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Predmluva

Tato diplomova prace se zabyva studiem heteroecickych druht travnich rzi, které maji
jarni loziska na druzich rodu Ranunculus a Ficaria. Pfi praci jsem se vénovala mozZnosti
vyuziti molekularnich metod p#i determinaci jednotlivych druhG i pfi posouzeni
ptibuzenskych vazeb ve studované skupiné rzi.

Zéklad taxonomie rzi (Uredinales) tradi¢né tvofi znaky morfologické a ekologické.
Klasifikace byla postavena na morfologickych znacich vsech typd loZisek a spor, na
charakteru Zivotniho cyklu a na specializaci k hostitelskym druhm rostlin.

Pro objektivni posouzeni ptibuzenskych vazeb u mnoha skupin rzi (v€etné travnich) vSak
nemusi byt tyto znaky dostacujici. Dokonce ani rody Puccinia a Uromyces nejsou
jednoznacné vymezené. Ukazuje se, Ze ¢lenéni na zéklad¢ poctu bunek teliospor neni spravné
a oba rody jsou polyfyletické (Maier et al 2003).

Ptesto, Ze rzim byla od nepaméti vénovana velka pozornost, byly rzi na plané rostoucich
travach skupinou pon¢kud opomijenou a v mnoha ohledech zilstavaji stdle nedokonale
prostudovany. Zejména fyziologicka a ekologicka variabilita v ramci jednotlivych druht,
mnohdy $iroce pojatych, je dosud malo prozkoumana.

Jednou z mélo prostudovanych skupin jsou pravé heteroecické rzi, které maji aecia na
druzich rodu Ranunculus a Ficaria. Jedna se o druhy Puccinia magnusiana, Puccinia
perplexans, Uromyces dactylidis, Uromyces festucae a Uromyces poae. Dodnes nebyla
vyjasnéna ani situace okolo samostatnosti druhi Uromyces poae a Uromyces festucae. Mnozi
autofi je fadi pouze do synonymiky druhu Uromyces dactylidis (vice viz. kapitola 1.1.).

Aecia jednotlivych studovanych druhi nelze na zakladé¢ morfologickych znaku
od sebe odlisit. V minulosti bylo mozné vzajemny vztah aecii a ostatnich stadii dokazat pouze
infekénimi pokusy. Nalezy aecii na pryskyinicich proto ¢asto zlstavaji blize neuréeny pod
nazvem Aecidium ranunculacearum DC. Kromé znaki morfologickych a ekologickych se v
posledni dob¢ pfi studiu rzi stale ¢astéji uplatriuji znaky molekularni.

Rzi jsou skupinou obligatnich biotrofnich parazitd, které neni mozné béZznym zptisobem
kultivovat. Z povahy jejich Zivotni strategie plyne, Ze je nutné pracovat s pfirodnimi sbéry, u
kterych byva limitujicim faktorem malé mnozZstvi vstupniho materialu. U takového materialu
navic hrozi velké riziko kontaminace. Z téchto diivodil nejsou u rzi molekularné taxonomické
studie tak Cetné jako u ostatnich skupin hub. Pfesto bylo v poslednich letech publikovano
nékolik studii zaloZenych vétSinou na analyze rDNA. Nej¢astéji se vénuji blizce pfibuznym
nebo morfologicky shodnym druhdm rzi, ptipadné studiu vnitrodruhové variability (kapitola

1.3.2.).



Cile prace byly tyto:

Zvolit vhodny postup pro ziskavani molekularnich dat.

Na zaklad¢ ziskanych dat identifikovat a rozliit jednotlivé druhy, pfipadné definovat
hostitelské okruhy jednotlivych druhd.

Vybrat spolehlivou metodu pro rutinni pfifazovani aecii k pfislusSnym druhtim.

Objasnit ptibuzenské vztahy mezi studovanymi druhy a pfipadné zafadit skupinu
do Sirsiho fylogenetického kontextu.

Zjistit zda jsou druhy U. poae a U. ficariae tzv. correlated species.

Zpétn€ hledat morfologické mezidruhové odlisnosti aeciospor (velikost, ornamentika

jejich bunécné stény).
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1. LITERARNI UVOD

1.1. Druhy travnich rzi s aecii na rodu Ranunculus a Ficaria

V této &asti jsou zpracovany informace o heteroecickych druzich travnich rzi, které maji
jako mezihostitele druhy rodli Ranunculus a Ficaria a jsou viceméné vSemi vyznamnymi
autory pfijimény jako druhy samostatné. Zpracovany byly pouze druhy zaznamenané
na tizemi CR, vyjimkou je druh Uromyces poae-alpinae, ten byl zatazen z divodu vyskytu
na Slovensku a v Rakousku. Stfedem zajmu byly zejména morfologické charakteristiky

jednotlivych druhti a jejich piipadné vazby na hostitelské rostliny.

1.1.1. Puccinia magnusiana Kornicke, 1876

Spermogonia amfigenni, ve skupinkach, medové Zlutohnéda ca 80 pm v priméru (Urban
1966).

Aecia ve skupinkach na Zlutavych skvrnach, na spodni strané listli, na fapicich
a lodyhéch. Peridie poharkovita, ohrnutd, roztfepena. Vnéjsi sténa bunek 7-8 pum tlusta, jemné
ryhovana, vnitini 2-4 um tlusta, hrub¢ bradav¢ita (Gdumann 1959).

Aeciospory v fetizcich, polyedrické az eliptické. Velké: 23-26 x 21-23 pm (Cummins
1971), 16-26 x 18,7-22 um (Azbukina 1974), 14-25 x 14-18 um (Urban 1966), 15-17 x 16-21
pum (Gaumann 1959, Majewski 1979). Sténa bezbarva, o tloustce do 1 um (Urban 1966,
Majewski 1979), 1-1,5 pm (Cummins 1971), husté¢ pokryta jemnymi bradavkami (rozestupy
okolo 0,5 um).

Uredia amfigenni 0,3-1 mm velka, pfevazné epifylni, ovalného tvaru, pomémé dlouho
krytd pokozkou. Barvu maji svétlou, zZlutohnédou. Uredia zpravidla byvaji prostoupena
Cetnymi tlustosténnymi parafyzami hlavicovité kyjovitého tvaru. Ve starSich loziscich
parafyzy vyrazné pievladaji (Urban 1966). Sténa parafyz 1,5-4 pum tlusta (Cummins 1971),
ve vrcholku hlavice jesté o néco tlustsi. Délka parafyz 50-60 um (Urban 1966, Giumann
1959). Azbukina (1974) uvadi rozméry parafyz 48-73(80) x 14-19 um, Majewski (1979)
50-76 x15-23 pm.

Urediospory casto eliptické, velké: (20)26-35(42) x (13)15-19(21) pm (Cummins 1971),
24-40 x 19-24 um (Azbukina 1974), (19)24-27(32) x (15)20-24(27) um (Gdumann 1959), 27-
36 x 15-20 um (Majewski 1979), (17)24-27(30) x (15)19-24(27) um (Urban 1966). Sténa

Zlutava, ostnita (rozestup ostnu 2-2,5 um), s 8-11 nepravidelné uspotfadanymi nevyraznymi



pory, Cummins uvadi tendenci k bizonalnimu rozloZeni péru. Sténa tlusta 2-2,5 um (Urban
1966), 1,2-2 pm (Azbukina 1974), 1,5-3 pum (Cummins 1971).

Telia amfigenni, Gzka, podlouhla (az 3 mm dlouha a 0,25 mm S$irokd), vypoukla.
Vyskytuji se na listech, listovych pochvach i stéblech, Casto splyvaji v dlouhé tmavohnédé
az ¢erné linie.

Teliospory kyjovité, na vrcholu zaokrouhlené nebo utaté, zizené u ptepazky. Barva
hnéda, na temeni tmavsi. Sténa hladka, do 2 um tlusta, na vrcholku ztlustla na 6-9 uym (Urban
1966). Sténa 1-3um tlusta, na vrcholku (4)7-10(14) um (Cummins 1971), 7-12 pum (Gdumann
1959). Stopka vytrvala, hladka, svétle zlutohnéda, kratsi nez spora, obvykle 20-50 um dlouha
(Azbukina 1974). Velikosti teliospor: (35)42-56(62) x (13)15-24(29) pm (Cummins 1971),
30-54 x 16-22 um (Azbukina 1974), 40-55 x 15-24 um (Majewski 1979), (32)37-55(66)
% (14)20-24(28) um (Urban 1966), (32)42-48(66) x (14)20-24(28) um (Gdumann 1959).

Mezihostitelé: zejména Ranunculus repens L. Dale také R. bulbosus L. a R. illyricus L. R.
montanus Willd. Cummins (1971) uvadi jako hostitele aecii rody Ranunculus, Clematis a
Anemone. Majewski (1979) uvadi jako mozného, ale nejistého mezihostitele i Ranunculus
acris L.

Hlavni hostitelé: Phragmites australis (Cav.) Steud. (= P. communis Trin.), méné béZnymi
hostiteli jsou Phragmites japonica Steud., P. longivalvis Steud., P. karka Trin. a také Arundo

donax L.

Aecium mnohdy nazyvané jako Aecidium ranunculi-repentis Sacc., je morfologicky
neodliSitelné od aecii patficich do Zzivotnich cykli jinych rzi. Napt. od aecii Uromyces

dacyylidis, U. festucae a U. poae.

Vztahy aecii a dalSich stadii byly v minulosti prokazovany infekénimi pokusy. Tak bylo
zjisténo, Ze né€které druhy rodu Ranunculus jsou vici rzi P magnusiana imunni, zatimco
mnohé dalsi druhy téhoz rodu jsou nachylné. Infekénimi pokusy bylo zjisténo, Ze Ranunculus
acer L., R. auricomus L. a Ficaria verna Huds. jsou imunni. Oproti tomu silné nachylné jsou
druhy Ranunculus breyninus Crantz. a R.montanus Wild. (Gdumann 1959). Mezi
potencionalni mezihostitele patti také R. sceleratus L., R. flammula L., R. lingua L.

Vyvoj infekce na R. repens v porovnani s R. bulbosus, je pomalej$i a pocetné slabsi

(Urban 1966).

Vyskyt: Roz$ifena v mirném pasu severni polokoule. U nas hlavné stfedni a vychodni



Cechy a Morava (zejména uvaly feky Moravy), také Slovensko (Urban 1966). Tteboiisko
(Tureckova 1986). Vyskytuje se v uvalech fek a nizinach, nékdy vystupuje i do pahorkatin, ale

hranici 400 m. n. m. pfekracuje jen velmi ztidka.

V mirném pasu zavazné heteroecicka, ale ve Sttedomofi je nezavisla na stfidani hostitele

a preziva zimu diky tvorb¢ urediospor (Jarstad 1951).

V piirodé byva Puccinia magnusiana Casto na listech spolené s Puccinia phragmitis.
Odlisovaci znaky: P. magnusiana ma v urediich kyjovité parafyzy. Dusledkem pfitomnosti
parafyz jsou kompaktni uredia. Parafyzy se vyskytuji i na okraji telii. LoZiska zimnich vytrusa
jsou oproti P. phragmitis mensi, tmav§i a méné€ vystoupla (Urban 1966). Stopky teliospor
druhu P. magnusiana krat$i nez spora, u P. phragmitis stopky dlouhé az 200 pm (Cummins

1971).

1.1.2. Puccinia perplexans Plowright, 1885

Spermogonia amfigenni, ve skupinkach, 100-115 pm v priméru, perifyzy vyc¢nivajici, az
60 um dlouhé (Gdumann 1959).

Aecia v malych skupinkach, na Zlutavych, mirné zdurelych skvrnach; na listech, fapicich
i lodyhach (Markova et Urban 1997). Na spodni strané listi (Majewski 1979). Peridie bélava,
ohrnuta, jemné roztiepena. Buiky peridie volné spojené (Gdumann 1959 uvadi peridialni
buriky v fadach), naspodu pfili§ nepfesahujici smérem doli, vnéj$i sténa 8-11 pm tlusta,
jemné pruhovana, vnitini sténa 3-5 um tlusta, hrubéji bradav¢ita (Urban 1966).

Aeciospory kulaté az eliptické ¢i polyedrické, o velikosti 18-26 x 15-20 pm (Urban 1966,
Majewski 1979, Giaumann 1959). Sténa bezbarva, do 1 pm tlustd, pokrytd jemnymi
bradavkami, na horni ¢asti spory jsou bradavky hrubsi (Majewski 1979). Bradavky v odstupu
cca 1 pm (Gidumann 1959).

Uredia pfevazné na horni strané listd, elipticka, do 0,5 mm dlouha, Zlutohnéda, zprvu
prekryta epidermis, pozd€ji naha, rezavé zlata, prasiva (Majewski 1979). Uredia za Cerstva
rezava, v herbarovych polozkach bélava, bez parafyz (Markova et Urban 1997). Gdumann ale
uvadi kyjovité parafyzy dlouhé 35-40 um. Podle Urbana (1966) nejsou v urediich parafyzy,
ale hlavicovité ztlustlé stopky urediospor, toto tvrzeni pozdéji ve své praci potvrzuje napiiklad
Blechtova (1990).

Urediospory o rozmérech: (21)24-32(35) x (20)21-28(31) um (Markova et Urban 1997),
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19-35 x 14-25, v priméru 21 x 19 uym (Gdumann 1959), 15-43 x 13-35, v priméru 28 x 24,5
um (Blechtova 1990), 20-24 x 17-21 um (Majewski 1979). Spory S§iroce eliptické, sténa
Zlutava nebo nahnédla, 1,5-2 um tlusta, pokryta ostny v odstupech 2-3 pm (Majewski 1979).
Kli¢nich pora (5)6-8(10) (Majewski 1979), (2)6-7(9) (Blechtova 1990), Markova et Urban
(1997) uvade)i (4)5-7(10) roztrousenych port, piekrytych malou plochou papilou.

Telia na spodni strané listd a na stéblech, kratce carkovitd, do 1 mm dlouha, kryta
epidermis, leskle ¢ernd (Gaumann 1959). Nékdy v hustych okrouhlych skupinkach,
roz¢lenéna hnédymi parafyzami (Markova et Urban 1997).

Teliospory Casto nepravidelného tvaru, kyjovité, vietenovité ¢i podlouhlé, nékdy ohnuté.
Na temeni zakulacené, ut'até ¢i zaSpicatélé. U piepazky nebyvaji zaskrceny, nebo jen mirné
(Markova et Urban 1997). Sténa Zlutohnéda, hladka, tenka 1-1,5 nm, na temeni ztlustla na 3-6
um a tmavsi, kaStanovéhnéda (Majewski 1979). Teliospory: 35-60 x 14-23 pm (G&umann
1959), 33-56 x 15-25 pm (Majewski 1979), (30)40-55(62) x (12)16-25(30) x (9)12-17,5(20)
um (Markova et Urban 1997). Stopka teliospor hnédava, kratka, vytrvala (Majewski 1979); 3-
6(10) um dlouha (Markova et Urban 1997).

Mezihostitelé: Ranunculus acer L., mozZna také R. lanuginosus L. ¢i R. serbicus Vis.
Hlavni hostitelé: Alopecurus geniculatus L., Alopecurus pratensis L. a dal§i druhy rodu

Alopecurus. Dale také Muehlenbergia mexicana Trin.

Rozsiteni na uzemi CR: Sumava, Krkono3e a Podkrkonosi, Ceské stfedohofi, okoli Prahy,

jizni a vychodni Cechy, Morava (Blechtova 1990), Tiebotisko (Turetkova 1986).

Jorstad (1951) i Gdumann (1959) povazuji P. perplexans za samostatny druh. Ale
samostatnost tohoto druhu nebyla Gplné jasna, napiiklad Cummins (1971) zahrnuje druh
Puccinia perplexans do komplexu druhti Puccinia recondita Rob. ex Desm.

Urban (1966) uvadi druh P. perplexans jako P. perplexans var. perplexans a pfitazuje
k tomuto druhu jesté varietu triticina.

Pozde¢ji bylo druhu P. perplexans vénovano nékolik praci (pfehled v Markova et Urban

1997) a dnes jiZ neni o jeho samostatnosti pochyb.



1.1.3. Uromyces dactylidis Otth, 1861

Spermogonia v malych skupinkach na horni strané listd, 115-127 pm v priméru,
s vy¢nivajicimi perifyzami (Urban 1966).

Aecia v malych skupinkach, nékdy jednotlivé, na spodni strané listi. Peridie 0,3 mm
v pruméru (Majewski 1977), Zlutava, ohrnutd, jemné roztiepena (Urban 1966). Buriky peridie
maji vnéjsi sténu 7-13 pum tlustou, skoro hladkou, vnitini sténu maji 3-6 um tlustou, hrubé
bradavcitou (Majewski 1977).

Aeciospory ovalné (Majewski 1977), tupé polyedrické (Urban 1966); sténa hyalinni
(Cummins 1971) nebo lehce zlutava (Majewski 1977), 1 um tlusta, pokryta drobnymi, ale
vyraznymi bradavkami. Velikost aeciospor: 18-22 x 15-20 um (Cummins 1971), 17,8-24 x
13-20 um (Azbukina 1974), 18-24 x 18-21 um (Majewski 1977), 18-26 x 13-24 um (Urban
1966).

Uredia amfigenni, roztrousena, Zlutohnéda (Urban 1966 uvadi rezava aZz do oranZova),
ovalna, dlouha az 0,5 mm, dlouho kryta epidermis (Majewski 1977). Bez pravych parafyz
(Urban 1966). Vzacné s pravymi parafyzami, mnohem castéji s parafyzovité¢ deformovanymi
stopkami urediospor (Gdumann 1959).

Urediospory ovalné, o rozmérech: (22)25-30(34) x (18)20-24(26) um (Cummins 1971),
20-30(32) x 14-24(26) um (Azbukina 1974), 21-28 x 20-25 pm (Majewski 1977), (22,5)27,5-
31,5(37,5) x (21)23-26(30) pm (Urban 1966). Sténa spor zlatohnéda, 1,5-2 um tlusta
(Cummins 1971), 1-3 pm (Azbukina 1974), pokryta ostny v odstupech 2-3 um (Majewski
1977, Urban 1966). (7)8-9(14) kli¢nich péru piiblizné¢ ve dvou rovinach (Urban 1966),
Cummins (1971) udava pora 7-9(10) a Majewski (1977) 7-9 nepravidelné uspofadanych,
s plochymi papilami.

Telia amfigenni nebo epifylni (Cummins 1971), oproti tomu Urban (1966) i Majewski
(1977) uvadgji telia prevazné hypofylni. Elipticka nebo podlouhla do 1 mm délky, trvale kryta
pokozkou (Majewski 1977). Neékdy splyvajici ve skupiné kolem uredia (Urban 1966),
prostoupena hojnymi hnédymi parafyzami (Cummins 1971).

Teliospory variabilni, nepravidelné eliptické, na Spi¢ce zaokrouhlené, zplostélé, nebo
zaSpicatélé (Majewski 1977), ¢asto nesoumérné. Kastanové hnédé, na temeni tmavsi, hladké.
Sténa 1-1,5 pm tlustd (Cummins 1971), na temeni 3-5 um (Azbukina 1974, Urban 1966), 2-
4(6) pm (Cummins 1971). Stopka bezbarva nebo slabé zlutavé nahnédla, dlouha jako vytrus
¢i kratsi (Urban 1966), kolabujici, do 40 um dlouhd, obvykle ale okolo 25 um (Cummins
1971). Velikost teliospor: (18)22-30(34) x (12)16-20(24) um (Cummins 1971), 18-30(36)
x 14-20(25) pm (Azbukina 1974), 25-33 x 15-21 pm (Majewski 1977), (20)24-31(35)



x (13)17-21,5(27,5) um (Urban 1966).

Mezihostitelé: zejména Ranunculus acer L., R. repens L., R. bulbosus L., dale také
R. aconitifolius L., R. polyanthemus L., R. sceleratus L., R. lanuginosus L. MoZna také
Ficaria verna Huds.; v tomto pfipad€ neni jisté, zda tato aecia nepatfi spiSe k Uromyces poae
Rabenh. (Urban 1966). Mezihostitelem U. dactylidis neni Ranunculus auricomus L., je to ale
béZny hostitel U. poae.

Aecia nelze bezpecné odlisit od aecii jinych druht rzi (P. magnusiana, P. perplexans, U.
poae, U. festucae).

Hlavni hostitelé: Dactylis glomerata L., ptipadn¢ jiné druhy tohoto rodu.

Rozsiteni na tzemi CR: po celém tizemi republiky. Urban (1966) uvadi sbéry z Jeseniku,

stfednich a jiznich Cech, Moravy, Podkrkonosi a Polabi.

Urban (1966) povazuje U. dactylidis i U.poae za samostatné druhy. U. dactylidis odliduje
vétSimi urediosporami opatfenymi vétSim poétem (8-9) kli¢nich pord. Barva stény letnich
vytrusi byva tmavsi, nez u U. poae. Parafyzy nebyvaji ptfitomny. Temeno teliospor neni
zpravidla hnédé ztlustlé a krupi¢kovité zrnité.

Cummins (1971) klade do synonymiky U. dactylidis také druhy U.poae a U. poae-
alpinae, které rozliSuje jako variety. Uvadi, Ze oproti varietam poae a poae-alpinae ma varieta
dactylidis znatelné vétsi spory, varieta poae-alpinae je snadno odliSitelna diky bezbarvym
telidlnim parafyzam. Taxonomicka hodnota obou taxoni je tedy stale nejasna. Na rozdil od U.
poae vystupuje U. dactylidis do znacnych vySek, az nad 1000 m n. m., ale nejcastéji

se vyskytuje v niZinach.

1.1.4. Uromyces festucae H. et P. Sydow, 1900

Spermogonia na obou stranach listu, zanofena pod epidermis, dzbankovitého tvaru,
s vy¢nivajicimi perifyzami, asi 80-100 pm v priméru (Gdumann 1959).

Aecia na spodni strané listu, poharkovita. Peridie 0,3-0,4 mm v priméru (Majewski
1977). Vnéjsi sténa perididlnich bunék 7-8 um tlusta, jemné pfi¢né pruhovana, vnitini sténa
3-5 pum tlusta a bradavcita (Urban 1966).

Aeciospory polyedrické, zaoblené, bezbarvé, jemné bradavéité (Gdumann 1959). Sténa
méné€ nez 1 pm tlustd (Gdumann 1959), 1,5 pm tlusta (Majewski 1977, Savulescu 1953). Na
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velikosti aeciospor 17-21 x 15-20 pm se shoduji Gdumann (1959), Majewski (1977), Urban
(1966) 1 Savulescu (1953).

Uredia epifylni, na zlutavych skvrnach viditelnych i na rubu, bez parafyz, oranzova
(Urban 1966), hnédozlutda (Gdumann 1959). Dlouhd do 1 mm, pomérné dlouho kryta
pokozkou, v malych skupinkach.

Urediospory eliptické ¢i kulaté, o rozmérech: 18-28 x 17-25 uym (Gdumann 1959), 22-30
x 17-23 um (Majewski 1977), 20-32 x 18-24 um (Savulescu 1953), 20-30(32,5) x 17,5-24 um
(Urban 1966). Sténa 2-2,5 pum silnd, Zluta, pokryta ostny v odstupech 2-3 pm (Majewski
1977), se (6)7-8(9) (Urban 1966), 4-8 (Gdumann 1959) kli¢nimi pory.

Telia na svrchni strané listli, ¢asto vznikajici na zakladé uredii (Gdumann 1959), 0,5-6
mm dlouhd (Urban 1966), nékdy splyvajici do skupin (Majewski 1977). Dlouho kryta
epidermis a tehdy hnéda, pokozka posléze $térbinovité puka (Urban 1966).

Teliospory rizného tvaru, ovalné az nepravidelné. Sténa svétle hnéda, na temeni tmavsi,
hladka, tlusta 1,5-2 pm, na temeni ztlustla na 2-3 um (Majewski 1977). Stopka slabé naZloutle
nahnédla, 15-40(60) pm dlouha (Urban 1966), vytrvala (Gdumann 1959). Ptitomny jsou
Zlutohnédé parafyzy (Majewski 1977). Teliospory velké: 20-40 x 14-22 pm (Gdumann 1959),
25-38 x 15-23 pm (Majewski 1977), (20)25-33(45) x 15-22(27,5) um (Urban 1966), 20-33 x
17-22 pm (Savulescu 1953).

Mezihostitelé: Urban (1966) zminuje pouze Ranunculus bulbosus L., Gdumann (1959)
ale uvadi i dal§i druhy rodu Ranunculus. Napt. Ranunculus repens L., R. illyricus L., R.
montanus Willd., R. sceleratus L.

Hlavni hostitelé: Festuca ovina L., F. rubra L., . heterophylla Lam., F. pratensis Huds. a

dal3i druhy rodu Festuca.

Rozsiteni po celém uzemi CR, zejména v niZ$ich polohach do 500-600 m n. m. (Urban
1966).

Okolo tohoto druhu se objevuje hned nékolik nejasnosti. Aecia na Ranunculus bulbosus
mohou pattit do zZivotniho cyklu jinych druht rzi (U. dactylidis, U. poae &i P. magnusiana).
DalSim problémem je nerozliSitelnost uredii, ta mohou patfit k Uromyces festucae, nebo
k druhu Puccinia festucae Plow. Jorstad (1951) i jini autofi podobné nalezy uvadéji jako

Uredo festucae DC.

Nejistota také panuje vibec ohledné samostatnosti tohoto druhu. Zatimco Cummins

(1971) wuvadi Uromyces festucae pouze jako varietu Uromyces dactylidis, jini autofi



se priklani k samostatnosti druhu U. festucae (Urban 1966, Majewski 1977, Savulescu 1953).

Velmi blizce pfibuznym druhem, ne-li totoznym, je Uromyces ranunculi-festucae Jaap.
Autofi Savulescu (1953), Gdumann (1959) nebo Urban (1966) tento druh sice uvadéji jako

synonymum druhu U. festucae, ale vyjadiuji v tomto ohledu uréitou miru nejistoty.

1.1.5. Uromyces poae Rabenhorst, 1866

Spermogonia amfigenni, ptevazné epifylni v malych skupinkach, Zlutava, 115-160 pm
v pruméru (Majewski 1977).

Aecia pfevazné na spodni strané listl, téz na fapicich a lodyhach. Ve vétsich skupinkach,
velmi tésné vedle sebe, do 5 mm v primeéru. Pseudoperidie bélava (podle Majewskeho 1977
spiSe zlutavd), ohrnutd, roztfepend. Vnéjsi sténa bunék 7-10 pm (5-7 pm Majewski 1977),
vnitini 3-4 um tlusta, drobné bradav¢ita (Gdumann 1959).

Aeciospory kulovité nebo ovalné. Velké: 18-24 x 10-18 pm (Urban 1966, Gdumann
1959), 17-23 x 15-18 um (Majewski 1977), 17-24 x 10-20 pm (Sdvulescu 1953). Sténa
aeciospor tenka (do 1 um), bezbarva, jemné bradavéita. Napadné jsou v mensim poctu se
vyskytujici silné svétlolomné ploché bradavky, které se snadno odlamuji a zanechavaji holé
misto (Urban 1966).

Uredia se vyskytuji na obou stranéach listt, jsou eliptickd, cca 1 mm dlouhd, roztrouSena
nebo splyvajici (pfi€né 1 podélné); barva zlutooranzova. Uredia jsou pomérné dlouho kryta
pokozkou, na okraji loZiska nékdy byvaji pfitomny tenkosténné parafyzy.

Urediospory kulovité az eliptické, sténa bezbarva nebo slabé nazZloutle nahnédla, 1,5-2,5
pum tlusta (Majewski 1977), pokryta ostny v odstupu 2-3 um (Majewski 1977, Urban 1966).
Urban (1966) uvadi (5)6-7(9) kli€nich péri ve dvou rovinach, se zplostélymi papilami.
Savulescu (1953) uvadi kli¢nich pora 8-9. Velikost urediospor: (19)22-25(29) x (16)18-22(24)
um (Urban 1966), 18-25 x 15-21 um (Majewski 1977), (12)17-22(27) x (10)13-17(22) um
(Gdumann 1959), 17-23 x 13-18 um (Savulescu 1953).

Telia ptevazné hypofylni, ¢erna, ¢arkovita, dlouha nejcastéji do 1 mm, n€kdy v elipse
kolem uredia (Urban 1966). Trvale krytd epidermis, roz¢lenéna hnédymi parafyzami
(Gdumann 1959).

Teliospory kyjovité nebo eliptické, sténa hladka, hnéda, na temeni tmavsi. Sténa 1,5-2 um
tlustd, na temeni ztlustla na 2-5 um (Urban 1966). Rozméry teliospor: (20)24-33(36) x
(12,5)15-23(25) pm (Urban 1966), 22-33 x 13-18 um (Majewski 1977), (19)30-35(41) x
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(12)18-20(30) pm (Gadumann 1959), 18-33 x 14-20 um (Savulescu 1953). Stopka teliospor
az 30 pm dlouha, lamava (Majewski 1977). Bezbarva nebo stejné barvy jako vytrus (Urban
1966). V temeni stopky byva polokulovity, nahnédly, bradav¢ité zrnity pupik asi 2,5-3(4) pm

vysoky, vy¢nivajici smérem do lumen stopky (Urban 1966).

Mezihostitelé: Ficaria verna Huds., Ranunculus auricomus L., R. bulbosus L., R. repens
L., R. cassubicus L., R. nemorosus DC., R. acer L. Poelt et Zvetko (1997) uvadéji jako
mezihostitele pouze Ficaria verna Huds.

Aecia na Ficaria verna mohou patfit do Zivotniho cyklu Uromyces rumicis, nalezy na
Ranunculus repens opét mohou byt z cyklu jiného druhu rzi napiiklad Uromyces dactylidis
nebo Puccinia magnusiana.

Hlavni hostitelé: Poa annua L., Poa nemoralis L., Poa palustris L., Poa pratensis L.,
Poa remota Forselles, Poa trivialis L., Brandenburger (1994) uvadi jako hostitele také Poa

bulbosa L., Savulescu jesté Poa compressa L.

Rozsiteni na uzemi CR: niZ§i polohy po celém statu, 500 m.n.m. pfesahuje jen zfidka.
Znamé jsou vyskyty na Tieborisku (Tureckova 1986), v Podkrkonosi, Polabi a na Olomoucku
(Urban 1966).

Samostatnost druhu Uromyces poae Rasbenh. je nejistad, Urban (1966) ho povazuje
za samostatny, ale napiiklad Cummins (1971) povazuje tento druh pouze za soucast
Uromyces dactylidis, uvadi ho jako U. dactylidis var. poae. Fyziologicky se U. poae 1isi od U.
dacpylidis v tom, Ze neptechazi na Dactylis glomerata a opacné U. dactylidis je specifickou
pro Dactylis. U. dactylidis zatim nebyla zjisténa na Ficaria verna a Ranunculus auricomus
(Urban 1966). Déle Urban uvadi, Ze urediospory U. poae jsou mensi a pocet kli¢nich pori ma
tendenci k Cislu 6-7, proti tomu ma U. dactylidis urediospory vétsi, opatfené vétSim poctem
klicnich poért (zpravidla 8-9). Odlisnosti je také pupik ve stopce teliospor, ktery u
U. dactylidis vétSinou chybi.

Giumann (1959) ve své praci uvadi mnoho specialnich forem druhu U. poae, podle
kombinaci hostiteli. Napf. f. sp. ficariae-nemoralis, f. sp. ficariae-pratensis, f. sp. repenti-
trivialis apod. Oproti tomu Urban (1966) se ptiklani k existenci pouze dvou forem a to f. sp.
ficariae a f. sp. ranunculi. Doklada to faktem, Ze pfi pfenosech teliosporami z Poa trivialis

byl infikovan bud’ Ranunculus repens nebo Ficaria verna, ale nikdy oba souc¢asné.
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1.1.6. Uromyces poae-alpinae Rytz, 1911

Spermogonia nepopsana.

Aecia na obou stranach listi v malych kulatych nebo nepravidelnych skupinkach
(Gdumann 1959). Oproti tomu Urban (1966) uvadi aecia hypofylni, hluboce zanofena. Peridie
neni ohrnuta (Urban 1966). Buriky peridie na vnitini stran¢ zaoblené, vysoké 23-35 um,
Siroké 20-23 pum (Gaumann 1959), vnitini sténa 3-6 pum, vnéj$i 5-9 pm tlustd (Majewski

1977).

Aeciospory kulaté nebo podlouhlé, ¢asto polyedrické (Gdumann 1959). Sténa tenka,
hyalinni, jemné ostnita (Majewski 1977). Velikost: 18-21 x 15-18 um (Gédumann 1959, Urban
1966), 17-24 x 15-20 um (Majewski 1977, Cummins 1971).

Uredia amfigenni, Zlutohnéda (Majewski 1977) ¢i hnéd4, dosti dlouho krytd pokozkou,
bez parafyz (Urban 1966).

Urediospory kulovité, elipsoidni, hranaté (Gdumann 1959). Sténa slabé nazloutle
nahnédla nebo skoro bezbarva, 1,5-2 um tlustd, ostnita. Ostny nepravidelné roztrouSené tak,
Ze vznikaji lysiny (Urban 1966). Majewski (1977) uvadi ostny v odstupech 2-3 um a 8-10(12)
slabé viditelnych kli¢nich pori. Podle Gdumanna (1959) i Guyota (1939) maji spory pouze 2-
3(4) nezietelné kli¢ni pory. Rozméry spor: 24-29 x 19-25 pm (Urban 1966), 23-27 x 19-23
um (Majewski 1977), (20)23-27(30) x (17)19-23(24) um (Cummins 1971), 23-34 x 14-21 um
(Gaumann 1959).

Telia amfigenni, vznikaji ¢asto z uredii, (0,5)0,8-1,2 x (0,2)0,4-0,5 mm velka (Urban
1966). Tmavé hnéda az cerna, kryta epidermis, vystlana tlustosténymi bezbarvymi parafyzami

(Cummins 1971).

Teliospory kulaté, hruskovité ¢i protahlé, ¢asto nepravidelné, velmi variabilni ve tvaru i
velikosti (Gdumann 1959). Rozméry: 20-25 x 15-20 um (Urban 1966), 17-25 x 14-18 um
(Gdumann 1959), (18)20-28(32) x (14)18-22(24) um (Cummins 1971), 20-28 x 18-22 um
(Majewski 1977). Sténa hladka, tlusta 1,5-2(2,5) um, na temeni neni ztlustla, nebo jen malo
(Géumann 1959), Majewski (1977) ale uvadi sténu na temeni az 4 pum tlustou. Sténa
stejnomé€rné ztlustla, kastanové hnéda, u vétSiny vytrusti opatfena tupymi hranami (Urban
1966). Stopka tenkosténna, do 30 um dlouha, obvykle se odlamujici pobliz spory (Majewski
1977), kolabujici (Cummins 1971), podle Urbana (1966) vytrvavajici.

Mezihostitel: Ranunculus montanus Willd. Aecia vyskytujici se na tomto hostiteli ale
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mohou pattit i k druhu Uromyces festucae.

Hlavni hostitel: Poa alpina L.

Rozsiteni: Alpy (Svycarsko, Rakousko, Italie), Velka Fatra (Urban 1966), polska &ast
Tater (Majewski 1977). Az do vysky 2200 m n. m. (Guyot 1939).

Podle Gédumanna (1959) se lisi U. poae-alpinae od U. poae mnohem vétSimi
urediosporami a zabarvenim parafyz telii (ty jsou u U. poae hnédé). Urban (1966) piidava
jesté odlisnost v poctu kli¢nich pori urediospor, také teliospory lze snadno odlisit od teliospor
jinych druhd, a to diky jejich stejnomérmému hnédému zabarveni a vét§inou neztloustlému
temeni. Podle Gaumana (1959) patii U. poae-alpinae do okruhu druhu U. dactylidis, ale
Urban (1966) o tom pochybuje (z diivodu charakteru teliospor a jejich stopek).

Cummins (1971) uvadi Uromyces poae-alpinae jako synonymum Uromyces dactylidis

var. poae-alpinae, za odliSujici znak od ostatnich variet povazuje bezbarvé telialni parafyzy.
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1.2. 1zolace DNA ze spor rzi

1.2.1. Uvod
Izolaci DNA pitedchazi nejprve mechanické, chemické nebo kombinované rozdrceni

bun€k (spor). Extrakéni pufr musi obsahovat detergenty rozruSujici bunééné stény a
membrany, dilezita je i pfitomnost ¢inidel schopnych odstranit dvojmocné kationty, které by
mohly aktivovat nezadouci nukleazy. Takovym ¢inidlem je napt. EDTA (ethylene-diamine-
tetraacetic acid). Mnohdy se pfidavaji i detergenty schopné pfimo denaturovat nukleazy napf.
SDS (sodium-dodecyl-sulphate). K ziskani cist¢é DNA je potfeba uvolnit ji
z nadmolekularnich struktur a téchto neéistot se poté i zbavit. K témto ucelim se pouziva
napi. fenol-chloroform, aceton, ¢i CTAB (cetyl-trimetyl-ammonium-bromide). CTAB se
uzivéa zejména pro oddéleni od polysacharidii. Pro odstranéni RNA se pouziva enzym RNaza
(Atkins et Clark 2004).

Izolovat DNA je moZné z materidlu Cerstvého, suchého, zmrazeného a dokonce
z materialu herbarového (Kropp et al. 1997), az 15 let starého (Abbasi et al. 2005). Neékteii
autofi (Kolmer et al. 1995) nechavaji pied izolaci spory vykli¢it. Pouzit lze aeciospory,
urediospory a teliospory. Kubisiak et al. (2005) uvadéji i izolaci z bazidiospor.

K izolaci DNA ze spor rzi se nej¢astéji pouzivaji rizné modifikované metody s pouZzitim
CTAB piipadné SDS pufru, mnohdy rizné kombinované napfiiklad s fenol-chloroformovymi
kroky. Kromé téchto metod je mozné vyuzit i komeréné vyrabénych izola¢nich kitd, napf.
Plant DNeasy mini kit (Qiagen Inc., Valencia, California), ktery uvadéji ve své praci napt.
Smith et al. (2004) a Ritz et al. (2005). DNA mnoha druht fadu Uredinales byla uspé$né
izolovana pomoci UltraClean Plant DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories, CA, USA), jak
uvadi Aime (2006).

1.2.2. Metody podle jednotlivych autoru
CTAB metoda - Kropp et al. (1997)

Z napadeného listu byly oddéleny asi 3 mm velké kousky nesouci loZiska rzi. Material
byl nejprve prudce zmrazen kapalnym dusikem. Material byl poté rozdrcen pomoci sklenéné
ty¢inky v mikrozkumavce. Po ptidani 500 ul extrakéniho pufru (0,7 M NacCl, 0,5 M Tris-HCl,
0,01 M EDTA, 1% B-merkaptoetanol a 1% CTAB) nasledovala inkubace pii 60°C po dobu 30
min. Déle byly ze smési odstranény necistoty pfidanim chloroform-isoamylalkoholu (24:1),
promichanim a naslednou centrifugaci (11750 rpm., 5 min). Supernatant byl pfenesen do nové

mikrozkumavky a DNA vysraZena izopropanolem. Centrifugaci (11750 rpm., 5 min) byla
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ziskana DNA peleta, ta byla promyta 80% etanolem, usuSena a nasledné rozpusténa v TE
(Tris — EDTA) pufru. Skladovani pii —20°C.

Pufr o stejném sloZeni pouzili také Hamelin et al. (2000), dal$i postup se ale mirné
odlisuje (napiiklad drceni spor pomoci kfemeliny, nebo piesrazeni DNA za piitomnosti

acetatu amonného).

CTAB metoda - Villaréal et al. (2002)

Zakladem je modifikovana CTAB metoda s pfiddnim PVP (poly-vinyl-pyrrolidon). Do
epruvetky bylo vloZzeno 15 mg urediospor, k jejich rozdrceni poslouzilo sedm sklenénych
kuli¢ek o priméru 3 mm. Do kazdé epruvetky bylo pfidano 100 pl extrakéniho pufru (0,1 M
Tris-HCI, 140 mM D-sorbitol, 30 mM N-lauroyl-sacrosin, 0,8% CTAB, 0,8 M NaCl, 20 mM
EDTA, 0,1% PVP). Drceni spor probéhlo v extrakénim pufru béhem tfepani na vortexu
(2 min 45 s). Dal$im krokem bylo piidani 400 pl extrakéniho pufru obsahujiciho 5 pl
proteinasy K (10 mg/ml) a nésledna inkubace 1,5 hod. pfi 65°C. Smés byla poté extrahovana
pomoci 500 pl chloroformu za stalého tfepani po dobu 5 minut a néasledn€ centrifugovana
(20 min, 17000x g pfi 4°C). Supernatant byl pfenesen do nové epruvetky, DNA vysrdzena
500 pl vymraZeného izopropanolu (inkubace 40 min pii -20°C). Nasledovala dalsi
centrifugace za stejnych podminek jako pfedchozi. Vznikla peleta byla promyta 150 pl 70%
etanolu, usuSena a rozpusténa ve 40 pl TE pufru (10 mM Tris-HCI, pH 7,6; 1 mM EDTA). Pro
odstranéni RNA byl pfidan 1 pl RNazy, doba inkubace byla 1 hod. pii 37°C.

2x CTAB metoda - Gardes et Bruns (1993)

DNA byla extrahovana z Cerstvého nebo suchého materidlu ve 300 pul 2x CTAB pufru
(100 mM Tris-HCI, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB a 0,2% mercaptoetanol). Suspenze
byla zmrazena a nasledné zahfata na 65°C, celé opakovano 3x. Nasledné byl material
rozdrcen malou pali¢kou a inkubovan pii 65°C 30 min az 1 hod. Pro odstranéni necistot bylo
pfidano 300 pl chloroformu, v§e promichano a zcentrifugovano 15 min ptfi pokojové teploté.
Supernatant byl pfenesen do nové zkumavky a DNA vysraZena ledovym isopropanolem.
Po 10 minutové centrifugaci vznikla peleta DNA, ta byla nasledné promyta 70% etanolem a
poté rozpusténa v 40-60 pul 0,1x TE (1 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA).

V podstaté stejny postup i velmi podobny extrakéni pufr pouzili Kubisiak et al. (2005).
2x CTAB pufr se lis$i mnoZstvim mercaptoetanolu, ptidanim PVP a proteinasy K. Spory byly
rozdrceny v mikrozkumavce s 250 pl pufru a 0,5 g (0,8 mm) zirkonovych kulicek, 12,5 mg

kfemeliny a n€kolika keramickymi kuli¢kami.
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2x CTAB metoda - Driessen et al. (2004)

Jedna se o postup odvozeny od metody, ktera byla pivodné vytvofena pro extrakci
rostlinné DNA (Stewart 1997). Kousky listi s loZisky byly rozdrceny pomoci motorizované
plastikové palicky v 500 pl extrakéniho pufru (100 mM Tris-HCL, 20 mM EDTA, 2% CTAB,
1,42 M NaCl, 2% PVP, 5 mM kyselina askorbova, 4 mM diethyldithiocarbamova kyselina)
+3 ul B-mercaptoetanolu piidano tésné pred inkubaci. Inkubace 30-60 min pii 65°C.
Piecisténi pfidanim 500 pl chloroform/isoamylalkoholu (24:1), po stoéeni (1500 g 15 min)
DNA vysraZena izopropanolem (270 pl) a po nésledné centrifugaci (10 000 g 5 min) vznikla

peleta rozpusténa v 50 pl sterilni destilované vody.

Kombinace SDS a CTAB - Chen et al. (1993)

20 mg urediospor drceno s trochou sterilniho pisku pomoci hmozdite a pali¢ky. Extrakéni
pufr 1 ml (50 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 100 mM EDTA), po promichani pfidano jesté
0,06 ml 20% SDS. Smés michana 1 hod. 20°C. Dale bylo pi¥idano 0,15 ml 5 M NaCl a 0,13
ml CTAB/NaCl smési (10% CTAB v 0,7 M NaCl) a inkubovano pii 65°C 20 min. Extrakce
chloroform/isoamyl alkoholem (24:1), DNA vysrazena izopropanolem (0,6 objemu), inkubace
20 min 4°C. Po centrifugaci 10 min 10 000 rpm, vznikla peleta 2x promyta 70% etanolem,
usuSena a rozpusténa v 0,5 ml TE pufru (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA). K odstranéni RNA
pfidana RNaza (20 pg/ml) a ponechano pfes noc pii 4°C. Pot¢é DNA opét vysraZena

isopropanolem a promyta 70% etanolem, usus$ena a rozpusténa ve 40 ul TE.

Kombinace SDS a CTAB - Kolmer et al. (1995)

Kolmer et al. (1995) k izolaci pouzili nakli¢ené urediospory. Spory byly drceny v tekutém
dusiku stejnou metodou jakou uvadéji Chen et al. (1993). Rozdrceny material byl pfenesen do
6 ml extrakéniho pufru (150 mM NaCl, 50 mM EDTA, 10 mM Tris) a piidano 30 ng
proteinasy K a 0,1 objemu 20% SDS. Inkubace 30 min pti 65°C. Po centrifugaci (10 min) byl
supernatant pienesen do novych zkumavek a pfidano 0,1 objemu CTAB pufru (10% CTAB,
500 mM Tris, 100 mM EDTA). Inkubace 65°C 10 min. 2x extrakce chloroform/isoamyl
alkoholem (24:1), nasledovalo pfidani 2,5 objemu 95% etanolu a inkubace pies noc -20°C. Po
centrifugaci ziskana peleta vysusena a poté rozpusténa v 1 ml H,O. Pfidani RNéazy 10 mg/pl a
inkubace 1 hod pfi 37°C. Po inkubaci vzorky opét extrahovany fenol-chloroform-
isoamylalkoholem (25:24:1), nasledovanym chloroform-isoamylalkoholem (24:1). DNA
znovu vysrazena 95% etanolem (2,5 objemu) a acetitem amonnym (0,5 objemu), inkubace

znovu pies noc -20°C. Ziskana peleta byla promyta 70% etanolem a usuSena. RozpuSténa v
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500 pl H20.
Autofi uvadéji, Ze ze 150 mg Cerstvych urediospor je mozné ziskat 500-1200 pg DNA.

V pozdéjsi praci Kolmer (2001) metodu zjednodusil, po inkubaci v CTAB pufru vypustil
kroky az k pfidani RNazy.

Kombinace SDS a CTAB - Pei et al. (1997)

Autofi uvadi, Ze se jedna o metodu odvozenou od té, kterou pouzili Chen et al. (1993),
1i8i se ale zpisobem rozbijeni spor, sloZzenim extrakéniho pufru i dal§imi kroky.

Rozbijeni spor: cca 10 mg spor vloZzeno do mikrozkumavky, pfidany dvé 3 mm velké
a 20-30 kusti 2 mm velkych sklenénych kulicek. Do kazdé mikrozkumavky ptidano 200 pl
SDS extrakéniho pufru (0,5 M EDTA, 1 M Tris-HCI, 10% SDS, 2-merkaptoetanol a sterilni
destilovana voda v poméru 1:1:3:0,2:3) Nasleduje michani 10 min na vortexu a poté inkubace
40 min pfi 65°C. Po inkubaci pfidano 400 pul CTAB pufru (5% CTAB v 0,35 M NaCl)
a michano 20 min pfi pokojové teploté. Smés poté extrahovana pfiblizné 800 pul chloroform-
isoamylalkoholu (24:1) za stdlého michani po dobu 30 min. Po centrifugaci (20 min,
13500rpm.) byl supernatant pfenesen do novych mikrozkumavek a pfidano 0,1 dilu octanu
sodného a 2 dily etanolu. ZamraZeni na 10 min pti —15°C. Dalsi centrifugaci (20 min,
13500rpm.) byla ziskana peleta, ta byla nasledn¢ ususena a pak rozpusténa ve 400 pl sterilni
destilované vody. Piidanim 1 pl RNazy a inkubaci 20 min. pfi pokojové teploté odstranéna
RNA. Pak opét vysrazeni etanolem, ususeni a rozpusténi ve sterilni destilované vod¢. Jako
mozné modifikace uvadéji autofi zmény v koncentracich pouzitého SDS, vypusténi CTAB

pufru ¢i nepouziti RNazy a nasledného piecistovani.

CTAB s pridanim SDS - Anikster et al. (2004)

Anikster et al. (2004), Szabo (2006), Barnes et Szabo (2007) pouzili jinou modifikaci
CTAB metody. Jedna se o extrakci DNA z lozisek urediospor s moZnosti pouzit celé loZisko
véetné piimési tkani hostitele. K rozmélnéni materialu byly do mikrozkumavek vlozeny 1mm
velké sklenéné kulicky a kifemelina (25 mg), poté pfidan extrakéni pufr 600 pl : 0,165 M Tris-
HCl, 66 mM EDTA, 1,54 M NaCl, 1,1% CTAB a proteinasa K (50 pg/ml). Promichano a poté
do kazdé epruvetky ptidano jest¢ 66 pul 20% SDS. Po promichani inkubovano 1,5 hod. pii
65°C, béhem inkubace pravidelné kazdych 15-20 min promichavano. Po inkubaci vzorky
extrahovany fenol-chloroform-isoamylalkoholem (25:24:1), nasledovanym chloroform-
isoamylalkoholem (24:1). Po vysrazeni izopropanolem, DNA peleta promyta 70% etanolem
arozpusténa ve 100 pl 0,1 TE pufru. RNA odstranéna pfidanim RNazy A (40-100 pg/ml)
a inkubaci 1 hodinu pti 37°C. Barnes et Szabo (2007) jest¢ DNA znovu piesrazeli pfidanim
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0,1 dilu 3 M NaOAc a 2 dili 95% etanolu s naslednou inkubaci 1 hod pii -20°C. Peletu poté

opét promyli 70% etanolem, ususili a rozpustili v TE pufru.

SDS metoda - Virtudazo et al. (2001)

Velmi jednoduchou metodu izolace s pouzitim SDS pufru vyuzili Virtudazo et al. (2001),
Liang et al. (2006). Nejprve bylo rozdrceno 100-200 urediospor mezi dvéma sterilnimi
sklicky a poté nasledovala inkubace ve 20 pl extrak¢niho pufru (10 mM Tris-HCL, 1,5 mM
MgCl,, 50 mM KCL, 0,01% Proteinase K, 0,01% SDS). Inkubace 60 min pti 37°C nasledné
10 min pti 95°C. Takto pfipravenou DNA rovnou pouzili pro PCR.

Izola¢ni metoda - Zambino et Szabo (1993)

Cca 0,02 mg spor (uredio ¢i teliospor) rozdrceno mezi dvéma sklicky. Sklicka byla
predtim oSetfena dimetyl-dichloro-silanem a omyta v 0,01 M HCI. Rozmélnéné spory byly
pfeneseny do mikrozkumavek s 50 pul extrakéniho pufru (0,089 M Tris base, 0,045 M kyselina
borita, 0,05 pM EDTA, 1% [-merkaptoetanol). Inkubovano 15 min pii 75°C.
Resuspendovano tfepanim na vortexu a centrifugovano. Supernatant nafedén 1:1000 ptidanim
extrak¢niho pufru bez f-merkaptoetanolu.

V podstaté totoZznou metodu pouzili pfi svych pokusech také Moricca et Ragazzi (1998) a
Abbasi et al. (2005). Postup izolace podle autori Abbasi et al. (2005) se odliSuje zejména
zpisobem drceni spor a to pomoci malé palicky, na elektrickém drti¢i. Také Weber et al.
(2003) pouzili stejny postup, ale jesté vlozili krok s pfidanim 1 pl Tween-20 (1%) a inkubaci

15 min pfi teploté varu.

1.2.3. Shrnuti

.....

drceni spor, sloZeni extrakéniho pufru, inkubace, nasledného pre¢istovani a dalSich uprav.

Pro izolaci DNA je vhodné vypreparovat z lozisek pouze spory pro omezeni nebezpe¢i
kontaminace naptiklad jinymi houbami pfi smésnych infekcich (Maier et al. 2007). Lze vSak
pouzit 1 cela loZiska, dokonce i €asti listu s loZziskem (Kropp et al. 1997, Barnes et Szabo
2007, Driessen et al. 2004).

Rozmélnit material a rozbit tak spory lze nékolika zplsoby. Drcenim mezi dvéma
specialné osetfenymi skli¢ky, rozbijenim pomoci elektrického drti¢e, vortexovanim spole¢né
se sklenénymi (keramickymi nebo zirkonovymi) kuli¢kami riznych velikosti, obvykle 1-3

mm velkymi. Alternativou drceni kuli¢kami je pouziti fi¢niho pisku nebo kiemeliny nebo také
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rozbijeni spor za pouziti hmozdife a palicky.

SloZeni extrakénich pufri je také u riznych autorti zna¢n¢ variabilni. Obvykle se jedna o
modifikované CTAB, pfipadné SDS pufry.

Ziskanou DNA né&ktefi dale extrahuji chloroform-isoamylalkoholem, srazi
izopropanolem, promyvaji etanolem, odstrafiuji RNA ptidanim RNazy atd., jini tyto kroky
viceméné€ vypoustéji. Lisi se to podle toho, k jakému ucelu ma ziskana DNA slouzit, jak

dlouho ji potiebujeme uchovat, apod.
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1.3. Molekularni metody pouzivané pfi studiu rzi (Uredinales)

Metody molekularni taxonomie klasifikuji houby na zakladé jejich genomu, pfipadné
jeho transla¢nich produkti (analyza izozymu). ProtoZze umoZnuji nalézt velké mnozZstvi
o systematickych a fylogenetickych vztazich mezi houbami (Zambino et Szabo 1993).
Vyhodou je, Ze tyto metody studuji skuteény polymorfismus a ne polymorfismus ziskany
prostiedim. Navic je mozné pouZit i selekéné neutralni oblasti DNA.

Molekularni markery umoziiuji odhalovat a definovat fylogenetické druhy, mnohdy
i druhy kryptické. Na zakladé molekularnich dat miZeme charakterizovat nejen druhy, ale
i ostatni taxonomické jednotky, dokonce i jednotlivé jedince. Pro studium systematiky

a populacni biologie hub jsou takové informace velkym pfinosem.

1.3.1. PCR

PCR (polymerase chain reaction) je pro svou nenaro¢nost snad nejrozsitenéjsi technikou.
Tato metoda slouzi k amplifikaci vybranych sekvenci DNA. Diky PCR muze byt rychle a
vysoce selektivné namnoZen konkrétni isek DNA. Vyhodou je, Ze metoda funguje i s velmi
malym vstupnim mnoZstvim DNA (uz od 0,1-10 ng na jednu reakci), zatimco produktu reakce
ziskdme pomérné velké mnozstvi. Metoda je zaloZena na vyuziti specialni termostabilni DNA

polymerazy.

PCR smés musi obsahovat: DNA kterou chceme amplifikovat; DNA polymerazu; Mg*",
coz je katalyzator polymerazy; volné nukleotidy (dATP, dGTP, dCTP a dTTP) na tvorbu
novych fetézcli a primery. Primery jsou kratké oligonukleotidy, které umoziuji iniciaci
polymerace tim, Ze nasedaji na komplementarni sekvence templatu. Primery pftisedaji
k opaénym fetézcim DNA tak, Ze poZadovany usek lezi mezi nimi, vyslednou DNA tedy
ohranicuji.

Do reakce vstupuje dvouietézcova DNA, a proto prvnim krokem kazdého cyklu musi byt
nejprve oddéleni obou fetézci od sebe kratkym zvySenim teploty, obvykle nad 90°C. Poté
nasleduje ochlazeni smési na 44-60°C, to byva optimalni teplota pro nasedani vétSiny primert
na komplementarni mista. Primery jsou ve smési ve velkém nadbytku, proto nedochazi znovu
ke spojeni puvodnich fetézci DNA. Po mirném zvyseni teploty cca na 70°C probihé syntéza
novych fetézcli, DNA polymeraza je syntetizuje z ptitomnych volnych nukleotidu. V dalsich
cyklech slouZzi jako templaty i nové syntetizované fetézce DNA. Z toho plyne, Ze v kazdém

cyklu se mnozstvi fetézci zdvojnasobi. Cyklus se obvykle opakuje 30-40x.
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1.3.2. Analyza vybranych useki DNA

rDNA

Pro u¢ely molekularni taxonomie rzi je nejcastéji pouzivana jaderna rDNA. Vyskytuje se
v genomu repetitivné, nékolikrat za sebou. Celkova délka repetice byva v rozmezi 8-24 kb. Je
snadno dosazitelna pomoci univerzalnich primerti (White et al. 1990).

rDNA je slozZena z oblasti kodujicich a nekodujicich. Kodujici oblasti jsou tii: 5,8S (cca
160 bp), 18S (SSU=small subunit, cca 1800 bp) a 28S (LSU=large subunit, cca 3400 bp).
Vyznacuji se vyraznym konzervativismem, ktery je nutnosti pro zachovani nezménéné
podoby ribozomalnich podjednotek. Mezi nimi jsou vmezefené oblasti ITS 1 a ITS 2 (internal
transcribed spacer). Usek ITS1, 5,8S a ITS2 byvaji studovany dohromady a oznacovany ITS.
Oblasti zvané ETS (external transcribed spacer) ohranicuji koédujici oblasti, priléhaji tedy
zeptedu k 18S a zezadu k 28S rDNA. VsSechny vysSe zminéné useky rDNA jsou
transkribovany do pre-rRNA, ITS a EGS jsou poté odstranény pii sestfihu. Oblasti NTS
(nontranscribed spacer) a IGS (intergenetic spacer) nejsou transkribovany, v podstaté jen
oddéluji jednotlivé repetice rDNA.

Koédujici oblasti jsou velmi konzervativni, a proto byvaji pouzitelné spiSe pifi studiu
rozdili na vyssi taxonomické urovni. Nekodujici oblasti maji vétsi variabilitu, a jsou proto
pouzitelné pro rozliSovani blizce pfibuznych druhti, druhovych variant ¢i populaci (White et
al. 1990).

Amplifikace ITS a LSU oblasti

K amplifikaci ITS se pouzivaji univerzalni primery ITS1-ITSS (White et al. 1990)
a nékteré dalsi, specifické vzdy pro uréitou skupinu hub. Takovymi jsou napiiklad ITS4-u a
ITS5-u, specifické primery pro rod Uromyces (Pfunder et al. 2001). Piehled primera
pouzivanych pro amplifikaci ITS a LSU oblasti rzi viz. tab. 1. Optimalni teplota pro nasedani
primerd byva okolo 50°C. Primery nasedaji ve specifickych mistech v oblastech
konzervativnich usekd. Napt. ITS1 a ITSS v oblasti 18S, ITS4 a Rustl v oblasti 28S a Rust2
i Rust3 v oblasti 5,8S.

Nejcastéji pouzivané kombinace primerti pro amplifikaci ITS oblasti rzi jsou: ITS4 +
ITSS (Zambino et Szabo 1993, Kropp et al. 1997, Weber et al. 2003, Abbasi et al. 2005),
ITS1-F + ITS4-b (Smith et al. 2004, Anikster et al. 2004), ITS4 + ITS1-F (Virtudazo et al.
2001, Liang et al. 2006), ITS5 + ITS4-b (Pfunder et al. 2001).

Nejvice pouzivané primery k amplifikaci D1/D2 domény LSU rzi jsou NL1 + NL4, napf.
Liang et al. (2006), Virtudazo et al. (2001), Chung et al. (2004) a LROR + LR6, napi. Maier
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et al. (2003).

Nékdy se pouzivaji kombinace primeru, které amplifikuji ITS a zaroven ¢ast 5' konce
LSU. Jsou to napt. Rustl + ITS1-F (Kropp et al. 1997, Anikster et al. 2004, Szabo 2006),
Rustl + ITSS (Littlefield et al. 2005).

PRIMER SEKVENCE 5'- 3’ NAVRHL

ITS] TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al. 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. 1990
ITSS GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White et al. 1990
ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes et Bruns 1993
ITS4-b CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG Gardes et Bruns 1993
Rustl GCTTACTGCCTTCCTCAATC Kropp et al. 1995
Rust2 TTTCACTGTGTTCTTCATC Kropp et al. 1997
Rust3 GAATCTTTGAACGCACCTTG Kropp et al. 1997
NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG O'Donnell 1993

NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG O'Donnell 1993
LROR ACCCGCTGAACTTAAGC Moncalvo et al. 1995
LRé6 CGCCAGTTCTGCTTACC Vilgalys a Hester 1990

Tabulka 1: primery pouzivané pfi studiu rzi

Celkovy objem reakéni smési byva v rozmezi 10 pl (Driessen et al. 2004) — 100 pl
(Kropp et al. 1997, Weber et al. 2003).

Obvykle pouzivana koncentrace primeru (kazdého) je 0,2 — 0,5 uM (Pfunder et al. 2001,
Chung et al. 2004, Driessen et al. 2004). Rozsah pouZivanych koncentraci je viak mnohem
vétsi: 25 pM (Anikster et al. 2004) - 2 uM (Chatasiri et al. 2006).

Koncentrace kazdého z ANTP byva v rozmezi: 200 nM (Zambino et Szabo 1993) — 2,5
mM (Chung et al. 2004), obvykle ale 0,2 mM (Kropp 1997, Driessen 2004).

Mnozstvi polymerazy nejcastéji 2,5 U na 100 pl smési, jen Driessen et al. (2004) pouzili
v piepo¢tu 5 U na 100 pl smési.

Mnozstvi pouzité DNA vét§ina autori neuvadi pfesné, uvadeéji pouze mnozstvi pouzitého
extraktu ziskaného izolaci (bez informace o koncentraci DNA). Vyjimkou jsou Nakamura et
al. (1998) uvadéjici 10-20 ng (cca 2 pl extraktu) na 100 pl smési, Moricca et Ragazzi (1998)
100 ng DNA ve 100 pl reakéni smési, Zambino et Szabo (1993) a Anikster et al. (2004) 25 pl
DNA (2 ng/pl) + 25 pl PCR smési.

Modifikace teplotniho cyklu pouzivaného pti amplifikaci ITS a LSU oblasti rzi. Lisi se
zejména teplotami a ¢asem inkubace v jednotlivych fazi cyklu, vzdy ale v niZze uvedeném
rozsahu. Po¢ate¢ni denaturace 3-5 min 94-95°C. V dalsich cyklech denaturace 30-60 s pti 93-
95°C, annealing 45-75 s pii 44-60°C , polymerace 45 s - 3 min 72°C, cely cyklus zopakovan
35-40x. Zavére¢na inkubace 4-10 min pfi 70-72°C, uchovani pii 4°C. Modifikace cykla dle
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praci: Zambino et Szabo 1993, Kropp et al. 1997, Littlefield et al. 2005, Smith et al. 2004,
Weber et al. 2003, Virtudazo et al. 2001, Anikster et al. 2004, Edwards et al. 1999.

Pouziti

LSU oblast muze byt u rzi pouzita k odliSeni rodd a druhd. Maier et al. (2003) pouzili
LSU rDNA pro studium vztahti mezi druhy z riznych skupin fadu Uredinales a pozdé&ji
(Maier et al. 2007) pro rozsahlejsi studii rodu Uromyces a Puccinia. Ritz et al. (2005) pouzili
LSU pro rozliSeni a studium evoluce dvou druhii rodu Phragmidium na planych rizich.

Na urovni rodt je u rzi mozné pouzit také oblast SSU. Wingfield et al. (2004) studovali
fylogenetické vztahy uvnitt fadu Uredinales. Aime (2006) fe3i ¢lenéni fadu Uredinales
zaloZené na analyze LSU a SSU oblasti.

Pii studiu blizce pfibuznych druhti ¢ odliSovani vnitrodruhovych taxonomickych
jednotek je vhodné pouzit sekvence ITS (Zambino et Szabo 1993) pifipadné IGS oblasti
(Moricca et Ragazzi 1998).

Jako ptiklad pouziti ITS pro studium blizce pfibuznych druhii je mozZné uvést praci
zabyvajici se komplexem druhG okolo Uromyces pisi na Euphorbia cyparissias (Pfunder
2001). Dal$im ptikladem mutze byt fylogeneticka studie dvou blizce ptibuznych druhd -
Puccinia distincta a P. lagenophorae (Weber et al. 2003), ale v ITS téchto druhti bylo
nalezeno jen velmi malo mezidruhovych odlisnosti.

Ze miZe byt na zakladé ITS studovana i vnitrodruhova variabilita, je dokazano v praci
Abbasi et al. (2005) pfi studiu vnitrodruhové variability druhu Puccinia graminis. Také Szabo
(2006) pouzil ITS pro studium komplexu druhi Puccinia andropogonis a P. coronata a také
jejich vnitrodruhové variability.

Pomémé casto byvaji studovany oblasti ITS a zaroven i LSU (Virtudazo et al. 2001,
Chung et al. 2004, Anikster et al. 2004), nebo je studium ITS oblasti kombinovano s metodou
RAPD (Edwards et al. 1999).

Kromé jaderné rDNA jsou pfi studiu taxonomie rzi pouzZivany i dal$i geny, naptiklad gen
pro B-tubulin a gen pro transla¢ni elonga¢ni faktor 1-a (TEFla). Takovych praci ale bylo
dosud publikovano relativné malo.

Van Der Merwe et al. (2007) pouzili ve své studii geny pro B-tubulin a TEF1a. Jednalo se

o studii vyssich fylogenetickych vztahd mezi druhy rodi Puccinia a Uromyces.
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1.3.3. RFLP
Ke srovnani dvou genomil lze pouzit metodu porovnavani DNA fragmenti ziskanych

restrikci endonukleazami, ¢ili metoda RFLP (restriction fragment length polymorphism).

Postup vyuziva restrikéni endonukleazy, které $tépi DNA ve specifickych mistech.
Endonukledzy rozpoznavaji specificka, asi 4-8 nukleotidi dlouha mista. U takovych je velka
pravdépodobnost, Zze budou v genomu opakované. Po Stépeni vznikne sada specifickych
fragment. Plati vztah: ¢im krat$i misto rozpoznani, tim ¢astéj$i St€peni, tedy vice fragmentt.

RFLP je metoda, pfi niz je studovan polymorfismus délky restrikénich fragmentd. Jednou
z nevyhod metody je potieba velkého mnozZstvi Cisté DNA, proto je v sou€asnosti tato metoda
na ustupu.

Porovnavat lze cely genom (klasicka RFLP), nebo jen jeho ¢asti (PCR-RFLP).

Klasickou RFLP analyzu zkouseli vyuzit v kombinaci s RAPD a izozymovou analyzou
Kinloch et al. (1998) pro studium popula¢ni struktury druhu Cronartium ribicola. Pouzité

metody ale odhalili jen velmi malo polymorfnich lokusu.

PCR-RFLP

Podstatou metody je nejprve PCR amplifikace konkrétniho useku DNA. Poté nasleduje
restrikéni $tépeni. VétSinou se studuji relativné kratké useky, ve kterych nemusi byt pro
vét§inu enzymu vhodné restrikéni misto. Jsou v podstat¢ dv€é moznosti jak najit vhodné
restrikéni enzymy. Bud’ vyzkouSet velké mnoZstvi enzymi, nebo vhodné enzymy vybrat
na zakladé sekvenci. K tomuto ucelu je mozné pouzit specidlni programy pro vyhledavani
restrikénich mist (pDRAW32, NEBCUTTER, apod.). Pokud nemame k dispozici sekvence
pfislusného druhu, je mozné vhodné enzymy vytipovat i na zakladé sekvenci druhu
pfibuznych (Driessen et al. 2004).

SloZeni reakéni smési a teplota inkubace je zavisla na konkrétnim enzymu. Obvykla
teplota inkubace pro vétSinu enzymi je 37°C. Doba inkubace byva také zvolena podle
pouzitého enzymu. Restrikéni enzym se nechava plsobit minimalné 4 hod., vétSinou ale
inkubace probiha pies noc.

Pro ilustraci uvadim sloZeni sméSi pouzité v praci Driessen et al. (2004). Pouzili 20 pl
smési sloZzené ze 3 pl necisténého produktu PCR, 2 pl bovine serum albumine a 5-10 units
restrikéniho enzymu v ptislusném pufru dle pokyni vyrobce.

U rzi se pro PCR-RFLP vétSinou pouzivaji nekddujici oblasti jaderné rDNA. Moricca et
Ragazzi (1998) pouzili PCR-RFLP analyzu IGS oblasti k odlideni rzi Cronartium flaccidum a
Peridermium pini. Stépeni provedli 10 riznymi restrikénimi enzymy, ptipadng jejich

kombinacemi.
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PCR-RFLP metodu pouzili pfi studiu diverzity druhu Puccinia boroniae také Driessen et
al. (2004). Amplifikovany ITS fragment §tépili za pouziti sedmi endonukleaz vybranych
na zéakladé restrikénich map publikovanych sekvenci riiznych druhti rodu Puccinia. Pouze
na produktech dvou restrikénich enzym se projevila variabilita uvnitf ITS oblasti.

Nakamura et al. (1998) zkouseli pouzZiti této metody k odliseni druht rodu Melampsora
na vrbach v Japonsku na zakladé analyzy ITS oblasti 4 restrikénimi enzymy. Nékteré druhy

RFLP nerozlisila a jeden druh mél vice RFLP typa.

1.3.4. RAPD
Druhou moZnosti srovnani genomi je metoda nahodné zmnozenych fragmenti DNA,

neboli RAPD (random amplified polymorphic DNA). Tuto metodu vytvofili Williams et al.
(1990).

Metoda zalozena na PCR vyuziva jeden ¢i vice primerd, pifiblizn¢ 10 bazi dlouhych
(Chen et al. 1993), které maji nizkou teplotu nasedani. Pfredpoklada se, Ze vhodna mista pro
nasednuti jsou v genomu nahodné rozmisténa. K amplifikaci dojde tehdy, ohranicuji-li
primery usek 200-2000 bp dlouhy. ProtoZe se rizné DNA lisi polohou sekvenci vhodnych pro
nasednuti primeru, vznikne po amplifikaci soubor rizné dlouhych fetézci, charakteristicky
pro danou DNA. ZmnozZené useky DNA jsou po rozdéleni na elektroforéze viditelné jako
prouzky. Soubor té€chto prouzku se nazyva fingerprint.

Nevyhodou je pomémé velka citlivost metody na reakéni podminky (koncentrace Mg®*,
pouzité chemikalie, zpisob izolace a kvalita DNA, ale i pouzity thermocykler). Vysoka
citlivost na reakéni podminky se odviji zejména od nizké teploty annealingu, ktera je
i pri¢inou nizké reprodukovatelnosti této metody (Pei et al. 1997). Zachovanim standardnich
podminek pro vSechny vzorky lze tento problém ¢aste¢né vyfresit.

Metoda si vyzaduje optimalizaci vZdy pro kazdou skupinu organizmi, zejména nalezeni
optimalni koncentrace DNA, koncentrace Mg2+', vybér vhodnych primert a jejich mnozZstvi.

Dalsi problém mohou byt nepravé homologie (dva nehomologni prouzky maji velmi
podobnou rychlost migrace). Zejména pouziti na vySsi taxonomické urovni zvysuje riziko
nepravych homologii.

Z dtvodu nizké reprodukovatelnosti je tato metoda pti taxonomickych studiich na ustupu,
stale se ale Casto pouziva pro Ucely identifikace na Grovni druhové i vnitrodruhové. RAPD je
stale velmi rozsifenou metodou zejména pro svou finanéni a technickou nenaro¢nost.

Pouziti RAPD u rzi je mozné i na nejniz$i taxonomické urovni, coz je odliSovani populaci
i jedincu.
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Na zakladé RAPD je mozné rozliSovat druhy i rizné variety jednotlivych druhi. Pei et al.
(1997) pouzili RAPD k odliSeni dvou forem druhu Melampsora epitea na Salix viminalis.
Edwards et al. (1999) na zakladé RAPD rozdélili izolaty druhu Puccinia menthae do dvou
skupin. Otestovali 113 primert, ale pouze 6 pfineslo reprodukovatelné vysledky. Kazdy
amplifikoval 9-18 silnych fragmentt o velikosti 100-3000 bp, 70% polymorfnich.

RAPD slouzi také k rozliSovani jedinci naptiklad u druhu Hemileia vastatrix (Gouveia et
al. 2005), pouziva se i pro populaéni studie (Hamelin et al. 2000).

Ojedinélé nejsou ani studie zabyvajici se vztahem miry virulence jednotlivych izolatt s
RAPD polymorfismem (Kolmer et al. 1995, Chen et al. 1993).

Metoda je schopna pracovat s DNA z jednoho jarniho loziska i s pfimési cizorodé DNA

(Edwards et al. 1999, Villaréal et al. 2002).

Reakéni smés byva obvykle o celkovém objemu 25 pl. Obvykle pouzivana
koncentrace primert 0,1 (Edwards et al. 1999) - 0,5 uM (Pei et al. 1997). Koncentrace
kazdého z ANTP byva v rozmezi 0,2 pM (Hamelin et al. 2000) — 0,1 mM (Araya et al. 2004).
MnozZstvi polymerazy nejcastéji 0,75 (Pei et al. 1997) — 1,25 U na 25 pl smési (Kolmer et al.
1995). Mnozstvi pouzité DNA byva cca 40 — 50 ng na 25 ul smési (Edwards et al. 1999).

Teplotni cyklus pro RAPD analyzu u rzi. Pocate¢ni denaturace 94°C 2-8 min.
V dalsich cyklech denaturace 94°C 10 s - 1 min, annealing 35-40°C 30 s - 2 min, polymerace
72°C 1-2,5 min, cely cyklus zopakovan 35 — 45x. Na zavér inkubace 72°C 5 — 10 min.
Hodnoty pievzaty z praci: Kolmer et al. 1995, Pei et al. 1997, Edwards et al. 1999 a Hamelin
et al. 2000.
Velmi odli$ny cyklus pouzili ve své praci Araya et al. (2004): denaturace pii 91°C 1 s (v
prvnich dvou cyklech 60 s), annealing 42°C 7 s, elongace 72°C 70 s.

Vizualizace vysledku nej¢astéji na 1,2 — 2% agar6zovém gelu v TBE nebo TAE pufru.

1.3.5. AFLP (amplified fragment length polymorphism)
V soucasnosti ¢asto pouzivana metoda zavedena v roce 1995 (Vos et al. 1995). Tato

metoda je zaloZena na selektivni amplifikaci restrikénich fragmenti ziskanych $té€penim
pomoci dvou restrikénich enzymi, obvykle Eco RI a Mse I. Metoda podava informace
o polymorfismu studovanych organism nejéastéji na druhové a nizsi arovni. AFLP je vhodna
i ke studiu populaci s malou genetickou diversitou, protoze produkuje velké mnoZstvi
reprodukovatelnych markert (Vos et al. 1995).

Technika zahrnuje tyto tfi zakladni kroky: $t€peni DNA restrikénimi enzymy a ligace

adaptorti, preselektivni amplifikace restrikénich fragmenti a amplifikace selektivni. Pti

26



amplifikaci preselektivni i selektivni dochazi k redukci poctu ziskanych fragmentd
na optimalni pocet, ktery je mozné vyhodnocovat.

Dnes jsou AFLP markery uspés$né pouzivany v mykologii a fytopatologii pro odliSovani
riznych druhi jednoho rodu (Keiper et al. 2003) ale i jednotlivych izolati (Mebrate et al.
2006).

U rzi je tato metoda vyuZivana zejména pii populacnich studiich. Hovmoller et al. (2002)
na zaklad¢ AFLP prokazali existenci jediné klonalni populace Puccinia striiformis f. sp. tritici
v nékolika statech zapadni Evropy. P#i studiu genetické variability populaci druhu Puccinia

striiformis f. sp. tritici tuto metodu vyuzili Villaréal et al. (2002).

1.4. Dalsi techniky pouzivané u hub pro rozliSovani druht

V této kapitole jsou zpracovany dvé metody multilokusového PCR — fingerprintingu,
které se u rzi dosud téméf nepouzivaji. Podle studii na jinych skupiniach hub ale maji
potencial i k pouziti u rzi. Svou podstatou se podobaji analyze RAPD. Vyhodou obou téchto
metod je stejné jako u RAPD jejich relativni nenaro€nost, rychlost i cena. Oproti klasické
metodé RAPD maji ale jeSté dal$i vyhodu. Tou je vyssi teplota annealingu pouZzivanych
primerd, ktera umoziiuje jejich vice specifické nasednuti na templat. Ziskané fingerprinty
proto byvaji lépe reprodukovatelné (Grinig et al. 2001). Také tyto metody jsou citlivé

na dodrZeni reakénich podminek, ale ne v takové mife jak je tomu u RAPD.

1.4.1. rep-PCR (repetitive-elements-based PCR)
Pod metody rep-PCR se mimo jiné fadi metody PCR fingerprintingu s primery M13

a ERIC.

Primery M13 byly odvozeny od faga M13. Puvodné byl pro fingerprinting pouzit cely
znaCeny fag M13 (Vassart et al. 1987). Ryskov et al. (1988) dokazali pouzitelnost tohoto faga
pro ziskani hypervariabilnich polymorfnich pattern v riznych taxonomickych skupinach
véetné zvifat, rostlin a mikroorganismd. Pozd€ji byly z celého faga vybrany dvé sekvence
vhodné k fingerprintingu, M13 (5’-TTATGTAAAACGACGGCCAGT-3") a M13 core (5'-
GAGGGTGGCGGT TCT-3").

Primery M13 byvaji mnohdy pouzivané také pii ISSR, i amplifikace probihd pfi
shodnych reak¢nich podminkach (Zhou et al. 2001, Kerrigan et al. 2003).
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ERIC primery byly vytvofeny komplementarné ke konservativnim repetitivnim oblastem
puvodné popsanych z prokaryot; k sekvencim ERIC (enterobacterial repetitive intergenic
consensus).

Tuto metodu zavedli Versalovic et al (1991), ktefi dokazali pouzitelnost ERIC sekvenci
jako primert pro PCR u bakterii. Pouzili primery ERICIR a ERIC2 a nésledujici reakéni
cyklus: 95°C 7 min a 30 cykl 90°C 30 s+ 52°C 60 s + 65°C for 8 min, zavére¢nd inkubace
pti 65°C 16 min.

Piesto, Ze primery byly navrzeny podle repetitivnich sekvenci prokaryot, vyskytuji se tyto
sekvence i v genomu eukaryot, véetné hub (Edel et al. 1995, Arora et al. 1996).

ERIC-PCR se u hub nej¢astéji pouziva pro studium vnitrodruhové variability (Edel et al.
1995). Arora et al. (1996) pouzili ERIC pro odliSeni izolatd druhu Verticillium
chlamydosporium. Morton et al. (2003) odlisili na zadkladé ERIC fingerprintu hostitelsky

specifické varianty druhu Pochonia chlamydosporia.

1.4.2. ISSR
ISSR (Inter-simple sequence repeat) je dal$i z metod, které je mozné pouZit pro

rozliSovani druht, véetné druhd hub (Griinig et al. 2001). Nékdy oznacovana také jako MP-
PCR (microsatellite primed-PCR) (Weising et al. 1995).

Je to metoda vyuZivajici mikrosatelitni (SSR) sekvence v DNA fingerprintingu. SSR
oblasti tvofi 1-5 bazové sekvence nékolikrat opakované za sebou, tyto repetice jsou
rozmistény po celém genomu a vyskytuji se v ném relativné ¢asto.

ISSR metoda vyuzivda PCR amplifikaci useki DNA, které lezi mezi jednotlivymi
mikrosatelitnimi oblastmi. K jejich amplifikaci slouzi ISSR primery, ty jsou navrZeny
komplementarné k SSR oblastem. Primery jsou obvykle 16-18 bazi dlouhé, slozené
z repetitivnich sekvenci a pfipadné nekolika dalSich bazi, které umozni ukotveni primeru na 3'
nebo 5' konci SSR (Zietkiewicz et al. 1994). Varianta s pouzitim ukotvenych primert se
nazyva anchored-ISSR. Tyto primery nasedaji na konkrétnim misté repetice a u vyslednych
fragmentt se nevyskytuje polymorfismus v jejich délce.

Primery se pouzivaji jak samostatné, tak i v kombinaci. Teplota annealingu primert je
zavisld na poméru GC k AT a také zda se jedna o repetici di, tri, ¢i tetranukleotidd. Pro
primery s 50% a vice GC byva vhodna teplota mirné nad 50°C, pro ostatni teplota o néco
nizs§i (Weising et al. 1995). K namnozZeni fragmenti dojde, pokud primery ohrani¢i usek 150-

2500 bp dlouhy (Bornet et Branchard 2001)..
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ISSR je v podstaté kombinaci RAPD analyzy a mikrosateliti (Meyer et al. 1993).
Od mikrosateliti pfejima vyssi teplotu annealingu vedouci k lep$i reprodukovatelnosti
vysledkid. Stejné jako u RAPD je vyhodou, Ze nemusime znat sekvenci studovanych
organismu. Avsak také ISSR metoda je pomérmn¢ citliva k reakénim podminkam (Weising et
al. 1995).

Bornet et Branchard (2001) ve své studii testovali vliv zmény riznych parametrti reakce
na vysledky ISSR. Zjistili, Ze zména reakénich podminek mnohdy nezpisobi vyraznou zménu
vysledku, nejvétsi vliv ma zvolena teplota nasedani primera.

Vyhodou metody je, Ze je schopna produkovat dostate¢né mnozstvi polymorfnich lokusu,
které jsou reprodukovatelné (Zietkiewicz et al. 1994). Metoda je schopna pracovat s Sirokym
rozmezim koncentrace vstupni DNA a to 5-150 ng na reakci (Bornet et Branchard 2001).

Vysledek byva vizualizovan na 1,5-2,5% agarézovém gelu v TBE, nebo na gelu
polyakrylamidovém.

U hub je mozné ISSR pouzit ke studiu genetické variability na Grovni mezidruhové
i vnitrodruhové (Zhou et al. 1999, Tuthill 2004, Wang et al. 2005). S uspéchem byla pouzita
k rozlieni blizce ptibuznych druhti hub, kde variabilita ITS sekvenci k tomuto ucelu
nepostacovala (Zhou et al. 2001).

U rzi bylo dosud publikovano velmi malo studii zaloZenych na analyze ISSR. Vyuzita

byla napf. pro populaéni studii u druhu Melampsora larici-populina (Zhong-dong et al. 2006).
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2. MATERIAL A METODIKA

2.1. Sbéry

Béhem let 2005-2008 byly sbirany napadené rostliny, zejména se zaméfenim na sbér

jarnich a zimnich stadii rzi. Material byl ususen a v tomto stavu uchovavan.

Hostitelské rostliny byly uréovany podle Kli¢e ke kvétené Ceské republiky (Kubat et al.

2002).

Celkem bylo sebrano 69 polozek aecii (14 na rodu Ficaria a 55 na rodu Ranunculus) a 18

polozek prislusnych uredii ¢i telii. Sbéry uredii a telii byly velmi problematické, nékteré

druhy nebylo mozné v terénu makroskopicky odli§it. Mnoho sbérii uredii a telii bylo

po mikroskopické determinaci vylouéeno, protoze nepatfily k nami studovanym druhtim.

Pro dalsi praci byly vybrany pouze nékteré sbéry. Piednostné byly zpracovavany sbéry

obsahujici vétsi mnozZstvi loZisek rzi a sbéry z riznych lokalit. N&které polozky obsahovaly

jen velmi malo materidlu, ty nebyly pro dal$i praci vyuzity. Pokud bylo na jedné lokalité

sebrano vice polozek naleZejicich ke stejnému druhu hostitele, obvykle byly pouzity jen

nékteré. Z divodu mensi Cetnosti sbérti uredii a telii n€kterych druhtl, bylo nutné pro dalsi

praci pfipojit ke sbérim za uplynulé tfi roky i nékolik starSich herbarovych polozZek.

Pouzity materidl je uveden v tabulkach 2 a 3. Pokud neni uvedeno jinak, sebrala jsem

material sama.

i

Hostitel l Oznaéenlg Stadium | Lokalita l Datum Sebral ]
 polozky | | |
Alopecurus C07/T4 I Jizni Cechy: Dobronice u Bechyn& 7.V1.2007
Alopecurus - 07/T1 1 Slovensko: Bratislava - louka u f. Moravy o 7.V.2007
Alopecurus pratensis | H/2 g Sumava: Nad Uhlikovem | 17.1X.1992; Markova
Alopecurus pratensis ~ H/3 i umava: Cerny k¥iz o 15.0X.1992) Markova
Dactylis  06/T4 I Podkrkonosi: Stupna ' X1.2006:
Dactylis L 06/TS I Sumava: Srni | 18.X.2006
Dactylis | 06/T6 I Sumava: Srni | 18.X.2006,
Dactylis - 07/T1I0 1l Praha vychod: Miro3ovice 126.VI111.2007, Markova
Dactylis - H/ LI Sumava: Nova pec ' 28.V1.2001| Markova
Dactylis H/5 1 Ceské Svycarsko: Srbska Kamenice 10.1X.2002! Markova
Dactylis - H/7 ml umava: radelini§t¢ Houska 25.V1.2002' Markova
Dactylis - 07/T2 L 1T Udoli Zahotanského potoka . 26.V.2007
Festuca ~07Té 1l Jizni Cechy: Kfida . 5.VL.2007
Festuca i H/12 Al Sumava: Mlynéfska slat’ | 24.VIL.1996  Markova :
Phragmites S 07/T1H I Berounsko: Vatina 13.X.2007
Ficaria verna 0772 it Praha vychod: Miro3ovice 8.1V.2007: Markova
Ficaria verna - 07/18 I Praha: Sarka 13.V.2007:
Ficaria verna . 08/3 Bl Ceské stredohoti: MileSovka .~ 5.V.2008
Poa - 08/4 al Ceské stiedohoti: MileSovka 5.V.2008
Poa . 08/5 it Ceské sttedohoti: Velemin 4.v.2008
Poa palustris H/4 11 Jizni Cechy: Dobronice | 7.VI.2002  Markova

Tab. 2: Pouzity material, polozky uredii a telii (Stadium II-uredia, I1I-telia)
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Oznaden
Hostitel polozky
Ficaria verna 'H/6

Ficaria verna -05/3
Ficaria verna 05/4
Ficaria verna 06/1
Ficaria verna 106/8
Ficaria verna 0771
Ficaria verna 107/7
Ficaria verna 07/8
Ficaria verna ,07/10
~ Ficaria verna 107/36
Ficaria verna |08/3
Ranunculus acris ,05/1
Ranunculus acris 106/2
Ranunculus acris 06/3
Ranunculus acris 06/4
Ranunculus acris 06/5
~ Ranunculus acris 06/6
~ Ranunculus acris ,06/7
Ranunculus acris 106/12
Ranunculus acris -06/15
Ranunculus acris ,06/16
Ranunculus acris 07/12
Ranunculus acris 107/15
~ Ranunculus acris ‘ 07/16
~ Ranunculus acris 107/20
Ranunculus acris 107/23
- Ranunculus acris 107/26
Ranunculus acris 107/28
Ranunculus acris 107/31
Ranunculus acris 07/32
Ranunculus acris ‘ 07/33
Ranunculus acris .07/37
Ranunculus acris 07/40
~ Ranunculus acris .07/41
Ranunculus acris ,07/43
Ranunculus acris 107/44
Ranunculus acris 107/48
~ Ranunculus acris 108/2
Ranunculus acris 1 08/6
Ranunculus acris "H/8

- Ranunculus auricomus  07/5
. Ranunculus cassubicus | H/9

Ranunculus repens 105/2
Ranunculus repens -06/9
Ranunculus repens 106/10
Ranunculus repens 107/22
Ranunculus repens 107/24
Ranunculus repens [ 07/25

Ranunculus cf. repens | 07/6
Ranunculus cf. repens | 07/35
~ Ranunculus sp. 108/1
Ranunculus sp. “H/10
Ranunculus sp. ‘H/M1

neurcena a pfifazovana budou az po srovnani jejich DNA s DNA ze spolehlivé ur¢enych telii.

|

Lokalita

- Praha: Botanicka PfF UK
- Stara Boleslav: Houstka
© Berounsko: Vatina

Berounsko: Vatina

Praha zapad: Karlické udoli

Okres BeneSov: Velky Chvojinek
Posazavi: Utéchvosty

Posazavi: Utéchvosty

Ceské stiedohoti: Oparenské udoli
Okres Nachod: Adripach

Ceské stiedohofi: Milesovka
Sumava: Zhii

| Posazavi: Utéchvosty
- Krkono3e: Vitkovice
- Sumava: Zhiiti

Sumava: ZhiFi

" Okres Jindfichav hradec: Albef

|

- Jizni Cechy:

Krkonose: Vitkovice
Krkonose: Vitkovice
Kozi hory
Kozi hory

Slovensko: Bratislava - louka u f. Moravy

Slovensko: Bratislava - louka u f. Moravy

Slovensko: Bratislava - louka u f. Moravy

Praha zapad: Petrov u Davle
Ptibramsko: Tfem$in u P¥ibrami
Dobronice u Bechyng
Ktida

Stadlec

Dobronice u Bechyné
Dobronice u Bechyné
Dobronice u Bechyné

Jizni Cechy:
Jizni Cechy:
Jizni Cechy:
Jizni Cechy:
Jizni Cechy:
Jizni Cechy: K¥ida

Jizni Cechy: K¥ida

Sumava: ZhaFi

Sumava: Zhafi

Krkonose: Dvoratky
Podkrkono3i: Stupna

Ceské stredohoti: Velemin
Stredni Cechy: P¥ibramsko
Posazavi: Utéchvosty
Slovensko: Bud¢a u Zvolena
Berounsko: Vatina
Berounsko: Vatina
Berounsko: Vatina

Udoli Zahotanského potoka
Berounsko: Vatina
Berounsko: Vatina

Posazavi: Utéchvosty

Okres Nachod: Adr3pach

Jizni Morava: CHKO Pavlovské vrchy

Slovensko: Pohansky vrch

' Slovensko: Mala Fatra
TabX{Pouiity material, polozky aecii
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Datum

26.1v.2005
18.1vV.2005
5.vV.2005
8.vV.2006
18.V.2006
V. 2007
30.1v.2007
30.1V.2007
13.1V.2007
4.V.2007
5.v.2008
V1.2005
3.V1.2006
19.V1.2006
30.V.2006
26.V1.2006
7.V1.2006
18.V1.2006
19.V1.2006
3.V1.2006
3.V1.2006
7.V.2007
7.V.2007
7.V.2007
17.V.2007
30.v.2007
4.V1.2007
5.V1.2007
5.V1.2007
7.V1.2007
7.V1.2007
4.V1.2007
5.V1.2007
5.V1.2007
8.V1.2007
8.V1.2007
16.V1.2007
14.V.2008
4.V.2008
28.V.1985
1.V.2007
19.V.1980
12.V1.2005
1.VI1.2006
30.V1.2006
26.V.2007
2.V1.2007

\ Sebral

i Markova
- Rejzlova

i
I
' Kolarik

!
Markova
. Markova

i Vozenilkova
\

. Markova

] VozZenilkova
| VoZenilkova
| Markova

| Markova

| Markova

| Markova
Markova

. VoZenilkova
i VoZenilkova
- Markova

Skalicky

Lep3ova

2.V1.2007

1.V.2007
4.vV.2007
16.V.2008
26.V.1981
30.V.1982

| Markova
| Koukol

| Markova
| Markova

ProtoZze na zakladé¢ morfologie nelze aecia pfifadit k ur€itému druhu, zistavaji zatim



2.2. I1zolace DNA

Kizolaci byl pouzit suchy material. Material pro izolaci byl odebiran pod
stereomikroskopem. Pro izolaci z aecii byly vzdy pomoci jehly vypreparovany spory
z jednoho lozZiska, pfipadné bylo pouzito loZisko vcelku. Pro izolaci z telii a uredii bylo
odebrano vzdy nékolik loZisek, ktera se vyskytovala na jednom listu cca do 0,5 cm od sebe.

DNA byla izolovana alternativné dvém,i’ metodami.

2.2.1. Vlastni metoda izolace
Tato metoda izolace DNA z riznych typi spor rzi byla vytvoiena béhem mé bakalaiské

prace. Zaklad tvofi nékolik metod. Z prace Zambino et Szabo (1993) bylo pievzato sloZeni
extrakéniho pufru; zptisob drceni byl pfevzat z prace Anikster et al. (2004).

Material byl vloZzen do 1,5 ml zkumavek se 100ul extrakéniho pufru (0,089 M Tris,
0,045 M kyselina borita, 0,05 uM EDTA, 1% B-merkaptoetanol). Nasledné bylo pfidano cca
20 sklenénych kulicek 1 mm velkych a mikrozkumavky tiepany na vortexu (Vortex genie 2)
ve vodorovné poloze 10 min. Poté nasledovala inkubace 20 min. pii 90-95°C.

Takto ptipravena DNA byla, bez dal$ich Gprav, pouzita k PCR amplifikaci.

2.2.2. I1zolace DNA komeréni sadou na izolaci
Druhym zptisobem byla izolace komer¢ni sadou UltraClean™ Microbial DNA Isolation

Kit (MoBio, USA). Izolace pfesné podle protokolu ptiloZzeného k izolaéni soupravé nebyla
uspés$na, bylo nutné zvolit odlisny zplisob drceni materialu. Material byl drcen tfepanim na
vortexu v pufru Bead Solution od kitu spolu s nékolika 1 mm velkymi sklenénymi kulickami
po dobu 10 min. Teplota nasledné inkubace byla oproti protokolu zvysena na 95°C. Dale bylo

postupovano podle navodu piiloZeného k soupravé.

2.2.3. Méreni koncentrace ziskané DNA
U vybranych vzorki byla zmétena koncentrace ziskané DNA pomoci spektrofotometru

Nanodrop ND1000 (NanoDrop Technologies). Hodnoty poslouzily jako orienta¢ni pro dalsi

préaci.
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2.3. Gelova elektroforéza
Agarozovy gel byl pfipraven rozvaienim agarézy (Invitrogen, Live Technologies)

v roztoku v 1x TBE (Tris-borate-EDTA, v 1 L: 10,8 g Tris base, 5,5 g Boric acid, 0,93 g
EDTA) pufru, poté byl pfidan etidium bromid (150 ng/ml). U jednotlivych metod byla pouzita
rizna koncentrace gelu (1%-1,5%). Nejcastéji byly pouzZivany gely o velikosti 10x11 cm
o objemu 70 ml a 11 studnickami na §ifi gelu. Po ztuhnuti gelu nasledovalo naneseni vzorka
spolu s kapkou nanaseciho roztoku (0.25% bromfenolova modi, 30% glycerol). MnoZstvi
nanasené¢ho PCR produktu je uvedeno u jednotlivych metod. Jako standard byl nanesen A Bgl
L.

Elektroforéza probihala pfi napéti 100-130 V po dobu cca 30 min az 3 hod, podle potfeby
pro rozdéleni ziskanych fragment. Tyto parametry jsou blize specifikovany u jednotlivych

metod.

Vysledky elektroforézy byly zviditelnény transluminatorem a zaznamendny pomoci
CHEMI GENIUS? BIO IMAGING SYSTEM (Syngene, Cambridge, UK) a programu
GeneSnap verze 6.08 (Syngene, Cambridge, UK).

2.4. PCR amplifikace
Vsechny PCR reakce (amplifikace rDNA, RAPD, rep-PCR i ISSR) byly provadény

v 0,2 ml plastovych mikrozkumavkach. Reak¢éni smés byla vzdy ptipravovana jako premix
pro vSechny vzorky najednou a az nasledné rozpipetovana. Z diivodu ztrét pfi pipetovani bylo
premixu pfipravovano vZdy o cca 10% vic, nez bylo pro vzorky potfeba. Pfiprava vzorki pro
amplifikaci probihala v laminarnim boxu pro omezeni mozZnosti kontaminace. Zasobni
roztoky chemikalii byly uchovavany pfi -15°C.

Pied vlozenim vzorki do termocykleru byla smés promichana a kratce
zcentrifugovana aby se odstranily pifipadné bubliny. VSechny PCR reakce byly provedeny
v termocykleru Mastercycler Gradient (Eppendorf AG, Cologne Hamburg, Germany).

2.4.1. Amplifikace rDNA oblasti a zpracovani sekvenci
Pro PCR amplifikaci ITS oblasti byly pouzity kombinace primerd ITS4 + ITSS,

ptipadné ITS 4 + ITS 1-F. Pro amplifikaci LSU kombinace primeri NL1 + NL4. Dale také
kombinace Rust 3 + NL4, ktera amplifikuje oblast ITS2 a souc¢asné LSU.
Obvykle pouzivané mnozstvi smési bylo 25-30 pl, ke kterému bylo ptidano 2,5-3,5 pl
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DNA.
Pro srovnani byla pfipravovana pozitivni kontrola s DNA riznych vlaknitych hub

a negativni kontrola bez DNA.

SloZeni reak¢ni smési, celkovy objem 25 ul:

DynaZyme pufr 10x (Finnzymes Oy).........2,5 ul
2mMANTP’s ..o 2,5l
Primery (10 pM/pl)....onieiiiiiieeeeee 2 ul (kazdy)
DynaZyme polymeraza (Finnzymes Oy).....0,5 pl
Sterilni HyO....ooviviiiiiieeeeeenn 15l

Teplotni cyklus byl obvykle pouzivan nasledujici:

Ix 95°C2min30s 55°C30s 72°C 1 min
30x 95°C30s 55°C30s 72°C 1 min
Ix 95°C30s 55°C30s 72°C 10 min

V nékolika piipadech byl pouzit modifikovany cyklus s prodlouZzenim doby

denaturace a annealingu na 1 min (Edwards et al. (1999).

U vzorkt s opakované velmi slabym vysledkem PCR byla provedena reamplifikace.
Namichana byla reakéni smés, ve které byl pouzit jako templat produkt ptedchozi PCR. Byla
pouzita smés o objemu 25 pul + 1 ul PCR produktu.

U nékterych vzorku, které produkovaly na elektroforéze dvojité prouzky, byla provedena
reamplifikace z gelu. Byla pouzita smés o objemu 25 pl + DNA v mnozstvi, které ulpélo po
zanoteni Spicky pipety do gelu v misté prouzku. Pro reamplifikaci byly pouzity primery stejné
jako v ptedchazejici PCR, nebo primery vnitini.

PCR obvykle byva potieba optimalizovat zvlast pro kazdou skupinu organismi. Bylo
nutné zjistit nejvhodnéjsi koncentraci vstupni DNA, vybrat vhodné primery, poptipad¢ zjistit
optimalni teplotu jejich nasedani. VyzkouSeny byly i rizné teplotni cykly. Viz. vysledky;
kapitola optimalizace PCR.

Ziskané PCR produkty byly elektroforeticky zviditelnény na 1% agar6zovém gelu.
Nanaseno bylo 3-7 pl PCR produktu. Elektroforéza probihala 30 - 60 min pfi 130 V.

Amplifikovany fragment ITS a LSU oblasti byl pfe¢istén pomoci soupravy Wizard ™

DNA Clean Up, dle navodu piiloZeného k soupravé. DNA byla servisné osekvenovana firmou

Macrogen Inc. (Soul, Jizni Korea). Pfipadné bylo i precisténi PCR produkti provedeno
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firmou Macrogen.

K sekvenovani ITS oblasti bylo nezbytné pouzit oba primery a sekvenovat tedy oba
komplementarni fetézce. Diivodem jsou motivy v ITS oblastech slozené z tiseku cca deseti
cytosind a deseti thymind v ITS1 a dsek v ITS2 oblasti bohaty na adenin a thymin. Tyto
oblasti patrné tvofi smy¢ku a vysledky sekvena¢ni reakce se dale stavaji nekvalitnimi.

Ziskané sekvence byly ¢teny a zpracovany v programu BioEdit verze 7.0.9.0 (Hall 1999),
jednalo se zejména o vytvofeni konsensudlnich sekvenci z obou komplementarnich fetézci.
Alignment, coz je pfifazovani homolognich pozic jednotlivych sekvenci, byl proveden
v programu ClustalX (Thompson et al. 1997), ptipadné ru¢né upraven v BioEdit.

Vypocet genetickych vzdalenosti a tvorba fylogenetickych stromt probéhla v programu
Mega 4 (Tamura et al. 2007).

Pro odhad genetickych vzdalenosti byl pouzit koeficient LogDet (Tamura et Kumar
2002). Pro tvorbu fylogenetickych stromi byly vyuZity metody neighbor-joining a maximum-
parsimony s pfednastavenymi promnénnymi vypoctu. .

Nejprve byly vytvofeny stromy pouze s pouzitim sekvenci vlastnich. Do dalSich analyz
byly zaClenény i vybrané publikované sekvence a to takové, které byly nejblize podobné
ziskanym sekvencim. Z vlastnich sekvenci byly dale pouzity jenom ty, které se od ostatnich

lisily alespon v jediné bazi.

2.4.2. RAPD metoda
Pro RAPD reakci byly na zdkladé zkuSenosti v laboratofi vybrany primery OPA 02 (5'-

TGCCGAGCTG-3"), OPA 20 (5'-GTTGCGATCC-3"), 10R (5'-GGCCAGTGTGAATATGC-
3") a 8F (§'-GCTCTGAGATTGTTCCGGCT-3") a OPA 09 (5'-GGGTAACGCC-3").
K reakci byla pouzita DNA nefedéna, pfipadné 50x fedéna.

PCR smés o objemu 18 pl: sterilni HyO.............ooooiiiiiiiiii, 10 pl
DynaZyme pufr 10x (Finnzymes Oy) .............2 ul
MgCLQ25mM)....oieiiiiiiiii e, 1l
ANTP 2mM)..ooiiiii 2l
primer (10 pM).......oooiiiiiiiiie e 2ul
DynaZyme polymeraza (Finnzymes Oy) ......... 0,5 ul

+ DNA (riznda koncentrace)....................... 4 ul
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Teplotni cyklus:

1x 94°C 3 min 38°C 1 min 72°C 20 s
33x  93°C20s 38°C 1 min 72°C 20 s
1x 93°C 20 s 38°C 1 min 72°C 6 min

Ziskané produkty RAPD reakce byly naneseny na 1-1,2% agarozovy gel. Produktu bylo

nanaSeno 8-10 pl. Elektroforéza probihala cca 45 min pii 130V.

2.4.3. PCR s primery ERIC a M13 core
Byly pouzity nasledujici primery: ERIC II (5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC-3",

ERIC IR (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA-3') a M13 core (5-GAGGGTGGCGGTTCT-
3.

Reakéni smés o objemu 16,5 pl:

DynaZyme pufr 10x (Finnzymes Oy) .............. 2 pl
2mMMANTP’S. ..o, 2l
primer (10 pM/pl)....co.vniiiiiiieieeeeeeeeee 2ul
DynaZyme polymeraty (Finnzymes Oy) ...........0,5 pl
sterilni HyO.....ooooiiiinieeeeeeeenn 10 pl
FDNA. 4 pul
Teplotni cyklus:
Ix 94°C2min30s 52°C 1 min 30 s 68°C 3 min
33x  94°C30s 52°C 1 min 30 s 68°C 3 min
Ix 94°C30s 52°C 1 min 30 s 68°C 8 min

Vysledek byl zviditelnén na gelové elektroforéze na 1,3% agar6zovém gelu.

Naneseno bylo 8 ul produktu reakce. Elektroforéza probihala pfi 130 V cca 1,5 hod.
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244 ISSR
Pouzity byly primery 834t (5'-(AG)s CG-3"), 834c (5'-(AG)s TG-3') a jejich kombinace.

Reakéni smés o celkovém objemu 15 pl:

DynaZyme pufr 10x (Finnzymes Oy) ............... 2 ul
MEC gttt 2l
Betain (1,5 M, Sigma)......cccccceevveveeevieniecreenen, 2ul
BSA (20 mg/ml, MBI Fermentas)........................ 0,5 ul
2mMMANTPs...oiiii e 3l
primer (10 pM/pl)....oooiiiieeeeee, 0,5 ul (kazdy)
DynaZyme polymeraza (Finnzymes Oy) ............0,5 ul
sterilni HyO...ooooee o5l
+ DNA. 5ul

Teplotni cyklus reakce:

Ix  96°C 2 min 44°C 45 s 72°C 90 s
38x  96°C30s 44°C45 s 72°C 90 s
Ix  96°C30s 44°C45 s 72°C 10 min

Vysledek byl zviditelnén na gelové elektroforéze na 1,3-1,5% agar6zovém gelu.
Naneseno bylo 8 ul produktu reakce. Elektroforéza probihala pti 100-130V po dobu 1,5-3
hod.

2.5. PCR - RFLP
Pfed samotnou restrikci byly sekvence ITS i LSU jednotlivych druhi nejprve

analyzovany v programu pDRAW32 (www.acaclone.com). Tento program vygeneruje
k jednotlivym sekvencim mapu restrikénich mist a seznam ptislusnych enzymu. Porovnanim
restrikénich map jednotlivych druhii byla vytipovana druhové specificka restrikéni mista.
Bylo ale nutné brat v uvahu délky fragmenti, které po restrikci vzniknou. Fragmenty
s podobnou délkou by se na elektroforéze nemusely odlisit.

Metoda byla vyzkouSena s pouzZitim primeri Hpa I (MBI, Fermentas) a Dde 1 (New
England BioLabs). Stépeny byly LSU oblasti celkem 8 vzorkii, vzdy 2 vzorki od kazdého

druhu. Fragment byl nejprve namnozen PCR s kombinaci primeri NL 1+4 ve smési
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o celkovém objemu 50 pl. SloZeni smési je uvedeno v kapitole 4.1.
Vysledek amplifikace byl ovéfen na elektroforéze. Byl pouzit 1% agar6zovy gel,
naneseny byly 4 ul PCR produktu.

Poté nasledovala restrikce s nasledujici reakéni smési o celkovém objemu 20pul.

SloZeni reak¢éni smési : PCR produkt...........ccccovieeienienncnn, 15 pl,
restrikéni enzym........ccccecveevennennenne. 0,5 pl
prislusny puft........cccoevinincncnene. 2ul
HoO.oiiiiiiececee 2,5l

Vzorky byly inkubovany pies noc pti 37°C v thermocykleru Mastercycler Gradient
(Eppendorf AG, Cologne Hamburg, Germany).
Fragmenty ziskané restrikci byly zviditelnény na elektroforéze na 1,3% agar6zovém gelu,

naneseno bylo 10 pl produktu restrikce. Elektroforéza probihala cca 1,5 hodiny pii 130V.

2.6. Studium morfologie aeciospor

Potél co byla jednotlivd aecia na zakladé sekvenci identifikovana, byly hledany; ;
morfologické diferenciacni znaky, s pomoci kterych by bylo mozZné aecia jednotlivych druhi
rozliSovat. Takovymi znaky by mohly byt rozméry aeciospor, pfipadné ornamentika jejich

povrchu (Sato et Sato 1982).

2.6.1. Studium ornamentiky
Ke studiu ornamentiky bunécné stény byl pouzit skenovaci elektronovy mikroskop

SEM JEOL 6380 LV v laboratoii elektronové mikroskopie PiF UK. Pozorovan byl suchy
material (Lee et Kakishima 1999, Edwards et al. 1999, Chung et al. 2004), ktery byl nanesen
na oboustrannou lepenku a pokoveny vrstvickou zlata. Byly hledany mezidruhové
diferencia¢ni znaky ornamentiky, které byly vytipovany na zakladé¢ udaji z literatury.
OdliSovacimi znaky by mohly byt naptiklad velikosti bradavek (¢ast spory hrubé a ¢ast jemné
bradavcitd), ptitomnost lysych oblasti ¢i pfitomnost vétich, silné svétlolomnych bradavek

(viz. kapitola literarni ivod, popisy aeciospor jednotlivych druh).
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2.6.2. Méreni délky a sirky spor
U vybranych polozek aecii prob¢hlo méfeni délky a Sitky spor, vZzdy cca 50 spor

od jednoho vzorku. Pro méteni byly vybrany dva vzorky od druhu Uromyces dactylidis a vice
vzorki od ostatnich druhd. Spory byly méfeny s pouzitim svételného mikroskopu JENAVAL
(Zeiss, Jena), zaznamenany fotoaparatem Camedia C-5060 WZ camera (Olympus, Hamburg)
pfi zvétSeni 25x a prométeny v programu QuickPhoto Camera 2.2.

K mikroskopickému zpracovani byly pouzity aeciospory, které byly ze suchého materialu
vypreparovany pomoci jehly. Spory byly pfeneseny do kapky kyseliny mlé¢éné, piipadné
obarvené bavinikovou modifi. Pfed pozorovanim byly spory kratce zahfaty nad plamenem,

aby doslo k vypnuti bunéénych stén a tim nabyti spor do pivodni velikosti.

Obr. 1 Méfeni délky a $itky spor v programu QuickPhoto Camera 2.2.

2.6.3. Zpracovani nameérenych hodnot
Ziskana data byla zaznamenana do tabulky v programu MS Excel (Microsoft Corp.,

USA). Pro statistické zpracovani byl vyuzit program PAST (Hammer et al. 2001).

Techniky popisné statistiky mi umoznili popsat zakladni strukturu dat. Jednotlivé pro
délku a Sitku bylo testovano, zda jsou hodnoty naméfené u jednotlivych druht statisticky
odlisné. K testovani normality byl pouZzit Shapiro-Wilkiv test. ProtoZe nebyla u vsech
souborti dat splnéna podminka normalniho rozdéleni, pouzila jsem k porovnani hodnot délky

v

a Sifky jednotlivych druht Kruskal-Wallistiv test (naparametrické analyza variance).
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3. VYSLEDKY

3.1. 1zolace DNA

Bé&hem bakalaiské prace (Hejna 2006) byla vytvofena metoda vhodna k izolaci DNA
z aecii, uredii i telii. Pokus k ovéfeni kvality uchovavané DNA (zamrazené pfi -20°C) ale
ukazal, Ze takto pfipravena DNA pomémné rychle ztraci svou kvalitu. V pokusu byly
porovnavany amplifikované ITS fragmenty osmi vzorki. Sest vzorki &erstvé ptipravené DNA
se dvéma vzorky starymi dva a pil mésice. Ve vSech pfipadech se jedna o DNA ziskanou
vlastni metodou izolace (viz. kapitola 2.2.). Bylo zjisténo, Ze PCR s déle uchovavanou DNA
ma mnohem nizZsi vytézky nez reakce s Cerstvou DNA (vyjimkou byl pouze prvni vzorek
cerstvé DNA). Viz. obrazek €. 2. Z tohoto diivodu bylo v pribéhu diplomové prace testovano

pouziti izola¢niho kitu MoBio.

Obr. 2: Vysledek PCR. Zleva Sest vzorki €erstvych, dva star$i a na konci kontrolni DNA.

V piipad¢ izolace komerénim kitem bylo nutné pozménit protokol izolace (viz kapitola
2.2.). lzolace piesné podle protokolu nebyla uspé$na a dobré vysledky davala az po
pozménéni metodiky rozbijeni bunék. Na obrazku ¢. 3 je znazornén vysledek amplifikace ITS
oblasti s DNA (primery ITS4+5) piipravenou tfemi rtiznymi postupy. K izolaci vSemi
metodami byly pouzity stejné Ctyfi polozky aecii. NevySel Zzadny ze vzorkd izolovanych
pfesné podle protokolu izola¢ni sady a jeden vzorek izolovany vlastni metodou. PCR s DNA
izolovanou komerénim kitem, ale pozménénym protokolem, davala vysi vytéZzky neZ vlastni

postup izolace.

o

Obr. 3: Porovnani metod izolace. Vlastni metoda, izolace kitem a pozmé&nény postup izolace.
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Celkem byla provedena izoloace DNA od 74 vzorku, ktera ale nebyla vzdy tspéS$na.
Zejména z herbafovych poloZek a poloZek uredii a telii byla izolace problematickd. Nejstarsi
material, ze kterého se podafilo izolovat DNA a také ji amplifikovat byly dvé polozky telii
(H-2 a H-3) z roku 1992. Pro PCR byla pouZitelna DNA izolovana z 65 vzorkl. Pti pouziti
DNA z &erstvych aecii se PCR amplifikace zdafila u vSech vzorkd. U osmi polozek uredii,
telii nebo herbafového materialu se PCR nezdatfila a u $esti byl vytézek PCR opakovan¢ velmi
slaby. V péti piipadech byla izolace i PCR amplifikace uspésna, ale osekvenovany fragment
nepatfil rzim, pfipadné patfil hostitelské rostliné. Ziskané sekvence byly zafazeny na zékladé
srovnani s publikovanymi sekvencemi v GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank}

do rodii Eudarluca, Nectria a Cryptoccocus.

Ziskana koncentrace DNA se nej¢astéji pohybovala v rozmezi 2-5 ng/pl.

3.2. PCR amplifikace rDNA

3.2.1. Optimalizace PCR reakce
Optimalizace se tykaly zejména amplifikace ITS oblasti, kde se ¢asto PCR produkt

neamplifikoval, ¢i byly produkty o velmi slabé koncentraci nebo dvojité. Pro ugely
optimalizace byl pouzit jednotny postup PCR amplifikace (sloZeni reakéni smési, teplotni

cyklus). Je uveden v kapitole material a metodika.

Nejprve byly hledany vhodné primery k amplifikaci ITS i LSU oblasti. VZdy na nékolika
vzorcich byly postupné testovany tyto kombinace primeri: ITS1+4, ITS4+5, ITS1+4s,
Rust]1+ITSS, Rust1+Rust3, Rust3+NL4, ITS1-F +ITS4, ITS1-F + Rustl a NL1+4.

Bylo zjist€no, ze pro amplifikaci ITS jsou vhodné zejména kombinace ITS4+5
a ITS4+ITS1-F, pro oblast LSU jsou vhodné primery NL1+4. Tyto kombinace pravidelné
produkovaly fragmenty o koncentraci pouzitelné pro sekvenovani. Pouzitelné jsou dale
kombinace ITS1+4, Rust3+NL4 a Rust1+Rust3, tyto ale mnohdy mély velmi slabé vytézky.
Navic primer Rust3 naseda v oblasti 5,8S a kombinace s timto primerem tedy amplifikuji
zITS pouze oblast ITS2. Kombinace Rustl+ITS5 stabilné produkovala dva fragmenty.

Ostatni kombinace neptinasely dobré vysledky, nebo fragment viibec neamplifikovaly.

41



Dale bylo optimalizovano mnoZstvi templatové DNA. Pro tyto ucely byla vybrana
kombinace primeri ITS4+5. Bylo testovano fedéni 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000,
1:5000 a 1: 10000. K pokusu byla pouzita DNA tfi vzorkt (05/1, 05/3 a 05/4).

Vysledky ukazaly, Ze koncentrace DNA vstupujici do reakce musi byt pomérné velka.
Pfi pouziti 30 pl reak&ni smési a 3 ul DNA (koncentrace 2-5 ng/ul) jsou vhodna fedéni 1:50 az
1:100, nebo DNA nefedéna. Ostatni fedéni nepfinesla zadné vysledky. Vysledky jsou

znazornény na obrazku €. 4.

Obr. 4: Vysledky testovani sedmi riznych fedéni na tfech vzorcich DNA. Zleva postupné
u vSech tii vzorka fedéni 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:5000, 1:10000. Za prvni sérii
je navic nanesena kontrolni DNA.

Protoze PCR reakce produkovala ¢asto kromé prouzku hlavniho jesté¢ prouzky pfidatné,
byla hledana nejvhodnéj$i teplota pro nasedani primeri (annealing) pomoci
naprogramovaného gradientu teplot. Na 12 shodnych vzorcich byla vyzkouSena teplota
nasedani primeri ITS 4+5 v rozmezi 50-65°C (gradient 1,3°C). PCR reakce probéhla
ve vSech vzorcich téméf bez rozdilu. Pouze vzorky s teplotou annealingu vys§i nez 60°C
produkovaly mirn¢ siln€jsi prouzky, ale v¢etné prouzku ptidatnych.

Pro zvySeni vytézku PCR bylo vyzkouseno také ptidani albuminu (BSA) do reakéni
smési. Ke 30 pl smési a 3 pl DNA bylo ptidano 1,5 ul BSA. Byly testovany dvé sady osmi
shodnych vzorkl, jedna s BSA a druhd bez né&j. Amplifikace s primery ITS4+5. BSA
u nékterych vzorkti nemél vliv Zadny, u jinych vytéZzek PCR dokonce snizil.

Testované postupy optimalizace nepfinesly u nekvalitnich vzorki (malo m\e‘teriélu,

stary vzorek) zlepSeni, zatimco kvalitni vzorky §lo amplifikovat i standardnim postupem.
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3.2.2. Analyza sekvenci ITS oblasti
Celkem byly ziskany sekvence ITS rDNA oblasti (ITS1-5,8s-1TS2) od 42 vzorkli v délce

580-620 bp. V piipadé vzorka 06/10, 07/24 a 07/25 byly ziskany pouze sekvence oblasti ITS
2 cca 280 bp dlouhé. Porovnavany byly sekvence 280-610 bp dlouhé. V nukleotidovém
slozeni sekvenci jednotlivych druhi nebyl nalezen zadny rozdil. Sekvence piiblizné
obsahovaly 32% A, 36% T, 16,5% C a 14,5% G. Variabilni pozice byly nalezeny v oblasti
ITS11ITS2, zatimco sekvence oblasti 5,8S byly u v§ech vzorkt shodné.

Dle podobnosti k sekvencim z databaze GenBank se jednalo o zatim nesekvenované
druhy rzi. Druhové uréeni aecii tedy bylo moZzné aZ srovnanim se sekvencemi spolehlivé
ur¢enych teliovych stadii. Porovnanim s uréenym materiadlem se podatil identifikovat aecialni
materidl druhQ Puccinia perplexans, Uromyces poae a Uromyces dactylidis. Protoze
se nepodafilo ziskat ITS sekvenci telidlniho stadia druhu Puccinia magnusiana, byla tato
aecia identifikovana na zakladé LSU. Ostatni aecia, ktera nebyla pfifazena k Zadnému
telidlnimu vzorku, zlstavaji neuréena pod nazvem Aecidium ranunculacearum.

Fylogenetické stromy byly konstruovany metodou neighbor-joining i maximum
parsimony. Porovnavano bylo 607 pozic (v¢etné gapil), z toho bylo 89 pozic variabilnich a 77
parsimoné informativnich. V prvnim kroku byly pomoci fylogenetickych metod porovnany
sekvence ziskané béhem vlastni prace. Topologie a podpora jednotlivych kladd ziskanych
riznymi metodami se vyrazné neodliSovala, proto uvaddim pouze strom zkonstruovany
metodou neighbor-joining (Obr. 5).

Dobte podpofenou skupinu s vnitroskupinouvou variabilitou (1,1 %) pfedstavuje druh P
magnusiana. Od ostatnich druhii vyrazné geneticky odli$na (viz. tab. 4). }

Ostatni vzorky se déle roz¢lenily do dvou vyrazné podéfenych skupin (bootsrap 73,} Y

99). Do prvni skupiny se seskupily vzorky druhu P. perplexans, tvotici tfi podskupiny
(variabilta skupiny 1,2%). Druhou skupinu utvofily vzorky druhd U. dactylidis, U. poae
tvotici dobfe vymezené klady (bootstrap 92, 97) a vzorky aecii, které nebyly pfifazeny
k Zadnému z telidlnich vzorki. Variabilita sekvenci této skupiny ¢inila cca 5%. V ramci druhé
skupiny se vyrazné od¢lenily vzorky druhu U. dactylidis. U druhu U. dactylidis nebyla
zachycena zadna variabilita v ITS oblasti, druh U. poae s celkouvou variabilitou 0,4% tvofi tfi
podskupiny. |

Vsechny vzorky aecii, které byly na zakladé sekvenci pfifazeny k druhu U. poae,
pochézely z Ficaria verna. VSechny vzorky piifazené k druhu P. perplexans pochazely
z Ranunculus acris. Aecia z Ranunculus repens byla ptitazena bud’ k U. poae, P. magnusiana,
nebo zistala nepfifazena. K zadnému z telialnich vzorkt nebyly pfifazeny 3 poloZky aecii

(07-5, 07-6 a 08-1).
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07-44
08-2
06-3
06-12
06-7
07-12
06-16
08-6
711 07-33
07-37
07-26
07-41
H2 P. perplexans
64 11 07-20
06-5
06-6
07-T4 P. perplexans
06-4
07-28
07-16
07-32
06-T5 U. dactylidis
0 07-22
06-T6 U. dactylidis
07-35
H-7 U. dactylidis
“T—o07-5
07-6
08-1
52 05-3
07-36
06-1
H-4 U. poae
7(07-1
05-4
07-7

99

06-10
100|j 07-24 P. magnusiana
75107-25

0.02
Obr. 5: Fylogeneticky strom ITS oblasti 42 vzorki vytvofeny metodou neighbor-joining v
programu Mega 4 na zdkladé¢ LogDet modelu. Zvolenim moznosti pairwaise deletion bylo k

jeho konstrukci vyuzito vSech pozic. Hodnoty bootstrapu vypolitany 1000 replikacemi,
zobrazeny jsou pouze hodnoty vyssi nez 40.
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Déle byla studovana skupina zaClenéna mezi nejblize ptibuzné druhy. Nejblisi

publikované sekvence byly vyhledany pomoci programu BLAST v databazi Genbank. A déle

bylo pouZito i nékolik napublikovanych sekvenci néleZejici ke studovanym druhim, které

poskytl L. J. Szabo (University of Minnesota, USA). Tyto sekvence byly ziskany z materidlu
pochazejiciho z CR (sbéry J. Markové) a jsou oznateny HSZxxxx. Celkem bylo pouzito
55 sekvenci: 18 sekvenci vlastnich (z vlastnich dat byly pouzity pouze unikatni sekvence*),
4 sekvence od Szaba a 33 sekvenci z GenBank. Jako outgroup byla pouzita sekvence druhu
Melampsora laricis-populina (rod Melampsora vybran podle praci Chatasiri et al. (2006)
a Maier et al. (2007). Byly zkonstruovany fylogenetické stromy opét metodami neighbor-
joining (obr. 6) i maximum-parsimony (obr. 7).

Vsechny vzorky druhli P. perplexans, U. poae a U. dactylidis utvofily jednu skupinu

34

s bootstrapovou podporou vyssi neZ 70 (u obou pouzitych metod). Jako nejblizs§i k této
skuping se vy¢€lenila spole¢na skupina druhli P. persistens a P. triticina.

Vzorky druhu P magnusiana se seskupily s druhem P wolgensis a spole¢né utvofily
sesterskou skupinu ke v§em ostatnim vzorkiim zaclenénym do analyzy.

Sekvence, které poskytl Szabo se zaclenily odpovidajicim zpisobem podle druhové
ptislusnosti. Vzorek Aecidium ranunculacearum (HSZ0422) z Ranunculus acris se piifadil

podle o¢ekavani k druhu P. perplexans.

07-32  [1]
07-16  [2] 0.000
07-20 [ 3] 0.000 0.000
06-4aj. [ 4] 0.000 0.000 0.000
07-12aj. [ 5] 0.000 0.000 0.000 0.000
07-41 [ 6] 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
07-26aj. [ 7] 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
07-28 [ 8] 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
07-1aj. [9] 0.0320.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.034
06-8aj. [10] 0.036 0.036 0.036 0.036 0.036 0.036 0.036 0.038 0.004
07-7aj. [11] 0.034 0.034 0.034 0.034 0.034 0.034 0.034 0.036 0.002 0.002
H-7aj. [12] 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.030 0.032 0.018 0.022 0.020
07-5  [13] 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.033 0.015 0.019 0.017 0.017
07-6  [14] 0.0310.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.033 0.015 0.019 0.017 0.017 0.013
08-1  [15] 0.0320.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032 0.034 0.014 0.018 0.016 0.016 0.016 0.017
06-10 [16] 0.2160.216 0.216 0.217 0.217 0.217 0.217 0.217 0.232 0.237 0.232 0.208 0.239 0.217 0.210
07-24 [17] 0.2110.211 0.211 0.212 0.212 0.212 0.212 0.212 0.226 0.231 0.226 0.202 0.234 0.212 0.205 0.004
07-25 [18] 0.2110.211 0.211 0.212 0.212 0.212 0.212 0.212 0.226 0.231 0.226 0.202 0.234 0.212 0.205 0.004 0.000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Tab. 4: Genetické distance ziskanych ITS sekvenci spocitané na zakladé¢ LogDet modelu.

*Zastoupeni shodnych sekvenci: 06-4 aj. (06-4, 06-5, 06-6, 07-T4), 07-12 aj. (07-12, 06-3, 06-7, 06-12, 06-16,
07-33, 07-44, 08-2, 08-6, H-2), 07-26 aj. (07-26, 07-37), 07-1 aj. (07-1, 05-3, 06-1, 07-36, H-4), 06-8aj. (06-8,
07-10), 07-7 aj. (07-7, 07-8, 05-4), H-7 aj. (H-7, 06-T5, 06-T6, 07-22, 07-35).
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07-32 P. perplexans
07-16 P. perplexans
JHSZ0422 Aecidium ranunculacearum
07-28 P. perplexans
07-263j. P. perplexans
07-20 P. perplexans
06-4aj. P. perplexans
HSZ0981 P. perplexans
| 07-12a;j. P. perplexans
07-41 P. perplexans
98, H.7aj. U. dactylidis
HSZ0892 U. dactylidis
r— 07-5 Aecidium ranunculacearum
r 07-6 Aecidium ranunculacearum
08-1 Aecidium ranunculacearum
HSZ0703 U. poae
I—I,O7-1aj. U. poae
06-8aj. U. poae
74 '07-73j. U. poae
65 1AY956552| P. persistens
DQ460722| P. persistens
100 | DQ460724| P. triticina
55 1DQ417414| P. triticina
IAY880845| P. persistens subsp. triticina

_l_ DQ460720| P. cerinthes-agropyrina
r— AY187086| U. hordeinus

| |9 * AF511081| U. aemulus
93 |___1DQ015700| P. myrsiphylli
100 ' DQ821712| P. myrsiphylli
56 iAF511082| P. recondita
DQ417426] P. recondita f.sp. secalis
100 1 Avos6562| P. recondita
99 , DQ512999| P. holcina
_r'AY956554| P. holcina
221183 AY956557| P. taeniatheri
r AF511075| P. allii
96 172 M— Av187090] P. alli
1 AF511085| U. scillarum
[99 L— AF511084] U. reichertii
AY187089| P. hordei
62 82 L pQ460717| P. hordei
r AY956550]| P. bromina
100 L AY956548| P. bromina
r— DQ460725| P. graminis f.sp. tritici
100 ™ AY874149| P. graminis
AY114292| P. striiformis f.sp. tritici
WEAY%GSSQI P. striiformis
— DQ460729| P. striifformis f.sp. hordei
r AY348711| P. boroniae
100 ' AY348716| P. boroniae
AY956566| P. wolgensis .
100 | [ 06-10 P. magnusiana
94 107-24 P. magnusiana
70'07-25 P, magnusiana

EU014067| Melampsora laricis
-populina

100

77

54

99

Bl
0.005

Obr. 6: Fylogeneticky strom ITS oblasti 55 vzorkii vytvofeny metodou neighbor-joining
v programu Mega 4 na zékladé LogDet modelu. Zvolenim moZnosti pairwaise deletion bylo
k jeho konstrukci vyuzito vSech pozic. Hodnoty bootstrapu vypocitany 1000 replikacemi, pro
ptrehlednost jsou zobrazeny pouze hodnoty vyssi nez 50.
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DQ417414| P. triticina

AF511082| P. recondita

DQ417426| P. recondita f.sp. secalis
99 L AY956562| P. recondita

AY956557| P. taeniatheri

DQ512999| P. holcina

.

] 98 99 AY956554| P. holcina
DQ460717| P. hordei
58 78 AY187089| P. hordei
AF511075| P. allii
% 83 AY187090| P. allii
AF511084| U. reichertii
— 99 AF511085| U. scillarum
62 e DQ460720| P. cerinthes-agropyrina
AY187086| U. hordeinus
52 o8 AF511081} U. aemulus
97 DQO15700| P. myrsiphylii
| 99 DQ821712| P. myrsiphylli
— AY956550| P. bromina
99 L— AY956548| P. bromina
] — DQ460725| P. graminis f.sp. tritici

82 g9 L— AY874149| P. graminis

AY114292| P. striiformis f.sp. tritici

AY956559] P. striiformis

— 99 DQ460729| P. striiformis f.sp. hordei

63 AY348711| P. boroniae
_C AY348716| P. boroniae

AY956566| P. wolgensis

07-24 P. magnusiana

06-10 P. magnusiana
99

07-25 P. magnusiana

EU014067| Melampsora laricis-populina

Obr. 7: Consensualni strom vytvofeny metodou maximal-parsimony v programu Mega 4.
kladogram ITS oblasti 55 vzorkd. K jeho konstrukci bylo vyuzito viech pozic. Hodnoty
bootstrapu vypocitany 500 replikacemi, zobrazeny jsou pouze hodnoty vyssi nez 50.
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3.2.3. Analyza sekvenci LSU oblasti
Byly ziskany sekvence D1/D2 podjednotky LSU oblasti od 30 vzorku, dlouhé 550-580

bp. Kromé sekvenci druht, které jsou hlavnim pfedmétem prace, byly ziskany také sekvence
LSU sekvence tfi vzorkti druhu Uromyces ficariae. U. ficariae je mikrocyklicka rez tvofici
telia na Ficaria verna. Do analyz byla za¢lenéna pro ovéfeni teorie tzv. correlated species
(Transelova pravidla) o evoluci druhti (Cummins et Hiratsuka 2003). Cilem bylo zjistit, zda

jsou U. poae a U. ficarie ptibuzné druhy.

Pfi konstrukei fylogenetického stromu bylo porovnavano 557 pozic, 29 variabilnich

a 28 parsimon¢ informativnich.

Podle informaci publikovanych ve studii Maier et al. (2007) nejsou druhy U. ficariae a U.
poae blizce piibuzné, TranSelovo pravidlo zde tedy neplati. Ziskané sekvence druhu U.
ficariae byly porovnany se sekvencemi publikovanymi v uvedené studii, poté byla vétev

druhu U. ficariae pouzita pro zakofenéni ziskaného stromu.

06-16
08-6
07-12
H-3 P. perplexans
07-28
72107-48
06-5
06-12
07-20
08-2
07-32
07-16
06-7

91

07-22
95 |H-7 U. dactylidis
06-34
07-35

08-1
07-5
H-4 U. poae
57107-7
07-10
06-8
06-10
07-T11 P. magnusiana
_I 07-25
73°07-24
08-3 U. ficariae
99| 07-18 U. ficariae
45 07-2 U. ficariae

50

97

0.005

Obr. 8: Fylogeneticky strom LSU oblasti 30 vzorka vytvofeny metodou neighbor-joining v
programu Mega 4 na zdkladé LogDet modelu. Zvolenim mozZnosti pairwaise deletion bylo k
Jeho konstrukci vyuZito vSech pozic. Hodnoty bootstrapu vypoéitany 1000 replikacemi,
zobrazeny jsou pouze hodnoty vyssi nez 40.
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Sekvence LSU poslouzily pro podpofeni rozélenéni druhti na zakladé¢ ITS a pro
identifikaci druhu P. magnusiana. Viechny studované druhy jsou dobfe odlisitelné i za pouziti
/]

/

této konzervativni pojdenotky.

Aecidium ranunculacearum (vzorky 08-1 a 07-5), které mély ITS sekvence stojici

mimo ostatni druhy jsou ve sledovaném useku LSU rDNA identické se sekvencemi U. poae.

3.3. Hledani vhodné metody identifikace aecii

3.3.1. RAPD
Béhem optimalizace metody bylo testovano pouziti péti primerid (OPA 02, OPA 9, OPA

20, 8F, a 10R) a riizna fedéni DNA (nefedéna a fedéna 50x a 100x).

Reakce s primerem OPA 20 vibec neprobéhla, s OPA 02 probéhla jen velmi slabé.
Presto, Ze reakce se zbylymi primery probéhla pomérmné¢ silng, vysledkem bylo jen n€kolik
neztetelnych prouzki.

Jako vhodna se ukézala DNA netfedéna, piipadné 50x fedéna. Reakce se 100x fedénou
DNA neprobéhla. Pivodné bylo pouzito 18 pl PCR smési a 1 pl DNA, toto mnozZstvi bylo
z divodu slabého vysledku postupné navyseno az na 4 pl.

Stale byl ale vysledek reakce dosti nevyrazny, proto bylo testovano rizné mnozstvi
MgCl, vstupujiciho do reakce, ale u Zadné z variant nebylo zaznamenano vyznamné zlepSeni
RAPD fingerprintu.

Pfes veskeré optimalizace vétSinou nebyl vysledek RAPD reakce zietelny. Navic
fingerprinty ziskané od vzorki stejnych druht si nebyly pfili§ podobné (obr. 9). Proto byla

tato metoda opusténa.

£

g
% 5
% W w

o, o
o ]

o

Obr. 9: Jeden ze zfetelng€jSich vysledkii RAPD reakce. S primerem 8F (5 vzorki vlevo) a 10R
(5 vzorkl vpravo). Vzdy 2 vzorky druhu U. poae, 2 vzorky U. dactylidis a jeden P
magnusiana.
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3.3.2. PCR s primery ERIC a M13

Pro testovani pouZitelnosti téchto primerd pro odliseni druhti byly s jednotlivymi
primery amplifikovany vzdy alesponi tii vzorky od kazdého druhu.

PCR s primerem ERIC 1R u vSech vzorkli produkovala pattern s jednim velmi
vyraznym fragmentem shodné, nebo velmi podobné délky a s nékolika prouzky nevyraznymi.

Vysledkem PCR s primerem ERIC 2 byly u né€kterych vzorku jednotlivych druhti (napf.
07-7 a 07-8 druhu U. poae) shodné fingerprinty, ale u dal$iho vzorku (07-10) té¢hoZz druhu byl
ziskany fingerprint odliny. U vzorkd druhu P. magnusiana byly fingerprinty vSech vzorka
velmi odlisné.

Fingerprinty ziskané PCR s primerem MI13 core vykazovaly v ramci jednotlivych
druhli riznou miru variability. Viz obr. 10. Druhové specifické fragmenty spole¢né pro

vSechny testované vzorky pfisluiného druhu se podafilo ziskat pouze u U. poae a P.

perplexans.
i e - L
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Obr. 10: Vysledek rep-PCR s primerem M13 core
Zleva: tf1 vzorky P. magnusiana, tfi vzorky U. dactylidis, vzorek 07-5, tii vzorky U. poae a 5
vzorki P. perplexans.

3.3.3.ISSR
Touto metodou bylo zpracovano celkem 23 vzorkd. Vzdy 4 vzorky od kazdého druhu, a

nékolik vzorki neuréenych.

Byly vyzkouSeny primery 834c, 834t a jejich kombinace. Ve vSech ptipadech byly
nalezeny druhové specifické prouzky, ale fingerprinty ziskané s pouzitim primeru 834c byly
nejvyraznéjsi.

Pokus byl nékolikrat zopakovan. I pfi zopakovani pokusu byly fingerprinty jednotlivych
druhti velmi podobné.

Na obrazku ¢. 11 jsou naneseny produkty ziskané pfi dvou ISSR reakcich, které byly
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uskute¢nény s ¢asovym odstupem 14 dnti. Z prvni reakce pochazeji vzorky oznacené tucné,

ostatni jsou z reakce druhé. U vsech studovanych druhid byly nalezeny druhové specifické

fragmenty, jejich porovnanim bylo mozné jednotlivé druhy rozlisit.

" 07-7, 07-10, 07-36, 07-7, 07-8, H-7. 06-34, 07-22, 07-35, 07-12, 07-44, 07-20, 07-28, 07-25, 07-T11, 06-10, 07-24, 07-25

Obr. 11: Vysledek ISSR s primerem 834c Zleva 5 vzorki U. poae, 5 vzorka U. dactylidis, 4
vzorky P. perplexans a 5 vzorka P. magnusiana.

3.3.4. PCR-RFLP

Nejprve byly zkonstruovany restrikéni mapy ITS i LSU oblasti jednotlivych druht, ty
byly nasledné porovnany. V kaZdé z oblasti byly vytipovany enzymy, které rozlisi jednotlivé
druhy. A dale enzymy pro vSechny druhy shodné, které poslouzi pro ovéfeni, Ze

amplifikovany fragment byl skute¢n¢ od rzi.

Pro restrikci LSU byly vytipovany takové 3 enzymy, aby bylo mozné identifikovat
jednotlivé druhy.

Pro oblasti ITS byl nejprve vytipovan enzym pro odliSeni druhu P magnusiana.
Divodem bylo, Ze od tohoto druhu byla ziskana pouze sekvence ITS2 oblasti. Poté byly
porovnavany restrikéni mapy ITS oblasti zbylych 3 druhti a k jejich restrikci vytipovany opét
3 enzymy.

V tabulce €. 5 jsou shrnuty informace o poctu a mistech $tépeni ITS 1 LSU oblasti
jednotlivych druh@ rzi pfi pouziti vytipovanych enzymi. Tyto informace byly ziskany na
zaklad€ porovnani restrikénich map jednotlivych druhti. Pro ucely mapovani nebyly pouzity
okrajové necitelné cCasti sekvenci, proto informace o misté¢ §tépeni a délky prvniho

a posledniho fragmentu jsou pouze relativni, vztaZzené k délce porovnavanych useku.
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Predpokladané

| ;
! | Pocet §tépenia | velikosti fragmentu
~ Oblast | Enzym | Druh ; misto ' (bp)
LSuU 'Hpa | - V&echny 4 druhy | 1(320) 320, 230 i
Dde | 1 P. magnusiana 2 (190, 240) 1 190, 50, 300 J
U. poae a P. perplexans 3 (190, 240, 490) | 190, 50, 240, 60 !
‘ . U. dactylidis 4 (190, 240, 390, 490)| 190, 50, 150, 100, 60!
{EcoN | U. poae a U. dactylidis 1(390) 390, 160 :
P. perplexans a P. magnusiana 0
ITS ‘Bl | | P. magnusiana 1 (v ITS2 oblasti)
| P. perplexans, U. dactylidis, U. poae | 0
!Cla | P. perplexans, U. dactylidis, U. poae | 1 (240) 240, 350
‘Mbo ll U. poae 2 (260, 380) 260, 120, 230
| U. dactylidis, P. perplexans | 1(260) 260, 340
iMni | P. perplexans, U. poae | 2 (390, 590) 390, 200, 20
| i U. dactylidis ;3 (160, 390, 590) | 160, 230, 200, 20

Tab. 5: Piehled ‘vytipovan}"ch enzymi

Pouzitelnost metody PCR-RFLP byla ovéfena na oblasti LSU. Byla vyzkouSena restrikce
enzymy Hpa I a Dde 1.
Amplifikované oblasti LSU a vysledky restrikce jsou na obrazcich ¢ 12-14. Restrikce
prob¢hla uspésné obéma restrikénimi enzymy u v8ech vzorkl. Ziskané fragmenty svou délkou
odpovidaly fragmentim oc¢ekdvanym. Fragmenty o délce mensi nez 100 bp byly velmi

nezietelné.

Obr. 12: Amplifikované fragmenty LSU.

Obr. 13: Fragmenty ziskané Hpal. Obr. 14: Fragmenty ziskané Ddel.
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3.4. Studium morfologie aeciospor

3.4.1. Méreni délky a Sirky aeciospor
Celkem byly proméfeny aeciospory 18 vzorki. Od kazdého vzorku bylo méteno 45-59

spor z jednoho loZiska.
Délka pramér Sifka pramér
Potet | Délka + smérodatna | Sifka + smérodatné
Druh Vzorek | méfeni| min-max odchylka min-max odchylka
U. dactylidis 07_35 56 17,7 - 25,0 20,76 £ 1,51 16,0-215 18,04 + 1,26
U. dactylidis 07_22 59 172-25.3 20,12+ 1,68 14,0-19,2 16,83 £ 1,20
U. poae 06_1 54 16,1 -23,2 19,08 £ 1,65 13,0-204 16,46 £ 1,65
\U. poae 07_ 7 56 14,3 - 21,1 17,74 £ 1,40 11,8-17,1 14,79+ 1,17
U. poae 07_1 50 14,9-25,0 19,52 + 1,97 13,2-20,5 16,79+ 1,48
U. poae 07_10 56 14,4 - 20,6 17,21 £1,39 12,6 - 18,1 15,08 £ 1,14
U. poae 06_8 53 14,8 - 20,5 17,53 £ 1,30 13,8 -18,8 16,04 £ 1,23
P. perplexans 07_20 55 16,8 - 23,9 19,72 + 1,38 14,3-22,0 16,82 £ 1,60
P. perplexans 07_12 55 18,4 - 23,9 21,42+ 1,38 16,6 - 22,5 19,16 £ 1,33
P. perplexans 06_3 54 17,0-25,8 21,31+1,80 14,0 - 20,3 16,70 £ 1,53
P. perplexans 06_7 56 16,7 - 23,2 19,31+ 145 15,2 - 20,2 17,11 £ 0,95
P. perplexans 06_16 45 18,1 — 23,8 20,47 £1,27 155-204 17,83+ 1,04
P. perplexans 07_16 51 16,7 -22.8 20,09+ 1,33 13,8 -22.0 17,93+ 143
P. perplexans 07_32 50 18,0-24,7 20,24 £ 1,26 14,6 - 19,6 17,66 £ 1,23
P. magnusiana | 06_10 54 17,2-22,1 19,00 £ 0,89 159-19.3 17,31+ 0,81
P. magnusiana | 07_25 55 16,5-23,5 18,99 £ 1,50 14,6 - 19,3 17,14 £ 0,97
P. magnusiana | 07_24 52 17,56 -22,6 20,14 + 1,31 14,1-21.2 18,28 + 1,78
08 _1 48 17,9-234 20,39+1,23 15,5-20,3 17,99+ 1,11
U. dactylidis vée 115 | 17,2-253 20,36 £ 1,62 14,0-215 17,42 £ 1,37
U. poae vée 269 | 14,3-25,0 18,19+ 1,79 11,8 -20,5 15,80 £ 1,55
P. perplexans vée 366 16,7 - 25,8 20,36 £ 1,60 13,8-225 17,59+ 1,54
P. magnusiana | v$e 161 16,5-235 19,37 £ 1,36 141-212 17,57 £ 1,34
Tab. 6: Tabulka ziskanych hodnot [um]
prumérné hodnoty
20.00 & 06_1 U. poae
W 07_7 U. poae
o A 07_1 U. poae
19.00 1 @ 07_10 U. poae
A A 06_8 U. poae
18.00 A o %l ® 07_20 P. perplexans
£ - 0 07_12 P. perplexans
2 17.00 { B 7S A 06_3 P. perplexans
£ ' A® A A # 06_7 P. perplexans
- © 06_16 P. perplexans
16.00 - A 0 07_16 P. perplexans
8 07_32 P. perplexans
15.00 - o 0 06_10 P. magnusiana
. 0 07_25 P. magnusiana
A 07_24 P. magnusiana
14.00 ' ' ‘ ' ‘ ' m 07_35 U. dactylidis
16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00

délka (um)

A 07_22 U. dactylidis
® 08_1 Aecidium sp.

Obr. 15: Graf znazoriujici priméry naméfenych hodnot.
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Statistickym vyhodnocenim délky a $ifky spor jednotlivych druhti (vSech proméfenych
vzorkii dohromady) byl odhalen rozdil v Sifce spor druhu U. poae od S$itky spor vSech
ostatnich druhd, které se od sebe statisticky neliSily. V délce se odliSovaly navzjem vSechny

druhy, kromé dvojice U. dactylidis a P. perplexans.

3.4.2. Studium ornamentiky aeciospor
Pomoci SEM byly pozorovany vzdy dvé polozky od kazdého druhu 07-22 a 07-35 (U.

dacwylidis), 06-1 a 07-7 (U. poae), 06-10 a 07-24 (P. magnusiana), 07-28 a 07-12 (P
perplexans).

V prvni fazi byla snaha postihnout celkovou ornamentiku ve vztahu k orientaci spory,
zejména z divodu ovéteni informaci o0 mozné odlisné velikosti bradavek na rtiznych mistech
spory. Pro tyto ucely bylo nutné zaznamenat spory, které byly dosud spojené v fetizcich.

Bylo zjist€éno, Ze na bunétné sténé aeciospor vSech studovanych druhil jsou pfitomny
z6ny pokryté hrub§imi bradavkami a zony s jemnéjSimi bradavkami. Proto bylo prohlédnuto
od kazdého vzorku vice spor se zamérem zjistit, zda je zptisob zonace druhové specificky.

Byly nalezeny rtzné zpusoby zonace (obr. 16). Nejcastéjsi byly tyto dva zptisoby:
Polovina spory jemné a polovina hrubé bradav¢ita, s riznou orientaci téchto zon vzhledem ke
spote. Casto byly zaznamenany jemng bradav¢ité spory s pasem hrubych bradavek uprostied,

probihajicim pravdépodobné okolo celé spory.

Bradavky spor byly velmi variabilni ve velikosti i tvaru (obr. 17). Velmi variabilni byly
také odstupy bradavek. Tyto znaky byly odlisné i v ramci jedné spory. Nepodatilo se najit
zadné specifické mezidruhové odlisnosti. Pouze u druhu P. magnusiana se zdaly byt bradavky
drobngj$i a s vét§imi odstupy. Byly zaznamenany riizné tvary bradavek, které ale nebyly u

vSech spor daného vzorku shodné.
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06-1 U. poae

07-7 U. poae 07-7 U. poae

06-10 P. magnusiana 07-28 P. perplexans

Obr. 16: Retizky aeciospor, rizné zpisoby zonace.
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3.4.3. Morfologicka odlisnost aecii vzorku 08-1

Aecia vzorku 08-1 se vyrazné odliSuji od vSech ostatnich aecii. Jsou spiSe tvaru
lahvicovitého, s okraji roztfepenymi, ale neohrnutymi (obr. 18 a 19).
Typickd aecia studovanych druhd jsou vyobrazena na obrazcich 20 a 21. Jsou

poharkovitého tvaru s ohrnutymi, roztfepenymi okraji peridie.

Ob 19: Aecia, vzorek 08-1

Obr. 20: Aecia na Ranunculus repens Obr. 21: Aecia na Ficaria verna
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4. DISKUSE

4.1. Metodika

Izolace

Piesto Ze vlastni metoda izolace byla v porovnéni s jinymi metodami izolace uvadéné
urzi (viz. kapitola 1.2.) jedna z jednodussich, s vynechanim ¢isténi DNA, podatilo se takto
izolovanou DNA uspésné amplifikovat i ziskat jeji sekvence. Z diivodu omezené doby jeji
pouzitelnosti a z diivodu predpokladaného negativniho vlivu necistot pii metodach PCR
fingerprintingu nebyla tato metoda dale pouzivana. Pro metody PCR fingerprintingu byla
proto pouzivana pouze DNA ziskana komer¢ni izolaéni sadou.

U rzi se k izolaci DNA pouziva vétSinou Cerstvy material, pfipadn€ material stary cca 2-5
let (Weber et al. 2003). Nam se podafilo uspé$né izolovat DNA ze dvou polozek
pochazejicich z roku 1992. Usp&snou izolaci z materialu herbafového, starého az 15 let, uvadi

ve své praci také Abassi et al. (2005).

PCR amplifikace rDNA a sekvenovani

Ziskavani sekvenci LSU oblasti vétSsinou nebylo problematické, pokud byly ziskany
nekvalitni sekvence, byla divodem pravdépodobné kontaminace jinou DNA. Pti zopakovani
PCR, ptipadné s nové izolovanou DNA byla jiz sekvenace Uspésna.

PCR amplifikace a sekvenovani ITS oblasti bylo ve srovnani s LSU problematické.
Divodem jsou pravdépodobné motivy v ITS oblastech slozené z iseku cca deseti cytosinti
a deseti thymint v ITS1 a sek v ITS2 oblasti bohaty na adenin a thymin. Tyto oblasti patrné
tvofi smycku a vysledky sekvenaéni reakce se dale stavaji nekvalitnimi. Jedna se o velmi
variabilni oblasti. U nékterych vzorki byla sekvenace bez problémi. U jinych byl, i pfes
opakované pokusy, chromatogram od zacatku této oblasti necitelny. Ani sekvenovani obou
komplementarnich fetézct nebylo v téchto pfipadech uspésné.

Problematické ziskavani ITS sekvenci z divodu pfitomnosti oblasti bohaté na cytosin
uvadéji i Littlefield et al. (2005) u druhu P. lagenophorae.

Pfi praci s pfirodnimi sbéry byva vzdy i vysoké riziko kontaminace, napfiklad houbami
zijicimi v loZiscich rzi, pfipadné dal§imi parazity na tomtéZ hostiteli, nebo i DNA hostitelské
rostliny.

Z vySe uvedenych divodu bylo az 35% ziskanych ITS sekvenci necitelnych ¢i napatfilo

rzim.
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Posouzeni pouzitelnosti studovanych oblasti rDNA.

ITS a LSU oblasti byly vybrany na zakladé ptedchozich studii na rzich, ve kterych se tyto
geny pouzivaji mnohem ¢astéji, nez jakékoli jiné. Vyhodou byl proto i dostatek dostupnych
publikovanych sekvenci od mnoha druh rzi.

ITS oblasti byly studovany u vSech vyznamnych rodi rzi, naptiklad u rodd Uromyces
(Pfunder et al. 2001, Chung et al. 2004)), Melampsora (Nakamura et al. 1998, Smith et al.
2004),Phragmidium a nespocet studii u rodu Puccinia (Anikster et al. 2004, Abbasi et al.
2005, Szabo 2006).

V piipadé LSU oblasti velké mnoZstvi sekvenci napti¢ fddem Uredinales pochazi ze

studii Aime et al. (2006) a Maier et al. (2007).

LSU

Velka podjednotka rDNA je pomérné konzervativni usek, ktery se Casto vyuZiva pfi
studiich na vy$8i taxonomické trovni. Nicméné i v této podjednotce, konkrétné¢ v D1/D2
doméné, se nachazi velmi variabilni useky, ve kterych 1ze najit odliSnosti mezi jednotlivymi
velmi pfibuznymi druhy (Maier et al. 2003).

Béhem mé prace byla nalezena, v sekvencich LSU oblasti studované skupiny rzi, velmi
malé mezidruhova variabilita (10 variabilnich pozic). Vnitrodruhova variabilita byla odhalena
pouze u druhu U. ficariae.

Pivodn¢ bylo v planu vyuzit LSU sekvenci k =zafazeni studovanych druht
do fylogenetické souvislosti s dal$imi druhy. Ale po srovnani sekvenci s publikovanymi
sekvencemi blizce pfibuznych druhid byla nalezena jen velmi mala variabilita.

Pro orientaci byl zkonstruovan fylogeneticky strom, ktery neni v praci publikovan. LSU
se ukazala byt pro zafazeni druhii mezi nejblize studované druhy nevhodna. Klady
jednotlivych druhii mély sice bootstrapovou podporu relativné vysokou, kdezto vyssi skupiny
nikoliv.

Na omezenou pouZitelnost LSU, na urovni druhu a niz$i ve studované skupiné rzi,
ukazuje zafazeni vzorku 08-1 ke vzorkim U. poae. Vzorek 08-1 lze povazovat dle analyzy

ITS, morfologie i hostitele za unikatni skupinu stojici mimo ostatni druhy (viz. dale).

ITS

Oblasti ITS maji veétsi variabilitu a 1iSi se i mezi sesterskymi druhy a mély by odlisit
I vnitrodruhové taxonomické jednotky. (Zambino et Szabo 1993, Anikster et al. 2004, Szabo
2006).

U studovanych druhi byla odhalena variabilita v oblastech ITS1 i ITS2, sekvence oblasti

59



5,8S byla u vsech vzorka druhit U. dactylidis, U. poae a P. perplexans shodna. Od druhu P.
magnusiana byla ziskana pouze sekvence 1TS2, proto nebylo u tohoto druhu mozZné posoudit
variabilitu ITS1 a 5,8S.

V sekvencich ITS byla kromé variability mezidruhové nalezena 1 variabilita
vnitrodruhova. Variabilita sekvenci v ramci druhu se pohybovala od 0% (U. dactylidis)
do 1,2% (P. perplexans). V ramci skupiny U. dactylidis a U. poae byla nalezena variabilita
cca 5%, coz neni piili§ vysokda hodnota. Napiiklad Abbasi et al. (2005) odhalili u druhu
P. graminis podobnou miru variability (6%), ale na urovni vnitrodruhové.

Analyza sekvenci ITS oblasti se ukazala byt vhodnou pro odliseni jednotlivych druhi

1 pro zafazeni studované skupiny mezi nejbliZe piibuzné rzi.

4.2. Vyélenéni skupin a posouzeni jejich taxonomické hodnoty

Na zakladé analyzy sekvenci a jejich porovnani se sekvencemi z determinovaného
telidlniho materidlu byly vzorky roz¢lenény do statisticky dobfe podpoienych skupin,
s minimalni variabilitou uvniti skupiny a vétsi genetickou distanci od skupin sousednich (tzv.
fylogenetické druhy, Taylor et al. 2000) Pojeti druhu je u rzi v§eobecné velmi problematické
(Poelt et Zwetko 1997).

Molekularni metody vnasi do systematiky dalsi poznatky, které je nutné interpretovat
v navaznosti na ostatni znalosti (morfologie, ekologie).

Nize uvedené skupiny byly povazovany za odli$né druhy. Ale aby bylo mozné druhy
jednoznaéné definovat, bylo by nutné zpracovat mnohem vice materialu z riznych hostiteld

a ruznych geografickych oblasti. Nutné by bylo také studovat vice gend.

Skupina P. magnusiana

Velmi vyrazné od ostatnich od¢lenéna na zakladé ITS i LSU rDNA. Z mezihostiteld byla
nalezena pouze na Ranunculus repens, ktery je uvadén jako nejbéznéjs$i mezihostitel (Urban
1966).

Ze studovanych morfologickych znakG byla odhalena ponékud odlisna ornamentika
aeciospor. Bradavky byly v porovnani s aeciosporami ostatnich druhd jemnéjsi a s vétSimi
odstupy. Majewski (1979) uvadi aeciospory husté pokryté jemnymi bradavkami s rozestupy
okolo 0,5 um.

Zjisténé prameérné velikosti aeciospor 14,1 — 21,2 x 16,5 — 23,5 um zcela neodpovidaly

Zzadnym z uvadénych udaji (Azbukina 1974, Urban 1966, Gdumann 1959, Majewski 1979).
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Skupina P. perplexans
Na zaklad¢ analyzy ITS se jedna o sestersky druh ke skupin€ U. poae/U. dactylidis.
Od ostatnich dobte oddélena na zakladé ITS i LSU.

Jako mezihostitel nalezen a prokazan pouze Ranunculus acris. V literatufe je prave

R. acris uvadén jako nejCastéj$i mezihostitel. Dale jsou jako mezihostitelé uvadény jesté

druhy R. lanuginosus ¢i R. serbicus, na nich ale nebyla béhem studie nalezena Zadna loziska.
Bunécna sténa aeciospor je pokryta jemnymi bradavkami, na horni ¢asti spory by mély
byt bradavky hrubsi (Majewski 1979). Ur¢ita zonace aeciospor sice odhalena byla, ale
nejednalo se vzdy o horni ¢ast spory.
Uvadéné rozméry aeciospor 18-26 x 15-20 pum (Urban 1966, Majewski 1979, Gdumann
1959) se vyrazné neodliSovaly od rozméri zjisténych (16,7 — 25,8 x 13,8 — 22,5 um).

Skupina U. dactylidis

Nebyla nalezena zadna vnitrodruhova variabilita sekvenci, piestoze se jednalo o polozky
z riznych mist republiky.

Byly nalezeny pouze dvé polozky aecii, obé na Ranunculus repens. Jejich sekvence
se shodovaly se sekvencemi z telii. Piesto, Ze je tento druh uvadén také na Ranunculus acris
(Gdumann 1959), nebyla Zadna z aecii nalezenych na tomto hostiteli pfifazena ke druhu U.
dactylidis.

Uvadéné velikosti aeciospor jsou mirné odlisné od hodnot naméfenych. Naméfené
hodnoty byly 17,2 — 25,3 x 14,0 — 21,5 um, témto hodnotam se nejvice blizi hodnoty uvadéné
v praci Azbukina (1974) 17,8-24 x 13-20 pum,

Buné¢na sténa aeciospor je uvadéna s drobnymi, ale vyraznymi bradavkami (Urban
1966). U nékterych pozorovanych aeciospor byla zjisténa urcita hrubjéféi struktura bradavek
(viz. obr. 17, kapitola 3.4.). (

Skupina U. poae
Tato skupina byla dobfe podpoiena na zdkladé analyzy ITS oblasti. Na zakladé LSU
oblasti byly k této skupiné piifazeny i vzorky 08-1 a 07-5.
Informace o velikosti aeciospor se v literatufe mirné rozchazi, ale naméfené hodnoty
143 — 25 x 11,8 — 20,5 pm se vyrazné neodliSuji od hodnot uvadénych v pracich Urban
(1966) a Gaumann (1959). Spory jsou v porovnani s ostatnimi druhy mensi, byla nalezena
statisticky prikazna odlisnost v Sifce spor od vsech ostatnich druhti. Velikost je tedy da’&im

znakem podporujicim samostatnost tohoto druhu.
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Urban (1966) uvadi napadné, v mensim poctu se vyskytujici, silné svétlolomné ploché
bradavky, které se snadno odlamuji a zanechavaji holé misto (Urban 1966). Tyto byly hledany
pomoci SEM, nebylo tedy mozZné posoudit jejich svétlolomné vlastnosti. U né&kterych
aeciospor byly nalezeny vétsi vy¢nivajici bradavky, ale nejen u tohoto druhu.

Jako mezihostitelé jsou uvadény druhy Ficaria verna, Ranunculus auricomus a
R. bulbosus. Vsechny analyzované polozky aecii pfifazené do této skupiny, ale pochazely
z Ficaria verna.

Samostatnost druhu Uromyces poae je dosud nejistd, Urban (1966) ho povazuje
za samostatny, ale napiiklad Cummins (1971) povazuje tento druh pouze za soucast
Uromyces dactylidis, uvadi ho jako U. dactylidis var. poae. Fyziologicky se U. poae 1isi od U.
dactylidis v tom, Ze nepfechazi na Dactylis glomerata a opaéné U. dactylidis je specifickou
pro Dactylis.

Na zéklad¢ informaci zjisténych béhem této prace se pfiklanim k samostatnému pojeti
druhu U. poae. Svédéi o tom sekvence ITS, velikosti aeciospor i druhové specifické

fingerprinty ziskané metodou ISSR (viz. dale).

Nezaiazené vzorky v ramci skupiny U.poae/U. dactylidis
08-1
Aecia od ostatnich zieteln€ odlisnd, peridie protahla az lahvicovita (viz. kapitola 3.4.3.).

Spory vyrazné zbarvené, ZlutooranZové. Hostitel Ranunculus sp., bliz§i urCeni hostitele

nebylo mozné, protoze rostlina nebyla sebrana v ur¢itelném stavu.

Na zéklad¢ analyzy ITS nebyl vzorek pfifazen k Zadnému z telidlnich vzorkt. Na zaklade
LSU byl vzorek pfifazen ke druhu U. poage. Ale variabilita sekvenci ITS mezi U. poae a

vzorkem 08-1 byla cca 3%.

Mohlo by se jednat o aecia naleZejici druhu U. festucae. Gaumann (1959) uvadi u tohoto
druhu prodlouzenou vy¢nivajici peridii aecii. I rozméry aeciospor se shoduji s informacemi
z literatury (Majewski 1977, Urban 1966, aj.). BohuZel nebyla k dispozici sekvence

z telidlniho materialu U. festucae, ktera by tuto teorii mohla podpofit.

07-5,07-6

Aecia morfologicky od ostatnich druhti neodliSitelna. Hostitel Ranunculus auricomus

(07-5), Ranunculus cf. repens (07-6).
Obé polozky pochazi ze stejné lokality z Posazavi (vlhky uvoz lesni cesty). Nebyly
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pfifazeny k Zadnému z telidnich vzorkd. Stejné jako vzorek 08-1 byly na zakladé sekvenci
ITS za¢lenény do skupiny druhii U. poae a U. dactylidis. Vzorek 07-5 byl na zakladé LSU

pfifazen k druhu U. poae, LSU sekvence vzorku 07-6 nebyla ziskana.

Jednou z moznosti je, Zze by se mohlo jednat o U. poae f.sp. ranunculi. Podle Urbana
(1966) existuji dveé formy druhu U. poae a to f. sp. ranunculi a f. sp. ficariae. VSechny ostatni
polozky aecii pochazejici z Ficaria verna, které byly pfitazené k druhu U. poae, by pak

nalezely k U. poae f. sp. ficariae.

4.3. Zhodnoceni pouzitelnosti testovanych metod k identifikaci druhu

RAPD

Tato metoda se prevazné pouziva ke studiu diversity vnitrodruhové (Kolmer et al.
1995Pei et al. 1997, Kolmer et Liu 2000), ale tito autofi uvadi i pfitomnost druhové
specifickych fragmenti. Studované druhy se mi touto metodou nepodafilo rozlisit.

Metodu jsem vyzkouSela opakované. Pres snahu optimalizovat reakci byly ziskané
fragmenty vzdy velmi nezietelné. Po porovnani fingerprinti vzorkd stejnych druhd,
identifikovanych na zakladé analyzy ITS, nebyly nalezeny Zadné spolehlivé druhové
specifické fragmenty. Velky vliv mélo pravdépodobné malé spektrum testovanych primerd,
kontaminace jinymi houbami, nebo i bakteriemi (Dyer et Leonard 2000) a také patrné
nedostatecna kvalita DNA.

Edwards et. al. (1999) testovali pro RAPD pouziti 113 primeri, pouze $est z nich bylo
reprodukovatelnych. Odhalili 70% polymorfnich prouzkii v ramci druhu P. menthae. Tedy
relativné velkou vnitrodruhovou variabilitu. Ta mohla byt divodem, pro¢ jsem pfi pouZiti

pouze péti primert nenasla druhové specifické fragmenty.

PCR-RFLP

ITS oblast je dostateéné variabilni na Grovni mezidruhové, ale vykazuje i variabilitu
v ramci druhd. ProtoZe enzymy vhodné k rozliSeni druhti byly vybrany pouze na zakladé¢
sekvenci omezeného mnozstvi vzorku, vysledek nemusi byt u dalSich vzorkl spolehlivy.

LSU oblast je naopak velmi malo variabilni. Vyhodou je, Ze pozice, které variabilitu
vykazuji jsou vice konzervované nez je tomu v ITS oblasti. Z téchto divodi jsem moznost
pouziti PCR-RFLP vyzkousela na oblastech LSU.

Bylo nutné vzit v uvahu moznost kontaminace a proto byl pro restrikci pouzit také

enzym, ktery $§tépi sekvence vSech studovanych druhd stejnym zplsobem. Tak bylo mozné
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ovérit, Ze amplifikovany fragment patfil opravdu rzi.
Pro spolehlivé odliSovani druhl je mozné tuto metodu doporudit pouze v kombinaci
se sekvenovanim studovaného genu, pfipadné kombinované pouziti n€kolika enzymau.
Vhodné by bylo vytipovat jesté jiné geny. Vhodné by mohly byt geny pro B-tubulin ¢i
TEF1-a, ve kterych byla u rzi nalezena variabilita srovnatelna s ITS (Van der Merce et al.

2007) .

PCR s primery ERIC a M13

Pomoci metody s primery ERIC se nepodafilo jednotlivé druhy odlisit. Nevyhoda
pouziti ERIC primerd vyplyva jiz z jejich podstaty, jsou zaloZzeny na sekvencich
konservativnich oblasti, které se bézné vyskytuji u bakterii (Versalovic et al 1991). Z toho
divodu pfipadna bakterialni kontaminace lozisek mohla mit na vysledky této metody velmi
vyznamny vliv.

S pouzitim primeru M13 core byly spolehlivé odliseny dva druhy (U. poae a P
perplexans), druhé dva vykazovaly u jednotlivych vzorka velmi variabilni pattern.

Primery ERIC a MI3 mohou postihnout jak variabilitu mezidruhovou, tak
i vnitrodruhovou (Edel et al. 1995, Morton et al. 2003), u dvou studovanych druht byla

pravdépodobné zachycena pravé variabilita vnitrodruhova.

ISSR

PiestoZe jsem pii této metodé vyzkousela pouZziti pouze dvou primerd, byly ziskany
druhové specifické fragmenty s malou vnitrodruhovou variabilitou.

Vyhodou této metody je, Ze produkuje reprodukovatelné pattern i pfi zménach
reak¢nich podminek (Bornet et Branchard 2001).

Metoda je uvadéna jako vhodna k odliSovani druhti (Zhou et al. 1999, Wang et al.
2005), coz se potvrdilo.

Menzies et al. (2003) uvadi u riznych druhi rodu Ustilago jen 10-25% vnitrodruhove
polymorfnich prouzkia. U jednotlivych studovanych druhd byl pfi analyze ISSR odhalen

velmi maly polymorfismus.
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4.4. Morfologicka pozorovani

Méreni délky a SiFky spor

Byly proméfeny aeciospory né€kolika vzorkii vsech studovanych druht. Podle
ocekavani byly spory druhu U. poae mens$i. Naméfené hodnoty Sitky aeciospor byly
prokazateln€ odlisné od hodnot namétenych u ostatnich druhi.

Nebyla posuzovana vnitrodruhova variabilita, ani variabilita v ramci polozZek. Proto

neni mozné tento znak povazovat za spolehlivy.

SEM

Pro pozorovani spor ve skenovacim el. mikroskopu byl pouzit suchy material, ktery
se bézné u rzi pouziva (Lee et Kakishima 1999, Edwards et al. 1999, Chung et al. 2004).
Vétsinou ale byvaji pozorovany teliospory, coZ jsou vytrusy, které maji pevnéj$i bunécnou
sténu. Protoze nékteré pozorované aeciospory mély velmi zborcené bunécné stény, bylo by
vhodné;jsi pouzit jiny zplsob pfipravy materialu.

U spor vSech pozorovanych vzorkli byly nalezeny z6ny s hrub$§imi a jemnéjSimi
bradavkami. Takto vyrazna zonace ale nebyla nalezena u vSech spor. Zonace bradavek
je zfejmé znak nestaly, navic nelze pozorovat povrch celé spory, ale pouze cca jeji polovinu.

Podle dosavadniho Setfeni se nezdd, Ze by zonace ornamentiky byla druhové specificka.
U aeciospor druhu U. poae byly nalezeny v podstaté viechny pozorované zpisoby uspotfadani
bradavek na buné¢né sténé.

V morfologii bradavek byly nalezeny ur¢ité odli$nosti, ale v soucasné dobé neni mozné

nékteré z nich povaZovat za druhové specifické.
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5. ZAVER

Béhem diplomové prace byla uspésn¢ izolovana DNA z cCerstvych aecii, uredii i telii a
také z nékolika polozek herbafovych. Ziskanda DNA byla pouzitelnd pro PCR amplifikaci
rDNA oblasti i dal§i PCR metody.

Byly amplifikovany ITS a LSU oblasti rDNA. Celkem byly ziskany ITS sekvence 42
vzorkt a LSU sekvence 30 vzorka.

Na zéklad¢ analyzy ITS sekvenci byly vzorky aecii na Ranunculus a Ficaria roz€lenény
do skupin a srovnanim se sekvencemi z materialu telialniho pfifazeny k jednotlivym druhGm.

Velmi vyrazné se od ostatnich od¢lenil druh P. magnusiana. Ostatni vzorky si byly vice
ptibuzné, pfesto se s vysokou bootstrapovou podporou rozélenily do druht P. perplexans, U.
dactylidis a U. poae. Tti vzorky aecii zistaly neptifazené.

Vsechny vzorky aecii z Ficaria verna byly na zakladé sekvenci pfifazeny k druhu U
poae a vSechny vzorky z Ranunculus acris byly pfifazeny k druhu P perplexans. Aecia
z Ranunculus repens byla ptitazena bud’ k U. poae, P. magnusiana, nebo zistala nepfifazena.

Sekvence ITS oblasti studovanych druhii byly porovnany s publikovanymi sekvencemi
blizce ptibuznych druhd. Potvrdilo se, Ze druhy U. dactylidis, U. poae a P. perplexans patii do
skupiny hnédych rzi. P magnusiana neni zbylym druhim piibuzna, coZz odpovida
dosavadnimu taxonomickému hodnoceni

Sekvence LSU oblasti byly vyuzity pro podporu rozdéleni vzorki pomoci ITS. Také byly
pouzity k ovéfeni pfibuznosti druht U. poae a U. ficariae (teorie tzv. correlated species).
Bylo potvrzeno, Ze druhy nejsou blizce piibuzné.

V morfologii aeciospor byly nalezeny ur¢ité morfologické odlisnosti ve velikosti. Od
ostatnich se odliSovaly zejména aeciospory druhu U. poae, které byly mensi.

V ornamentice povrchu aeciospor nebyla nalezena Zadna charakteristickd mezidruhova
odlisnost.

Byla hledana dal$i vhodna metoda k identifikaci jednotlivych druhii. Vyzkouseny byly
metody RAPD, rep-PCR, PCR-RFLP a metoda ISSR. Jako nejvhodné&jsi pro tyto ucely byla

vybrana metoda ISSR, ktera u jednotlivych druhii produkovala specifické pattern.
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SUMMARY

Key words: Rust fungi, Puccinia, Uromyces, Ranunculus, Ficaria verna, molecular

identification, rDNA

The usability of morphological and molecular markers for the identification of rusts
(Uredinales) with the aecial stage on Ranunculus spp. and Ficaria verna was studied. The
next aim was to evaluate the taxonomic status of these rust species. Fresh and herbarium
material of aecia together with uredia and telia on specific grass hosts were used for analysis.

Phylogenetic analysis of nuclear ribosomal DNA sequences from 42 (ITS) and 30 (LSU)
collections grouped into distinct clades supporting separation of aecial collections into distinct
species: Puccinia perplexans, P. magnusiana, Uromyces dactylidis and U. poae.

All aecia collected on Ficaria verna belong to U. poae and aecia collected on Ranunculus
acris belong to Puccinia perplexans. Aecia from R. repens were more diversified.

Some other molecular methods (RAPD, rep-PCR, PCR-RFLP, ISSR) were proved for
identification of rust species. The best results gave ISSR method.

Moreover the morphological variation in aeciospores ornamentation and dimension was
studied using the scanning electron and optical microscopy. No special features were found in
spore ornamentation. Only U. poae differs significantly from aecispores of other species. The
molecular characters are more useful and precise for the determination of the aecial stages

belonging to studied rust species.
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