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Abstrakt

Rod Lactuca zahfna ekonomicky vyznamné plodiny (napr. Salat siaty), ktoré su Casto
infikované rodmi Podosphaera, Leveillula a Golovinomyces patriace do radu mucnatkotvaré
(Erysiphales). Cielom predkladanej prace je identifikovat druhy z tohto radu vyskytujuce
sa na zastupcoch rodu Lactuca, overit ¢i existuje druhova Specifikacia patosystému
Lactuca — mucnatkotvaré a ur¢it’ resp. vyvratit existenciu vnutrodruhovej variability.
Z vysledkov analyz vyplyva, ze bolo identifikovanych 20 vzoriek s druhom Golovinomyces
bolayi, 3 s Podosphaera xanthii a 0 vzoriek z rodu Leveillula. Priemerna dizka konidii druhu
Golovinomyces bolayi dosahovala 28,65 um + 2,953 pum, priemerna Sirka hodnotu 13,72 um
+ 1,464 um. Priemerna dizka konidii druhu Podosphaera xanthii bola 27,71 um = 3,200 pum,
priemerna Sirka 16,22 um + 1,700 um. Vypocitana priemerna hodnota indexu tvaru konidii
dosahovala pri druhu Golovinomyces bolayi 2,15; pri druhu Podosphaera xanthii 1,71.
Dizka konidioforov druhu G. bolayi mala hodnotu 114,45 um + 30,961 um s dizkou foot-
cell 44,60 um + 15,771 um a poctom distalnych buniek 4,55 + 1,413. Priemerna dizka
konidioforov druhu P. xanthii bola 114,5 pm + 22,700 um s priemernou dizkou foot-cell
35,57 um + 6,740 um. Sledovanie genetickej variability potvrdilo, ze druhy G. bolayi a P.
xanthii sa od seba ligia nukleotidovymi sekvenciami. Boli pozorované rozdiely v dizke ich
ITS oblasti, kedy mal druh G. bolayi o 29 parov baz viac ako druh P. xanthii. Rozdiely boli
aj v ribotypoch kedy bola okrem medzidruhovej variability pozorovana aj vnutrodruhova
variabilita druhu G. bolayi. Tvorba fylogenetického stromu potvrdila pribuznost’ samostatne
vy&lenenych vetvi s rodmi Leveillula, Podosphaera a Golovinomyces. Studium tychto rodov
je vel'mi dolezité, nakol'ko sa jedna o patogény, ktoré mozu ovplyviovat pol'nohospodarske
vynosy, a tym aj loveka. Dalsie vyskumy st déleZité pre porozumenie Zivotnych cyklov,

stratégii prezivania Ci rozsirenia tohto ochorenia a nasledne k jeho obmedzeniu.

KPacové slova: Golovinomyces bolayi, ITS region, konidiofor, konidia, Podosphaera

xanthii
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Abstract

The genus Lactuca includes economically important crops (e.g., lettuce) that are often
infected by the genera Podosphaera, Leveillula and Golovinomyces belonging to the order
Erysiphales (powdery mildews). The aim of the presented work is to identify the species from
this order occurring on representatives of the Lactuca genus, to verify whether there is a
species specification of the Lactuca pathosystem - powdery mildews and to determine or
disprove the existence of intraspecific variability. The results of the analysis show that 20
samples were identified with the species Golovinomyces bolayi, 3 with Podosphaera xanthii
and O representatives from the genus Leveillula. The average length of conidia of G. bolayi
was 28.65 um £ 2.953 um, the average width was 13.72 um £ 1.464 um. The average length
of the conidia of P. xanthii was 27.71 um + 3.200 pum, the average width was 16.22 pum =+
1.700 um. The calculated average value of the conidia shape index was 2.15 for the species G.
bolayi; for P. xanthii 1.71. The length of the conidiophores of G. bolayi was 114.45 um =+
30.961 um with a foot-cell length of 44.60 pum £ 15.771 um and the number of distal cells
4.55 £ 1.413. The average length of conidiophores of P. xanthii was 114.5 pm £ 22.700 um
with an average foot-cell length of 35.57 um + 6.740 um. Monitoring of genetic variability
confirmed that the species G. bolayi and P. xanthii differ in nucleotide sequences.
Differences were observed in the length of their ITS region, where the species G. bolayi had
29 base pairs more than the species P. xanthii. There were also differences in ribotypes when,
in addition to interspecific variability, intraspecific variability of the G. bolayi species was
also observed. The creation of a phylogenetic tree confirmed the relatedness of separately
isolated branches to the genera Leveillula, Podosphaera and Golovinomyces. The study of
these genera is very important, as they are pathogens that can affect agricultural yields, and
thus humans. Further research is important for understanding the life cycles, strategies for

survival or spread of this disease and consequently for its limitation.
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Uvod

Lactuca sativa L., znamy ako Salat siaty, je ekonomicky najdolezitejSou plodinou tribusu
Cichorieae. Salat je nositefom nazvu celého rodu s priblizne 270 druhmi, ktorého &lenov
spaja pritomnost’ latexu a 5 korunnych listkov. Druhy z tohto rodu su casto infikované
fytopatogénnymi mikromycétami zo skupiny vreckatych hub (Ascomycetes), z riSe hub
(Fungi). Jedna sa o biotrofnych parazitov z radu mucnatkotvaré, predovsetkym o zastupcov
rodov Podosphaera, Leveillula a Golovinomyces. Tieto obligatne biotrofné parazity na
mnohych druhoch divorasticich ¢i kultarnych rastlinach maja kosmopolitné rozsirenie,
pricom cCastokrat sposobuju vyznamné hospodarske skody.

Potom, ¢o organizmus infikuje hostitela moze v priebehu Zivotného cyklu podstipit
pohlavni a nepohlavni fazu rozmnozovania. Vyskyt pohlavného a nepohlavného stadia
Zivotného cyklu zavisi od konkrétneho druhu ale aj od zemepisnej sirky a dizky, v ktorej sa
jedinec vyskytuje. Nasledne sa na hostitel'ovi vytvori napadnutie vidite'n€ a rozoznatel'né na
prvy pohlad. Ide o typické kruhovité, biele, praskové mycélium na listoch, neskor na
stonkach ¢i na kvetoch infikovanych rastlin.

Fytopatogénne mikromycéty z radu mucnatkotvaré svojou pritomnostou negativne
ovplyviiuj, znehodnocujii hostitel'sky organizmus, priCom maji vplyv aj na jeho
fyziologické procesy ako je napriklad transport vody. Spdsobuju nekrotizaciu a zasychanie

pletiv, o moze viest’ k tplnej smrti hostitel'ského organizmu.



1 Ciele prace

Hlavnym cielom predkladanej bakalarskej prace je urcit,, ktoré druhy z radu mucnatkotvaré
(PM, powdery mildews) sa vyskytuji na subore herbalizovanych poloziek hostitel'skych
rastlin predstavujucich roznych zastupcov rodu Lactuca. St pouzité dva metodické nastroje,
a to mikroskopicka determinacia (meranie dizky konidioforov, dizky a $irky konidii, dizky
foot-cell) a molekularna determinacia (izolacia DNA, PCR amplifikacia ITS regionu,
porovnanie ziskanych sekvencii so zaznamami v nukleotidovych databazach).

Dal§im cielom je zistit & existuje druhova $pecifikacia patosystému Lactuca —
mucnatkotvaré a to, ¢i su niektoré druhy mucnatkotvarych (d’alej tiez PM) $pecializované na
iba konkrétne druhy zastupcov rodu Lactuca.

Poslednym zcielov je urCit alebo vylicit existenciu  vnutrodruhovej
(morfologickej/genetickej) variability PM. Vysledkom je zistit, ¢i existuju rozdiely medzi
vzorkami infikujacimi réznych hostitelov, popripade ¢i mozeme dat tieto rozdiely do

suvislosti s geografickym povodom, respektive rozsirenim PM.



2 Literarny prehl'ad

2.1 Charakteristika radu mucnatkotvaré

Rad mucnatkotvaré (latinsky ,,Erysiphales”, Cesky ,,padli, nemecky , Echte Mehltau®,
anglicky ,,powdery mildews” a tiez ,PM™) zahrna jedny z najCastejSie sa vyskytujicich
fytopatogénnych mikromycét kozmopolitného rozsirenia (Paulech, 1995; Lebeda et al.,
2017). Jedna sa o vysoko Specializovanych obligatne biotrofnych parazitov, z oddelenia
vreckovytrusych hub (Ascomycota), infikujucich priblizne 10 000 druhov krytosemennych
rastlin (Angiospermae) predovsetkym v miernych a subtropickych pasmach (Braun a Cook,
2012; Mieslerova et al., 2022).

Pod biotrofnymi patogénmi rozumieme organizmy tvoriace potravny vztah so zivymi
bunkami hostitelov bez toho, aby ich prioritne usmrcovali. V $§irokej konkurencii
mikroorganizmov ziskali vyhodu tie, ktoré si pocas evolucie vytvorili mechanizmy
k preniknutiu do hostitel'skych pletiv a buniek. Vdaka nim mo6zu Cerpat’ ziviny od svojho
hostitela stabilne v Case (Sedlarova et al., 2021).

Medzi najpocetnejSie rody mucnatkotvarych patria tie, ktoré su Specializované
na hostitel'sku rastlinu jedného druhu (Lebeda et al., 2017). Tieto druhy nazyvame
monofagne. Prikladom je Phyllactinia liriodendri parazitujica na l'aliovniku tulipanokvetom
(Liriodendron tulipifera). Druhy parazitujice v ramci jednej Celade na roznych rodoch
a druhoch sa oznacCuju ako oligofagne, napriklad Blumeria graminis. Druhy parazitujuce
v ramci roznych celadi sa oznaCuju ako polyfagne, napriklad Golovinomyces bolayi
(Sedlafova et al., 2021).

Vyskyt patogénu sa na rastlinnom tele prejavuje tvorbou bieleho praskovitého
mycélia usporiadaného do kruhovych utvarov. Mycélium sa postupne rozrasta az pokryje
cely povrch rastlinnych organov. Zmeny mozno zaznamenat na urovni celych rastlin,
organov, pletiv, a taktiezZ na bunkovej a subcelularnej trovni. Od zacCiatku infek¢éného
procesu rastliny zvySuju intenzitu respiracie napadnutych pletiv. Ta zacne klesat’ s nastupom
nekroz a odumierania pletiv. V infikovanych rastlinach dochadza k zhorSeniu vodného
rezimu znizenim regulacnej schopnosti prieduchov a k oslabeniu intenzity fotosyntézy

(Paulech, 1995).



Obrazok 1 Makroskopicky viditeI'né priznaky infekcie mi¢natkotvarymi na L. serriola L. Foto: Kitner, M.

Ekonomicky dopad tychto obligatnych biotrofnych parazitov je v rastlinolekarstve
a v ochrane rastlin velky nakol'ko znehodnocuju hospodarsky vyznamné plodiny, okrasné
rastliny ¢i plano rastuce rastliny (Braun a Cook, 2012).

Celkovo brzdia rast a vyvoj rastlin a mozu sposobit opadavanie listov, ¢im
ovplyvnuju urodu. Hostitel'ov vSak primarne neusmrcuju a su teda niekedy oznaCované ako
oslabovace (debilitatory) svojich hostitelov (Sedlafova et al., 2021). Ako uvadza Glawe
(2008) Erysiphales st jedny z najznamejSich, pritom zatial’ malo preskimanych, rastlinnych

patogénov na svete.

2.2 Slovenské nazvoslovie

Platne publikované slovenské nazvy hub st obsiahnuté v kniznej publikacii Flora Slovenska
X/1 Huby Mucnatkotvaré (Erysiphales) z roku 1995, ktorej autorom je Cyprian Paulech
a sucasne v kniznej publikacii Zoznam nizsich a vyssich rastlin Slovenska z roku 1998, ktorej
autormi su Karol Marhold a FrantiSek Hindak (Lebeda et al., 2017).

Ako uvadza Paulech (1995) v kniznej publikacii Flora Slovenska X/I Huby
Mucnatkotvaré (Erysiphales) pre fytopatogénne mykromycéty radu Erysiphales neexistuju
v slovenskom jazyku ustalené nazvy. Na odliSenie rodov a druhov sa pouzivaju latinské
nazvy. V sulade s botanickou nomenklatarou je aktualne zauzivany preklad nazvu radu
Erysiphales ako mucnatkotvaré a preklad nazvu ¢elade Erysiphaceae ako mucnatkoviteé.

Paulech (1995) navrhuje ponechat’ v slovencine nazov mucnatka pre rod Erysiphe.
Tento rod dnes zah aj byvalé samostatné rody — okrem inych napr. rody Microsphaera

(drobnomucka) ¢ Uncinula (Spiralovka) (Paulech, 1995; Braun a Cook, 2012). Pre rody



Blumeria, Leveillula a Sawadaea odporuca Paulech (1995) pouzivat nazvy blumeria,
savadea a leveilula. Pre rod Arthrocladiella navrhuje nazov kustovnicomucka a pre rod
Phyllactinia vel’komucka. Rod Podosphaera odporuca pomenovat podomucka (Paulech,
1995).

Pre choroby rastlin sposobené fytopatogénmi z radu Erysiphales navrhuje Paulech
(1995) ponechat’ zauzivany nazov mucnatka, s uvedenim rodového nazvu infikovanej
rastliny, napr. mucnatka viniCova.

Pisanie kurzivy v slovenskom botanickom nazvoslovi je stanovené pri latinskych
nazvoch druhov, rodov, ¢el'adi, radov, tried, oddeleni, podris a riS. PriCom sa latinské nazvy
od nazvu rodu vyssie piSu s velkym zaCiato¢nym pismenom. VSetky slovenské taxonomickée
nazvy sa pisu s malym za&iatoénym pismenom (Urad pre vydavanie publikacii Eurépskej

unie, 2022).

2.3 Taxondémia

Stadium systému muénatkotvarych prina$a nové poznania tejto skupiny hub. Kazdy stupefi
poznania umoznuje vytvorit a pouzit iné klasifikaCné systémy astym spojenu
nomenklataru, zmenu povodného nazvoslovia (Paulech, 1995; Petiekova, 2018).

Uz od uplnych zaciatkov vedeckej mykologie, priblizne pred 200 rokmi, pritahovali
mucnatkotvaré pozornost’ botanikov a mykologov (Braun a Cook, 2012). Ako prvy zmienku
o mucnatkotvarych uviedol vroku 1753 Linnaeus, ked’ opisal druh Mucor erysiphe
(Bradshaw et al., 2022). Dnes je tento organizmus znamy pod menom Phyllactinia guttata
(Braun a Cook, 2012).

Taxondémia mucnatkotvarych bola povodne postavena na Stidiu teleomorfnych
znakov, predovSetkym na pozorovani chasmothécii (Obr. 1). Apendixy chasmothécii boli
dlho povazované za podstatné morfologické rozoznavacie znaky. Anamorfné stadia boli
mnohymi autormi zanedbavané a zahrnuté do poznatkov boli az neskor (Braun a Cook, 2012;
Bradshaw et al., 2022). Aktualne platna taxonémia vznikla vd’aka pouzitiu elektronovych
mikroskopov a vyuzitiu metdod z molekularnej biologie, ktoré priniesli nové vedecké

poznatky (Braun a Cook, 2012).



Obrazok 2 Chasmothécia druhu G. bolayi na L. serriola (Mieslerova et al., 2020b).

Molekularne metody preukazali, ze skupiny s nekomplikovanymi mycelioidnymi
apendixami vznikli v dosledku niekolkonasobnej konvergencie v priebehu evolucie a su
polyfyletické. V determinacii sa preto viac uplatiuja anamorfné Stadia ato konkrétne
morfologia konidioforov s konidiami. Studuje sa tiez spdsob produkcie konidii, ktoré mézu

vznikat’ jednotlivo (typ Pseudoidium) i v retiazke (typ Euoidium) (Sedlarova et al., 2021).

Euoidium-type Pseudoidium-type

\ e
—_ Erysiphe
M Leveillula
Neoérysi| e A [ Phyllactinia
Sawadaea Pleochaeta
Podosphaera Queirozia

Obrazok 3 Skupiny rodov mu¢natkotvarych na zaklade typu genézy konidioforov (Takamatsu, 2013b).



Vdaka najnovSim taxonomickym poznatkom zhrnutym v monografii Taxonomic
manual of the Erysiphales od Brauna a Cooka (2012) ziskanych na zaklade rDNA analyz
bola Cel'ad’ Eysiphaceae (Tul. a C. Tul.) rozdelena do 5 hlavnych skupin (tribusov) (Lebeda
etal., 2017). Jedna sa o tribusy Erysipheae, Golovinomyceteae, Cystotheceae, Phyllactinieae
a Blumerieae (Petiekova, 2018).

Tribusy Erysipheae, Cystotheceae a Phyllactinieae pozostavaji zo zastupcov
parazitujucich na stromoch aj na bylinach, kym zvys$né 2 tribusy pozostavaju z Cisto
bylinnych parazitov (Takamatsu et al., 2015). Druhy parazitujiice na drevinach (napriklad
Parauncinula, Caespitotheca) st povazované za fylogeneticky starSie. Je teda
pravdepodobné, ze prvymi hostitelmi mucnatkotvarych boli dreviny (Takamatsu et al.,
2010).

Do 1. tribusu Erysipheae radime jediny rod Erysiphe. Do 2. tribusu
Golovinomyceteae (U. Braun) U. Braun a S. Takamatsu (2000) patria 3 subtribusy a to
subtribus Neoerysiphinae (U. Braun) U. Braun a S. Takamatsu (2000) s rodom Neoerysiphe,
subtribus Golovinomycetinae s rodom Golovinomyces a subtribus Arthrocladiellinae (R.T.A.
Cook et al.) U. Braun a S. Takamatsu (2000) s rodom Arthrocladiella. Tribus cislo 3,
Cystotheceae (Katumoto) (Braun a Cook, 2012) zahriia subtribus Cystothecinae s rodmi
Cystotheca a Podosphaera emend. a subtribus Sawadaeinae (U. Braun) U. Braun a S.
Takamatsu (2000) s rodom Sawadaea. Phyllactinieae (Palla) R.T.A. Cook et al., in Braun
(1999), 4. tribus, pozostava zo 4 rodov: Leveillula, Phyllactinia, Pleochaeta a Queirozia.
Predposledny 5. tribus Blumerieae zahina rod Blumeria. A posledny 6. tribus Unnamed
zahina anamorfny rod Oidium subgen. Microidium (Braun a Cook, 2012). Prehladnu

nazornost’ vzajomnych vztahov medzi jednotlivymi skupinami zobrazuje Obrazok 4.
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Obrazok 4 Fylogenetické vztahy jednotlivych skupin ma¢natkotvarych (Trojanova, 2017).

2.4 Aktualne metody stadia radu mucnatkotvaré

Erysiphales zahtnaju taxonomicky variabilnt skupinu rastlinnych patogénov (Braun a Cook,
2012). Ide o organizmy s mnozstvom genotypovych a fenotypovych variacii. Je zname, ze
rozny zastupcovia z radu mucnatkotvaré, moézu sucasne infikovat’ rovnaku hostitel'sku
rastlinu, ¢im sa zvySuje pravdepodobnost’ prehliadnutia nového druhu (Glawe, 2008).

Na ziskanie modernych taxonomickych a fylogenetickych poznatkov je nevyhnutny
polyfazicky pristup vyskumu. Jedna sa o studium morfologie (anamorfnych aj teleomorfnych
stadii), ultrastruktiry, gendomu, zivotnych cyklov, ekologickych vztahov, geografickej
distribucie, hostitel'skych organizmov a ich symptomov. Logicky sa jedna o dlhodoby proces
zalozeny na velkom mnozstve zozbieranych vzoriek (Braun a Cook, 2012; Sedlafova et al.,
2021).

Pomerne jednoduchou determinaciou, ktora vedie k urCeniu patogénu do radu je
rozpoznanie morfologickych symptomov na hostitel'skej rastline. Daleko naroénejsie je
zaradenie organizmu do druhu (Braun a Cook, 2012; Sedlafova et al., 2021), pre ktoré je

nevyhnutné vzorku podrobne skiimat’ pod mikroskopom. Poc¢as mikroskopickej determinacie



sa zameriavame na pozorovanie nepohlavnych znakov ako st usporiadanie konidii na
konidioforoch, pritomnost’ ¢i absencia fibrozinovych teliesok v konidiach, sposob klicenia
konidii, rozmery konidioforov a tvar bazalnej bunky (Sedlafova et al., 2021). Pozorujeme
tiez pohlavné morfologické znaky — pocet, velkost’ a tvar apendixov, velkost a tvar
chasmothécii, pocCet a tvar vreciek a vel'kost, tvar a pocet askospor vo vrecku (Glawe, 2008;
Braun a Cook, 2012).

Ako uvadza Glawe (2008) informacie o nepohlavnych §tadiach mucnatkotvarych
chybaju priblizne pri 75% druhoch. Vzhl'adom na to, Ze konidie mnohych druhov su
velkostou a tvarom medzi sebou podobné, je pouzitie vyhradne morfologickych znakov na

urcenie jedincov do druhov Casto problematické (Glawe, 2008).

Vyznam ITS nrDNA regionov pri identifikacii hubovych organizmov

Molekularne  metody  slazia  k Studovaniu  najroznejSich  aspektov  variability
mucnatkotvarych. Vdaka sekvenovaniu DNA vieme urcit presné poradie nukleotidov
a ziskat’ tak detailnu informéaciu o jej najzakladnejSe; Struktare (Kitner a Michalcova, 2017).

Prepisom génov oblasti eukaryotickej jadrovej ribozomalnej DNA (ntDNA) vznika
pre-tRNA, ktora prechadza posttranskripénym procesom. Vysledkom su rozne dlhé
molekuly rRNA, ktoré sa skladaju do funkénych ribozomov.

Funk¢ény ribozom tvori mala (18S rRNA) a vel'ka (5.8S a 28S rRNA) podjednotka
(Prahl et al., 2021). Gény kodujice vysoko konzervativne ribozomalne podjednotky 18S,
5.8S a 28S RNA oddel'uju dva interné transkribované spacery (medzerniky) — ITS1 a ITS2
(Kitner a Michalcova, 2017). Spacer ITS1 tvori oblast medzi génmi 18S a 5.8S., zatial' ¢o
spacer ITS2 sa nachadza v oblasti medzi génmi 5.8S a 28S (Prahl et al., 2021).

Vysoka evolucna rychlost’ vnutornych transkribovanych spacerov (ITS1 aITS2)
vedie k ich pouzivaniu pri determinacii druhov uz viac ako 30 rokov (Bradshaw a Tobin,
2020). Ide o oblasti, ktoré su variabilné v nukleotidovych sekvenciach a druhovo Specifické.
Vdaka tomu sa stali Standardnym jadrovym DNA baracodingovym markerom pre
identifikaciu organizmov v ri§i hub, avhodnym nastrojom pre Studium taxondmie
a vnutrodruhovej variability blizko pribuznych druhov (Schoch et al., 2012). Pre
fylogenetické analyzy mucnatkotvarych sa vyuzivaju takisto sekvenované informacie
genomovej oblasti 28S vel'kej podjednotky ribozom z domén LSU, pripadne z domén D1
aD2 na 5" konci tDNA (Kitner a Michalcova, 2017; Bradshaw a Tobin, 2020). Gén SSU
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z oblasti 18S rRNA sa vo fylogenéze takisto pouziva, ale je typickejsi pre rozdelenie druhov
baktérii, nakol'ko je menej hypervariabilny (Schoch et al., 2012).

Identifikacia niektorych skupin hub, na zaklade DNA, nie je jednoducha ato
dosledkom toho, Ze niektoré taxonomicke a fylogenetické skupiny hub nie su kultivovatel'né.
To suvisi s dalSou komplikaciou, a to kontaminaciou DNA patogénu s rastlinnou a/alebo
hubovou DNA (Bradshaw a Tobin, 2020). V tomto pripade sa stielka patogénu ziskava
napriklad zoskrabovanim mycélia z povrchu hostitel'a alebo je pre extrakciu DNA pouzita
mala cast’ infikovaného listu (Kitner a Michalcova, 2017). Navyse, niektoré skupiny hub
vyzaduju pre amplifikaciu Specifické primery (Prahl et al.,, 2021). Sekvenovanie
mucnatkotvarych sa ¢asto uskuto¢nuje pomocou primerov umiestnenych v konzervativnych
génoch 18S a LSU. Primery musia byt dostato¢ne dlhé, aby sa zhodovali s va¢Sou Castou
DNA mucnatkotvarych a zaroven dostatocne Specifické, aby sa nezhodovali s inymi
organizmami (Bradshaw a Tobin, 2020).

Pre ziskanie sekvencnych dat pri obligatne biotrofnych patogénoch zo skupiny
mucnatkotvaré sa v stucasnosti pouziva tzv. nested PCR. Jedna sa o modifikaciu klasickej
PCR reakcie, ktora sa vSeobecne pouziva v situaciach, kedy je nutné zvysit senzitivitu
a/alebo Specificitu PCR (Green a Sambrook, 2019). Tato metdda je teda vhodnym nastrojom
Stadia obligatne biotrofnych patogénov rastlin, pri ktorych nie je mozné kultivovat’ patogén
oddelene mimo svojho hostitel’a a pri izolacit DNA dochadza ku koextrakcii DNA patogénu
a jeho hostitel'a. Nested PCR zvycajne zahrnuje dve sekvencné amplifikacné reakcie, z nich
kazda pouziva iny par primerov. Pouzitim primerov S$pecificky sa viazucich na DNA
patogénu sa v priebehu prvej PCR reakcie zvysi Specifita reakcie, pretoze po jej priebehu
ziskame produkt obsahujuci vysoké zastapenie PCR fragmentov odvodenych z DNA
patogénu. Tento produkt sa pouziva ako templat (ciel') pre druhtt PCR, v ktorej st pouzité
primery cielené do vnutornych casti oblasti PCR produktu ziskaného v prvom kroku (Kitner
a Michalcova, 2017; Green a Sambrook, 2019).

Vo vSeobecnosti sa odporuca kombinovat’ vysledky ziskané sekvenaciou niekol'ko
genomickych regionov. Pri pouziti nevhodného markeru totiz moze dojst’ k nespravnemu
taxonomickému a fylogenetickému zaradeniu, a preto nie je vhodné sa spoliehat’ iba na jeden
molekularny marker (Prahl et al., 2021). Sekvencny protokol, ktory prezentuje Bradshaw
a Tobin (2020) umoziluje sekvenovanie vzoriek starych az 130 rokov, ¢o moze byt

mimoriadne uzito¢né pri Studovani epidemiologickych, ekologickych, fytopatologickych
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a taxonomickych problémov v patogénom systéme mucnatkotvarych (Bradshaw a Tobin,
2020).

Vysledky sekvencii pochadzajice zroznych geografickych oblasti od roznych
autorov su pomerne lahko porovnatelné vdaka archivacii vo verejne dostupnych
internetovych databazach ako je napriklad GenBank (Kitner, 2013).

Kombinaciou vysledkov ziskanych pomocou klasickych fytopatologickych
a molekularno-genetickych metod su v stcasnosti vykonavané taxonomické revizie
druhovych komplexov a popisované nové druhy patogénnych hub, vratane roznych druhov

mucnatkotvarych (Bradshaw at al., 2017, 2022; Braun et al., 2019).

PMITS1

PMITS2
ITS1-F ITS4
188 ITS1 5.88 ITS2 LSU D1 LSU D2

Obrazok 5 Mapa primerov pouzitych pre amplifikcii a sekvenovani (ITS1-F/ITS4) jadrového ITS regionu pri
muénatkotvarych. Kresba: Curna, A.

2.5 Zivotny cyklus

Vlaknité huby z oddelenia vreckaté huby (Ascomycota), do ktorych sa radi aj micnatka, maju
podobnt stavbu buniek a spor, pricom spory su morfologicky roznorodé a vyrazné. Bunky
su tvorené z bunkovej steny, jadra, vakuoly, voroninovho telieska a d’alSich organel (Glawe,
2008).

Zivotny cyklus sa sklada zo sexualneho (teleomorfného) a asexualneho
(anamorfného) Stadia, pricom niektoré zo §tadii moze chybat. Pri niektorych rodoch bolo
zistené len jedno zo Stadii zivotného cyklu (Glawe, 2008).

Vyskyt sexualnej a asexualnej fazy zavisi tiez od klimatickych podmienok. Niektoré
druhy tvoria asexualne Stadia v miernom klimatickom podnebi, pricom sexualne Stadia

v miernom klimatickom podnebi netvoria. Prikladom je druh Erysiphe berberidis DC.,
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pri ktorom sa vyskytuje pohlavné stadium v Eurdpe, ale v zapadnom Washingtone sa
vyskytuje iba nepohlavné Stadium (Glawe, 2008). Na uzemi Slovenskej republiky sa
vyskytuja pri viacerych druhoch obe §tadia — pohlavné aj nepohlavné (Paulech, 1995).

NajdolezitejSimi abiotickymi faktormi prostredia, ovplyvilujacimi vyvoj a rast
druhov mucnatkotvarych su teplota, celkova vlhkost vzduchu, sinecné ziarenie, koncentracia
CO» vo vzduchu ako aj zloZenie a pohyb ovzduSia. Vyvoj zavisi aj od biotickych faktorov
ako su hostitel'ské druhy, iné patogény, hyperparazity ¢i 'udska ¢innost’ (Mieslerova et al.,
2022).

Spravne porozumenie spolo¢ného nazivania mucnatky a hostitelov je nevyhnutné
k spravnej stratégii kontroly patogénu. Nacasovanie jednotlivych stadii zivotného cyklu

tohto fytopatogénu je korelované so zivotnymi cyklami hostitelov (Glawe, 2008).

ascogon &

androgamocyte

karyo-

gamy plasmogamy

Obrazok 6 Zivotny cyklus muénatkotvarych (Erysiphales), a = vrecko, asp = askospory, ¢ = konidie, cg = kli¢iace
konidie, ch = chasmothécium, cph = konidiofor, h = hyfy (Braun a Cook, 2012).
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2.5.1 Infekcia

Konidie, askospory kli¢iace na vhodnom substrate, mycélium prezimujiuce v dormantnych
pupenoch ¢i trvalo prezimujuce mycélium davaju impulz na vznik infek¢ného cyklu.
Iniciacia cyklu z askospor nie je vSak az tak bezna pri vSetkych druhoch mucnatkotvarych.
Vyskytuje sa predovsetkym pri druhu Blumeria graminis (mic¢natka travova) (Sedlarova et
al., 2021).

Infekény cyklus je najCastejSie podnieteny konidiami po dopade na hostitel'sky
organizmus, kedy konidie vykli¢ia. Klicne vlakna sa prostrednictvom apresorii, kratkych
bocnych vyrastkov hyf produkujucich penetracné hroty, prichytia na povrch hostitela.
Penetracné hroty, uzke vystupky zapresorii, prenikaju bunkovymi stenami hostitelov
a infikuji ich. Prenikanie penetracnych hrotov do hostitel'skych buniek je sprevadzané
vysokym turgorom a enzymatickou aktivitou (Paulech, 1995; Glawe, 2008).

Pri Gspesnom infekénom procese a nachylnosti hostitela dochadza v epidermalnych
bunkach k tvorbe haustorii (epifiticky). Tie sa podielaju na udrzovani parazitického vztahu
medzi zastupcami mucnatkotvarych a hostitelskym organizmom (Petfekova, 2018).

Taktiez je pri niektorych druhoch mozna aj nepriama penetracia. Ide o infekciu, pocas
ktorej hyfy vstupuji do hostitel'a prostrednictvom prieduchov. Jedna sa napriklad o rod
Leveillula. Pri tspeSnom infek¢nom procese a nachylnosti hostitel'a dochadza k tvorbe hyf
vnutri pletiva (intercelularne).

Pri priamej aj pri nepriamej penetracii nasledne dochadza krozrastaniu
priehradkového mycélia s jednoduchym porom, ktoré zahajuje na konidioforoch tvorbu
konidii (sporulaciu) (Sedlarova et al., 2021).

Zvycajne sa na konci vegetacnej sezony pri dobrych podmienkach tvoria pohlavné
organy — gametangia. Tie su rozliSené na samcie pohlavné organy (antheridium) a samicie
pohlavné organy (askogon). Ich kopulaciou vznikaji trvalé chasmothécia (plodnice
obsahujuce vrecka s haploidnymi vreckosporami). Tento proces je ovplyvneny viacerymi
faktormi ato predovSetkym hostitelom a podmienkami prostredia. Nie vSetky druhy
mucnatkotvarych tvoria chasmothécia. Chasmothécia st novou kombinaciou genetického
materialu a su vyznamné pre evoliciu patogénu ale aj pre prezitie nepriaznivych podmienok

(Lebeda et al., 2017).
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2.5.2 Anamorfné stadium

Nepohlavné stadium zivotného cyklu nie je zname pri vSetkych rodoch. Medzi rody,
pri ktorych nebolo preukazané, patria Brasiliomyces, Typhulochaeta a Parauncinula.
Naopak napriklad v rodoch Microidium a Oidium je zaznamenané vyhradne anamorfné
stadium (Glawe, 2008).

Po infekcii hostitel'ského organizmu vznikaja mladé biele, pripadne priehladné hyfy,
ktoré utvaraju mycélium. Hyfy sa pocas dozrievania predlzuju, vetvia a suCasne menia
sfarbenie na Sedu, Cervenu alebo hnedu farbu (Lebeda et al., 2017).

Do radu mucnatkotvaré spada 12 rodov patriacich medzi ektoparazity. Tie sa
vyznacuju produkciou vegetativneho mycélia a konidii epifiticky na povrchu hostitel’a.
Zvysné Styri rody (Phyllactinia, Pleochaeta, Queirozia a Leveillula) tvoria monofyleticku
skupinu, ktora zahrna organizmy produkujuce endofytické a hemiendofitické mycélium.
Zastupcovia rodu Leveillula vytvaraju endofytické hyfy, zktorych wvznikaji konidie
a konidiofory, tie prerastaji prieduchmi von z pletiv (Glawe, 2008; Takamatsu, 2013b;
Sedlarova et al., 2021).

Bunky hyalinneho mycélia, tvoreného hyfami, st tenkostenné, priehradkované,
jednojadrové a vakuolizované (Paulech, 1995). Tvar buniek je roznorody. Pozorované boli
rovné, zvlnené &i uzlovité tvary so Sirkou priblizne od 2 pm do 10 pm. Ich dizka sa pohybuje
medzi 20 pm — 150 pm, priCom sa vetvia priblizne v pravych uhloch (Glawe, 2008; Braun
a Cook, 2012; Petiekova, 2018).

Cas pretrvavania mycélia nie je jednotny. Bunky hyf mozu byt perzistentné
(pretrvavajuce). Tento typ myceélia zostava na povrchu hostitel'a od jeho vzniku az do konca
vegetacie, pripadne je schopné prezit' aj pocas zimy. Mycélium moze tiez pretrvat na
povrchu hostitel'a iba kratko. V tomto pripade ide o tzv. zanikajice mycélium (Paulech,
1995).

V rade mucnatkotvaré pozorujeme dva typy modifikacii hyf. Prvou modifikaciou su
apresoria, druhou haustoria (Petiekova, 2018). Rozdiel je pozorovatelny v morfologii a vo
funkcii. Apresoria su infek¢né Struktury, bocné vyrastky ¢i rozsirenia vlakien, ktorymi sa
mycélium upeviluyje na povrch hostitela. Vznikaji na klicnych vlaknach alebo hyfach
a vdlaka nim paraziticka huba prilne k povrchu rastliny. Haustoria su tvarovo aj funkcne
Specializované Struktury hruskovitého tvaru s primarnou funkciou zaistenia vyzivy patogénu

prijimanim zivin z buniek hostitel'a (Paulech, 1995).



15

Pri niektorych druhoch moézeme pozorovat’ tvorbu sekundarnych hyf. Somatické
(asimilacné) hyfy su zdrojom vzniku konidioforov (Lebeda et al., 2017). Konidiofory st
Specializované utvary na tvorbu konidii, vegetativnych rozmnozovacich utvarov. Su
orientované priblizne kolmo vzhladom na povrch hostitela. Na prva bazalnu bunku
(foot - cell) je napojena jedna alebo viac (distalnych) buniek a tiez generativna bunka, ktora
sa podiel’a na tvorbe konidie (Braun a Cook, 2012; Lebeda et al., 2017).

Konidie su jednobunkové, tenkostenné, zvycajne hyalinne spory (Paulech, 1995). Ich
prostrednictvom je zaistené napadné nepohlavné rozmnozovanie, pocas ktorého je na
vegetativnych alebo generativnych organoch hostitel'a vytvoreny typicky biely praskovity
povlak.

Vicsina konidii je schopna vykli¢it az potom, ¢o dojde k odtrhnutiu konidie od
konidioforu, napriklad posobenim vetra ¢i mechanickych sil (Petfekova, 2018). Nasledne sa
na hostitel'skom organizme vytvori primarne kli¢ne vlakno, vyvijajice sa v mycélium alebo

je sekundarne pretvarané (Braun a Cook, 2012).

2.5.3 Teleomorfné stadium
Pocas pohlavného stadia zivotného cyklu huba na povrchu infikovaného hostitela tvori
plodnice s vreckami a askosporami (Paulech, 1995). V rade mucnatkotvaré su plodnice
nazyvané chasmothécia. Tento termin pre pomenovanie askokarpov (pohlavnych plodnic)
pri mucnatkotvarych navrhli Braun et al. (2002) a to pre odliSenie od inych askomycét (Braun
a Cook, 2012). V starSich literatirach st chasmothécia nazyvané ako kleistothécia ¢i
perithécia.

Chasmothécia, na rozdiel od kleistothécii, maju pravidelne usporiadané vrecka
a pukaju vertikalnou alebo horizontalnou Strbinou (Paulech, 1995; Glawe, 2008; Lebeda et
al., 2017). Praskanie chasmothécii je sposobené zvySenim turgorového tlaku, ktory vznika
potom Co chasmothécium absorbuje vol'ni vodu (Glawe, 2008).

Pohlavné plodnice v rade mucnatkotvaré sa vyznacuju zo zaciatku bledym sfarbenim,
to sa meni na zIté, jantarové a v Stadiu zrelosti na hnedé az Cierne (Glawe a Dugan, 2006).
Zrelé chasmothécia su ohranicené stenou (peridiom), ktorej Struktara sa lisi pri jednotlivych
taxonoch (Paulech, 1995). Chasmothécia dosahuju velkosti od 50 pm do 400 pm, pricom

mozu byt zanorené v hustej spleti hyf ale netvoria sa v prieduchoch. Mycélium v neskorSich
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fazach vyvojového cyklu zabezpecuje dostatocné ulozenie zivin a vyvojovy cyklus moze
prebiehat’ nezavisle od mnozstva dodavanej energie od hostitel'a (Glawe, 2008).

Chasmothécium mo6ze vzniknut' 4 sposobmi, na zaklade ktorych rozdelujeme tieto
typy: pohlavny typ monoaskalny (jednovreckovy), sexualny typ polyaskalny (viacvreckovy),
pseudopohlavny typ anepohlavny typ. Pri nepohlavnom type nedochadza ku kontaktu
s pohlavnymi organmi, a ak dojde, jadro samcieho andragamocytu degraduje (Braun a Cook,
2012).

Na obvode chasmothécia, pripadne na jeho spodnej strane sa nachadzaju apendixy.
Ide o druhovo Specifické privesky (Petfekova, 2018). Tie sluzia k prichyteniu chasmothécia
na hostitel'sky organizmus ¢i na orientaciu chasmothécii pri pohybe vzduchom (Glawe,
2008).

Pohlavné rozmnozovanie je aktivizované produkciou gametangii (gamocystov). Tie
su rozdelené na samcie a samiCie. SamCie gametangia sa nazyvaju antheridia, pripadne
androgamocysty a samicie askagonia ¢i gynogamocysty. Po splynuti plaziem v priebehu
plasmogamie dochadza ku dikaryotizacii, prechodu jadra zandrogamocysty do
gynogamocysty. Ide o proces, ktorého vysledkom je bunka sdvomi jadrami.
Pri monoaskalnych bunkach moze dikaryoticky stav pretrvavat’ dlhsie ako pri polyaskalnych
druhoch (Glawe, 2008; Braun a Cook, 2012).

Po dikaryotizacii dochadza k rastu hyf. Tie su produkované jednojadrovymi bunkami
askogonia. Ich ulohou, na ktorej sa podielaji aj bunky s antheridiami, je vytvorit’ peridium.
Viacjadrové askogonium sa deli na mnozstvo dikaryotickych a monokaryotickych buniek.
Na rozdiel od peridia, ktoré je tvorené z jednojadrovych buniek, vrecka st tvorené
z dvojjadrovych buniek. Ku karyogamii a k mei6ze dochadza na zaciatku vyvoja vrecka
(Glawe, 2008; Lebeda et al., 2017).

Pocet vreciek nie je medzi rodmi ustaleny. Pohybuje sa od 1, napriklad niektoré druhy
zrodu Podosphaera, po priblizne 40 pri niektorych druhoch rodu Leveillula. PocCet je
korelovany s objemom jednotlivych chasmothécii (Braun a Cook, 2012).

Celad Erysiphaceae formuje jeden typ vrecka, typ Erysiphe. Vyznaduje sa absenciou
apikalneho poru. Askospory sa uvolniuji cez stencenu Cast pred tvarovanej vrcholovej steny
vrecka. V jednom vrecku sa nachadza od 2 do 8 jednobunkovych elipsovito vajcovitych az

cylindrickych askospor bez napadnych vakuol. Askospory su zvyCajne rovné, niekedy
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zvlnené, bezfarebné nazltlo aZ nazelenalé srozmermi od 10pum — 50 pm na dizku
a od 8 um —30 pum na Sirku (Glawe, 2008; Braun a Cook, 2012).

Vy¢nievajuce alebo volné vrecka v isty okamzik, napriklad po dazdi, praskna
a suCasne vypustia svoje spory (Braun a Cook, 2012; Lebeda et al., 2017). Pocet askospor vo
vrecku sa 1isi druh od druhu, pricom pocet sa pohybuje od 2 do 8 askospor (Paulech, 1995).

2.6 Prezivanie nepriaznivych podmienok

Obligatne parazity, medzi ktoré patri aj rad mucnatkotvaré, musia byt schopné prezit’ aj
pocas rocnych obdobi, kedy je citlivé tkanivo hostitel'skej rastliny nedostupné. Pre
navrhnutie vhodnej stratégie kontroly patogénu je znalost’ prezitia nepriaznivych podmienok
tychto organizmov uzitocna. V sucasnosti pozname 3 hlavné sposoby prezitia.

Prvym sposobom je prezitie prostrednictvom chasmothécii. Tie su prisposobené na
prezivanie v chladnych, ale aj suchych hortcich oblastiach. Druhou moznostou je prezitie
prostrednictvom pucikov hostitel'skych rastlin, kedy druhy z radu mucnatkotvaré infikuju
pupene pomocou hyf s haustoriami, konidioforov ¢ikonidii a prezivaju tu nepriaznivé
obdobie. Tretou moznostou je prezitie pomocou mycélii. Tie zostavaju zachované na
infikovanych hostitel'och s listami pretrvavajacimi cez zimu (Glawe, 2008; Glawe a Grove,

2015).

2.7 Hyperparaziti miuc¢natkotvarych

Zastupcovia z radu mucnatkotvaré maju priblizne 40 prirodzenych nepriatelov z oddelenia
hub. Ide o Siroky okruh vreckatych hub, podstupujucich pohlavné ¢i nepohlavné sStadia
v priebehu zivotného cyklu, a par druhov z oddelenia bazidiovych hub patriacich k rodu
Tilletiopsis rozmnoZzujucich sa nepohlavne (Braun a Cook, 2012).

Najbeznejsim a najdolezitejSim hyperparazitom mucnatkotvarych, napadajucich
priblizne 66 druhov z nich, je Ampelomyces quisqualis Ces, ktory patri k nepohlavne sa
rozmnozujucim vreckatym hubam (Braun a Cook, 2012).

Ampelomyces quisqualis je druh vyskytujuci sa intracelularne. Pocas svojho
zivotného cyklu infikuje hyfy a reprodukéné organy (chasmothécia, konidiofory a konidie)
svojho hostitel’a, napr. obligatneho parazita P. xanthii ¢1 druhovy komplex G. orontii, pricom

vnutri ich stielok vytvori rozmnozovaci Gtvary pyknidy (Lebeda et al., 2017).
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Vyskyt A. quisqualis sa na hostitelovi prejavuje negativne a moze viest' k zniCeniu
napadnutej kolonie. Tento poznatok sa vyuziva tiez komercne, napriklad na ochranu vinica

hroznorodého pred mucnatkou vinic¢ovou (Lebeda et al., 2017).

o, - ||

50 pm

Obrazok 7 Pyknidy hyperparazita Ampelomyces quisqualis pod mikroskopom pri zvi¢seni 400x. Foto: Curnd, A.

2.8 Geografické rozsirenie

Medzi vyznamné historické informacie o hostiteloch radu mucnatkotvaré aoich
geografickej distribucii patri praca Ammana z roku 1986 (Glawe, 2008). Na zaklade jeho
poznatkov, ale aj poznatkov d’alSich badatel'ov, mozeme predpokladat, Ze sa fytopatogénne
mikromycéty z radu mucnatkotvaré vyskytuju prevazne v miernom podnebnom pasme na
severnej pologuli (Paulech, 1995).

Smerom k oblasti rovniku a pdlov sa ich pocCetnosti a druhové zastipenia znizuju
(Paulech, 1995). V Norsku st niektoré hostitel'ské druhy rastlin schopné vyhnat sa
fytopatogénom, ato migraciou smerom blizSie k polarnemu kruhu. Ide napriklad
o hostitel'sku rastlinu Betula spp. a patogéna Erysiphe betulae (Lebeda et al., 2017).

V subtropickych a tropickych podnebnych pasmach tvoria tieto obligatne parazity iba

anamorfné Stadia. Ich celkové pocCetnosti a pocetnosti druhov v tychto podnebnych pasmach
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nedosahuju také hojnosti ako v miernom klimatickom pasme severnej pologule (Paulech,
1995).

V humidnych tropickych oblastiach st druhy zradu mucnatkotvaré ohrozené
kazdodennymi zrazkami, ktoré mozu splachovat’ spory z povrchu hostitel'ov. Je to vysledok
extrémnej adaptacie na suché teplé pocasie, kedy v priebehu evoltcie doslo k strate génov
kodujucich hydrofobiny, na cystein bohaté proteiny odpudzujiuce vodu, nachadzajtcich sa vo
vrchnej vrstve bunkovej steny (Sedlafova et al., 2021).

Rozmanitost’ radu mucnatkotvaré je v mnohych Castiach sveta vyrazne podceniovana.
Pocet druhov zaznamenanych v Severnej Amerike je pravdepodobne len zlomkom vSetkych
vyskytujtcich sa druhov na danom tizemi (Glawe, 2008). Nedostatocné data pochadzaji tiez
z oblasti Juznej Ameriky, Afriky a Azie s vynimkou Ciny, Japonska a ruskej Casti Azie
(Braun a Cook, 2012).

S intenzivnej$im globalnym transportom rastlinného materialu, vratane leteckého, su
spory Sirené na velmi vel'ké vzdialenosti od miest povodného vyskytu. V pripade, ze spory
najdu vhodnu hostitel'sku rastlinu, infikuju ju a patogén sa moze nekontrolovatelne Sirit
(Petfekova, 2018). Prikladom moze byt distribucia druhu Erysiphe flexuosa napadajiceho
pagastan konsky (Aesculus hippocastanum), ktory bol pdvodne popisany v Severnej
Amerike, pricom sa v roku 2000 zacal Sirit’ v Europe. Dostal sa napriklad na Slovensko ¢i do
Chorvatska (Petfekova, 2018). Dokazom st aj rastlinné zaznamy o patogénnych hubach
zavleCenych do Nemecka a okolitych zemi, ktorych autormi si Kreisel a Scholler. Od roku
1750 do roku 1994 bolo do skimanych zemi zavleCenych 16 druhov. Z toho 5 pévodnych zo
Severnej Ameriky, 5 povodnych z Azie, 1 z Eurépy a 5 s nejasnym povodom (Petiekova,
2018).

Medzi zname priklady Sirenia patogénov polnohospodarskych plodin do novych
oblasti od polovice 19. storoCia do zaciatku 20. storoCia patri aj druh Erysiphe necator, ktory
parazituje na vinici hroznorodom. Tento druh ma povod v Severnej Amerike, priCom v roku
1845 bol znamy uz aj v Europe ado roku 1852 sa vyskytoval v celej Europe vratane
Stredozemia. Vzhl'adom na dlht historiu vinohradnictva a pozornost’ pri jeho pestovani je
mimoriadne nepravdepodobné, aby sa E. necator vyskytoval v Eurdpe uz skor (Glawe,
2008). Daldim druhom je Podosphaera macularis, pdvodom z Eurdpy. Ta sa do $tatu
Washington, ktory je hlavnym producentom chmel'u v USA, dostala az v roku 1990 (Lebeda
et al., 2017).
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Distribacia druhov na nové uzemia moze sposobit potlacanie inych druhov
vyskytujucich sa na danom tzemi. Napriklad exoticky druh Erysiphe palczewskii, potlacil
finsky endemicky druh Erysiphe trifolii parazitujici na karagane stromovitej (Caragana
arborescens) (Glawe, 2008).

Ukazuje sa, ze k Sireniu mucnatkotvarych na nové uzemie a k ich vyskytu na novych
hostitel'skych rastlinach prispievaju aj klimatické zmeny a zneCistenie ovzdusia (Glawe,
2008). Predlzujice sa vegetatné obdobie ma za nasledok pri niektorych druhoch vécsie
mnozstvo produkovanych chasmothécii ateda hojnejSiu populaciu mucnatkotvarych
v nasledujucich vegetaénych obdobiach (Glawe, 2008).

Na druhej strane existuje hypotéza, ze napr. odsirenie tepelnych elektrarni vedie
k vac¢Siemu rozsireniu druhov zradu mucnatkotvaré, nakolko dosledkom ich odsirenia
dosahuje sira v ovzdusi mensi percentualny podiel. Existuje hypotéza, ze vyssi podiel siry
v ovzdusi prirodzene eliminoval mucnatkotvaré. Je zaujimavé, ze uz v starovekom Grécku
a Rime sa k ochrane rastlin pouzivala elementarna sira. Na zaciatku 19. storoCia bola sira
pouzivana vo vylepSenej forme ako polysulfid vapenaty a dodnes je sucast'ou v rade beznych
pripravkov pouzivanych k ochrane vo¢i mucnatkotvarym (Lebeda a Mieslerova, 2010;

Juroch, 2012; Lebeda et al., 2017).

2.8.1 Evolucia radu muc¢natkotvaré

Odhad o pribliznom case, kedy prebehla evolicia na planéte Zem, predstavuje dolezité
informacie o zivote. Jedinym priamym dokazom, ktory nam informacie poskytuje, su fosilne
zaznamy. To ale predovsSetkym plati pre fosilie zvierat a vel'kej Casti rastlin. Opakom su
huby, pri ktorych st fosilne zaznamy extrémne vzacne. V rade mucnatkotvaré neexistuje
ziadna spolahliva fosilia, apreto tymto sposobom nie sme schopni urCit ich vek.
Alternativnym sposobom na urcenie obdobia vzniku je vyuzitie metéd molekularnej biologie
(Takamatsu a Matsuda, 2004).

Udaje zo sekvencii vkombinacii s morfologickymi znakmi hostitel'skych
organizmov aich paleontologickymi informaciami si vybornym skibenim na zistenie
povodu a sposobu Sirenia radu mucnatkotvaré (Glawe, 2008).

Matsuda a Takamatsu (2003) zistili na zaklade sekvenovania ITS 28S rDNA regionov
blizky koevolu¢ny vztah medzi rodom Golovinomyces a zastupcami rastlin z Celade

Asteraceae, a to predovsetkym v pociatocnych stadiach evolucie. Podobny, no o nieCo menej
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vyraznej$i vztah bol zisteny aj pri evolucii ¢elade Magnicellulatae s rodmi Podosphaera
a Leveillula (Matsuda a Takamatsu, 2003).

Pociatok krytosemennych rastlin je, po molekularnej determinacii, datovany na
obdobie neskorej jury. Vzhladom k tomu je nepravdepodobné, aby druhy z radu
mucnatkotvaré vznikli skor ako v peridde jury (pred 179-158 Ma), nakol’ko ide o obligatnych
parazitov (Takamatsu, 2013a), museli sa vyvinit' o nieCo neskor, teda najskor v kriede
(priblizne pred 135 Ma) (Takamatsu, 2013a).

Vyskum autorov Takamatsu et al. (2013) poukazuje na dve dolezité faze v evolucii
mucnatkotvarych. V prvej faze dochadzalo k taxonomickej divergencii Erysiphaceae
v suvislosti s fylogenetickym vyvojom zastupcov celadi Asteraceae. Teda snovymi
hostitel'skymi taxénmi (rodmi/druhmi) vznikali aj nové taxony patogénov, ktoré sa
prisposobovali novo vznikajucim hostitel'skym taxéonom v ramci Asteraceae. Druha faza
predstavovala tzv. , host-jumping®, kedy sa patogén prisposobil na iného hostitela z Cel'ade
Asteraceae alebo z iného oddelenia krytosemennych rastlin (Matsuda a Takamatsu, 2003).

Analyzy nrtDNA ITS potvrdili, ze Celad Asteraceae vznikla v Juznej Amerike,
nasledne migrovala do Severnej Ameriky, kedy sa predpoklada ajvznik kladu
Golovinomyces (Takamatsu et al., 2006). Nato, po uzavreti Panamskej Sije, priblizne
pred 3.1 —2.8 milionmi rokov, minimalne jedna zo skupin Golovinomyces migrovala zo

Severnej Ameriky do Juznej Ameriky (Glawe, 2008).

2.9 Rody mucnatkotvarych parazitujucich na zastupcoch rodu Lactuca

2.9.1 Rod Golovinomyces

Rod Golovinomyces zahtna 46 druhov vyskytujucich sa vo svete (Braun a Cook, 2012). Jedna
sa odruhy sposobujuce Siroké spektrum ekonomicky dolezitych rastlinnych chorob
(Bradshaw et al., 2022).

Prevladajuci druh, z radu Golovinomyces, vyskytujuci sa na zastupcoch rodu Lactuca
spp. bol dlho nazyvany ako Golovinomyces cichoracearum (DC) Heluta, predtym Erysiphe
cichoracearum (DC) (Mieslerova et al., 2020b). Prvy, kto predstavil E. cichoraccearum DC.,
bol Salmon v jeho monografii v roku 1900. ISlo o druh s velkym okruhom hostitel'skych

rastlin (Pirnia a Taheri, 2020). Infikoval napriklad Cel'ade Apocynaceae, Campanulaceae,
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Crassulaceae, Malvaceae, Papaveraceae, Solanaceae, a Violaceae (Mieslerova et al.,
2020b).

Golovinomyces cichoracearum sa Casom rozClenoval na dalSie druhy podla
hostitel'skych rastlin, ¢i morfologickych charakteristik (Pirnia a Taheri, 2020). Takamatsu et
al. (2013) urcili v rode Golovinomyces 11 linii. Sedem z nich zahriia ¢elad’ Asteraceae ako
svoj hostitel'sky organizmus (Takamatsu et al., 2013). Mucnatkotvaré parazitujice na
zastupcoch rodoch Lactuca, Cichorium, Mycelis a Taraxacum boli zahrnuté v 3. skupine
nazyvanej G. orontii (Pirnia a Taheri, 2020; Mieslerova et al., 2020b).

V roku 2019 bola publikovana taxonomicka revizia G. orontii, v ktorej bola pomocou
ITS a28S rDNA preukazana geneticka heterogenita tohto druhu (Braun et al., 2019).
Sekvencie pochadzajuce zroznych zberov determinované ako G. orontii (s. lat.) boli
rozdelené do troch skupin, ktoré boli revidované po morfologickej a genetickej stranke
a nasledne delimitované. Ako G. orontii (s. str.) boli oznacené sekvencie z typovych poloziek
Erysiphe orontii — teda Misopates orontium. Novy druh G. tabaci bol zavedeny pre d'alSiu
skupinu, jasne morfologicky a geneticky odlisnu od G. orontii sensu stricto (s. str.). Kone¢ne
bol pre mucnatkotvaré infikujuce rody Cichorium, Lactuca, a d’alSie hostitel'ské rastliny
patriace do d’alSich rastlinnych cel'adi zavedeny novy taxon.

Golovinomyces bolayi je pomenovany na pocCest SvajCiarskeho mykologa
a fytopatologa Adriana Bolaya za jeho poznatky o muénatkotvarych vo Svajéiarsku. Druh je
morfologicky podobny G. orontii s. str., ale jasne odliSny na zaklade ITS sekvencii (Braun
et al., 2019).

Pri druhu G. bolayi bolo zaznamenané pohlavné aj nepohlavné rozmnozovanie. Druh
sa vyznacuje tvorbou tenkého ektofytického bieleho hyalinneho mycélia, z ktorého neskor
vyrasti vzpriamené konidiofory typu Euoidium dosahujuce dizky od 80 um do 290 pm.
Bunky hyf su rovné, jemne prehnuté, Siroké 3 — 9 um. Rovné ¢i jemne prehnuté, valcovité
bunky foot-cell dosahuji rozmery 30 — 100 um x 9 — 15 um. Pocet distalnych buniek
nadvizujicich na foot-cell sa pohybuje od 1 do 4 s dizkou od 10 um do 30 um. Konidie
elipsoidného tvaru na herbalizovanych vzorkach dosahuju vel’kost 20 — 38 um x 12 —20 um.
Pri pohlavnom rozmnozovani dochadza k tvorbe chasmothécii dosahujtcich rozmery 75 —
160 pm s viacerymi (5 — 25) vreckami s 2 az 3 sporami. Vrecka st elipsovitého tvaru, dizky
40 — 75 um, Sirky 20 — 40 um, casto v dospelosti s poctom olejovych kvapiek. Spory su
taktiez elipsovitého tvaru s dizkou 16 — 30 um a irkou 10 — 20 pm (Braun et al., 2019).
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Disperzia je zabezpeCena pomocou konidii, chasmothécii a askospor prenasanymi
vetrom, ¢lovekom, zvieratom ¢i pol'nohospodarskym strojom. Ide o organizmus s globalnym

rozsirenim, zaznamenany vo viac ako 30 krajinach ako napriklad Australia, Nemecko,

Grécko, Cile, Ceska republika (Lebeda et al., 2017; Mieslerova et al., 2020a).
Symptomy sa na hostiteloch prejavuju od skorého leta do skorej jesene (Lebeda et

al., 2017). K infekcii moze dojst’ uz v maji, najneskor v oktobri (Mieslerova et al., 2020a).
Napadnuté byvaju skor starSie rastliny a starsie listy, priCcom sa na ich povrchu tvori biely

povlak. Napadnuté pletiva moézu byt deformované, nekrotizované, zasychajuce az

umierajuce (Lebeda et al., 2017).
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Obrazok 8 Infekcia G. bolayi na L. serriola, a = chasmothécia, b = vrecka, ¢ = apresoria hyf, d = konidiofory, e = konidie
f =kliciace konidie (Braun et al., 2019).
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2.9.2 Rod Podosphaera

Samotny rod Podosphaera sa deli na dve sekcie - Spaerotheca a Podosphaera — skor
povazované za samostatné rody. Vo vSeobecnosti sa zastupcovia sekcie Podosphaera
vyskytuji z 90% na drevinach z ¢eladi Rosaceae (Takamatsu et al., 2010). Na zastupcoch
rodu Lactuca je vyskyt zatial malo znamy a jedna sa o infekcie sposobené druhom P. xanthii
(DC) Heluta, skor popisanym ako Podosphaera (Sphaerotheca) fusca. 1de o organizmus
infikujuci vel’ké mnozstvo hostitel'skych druhov rastlin z Celedi Asteraceae, Cucurbitaceae,
Fabaceae, Malvaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, a Verbenaceae (Mieslerova et al.,
2020a).

Tradi¢ne sa za hlavného povodcu ochorenia na pestovanom Salate sposobeného
mucnatkotvarymi povazuje Golovinomyces bolayi (Mieslerova et al., 2020a). Prvy vyskyt P.
xanthii bol popisany na pestovanom hlavkovom $alate v Juznej Korei (Shin et al., 2006). Cim
sa pohlad na hlavného pdvodcu tohto ochorenia zmenil, nakol'ko sa oba druhy moézu
vyskytovat’ na hostitel'ovi spolocne, a to predovsetkym v statoch vychodnej a juhovychodnej
Azie. Studie P. xanthii na $alate nie su Casté adoklada to aj maly podet zaznamov
v nukleotidovych databazach (dva ITS a dva 28S rDNA) ziskanych z P. fusca z infekcii L.
indica a L. raddeana v. elata (Mieslerova et al., 2020a).

Podosphaera xanthii je povazovana za komplexny a heterogénny druh, ktory
potrebuje reviziu (Mieslerova et al., 2020a). Pre svoj rast preferuje teplé humidne oblasti
(Braun a Cook, 2012). Optimalne teploty pre klicenie konidii, infekciu a sporulaciu st
priblizne v rozpati medzi 22,3°C az 25,7°C (Mieslerova et al., 2020a).

V rode Podosphaera pozorujeme pohlavné aj nepohlavné stadium (Lebeda et al.,
2017). Ide o rod s ektofytickym mycéliom tvoriacim nepravidelné plochy ¢i suvisle povlaky.
Tenkostenné hyfy s hladkym ¢i skoro hladkym povrchom dosahuju Sirku 3 — 10 um, pricom
na nich mozeme pozorovat nenapadné az jemne vystipené apresoria. Z mycélia
v nepohlavnom §tadiu zivotného cyklu vyrastaju vzpriamené konidiofory typu Euoidium,
rovnako ako pri rode Golovinomyces. Na valcoviti bunku foot-cell dosahujicu
rozmery 30 — 100 um x 10 — 13 um nadvézujt 1 az 4 bunky, z ktorych sa v dlhych retazcoch
tvoria konidie obsahujuce fibrozinové telieska. Konidie st elipsovité s dizkou 25 — 45 um
a Sirkou 14 — 22 um (Braun a Cook, 2012). Pocas pohlavného Stadia zivotného cyklu
dochadza k tvorbe chasmothécii s jednym vreckom. To je rozdiel od rodov Golovinomyces

a Leveillula (Lebeda et al., 2017). Na spodnej polovici chasmothécii merajucich od 70 do
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115 pm sa tvori rozny podet priveskov. Tie st myceloidné a vetvené. Siroko elipsovité az

gulaté vrecko s rozmermi 60 — 80 um x 50 — 65 um v sebe nesie 6 az 8 elipsoidnych az

gulatych askospor s rozmermi 15 — 23 um x 12 — 17 pm. Askospory dozrievaju az neskor
vo vrecku su vacSinou nezrelé. St bezfarebné (Braun a Cook, 2012).

Shin et al. (2006) sktimali vyskyt tohto obligatneho patogénu na kultirnom Salate

v sklenikoch v Koérei. Do vyskumu zahrnuli 174 sklenikov, pricom 121 z nich bolo

zamorenych chorobou. Prisli k zaveru, ze Podosphaera sposobuje v Korei vazne straty,

nakol’ko priblizne 60% rastlin bolo nepredajnych (Shin et al., 2006).

77
g N A / ;

g o F e
£ ;

appr _:‘——“
Obrazok 9 P. xanthii, a = vreckd, appr = apresorid, ¢ = konidie, cg = kli¢iace konidie, cph = konidiofor, ch = chasmothécia

(Braun a Cook, 2012).

2.9.3 Rod Leveillula

Rod Leveillula zahrma 40 svetovo sa vyskytujucich druhov, vratane minimalne 2 druhov
sposobujucich ochorenie na zastupcoch rodu Lactuca spp. (Lebeda et al., 2017; Petiekova,
2018; Lebeda et al., 2019). Prvy z nich je Leveillula lactucarum Durrieu a Rostam, ktory je

patogénnym druhom na L. orientalis, L. tatarica a L. viminea. Druhym druhom je Leveillula



26

lactucae-serriolae Khodap. a Hedjar, ktory je patogénny na druhoch L. azerbaijanica, L.
scarioloides a L. serriola (Braun a Cook, 2012; Lebeda et al., 2019). Niektorych zastupcov
rodu Lactuca spp. napada aj druh Leveillula picridis Durrieu a Rostam (Voytyuk et al., 2009;
Braun a Cook, 2012; Kabaktepe et al., 2015).

Vo vSeobecnosti sa rod Leveillula vyskytuje v teplych, suchych oblastiach.
Pozorovany bol v Afrike, Azii, Juznej Amerike, Juznej Eurdpe a v zapadnych &astiach
Severnej Ameriky (Mieslerova et al., 2020a). Teplé suché podmienky (xerofytické) sposobili
adaptaciu, ktorou je schopnost’ konidii vykli¢it' rychlo bez zavislosti na presnej hodnote
relativnej vlhkosti (Braun a Cook, 2012).

Druhy rodu Leveillula maju ako jediné z mucnatkotvarych endofytické mycélium,
tym padom su endoparazitmi. Pocas nepohlavného rozmnozovania produkuju konidiofory
typu Pseudoidium, ¢im sa odliSuju napriklad od druhov rodu Golovinomyces ¢i Podosphaera.
V priebehu pohlavného rozmnozovania vznikaji chasmothécia s viacerymi vreckami
so zvyCajne 2 sporami (Braun a Cook, 2012; Lebeda et al., 2017). Chasmothécia sa
vyznacuju svojou velkostou a zvyCajne dosahuju rozmery viac ako 150 um (Braun a Cook,
2012).

Druh Leveillula lactucarum tvori pretrvavajiuce biele povrchové mycélium, z ktorého
vyrastaju dlhé nit'ovité konidiofory s valcovitymi foot-cell. Tie dosahuju rozmery 50 — 60 pm
x 5 — 7 um. Konidie su jasne diferencované na primarne a sekundarne. Primarne konidie
priblizne valcovitého tvaru vznikaju jednotlivo. Dosahuji rozmery 35 — 60 pm x 11 —20 pm.
Povrch konidii pod elektronovym mikroskopom vykazuje zvrasnenie a priehlbinky.
Sekundarne konidie su priblizne valcovitého tvaru s oblym zakoncenim vel'kostne identické
s primarnymi. Chasmothécia srozmermi 150 — 225 um obsahuji niekolko vreciek
s 2 sporami s vel'kostou 25 —40 um x 14 — 24 um (Braun a Cook, 2012; Lebeda et al., 2019).

Druh Leveillula lactucae-serriolae vytvara podobné mycélium ako druh L.
lactucarum, pricom hyfy tohto druhu st striedmo rozvetvené, priehradkové, hyalinne
s hladkym povrchom dosahujtce Sirku 2 — 5 pm. Konidie su formované jednotlivo. Primarne
konidie kopijovitého, podlhovastého, uzkeho tvaru dosahuji rozmery 50 — 75 um
x 13 — 18 pm. ZvycCajne su rozsirené v prvej polovici ¢i v strede. Sekundarne konidie st
zvycCajne SirSie v druhej polovici a dosahujii rozmery 50 — 85 um x 13 — 18 um. Na
chasmothéciach rozmerov 185 — 225 um su dobre rozvinuté rozvetvené privesky. Pocet

elipsovitych vreciek sa pohybuje od 30 do 55. Ich velkost sa pohybuje od 85 pm do 115 pm
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na dizku a od 28 pm do 35 pm na $irku. V kazdom vrecku st 2 spory elipsovito gulatého
tvaru s velkostou 30 — 40 um x 15 — 23 um. Podobne ako pri druhu L. lactucarum st

bezfarebné (Braun a Cook, 2012).

Obrazok 10 Leveillula lactucae-serriolae; prc = primarne konidie, sc = sekundarne konidie, a = vreckd, ch =

chasmothécium (Braun a Cook, 2012).

Na hostitel'skych organizmoch Lactuca spp. (Voytyuk et al., 2009; Kabaktepe et al.,
2015) boli pri patogéne Leveillula picridis namerané kratSie konidie ako na hostitel'skych
organizmoch Picris spp.. Rozdiel bol takisto aj v ich tvare. Na hostitel'och z rodu Lactuca
spp. dosahovali konidie dizku 35 — 60 pm. Pri primarnych konidiach st privesky zagulatené
a v strede zzené. Celkovo dosahuju konidiofory tohto druhu dizku 60 —200 pm. Pri pohl'ade
na sekundarne konidie pod elektronovym mikroskopom pozorujeme pozdiZne vyvyseniny.
Chasmothécia rozmerov 130 —250 um su v pripade vysusSenia vo vrchnej polovici konkavne.

Privesky chasmothécii su predovSetkym v dolnej polovici chasmothécii dobre vyvinute,
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nevetvené, svetlo hnedé. Niekol'kopocetné vrecka (15 — 35) rozmerov 50 — 120 um x 25 —
40 um obsahuju 2 bezfarebné az olivovohnedé spory elipsovito gulatého tvaru dosahujtce
rozmery 25 — 38 pm x 14 — 24 um (Braun a Cook, 2012). Druh L. picridis je uvadzany
z niekol’ko eurépskych §tatov, ale vyskyt na tzemi CR doposial’ nebol popisany (Dvorakova
2016).

Je zaujimavé, ze doposial nebol ani jeden zvysSie uvedenych zastupcov rodu
Leveillula zaznamenany na kultirnom Salate, atym padom ako jediny znich zatial

nepredstavuje ekonomicku hrozbu pre komercné pestovanie (Mieslerova et al., 2020a).

2.10 Rod Lactuca

Rod Lactuca s priblizne 270 druhmi patri do podtribusu Lactucinae, pricom Lactuca je jeden
z najznamejSich zastupcov tohoto tribusu. Ten spolu s d’alSimi rodmi radime do podcelade
Cichorieae v Celadi Asteraceae. Podcelad” Cichorieae je charakterizovana tvorbou bieleho
latexu a pritomnost'ou patpocetnych kvetov (Kilian et al., 2009). Taxonomia rodu Lactuca
sa neustale vyvija a ziadny z pribuznych rodov podtribusu Lactucinae necelil v priebehu
poslednych 200 rokov tol’kym zmenam vo vymedzeni, systematickom postaveni a druhove;j
klasifikacii (Wang, 2013).

Rod Lactuca je rod kvitnicich rastlin znamy ako Salat (Mieslerova, 2020a). Tvori ho
cela rada rastlinnych foriem, od jednoro¢nych cez dvojro¢né po viacrocné druhy. Zahrfia
bylinné druhy ale aj kry, s korefimi, podzemnymi stolonmi ¢i s hl'uzovitymi korenmi (Lebeda
et al., 2004). Stonka je vzpriamena, 10 az 250 cm vysoka. Jednoducha alebo rozkonarena,
lysa alebo strichomami. Listy st Spiralovito usporiadané. Bazalne listy st zvycajne
v prizemnej ruzici (Dolezalova et al., 2002).

Nedavne molekularne stadie zo sekvenovania RNA preukazuju domestikovanie
kultarneho Salatu v oblasti urodného polmesiaca priblizne pred 10 800 rokmi pred nasim
letopo&tom. Odtial’ sa druh rozsiril po Eurdpe a neskér do Ciny, kde sa od&lefiovali nové typy
(Mieslerova et al., 2020a). Zastupcovia rodu Lactuca sa vyskytuju v miernych a teplych
klimatickych oblastiach va¢§inou na severnej pologuli (Eurdpa, Azia, Indonézia, Severna
Amerika) av Afrike. VacSina z druhov su xerotermné rastliny, dobre adaptované na suché
klimatické podmienky s vynimkou par endemickych druhov podobnym lianam

nachadzajucim sa v horach strednej Afriky (Lebeda et al., 2004; Kilian et al., 2017).
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Ekologicky su druhy vel'mi roznorodé. Niektoré z nich su bezné eurdpske ruderalne
synantropné druhy preferujuce disturbancie (L. serriola, L. saligna, L. virosa), niektoré st
bezné vlese (L. aurea, L. biennis, L. sibirica), niektoré su kalcifilné a typické pre
Stredomorie (L. tenerrima, L. graeca), niektoré preferuju ttesy pri pobrezi (L. acanthifolia),
niektoré polosuché chladné oblasti so stepnou vegetaciou, najcastejSie na zasolenych lukach
¢1 pieskovych substratoch (L. tatarica) (Lebeda et al., 2004; Lebeda et al., 2021).

Zastupcovia st vyuzivani ako zelenina, olej, ¢i potrava pre dobytok (Lactuca sativa),
¢1 ako tradicny rastlinny liek — antiseptika ¢i lieky proti kasl'u (L. serriola, L. virosa )

(Mieslerova, 2020a; Lebeda et al., 2022).



30

3 Material a metody

3.1 Zber a spracovanie vzoriek

Pracovali sme so zbierkou 33 vzoriek mucnatkotvarych, ktoré predstavovali vysusené listy
hostitel'skych rastlin zrodu Lactuca, infikovanych obligatnymi parazitmi zrodu
mucnatkotvaré. Subor tychto vzoriek bol zhromazdeny pracovnikmi Katedry botaniky
Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci v rokoch 2014 — 2020, a to na
zaklade ich zberov alebo spolupracou so zahrani¢nymi partnermi (Rijk Zwaan, Holandsko;
Dr. Tomas Pavlicek, Universita of Haifa, Izrael). Zozbieranych bolo 33 vzoriek
pochadzajicich zkrajin Eurdpy, USA a Azie (Tab. 1). Zozbierané vzorky boli po zbere
herbalizované. Hostitel'ské rastliny pochadzali z tychto zastupcov rodu Lactuca: L. aculeata,
L. altaica, L. saligna, L. sativa a L. serriola. Kompletny zoznam vzoriek spolu s lokalitou

zberu, datumom zberu a menom pracovnika, ktory vzorku zbieral je uvedeny v Tabulke 1.



Tabulka 1 Kompletny zoznam 33 skiimanych vzoriek s informaciami o jednotlivych zberoch.

Cislo Datum

vzorky Lokalita zberu Suradnice vyskytu Hostitel’ska rastlina beru Zbieral/a
6 Holandsko neuvedené L. saligna 2011 A. Lebeda
27 Holandsko neuvedené L. aculeata 27.07.2014 | A.Lebeda
28 Holandsko (Maasdijk) neuvedené L. saligna 2017 A. Lebeda
33 Holandsko (Maasdijk) neuvedené L. serriola 2017 A. Lebeda
34 Holandsko (Maasdijk) neuvedené L. aculeata 2017 A. Lebeda
35 Holandsko (Maasdijk) neuvedené L. altaica 2017 A. Lebeda
57 Nemecko (Heisede) N 52°15.233" E 009° 50.683' L. serriola 2017 A. Lebeda
59 Nemecko N 51°53.383"' E 010° 02.55' L. serriola 2017 A. Lebeda
68 Nemecko N 50°49.217"E 012° 19.316' L. serriola 2017 A. Lebeda
75 Nemecko N 47°50.467" E 008° 57.934' L. serriola 2017 A. Lebeda
77 Madarsko neuvedené L. serriola 05/2014 A. Lebeda
109 Spanielsko (Catalonia) neuvedené L. serriola 29.08.2018 | A. Lebeda
116 Chorvatsko (Sotin) N 45°17.196' E 019° 06.754' L. serriola 11.08.2018 | A. Lebeda
132 Chorvatsko (Netretic) N 45°30.507" E 015° 24.78' L. serriola 17.08.2018 | A.Lebeda
152 Ceska republika (Velké Karlovice) N 49° 21.735"' E 018° 18.048' L. serriola 08.08.2019 | A.Lebeda
159 Slovenska republika (Hybe) N 49° 02.613" E 019° 50.136 L. serriola 09.08.2019 | A.Lebeda




Tabulka 1 (Pokracovanie) Kompletny zoznam 33 skimanych vzoriek s informdciami o jednotlivych zberoch.

vfillfy Lokalita zberu Suradnice vyskytu Hostitel’ska rastlina | Datum zberu | Zbieral/a
165 Pol'sko (Grybow I1.) N 49°36.817"' E 020° 56.878' L. serriola 12.08.2019 | A.Lebeda
170 Slovenska republika (Spisské Vlachy) | N 48° 58.143' E 020° 46.948' L. serriola 16.08.2019 | A.Lebeda
172 Slovenska republika (Zup&any) N 49°00.454" E 021° 09.791' L. serriola 18.08.2019 | A.Lebeda
173 Slovenska republika (Korkoluh) N 49°18.462' E 021° 12.808' L. serriola 18.08.2019 A. Lebeda
174 | Slovenska republika (Spisské HanuSovce) |N 49°19.972' E 020° 20.626' L. serriola 19.08.2019 | A.Lebeda
185 Rakusko neuvedené L. sativa 1072020 Rijk Zwaan
186 USA neuvedené L. sativa 04/2020 Rijk Zwaan
188 Nemecko neuvedené L. sativa 08/2020 Rijk Zwaan
189 Portugalsko neuvedené L. sativa 09/2020 Rijk Zwaan
190 Francuzsko neuvedené L. sativa 09/2020 Rijk Zwaan
192 Belgicko neuvedené L. sativa 10/2020 Rijk Zwaan
197 Japonsko neuvedené L. sativa 0372021 Rijk Zwaan
200 Japonsko (Shikoku, Miyoshi) N 33°57.964" E 133° 42.685' Lactuca sp. 06.10.2019 | T. Pavlicek
203 Japonsko (Shikoku, Miyoshi) N 33°57.79"E 013° 22.31' Lactuca sp. 09.10.2019 | T. Pavlicek
211 Japonsko (Honshu, Maiko) N 34°37.654' E 135° 02.39' Lactuca sp. 30.09.2019 | T. Pavlicek
246 Ceska republika (Protivanov) N 49° 28.698' E 016° 49.657' L. serriola 11.08.2021 M. Kitner
247 Ceska republika (Protivanov) N 49° 28.634' E 016° 49.648' L. serriola 11.08.2021 M. Kitner




3.2 Pouzité chemikalie pre mikroskopicku a molekularnu determinaciu

Agardza — SeaKem LE Agarose (Lonza)

Alkalicka fosfataza - FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1 U/uL)
(Thermo Scientific)

Deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTP mix) dNTPs PCR Mix (10 mM) (Serva)
Destilovana voda (sterilna, PCR grade - stupen Cistoty vhodny pre molekularne
analyzy)

DNA farbivo - EZ Vision Bluelight DNA (VWR Life Sciences)

DNA marker - HyperLadder 50bp (Bioline)

EDTA dvojsodna sul dihydrat, Na,EDTA-2H.O (VWR)

Etanol(Sigma - Aldrich)

Exenukleaza - Exonuclease I (20 U/uL) (Thermo Scientific)

Fuchsin (Thermo Scientific)

Hydroxid draselny, KOH (Lachner)

Isopropanol (Lachner)

Kyselina borita, H3BO3 (Lachner)

Kyselina chlorovodikova, HCI (Lachner)

Kyselina mliecna (VWR)

Lactofuchsin - pracovny roztok

Laurylsiran sodny dodecylsiranu sodny, SDS (Sigma)

Morsky cisty piesok (Lachema)

Polymeraza s pufrom - GoTaq® G2 DNA Polymerase (5 U/ul), 5x Green Go Taq
Buffer (Promega)

Trishydroxymethylaminomethna (Tris) (Sigma)

3.3 Popis zlozenia pouzitych roztokov

Etanol, 75% roztok (Sigma - Aldrich) (na 100 ml)
o 74,63 ml 99,5% etanolu
o 25,37 ml destilovanej vody

KOH — 3% roztok (na 100 ml)
o 3 gKOH

33
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o 100 ml destilovanej vody
- Lactofuchsin - pracovny roztok (na 100 ml)

o 0,1 gkyslého fuchsinu

o 100,0 mL kyseliny mliecnej
- SDS pufr (na 100 ml)

o 10,0 g SDS

o 90 ml destilovanej vody, po rozpusteni doplnit’ objem na 100 ml
- TBE pufr —roztok 0,5x

o 5,4 g trishydroxymethylaminomethanu (Tris)

o 2,75 g kyseliny borité H3BO3

o 2 mlroztoku NaEDTA

o 0,5 moll-1, pH 8,0 rozpustit v 40 ml deionizovanej vody doplnit

deionizovanou vodou na 0,05 1

3.4 Pristroje
- Analytick4 vaha 572 (Kern)
- Binokularna lupa STM 15623241 HH (Intraco micro)
- Centrifuga 5415 D (Eppendorf)
- Centrifuiga 5804 R (Eppendorf)
- Centrifiiga MiniStar Silverline (VWR; USA)
- Digestor Vitrum 1500 (Vitrum)
- Elektroforeticka jednotka OWL A6 (OWL)
- Elektroforeticky zdroj EPS 601 (Amersham Biosciences)
- Fotodokumentacny systém s UV transiluminatorom Firereader max (Uvitec
Cambridge)
- Chladni¢ka CP 4003-20 (Liebherr)
- Liehovy kahan
- Magneticka mieSacka MS2 (IKA)
- Mikroskop Olympus CX 40 s objektivom so zvacSenim 400 x (Olympus)
- Mikrovlnna rara ETA 3203 (ETA)
- Mini centrifuga MCF 2360 (LMS)
- Mraznicka GN 3023 (Liebherr)
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- PCR cyklér Mastercycler Pro S (Eppendorf)
- Pipety:
o sada pipiet Eppendorf Research (0,1-2,5 pl, 1-10 ul, 10-100 pl, 100—
1000 pl) (Eppendorf)
o 8-kanalova pipeta Eppendorf Research Pro 10-100 ul (Eppendorf)
o 8-kanalova pipeta VWR 1 — 10 pl, (VWR)
- Vakuova odparka, CentriVap Concentrator (Labconco)

- Vyrobnik na vlockovy 'ad GB 9 (Brema)

3.5 Mikroskopicka determinacia

3.5.1 Morfologicka determinacia pomocou 3% roztoku KOH

Za ucelom morfologickej determinacie druhov z radu mucnatkotvaré bola pouzita metdda
vyuzivajica 3% roztok KOH (Lebeda, 1983). Roztok KOH umoziuje dobré pozorovanie
tvaru konidii, vratane fibrozinovych teliesok, ktoré su pritomné napriklad pri druhu
Podosphaera xanthii, zatial' o bunky zastupcov rodu Golovinomyces a Leveillula tieto
telieska neobsahuju.

Priprava preparatov prebiehala nasledovne. Na podlozné sklicko bola kvapkadlom
nanesena kvapka 3% roztoku KOH, do ktorého bola pomocou pinzety a skalpela zoskrabana
Cast’ mycélia z prisluSnej herbarovej polozky. Nasledne bola kvapka s mycélium prikryta
krycim sklickom a vysledny preparat bol mikroskopovany pomocou mikroskopu Olympus

CX 40 s objektivom so zvacsenim 400 x.

3.5.2 Meranie morfologickych charakteristik anamorfného stadia

Za Gcelom merania morfologickych charakteristik anamorfného §tadia druhov G. bolayi a P.
xanthii bola pouzita vriaca lactofuchsinova metoda farbenia podl'a Shina (Shin a McKenzie,
2004). Mikroskopickému meraniu predchadzala priprava vzoriek, v priebehu ktorej bol
z kazdej skumanej vzorky pripraveny nasledovne jeden preparat. Ten predstavoval
pribliznel cm? infikovaného listu, ktory bol pomocou pinzety preneseny na podlozné sklicko
infikovanou stranou smerom hore. Nato bol preparat na podloznom sklicku, v zapnutom
digestore, zakvapkany pracovnym roztokom lactofuchsinu. Podlozné sklicko bolo nad

kahanom spracovavané kratkym zahrievanim na vysokej teplote, pokym sa neobjavili kyslé



36

pary odparujuceho sa lactofuchsinu. Nasledne bol infikovany list otoCeny na druht stranu
a v kratkom zahrievani sme pokracovali do momentu, kym sa neobjavili kyslé pary. Tento
proces bol opakovany celkovo Styrikrat.

Na cisté podlozné sklicko bola nasledne kvapnuta kvapka destilovanej vody, do ktorej
bolo skalpelom zoskrabnuté mycélium zafarbené lactofuchsinom. Nasledne bolo podlozné
sklicko prikryté krycim sklickom a pozorované svetelnym mikroskopom Olympus CX 40
s mierkou pod zvacsenim 400 x. Mycélia na preparatoch boli sfarbené ruzovou az fialovou
farbou.

Pri kazdej z 33 vzoriek sme merali dizku konidioforov, dizku foot-cell, pocet
distalnych buniek konidioforu, dizku a irku konidii. Pri kazdej vzorke sme spravili 30
merani.

Namerané hodnoty boli prepocitané podla kalibracnej tabulky z dielikov na
mikrometre (um) a nasledne boli vlozené do tabuliek v programe Microsoft Excel 2016.
Pomocou tohto programu boli vypocitané hodnoty aritmetického priemeru a smerodajne;j
odchylky. Zaroven bola zistena minimalna a maximalna hodnota z nameranych hodnot.
Takisto bol vypogitany index tvaru konidii (tzn. pomer ich dizky a $irky). Z vypracovanych
tabuliek boli vytvorené suhrnné tabul’ky a stipcové grafy.

3.6 Molekularna determinacia

3.6.1 Extrakcia DNA pomocou SDS metody

Samotnej extrakcii DNA predchadzala priprava preparatov. Zo vSetkych 33 vzoriek boli
vyradené vzorky obsahujuce Ampelomyces quisqualis, dosledkom ¢oho bolo
spracovavanych iba 28 vzoriek. Pre vlastni extrakciu DNA sme pouzili metodu podla
Edwards et al. (1991), ktori vynasli sposob rychlej extrakcie malych mnozstiev DNA bez
pouzitia fenolu ¢i chloroformu. Pod binokularnou lupou bol pomocou skalpela a pinzety
z kazdej vzorky odobrany 1 cm? s najviadsim vyskytom patogénu. Odrezany kusok bol
vlozeny do Eppendorfky (d’alej len Epp) s objemom 1,5 ml. Do vsetkych Epp bolo pridané
malé mnozstvo morského piesku a nasledne bola uskutocnena homogenizacia plastovym
tigikom. Nato bolo k zmesi pridanych daldich 350 pl SDS pufru a bola vykonana dodato&na
homogenizacia. Epp boli na 5 min pri teplote 4°C a pri otackach 14 000 centrifugované. Po

centrifugacii bola horna vodna faza (supernatant) prepipetovana do novej Epp a bolo
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pridanych 350 ul isopropanolu. Nasledne boli Epp asi tridsatkrat prevratené, aby sa obsah
v nich premieSal. Epp boli vloZzené na 10 min do centrifigy pri maximalnych otackach
(14 000 rpm). Nasledne bol supernatant zliaty a zvysky isopropanolu boli osuSené otrenim
Epp o filtracny papier. Do Epp bolo pridanych 500 ul 70% etanolu a nasledne prebehla
centrifugacia na 5 min pri maximalnych otackach. Supernatant bol opat’ zliaty a Epp boli
usuSené vo vakuovom odparovaci. Odparok DNA bol rozpusteny v 50 pl sterilnej vody

a Epp boli nasledne ulozené do mraznicky pri -20°C.

3.6.2 Nested PCR

Tabulka 2 Primery pouzité v tejto bakalarskej praci.

Cast Nested
PCR
PCR 1 PMITS1 TCGGACTGGCCCAGGGAGA Cunnington et al., 2003
PCR 1 PMITS2 TCACTCGCCGTTACTGAGGT Cunnington et al., 2003
PCR 2 ITS1-F | CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA | Gardes a Bruns, 1993
PCR 2 ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990

Primer Sekvencie primerov (5" — 3") Zdroj

Pred uskutocnenim prvej PCR reakcie boli vzorky vyextrahovanej DNA zriedené
v sterilnej destilovanej vode v pomere 1:1 (tzn. do 10 pl DNA bolo pridanych 10 pl
deionizovanej vody), premiesané a stoCené v centrifuge. Vsetky reagencie (tzn. pufr, voda,
dNTPs, zmes priameho (F) a spatného priemeru (R) a polymeraza) potrebné pre pripravu
PCR reak¢nej zmesi (pozri Tab. 3) boli rozmrazené, kratko stocené v centrifige a prenesené
do polystyrénového boxu s 'adom.

Do 1,5 ml mikroskimavky bola pripravena PCR reakcna zmes pre 33 vzoriek
postupnym pipetovanim jednotlivych zloziek PCR reakcne; zmesi podla nasledujicej

tabulky.
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Tabulka 3 ZloZenie PCR reakénej zmesi.

Zlozenie PCR zmesi

Objem pre 1 vzorku [ul]

Pipetovany objem pre 33

vzoriek (z toho 5x rezerva)

[ul]

Deinizovana voda 6,32 208,6
5x pufr 1,90 62,7
Roztok dNTP (10 mmol-1) 0,15 5,0
Primery F a R (10 pmol-1'") 0,38 po 6,3
G2 Go Taq polymeraza (5U pul!) 0,05 1,7

PCR reakcéna zmes bola premiesana a kratko stoCena na centrifuge. Nasledne bola

zmes elektronickou pipetou rozpipetovana po 13,8 ul zmesi k 1,2 pl nariedenej DNA

prislusnej vzorky, ktoré sme dopredu napipetovali do jamiek v 96 jamkovej PCR doske. Po

pripipetovani PCR reak¢ného mixu k vzorkam DNA boli jamky uzavreté prelepenim

Specialnou PCR fodliou, kratko premieSané, stocené a vlozené do cycleru. V cycleri prebehlo

prvé kolo nested polymerazovej retazovej reakcie, s rozpatim teplot a Casovych intervalov

jednotlivych krokov PCR reakcie ako uvadza Tabulka 4. Annealingova teplota (tzn. teplota

nasadania primerov) bola nastavena na 62°C.

Tabulka 4 Teplotné a ¢asové podmienky PCR reakcii (Ta (annealingova teplota) je uvedena v texte).

Krok Teplota [C°] Doba trvania [min:sek] Pocet cyklov
1. 94 05:00 Ix

2. 94 00:45

3. Ta 00:45 35x

4. 72 01:00

5. 72 10:00 Ix

6. 8 0

Produkty prvej PCR reakcie boli nariedené zmieSanim 2 pl vzniknutého PCR

produktu a48 ul deionizovanej vody.

Vysledny roztok bol pouzity ako matrica

v nadvdzujucej PCR reakcii. Priprava PCR reakcného mixu a priebeh PCR reakcie bola
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prakticky rovnaka ako v pripade prvej PCR reakcie, liSila sa iba pouzitymi primermi a

annealingovou teplotou (55°C).

3.6.3 Gélova elektroforéza

Pre zistenie pritomnosti ¢i nepritomnosti PCR produktov vo vzorkach bola vykonana
elektroforézou na 1% agarézovom géle. Priprava agarozového gélu bola nasledovna.
Navazené 3 g agarozy v kadicke, boli zaliate 300 ml 0,5x TBE pufru a nasledne rozvarené
v mikrovinnej rare. Roztok bol mieSany na elektromagnetickej mieSacke. Po jeho schladnuti
bolo do neho pridanych 4,5 ul farbiva na DNA (EZ-Vision Bluelight DNA) a nasledne bol
roztok vyliaty do elektroforetickej vanicky, do ktorej boli vlozené 4 hrebienky. Po priblizne
1 hodine gél stuhol a hrebienky boli vybrané. Vanicka s gélom bola presunuta do
elektroforetickej komorky. Komorka bola zaliata 0,5x TBE pufrom tak, aby sa utvorila
2-3 mm vrstva pufru nad agaré6zovym gélom. Do prvych jamiek, utvorenych hrebienkom,
boli napipetované 3 pl DNA markeru (HyperLadder™ 50bp, Bioline), do ostatnych jamiek
bolo pipetovanych 5 ul z kazdej vzorky. Elektroforeticka komorka bola uzatvorena, kable
pripojené k zdroju napéitia a po nadstaveni 110 V bola elektroforeticka separacia spustena.
Po 50 min. bola elektroforéza ukoncena, kable boli odpojené od zdroja a gél s vanickou bol
vybraty. Vanicka bola osuSena papierovymi obruskami a gél bol vlozeny do UV

transiluminatoru, kde boli PCR produkty vyfotografované.

3.6.4 Priprava vzoriek pre sekvencné laboratorium
Pred zaslanim PCR produktov na sekvenciu musia byt produkty preCistené. Jedna sa
o postup, kedy sa odstranuju nespotrebované zlozky PCR reakénej zmesi (primery a dNTPs)
pouzité v predchadzajucich reakciach. Pre tento ucel sme vykonali tzv. enzymaticky postup
preCistenia PCR produktov, pri ktorom sa pouzivaju dva enzymy. Pre degradaciu
rezidualnych primerov sa pouziva exonukleaza I, zatial Co alkalicka fosfataza zaistuje
defosforylaciu zvyskovych dNTPs (Kim a Blackshaw, 2001).

Pripravu pracovného roztoku sme vykonali pipetovanim jednotlivych komponentov
precistovacieho roztoku do Epp podla Tabulky 5. Nasledne sme v cycleri zvolili program

na precistenie vzoriek (pozri Tab. 6).
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Tabul'ka 5 ZloZenie roztoku pre enzy maticke precistenie PCR produktov.

Zlozenie PCR zmesi Objem pre 1 vzorku [pul]
Deinizovana voda 6,100

Pufr dodavany k alkalickej fosfataze 1,155

Alkalicka fosfataza 0,075
Exonukleaza I 0,200

Celkovo pipetovanych 7,5 ul vyslednej zmesi k 10 ul PCR produktu

Tabulka 6 Program na pre€istenie vzoriek.

Krok Teplota [C°] Doba trvania [min] Pocet cyklov

1. 37 15 1x
2. 85 15 1x
3. 7 0

Po precisteni bolo prepipetovanych 5 pl kazdého PCR produktu do novej 96 jamkove;]
dosky a pripipetovanych 5 ul prislusného sekvencného primeru. Pre ziskanie informacie
o celej amplifikovanej ITS oblasti bol kazdy produkt sekvenovany zvlast priamym a zv1ast
spatnym primerom pouzitym pri druhej PCR reakcii pouzitého Nested PCR protokolu.

Sekvenacia prebehla vo firme Macrogen Europe (Amsterdam, Holandsko).

3.6.5 Postup spracovania sekvencnych dat

Vyhodnotenie sekvencnych dat bolo spracované v programe Geneious 7.1.7 (Kearse et al.,
2012). Do tohto programu boli importované vysledné sekvencie DNA, ich nekvalitné Casti
boli orezané. Vytvorili sme prekrytie nukleotidovych sekvencii ziskanych pomocou
priameho a spédtného priemeru. Sekvencie boli skontrolované a problematické miesta boli
editované. Nasledne bola konsenzualna sekvencia exportovana do formatu fasta a ulozena s
priponou *.fas. Na priradenie jednotlivych sekvencii ku konkrétnym druhom
mucnatkotvarych bola pouzita webova stranka Narodného centra pre biotechnologické
informacie (National Center for Biotechnology Information, NCBI,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Na webovej stranke prostrednictvom funkcie Blast
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(Nucleotide Blast) boli vlozenim vyexportovanych sekvencii do vyhl'adavacieho formulara
najdené ulozené zaznamy, ktoré vykazovali najvyssiu zhodu s datami autora tychto riadkov.
Pre porovnanie sekvencnych dat ziskanych v tejto bakalarskej praci so sekvenciami
deponovanymi v databazy NCBI bola pomocou MEGA version 11 urobena konstrukcia
fylogenetického stromu (Tamura et al., 2021). Autor tychto riadkov postupoval podla
instrukcii veduceho prace, kedy k svojim sekvenciam doplnil zaznamy z NCBI vykazujucimi
najvyssiu mieru zhody. Taktiez doplnil referencné sekvencie o sekvencie z clankov, ktoré sa
venovali molekularnej determinacii mucnatkotvarych na Lactuca spp.. Takto mohla byt
vizualne zobrazena zhoda s deponovanymi zaznamy ITS sekvencii zo vzoriek
mucnatkotvarych na Salatoch arovnako nacrtnuté vzajomné vztahy medzi dalSimi
skupinami mucnatkotvarych. Celkovo bolo pouzitych 55 nukleotidovych sekvencii, ktorych
odpovedajuce Casti boli pod seba zoradené tak, aby odpovedajice si nukleotidové baze lezali
pod sebou (funkcia Align by MUSCLE) a zarovnané na oboch koncoch vysledného
alignmentu na rovnaku dizku. Vysledny sekvenény alignment sme pouzili pre konstrukciu
fylogenetického stromu (metéda Minimum Evolution), spravnost typologie vysledného

stromu bola Statisticky overena pomocou tzv. bootstrapovej analyzy (1 000 replikacii).
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4 Vysledky

4.1 Mikroskopicka determinacia

4.1.1 Variabilita patogénnych druhov vo vzorkach

V 33 sktimanych vzorkach boli pomocou metddy s pouzitim roztoku KOH detegované 2
druhy patogénov z radu Erysiphales, a to Golovinomyces bolayi a Podosphaera xanthii. Pri
tomto pozorovani bola taktiez detegovana pritomnost hyperparazita Ampelomyces
quisqualis.

Druh P. xanthii, ktorého konidie obsahovali fibrozinové telieska, sa vyskytoval len
na 3 vzorkach. Vsetky tieto 3 vzorky pochadzali z Japonska. Druh G. bolayi, s konidiami bez
fibrozinovych teliesok, sa vyskytoval na 30 vzorkach pochadzajicich z Europy, USA
a taktiez z Azie (z Japonska). Ani na jednom zo vzoriek nebol detegovany druh rodu
Leveillula.

S vyskytom patogénu G. bolayi, na ktorom sa suCasne nachadzal aj hyperparazit A.
quisqualis bolo 5 vzoriek —¢. 109, 116, 170, 172, 173. Tieto vzorky sme z d’alSieho vyskumu
vyradili (tzn. bez uskuto¢nenia morfologického a molekularneho hodnotenia). Preferenciu
vyskytu G. bolayi a P. xanthii na hostitel'skej rastline nebolo mozné ur¢it’ vzhl'adom na maly
pocet vzoriek s patogénom Podosphaera xanthii ataktiez pre neuplné informacie
o hostitel'skych druhoch tohto patogénu nakol’ko je pri danych vzorkach dostupna informacia
len o povode z rodu Lactuca.

Porovnanim vzoriek s ohl'adom na geografické rozsirenie sme schopni konstatovat’,
ze druh P. xanthii sa vyskytoval iba na vzorkach z Japonska, kdezto druh G. bolayi sa

nachadzal vo vSetkych skiimanych oblastiach.

4.1.2 Morfologicka variabilita anamorfnych stadii

4.1.2.1 Dizka a 3irka konidii

Na zistenie morfologickej variability anamorfnych stadii jednotlivych druhov sme v pripade
$tadia konidii merali ich diZku a $irku. Oba parametre sme merali pri vietkych vzorkach.
Namerané hodnoty spracované Statistickymi vzorcami akymi st aritmeticky priemer,

smerodajna odchylka, minimalna a maximalna hodnota su zhrnuté v Tabulke 7 a 8. Vo
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vyssie uvedenych Tabulkach je vypogitany aj index tvaru konidii (tzn. pomer ich diZzok

a §irok).

4.1.2.1.1 Golovinomyces bolayi

Priemerna namerana dizka konidii pri druhu G. bolayi dosahovala 28,65 um + 2,953 pm.

Najkratsie konidie s dizkou 19,52 ym boli namerané pri vzorke &islo 165 z Pol'ska a pri

vzorkach 152, 246 a 247 pochadzajicich z Ceskej republiky s druhmi L. serriola. Najdlhsie

konidie s dizkou 43,92 um pochadzali zo vzorky &islo 188, s druhom L. sativa z Nemecka.
Priemerna $irka konidii dosahovala 13,72 um + 1,464 um. Celkovo najuzsie konidie

so Sirkou 9,76 um sa vyskytovali pri 9 vzorkach, z 8 krajin (Holandsko, USA, Francizsko,

Madarsko, Nemecko, Ceska republika, Slovenska republika, Pol'sko), oznacenych

vo vzorke ¢islo 35 pochadzajtice z Holandska s hostitel'skou rastlinou L. altaica dosahujuce
19,52 um.

Najmensia hodnota indexu tvaru konidii (1,88) bola vypocitana vo vzorke Cislo 247
pévodom z Ceskej republiky na L. serriola. Naopak najvyssia hodnota tohto indexu (2,61)

bola zaznamenana vo vzorke €. 197 na L. sativa povodom z Japonska.

Obrazok 11 Mikroskopicka fotografia konidii a konidioforov druhu G. bolayi. Foto: Curna, A.
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4.1.2.1.2 Podosphaera xanthii
Priemerna dizka konidii pri druhu P. xanthii bola 27,71 pm + 3,200 um. Celkovo najkratiie
aj najdlhsie konidie sa vyskytovali vo vzorke €. 200 na herbalizovanej polozke Lactuca spp.
pochadzajucej z Japonska. Najkratsie konidie dosahovali dizky 22,08 um a naopak najdlhsie
34,97 pm.

Priemerna Sirka konidii bola 16,22 um £ 1,700 um. NajuZzsie konidie sa vyskytovali

.....

vzorke Cislo 203. Obe vzorky pochadzali z Japonska z herbalizovanych poloziek Lactuca
spp..

Najmensia hodnota indexu tvaru konidii druhu P. xanthii bola zaznamenana vo
vzorke €. 203 s hodnotou 1,64. Najvacsia hodnota (1,81) bola vypocitana vo vzorke Cislo

211.

Obrazok 12 Mikroskopicka fotografia konidii a konidioforov druhu P. xanthii. Foto: Curnd, A.



Tabul'ka 7 Dizka a $irka konidii pri druhu Golovinomyces bolayi (AT = Rakusko, BE = Belgicko, CZ = Ceska republika, DE = Nemecko, FR = Franciizsko, HR = Chorvatsko, HU =
Mad’arsko, JP = Japonsko, L. = Lactuca, NL = Holandsko, PL = Pol'skd republika, PT = Portugalsko, SK = Slovenska republika, US = Spojené Staty americke).

, . . Index tvaru konidii
Dlzka konidii Sirka konidii
(Shape index)
Golovinomyces bolayi Golovinomyces bolayi
Golovinomyces bolayi
Cislo Hostitel'ska Lokalita AP SD min. max. AP SD min. max. :
AP dlzka/AP sirka
vzorky rastlina zberu [um] [um] [um] [um] [um] [um] [wm] [wm]

6 L. saligna NL 20,12 | 2.861 | 24.40 | 36,60 | 13.83 | 1,958 | 9,76 | 17.08 2,11
27 L. aculeata NL 2790 | 2,455 | 244 | 34,16 | 12,93 | 1,305 | 12,20 | 17.08 2,16
28 L. saligna NL 2879 | 2,066 | 24.40 | 31,72 | 13.83 | 1,480 | 12,20 | 17.08 2,10
33 L. serriola NL 2855 | 2,324 | 2440 | 34,16 | 13,42 | 1,537 | 12,20 | 17.08 2,13
34 L. aculeata NL 28.87 | 2,405 | 26,84 | 34,16 | 13,26 | 1,657 | 12,20 | 17.08 2,18
35 L. altaica NL 28,55 | 3,745 | 21,96 | 34,16 | 13,50 | 2,698 | 9.76 | 19.52 2,11
57 L. serriola DE 2725 | 2.648 | 24.40 | 34,16 | 13,18 | 1216 | 12.20 | 14.64 2,07
59 L. serriola DE 26,43 | 1,931 | 21,96 | 29,28 | 13,91 | 1,454 | 12,20 | 17.08 1,90
68 L. serriola DE 2753 | 1,829 | 24.40 | 31,72 | 13.66 | 1,766 | 9,76 | 17.08 2,02




Tabulka 7 (Pokratovanie) Dizka a $irka konidii pri druhu Golovinomyces bolayi (AT = Rakusko, BE = Belgicko, CZ = Ceska republika, DE = Nemecko, FR = Franctzsko, HR =
Chorvatsko, HU = Mad’arsko, JP = Japonsko, L. = Lactuca, NL = Holandsko, PL. = Pol'skd republika, PT = Portugalsko, SK = Slovenska republika, US = Spojené Staty americké).

Dizka konidii

Golovinomyces bolayi

Sirka konidii

Golovinomyces bolayi

Index tvaru konidii
(Shape index)

Golovinomyces bolayi

Cislo

Hostitel'ska ~ Lokalita AP SD min max. AP SD min max ,
vzorky rastlina zberu [wum] | [wm] | [wm] | [um] | [um] | [wm] | [um] | [um] AP dizka/AP Sirka
75 L. serriola DE | 27,82 | 2,448 | 24,40 | 31,72 | 12,69 | 0,993 | 12,20 | 14,64 2,19
77 L. serriola HU | 2595 | 2,838 | 21,96 | 36,60 | 12,77 | 1,888 | 9,76 | 17,08 2,03
132 L. serriola HR | 27,98 | 2,698 | 24,40 | 31,72 | 13,50 | 1,534 | 12,20 | 17,08 2,07
152 L. serriola CZ |2627 | 2914|1952 | 31,72 | 13,01 | 1,612 | 9,76 | 17,08 2,02
159 L. serriola SK | 2586 | 1,766 | 21,96 | 29,28 | 13,34 | 1,663 | 9,76 | 17,08 1,94
165 L. serriola PL 26,60 | 3,096 | 19,52 | 34,16 | 12,44 | 1,173 | 9,76 | 14,64 2,14
174 L. serriola SK 27,98 | 3,250 | 21,96 | 36,60 | 14,31 | 1,894 | 12,20 | 17,08 1,95
185 L. sativa AT | 29,12 | 3,200 | 24,40 | 36,60 | 12,61 | 0,093 | 12,20 | 14,64 2,31
186 L. sativa US 30,83 | 3,105 | 24,40 | 36,60 | 12,44 | 0,982 | 9,76 | 14,64 2,48




Tabulka 7 (Pokratovanie) Dizka a $irka konidii pri druhu Golovinomyces bolayi (AT = Rakusko, BE = Belgicko, CZ = Ceska republika, DE = Nemecko, FR = Franctzsko, HR =
Chorvatsko, HU = Mad’arsko, JP = Japonsko, L. = Lactuca, NL = Holandsko, PL = Pol'skd republika, PT = Portugalsko, SK = Slovenska republika, US = Spojené Staty americké).

, . Index tvaru konidii
Dlzka konidii Sirka konidii
(Shape index)
Golovinomyces bolayi Golovinomyces bolayi
Golovinomyces bolayi
Cislo Hostitel'ska Lokalita AP SD min. | max. AP SD min. | max. ;
AP dlzka/AP §irka
vzorky rastlina zberu [wm] | [um] | [wm] | [um] | [wm] | [wm] | [um] | [pm]
188 L. sativa DE 30,74 | 4,513 | 24,40 | 43,92 | 12,93 | 1,137 | 12,20 | 14,64 2,38
189 L. sativa PT 28,96 | 2,773 | 24,40 | 34,16 | 13,34 | 1,238 | 12,20 | 14,64 2,17
190 L. sativa FR 31,07 | 4,390 | 24,40 | 41,48 | 12,93 | 1,454 | 9,76 | 17.08 2,40
192 L. sativa BE 31,07 | 3.621 | 24,40 | 39,04 | 13,26 | 1,230 | 12,20 | 14,64 2,35
197 L. sativa JP 35,51 | 4,390 | 24,40 | 41,18 | 13,58 | 1,387 | 12.20 | 17,08 2,61
246 L. serriola Ccz 20.60 | 3.434 | 19,52 | 36,60 | 14,64 | 1,570 | 12,20 | 17,08 2,02
247 L. serriola CczZ 27,82 | 3,113 | 19,52 | 34,16 | 14,80 | 1,687 | 12,20 | 17.08 1,88
AP celkovo: 28,65 | 2,953 | 21,69 | 33,46 | 13,72 | 1,464 | 11,29 | 1,46 2,15




Tabul'ka 8 Dika a $irka konidii pri druhu Podosphaera xanthii (JP = Japonsko).

Index tvaru konidii

(Shape index)

Dizka konidii Sirka konidii

Podosphaera xanthii Podosphaera xanthii
Podosphaera xanthii

Cislo Hostitel'ska Lokalita AP SD min. max. AP SD min. max. .
‘ AP dlzka/AP Sirka
vzorky rastlina zberu [um] [um] [um] [um] [um] [um] [wm] [wm]
200 Lactuca sp. P 27,20 | 3,200 | 22,08 | 34,97 | 16,17 | 1,390 | 13,22 | 19,23 1,68
203 Lactuca sp. JP 2792 | 2,660 | 23.06 | 32.68 | 17.01 | 1,440 | 13.33 | 20,00 1,64
211 Lactuca sp. JP 28.01 | 2,920 | 2229 | 34,75 | 15,49 | 2270 | 9,73 | 18,58 1,81
AP celkovo: 2771 | 2,930 | 2248 | 34,13 | 16,22 | 1,700 | 12,09 | 19,27 171
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4.1.2.2 Dizka konidioforov, dizka foot-cell a poet distalnych buniek
Pocas studia anamorfnych znakov oboch druhov sme sa zamerali aj na vzhl'ad konidioforov.
Merali sme ich celkovt dizku a dizku foot-cell. Zaroveti sme po¢itali ich distalne bunky.

Vysledky st po Statistickom spracovani zhrnuté v Tabul'ke 10 a 11.

4.1.2.2.1 Golovinomyces bolayi
V pripade §tadia dizky konidioforov druhu G. bolayi mal aritmeticky priemer hodnotu
114,45 pm + 30,961 pm. Najkratsie konidiofory s dizkou 48,80 um dosahovala vzorka &islo
246 z Ceskej republiky na L. serriola. Najdlhsie konidiofory s dizkou 297,68 um zahfiiala
vzorka Cislo 189 pochadzajtica z Portugalska na L. sativa.

Skiimanim variability dizky foot-cell sme prili k zaveru, e priemerna dizka merala
44,60 um + 15,771 um. Najkratsia foot-cell sa vyskytovala vo vzorke Cislo 35 na L. altaica
pochadzajiica z Holandska s dizkou 12,2 pm. Najdlhsia foot-cell bola odmerana vo vzorke
Cislo 189 pochadzajucej z Portugalska na L. sativa s rozmerom 195,20 pm.

Posledny zo skimanych parametrov konidioforov bol pocet ich distalnych buniek.
Celkovy aritmeticky priemer poctu distalnych buniek bol 4,55 + 1,413. Najmensi pocet
distalnych buniek bol 2 a to v pripade 21 vzoriek. Maximalny pocet distalnych buniek, 10,

bol namerany vo vzorke ¢islo 189 z Portugalska na L. sativa.

4.1.2.2.1.1 Podosphaera xanthii
Pri druhu P. xanthii sme boli schopni odmerat’ dizku konidioforov a taktiez dizku foot-cell.
Vzhl'adom na nekvalitny a malo pocetny material sa nam nepodarilo spocitat’ pocet
distalnych buniek ani pri jednej zo sledovanych vzoriek. Statisticky spracované vysledky
zahrna Tabulka 11.

Priemerna dizka konidioforov bola 114,5 um + 22,700 um. Najkratsie konidiofory
s dizkou 73,22 um vykazovala vzorka &islo 200. Najdlhsie konidiofory sa nachadzali vo
vzorke &islo 203, kedy ich dizka dosahovala 211,35 um. Obe vzorky pochadzali
z herbalizovanej polozky Lactuca spp. povodom z Japonska.

V pripade $tadie foot-cell bola priemerna dizka 35,57 um + 6,740 um. Najkrat$iu

foot-cell dosahovala vzorka &islo 211 s dizkou 21,2 um pochadzajuca z Japonska na
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herbalizovanej vzorke Lactuca spp.. Najdlhsiu foot-cell sme namerali pri vzorke Cislo 203,

kedy jej dizka dosahovala 64,37 pm.



Tabul'ka 9 Dika konidioforov, foot-cell, po&et distalnych buniek konidioforov pri druhu Golovinomyces bolayi (AT = Rakusko, BE = Belgicko, CZ = Ceska republika, DE =
Nemecko, FR = Francuzsko, HR = Chorvatsko, HU = Mad’arsko, JP = Japonsko, L. = Lactuca, NL = Holandsko, PL = Pol'ska republika, PT = Portugalsko, SK = Slovenska republika,
US = Spojené Staty americke).

, . Pocet distalnych buniek
Dlzka konidioforov Dlzka foot-cell
konidioforov
Golovinomyces bolayi Golovinomyces bolayi
Golovinomyces bolayi

Cislo | Hostitel'ska | Lokalita | AP SD min. | max. AP SD min. | max. AP SD min. | max.
vzorky rastlina zberu [wum] | [wm] | [um] | [um] | [um] | [wm] | [wm] | [wm] [ks] [ks] [ks] [ks]

6 L. saligna NL 126,39 (25,602 | 73,20 | 161,04 | 38,32 | 13,650 | 14,64 | 73,20 | 5,47 | 1,252 | 3,00 | 8,00

27 L. aculeata NL 107,36 21,842 | 61,00 | 146,40| 61,41 | 11,729 39,04 | 82,96 | 3,90 | 1,094 | 2,00 | 5,00

28 L. saligna NL 95,49 [20,057| 60,00 | 146,40 | 48,07 | 10,275| 31,72 | 75,64 | 4,60 | 1,429 | 2,00 | 7,00

33 L. serriola NL 112,24|26,567 | 58,56 |165,92| 66,53 | 14,569 | 41,48 | 97,60 | 3,90 | 1,626 | 2,00 | 7,00

34 L. aculeata NL 106,38 | 24,142 | 61,00 | 183,00 | 62,87 | 14,252 | 41,48 {109,80| 3,77 | 1,382 | 2,00 | 6,00

35 L. altaica NL 119,26 28,943 | 61,00 | 161,04 | 36,52 | 13,093 | 12,20 | 63,44 | 5,10 | 1,470 | 2,00 | 8,00

57 L. serriola DE 119,15(23,891 | 61,00 | 161,04 | 54,49 | 13,339 | 34,16 | 78,08 | 4,93 | 1,230 | 2,00 | 6,00

59 L. serriola DE 132,66 (26,939 | 63,44 | 183,00| 49,70 | 8,293 | 34,16 | 73,20 | 5,87 | 1,332 | 2,00 | 8,00




Tabulka 9 (Pokragovanie) Dizka konidioforov, foot-cell, pocet distalnych bunick konidioforov pri druhu Golovinomyces bolayi (AT = Rakusko, BE = Belgicko, CZ = Ceské republika,
DE = Nemecko, FR = Franctizsko, HR = Chorvatsko, HU = Mad’arsko, JP = Japonsko, L. = Lactuca, NL = Holandsko, PL = Pol'ska republika, PT = Portugalsko, SK = Slovenska
republika, US = Spojené Staty americké).

Dizka konidioforov Dizka foot-cell Pocet distalnych buniek konidioforov
Golovinomyces bolayi Golovinomyces bolayi Golovinomyces bolayi
Cislo | Hostitel'ska | Lokalita | AP SD | min. | max. | AP SD | min. | max. AP SD min. max.

vzorky rastlina zberu [um] | [um] | [um] | [wm] | [wm] | [um] | [um] | [um] [ks] [ks] [ks] [ks]

68 L. serriola DE 108,42130,318 51,24 | 163,48 | 47,58 [15,362| 34,16 |112,24| 4,87 1,479 2,00 7,00

75 L. serriola DE 110,61 (32,220(61,00 180,56 | 53,03 |13,712|36,60 | 90,28 | 4,73 1,258 2,00 7,00

77 L. serriola HU 134,85(27,923 190,28 | 234,24 | 52,54 | 8,199 (41,48 | 73,20 | 5,00 1,203 2,00 7,00

132 | L. serriola HR 116,79 (32,766 61,00 170,80 | 44,33 | 6,662 | 36,60 | 25,00 | 5,33 1,605 3,00 8,00

152 | L. serriola Cz 106.55 (21,705 61,00 | 146,40 | 38,80 | 8,724 | 24,40 | 61,00 | 4,77 1,223 2,00 8,00

159 L. serriola SK 126,64 (22,640 85,40 (170,80 | 41,64 | 6,810 | 31,72 | 58,56 | 5,07 0,828 3,00 7,00

165 L. serriola PL 120,37 (28,087 73,20 | 158,60 | 41,64 | 8,547 | 24,40 | 61,00 | 5,43 1,478 3,00 8,00

174 | L. serriola SK 109,31 {41,405 53,68 195,20 | 40,26 |13,769|19,52 | 73,20 | 4,57 1,501 2,00 9,00

185 L. sativa AU 150,47 (41,533 73,20 226,92 | 109,96 | 26,334 | 48,80 | 146,40 | 3,27 1,530 2,00 7,00

186 L. sativa US 132,74 31,310 82,96 | 208,08 | 84,18 |27,611|39,04 | 146,40| 3,23 1,073 2,00 5,00




Tabulka 9 (Pokragovanie) Dizka konidioforov, foot-cell, pocet distalnych bunick konidioforov pri druhu Golovinomyces bolayi (AT = Rakusko, BE = Belgicko, CZ = Ceské republika,
DE = Nemecko, FR = Franctizsko, HR = Chorvatsko, HU = Mad’arsko, JP = Japonsko, L. = Lactuca, NL = Holandsko, PL = Pol'ska republika, PT = Portugalsko, SK = Slovenska
republika, US = Spojen¢ $taty americké).

, . Pocet distalnych buniek
Dlzka konidioforov Dlzka foot-cell
konidioforov
Golovinomyces bolayi Golovinomyces bolayi
Golovinomyces bolayi

Cislo | Hostitelska | Lokalita | AP SD min. | max. | AP SD min. | max. | AP SD min. | max.
vzorky rastlina zberu [wum] | [wm] | [um] | [um] | [um] | [um] | [um] | [um] [ks] [ks] [ks] [ks]
188 L. sativa DE 151,36 {38,186 | 73,20 273,28 | 108,34 30,520 | 48,80 | 183,00 3,13 | 1,306 | 2,00 | 7,00
189 L. sativa PT 181,21|50,373 104,92 | 297,68 | 129,89 | 27,677 | 78,08 | 195,20| 4,30 | 2,231 | 2,00 | 10,00
190 L. sativa FR 134,93 {30,551 | 85,40 204,96 | 85,81 |28,420| 36,60 |161,04| 3,67 | 1,493 | 2,00 | 8,00
192 L. sativa BE 164,38 35,915 | 78,08 |231,80| 110,29 | 28,226 | 51,24 |170,80| 4,30 | 1,466 | 2,00 | 7,00
197 L. sativa JP 158,60 {41,989 | 73,20 (217,16 | 76,45 | 14,376 | 48,80 | 100,04 | 5,43 | 2,300 | 2,00 | 9,00
246 L. serriola Cz 115,57 | 41,207 | 48,80 (219,60 | 42,62 | 17,357 | 14,64 | 85,40 | 4,40 | 1,354 | 2,00 | 6,00
247 L. serriola Cz 100,37 127,914 | 53,68 | 151,28 | 40,99 | 12,774 | 24,40 | 73,20 | 4,63 | 1,189 | 2,00 | 7,00

AP celkovo: 114,45 130,961 | 62,39 173,24 | 44,60 | 15,771 | 25,10 | 66,87 | 4,55 | 1,413 | 2,16 | 1,413




Tabulka 10 Dizka konidioforov, foot-cell, pocet distalnych bunick konidioforov pri druhu Podosphaera xanthii (JP = Japonsko).

Dizka konidioforov

Podosphaera xanthii

Dizka foot-cell

Podosphaera xanthii

Pocet distalnych buniek

konidioforov

Podosphaera xanthii

Cislo Hostitelska Lokalita | AP SD min. | max AP SD min max. | AP | SD | min. | max.
vzorky rastlina zberu [wm] [wum] | [um] | [um] [wm] [wm] [um] [wm] [ks] | [ks] | [ks] | [ks]
203 Lactuca sp. JP 137,16 | 26,980 | 77,48 | 211,35 | 42,49 | 7,110 | 27,32 | 64,37 X X X X
211 Lactuca sp. JP 105,68 | 24,210 | 74,31 | 185,51 | 32,58 | 7,120 | 21,20 | 57,61 X X X X
200 Lactuca sp. JP 99,30 | 16,900 | 73,22 | 139,44 | 31,64 | 5,990 | 22,51 | 42,62 X X X X

AP celkovo: 114,05 | 22,700 | 75,00 | 178,77 | 35,57 | 6,740 | 23,68 | 54,87 X X X X
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4.1.2.3 Zhrnutie dat z nameranych morfologickych charakteristik

4.1.2.3.1 Porovnanie druhu Golovinomyces bolayi s druhom Podosphaera xanthii
Konidie, ich $irka a dizka, sa pri druhoch G. bolayi a P. xanthii v priemere od seba lisili
00,96 um. Najnizsi rozdiel v aritmetickych priemeroch, odhliadnuc od smerodajnych
odchylok, bol zaznamenany v maximalnej dizke konidii, kedy islo o rozdiel 0,67 pum.
Najvacsi rozdiel bol zaznamenany pri maximalnej priemernej hodnote Sirky konidii a to
2,54 um. Dizku, resp. $irku jednotlivych konidii znazorfiuje Graf 1, resp. Graf 2. Indexy tvaru
konidii dosahovali nizSie hodnoty pri druhu P. xanthii ako pri druhu G. bolayi, kedy ich
rozdiel v priemere Cinil hodnotu 0,44. Jednotlivé indexy pri konkrétnych druhoch vyjadruje
Graf 3.

Jednotlivé konidiofory boli variabilnejSie nez konidie, vratane variability vnutri
druhu. Rozdiel medzi aritmetickymi priemermi nameranych vlastnosti pri konidioforoch
druhov G. bolayi a P. xanthii ¢inil 7,23 um. Najnizsi rozdiel aritmetickych priemerov medzi
tymito druhmi bol zaznamenany v dizke konidioforov, kedy dosahoval 0,40 pum. Najva&si
rozdiel medzi druhmi, 12,61 um, bol zaznamenany v minimalnej hodnote dizky
konidioforov. Dizku konidioforov jednotlivych vzoriek znazoriiuje Graf 4. Z Grafu 5 je
mozné vyéitat' rozdiely v dizke foot-cell v ramci vzoriek, Graf 6 vyjadruje rozdiel v poéte
ich distalnych buniek. Nakol'ko sa nejednalo o poctovo vyrovnané stbory nebolo mozné

urcit’ presnu Statistickt signifikantnost’ vysledkov.



DLZKA KONIDII

SIRKA KONIDII
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Graf 1 Dizka konidii druhov G. bolayi a P. xanthii.
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Graf 2 Sirka konidii druhov G. bolayi a P. xanthii.
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Graf 3 Index tvaru konidii druhov G. bolayi a P. xanthii.
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Graf 4 Dika konidioforov druhov G. bolayi a P. xanthii.
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Graf 5 Dizka foot-cell druhov G. bolayi a P. xanthii.
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Graf 6 Pocet distalnych buniek druhu G. bolayi. Pri druhu P. xanthii nebolo mozné distalne bunky spocitat’.
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4.1.2.3.2 Porovnanie variability patogénu vzhl'adom na druh hostitel'skej rastliny
V priebehu sStadie sa nepodarilo urcit’ existenciu druhovej Specifikacie patosystému
Lactuca — miucnatkotvaré nakol’ko v druhu P. xanthii neboli dostupné dostatocné informacie
o hostitel'skych organizmoch. Z vysledkov vSak mozeme usudzovat, ze patogén
Golovinomyces bolayi nema preferenciu na konkrétny druh zastupcu Lactuca spp., nakol'ko
bolo infikovanych viacej druhov z tohto rodu.

Pre nedostatocné informacie nebolo mozné zistit’ rozdiely anamorfnych stadii druhu
P. xanthii vzhl'adom na druh hostitel'skej rastliny, a preto sme toto kritérium hodnotili len v
druhu G. bolayi. Z Grafu 6 vyplyva, ze tento druh tvori najdlhsie konidiofory a stcasne
najdlhsie bunky foot-cell na hostiteloch druhu L. sativa. Na tomto hostitelovi produkuje aj
najdlhsie konidie. Ich Sirka je naprieC roznymi hostitel'skymi organizmami pomerne
vyrovnana. Nakol'ko herbalizované polozky so zastupcami druhu L. sativa pochadzali zo
7 krajin z Eurdpy, Azie ale aj Ameriky usudzujeme, Ze velkosti anamorfnych znakov (dizka

konidioforov, foot-cell a konidii) nemaju suvis s geografickym povodom hostitel'ov.
Graf 7 Zrovnanie priemernych hodn6t variability anamorfnych $tadii druhu G. bolayi vzhl'adom na hostitel'sky druh.
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4.2 Molekularna determinacia

4.2.1 Vyhodnotenie sekvencnych dat

V tejto Casti prace sa pomocou nested PCR podarilo ziskat’ PCR produkt pri vSetkych 28
analyzovanych vzorkach. Priklad elektroforetického gélu, na ktorom bol overeny priebeh

PCR reakcie, je prezentovany na Obr. 10.

27A 27B 28A 28B 35A 35B 6A 6B M

2000 bp

1000 bp

-«

300 bp

Obrazok 13 Vysledok elektroforézy. Cisla v hornej asti obrazku predstavuju ¢isla vzoriek, pismena A a B oznacuji

repliky danej vzorky, M predstavuje DNA Standard, $ipka oznacuje poziciu vyslednych PCR produktov (600-700bp).

Vsetkych 28 vzoriek bolo sekvenovanych pomocou priameho a spatného primeru,
pouzitého pri druhej PCR, podla prislusného nested PCR protokolu. Ziskané sekvencie boli
kvalitné (Obr. 11), bez pritomnosti prekryvanych pikov (vrcholov) alebo inak zle Citatel'nych
Casti. Prelozenim oboch sekvencii prisluSne; vzorky v programe Geneious sme ziskali

informacie o poradi nukleotidov v celej sekvenovanej oblasti.



61

W&mem Wil M W Mﬂ A& M/\ ANWWV\ ﬂ /VV\/\

L.TC.AGGTCACCTTT-A.AAGAAAGGI-TGATTGGCAAGCCGCCGCTGCCGCTCTGTCGCGAGAATCGTACTACGCGTAGAGACCACAACGGCACCGCCACTGTCTTTCAGGGCCGCCCGACGGACGAGCCCC

L T AL e T i oo

AACACCAAGCCACACACACGGCGCGGCTTGAGGGGGTGTGACGACGCTCGAACAGGCATGCCCCTCGGAATACCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTAAATTCTGCAATTCACATTAC

G

£ kil

Mgﬂmﬂ Z\MXAA WA

CTCAGACTACACGACAACACGAGTTAGGTIGG

A N A e A e Vo A o Fe e A A A

AGCACGAAGCCGGTCGGCGCCAGGCACCTGGTCCGCCAAAGCAACAGATAAAGTCAACACGGGTGGAGGGTCGACTCGACACGCGGGACACGCCCGGGCCGAGTCTCACGCTCTGTAATGATCCTTCCGCAGGT

(VYY) VUV VYV | v !
TTATCGCATTTCGCTGC ARA AACAATTCAAT. TGGCGGACACGAGEC

i

Obrazok 14 Ukézka vysledného elektroforerogramu ITS regionu vzorky 33 — printscreen z programu Geneious.

Pomocou programu Geneious sme tiez ziskali informaciu o pocte ribotypov
(molekularnych variant) — teda unikatnych sekvencii kodujucich rRNA, odliSujucich sa
pritomnostou jednobodovych polymorfizmov (SNP) alebo pritomnostou inzercii alebo
delécii (indely) casti nukleotidovych sekvencii.

Sekvencie najdenych ribotypov sme podrobili vyhladavaniu a zrovnavaniu so
zaznamami ulozenymi v internetove] databaze NCBI (National Library of Medicine,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), kedy sme sledovali troven zhody vzoriek v databaze
(Identita) s naSimi vzorkami a vykonali tak molekularnu identifikaciu taxonu. Z popisu
zaznamov v databaze sme zistili napriklad tiez hostitel'sky druh a geograficky povod vzorky.
Tymto sposobom sme konstatovali, ze pri 20 vzorkach sa jednalo o druh G. bolayi, pri 3
vzorkach o druh P. xanthii.

Pat vzoriek (57, 59, 152, 159 a 247) predstavovalo sekvencie hubovych organizmov,
ktoré sme neidentifikovali pod mikroskopom. Kontaminacia bola najdena az sekvenovanim,
pricom ich sekvencie sa nezhodovali na 100% so ziadnym z deponovanych zaznamov. Islo
o infekciu neznamymi nekultivovatelnymi hubovymi organizmami (vzorky ¢. 59, 247),
uroven zhody bola pod 99%. Vo vzorke ¢. 57 bol identifikovany druh Hyalopeziza raripila
(Ascomycota), s identitou 99,24 — 99,81%. Vzorka ¢. 152 bola infikovana nekultivovanym
hubovym organizmom Tetracladium, so vzorkami z databazy NCBI HG935125, GQ219953
a HG935173 sa zhodovala na urovni identity 96,75%. Vo vzorke €. 159 bola najdena 99,42%
zhoda so zaznamom FJ820741 — Cyathicula cyathoidea — vzorka zo vzduchu.

Vyssie opisané vzorky (57, 59, 152, 159 a 247) boli z vyskumu vylicCené — neboli

zaradené do nasledujucich molekularnych analyz.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Z Obrazku 15 st zrejmé jednotlivé rozdiely medzi sekvenciami druhov G. bolayi a P.
xanthii. V ramci druhu G. bolayi boli pozorované tri ribotypy (molekularne varianty casti
DNA kodujuce) rRNA; Gb_1, Gb_2,_Gb_3). Najcastejsi ribotyp Gb_1 bol charakteristicky
pre 14 vzoriek (Tab. 12). Druhy ribotyp (Gb_2) bol pozorovany pri 5 vzorkach (27, 68, 75,
165 a 174). Tieto vzorky sa lisili od Gb_1 iba v 1 SNP a to na pozicii 348. V tomto pripade
iSlo o nahradenie tyminu za cytozin. Ribotyp Gb_3 bol charakteristicky iba pre vzorku 197.
Tato vzorka sa od Gb_1 lisila v 3 SNP a to na poziciach 225, 447 a 525. V tomto pripade i§lo
o nahradenie tyminu guaninom a naopak. V ramci druhu P. xanthii bol pozorovany len jeden
ribotyp (Px_1).

Finalne so zrovnanim sekvencii vSetkych vzoriek (Obr. 12) je zreyma jasna odlisnost’
oboch zmienenych druhov, predstavovana 116 SNP a niekolko chybajucimi usekmi pri
sekvenciach P. xanthii. Dizka ziskanej oblasti ITS regionu pri druhu G. bolayi bola 556 parov

baz a pri druhu P. xanthii 527 parov baz.



Tabulka 11 Vysledky molekularnej determindcie vzoriek PM na zastupcoch rodu Lactuca (AT = Rakusko, Aq =
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Ampelomyces quisqualis, BE = Belgicko, CZ = Ceska republika, DE = Nemecko, FR = Francuzsko, Gb = Golovinomyces
bolayi, HR = Chorvatsko, HU = Mad’arsko, L. = Lactuca, NL = Holandsko, PL = Pol'ska republika, PT = Portugalsko, SK

= Slovenska republika, US = Spojené Staty americke).

Cislo Hostitel'ska Lokalita zberu Vysledok Ribotyp
vzorky rastlina determinacie

6 L. saligna NL Gb Gb_1
27 L. aculeata NL Gb Gb_2
28 L. saligna NL Gb Gb_1
33 L. serriola NL Gb Gb_1
34 L. aculeata NL Gb Gb_1
35 L. altaica NL Gb Gb_1
68 L. serriola DE Gb Gb_2
75 L. serriola DE Gb Gb_2
77 L. serriola HU Gb Gb_1
132 L. serriola HR Gb Gb_1
165 L. serriola PL Gb Gb_2
174 L. serriola SK Gb Gb_2
185 L. sativa AT Gb Gb_1
186 L. sativa [N Gb Gb_1
188 L. sativa DE Gb Gb_1
189 L. sativa PT Gb Gb_1
190 L. sativa FR Gb Gb_1
192 L. sativa BE Gb Gb_1
197 L. sativa JP Gb Gb_3
200 Lactuca sp. Jp Px Px_1
203 Lactuca sp. Jp Px Px_1
211 Lactuca sp. JP Px Px_1
246 L. serriola CZ Gb Gb_1




Consensus

Coverage
Identity
1. LPM_006_Golov _holayi_ex_L_saligna_MNL
2. LPM_028_¢ _bolayi_ex_L_salinga_NL
3. LPM”0337 _bolay_ex_L_serriola_NL
4. LPM_034_Golovi _holayi_ex_L_aculeata_ ML
& LPM”035” _bolayi—ex_|_altaica_NL
? \Eg 710 57 olovi %n:ay?eu\:ﬁsemo}a?ug
132 Golow _bolayi_ex_L_serriola
8 LPM”1857 | ex_L_sativa_AT Gb_l
9. LPM_186 oV | L_sativa_UUS
10.LPWM_188 OVinoMmyce . [_sativa_DE
11.LPM_18! ovinomyce: layi_ex_L_sativa_PT
12. LPM_18! avinamyce: i_ex_L_sativa_FR
13.LPM_18! ovinomyce: 1_ex_|_sativa_BE
14. LPM_24! avinamyce: i_ex_L_serriola_CZ
15.LPM_D2 nomy! i_ex_L_aculeata_NL 1
16. LPM_OB! ovinomyce: 1—ex_L_serriola_DE 1 Gb 2
17.LPM_07: ovinomyce: i_ex_L_serriola_DE 1 —
18. LPM_18: ovinomyce: i_ex_L_serriola_PL 1
16 LPM_17. ovinamyce: layi_ex_L_serriola_SK 1
20. LPM_187_Golavinomyce: ex_|_sativa 1 1 Gb 3
21.LPM_20: il_ex_] P_. [N - ma L1} _— 1 [N -1 e 1 —
22.LPM_211_Podosphaera_xanthii_ex_L_sp_JP [l - mau [ w — 1 (X -1 1
23.LPM_200”Podosphaera_xanthii_ex_L_sp_JP [N - ma [Tl _— 1 nn -1 e [} PX 1

Obrazok 15 Rozdiely v oblasti ITS regionov medzi vzorkami G. bolayi a P. xanthii zvyraznené farebnymi pruhmi (SNP) alebo vynechanim miest (delécie). Jednotlivé ribotypy st

vyznacené na pravej strane obrazku (Gb_1-3, Px_1).
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Prvy z ribotypov druhu G. bolayi, obsahujuci 14 nami Studovanych vzoriek sa
s prvymi tromi zaznamami v databaze NCBI zhodoval na 100% svojim prekryvom ako aj
uroviou zhody. V databaze iSlo o vysSie uvedené zaznamy NR_163289 a L.C417105. Vo
vysledkoch bol treti zaznam LC417104 identicky s LC417105, pricom sa jednalo o G. bolayi
z Lactuca saligna. NaSe hostitel'ské organizmy druhu G. bolayi sa pri tejto DNA sekvencii
zhodovali so zastupcami v databaze s hostitel'skymi organizmami v ich rode, v rode Lactuca.
Druhovo boli zhodné polozka €. 6 a €. 28 s hostitel'skym organizmom L. saligna, polozky ¢.
77 a 246 s hostitelom druhu L. serriola a polozky ¢. 185, 186, 188, 189, 190, 192 s druhom
L. sativa. NaSe polozky sa vyskytovali aj na hostitel'skych druhoch, ktoré sa medzi prvymi
tromi vzorkami z databazy nevyskytovali, ato na L. aculeata (vzorka ¢. 34) a L. altaica
(vzorka €. 35) ana L. serriola (vzorky €. 33 a 132).

Ribotyp 2 najdeny vo vzorkach €. 27, 68, 75, 165 a 174 zahriiujiuce druh G. bolayi sa
zhodoval so zaznamom LC417107. Tato sekvencia bola ziskana zo vzorky G. bolayi z L.
serriola pdvodom z Ceskej republiky, z Olomouca. Druha a tretia vzorka v databaze sa
s nasSimi vzorkami zhodovali z 99,82%. Jednalo sa o zaznamy NR_163289 (typova polozka
G. bolayi infikujuca L. serriola, Mad’arsko) a o zaznam LC417105 (G. bolayi na L.
sativa, Holandsko). ISlo teda o G. bolayi najdené na rovnakom hostitel'skom okruhu rastlin.
Hostitel'ské organizmy v priebehu nasho vyskumu patrili k druhom L. aculeata (vzorka €.
27) a L. serriola (vzorky & 68 a 75, 165 a 174). Dal$imi zo vzoriek, s ktorymi sa tento ribotyp
zhodoval, boli napriklad vzorky ABO077661 (L. muralis (Mycelis muralis), gvajéiarsko,
identita 100%), LC417106 (L. serriola, Madarsko, identita 100%) ¢i vzorka LC417108 na
L. serriola z Juznej Afriky (identita 99,81%).

Nukleotidova sekvencia ribotypu 3, unikatna pre vzorku 197, sa z 99,64% zhodovala
so zaznamom LC417096 popisanym ako G. bolayi s hostitel'skym organizmom Kalanchoe
sp., povodom z Nemecka. Rovnaka zhoda bola najdena pri zazname KP642016 (G. orontii z
Verbena bonariensis, povodom z Anglicka) a AB769457 (G. bolayi z Arabidopsis thaliana,
povod zMadarska). Prvy traja hostitelia z databazy sa pri tomto ribotype nezhodovali
s hostitel'mi nasho vyskumu. Hostitel'skym rodom Lactuca sa identitou na 99,64% zhodovala
polozka KP260660 (L. serriola, Korea).

Pri druhu P. xanthii vykazovali nase vzorky (¢. 200, 203, 211) so 100% uroven zhody
s P. xanthii infikujacim druh Eclipta prostrata (MT260063); P. xanthii parazitujicim na

Cyanthillium cinereum pdvodom z Ciny (MN203658); a P. xanthii na hostitel'skom druhu
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Bidens sp. povodom z Thajska (LC270780). Pri vSetkych ribotypoch bola najdena 100%
zhoda v prekryve s deponovanymi sekvenciami — tzn. zrovnavané sekvencie mali rovnaku

dizku.

4.2.2  Fylogeneticka rekonstrukcia

Do tohto hodnotenia boli pouzité vSetky ziskané sekvencie G. bolayi a P. xanthii,
ktoré sme doplnili o dalSie referencné zaznamy z nukleotidovej databazy NCBI (zastupcovia
rodov Golovinomyces, Erysiphe, Blumeria, Pleochaeta, Leveillula, Phyllactinia, Sawadaea,
Cystotheca, Leohumicola a Hyaloscypha). Hlavnym ucCelom bolo overit spravnost
molekularnej identifikacie vzoriek a nacrtnit’ vztahy medzi rodmi Golovinomyces,
Leveillula a Podosphaera. Taktiez vieme porovnat’ pribuznost’ tychto rodov s inymi rodmi
¢1 ich umiestnenie v ramci tribusov. Celkovo bolo pouzitych 58 nukleotidovych sekvencii,
dizka vysledného alignmentu bola 362 nukleotidov.

Vysledny fylogeneticky strom je prezentovany na Obrazku 16, bol vytvoreny
pomocou programu MEGA X (metdéda Minimum Evolution; complete deletion; 1000
bootstrapovych replikacii), a bolo na nom detegovanych 5 hlavnych skupin odpovedajtcich
zaradeniu do tribusov Cel'ade Eysiphaceae.

Prvy tribus Golovinomyceteae predstavuje skupinu A (Obr. 15) s druhmi G. bolayi
a G. tabaci. Z tejto vetvy sa novou vetvou odc¢lenili druhy G. spadiceus. Tribus Erysipheae
predstavuju druhy Erysiphe buhri, E. polygoni, tie sa od¢lenili naraz s tribusom Blumerieae
zastupenym druhom Blumeria graminis, pricom lezia v spolo¢nej skupine B.

Dalsiu skupinu (C) predstavuje odélenenie druhu Pleochaeta indica spolu
s Pleochaeta shiraiana a odClenenie Leveillula lactucae-serriolae s Phyllactinia fraxini.
Tieto druhy spadaji do tribusu Phyllactinieae. Skupinu D vytvorili zastupcovia tribusu
Cystotheceae s rodmi Cystotheca (druh Cystotheca kusanoi) a Podosphaera (druhy P.
macularis, P. cerasi aneskor P. xanthii). Posledna skupina, skupina E predstavuje ITS
sekvencie rodu Sawadea. Fylogeneticky strom bol zakoreneny pomocou druhu Hyaloscypha

variabilis.



LPM 197 Golovinomyces bolayi ex Lactuca sativa JP
LPM 246 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola CZ
LPM 192 Golovinomyces bolayi ex Lactuca sativa BE
LPM 190 Golovinomyces bolayi ex Lactuca sativa FR
LPM 189 Golovinomyces bolayi ex Lactuca sativa PT
LPM 188 Golovinomyces bolayi ex Lactuca sativa DE
LPM 186 Golovinomyces bolayi ex Lactuca sativa US
LPM 185 Golovinomyces bolayi ex Lactuca sativa AT
LPM 174 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola SK
LPM 165 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola PL
LPM 132 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola HR
LPM 077 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola HU
LPM 075 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola DE
| LPM 068 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola DE
LPM 035 Golovinomyces bolayi ex Lactuca altaica NL
LPM 034 Golovinomyces bolayi ex Lactuca aculeata NL
LPM 033 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola NL
LPM 028 Golovinomyces bolayi ex Lactuca saligna NL
LPM 027 Golovinomyces bolayi ex Lactuca aculeata NL
LPM 006 Golovinomyces bolayi ex Lactuca saligna NL
LC417108 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola ZA
LC417107 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola CZ
LC417106 Golovinomyces bolayi ex Lactuca serriola HU
AB077661 Golovinomyces bolayiex Lactuca muralis SE
AB430813 Golovinomyces tabaci ex Galium aparine UA
KP260660 Golovinomyces bolayiex Lactuca serriola KR
LC417100 Golovinomyces tabaciex Capsella bursa-pastoris CN
LC417099 Golovinomyces tabaciex Capsella rubella CH
4| MF919431 Golovinomyces spadiceus ex Helianthus annuus US
59' AB769427 Golovinomyces spadiceus ex Solanum carolinense US
99| AB273528 Blumeria graminis ex Dactylis
— U b AB273546 Blumeria graminis ex Triticum
89— MH256038 Erysiphe polygoni ex Gypsophila capitulifiora CN
'KX826856 Erysiphe buhri ex Polygonum erectum US
96— LC108831 Plaochaeta shiraiana ex Celtis sinensis JP
AB243757 Pleochaeta indica ex Celtis australis IN
_ 861c307195 Phyillactinia fraxini ex Fraxinus pennsylvanica DE
'LC307196 Phyllactinia fraxini ex Fraxinus ornus DE
51 |MGB878434 Leveillula lactucae-serriolae ex Lactuca serriola JO
99/ MG878435 Leveillula lactucae-serriolae ex Lactuca serriola JO
KX842348 Podosphaera macularis ex Humulus lupulus US
ﬁ‘ MH687414 Podosphaera macularis ex Humulus lupulus US
MG 183669 Podosphaera cerasi ex Prunus avium US
MGO076952 Podosphaera cerasi ex not known US
MZ604265 Cystotheca kusanoi ex Quercus variabilis CN
MZ604266 Cystotheca kusanoi ex Quercus spinosa CN
MT260063 Podosphaera xanthii ex Eclipta prostrata CHN
‘ KM260740 Podosphaera xanthii ex Bidens pilosa VN
LC270777 Podosphaera xanthii ex Youngia denticulata TH
LPM 203 Podosphaera xanthii ex Lactuca sp. JP
93| LPM 211 Podosphaera xanthii ex Lactuca sp. JP
LPM 200 Podosphaera xanthii ex Lactuca sp. JP
AB040352 Podosphaera xanthii ex Lactuca raddeana JP
AB040294 Podosphaera xanthii ex Lactuca indica JP
MZ663730 Sawadaea tulasnei ex Acer truncatum CN
92 |MZ663723 Sawadaea negundinis ex Acer negundo CN
MZ663724 Sawadaea negundinis ex Acer negundo CN
~ AY762619 Hyaloscypha variabilis ex culture

53

0.01

J |

I\

I

J|

67

Obrazok 16 Fylogeneticky strom prezentujuci taxonomické postavenie Studovanych vzoriek s vybranymi taxénmi ¢el'ade

Eysiphaceae.
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5 Diskusia

Vyskumu mucnatkotvarych, ako aj ich hostitel'skym rastlinam sa celosvetovo venovalo
niekol’ko autorov. Na tizemi Ceska a Slovenska sa jednia o autorov J. Kliku (1923,
Monografie Ceskych padli); E. Benesa, J. Benadu a J. Spateka (Zemédélska fytopatologie: 1
dil); C. Paulecha (1995, Flora Slovenska X/1Huby Mucnatkotvaré); A. Lebedu, B.
Mieslerovej, J. Huszara a B. Sedlakovej (Padli kulturnich a plané rostoucich rostlin, 2017);
V. Petiekovej [2018, Atlas vybranych druhii padli (7ad Erysiphales) v Ceské republice]; M.
Sedlafovej, B. Mieslerovej, Z. D. Trojanovej a A. Lebedu (2021, Biotrofni houby
a peronospory plané rostoucich rostlin). Celosvetovo najaktualnejSie a najuznavanejsie dielo
venovaneé Stadiu mucnatkotvarych, ktorého autormi st U. Braun a R. T. A. Cook nesie nazov
Taxonomic Manual of the Erysiphales (Powdery Mildews) (2012).

V ramci nami realizovaného vyskumu mucnatkotvarych na druhoch rodu Lactuca bol
v 3 wvzorkach identifikovany druh Podosphaera xanthii, ktorého konidie obsahuju
fibrozinové telieska. Druh Golovinomyces bolayi, bez pritomnosti fibrozinovych teliesok, sa
vyskytoval na 30 vzorkach. Ani na jednej zo vzoriek nebol detegovany druh rodu Leveillula.
Literarne udaje vyssie uvedenou tézu potvrdzuju, napr. v praci Braun et al. (2019) neboli
fibrozinové telieska zaznamenané v konidiach druhu G. bolayi. Naopak pritomnost
fibrozinovych teliesok v druhu P. xanthii popisuje Shin et al. (2006). Nami ziskané vysledky
su teda v sulade s vysSie uvedenymi Stidiami. Rody Golovinomyces a Podosphaera je mozné
rozlisit’ taktiez na zaklade znakov pohlavného (teleomorfného) stadia (napr. pocet vreciek
v chasmothéciu), ale pohlavné stadia v nasSich vzorkach najdené neboli.

V priebehu skumania variability anamorfnych stadii sledovanych druhov sme dospeli
k zaveru, Ze priemerna namerana diZka konidii druhu G. bolayi dosahovala 28,65 um +
2,953 um. Najkratsie konidie s dizkou 19,52 um boli namerané pri vzorke &islo 165 z Pol'ska
a pri vzorkach 152, 246 a 247 pochadzajicich z Ceskej republiky s druhmi L. serriola.
Najdlhsie konidie s dizkou 43,92 um pochadzali zo vzorky &islo 188, s druhom L. sativa
z Nemecka. Braun et al. (2019) uvadzaji dizku konidii 25 — 35 um, a napriklad Pirnia
a Taheri (2020) namerali dizku konidii 25 — 34 um. Aritmetické priemery nami nameranych
hodnét sa s vysledkami vyssie uvedenych autorov zhoduju.

Pirnia a Taheri (2020) uvadzaju Sirku konidii druhu G. bolayi v rozmedzi 14 — 18 pm,
Braun et al. (2019) v rozmedzi 12 — 18 um. TaktieZ nami namerana Sirka konidii sa zhoduje

s vysledkami zahrani¢nych autorov, pohybuje sa v rozmedzi od 9,76 um (9 vzoriek, z 8
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krajin Holandsko, USA, Francuzsko, Madarsko, Nemecko, Ceska republika, Slovenska
republika, Pol'sko) po 19,52 um (1 vzorka, Holandsko).

Nami zistena priemerna dizka konidii druhu P. xanthii bola 27,71 pm + 3,200 pm.
Celkovo najkratSie aj najdlhsie konidie sa vyskytovali vo vzorke ¢. 200 na herbalizovanej
polozke Lactuca spp. pochadzajucej z Japonska. Najkratiie konidie dosahovali dizky
22,08 um a naopak najdlhsie 34,97 um. Stadiu dizky konidii druhu P. xanthii sa venoval
napr.. Shin et al. (2006) uvadzajuci rozmery od 24 pum po 34 um. O nieCo SirSie rozpétie
hodnot uvadza Kiistkova (1999), a to od 18,8 um po 40,6 um. Priemerné hodnoty nami
nameranych vzoriek sa s vysSie uvedenymi vyskumami zhoduju, avSak nami ziskané
hodnoty vykazovali vi&sie rozpitie dizok konidii oproti Gidajom zo $tadie Shin et al. (2006).

Sirka konidii druhu P. xanthii uvadzana v literatare sa pohybuje od 15 um po 22 um
(Shin et al., 2006), resp. od 12,5 um po 21,9 um (Kfistkova, 1999). V ramci nami
realizovaného vyskumu boli namerané uzsie konidie. Najuzsie konidie sa vyskytovali vo
Priemerna Sirka konidii druhu P. xanthii bola 16,22 um £ 1,700 um.

V priebehu nasho vyskumu bola vypocitana priemerna hodnota indexu tvaru konidii
pri druhu G. bolayi 2,15. Najnizsi index dosahovala vzorka &. 247 (Ceska republika, L.
sativa) s hodnotou 1,88. Najvyssia hodnota (2,61) bola vypocitana vo vzorke ¢. 197 z L.
sativa pévodom z Japonska. Nami vypocitané udaje su v sulade s vyskumom autorov Braun
a Cook (2019), ktori zaznamenali hodnotu indexu tvaru konidii v rozpati od 1,3 po 3,6.

Braun a Cook (2012) uvadzaju hodnotu indexu tvaru konidii pri druhu P. xanthii
v rozpéti od 1,5 po 1,9. Kfistkova (1999) uvadza hodnotu tohto indexu pri druhu P. xanthii
od 1,0 po 2,6, pricom priemernt hodnotu stanovuje na 1,65. Nami vypocitana priemerna
hodnota indexu tvaru konidii dosahovala 1,71. Najvys$iu hodnotu indexu (1,81) sme
zaznamenali vo vzorke €. 211. Najniz$iu hodnotu (1,64) dosahovala v ramci nasho vyskumu
vzorka ¢. 203. Nami vypocitané udaje su v sulade s vysSie uvedenymi autormi vyskumov.

V ramci §tadia dizky konidioforov druhu G. bolayi mal aritmeticky priemer hodnotu
114,45 pm + 30,961 pm. Najkratsie konidiofory s dizkou 48,80 um vykazovala vzorka &. 246
z Ceskej republiky na druhu L. serriola. Najdlhsie konidiofory (297,68 um) dosahovala
vzorka €. 189 pochadzajuca z Portugalska na druhu L. sativa. Braun et al. (2019) uvadzaju

dizku konidioforov druhu G. bolayi v rozmedzi 80 — 290 pm. Priemerné hodnoty namerané
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v tejto bakalarskej praci spadaju do publikovaného rozmedzia, aviak nase data rozpitia dizky
konidioforov (predovsetkym pri minimalnych udajoch) vyrazne znizujt.

Braun et al. (2019) vo svojej §tadii druhu G. bolayi uvadzaji dizku foot-cell 40 —
100 ym. Pirnia a Taheri (2020) zaznamenali pri tomto druhu dizku foot-cell 45 — 70 pm.
Nase vysledky merania dizky foot-cell st v sulade s tymito pracami. V priebehu skiimania
variability dizky foot-cell druhu G. bolayi sme priili k zaveru, e priemerna dizka bola
44,60 um = 15,771 pum. Najkratsia foot-cell (12,2 um) sa vyskytovala vo vzorke ¢. 35 na
druhu L. altaica pochadzajica z Holandska. Najdlhsia foot-cell (195,20 um) bola namerana
vo vzorke €. 189 pochadzajuce; z Portugalska na druhu L. sativa.

Poslednym zo skimanych parametrov konidioforov bol pocet ich distalnych buniek.
Celkovy aritmeticky priemer poctu distalnych buniek druhu G. bolayi bol 4,55 + 1,413.
Najnizsi pocet distalnych buniek bol 2 ks, a 1§lo zaroven o najcastejsi poCet detegovany pri
21 vzorkach. Maximalny pocet distalnych buniek (10 ks) bol namerany vo vzorke ¢. 189
z Portugalska na druhu L. sativa. Braun et al. (2019) uvadzaju pocet distalnych buniek od
1 po 4 kusy. Pirnia a Taheri (2020) zaznamenali 2 — 4 kusy distalnych buniek. Maximalny
pocet nami zistenych distalnych buniek je teda vyssi ako uvadzaja vyssie uvedeni autori.

V ramei realizovaného vyskumu druhu P. xanthii dosahovala priemerna dizka
konidioforov 114,5 um + 22,700 um. Najkratsie konidiofory s dizkou 73,22 pm vykazovala
vzorka €. 200. Najdlhsie konidiofory sa nachadzali vo vzorke ¢. 203 (211,35 um). Shin et al.
(2006) vo vyskume druhu P. xanthii skimali dizku konidioforov, pri¢om namerali hodnoty
od 100 pm do 240 um.

Priemerna namerana dizka foot-cell druhu P. xanthii dosahovala hodnotu 35,57 pm +
6,740 um. Najkrat$iu foot-cell mala vzorka & 211, s dizkou 21,2 um. Najdlhsiu foot-cell sme
namerali pri vzorke ¢. 203, kedy jej dizka dosahovala 64,37 um. Braun a Cook (2012)
uvadzaju dizku foot-cell druhu P. xanthii v rozmedzi od 25 pm po 45 pum. Nami namerané
hodnoty sa s ich vyskumom zhodujt.

Vzhl'adom na nekvalitny a malo pocetny material ziskany od poskytovatela vzoriek
nebolo mozné v ramci druhu P. xanthii detegovat’ pocet distalnych buniek ani pri jednej zo
sledovanych vzoriek.

Napriek tomu, ze vzorky druhu G. bolayi pochadzali z roznych krajin, neboli medzi
nimi najdené rozdiely v hodnotenych znakoch, ktoré by stviseli sich geografickym

vyskytom. Rovnako oblast vyskytu G. bolayi v naSom materiali odpoveda viacerym
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literarnym zdrojom potvrdzujacim vyskyt tohto druhu v réznych krajinach. Napr. Braun et
al. (2019) uvadzaju vyskyt G. bolayi vo Svajéiarsku, Japonsku, USA, Madarsku a
v Argentine.

Dva z troch ribotypov ITS regionu G. bolayi svojimi sekvenciami odpovedaju
niektorému zo zaznamov ulozenych v databazy NCBI. Najpocetnejsi ribotyp sa vyskytoval
v 14 vzorkach, a bol zhodny so sekvenciami pouzitymi napr. v Stadiach Braun et al.
(2018, 2019) alebo Kruse et al. (2023). Druha z molekularnych variant identifikovana pri 5
vzorkach bola identicka so sekvenciami pouzitymi vo vyskumu autorov Braun et al. (2019).
Zaujimavym zistenim je ribotyp najdeny vo vzorke 197 (Japonsko), pri ktorom nebola
najdena zhoda s predchadzajicim zaznamom v NCBI. Najviac podobné (identita 99,64%)
sekvencie boli pouzité v studiach Ellingham a Aeshad (2015), Park et al. (2015), resp. Braun
et al. (2019). Vyssie uvadzana vzorka dosahovala v ramci nasho vyskumu z morfologického
hl'adiska najdlhsie konidie (AP 35,51 um) spomedzi vSetkych skimanych vzoriek druhu G.
bolayi (AP 28,65 um).

V tejto bakalarskej praci sme preukazali vyskyt P. xanthii na rode Lactuca iba na
materiali z Japonska. To ramcovo odpoveda literarnym udajom popisujucim vyskyt P.
xanthii na tomto rode z tejto oblasti. Vyskyt P. fusca (synonymum P. xanthii) (Pérez-Garcia
et al., 2009) na L. sativa v Korei zaznamenali Shin et al. (2006) a Lee et al. (2007). Rovnako
vyskum kolektivu Hirata et al. (2000) uvadza vyskyt druhu P. fusca (P. xanthii) na L. indica
a L. raddeana v Japonsku. Braun a Cook (2012) taktiez uvadzaji vyskyt P. xanthii na
zastupcoch Celade Asteraceae, vratane rodu Lactuca. Okrem tejto Celade Braun a Cook
(2012) uvadzaji tiez vyskyt druhu P. xanthii na zastupcoch cCeladi Balsaminaceae,
Caricaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Gesneriaceae, Malvaceae, Medusagynaceae,
Polemoniaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae a Verbenaceae. Sekvencie nasich vzoriek P.
xanthii st zhodné so sekvenciami pouzitymi v Stadiach Xu (2020), Wu (2019), resp. Hirata
et al. (2000). Hostitel'sky rod nasich vzoriek je taktiez zhodny s hostitelskym rodom ktory
uvadzaju Braun a Cook (2012).

Druhovt Specifitu patosystému Lactuca spp. — mucnatkotvaré (teda preferenciu
hostitel'ského druhu danym patogénom) nebolo mozné urcit' vzhladom na nedostato¢né
informacie o hostitel'skych organizmoch druhu P. xanthii. V ramci druhu G. bolayi
Specificku druhovu Specializaciu nepredpokladame, nakolko tento druh infikoval rozne

druhy z rodu Lactuca. Braun et al. (2019) uvadzaji vyskyt druhu G. bolayi napriklad na
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druhoch L. serriola, L. saligna, L. sativa, L. muralis a taktiez na druhoch Picris hieracioides,
Cichorium intybus, Campanula rapunculoides, Cucurbita pepo, Fragaria ananassa, Lamium
amplexicaule, Taraxacum officinale, Veronica arvensis a Kalanchoe blossfeldiana.
Bradshaw et al. (2022a) uvadzaj vyskyt G. bolayi na druhu L. spicata, L. serriola, Asperugo
procumbens a Trigonotis peduncularis.

Zostavenie fylogenetického stromu potvrdilo pribuznost samostatne vyclenenych
vetvi srodmi Leveillula, Podosphaera a Golovinomyces. Vysledny fylogeneticky strom
zahrnajuci vzorky G. bolayi a P. xanthii z nasho siboru vzoriek zodpoveda typologii stromov
publikovanych autormi Takamatsu (2013b), Mieslerova et al. (2020a) a Bradshaw a Tobin
(2020).
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6 Zaver

Stadium rodov Podosphaera, Golovinomyces a Leveillula z radu muénatkotvaré je dolezité
pre ziskanie dalSich poznatkov o tychto rodoch. Tie prispeji k ochrane vyznamnych
hospodarskych plodin akou je napriklad Salat siaty. Nové data pomozu l'ahSie predikovat
vyskyt tychto rodov na konkrétnych zastupcoch a predist’ tak ekonomickym stratam.

Analyza 33 herbalizovanych poloziek druhov Lactuca aculeata, L. altaica,
L. saligna, L. sativa a L. serriola potvrdila vyskyt druhov Golovinomyces bolayi
a Podosphaera xanthii. Vsetkych 33 vzoriek bolo podrobenych mikroskopicke;j determinacii,
v priebehu ktorej bolo vyradenych 5 vzoriek infikovanych druhom Ampelomyces quisqualis.
Dalsich 5 vzoriek bolo vyradenych po sekvencii ITS regionu, nakol’ko sme v nich detegovali
dalsie hubové organizmy. Do fylogenetickych analyz bolo zahrnutych 23 vzoriek.

Molekularna determinacia potvrdila vysledky z mikroskopickej determinacie, teda
vyskyt druhov G. bolayi a P. xanthii v rovnakych vzorkach. Pri druhu G. bolayi bola
detegovana vnutrodruhova geneticka variabilita pritomnost'ou 3 ribotypov. Jeden z tychto
ribotypov nebol doposial’ v nukleotidovych databazach ulozeny. Vytvorenie fylogenetického
stromu s referencnymi sekvenciami preukazalo spravnost molekularnej identifikacie
a ukazalo na vztahy medzi rodmi Leveillula, Podosphaera a Golovinomyces.

Problematika Stidia mucnatkotvarych infikujucich pestovany salat a jeho planych
progenitorov je vel'mi dolezita, nakolko sa jedna o patogény, ktoré mozu ovplyviiovat
polnohospodarske vynosy tejto plodiny, a tym aj &loveka. Dalsie vyskumy st délezité pre
porozumenie zivotnych cyklov, stratégii prezivania Ci rozSirenia tohto ochorenia a nasledne

k jeho obmedzeniu.
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