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Dil¢i etapa EO001: Ziskani izoldh Phytophthora cactorum a potvrzeni jejich
druhové prislusnosti.

DobaieSeni: 2011
Dil¢i etapa se sestava agyr dil¢ich cila:

1. Izolace kmerni P. cactorum z hostitelskych rostlin v niznych prostredich.
2. Ziskani srovnavacich kmei ze zahranti.

3. Oziveni kmeni ze sbirky VUKOZ.

4. Morfologické potvrzeni identity. ITS analyza.

Dil¢&i cil 1. Izolace kmemi P. cactorum z hostitelskych rostlin v niznych prostredich

Postup praci:

V ramci dikiho cile byly odebirany vzorky vodivych pletiv, g, kofeni i celych
rostlin se symptomy napadeni, které mohly byitspeny parazitickymi oomycety (nekrozy
pletiv, chlorotizace olighi, prosychani, vadnuti, tdnuti, aj.). Vzorky nadzemnich pletiv
byly v laboratdi ocisteny, lokalizovana poskozeni a@gehody zdravych a nekrotizovanych
pletiv. Z okrafi nekréz byly odebirany segmenty pletiv (cca 3 x 3 snm), které byly
povrcho¢ dezinfikovany a umishy na agarové plotny se selektivnim PARPNH agarem,
eliminujicim rozvoj saprofytické mykoflory. Plotripyly inkubovany v termostaturip20°C ve
tmé cca 1 tyden. Narostlé kolonie oomyicetyly odatkovany,¢istény na CA (mrkvovy agar)
médiu a izolaty ulozeny do sbirky na Sikmych agar@@A) a uloZzeny do sbirky, kde jsou
uchovavany ve tépii cca 12 °C. Vzorky kieni a rhizosféry byly proplachnuty a cca 0,5 |
vzorku vloZzeno do plastové misky d&epto dionizovanou vodou na jejiz hladinu byly
poloZzeny povrcho¥ oc¢iSttné zdravé listy rododendronu jako navnada; vzorkyy b
inkubovany na sitle pii cca 20 °C. Nekrotizovana pletiva list(listy byly infikovany
zoosporami uvokknymi ze zoosporangii narostlych na myceliu ve vapiayla odebrana a
bylo s nimi nakladano stejnym postupem, jak je evedvyse.

Vysledky:

Bylo odebrano celkemips 350 vzork okrasnych a lesnichtelvin a ovocnych plodin
z celého UzemCR. Vzorky byly odebirany v nejengjsich typech stanowi$a porosi — od
soukromych zahrad, zahradnictvi a superméarkats okrasné a lesni Skolky, parky az po
lesni a behové porosty. Z odebranych vzorkylo ziskano vice nez 180 izaldbomycet.
Vzorky byly odebrany zvice nez 30 taxowmievin (+ cca 10 kultivar v rdmci rodu
Rhododendron). Z 12 taxor autochtonnich lesnichielvin bylo izolovano cca 100 izotéat
Zbylych cca 50 izoldt bylo ziskano z cca 20 taxidmprevazié okrasnych listnatychidvin.
Do souboru bylo Zazeno i gkolik izolati ziskanych z dalSich pracovidPodrobny pehled
pozitivnich izolaci byl uveden v dil zpraw¥ za rok 2011. Tab. 1¥maSi gehled pozitivnich
izolaci oomycet.

Celkem bylo ziskano 35 izofatP. cactorum a P. hedraiandra, z toho 17 (49%) ze
zahradnictvi, 2 izolaty ze soukromych zahrad, Taidgochazi z rsstské zelet (stromdadi)
a 2 z parku, 4 izolaty jsou z ovocnych &a 1 z lesni Skolky. Z vic& mére prirozenych
stanovi$ mére antropicky ovliviénych byl ziskan pouze 1 izolBt hedraiandra z ki'ehového
porostu, pestoze byly vzorky &n¢ odebirany z tehovych i lesnich porast Z vysledk je
patrné (pehled izolaciP. cactorum je v tabulce 3), Zé®. cactorum zatim vCR obsazuje
vyrazre obecr vice invazibilni spoléestva a stanovidt — vSechny izolaty pochazi



z antropicky vyrazé zatizenyclti zcela undlych systénd. Z toho Ize usoudit, ZB. cactorum
je spiSe wasné fazi invaze ¢R a Ze wtSinu divgjSich Gdaj o vyskytu vCR na lesnich
dievinach (Skolky, lesni vysadby) je prépddobré mozné pipsat na Get velmi podobnému
druhu P. plurivora, ktery se v lesnich itbhovych porostech €R bsZné vyskytuje. Tomu
muze odpovidat posmné nizka molekularni variabilit&eskych izolal P. cactorum (viz
molekularni¢ast studie). Co se &g hostitelského spektrd. cactorum, tak pouze 7 z 32
izolati (22%) bylo ziskano z autochtonnich hostiteloz demonstruje fakt, 2 cactorum na
uzemiCR spie obsazuje stanowistvysokym podilem néwodnich hostitél, ale navic jeP.
cactorum schopna bez problé@mparazitovat i na autochtonnich hostitelichiivqzenych

ekosystémech.

Tab. 1. Pehled pozitivnich izolaci provedenych v ramci pkaje

| lokalita

| pletiva/symptom |

izolat hostitel izoloval
P 433.11 Zahorany u Jilového Rhododendron sp. kofeny Mrazkova
P 434.11 Cerniny u Kutné Hory Fragaria x magna kofeny Filipova
P 435.11 Praha Juniperus horizontalis kofeny Mrazkova
P 437.11 Roztoky Fraxinus excelsior kofeny Panek
P 438.11 Roztoky Fraxinus excelsior kofeny Panek
P 440.11 Cerniny Tilia cordata kofeny Cerny
P 441.11 Cerniny Tilia cordata kofeny Cerny
P 442.11 Cerniny, Zavadilka Tilia cordata kofeny Cerny
P 443.11 Kroméfiz Aesculus hippocastanum kofeny Mrazkova
P 444.11 Kroméfiz Populus termula kofeny Mrazkova
P 445,11 Kroméfiz Tilia cordata kofeny Mrazkova
P 446.11 Kroméfiz Tilia cordata kofeny Mrazkova
P 447.11 Otrokovice Quercus robur kofeny Mrazkova
P 448.11 Cestlice Pieris japonica kofeny Mrazkova
P 449.11 Smrzice u Prostéjova Rhododendron sp. vyhony Mrazkova
P 450.11 Smrzice u Prostéjova Rhododendron sp. vyhony Mrazkova
P 451.11 Cerniny, Zavadilka Tilia cordata kofeny Cerny
P 452.11 Cerné Udoli Acer pseudoplatanus nekréza kréku Cerny
P 453.11 Namést nad Oslavou Syringa sp. kofeny Safrankova
P 454.11 Kukleny Tilia sp. kofeny Panek, Filipova
P 455.11 Plzen Pieris sp. kofeny Panek, Filipova
P 456.11 Plzen Lavandula angustifolia kofeny Panek, Filipova
P 457.11 Plzen Hebe sp. kofeny Panek, Filipova
P 458.11 Usti nad Labem Viburnum sp. kofeny Panek, Filipova
P 459.11 Strazky Calluna sp. kofeny Panek, Filipova
P 460.11 Kukleny Prunus sp. kofeny Panek, Filipova
P 461.11 Hofany Prunus sp. kofeny Panek, Filipova
P 462.11 Bystfice pod Hostynem Vaccinium sp. kofeny Mrazkova
P 463.11 Bystfice pod Hostynem Vaccinium sp. stonek Mrazkova
P 464.11 Bystfice pod Hostynem Calluna sp. vyhon Mrazkova
P 465.11 Martinice Rhododendron sp. stonek Mrazkova
P 466.11 Praha, Roztyly Fragaria x magna list Mrazkova
P 467.11 Olomouc Rhododendron sp. list Mrazkova
P 468.11 Prerov Rhododendron ponticum Goldflimmer  list Mrazkova
P 469.11 Prerov Fraxinus excelsior kofeny Mrazkova
P 470.11 Albrechti¢ky u Odry Salix sp. kofeny Mrazkova
P 471.11 Prferov Fraxinus excelsior kofeny Mrazkova
P 472.11 Henclov Rhododendron sp. kofeny Mrazkova
P 473.11 Vrazné Alnus sp. kofeny Mrazkova
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P 523.11
P 524.11
P 525.11
P 526.11
P 527.11
P 528.11

Ceské Budé&jovice
Ceské Budé&jovice
Olomouc

Olomouc

Tyn nad Bec¢vou
Olomouc

Olomouc

Dubany

Dubany

Dubany

Stren

Hynkov

Krasné Pole
Krasné Pole
Krasné Pole

Tébor

Ceské Budé&jovice
Ceské Budé&jovice
Klatovy

Blatna

Trebon

Krasné Pole

PFerov nad Labem
Pferov nad Labem
Pferov nad Labem
PFerov nad Labem
Ceska Lipa

Lipova

Kroméfiz

Pferov u Struhance
Caslav

KFfivé jezero, Palava
KFivé jezero, Palava
KFivé jezero, Palava
KFivé jezero, Palava
KFivé jezero, Palava
KFivé jezero, Palava
Lotous

Tabor

Tébor

Brandys nad Labem
Brandys nad Labem
Brandys nad Labem
Brandys nad Labem
Brandys nad Labem
Brandys nad Labem
Brandys nad Labem
Pferov nad Labem
Pferov nad Labem
Prerov nad Labem
Prerov nad Labem
Pferov nad Labem

Acer pseudoplatanus
Acer pseudoplatanus
Fragaria x magna
Rhododendron sp.
Populus tremula
Alnus glutinosa
Fraxinus excelsior
Alnus glutinosa

Alnus glutinosa
Populus tremula
Alnus glutinosa
Populus tremula
Fagus sylvatica
Fagus sylvatica
Fagus sylvatica

Pieris japonica Bonfire
Rhododendron sp.
Tilia cordata

Tilia cordata

Quercus rubra
Rhododendron sp.
Abies sp

Tilia cordata

Tilia cordata

Quercus robur
Ligustrum vulgare
Oleander sp.

Fagus sylvatica
Quercus sp.

Alnus glutinosa
Rhododendron sp.
Quercus robur
Quercus robur
Quercus robur
Populus sp.

Populus sp.

Fraxinus excelsior
Berberis sp.

Gaulteria procumbens
Calluna vulgaris
Quercus sp.

Quercus sp.

Quercus sp.

Fagus sylvatica
Fagus sylvatica
Fagus sylvatica

Picea excelsa

Betula pendula
Rhododendro hybridum
Rhododendro hybridum
Rhododendro hybridum
Rhododendron Percy Wiseman

nekréza kréku
nekréza kréku
kofeny
listy
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
koreny
kofeny
kofeny
kofeny
vyhony
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
dieback
kofeny
kofeny
kofeny
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kofeny
kofeny
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kofeny
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listy
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
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kofeny
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kofeny
kofeny
kofeny
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kofeny
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kofeny
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Cerny
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Mrazkova
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Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Cerny
Cerny
Cerny
Cerny
Cerny
Cerny
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Mrazkova
Mrazkova
Filipova
Panek
Panek
Panek
Panek
Panek
Panek
Panek
Cerny
Cerny
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova



P 529.11
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P 531.11
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P 538.11
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P 540.11
P 541.11
P 542.11
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P 553.11
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P 563.12
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P 566.12
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P 568.12
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P 570.12
P 571.12
P 572.12
P 573.12
P 574.12
P 575.12
P 576.12
P 577.12
P 578.12
P 579.12
P 580.12

Prerov nad Labem
Pferov nad Labem
Prerov nad Labem
Prerov nad Labem
Prerov nad Labem
Prerov nad Labem
Pferov nad Labem
Prerov nad Labem
Prerov nad Labem
Zizelice

iZzelice

izelice

Zizelice

Zizelice

Kvasice

Kvasice

Kvasice

Kvasice
Tlumacov
Tlumacov
Martinice

Praha, Prazsky hrad
Praha, Prazsky hrad
Lednice

Lednice

Lednice

Tabor

Trebon

Teld

Lhotky

Lhotky

Lhotky

Frydlant

Frydlant

Frydlant

Décin

Décin

Dé&cin

Mladéa Boleslav
Mlada Boleslav
Mlada Boleslav
Broumov
Broumov

Ceské Lipa
Kostelec nad Orlici
Castolovice
Castolovice
Cermné nad Orlici
Cermné nad Orlici
Cermna nad Orlici
Kohoutov
Kohoutov

N N¢

Rhododendron Gomer Waterer
Rhododendron Madame Masson
Rhododendron caucasicum Cheer
Rhododendron caucasicum Cheer
Rhododendron yakushimanum Buretta
Rhododendron Madame Masson
Tilia cordata

Alnus glutinosa

Betula sp.

Salix sp.

Salix sp.

Rhododendron sp.

Tilia cordata

Tilia cordata

Fraxinus excelsior

Quercus robur

Quercus robur

Tilia cordata

Salix sp.

Populus tremula
Rhododendron sp.

Buxus sempervirens

Buxus sempervirens

Quercus robur

Quercus robur

Quercus robur

Hebe sp.

Fagus sylvatica

Acer pseudoplatanus

Fagus sylvatica

Pinus strobus

Abies koreana

Fagus sylvatica

Fagus sylvatica

Fagus sylvatica

Acer platanoides

Acer platanoides

Quercus rubra

Quercus robur

Quercus robur

Tilia cordata

Acer pseudoplatanus

Fagus sylvatica

Platanus hispanica

Acer pseudoplatanus

Tilia cordata

Tilia cordata

Fagus sylvatica

Fagus sylvatica

Fagus sylvatica

Fagus sylvatica

Fagus sylvatica

listy
listy
listy
listy
listy a vyhony
vyhony
koreny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
list
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
koreny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny
kofeny

Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Mrazkova
Cerny

Cerny

Cerny

Cerny

Cerny

Cerny

Cerny

Cerny

Cerny

Cerny

Cerny

Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Havrdova
Panek

Panek



P 581.12
P 582.12
P 583.12
P 584.12
P 585.12
P 586.12
P 587.12
P 588.12
P 589.12
P 590.12
P 591.12

Kohoutov Fagus sylvatica kofeny Panek
Liblin Fagus sylvatica kofeny Panek
Liblin Fagus sylvatica kofeny Panek
Chrasta Quercus robur kofeny Panek
Myto Fagus sylvatica kofeny Panek
Myto Fagus sylvatica kofeny Panek
Broumov Fagus sylvatica kofeny Havrdova
Podébrady Pieris sp. kofeny Havrdova
Mlada Boleslav Cotoneaster microphyllus kofeny Havrdova
Ceska Lipa Cotoneaster microphyllus kofeny Havrdova
Libverda Rhododendron sp. kofeny Havrdova

Dilé&i cil 2. Ziskani srovnavacich kmet ze zahranéi

Pro srovnani genetické variability izalé Ceské republiky s materiadlem ze zahéani
a pro budouci studii genetické variability druhuweloevropském rozsahu byly navazany
kontakty se zahratmimi pracovisti. V ramci projektu COST byly provegevypijcky a
vymény kmeri se zahragnimi pracovisti integrovanymi v COST Action FP080Ro
sowasné doby bylo ziskdno 50 knierziskanych z partnerskych pracaviz Belgie,
Bulharska, Finska, Mtarska, Nizozemska a Svycarska (Tab. 2). V jedréaigkani izoldt
ze Spaniska.

Tab. 2. Pehled izolal ziskanych ze zahramiich pracovis.

Cislo Predpokladany druh Hostitel Plvod
PD95/5111 P. cactorum x P. hedraiandra Idesia Nizozemi
PD20017401 P. cactorum x P. hedraiandra Penstemon Nizozemi
PD20025453-1 P. cactorum x P. hedraiandra Rhododendron Nizozemi
PD20018446-2 P. cactorum x P. hedraiandra Rhododendron Nizozemi
PD2002685 P. cactorum x P. hedraiandra Rhododendron Nizozemi
PD 07/03486667 P. cactorum x P. nicotianae Mespilus japonica Nizozemi
PD
07/034866598 P. cactorum x P. nicotianae Mespilus japonica Nizozemi
PD 97/10235 P. cactorum x P. nicotianae Cyclamen Nizozemi
PD 94/1166 P. cactorum x P. nicotianae Spathiphyllum Nizozemi
PD 93/1339 P. cactorum x P. nicotianae Spathiphyllum Nizozemi
PD 97/8771 P. cactorum x P. nicotianae Lavandula Nizozemi
M/05/0001 P. cactorum pada Belgie
D/05/1076 P. cactorum Prunus laurocerasus Belgie
M/05/0011 P. cactorum Malus silvestris Bulharsko
M/06/0001 P. cactorum Fragaria x ananasa Bulharsko
M/07/0003 P. cactorum Viola sp. Belgie
PI36 P. cactorum Rhododendron Svycarsko
PI38 P. cactorum Rhododendron Svycarsko
PI50 P. cactorum Rhododendron Svycarsko
PI75 P. cactorum Rhododendron Svycarsko




P/05/021 P. cactorum x P. hedraiandra Rhododendron Belgie
P/05/025 P. cactorum x P. hedraiandra Rhododendron Belgie
P163 P. cactorum Manilkara zapota Madarsko
P259 P. cactorum pada Madarsko
M5618 P. cactorum lesni Skolka Svycarsko
M5620 P. cactorum lesni Skolka Svycarsko
M5624 P. cactorum lesni Skolka Svycarsko
M5625 P. cactorum lesni Skolka Svycarsko
M5630 P. cactorum lesni Skolka Svycarsko
M5631 P. cactorum lesni Skolka Svycarsko
M5632 P. cactorum lesni Skolka Svycarsko
M5637 P. cactorum lesni Skolka Svycarsko
M5641 P. cactorum lesni Skolka Svycarsko
M5652 P. cactorum lesni Skolka Svycarsko
M5654 P. cactorum x P. hedraiandra lesni Skolka Svycarsko
M5658 P. cactorum x P. hedraiandra lesni Skolka Svycarsko
M6280 P. cactorum pada Svycarsko
PI100 P. cactorum x P. hedraiandra lesni Skolka Svycarsko
F 407 P. cactorum Rhododendron Finsko
F414 P. cactorum rybni¢ni voda Finsko
F 415 P. cactorum Betula pendula Finsko
F416 P. cactorum Betula pendula Finsko
F417 P. cactorum Betula pendula Finsko
F 420 P. cactorum Betula pendula Finsko
F421 P. cactorum rybni¢ni voda Finsko
F 440 P. cactorum Rhododendron Finsko
F 451 P. cactorum Sorbus Finsko
Ph4 P. cactorum chybi udaj Finsko
Ph 8 P. cactorum chybi Gdaj Finsko
Ph 20 P. cactorum chybi Gdaj Finsko

Dil&i cil 3. Oziveni kmera ze sbirky VUKOZ

Postup praci:

Béhem roku 2011 byly vybrany ze shirky VUKOZ v.v.zolaty ozngené jakoP.
cactorum uloZzené v letech 2007 — 2010. Izolaty byly oZivemy standardnim V8-dZus
agarovém médiu (V8A) a pokud bylo paiba, byly v sérii featkovani na mrkvovém
agarovéem médiu (CA)ipcisteny.

Vysledky:

Celkem bylo identifikovano a ugpné oziveno a wyisténo 27 izolat ziskanych z 16
raznych hostital v¢. Fagus sylvatica, Acer pseudoplatanus a Tilia cordata a byly postoupeny
ke zpracovani v ramci diho cile¢. 4 (rekteré z nich byly ovSem jako duplikacerageny —



viz zprava za rok 2011). Ke kmian predanym do dalSich analyz pak bylidano dalSich
11 kmeri izolovanych khem let 2011 a 2012.

Dil¢&i cil 4. Morfologické potvrzeni identity. ITS analyza.

Postup praci:

Determinace izoldt ziskanych v ramci diich cili 1 a 3 byla o¥fovana na zéklad
morfologickych a kultivénich znak a analyzy sekvenci ITS regionu.

Morfologicka determinace byla provedena s pouzitiikroskopu BH-2 p zvétSeni
1600x; morfologické znaky pohlavnich orgdoyly sledovany a &teny na cca 10 dni staré
kulture na VBA a CA agarovych plotnach inkubovanych veé tntermostatu f 20 °C.
Tvorba zoosporangii byla podma rkolikadenni kultivaci segmentu CA agaruiizyeho
z okraje rostouci kolonie inkubovaného ve filtrogalybntni vodt na dennim sitle pri 20
°C. Dale byly zjifovany znaky v kultte — zejména charakter a rychlogstu kolonie na
V8A agarovém meédiu. Jako zé&kladni deterrimiaznaky byly pouZzity nésledujici:
homothalismus, paragynni antheridia, velikost odgmoospor, tvar (subglobozni az ovoidni)
a velikost zoosporangii, tvar a velikost papil¢tveni zoosporangiofér opadavost
zoosporangii, produkce zoosporangii na pevném mstilatni charakter kolonie.

V roce 2011 bylo vyizolovano celkem 8 novych kridh cactorum pripadre jejich
hybridia (Phytophthora X pelgrandis, P. X serendipita) z zemiCeské republiky, v roce 2012
byly vyizolovany 3 kmeny u nichz jef@dpokladanaisiusnost k tomuto druhu. Sekvenaci
ITS oblasti ribozomalni DNA byla potvrzenaigiusnost k druhu {padré k hybridim) u
celkem 28 kmein, pricemz 8 kmefi je nutno jesdt molekularg owiit (bude dokoteno do
biezna 2013). Dale byly ve sbirce VUKOZ identifikoyati izolaty blizce pibuzného druhu

P. hedraiandra. Podrobny pgehled kmefi je uveden v Tab. 3, lokalizace v obr. 1.

Tab. 3. Frehled&eskych izolat P. cactorum a P. hedraiandra s ow#enou determinaci.

& | izolat | lokalita | hostitel | choroba | izolace| izoloval | stanovis& | ITS
P. cactorum

1 |P066.07 Kladno Populus alba nekréaeayk 2007 |Cerny mzeslt;lka +

2 | P067.07 Egi?:’ Kralovska Fagus sylvatica nekrézay 2007 |Cerny park +

3 |P078.07 Egi?:’ Kralovska Fagus sylvatica nekrozdity 2007 |Cerny park +
Prihonice Rhododendron

4 | P 082.07 . catawbiense nekréza kiku 2006 Mrazkova zahradnictyi
(Praha-z4pad) X

Grandiflorum
. . “ M¢éstska

5 | P 100.07 Praha, Chodovec Aesculus hippocastanuekroza kiry 2007 |Cerny selat +

6 |P 109.07 thonlcg Rhododendron Malwine | nekrozary 2007 Mrazkova zahradnictyi +
(Praha-z4pad)
Prihonice . . . . L

7 | P111.07 . Rhododendron Fuelhorn|  skvrnitostiist | 2007 Mrazkova zahradnictyi +
(Praha-zapad)
Priahonice . . . . ol

8 |P112.07 ! Rhododendron Biwatella| skvrnitost fist | 2007 Mrézkova zahradnictyi +
(Praha-zapad)

9 |P113.07 Pruhonlcg Rhododendron Lee’s skvrnitost listi 2007 Mrézkova zahradnictyi +
(Praha-zapad) Dark Purple

10 | P 116.07 Pruhonlcg Rhododendron hybridum nekréza kéku 2007 Mréazkova zahradnictyi
(Praha-zapad) V. Heckel

11 | P 125.07 Rihonice Rhododendron Bas de nekrézkir 2007 Mrazkova zahradnictyi




(Praha-zapad) Bruin
12 | P 216.08 Praha, Barrandov Rhod_odendron . skvrnitost listi 2008 Mrazkova soukroma +
Cunningham White zahrada
13 | P 251.08 thonlcg Rhododendron sp. skvrnitost fist | 2008 Mrazkova zahradnictyi +
(Praha-zapad)
Havirov . . . meéstska
14 | P 272.09 (Karvin) Aesculus hippocastanum  nekroZayk 2009 |Cerny el +
15 | P 275.09 tho.mysl Rhododendron sp. nekrézatku 2009 Mréazkova zahradnictyi +
(Svitavy)
16 | P 277.09 Praha, VySehrad Populus balsamifera lobankdeni 2009 |Cerny mze;t;ka +
17 | p 282,09 |Milovice Tilia cordata hniloba keni | 2009 | Mrazkova | MeStSK& |
(Nymburk) zele
18 | P 291.09 Praha, Libie Tilia cordata hniloba k@ni 2009 |Cerny mze;t;ka +
19 | P 293.09 Praha, Libie Acer pseudoplatanus hnilobaikal 2009 |Cerny m:esr;ka +
20 | P 300.09 x_?élé\%a;mce Rhododendron Nicolas dieback 2009 Cerny zahradnictvi +
Cerniny . . o soukroma
21 | P434.11 (Kutna Hora) Fragaria x magna hnilobadku 2011 Filipova sahrada +
22 | P449.11 Smrzice (Prégiv) | Rhododendron sp. dieback 2011 Mrazkov§ zahcadn +
23 | P 458.11 Usti nad Labem Viburnum sp. hnilobiz ko 2011 \I?éanek/Flllpo zahradnictvi +
24 | P 460.11 Kukleny S Prunus sp. hniloba keni 2011 Pf';mek/Flllpo zahradnictvi +
(Hradec Kréloveé) va
- . , . . méstska
25 | P 505.11 Krogtiz Quercus robur hniloba keni 2011 Mrazkova selat +
26 | P530.12 | Ferov nad Labem l\RAg(;ggg?ndron Madame dieback 2011 Mrazkova zahradnictvi+
Rhododendron
27 | P531.12 | FRerov nad Labem |caucasicum group dieback 2011 Mrazkova zahradnictvi+
"Cheer"
28 | P 549.11 Martinice Rhododendron sp. dieback 201Mréazkova zahradnictvi +
29 | P 602.12 Radikovice Malus (Jonagold) hnilobige ko 2012 Mrazkova sad
30 | P603.12 Slany Cydonia oblonga hnilobgekd 2012 Mrazkova sad
31 | P 604.12 Slany Malus (Melba) hnilobardw 2012 Mrézkova sad
32 | P 605.12 Slany Malus (Heliodor) hnilobardwn 2012 Mrézkova sad
P. hedraiandra
1 |P426.10 Tyvn nad Beévou Tilia cordata hniloba ki@n 2010 Mrazkova brehovy +
(Prerov) porost
2 |P450.11 Smrzice u Rhododendron sp. dieback 2011 Mréazkova zahradrjict¥i
Prostjova
3 |P578.12 Cprrpna nad .O,rl'c' Fagus sylvatica hniloba keni 2011 Havrdova lesni Skolka +
(Usti nad Orlici)




Obr. 1. Mapa potvrzeného vysky®Rucactorum

V roce 2012 bylareSena di¢i etapa E002: Identifikovat vnitrodruhovou struktur u
P. cactorum a substratovou specificitu jednotlivych linii

Dil¢i etapa se sestava zéitdil¢ich cihi:
1. Provedeni extrakce DNA, PCR reakce a elektrofory
2. Konstrukce dendrogramu na zéklad rozdild v RAMS markerech.
3. Provedeni infelénich testi a jejich vyhodnoceni

Dil¢éi cil 1. Provedeni extrakce DNA, PCR reakce a elakiforézy
Dil¢&i cil 2. Konstrukce dendrogramu na zéklad rozdila v RAMS markerech

Postup praci:

Pro populani studii je k dispozici v saasné dob 28 kmeri z Ceské republiky
(zahrnuje nové kmeny vyizolované&hem trvani projektu + starSi kmeny ze sbirky kultur
VUKOZ v.v.i.) a 50 kmef ziskanych z partnerskych pracavige zahrami. Pro zjiséni
vzajemné fibuznosti kmeti P. cactorum byla jako prvni pouZita PCR metoda RAMS
(Random amplified microsatellites) za pouditidegenerovanych prime{CCA,CGA,GT).

Vysledky:
Vyhodnoceni proghlo v programu Statistica 7.0. Vysledky PCA anal{&nalyza

hlavnich komponent) vzajemnéfilpuznosti ¢eskych a zahratmich kmeri prokézaly
genetickou odliSnosteské populace od zahranich izolatfi, i kdyz tyto izolaty pochazely
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z raznych evropskych zemi (Belgie, Bulharsko, Finskad®tsko, Nizozemsko, Svycarsko)
— Obr.2. Obdobné vysledky vyplyvaji i ze shlukové analyzyP@®MA- unweighted pair
group method with arithmetic averagespbr.3.

Obr.2. PCA diagram zné&zotiujici rozdéleni kmeni P. cactorum na z&kladé metody RAMS (kombinace ¥i
primer ). 1zolaty z Ceské republiky previadaji na levé straié hlavni osy.
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Component 1

Obr. 2. Dendrogram shlukové analyzy (UPGMA) znazaiujici rozdéleni kmena P. cactorum na zakladé
metody RAMS (kombinace ¥i primer ). Izolaty z Ceské republiky previadaji na pravé straré hlavni osy.
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Tyto vysledky Ize interpretovatdmi zawry:

1) Populace se liSi zwodu odliSného fovodu — jedna se o potomstviznych kolonizanich
vin.

2) Variabilita mize byt zfisobena hybridnimtwodem —uP. cactorum se gedpoklad&asta
hybridizace s fibuznymi druhyP. hedraiandra (P. X serendipita) a P. nicotianae (P. X
pelgrandis).

3) U patogena je vyvinuta titd vazba na hostitele - geneticky odliSné populemenizuji
razné hostitele.

Hypotézac. 3) nebyla potvrzena, shlukova analyza nepotvrdiiukovani kmei podle
druhi hostitefi.

K ovéieni vysledk byla pozdji zvolena metoda AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). Bhem druhé poloviny roku 2012 doslo k optimalizactadiky —vykEru
dostatén¢ polymorfnich primerovych kombinaci (Msel-CC/Ec&G; Msel-CA/Ecorl-AC;
Msel-CA/Ecorl-AT). V sodasné dob (prosinec 2012) probih& rozsahlé testovani Kmen
pomoci optimalizované metody. Vysledky budou znaniyoru—tfeznu 2013.

Morfologické vlastnosti kultury byly &feny na 11 mikroznacich, které jsoszhe
sledovany u kultur rodwPhytophthora. U kazdého kmene byl kazdy znakéimen 20x.
Bohuzel, mezi zvolenymi mikroznaky byla z§iga zn&né korelace, a tak pro dalSi analyzu
bylo pouzito jen 5 znak délka sporangia, délka pedicelu sporangiaymgr oospory,
tlou&’ka stny oospory a délka antheridia. Morfologicka varigditéchto znak: a jejich vztah
ke genetické variabilit budou pednttem dalSi analyzy (bude dok@no v zavislosti na
dokorteni AFLP analyzy, unor+bzen 2013). N¥eni rychlosti éstu @i raznych teplotach
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(tzv. kardin&lni body) odhalilo velké rozdily meRi cactorum (optimum 22°C) aP. X
pelgrandis (optimum 30°C).

Dil¢éi cil 3. Provedeni infeknich testi a jejich vyhodnoceni
Postup praci:

Na zaklad predkEznych vysledi& molekularnich teét bylo vybrano 10 izoldt
z raiznych hostital (tab. 3). Tyto izolaty byly nas&ovany na mrkvové médium (CA),
piecistény a segmenty agaru s hyfamiigtového okraje kolonie byly inokulovany povrckov
dezinfikované listy rododendronu. Inokulované ligtyly inkubovany 1 tyden ve vlhkych
komarkach g cca 20 °C a standardnim &siném rezimu. Po vytweni nekroz byly
odebrany vzorky nekrotizovanych pletiv a kmeny byigizolovany (pouzité médium
PARPNH) a wvyisteny. Poté byly kmeny na&kovany na CA plotny a fjpraveny
k infekénimu pokusu. Pletiva pokusnych hostitelsky¢avih — segmentyédtvi (délka 13 cm,
pramér cca 1,5-3 cm) drdhFagus sylvatica, Populus nigra, Acer pseudoplatanus, Aesculus
hippocastanum, Quercus robur a zdraveé listyRhododendron sp., Viburnum rhytidophyllum
byla a@isténa a povrcho¥ dezinfikovana. Segmentyétwvi byly inokulovany do porami
(pram. 0,6 cm) odpovidajicim segmentem odebranym zagaplotny z éistového okraje
kolonie myceliem dovnit porargni. Jako kontrola slouzily segmenty dgeg stejnym
zpasobem, pouze inokulované sterilnim segmentem adéegmenty byly inkubovany 6
tydni svisle v termostatuip20°C. Spodni konce segmértiyly pondgeny cca 1 cm vysoko
v deionizované vod (byla dolévana dle pisby). Pokus byl uUpkh znahodgn. Listy
rododendronu a kaliny byly inokulovany (segmentemgarové plotny o velikosti 1x1 cm)
v 1 cm dlouhém f¢ném poranni), které bylo provedeno sterilnim skalpelem nenhetrar
pouze inokulované sterilnim segmentem agaru. lbogty inkubovany pi béZzném s¥telném
rezimu 1 tyden $ 20°C. Pokus byl Upk zndhodin. Po inkubaci byly segmenty a listy
zamrazeny $ -20 °C. Segmenty &vi byly postupg odebirany z mrazaku, byla sloupnuta
jeich borka, pekreslen rozsah nekr6z vodivych pletiv na papikensvan a plochy zéteny
v programu ImageJ. Vyhodnoceni péblo v programu Statistica 7.0. Vyhodnoceni
inokulovanych lisk rododendronu a kaliny prébne z¢asovych dvoda v zimé 2012/13.

Tab.3. Seznam izolak pouzitych v infekénim testu.

¢. izolatu | lokalita | hostitel | poskozeni | stanovist
P 066.07 Kladno Populus alba nekrozako mestska zelg
P 078.07 Praha Fagus sylvatica nekrézakkr park
P 109.07 Prihonice = Rhododendron Malwine nekrozaka Skolka
P 116.07 Prihonice = Rhododendron hybridum hnilobadaai a kicku Skolka
P 272.09 Havitov Aesculus hippocastanum nekrozakir mestska zelg
P 277.09 Praha Populus balsamifera hnilobadd meéstska zels
P 292.09 Praha Acer pseudoplatanus hnilobaekd méstska zela
P 293.09 Praha Acer pseudoplatanus hnilobaekd méstska zela
P 458.11 Ustin.L.  Viburnum sp. hniloba ken zahradnické centrum
P 505.11 Krométiz = Quercus sp. hniloba ke park
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Vysledky:

Citlivost hostitelskych tkvin.

Predk®zné vysledky infeéniho pokusu jsou shrnuty v tabulce 4. Vysledky uest
ukazaly ptikaznou rozdilnost v citlivosti jednotlivych hostiievac¢i P. cactorum — rozdily
v ploSe nekréz byly afadové. Nejvice odolné&eviny byly topoléerny a buk lesni, dale dub
letni, javor klen, jako nejvice citlivy byl zji&t jirovec mdal. Pfimérna velikost nekréz u
jirovce maralu byla 1016,17 mfma vysledky Kruskal-Wallisova testu ukazalyikmzrs
vysSi citlivost tohoto taxonuuei P. cactorum (p<0,01) oproti vSem ostatnim testovanym
direvinam. Citlivost¢tyi autochtonnich taxdindievin se ukazala byt roea rozdilna — jako
nejvice odolny byl identifikovan topalerny a jako nejménodolny javor klen (pimérna
plocha nekr6z se pohybovala mezi 114,94 az 320,4%)nstatisticky vyznamné rozdily
nebyly zjiSeny vzhledem k porrné velké variabili¢ dat (obr. 3).

Tab. 4. Vysledky infekéniho pokusu. Pamérnéa velikost nekr6z zpisobenych testovanymi kmeny.
cactorum na hostitelich.

Hostitel/plocha nekrézy (mnf)

izolat Quercus Acer Populus | Fagus | Aesculus
P 066.07 334,31 310,22 81,37 202,01 693,47
P 078.07 789,93 113,04 181,63 312,09 1140,07
P 109.07 208,32 663,84 274,27 221,7% 577,31
P 116.07 310,27 80,33 302,51 222,85 542,0
P 272.09 182,75 1063,35 65,21 216,5( 1236,88
P 277.09 139,47 124,78 38,20 75,06 1115,92
P 292.09 144,26 141,78 63,37 138,69 1250,36
P 293.09 262,67 209,47 28,47 207,60 1428,67
P 458.11 362,36 389,90 47,14 212,57 1786,12
P 505.11 33,36 107,99 67,19 105,25 390,81
pramér 276,77 320,47 114,94 191,43 1016,17

(2}

Obr. 3. Vysledky infekéniho pokusu. PoSkozeni hostitél testovanymi kmenyP. cactorum.
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Dale byly zjisSény zn&né rozdily v patogenittestovanych izolét Bylo ale zjiS¢no,
Ze variabilita v patogerit testovaného souboru izaianheni vyraz host-specificka a
poskozeni zfisobené jednotlivymi izolaty naiznych hostitelich ma relatignpodobny
praibéh — tj. Ize identifikovat spiSe obetivice patogenni a mérpatogenni izolaty. Toto
schéma patogenity je na hraniciukaznosti (p=0,08). Jako nejvice patogenni byl
identifikovan kmen P078.07 z buku lesniho a nagpkk& nejmeég patogenni kmen P505.11
z dubu letniho.

Vyznamnou hladinu substratové specificity bylo m@éarysledovat pouze ojediie
v pripadu izolatu P078.07 z buku. Izolatigpbil vyrazi vétSi poSkozeni na buku nez izolaty
z ostatnich tkvin, gicemz rozdily oproti ékterym jinym izolatm (P277.09, P458.11 a P
505.11) byly statisticky pmikazné (p<0,01; obr. 4). Prozatim nebyly 2zj§t vyznamné
rozdily v patogené izolati z okrasnych tkvin a devin lesnich.

Obr. 4. Rozsah poSkozeni buku testovanymi izolaty. cactorum. (V grafu zobrazen primér, chyba
praméru a rozsah neodlehlych hodnot.)
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Zjistené vysledky infekniho testu Ize shrnout a interpretovat nasledowhramci
ceské populac®. cactorum existuje variabilita v patogesijednotlivych izolah. Patogenita
izolath neni host-specificka — Ize identifikovat spiSea®evice patogenni a mémpatogenni
izolaty v ramci testovaného spektra hosiitebubstratova specificitéeské populace se jevi
jako pongrné nizka.

Lze tedy pedpokladat, z&. cactorum je pravépodobré ve stedni Evrog cizi a jeji
puvodni hostitelské spektrum je odlisSné od spektstot@ného. Mira adaptace (hostitelska
specificita) natizné mistni hostitele je pragpbdobré nizka. Na zaklatvysledki infekénich
testi Ize spiSe fedpokladat fibuznost ¥tSiny testovanych izolat Proces ustavovani
populace druhu ¢R pravaépodobrg stale probiha.

Jednotlivé kmeny. cactorum mohou VCR pravdpodobré bez probéria parazitovat
a prezivat na Sirokém spektru hostitel
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Vystupy projektu:

Vzhledem k Sirokému spektru izalaziskanych v rdmci projektu, byly dosud publikovany
nebo pijaty dva vystupy:

Mrazkova M.,Cerny K., TomSovsky M., Strnadova V., Gregorova iBojub V., Panek M.,
Havrdova L. & Hejna M. (2013, ipato): Phytophthora multivora is established in natural
stands in the Czech Republic and involved in oaltimie. Plant Protection Science.

Predpoklada se publikovani dalSich vystmanmeienych na
1. Popul&ni strukturaP. cactorum a jejich hybrid (Phytophthora X pelgrandis, P. X
serendipita) v CR a v Evrog (IF)
2. Vyskyt P. hedraiandra v CR (SCOPUS)
3. Vyskyt P. cinnamomi na Sarracenia spp. gstovanych v urdych kulturdch
(SCOPUS).

Karel Cerny a kol., prosinec 2012
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