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ABSTRACT

Colletotrichum acutatunbelongs to the polyphagous fungal pathogens impéeate, subtropical
and tropical climate. The biggest losses are causestrawberry production (anthracnose of
strawberry) in Central Europe andColletotrichum acutatunhas become the most important
pathogen of safflower recently. The aim of workswide assessment of the virulence of
Colletotrichum acutaturisolates obtained from different host plants tang plants of two
varieties of safflower@arthamus tinctorius Y .and ripe fruits of two strawberry varietigsdgaria

X ananassduch.)

Conventional PCR using specific primers Coll, CdlaInt2 and ITS4 was demonstrated that
selected isolates belong to the spedimdletotrichum acutatumand the specific differences
between isolates was detected.

Among the various varieties of safflower was naivgh a statistical difference. The most important
virulence to experimental plants of both varietresd isolate 1209, isolate thus obtained from
safflower. Ripe fruits of variety Pegasus of strawlp were more susceptible @olletotichum
acutatumthan fruits of variety Elkas. Isolate 710, isethfromHypericum perforatuni.., showed
the highest virulence in terms of the index of atilen intensity. The frequency of infection of
strawberry fruits almost always reached 100%, whézhto the conclusion that the strawberry
fruits were sensitive to selected isolates of ththpgen significantly. We proved that isolates of
pathogen had different virulence to different plspecies.

Key words: Colletotrichum acutatumpnCarthamus tinctorius Fragaria x ananassavirulence,
cross-infection, PCR
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Colletotrichum acutatund. H. Simmonds p#tmezi polyfagni houbové patogeny s kosmopolitnim
rozSfenim zgisobujici vyznamné ztraty na produkci hosgskgch plodin (Peres et al., 2005) jako
jsou nap. jahodnik velkoplodyKragaria x ananass&uch.), jabla (Malus pumilaMill. a Malus
sylvestrisMill.), treSéi (Prunus cerasud..), paprika réni (Capsicum annuunk.), rajce jedlé
(Lycopersicon  esculentumMill.), lupina mnoholistd (upinus  polyphyllus Lindl.)
(Sreenivasaprasad, Talhinhas, 2005), mandleecna Prunus dulcisMill.), olivovnik evropsky
(Olea europaeal.), papaja melounov&Cerica papaya L), citrusy Citrus spp.). HostiteliC.
acutatumjsou i rekteré okrasné rostliny a jebfiany (Guerber et al., 2003folletotrichum
acutatumje v sowasnosti hospodséky nejzavazgSim patogem silice barviské Carthamus
tinctoriusL.) (Vichova, 2009).

Colletotrichum acutatunje pivodcem onemocmi nazyvaného antraknéza, jenz jedqevsim
u jahod kléovym onemoc#énim zpisobujicim az 80% odumirani rostlin a 50% ztratypradukci
(Debode et al., 2009). VSeobéquatogen napada jak &fii, tak i plre vzrostlé rostliny a fiznaky
choroby se projevuji na listech, stoncichgtkich ¢astech. Typickymi fiznaky onemoacini na
plodech jsou okrouhl&i hranaté, propadlé skvrny, na kterych je pdcitér dok& zetelna
naoranzovla masa spor. iP silngjSim infekinim tlaku léze splyvaji (Lewis Ivey et al., 2004).
U rostlin, kde patogen napada bylinn&ést, jsou charakteristickymi symptomy nepravideiné
okrouhlé skvrny na listech, které se p&edlévaji a listy zasychaji. Na stoncich jsou rsn
nepravidelné, vpadlé, Bdé skvrny, na nichZz se pocité dol® objevuji oranZzové masy spor.
U C. acutaturrbyla také prokazana latentni infekce (Sindelkdval.e2008), jeZ je hlavnitfginou
velkého roz&eni patogena (Debode et al., 2009)Colletotrichum acutatunexistuje i znéna
vnitrodruhova variabilita projevujici se fenotygowle i genotypo¥, coz by mohlo mit vliv na

virulenci patogena (Sreenivasaprasad, Talhinhd@5;2Buerber et al., 2003 ).

Z hlediska systému paiColletotrichum acutatundo tidy AscomycetedfRozmnozuje se konidiemi
(velikost 8 - 16 x 2,5 - 4m, Wetenovitého tvaru s tenkou hignou stnou, bez fehradek, barva je
hyalinni) (Kloutvorova et al., 2007), které se ifivaeomezet a §ti se ¥trem a vodou, ndp
prosakovanim, zalivkou, deégt. Optimalni podminky pro rozvoj infekce je teplogd °C
a otepleni po dédvych srazkach. K infekci vSak dochaziti §irSim rozmezi teplot (18 - 33 °C),
vysoké relativni vihkosti vzduchu (95 - 100 %) dhdeni zavlahou, rosoui srdzkami po dobu
13 hodin a vice. Inkutsai doba je pouzedkolik dni (Sindelkova et al., 2008).

Pro detekci rodiColletotrichum jeho druli a pogiipact i vnitrodruhovych skupin se v stasné

dobg, krome klasickych diagnostickych metod, pouziva molekuilagenetickda metoda PCR. Pro
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tuto praci byla zvolena konveéni PCR a specifické primery pro &eni rodové a nasledmiruhové

pravosti.

Cilem této prace bylo stanovit virulenci vybranyidolati Colletorichum acutatuneiskanych
z raiznych hostitelskych rostlin na vybrané hostitejedna se o tzv.#ovou infekci - a pomoci
PCR stanovit rodovou i druhovou pravost a zjistitnodruhové odliSnosti pragdnictvim primei

navrzenychdo variabilnich oblasti DNA patogena.

MATERIAL A METODIKA

Pro hodnoceni virulence vybranych izdlgtatogenaColletotrichum acutatunbyly zvoleny dva
hostitelské rostlinné druhy — &lice barviska Carthamus tinctoriud..) a jahodnik velkoplody
(Fragaria x ananass®uch.). Od obou druhbyly vybrany d¢ odridy.

Izolaty. Celkem bylo zkouSeno d&vizolati Colletotrichum acutatumizného rostlinnéhoiwodu
(viz Tabulka¢. 1). Pro zajiSni cistoty byly ze vSech izolatpatogena fipraveny monosporické
izolaty a kultury byly kultivovany na PDA za vhoditypodminkéach pro sporulaci.

Tabulkac. 1 Testované izolaty Colletotrichum acutatum eliepivod

Izolat Rostlina Dodavatel Provedeny test
CBS 786.86 Malus sylvestris CBS Virulence, PCR
CBS 292.67 Capsicum annuum CBS Virulence, PCR
CBS 112202 Fragaria x ananassa | CBS PCR
PCF 231 Fragaria x ananassa | PCFruit Virulence, PCR
PCF 437 Lupinus alba PCFruit Virulence, PCR
710 Hypericum perforatum| UPSRR ~ MENDELU | Virulence, PCR
Brno
608 Carthamus tinctorius | UPSRR  MENDELU| PCR
Brno
1109 Carthamus tinctorius | UPSRR  MENDELU| PCR
Brno
1209 Carthamus tinctorius | UPSRR ~ MENDELU | Virulence, PCR
Brno

Inokulace swtlice barviiské.U swtlice barviské byla virulence jednotlivych izofatestovana na
odridach Sabina (registrovan&R) a India. OB tyto odiidy byly ziskany z VUP Troubsko. Na
tiitydenni rostliny sgtlice barviské se déma az temi pary pravych list bylo pomoci rdniho
postikovace aplikovano 20 ml roztoku inokula o koncentradx&0" konidii/ml. Rostliny byly
zabaleny na 48 hodin do mikrotenové félie, aby lmdazena pdebna vihkost vzduchu a ovkni
lista pro spravny st patogena, a umésty do kultivatni mistnosti $izenou teplotou 25 °C. Po
4 - 5 dnech od inokulace bylo hodnoceno napadestiimppozornost byla vzdy sotisténa na
posledni (tedy nejmladSiitlisty, dle vytvdené stupnice: stupel — zdravy list, stupe
2 — jednotlivé skvrny na listu, stup@ — polovina listu napadena (seschla), siupe- cely list
napaden (suchy) vidbr. 1
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Inokulace jahodniku velkoplodého. U jahodniku velkoplodého byla virulence hodnocersa
zralych plodech odid Elkas a Pegasus zakoupenych v JaheédBratice. Plody byly pélivé
umyty, aby se odstranily poskiiavé neistoty, povrcho¥ vydezinfikovany 3% chlornanem
sodnym a oplachnuty destilovanou vodou. Po osusdpiplody poragny sterilni jehlou a do rany
bylo pomoci pipety nainokulovano 10 suspenze se sporami o koncentraci 8,1xbdidii/ml.
Plody byly vyskladany dle jednotlivych izotatha unglohmotna plata, kdeipd tim byla na
dno - pro nasledné udrzeni zvy3ené vihkosti vzduchkoli vzorku - poloZena textilie a filgtai
papir dostatné nasycené destilovanou vodou. Plata s plody bidagsena do kulti¢ai mistnosti
a dikladns zabalena do mikrotenové folie na 48 hodin. Inkebambihala p teplot kolem 25 °C.
Po 4 dnech od inokulace byla vizu&lhodnocena schopnost patogenity jednotlivych kimen
Colletotrichum acutatuntle vytvdené stupnice: 1 — zdravy plod, 2 — do 20 % plodoadano
véetrg, 3 — do 50 % plodu napadengetrg, 4 — do 75 % napadendetns, 5 — do 100 % napadeno
(viz Obr. 2.

Extrakce DNA. Izolaty Colletotrichum acutatunbyly kultivovany na Petriho miskach na PDA p
teplo® 25 °C po dobu 10 — 14 dnPomoci tekutého dusiku bylo myceliumiedi misce tkladns
rozménéno a déle seipextrakci DNA postupovalo dle protokolu DNeasy mRI8ini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany).

PCR reakce.Pro rodovou detekci byl pouzit primer Coll a remérpgrimer Col2, pro druhovou
detekci byl pouzit druhav specificky primer Calnt2 a reverzni primer ITS4sedajici do
variabilngjSich oblasti ITS1 a ITS2 genu 5.8S (Garrido et28109).

Amplifikace s rodo¥ specifickymi primery probihala: péteni denaturace 3 mintip94 °C,
nésledovalo 40 cykl1 min @i 94 °C, 1 min pi 56 °C a 1 min fi 72 °C a na z&r jeden 10 min
cyklus @i 72 °C. Amplifikace s druhavspecifickymi primery se skladala: @deni denaturace
3 min @i 94 °C, nasledovalo 35 cyki30 s i 94 °C, 30 s fi 60 °C, 2 min pi 72°C a na konec
jeden cyklus 10 minip 72 °C. Produkty byly oddeny na 1% agaroze pomoci elektroforézy
a zviditelrény ethidium bromidem pod UV lampou (Garrido et 2008).

Sekvenovani.Jednotlivé produkty byly izolovany z geluiepistény dle protokolu MinElute Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) a odeslanya sekvenovani na Ustav morfologie,
fyziologie a genetiky zvat MENDELU v Brreé. Prectené sekvence byly porovnany se sekvencemi
v GenBank.
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Stupei 1

Obr. 1 Stupnice napadenietlice barviské Colletotrichum acutatum

Stupéi Stupé 2

Obr. 2 Stupnice napadeni ptbghhodniku velkoplodého Colletotrichum acutatum
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Statistické vyhodnoceniV ramci testovani byly nezavisle hodnocetiygoubory izolai.

Vysledky byly statisticky zpracovany programem UNAS], a to nejprve vicefaktorovou ANOVA
(pro swtlici barvitskou - faktor: odkda, izolat, list, pro jahodnik — faktor: ddia, izolat)
a nasled#é vyhodnoceny Tukey-HSD testem. Déale byla provededaofaktorova analyza (faktor
izolat) oddtlen¢ pro kazdou odrdu jednotlivych testovanych souliopro porovnani virulence
izolati v ramci dané oddy (Tabulkac. 2,¢. 3 ,¢.4).

VYSLEDKY A DISKUZE

Ze statistického zpracovani dat ziskanych z hodriodeulence pro sitlici barviiskou a jahodnik
velkoplody Ize stanovit tyto vysledky.

Soubor A - svtlice barviska: Mezi odidami nebyl zji&n statisticky vyznamny rozdil, jak
v ¢etnosti napadeni, tak i vindexu napadeni. Mezhgdirymi listy rovrsz nebyl statisticky
vyznamny rozdil etnosti a i vindexu napadeni. Statistické rozdilgzi testovanymi izolaty
u odiidy Sabina a India demonstrufabulkac. 2. U odiiidy Sabina i India byly vSechny izolaty

vykazoval izolat 231 a nejvyssi izolat 1209, a whou odad.

Soubor B - sttlice barviska: Mezi odidami z hlediskacetnosti a indexu napadeni nebyly
statisticky vyznamné rozdily. V indexu napadeniytstatistické rozdily mezi 1. a 2. - 3. listem,
v ¢etnosti napadeni se jiz odliSnosti nevyskyliabulka¢. 3 ukazuje rozdily mezi sledovanymi
izolaty u jednotlivych odid. Fi hodnoceni indexu &tnosti napadeni byly statistické rozdily mezi
izolaty 710, 29267 a 1209 jak u édy Sabina, tak u oddy India, Ficemz nejméa virulentni byl
izolat 710 a nejvice izolat 1209.

Soubor C - jahodnik: Mezi otilami Pegasus a Elkas byly zisy statisticky pitkazné rozdily.
Mezi izolaty — pi testovani nafi¢ odridami — vindexu napadeni statistické rozdily nepyly
v ¢etnosti napadeni se statistické rozdily potvrdigziizolaty 29267 a 1209fiFhodnoceni izol&t

u jednotlivych odiid (viz Tabulkac. 4) nebyly zjiS€ny v indexu napadeni ani u jedné ity
statistické rozdily. Usetnosti napadeni nebyly potvrzeny Zadné statistidzélily mezi izolaty

u odiidy Pegasus, u oilily Elkas byly statisticky fikazné rozdily mezi izolatem 29267 a izolaty
ostatnimi. NevySSi miru virulence vykazoval uiahr Pegasus izolat 710 a nejnizsi izolat 231,
u oditidy Elkas nejvyssi agp izolat 710 a nejnizsi izolat 29267.

Tabulkac. 2 Stanoveni hladiny virulence u izdl&olletotrichum acutatum pro jednotlivé adly
switlice — soubor A

Sabina India
Izolat Index Cetnost Index Cetnost

pramér pramér pr amér pr amér
231 1,02 2,22 A 1,23 13,33 A
437 1,59 23,33 B 1,89 41,11 B
1209 2,99 c 88,89 c 2,97 c 86,67 c

Pozn.: OdliSnéa velka pismena ozmja statisticky piikazre odliSné skupinyd=0,05)
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Tabulkac. 3 Stanoveni hladiny virulence u izdl&olletotrichum acutatum pro jednotlivé adly
swtlice - soubor B

Sabina India
Izolat Index Cetnost Index Cetnost

prameér prameér pramér pramér
710 1,08 7,78 A 1,17 12,22 A
29267 1,19 13,33 A 1,24 16,67 A
1209 3,02 B 100,00 B 3,19 B 82,22 B

Pozn.: OdlisSna velka pismena omja statisticky pikazre odliSné skupinyd=0,05)

Tabulkac. 4 Stanoveni hladiny virulence u izdl&olletotrichum acutatum pro jednotlivé ddly
jahodniku — soubor C

Pegasus Elkas
Izolat Index Cetnost Index Cetnost

priameér prameér pramér pramér
231 3,60 A 96,67 A 2,63 A 100,00 B
29267 3,87 A 100,00 A 2,17 A 73,33 A
78686 4,00 A 100,00 A 2,67 A 96,67 B
1209 4,07 A 100,00 A 2,23 A 100,00 B
437 4,20 A 100,00 A 2,67 A 96,67 B
710 4,23 A 100,00 A 2,70 A 96,67 5

Pozn.: OdliSna velka pismena omja statisticky pikazre odliSné skupinyd=0,05)

Molekularre genetickou metodou PCR pomoci specifickych prim@oll a Col2 bylo u vSech
testovanych izoldtpotvrzeno, Ze nalezi do rod@olletotrichum Velikost produktu byla stanovena
na 460 bp. Progdnictvim druho¥ specifickych primer Calnt2 a ITS4 bylo prokazéno, ze
vSechny izolaty pé#tdo druhuColletotrichum acutaturo velikosti produktu 490 bpOpr. 3

nk 1209 1109 710 437

231 68 608 29267 112202

Pozn.: nk znamena negativni kontrola

Obr. 3 Vizualizace PCR produktC. acutatum — specifické produkty o velikos®) 4§ ziskané
primery Calnt2-1TS4

Osekvenovano bylo celkem 6 izdlat izolat 1209, 1109, 710, 437, 231, 78686 - izolat

z rozdilnych druh rostlin a pomoci programu ClustalW2 byly porovnangzi sebou zadélem
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hodnoceni jejich vnitrodruhové variability. Byloi&gno, Ze vybrana oblast ITS1, 5.8S, ITS2 neni
piili§ variabilni oblasti, festo zde byly objeveny bodové mutace, kterymi Mgnikcité malé
rozdily mezi jednotlivymi izolaty ziskanych éznych druli rostlin. 1zolat 78686 se bodovou
mutaci liSil od ostatnich izol&t 1zolaty 78686 a 231 byly odliSné&mi bodovymi mutacemi od
zbylych a izolaty 710, 437 a izolaty 1209 a 1108 togl ostatnich rozdilné v jedné bodové mutaci.
Testované izolaty byly srovnany s jinymi izolatyolletotrichum acutatumz genové banky
Genbank, kde byly potvrzeny dalSi vnitrodruhové3isti.

ZAVER

Na zaklad provedenych hodnoceni lzZéci, Ze virulence jednotlivych izol&tColletotrichum
acutatumpro sétlici barvitskou a jahodnik velkoplody bylaizna. Nejvyznamgji na pokusné
rostliny s\tlice pisobil izolat 1209, tedy izolat ziskany zetice. U jahodniku velkoplodého byla
ke Colletotichum acutatuméchylrgjSi pozdni odida Pegasus a nejvyssi virulenci vykazoval pro
obe odnidy z hlediska indexu napadeni izolat 710 vyizolgvariezalky, naopak nejnizsi virulenci
pro odfidu Pegasus &hizolat 231 vyizolovany z jahodniku a pro édu Elkas izolat 29267
z papriky. 1zolat 710 prokézal i odliSnou virulencidmei hostitelskych druhrostlin — zatimco pro
ob¢ odriidy jahodniku nil nejvySsi hodnotu indexu napadeni, tedy virulepee, odfidy swtlice
(hodnoticiho souboru B) vykazoval virulenci nejhiz&etnost napadeni pladjahodniku térs
vzdy dosahovala 100 %,c¢ehoz plyne z&r, Ze plody jahodniku byly k vybranym izoiét
patogena vyrazncitlivé.

Pokus tedy potvrdil rozdilnou virulen€lolletotrichum acutunschopného infikovatizné rostlinné
hostitele nafi¢ rody i ¢eledsmi a metodou PCR prokazal, Ze mezi vybranymi izolitla mirna
vnitrodruhova variabilita witym zpisobem majici i pravghodobré souvislost s hostitelskym
rostlinnym druhem (izolaty 78686, 23Eled’ Rosaceae 3 bodové mutace, izolaty 1209, 1109
¢eled’ Asteracead. bodova mutace odliSujici tyto izolaty od ostettini
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