdily mezi jednotlivymi izolaty uvnitf populaci
(vnitropopulacni variabilita). Oproti tomu pouze 2,4 % z celkové variability mize byt
vysvétleno rozdily mezi jednotlivymi populacemi (mezipopulacni variabilita). Nevelky vliv
geografické polohy jednotlivych lokalit je také dobie poznat z dendrogramu (obrazek 5.1),

kde neni patrné zadné vyraznéjsi shlukovani izolatl ze stejnych lokalit.
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Phylogenetic tree
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Obrazek 5.1: Dendrogram vytvofeny na zakladé UPGMA analyzy. Rimska &islice znaéi

populaci, dalsi ¢islo je oznaceni izolatu.

Jelikoz M. graminicola preferuje chladnéjsi a vlh¢i prostiedi, zajimalo nas, zda se
populace v regionech s vyssi nadmotskou vyskou a castéjsimi srazkami lisi od populaci
vyskytujicich se v oblastech nize polozenych, teplejSich a sussich a zjistili jsme zde také
mime¢ zvySenou uroven diferenciace (Gsr= 0.028, p = 0.004). Primérny roc¢ni uhrn srazek a
pramémeé teploty v jednotlivych lokalitach jsou uvedeny v tabulce 10.1 v ptilohach. Izolaty
z riznych lokalit byly odebirany v riznych letech, ovéfili jsme proto také zda se vyznamné
nelisi kolekce izolatl pochézejicich z let 2005-2009 a kolekce izolath z roku 2011. Zde

nebyl prokadzén zadny vyznamny rozdil.

GST / p 1 11 il v vV VI Vil
1 - NS NS 0.025 NS NS 0.067
11 0.759 E NS NS NS NS 0.045
I 0.629 0.953 . 0.029 NS 0.028 0.035
v 0.025 0.558 0.025 = NS NS 0.038
v 0.437 0.905 0.597 0.253 - NS 0.039
V1 0.076 0.583 0.046 0.969 0.302 - NS
VII 0.001 0.021 0.016 0.004 0.015 0.073 -

Tabulka 5.3: Vysledky parové analyzy. Data pod uhlopfickou - GST hodnoty, data nad
uhlopfic¢kou - p hodnoty . NS — statisticky nevyznamna hodnota

5.2. RozliSeni pohlavnich typi

U vsSech 192 izolath byla zaznamenana amplifikace fragmentu odpovidajiciho
jednomu nebo druhému pohlavnimu typu. U zadného izolatu se nevyskytovaly fragmenty

oba, coz znamend mimo jiné, ze pii manipulaci s izolaty nedoslo ke kontaminaci.

660 bp —
340 bp —

Obrazek 5.2: Amplifikované DNA fragmenty odpovidajici pohlavnim typim MAT 1-1

(340bp) a MAT 1-2 (660bp) na agar6zovém gelu




Ve skupiné vzorka zahrnujici vSechny izolaty, véetné klont bylo 48 % pohlavniho
typu MATI1-1 a 52 % pohlavniho typu MAT1-2. Ve skupiné vzorkil, ze které byly klony
vyfazeny, to pak bylo 47 % pohlavniho typu MAT1-1 a 53 % pohlavniho typu MAT1-2
(obrazek 10.1 prilohy).

Podle vysledk +2 testu se pomér mezi jednotlivymi pohlavnimi typy vyznamné
nelisil od ocekavaného poméru 1:1, a to v zadné z jednotlivych populaci ani v celkovém

méfitku.

1 11 111 v A\ VI VII celkem
MAT 1-1] 21/16 6/6 13/10 18/14 11/9 12/11 12/12 93/78
MAT 1-2] 17/16 8/7 17/13 22/20 12/11 11/9 12/11 99/88

Tabulka 5.4: Pocty jedinct pfislusnych pohlavnich typt podle lokalit (s klony/bez klontt)

5.3. Geneticka diferenciace ¢eskych populaci v porovnani

se zapadni Evropou

Analyza genetické diferenciace zahrmujici dalsi populace pochazejici z Némecka,
Velké Britanie a Svycarska v kombinaci s ¢eskymi populacemi ukazala, Ze pouze 3,2 % (p
= 0.001) ze vSech genetickych odliSnosti mezi populacemi muize byt vysvétleno zemi
puvodu. Dalsi podil 1.7 % (p = 0.009) z téchto odlisnosti mizeme piipisovat rozdilim mezi
jednotlivymi ¢eskymi populacemi. Mezi staty zapadni Evropy a Ceskou republikou nebyl
nalezen zadny izolat, ktery by tyto populace sdilely.

MCMC nepracuje s populacemi, ale hledd nejvhodnéjsi populacné genetickou
strukturu mezi jedinci a kazdého prifadi do urcité fiktivni populace. Bez ptedchozich
znalosti subjektid jsme provedli bayesianskou analyzu populacni struktury v programu
vérohodnost byla podporovana vysokou hodnotou AK (obrdazek 5.3). V prvni skupiné se
blizce seskupily populace z Némecka, Svycarska a Velké Britdnie a v druhé populace z
Ceské republiky. Vsechny Geské populace obsahovaly izolaty s vysokou posteriorni
pravdépodobnosti k zafazeni do populaci zapadni Evropy zatimco jeden némecky izolat

vykazoval vysokou posteriorni pravdépodobnost k zatazeni do ceskych populaci.
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Obrazek 5.3: Vystupy z programu STRUCTURE. Grafické znazomeéni populaci s poctem
skupin2 a 7.

Odhad nedavné migrace jsme provedli v programu BayesAss. MCMC vzorkovani
neukazalo zadnou velkou oscilaci a auto-korelaci v iteracich, coz zna¢i dobrou konvergenci
pro miry migrace. Znacnd migrace byla nalezena z Némecka a Velké Britanie do
Svycarska, ale tato migrace byla znaéné asymetricka, jelikoz Svycarsko piispélo pouze
n¢kolika migranty do Némecka a Velké Britanie (fabulka 5.5). Migrace z Némecka,
Svycarska a Velké Britanie do Cech byla relativné nizka, pohybovala se v rozmezi 0,71 %
a 3,38 %, ale Zadnd mira migrace se vyznamné neliSila od nuly. Podobn¢ jsme nasli nizkou
migraci i z Ceské republiky do zapadni Evropy (0,78 - 3,69 %). V ramci Ceské republiky
jsme nasli velky pfiliv migranti v kromé&fizské populaci (IV) ze vSech ostatnich populaci
(20,78 - 24,76 %). Tato migrace byla velice asymetrickd a migrace v opacném sméru byla
velice mala, pohybujici se v rozmezi 0,81 - 0,84 %.

Mira historické migrace byla odhadnuta na zadklad¢ analyzy maximalni podobnosti

v programu MIGRATE-N. Sloucili jsme dohromady vSechny ceské populace a odhadli
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dlouhodobou miru migrace M (stupiiované podle miry mutace) mezi Ceskou republikou a
ttemi zadpadoevropskymi populacemi. Nalezli jsme nevelké miry historické migrace mezi
témito Ctyimi evropskymi lokalitami (obrazek 5.4). Migrace byla vétSinou stejnd jako
odhadovand mira mutace (M = 1). Vyznamné asymetrickd migrace byla zaznamenana z

Némecka a z Velké Britanie do Ceské republiky.

United Kingdom 1.02 Germany

Obrazek 5.4: Grafické zobrazeni miry historické migrace mezi jednotlivymi staty
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Zdroj migrantii

Svycarsko UK Némecko Cesk4 republika
Praha Plzen Ustin O. Kroméiiz Jihlava Opava Cheb

Svycarsko 67,51 | (0.81) 1,60 (143) | 2505 | (2.51) 0,72 | (0.70) | 0,72 0.7) 0,72 | (0.70) | 1,54 (1.36) | 0,71 0.69) | 0,72 | (0.70) | 0,72 | (0.70)
UK 0,79 0.78) | 89,53 | (3.10) | 3,52 (2.34) 0,80 (0.79) 0,79 (0.78) 0,80 (0.78) 1,38 (1.33) | 0,80 0.77) | 0,80 0.77) | 0,79 (0.77)

= Némecko 0,80 (0.78) 1,53 (1.19) | 91,87 | (2.27) 0,79 0.77) 0,80 (0.78) 0,79 (0.77) 1,04 0.99) | 0,80 0.77) | 0,79 0.78) | 0,79 (0.77)
£ [Ceska republika |Praha 0,79 (0.76) 1,58 (1.46) 2,34 (2.11) | 67,70 | (1.01) 0,81 (0.79) 0,81 0.78) | 23,54 | (3.02) | 0,80 0.78) | 0,81 0.79) | 0,82 (0.79)
? Plzed 125 (1.18) 221 | (2.00) | 195 (1.91) 123 (1.17) | 68,25 | (1.46) 1,23 (1.18) | 2021 | (3.62) 1,23 (1.17) 1,22 (1.17) 1,22 (1.16)
= UstinO.| 087 (0.84) 2,09 (2.16) 1,85 (1.62) 0,87 (0.85) 0,88 0.85) | 67,71 | (099 | 23,12 | (3.23) | 087 0.84) | 0,86 0.83) | 0,88 (0.84)
© Kroméfiz| 0,80 (0.78) 1,02 (0.96) 1,04 (0.99) 0,79 0.77) 0,80 (0.79) 0,81 0.78) | 9236 | (2.23) | 0,79 0.76) | 0,80 0.79) | 081 (0.78)
Jihlava 1,02 (0.99) 2,60 (2.32) 1,56 (1.47) 1,03 (0.99) 1,04 (1.00) 1,03 (1.00) | 21,72 | (3.54) | 6795 | (1.21) 1,03 (1.00) 1,02 (0.98)

Opava 0,96 (0.93) 1,18 (1.13) 1,38 (1.28) 0,96 (0.92) 0,96 (0.92) 0,95 091 | 2388 | (2.75) | 0095 0.91) | 67,83 | (1.10) | 0,96 (0.93)

Cheb 0,90 (0.87) 1,90 (1.75) 1,50 (1.29) 0,88 (0.85) 0,88 (0.84) 0,89 (0.87) | 23,54 (2.9) 0,89 0.86) | 0.89 0.86) | 67,74 | (1.03)

Tabulka 5.5: Odhad miry historické migrace mezi Ceskymi populacemi a populacemi statl zapadni Evropy (% populace tvoiené

neddvnymi imigranty) vytvofeny v programu BayesAss.
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5.4. Detekce rezistentni alely genu ¢yt b v Ceské populaci

V izolatech pochazejicich z let 2005-2006 (n=32) jsme nenasli zadny izolat nesouci
rezistentni alelu ke Qol fungicidim. Prvni rezistentni izolaty jsme nalezli ve sbirce
pochazejici z roku 2007, a to v populaci z okoli Usti nad Orlici, kde 6 z 10 izolat jiz
vykazovalo rezistenci. Mezi izolaty odebranymi v dalSich letech (2008-2009) se rezistentni
izolaty objevily i v sousedicich lokalitach kde bylo 15 z celkovych 43 izolatd rezistentnich
(35%). Ve sbirce izolath z roku 2011 (n=96) uz se rezistentni izolaty vyskytovaly ve vSech
lokalitach, na kterych byl odbér provadén (42 %). V populaci pochazejici z okoli Jihlavy
rezistenci vykazovaly dokonce vSechny odebrané izolaty (obrazek 10.2 prilohy).

Pomoci fungicidniho testu, zaloZeném na rustu mycelia, jsme ovéfili relevantnost
detekce rezistentnich izolatd pomoci testovani DNA. Po optimalizaci testu byla zvolena
jako optimalni varianta s koncentraci azoxystrobinu 1 ppm a koncentraci SHAM 0.5 mM.
Pii koncentraci azoxystrobinu niz§i nez 1 ppm nebylo mozné jednoznacné rozliSit
rezistentni izolaty od ndchylnych, pfi vysSich koncentracich zmény nebyly pozorovany.
Naopak pfi koncentraci SHAM vyssi nez | mM vsechny izolaty na médiu vykazovaly
zpomaleny rast, davka 2 mM se jevila jiz jako letalni.

Vsech 12 testovanych nachylnych izolati nevykazovalo zadny rust na plotnach
obsahujicich fungicid, na kontrolnich plotnach byl rist normalni. Rezistentni izolaty na
plotnach obsahujicich fungicid vykazovaly stejny rist jako na plotnach kontrolnich
(obrazek 5.5).
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CZU1052

CZU1027

CZU1057

CRIOIT1

CZU1010

CZU1081
1 ppm azoxy 0 ppm azoxy
0,5 mM SHAM 0 mM SHAM

Obrazek 5.5: Vysledky fungicidniho testu. Na plotnach s fungicidem roste pouze rezistentni
izolat (CZU1057), ostatni izolaty nachyIné rostou pouze na plotnach kontrolnich.
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6. Diskuse

6.1. Geneticka diverzita M. graminicola

Pro ptedpovéd vyvojového potencialu patogenu je znalost genetické struktury
populace velice dilezita. Pfi vyvoji novych a trvalejsich kontrolnich strategii hraji pak tyto
informace velice dulezitou roli (Stkenbrock & McDonald, 2008). V soucasné dob¢ nebyla k
dispozici zadna data tykajici populaéni struktury M. graminicola v Ceské republice. Tato
prace tedy piedstavuje prvni popis populacni struktury M. graminicola zalozeny na
mikrosatelitnich markerech. Mikrosatelitni markery byly a jsou hojn¢ vyuzivany pfi studiu
populacni genetiky zvifat, rostlin i nizsich organismu diky jejich vysokému polymorfismu a
specifité (Seolke & Toonen, 2006). Da se fici, ze tyto markery jsou pro populacni studie
vhodnéjsi nez napiiklad AFLP, RFLP nebo RAPD, protoze jsou velice dobie
reprodukovatelné v odlisSném laboratornim prostiedi. V této praci byla tato jejich vlastnost
také prokazana, kdyz se nam podafilo isp&sné slou¢it data z Ceské republiky a zapadni
Evropy, kterd byla ziskana v riznych laboratofich, riznymi pracovniky a v riznych letech.
Vsech osm nami pouzitych mikrosatelitnich markerti bylo také vysoce polymorfnich a
spolehlivé amplifikovatelnych. Konkrétné, nejvice polymortni marker GGC 01 tvoftil 14
riznych alel, nejméné€ polymorfni marker TCC 08 pak 4 rizné alely.

Analyza provedend pomoci téchto markerti odhalila ve vSech Ceskych populacich
M. graminicola vysoky stupen genetické diverzity, cemuz odpovida také nizky podil klont
nalezenych v jednotlivych populacich. Maximalni pocet klont byl 22% a to v populaci, do
které byly zahrnuto pét izolati zjedné skvrny, které pravdépodobnost vyskytu kloni
zvySuji. Tato zjisténi jsou v souladu s diivéjsimi studiemi, které objevily vysokou
genetickou diverzitu polnich populaci ve vSech hlavnich pSeni¢nych péstitelskych oblastech
po celém svéte (Zhan et al., 2003b).

V n¢kolika ptipadech se shodné haplotypy vyskytovaly ve vice  populacich. Je
pravdépodobné, ze v tomto piipadé je tento jev zpusoben velmi vysokou variabilitou uvnitt

jednotlivych populaci a ne diky struktufe populace.
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Oba pohlavni typy M. graminicola jsme nalezli ve vSech populacich v rovnovaze a
nebyla nalezena ani zadna vyznamna odchylka od vazebné rovnovahy (linkage equilibrium)
jednotlivych mikrosatelitnich lokusti. To dokazuje, Ze na tizemi Ceské republiky dochézi v
populacich tohoto patogenu k ¢astému pohlavnimu rozmnozovani. Tyto vysledky jsou v
souladu s praci Zhana et al. (2002b), ktefi nalezli rovnovazny stav obou pohlavnich typt v
populacich rizného geografického rozsahu. Casté pohlavni rozmnoZovani umoZiiuje
patogenu snaze pickondvat rezistentni mechanismy rostlin, pfizptisobovat se novym
podminkdm nebo vyvijet rezistenci k novym skupinam fungicidi (Stukenbrock &

McDonald, 2008). Je tedy téméf jisté, Ze k tomuto dochazi i na Gizemi Ceské republiky.

6.2. Populaéni struktura v Ceské republice

Mezi jednotlivymi ¢eskymi populacemi byly nalezeny pouze nevyrazné rozdily,
neceld 3 % z celkové variability. To souhlasi s relativné nizkymi rozdily nalezenymi v
jinych evropskych populacich, jako naptiklad v Némecku a ve Francii (Schnieder et al.,
2001; El Chartouni et al., 2011), ale také v celosvétovém méfitku (Zhan et al., 2003D).
Mirmné zvySeny rozdil jsme zaznamenali pouze pii porovnavani populaci s odliSnymi
klimatickymi podminkami. Je znamo, ze M. graminicola zpusobuje zavazn€jsi Skody ve
vlh¢ich a chladnéjsich oblastech (Eyal et al., 1987), je tedy mozné, Ze rozdil mezi vlh¢imi
chladnéjSimi oblastmi a oblastmi sus$$imi a teplejSimi muze znacit lokalni adaptaci k
rozdilné aplikaci fungicidt, klimatu nebo odridam psenice, tam péstovanych. Zaznamenali
jsme také asymetrickou migraci mezi jednotlivymi populacemi v CR, nejvice zvysenou
smérem k populaci IV (Kroméfiz) v porovnéni s ostatnimi populacemi. Vysvétlenim mutize
byt to, ze je Kroméfiz polozena v nejsussi a nejteplejsi oblasti a také je zde umisténa
vyznamna Slechtitelskd stanice. Mizeme se tedy domnivat, Zze pozorovana asymetrie v
migraci mohla byt spojena s pfenosem infikovanych semen ¢i rostlinného materialu z
jinych lokalit do a z této stanice.

Obecn¢ byly ve svété zjistény velice malé rozdily mezi populacemi na mensim
geografickém uzemi, ptesto ale byly nalezeny i vyjimky, kde byla diferenciace siln&jsi,
napiiklad ve Francii (El Chartouni et al., 2011) nebo v Iranu (Abrinbana et al., 2010). Ve
Francii jsou rozdilné klimatické podminky mezi sevemni a jizni oblasti péstovani pSenice,

od kterych se odviji i péstebni praxe a lokalni adaptace témto podminkam se jevi jako
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nejpravdépodobnéjsi vysvétleni tohoto jevu. V Irdku by mohl byt vysvétlenim pro
zvySenou populacni strukturu a genetickou diverzitu vyskyt v oblasti domnélého mista
puvodu M. graminicola, tedy v oblasti irodného ptlmésice (Stukenbrock et al., 2007).
Prestoze mame v soucasné dobé k dispozici mnoho dat o genetické struktuie z rtiznych
geografickych lokalit, jejich vzajemné porovnani je i nadale problematické. Povaha a
mnozstvi pouzitych molekularnich markerti, uroven zjisténého polymorfismu a
statistickych metod pro analyzu dat, ¢ini porovnavani jednotlivych studii takika nemozné.
Je zndmo, Ze rGzné genetické markery vytvafi rizné stupné genetické struktury s témi
samymi vzorky (napf. Nybom, 2004). Teprve komplexni analyza pokryvajici cely
geograficky rozsah vyskytu populaci M. graminicola, zalozena na jednom a tom samém
markeru (napf. mikrostatelity) by teprve dokazala pfesné odhalit uroven variability v

populacéni struktute v riznych geografickych lokalitach.

6.3. Ceské populace se odlifuji od populaci zapadni
Evropy

Pii porovnani populaci Ceské republiky a tfi dalsich zapadoevropskych zemi
(Svycarsko, Velka Britanie a Némecko) byla objevena zfetelna diferenciace mezi ¢eskymi
populacemi z ostatnich zemi. Kdezto populace jednotlivych stati zapadni Evropy
vykazovaly genetickou diferenciaci velice nizkou. Genetickd diferenciace se muze
piirozené zvysit bud’ snizenim migrace, nebo lokalni adaptaci. Nedavnd migrace (v
n¢kolika poslednich generacich) byla zaznamenana predevsim z Némecka a Velké Britanie
do Svycarskych populaci. K této migraci mohla pfispét relativné stejna péstebni praxe
pouzivana ve vsech statech a také relativni geograficka blizkost. Zato Ceské populace
vykazovaly znacnou genetickou diferenciaci a niz$i migraci v nedavné dobé vzhledem k
ostatnim evropskym populacim. Divodem pro nizs$i migraci by mohla byt pfitomnost
piirozené bariéry v podobé pohoii obklopujiciho Ceskou republiku ze tii stran. Nicméné
historickd migrace byla zna¢né asymetrickd, a to z Velké Britanie a Némecka smérem do
Ceské republiky, na které mohlo mit podil pfevazujici proudéni vzduchu pravé timto

smeérem.
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Je znamo, ze péstovani novych odrid a zemédélska praxe mohou ovlivnit
genetickou diverzitu populaci M. graminicola (Zhan et al., 2002a; Stukenbrock &
McDonald, 2008). Proto mlzeme povazovat velmi rozdilnou péstebni praxi bcéhem
Ctyficetileté¢ éry komunismu, za jedno z pravdépodobnych vysvétleni toho, pro¢ se Ceské
populace takto 1isi od populaci v zéapadoevropskych statech. Do druhé svétové valky se
zem&délstvi v Ceské republice vyrazné neliilo od zemé&délské praxe ve stavajici zapadni
Evropé. Po druhé svétové valce vsak byla pole kolektivizovana a zde péstované lokalni,
némecké a francouzské odrudy byly nahrazeny prevazné odriidami pochazejicimi z
vychodni Evropy a jejich kifizenci. Byl znaén€¢ omezen dovoz a vyvoz zemédelskych
produkti a za zminku stoji i stagnace a pokles v zemédélské produkci koncem 80. a
zacatkem 90. let.

Pro jednozna¢né urceni toho, zda se rozdilny zeméd¢€lsky systém podilel na lokalni
adaptaci patogenu v Ceské republice, by bylo potieba provést stejnou analyzu populaci v
dalsi evropské zemi. Zajimavé vysledky by mohly pfinést studie ze sousedniho Slovenska
nebo Polska, kde byl péstebni systém v poslednich sto letech velice podobny. Popula¢né
genetickd studie jiného podobného patogenu Pyrenophora tritici-repentis (také
vieckovytrusné houby) ukazala velikou podobnost mezi staty vychodni Evropy (LeiSova et
al., 2008). I ptesto, ze péstitelska praxe rozhodn¢ hraje roli v utvareni genetické diverzity,

jeji presny vliv je tieba teprve prozkoumat.

6.4. Vyskyt a rozSireni rezistence ke strobilurinovym
fungicidiim

Pro vyskyt Qol rezistence v Ceské republice jsme méli dvé riizné hypotézy. Jedna
pocita s migraci ze zapadoevropskych zemi, kde byla tato rezistence objevena diive nez v
Ceské republice a druha s nezavislym vyskytem na polich ogetfovanych strobilurinovymi
fungicidy. Nejvétsi spotieba fungicidii byla v CR v 80. letech minulého stoleti, tento nahly
vzestup ale vystiidal markantni pokles po roce 1989 zptlisobeny politickymi zménami a
naslednou zménou vlastnickych vztahti. Z naSich vysledki vyplyva, ze populace M.
graminicola v CR prodélaly béhem né&kolika let velice rychly obrat z nachylné populace k

témeéi zcela rezistentni.
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Prvni rezistentni kmeny se zfejmé objevily v oblasti Ceskomoravské vrchoviny a
Orlickych hor (populace III a V). Tyto lokality jsou relativné vyse polozené a je zde vyssi
Skody zpisobené brani¢natkou pSeni¢nou byly prvné hlaseny pravé z tohoto regionu.
Pravdépodobné zde bylo potieba i Castejsi oSetieni fungicidy, ¢imz mohlo dojit k selekci
rezistentnich kmenti, které jiz byly v populaci pfitomny, ale ve velice nizké frekvenci. Toto
zjisténi koresponduje s vysledky Tvartizka a Hordkové (2005), ktefi zaznamenali lehce
zvySeny vyskyt rezistentnich izolatl v této oblasti jiz v roce 2002. To, ze v nasi sbirce prvni
rezistentni izolat pochézel az z roku 2007, si lze vysvétlit rozdilnosti ve sbéru vzorkl
(ptesna lokalita, mnozstvi vzorkid) nebo také nizkou frekvenci rezistentni alely v populaci
do této doby. V nékterych piipadech se muze stat, ze i rezistentni izolat se pii testovani
DNA muze jevit jako citlivy, jelikozZ mohlo dojit k mutaci na jiném misté, nez je cilovy
palindrom pro restriktazu (Ishii, 2010). Pfitomnost chyby v testovani DNA jsme zde ale
vylou¢ili provedenim fungicidniho testu.

Populace I a IV pochazely z experimentalnich maloparcelovych ploch, které nebyly
bud’ viibec, nebo velmi malo oSetfovany fungicidy, pfesto zde byl nalezen vysoky podil
rezistentnich izolatd, coz svéd¢i o tom, ze se rezistentni kmeny M. graminicola mohou na
pole dostat velmi snadno z okolnich osetfovanych poli, at’ uz pomoci ¢lovéka nebo vétrem
prenasenych askospor.

Faktorem, ktery zna¢né komplikuje snahu zamezit Sifeni této rezistence je to, ze
pritomnost mutace zpusobujici rezistenci neni pro tento patogen energeticky ani jinak
nakladné nebo omezujici, jak je tomu bézné€ u rezistence k jinym fungicidim (Grasso et al.,
2006). Proto si populace, které ziskaly rezistenci k Qol fungicidim, selekénim tlakem,
uchovavaji tuto rezistenci i v obdobi, kdy se selek¢ni tlak zmirnil, ¢i zcela vymizel.

Vyskyt a rychly narist rezistence k Qol fungicidiim byl jiz dfive hlaSen ze zapadni
Evropy (Fraaije et al., 2005b). Tam se rezistence objevila nezavisle na riznych genetickych
pozadich, v riznych geografickych regionech a rychle se rozsitila dal pomoci vétrem
pienosnych askospor (Torriani et al., 2008). Migrace, popisovana vySe, mohla piinést
rezistentni alely ze zapadni Evropy do Ceské republiky. Také vysoka urovefi migrace v
ramci Ceské republiky mohla nasledné piispét rychlému $ifeni do riiznych oblasti, poté co

se zde rezistentni kmeny objevily. I pfesto jsou zde dva faktory, které naznacuji, Ze
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rezistence se vyvinula v CR nezavisle. Za prvé, migrace mezi zapadni Evropou a Ceskou
republikou byla v nedavné dobé na nizké Urovni, coz ¢ini moznost rychlé¢ho Sifeni
rezistentnich alel ze sousednich zemi méné pravdépodobnou. A za druhé, Qol rezistence
byla poprvé zaznamenana v centralni ¢asti republiky, nasledné pak v sousednich lokalitach.
Mizeme se tedy domnivat, ze rezistence se objevila nezavisle na okoli ve stfedu republiky,
odkud se pak Sifila do dalSich oblasti. Vysledky v publikaci Tvartizka a Horakové (2005)
tuto teorii podporuji.

V budoucnosti by bylo také vhodné otestovat populace v Ceské republice na vyskyt

rezistence k tzv. azolovym fungicidiim, ktera jiz byla také na jinych mistech zaznamenana.
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7. Zavér

Tato prace piinesla prvni popis ¢eskych populaci M. graminicola z hlediska jeji
populacni genetiky a také poskytla prvni informace o utvafeni populaci patogenu v
rozdilnych podminkéch stfedni a vychodni Evropy ovlivnénych érou Sovétského svazu.

Vysledky v této praci jsou v souladu s predeslymi studiemi zahrnujici populace
celosvétové sbirky. Nicméné jsme nalezli vyssi diferenciaci mezi ¢eskymi populacemi a
mezi populacemi ve statech zapadni Evropy, ktera svéd¢i o tom, ze odrudy pSenice a
zemédelska praxe mohou ovlivnit populacni strukturu patogenu. Rychly rozvoj rezistence k
fungicidim jen vystihuje, jakym rizikem mize byt pravidelné pohlavni rozmnozovani
patogenu s velkou populaci a rychlym zplisobem $ifeni. Pfitomnost ¢astého pohlavniho
rozmnozovani a vysoka uroven genetické diverzity uvnité populaci umoznuje brani¢natce
pSenicné rychle se pfizptisobit ménicim se podminkam. Pfi vyvoji trvalych ochrannych
opatieni je potieba tyto znalosti zohlednit, vzit v potaz evolu¢ni potencial tohoto patogenu
a efektivné ho zaclenit do kontrolnich strategii proti brani¢natce pSeni¢né. PiedevSim je
dulezité rozumné pouzivani fungicidnich ptipravki, dodrzovani antirezistentnich strategii a

v neposledni fadé vyuzivani dostupnych odrtd s vyssi polni odolnosti.
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9. Seznam pouzitych zkratek

AFLP délkovy polymorfismus amplfikovanych fragmenti (z angl. Amplified Fragment
Length Polymorphism), metoda molekularni biologie

bp pary bazi (Base pairs)

ddH,0O dvakrat destilovana voda

DDT dichlordifenyltrichlormethylmethan, diive uzivany pesticid

DNA deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleotid acid)

dNTP deoxyribonukleotid trifosfat

EDTA kyselina etylendiamintetraoctova

Fnu lat. Fusobacterium nucleatum

Fsr fixacni index, méfitko populacni diferenciace, specialni ptipad F-statistiky

Gst alternativa Fsr pouzivana v ptipadé velkého poctu markert (lokusit)

Mb milion para bazi (Mega base)

MCMC statisticka metoda zkratka z anglického nazvu Markov chain Monte Carlo

PCR polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction, molekulami
metoda)

RFLP délkovy polymorfismus stépenych fragmenti (Restriction Fragment Length

Polymorphism), metoda molekulami biologie
PCR-RFLP-SSCP jednovlaknovy konformacéni polymorfismus (Single-Strand

Confirmation Polymorphism), metoda molekularni biologie

Qol inhibitor mitochondrialniho dychani (Quinone outside inhibitors)

RAPD polymorfismus ndhodn¢€ amplifikovanych fragmentii DNA (Random
Amplified Polymorphic DNA), metoda molekuldrni biologie

Sat lat. Staphylococcus arlettae

SHAM kyselina salicylhydroxamova (Salicylhydroxamic acid)

SSRs jednoduché opakujici se sekvence (mikrosatelity)(Simple Sequence Repeats)

metoda molekulami biologie
STB choroba - hnéda teckovita skvrnitost psenice (Septoria tritici blotch)
zpusobena patogenem M. graminicola

Taq lat. Thermus aquaticus
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TBE pufr
TE pufr

Tris

uv

YM médium
YMD agar

pufr Tris-kyselina boritd s EDTA

pufr Tris s EDTA
trihydroxymethylaminomethan

ultrafialové zafeni

kvasni¢no-maltézové médium (yeast-maltose)

kvasni¢no-maltdzovy agar (yeast-maltose-dextrose)
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10. Prilohy

Pocet vegetaénich dni (t>10°) Priméma teplota (°C) Pramémeé srazky (mm)
Moravec and y . Vegetacni
Lokalita Quitt 1971 * | Votypka 1998 **] Leden * | Duben * |Cervenec *| Rijen * obdobi * Zima *
I 160-170 160-177 -2--3 8-9 18-19 7-9 350-400 200-300
Il 140-160 142-159 -2--3 7-8 17-18 7-8 350-400 200-250
1l 140-160 142-159 -3--4 6-7 16-17 6-7 450-500 250-300
\Y 160-170 160-177 -2--3 8-9 18-19 7-9 350-400 200-300
V 120-140 124-141 -3--4 6-7 16-17 6-7 350-450 250-300
VI 140-160 160-177 -2--3 7-8 17-18 7-8 400-450 200-250
VIl 140-160 142-159 -3--4 6-7 16-17 6-7 450-500 250-300

Tabulka 10.1: Praimémy thrn srazek a primémé teploty v jednotlivych lokalitach (*Quitt,
1971; **Moravec a Votypka, 1998)

Lokalita | Il I [\ \ VI VI

I - 60 159 127 245 256 138

Il 60 - 221 294 178 317 82

1 159 221 - 100 93 95 296

v 127 294 100 - 122 80 379
\' 245 178 93 122 - 170 261

VI 256 317 95 80 170 - 400
VII 138 82 296 379 261 400 -

Tabulka 10.2.: Vzdalenosti jednotlivych lokalit v kilometrech. Méfeni bylo provedeno za
pouziti mapovych podkladli z Google map (dostupné z maps.google.com)

lidleciit Osevni plocha

Celkem |Ozima pSenice| % [Jami pSenice| %
| 488800 172000| 35 12700] 3
Il 195000 60000| 31 3600| 2
1] 175600 49500( 28 3500| 2
v 96300 34000| 35 1800| 2
V 279000 70400| 25 4700| 2
VI 124200 40200( 32 2400 2
VI 32800 12400| 38 500| 2

Tabulka 10.3: Osevni plocha psenice v jednotlivych lokalitach v roce 2011 (zdroj dat:
Cesky statisticky uiad)
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Mikrosatelnitni marker Pohlavni typ

No. Lokalita Misto Rok_|TCC 0[N Ac os [FCC08[AC o1 N 7T 03] AG 11 [MAT 1-1]MAT 1-2] Qol rezistence
0088 1. Praha VURV 2000 | 165 | 252 | 166 | 158 | 192 | 170 | 148 | 184 . ne
0007 1 Praha VURV 2007 | 165 | 252 | 162 | 158 | 192 | 160 | 148 | 184 . ne
0012 L Praha VURV 2007 | 165 | 252 ? 161 ? ? 148 ? . ne
0462 1. Praha VORY 2009 165 | 252 | 179 | 158 | 192 | 160 | 144 | 186 N ne
0343 L. Praha VURV 2008 | 165 | 252 ? 161 | 205 [ 160 | 148 | 182 . /
0328 1 Praha VURV 2008 | 165 | 252 | 162 | 16l | 206 | 160 | 139 | 184 . ne
0081 L Praha VURV 2000 | 165 | 2% ? 10l 192 | 160 | 136 | 184 N ne
0031 1 Praha VURV 2007 | 165 | 252 | 162 | 1ol ? 160 | 145 | 182 N ne
0243 L Praha VURV 2005 | 165 | 254 ? 158 [ 192 [ 170 | 148 | 182 . ne
0034 1. Praha VURY 2009 | 168 | 252 ? 161 | 218 | 167 | 151 182 . ano
0308 L Praha VORV 2008 | 165 | 252 | 162 | 158 | 192 | 160 | 148 | 190 . ne
0311 L. Praha VORV 2008 | 165 | 252 | 164 | 155 | 192 | 160 | 148 | 182 n ano
0313 L Praha VURV 2008 | 165 | 252 | 162 | 1ol 192 | 170 | 145 | 184 N ano
0041 1 Praha VURV 2005 | 162 | 252 | 162 | 1ol 192 | 160 | 136 | 182 . ne
0042 L Praha VURV 2005 | 165 ? ? 158 ? 170 | 148 ? . ne
0044 1. Praha VORY 2005 | 159 | 252 [ 16l 158 [ 194 [ 170 | 139 | 184 . ne
0159 1. Praha VURV 2007 | 165 | 252 | 171 161 192 | 160 | 148 [ 182 . ne
0163 1. Praha VORV 2006 | 165 | 252 | 162 | 158 | 192 | 160 | 148 | 182 n ne
0059 1 Praha VORV 2006 | 168 | 252 | 166 | 158 | 192 | 160 | 151 182 . ne
0108 1 Praha VURV 2007 | 165 | 252 | 166 | 158 | 192 | 160 | 139 | 184 n ne
0066 L Praha VURV 2006 | 165 | 252 | 173 [ 1ol 192 | 160 | 143 [ 184 . ne
0067 1. Praha VURY 2009 | 165 | 252 [ 171 161 192 | 160 | 148 [ 182 . ne
0071 L. Praha VURV 2006 | 165 | 252 [ 171 158 [ 192 [ 160 | 148 | 182 N ne
0273 1. Praha VORV 2006 | 165 | 249 | 166 | 16l 192 | 160 | 136 | 182 . ne
0237 1 Praha VURV 2005 | 165 | 252 ? 158 | 192 | 157 | 145 | 186 N ne
0144 1 Praha VURV 2005 | 162 | 252 | 162 | 1ol 192 | 160 | 136 | 182 . ne
0147 L Praha VURV 2000 165 | 252 | 162 | 158 | 192 | 160 | 144 | 182 N ne
0111 1. Praha VURV 2007 165 252 166 158 192 160 139 184 ] ne
0114 L Praha VORV 2008 | 165 | 252 | 168 | lol 192 | 170 | 148 ? N ne
0121 1. Praha VORV 2000 2 ? ? 161 | 205 [ 160 | 136 ? N ano
0132 1 Praha VURV 2006 | 165 | 252 | 171 10! 192 | 170 | 148 | 182 N ne
0135 1 Praha VURV 2009| 165 | 252 | 166 | 164 | 194 | 160 | 136 | 182 . ne
0140 L Praha VURV 2005 | 165 | 252 | 171 158 | 192 | 157 | 148 | 180 . ne
0176 1. Praha VURV 2006 165 249 166 161 192 100 136 182 [ ] ne
0221 1 Praha VORV 2006 | 165 | 252 | 162 | 158 | 205 | 160 | 148 | 190 . ne
0226 1. Praha VORV 2004 | 162 | 252 | 162 | 1ol 192 | 160 | 136 | 182 . ne
0235 L Praha VURV 2005 | 162 | 252 | 162 | 1ol 192 | 160 | 136 | 182 N ne
0183 1 Praha VORV 2006 | 165 | 254 ? 161 194 | 157 | 139 | 182 . ne
0057 IL. Plzen Hadacka 2000 165 | 252 | 1o4 | 158 | 192 | 160 | 151 182 N ne




0024 11. Plzen Hadacka 2007 165 252 171 158 190 160 148 182 ne
0092 11. Plzei Hadaéka 2007 165 7252 171 161 192 160 148 ? ne
0153 11. Plzen Hadacka 2007 165 252 166 158 192 160 136 182 ne
0110 1. Plzen Hadacka 2006 165 752 171 158 190 160 148 182 ] ne
0065 11. Plzei Hadaéka 20006 165 252 162 161 192 160 145 182 u ne
0482 11. Plzeit Hadaéka 2009 168 252 162 161 201 160 148 182 ne
0483 11. Plzen Hadaéka 2009 165 252 162 161 190 160 136 ? m ne
0489 11. Plzen Hadatka 2009 165 252 166 158 192 160 148 184 ] ne
0180 11. Plzen Hadacka 2006 165 252 162 158 205 160 136 184 [ ne
0002 11. Plzei Hadaéka 20006 162 257 162 155 194 160 148 182 = ne
0189 11. Plzei Hadacka 2007 165 253 162 161 192 170 148 182 ng
0393 11. Plzei Hadaéka 2009 165 252 168 161 ? 160 148 ? = ne
0421 11. Plzen Hadacka 2009 180 252 162 158 192 160 138 184 ] neg
0199 |11 Usti nad Orlici Jehnédi 2007 165 252 171 158 205 160 148 182 ano
0321 |11 Usti nad Orlici Jehnedi 2008 165 252 162 161 192 170 145 ? ne
0324 |11 Usti nad Orlici Jehnédi 2008 165 252 166 155 192 160 148 182 [ ano
0239 | I1I. Usti nad Orlici Kvémna 2007 165 252 162 158 192 160 148 182 m ano
0351 |11L Usti nad Orlici Jehnedi 2008 165 252 162 155 192 160 136 180 = ano
0173 | 111. Usti nad Orlici Kvétna 2007 165 252 162 158 192 160 148 182 ] ano
0174 | 111 Usti nad Orlici Jehnédi 2007 165 248 162 158 194 160 148 182 [ ano
0499 | 111. Usti nad Orlici Vysoké Myto 2009 165 i % 158 ? 7 7 ? [ ne
0502 |11 Usti nad Orlici | Ceské Hefmanovice| 2009 165 252 171 158 192 160 151 182 2 ano
0615 |11 Usti nad Orlici|  Vysoké Myto 2009 165 252 175 158 190 160 148 182 [ ano
0616 | 111. Usti nad Orlici Vysoke Myto 2009 165 252 175 158 190 160 148 182 [ ano
0617 |11 Usti nad Orlici|  Vysoké Myto 2009 165 252 175 158 188 160 148 182 [ ano
0618 | I11. Usti nad Orlici Vysoké Myto 2009 165 252 175 158 190 160 148 182 [ ano
0013 |III. Usti nad Orlici Tisova 2006 165 252 177 158 182 160 148 182 m ne
0020 | 111 Usti nad Orlici Sazava 2007 165 257 162 158 194 160 151 ? ] ne
0023 |III. Usti nad Orlici Tatenice 2007 165 246 168 158 192 160 148 186 m ano
0032 | 111 Usti nad Orlici Domoradice 2004 162 252 162 161 192 160 136 ? ne
0035 |III. Usti nad Orlici Vracovice 2005 165 252 166 161 205 160 148 184 [ ne
0037 |11 Usti nad Orlici|  Usti nad Orlici 2005 168 252 2 158 192 160 145 182 ne
0038 |11I. Usti nad Orlici Jehnedi 2008 165 252 i 155 192 160 148 7 ne
0054 |11 Usti nad Orlici Damnikov 2000 165 252 166 161 192 160 148 184 ne
0078 | 111 Usti nad Orlici Lipova 2007 165 252 179 161 192 160 148 184 ne
0080 | 111. Usti nad Orlici Lipova 2007 165 252 166 158 192 160 136 182 ne
0083 | III. Usti nad Orlici Jehnédi 2007 165 252 171 158 192 160 136 188 ano
0117 |11 Usti nad Orlici Tisova 2007 165 252 166 158 194 170 148 184 ne
0143 |1II. Usti nad Orlici Damnikov 20006 165 252 1606 161 192 160 148 182 ne
0454 | 111 Usti nad Orlici Libchavy 2009 165 257 166 158 192 ? 136 182 N




0464 |111. Usti nad Orlici Jehnédi 2009 165 252 171 161 192 160 148 184 [ ne
0466 | 1. Usti nad Orlici Chocei 2009 165 252 166 158 192 160 148 184 = ano
0469 | 111. Usti nad Orlici Libchavy 2009 165 252 166 155 192 160 148 188 ano
0476 | I11. Usti nad Orlici Jehnédi 2009 165 252 171 161 192 160 148 184 ] /

0316 IV. Kroméfiz ZVUK 2008 168 252 171 161 205 159 150 186 [ ne
0318 IV. Kroméfiz ZVUK 2008 168 252 171 161 205 160 151 186 L] ne
0352 IV. Kroméfiz ZVUK 2008 168 252 171 161 205 160 151 186 [ ] ne
0323 IV. Kroméfiz ZVUK 2008 168 252 168 161 192 160 148 182 ne
0337 IV. Kroméfiz ZVUK 2008 168 252 171 161 192 160 136 184 ] ne
(0338 IV. Kroméfiz ZVUK 2008 168 252 171 161 192 160 136 184 ] ne
0244 IV. Kroméfiz ZVUK 2008 165 252 ? 158 190 160 136 182 ne
0348 IV. Kroméfiz ZVUK 2008 171 252 162 161 205 170 136 182 ne
0354 IV. Kroméfiz ZVUK 2008 168 252 168 161 192 160 148 182 ne
0633 IV. Kroméfiz ZVUK 2009 180 252 162 161 192 160 136 182 ne
1001 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 2406 164 161 205 160 148 182 ne
1002 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 164 161 ? ? ? 2 ano
1003 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 164 161 194 160 138 184 ano
1004 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 164 158 192 170 148 186 ano
1005 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 164 ? 192 160 148 184 ano
1006 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 104 161 192 160 148 182 ne
1007 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 168 252 168 158 192 160 148 182 ano
1008 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 307 164 161 192 160 136 182 ano
1009 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 162 158 192 160 148 182 ano
1010 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 162 161 205 160 152 186 ne
1011 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 162 155 207 170 144 184 ano
1012 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 162 155 192 160 148 182 ano
1013 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 162 261 162 161 192 160 136 182 ] ano
1014 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 168 252 168 161 192 170 150 182 ano
1015 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 168 252 168 155 205 160 148 184 ano
1016 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 168 155 205 160 144 184 ano
1017 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 168 155 192 160 146 182 ano
1018 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 249 162 158 2 & ? ? ano
1019 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 248 162 161 ¥ 160 144 180 ano
1020 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 171 252 171 158 205 160 148 184 ano
1021 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 166 158 207 160 150 182 ano
1022 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 302 162 158 192 170 148 182 ano
1023 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 254 171 158 192 160 144 182 ne
1024 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 252 171 155 192 160 144 182 ne
1025 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 168 252 171 155 192 160 136 184 ano
1026 IV. Kroméfiz Z\"UK 2011 165 252 168 158 192 160 150 182 ne




1027 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 162 161 217 160 148 182 [ ne
1028 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 165 254 166 155 205 160 147 184 ] ano
1029 IV. Kroméfiz ZVUK 2011 171 252 171 1601 205 160 148 182 [ ] ano
1030 IV. Kroméfiz ZIVUK 2011 165 252 166 161 192 160 144 184 [] ano
0164 V. Jihlava Humpolec 2007 171 252 166 158 192 160 148 184 n ano
0439 V. Jihlava Humpolec 2009 171 252 166 158 192 160 148 184 L] ne
0450 V. Jihlava Humpolec 2009 165 252 171 158 192 160 141 182 n ano
1031 V. Jihlava Jihlava 2011 165 252 160 161 192 160 136 182 [] ano
1032 V. Jihlava Jihlava 2011 165 252 162 158 192 160 144 182 ano
1033 V. Jihlava Jihlava 2011 165 252 162 158 192 160 148 182 ano
1034 V. Jihlava Jihlava 2011 165 249 166 155 ? ? ? ? ano
1035 V. Jihlava Jihlava 2011 165 252 162 161 ? ? ? ? [ ] ano
1036 V. Jihlava Jihlava 2011 165 252 162 161 192 160 148 184 ano
1037 V. Jihlava Jihlava 2011 165 252 162 155 188 163 148 180 ] ano
1038 V. Jihlava Jihlava 2011 165 352 160 155 192 160 136 182 [ ] ano
1039 V. Jihlava Jihlava 2011 168 254 162 158 192 160 136 182 [] ano
1040 V. Jihlava Jihlava 2011 168 249 162 158 192 160 148 182 [ ] ano
1041 V. Jihlava Jihlava 2011 165 257 162 161 192 161 147 184 ano
1042 V. Jihlava Jihlava 2011 165 252 166 161 192 160 144 182 ano
1043 V. Jihlava Jihlava 2011 165 252 162 161 192 160 148 186 ano
1044 V. Jihlava Jihlava 2011 168 252 168 155 192 160 136 182 ano
1045 V. Jihlava Jihlava 2011 165 252 162 158 192 160 148 182 ano
1046 V. Jihlava Velké Mezifici 2011 168 252 162 158 ? 170 136 182 ano
1047 V. Jihlava Velké Mezifici 2011 165 252 171 161 217 160 148 184 ano
1048 V. Jihlava Velké Mezifici 2011 165 262 162 161 192 160 148 184 ano
1049 V. Jihlava Velke Mezifiéi 2011 165 252 166 155 192 ? 147 184 ano
1050 V. Jihlava Jihlava 2011 165 248 166 158 205 160 148 182 ano
1051 VI Opava Otice 2011 165 252 162 155 192 160 148 ? ano
1052 VI. Opava Otice 2011 165 252 164 161 217 160 144 186 [ ] ne
1053 VI Opava Otice 2011 168 252 168 161 192 170 136 182 ano
1054 VI. Opava Otice 2011 165 302 164 155 192 160 148 182 [ ] ne
1055 VI. Opava Otice 2011 165 252 171 161 192 160 144 184 [ ne
1056 VI Opava Otice 2011 171 252 168 161 207 160 136 182 ] ne
1057 VI. Opava Otice 2011 165 254 164 1601 192 160 148 182 [ ] ano
1058 VI Opava Otice 2011 171 252 168 161 201 160 148 180 ] ne
1059 VI. Opava Otice 2011 165 252 160 161 192 160 136 184 ne
1060 VI Opava Otice 2011 165 252 162 158 217 170 144 184 ] ne
1061 VL. Opava Stebofice 2011 165 252 162 158 192 160 148 182 ] ne
1062 VI. Opava Stebofice 2011 168 252 162 161 192 170 139 182 ano
1063 VI. Opava Stebofice 2011 165 252 171 158 205 160 136 184 ne




1064 V1. Opava Staborice 2011 168 252 168 158 194 160 148 182 [ ne
1065 V1. Opava Stabofice 2011 165 252 168 158 201 160 147 182 [ ] ne
1066 V1. Opava Staborice 2011 165 252 166 158 201 166 144 182 [ ano
1067 VI. Opava Staborice 2011 165 252 160 155 205 160 148 182 [ ] ne
1068 V1. Opava Opava 2011 165 252 162 155 192 160 144 182 [ ne
1069 VI. Opava Opava 2011 165 252 162 158 192 160 144 182 m ne
1070 V1. Opava Opava 2011 165 307 164 158 192 160 144 182 [ ne
1071 V1. Opava Opava 2011 165 252 162 158 192 160 144 182 m ne
1072 V1. Opava Opava 2011 165 253 171 161 192 160 150 182 [ ne
1073 VI Opava Opava 2011 162 252 164 161 192 160 136 182 u ano
1074 VII. Cheb Hranice 2011 168 252 170 155 192 160 148 182 [ ano
1075 VIL Cheb Hranice 2011 165 254 164 £S5 192 160 148 182 [ ano
1076 VII. Cheb Hranice 2011 165 252 166 158 217 160 148 182 [ ne
1077 VIL Cheb Hazlov 2011 165 252 171 155 192 170 148 184 [ ano
1078 VII. Cheb Hazlov 2011 165 252 162 155 192 160 148 182 ] ne
1079 VIL Cheb Hazlov 2011 165 252 166 158 192 160 148 182 [ ne
1080 VII. Cheb Hazlov 2011 165 252 164 158 192 160 136 182 [ ano
1081 V1L Cheb Hazlov 2011 165 247 164 155 192 160 148 182 [ ne
1082 VII. Cheb Hazlov 2011 168 252 162 158 192 160 136 186 [ ano
1083 V1L Cheb Cheb 2011 165 252 166 155 205 160 148 184 [ ano
1084 VII. Cheb Cheb 2011 162 252 166 155 194 160 148 182 [ ano
1085 VIL Cheb Cheb 2011 168 252 108 161 192 160 148 182 [ ano
1086 VII. Cheb Cheb 2011 168 302 167 158 217 160 148 182 [ ano
1087 VIL Cheb Cheb 2011 165 252 171 155 192 160 144 182 [ ano
1088 VII. Cheb Mytina 2011 165 252 164 161 192 160 136 182 [ ano
1089 VIL Cheb Mytina 2011 165 252 168 155 205 160 136 182 [ ano
1090 VII. Cheb Myvtina 2011 168 252 166 155 192 160 138 182 [ ano
1091 VIL Cheb Mytina 2011 165 252 164 L35 192 170 147 180 [ ano
1092 VII. Cheb Mytina 2011 165 252 164 155 205 160 148 180 [ ano
1093 VIL Cheb Mytina 2011 165 254 164 155 192 160 136 182 m ano
1094 VII. Cheb Sokolov 2011 165 252 164 158 192 160 148 182 [ ne
1095 VIL Cheb Sokolov 2011 165 252 164 161 192 160 148 184 [ ne
1096 VII. Cheb Sokolov 2011 165 252 168 15 194 162 150 180 [ ne

Tabulka 10.4: Seznam vsech pouzitych izolatd spolu daty o sbéru vzorkt a vyslednymi daty. Legenda k barvam v prvnim sloupci:
zelend - opakujici se haplotyp (klon; vyfazeny z analyz do kterych nebyly klony zahrnuty), Seda - izolat vyfazeny z populacni analyzy
(amplifikace u mén¢ nez Ctyf markert), Zluta - izolaty odebrané ze stejné skvrny.
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[_No._[Zeme pivoduTCC 00T AC 0T TNNISERNIN A C 11 [CT 03]
Ind001 Svycarsko 165 194 160 252 184 148
Ind002 Svycarsko 165 192 160 252 182 136
Ind003 Svycarsko 165 192 160 252 164 148
Ind004 Ev';'carsko 162 192 157 252 182 136
Ind005 Svycarsko 165 192 160 252 182 136
Ind006 Svycarsko 162 180 163 252 182 136
Ind007 Svycarsko 165 206 160 252 186 144
Ind008 Svycarsko 1686 194 166 255 182 140
Ind009 Svycarsko 165 192 157 252 184 136
Ind010 Svycarsko 168 186 160 252 184 148
Ind011 Svycarsko 165 206 160 252 184 150
Ind012 Svycarsko 165 206 169 252 154 136
Ind013 Svycarsko 168 204 160 252 182 148
Ind014 Svycarsko 165 192 160 252 180 140
Ind015 Svycarsko 165 192 160 252 184 150
Ind016 | Svycarsko 171 192 160 252 182 148
Ind017 | Svycarsko 165 206 157 252 1582 146
Ind018 Svycarsko 165 192 160 252 182 140
Ind019 Svycarsko 165 192 160 252 182 146
Ind020 Svycarsko 165 192 160 258 186 148
Ind021 Svycarsko 165 192 157 252 182 150
Ind022 Svycarsko 165 192 160 249 182 146
Ind023 Svycarsko 180 206 160 252 182 150
Ind024 | Svycarsko 165 192 160 252 182 136
Ind025 EWcarsko 165 192 160 252 182 150
Ind026 | Svycarsko 165 192 160 258 182 148
Ind027 Svycarsko 162 204 160 252 182 140
Ind028 Svycarsko 165 192 157 252 182 136
Ind029 Svycarsko 165 186 160 252 182 136
Ind030 Svycarsko 165 180 160 252 186 136
Ind031 Svycarsko 165 192 157 252 182 148
Ind032 Svycarsko 165 192 160 252 182 148
Ind033 | Velka britanie | 165 192 160 252 164 148
Ind034 | Velka britanie [ 165 206 160 252 182 152
Ind035 | Velka britanie 165 192 160 252 184 148
Ind036 | Velka britanie 165 192 160 252 182 150
Ind037 | Velkd britdnie [ 165 194 160 252 164 148
Ind038 | Velka britanie | 165 192 160 249 188 138
Ind039 | Velka britanie 165 206 160 252 188 136
Ind040 | Velka britanie 165 192 160 252 182 148
Ind041 |Velkd britdnie [ 165 192 163 246 186 148
Ind042 | Velka britanie [ 165 192 160 252 182 150
Ind043 | Velka britanie 165 232 160 252 182 150
Ind044 | Velka britanie 165 192 160 252 184 118
Ind045 | Velka britanie 165 192 160 252 188 136
Ind046 | Velka britanie | 165 206 160 252 182 150
Ind047 | Velka britanie | 165 192 160 252 1582 150
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Ind048 | Velkd britdnie | 165 192 160 252 182 140 168 161
Ind049 |Velkd britanie | 165 192 160 252 188 136 166 155
Ind050 |Velkd britdnie | 177 192 160 252 184 142 162 158
Ind051 | Velkd britanie| 165 192 160 252 182 150 164 158
Ind052 | Velkd britdnie | 165 192 160 252 184 136 170 158
Ind053 |Velkd britdnie | 168 192 169 252 184 146 166 161
Ind054 | Velkd britdnie | 162 192 160 252 184 148 166 158
Ind055 | Velkd britdnie | 165 192 160 252 182 148 166 155
Ind056 | Velkd britdnie | 165 192 160 252 184 150 162 155
Ind057 | Velkd britdnie | 165 192 160 252 184 150 166 155
Ind058 | Velkd britdnie | 165 192 160 252 182 150 162 158
Ind059 | Velkd britdnie | 168 206 160 252 184 150 166 158
Ind060 | Velka britdnie | 165 192 160 252 184 148 162 161
Ind061 | Velkd britdnie | 165 192 160 252 182 118 162 158
Ind062 | Velkd britanie | 165 192 160 252 182 150 162 155
Ind0G3 | Velkd britdnie | 165 192 160 252 184 150 162 155
Ind064 | Velkd britdnie| 162 192 160 252 184 150 166 155
Ind065 Némecko 195 192 160 252 184 150 164 158
Ind066 | Némecko 162 220 160 252 182 140 164 161
Ind067 | Némecko 165 192 160 252 184 144 162 158
Ind0G8 Némecko 165 192 169 252 186 136 164 158
Ind069 Némecko 183 192 160 252 184 140 176 158
Ind070 Némecko 162 206 160 252 182 146 168 161
Ind071 Némecko 165 192 160 252 182 154 168 158
Ind072 Némecko 192 194 169 252 182 150 164 158
Ind073 Némecko 165 206 160 255 182 148 162 158
Ind074 | Némecko 165 192 160 252 186 136 162 158
Ind075 Némecko 165 192 160 252 184 148 162 158
Ind076 | Némecko 165 192 160 252 182 152 170 155
Ind077 | Némecko 165 208 169 252 182 148 166 161
Ind078 Némecko 165 206 157 252 184 148 168 158
Ind079 Némecko 168 194 160 252 182 148 162 158
Ind080 | Némecko 165 206 160 252 184 148 162 158
Ind081 Némecko 165 190 160 252 184 148 169 158
Ind082 Némecko 165 206 160 252 186 136 170 161
Ind083 Némecko 165 192 160 249 186 148 168 158
Ind084 | Némecko 165 192 160 252 184 140 162 158
Ind085 Némecko 165 192 160 252 184 148 168 161
Ind086 | Némecko 165 192 157 246 184 148 168 158
Ind087 | Némecko 165 192 169 252 182 148 164 158
Ind088 Némecko 165 192 169 252 186 136 164 158
Ind089 Némecko 165 220 160 252 186 148 168 158
Ind090 Némecko 165 192 160 252 184 148 169 158
Ind091 Némecko 165 192 157 255 182 148 162 161
Ind092 Némecko 165 192 160 252 184 148 162 158
Ind093 Némecko 192 192 157 252 184 140 162 161
Ind094 | Némecko 165 192 160 252 182 148 164 158
Ind095 Némecko 162 206 160 246 184 148 168 158
Ind096 | Némecko 162 194 169 252 186 148 162 161

Tabulka 10.5: Data z mikrosatelitni analyzy populaci pochazejicich ze statii zapadni Evropy
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Obrazek 10.1: Pomér jednotlivych pohlavnich typi v jednotlivych lokalitach. Svétla barva-
pohlavni typ MAT 1-1. Tmava barva — pohlavni typ MAT 1-2

Obrazek 10.2: Frekvence vyskytu Qol rezistentnich izolatd v jednotlivych lokalitach
v riznych letech. Tmava barva zna¢i pomér rezistentnich izolati z celkového poctu izolati

v dané lokalité (Cislo nahofe) v daném roce (Cislo dole).
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