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SOUHRN

Blumeria graminis f. sp. hordei, kauzalni agens choroby¢jaene oznéované jako
padli, je obligata biotrofni patogenni houba, jejimuz studiu je vdel® k rozsahu
pusobenych Skod &novdna znéna pozornost. Vyzkum tohoto modelového organismu
v nedavné dob zaznamenal vyrazné gy v podok poziniho klonovani prvnich dvou
geni avirulence azejména projektu celogenomového sekami. Sotiasny pokrok ve
vyzkumu zanifeném na tento ekonomicky vyznamny patogen shrregeetickacast této
diplomové prace. Z uvedenych poznagak vychazi experimentaldast, ktera se zattfuje
na odvozeni genotypovaciho systému schopného itozidaty pochézejici z geograficky
omezeného Uzemi. S vyuzitim dostupnych sekvieh dat byly navrZzeny a testovany
markery zaloZzené na sekvencich mikrosdieltinzetnich mistech transponovatelnych
element, které jsou velmi abundantni s@sti genomu tohoto druhu. Vytemy systém
zahrnujici 16 SSR, 14 SNP a2 ISBP/RIJM markery pgbléze aplikovan na soubor
97 izolati pavodem zCeské republiky, 50 australskych izdlata sbirku 11 izoldt
reprezentujicich stovou populaci padli travnihogaene. Na zakladpouzité sady marker
bylo dosaZzeno uspokojivého rozliSeni studovanyodfati, ¢imz se prokazalo, Zze navrzeny
genotypovaci systémigdstavuje uzity nastroj, ktery Ize uplatnitipanalyze diverzity,
evolwnich vztali a prostorové ¢asové dynamiky izolatna populani Grovni. V gipad
obohaceni provedené analyzy o fenotypova data pogisirulence jednotlivych izolatse
oteviraji dalSi, atraktivni moznosti studia interiakostitele a patogenu v tomto modelovém

systému.



SUMMARY

FungusBlumeria graminis f. sp.hordei, a causal agent of the powdery mildew disease
of barley, is an obligate biotrophic pathogen. Dmu¢he significant yield losses it causes the
pathogen attracts substantial attention of scientitbmmunity worldwide and has become
a model organism. Recently, the research has eelsuita major breakthrough, besides the
successful positional cloning of two avirulence ggnthe whole genome sequencing project
has been launched. The present-day progress iarcbsearried out on this economically
significant pathogen is summarized in the theoattoart of this study. Taking into account
the information provided, the experimental partuges on developing a genotyping system
capable to characterize different isolates whidgimate from geographically limited area.
Available sequence data have been used to dessgh @ molecular markers based on
sequences of microsatellites and insertion sitesraofsposable elements which represent
a very abundant part of the genome. The final ggmog system comprises of 16 SSR,
14 SNP and 2 ISBP/RJM markers which were subselyuapplied on a set of 97 isolates
originating from the Czech Republic, 50 Australianlates and a collection of 11 isolates
representing world population of barley powderydew. Marker set developed in this study
has provided significant resolution of studied aset and thus has proved to be a useful tool
for analysis of diversity and evolutionary relasbips as well as spatial and time dynamics of
isolates on the population level. Being supplenentath additional phenotype data
describing virulences present in individual isadatéhis study might open new and attractive

opportunities of studying host-pathogen relatiopshithis model system.
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1 UVOD

Pred 12 000 lety zagala na Blizkém vychad vyrazna etapa véjinach lidstva,
tzv. Neoliticka revoluce, jejimZz vysledkem byl vknzenedélstvi vedouci postupemiasu
k domestikaci cel&ady plag rostoucich druin rostlin. Mezi nimi zaujaly kliovou pozici
obiloviny, které si nezastupitelnou Ulohu ve vy?itlovéka udrzely dodnes. Vzhledem
k prudkému narstu setové populace, kdmuz dochazi v posledni dgba omezenému
zenedélskému mdnimu fondu pedstavuje zvySeni produkce z@i#iskych plodin hlavni
vyzvu pro Slechtitele addeckou komunitu. Podle Organizace pro hospsldiu spolupraci
arozvoj bude nutné wistich 40 letech zvysit zefuélskou produkci o 60 %, aby byla
uspokojena rostouci poptavka (OECD-FAO Agricultudaitiook, 2013). Nkolik poslednich
desetileti pineslo vyrazny pokrok v technikach molekularni bgie a genomice, dik§emuz
se znané¢ urychlilo a zefektivnilo Sleckhi novych odiid disponujicich ekonomicky
vyhodrgjSimi vlastnostmi. Krord zvySovani vynosu je ztiaa pozornost &novana i snaze
vyhnout se ztratam Agobenym abiotickymi stresovymi faktory a v neposigdd se usiluje
0 ziskani odird rezistentnich &i napadeni patogeny. Interakce hostitele a patogenalice
slozity proces, pochopenichto komplexnich vztahje vSak nezbytnymipdpokladem pro
efektivni ochranu plodin fied nejfizrejSimi infekcemi. Z tohoto wvodu je velmi dlezité

vénovat pozornost i prohlubovani naSich znalostimataych patogenech.

Vieckovytrusa houb®lumeria graminis DC., syn.Erysiphe graminis DC., ktera je
puvodcem choroby oziavané jako padli, je v soasné dob povazovana za Sesty
nejvyznamgjSi houbovy patogen rostlin (Deahal., 2012). Infekce timto druhem igobuje
sniZzeni vynosu obilovin ¥&du desitek procent, proto je nutné neustale wilowzamezeni
jeho Steni. Existuji dva zakladni apoby, jak toho dosahnout, ato aplikace fungicid
a pstovani rezistentnich aitt. Provadna opateni vSak nefunguji dlouhodébrzhledem
k rychlé adaptaci patogenu, diky niz se mohouatixek kratké dok objevit kmeny odolné
vaci fungicidim, pripadré schopné fekonat hostitelskou rezistenci. Proto je studiuhmoto
ekonomicky vyznamného druhu a jeho interakci soobilami stale aktualnim tématem. Diky
znaneé pozornosti, které mu byla v poslednich letestovana, se padli travni stalo modelem

pro studium ostatnich dritpadli a jinych biotrofnich patogén

Tato préce si klade za cil najit markery vhodnémuadekularni charakterizaci izotat
Blumeria graminis (D.C.) Golovin ex Speer f. spordei Em. Marchal, specifické formy padli

travniho parazitujici na ¢eneni setémHordeum vulgare L.), ktery pati objemem produkce



mezi deset celogtové nejvyznamgjSich zemddélskych plodin (FaoStat, 2012). Rain

v ramci Ceské republiky se jedna déldZitou zemdddlskou komoditu, spolaé s p3enici,
fepkou a kuktici se jg€meniadi mezictyti nejrozstensjSi tuzemské plodiny. V fském roce
byla tato obilovina gstovana na rozloze 382 330 ha, caZdstavuje 15 % celkovych
osevnich ploch({esky statisticky fad, 2012). Bylo zji%no, Ze v nasich podminkéach je padli
zodpowdné za 50 % vSech epidemii chorob jarnilionene, u zimniho j@nene tato hodnota
dosahuje 40 % (Dreiseit Jur&ka, 1996, 1997; cit. Dreiseitl, 2011).

Prestoze jiz byla publikovan@ada studii vyuzivajicich molekularni markery pro
studium diverzity a evoltnich vztali v ramci druhuBlumeria graminis, systém marker
schopnych uspokojiv rozliSit blizce pibuzné izolaty pochazejici z jediného hostitelského
druhu dosud navrzen nebyl. Takovéto markery jsouwymsutné pro studium dynamiky
diverzity tohoto patogenu. V sgasné dob se nabizi nové moznosti odvozovani marker

vyuzivajici znalosti sekvence genomu spodes dostupnymi bioinformatickymi nastroji.

Primérni aplikace échto markeit by sp@ivala v rozliSeni jednotlivych izolatna
genetické Urovni a objasni jejich fylogeneze. Vippad nalezeni dostateého pdtu
markefi pokryvajicich cely genom by dale bylo mozné teatayto markery na asociace
s virulencemi charakterizujicimi studované izolafydlouhodobého hlediska se pak nabizi
i dalSi perspektiva. Znalost genetické strukturpyace a dynamiky jejich zin v disledku
odpowdi na kontrolni opaeni by mohla pomociip hledani trvalejSich strategii boje proti
tomuto patogenu. V neposledrd by ziskané poznatky mohly byt aplikovany u dalSich

houbovych patogens podobnou Zivotni strategii.

Vyzkum zangieny na padli travni je do z&re@ miry komplikovan obligatnbiotrofni
povahou tohoto druhu, z niZ plyne nemoznost kutgvaa unilych mediich spojenaigadou
dalSich omezeni zahrnujicich obtizné uchovavaniogického materialu a problematické
ziskavani genomické DNA v dostate&m mnozstvi a kvalit Diky tmto Uskalim #stava

studium padli travniho jako modelového organisnalestelkou vyzvou.



2 SOWASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Padli travni

Padli (angl. powdery mildews) je vSeob&anzsiené ozné&eni pro skupinu strikéh
obligatnich biotrofnich patogén Tato skupina #eckovytrusych hub z taxonomického
hlediska nalezi dédduErysiphales a ¢elediErysiphaceae zahrnujici 13 rodl infikujicich pres
650 drulii jednodloznych a vice nez 9 000 driuldvoudtloZznych rostlin (Schulze-Lefest
Vogel, 2000). O taxonomii a jejim vyvojcetre morfologickych charakteristik zastupééto
skupiny podrob#é pojednavéa Brauet al. (2002). Mezi hostitelesthto patogeh pati mimo
jiné ifada kulturg péstovanych drulkh krytosemennych rostlin (n&pvinna réva, ovocné
stromy, obiloviny, chmel, okrasné rostliny atd.)ejighz napadeni padlim apobi
v celoswtovém nefitku zna&né ekonomické ztraty. Zivotni cyklusichto houbovych
organisni je s vyjimkou dormantnich stadii zcela zavislyzném hostiteli, z jehoz buk
ziskavaji patebné Ziviny. V dsledku obligata biotrofni Zivotni strategie se u zastageéto
celedi vyvinuly specifické a vysoce propracované maeismy, které jim umailiji preziti
v dynamickém systému interakci s jejich hostitBliky pozornosti, ktera jeémto drulim
v dlouhodobém horizontu ¢movana, se padli stalo modelem v zékladnim vyzkumu
zantieném na vztahy mezi hostitelem a patogenem, awndoay komplikacim plynoucim
z nemoznosti kultivovat tyto organismy na &pnweh médiich (Glawe, 2008; Matsuda
et Takamatsu, 2003).

Vzhledem ke klfovému postaveni, které v globalnimeiitku zaujimaji obiloviny
mezi vSemi zerdélskymi plodinami, je padli travniB{umeria graminis DC., syn.Erysiphe
graminis DC.) (Obr. 1, A, B) povazovano za jednu z nejvyzngs8ich patogennich hub
parazitujicich na rostlinAch (Deagt al., 2012). Tato prace je za&bena na konkrétni
hostitelskou formuKorma specialis, f. sp.) tohoto druhu, a tBlumeria graminis DC. Speer
vulgare L.) v Evrog, jeho vyskyt vSak neni geograficky limitovanespbi znané ztraty na
mnoha mistech sta s gihodnym klimatem poskytujicim dostatek srdZzek adwvigoteploty.
Ve druhé polovia 20. stoleti bylo zaznamenano vyrazné r@s8iarealu, vé&mz padli travni
piedstavuje ekonomicky vyznamnéhaidke, a to sirem Kk oblastem se susSim a teplejSim
podnebim. Ktomuto jevu doSlo wisledku rozsahlych zém v zengdélstvi, jako nap.
aplikace zavlaZzovani, zvySené pouZiti dusikatycbjiira pEstovani geneticky uniformnich
kultivarad (Bennett, 1984). Napadenicjgene timto patogenem tie vést ke zrmému
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poklesu vynosu, konkrétni Udaje se vSakizangch publikacich liSi. Yarwood (1957) uvadi

snizeni az 0 42 %.

Obr. 1: Priznaky choroby padli Zgobené infekci patogeneBlumeria graminis DC. na
obilovindch

A) PSenice jednozrnkd<(iticum monococcum L.); B) J&men sety lordeum vulgare L.).

(A: foto autor; B: pevzato z http://www.apsnet.org/edcenter/advancpitéfcultivarmixes/Pages/default.aspx)

2.1.1 Zivotni cyklus a pifibéh infekce

Zivotni cyklus padli travniho seédl na pohlavni a nepohlavni. P@&t$inu roku se
tento patogen rozmnozuje nepohlavni cesttiuni je jedina kolonie schopna vyprodukovat
az 200 000 spor #¢cich se ¥trem na vzdalenosti stovek kilométrPohlavni cyklus je
pozorovan hlavé pred nepiznivymi obdobimi a struktury, které fip ném vznikaji,
zaji¥'uji patogenu feziti. Tato houba je poétsinu svého Zivotniho cyklu haploidni pouze
s vyjimkou kratké diploidni faze¢hem pohlavniho rozmnozZovani (Jgrgensen, 1994; Zhang
et al., 2005).

Nepohlavni cyklus je zahajen inokulaci listu nacéylo hostitele konidii a jejim
klicenim (Obr. 2, A). Rychlost Kiéni je ovliviéna vrgjSimi faktory, vhodna teplota, &lo
a absence vody tento proces urychluji. Nezbytnyedmokladem kéeni je fyzicky kontakt
s povrchem hostitele. em jedné hodiny dochazi ke tvénwriméarni kitici hyfy, ta
v prab¢hu dalSich #kolika hodin vyvolava vznik apresorialni &i€i hyfy, ktera se posléze
diferencuje v apresorium. Jedna se o tergiu hakovitou strukturu zak&nou penetaimi
vybéZzky, které pomoci enzymatické aktivity a mechanigiedetrace pronikaji epidermalni
buré¢nou stnou hostitele. Uvnit hostitelské bikky houba vytvBi haustorium vzniklé

zwétSenim  penettmiho vylezku ajeho obklopenim modifikovanou plazmatickou
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membranou hostitele fgs kterou patogen absorbuje zZiviny (Obr. 2, B,Rdté jsou tvieny
sekundarni hyfy, které se prodluzuji &w, vznikaji taktéz dalSi haustoria, jichzibeme

v jediné epidermalni kice hostitele nalézt az 50. Po 3 — 4 dnech je nachaMisti jasre
patrné bilé mycelium a kolonie &aa produkovat nové spory pomoci nepohlavniho
rozmnozovani. Z vegetativnich hyf se vyfivkonidiofory (Obr. 2, D) zakafené ifetzci
postupr dozravajicich a uvaljicich se konidii, které obsahuji velké mnoZstody, coz
pravdEpodobré prispiva ke schopnosti kit v jeji negitomnosti (Glawe, 2008; Jgrgensen,
1994; Yarwood, 1957; Zhareg al., 2005).

Obr. 2: Morfologie druhuBlumeria graminis DC.

A) Kligici konidie (primarni kifici hyfa je ozn&ena Sipkou, apresorialni &ici hyfa hwzdickou); B) Haustoria
uvnitt epidermélnich butk hostitele; C) Detail haustoria; D) Konidioforyetszci konidii.
(Prevzato ze Spangt al., 2010; http://www.blugen.org)

Pohlavé vzniklé spory jsou produkovany v plodnicich typmasmothecia, které se
vytvari na starnoucich listech (Zhaegal., 2005). Z vijSi vrstvy plodnic vyistaji vylEzky,
tzv. apendixy, jejichz tvar je charakteristickymakem umo#ujicim rozliSeni#iznych druli
padli. Pohlavni rozmnozZovani je zahajeno tvorbounejangii, ato saéich anteridii
a saméich askogonii, mezi nimiz dochazi ke vzijemnémyp@eni cytoplazem, tzv.

plazmogamii, po niZ nsledujéemos jadra z anteridia do askogonia. Tento proeds ke
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vzniku dvoujaderné hiky, ze které pak &denim vznikéd vecko (askus), vémZ dochéazi ke
karyogamii a meiéze. Vysledkem je vznik haploidn&skospor (Braumt al., 2002; Glawe,
2008). Kompletni Zivotni cyklus padli travniho jeepled znazorgn na Obr. 3.

Obr. 3: Zivotni cyklus druhuBlumeria graminis DC.

Nepohlavni cyklus 1 — kliici konidie na povrchu listu; 2, 4 — konidiofonkanidiemi; 5 — oddlené konidie
ptipravené k eni.Pohlavni cyklus 1 — klici askospory; 3 — detail haustoria; 6 — askogonitim anteridium;
8 — tvorba askokarpu; 9, 10 — plodnice typu chabemd&; 11 — askus obsahujici haploidni akospory: ¥@Iné
askospory.

(Prevzato z http://www.scritube.com/biologie/botanB@LILE-GRAULUI1211191616.php)
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Vzhledem ke své obligatnbiotrofni povaze musi byt padli travni schopnditym
zpisobem pezit obdobi, kdy neni k dispozici tkédachylného hostitele. Jak jiz bylo zrého
vySe, patogen fite geckat nepiznivé podminky ve form odolnych chasmothecii. Tato
moznost p nasledném kéeni na novych hostitelich zvySuje Sance tfezpi diky tomu, Ze
uvolnéné askospory nesou maximalni genetickou variabilidhoto organismu. Popsana
strategie se vyvinula jako prostlek pro peziti horkého a suchého léta v oblasiv@du
obilovin, ale v sotasnosti funguje ijako idealni systéem u zeuiskych plodin po celém
swité. DalSi variantou jefieckani nepiznivych podminek ve fortnmycelia na getrvavajicich
listech hostitele nebo na dormantnich pupenechn&l2008; Wolfe, 1984).

2.1.2 Disledky infekce a faktory ovliviujici rozsah Skod

Mira vyskytu Bgh na j@meni se nize do znané miry liSit v zavislosti na konkrétni
sezO® a pistované odrdé. K vyrazrejSimu Steni infekce dochazi na sklonku jara az ¥,lét
ato nezavisle na tom, zda se jednacmgn ozimy,¢i jarni. Napadeni timto patogenem
zpiusobuje znatelny pokles vynosu, jehoZegmou podstatu lze objasnit na zaklad
experimeni porovnavajicichirst zdravych a infikovanych rostlin. Infekce postjguychle,
Ctyfi tydny po inokulaci bylo zaznamenéno postizen®@@ovrchu lish a pd&et vyhori na
rostlinu byl oproti kontrole snizen. Krammensiho p&u vyhori padli také negativn
ovlivnilo jejich vzrist v pozdjSich fazich infekce. V jibéhu dalSich ii tydni byl jasre
patrny velikostni rozdil napadenych a zdravych wyhovtomto stadiu také zapalo
predtasné odumirani starSich, vé&si mie napadenych ligt Dale bylo prokadzano snizeni
celkové suché hmoty wvidledku infekce, a to 2,5krat. Tento efekt bitkvapiv vyrazreji
patrny u kéenmi nez u list. Dasledkem snizeni @tu a velikosti vyhonf bylo i odpovidajici
zmensSeni celkové plochy listavSak fisobenim patogenu doslo i ke @mi jejich struktury
snizujici mnoZstvi suché hmoty na %nstejny trend byl pozorovan i wipads koreni.
Uvedené zriny se naslednodrazely ve snizené produkci kiadoprovazené jejich mensi
velikosti v porovnani s kontrolnimi rostlinami. €ely pokles vynosu iffmo souvisi se
zmenSenim plochy asimilujicich a absorbujicich plavrrostliny a s nizSi produkci suché

hmoty na jednotku plochy listu (Last, 1962).

Rozsah Skod, které padli travniispbi, je ovliveén riznymi faktory, mezi &
v neposlednitad® pati i podminky prosedi. Rostliny pstované g mirnych teplotach

a stedni intenzi swtla spolu s dostateou vzdusnou vihkosti, zalivkou a obsahem dusiku

-14 -



v pidé jsou vice nachylné i¢i infekci nez rostliny vystavené vigschu svého iistu
negiznivym podminkam jesobicim zpewvni jejich tkani, které nasledrzdi fist patogenu.
Toto spolu@sobeni environmentalnich fakioje dlouhodobé a kratké vykyvy gasi na g
nemaji vliv. VrEjSi podminky vSak mohou finéh infekce modifikovat i svym vlivem na

expresi gefi podilejicich se na vzniku rezistence (Tapke, 1953)

2.1.3 Evoldni vztahy a diverzita v ramci druhu Blumeria graminis

Diky velice uzké hostitelské specializaci, ke ktatéchazi v dsledku adaptace
patogenu na dity hostitelsky druh, Ize padli travni dalelitt na osm hostitelskych forem
(Formae speciales, ff. spp.), z nichz neptSi vyznam proclovéka maji Blumeria graminis
ff. spp. hordei, tritici, secalis aavenae parazitujici na obilovinach. Zbylé&yii hostitelské
formy se vyskytuji na planrostoucich travach (Wyarel Brown, 2003). Specializace na
jediny hostitelsky rod vSak neplati absotutiEshedet Wahl (1970) prokazali, Ze spektrum
potencialnich hostitélu izraelskych populaci je vyraz§irsi. Do této geografické oblasti je
fazeno centrum gvodu a diverzifikace if@dki dneSnich obilovin, coZz nazhge moZznost

spole&né evoluce tohoto patogenu a jeho hostitel

Hostitelska specializace jetfimzenym disledkem adaptace druhu na obligatn
biotrofni zpisob Zivota. V fipact dlouhodobé asociaceditého hostitele a patogenu mohlo
dojit k oboustranné izolaci danych populaci veddkgejich kospeciaci. Pokud je tento
piedpoklad v pipadt padli travniho pravdivy, genetické vzdalenosti mginotlivymi
hostitelskymi formami by gly byt ve vzdjemné korelaci s genetickymi vzdalénoanezi
jejich hostiteli (Matsudaet Takamatsu, 2003). Zacélem owteni platnosti této hypotézy
vzniklo rekolik studii usilujicich o objasmi fylogenetickych vztalh mezi jednotlivymi
hostitelskymi formami. Krom toho byla publikovana iceléada praci zabyvajicich se
studiem variability v ramci échto forem. Dostupné publikace Ize reld podle typu
pouzitych market. Nejdéle pouzivanou skupinou jsou markery zalozenéenotypu, z nichz
ma v fFipadt tohoto patogenu nejtdi vyznam analyza virulenci a citlivosti kznym typim
fungicidi. Tyto charakteristiky rly diive nezastupitelny vyznam pro rozliSeni jednotlivyc
izolati, populaci ataké pro evai studie, jejich Uskalim je vSak jejich omezenygip
narainé vyhodnocovani a zavislost naj@ich podminkach. Kroetoho jsou tyto vlastnosti
trvale pod silnym sela@kim tlakem a podléhaji tedy neustalému vyvoji (MoDett et al.,

1994). ZvySenou pozornost proto zasluhuji dalsf gkupiny markear, ato biochemické
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markery zaloZzené na analyze isoZym molekularni markeryerpajici z pirozerg se
vyskytujiciho polymorfismu v sekvenci DNA. Uvedetdi#eni bylo grevzato od Kumaraet al.
(2009). Pouziti wznych tymi marketfi pro analyzu variability v populacich rostlinnych
patogerti shrnuji McDermotet McDonald (1993).

2.1.3.1 Studie zaloZené na analyze isoz§m

Isozymy byly mivodre definovany jako izné varianty téhoz enzymu, které maji
stejnou nebo podobnou funkci a nachazi se v témgansmu. Jejich vyznam dramaticky
vzrostl po objevu genetické podstaty jejich polyfisonu umoujicim novy pohled na
popula&ni genetiku, evolkni procesy a fylogenetické vztahy (Stebbins, 19B®rzymy sdileji
spoleny substrat, vznikly vSak jako produktyznych gef, pripadré raiznych alel téhoz genu
(v tomto gipadt se pro & pouzivd ozn&ni allozymy). Jejich polymorfismus je mozné
detekovat na zaklad rizné elektroforetické mobility, technikami analyzgozymi se
podrobré zabyvaji Wendelet Weeden (1989). Vyhodou tohoto typu martkge jejich
kodominantni charakter spolu s relathenadnou a cené\nenargnou analyzou. Mezi hlavni
nevyhody pak p&t omezeny p&et vhodnych isozymovych loktisy genomu, nizsi variabilita

a potebacerstvého biologického materialu (Weisietcal., 2005).

Markery zaloZzené na polymorfismu mezi isozymy geedicky barvenymi proteiny
ve své praci vyuzili Koclet Kéhler (1990). Pro kazdou z hodnocenych hostifelskiorem
(Blumeria graminis ff. spp. hordel, avenae, secalis atritici) byl zvolen pevazujici genotyp
definovany 131 iznymi isozymy a 93 proteiny. Na zaktadozdili mezi €mito genotypy
byla zjiS€na nejvyssi homologie meBlumeria graminis f. sp. tritici asecalis. S timto
vysledkem korespondovalo i porovnani hostitelskydruhi Triticum aestivum aSecale
cereale. K dosazeni signifikantni korelace vedlo také semi rozdii mezi ostatnimi
hostitelskymi formami a jejich hostitelskymi druhy.ramci kazdé hostitelské formy byla

detekovana pouze velmi nizka urawariability.

Na ziskané vysledky aufonavazali dalSi studii blize za&enou na diverzitu,
popula&ni strukturu a migraci v evropské populaci Bggelkem 280 izoldt z celé Evropy
bylo podrobeno analyze virulenci testovanim nareifeia@nich odfidach j€mene nesoucich
raizné geny rezistence a na zakladssledki byly izolaty rozéleny na 90 patotyp Ke
zjisteni  diverzity bylo ot vyuzZito isozyni separovanych elektroforézou

v polyakrylamidovém gelu (PAGE) a nespecifickych oteimi rozclenych pomoci
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isoelektrické fokusace. Pouze u 7,5 % z celkovéb&iupstudovanych izolét byl nalezen
polymorfismus, Zadny izolat se odepazujiciho genotypu neliSil ve vice nez jednom
isozymu. Nasledh provedena asociai studie geth virulence aisozyrn odhalila
22 divergentnich izol&tmezi 17 patotypy. NejvySSi pet divergentnich izolétbyl zjistn
mezi vzorky pochazejicimi z ltalie a Rakouska, ah@i byla zarowe odhalena nizsi
komplexita virulenci, zatimco populace pochézejiei severozapadni Evropy byly velmi
homogenni pravipodobrg v disledku misobeni selekce a genetického driftu (Koch
et Kohler, 1991).

2.1.3.2 Studie zaloZzené na DNA markerech

DNA markery oproti isozyriim disponuji celodadou vyhodnych viastnosti. DNA Ize
snhadno ziskat i z malého mnozstvi biologického r@tepochazejiciho z libovolné vyvojove
faze studovaného organismu a poskytuje Siroky zgholymorfismu vyuzitelného pro
odvozovani markeér jejichz obrovskou vyhodou je nezavislost n&j§im prostedi. Prvni
generace DNA markér byla zaloZzena naurné délce fragmefitvzniklych restriknim
Stpenim (Restriction Fragment Length Polymorphisml Rk jejichZ detekci se vyuZzivala
hybridizace se zranou sondou. Tato technika vSak byla pracna, zdlaha v pipac
pouziti radioaktivé zna&enych sond i problematicka.rédbomem byl objev polymerdzoveé
fettzové reakce (PCR; Mullist al., 1986), ktery odstartoval vznik celedy novych metod
analyzy polymorfismu, jejichz spaleym rysem je extrén#n citliva arychlain vitro
amplifikace utitého Useku genomické DNA. Siroké spektrum znamywhi market
zalozenych na PCR detailpopisuje a srovnava Kuma al. (2009). Nej¢tSi mnozstvi
informace poskytuje deni DNA sekvence u porovnavanych jedinegmoziujici odhaleni
jednonukleotidovych polymorfisin (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)#i& hojré
vyuZivané Sangerovo sekvenovani (Sanget.e1977) je dnes nahrazovano dynamicky se
rozvijejicimi sekvenaimi technologiemi nové generace (Next Generati@gu8ncing,
NGS). Principy a aplikace nejvyznaggich z €chto technik shrnuje Metzker (2010).

Brown et al. (1990) vyuzili RFLP markér k analyze DNA polymorfismu mezi
97 testovanymi izolaty Bgh sesbiranymi v okoli Caiade (UK), jejich cilem bylo objasmi
popul&ni struktury tohoto patogenu a dale porovnani zigéla vysledk s fenotypovymi
znaky €chto izolati. Tato studie odhalila vysoky stupéliverzity v RFLP markerech mezi

zkoumanymi izolaty. Uiité skupiny izolal vSak vykazovaly velmi podobné RFLP profily
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a byla u nich nalezena i shoda ve virulencich, ogize byt vysétleno jejich klonalnim
pavodem z jediné linie. Naopak izolaty vyzmgici se stejnym fenotypem rezistenc&iv
fungicidu triadimenolu vykazovaly rozdilny RFLP fita rozdilné virulence. Toto zjighi
nazn#uje, ze rezistence k danému fungicidu se mohlanouti nezavisle uiznych izolat
pusobenim selainiho tlaku. Na zékladdosazenych vysledknebyla nalezena Zzadna asociace

RFLP markeru s virulenci nebo rezistenci k fungicid

Na RFLP je zaloZena i studie, kterou publikovalri€ifanseret Giese (1990). Autd
identifikovali 31 RFLP markei, které vyuzili pro analyzu vazby stplokusy zodpo¥dnymi
za virulence. Pomoci odvozenych matkbylo vSak mozné provést i charakterizadmych
izolati Bgh.

Damgaard et Giese (1996) pozg aplikovali RFLP data k odhadu genetické
variability Bgh ve tech lokalnich populacichipodem z Dansku, analyza byla provedena na
zaklad polymorfismu ve ¢tyiech jednolokusovych RFLP markerech. Variabilita abyl
sledovana pouze mezi izolaty, které nebyly klor@riivodu a nesly tedy rozdilné genotypy
virulenci. Jako parametry popisujici variabilitu ezdbyly zvoleny geneticka diverzita
a efektivni velikost populace, kterou Ize vyjiagako funkci muténi frekvence. Tato hodnota
byla ugena jako 10 mutaci na bazi a generaci. Mezi studovanymi pamuta vzajems
odclenymi geografickou vzdalenosti fadech stovek kilomeir nebyly odhaleny Zadné
znamky genetické diferenciace, ato prgpabobrg v disledku kontinualé probihajici

migrace, ktera pottauje vliv genetického driftu.

Ve studii zandiené na poputai biologii Bgh v mezinarodnim &hitku, kterou
publikovali Wolfe et al. (1992), se objevuje nova generace DNA markaaloZzenych na
PCR. Rednttem zamu byly izolaty sesbirané iznych castech Evropy, které byly
podrobeny analyze nackolika arovnich. Spolu s testovanim virulenci bydeedovana
rezistence izoldt viaci triadimenolu a dale byla u vzarkprovedena analyza deseliznych
DNA lokusi pomoci polymorfismu mezi nahogiramplifikovanymi fragmenty (Random
Amplified Polymorphic DNA, RAPD). Na zakl&déchto charakteristik byla popsana vysoka

variabilita v celoevropském &titku, ale i v ramci jednotlivych lokalit.

McDermottet McDonald (1993) se v podobrkoncipované studii pokousSeli objasnit
¢lereéni evropské populace Bgh pomoci 580 izblatiznych regionalnich populaci, u nichz
byl sledovan polymorfismus v 11 lokusech viruleackl RAPD markerech.
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Aplikaci DNA markefi zaloZenych na PCR u Bgh popisuji i McDernebtél. (1994).
Pro zhodnoceni genetické variability mezi 16 izplddchazejicimi ziiznych oblasti Evropy
a mezi 48 izolaty ziskanymi odchytem v jediné lakabylo opt vyuzito RAPD markat.
Vybrané RAPD fragmenty byly dalegvedeny na vyhodysi typ market, ktery je zaloZen
na amplifikované oblasti charakterizované sekvef@#quence Characterized Amplified
Region, SCAR). Délkovy polymorfismus jednoho z takiskanych SCAR markierbyl na
zaklad sekvenovani vysilen pitomnosti 4zného pétu kopii tandemo¥ se opakujiciho
DNA motivu (Variable Number of Tandem Repeats, VNTRa lokalni trovni byla odhalena
niz8i mira polymorfismu nez mezi izolaty tznych ¢asti Evropy. Vysledky genetické
analyzy byly posléze porovnany s daty popisujiciggografickou distribuci virulenci
a rezistenci k fungicitim. U pouzitych markér bylo prokdzano, Ze segreguji v populaci

specifickych hybrid.

Charakterizaci izolét Bgh pomoci RAPD markérjako doplini k analyze jejich
virulenci uplatnil ve své studii i Newtoet al. (1998), tato prace uvadi zisk vysoce
reprodukovatelnych a polymorfnich RAPD profil Testovani korelace pouzitych RAPD
markefi a studovanych virulenci vSak nevedlo kkaznému vysledku. Autbozde navrhuji
uplatréni polymorfismu zaloZzeného nasgenych amplifikovanych fragmentech (Amplified
Fragment Length Polymorphism, AFLP) jako vh&8h alternativu pro nalezeni marker

nachazejicich se ve vazb virulencemi.

Pozdji publikované prace se zatiovaly téngr vyhradre na analyzu evoliné
vzdalenych izolat z miznych hostitelskych drdh Wyand et Brown (2003) se zabyvali
otdzkou koevoluce mezi patogeny a jejich hostitsichazeli pi tom z fylogenetické analyzy
¢ty hostitelskych forem padli travnihd@lgmeria graminis f. sp. tritici, secalis, hordei
aavenae) zalozené na polymorfismu v sekvencich genu kéthgi 3-tubulin a oblasti
nachazejicich se mezi geny pro ribozomalni RNAe(mal Transcribed Spacer, ITS).
Sekvence genu pro B-tubulin vykazovaly vyrazé&sSi miru divergence a vyS&&tnost mutaci
nez ITS oblasti, které byly u izotatéze hostitelské formy zcela uniformni a jejiclu¥ii pro
fylogenetické studie u blizcetripuznych taxonomickych skupin je proto velmi omeZzen
Dendrogramy vytviené na zaklagddat ziskanych analyzou 63 testovanych iZolaznych
hostitelskych forem pochazejicich z Evropy, Asi8exerni Ameriky zobrazovaly rodeéni
izolath do skupin podle jejich hostitelského rodu. Stejako v gipact studie Kochaet
Kohlera (1990) byla zjigha nejvysSi mira homologie mezi Bgici asecalis, to mize

nazngovat jejich teprve nedavnou divergenci. Ziskanéledlsy byly posléze potvrzeny
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i provedenou AFLP analyzou, avSak teorii koevolws® prokazat nepotlkp, protoze
fylogenetické vztahy mezi hostitelskymi formami padravniho nebyly kongruentni
s fylogenezi uvnit podieledi Pooideae sdruZujici jejich hostitelské druhy. AFLP dataedal
poukazovala na népomnost korelace mezi geografickymi a genetickyadalenostmi, coz
je vsouladu s vysledky, které publikovali Damga&tdGiese (1996). Divergence mezi
hostitelskymi formami tohoto patogenu byla datovdaabdobi ped 14 000 lety.

DalSi studie zabyvajici se obj&sim fylogenetickym vztal v ramci padli travniho
vychazela z polymorfismtityi riznych oblasti DNA, a to genu koédujiciho chitin $yagu 1,
genu pro B-tubulin, 28S ribozomalni DNA (rDNA) eSTInumaet al., 2007). Stej& jako
v predchazejicim ffjpack bylo i zde prokazano, ze sekvence kédujici prgt@ou diky své
diverzitt (prevazre v oblastech introi) pro poteby fylogenetické analyzy vho#si nez
relativne uniformni ITS oblasti, respektive rDNA. Studovaizélaty sesbirané z obilovin
a plarg rostoucich trav viznych lokalitdch po celém &¢ byly na zaklad vysledki analyzy
uvedenych DNA sekvenci réierény do deviti iznych skupin, izolaty z téhoz hostitelského
rodu patily do téZze skupiny s vyjimkouipdstavovanou rodlyolium aBromus, u nichz doslo
k rozcEleni izolati do vice skupin. Dosazené vysledky poukazovaly liekdu pribuznost
izolath pochéazejicich z pSenice a Zita spodes izolaty z roduAgropyron. Kromg¢ sestaveni
fylogeneze bylo cilem této prace také odhadnoutetightou diverzitu druhuBlumeria
graminis a odvodit evoltni vztahy mezi timto druhem a jeho hostitely. Teospoleéné
speciace mezi padli travnim ajeho hostitelskymuhgr vtéto studii stefh jako
u predchéazejici prace Wyandet Browna (2003) nebyla potvrzena. Dosazené vysledky
nazngovaly, Ze Bhem evoluce patogenu mohlo opakavadojit k jeho adaptaci na
fylogeneticky odliSného hostitele. Adtaldale vyuzili ITS oblasti jako molekularnich hodin
pro vypaet doby divergence izokatz pSenice a jamene. Oddeni ®chto skupin bylo
datovano do doby ipd 4,6 miliony let, tedy az 6,4 miliGnlet po divergenci jejich
hostitelskych rod (Inuma et al., 2007). Tato hodnota se p&m¢ vyrazré odliSuje od
hodnoty, kterou vypeetli Takamatsuet Matsuda (2004) s vyuZzitim molekularnich hodin
zaloZenych na 28S rDNA. Podle jejich odhadu dosttivergenci hostitelskych foremnitici

ahordei jiz pred 10 miliony let.

Na datovani doby divergend®umeria graminis f. sp. hordel atritici se zansfili
i Oberhaensliet al. (2011). Jejich studie jako prvni vyuZila k odhaewolwinich vztali
u padli travniho nekddujici mezigenové sekvende, &etre transponovatelnych elemént

(TE). Na zaklad analyzy dvou iznych lokus ziskanych z BAC kloi Blumeria graminis
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f. sp. tritici (Bgt) bylo ugeno, Ze k odéleni danych hostitelskych forem doSléegd 10
miliony let, tedy ve stejné débkterou odhadovali TakamatstiMatsuda (2004). Zjighy

cas divergence podporuje navrzeny model koevolueektéré doslo dhem relative kratké

doby po oddleni hostitelskych rotl tedy pSenice agdenene. Bhem tohoto fechodného
obdobi byl pravépodobr tentyZ patogen schopeimst na obou hostitelich.

Za elem shrnuti vS8ech do té doby ziskanych poZndfikajicich se evoluce
a fylogeneze druhilumeria graminis byla zformulovana teorie, podle nizuge evoluce
vztahu hostitele a patogenu pébhout mnoha potencialnimi cestami, a to od nahlénym
hostitele vedouci k blizcetipuznym parazitm infikujicim vzdalené hostitelské druhy az po
zmeénu hostitele Bhem dlouhodobé vzajemné koevoluce. Kemi nefasgjSich cest, jimiz se
evoluce tohoto systému ubira, by bylo nutné prodésfi studie na SirSim spektru patoigen
a jejich hostitel (Oberhaensit al., 2011).

2.1.4 Genom

Vzhledem k velké pozornosti, ktera je tomuto modéfou patogennimu organismu
dlouhodol vénovana, jsou v s@asné dob k dispozici pondrné rozsahlé poznatky tykajici
se struktury jeho genomu, na jejichz prohlubovamidgéle intenzivé pracuje (Spantet
Panstruga, 2012). Tato kapitola shrnuje dosud koxdiné prace, jejichz vysledkyigpsly

k sowtasnému pokroku v dané oblasti.

Chromosomy nachazejici se vij@dpadli travniho jsou velmi malé a obtizn
barvitelné tradinimi cytologickymi metodami, coziedstavuje znmou komplikaci pro
stanoveni jejich fesného pé&u pomoci swtelné mikroskopie. S jejim vyuZzitim byla
minimalni haploidni sestava chromosioodhadnuta na n = 7, pozorované chromosomy bylo
mozné rozdlit do tti velikostnich skupin. Separace vysokomolekularNiADz Bgh pomoci
inverzni gelové elektroforézy (Field Inversion GElecrophoresis, FIGE) doprovazena
hybridizatnimi  experimenty odhalila kro&n chromosomélni DNA také ffgomnost
mitochondrialni DNA a extrachromosomalni plasmiddvBIA o délce 9 kbp. Kombinaci
dvou vySe popsanych technik bylo¢emo, Ze haploidni genom Bgh obsahui yelmi
malych (0,2 — 0,8 Mbp) a minimarmva \&tSi chromosomy (Borbyet al., 1992).

Nalezené extrachromosomalni DNA typu plasmidu déebiénovali Gieseet al.
(1990). Ritomnost plasmidu v mitochondriich Bgh byla 2zjitsa pouze u poloviny

studovanych izoldét zcehoz Ize usuzovat, Ze se nejedna o strukturu nutrngsaziti. Jeho
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vyskyt byl ¢etny zejména u izolat pochézejicich z Evropy, nebyla vSak odhalena Zadna
korelace mezifitomnosti této DNA a virulencemi izotat

Vyznamnym cilenrady studii bylo a stale je ziskani podrgBich informaci o DNA
obsazené ve chromosomech tohoto obligatniho batréflavni pekadzkou B studiu
organizace genomu Vv poddHistribuce dlezitych gei vSak byl nedostatek znakkteré by
bylo mozné snadno vyhodnocovat, v minulosti bylgdsivany tér& vyhradr® znaky
souvisejici s virulenci a rezistenciicv fungicidaim. O’Dell et al. (1989) poprvé popisuji
organizaci repetitivnich sekvenci v genomu padiiviitho. ZjiSény obsah rozptylenych
repetic byl vyraza vyssi nez v fipad genomi jinych veckovytrusych hub, které byly do té
doby charakterizovany. Déle bylo prokadzano, Ze nemtifikovanymi repeticemi existuji
vyrazné délkové rozdily,ckteré dosahovaly délky az ti§ibp. Zn&né rozdily v organizaci
repetitivnich sekvenci eukaryotnich geriofme vyswtlit jejich rychlou evoluci v dsledku
pusobenitady proces, mezi ®Z pati nerovnordrny crossing over, delece, transpozice
a konverze. Na zakladdosazenych vysledkautai navrhli vyuziti vysokého obsahu repetic
u padli travniho ke snadné detekci genetickéhonpotiismu pomoci gpeni restriknimi

endonukleasami a nasledné hybridizace se sondarozedymi z repetitivnich sekvenci.

Ve snaze blize nahlédnout do struktury genomu todathu byly z jeho genomické
DNA opakovag vytvareny knihovny dlouhych inzert Kosmidova knihovna zhotovena
Rasmussenenet al. (1993) poskytla dalSi informace o organizaci aaki@ru repetitivni
DNA v genomu Bgh. Byly identifikovanyiit rodiny negibuznych repetitivnich element
ozna&ené jako EGH1, EGH20 a EGH24, z nichZz u posledninamé byla zaznamenana
nejvyssicetnost vyskytu, podle odhadu tato rodinaftvainimalrg 5 % genomu. Analyzou
sekvence EGH24 byla odhalendtpmnost znak typickych pro kratké rozptylené elementy
(Short Interspersed Nuclear Element, SINE) sakteré maji schopnostigise v genomu
procesem retrotranspozice. Rodina EGH24 se tak gtainim znamym ifjpadem vyskytu
SINEs u vlaknitych hub. Tento element byl nalezevazrié v hypomethylovanych oblastech
genomu, coZ nazmaje moznost jeho inzerce do aktivnich gierutoii zde vyslovuji
hypotézu, podle niz @ie integrace TE do kodujicich nebo promotorovychasib geri
zapojenych do patogenity spolu s nerovBomim crossing overem mezi retroelementy
vedoucim k reorganizaci genomurigpivat k evoluci novych patotyp a zvySovat tak

adapténi potencial tohoto patogenu.

Borbye et Giese (1994) fpravili z vysokomolekularni genomické DNA padli

travniho j€émene knihovnu dlouhych insértvyuzivajici jako vektor umié kvasinkové
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chromosomy (Yeast Artificial Chromosome, YAC). Kaima s piimérnou délkou insertu
220 kbp poskytovala deset ekvivakenbhaploidniho genomu ak jeji charakterizaci byly
vyuzity vicekopiové RFLP markery spolu se SINE edatem specifickym pro Bgh. YAC
knihovna byla fgvodre navrzena jako prosdek umoi#ujici pozeni klonovani, pozgi vSak
obecré prevladlo pouziti knihoven DNA klonovanych ve vektd&C (Bacterial Artificial
Chromosome, BAC). Tento systém v porovnani s YA®Gizigadu vyhod, mezi & pati
snadrjSi manipulace s BAC klony a zejména pak jejichbiéta a absence chimérismu.
Z téchto divoda byla posléze zhotovena ranBAC knihovna Bgh (Pedersenal., 2002a)
charakterizovana pmérnou délkou insertu 41 kbp téiei odhademit ekvivalenty genomu,
jehoz velikost byla odhadnuta na 100 — 160 Mbp. Kimaci s pedchozi zmignou YAC
knihovnou bylo ziskano vySSi pokryti uniogici sestaveni kontig které byly nasledn
vyuzity pro mikrosynténni studie. Sekvenovani KomAC kloni (BAC-End Sequencing,
BES) vS8ak odhalilo vysoky obsah repetitivni DNAgfé& tvorbu konti§g komplikuje. Pro
identifikaci prekryvi byly s nejétSim Usgchem pouZity jednokopiové sekvence ziskané
z cDNA kloni (Expressed Sequence Tags, ESTs), diky nimZ sdijmsdastavit dva kontigy
obsahuijici geny avirulence. Tyto kontigy byly néskeukotveny na jiz existujici genetickou

mapu (Pedersest al., 2002b), coz otéelo cestu pro pozni klonovani gefh avirulence.

DalSim gristupem soustdicim se na kdédujici oblasti genomu byla iderdifék gef
pomoci analyzy ESTs (Thomaisal., 2001). Sekvence ziskané ze dvou cDNA knihoven Bg
byly pouzity pro porovnani genové exprese ¥ikich konidiich a konidiich nachazejicich se
v klidovém stadiu. Ze vSech dostupnych sekvencod lp@dstaveno celkem 1 669 unikétnich
klond, u nichz byla nasledrhleddna homologie s jiz zndmymi geny. Na zakl#to analyzy
pak byla odhadovana mozna funkce igexprimovanych u padli travniho. Polovina vSech
kloni vSak nevykazovala signifikantni homologii s Zadnymeny o znamé funkci.
Porovnanim ziskanych dat se sekvencemijinych pattigh a nepatogennich hub byla
umozréna formulace hypotéz zabyvajicich se odhalenimi gg@adovanych pro patogenitu
a rist na hostiteli.

S rozvojem genomiky zatfené na houbové patogeny doprovazenym prudce
nariistajicim mnozstvim generovanych sekwgrieh dat se objevila dalSi vyzva ve farm
potteby vhodnych bioinformatickych nastéioschopnych ziskand data analyzovat. Soanes
et al. (2002) popisuji tvorbu retmi databdze COGEME (http://cogeme.ex.ac.uk/) ohgdhu
vyznamnowast do té doby dostupnych EST dat z fytopatogenmithwetré padli travniho.
Obsah této databaze poté amarozsfili Soaneset Talbot (2006), kt& provedli rozsahlou
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komparativni analyzu ESTs z patnacti drditopatogennich aitdruhi saprofytickych hub.
Vysledkem pak byla databaze obsahujici 57 727 tmigd anotovanych cDNA sekvenci,
které byly rozdleny do kategorii podle funkce zg#ié na zaklatl homologie se znamymi
proteiny. Potkud prekvapivym vysledkem byla vyrazna odliSnost ESTsgh Bd ostatnich
houbovych patogén Tato skut&nost byla vysetlena hypotézou, podle niz k evoluci
patogenity WiSi hub doSlo &kolikrdt nezavisle na seéb ato msobenim iiznych
mechanismi. Mezi r¢ paki nag. ziskavani novych génpodilejicich se na patogehit
horizontalnim genovym ipnosem, duplikace ancestralnich tedoprovazené jejich
divergenci, zrmany v regulaci genové expreseivednich gefi u nepatogennich drith
piipadré ztrata uéitych gen.

Prelomovym bodem pro genomiku padli travniho se stalogenomové sekvenovani
Bgh kmene DH14 (Spanetal., 2010). V ramci tohoto projektu bylo dosazeno okgs
hodnoty coverage 140x, sestavenim jednotlivygtami se poddo ziskat 15 111 kontig
tvoricich 6 898 scaffolil Celkova velikost genomu byla odhadnuta na 120,Ntitp hodnota
je vice neztyrikrat vétSi nez velikost genomujomérného zastupcergckovytrusych hub. Na
zaklad anotace genomu bylo nalezeno 5 854 ugetato hodnota je v porovnani se
studovanymi houbovymi genomy podperna. Srovnanim s genomem kvasinky
Saccharomyces cerevisiae bylo zjiS€no, Ze u druhwBlumeria graminis chybi geny kodujici
rozmanité proteiny zapojené do reguladengch proces adrah, jako nap anaerobni
fermentace, biosyntéza glycerolu z meziprodukglykolyzy nebo asimilace dusiku
z anorganickych slaenin. Dale byl biotrofni zjsob Zivota dan do souvislosti se ztratou
enzymi zapojenych do sekundarniho metabolismu. Bioinfdicka analyza kontig odhalila
v neposlednfac take jejich masivni kolonizaci transponovatelnyt@menty tvéicimi 64 %
genomu. Vysoky obsah repetitivni DNA prapddobré souvisi s absenci gérzapojenych
do mechanismu repeticemi-indukovanych bodovych oifRepeat-Induced Point Mutations,
RIPs), které jsou ué&sSiny ostatnich zastupcvieckovytrusych hub vysoce konzervované
a podili se na inaktivaci repetic. Ne§gtrgji zastoupené rodiny byly identifikovany jako
retrotransposony bez dlouhych koncovych repetim@lderminal Repeats, LTRS), u nichz
byla zaznamenana rovnéma distribuce v genomu. Kompletni data ziskan&essivanim
a naslednou anotaci byla iggena na webovych strankach BluGen konsorcia (the Btian
Genome Sequencing Consortium) - http://www.blugegi.o

DalSim krokem zagtenym tentokrat na padli travni pSenice byfdpmva prvni

genomické BAC knihovny pro tuto hostitelskou formiosahujici 12 288 kla@no primérné
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délce insertu 115 kbp poskytujici 7,5nasobné pokggnomu (Parlangest al., 2011).
Sestavené kontigy bylyiflazeny ke kratkynttenim ziskanym tzv. low-pass sekvenovanim
genomu technologii 454, jako dalSi zdroj dat paslouBES. Velikost genomu Bgt byla
odhadnuta na 174 Mbp,cehoZz je minimala 85 % tvdeno repetitivni DNA. Vystupem této
studie se stala charakterizace 56 rodin transpdeloyah elemerit a vytvaeni databaze
repetic vyskytujicich se u druhBlumeria graminis. Poddilo se identifikovat 20 rodin
dlouhych rozptylenych elemeén{Long Interspersed Nuclear Elements, LINES), didES
homologni k dive popsanym elemeim nalezenym u Bgh (Rasmusstral., 1993) a celkem
27 LTR retrotransposdin z nichz 13 rodin bylo zazeno do nadrodingypsy a de¥t rodin
bylo klasifikovano meztleny nadrodinyCopia. Déle bylo zjis&no, Ze pevaZujicim typem

repetitivnich elemeiitv genomu Bgt jsou non-LTR retrotransposony ve fokiiNES.

Pokrok, kterého bylo dosazeno ve snaze porézyvmadli travnimu na genetické
arovni, Ize aplikovat i v SirSim afitku. Vyuziti pristupi komparativni genomiky otevira dalSi
perspektivu ve fordhmoznosti porovnani ziskanych pozriatie studiemi zadtenymi na jiné
patogenni houby. Na zakkadlosud osekvenovanych biotrofnich patagdayyly odhaleny
urcité spol€éné rysy zahrnujici ztratu ékterych skupin gein a WtSi velikost genomu
zpisobenou proliferaci retrotranspofiorSpanu (2012) vyslovil teorii, podle niz aktivita
transposofl predstavuje pro svého nositele vyhodu v padabySeni genetické variability.
Diky tomu mize dochazet ke vzniku a diverzifikaci Siroké Skéfgktorovych gei, ato

i v dok, kdy neprobiha pohlavni rozmnozovani.

2.1.5 Interakce s obilovinami

Se strukturou genomu Uzce souvighaté&ne se prolina i objasmi genetické podstaty
interakci mezi hostitelem a patogenem. Né&aas padesatych let minulého stoleti se objevila
klicova teorie popisujici tyto vztahy na molekularnvim, ze které se vychazi dodnes. Flor
(1971) formuloval hypotézu nazvanou ,gene-for-ge(@FG) jako nejjednodussi vy&leni
vysledii ziskanych studiemedicnosti patogenity u rzi Inovéylelampsora Lini Lév. Podle
této hypotézy pro kazdy gen hostitelaigpbujici reakci na infekci existuje odpovidajichge
zodpowdny za patogenitu parazita. Na zakiadhoto konceptu je moznéditr hypotetickée
genotypy hostitele a patogenu bez tpby pimych genetickych studii, ato pouze
pozorovanim reakce sady tzv. diferedoigh hostitelskych variet naazné kmeny patogén
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Dusledkem &chto pozorovani je moznost boje proti patagerslechénim rostlinnych
kultivard nesoucich nové geny rezistence. Uskali tohdfstypu vsak spgva v rychlé
adaptaci populace patogenu na nové geny rezistgpnoi byla postupendasu zamena
pozornost na klonovani a charakterizacitgenirulence, které by mohly poskytnout zaklad

pro vyvoj dlouhodobych strategii ochrany plodin.

Koncept GFG Ize aplikovat i na padli travni, vziedk jehoZ haploidni patogenni
fazi jsou mozné pouze dva genotypové stavy, a taulawnce, nebo virulence. Pozorovany
fenotyp pak pimo odrazi genotyp patogenu, cakgstavuje zjednoduSeni oproti diploidnim
druhim, u nichz je nutné dale zidvat alelickou konstituci. Aplikaci GFG teorie n&pad
interakce jémene s fisluSnou hostitelskou formou padli travniho se pépmnoval
Moseman (1959). Ten se ve své studii &@lnma geny rezistence §meneMly aMly, k nimz
jsou komplementarni geny patogenyy; aVi. Hybridiza&nimi pokusy a naslednym
vyhodnocenim patogenity pomoci sledovani prbjévokulace hostitele byla prokazana
nezavisla ddi¢cnost danych genzodpowdnych za virulenci.

Na principu hypotézy GFG byla pagd zaloZzena ikada studii pokouSejicich se
vystopovat zrdiny v evropské populaci Bgh na genetické urovni. iKétni gipad dynamiky
vyvoje interakci v systému dmen-Bgh uvadi McDermottt McDonald (1993). Na konci
70. let byl vCeskoslovensku poprvé zaveden gen rezistdtied3, jiz v polovins nasledujici
dekady pak u patogenucad prevazovat genotypal3 virulentni vaéi je¢meni nesouci tento
gen, doslo tedy k rychlému prolomeni rezistencey&itim RAPD markar byl pozdji
potvrzen vyskyt identickych izol&i ve Svycarsku, coZ podavaléléz o Sfeni spor na velmi
dlouhé vzdalenosti (v tomtdipact 600 km).

Komplexni poznatky tykajici se genetickych zakladech znamych typrezistence
jeémene w¢i padli travnimu pehledré shrnul Jgrgensen (1994). V ramci rasepecifické
rezistence uvadi vesSkeré do té doby zndthégeny j€mene a fislusné geny virulencéi
avirulence u Bgh. Vet zahrnuje 28 gén rezistence nachazejicich se na lokidkg
chromosomu 5 jamene nebo v jeho blizkosti, které jsou aarey jakoMlal az Mla31l. Na
stejném chromosomu bylo kr@ntoho zamapovanoipdalSich lokus véetné MIk, dva lokusy
byly identifikovany na chromosomu 4 a po jednomuked na chromosomech 2 a 6. Celkem
byla tedy popsana sestava 85 igemezistence s odliSnou rasovou specificitou na
10 zamapovanych lokusechtitBmnost genu rezistence a odpovidajiciho genwilavice
vede k tzv. inkompatibilni interakci,fipniz dochazi k potkgeni infekce. Naopak setkanim

nachylného hostitele a virulentniho izolatu propukdekce a dochazi ke kompatibilni
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interakci. Fenotyp inkompatibilni interakce meaziiilijeémene s rasav specifickym genem
rezistence aizolatem padli travniho s odpovidajiajenem avirulence je kotrgym
dusledkem celéady dosud malo objasnych proces. Podle modelu elicitor-receptor produkt
genu avirulence, tzv. elicitor, interaguje s reoegm, ktery je produktem genu rezistence.
Pokud je elicitor rozpoznan receptorem, dojde kvakt geri hostitele zapojenych do
obranné reakce, jejimzisledkem je programovana higna smrt postizenych hostitelskych
burek znama jako tzv. hypersensitivni odpdy kterd zabrsuje Steni infekce. Snahou
parazita je tedy vyhnout se rozpoznani zgeasttovanym geny rezistence hostitéehoz lze

docilit zmegnou @islusného genu avirulence.

V souvislosti siiznymi typy rezistenci vyskytujicich se v systémdnjen-Bgh je
nutné zminit trvalou, Sirokospektralni, rasomespecifickou rezistenci zpréstikovanou
recesivnimimlo alelami, ktera nastava wisledku mutace na lokuse Mlo vedouci ke 2trat
jeho funkce. Jedna se o vyjitmg typ didicné rezistencet¢i vSem znamym izolam Bgh,

z ¢ehoz vyplyva, Ze odstartovani obranné reakce javisgg na pitomnosti ged avirulence
(Freialdenhovert al., 1996). Komami odiidy jarniho j€mene nesouci mutovando alely
byly péstovany od roku 1979 a tato rezistence si dlouh®dalbhovavala vysokou efektivitu,
diky cemuz se stala nejhajin vyuzivanou rezistenci v Evrép(Lyngjeer et al., 2000).
Vzhledem k rychlosti adaptace tohoto patogenu a jethopnostem ipkonavat obranné
mechanismy hostitele je vSak Zadouci poavat ve studiu této problematiky a hledat
alternativni prosedky ochrany jgmene pro fipad, Ze by byla rezistence zptestkovana
mlo alelami v budoucnu prolomena. Proto byla i nadét®vana pozornost rasbgpecifické
rezistenci azejména g@m avirulence, jejichz izolace by umoznila nahlédnalp

molekularni podstaty vztahkteré se odehravaji mezi padli travnim a jehditedesm.

Brown et Jessop (1995) sledovali segregaci devitigarirulence u potomstvaikeni
izolath Bgh CC107 x DH14 a CC138 x DH14, jednim z vystebllo odhaleni vazby mezi
geny Avkip aAvrk, které pozdji zaujaly Kklicovou roli v pracich &novanych této
problematice. To bylo nasledipotvrzeno i podobhkoncipovanou studii, v niz Caffiet al.
(1996) na zaklatl analyzy kizendi CC52 x DH14 uvadi odhaleni jediné vazebné skupiny
obsahujici genyAvrag, Avraig AVraos, Avrg aAvrais DalSim vyznamnym krokem bylo
sestaveni genetické mapy Bgh obsahujici celkeml@&®si, z nichz ¥¢tSinu tvaily AFLP
a RFLP markery spolu s ESTs (Pederstnal., 2002b). V ramci vzniklé mapy bylo
identifikovano 34 vazebnych skupin pokryvajicich Ikogou vzdalenost 2114 cM.

Zamapovano bylo i sedm geravirulence, z nichz g se nachazelo ¥sné vazb a tvdilo
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skupiny po dvou Avra,, Avrag), respektive i genech Avraig Avrazs Avryi), zbyvajici dva
geny @vras Avray) byly lokalizovany oddleng. Tato geneticka mapa zalozena na populaci
potomstva izolat C15 a JEH31 byla zhotovena jako zaklad pro grozklonovani get
avirulence, celogenomovy sekvéna projekt a studium syntenie s jinymi houbovymi

organismy.

Vzhledem k moZnosti kontrolovanychikeni a pevazujici haploidni fazi v Zzivotnim
cyklu je padli travni relativhvhodnym objektem pro uplaini pristupu poziniho klonovani
geni. Prvnimi geny avirulence u Bgh, které se pgddaizolovat, se stalyAvraio aAvrg,
jejichz gitomnost u patogenu indukuje rezistenci u liniénjene nesoucich genwlikl
aMlal0 (Ridoutet al., 2006). B klonovani tchto geri se vychazelo z potomstvaikeni
izolath DH14 x CC52 a DH14 x CC148, k dispozici byla BAGihovna pipravena z izolatu
DH14. Bylo zjiStno, Ze produkty studovanych gepostradaji signalni peptid pro sekreci
pies endoplazmatické retikulugimz se odliSuji od jiz znamych protéiavirulence u jinych
hub. Na identifikovaném kandidatnim gedwr,; se pod#lo prokazat tzv. indukovanou
negistupnost. Jedna se orys typicky pro tento patoggnnémz dochazi k jevu, kdy
virulentni izolat nemize napadnout Zivou hostitelskounliu, ktera jiz byla ped tim napadena
avirulentnim izolatem, ijppadré izolatem jiné hostitelské formy. DalSimigavapivym
pozorovanim bylo signifikantni zvySeni o UsgSné napadenych buwk néchylného
hostitele virulentnim izolatem wipomnosti AVR.; proteinu, coz nazraje dualni funkci
identifikovaného geniévry;. Kromé genu avirulence se podkhto poznati jedna o efektor
zvySujiciho @innost infekce fi kompatibilnich interakcich v néppomnosti gisluSného genu
rezistence. Druhy gerAvraig byl popsan jako paralogvry; nachazejici se ve vzdalenosti
7,5 kbp aroviZ u rgj byla odhalena dvoji funkce elicitoru a efektoHybridizace s BAC
klony spolu s porovnanim s dostupnymi sekvencedatabazi GenBank vedla ke zist, ze
popsané geny patdo velké genoveé rodiny zahrnujici vice nez 3@joaf vyskytujicich se
v genomu Bgh, jejichZz homologni sekvence jséiiopné i v jinych hostitelskych forméach.
Toto odhaleni by vifijpact vzajemné zastupitelnosti jednotlivych pard@logazngovalo
moznost rychlého igkonavani geh rezistence hostitele pomoci vysokéhaitporaznych,
avSak navzajemifbuznych AVR efektar, mezi nimiz probiha neustala selekce. Potvrzeni
této teorie by vSak vyZadovalo izolacét§iho pdtu riznych geh avirulence. DalSim
vyznamnym poznatkem této prace byla lokalizace lpgiia rodiny Avry; v blizkosti
retrotransposail) tato fyzicka asociace a jeji moznésbbdky byly podrob& rozvedeny

pozcEji.
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Na poznatky dosazené klonovanim prvnich dvoutgawirulence u Bgh navazali
Sacristaret al. (2009), kté popisuji rozsahlou kolonizaci genorAur; genovou rodinou. Na
zaklad genomickeé sekvence bylo algoritmem BLAST odhalgérigl5 paralog Avryi, které
byly néasledd podrobeny analyze fylogenetické diverzity. Vyhle@idim v databazi
EMBL/GenBank bylo o¥teno, Ze tato genova rodina je specificka pro p&dizSim studiem
danych paraloly se podélo detekovat pitomnost diverzifikovanych oblasti, které jsou
pravdEpodobr piredmétem rychlé evoluce a mohly by byt tedy zapojenypducesu adaptace
souvisejiciho se snahou vyhnout se rozpoznani gessistence. Naopak u séin
konzervativnich oblasti se déekavat existence purifikujici selekcéspbici proti mutacim
pro zajiséni funkinosti kbdovanych protein Autori dale vyslovuji hypotézu o koevoluci této
genové rodiny s TEla retrotransposony ze skupiMNEL| podle niz ze vzajemné asociace
téZi ok zkastrené strany. Pro patogeriguistavuje mechanismus amplifikace a diverzifikace
efektorovych gel, coz grispiva k jeho adaptaci a tim i zvySovani fithessroelementy jsou
na oplatku udrZzovany v genomu diky pozitivni seleka hojré se vyskytujici efektorové
geny. PodloZenim této teorie bylo krémorovnani fylogeneze obou skupin sekvenci také
zjisteni, ze nadpolo¥ni tSina Avry; paralog se vyskytuje spotmé v jednom otekeném
¢tecim ramci s TEla elementyipadré se nachazi viplehlé oblasti stejného kontigu. Jedna
se o prvni prokazanyiipad koevoluce mezi efektory a retrotransposongtykhabizi novy

pohled na patogenitu a specializaci u patazit

DalSimi geny avirulence, které se dostaly do ceptzornosti, bylyAvraz, aAvraiz
Skamnioti et al. (2008) popisuji jejich genetické a fyzické mapuivdpojené s hledanim
dostatene blizkych hrantnich markelt umoziujicich izolaci &échto geri. V pripad Avraiz se
poddilo ziskat markery mapujici pouze z jedné stramygecehoZz Ize usoudit, Ze tento gen
se nachazi v blizkosti konce chromosomu. Pracestéieije vSechny do té doby publikované
vysledky tykajici se segregace a vazby mezi znanggmy avirulence.

Vyznamnym milnikem pro studium interakci padli tvého a jeho hostitélse stalo jiz
zmirgné celogenomové sekvenovani izolatu DH14 (Spamlt, 2010). Krong nalezeni vice
nez 1 350 paraldgznamych gefn avirulence bylo popsano 248 kandidatnich sekreigsia
efektorovych proteitn (Candidates for Secreted Effector Proteins, CSERa)a&ujicich se
piitomnosti signalniho peptidu a absenci transmembgrmomény, z nichz &8ina byla
popsana vyhradnu tohoto druhu. Analyzou genové exprese bylo diileno, Ze ¥tSina
téchto kandidatnich efektbije transkribovana preferém v haustoriich, coZ nazégje jejich

moznou roli v biotrofni patogenezi. Existence pimiepredikovanych na zakladmanualni
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anotaceab initio byla nasledé experimentalé owrovana nezavislou proteogenomickou
analyzou provedenou pomoci technik hmotnostni speldtrie, diky nimZz se potk
identifikovat 24 % pedpovzeného proteomu. Porovnanim protédmaustorii a sporulujicich
hyf bylo objeveno 71 sekretovanych proteiptitomnych vyhrad#é v haustoriich, z nichz
u VétSiny nebyla nalezena Zadna homologie v proteinowatabazich. Tyto proteiny s dosud
neobjasinou funkci by mohly byt potencialnimi efektory z@gooymi do specifickych
interakci patogenu a hostitele (Bindschedierl., 2011). Jejich porovnani s kandidatnimi
efektorovymi proteiny popsanymi na zaklagenomické sekvence (Spamti al., 2010)
odhalilo, Ze 43 protein z celkovych 71 se vyskytuje ro¥h mezi &€mito bioinformaticky
predikovanymi efektory.

Novym prispevkem rozs&tujicim naSe znalosti o kandidatnich efektorovyabtginech
je studie, vramci niz se Pedersenal. (2012) pokusili o sestaveni globalniheéelpledu
CSEPs vyskytujicich se v genomu, transkriptomuotepmu padli travniho.r@dnetem této
komplexré pojaté prace byla vedle analyzy predikované sinykb moznych funkci vSech
znamych CSEPs také snaha o ohbjasrselekce podilejici se na jejich diverzifikacia N
zaklad manualni anotace dostupné genomické sekvence itigidifikovano celkem 491
CSEPs, z nichz 407 bylo seskupeno do whych rodin. Tyto hodnoty t¥ovice nez 7 %
celkového potu proteimi kdédovanych v genomu Bgh. Za pozornost stoji &jist Zze
vyhledavani znamych proteinovych domén v jejichreokyselinovych sekvencich vedlo u 54
CSEPs k odhalenitfipuznosti s extracelularnimi ribonukleasami, abseaidivnich mist vSak
nazn&uje ztratu ribonukleasové aktivityrékvapujicim odhalenim byl fakt, Ze mnohé CSEPs
se od sebe odliSuji vyragnv sekvencich exannez v nekddujicich oblastech. V souvislosti
s timto objevem byly nalezenyikiazy podporujici hypotézu diverzifikujici selekc&&irodin
CSEP. V navaznosti na ziskané poznatky byly veSkegsané rodiny zahrnujici CSEPs
rozkleny do dvou jash oddlenych skupin. Prvni z nich obsahuje kratSi prgtein
s prevazujici expresi v haustoriich a pozitivni divikmiici selekci, zatimco do druhé
skupiny byly z#azeny delSi proteiny vyztajici se slabSimiikazy o tkdové specifické
expresi a fedchozim zmigném typu selekce. Zji&a p@etnost vSech rodin CSEP nazuog
casté genové duplikace, k nimz dochéazelo tbgnu evoluce genomu. Studium distribuce
paralogi CSEP v ramci genomu ukazuje, Ze 82 %uges vyskytuje v klastrech zahrnujicich
gleny jedné rodiny, které se nachazi na jednotliviekverinich ,scaffoldech®. Casto

pozorovanym jevem bylo ro¥a obklopeni CSEP génoblastmi obsahujicimi repetitivni
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DNA, ktera se mohla podilet na vzniku lokélnich likaci mechanismem nerovn@émého

crossing-overu.

Zhanget al. (2012) se zasfili na kandidatni efektorovy protein CSEP005 a poimo
kvasinkového dvouhybridového systému a hostitelemdukovaného unibvani geid
prokazali, Ze se skute¢ jedna o efektor podilejici se na podai obrannych mechanism
hostitele. Dale byla prokazana jeho interakceéksarymi ¢leny rodin proteif zapojenych do
patogeneze u §enene (Pathogenesis-Related Proteins, PR), a tad&milPR1 a PR17.

Navzdory dlouhodobému Usilierovanému problematice interakci mezi hostitelem

a patogenem v rdmci modelového systéndmgn-Bgh aadt teorii, které byly v souvislosti
S novymi objevy vysloveny, v této oblasti vyzkumidle Zistavaiada otazek a nejasnosti
vyZadujicich dalSi studium. V navaznosti n&dga@ané mezinarodni workshopy zgané na
padli travni Ize &ekavat, Zze v budoucnu bude hlavni Usili¢gwmano pedevsim na padli
travni pSeniceBlumeria graminis f. sp. tritici, u rgjz se gedpoklada ziskani kvalijsi
genomické sekvence diky spolehlivosti scaffioldestavenych na zakkdnové BAC
knihovny (Parlanget al., 2011). Pozornost bude stale ve velkéenvknovana kandidatnim
efektofim, paita se rovdz s resekvenovanim dalSich izdlgsadli travniho pochéazejicich
z kulturre pestovanych i plaéirostoucich hostitél Jednim z resekvenovanych izdlata byt

i Bgh ¢aste&né virulentni Waci jinak velmi rezistentnimu jgneni nesoucimumlo genotyp.
Vyzvou zistava samdejn i klonovani dalSich génavirulence a krostoho také sestaveni

spolehlivého transforntaiho protokolu (Spanéa Panstruga, 2012).

2.2 Vybrané typy DNA markera

Markery zaloZzené na polymorfismu v DNA sekvenci ujs&innym nastrojem
vyuzZivanym pro celoufradu gistupi uplatfiovanych nap ve Slechtitelské praxi, ip
genetickém i fyzickém mapovani genomu, poin klonovani geln a v neposledniad
taktéZ pro utovani genetickych vzdalenosti nenych taxonomickym udrovnich,&ehoz Ize
nasledg cerpat pi rekonstrukci fylogenetickych vztah a studiu genetické diverzity.
Problematika markérje velmi Sirok&a a byla ji jiz &novanarada publikaci, proto neni cilem
této reSerSe obsahnout veSkeré znamé poznatkyamiguje se pouze na dva vybrané typy
markefi vyznamné pro tuto praci, a to konkrétma mikrosatelity (Simple Sequence Repeats,
SSRs) spolu s markery zaloZzenymi na rozhrani meansposony a okolnimi DNA

sekvencemi.
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2.2.1 Mikrosatelity

Mikrosatelitové lokusy jsou Useky DNA sloZené z B bp dlouhych, tandemése
opakujicich sekvemmich motiwi, jejichz charakteristickym znakem ¢asty vyskyt @iznych
alel liSicich se v p#iu jednotek repetice. Tyto alely se vyZonp mendelovskou &li¢nosti
alze je snadno skérovat pomoci PCR a elektrofikétseparace, cofini z mikrosatelit
velmi vyhodny typ kodominantnich DNA markeiMezi jejich dalSi podstatnéganosti pat
mimo jiné i grevazujici seledni neutralita (Quelleet al., 1993).

Mikrosatelity tvdi jednu z typickych, hog zastoupenych sloZzek eukaryotniho
genomu, ktera se nachazitepazre v nekédujicich, ale i kddujicich oblastech. TasitRenz
(1984) prokazali vyskyt jednoduchych repetic v gaech gti fylogeneticky velmi
vzdalenych eukaryotnich drthKe vzniku délkového polymorfismu é@pobeného zgmou
v patu tandemov se opakujicich jednotek dochazi primarbéhem replikace DNA
v disledku jevu zndmého jako ,slippage”, jehoz studiuip vitro amplifikaci se ¥novali
Schlbttereret Tautz (1992). Vzhledem detnosti tohoto jevu mohou byt mikrosatelitové
lokusy extréema polymorfni i mezi éznymi jedinci téhoz druhiehoz se hogavyuziva nap.
pii zjiStovani gibuzenskych vztahv ramci iznych populaci. Vznikéchto tandemovych
repetic vSak mize mit i firozeny vyznam v evoluci. Taugt Renz (1984) navrhuji, Ze SSRs
mohou hrat vyraznou roli fp vyvoji genomu, ato ndp umozrnim nehomologni
rekombinace, v jejimz igledku niize dochazet mimo jiné ke zvySeni variabilityitych
geni. Jedna se tedy o jeden z mechaitispodilejicich se naipstavbach a diverzifikaci

genomu.

Razné strategie, které lze pouzit pro ziskavani SSRkewi, podrobr popisuji
a porovnavaji Zanet al. (2002). Jejich odvozovarde novo kvili své pracnosti gasove
nara:nosti gedstavuje hlavni uskali tohoto typu maikeProto se v praxtasto objevuje
shaha o uplatimi jiz znamych mikrosatelitovych markerpro blizce pibuzné druhy taxonu,
z rgjz byly izolovany. Situace se ztr& zjednoduSuje, pokud jsou pro dany organismus
v databazich dostupné sekvémiadata, v nichz 1ze SSRs lokusy snadno vyhledetvahnout

specifické primery pro jejich amplifikaci.

PrestoZze jsou mikrosatelity povazovany za nedilnouc&si vSech eukaryotnich
genonii, mira jejich zastoupeni a dalSi charakteristiky nsehou pordrné vyrazre liSit
v zavislosti na konkrétnim taxonu. Linet al. (2004) se pokusili charakterizovat

mikrosatelitové lokusy vyskytujici sefisi hub na zaklatl analyzy genomickych sekvenci
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14 iznych druli dostupnych v databazich. Vysledkem bylo jistrelativniho zastoupeni
mikrosatelii o niznych délkach zakladniho motivu spolu stasgjSimi motivy v kazdé
délkové skupin. U vSech zkoumanych drtitzcela pevazovaly mononukleotidové repetice,
které tvdily 94 — 99 % vSech nalezenych mikrosateliNasledujici mista v relativnim
zastoupeni pé#ta di- a trinukleotidovym moti'm, u delSich jednotek pak byl zaznamenan
vyrazny propad ¥etnosti vyskytu. DalSim zajimavym vysledkem bylayate/ni korelace
mezi obsahem GC bazi v genomu a vyskytem SSRs.dHdkw pdet tandemovych repetic,
90 % mikrosatelit bylo zadazeno doifdy s nejmensSim mgtem jednotek repetice (5 — 7).
Relativni zastoupeni SSRs o0 vysokémctporepetic (20 avice) pozitign korelovalo

s velikosti genomu. Obeé¢nplati, Ze vzhledem &etnosti vyskytu, stupni polymorfismu
arelativie snadnému skérovani se jako nejvhgsinh markery jevi di- a trinukleotidové
repetice, s tomnosti ¥tSiho pdétu jednotek se pra¥godobnost polymorfismu zvySuje. Na
z&klad této korelace lze vifpack hub aekavat nizky polymorfismus wisiny
mikrosatelifi. K potvrzeni této hypotézyigpéla nasledujici uvedena studie, v ramci niz bylo

provadno i vyhodnoceni polymorfismu nalezenych SSRs.

Dutechet al. (2007) se zabyvali hodnocenim mikrosabefititomnych v genomu hub
v porovnani s genomy jinych organiémZa timto @elem bylo provedeno shrnuti jiz
publikovanych i no¥ odvozenych mikrosatelitovych markez hub a ziskané vysledky byly
srovnany s gt dalSimi fylogenetickymi skupinami (krytosememoétliny, hmyz, ryby, ptaci,
savci). Ri de novo izolaci mikrosatelitovych lokus z houbovych druln byl zaznamenan
nizky vygzek v porovnani s jinymi organismy za pouZziti sfefn protokoli. Béhem
procedury odvozovani polymorfnich markdyyl Ubytek v ramci testovanych lokusovrez
velmi vysoky, v tomto ohledu bylo dosazeno podolbnygsledk jako u rostlin, které jsou
znamy problematickou izolaci mikrosatelitovych neaik U nekterych druli hub se dokonce
nepod#lo nalézt polymorfni lokusy na vnitropopula arovni. DalSim problémem byla
signifikantre niz8i pamérna délka houbovych SSR loKus porovnani s &Sinou ostatnich
fylogenetickych skupin, krothnizSiho pétu jednotek repetice byl odhalen i nizSiégbalel.
RovreZ testovani cross-speciegepositelnosti markéru hub nefineslo pozitivni vysledky.
Vzhledem k uvedenym faktiim maze byt odvozovani mikrosatelitovych mankezviase
u rekterych houbovych drdhpomerné problematické, diky svym vyraznynigainostem vSak

tento typ marker zistava i zde v oblasti zajmu.
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2.2.2 Markery zaloZené na transponovatelnych elemesth

Tento pondrné novy typ markek vyuziva rozptylenych repetic tiicich podstatnou
¢ast mnoha eukaryotnich genbnfProcesem transpozice dochazi k ndhodnym inzecimo
elemend na fizna mista genomujmz vznikaji unikatni rozhrani mezi nbvloZzenymi TE
a okolnimi sekvencemi. Tato rozhrani pak mohou Atojako genomo¥ specifické,
jednokopiové markery, jejichz vlastnosti §ni velmi uzit&nymi zejména pro mapovani
velkych a komplexnich genam Vyuziti rozptylenych repetic pro ziskani spedifich
markefi popisuji Leeet al. (1990), kt&i ve své studii na hrachu setém praffadPCR
amplifikaci pomoci jednoho primeru navrzeného uvnititého retrotransposonu a druhého
primeru odvozeného z okolni sekvencéjpadré z jejiho rozhrani s danym elementem.
Krome ziskani unikatnich markiewr ramci genomu je vyhodou tohotéigiupu také moznost
amplifikace fragmentu o poZadované délce. Od té§/ dainiklo nékolik variant markerovych
systénii vychazejicich z TE, jejichz klasifikaci shrnuji Kar et Hirochika (2001). Mezi
z&kladni skupiny tohoto typu markezaloZené na PCR gatnter-Retrotransposon Amplified
Polymorphism (IRAP), Retrotransposon Microsatelltmplified Polymorphism (REMAP)
a Retrotransposon-Based Insertion Polymorphism RRBISpolénym rysem vSech
zmirénych systém je predpoklad vyskytu unikatnich rozhrani mezi TE, jejioozdily
spa:ivajici v odliSném fistupu k designu primé&rjsou nazor# ilustrovany na Obr. 4. IRAP
markery vychazi z blizkosti LTRaznych retrotransposé@nnachéazejicich se ve vzajetnn
opané orientaci, diky tomu pro amplifikaci postge jediny primer specificky k dité LTR
sekvenci (Obr. 4, A). Dalsi fistup, REMAP, detekuje polymorfismus v sekvencich
nachézejicich se mezi TE a mikrosatelity (Obr. %, BBIP markery se vyzgaji dvojici
primeri, z nichz jeden je navrzen uvhdaného TE a druhy v okolni sekvenci, vyhodnocuje
tak se pitomnostc¢i absence elementu vatem misé genomu (Obr. 4, C). Z posledni
zmirgné skupiny vychazi markery typu Insertion Site-Bagwlymorphism, tento pojem
poprvé pouzili Pawet al. (2006). Uvedena prace dalenila primery podle jejich pozice ve
vztahu k rozhrani repetic, jeden z prifndryl vZdy lokalizovan v sekvenci retrotransposonu,
zatimco druhy se mohl vyskytovat v sekvenci jinéhdlizkosti se vyskytujiciho TE nebo
v okolni sekvenci. Devost al. (2005) popisuji uplatmi techniky Repeat Junction Markers
(RIMs), vtomto Hpac byly primery navrzeny tak, aby jeden z nich zakedounikatni
rozhrani daného TE s okolni sekvenci nebo jinynmetdem a PCR amplifikace tak vedla

k ziskani specifického produktu.
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Nevyhodou tohoto typu markerje nutnost charakterizace pouzitych transpéson
a alespd casténé znalosti sekvence pro navrzeni primeTato Uskali jsou vSak
v soutasnosti znéné zredukovana diky existenci specializovanych daialepetic protizné
druhy organism spolu s neustale se zvysSujicim mnozstvim dostuprsgkvenanich dat.
V porovnani s mikrosatelity tyto markery disponmgnsi informativni hodnotou, velrasto
jsou dominantni (poskytuji pouze data fitgmnosti, nebo absenci ditého elementu na
konkrétnim mist genomu, Flavelket al., 1998). Sotasnym trendem je vyuziti program
vytvoienych pro vyhledavani transposicen automatické navrhovani TE-odvozenych marker
v kombinaci s cenav dostupnymi technikami high-throughput genotypovéamioziujicimi
zvySeni jejich informativni hodnoty diky detekci Bd(Pauxt al., 2010).

PrestoZe se tento typ marketiky svému obrovskému potenciaéditv gripact rostlin
znaneé oblike, vyuziti marked vychéazejicich z transposiom hub je dosud velmi sporadické
(Web of Knowledge, leden 2013)¢kaliv se genomyiady houbovych druh vyznauji
vysokym obsahem TE (Spasgtal., 2010).

A
— — P —e—
LTR  Retrotranspeson  LTR-----—-- ¥  gsiopsuzbozou  [1H
— =
B
—
LTR Retrotransposon i PR SSR
——
<

= .

ERT Retrotransposon .[?T"E

Obr. 4: Schémata zakladnich strategii navrhu primgii hledani marker vychazejicich

Z piitomnosti transponovatelnych elemiemtgenomu

A = IRAP; B = REMAP; C = RBIP. Sipky oztigji oblasti, z nichz jsou u jednotlivych strategivrhovany
primery. Mikrosatelitové sekvence jsou znazomn Zlug, ¢ervena barva fedstavuje sekvence obklopujici
retrotransposony (Upraveno podle KureaHirochika, 2001).
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3 CIL PRACE

Tato diplomova prace se zaéinje na ekonomicky vyznamnou patogenni houbu,
Blumeria graminis f. sp. hordel. Teoreticky Uvod je koncipovan jako shrnuti konxplieh
poznatki tykajicich se tohoto druhu simhzem kladenym na jeho genom, interakce

s obilovinami a dosud publikované studie zabyvaécjeho evoluci a diverzitou.

Primarnim cilem experimentalnéasti této prace je vyuzit informace ziskané
z literarnich zdraj spolu s dostupnou genomickou sekvenci pro b genotypovaciho
systému umaijiciho molekularni charakterizaci izaiéat padli travniho jémene
pochazejicich z geograficky limitovanych popula€lalSi cil navazujici na fpdchozi
vysledky fredstavuje aplikace néwodvozenych markérna soubor izoldt zahrnujiciceskou
populaci Bgh z roku 2012 a vybrané izolatgtsvé populace, interpretace ziskanych dat ve
vztahu ke geografickémuipodu danych izoldt a zhodnoceni navrzeného systému marker

z hlediska moznosti jeho uplétn pri studiu tohoto patogenu.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material

Zakladnim biologickym materidlem pouzitym pro ektiaDNA byly konidie padli
travniho j&émene, Blumeria graminis f. sp. hordel. Primarni testovani markerbylo
provadno na souboru 14 izoldBgh pochazejicichipvazié z odchytu naitznych lokalitach
CR vroce 2010, jejichz seznam spolutsgdem je uveden v Tab. |. Tyto izolaty byly
vyuzity pouze za &elem nalezeni polymorfnich markea nebyly so&asti souboru, ktery byl
nasledd podroben fylogenetické analyze. Jako kontrastmirek byl zvolen izolat padli
travniho pSeniceBlumeria graminis f. sp. tritici, ozna@&eny jako Tm258. Uvedenych
15 izolati bylo analyzovano jiz v ramci pilotni studie, kténda grednétem bakaléské prace,

na niz tato diplomova prace navazuje (Kominkov4,120

V dalSim kroku byl provath screening odvozenych markena sad 50 izolat
pochéazejicich z Australie (Tab. 1), 100 izdlasesbiranych natznych mistechCeské
republiky vroce 2012 (Tab. Ill) asbirce 11 izal& rozléinym geografickym fivodem
zahrnujicim lokality v Evrofy Africe, Asii, Australii a Jizni Americe (Tab. V)

VesSkery biologicky material spolu stmodnimi informacemi charakterizujicimi
jednotlivé izolaty byl laskay poskytnut Doc. Ing. Antoninem Dreiseitlem, CSc. ze
Zemedélského vyzkumného Ustavu v Krehizi. Vzorky byly ziskavany odchytem konidii ze
vzduchu nasledovanym jejich kultivaci a mnozeninsegmentech ligtnachylného kultivaru
jecmene umiginych na Petriho miskach s agarem. Podrobny postapipmlace s timto
patogenem popisuje Dreiseitl (2004)11gpb kultivace je znazogn na Obr. 5.

Obr. 5: Ukazka kultivace padli travniho na listovych segtaeh v laboratornich podminkach

(Fotografii laskaw poskytnul doc. Ing. Antonin Dreiseitl, Csc.)
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Tab. I: Seznam izoldt Bgh pouzitych k testovani navrzenych maiker

Uvedené izolaty nebylyipdnetem studia evoknich vztati.

Patotyp Pivod Datum shbéru

3775 Odchyt z GUseku Praha-Ejpovice 4.6.2009
4517 Odchyt z GUseku Brnot&clav 28.5.2009
4553 Odchyt z Useku Praha-Chlumec n. Cidlinou 4.6.2009
5725 Odchyt z Useku Praha-Lovosice 4.6.2009
5771 Odchyt z Useku Praha-Ejpovice 4.6.2009
5774 Odchyt z Usekterpaci stanice Avanti-Praha 4.6.2009
7455 Odchyt z Useku Praha-Lovosice 4.6.2009
0020 Skr v Jihoafrické republice 23.9.2004
0422 Skr v Jihoafrické republice 23.9.2007
1765 Odchyt z Usekterpaci stanice Avanti-Praha 4.6.2009
4114 Odchyt z Usekterpaci stanice Avanti-Praha 4.6.2009
4773 Odchyt z Useku Kra#iz-Brno 28.5.2009
5775 Odchyt z Gseku PralRevnicov 4.6.2009
7555 Odchyt z Useku Praha-Lovosice 4.6.2009

Tab. Il: Seznam izoldt Bgh pochazejicich z Australie a jejictivod (Dreisetilet al., 2013)

Izolaty Lokalita sbéru Stat Datum shéru

501, 504, 506 Toowoomba Queensland 7.9.2011
507, 508, 512, 514 Tamworth New South Wales 1519.20
518, 519, 520, 521, 522 Turretfield South Australia N/A

534 Horsham Victoria 14.9.2011
537,539 Toowoomba Queensland 7.9.2011
541 Gatton Queensland 7.9.2011
544, 548, 550 Tamworth New South Wales 15.9.2011
553 Turretfield South Australia N/A
559, 561, 566, 569 Horsham Victoria 14.9.2011
575, 576 Tamworth New South Wales 15.9.2p11
591, 594, 600, 605, 606, 607 Field Tasmania N/A
616, 618, 620, 643, 648 Perth Western Australia 0.2011
654 Toowoomba Queensland 7.9.2011
655 Tamworth New South Wales 15.9.2011
288 682, 683, 684, 685, 686, 687, 689 Wagga Wagga New South Wales 13.10.2011
692 Field Tasmania N/A
693 Gatton Queensland 5.9.2011
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Tab. Ill: Seznam izoldt Bgh pochazejicich €eské republiky (sby 2012)
Geograficky fivod danych izoldt je p‘ehledré zndzorgn na Obr. 10 (viz Vysledky, str. 59). Odchyt spebyi

provadn rovnonérné po celéCR, ale pouze v hlavnich oblasteafsipvani jgmene.

Izolaty Usek odchytu Datum sl§ru

Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, " o s

AL0, All, A12 Krometiz - Vyskov; Krongtiz - Brno 24 - 26.5.201p
B1, B2, B3, B4, B5, B6 Brno - Lechovice 25.5.2012
C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9,

C10, C11, C12 Brno - Breclav 25.5.2012
D1, D2, D3, D4, D5 VysSkov - Olomouc {#slavice 24.5.201p
El, E2, E3, E4, E5, E6, E9, E13, El&Xaslavice - Ostrava Vitkovice - Mankovice - Velka 2452017
E16, E19, E20, E25, E34, E37 Bysttice ~

F1, F2, F3 Olomouc - Z&bh na Moray 24.5.2012
12, 14, 111, 116, 121, 124, 125, 126, 127} ., . N y
128, 130, 131, 132, 133, 136 Délnice D1 90. km - Praha - Stikly 25.,26.5.2012
L1, L2 Praha Stailky - Karlovy Vary 26.5.2012
M1, M2, M3, M4, M5, M6 Praha - Teplice - Lovosice 5.3.2012
N1, N2, N3, N4, N5, N6 Praha - Mlada BoleslavieBina 25.5.2012
01, 02, 03 Praha - Hradec Krélové - Chlumec n.Galli 25.5.2012
X1, X2, X3, X5, X7, X10, X11, X15, A

X16, X19, X24. X25, X26. X28. X34 Brno - dalnice D1 90. km - 199. km 25.,26.5.2012
Tab. IV: Celos¢tova shirka Bgh agvod jednotlivych izolal

Patotyp Oznateni izolatu | Rivod Datum sbéru
0004 3-33/03 S# v Yancheng(ina 13.5.2003
0020 65/04 Sér v Jihoafrické republice 23.9.2004
0022 655/11 N Sy v Tamworth, Australie 15.9.2011
0023 290/10 Sk v Breeza, Queensland, Australie 16.9.2p10
0061 54/05 S&r v Bizcocho, Uruguay 7.10.2005
0422 4/20(C20)/07 S v Jihoafrické republice 23.9.2007
1044 Race | Japonsko 30.11.1998
7377 63-1/97 Expozice "Pallas" v poli, Krétft 6.6.1997
7515 X 30/12 Odchyt v Useku D1 95. km - Brno 26032

- H-148 Skr v Izraeli (Dreiseitlet al., 2006) 26.3.2001
- Y-069 Skér v 1zraeli (Dreiseitket al., 2006) 26.3.2001
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4.2 Metodika

Metodika aplikovana v této praci je kombinaci bformatické analyzy dat vyuzivajici
dostupné databaze a softwarové nastroje s klasickgxperimentalnimi  metodami
molekularni biologie zahrnujicimi extrakci DNA sstédnou purifikaci fenolem
a chloroformem, polymerazovotettzovou reakci (Mulliset al., 1986), elektroforetickou

separaci v polyakrylamidovém gelu a sekvenovang&anvou metodou (Sangetral., 1977).

4.2.1 Navrhovani primeri

Na zaklad dostupnych literarnich zdiiopyly pro &ely této studie zvoleny dva zdroje
DNA markefi, ato mikrosatelity a retrotransposony. Design kadr byl zaloZzen na
znalosti genomické sekvence Bgh kmene DH14, kter&gire pristupna na webovych
strankach BluGen konsorcia - http://www.blugen.org/obou pistupi bylo vysledkem
navrzeni sady primér a jejich testovani na sadl5 izolati uvedenych v kapitole 4.1.
Nalezené polymorfni markery byly posléze uptath pii genotypovani celého souboru
dostupnych izoldi Bgh.

4.2.1.1. SSR markery

Nahodré zvolené kontigy o minimalni délce 10 kbp byly pwolgeny vyhledavani
tandemovych repetic webovym programem WebSat (Mgt al., 2009). Vzhledem
k nemoznosti vyhodnoceni jednonukleotidovych inzerebo deleci pomoci PAGE a ke
zvySujici se prawpodobnosti polymorfismu s rostoucim ¢pem opakovani zakladni
jednotky byly gedmétem zajmu pouze motivy dlouhé 2 — 6 bp opakujicalespa 8x. Na
zaklad provedené analyzy bylo vybrano 10 koitigobsahujicich mikrosatelity
0 pozadovanych parametrech, z jejictiilehlého okoli byly za pouziti programu Primer3
(Rozenet Skaletsky, 2000) navrzeny primery tak, atiggpokladana délka amplifikovaného
produktu nepesahla 200 bp. Tento limit bylden s ohledem na deta¥ schopnosti dostupné
elektroforetické aparatury za pouZiti 6% polyaknyildového gelu. Rehled primei, které
byly popsanou procedurou ziskany a podrobeny dal$@stovani, je uveden v Tab. V, jejiz
souwasti je icharakteristika konkrétnich tandemovyelpetic, na & byly dané primery

navrzeny.
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Tab. V: Seznam navrZzenych SSR pririner

. Oc¢ekavana
Lokalizace Nazev délka
(oznakeni X Sekvence primeru (5'->3") . SSR motiv | Marker
; primeru amplikonu

kontigu) [bp]
Bgh SSRF1| GTATGGTTTGAGGGGTGGTCTA

000403 Bgh SSR R1| TTGACATTTTCTACTTCGCCCT 115 S obmzl

000935 Bgh SSR F2| CCTAGTTTTGTGCACCAGCA 150 (GAAAAA)I | obm22
Bgh SSR R2| GGGTGAAACGGGCTGATAG

001220 Bgh SSR F3| CGATCGCGTTTACTAGGTCA 108 (AT)19 obm23
Bgh SSR R3| TCCGGCACTGTAATGTGGTA

004927 Bgh SSR F4| TCATGCCTCTTGGGTTTAGG 129 (ATAC)16 | obm24
Bgh SSR R4| CTTGAAGCAAGCAATGGACA

006229 Bgh SSR F5| CCAATTGGAACTCAACAAATG 88 (AT)11 obm25
Bgh SSR R5| AACTGAGTTAATGACTGTTGAGGA

002485 Bgh SSR F6| TAGGCAGAGAGGACCTGCAT 121 (TAA)10 obm26
Bgh SSR R6| CCTGTTCTGATCTGCACTCAA

003803 Bgh SSR F7| AGCAATAGCATCTTCAGTTTTGA 97 (GT)9 obm27
Bgh SSR R7| CATGTCCTTACATAGTCGCAGA

004468 Bgh SSR F8| GGCGTGACTGCGGTAACTAT 78 (CA)9 obm28
Bgh SSR R8| CGAGTCGAAGAACTGGATCG

005093 Bgh SSR F9| GAGGAGCCCAATGTGCTAGA 105 (CACT)9 | obm29
Bgh SSR R9| AGGATACAGGGAGGATTCAGG

005649 Bgh SSR F10 TGGAGAGAGAATTCCTCAATCTAAA 98 (AT)10 0bm30
Bgh SSR R10 TTCAGGTCACAGGGAGAATCTT

4.2.1.2. Markery typu ISBP/RIM

Prvnim krokem fi odvozovani RJMs zalozenych na ingém mist TE bylo
vyhledavéani retrotransposibrv genomické sekvenci Bgh s vyuzitim algoritmu BLAS
(Altschul et al., 1990) a knihovny repetitic pro druBlumeria graminis uveejnénych
2011; Spanuet al., 2010) dostupné na

http://www.girinst.org. K dalSi analyze bylo ndhédmvoleno deset kontig obsahujicich

v databazi Repbase (Jurkat Kohany,
homologni sekvence k retrotranspo&mnnadrodinCopia aGypsy, u halezenych element
byly posléze vymezeny LTR oblasti spolu s unikapéfici nukleotici tvorici duplikaci
cilového mista (Target Site Duplication, TSD) a gezdy kontig byly na rozhrani daného
elementu s okolnimi sekvencemi navrzeny dva pamem metodou RJM, z nichz jeden byl
vzdy komplementarni ke specifické TSD sekvencihgrprimer se pak nachézel v oblasti
LTR, piipadré v sekvenci obklopujici dany retrotransposon. Ugnisprimefi bylo zvoleno
s ohledem na Zadouci délku vysledného produktu P@Rrmezi 450 — 650 bp, tento rozsah

umozioval sekvenovani celého amplikonu a vyhledavani SMBy/morfismi v pripac
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absence délkového nebo ,presence/absence variaffAV) polymorfismu po separaci

pomoci na PAGE. Souhrn vSech testovanych pfirjeeuveden v Tab. VI.

Tab. VI: Seznam navrzenych ISBP/RJM pririner

. Ocekavana
Lokallzacg ] _ _ délka
(ozn&eni | Nazev primeru Sekvence primeru (5'->3") . Marker
kontigu) amplikonu
[bp]

Bgh Copial F1 | GCATTGAAAGTGCTGGGAAT 533 obrm
000430 Bgh Copial R1 | GTTCTTGCCGGTGACTGATT

Bgh Copial F2 | CGCCATCTAGGCATAGAAAAA 609 b2

Bgh Copial R2 | TTATATTCCCAGCACTTTCAATG

Bgh Copia2 F1 | CACAATCCAAAGATATGTTGAAGG 565 obm3
002314 Bgh Copia2 R1 | CTGCATCGAGACTTTCAGCA

Bgh Copia2 F2 | TCCAGTTGTGTTCTCTCTTCCTC 545 obmd

Bgh Copia2 R2 | TCATACCCTTCAACATATCTTTGG

Bgh Copia8 F1 | GAACTTGGAGAGCAGCCAAC 526 —
001302 Bgh Copia8 R1 | CCTGTCAACACTTGGCGTGT

Bgh Copia8 F2 | GGAACCAACACCAAGACGAT 599 obm6

Bgh Copia8 R2 | ACCTGAACCCAATCCAGTCA

Bgh Copia6 F1 | CCATGATGTTGTGTTAGACACTTAG 562 obi7
007064 Bgh Copia6 R1 | CATCAAAATTGGCTTCGACA

Bgh Copia6 F2 | CTTCCATGGAGTTTTGGTTGA 505 obm8

Bgh Copia6 R2 | CCCTAAGTGTCTAACACAACATCA

Bgh Copial3 F1| TGTCTTATCTTGTGTTGTGACTGG 537 obmo
003729 Bgh Copial3 R1] TTGAGAGCTTGTGCATGTTTG

Bgh Copial3 F2| CCCAGACATTTCCCTAGCTG 560 obm10

Bgh Copial3 R2] TGCCAGTCACAACACAAGAT

Bgh Gypsy3 F1 | CAAGTATGCCTGGATGTAACAG 557 obmil
003457 Bgh Gypsy3 R1| AGCCCTAGTGAAGTGGGCTA

Bgh Gypsy3 F2 | CTAGCCGTCACACTGGATGA 579 obml2

Bgh Gypsy3 R2| GCGCCTACTCTGATGAGTCC

Bgh Gypsy5 F1 | AATTCTCCGCTATTGTGACG 505 obmi3
001347 Bgh Gypsy5 R1| TTCACCTTTCTGGCAAGTCA

Bgh Gypsy5 F2 | TCATTAAACTCTTACAGCTATGTCAAA 533 obmil4

Bgh Gypsy5 R2| CATGCCTTCATCATCCACTG

Bgh Gypsyl5 F1 GGGTGACGGTTGCCTAGTAA 470 obmis
002916 Bgh Gypsyl5 R1 CACCGTGACACGTGGTTATC

Bgh Gypsyl5 F2 TGCTCGATAACCACGTGTC 573 obmil6

Bgh Gypsyl5 R2 GTAGCGGAAAGGGATGATGA

Bgh Gypsyl16 F1 CCGTGAATACCTGTGACAGAA 575 obmil7
003563 Bgh Gypsy16 R1 TTGATGTTGATGGCGAAGAA

Bgh Gypsyl16 F2 GGTCAAACCGTAACAATACCC 497 obmis

Bgh Gypsyl16 R2aTGGGCCTGATCACAACAGTA

Bgh Gypsyl18 F1 TTCCCTACTGTCAGGGCTCTC 534 obm19
007186 Bgh Gypsy18 R1 TAAATCCCTCCGAACCGAAT

Bgh Gypsyl18 F2 AGTCCGTGACACCTACTCAGG 504 obm20

Bgh Gypsy18 RZ

TGAGGCTTGGGTAGAAGTCAA
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4.2.2 Extrakce a purifikace DNA

Vychozim materialem pro extrakci DNA byly konidiasy Bgh uchovévané ip
teplot -80°C. Mnozstvi dostupnych spor bylo limitovangigle pracnou &asow naranou

propagaci, v zavislosti na konkrétnim izolatu skeybovalo v rozmezi 0,0015 — 0,0200 g.

Pred vlastni extrakci bylo pro zvySeni ¥¥ku DNA nutné provést naruseni
bungénych sén spor, kkemuz byly pouzity dva odliSné&igtupy. Spory izoldt pochazejicich
z Australie byly podrobeny mechanické homogenizazidélce 1min p 27 Hz
v homogenizatoru MM 301 (Retschg¢iMecko) se déma sklegnymi kulickami o piméru
5 mm. Vzhledem k nestabgipouZzitého biologického materialu a Znému stupni degradace
DNA, k niZ lEhem tohoto procesu dochazelo, viak byl popsanypasizolat sesbiranych
v CR bhem sezony 2012 nahrazen $&8henzymatickou degradaci kgnych sen, pouziti
tohoto gistupu popisuji Parlangs al. (2011). Dané mnozstvi spor bylo rozsuspendovano ve
150ul  roztoku obsahujiciho 10 mg/ml  &B@ lyzatnich enzymi  ziskanych
z houbyTrichoderma harzianum (GlucaneX; Sigma-Aldrich, USA), 1 % Tritond! X-100
(Sigma-Aldrich, USA), 4 % B-merkaptoethanolu (Sigma-Aldrich) a 50 mmol/l kysel
ethylendiamintetraoctové (Ethylenediaminetetraacatid, EDTA) o pH 5,6. Suspenze byla
nésleds inkubovana 2 hodip37°C, kEhem této doby bylo promichéni zopakovéano.

Ke vzniklym sféroplasim bylo po uplynuti dané dobyigano 100ul lyza¢niho pufru,
jehoz zakladem je Basic Lysis Buffer (500 mmol/llocldu sodného, 100 mmol/l
tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochloridu — Timse, 50 mmol/l EDTA, pH 8,0)
0,02 % dodecylsiranu sodného (Sodium Dodecyl StéplsDS; Serva, &necko), 0,5 % w/v
kyseliny L-askorbové (Sigma-Aldrich), 0,03 % w/vopginasy K (Roche Diagnostics,
Svycarsko) a 4 %8-merkaptoethanolu. Vlastni lyze probihala po doSumdn @i 65°C, po ni
pak nasledovala purifikace fenolem a chloroformé&nyzatu bylo nejdive pgidano stejné
mnozstvi (25Qu) fenolu (pH 8,0), po tkladném praiepani a centrifugaci v chlazené
centrifuze Jouan GR 20-22 s rotorem AG 2,20 (Thert®A) o délce 5 minip 10 000 g
a 4°C byla vodna faze odebrana a smichana sl280si chloroformu aizoamylalkoholu
(24:1). Po optovné centrifugaci po dobu 3 min byla vodna fazét agebrana aipdchazejici
krok byl zopakovan. Po provedeni dvoji purifikatdocoformem bylo k peciStétnému lyzatu
pfidano 20ul octanu sodného (3 mol/l, pH 5,2) a 1@0vychlazeného isopropanolu.
VysrdZzend DNA byla centrifugovdna 5 min, poté bylpernatant odstrén a zbytky
organickych rozpoustlel asoli byly vymyty fdavkem 70% ethanolu adé&pvnou

centrifugaci. Pro rychlejSi vysuSeni extrahovanéAyl pelet promyt a centrifugovan s 96%
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ethanolem, nasledovalo suSeni 15 min 50 °C. Ziskand DNA byla rozpu$ta ve 2Qul
redestilované vody a inkubovana 20 min3y°C s 1ul ribonukleasy A (10 mg/ml).

Mnozstvi DNA v kazdém vzorku bylo oriegt® zmeéteno na fluorometru (Turner
BioSystems, USA) za pouZiti fluores¢aefho barviva PicoGre&ndsDNA Quantitation
Reagent (Molecular Probes, Inc., USA)e postupu dopoteného vyrobcemVytéZzek
extrakce se pohyboval vrozmezi 1 — 3Quhg/ zavislosti na vychozim mnoZstvi spor
a konkrétnim izolatu, rozdily v koncentraci DNA edpotlivych vzork byly vyrovnany

rednim.DNA byla poté uchovavandigeplot -20°C.

U nahod® vybranych vzork byl sledovan rov¥ stupé degradace vyextrahované
DNA pomoci elektroforetické separace v 1% agarosov@elu (Serva, Nmecko)
piipraveném v 0,5x TBE pufru (0,54 % Tris base, 0,2¢%yseliny borité, 1 mmol/l EDTA,
pH 8,0) Jako nanasSeci pufr byl pouzit rozték Stop C (100 mmol/l EDTA, 1 % SDS,
0,05 % bromfenolové mail 0,05 % xylenecyanolu, 42,5 % glycerqligjery byl smichan se
vzorkem v pondru 1:5. Horizontalni elektroforéza probihal@lektroforetické kortwrce Owl
B2 (Thermo Scientific, USA) se zdrojem répMP — 300 V (Major Science, USAjca
45 min @ 4 V/cm, k vizualizaci bylo pouzito barvefj05% roztokeninterkalatoru ethidium
bromidu Sigma-Aldrich) po dobu 20 mirseparovana DNA byla posléze pozorovana pomoci
UV transluminatoru a dokumerit@iho systému pro analyzu elektroforetickych ugel

(Syngene, Velkéa Britanie)

4.2.3 Polymerazovaretézova reakce

Zakladni technikou, z niz se vychazelio festovani navrzenych prime nasledné
genotypizaci vSech studovanych izélabyla amplifikace pozadovanych DNA fragmint
pomoci PCR. Celkovy objem reakce se liSil dle kétkir poteby, sodasti reakni smési byl
1x PCR pufr (10 mmol/l Tris-HCI; 50 mmol/l chloriddraselného; 1,5 mmol/l chloridu
horecnatého; 0,1 % Tritonu X-100), 1x barvivo Cresol Réd1 %o-cresolsulfonephthaleinu;
1,5 % sacharosy)),2 mmol/l kazdého z nukleotiddATP, dTTP, dGTP, dCTP (Fermentas,
Kanada), 0,3Urag polymerasy, Jumol/l forward a reverse primeru a templéegstavovany
genomickou DNA extrahovanou ze spor Bgh v koncenfrahybujici se wadu stovek pgd.

V piipact markefi typu ISBP/RIJM vykazujicich po nésledné elektraioke separaci
a vizualizaci polymorfismus typu PAV byla zakladeakni smés dale roz§ena o interni
standard umaijici owieni phabéhu PCR. Jako interni standard byl zvolen fragmemug
kodujiciho glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaG®)), ktery diky své délce (cca 100 bp)
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neinterferoval se skoérovanymi fragmenty danych mwrkZa timto @elem bylo do reakce
bylo pridano 0,2 mmol/l primér Bgh gpd F2 (5'- ACGCACCCATGTTTGTCAT - 3') a Bgh
gpd R2 (5- CCAATGGGGCAAGACAGTTA - 3% navrzenych ramci bakaléské prace
piedchazejici této studii (Kominkova, 2011).

Vlastni PCR amplifikace provada v termocykléru C1000 Toubh (Bio-Rad, USA)
byla zahajena pa@teni denaturaci 5 min ip 95°C, néasledovalo 40 cyklzahrnujicich
denaturaci p 95°C po dobu 30 s, dale fazi nasedani prim@O0 s) i raznych teplotach
v zavislosti na konkrétnich primerech (standdrdsak byly vSechny primery testovani p
= 55°C) a elongani fazi o délce 1 minip 72°C. Poslednim krokem po provedeni vSech 40

cykhi byla z&¢recna elongace 10 mirrip/2°C.

4.2.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Produkty PCR byly podrobeny elektroforetické sepiavepolyakrylamidovéem (PAA)
gelu za nedenaturujicich podminek ve vertikalnimpoté&lani. Celkova koncentrace &n
akrylamidu sN,N"methylenbisakrylamidem (19:1; Bio-Radaboratories, Inc.,USA) pro
pripravu gelu byla zvolena na zaktadcekavané délky separovanych fragniera to konkrété
4% pro RIMs a6 % pro SSR markery. DalSimi slozkbyto 0,73 % v/ivN, N, N‘ N'-
tetramethylethylendiaminuTEMED; Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) 0,1 g peroxodisiranu
amonného (APSEtluka BioChemika, USA). Po smichani vSech komporehtx TBE pufru
a naliti vzniklého roztoku do 1 mm Siroké mezeryznthema skly k tomu ufenymi prokhla
radikaly zprostedkovana polymerace, vznikly gel byl unsistdo elektroforetické aparatury
(C.B.S. Scientific Company, Inc., USA) nagie 0,5x TBE pufrem. Porfglavku 10ul 10%
ethidium bromidu do anodového pufru byl sgastzv. pre-run o délce cca 1 hotl BO0 V,
béhem réhoz interkal&ni barvivo proniklo do gelu. Jako zdroje elektrickénagti byly
vyuzivany dva fstroje, ato MP — 500 V (Major Science, USAjipadré Standard Power
Pack P25 (Biometfa N&mecko). Vlastni vzorky byly po naneseni separovgiiy350 V,
doba separace aobjem vzorku nanasSeny do jamekatwddvé strah gelu se liSily
v zavislosti na konkrétnich markerech s ohledenusreadgni jejich skérovani. Kazda sada
vzorki byla doplgna 100 ng délkového standardu 100 bp Plus DNA Ladéermentas,
Kanada) v 1x Stop C. Vizualizace byla provedeni&tmko v gipad® agarosového gelu,
kapitola 4.2.2.

-45 -



425 Sekvenovani

V pripact ISBP/RIM primelk poskytujicich po PCR amplifikaci a separaci naugel
jediny fragment o stejné délce u vSech iZolaglo provedeno sekvenovani daného amplikonu
s cilem nalézt fipadné jednonukleotidové polymorfismy a vyuZzit tewvrzené primery pro
vyvoj SNP markar. Produkt PCR reakce byl nejprve enzymatickieci$tén pomoci
protokolu ExoSAP fisobenim 1U exonukleasy | a 0,5U alkalické fosfatd&sstAP™
(Fermentas) &hem inkubace ip 37°C po dobu 30 min, nasledovala denaturace 5piiin
95°C.

Sekvenovani bylo provédo pomoci komeniho kitu BigDy& Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Life Technologied. Sekvenani reakce probihala v objemu {iD
obsahujicim 3ud vhodre natediného a pecisttného PCR produktu, 148 5x sekvenaniho
pufru, 1ul primeru o koncentraci 1@mol/l a 0,5ul BigDye®, zbyvajici objem byl dopkm
redestilovanou vodou.dem vlastni reakce byl nejprve dany fragment depaén 5 min pi
98°C, v dalsi fazi bylo zopakovano 50 aykskladajicich se z denaturace 1QFis$6°C,
nasedani primeru 5 $ib0°C a syntézy novéh@izce 4 min p 60°C. Vznikly produkt byl
precistsn pomoci roztoku magnetickych kigk, ktery je soedsti kitu Agencouft CleanSef
(Beckman Coulter, USA), purifikace byla provad na robotické stanici Biom&kNX"
(Beckman Coulter). Nasledovala kapilarni elektréfar s detekci fluoresaa® znaenych

inkorporovanych dideoxynukleoficha genetickém analyzatoru ABI 3730xl.

4.2.6 Zpracovani ziskanych dat

Vystupem z genetického analyzatoru bylyiippd sekvenovani DNA sekvence ve
formatu ABI, které byly po konverzi do souboru nHHASTA programem DNA Baser
Sequence Assembler v3.5.Bgracle BioSoft SRL, Rumunska)ale analyzovany pomoci
programu MEGAS (Tamuret al., 2011) disponujicim nastrojem pro tzv. multiplgrament,

ktery umo#uje porovnani sekvenci a detekci SNP marker

Vzhledem k charakteru dat byly pro rekonstrukciofgnetickych vztah v ramci
izolati Bgh zvoleny distaini metody vychazejici z matice vzdalenosti mezimigvojicemi
taxonomickych jednotek, které jsouednttem studia. Genotypové profily jednotlivych
izolath byly prevedeny na matici binarnich dat, ta byla poslézeuals upravena do formétu
kompatibilniho se softwarovym b&kem PHYLIP 3.69 (Felsenstein, 2005). Izolat padli

travniho pSenice s oz¢enim Tm258 byl p analyze pouzit jako outgroup tkioi sesterskou
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skupinu izolat z jeimene. Soubor binarnich dat ve forméatu phylip bypne konvertovan
na distadni matici nastrojem Restdist, na z&Kladliz byl posléze algoritmem neighbor-
joining (Saitouet Nei, 1987) odvozen kladogram. Uvedeny algoritmauspecificky tim, Ze
vede k ziskani nezakeniného stromu. Ke konstrukci kladogramu byl zvolerogoam
Neighbor, jehoz hlavni vyhoda sfiea v jeho rychlosti. PoZzadovakigs analyzy je proponi
pouze druhé mocninpcitu analyzovanych taxdn diky ¢emuz je tento program velmi
vhodny i pro rozsahlé soubory dat (Felsenstein,5200ysledny strom byl vizualizovan

a dale upravovan programem FigTree v1.4.0 (Ramb2@12). Bootstrap hodnoty byly
vypoéteny ze sady 1 000 replikaci za pouZziti nastiggboot, Restdist, Neighbor a Consense
dostupnych v softwarovém b&itu PHYLIP.
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5 VYSLEDKY

5.1 Odvozovani markeii a genotypovani

Experimentalnicast této diplomové prace byla z&ena v prvnirack na design sady
markefi, které by vytveéily genotypovaci systém s dost&teu rozliSovaci schopnosti vhodny
pro molekularni charakterizaci populace izblgpadli travniho jémene pochézejicich
z geograficky limitované oblasti. VSechny pary pein navrzené na zakladpopsané
metodiky byly v prvni fazi testovany na sadl5 kontrolnich izoldt padli travniho
a vyhodnocovany z hlediska @&Sposti amplifikace, iitomnosti polymorfismu, moznosti
skorovani, spolehlivosti a reprodukovatelnosti. rapékona sphujicich poZadavky pro
sekvenovani byly dale vyhledavany jednonukleotidoemorfismy za Gelem maximalniho
vyuziti variability gitomné v &chto potencialnich zdrojich markerNalezené polymorfni
markery byly nasledhuplatrény pro genotypovani souboru izaldgh zapojenych do této
studie. Z celkovéhpoctu 161 izolat byly ziskany genotypové profily 158 z nichii izolaty
pochazejici ze s$bu na UzemiCR vroce 2012 (N4, N6 aX2) byly gzeny kwli
nedostaténé kvalit extrahované genomické DNA nebfitpmnosti sekundarnich metabdlit
zpasobujicich inhibici PCR (vyrazné maximum absorbaeg&ahované DNA ip vinove
délce 230 nm naztiavalo gitomnost fenolickych latek). Markery, z nichZz vyeb& tato
prace, Ize podle typu rélenit do ti kategorii, a to SSR, ISBP/RJM a SNP.

5.1.1 SSR markery

Prvni gistup odvozovani markiraplikovany v této studii vychazi z polymorfismu
bézrne se vyskytujiciho u kratkych tandemovych repetiimiry navrzené pro amplifikaci
mikrosatelitovych lokus poskytovaly v Sesti ffjpadech z deseti délkdwpolymorfni PCR
produkty. V gipact obm26 amplifikace vedla k ziskani komplexniho fingerpuinjehoz
vyhodnoceni nebylo mozné jednoZn& a reprodukovateln provést, z tohoto iovodu byl
uvedeny marker z dalSi analyzyiayen. Zbylé polymorfni pary primerposkytovaly fi
(obm27, obm28), pripadreé pét (obm24, obm29) délkovych variant PCR fragmeéns$ vyjimkou
obm22, jehoz genotypovani na kompletnim souboru iZolédlo k detekci 48 polymorfnich
amplikonmi. PrestoZe byl tento SSR marker jednaawa nejwtSim objevenym zdrojem
variability, ziskand data vykazovala problematickeaprodukovatelnost, coz vedlo

k rozhodnuti uvedeny zdroj markerprozatim vyadit av budoucnu podrobit dalSi
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optimalizaci. Na kompletnim souboru 158 izélabylo tedy genotypovano celkem
16 spolehlivych SSR markie(Obr. 6).

Obr. 6: Priklady polymorfnich SSR markieramplifikovanych na izolatectBlumeria
graminisf. sp.hordei
A) obm24; B) obm27; C) obm28; D) obm29. Uvedené délky DNA fragmeintbyly odhadnuty porovnanim se

standardem 100 bp Plus DNA Ladder. Produkty PCR/ m#ualizovany barvenim ethidium bromidem po

elektroforetické separaci na 6% PAA gelu.

5.1.2 Markery typu ISBP/RIM

DalSi p@istup, z®hoz se p hledani marker v této pracicerpalo, je zaloZzen
na polymorfismu v inzénich mistech rozptylenych repetic, zde konkféttrotransposan
nadrodin Copia aGypsy. Podrobné vysledky testovani 20 navrZzenychi gdnimerfi jsou
shrnuty v Tabulce VII, @vodem k vyazeni potencialniho markeru byla problematicka
amplifikace, absence polymorfismu nebo Spatna cepkovatelnost. Celkem &p pripadech

(obm13, obm14, obm15, obm16 aobmi8) byl po PCR amplifikaci a nasledné separaci na gel
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detekovan polymorfismus typu PAV. Dvojice markedbml3 aobml4, stejré jako obmil5
aobmil6 vSak byly navrzeny v ramci téhoz kontigu, coz pditea i shodna informace ziskana
jejich testovanim na sadkusSebnich izolét k dalSi analyze byl tedy postgici pouze jeden
marker z kazdé dvojice. Pro dalSi vyuZiti byly pratoleny fi RIJMs, a toobml14, obml16
aobml8. Fxi opakovaném genotypovani na kompletniésablath vSak markerobml6
neposkytoval spolehlév reprodukovatelné vysledky, z tohotdivedu byly do celkového
genotypovaciho souboruizaeny pouze zbyvajici dva markery (Obr. 7). Temtobsr byl
dale doplgn SNP markery detekovanymi na zaklaskekvenovani amplik@gnobm6, obm9
aobm20 (Tab. VII).

M

500 bp

500 bp

A

¥ “ Ny W AN RREN a

v, F

L]

Obr. 7: ISBP'RIM markery amplifikované na izolateBhumeria graminisf. sp.hordei

A) obm14; B)obml8. M =100bp Plus DNA Ladder. Amplikony, jejichziifpmnost, ¢i absence byla
vyhodnocovana, se nachazi v oblasti 500 bp. Jakoninstandard byl pouzit fragment genu pro glylcedayd-
3-fosfat dehydrogenasu o délce 100 bp (neni zn&mprRrodukty PCR byly vizualizovany barvenim ethidi

bromidem po elektroforetické separaci na 4% PAAigel

5.1.3 SNP markery

Nevyhoda markeér zaloZenych na inzémim mist TE v podols jejich dominantniho
charakteru a omezené inforémd hodnoty nize byt kompenzovana jejichirgvedenim na
SNP markery. PCR amplikony ze specifickych priinedvozenych z retrotranspinkterée
poskytovaly jediny DNA fragment o délce 450 — 650 hvSech izoldt byly dale
sekvenovany a detekované SNPs doplnily soubor matk&enych pro charakterizaci izotat
Bgh. Sekvenovani bylo provedeno pouze u 11 tesf@bampat primeii sphujicich vysSe
uvedena kritéria. Porovnani sekvenci jednotlivyzbléti vedlo k nalezenitit unikatnich
zdroja markefi - obm6, obm9 aobm20 (Tab. VII). V ramci &chto sekvenci byla pozorovana
pon¥rné vysoka variabilita, jak je patrné z Tab. VI, #Znje uveden kompletni vt
nalezenych informativnich mist a pozic, na nichialiland mista detekovana. Pozice 1 byla
v pripact vSech sekvenci &ena jako prvni nukleotid nasledujici po 3 koncinperu.

Sekvenovani ISBP/RIJM amplikbrvyrazré obohatilo celkovy pé&et markedt prispevkem
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13 jednonukleotidovych polymorfisina jediné delece o délce 63 bp vyskytujici se wdvo

izolath pavodem z Izraele.

Tab. VII: Vysledky testovani markeitypu ISBP/RIM

Pary primed pouzité pro molekularni charakterizaci celkovéboboru izolat Bgh jsou vyzné&eny Sed.

Par primeri | PCR produkt Polymorfismus Sekvenovani Poznamka
na gelu

obml ANO NE NE \EtSi patet fragment; vyiazeno

obm2 ANO NE ANO 100% identita sekvenci; #azeno

obm3 ANO NE ANO 100% identita sekvenci; iazeno

obm4 ANO NE ANO 100% identita sekvenci; #azeno

obms ANO, velmi NE NE Vyfazeno

slaby

obm6 ANO NE ANO Detekce SNRviz Tab. VIII)

obm7 ANO NE ANO 100% identita sekvenci, iazeno

obm8 ANO NE ANO 100% identita sekvenci; iazeno

obm9 ANO NE ANO Detekce SNRviz Tab. VIII)

obmi10 ANO NE ANO Detekce SNP;marker zarnitelny

sobm9

obmill ANO ANO NE Problematické skoroyanl, Spatna
reprodukovatelnost; ¥gzeno

obml2 ANO, slaby ANO NE Problematické skoroyanl, Spatna
reprodukovatelnost; vgzeno

obm13 ANO ANO - Marker zananitelny sobm14

obml4 ANO ANO - Obr. 7, A

obmi15 ANO ANO - Marker zamanitelny sobm16

obm16 ANO ANO - Spatna reprodukovatelnost;ageno

obml7 ANO NE ANO Smésna sekvence; vgzeno

obm18 ANO ANO - Obr. 7, B

obm19 ANO NE ANO Sngsna sekvence; ¥gzeno

obm20 ANO NE ANO Detekce SNRVviz Tab. VIII)
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Tab. VIII: Markery odvozené ze sekvenci ISBP/RIM amplikon

Marker Oznaéeni SNP/indelu Pozice Alely Poznamka
obmé6.1 75 AIG
b6 obm6.2 247 C/A
obm6.3 259 T/IC
obm6.4 304 G/A
obm9.1 133 T/IC

obm9 obm9.2 166 - 228 - delece 63 bp
obm9.3 475 AIT
obm20.1 94 TIA
obm20.2 106 AlG
0bm20.3 250 CIT
obm20 obm20.4 324 GIT
obm20.5 388 AIT
obm20.6 437 CIT
obm20.7 449 TIA

5.2  Evolini vztahy mezi studovanymi izolaty Bgh

Soubor 158 izoldit padli travniho jgmene tizného geografickéhougodu byl ve
druhé fazi experimentélniasti této prace podroben fylogenetické analyze guemé na
zaklad sady odvozenych SSR, ISBP/RIJM a SNP markeysledny genotypovaci systém
byl tvoren 32 polymorfnimi markery, kladogram zkonstruovasyejich uplaténim
algoritmem neighbor-joining je znazeém na Obr. 8. Na zaklgdtopologie vytvéeného
kladogramu byl nésledrrealizovan jeden z hlavnichiléto studie, a to analyza genotypové

variability izolati Bgh ve vztahu k datn o jejich geografickémigvodu.

Jak je patrné z Obr. 8¢&téina studovanych izolatposkytovala odliSné genotypove
profily, diky ¢emuz je bylo mozné vzajeramozliSit, avSak vytviené klady se z velk&asti
vyznatovaly pouze slabou bootstrap podporou. i@k australskych izolét byla
pozorovana vyrazna uniformita¢téina z nich poskytovala identické profily a byl@azena
do spoléniho kladu. Separace&chto izolati viaci ostatnim vSak nebyl Uplna, jejich klad
zahrnuje i Bkolik izolati z iznych oblastiCR a dva izolaty z jinychasti seta (Uruguay
a Jihoafricka republika). Zaffime-li se na distribuci jednotlivych izotateloswtoveé sbirky,

na prvni pohled z nich vyliaje japonsky patotyp 1044, kterému jako jedinénwyjisnkou
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outgroupu Bgt nélezi samostatnéew. Pongrné vyrazré diverzifikovanou skupinou jsou
i oba izraelské izolaty Y-069 a H-148, coz potvezupootstrap podpora jejich spéte&ho

kladu. Australské izolaty ze sbirky se dlgekavani piradily k dalSim izolatm z tohoto

kontinentu, zatimco oba jihoafrické izolaty se wsiki odcklen¢ v riznych kladech. Za
povSimnuti stoji fakt, Zeeské izolaty z liského sbru Ize nalézt tégt ve vSech vytvienych

kladech spokné s jednotlivymi izolaty z jinyclEasti séta.

Dosazené vysledky lze dale charakterizovat absegicaznych souvislosti mezi
evolwnimi vztahyc¢eskych izolai (Obr. 9) a lokalitami, na nichz byl vyskyt danyolati
zaznamendén (Obr. 10). Z uvedenych obéigekpatrna variabilni distribuce izott podol
vyskytu genotypo¥ shodnych izoldt na fiznych mistech (n&p dvojice izolath E1/M3,
A4/E19, A11/E13 nebo A1/M6) a kolokalizace Sirok&ly odliSnych izolal ve stejnych
oblastech. Navzdory popsané variabil#e v ramci kladogramu vyskytuje dkolik dvojic
izolath s identickym genotypovym profilem pochazejicichszgjného Useku a téicich klad
se silnou bootstrap podporou. Da s&el@vat, Ze véchto gipadech se jedna s velkou
pravdEpodobnosti o jediny izolat, jehoz klony byly odchgy a dale zkoumany nezavisle na
soke, avSak spravnost tohotagapokladu ukazou az vysledky fenotypové charakieez
danych izolai. Prikladem takovychto potenciarduplicitnich izolah jsou dvojice A7/ A8,
D3/D4, 125/127, E6/E25 a C8/C11.
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Obr. 8: Kladogram znazaiujici evolieni vztahy mezi izolatlumeria graminisf. sp. hordei

Fylogenetickd analyza byla zaloZzena na 32 marketggh SSR, ISBP/RIJM a SNP; izolat Tm25&ryers)

pochéazejici Blumeria graminisf. sp. tritici byl pouZit jako outgroup. Modréisla zn&i bootstrap podporu danych

vétvi vychazejici z 1000 replikaci ¥ipadech, kdy fesahla 50 %. Izolaty gwodem z Australie (AUS) jsou
vyznateny zeles, celosetova sbirka fialow (ISR = Izrael; CHN =Cina; JPN = Japonsko; URY = Uruguay;
ZAF = Jihoafricka republika), zbyvajici izolaty pezi ze stru na GzemCR v roce 2012 (CZE 2012).
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Obr. 9: Evolwni vztahymeziizolaty Bgh pochazejicimi €eské republiky

Fylogeneticka analyza provedena pomoci algoritmghter joining zaloZzena na sad2 markei; izolat Tm258
pochazejici Blumeria graminis f. sp. tritici byl pouZit jako outgroupCerna¢isla znai bootstrap podporu
danych ¥tvi vychazejici z 1000 replikaci ¥ipadech, kdy fesahla 50 %. Skupiny izotatjsou bareva
rozlideny podle oblastiR, kde byly odchycenyipsbéru v roce 2012 (Obr. 10).
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Obr. 10: Distribuce studovanych izoiBgh v rdmciCeské republiky podle oblastipodu

Barevné ozngeni jednotlivych Usakkoresponduje s barvou izalaba Obr. 9; pismena (A, B, C, D, E, F, I, L,
M, N, O, X) zastupuji jednotlivé skupiny izotéatkteré byly v pisluSnych oblastech odchyceny. Informace
0 pavodu izolat laskaw poskytnul doc. Ing. Antonin Dreiseitl, Csc.
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6 DISKUSE

PredloZzena prace si kladla za cil vyvinout sadu vioddmmarkeé pro molekularni
charakterizaci izol#t Blumeria graminis f. sp. hordei vyskytujicich se eské republice
a za&lenit je do kontextu variability izolat razného geografického apodu. Pro vyvoj
molekularnich markérbyla pouzita parcialni genomicka sekvence tohatogenu (Spanet
al., 2010), za &elem maximalizace usphu @i odvozovani polymorfnich markérpro
izolaty z geograficky limitovanych oblasti byly Zeay fi typy marketi (SSR, ISBP/RIM
a SNP), u kterych Ize podle dosavadnich poZnakiekavat maximalni pravgodobnost

polymorfismu a rovnorrnou distribuci v genomu padli travniho.

Vyzkumu zandfenému na padli travni je dlouhodokiénovana znénd pozornost
(Glawe, 2008; Huckelhoveet Panstruga, 2011; Schulze-LefertvVogel, 2000; Zhangt al.,
2005), a to i pesiadu Uskali, ktera s sebou prace s timto obligabidtnofem @inasi. Hlavni
piekdZzkou pro experimentalniast této studie byly komplikace doprovazejici exdra
genomické DNA z konidii. #¢stoZe optimalizace metody extrakce DNA n#&faamezi cile
prace, bylo nutné se touto problematikou zabyvahl&lem k technicky natoé kultivaci
a propagaci tohoto houbového patogemedptavovalo mnozstvi dostupnych spor limitujici
faktor a UspSna extrakce DNA tedy znamenalatkly predpoklad umoiujici dalsi analyzu.
DNA ziskana standardni procedurou popsanou Vv tééxi pvSak vykazovala nabdlé
zbarveni a inhidini &inky pro pitibéch PCR. Inhibini efekt nengedéné DNA petrvaval i po
provedeni dodat@é purifikace precipitaci nebo imobilizaci DNA nagmetickychtasticich
Agencourf CleanSe§ (Beckman Coulter) ashkolikanasobnym promytim 70% ethanolem.
Pozitivni &inek byl pozorovan pouze pdgsisténi pomoci dialyzy, avsak tentdigtup ved|
k nezanedbatelnym ztratam v mnozZstvi vzorku. TotpSténi indikuje gitomnost
sekundarniho metabolitu s inhihim (&inkem a podobnymi fyzikaichemickymi
vlastnostmi jako DNA. Problém nekagilo ani pouZiti kitu Invisofb Spin Plant Mini Kit
(Stratec Molecular; Germany), které vedlo k minimidu vy€Zku DNA. Rovréz pokusy
o amplifikaci celogenomové DNA pomocb29 DNA polymerasy technikou ,Multiple
Displacement Amplification“ (MDA) se nesetkaly spdshem a poskytovaly nestandagdn
nizky vytzek v porovnani s vysledky ziskanymi iigadt na¥idénych chromosorin jeémene
(Simkovéa et al., 2008) icelogenomové MDA amplifikace jiného zdste celedi
Erysiphaceae, Podosphaera fusca (Fr.) U. Braun & Shishkoff (Fernandez-Ortuia al.,
2006). Nalezeni vhodjsiho gistupu k extrakci DNA z omezeného mnoZstvi spomotoh
specifického organismu bude vyZadovat dalSi studium
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V prvni fazi praktick&asti této prace zabyvajici se navrhovanim a tesfav@rimeni
odvozenych z oblasti mikrosatélita inzetnich mist transponovatelnych elementylo
nalezeno celkem 32 pouzitelnych polymorfismkteré byly posléze uplatny pro
genotypovani vSech studovanych izol&gh a provedeni fylogenetické analyzy vychazejici
ze ziskanych dat. Vifpad® mikrosatelitovych lokus byl zjiS€n vyhodnotitelny
a reprodukovatelny polymorfismus @tp pami primeii z deseti. Jednd se o polavi
aspsnost, avSak testovany soubor jéli® maly na to, aby bylo mozné vysledky
generalizovat a usuzovat z nich na&gwvykajici se nap souvislosti mezi délkou zakladni
jednotky repetice, pidem jejiho opakovani a stwgm polymorfismu nebo po#énu transic
atransversi. Takto vysoka w@Spost ipesto vzbuzuje pozornost abylo by bezesporu
zajimavé zopakovat experiment w&sim nefitku, které by umakovalo objektivijSi pohled
na moznosti vyuziti mikrosatelijako markeit pro padli travni,  jehoz vyzkumu byl tento
typ markefi dosud uplatén velmi sporadicky. Na zakladstudia dostupné literatury byl
vramci této prace testovan jediny nalezeny SSRkemnase zvEejnénymi sekvencemi
primeri, ato CJR3, jehoz odvozeni popisuje Ridetual. (2006). Na studovaném souboru
izolati vSak tento marker nebylo mozné vyhodnotit a polaugho optimalizaci se nesetkaly
s usgchem. Takto nizké vyuziti potencidlu nabizeného 8iRery pi studiu padli travniho
je ponern¢é prekvapivé. Genetickd mapa tohoto druhu je zalozéezdgré na molekularnich
markerech typu AFLP, RFLP a EST (Pederseml., 2002b), zatimco k ukotveni koniig
sestavenych na zakkadytvorené BAC knihovny na genetickou mapu byly pouzityPSN
markery (Pedersest al., 2002a) a pro po&ni klonovani gefn avirulence byla uplatma
kombinace markértypu CAPS (Cleaved Amplified Polymorfic Sequenagrkery zaloZzené
na polymorfismu v restrinich mistech endonukleas), RFLP, RAPD, AFLP a SNP
(Skamnioti et al., 2008). Vezmeme-li v Uvahu jiné houbové druhyslegiky ziskané
testovanim SSR prim&ma izolatech Bgh jsou v souladu se studii, ktgroblikovali Murat
et al. (2011). Uvedend studie se zabyva houbaber melanosporum Vittad. a g analyze
genetické diverzity jejich izolatéerpa steja jako tato prace ze SSR markevdvozenych
z mikrosateliti identifikovanychin silico na zaklad sekvenanich dat. Vysledkem testovani
navrzenych primér bylo ziskani 44 % polymorfnich amplikibrz celkového pé&u 135.
Zajimavym udajem je rowi vysokacetnost vyskytu mikrosatelitv genomické sekvenci
tohoto druhu, zji%né hodnota je 182 SSRs na 1 Mbp. Dalsttkladem vyuziti SSR markeér
je studie zarfujici se na diverzitu izolat patogenni houbyMoniliophthora perniciosa
(Stahel) Aime & Phillips-Mora, ktera udava vyskyblymorfismu pouze vigpad 37,5 %

z celkového p&tu 24 testovanych amplikér(Silvaet al., 2007).
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Genom padli travniho se vyzafige masivni kolonizaci transponovatelnymi elementy,
které jsou zodpasdné za jeho vyraznou expanzi v porovnani s genamygh hub (Spanet
al., 2010), proto bylo vyuziti markirzalozenych na inzémich mistech retrotransposon
jasnou volbou. Navzdory velkému potencidlohto markel pro vysoce repetitivni genomy
(Pauxet al., 2006) vSak tato pracerquistavuje jejich prvni znamé uplath u houbového
organismu. Arabgt Jawhar (2010) popisuji i&né pouziti jiného typu markerzalozeného
na transponovatelnych elementech, IRAP, pro fylegekou analyzu izolat Fusarium spp.
seshiranych z pSenice na Uzemi Syrie. IRAP markegly vtomto pipad k ziskani
vysokého stuph genetické variability, z celkového ¢a 844 skérovanych DNA fragment
bylo 50 % z nich vyhodnoceno jako polymorfni. VysakozliSovaci schopnost specifickych
markefi odvozenych z IRAP v podéhejich aplikace pro rozliSentiznych izolal Fusarium
oxysporum Schlitdl. f. sp.lactucae Matuo & Motohashi popisuji i Pasquadt al. (2007).
Specifické markery zaloZzené na inad@ch mistech TE by mohly ro¥h predstavovat Siroky
zdroj variability, avSak pro pr@veni této moznosti by bylo nutné provést rozsahimalyau
zantienou na jejich odvozovani.réstoZze z celkového p dvaceti navrzenych par
primeri byly v této praci odvozeny pouze dva spolehlivéspnce/absence markery typu
ISBP/RJIM, monomorfni amplikony se @skily jako bohaty zdroj polymorfismu ve fornm
SNPs, které v kordaé fazi tvdily témei polovinu celkové sady marker

Tato studie prokazala, Ze zvolené typy mark@SR, ISBP/RIM, SNP)ipdstavu;i
uzitetny nastroj pro studium diverzity padli travnihosay tedy hodné dalSi pozornosti,
ackoliv vzhledem k moznostem, které v poslednichdeteabizi techniky NGS (Metzker,
2010), je mozné, Ze dojde k Ustupu od ,adth” typi markefi u klicovych projeki studia
genomu Bgh jako jsou konstrukce genetickych maprieébnovani getn zodpowdnych za
virulenci. S vyuzitim NGS pro ziskani velkého objesekvenénich dat ziiznych izolai
Blumeria graminis f. sp.tritici i hordei a detekci novych SNPs §itaji Spanuet Panstruga
(2012). Nicmén naranost extrakce a purifikace DNA, ziskani dosta&ho mnozstvi
biologického materialu pro extrakci pozadovanéhmbstvi DNA pro NGS techniky a cena
NGS spolu s natmosti bioinformatické analyzy sekveméch dat jsou limitujicimi faktory

jejich uplatréni pro studie zaloZzené na velkéntpoizolat.

Vzhledem k tomu, Ze dynamika populacii@si izolati Bgh z&aly byt systematicky
sledovany az v relatignnedavné daol Udaje z dlouhodddsiho ¢asového horizontu jsou
chykgjicim c¢lankem pro objasmi historického vyvoje. Absence fosilnich zazransak

muze bytcéast&né kompenzovana rekonstrukci evéich vztali mezi sodasnymi izolaty
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pomoci fylogenetické analyzy. Tohotéigiupu bylo dosud vyuzito pouze na GroviEmych
hostitelskych forem padli travniho (Inuneqal., 2007; Oberhaensét al., 2011; Wyandet
Brown, 2003). H studiu diverzity na urovni jednotlivych izofatéze hostitelské formy se
diive vychazelo fevazri z fenotypovych dat v podébvirulenci a citlivosti w¢i riznym
fungicidaim. Tyto znaky byly¢asto analyzovany v kombinaci s molekularnimi markerto
konkrétré s isozymy (Kochet Kohler, 1991), RFLP (Browret al., 1990; Christiansen
et Giese, 1990), fippadre RAPD (McDermottet McDonald, 1993; McDermottt al., 1994;
Newtonet al., 1998; Wolfeet al., 1992). Sodasti uvedenych praci byly i pokusy o rozliSeni
izolati na vnitropopulani drovni pomoci DNA markér ziskané vysledky vSak iad
piipadi vedly k detekci omezené miry variability a nebylgZivany pro analyzu evainich
vztahi. Krom¢ toho se vysledkyiznych studii od sebe vzajemhsSily, Damgaardet Giese
(1996) zaznamenali, Ze izolaty @tlehé vzdalenosti stovek kilométse vyznaovaly absenci
genetické diferenciace, zatimco Wolé al. (1992) uvadi naopak vysokou variabilitu
v celoevropském #ifitku i v ramci stejnych lokalit. i#ina této inkonzistence by mohla
spaivat v nedostatcich pouzitych typmarkefi, které casto vychazely z nespecifickych
primeri, piipadreé v detekci pouze omezené miry variability. Jak prme z uvedeného
shrnuti, studium genetické diverzity na vnitrop@dnl Urovni Bgh dosud nevedlo
k jednotnym vysledkm. V poslednich letech se vSak hlavni Usili Z&@né na tento patogen
zaalo ubirat jinymi smry acestami, genotypovaci systém vhodny pro gtabal

charakterizaci izoldtproto dosud nebyl vytien.

Strategie uplatmd v této praci vedla k detekci vysoké miry vatigbiv ramci
studovanych izolét u jednotlivych soubdr vS8ak byly zaznamenany pémé vyrazné
rozdily. Zjis&na diverzita mezi izolaty sesbiranymCR bshem rékolika dni jediné sezony
byla mnohem vysSi nez u izaigpochazejicich z Australiejgstoze se jedna o Uzemi s #m
100x &tSi rozlohou. Tento zdanlivy paradoxibe souviset s vyrazrkratSi historii patogenu
na Uzemi Australie, gatky pistovani obilovin na tomto kontinentu jsou spojerptishodem
evropskych osadnik vroce 1788 (Gergiset al., 2010). Pozorovany nizky stupe
vnitropopul&ni diverzity by mohl byt vysstlen uplatgnim efektu zakladatele a genetického
driftu (Villarino et al., 2012). Vyraznou roli zde sehrala prostorova agel od okolnich
kontinenti znemoaujici piirozené roz§ovani genetického poolu, konkrétniikbad tohoto
omezeni uvadi Dreiseitlet Pickering (1999). Na z&klad porovnani virulenci
charakterizujicich populace Bgh v Jizni Australinaa Novém Zélandu vzdalené t&m

2000 km bylo &eni patogenu meziémito dwma pevninami oddenymi mdem
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vyhodnoceno jako nepragplodobné. Zji&né uniformita australskych izotatedy odpovida
predpokladim. G¢ekavana uniformitagthto izolati byla hlavnim dvodem jejich zéazeni ve
vétsSim patu (50). Tento soubor izokdtslouzil jako kontrola specificity odvozeného panel
markefi a zarové owéreni jeho rozliSovaci schopnosti. Kombinace oboudastanych
parametit byla v gipad tohoto panelu lepSi neZz u jakychkoliv jinych dappouzitych
markeii zahrnujicich RFLP (Browset al., 1990; Christiansest Giese, 1990; Damgaast
Giese, 1996), RAPD (McDermadt McDonald, 1993; McDermott al., 1994; Newtoret al.,
1998; Wolfeet al., 1992), 28S rDNA (Inumat al., 2007; Matsudat Takamatsu, 2004), ITS
(Inumaet al., 2007; Wyandet Brown, 2003) a kodujici genové oblasti (Inuetaal., 2007;
Wyand et Brown, 2003). Zajimavym zji&him je, Zeceske izolaty byly Zazeny ténst do
vSech klad dendrogramu, ktery byl vystupem fylogenetické gmala zahrnoval izolaty
z celého stta (Obr. 8). Rozdily v jejich genotypovém profiluogazuji, Ze se ve &&ine
piipadi jedna o @izné izolaty a ne o opakovanyéstiéhoz izolatu. Porovname-li geograficky
pavod jednotlivych izoldt zCR (Obr. 10) a jejich pozici ve vytveném dendrogramu
(Obr. 9), Ize si povSimnout dvou jiv Jednotlivé lokality se vyzgavaly pitomnosti
Sirokého spektra genotypdwdliSnych izolal a pozorovan byl i ogay fenomén v podab
dvojic izolati s identickym profilem, jejichz vyskyt byl zaznandnna tiznych lokalitach.
Extrémnim pikladem je dvojice genotypévshodnych izold E1 a M3 odchycenych
v oblastech, které od sebe élige vzdalenost vice nez 200 km (Obr. 10). Uvedeodnatek
lze vyswtlit velkym potencialem padli travniho klonédlrse S&fit na dlouhé vzdalenosti
pomoci ¥trem undSenych spor, dikmuz mohly byt i geograficky vzdalené populace ve
skutenosti trvale v kontaktu a nedoSlo u nich k &lddé evoluci. K podobnym zésim dosli

i Parket al. (1999) na zaklatdvysledki studia populéni struktury izolal Puccinia recondita
Roberge ex Desmaz. f. dpitici Eriks. & E. Henn. v zapadni Evrépejich prace prokazala

klonalni migraci spor tohoto patogenu na velké \euiasti.

Vyrazna diverzita pozorovana v ramskych izolal je v souladu s vysledkyiide
provedené studie zaloZzené na fenotypu, ktera ddigitomnost vysokého @tu patotym na
tzemi CR (Dreiseitl, 2008), av3akétsi potencial pro vyvozeni konkrétnich #év bude
nabizet dopléni genotypovych dat o virulence zfg€ @gimo u izolat, které byly pedmétem
této prace. Hledanim souvislosti mezi genotypovgnoifily a patotypy konkrétnich izokat
u rzi Puccinia recondita f. sp.tritici byl zjiS€n vyskyt genetickych zém, ke kterym doSlo
nezavisle na patogedjti nezavisly vznik stejnych patotfma tizném genetickém pozadi.

Tento jev byl vysi¥tlen pisobenim selainiho tlaku na pekonani kombinaci gérrezistence
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vyskytujicich se u nejroz&rgjSich kultivat hostitelského druhu (Parit al., 1999). Zda
bude podobny trend pozorovan ifigact riznych patotyff Bgh je otazkou dalSiho

vyzkumu.

Zanxtime-li se na distribuateskych izolai ve vztahu s izolaty z celoswové sbirky
(Obr. 8), zastupciéthto dvou skupin se vyskytuji ve spiatgch kladech s vyjimkou velmi
diverzifikovaného izolatu z Japonska iwmdho samostatny klad a dvojice izdilat
pochazejicich z Izraele (Dreisedtlal., 2006), které jsou v ramci kladogramu réxrvyrazré
separovany. Vezmeme-li v ivahu distribuci zbyvaljicizolati reprezentujicich stovou
populaci, vysledny dendrogram nazuog, Ze vnitropopukni variabilita gitomna vCeské
republice z velkécasti pokryvd geneticky pool Bgh existujici na celénté. Fri této
interpretaci je vSak je nutné vzit v ivahu nizkoaotstrap podporu dosazenou u vSech
hierarchicky vysSich klag pro WtSi robustnost analyzy by bylo nutné zvySitgiopouzitych
markefi charakterizujicich jednotlivé izolaty. Pokud setzemiCeské republiky podivame
v kontextu jeho centralni polohy, kterou zaujimémci celé Evropy, nabizi se dvwazné
pohledy na genotypovou variabilitdifpmnou v mistni populaci Bgh. Podle prvniho z nich
by pozorovana diverzita #a pivod v populacich pochazejicich ze zbylydsti s¢ta, ktere
se zde koncentruji, vzajemRiizi a davaji tim zéklad vzniku pestré Skaly novyaikatnich
izolati. Vyrazna expanze veprav lidi i nakladi umoZrna zejména masivnim rozvojem
letecké dopravy, kamuz doslo v poslednich desetiletich, v podstadstranila firozené
bariéery pro $eni fady druli organisnd aje spojovana srostoucim ¢pem [ipadi
biologickych invazi (Tatenet al., 2005). Omezena Zivotnost houbovych spor mohlka by
lety takovémuto $éni oteviraji cestu. Druha hypotéza vychazivopu hostitelskych rostlin
padli travniho. Centrumdwodu kulturni plodiny bylo definovano jako geogckéh oblast,
kde dana rostlina vykazuje maximalni stiupkverzity, ktera majvod prevazig v akumulaci
mutaci u daného druhuem dlouhétasové periody (Vavilov, 1926, cit. Acquaah, 2007).
K domestikaci obilovin doSlo na Blizkém vychododkud vSak jejich gstovani porérné
zahy proniklo do Evropy. Zaredpokladu koevoluce obilovin a padli travniho (Mlaensliet
al., 2011) se tak Evropa mohla stat zdrojem jehoabdily pro globalni &eni na ostatni

kontinenty.

Kromé formulovani hypotéz zabyvajicich se diverzitouldtp a dynamikou jejich
populaci lze vytvieny soubor markér vyuzit ipro jednoznmou identifikaci fiznych

patotym nebo jejich skupin. Tato prakticka aplikace liggstavovala doptmi ke klasickému
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fenotypovani zaloZzenému na pracnégasow naraéném utovani virulenci. Redpokladem
pro owrovani fenotypu pomoci DNA polymorfismu je vSak ralei markek vyznaujicich
se dostatné tésnou asociaci se sledovanymi virulencemi. Pro oftatpiistupu asocini
analyzy by bylo nutné roz#ti sowwasnou sadu markiemebo vyuzit NGS techniky iipadné
nalezeni signifikantnich asociaci by vSak znamergiazné usnadimi prace. Potencialnim
uskalim navrZzenéhoristupu by se mohlo stat mnoZstvi spor vyZadovanézigkani DNA,
proto by bylo nutné nejprve optimalizovat metoduraixce DNA tak, aby vyhovovala
specifickym vlastnostem tohoto biologického mateariaJako jedno z moznyclteSeni
popsaného problému se nabizi PCR amplifikace piodagimo z intaktnich konidiospor
(Aufauvre-Brownet al., 2003), pipadré nektera z pouzivanych modifikaci tohoto protokolu.
Po doladni metodickych aspekinavrzenéhoifstupu by molekularni data mohla byt pouzita
nag. jako nastroj pro identifikacitpvazujiciho patotypudgsobiciho Skody v dité lokalite,
ziskané informace by nasledhylo mozné uplatnit pro vy vhodného fungicidu, ifpadré
rezistentniho kultivaru fanene. V sotiasné dob je UsgsSre vyuzivana Sirokospektralmilo
rezistence, dosud bylo popsano pouze {gst€ne, d@&asné prolomeni jako nasledek
pusobeni vodniho stresu (Baketral., 2000) nebo expozice vysokym teplotam v laboratbr
podminkach (Schwarzbach, 2001). Tyto faktory by mdiyt zodpo¥dné i za pilezitostre
pozorované propuknuti infekce na polmk kultivary. Pokud by vSak v budoucnu doSlo
k Uplnému prolomeni této dosuditiné rezistence, bude zafelti nového fistupu k ochrat
jeémene ped infekci Bgh a usilianované studiu tohoto patogenu by proto ani nadéthelo

polevit.
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7 ZAVER

Problematika patogeneze padli travniho je velmiablds a neni v moznostech této
prace postihnout ji celou se vSemi specifiky a ikgalemi, kterymi se vyzriiaje. Z tohoto
duvodu byl v teoretickém Uvodu kladedrdz pouze na zakladni informace o biologii, Zivotni
strategii a dopadu patogenBlumeria graminis, VvétSi pozornost byla d&novana studiu
diverzity a fylogeneze, ato zejména na vnitrodiéha@rovni, dale pak strukite@ genomu
a genetické podstatnterakci s hostitelem. Ve stmosti pak byla nastéma rektera zakladni

fakta tykajici se tyfp DNA markefi pouZitych v praktickéasti této prace.

StZzejnim cilem experimentalnfasti gedloZzené studie byl design sady maiker
schopnych rozlisit jednotlivé izolaty padli travaifgemene,Blumeria graminis f. sp.hordei.,
jejichz uplatgni by postihovalo ttzné oblasti vyzkumu zaffeného na tento obligatn
biotrofni patogen. Na zakladyenomické sekvence Bgh kmene DH14 bylo navrZzengatd
primeri specifickych pro lokusy s vyskytem mikrosatelitolilymotivii a 20 pat primeit
vychazejicich z nalezenych retrotranspdsaoradrodin Copia aGypsy. Testovanim vsSech
amplikomi byla ziskana sada 16 SSR, 2 ISBP/RJM a 14 SNRedpgich polymorfisnd,

které byly ve druhé fazi prace aplikovany na sowtodovanych izolétBgh.

Data ziskand genotypovanim 158 izbl& vyuzitim 32 uvedenych markewvedla
k detekci dostateé genetické variability umdajici ve WtSine pripadi jednoznanou
identifikaci danych izoldi Genotypoveé profily jednotlivych izolatse staly zakladem pro
vytvoreni kladogramu rekonstruujiciho jejich vzajemnélayd vztahy, ktery ve spojeni
s daty o geografickémapodu danych izoldit otevird novou perspektivu ve studiu dynamiky
Siteni 1tiznych patotyp v populaci Bgh, a to nejen v cel@ésevém ngfitku, nybrz i v ramci
geograficky limitovaného Gzemi, jakym jéeska republika. Vigpad dalsiho rozdeni
souboru markérse nabizi jejich vyuZiti pro hledani asociacity davirulencich jednotlivych
patotyp. Pridanim ¢asu jako dalSi veliny by popsana strategie mohla v dlouhodobém
horizontu napomoci posunuti hranic naseho poznéahlasti dynamiky vyvoje patogenu
a jeho interakci s hostitelem. Snaha o lepSi pashioptohoto sild provazaného
a komplikovaného systémuiire v konéném disledku zasadnim apobem pispét i k feSeni
na prvni pohled vzdaleného problému se zajigh dostatku potravin pro neustale rostouci
lidskou populaci, krom toho by mohla napomoci snizeni zatizeni Zzivotngrostedi

omezenim pouZzivani fungidid
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLJ

6-FAM
AFLP
APS
AUS
BAC
BES
Bgh
Bgt
CAPS
cDNA
CSEP
CZE
DNA
EDTA
EST
ff. spp.
FIGE
f. sp.
GFG
GPD
CHN
IGS
IRAP

ISBP

6-carboxyfluorescein

Amplified Fragment Length Polymorphism
Ammonium Persulfate

Australie

Bacterial Artificial Chromosome

BAC-End Sequencing

Blumeria graminis f. sp.hordei

Blumeria graminis f. sp.tritici

Cleaved Amplified Polymorfic Sequence
Complementary DNA

Candidates for Secreted Effector Protein
Ceska republika

Deoxyribonucleotide Acid
Ethylenediaminetetraacetic Acid
Expressed Sequence Tag
Formae speciales

Field Inversion Gel Elecrophoresis
Forma specialis

Gene-for-gene
gen pro glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasu
Cina

Ribosomal Intergenic Spacer
Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism

Insertion Site Based Polymorphism
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ISR
ISSR
ITS
JPN
LINE
LTR
MDA
NGS
PAA
PAGE
PAV
PCR
PR
RAPD
rDNA
RBIP
REMAP
Rep-PCR
RFLP
RIP
RJIM
SCAR
SDS
SINE
SNP

SSR

Izrael

Inter Simple Sequence Repeat

Internal Transcribed Spacer

Japonsko

Long Interspersed Nuclear Element

Long Terminal Repeat

Multiple Displacement Amplification

Next Generation Sequencing

Polyacrylamide

Polyacylamide Gel Electrophoresis

Presence/Absence Variation

Polymerase Chain Reaction
Pathogenesis-Related Proteins

Random Amplified Polymorphic DNA

Ribosomal DNA

Retrotransposon-Based Insertion Polymorphism
Retrotransposon Microsatellite Amplified fAabrphism
Repetitive Extragenic Palindromic Polyreer@hain Reaction
Restriction Fragment Length Polymorphism
Repeat-Induced Point Mutation

Repeat Junction Marker

Sequence Characterized Amplified Region
Sodium Dodecyl Sulfate

Short Interspersed Nuclear Element

Single Nucleotide Polymorphism

Simple Sequence Repeat
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TE

TEMED

TSD

UK

URY

USA

VNTR

YAC

ZAF

Transposable Elements

N, N, N‘, N‘- tetramethylethylendiamin
Target Site Duplication

Velka Britanie

Uruguay

Spojené staty americké

Variable Number of Tandem Repeats
Yeast Artificial Chromosome

Jihoafricka republika
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