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Cílem tohoto bilaterálního projektu bylo zjisit, jak se hnědá sypavka (patogen: Mycosphaerella dearnessii (anamorfní stádium: Lecanosticta acicola)) šíří v Evropě. Pro studium této problematiky byly vybrány 2 způsoby: studium genetické struktury patogena v Evropě a jeho biologie (jak se šíří a které druhy jsou náchylné).


V České republice nebyly nalezeny žádné nové lokality, zatímco v Rakousku se patogen šíří v údolí řeky Ybbs. Tam již byly nalezeny infikované borovice lesní – původní druh vyskytující se ve Střední Evropě. Tímto vzniká riziko, že se bude patogen rychle šířit v lesních porostech.


Vytvořili jsme sbírku kultur zkoumané houby ze všech známých lokalit v Evropě, z 2 lokalit v Asii (Japonsko, Korea) a z několika ze Severní Ameriky. Seznam kultur je v příloze. Tyto kultury slouží jako sbírka genetického materiálu. DNA byla extrahována z těchto kultur (použitý protokol: Smidth and Stanocz, 1995) a použita pro genetické studie. Pro ty byly vybrány 2 metody: AFLP (Amplified Fragment-Length Polymorphism) a mikrosatelity (krátké repetitivní úseky DNA, e.g.: (AT)5-12).  Zatím nejsou k dispozici výsledky AFLP metody (nutné analyzovat data). Výsledky z izolace mikrosatelitových sekvencí: 8 primerů původně vyvinutých pro Dothistroma septosporum fungují také pro L. acicola. Mikrosatelity byly také izolovány přímo z DNA Lecanosticta acicola. Tato izolace byla provedena dvakrát za použití „enrichement protokol“ (FIASCO; Zane et al., 2002). Celkem je známo 35 mikrosatelitových oblastí. Nyní je nutné navrhnout primery a otestovat je, zda jsou tyto mikrosatelitové oblasti polymorfní (tedy variabilní v rámci druhu). Jakmile toto bude uděláno, pozitivní primery budou připraveny k použití.


Druhou částí tohoto projektu jsou infekční pokusy. Hlavním cílem je studium náchylnosti různých druhů borovic a smrků. V Rakousku probíhají infekční pokusy venku, v České republice v karanténních sklenících (Praha, Ruzyně). Na venkovní lokalitě: sazenice borovic a smrků jsou vystaveny přirozené infekci (jsou vysázené pod infikovanými stromy); byl nainstalován lapač spor pro zjištění období produkce spor; je tam rovněž data logger pro měření teplot a vlhkosti vzduchu. V karanténních sklenících: byla provedena umělá infekce na různých druzích borovic a smrků (byla připravena suspenze konidií ve vodě, která byla nastříkána na sazenice). První symptomy se projevily 3 měsíce po inokulaci na borovici blatce (Pinus ulliginosa subsp. uncinata) a na kleči (Pinus mugo). Na ostatních druzích borovic a smrků se žádné symptomy neprojevily a bude tak zapotřebí inokulaci zopakovat a zajistit vyšší vlhkost.


Třetí část této práce byla věnována porovnávání morfologické variability patogena. Byly porovnávány morfologické rozdíly mezi izoláty z různých oblastí Evropy a světa. Byly zjišťovány rozdíly v rychlosti růstu, morfologii kultur a velikosti spor. Tato morfologická data by měla být porovnána s genetickými. Tato část ještě není dokončena.


Tento bilaterální projekt pomohl oběma studentům k výměně praktických zkušeností ve fytopatologii. Oba studenti si výrazně zlepšili znalosti a dovednosti v genetice a bioinformatice. Dosažená data budou publikována s poděkováním za tento projekt. Oba dokrorandi se zúčastnili Dothi Group meeting (Srbsko; 26-29/07/2010), kde oba prezentovali své výsledky (prezentace jsou uloženy na CD). Školitelé z obou ústavů budou spolupracovat i v budoucnosti, např. rakouští partneři jsou pozváni přednášet na Mendelovu univerzitu v Brně pro studenty.
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