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1 uvoD

Plisent okurkova zplsobena patogenem Pseudoperonospora cubensis je nejvyznamné;jsi
listovou chorobou tykvovitych plodin na celém svété. Choroba se nejcastéji vyskytuje
v tropickych, subtropickych a teplych oblastech mirného pasma. V soucasnosti plsobi tento
patogen velmi destruktivné ve vSech humidnich oblastech svéta, stejné jako v nékterych
temperatnich oblastech. Pseudoperonospora cubensis mize prezimovat v oblastech s mirnymi
zimami (ve formé oospor) nebo muze prezivat ve formé aktivniho mycelia na péstovanych
nebo planych druzich z ¢eledi Cucurbitaceae (Lebeda a Cohen, 2011). V USA pfisli s myslenkou,
Ze do oblasti s chladnou zimou jsou oospory kazdorocné prendseny vétry z teplejSich oblasti
(Ojiambo a Holmes, 2011). Tato doménka se nejspise tyka i Ceské republiky, kde oospory
dosud nebyly nalezeny. Existuji zpravy o pfeZivajicich oosporach z Ruska, Ciny, Japonska, Indie
a ltalie (Lebeda a Cohen, 2011).

Vzhledem k povaze Zivotniho cyklu (polycyklicky) se P. cubensis rychle Sifi, a to jak na
polich, tak vchranénych prostredich. Infekce je zplsobena zoosporami, kdy ke sporulaci
dochadzi pfi relativni vlhkosti vyssi nez 90%. Onemocnéni timto patogenem casto devastuje
porosty tykvovitych rostlin a je tedy vyzadovdna pravidelna fungicidni ochrana. P. cubensis je
povazovdna za rizikového patogena svysokym evolucnim potencidlem a velkou mirou
pfizpUsobivosti (McDonald a Linde, 2002).

Spektrum znamych hostitelskych rostlin P. cubensis je v soucasnosti rozsifreno o nové
hostitele (Cohen a kol., 2003; Choi a Shin, 2008; Pavelkova a kol., 2011). Rozdilné reakce
hostitelskych druhG na patogena P. cubensis jsou pravdépodobné disledkem existence
raznych fyziologickych ras anebo patotypl v rlznych zemich. Detailni studium virulence P.
cubensis prokazalo existenci velkého poctu patotypl a potencidlnich ras po celém svété
(Lebeda a kol., 2006b).

Vysledky predloZzené diplomové prace jsou pouze diléim prispévkem ke studiu
patogenni variability v populaci P. cubensis na tzemi Ceské republiky, kterym se dlouhodobé
zabyva Fytopatologicka laboratof Katedry botaniky PFF UP v Olomouci. Tento vyzkum je rovnéz
podporovdn i nasledujicimi projekty: QH71229, MSM6198959215, PrF_2010_001,
PrF_2011_003, PrF_2012_001, IGA_PrF_2014001.



2 CiLE PRACE

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace bylo zpracovat dostupné informace o patogenu
P. cubensis se zaméFenim na variabilitu virulence, véetné nejnovéjdich poznatkl z Ceské
republiky a ze Svéta v ndvaznosti na predchozi bakalarskou praci.

Experimentalni ¢ast zahrnovala determinaci variability virulence populace P. cubensis
na Uzemi Ceské republiky. 1zolaty P. cubensis ziskané na Uzemi Ceské republiky v letech 2010-
2012 byly v prostredi umélé inokulace s vyuzitim diferenciac¢niho souboru ¢eledi Cucurbitaceae
vyuzity k determinaci patotypl. Patotypy byly denominovany s pouZitim tetrddového kodu.
Analyza patogenni variability P. cubensis spolecné s detailnim vyhodnocenim ziskanych
vysledk(l bude slouzit k interpretaci zmén patogenni variability populace P. cubensis v priibéhu

sledovaného obdobi.



3 LITERARNI RESERSE

3.1 Taxonomie P. cubensis

Pseudoperonospora cubensis (Berk. a Curt.) Rostov. fadime do fiSe Chromista,
pododdéleni Peronosporomycotina, tfidy Peronosporomycetes, fadu Peronosporales (neprava
padli = downy mildew), celedi Peronosporaceae, rodu Pseudoperonospora (Dick, 2001). Rod
Pseudoperonospora zahrnuje kromé druhu P. cubensis, dalSich druhy: P. humuli, P. cannabina,

P. celtidis, P. urticae (Savory a kol., 2011).

3.2 Nomenklatura P. cubensis

Druh P. cubensis byl poprvé popsan vroce 1868 Berkelym na rostlinném materialu,
ktery pochazel z Kuby. Odtud tedy pochazi jeji druhové jméno cubensis (Skalicky, 1961). V roce
1903 byl plvodni nazev Peronospora cubensis preklasifikovan podle znakd zjisténych pfi
pozorovani kliceni sporangii. Jednalo se o prvni pozorovani P. cubensis na Zivém materialu
v botanické zahradé v Moskvé (Skalicky, 1961). Z hlediska diferenciace vétveni sporangiofori
predstavuje rod Pseudoperonospora spp. prechodny typ mezi Plasmopara spp. (lateralné
vétvené sporangiofory stupé zakoncenymi vétévkami) a Peronospora spp. (vétévky
zaSpicatélé) (Dick, 2001). Avsak tyto morfologické znaky nemohou poskytovat dostatecné
informace. Sporangiofory se mohou ménit steplotou a rozméry sporangii jsou dany
hostitelskou rostlinou (Runge a Thines, 2012). Molekuldrné fylogenetické studie fadu
Peronosporales a Celedi Peronosporaceae demonstruji, Ze rod Pseudoperonospora je unikatni
monofyletickou skupinou (Volgmayr, 2008). Tyto studie jsou potvrzeny dalsimi morfologickymi
a molekuldrnimi studiemi druh( tohoto rodu, které ukazuji, Ze rod Pseudoperonospora je
samostatnou taxonomickou jednotkou (Riethmiller a kol., 2002).

Vyvoj Ceského ndzvu patogena P. cubensis zaznamenal nékolik zmén. Lebeda v roce
1990 uvadi ndazev plisen okurkova, zfejmé podle nejcastéjsiho hostitele okurky seté (Cucumis
sativus) (Lebeda, 1990). Kidela a kol. (2012) uvadéji novy cesky nazev, pliseri dynovitych,
zfejmé podle Ceského nazvoslovi hostitelskych rostlin ¢eledi Cucurbitaceae — dynovité podle

pani Chrtkové (Chrtkova, 1990).
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3.3 Biologie a ekologie P. cubensis

3.3.1 Parazitismus P. cubensis

P. cubensis je obligatni biotrofni parazit nadzemnich ¢3sti rostlin ¢eledi Cucurbitaceae.
Podléhd Uplné nutricni zavisloti patogena na hostitelské rostliné, kdy bez hostitelské rostliny
neni mozna existence patogena (pouze ve formé oospor). Napadana jsou pouze Ziva pletiva
rostlin, na nichz je schopen se rozmnoZovat, pokud hostitelské pletivo odumira, tak nepireziva
ani patogen. JelikoZ P. cubensis patfi mezi Oomycota neprodukujici toxiny, nedochazi tedy
k usmrcovani napadeného pletiva. U tohoto patogenu dochazi pouze k uvolfiovani enzymu, u
kterého byla zjisténa funkce degradace bunécné stény (Lebeda a kol., 2006b). Na zacatku
napadeni hostitele timto patogenem dochazi spiSe k podpore rlstu a zvySovani poctu organel
v bunikach (Lebeda a Schwinn, 1994). Na listech nachylnych hostitell se vytvari svétle zelené az
Zlutozelené Zilnatinou ohranicené skvrny. Skvrny postupné nekrotizuji, zasychaji, dochazi
k rozpadu pletiv mezi hlavnimi nervy (Rod a Ackermann, 1990). Nekrotizace zacina v centru
léze, kdy na okraji této léze se nachazi pfechodova zéna typickd pro sporulaci, kdy dochazi
k proniknuti patogena do hostitele pomoci haustorii, které ¢erpaji Ziviny pfimo z zivych pletiv
hostitele. Pomoci téchto haustorii jsou vysilany do hostitelského pletiva hyalinni coenocyticka
k poruseni bunécné stény, ani plazmatické membrany a tak vznikd mezi bunécnou sténou
haustoria a cytoplazmatickou membranou napadené burky Stérbina, v niz se hromadi Ziviny
vstirebavané parazitem (Lebeda a Schwinn, 1994). U rezistentnich hostitelll se objevuje

primarni nekroticka reakce, ktera ma hypersenzitivni charakter (Lebeda a kol., 2006b).

3.3.2 Zivotni a infekéni cyklus P. cubensis

Zivotni cyklus P. cubensis se vyznacuje dvéma odlidnymi fazemi: pohlavni a nepohlavni
(obr. 1). U P. cubensis je znama tzv. polycyklickd infekce (tvorba nékolika nepohlavnich
generaci v prabéhu vegetacni sezdny). Prezimovani probihd pomoci oospor (pohlavnich spor)
nebo jsou populace bez tvorby oospor kazdorocné obnovovany prichodem inokula z oblasti,

kde se patogen vyskytuje kazdorocné (Lebeda a kol., 2006b).
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Obrézek 1. Zivotni cyklus P. cubensis (Savory a kol., 2011)

(a) vzduchem rozptylend sporangia pfistanou na povrchu listu a kli¢i ve vihkém prostfedi za vzniku dvoubicikatych zoospor, (b)
zoospory se dostanou k priiduchu a penetruji na povrchu listu, (c) hyfy kolonizujici mezofyl a zakladaji haustoria, ktera se vchlipuji
do membran hostitelskych bunék, (d) ke sporulaci dochazi pres den, kdy z kazdého praduchu vyroste az 6 sporangioford nesoucich
na koncich sporangia. Sporangia se uvolfiuji ze sporangioforti zménami hydrostatického tlaku a jsou nesena proudem vétru, ktery
je zanese k dalS$imu hostiteli, (e) chloroticka, angularni skvnitost je ohraniena listovou Zilnatinou a jsou typickym symptomem

infekce P. cubensis na svrchni strané listd Cucumis sativus, (f) role pohlavni faze P. cubensis je zatim neznama.

Nepohlavni faze Zivotniho cyklu P. cubensis je zaroven také infekénim cyklem. Na
zacatku se na myceliu (primér hyf 5,4 — 7,2 um) vytvofi sporangiofory, které na koncich nesou
nepohlavni spory (konidiosporangia, zoosporangia) tzv. zarodky primarni infekce (obr. 2 a 3).
Spory o velikosti 15-25 x 20-35 um jsou zbarveny Sedavé az cerno-fialové a maji vejcity az
elipsoidni tvar. VétSinou se na jednom sporangioforu vyvine kolem 20 spor, které se velmi
snadno odlamuji od rodicovskych sporangiofor(l a jsou dale rozsSifovany vétrem na velmi
dlouhé vzdalenosti (anemochorie). Po styku spory s hostitelskou rostlinou dochazi za vhodnych
podminek (styk s vodou, pfizniva teplota a vlhkost) ke kli¢eni. Kliceni ma nékolik fazi, nejprve
po kontaktu spory s vodou se za¢nou uvolriovat dvoubicikaté zoospory o velikosti 8-12 um (v
jednom zoosporangiu se jich vytvori 5-15, jeden bi¢ik maji hladky a druhy péfity). Poté se

zoospory pohybuji pomoci bicikli smérem ke stomatlm, kde ztraceji bic¢iky a encystuji

12



v prlduchovych Stérbinach (Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda a kol., 2006b). Ze vzniklé cysty
nasledné vyrasta kliéni vldkno, které vytvari apresorium z néhoZ vyroste penetracni hyfa se
schopnosti proniknout priduchovou stérbinou do vnitfniho pletiva listu (Sedlafova a Lebeda,
2002). Cenocytické mycelium v mezofylu se postupné rozrista a vytvari primarni a sekundarni
vezikuly a nasledné haustoria. BEhem 5-7 dn(l po napadeni patogenem vyrlstaji z priduch( na
spodni strané listl sporangiofory. Penetrace pres praduchy je nejcastéjsim zplsobem priniku
do pletiva u P. cubensis, avSak vzacné se mlze objevit i pfima epidermalni penetrace (Lebeda,
1990).

Pohlavni faze u tohoto druhu fytopatogena probiha obdobné jako u ostatnich druhi
Peronosporaceae. Neni pfili§ ¢astd a v mnoha zemich svéta nebyla dosud prokazana. Také
v Ceské republice zatim nebyla zaznamendna u P. cubensis tvorba oospor. Z{stava tedy dosud
nezodpovézeno, jak u nas patogen preziva, jestli ve formé oospor (pohlavnich spor) nebo
pfichodem inokula patogena z celorocné infikovaného Uzemi a pravé tato druhd zminovana
varianta, Ze zdroj infekce u nas je zplUsoben vzdusnymi proudy z jihovychodni Evropy, které
sebou prinaseji infikované spory, se zda pravdépodobnéjsi. ,Zeleny most” je dalSi mozZnosti P.
cubensis prezimovat, jedna se o prezivani na chranénych kulturach tykvovitych rostlin napf. ve
sklenicich. V oblastech s pfiznivéjSim klimatem napt. v Indii nebo na jihu USA jsou schopny
prezimovat aktivni mycelia P. cubensis v nékterych hostitelich (planych i kulturnich) (Lebeda,
1990). V nékolika zemich svéta vsak byl pohlavni proces zaznamenan a to v Rakousku, lzraeli
(Cohen a kol., 2003), Indii, Iranu a v Ciné (Lebeda a kol., 2006b). K pohlavnimu procesu dochazi
vétSinou koncem vegetacni sezdny, kdy uz zalinaji infikovand pletiva hostitelskych rostlin
odumirat (Bedlan, 1989; Lebeda, 1990) a vytvareji se v nich samdi anteridia a samici oogonia
tvofici se na vegetativnich hyfach. Oogonium obsahuje oosféru, kterd posléze splyva se samcim
anteridiem procesem zvanym oogametangiogamie (Lebeda a kol., 2006a). Vysledkem je
odpocdivajici oospora, kterd je tlustosténnd, schopna prezimovat. Po pfrezimovani oospora
vykli¢i vldknem, na jehoZ konci se vytvofi zoosporangium (pouze za pfriznivych podminek —
teplota, vlhkost) a potom vétSinou nasleduje nepohlavni faze Zivotniho cyklu (Kalina a Vana,
2005).

Infekéni cyklus P. cubensis odpovidajici nepohlavnimu procesu a ma nékolik fazi. Cyklus
zacind tvorbou sporangioforl a zoosporangii, naslednou diseminaci (uvolfiovani, Sifeni a
depozice zoosporangii) a poté pfimou infekci (kliceni, penetrace a kolonizace). P. cubensis patfi
mezi velmi citlivé patogeny reagujici na zmény prostfedi a ty maji pozdéji velmi silny vliv na

prabéh infekéniho cyklu, proces patogeneze a expresi symptomu (Lebeda, 1990).
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Obrazek 3. Sporangia P. cubensis na dichotomicky vétveném sporangioforu — SEM (Colucci,

2008).
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3.3.3 Siteni P. cubensis

Patogen P. cubensis se kazdorocné dostava do oblasti, kde nepfezimuje, pomoci spor
ze vzdalenych (teplejSich) oblasti. V severnich zemépisnych Sitkdch jsou primarni infekce
vysledkem kazdorocniho rozsiteni spor z jiznich a jihovychodnich oblasti Evropy i USA (Holmes
a kol., 2004, Ojiambo a kol., 2009). Studie z vychodu USA naznaluje, Ze se jedna o velké
prostorové méfitko (cca 1000 km) v Sifeni patogena (Ojiambo a Holmes, 2011). Sporangia jsou
na infikovanych listech, kde vznikaji na vzduchu po sniZeni relativni vlhkosti vzduchu a pfi
hygroskopickych pohybech jsou uvolfiovany do ovzdusi (Lange a kol., 1989). Proto je nejvyssi
koncentrace sporangii P. cubensis v pozdnich dopolednich a ¢asnych odpolednich hodindch,
kdy nastdvaji zmény v relativni vlhkosti vzduchu (Cohen a Rotem, 1971). Hydrochorie (Sifeni
vodou) predstavuje sekundarni mechanismu Sifeni, kdy jsou spory distribuovany na kratké
vzdalenosti (z listu na list a z rostliny na rostlinu), zejména pfi péstovani tykvovitych plodin na

polich (Lebeda, 1999).

3.3.4 Symptomatologie P. cubensis

Podle pfiznakll napadeni, které se u P. cubensis vyskytuji zejména v oblasti listové
Cepele, se jednd o folikolniho patogena. Ostatni ¢asti rostliny jsou napadany jen ztidka, napf. u
druhu C. melo bylo pozorovano napadeni stonkd, fapiki a kvétnich stopek (Lebeda et al.,
2006b). Mohou byt infikovany jak semenacky, tak i mladé a dospélé rostliny. Pfiznaky napadeni
se objevuji zhruba po 4 — 12 dnech od napadeni patogenem, inkubacéni doba je ale zdavisla na
mnoha faktorech, predevSsim na podminkiach prostfedi a reakci hostitele (Lebeda a
Widrlechner, 2003). Hlavni symptomem je tzv. angularni skvrnitost, kdy se na svrchni strané
listd objevi svétle Zluté olejovité skvrny, které jsou ohraniceny listovou Zilnatinou (obr. 4)
(Lebeda a Cohen, 2011). Primarni léze dosahuji velikost 3 — 10 mm, kdy poté dochazi ke spojeni
do vétsich skvrn béhem rozsiteni infekce. Pozdéji se na spodni strané listl (v mistech kde se na
svrchni strané vyskytuji |éze) zacind objevovat Sedavy aZ cernofialovy ,poprasek”
sporangiofor(l se sporangii. Poté |éze zacinaji nekrotizovat, az uschnou, coz vede ke ztraté list(
a tim se zvySuje procento vyskytu dalSich chorob na plodech. Pokud dojde k masivnimu
napadeni P. cubensis, tak nekrotizuje cela listova cCepel a rostlina postupné odumira, to se
mUzZe stat i béhem 4-10 dn(, opét zaleZi na podminkach prostfedi a genotypu hostitele
(Lebeda, 1990). Symptomy mohou byt znacné variabilni v zavislosti na genotypu. U druh(

Cucumis sativus a Luffa spp. zpUsobuje P. cubensis nepravidelné, lokalizované léze, které jsou
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ohraniceny listovou Zilnatinou. Zatimco u druhl C. melo subsp. melo a Citrullus lanatus nejsou
|éze ohraniceny listovou Zilnatinou a jsou kruhové a nepravidelné. Rozdily se také objevuji mezi
velikostmi sporulujicich tmavych oblasti na spodnich stranach listll druhl Cucumis sativus a
Cucurbita pepo. U druhu C. pepo je velikost mensi (5-8 mm) oproti druhu Cucumis sativus (5-20

mm) (Lebeda a Cohen, 2011).

Obrazek 4. Symptomy napadeni P. cubensis na listech C. sativus (E. Kfistkova).

3.3.5 Ekologické naroky P. cubensis

V nasledujici kapitole jsou popsany faktory ovliviujici urcité faze infekéniho cyklu P.
cubensis. Mezi hlavni faktory patfi teplota a vlhkost prostredi, svétlo, koncentrace inokula a
dalsi faktory prostredi.

Pocatecni faze infekéniho cyklu jsou ovliviiovany zejména Zivotnosti sporangii, kdy se
po oddéleni od materského sporangioforu musi rychle dostat do styku s vodou na povrchu listu
hostitelské rostliny. Voda je nezbytné nutny element k vykli¢eni spor a tvorby primarnich
infekénich struktur (Lebeda, 1990). Zalezi také na ¢asovych podminkach oroseni, kdy minimalni
doba oroseni je pfiblizné 2 hodiny, za optimalni dobu je povazovano 6 hodin. Ke kliceni miize
slouZit i gutacni kapka. Pokud v pribéhu kli¢eni dojde k vyschnuti listl (cca 10-15 minut), mize
dojit k ukonceni faze kliceni a nasledné penetraci. K uvolnéni zoospor ze sporangii nemuze
dojit v pfitomnosti inhibitord respirace nebo v anaerobnich podminkach. Uvolfiovani zoospor
je zavislé na teploté, za optimum lze povaZovat teploty mezi 9-30°C. Spory jsou schopné
vydrZet az 18 hodin ve vodé, ale za vysSich teplot encystuji. Nejoptimalné;jsi teplota pro kliceni
cyst je 25°C (Cohen, 1981). Dalsim dullezitym faktorem pfi procesu kliceni je svétlo, jelikoz

intenzivni kli¢eni probiha hlavné v noci. Konidiosporangia vykli¢i za optimalnich podminek do
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2-3 hodin a prvni penetrace u nich mlze nastat uz po 5 hodinach po pfilnuti spor na povrchu
listu (Lebeda, 1990).

Inkubacni doba je velmi zavisla na klimatickych podminkach, zejména teploté, kdy je
zde vyznamné stfidani denni a nocni teploty. Dalsich dualeZitym faktorem je intenzita osvétleni,
¢im vétsi intenzita osvétleni, tim vétsi rozvoj hyf a haustorii v pletivu. Optimalni inkubacni doba
je mezi 4 az 12 dny. Pfiznaky napadeni jsou nejvice ovlivnény koncentraci inokula, pfi vysoké
koncentraci se mohou symptomy projevit uz 3-4 dny po inokulaci (cca 1000 sporangii/cm?
listu). Dalsi vyvoj symptomU a kolonizace pletiva patogenem je vyznamné ovlivnén teplotou.
Projevy napadeni jsou podporovany vyssimi teplotami narozdil od kolonizace pletiva, kterému
vyhovuiji nizsi teploty (Cohen, 1981; Lebeda, 1990).

Sporulace je velmi ovlivnitelnd vnéjSimi podminkami. Kvalita a intenzita svétla pat¥i
k hlavnim podminkdm optimalni sporulace. Produkce spor probihd zejména za tmy (v noci),
naopak na svétle dochazi k zastaveni produkce. Inhibi¢ni plsobeni svétla je ovsem zavislé i na
teploté, kdy roste se zvysSujici se teplotou. Teplota zasadné ovliviuje ¢asovou narocnost
procesu sporulace, pfi vyssi teploté zacne sice sporulace drive, ale v disledku nekrotizace také
drive skonci. OvSem nizsi teploty sice vyvolaji sporulaci pozdéji, ale trva delsi dobu. Nejvétsi
inhibi¢ni Gcinky vykazuje modré svétlo (Cohen, 1981). Na intenzitu sporulace ma také znacny
vliv vybrany list hostitelské rostliny, zejména jeho stafi a odrida. Na mladsich listech je
sporulace rychlej$i a intenzivnéjsi nez na fyziologicky starSich listech. Druh hostitele hraje
vyznamnou roli v poc¢tu sporangii, kde u nachylnych odriid je pocet v radech tisici napft.:
Citrullus lanatus az 4000/cm?, Cucumis sativus az 7000/cm? a u Cucumis melo az 100 000/cm?
listu. Zalezi také na velikosti lézi, kde logicky malé léze maji vétsi hustotu sporangiofor( nez
vétsi léze, nejspise se jedna o lepsi zasobeni Zivinami z okolniho zdravého pletiva. Chlorotické

Iéze byvaji vice infikované nez |éze nekrotické (Cohen, 1981).
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3.4  Hostitelsky okruh

Hostitelsky okruh P. cubensis je predstavovan pouze celedi Cucurbitaceae. Tato celed’
je relativné velkd a zahrnuje cca 825 druh( v 118 rodech, jejichz plvod je ve tfech hlavnich
oblastech: Afrika a Madagaskar, Stfedni a Jizni Amerika, jihovychodni Asie a Malajsie (Jeffrey,
1990). Soucasné taxonomické studie udavaji rozlicné pocty druhl celedi Cucurbitaceae.
Zatimco Renner a kol. (2007) udavaji 800 druhG ve 130 rodech (Renner a kol., 2007),
v nasledujici studii Schaefera a Rennera (2011) uvadi 950-980 druh( v 95 rodech (Schaefer a
Renner, 2011). Na zdkladé experimentdlnich vysledkl z umélych inokulaci a sledovanim
prirozeného vyskytu P. cubensis patfi mezi jeji hostitele 50 aZz 60 druhl z 20 rodd celedi
Cucurbitaceae (Lebeda a Cohen, 2011). Podle Cohena (1981) je celosvétové péstovdno asi 12
druht z ¢eledi Cucurbitaceae a z nich je 9 napadano P. cubensis v pfirodnich podminkach, ale
podle novéjsich informaci je napadano vice kulturnich hostitelt (Lebeda, 1990). P. cubensis
napada kromé kulturnich druh( také druhy polokulturni, plevelné a plané rostouci z Celedi
Cucurbitaceae (Lebeda a Widrlechner, 2003).

U rodu Cucumis je znamo nejvice hostitelskych druh(l tohoto patogena (vice nez 30
plané rostoucich druht). Druh Cucumis sativus a C. melo, spole¢né s cca osmi plané rostoucimi
druhy Cucumis jsou znamy jako prirozeni hostitelé P. cubensis (Lebeda a Widrlechner, 2003).
Mezi dalsi ¢asté hostitele P. cubensis patti rod Cucurbita (tykev): C. argyrosperma, C. ficifolia,
C. maxima, C. moschata a C. pepo. Umélé inokulace v laboratornich podminkach prokazaly, ze
P. cubensis mQze infikovat i mnoho plané rostoucich a plevelnych druh( rodu Cucurbita
(Lebeda a Widrlechner, 2003). Dalsimi dulezitymi hostitelskymi rody jsou Citrullus, Lagenaria,
Benincasa a Luffa. U rodu Citrullus jsou dva druhy C. colocynthis a C. lanatus znamy jako
pfirozeni hostitelé P. cubensis. Rod Lagenaria zahrnuje péstovany druh L. siceraria a spolecné
s druhem L. sphaerica patti do hostitelského okruhu P. cubensis. Benincasa je monotypicky rod
zahrnujici pouze druh B. hispida, ktery je také pfirozenym hostitelem P. cubensis. Rod Luffa je
reprezentovan sedmi druhy, z nichz dva druhy L. acutangula a L. cylindrica jsou napadani P.
cubensis (Lebeda a Widrlechner, 2003; Seshadri a More, 2009). Vyskyt P. cubensis byl
zaznamenan i na plané rostoucim druhu Bryonia dioica (Runge a Thines, 2008).

Ve stfedni Evropé, zejména v Ceské republice je péstovdn pouze omezeny pocet druhti
kulturnich plodin v ¢eledi Cucurbitaceae (Cucumis sativus, C. melo, Cucurbita maxima, C. pepo,
C. moschata, C. ficifolia a Citrullus lanatus). Vzacné jsou péstovany i druhy Cucurbita
foetidissima a Lagenaria siceraria (Lebeda a Urban, 2004a,b). V Ceské republice je hlavnim
pfirozenym hostitelem P. cubensis druh Cucumis sativus, na kterém zplsobuje patogen znacné

Skody.
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V roce 2007 byla zaznamenana infekce P. cubensis na druhu Cucumis melo v Koreji.
Studie byla provedena ve fdliovniku na druhu Cucumis melo L. var. makuwa Makino
roubovaného na Shintozoa (Cucurbita maxima x C. moschata), kde byla zjisténa pfirozend
infekce. Infekce byla pozorovana béhem dubna az ¢ervna, zejména na listech (Yeon, 2007).

Dalsi zprdva o napadeni patogenem P. cubensis v Koreji pochdzi z roku 2008, kdy se
jednalo o napadeni druhu Lagenaria siceraria. P. cubensis byla objevena na porostech L.
siceraria péstovanych na polich v oblasti Hoengsong a byla sekvenovana ITS rDNA. Porovnani
sekvence v databdzi GenBank potvrdilo, Ze testovana sekvence ITS je identicka s P. cubensis na
hostiteli Cucurbita moschata (AY608619). Timto se potvrdil prvni zaznam o vyskytu P. cubensis
na druhu Lagenaria siceraria v Koreji (Choi a Shin, 2008).

Runge a Thines poprvé pozorovali infekci P. cubensis na druhu Bryonia dioica (posed
dvoudomy), viceleté rostliné z celedi Cucurbitaceae (Runge a Thines, 2008). Druh B. dioica je
popinava bylina a vyuZiva své Uponky k pfichyceni na plotech a stromech (zejména v luznich
lesich), pochazi ze stfedni a jizni Evropy. Z navazujici studie provedené na univerzité
v Hohenheimu, ve které byly pouzity kromé némeckych izolatd také izolaty P. cubensis z Ceské
republiky z fytopatologické laboratofe UP v Olomouci (26/01, 39/01 — Olomouc), se ukazalo, Ze
Ceské izolaty P. cubensis mnohem castéji infikovaly druh B. dioica na rozdil od izolatl
némeckych. Mikroskopickd analyza vzorkd infikovanych listd druhu B. dioica ukazala, Ze
morfologie sporangiofor( P. cubensis se neliSila od téch, které byly ziskany z infikovanych list(
C. sativus. Symptomy napadeni B. dioica patogenem P. cubensis jsou odliSné od napadeni
okurek timto patogenem, kdy u B. dioica neni sporulace omezena listovou Zilnatinou. Tato
studie podporuje hypotézu, Ze B. dioica jako viceletd rostlina ma potencial fungovat jako
hostitel P. cubensis umoznujici prezimovani v chladnéjsich oblastech Evropy a to bud
prostfednictvim semen nebo stonkovych ¢asti pod zemi (Runge and Thines, 2008).

Prvni zpravy o napadeni Cucurbita moschata (Duchesne) P. cubensis v Ceské republice
pochazeji ze srpna 2009 a opakované ze zari 2010 (Pavelkova a kol., 2011). Infikované rostliny
byly nalezeny na dvou lokalitach, a to na severni Moravé (lokalita Novy Ji¢in — Kojetin) v roce
2009 i 2010 a druhy na stfedni Moravé (Olomouc-Holice) v roce 2010. Po napadeni se objevily
malé hranaté, Zluté nebo svétle Zluté Iéze na horni strané listd C. moschata a na spodni strané
listl byly pfitomny sporangiofory a sporangia. Léze byly ohraniceny listovou Zilnatinou a
pozdéji se zménily na nekrotické. Sporangiofory byly hyalinni, rozvétvené a objevovaly se ve
skupinkach vychazejicich z praduch(. Z pfirozené infikovanych rostlin C. moschata byl ziskan
izol4t (88/09), u kterého byl detekovén patotyp 4.15.0, ktery dosud v Ceské republice nebyl

zjistén (Pavelkova a kol., 2011).
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3.5 Geografické rozsiteni P. cubensis

Nejstarsi ndlezy o vyskytu P. cubensis z Evropy byly zaznamendny v Rakousku a
Madarsku a to v roce 1904 (Hecke, 1904; Linhart, 1904). Z Ceskoslovenska jsou prvni Gdaje o
vyskytu P. cubensis az z roku 1926 (Smolak, 1926). Dalsi vyskyty z Evropy byly publikovany
vroce 1973 zltdlie (Damiano, 1973), Recka (Pantidou, 1973), a o rok pozdé&ji z Némecka
(Criiger, 1974) a Rumunska (Geaman, 1974). | v zemich severni Evropy (Finsko, Svédsko)
zaznamenali ndlez P. cubensis, ale az v roce 1985 a 1986 (Tahvonen, 1985; Forsgerb, 1986).

Druh P. cubensis je v soucasnoti celosvétové rozsiten a jeji vyskyt je zaznamendn
prakticky vSude, kde jsou péstovany tykvovité rostliny a to jak v polnich podminkach, tak také v
krytych porostech. Nejoptimalnéjsi podminky pro tohoto patogena jsou uvadény v teplejsich
oblastech (pfedevsim v tropech a subtropech), kde ro¢ni Uhrn srazek prekracuje 300-350 mm
(Lebeda a kol., 2006b)

| pfes kosmopolitni rozsiteni P. cubensis Ize nalézt u tohoto patogenu podstatné rozdily
ve vztahu k jednotlivym hostitelskym rodim. Nejvétsi frekvence rozsireni P. cubensis je na
rodu Cucumis. Napadeni C. sativus je zaznamendno ve vice nez 80 zemich svéta, dalsi
vyznamny druh C. melo se vyskytuje ve vice nez 50 zemich. Nalezy P. cubensis na rodu
Cucurbita jsou zndmy asi ze 40 zemi svéta, pricemz hlavni centra jsou ve Stfedni Americe a
karibské oblasti. V Evropé je dolozen vyskyt pouze z byvalé Jugosldvie a byvalého SSSR. Na
rodu Citrullus je geografické rozSiteni P. cubensis jesté mnohem mensi neZ na ostatnich
rodech. Vyskytuje se pfiblizné pouze v 25 zemich, pficemz hlavni centrum vyskytu lezi opét ve
Stfedni Americe. V Evropé nebyl pfirozeny vyskyt P. cubensis na rodu Citrullus spp. zndmy
(Lebeda, 1990).

V Evropé se P. cubensis nachazela pfedevsim ve Stfedomoti, aZ ve 2. poloviné 80. let
20. stoleti se rozsitila do stfedni Evropy, pficemz rok 1985 lze oznacit za prelomovy. Silné
epidemie P. cubensis se objevily prakticky v celé stfedni Evropé (Ceskoslovensko, Polsko,
Némecko, Rakousko, Svycarsko, Madarsko), ale i v daldich evropskych statech (Bulharsko,
Rumunsko, Moldavie, Ukrajina, Bélorusko). Z Polska se ve zmiriovaném roce dostalo inokulum
vzdudnymi proudy a7 do Finska a Svédska. Ackoli se jednalo o prvni vyskyt P. cubensis na
daném Uzemi, zpUsobila choroba velké skody (Lebeda, 1990). Rychlost Sifeni a vyse skod
potvrzuje vysoké schopnosti adaptace tohoto patogena na nové geografické oblasti a
ekologické podminky prostiedi (Lebeda a Schwinn, 1994). Opakované vyskyty P. cubensis ve
stfedni Evropé svéddi o jeji dlouhodobé epidemiologické nakaze, kterou lze srovnat se

situacemi v mnoha dalsich oblastech svéta (USA, Izrael, Japonsko, Indie).
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V byvalém Ceskoslovensku se prvni epidemie plisné okurkové, opét vyhradné na C.
sativus, objevila az vroce 1984 a to zejména na jiznim Slovensku, jizni, stfedni a severni
Moravé a v okoli Prahy. Rozsah $kod nebyl pfilis velky, protoZze pfichod epidemie byl pomérné
pozdni a to aZz na konci Cervence a v srpnu. Nasledujici rok 1985 zaznamenal 80-90 % ztraty na
vynosech okurek. V letech 1986-1988 bylo napadeni porostl okurek o néco mensi nez v roce
1985 z dlivod( kvalitnéjsich ochrannych opatfeni. V roce 1989 opét stouply ztraty na vynosech
az na 80 % (Lebeda a kol., 2006b). Ve zminénych letech epidemického vyskytu na nasem Uzemi
doslo poté k presunu P. cubensis z Madarska pfes jizni Slovensko na jizni a stfedni Moravu a
pak dale do vychodnich a stfednich Cech. Mezi posledni napadené porosty patfi jako vidy
oblasti v jiznich a zapadnich Cechach (Lebeda, 1990). Pozorovéni provedend autory Lebedou a
Urbanem v letech 2001 aZ 2004 (Lebeda a Urban 2004a,b,c) potvrzuji, Zze se P. cubensis
vyskytuje kaidoro¢né téméFr na celém Uzemi Ceské republiky. Mista vyskytu jsou nejen
v hlavnich péstitelskych oblastech, ale i v oblastech s méné pfiznivymi podminkami pro vyskyt
P. cubensis. Prvni projevy choroby se v zavislosti na podminkach prostfedi objevuji v niZinach
koncem cervna aZ zacatkem cervence a vlastni epidemie nastupuje koncem cervence a
zaCatkem srpna (Lebeda a Urban, 2004a,b). V obdobi sklizné byvaji porosty C. sativus silné az

velmi silné napadeny (Lebeda a Urban, 2005, 2007).
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3.6 Hostitel

3.6.1 Taxonomie a vyznam celedi Cucurbitaceae

Celed Cucurbitaceae (tykvovité) patfi do Fadu Cucurbitales a zahrnuje pres 800 druhd
ve 130 rodech s rozsifenim prevaziné v tropech a subtropech (Renner a kol., 2007). Jedna se o
jednoleté az vytrvalé byliny, jednodomé (béznéjsi) i dvoudomé, polokere, nékolik druht kefl a
vzacnych sukulentnich stromi (Lebeda a kol., 2007). Hlavni vyuziti celedi je v zemédélském
pramyslu, ale také v lékarstvi. Semena Cucurbita pepo jsou vyuZivany jako urologika a
prostatika a hlizy Trichosanthes kirilowii jsou pouZita pfi vyzkumu lécby AIDS (Chrtkova, 1990;
Jahodar, 2006).

Rostliny celedi Cucurbitaceae jsou charakteristické popinavymi nebo plazivymi
lodyhami, které jsou mékce az pichlavé chlupaté nebo olysalé. Listy jsou stfidavé, rapikaté (bez
palist), celistvé nebo €lenéné s Zilnatinou dlanitou nebo zpefenou. Uponky jsou plivodu
lodyZzniho i listového a vyrlstaji po stranach v paidi listd nebo chybéji. Kvétenstvi maiji
vrcholi¢naté, hroznovité nebo kvéty jednotlivé. Kvéty jsou jednopohlavné a pravidelné. Kalich a
koruna jsou na bazi Casto srostlé v kaliSkovitou nebo zvonkovitou c¢esuli. Plod je bobule,
duZnata, masita, houbovitd nebo vysychava s tenkym az silnym vnéjsim oplodim (Chrtkova,
1990). Rostliny obsahuiji latky zvané kukurbitaciny, které zpUsobuji hotkou chut (Opletal a kol.,
2007).

Péstované druhy rostlin celedi Cucurbitaceae maji schopnost adaptace na velmi
rozdilné péstitelské podminky prostfedi. Globdlni ekonomicky vyznam maji plodiny z rodu
Cucumis (okurka seta, meloun cukrovy), Cucurbita (tykev-dyné) a Citrullus lanatus (lubenice
obecna tzv. meloun vodni) (Chrtkovd, 1990; Lebeda a kol., 2007). Pocatkem nového tisicileti
vyrazné vzrostla produkce téchto kulturnich plodin a kazdym rokem vzrista. V soucasnosti
vede v produkci tykvovitych Cina, spole€né s daldimi asijskymi staty jako je Indie, Irdn a
Turecko. Velkymi producenty jsou i USA a Egypt (Lebeda a kol., 2007).

Vyvoj ¢eského ndzvoslovi celedi Cucurbitaceae zaznamenal v priibéhu let nékolik zmén.
Kli¢ k Uplné kvétené CSR uvadi ¢esky nazev tykvovité, rod Cucumis L. jsou dyné (zahrnuje druhy
C. sativus a C. melo) a rod Cucurbita L. jsou tykve (Dostal, 1954). Dostal (1989) uvadi v Nové
kvétend CSSR (dil 1.) ¢esky nazev tykvovité, ale u rodu Cucumis L. uvadi nazev okurka (pouze
druh C. sativus) a pro druh C. melo vyclenil novy rod Melo Adans. zvany meloun (M. sativus),
rod Cucurbita L. jsou stale tykve, ale u druhu C. pepo L. se objevuje vyraz , dyné“. V Kvétené
Ceské republiky z roku 1990 a 2003 se pro celed Cucurbitaceae uvadi ¢esky nazev dyrovité.

Rod Cucumis L. (okurka, meloun) zahrnuje druhy C. sativus L. a C. melo L. a rod Cucurbita L. se
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znadi jako dyné (Chrtkova, 1990; 2003). Kli¢ ke kvétené Ceské republiky uvadi nazev tykvovité
(Kubat a kol., 2002).

3.6.2 Puvod a charakteristika zastupct ¢eledi Cucurbitaceae

Cucumis spp.

Rod Cucumis zahrnuje pres 30 plané rostoucich druhl pochazejicich zfejmé z aridnich a
semiaridnich oblasti Afriky a dva druhy hojné péstované, C. sativus L. (okurka seta) a C. melo L.
(meloun cukrovy) (Lebeda a Cohen, 2011). Dvé hlavni skupiny, podrody Cucumis a Melo se lisi
geneticky, morfologicky i oblastmi pfirozeného vyskytu. Podrod Cucumis (indocinského
plvodu) tvofi pouze 2 druhy: C. sativus a C. hystrix, zatimco podrod Melo (africky plvod) je
taxonomicky slozity s velkou druhovou diverzitou (Lebeda a kol., 2007). C. melo je fazeno blize
skupinéC. sativus, C. hystrix nez vétsiné zastupcl podrodu Melo, podle sekvenovani jaderné a
plastidové DNA (Sebastian a kol., 2010). Centrum pulvodu a prvniho péstovani okurky seté je
potvrzené z podhUfi Himalaji v Indii. C. sativus je jednoletd, jednodoma bylina s poléhavou
nebo popinavou hranatou lodyhou, ktera je $tétinaté chlupata. Uponky jsou jednoduché. Listy
jsou 5-7uhelnikovité az mélce lalo¢naté se Spi¢atymi laloky, na okraji zubaté az celokrajné. Syté
Zluté kvéty jsou 5¢etné se srostlym kalichem a korunou, bud jednotlivé anebo ve svazeccich
v UZlabi listl. Plodem je bobule (Chrtkova, 1990). Druh C. melo je drsné chlupaty. Listy jsou
mnohouhelnikovité s laloky zaokrouhlenymi, na okraji zubaté az celokrajné, ¢asto zvinéné.
Kvéty jsou syté Zluté a kratce stopkaté. Plod je kulovitého tvaru, vazici okolo 1-3 kg (Chrtkova,

1990).

Cucurbita spp.

Rod zahrnuje asi 12 az 15 druhd, které plvodné pochazeji z oblasti Ameriky, od USA az
po Argentinu. Pét druhl (C. argyrosperma C. Huber, C. ficifolia Bouche, C. maxima Duchesne,
C. moschata Duchesne a C. pepo L.) domestikovanych ztéchto oblasti pred prfichodem
Evropanl je v soucasné dobé hojné péstovano v mnoha castech svéta. Tento rod nevykazuje
blizkou pfibuznost s jinymi rody c¢eledi Cucurbitaceae (Lebeda a kol., 2007). C. maxima pochazi
pravdépodobné z Peru, kde se péstovala jiz kolem roku 1200 p¥.n.l. Druh C. ficifolia mé pavod
podle fosilnich zaznam{ nejspiSe ve vySe poloZenych oblastech And. Zatimco C. moschata ve
Stfedni Americe a severni ¢asti Jizni Ameriky (Kolumbie) (Lira-Saade, 1995). C. moschata ma
geneticky nejblize druhu C. argyrosperma, ktery zdomacnél v jiznim Mexiku (Seshadri a More,
2009). C. pepo patfi mezi nejstarsi kulturni plodinu, jejiz semena jsou dochovéna z obdobi

10 000 pt.n.l. (Whitaker a Bemis, 1964). Podle molekularnich studii byla domestikovana 2x bez
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uzsi spojitosti. Prvni zdomacnéni zaznamenal druh C. pepo subsp. texana na uUzemi
severovychodniho Mexika. Druhd linie C. pepo subsp. pepo je vysledkem postupné
domestikace ztaxonu rostouciho v dnesnim Mexiku a C. pepo subsp. fraterna. Proces
domestikace vedl u druhu C. pepo k celkové evolucni diferenciaci fenotypl a vzniku mnoha
novych taxon( (Paris a kol., 2012). Rostliny rodu Cucurbita vyskytujici se v Ceské republice jsou
jednoleté, jednodomé byliny s poléhavou nebo popinavou lodyhou. Uponky jsou vétvené nebo
chybéji. Listy jsou dlouze fapikaté a dlanité 5-7uhelnikovité a dlanitolalo¢naté. Kvéty jsou
jednotlivé v uzlabi rGznych listl, 5(-7) cetné se srostlym kalichem a korunou. Plody jsou bobule

raznych tvar (Chrtkova, 1990). Na obrazku 5 jsou znazornény morfotypy druhu C. pepo.

Obrazek 5. Diverzita zralych plod( 32 kultivarG Cucurbita pepo (E. Kfistkova).
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Ostatni hostitelské rody

Rod Citrullus zahrnuje Cctyfi druhy, znichz nejznaméjsi je C. lanatus (Thunb.)
Matsumura et Nakai. VSechny tyto druhy pochazi z tropl a subtrop( Starého Svéta, primarné
z Afriky (Lebeda a kol., 2012). Druh C. lanatus je na lodyze kratce husté chlupaty. Listy jsou
Siroce vejcité az trojuhelnikovité. Kvéty jsou svétle Zluté a plody kulovité az elipsoidni
s ¢ervenym vnitfnim oplodim (Chrtkova, 1990).

Rod Benincasa je reprezentovan pouze jedinym druhem Benincasa hispida (Thunb.)
(tykev voskova), pochazejicim z jihovychodni Asie (Seshadri a More, 2009). Tento druh je
jednodomy s husté chlupatou lodyhou, kterd voni piZzmem. Listy jsou jednoduché, stfidavé (bez
palistd) s fapiky (5-20 cm). Kvéty se nachazi v UZlabi listl a jsou jednopohlavné, pravidelné.
Plod je variabilni ve tvaru a je pokryt modrobilou voskovou vrstvou (Robinson a Decker-
Walters, 1997).

Rod Luffa zahrnuje sedm druhd. Ctyfi ztéchto druhl pochazeji ze Starého Svéta
(Afrika, Indie a Austrélie) a zbyvajici tfi druhy z neotropické kvétenné oblasti (Bates a kol.,
1990). Dva druhy L. acutangula (L.) Roxb. a L. cylindrica (L.) M. J. Roem. jsou kultivované
(Seshadri a More, 2009). Luffa cylindrica je jednoletd, jednodoma bylina s popinavou lodyhou,
kterad je jemné chlupatd. Listy jsou jednoduché, stfidavé (bez palistl) s dlouhymi fapiky (aZ
15cm). Syté zluté kvéty jsou jednopohlavné a pravidelné (Robinson a Decker-Walters, 1997).

Rod Lagenaria zahrnuje Sest druhd. Pouze druh L. siceraria (Mol.) Standl. (tykev
l[dahvovita) je kulturni plodinou (jednoletd, jednodoma) plivodem ze zdpadni Afriky. Ostatnich
pét druhl je plané rostoucich (vytrvalé, dvoudomé), pochazejici z Afriky, Madagaskaru a
Komorskych ostrovi (Bates a kol., 1990; Nayar a More, 1998; Seshadri a More, 2009).
Lagenaria siceraria je bylina s plazivou lodyhou. Listy jsou jednoduché, stfidavé (bez palisti)
s délkou fapikli 2-12 cm. Bilé kvéty jsou jednopohlavné. Plody jsou variabilni ve tvaru a

velikosti (Robinson a Decker-Walters, 1997).
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3.7 Interakce Cucurbitaceae — P. cubensis

Vztah hostitele (rostlina) a patogena muze byt do¢asného nebo trvalého charakteru a
vyvolava projevy choroby. V této interakci ma patogen schopnost interferovat s jednou nebo
vice podstatnymi funkcemi hostitele a vyvolat u néj patologické procesy. Mezi rostlinou a
patogenem tedy dochdazi k fadé interakci, které se projevuji tzv. specificnosti.

Specifi¢nost je posuzovana z taxonomického a genetického hlediska na Urovni druhu
nebo nizSich taxonomickych jednotek a byva determinovana charakterem hostitele nebo
patogena, vétsSinou kombinaci obou. Hodnoceni Urovné specificnosti je zaloZzeno na zdkladnim
rozdéleni rostlin na hostitele a nehostitele a mikroorganism(l na patogena a nepatogena.
Vyslednou reakci hostitele a patogena je kompatibilita (nachylnost), ktera se projevuje
parazitismem, pfipadné patogenismem nebo inkompatibilita (odolnost), kdy se interakce
neprojevi, pripadné jen minimalné (Lebeda, 1989).

Zastupci Celedi Peronosporaceae jsou typicti obligdtni biotrofni parazité a jejichz
jednotlivé druhy se od sebe lisi rozdilnym stupném hostitelské specifity. Stupen hostitelské
specifity je dan specializaci na jeden druh nebo Sirsi spektrum hostitelskych druhd a rodu
v ramci urcité Celedi rostlin. P. cubensis je oligofagni systematicky patogen, ktery napada pouze
omezeny pocet druh(ll a rodl ¢eledi Cucurbitaceae (Lebeda a Schwinn, 1994).

V rdmci vnitrodruhové variability jsou rozezndvany xenopatické skupiny, vyjadtujici
razné hladiny specificnosti interakci mezi populaci uréitého fytopatogenniho organismu a
populaci jeho hostitele. Na Urovni druhu jsou popisovany specializované formy (forma
specialis). Podrobnéjsi diferenciace jednoho druhu resp. specializované formy je
predstavovana interakci odrlda — fyziologicka rasa. Pro determinaci jsou pouzivany jednotlivé
odrldy nebo izogenni linie se znamymi rasové specifickymi faktory rezistence (Lebeda, 1989).
NejpresnéjsSim pojmem pfi hodnoceni interakce hostitele a patogena je biotyp. Jde o vyhradné
geneticky pojem. Biotypem, jsou oznaCovani jedinci se stejnou genetickou konstituci. U
hostitele jde o klony nebo Cisté linie vzniklé samoopylenim, u patogena jsou to jedinci vznikli
z jedné spory nebo burky (Lebeda a kol., 2006b).

Je-li rostlina inokulovana potencidlnim infekénim agens, m0Ze nebo nemusi dojit
k infekci. Rezistence a nachylnost charakterizuji schopnost ¢i neschopnost rostlin infektibilniho
(hostitelského druhu potlacit vyvoj patogena a jeho aktivitu. Hostitel, ktery je schopen potladit
nebo oddalit aktivitu patogenniho agens je rezistentni (odolny). Nachylny je hostitel
nezplsobily odolat nebo klast odpor skodlivému patogennimu faktoru, pfipadné prekonat jeho
nasledky. Pro charakteristiku reakci hostitele, které rozhoduji o tom, zda se pritomnost

patogena projevi silnymi nebo slabymi pfiznaky choroby a poskozeni, jsou pouZivany terminy
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tolerance a citlivost (Lebeda, 1989). Tolerance (sndSenlivost) je schopnost infikovaného
hostitele sndset zjevné neomezenou a rozsahlou invazi patogennim organismem, coZ se
projevuje vice nebo méné Uplnou absenci pfiznakl a poskozeni Citlivost (senzitivita,
zranitelnost) je neschopnost infikovaného hostitele snaset ¢innost patogenniho organismu bez
vice nebo méné silné reakce, coz vyustuje ve vznik rdzné silnych symptomd a poskozeni.
Produkce rlznych iritant( zde ma za nasledek dysfunkci rozhodujicich metabolickych pochodi

a fyziologickych funkci (Lebeda, 1989; Lebeda a kol., 2006b)

3.7.1 Patogenismus

Existence a rozvoj jednotlivych organism( je znacné ovlivnén typem jejich souZiti. Mezi
jednotlivymi skupinami organism{ existuji velmi rlznorodé vztahy. Z hlediska vyhodnosti ¢i
nevyhodnosti pro oba partnery lze rozeznavat dva protichldné typy souZiti: mutualimus a
parazitismus (Cooke, 1977). Parazitismus Ize ve svém nejsirsim pojeti chapat jako ¢astecnou
nebo Uplnou nutri¢ni zavislost urcitého bunééného nebo nebunécéného organismu na jiném
Zivém organismu (FBPP, 1973).

S parazitismem velmi tésné souvisi patogenismus, coZ je vztah dvou organism, kdy
jeden (patogen) vyvolava chorobu na jiném (hostitel). Ackoli schopnost parazita proniknout a
kolonizovat hostitele ma vétSinou za nasledek vznik choroby, plsobeni patogenu nemusi byt
nutné spojeno s parazitismem (Horsfall a Cowling, 1978). Parazit je organismus ¢aste¢né nebo
zcela nutricné zavisly na jiném organismu. Patogen je takovy bunécny nebo nebunécny
organismus, ktery je schopen zplsobovat chorobu na jednom hostiteli nebo okruhu hostitel(.
Pficemz kazdy rod nebo druh patogena ma vymezeny okruh hostitelskych rostlin, u nichz je
schopen v rlizné mife vyvoldvat chorobné procesy a ma tedy urcity patogenni potencial
(Lebeda, 1989).

Z nejobecnéjsiho hlediska je patogenni potencial vyjadien patogenitou. Jednd se o
schopnost patogena (prip. parazita) interferovat sjednou nebo vice podstatnymi funkcemi
rostliny (Agrios, 1978). Pficemz jde o vlastnost parazitniho druhu, rodu aj. obecné uznavané
skupiny bez ohledu na to, Ze nékteré entity (kmeny, rasy, atd.) nemusi byt v ramci celé skupiny
(druhu) patogenni (FBPP, 1973). Patogenitu lze rozcleriovat na dvé zakladni kategorie —
virulenci a agresivitu (Lebeda, 1989).

Virulenci jsou oznacovany kvalitativni rozdily v patogenité (Tarr, 1972). V ramci
zakladni kompatibility vyjadfuje schopnost vytvofrit specificky diferencovany kompatibilni resp.
inkompatibilni vztah (Lebeda, 1989) mezi izolaty (rasami) patogena a odridami (liniemi,

kmeny) hostitele. Rozdily ve virulenci maji pomérné dobfe odlisitelny diskontinualni charakter
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(Vanderplank, 1975), proto je vyuZivana v systémech specificky diferencované kompatibility-
inkompatibility, kde je genetickd interakce fizena jednim nebo nékolika malo geny (mono-,
oligogenné) a jde tedy o interakce na bazi gen proti genu (Lebeda, 1989).

Agresivita je naproti tomu vlastnost entit nizSich nez rod a druh a popisuje kvantitativni
nediferencovany vztah patogena k hostiteli. Mezi hostitelem a patogenem se neobjevuje
diferenciacni reakce, ale konstantni kvantitativni fazeni , tzn. Ze pfi srovnavani souboru izolatd
urCitého patogenniho druhu je lze kontinudlné seradit podle stupné jejich agresivity
(Vanderplank, 1968, 1975). Pojem agresivita je tedy pouZivan v souvislosti s mechanismy
specificky nediferencované kompatibility, se systémy polygenni dédi¢nosti a odridové

nespecifickou rezistenci (Lebeda, 1989).

3.7.2 Patogenni variabilita P. cubensis

Patogen P. cubensis naznacuje rozsahlou vnitrodruhovou variabilitu v patogenité jako
ostatni fytopatogenni organismy ze skupiny Oomycota, zejména z Celedi Peronosporaceae
(Lebeda a Widrlechner, 2003). Prvni informace o patogenni variabilité P. cubensis byly ziskany
ve 40. letech 20. stoleti v Japonsku, pozdéji byla tato problematika rozpracovana v lIzraeli, Indii,
Japonsku a USA. Patogenni variabilita se projevuje pfi interakcich s hostitelskymi rody, druhy
nebo jejich nizSimi taxonomickymi a genetickymi jednotkami. Interakce mezi populacemi
fytopatogenniho organismu a populacemi jeho hostitele se mohou odehravat na rliznych
hladinach specificnosti, které jsou na strané patogenu vyjadieny v rozlisné odliSnych
patogennich skupinach. U P. cubensis jsou zaznamendany specialni formy, patotypy a

fyziologické rasy resp. fenotypy virulence (Lebeda a Cohen, 2011).

3.7.2.1Specialni formy

Specialni forma (forma specialis) je vnitrodruhova taxonomicka jednotka pouZivana
pouze pro fytopatogenni houby. Jsou klasifikovany jako populace (izolaty) bez morfologickych
rozdilli, které se v3ak od sebe lisi fyziologicky, svou parazitni adaptaci na rtzné hostitelské rody
a druhy. Hlavnim kritériem specializace byva urcity rod (nebo jina skupina, napft. tribus) v rdmci
celkového hostitelského okruhu parazita. Specidlni formy lze rozliSit podle tzv. k¥iZovych
hostitelll znamych pro dany patogen. Kfizové inokulace realizované pro nékteré zastupce

Peronosporaceae ukazuji, Ze jejich izolaty jsou Casto kompatibilni pouze s tim hostitelskym

28



rodem, z néhoz byly odebrany. U P. cubensis bylo zjisténo, Ze izoldty z Cucumis sativus jsou
kompatibilni dokonce s péti riznymi rody Cucurbitaceae a na nékterych dalsich rodech celedi
vyvolavaji projevy neulplné rezistence (Lebeda a Cohen, 2011).

V soucasnosti, se vSemi ziskanymi vysledky, nelze existenci specidlnich forem P.
cubensis jednoznacné vyvratit ani potvrdit. Dalsi vyzkumy, zaloZzené predevsim na mezinarodni

spolupraci, mohou prispét k prohloubeni poznatk( v této oblasti (Lebeda a kol., 2006b).

3.7.2.2 Patotypy

Patotypy P. cubensis jsou fyziologické formy, které se od sebe navzajem Ilisi
hostitelskou specifitou na drovni rodd, druhl, popfipadé poddruhl a variet celedi
Cucurbitaceae (Lebeda a Gadasova, 2002; Lebeda a Widrlechner, 2003). Prostfednictvim
patotypl lze dukladnéji popsat patogenni variabilitu z hlediska hostitelského okruhu, tato
vlastnost byla dfive pfipisovana existenci specialnich forem (Lebeda a Cohen, 2011).

Pro popis patogenni variability byly vytvofeny diferenciacni soubory celedi
Cucurbitaceae, diky kterym jsou determinovany patotypy P. cubensis. Prvni obecné uzndvany
diferenciacni soubor byl soubor Thomas a kol., ktery obsahoval 6 diferenciac¢nich genotypl
z rod0 Cucumis, Cucurbita a Citrullus (Thomas a kol., 1987). Soubor byl vysledkem inokulacnich
experimentl 26 genotypU ze sedmi rodl Cucurbitaceae, z nichZ byly pro diferenciaci patotypl
vybrany nejvice nachylné genotypy umoziujici jasné rozliseni kompatibility/inkompatibility
(Thomas et al., 1987). Pouzitim tohoto souboru bylo rozliSeno pét patotypl podle odlisnych
reakci s osmi testovanymi izolaty P. cubensis pochazejicich z USA, Izraele a Japonska. Tyto
izolaty byly vybrany na zakladé inokulace na 26 rostlinnych genotypech reprezentujicich 7 rodu
(Lebeda a Cohen, 2011). Autofi je oznacili jako ,patotyp 1-5“ podle vzrlstajictho poctu
virulentnich (kompatibilnich) reakci. Patotyp 1 byl kompatibilni pouze s jednim diferenciacnim
genotypem, zatimco patotyp 5 se vSemi Sesti diferenciaénimi genotypy. Na zakladé totoziného
diferenciaéniho souboru byl popsan v roce 2003 patotyp 6 zlzraele (Cohen a kol., 2003).
Soubor Thomase a kol. (1987) mél i pres to vSe nékolik nevyhod, nékteré genotypy nebyly
presné definovany na Urovni druhové ani genotypové. V praci Lebedy a Gadasové z roku 2002
bylo k charakterizaci P. cubensis pouZio diferenciacniho souboru 12 taxond z 5 rodu celedi
Cucurbitaceae. Cucumis sativus cv. Marketer vykazal velmi citlivé reakce ke vSsem pouzitym
izolatlim. Cucumis melo, Cucurbita pepo, C. maxima a Lagenaria siceraria byly povazovany za
vnimavé k P. cubensis. VSech 12 taxon( vykazovalo rozdilnou reakci se souborem izolatd a bylo

rozliSeno 13 patotypll (Lebeda a Gadasova, 2002).
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Novy diferenciacni soubor byl rozsifen o nové komponenty, které byly specifikovany
jak na drovni druht, poddruh( i genotypl a popis kazdého patotypu je zaloZzen na numerickém
systému (Lebeda a Widrlechner, 2003). Soubor je zaloZen na souboru Thomas a kol. (1987) a je
rozsitren o dalsi genotypy. Ve vysledku soubor zahrnuje 12 genotypl vybranych ze Sesti
Lagenaria. Na zakladé dobre specifikovaného diferenciaéniho souboru by bylo mozné u P.
cubensis dobre diferenciovat nejen patotypy (patogenni variabilitu mezi rdznymi rody cCeledi
Cucurbitaceae), ale i rasy (patogenni variabilitu uvnitf jednoho druhu). S timto zdokonalenym
diferenciacnim souborem byl navrZen i novy zpUsob popisu patotypl pomoci 12 patogennich
faktorl a jejich kombinaci. Patotyp je popsan pomoci numerického tetradového kddu, ktery je
zpracovan na zakladé binarniho hodnoceni kompatibility a inkompatibility (+/-) urcitého izolatu
na genotyp diferencia¢niho souboru.

Studie o geografické distribuci patotyp(l P. cubensis jsou znamy kromé Ceské republiky
(Lebeda a kol., 2013), z Izraele (Cohen a kol., 2003), USA (Colucci, 2008) a Malajsie (Salati a
kol., 2010). V praci autor(l Lebedy a Gadasové (2002) bylo studovano 22 izolatl P. cubensis
pochazejicich ze ¢&tyf evropskych zemi (zejména z Ceské republiky) s pouZitim nového
diferencia¢niho souboru 12 genotypl Celedi Cucurbitaceae (Lebeda a Widrlechner, 2003) a
bylo rozliseno 13 rliznych patotyp(. Tyto determinované patotypy byly odlisné od patotypl 1-5
popsanych Thomas a kol. (1987). Pouze jeden izolat korespondoval s patotypem 1. Od roku
2001 se podrobnéjsim studiem patogenni variability zabyva tym fytopatologické laboratore PrF
UP v Olomouci pod vedenim prof. Lebedy. Tyto podrobné informace poukazuji na to, Ze
populace P. cubensis v Ceské republice je extrémné variabilni s urcitou meziro¢ni fluktuaci
Vyskyt vysokého poctu riznych patotypl a jejich znacna proménlivost zastoupeni v ¢ase a
prostoru mlZe souviset s migraci patogena a lokaci Ceské republiky v Evropé.

Vysledky studia patogenni variability 32 izolat P. cubensis pochazejich z USA z let
2004-2008 potvrdily vysokou variabilitu v jejich patogenité (Colucci, 2008), stejné jako je tomu
v Ceské republice (Lebeda a Urban, 2004c; Erbesova, 2005; Urban, 2006; Lebeda a kol., 2010;
Pavelkovd, 2012; Lebeda a kol., 2013), Ze existuje vysoka variabilita v patogenité izolatd P.
cubensis pochazejicich z USA (Colucci, 2008).

Salati a kol. (2010) se zabyvali studiem patogenni variability souboru celkem 29 izolatf
P. cubensis shromazdénych z rGznych hostitelskych druhl (Cucumis sativus, Luffa cylindrica,
Citrullus lanatus, Trichosanthes cucumerina) zapadni Malajsie. Na testovaném souboru izolatl
bylo determinovano 12 odlisSnych patotypl a ukazalo se, Ze izolaty P. cubensis pochazejici

z dyniovych farem v zapadni Malajsii jsou vysoce variabilni (Salati a kol., 2010)
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Tabulka 1. Pfehled znamych dat o determinaci patotypu P. cubensis v rliznych zemich svéta

(Lebeda a kol., 2006b).

Kategorie patogenity

Patotyp

Zemé

Dostupnd data

Literatura

Cina

Salati a kol. (2010)

Ceska republika

Lebeda (1999); Lebeda a Gadasova (2002); Lebeda a Urban (2004);
Lebeda a kol. (2006); Lebeda a Widrlechner (2003); Lebeda a
Widrlechner (2004)

Bulharsko +? Angelov a kol. (2000)

Indie + Bains a Sharma (1986)

Izrael + Cohen a kol. (2003); Thomas a kol. (1987)
Japonsko + Thomas a kol. (1987)

Polsko ?

USA + Shetty a kol. (2002), Colucci (2008)
Ostatni (FR, NL, SP)* + Lebeda a Gadasova (2002)

+ = patotyp pfitomen; ? = data nejsou dostupna nebo experimentalné potvrzena; * = determinovan pouze 1 izolat.

U populace P. cubensis v Ceské republice byly z hlediska ¢asového i prostorového
hlediska zaznamenany znacné vykyvy patotypové struktury. Vletech 2001-2009 bylo
zanalyzovano 361 izolatl a rozliSeno 67 patotypl. Nejvétsi patogenni variabilita byla
zaznamenana v roce 2001, kdy bylo objeveno 33 patotyp(, v kontrastu s rokem 2007, kdy bylo
objeveno pouze 5 patotypl. Vétsi ¢ast testovanych izolatli predstavovala vysoce patogenni
patotypy. Unikatni patotyp 15.15.15. (,super patotyp“) byl detekovan opakované v letech
2001, 2003, 2004 a 2008. Ceska populace P. cubensis neni stabilni a ukazuje ¢asovy posun

k vyssi patogenni Urovni a ke sniZeni patogenni variability (obr. 6) (Lebeda a kol., 2010).
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Obrazek 6. Struktura populace P. cubensis podle jejich drovné virulence (virulentnich faktor()

(Lebeda a kol., 2013).
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Celosvétovym problémem patotypl P. cubensis je ¢astda zaména nazvoslovi (patotyp-
rasa), kdy misto oznaceni patotyp je pouZito oznaceni rasa. Zejména se tak stavd ve vyzkumech
ze zahranici, a poté v publikovanych ¢lancich, viz ¢lanek Savory et al. (2010). Jedna se vSak o

chybu zdsadni, ke které by nemélo dochazet.

3.7.2.3 Fyziologické rasy

Fyziologické rasy, zejména u tfidy Oomycetes a hub zfiSe Fungi, se vyznacuji
specializaci na rlizné kultivary jednoho hostitelského druhu. Rasa je definovana jako biotyp
(skupina biotyp() uvnitf druhu, lisici se od jinych biotypl (skupin biotypl) fyziologickymi
charakteristikami, véetné virulence (Lebeda a Urban, 2010). Rasy byly popsany také u interakci
P. cubensis s ¢eledi Cucurbitaceae (Lebeda a Widrlechner, 2003; Lebeda a Cohen, 2011).

Prvni zdznamy o existenci fyziologickych ras P. cubensis jsou znamy z USA, zejména
v roce 1932 v Massachusetts a v roce 1950 v severni Karoliné (Cohen, 1981). Dalsi vyzkumy
prokazuji existence fyziologickych ras na druzich Cucumis melo (Thomas a kol., 1987),
Cucurbita pepo a dalSich Cucurbita spp. (Lebeda a Widrlechner, 2004). Rasové specifické
interakce se projevuji také na rodu Citrullus. Dostupnd data o vyskytu ras P. cubensis jsou
potvrzena z Ceské republiky, lzraele a USA. Ze viech ziskanych vysledk(i je tedy patrna
existence fyziologickych ras u tohoto patogenu, ale zatim neni dostatecné propracovan
diferenciacni soubor genotypu pro jednotlivé hostitelské druhy, pfipadné rody (Lebeda a kol.,
2006b).

Problémem v poslednich 30 letech je vyvoj novych polnich kultur P. cubensis odolnych
proti fadé bézné pouzivanych fungicid( (Lebeda a Cohen, 2011). Pod vlivem jejich opakované
aplikace dochdzi v populacich patogenu k rychlé selekci rezistentnich ras resp. kmenu (Lebeda

a kol., 2006b).

3.7.3 Variabilita hostitelu diferenciaéniho souboru v interakcich s P. cubensis

P. cubensis vykazuje rozsdhlou vnitrodruhovou variabilitu v patogenité a hostitelské
specifité je Uzce spojena s velkou taxonomickou a genetickou diverzitou rliznych hostitelskych
rostlin. Vinterakcich P. cubensis a hostitelskych druhl diferencia¢niho souboru celedi
Cucurbitaceae (na detekci patotypt) jednoznacné prevazuje exprese
inkompatibility/kompatibility, ale lze pozorovat i heterogenni reakce a neuplnou rezistenci

(Lebeda a Widrlechner, 2003; Lebeda a kol., 2006b). Pfi vyzkumu variability P. cubensis vici
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hostitelm jsou dulleZité laboratorni experimenty provadéné za optimalnich podminkech,
ovSem pro presnéjsi vysledky je nutné studovat i rozvoj choroby v polnich podminkach, tzv.

polni rezistenci.

Cucumis spp.

C. sativus je vysoce nachylny druh a neobsahuje dostacujici zdroje rezistence vici P.
cubensis. Geneticky je malo variabilni a nevykazuje rasové specifické interakce.
V diferenciacnim souboru se druh C. sativus odrlida Marketer pouZiva jako silné nachylna
kontrola (Lebeda a Widrlechner, 2003; Lebeda a Urban, 2004c).

C. melo je geneticky velmi variabilni druh a je u néj velice dobfe prozkoumana rasova
specificnost a efektivni zdroje rezistence (Lebeda a kol, 2007). U druhu C. melo je zaznamendna
cela skala interakci v rdmci spektra patotypUl/ras a je tedy pozorovana velka diverzita na Urovni
morfologické, genetické i molekularni (Stepansky a kol., 1999). V diferencia¢nim souboru jsou
3 genotypy C. melo z taxonu: C. melo subsp. melo, C. melo var. conomon a C. melo var. acidulus

(Lebeda a Widrlechner, 2003).

Cucurbita spp.

Rod Cucurbita je velmi variabilni a je u néj hojné rozsitena rasové specificka rezistence,
coz se projevuje rozdilnymi reakcemi genotyp( na jednolivé izolaty (Lebeda a kol., 2006b).
V diferencia¢nim souboru je rod zastoupen 4 taxony: Cucurbita pepo subsp. pepo, C. pepo var.
texana, C. pepo var. fraterna, C. maxima (Lebeda a Widrlechner, 2003).

Vyraznou rasové specifickou rezistenci/nachylnost nachazime také mezi poddruhy,
varietami a kultivary vyznamného druhu C. pepo (Lebeda a Cohen, 2011). Z testl provadénych
Lebedou a Kristkovou (1993) byla zjisténa nelplnd rezistence u mnoha genovych zdrojd C.
pepo subsp. pepo, kterd potvrzuje oddéleni tohoto poddruhu od C. pepo subsp. texana, jehoz
genotypy byly zcela nachylné k alespon jednomu ze tfi izolath P. cubensis. MoZnou pficinou
rozdilnych reakci kultivard C. pepo je uvadéna vicenasobna domestikace tohoto druhu (Paris a

kol., 2012).

Ostatni hostitelské rody

Vrodu Citrullus existuje vyraznd odridova variabilita v nachylnosti kizolatim P.
cubensis. Pro druh C. lanatus byla prokdzana patotypova a rasova specificita, proto je soucasti
plavodniho (Thomas a kol., 1987), ale i soucasného diferencia¢niho souboru (Lebeda a kol.,
2006b; Lebeda a Widrlechner, 2003).

U druhu Benincasa hispida byla prokazana patotypové specificka rezistence vUci

izolatdm P. cubensis. Genotyp pouZity v pfedchozim diferenciacnim souboru Thomase et al.
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(1987) vykazoval rezistenci kizolatm zJaponska, lzraele a USA, oproti genotypu ze
soucasného diferenciacniho souboru, ktery je nachylny k evropskym izolatim (Lebeda a
Gadasova, 2002; Lebeda a Widrlechner, 2003; Lebeda a Cohen, 2011).

U druh( L. acutangula a L. cylindrica je zndma patotypova i rasova specificita (Lebeda a
Cohen, 2010). Genotyp L. cylindrica je v diferenciaénim souboru a je velmi odolny k fadé
evropskych izolatl P. cubensis (Lebeda a Gadasova, 2002). V Ciné a Indii byly zaznamenany
infekce i na polnich porostech (Lebeda a Widrlechner, 2003).

Genotyp L. siceraria je zahrnut v diferenciaénim souboru a vykazuje rasovou
specifiénost k P. cubensis (Lebeda a Widrlechner, 2003). Je také vysoce nachylny k evropskym
izolatdm, oproti genotypu ze souboru Thomase a kol. (1987), kde byla zaznamenana rezistence

k testovanym izolatdim (Lebeda a Gadasova, 2002).
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3.8 Genetické aspekty interakci Cucurbitaceae — P. cubensis

Pro pozndni vzajemného genetického vztahu hostitele a patogenu jsou nezbytné
paralelni studie genetiky rezistence hostitele a genetiky virulence patogenu. Rezistence rostlin
vicéi patogenlm celedi Peronosporaceae vykazuje mendelistickou dédi¢nost. Schopnost
patogenu napadat urcity druh hostitele podminuje zakladni geneticka informace, ktera
odpovida genetické determinaci zadkladni kompatibility. Zakladni kompatibilité je nadfazen
systém ,gen proti genu”, ktery pravdépodobné determinuje rasovou/patotypovou specifitu
v interakcich hostitel-P. cubensis (Lebeda a Schwin, 1994; Lebeda a kol., 2006b). Teorie ,gen
proti genu” funguje na predpokladu, Ze kazdy hostitelsky genotyp by mohl obsahovat jeden
nebo vice genl rezistence, ktery interaguje s odpovidajicim genem avirulence. Podle této
teorie, lze tedy konstatovat, Ze pocet genl rezistence daného hostitelského genotypu
odpovida minimalnimu poctu gen( virulence patogena, aby mohl hostitele napadnout. Timto
zpUsobem, lze teoreticky stanovit maximalni pocet ras P. cubensis, které je mozno rozlisit. Na
zdokonaleném diferenciacnim souboru genotypu celedi Cucurbitaceae mlizeme tedy rozeznat
2"? patotyptl (Lebeda a Widrlechner, 2003; Lebeda a kol., 2006). Rasové specifickd rezistence
ma monogenni nebo oligogenni charakter (je fizena jednim ¢i nékolika hlavnimi geny) (Lebeda
a Cohen, 2011).

U druhu Cucumis sativus a C. melo se predpoklada existence monogenné (oligogenné) i
polygenné zaloZené rezistence. Major geny pro specifickou rezistenci C. sativus maji ziejmé
recesivni Ucinek, u C. melo nelplné dominantni ucinek (Lebeda a Widrlechner, 2003; Lebeda a
kol., 2006b). Zdroje rezistence u C. melo maji digenni nebo oligogenni charakter.
Nejprozkoumanéjsi je modelovy objekt Pl 124111, genotyp C. melo var. reticulatus, kde je
rezistence podminéna dvéma neuplné dominantnimi geny Pc-1 a Pc-2 (Lebeda, 1990; Lebeda a
kol., 2006b).

Genetické studie o patogenni variabilité P. cubensis jsou velmi omezené. Podle
Thomase a kol. (1987) je geneticka variabilita P. cubensis dana vysoce infekénim diploidnim
vegetativnim stadiem, protoZe dvojitd sada genl umozniuje Sirsi spektum odpovédi P. cubensis
na seleké¢ni tlaky, a tim zvySuje schopnost patogenu adaptovat se na hostitele (Lebeda a kol.,
2006b). V tomto ohledu je nejvice prozkoumanym patogenem Bremia lactucae jako modelovy

organismus pro studium genetiky virulence.
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3.9 Interakce na bunécné a molekularni arovni

Proces rozpoznani, kdy dochazi k penetraci infekénich struktur (hyf) do pletiva hostitele
rozhoduje o charakteru interakce (kompatibilita/inkompatibilita) mezi hostitelsko rostlinou a P.
cubensis. Rozpoznani probiha na Urovni bunéénych stén a membran, které detekuji jedinec¢né
strukturalni znaky patogena pomoci specifickych rozpoznavacich molekul rostlin. Pokud jsou
detekovany ,,cizi“ struktury, dojde k zastaveni dalSiho rlistu patogenu. Nejsou-li ,cizi“ struktury
detekovdny, patogen navaze s hostitelskou rostlinou kompatibilni vztah pokracujici jeho
kolonizaci a reprodukci (Lebeda a kol., 2006b).

Hypersenzitivni reakce se objevuje u genotypl rezistentnich vici napadeni kratce po
rozpoznani ,cizich” struktur. Vysledkem této reakce je ztrata turgoru bunék, jejich celkovy
kolaps a nekrotizace (Lebeda a Schwinn, 1994). U druhu Cucumis melo je rezistence spojovana
s akumulaci fenol(, kalézy a ligninu v misté infekce. Tyto latky zabranuji dalSimu rlstu mycelia
patogena. Dalsim obrannym mechanismem u tohoto druhu je prudké zvysSeni aktivity
peroxiddzy. Byla prokdzana i teplotni zavislost rezistence, ktera se plné projevuje pfi vyssich
teplotach (21-25°C). Na procesech rezistence C. melo vici P. cubensis se podileji nékteré
enzymatické systémy (aminotransferdzy), jednd se o tzv. ,enzymatickou rezistenci” rostlin

(Lebeda a kol., 2006b).

3.10 Geneticka struktura populaci P. cubensis

Genetickd struktura P. cubensis byla zpracovana az v poslednich letech v nékolika malo
pracich. Quesada-Ocampo a kol. (2012) testovali 465 izoldtl P. cubensis, pochazejicich
z rznych hostiteld (Cucumis sativus, C. melo, Cucurbita pepo, C. maxima, C. moschata), 3
kontinentd, 13 zemi a 19 statl USA s vyuZitim molekularnich metod. V této studii byly izolaty
zarazeny do predem danych kategorii podle hostitelského druhu, geografie, odbérového roku,
a byly genotypovany pomoci dvou mitochondridlnich a péti jadernych lokus(. Bayesianské
klastrovani rozdélilo izolaty do Sesti genetickych klastrli a naznacilo rozdéleni populacni
struktury podle kritéria geografického plavodu a hostitelského druhu studovanych izolatd, pfi
rozdéleni podle dil¢ich kritérii se nékteré klastry vyskytovaly vice ¢i méné Cetnéji (obr. 7). Ve
vzorcich ze severni Ameriky a Evropy byly pfitomny vSechny genetické klastry. U jednotlivych
zemi a statd byly zjistény rozdily v zastoupeni jednotlivych klastrd. lzolaty, které pochazely
z okurek, mély odlisné klastrové sloZeni a byla u nich prokazana nizsi geneticka variabilita ve

srovnani s izolaty z jinych tykvovitych zelenin. V této studii se tedy ukazalo, Ze geneticka
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struktura ceské populace P. cubensis méla shodné znaky s populacemi z Turecka, lIzraele,

Kanady a USA (Quesada-Ocampo a kol., 2012).

&
Ky
ko | Region

Obrazek 7. Genetickd struktura izolatl P. cubensis podle geografického plvodu (Quesada-

Ocampo a kol., 2012).

Dalsi studie o charakterizaci izolatQ P. cubensis byla s pouZitim ISSR a SRAP molekularnich
markerd. 78 izolatl P. cubensis bylo shromazdéno v letech 1996-2011 z poli tykvovitych plodin
v riiznych regionech Turecka, Izraele a Ceské republiky a geneticka diverzita byla analyzovana
za pouziti vysoce polymorfnich ISSR a SRAP molekularnich marker(. Ziskana data ukazala na
pozoruhodnou genetickou diverzitu izolatl P. cubensis a mezi nimi. Zatimco izolaty z Turecka a
Ceské republiky vykazovaly jednotné genetické pozadi, izolaty z Izraele byly jasné odlisitelné od
ostatnich a v ramci celé populace P. cubensis v Izraeli (obr. 8). Tyto vysledky mohou ukazovat
na migraci anebo casté pohlavni rozmnoZovani patogenu P. cubensis v lzraeli (Polat a kol.,

2014).
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Obrazek 8. Dendogram genetickych vztah mezi 78 izolaty P. cubensis na zakladé
kombinovanych soubor( dat dvou technik markerda (ISSR a SRAP) (Polat a kol., 2014).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 lzolace patogent, kultivace a uchovavani

V predloZené diplomové praci bylo otestovdno na patogenni variabilitu 118 izolatd
Pseudoperonospora cubensis, které byly ziskany ze vzork( tykvovitych zelenin, se symptomy
infekce pochazejicich ze sbérovych expedic na Uzemi Ceské republiky v letech 2010-2012.
Vétsina izolatd byla sbirdna z prirozené infikovanych porostl Cucumis sativus, ale byly
zaznamenany i vyskyty na jinych hostitelskych rostlinach z celedi Cucurbitaceae (Cucumis melo,
Cucurbita pepo, Cucurbita moschata, Cucurbita maxima, Citrullus lanatus, Lagenaria siceraria)
(tabulka 2). Pfehled vsech testovanych izolatd P. cubensis za jednotlivé roky se zakladnimi

informacemi o jejich plvodu je uveden v tabulkach 3, 4, 5.

Tabulka 2. Podet izolatl P. cubensis pochazejicich z rliznych druh(l hostitelskych rostlin za

obdobi 2010-2012.

Hostitelské rostliny
Pocet testovanych izolatd

Rok CS cM CP Cmax Cmos CL LS Celkovy pocet izolatt
2010 29 3 4 - 1 1 - 38
2011 25 3 4 1 - - - 33
2012 38 - 2 3 2 1 1 47

Hostitelské rostliny: CS — Cucumis sativus, CM — Cucumis melo, CP — Cucurbita pepo, Cmax — Cucurbita maxima, Cmos — Cucurbita
moschata, CL — Citrullus lanatus, LS — Lagenaria siceraria

Tabulka 3. Seznam izolatl P. cubensis za rok 2010.

.Cis!o Kraj Okres Lokalita Stanovité H.R. Gib @ S.N.* | Datum sbéru
izolatu pozn.
2/10 OLK oL Olomouc-Lutin zahrada CS nz 1 10.8.2010
8/10 JHM BK Lipovec zahrada CS nz 1 10.8.2010
11/10 JHM BO Sillvky zahrada CcS nz 1 10.8.2010
12/10 JHM BO Moravské Branice pole cM nz 1 10.8.2010
13/10 JHM BO Moravské Branice pole CS nz 1 10.8.2010
15/10 JHM ZN Moravsky Krumlov zahrada CS nz 1 10.8.2010
16/10 JHM ZN Rybniky pole CS nz 1 10.8.2010
18/10 JHM ZN Hostéradice-MisSovice zahrada cS nz 1 10.8.2010
21/10 JHM ZN Lechovice pole CS nz 4 10.8.2010
23/10 PAK SY Bohuriovice zahrada CS nz 1 10.8.2010
24/10 PAK uo Ceské Hefmanice zahrada cS nz 2 16.8.2010
30/10 PAK uo Chocen zahrada cS nz 1 16.8.2010
31/10 PAK uo Chocen zahrada cS nz 3 16.8.2010
34/10/1 HKK HK Ledce zahrada cS nz 1 16.8.2010
35/10 HKK RK Ocelice zahrada CS nz 3 16.8.2010
39/10 HKK NA Jaromér zahradnictvi Ccs nz 3 16.8.2010
40/10 HKK TU Vilantice zahrada CS nz 1 16.8.2010
43/10 HKK JC Holin zahrada CS nz 3 17.8.2010
45/10 STC MB Dol. Bousov zahrada CS nz 1 18.8.2010
49/10 sTC NY | Mcely zahrada cs nz 1 17.8.2010
51/10 sTC NY Lysa nad Labem zahradka CS nz 3 17.8.2010
52/10/2 | OLK oL Olomouc-Holice pole CS nz 3 19.8.2010
54/10 JHM BV Mor. Zizkov zahrada CS nz 3 24.8.2010
56/10 JHM HO Cej¢ pole CS nz 2 24.8.2010
58/10 JHM HO Muténice pole CP ZU nz 1 24.8.2010
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. Cis!o Kraj Okres Lokalita Stanovisté H.R. Eib L S.N.* | Datum shéru
izolatu pozn.
61/10 JHM HO Ratiskovice zahrada CcpP nz 1 24.8.2010
63/10 JHM HO Straznice pole CS nz 1 24.8.2010
66/10 JHM HO Veseli nad Moravou pole CS nz 3 24.8.2010
67/10 JHM HO Veseli nad Moravou pole CM nz 1 24.8.2010
68/10 ZLK UH OstroZzska Nova Ves-Chylice pole CS nz 3 24.8.2010
72/10 ZLK ZL Napajedla zahrada CP nz 1 24.8.2010
73/10 ZLK ZL Napajedla zahrada CP PA nz 1 24.8.2010
74/10 ZLK KM Kvasice zahrada CcSs nz 2 24.8.2010
79/10 OLK PR Tovacov-Annin zahradky CS nz 1 24.8.2010
81/10/1 | OLK oL Olomouc-Holice pole CcM nz 1 12.9.2010
83/10/1 | OLK oL Olomouc-Holice pole CL nz 2-3 12.9.2010
86/10/1 | MSK NJ Novy Ji¢in-Kojetin zahrada Cmos nz 1 19.9.2010

H. R. — hostitelska rostlina, CH.O. — chemicka ochrana, S. N.* — stuper napadeni (Lebeda and Urban, 2010), nz — nebylo zjisténo
Druhy hostitelskych rostlin: CS — Cucumis sativus, CM — Cucumis melo, CP — Cucurbita pepo,Cmos — Cucurbita moschata, CL —
Citrullus lanatus

Kraj: OLK — Olomoucky, JHM — Jihomoravsky, PAK — Pardubicky, HKK — Kralovéhradecky, STC — St¥edocesky, ZLK — Zlinsky, MSK —
Moravskoslezsky (http://zkratky.superia.cz/zkratky_kraju_cr/)

Okres: OL — Olomouc, BK — Blansko, BO — Brno-venkov, ZN — Znojmo, SY — Svitavy, UO — Usti nad Orlici, HK — Hradec Krélové, RK —
Rychnov nad KnéZznou, NA — Néchod, TU — Trutnov, JC — Ji¢in, MB — Mlada Boleslav, NY — Nymburk, BV — Bfeclav, HO — Hodonin,
UH — Uherské Hradisté, ZL — Zlin, KM — Kromé¥iz, PR — Pferov, NJ — Novy Ji¢in (http://zkratky.superia.cz/okresy/)

Tabulka 4. Seznam izolatl P. cubensis za rok 2011.

Cislo Kraj Okres | Lokalita Stanovisté H.R. CH.O. + S. N. Datum sbéru
izolatu pozn.
2/11 JHM ZN Lechovice pole CS nz 2 2.8.2011
5/11 JHM ZN Hostéradice-MiSovice pole CS postfik 2 2.8.2011
7/11 JHM ZN Rybniky pole CS nz 1 2.8.2011
8/11 JHM ZN Moravsky Krumlov-Polanka zahrada CS nz 1 2.8.2011
10/11 JHM BO Orechov pole CS nz 1 2.8.2011
17/11 OLK OL Olomouc-Lutin zahrada CS ne 1 2.8.2011
18/11 OLK oL Olomouc-Holice pole CS ne 3 3.8.2011
19/11 OLK oL Olomouc-Holice pole cM ne 3 3.8.2011
20/11 OLK oL Olomouc-Holice pole CcM ne 2 3.8.2011
22/11 PAK SY Horky zahrada CS nz 3 8.8.2011
28/11/1 HKK RK germné nad Orlici-Velka zahrada CS nz 1 8.8.2011
Cermnd
31/11 HKK HK Ledce zahrada CS nz 1 8.8.2011
33/11 HKK RK Opocno zahrada cS nz 3 8.8.2011
36/11 HKK Jc Konecchlumi zahrada CS nz 3 9.8.2011
38/11 HKK JC Ji¢in-Robousy zahrada cS nz 2 9.8.2011
40/11 STC MB Dolni Bousov zahrada CS nz 2 9.8.2011
42/11 STC NY Mcely zahrada cS nz 3 9.8.2011
44/11 STC NY Lysa nad Labem zahrada cS nz 3 9.8.2011
45/11/1 OLK oL Olomouc-Holice pole Cmax ne 1 12.8.2011
53/11 OLK PR Polkovice zahrada CS nz 4 23.8.2011
54/11 OLK PR Polkovice zahrada cM nz 1 23.8.2011
55/11 OLK PR Kojetin zahrada CS nz 4 23.8.2011
57/11 ZLK KM Postoupky zahrada CS nz 4 23.8.2011
59/11 ZLK KM Postoupky zahrada CcP nz 1 23.8.2011
64/11/1 ZLK KM Kvasice zahrada CcS nz 3 23.8.2011
65/11 ZLK ZL Napajedla zahrada CS nz 3 23.8.2011
66/11 ZLK ZL Napajedla zahrada CcP nz 1 23.8.2011
70/11 ZLK UH Uherska Ostroh zahrada cS nz 4 23.8.2011
72/11 JHM HO Veseli nad Moravou pole cS nz 4 23.8.2011
77/11 JHM HO Straznice pole [« nz 4 23.8.2011
85/11 MSK BR Dolni Moravice zahrada CS nz 2 24.8.2011
87/11 MSK NJ Novy Ji¢in-Kojetin zahrada CP ne 1 12.9.2011
89/11 MSK NJ Novy Ji¢in-Kojetin zahrada CP ne 2 13.9.2011

H. R. — hostitelska rostlina, CH. O. — chemicka ochrana, S. N.* — stuper napadeni (Lebeda and Urban, 2010), nz — nebylo zjisténo
Druhy hostitelskych rostlin: CS — Cucumis sativus, CM — Cucumis melo, CP — Cucurbita pepo, Cmax — Cucurbita maxima

Kraj: OLK — Olomoucky, JHM — Jihomoravsky, PAK — Pardubicky, HKK — Kralovéhradecky, STC — St¥edocesky, ZLK — Zlinsky, MSK —
Moravskoslezsky (http://zkratky.superia.cz/zkratky_kraju_cr/)

Okres: ZN — Znojmo, BO — Brno-venkov, OL — Olomouc, SY — Svitavy, RK — Rychnov nad Knéznou, HK — Hradec Krélové, JC — Ji¢in,
MB — Mlada Boleslav, NY — Nymburk, PR — Pferov, KM — Kroméfiz, UH — Uherské Hradisté, HO — Hodonin, BR — Bruntal, NJ — Novy
Ji€in (http://zkratky.superia.cz/okresy/)
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Tabulka 5. Seznam izolatd P. cubensis za rok 2012.

Cislo Kraj Okres | Lokalita Stanovisté H.R. CH.O. + S.N. Datum sbéru
izolatu pozn.

1/12 OLK oL KozuSany-Tazaly zahrada CS nz 1 6.8.2012
3/12/1 OLK PR Tovadov-Annin zahrada CS nz 2 6.8.2012
3/12/2 OLK PR Tovadov-Annin zahrada CS nz 2 6.8.2012

4/12 OLK PR Tovacov-Annin zahrada CL nz 1 6.8.2012

5/12 OLK PR Polkovice zahrada CS nz 1 6.8.2012
6/12/1 OLK PR Kojetin zahrada CS nz 3 6.8.2012
6/12/2 OLK PR Kojetin zahrada CS nz 3 6.8.2012

7/12 ZLK KM Postoupky zahrada CS nz 1 6.8.2012

8/12 ZLK KM Kotojedy zahrada CS nz 1 6.8.2012

9/12 ZLK KM Kvasice zahrada CS nz 1 6.8.2012
10/12 ZLK ZL Napajedla zahrada CS nz 1 6.8.2012
11/12 ZLK UH OstroZzska Nova Ves pole CS nz 1 6.8.2012
13/12 JHM HO Veseli nad Moravou pole CS nz 3 6.8.2012
20/12/1 JHM HO Straznice pole (e nz 1 6.8.2012
20/12/2 JHM HO Straznice pole CS nz 1 6.8.2012
25/12 JHM | HO | Cejt pole cs nz 4 6.8.2012
27/12 JHM HO Ceje pole Cmax nz 1 6.8.2012
28/12/1 JHM BV Velké Bilovice pole (o nz 3 6.8.2012
28/12/2 JHM BV Velké Bilovice pole (o nz 3 6.8.2012
29/12 JHM BV Velké Bilovice pole Ccp nz 1 6.8.2012
30/12 PAK Sy Sedlidté zahrada CS nz 1 8.8.2012
31/12/1 PAK Sy Bohuriovice zahrada CS nz 1 8.8.2012
31/12/2 PAK Sy Bohuriovice zahrada CS nz 1 8.8.2012
32/12 PAK SY Bohuriovice zahrada CS nz 1 8.8.2012
37/12 PAK uo Chocen zahrada CS nz 1 8.8.2012
40/12 HKK RK Tynisté nad Orlici zahrada CS nz 1 8.8.2012
42/12 HKK RK Opocno zahrada CS nz 3 8.8.2012

45/12/1 HKK JC Sobotka zahrada CS nz 1 9.8.2012
45/12/2 HKK I[¢ Sobotka Zahrada CS nz 1 9.8.2012
47/12 sTC MB | Ritonice zahrada CS nz 1 9.8.2012
50/12 STC NY Lysd nad Labem zahrada CS nz 3 9.8.2012
51/12 OLK oL Olomouc-Holice pole CS nz 3 11.8.2012
53/12 OLK oL Olomouc-Holice pole Cmos nz 1 11.8.2012
55/12 OLK oL Olomouc-Holice pole CcM nz 3 16.8.2012
56/12 OLK oL Olomouc-Holice pole LS nz 1 16.8.2012

58/12 OLK oL Olomouc-Lutin zahrada cS nz 4 22.8.2012
60/12 OLK PV Olsany u Prostéjova zahrada CS nz 4 22.8.2012
61/12 OLK PV Mostkovice pole CS nz 3 22.8.2012
63/12 JHM BO Ochoz u Brna zahrada CS nz 4 22.8.2012
65/12 JHM BO Moravské Branice zahrada cS nz 3 22.8.2012
67/12 JHM ZN Rybniky pole CS nz 4 22.8.2012
69/12 JHM ZN Prosimérice zahrada CS nz 4 22.8.2012
71/12 OLK OL Olomouc-Holice pole Cmax nz 1 22.8.2012
74/12 MSK NJ Novy Ji¢in-Kojetin zahrada Cmos nz 1 29.9.2012
75/12 MSK NJ Novy Ji¢in-Kojetin zahrada CP nz 2 29.9.2012
77/12 MSK NJ Novy Ji¢in-Kojetin zahrada Cmax nz 3 29.9.2012
81/12 MSK NJ Novy Ji¢in-Kojetin zahrada CS nz 3 8.10.2012

H. R. — hostitelska rostlina, CH. O. — chemicka ochrana, S. N.* — stuper napadeni (Lebeda and Urban, 2010), nz — nebylo zjisténo
Druhy hostitelskych rostlin: CS — Cucumis sativus, CP — Cucurbita pepo, Cmax — Cucurbita maxima, Cmos — Cucurbita moschata, CL
— Citrullus lanatus, LS — Lagenaria siceraria

Kraj: OLK — Olomoucky, JHM — Jihomoravsky, PAK — Pardubicky, HKK — Kralovéhradecky, STC — St¥edocesky, ZLK — Zlinsky, MSK —
Moravskoslezsky (http://zkratky.superia.cz/zkratky_kraju_cr/)

Okres: OL — Olomouc, PR — Pferov, KM — Kroméfiz, UH — Uherské Hradisté, HO — Hodonin, BV — Bfeclav, SY — Svitavy, UO — Usti nad
Orlici, RK — Rychnov nad Knéznou, JC — Ji¢in, MB — Mlada Boleslav, NY — Nymburk, PV — Prostéjov, BO — Brno-venkov, ZN — Znojmo,
NJ = Novy Ji¢in (http://zkratky.superia.cz/okresy/)

Vzorky infikovanych listd hostitelskych rostlin ziskané pfi sbérovych expedicich byly
umistény do umélohmotnych misek (110 x 85 x 45 mm) s navlhéenou vrstvou bunicité vaty a

filtracniho papiru. Listy byly pokladany do misek spodni stranou nahoru, aby nedoslo

41



k poskozeni sporangiofort, které se objevuji na spodni strané list(l. BEhem expedice byly misky
se vzorky ukladany do chladicich box{. Poté byly v laboratofi misky s infikovanymi listy P.
cubensis ulozeny do fytotronu po dobu 2-3 dnl. Béhem této doby doslo k rozvoji infekce.
Misky byly kontrolovdny, zda jsou dostatecné navlhéeny, abychom zabranili jejich vyschnuti.
Poté doslo kinokulaci P. cubensis na vysoce nachylnou odridu Cucumis sativus cv Marketer
430. Listy této odrldy byly nejprve nachystany do Petriho misek o priméru 10 mm, které byly
pfedem opatfeny navlhéenou vrstvou bunicité vaty a filtracniho papiru. Inokulum bylo
pfipraveno z infikovaného loZiska na listu, které bylo vystfizeno pomoci sterilnich nlzek a
preneseno do zkumavky s destilovanou vodou (cca 5 ml). Ve zkumavce doslo ke smyti spor
z listu, pomoci tfepacky a zbytek rostlinného materidlu ze zkumavky byl odstranén pomoci
pinzety. Takto vzniklé inokulum bylo pomoci sterilniho sklenéného rozprasovace rovnomérné
rozpraseno na spodni strany listd, které byly pfipraveny v Petriho miskach (Lebeda a Urban,
2010). Petriho misky s izolaty P. cubensis byly oznaceny a umistény do fytotronu, kde byly
nejprve 24 hodin uloZeny ve tmé (prikryty tmavou félii) a nasledné byly kultivovany za téchto
podminek: 12 hodinova fotoperioda s teplotou 18°C ve svételné fazi a 15°C v temnostni fazi.
Doba inkubace trvala priblizné 6-8 dn(. Takto pFipravené izolaty P. cubensis mohly byt pouZity
primo k testovani variability virulence (Lebeda a Widrlechner, 2004).

Cisté kultury P. cubensis (izolaty) mohou byt uchovény po dobu 6 mésicd pri -80°C.
Nékteré izolaty P. cubensis pouzity vtéto diplomové praci jsou soucdsti specialni sbirky
fytopatogennich mikroorganismu (sinice, rasy, houby, cytoplasmy, viry) Narodniho programu

mikroorganismu, do kterého je zapojena i PfF UP v Olomouci (Lebeda a kol., 2013).
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4.2 Rostlinny material

Pro mnoZeni izolatl P. cubensis byla pouZita nachylna odrida Cucumis sativus cv.
Marketer 430. Virulence izolatli P. cubensis byla stanovena na zakladé jejich reakci s
diferenciacnim souborem celedi Cucurbitaceae (Lebeda a Widrlechner, 2003). Prehled 12
genotypu diferenciacniho souboru je uveden v tabulce 6. Osivo genotypl tohoto souboru je
uchovavano ve sbhirce semen Fytopatologické laboratore Katedry botaniky PfF UP v Olomouci.
Podrobny popis jednotlivych druhd diferenciaéniho souboru éeledi Cucurbitaceae lze nalézt

v databazi EVIGEZ (http://genbank.vurv.cz/genetic/resources/asp2/default_c.htm).

Tabulka 6. Prehled diferenciacniho souboru celedi Cucurbitaceae (Lebeda a Widrlechner,

2003).

Cislo Druh Cislo genového EVIGEZ Nézev (odriida) Zemé pivodu
zdroje
1 Cucumis sativus H39-0121 Marketer 430 USA
2 Cucumis melo subsp. melo P1 292008 H40-1117 Ananas Yokneam Izrael
3 Cucumis melo var. conomon CUM 238/1974 H40-0625 Baj-Gua Japonsko
4 Cucumis melo var. acidulus P1 200819 H40-0611 Myanmar
5 Cucurbita pepo var. pepo P1 171622 H42-0117 Dolmalik Turecko
6 Cucurbita pepo var. texana P1 614687 H42-0130 USA
7 Cucurbita fraterna Pl 532355 H42-0136 Mexiko
8 Cucurbita maxima H42-0137 Golias Ceskoslovensko
9 Citrullus lanatus H37-0008 Malali Izrael
10 Benincasa hispida BEN 485 H15-0001 USA
11 Luffa cylindrica H63-0010 ?
12 Lagenaria siceraria H59-0009 ?

Cislo genového zdroje — ptivodni &islo druhu, pro kterym je polozka evidovana v genové bance donora.
EVIGEZ - pFidélené ¢islo druhu v evidenci genetickych zdrojt rostlin v Ceské republice.

Pfedpéstovani rostlin diferenciacniho souboru celedi Cucurbitaceae probihalo ve
skleniku za optimalnich podminek. Dostate¢ny pocet semen (cca 10 semen) od kazdého
genotypu bylo vyseto do kelimk( s navihéenym perlitem. Semena v kelimcich s perlitem
vykli¢ila béhem nékolika dni a poté byla presazena do kvétinacl se substratem v poméru 1:1
(zahradni zemina:raselina) po 3-4 rostlindch v1 kvétinaci od kazdého genotypu. Teplota
prostfedi byla regulovana (denni 25°C a nocni 15°C), rostliny byly pravidelné zavlaZzovany a
jednou tydné prihnojovany hnojivem Kristalon (Kvét a plod, Hydro Agri Rotterdam, Nizozemi).

Rostliny nebyly chemicky oSettfeny. Pro testovani byly pouzity rostliny 5-8 tydn( staré ve stadiu

3.-6. pravého listu (Lebeda a kol., 2013).
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4.3 Determinace variability virulence

Celkem u 118 izolattl P. cubensis z let 2010-2012 z Ceské republiky byla determinovana

variabilita virulence (detekovany patotypy).

4.3.1 Metoda listovych diska

K determinaci patotypl P. cubensis byla pouZita metoda listovych disk(i navriena
Lebedou a Widrlechnerem vroce 2003. Kazidy genotyp diferenciaéniho souboru celedi
Cucurbitaceae byl reprezentovan 5 listovymi disky (o priméru 15 mm) ve tfech opakovanich.
Listové disky byly pfipraveny pomoci korkovrtu. Takto pfipraveny testovaci materidl byl
ukldadan spodni stranou nahoru do predem pfipravenych plastovych beden s navlhéenou
vrstvou bunicité vaty a filtracniho papiru. Disky musely ptilnout k navlhéenému materidlu celou
svou plochou, aby nedoslo k omezeni infekce z nedostatku vlhkosti. Disky byly nasledné
inokulovany suspenzi spor (cca 10° spor/ml) pomoci sklenéného rozprasovace. Inokulum bylo
ziskano z predem preockovanych izolatl P. cubensis ziskanych pfi sbérovych expedicich, jez
byly uchovany v Petriho miskach. Z infikovanych listd Cucumis sativus cv. Marketer 430 byly
vystithany pomoci sterilnich nliZek pouze oblasti pokryté sporangiofory se zralymi sporangii.
Vystrizené oblasti byly vloZzeny do zkumavky s destilovanou vodou, kde naslednym pouzitim
tfepacky doslo ke smyti spor. Vznikla suspenze spor byla rozprasena sklenénym rozprasovacem
rovhomérné po vsSech listovych discich v plastové bedné. Bedny sdisky byly prikryty
sklenénymi deskami pro udrzeni optimalni vihkosti. Bedny s disky byly umistény do fytotronu,
kde byly zajistény optimalni podminky. Prvnich 24 hodin byly testované vzorky uchovany ve
tmé. V dalsim prdbéhu inkubace byla udrZzovana 12 hodinova fotoperioda s teplotou 18°C ve
svételné fazi a 15°C v temnostni fazi. Po celou dobu inkubace byla kontrolovdna dostatec¢na

vlhkost v bedndach s listovymi disky (Lebeda a Widrlechner, 2003).

4.3.2 Metody hodnoceni

Intenzita sporulace byla hodnocena kvantitativné a kvalitativné. Kvantitativni
hodnoceni se provadélo ve dvoudennich intervalech 6. az 14. den po inokulaci. Hodnotilo se
pomoci pétibodové stupnice (Lebeda a Urban, 2010), kolik % listového disku bylo pokryto
myceliem patogena. Tato metoda hodnoceni ndm ve vysledku poskytla velmi podrobné

informace o vztahu hostitele a patogena.
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5 bodova stupnice hodnoceni napadeni (Lebeda a Urban, 2010):
0 — bez sporulace
1 —< 25% plochy disku pokryto sporangiofory se sporami
2 —25,1-50% plochy disku pokryto sporangiofory se sporami
3 -50,1-75% plochy disku pokryto sporangiofory se sporami
4 —>75,1% plochy disku pokryto sporangiofory se sporami

Souhrnnd hodnota intenzity sporulace (celkovy stupen napadeni) byla vypocitand

pomoci ndsledujiciho vzorce navrzeného Towsendem a Heubergerem (1942):

P=5(n-v)-100/ (x-N),

P ... celkovy stuperi napadeni

n .... pocet diskd v kazdé kategorii napadeni
V .... stupen napadeni

X .... maximalni stupen sporulace

N ... celkovy pocet listovych hodnocenych diskfi

Kvalitativni metoda hodnoceni byla zaloZzena na ndachylnosti jednotlivych izolata P.
cubensis. Sporulace byla pouzita jako méfitko virulence. Toto hodnoceni bylo provadéno

s vyuZzitim nasledujici stupnice (Lebeda a Urban, 2010):

+ Kompatibilni/virulentni reakce, > 35% plochy disku pokryto sporangiofory
patogena
- Inkompatibilni/avirulentni reakce, < 35% plochy disku pokryto sporangiofory

patogena

4.3.3 Stanoveni Urovné patogenity

Uroveri patogenity izolatd byla stanovena na zakladé poctu virulentnich faktord (VF 1-
12, Cislované podle poradi genotypu v diferenciaénim souboru jednotlivych izolatl P. cubensis)
(tab. 7). Virulentni faktor izolatu P. cubensis byl dan sou¢tem kompatibilnich reakci genotypl
diferencia¢niho souboru c¢eledi Cucurbitaceae k danému izolatu (Lebeda a kol., 2013). Podle
poctu virulentnich faktor( lze rozlisit 3 drovné patogenity: nizkou, stfedni a vysokou (Lebeda a

Urban, 2004b).
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Tabulka 7. Uroven patogenity podle faktord virulence (Lebeda a Urban, 2004b).

Urover patogenity Stupen patogenity (pocet VF)
Nizka 1-4
Stfedni 5-8
Vysoka 9-12

4.3.4 Tetradovy kéd

Patotypy P. cubensis byly popsany pomoci tetradového kdédu, nové navrzeného
systému pro popis patotypl Lebedou a Widrlechnerem 2003. Binarni vysledky (+,-) byly ziskany
pomoci kvalitativni metody hodnoceni virulence a na jejich zakladé byl sestaven tetradovy kod.
Tento kéd byl slozen ze tfi ¢asti, z nichz kazda odpovida jedné ze tfi skupin po Cétyrech
diferencidlech. Kazdému diferencialu byla pfifazena ¢iselna hodnota podle nachylné (+) nebo
rezistentni (-) reakce. Zakladem je ciselnd hodnota 1, 2, 4, 8, pokud jsou vSechny reakce
diferencidlu nachylné. V ramci kazdé skupiny byly secteny Ciselné hodnoty a takto ziskané
soucty byly prezentovany jako kéd, ve formatu tfi Cisel oddélenych teckami (soucet skupiny
1.soucet skupiny 2.soucet skupiny 3). Tetradovy kdd je specificky pro kazdy patotyp P. cubensis
a slouzi jako jeho identifikacni Cislo, které jednoznacné vystihuje jeho patogenitu a rovnéz ho

numericky popisuje (Lebeda a Widrlechner, 2003; Lebeda a Urban, 2010).

Tabulka 8. Priklad prevedeni binarnich vysledk( testovanych izolatd P. cubensis dle

tetradového kédu.

Skupiny dif. 1. 2. 3.
genotypl Cucumisspp. Cucurbitaspp. ostatni Cucurbitaceae Kéd

C. dif. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 patotypu
Izolaty P. genotypu
cubensis Hodnota 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8

11/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15

33/11 11 2]|o0o|8]lo|2|4]8]o] 2 0 0 11.14.2

58/12 1 2 4 0 0 2 0 0 0 0 0 0 7.2.0

Pozn.: Cislo diferenciaéniho genotypu odpovidd pofadovému &islu genotypu v diferenciaénim souboru viz. tabulka 6.
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5 VYSLEDKY

5.1 Variabilita virulence izolatt P. cubensis v roce 2010

Vroce 2010 bylo otestovdano 38 izolatd P. cubensis pochdzejicich ze vzorki
infikovanych rostlin celedi Cucurbitaceae (Cucumis sativus, Cucumis melo, Cucurbita pepo,
Cucurbita moschata, Citrullus lanatus). Patogenni variabilita izolat( P. cubensis byla zjistovana
na zadkladé vyhodnoceni reakci testovanych izolatl s genotypy diferenciaéniho souboru
navrieného Lebedou a Widrlechnerem vroce 2003. Odolnost a nachylnost genotypl
diferenciaéniho souboru byla vyjadiena pomoci hodnoty intenzity sporulace, ktera byla
vypocitana na zakladé vzorce (kapitola 4.3.2) s pomoci 5 bodové stupnice (Lebeda a Urban,

2010). Vysledky jsou znazornény v tabulce 9.

Tabulka 9. Intenzita sporulace (%) izolatQ P. cubensis ziskanych v roce 2010 na diferenciacnim

souboru Cucurbitaceae.

Genotyp*/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Izolat
2/10 96,7 100,0 100,0 83,3 88,3 75,0 63,3 86,7 85,0 71,7 38,3 40,0
8/10 98,3 100,0 100,0 91,7 100,0 86,7 26,7 85,0 96,7 43,3 78,3 28,3
11/10 100,0 100,0 100,0 95,0 100,0 88,3 38,3 90,0 100,0 68,3 66,7 38,3
12/10 93,3 93,3 100,0 95,0 96,7 93,3 73,3 83,3 71,7 73,3 56,7 28,3
13/10 100,0 100,0 100,0 90,0 45,0 66,7 46,7 75,0 85,0 58,3 41,7 35,0
15/10 88,3 98,3 75,0 78,3 96,7 70,0 20,0 40,0 66,7 46,7 76,7 13,3
16/10 90,0 81,7 95,0 98,3 86,7 95,0 53,3 90,0 75,0 81,7 53,3 66,7
18/10 93,3 100,0 95,0 86,7 91,7 80,0 66,7 80,0 25,0 86,7 56,7 41,7
21/10 63,3 100,0 100,0 95,0 93,3 76,7 80,0 85,0 58,3 43,3 65,0 25,0
23/10 100,0 100,0 100,0 78,3 70,0 95,0 66,7 78,3 100,0 93,3 48,3 35,0
24/10 100,0 86,7 93,3 80,0 83,3 100,0 75,0 100,0 6,7 86,7 60,0 98,3
30/10 100,0 61,7 56,7 73,3 58,3 95,0 88,3 76,7 8,3 61,7 48,3 81,7
31/10 100,0 60,0 61,7 66,7 63,3 95,0 75,0 73,3 36,7 71,7 56,7 93,3
34/10 100,0 100,0 88,3 66,7 66,7 100,0 55,0 81,7 5,0 75,0 63,3 100,0
35/10 100,0 100,0 100,0 88,3 0,0 96,7 88,3 71,7 0,0 33,3 0,0 50,0
39/10 91,7 100,0 100,0 96,7 28,3 86,7 70,0 95,0 28,3 46,7 36,7 50,0
40/10 100,0 100,0 100,0 100,0 1,7 90,0 81,7 81,7 25,0 58,3 0,0 63,3
43/10 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 81,7 100,0 25,0 55,0 15,0 53,3
45/10 90,0 100,0 100,0 100,0 100,0 93,3 65,0 81,7 91,7 70,0 93,3 66,7
49/10 100,0 100,0 96,7 65,0 0,0 100,0 85,0 90,0 0,0 38,3 0,0 36,7
51/10 93,3 100,0 81,7 70,0 98,3 86,7 16,7 70,0 51,7 80,0 30,0 16,7
52/10/2 100,0 100,0 100,0 91,7 58,3 96,7 58,3 100,0 100,0 81,7 53,3 60,0
54/10 98,3 93,3 90,0 61,7 46,7 78,3 66,7 66,7 91,7 35,0 43,3 26,7
56/10 100,0 100,0 100,0 96,7 75,0 96,7 80,0 100,0 95,0 96,7 81,7 71,7
58/10 60,0 95,0 100,0 50,0 35,0 76,7 50,0 60,0 73,3 93,3 30,0 21,7
61/10 93,3 98,3 100,0 75,0 58,3 95,0 96,7 80,0 71,7 90,0 20,0 38,3
63/10 100,0 100,0 100,0 86,7 41,7 96,7 78,3 100,0 100,0 58,3 30,0 35,0
66/10 96,7 100,0 100,0 76,7 48,3 100,0 63,3 80,0 58,3 71,7 28,3 45,0
67/10 100,0 100,0 91,7 93,3 40,0 91,7 76,7 85,0 68,3 86,7 0,0 95,0
68/10 98,3 100,0 100,0 66,7 65,0 81,7 35,0 76,7 95,0 68,3 26,7 28,3
72/10/1 98,3 91,7 95,0 91,7 55,0 91,7 46,7 86,7 43,3 55,0 31,7 26,7
72/10/2 100,0 93,7 98,3 95,1 0,0 100,0 88,3 90,2 64,3 98,3 0,0 0,0
73/10 75,0 93,3 90,0 53,3 83,3 80,0 68,3 50,0 95,0 45,0 15,0 18,3
74/10/1 100,0 100,0 95,0 71,7 48,3 100,0 85,0 98,3 100,0 73,3 30,0 68,3
79/10 100,0 95,0 96,7 66,7 41,7 86,7 53,3 86,7 55,0 98,3 30,0 46,7
81/10/1 96,7 100,0 98,3 81,7 0,0 85,0 80,0 25,0 0,0 28,3 0,0 31,7
83/10/1 100,0 100,0 73,3 96,7 51,7 95,0 83,3 95,0 85,0 100,0 8,3 95,0
86/10/1 95,0 71,7 71,7 48,3 71,7 86,7 96,7 80,0 55,0 68,3 35,0 70,0

*genotypy Celedi Cucurbitaceae diferenciacniho souboru navrzeného Lebedou a Widrlechnerem pro detekci virulence P. cubensis
(patotypu) (tabulka 6).

47



Na obrazku 9 je znazornén graf frekvence vyskytu kompatibilnich (nachylnych) a
inkompatibilnich (odolnych) reakci genotypl diferenciaéniho souboru celedi Cucurbitaceae
s izolaty P. cubensis. Nejc¢astéji byla inkompatibilni reakce zaznamenana u téchto genotypl: 9
(Citrullus lanatus), 11 (Luffa cylindrica) a 12 (Lagenaria siceraria) a vykazovaly tedy vétsi
odolnost v(c¢i P. cubensis ve srovnani s ostatnimi genotypy. NiZsSi procento (do 18%)
rezistentnich reakci bylo zaznamendno také u nasledujicich genotypl: 5 (Cucurbita pepo var.
pepo), 7 (Cucurbita fraterna), 8 (Cucurbita maxima) a 10 (Benincasa hispida). Oproti tomu
genotypy z rodu Cucumis (1-4) a genotyp 6 (Cucurbita pepo var. texana) vykazovaly 100%
nachylnost kinfekci P. cubensis. Z celkového hlediska lze tedy fFici, Ze genotypy tohoto

diferenciac¢niho souboru se lisily v nachylnosti k izolatlm P. cubensis z roku 2010.
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Obrazek 9. Frekvence kompatibilnich a inkompatibilnich reakci genotypl diferencia¢niho

souboru ¢eledi Cucurbitaceae v reakci na vSechny izoldty P. cubensis z roku 2010.
Izolatdm P. cubensis byly za pomoci tetradového kédu a poctu kompatibilnich reakci

prifazeny kody (tabulka 10). Metodika kédovani patotypl je uvedena v kapitole 4.3.4. Pomoci

kodovaciho systému bylo v roce 2010 rozliSeno 12 patotyp0.
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Tabulka 10. Oznadeni patotypl P. cubensis determinovanych v roce 2010 podle tetradového

kddu (Lebeda a Widrlechner, 2003) na zakladé jejich reakci na diferencia¢nim souboru.

Skupiny dif. 1. 2. 3.
genotypu Cucumis spp. Cucurbita spp. ostatni Cucurbitaceae Kod
Cislo dif. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 patotypu
genotypu
Hodnota 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8
2/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15
8/10 1 2 4 8 1 2 0 8 1 2 4 0 15.11.7
11/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15
12/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 0 15.15.7
13/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15
15/10 1 2 4 8 1 2 0 8 1 2 4 0 15.11.7
16/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15
18/10 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 4 8 15.15.14
21/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 0 15.15.7
23/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15
24/10 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 4 8 15.15.14
30/10 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 4 8 15.15.14
31/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15
) 34/10 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 4 8 15.15.14
§ 35/10 1 2 4 8 0 2 4 8 0 0 0 8 15.14.8
e 39/10 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 4 8 15.14.14
; 40/10 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 0 8 15.14.10
32. 43/10 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 0 8 15.14.10
E 45/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15
- 49/10 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 0 8 15.14.10
51/10 1 2 4 8 1 2 0 8 1 2 0 0 15.11.3
52/10/2 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15
54/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 0 15.15.7
56/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15
58/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 0 15.15.3
61/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
63/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
66/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
67/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
68/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 0 15.15.3
72/10/1 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 0 15.15.3
72/10/2 1 2 4 8 0 2 4 8 1 2 0 0 15.14.3
73/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 0 15.15.3
74/10/1 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
79/10 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
81/10/1 1 2 4 8 1 2 4 0 0 0 0 0 15.7.0
83/10/1 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 4 8 15.15.11
86/10/1 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15

Pozn.: Cislo diferencia¢niho genotypu odpovida poradovému cislu genotypu v diferencia¢nim souboru, viz. tabulka 6.

Na testovaném souboru 38 izolatl P. cubensis z roku 2010 bylo rozliseno 12 rGznych
patotypu, které se v populaci patogenu vyskytovaly srlznou cetnosti. Nejpocetnéjsi byl
»super” patotyp 15.15.15, ktery byl zaznamenan u 10 izolatl P. cubensis a byl nasledovan
patotypem 15.15.11, ktery se vyskytoval u 7 izolatll. Patotypy 15.15.14 a 15.15.3 byly
zastoupeny se stejnou Cetnosti (4x) v populaci P. cubensis. Patotyp 15.15.7 byl zastoupen 3x,
patotyp 15.11.7 2x.Ostatni patotypy (42%, 5 patotypud: 15.11.3, 15.14.8, 15.14.14, 15.7.0 a
15.14.3) se vyskytly v populaci P. cubensis pouze jednou. Frekvence vyskytu patotypl P.

cubensis je znazornéna na obrazku 10.
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Obrazek 10. Frekvence vyskytu patotypl P. cubensis v roce 2010.

V roce 2010 byla vétsina izolatll (95%) vysoce patogenni, tzn. patfily do skupiny izolat(
s poctem virulentnich faktor(i 9-12, a pouze 2 izolaty (5%) vykazovaly stfedni hodnotu
patogenity (5-8 virulentnich faktort). Zadny z testovanych izolatd nepatfil do kategorie nizké
urovné patogenity (1-4 virulentni faktory). Stanoveni Urovné patogenity je znazornéno
v tabulce 11. Na zakladé vysledk( z roku 2010 Ize tedy fici, Ze v populaci patogenu prevazovaly

kmeny vysoce virulentni.

Tabulka 11. Uroveni patogenity izolat(l P. cubensis za rok 2010.

Uroven patogenity (pocet VF) Pocet izolatl P. cubensis/(%)
Nizka (1 -4) 0/0.0
Stredni (5 — 8) 2/5.0
Vysoka (9 —12) 36/95.0

Stanoveni Urovné patogenity podle Lebeda a Urban, 2004.
VF — virulentni faktor.
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5.2 Variabilita virulence izolatu P. cubensis v roce 2011

V roce 2011 bylo determinovano na variabilitu virulence celkem 33 izolatd P. cubensis
ziskanych pfi sbérech na tzemi Ceské republiky. Tyto izolaty pochazely ze vzork( se symptomy
infekce P. cubensis prevainé z hostitele Cucumis sativus, ale ojedinéle i s infekci na jinych
hostitelskych rostlinach z celedi Cucurbitaceae (Cucumis melo, Cucurbita maxima, Cucurbita
pepo).

Odolnost a nachylnost genotypl diferenciaéniho souboru byla vyjadiena pomoci
hodnoty intenzity sporulace, ktera byla vypocitana na zakladé vzorce (kapitola 4.3.2) s pomoci

5 bodové stupnice (Lebeda a Urban, 2010). Vysledky jsou znazornény v tabulce 12.

Tabulka 12. Intenzita sporulace (%) izolatl P. cubensis ziskanych v roce 2011 na diferenciacnim

souboru Cucurbitaceae.

Genotyp/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Izolat
2/11 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0 | 100,0 16 95,0
5/11 26,6 60,0 38,3 58,3 13,3 30,0 31,6 41,6 25,0 81,6 0,0 0,0
7/11 100,0 100,0 100,0 100,0 53,3 100,0 96,6 100,0 51,6 | 100,0 50,0 91,6
8/11 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 93,3 95,0 93,3 98,3 | 100,0 0,0 65,0
10/11 90,0 100,0 96,6 90,0 23,3 83,3 85,0 93,3 0,0 31,6 0,0 11,6
17/11 100,0 100,0 100,0 100,0 33 96,6 98,3 100,0 95,0 90,0 13,3 78,3
18/11 100,0 100,0 93,3 96,6 73,3 73,3 88,3 73,3 68,3 68,3 0,0 93,3
19/11 93,3 86,7 100,0 100,0 20,0 68,3 60,0 100,0 86,7 83,3 40,0 60,0
20/11 90,0 96,7 85,0 98,3 81,7 60,0 55,0 26,7 76,7 31,7 20,0 60,0
22/11 53,3 50,0 33,3 66,6 0,0 16,6 5,0 8,3 0,0 40,0 0,0 0,0

28/11/1 100,0 100,0 100,0 93,3 0,0 90,0 39,0 73,3 56,8 | 100,0 0,0 45,0
31/11 93,3 100,0 26,6 96,6 6,6 75,0 56,6 58,3 0,0 53,3 0,0 26,6
33/11 93,3 66,6 0,0 80,0 6,6 86,6 56,6 60,0 0,0 98,3 0,0 18,3
36/11 100,0 100,0 100,0 100,0 6,6 91,6 95,0 98,3 61,6 | 100,0 0,0 26,6
38/11 100,0 100,0 0,0 100,0 0,0 60,0 51,6 68,3 0,0 46,6 0,0 28,3
40/11 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 80,0 66,6 75,0 0,0 10,0 25,0 43,3
42/11 86,6 78,3 85,0 68,3 1,6 35,0 21,6 68,3 | 100,0 0,0 36,6 16
44/11 85,0 98,3 98,3 83,3 33 68,3 70,0 85,0 0,0 8,3 38,3 16,6
45/11 100,0 93,3 93,3 100,0 63,3 98,3 60,0 93,3 45,0 95,0 0,0 1,7
53/11 35,0 40,0 81,6 70,0 0,0 48,3 16 40,0 0,0 93,3 0,0 23,3
54/11 93,3 88,3 95,0 100,0 50,0 100,0 100,0 98,3 0,0 60,0 0,0 36,7
55/11 80,0 76,6 70,0 80,0 0,0 50,0 35,0 76,6 0,0 51,6 0,0 31,6
57/11 23,3 100,0 78,3 53,3 0,0 43,3 13,3 31,6 0,0 58,3 0,0 0,0
59/11 100,0 100,0 100,0 96,7 100,0 96,7 98,3 95,0 20,0 | 100,0 0,0 36,7

64/11/1 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 93,3 100,0 0,0 98,3 0,0 63,3

65/11/2 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 81,6 93,3 55,0 | 100,0 0,0 63,3
66/11 96,7 93,3 100,0 96,7 91,7 88,3 100,0 80,0 | 100,0 96,7 0,0 63,3
70/11 71,6 26,6 20,0 70,0 15,0 66,6 8,3 28,3 0,0 75,0 0,0 0,0
72/11 58,3 60,0 93,3 60,0 0,0 28,3 5,0 21,6 0,0 13,3 30,0 16,6
77/11 93,3 60,0 26,6 91,6 60,0 96,6 68,3 95,0 0,0 80,0 0,0 15,0
85/11 90,0 100,0 100,0 70,0 0,0 73,3 26,6 91,6 | 100,0 90,0 0,0 0,0
87/11 10,0 36,7 65,0 45,0 16,7 16,7 1,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
89/11 63,3 100,0 100,0 100,0 95,0 98,3 75,0 98,3 71,7 86,7 0,0 28,3

*genotypy Celedi Cucurbitaceae diferenciacniho souboru navrzeného Lebedou a Widrlechnerem pro detekci virulence P. cubensis
(patotypu) (tabulka 6).

Kompatibilni a inkompatibilni reakce jsou vysledkem nachylnosti nebo odolnosti
raznych genotypu Celedi Cucurbitaceae na patogena P. cubensis. Vysledky téchto reakci jsou
uvedeny v grafu na obrazku 11. NejvétSiho poctu inkompatibilnich reakci bylo dosazeno u

téchto genotypl: 5 (Cucurbita pepo var. pepo), 9 (Citrullus lanatus), 11 (Luffa cylindrica) a 12
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(Lagenaria siceraria). U genotypu 11 byla frekvence vyskytu rezistentnich reakci témér 90%, da
se tedy fFici, Ze genotyp Luffa cylindrica byl v roce 2011 velice odolny vUcCiP. cubensis. Dalsi
genotypy: 6 (Cucurbita pepo var. texana), 7 (Cucurbita fraterna), 8 (Cucurbita maxima) a 10
(Benincasa hispida) vykazovaly cetnost inkompatibilnich reakci kolem 25%, genotypy: 1
(Cucumis sativus), 2 (Cucumis melo var. melo), 3 (Cucumis melo var. conomon) mély v populaci
patogenu 15% zastoupeni. Pouze jediny genotyp 4 (Cucumis melo var. acidulus) byl 100%
nachylny (0% inkompatibilni reakce). Z celkového hlediska Ize tedy fici, Ze genotypy tohoto

diferenciac¢niho souboru se lisily v nachylnosti k izolatim P. cubensis z roku 2011.
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Obrazek 11. Frekvence kompatibilnich a inkompatibilnich reakci genotypl diferenciacniho

souboru ¢eledi Cucurbitaceae v ramci vsech izolatd P. cubensis za rok 2011.
K determinaci patotypl P. cubensis byl pouZit tetradovy kéd. Kéd patotypu byl dan

souctem kompatibilnich reakci genotypl v ramci jednotlivych skupin diferenciaéniho souboru

Celedi Cucurbitaceae s izolaty P. cubensis (tabulka 13).
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Tabulka 13. Oznadeni patotypl P. cubensis determinovanych v roce 2011 podle tetradového

kddu (Lebeda a Widrlechner, 2003) na zakladé jejich reakci na diferenciaénim souboru.

Skupiny dif. 1. 2. 3.
genotypu Cucumis spp. Cucurbita spp. ostatni Cucurbitaceae Kod
Cislo dif. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 patotypu
genotypu
Hodnota 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8
2/11 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 0 8 15.14.10
5/11 0 2 4 8 0 0 0 8 0 2 0 0 14.8.2
7/11 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8 15.15.15
8/11 1 2 4 8 0 2 4 8 1 2 0 8 15.14.11
10/11 1 2 4 8 0 2 4 8 0 0 0 0 15.14.0
17/11 1 2 4 8 0 2 4 8 1 2 0 8 15.14.11
18/11 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
19/11 1 2 4 8 0 2 4 8 1 2 4 8 15.14.15
20/11 1 2 4 8 1 2 4 0 1 0 0 8 15.7.9
22/11 1 2 0 8 0 0 0 0 0 2 0 0 11.0.2
28/11/1 1 2 4 8 0 2 4 8 1 2 0 8 15.14.11
§ 31/11 1 2 0 8 0 0 4 0 0 2 0 0 11.4.2
3 33/11 1 2 0 8 0 0 4 0 0 2 0 0 11.4.2
3 36/11 1 2 4 8 0 2 4 8 1 2 0 0 15.14.3
°>:_ 38/11 1 2 0 8 0 2 4 8 0 2 0 0 11.14.2
ﬁ 40/11 1 2 4 8 0 2 4 8 0 0 0 8 15.14.8
'_9‘ 42/11 1 2 4 8 0 0 0 8 1 0 4 0 15.8.5
44/11 1 2 4 8 0 2 4 8 0 0 4 0 15.14.4
45/11 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 0 15.15.3
53/11 0 2 4 8 0 2 0 8 0 2 0 0 14.10.2
54/11 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
55/11 1 2 4 8 0 2 0 8 0 2 0 0 15.10.2
57/11 0 2 4 8 0 2 0 0 0 2 0 0 14.2.2
59/11 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
64/11/1 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 0 8 15.14.10
65/11/2 1 2 4 8 0 2 4 8 1 2 0 8 15.14.11
66/11 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
70/11 1 0 0 8 0 2 0 0 0 2 0 0 9.2.2
72/11 1 2 4 8 0 0 0 0 0 0 0 0 15.0.0
77/11 1 2 0 8 1 2 4 8 0 2 0 0 11.15.2
85/11 1 2 4 8 0 2 0 8 1 2 0 0 15.10.3
87/11 0 2 4 8 0 0 0 0 0 0 0 0 14.0.0
89/11 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 0 15.15.3

Pozn.: Cislo diferencia¢niho genotypu odpovida poradovému cislu genotypu v diferencia¢nim souboru, viz. tabulka 6.

V roce 2011 byla u 33 izolatl P. cubensis testovana patogenni variabilita a celkem bylo
zjisténo 24 rlznych patotypl. Cetnosti vyskytu jednotlivych patotypd jsou uvedeny v grafu na
obrazku 12. Nejéastéji byl zaznamendn patotyp 15.14.11, ktery se vyskytl 4x,byl nasledovan
patotypem 11.4.2 (3x). Nasledujici patotypy 15.14.10, 15.15.3, 15.15.10 a 15.15.11 se vyskytly
v populaci patogena P. cubensis 2x. Ostatni patotypy byly detekovany vroce 2011 pouze

jednou.
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Obrazek 12. Frekvence vyskytu patotypl P. cubensis v roce 2011.

Vroce 2011 byly u testovaného souboru izolatl P. cubensis zaznamenany vsechny
urovné patogenity. Témér polovina testovanych izolatd P. cubensis méla vysokou Uroven
patogenity (pocet virulentnich faktor(i 9-12). Stfedni Uroven patogenity (5-8 virulentnich
faktor(l) byla zjisténa u 39% izolatl. 12% izolat(l P. cubensis pattilo do kategorie nizké Urovné
patogenity (1-4 virulentni faktory). Rok 2011 byl tedy z hlediska patogenity velmi variabilni.

Vysledky patogenity izolatd P. cubensis za rok 2011 jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14. Uroveri patogenity izolat(l P. cubensis za rok 2011.

Uroveii patogenity (pocet VF) Poéet izolatd P. cubensis/(%)
Nizka (1 - 4) 4/12.0
Stiedni (5 — 8) 13/39.0
Vysoka (9 —12) 16/49.0

Stanoveni Urovné patogenity podle Lebeda a Urban, 2004.
VF —virulentni faktor.
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5.3 Variabilita virulence izolatu P. cubensis v roce 2012

Celkem byla u 47 izolatl P. cubensis, z hostitelskych rostlin z ¢eledi Cucurbitaceae
zroku 2012, determinovana variabilita virulence. Nejéastéji se jednalo o hostitelsky druh
Cucumis sativus, v mensi mite byly zastoupeny i ostatni druhy tykvovité zeleniny (Cucurbita
pepo, Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, Citrullus lanatus, Lagenaria siceraria).

Odolnost a nachylnost genotypl diferenciaéniho souboru byla vyjadiena pomoci
hodnoty intenzity sporulace, ktera byla vypocitana na zakladé vzorce (kapitola 4.3.2) s pomoci

5 bodové stupnice (Lebeda a Urban, 2010). Vysledky jsou znazornény v tabulce 15.

Tabulka 15. Intenzita sporulace (%) izolatl P. cubensis ziskanych v roce 2012 na diferencia¢nim

souboru Cucurbitaceae.

Genotyp/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Izolat
1/12 100,0 100,0 93,3 98,3 46,7 75,0 76,7 95,0 40,0 93,3 15,0 31,7
3/12/1 100,0 100,0 100,0 100,0 80,0 100,0 76,7 95,0 25,0 86,7 0,0 58,3
3/12/2 100,0 100,0 100,0 100,0 51,7 96,7 33,3 61,7 86,7 70,0 13,3 66,7
4/12 95,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 98,3 81,7 100,0 90,0 0,0 | 100,0
5/12 100,0 100,0 98,3 95,0 55,0 91,7 46,7 76,7 25,0 60,0 0,0 26,7
6/12/1 100,0 100,0 100,0 100,0 85,0 100,0 55,0 100,0 30,0 88,3 0,0 46,7
6/12/2 100,0 100,0 100,0 85,0 63,3 100,0 36,7 68,3 30,0 70,0 5,0 30,0
7/12 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 90,0 78,3 8,3 23,3 0,0 48,3
8/12 100,0 100,0 100,0 100,0 96,7 100,0 66,7 65,0 0,0 100,0 0,0 | 100,0
9/12 100,0 100,0 100,0 93,3 78,3 86,7 95,0 81,7 16,7 93,3 31,7 33,3
10/12 100,0 100,0 100,0 100,0 86,7 100,0 85,0 91,7 25,0 80,0 0,0 88,3
11/12 100,0 100,0 100,0 100,0 93,3 100,0 98,3 100,0 31,7 70,0 26,7 76,7
13/12 90,0 55,0 8,3 53,3 66,7 73,3 51,7 1,7 16,7 100,0 6,7 | 100,0
20/12/1 100,0 100,0 100,0 88,3 53,3 96,7 98,3 81,7 0,0 86,7 81,7 88,3
20/12/2 85,0 93,3 100,0 88,3 36,7 35,0 91,7 95,0 0,0 65,0 0,0 88,3
25/12 91,7 100,0 95,0 31,7 25,0 76,7 78,3 76,7 0,0 100,0 11,7 61,7
27/12 100,0 100,0 100,0 93,3 0,0 96,7 98,3 56,7 93,3 100,0 0,0 45,0
28/12/1 100,0 100,0 100,0 100,0 33,3 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 26,7 | 100,0
28/12/2 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 30,0 93,3 30,0 85,0
29/12 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 95,0 100,0 100,0 3,3 50,0
30/12 100,0 100,0 95,0 100,0 100,0 100,0 71,7 15,0 25,0 100,0 0,0 | 100,0
31/12/1 100,0 83,3 100,0 93,3 51,7 100,0 96,7 83,3 0,0 93,3 58,3 70,0
31/12/2 73,3 100,0 93,3 86,7 81,7 90,0 98,3 100,0 0,0 76,7 0,0 93,3
32/12 100,0 100,0 76,7 68,3 75,0 95,0 61,7 100,0 0,0 93,3 30,0 18,3
37/12 100,0 100,0 100,0 100,0 56,7 100,0 98,3 76,7 100,0 98,3 0,0 | 100,0
40/12 23,3 81,7 41,7 36,7 30,0 30,0 15,0 33,3 0,0 36,7 15,0 11,7
42/12 88,3 80,0 43,3 70,0 75,0 98,3 21,7 3,3 3,3 100,0 25,0 93,3
45/12/1 100,0 100,0 100,0 48,3 28,3 90,0 76,7 81,7 0,0 100,0 6,7 73,3
45/12/2 93,3 100,0 100,0 100,0 100,0 83,3 93,3 100,0 0,0 100,0 0,0 | 100,0
47/12 33,3 88,3 90,0 73,3 13,3 78,3 61,7 51,7 0,0 100,0 10,0 18,3
50/12 95,0 96,7 36,7 48,3 43,3 98,3 93,3 93,3 25,0 63,3 66,7 38,3
51/12 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 98,3 25,0 91,7 16,7 73,3
53/12 100,0 96,6 100,0 0,0 2,6 96,8 99,1 75,0 0,0 68,9 1,7 0,0
55/12 100,0 100,0 100,0 100,0 46,7 100,0 100,0 75,0 0,0 100,0 1,7 | 100,0
56/12 100,0 100,0 100,0 96,7 3,3 95,0 100,0 93,3 0,0 100,0 6,7 63,3
58/12 65,0 71,7 68,3 23,3 0,0 70,0 8,3 21,7 0,0 10,0 1,7 1,7
60/12 100,0 95,0 98,3 88,3 78,3 98,3 100,0 81,7 100,0 100,0 0,0 70,0
61/12 100,0 100,0 90,0 100,0 93,3 100,0 100,0 96,7 100,0 100,0 1,7 | 100,0
63/12 95,0 100,0 100,0 100,0 58,3 95,0 96,7 78,3 96,7 100,0 0,0 73,3
65/12 100,0 100,0 96,7 86,7 13,3 100,0 90,0 90,0 0,0 100,0 40,0 45,0
67/12 66,7 100,0 81,7 88,3 20,0 88,3 50,0 38,3 0,0 73,3 36,7 3,3
69/12 100,0 100,0 100,0 100,0 10,0 100,0 95,0 95,0 0,0 95,0 26,7 58,3
71/12 100,0 100,0 96,67 90,0 81,67 98,33 65,0 95,0 18,33 96,67 58,33 95,0
74/12 100,0 100,0 100,0 100,0 25,0 100,0 95,0 100,0 0,0 98,33 3,33 0,0
75/12 38,33 96,67 100,0 91,67 81,67 65,0 96,67 73,33 51,67 68,33 18,33 23,3
77/12 98,33 100,0 100,0 95,0 100,0 100,0 100,0 100,0 73,33 88,33 0,0 45,0
81/12 100,0 100,0 93,33 60,0 73,33 98,33 61,67 98,33 0,0 66,67 11,67 70,0

*genotypy Celedi Cucurbitaceae diferenciacniho souboru navrzeného Lebedou a Widrlechnerem pro detekci virulence P. cubensis
(patotypul) (tabulka 6).
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Na obrazku 13 je znazornén graf frekvence vyskytu kompatibilnich (nachylnych) a
inkompatibilnich (odolnych) reakci genotypl diferenciaéniho souboru celedi Cucurbitaceae
sizoldty P. cubensis. Nejvice inkompatibilnich reakci bylo zaznamendnou téchto dvou
genotypu: 9 (Citrullus lanatus) a 11 (Luffa cylindrica), kde frekvence téchto reakci byla kolem
85%. Dalsi genotypy: 5 (Cucurbita pepo var. pepo) a 12 (Lagenaria siceraria) mély ¢etnost
vyskytu rezistentnich reakci kolem 25% a genotypy 7 (Cucurbita fraterna) a 8 (Cucurbita
maxima) 10%. Zbyvajici genotypy: 1 (Cucumis sativus), 3 (Cucumis melo var. conomon), 4
(Cucumis melo var. acidulus), 6 (Cucurbita pepo var. texana) a 10 (Benincasa hispida) patfily
mezi genotypy s nizkou frekvenci vyskytu inkompatibilnich reakci (pod 10%). Pouze jediny
genotyp 2 (Cucumis melo var. melo) vykazoval 100% ndachylnych reakci (0% inkompatibilnich
reakci). Z celkového hlediska lze tedy fici, Ze genotypy tohoto diferenciacniho souboru se

vyrazné lisily v nachylnosti k izolatdim P. cubensis z roku 2012.
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Obrazek 13. Frekvence kompatibilnich a inkompatibilnich reakci genotypl diferenciaéniho

souboru ¢eledi Cucurbitaceae v ramci vsech izolatd P. cubensis za rok 2012.

K determinaci patotypl P. cubensis byl pouZit tetradovy kéd. Kéd patotypu byl dan
souétem kompatibilnich reakci genotypl v ramci jednotlivych skupin diferenciaéniho souboru
Celedi Cucurbitaceae s izolaty P. cubensis. V tabulce 16 jsou uvedeny vysledky determinace

patotypu u izolatl P. cubensis z roku 2012.
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Tabulka 16. Oznaceni patotypl P. cubensis determinovanych v roce 2012 podle tetradového

kddu (Lebeda a Widrlechner, 2003) na zakladé jejich reakci na diferenciaénim souboru.

Skupiny dif. 1. 2. 3.
genotypu Cucumisspp. Cucurbitaspp. ostatni Cucurbitaceae Kéd
Cislo dif. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 patotypu
genotypu
Hodnota 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 4 8
1/12 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 0 15.15.3
3/12/1 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
3/12/2 1 2 4 8 1 2 0 8 1 2 0 8 15.11.11
4/12 1 2 4 8 0 2 4 8 1 2 0 8 15.14.11
5/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 0 15.15.2
6/12/1 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
6/12/2 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 0 15.15.2
7/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 0 0 8 15.15.8
8/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
9/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 0 15.15.2
10/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
11/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
13/12 1 2 0 8 1 2 4 0 0 2 0 8 11.7.10
20/12/1 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 4 8 15.15.14
20/12/2 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
25/12 1 2 4 0 0 2 4 8 0 2 0 8 7.14.10
27/12 1 2 4 8 0 2 4 8 1 2 0 8 15.14.11
28/12/1 1 2 4 8 0 2 4 8 1 2 0 8 15.14.11
28/12/2 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
29/12 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
30/12 1 2 4 8 1 2 4 0 0 2 0 8 15.7.10
31/12/1 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 4 8 15.15.14
2 31/12/2 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
§ 32/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 0 15.15.2
3 37/12 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
Q;’ 40/12 0 2 4 8 0 0 0 0 0 2 0 0 14.0.2
& 42/12 1 2 4 8 1 2 0 0 0 2 0 8 15.3.10
3 45/12/1 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 0 8 15.14.10
45/12/2 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
47/12 0 2 4 8 0 2 4 8 0 2 0 0 14.14.2
50/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 4 8 15.15.14
51/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
53/12 1 2 4 0 0 2 4 8 0 2 0 0 7.14.2
55/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10
56/12 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 0 8 15.14.10
58/12 1 2 4 0 0 2 0 0 0 0 0 0 7.2.0
60/12 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
61/12 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
63/12 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
65/12 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 4 8 15.14.14
67/12 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 4 0 15.14.6
69/12 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 0 8 15.14.10
71/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 4 8 15.15.14
74/12 1 2 4 8 0 2 4 8 0 2 0 0 15.14.2
75/12 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 0 15.15.3
77/12 1 2 4 8 1 2 4 8 1 2 0 8 15.15.11
81/12 1 2 4 8 1 2 4 8 0 2 0 8 15.15.10

Pozn.: Cislo diferenciacniho genotypu odpovida poradovému cislu genotypu v diferencia¢nim souboru, viz. tabulka 6.

V roce 2012 bylo na souboru 47 izolatQ P. cubensis detekovano 20 rliznych patotypd.
Celkovda Cetnost determinovanych patotypl P. cubensis za rok 2012 je uvedena v grafu na
obrazku 14. Patotyp 15.15.10 patfil mezi nejcastéji se vyskytujici patotypy v roce 2012 a byl

zastoupen u 12 izolatl P. cubensis. Patotyp 15.15.11 byl druhym nejcastéji se vyskytujicim
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patotypem a byl determinovan u 6 izolatl. Patotypy 15.15.2 a 15.15.14 se vyskytly v populaci
patogena 4x, patotypy 15.14.11 a 15.14.10 3x a patotyp 15.15.3 2x. Ostatni determinované

patotypy byly v populaci P. cubensis v roce 2012 zaznamenany pouze jednou.
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Obrazek 14. Frekvence patotypl P. cubensis v roce 2012.

V roce 2012 vétsina izolath P. cubensis (83%) patrila mezi vysoce patogenni s poctem
virulentnich faktor(l 9-12. Pouze 13% izolatl P. cubensis mélo stfedni Uroven patogenity (5-8
virulentnich faktort) a jen 4% izolatl bylo v kategorii nizké patogenity (1-4 virulentni faktor().

Pocty izolatl P. cubensis z roku 2012 s danou Urovni patogeny jsou uvedeny v tabulce 17.

Tabulka 17. Urovef patogenity za rok 2012.

Uroveii patogenity (pocet VF) Poéet izolata P. cubensis/(%)
Nizka (1 - 4) 2/4.0
Stfedni (5 — 8) 6/13.0
Vysoka (9 — 12) 39/83.0

Stanoveni Urovné patogenity podle Lebeda a Urban, 2004.
VF —virulentni faktor.
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5.4  Srovnani variability virulence u izolatd P. cubensis v letech 2010-2012

Za trileté obdobi (2010-2012) bylo otestovano na patogenni variabilitu celkem 118
izolatl P. cubensis s vyuzitim diferencia¢niho souboru navrzeného Lebedou a Widrlechnerem
(2003) a pomoci tetradového kdédu bylo rozliseno 56 rlznych patotypl. Pocet patotypl
determinovanych v jednotlivych letech je uveden v grafu na obrazku 15. Ve sledovaném
obdobi byl vjednotlivych letech zaznamenan rlzny pocet patotypu. Nejvice patotypl P.
cubensis bylo zjisténo vroce 2011, kdy bylo determinovano 24 patotypd (33 izolatd P.
cubensis) a o néco nizsi pocet (20 patotypll) byl determinovan v roce 2012 (47 izolata P.
cubensis). Nejméné patotypl (12 patotypl) se vyskytlo v populaci patogenu v roce 2010 (38

izolatl P. cubensis).
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Obréazek 15. Variabilita virulence izolatd P. cubensis v Ceské republice v letech 2010-2012.

U kazdého ztestovanych izolatl P. cubensis byla stanovena Uroven patogenity na
zakladé poctu virulentnich faktord (VF 1-12) viz kapitola 4.3.3. Frekvence vyskytu izolat P.
cubensis s danym poctem virulentnich faktorl se v jednotlivych letech lisila (obrazek 16).
Kmeny s virulentnimi faktory 1 a 2 nebyly ve sledovaném obdobi zastoupeny vibec. V roce
2010 a 2012 bylo slozeni ¢eské populace P. cubensis z hlediska poctu virulentnich faktorl
podobné, kdy v roce 2010 pfevazovaly kmeny s virulentnimi faktory 10-12 a v roce 2012 VF 9-
11. Zatimco v roce 2011 mély vyraznou prevahu sice kmeny s VF 10, ale Castéji se vyskytovaly

také kmeny s niz§im poétem VF 5, 7-9.
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Obrazek 16. Frekvence izolatl P. cubensis podle poctu virulentnich faktor( za obdobi 2010-

2012.

Uroven patogenity byla stanovena pro kazdy patotyp podle poctu virulentnich faktord
(Lebeda a Urban, 2004b) (obrazek 17). Virulence studované populace P. cubensis se ukazala
jako vysoce variabilni, kdy se lisila frekvence urovné patogenity izolatli P. cubensis
v jednotlivych letech, a byla tedy pozorovana urcitd mezirocni fluktuace ve variabilité
virulence. Zatimco vroce 2010 a 2012 prevaZovaly v populaci patogenll vysoce virulentni
kmeny (VF 9-12, 95%/2010, 83%/2012), tak v roce 2011 bylo jejich zastoupeni pouze 49% a
naopak v tomto roce byl pozorovan nardst stfedné virulentnich kmend (VF 5-8, 39%). Kmeny

s VF 1-4 (nizka Uroven patogenity) byly zjistény pouze v letech 2011 (12%) a 2012 (4%).
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Obrazek 17. Struktura populace P. cubensis podle jejich faktoru virulence (nizkd: 1-4 VF,

stfedni: 5-8 VF, vysoka: 9-12).



V tabulce 18 jsou uvedeny frekvence vyskytu kompatibilnich a inkompatibilnich reakci
genotypl diferenciacniho souboru celedi Cucurbitaceae sizolaty P. cubensis v letech 2010-
2012. Frekvence vyskytu téchto reakci se u nékterych diferenciacnich genotypl byla vyrazné
odlisnd v roce 2011 v porovndni s ostatnimi studovanymi roky. Diferencia¢ni genotypy z rodu
Cucumis (poradi 1-4 v diferenciaénim souboru) vykazovaly cCetnost vyskytu kompatibilnich
reakci v rozmezi 82-100%. U vétsiny genotypul z rodu Cucurbita (poradi 5-8 v diferenciacnim
souboru) byla zaznamendna v pribéhu sledovanych let obdobna cetnost zastoupeni téchto
reakci jako genotypy rodu Cucumis. Frekvence kompatibilnich reakci dosahovala hodnot 70-
100%. Vyjimkou vsak byl genotyp 5, ktery v roce 2011 mél éetnost vyskytu téchto reakci pouze
27% a naopak vzrostl pocet inkompatibilnich reakci (73%). U ostatnich genotypl z Celedi
Cucurbitaceae (poradi 9-12 v diferenciacnim souboru) se frekvence kompatibilnich a
inkompatibilnich reakci vyrazné liSila a to bud' v ramci jednotlivych let celého tfiletého obdobi
(genotypy 9 a 11), nebo mezi rokem 2011 a roky 2010 a 2012 (tyka se genotyp( 10 a 12). U
genotypu 9 (Citrullus lanatus) byl pozorovan ve sledovaném obdobi pokles cetnosti vyskytu
kompatibilni reakce (2010 — 71%, 2011 — 42%, 2012 — 26%), mohlo by se tedy jednat o
vznikajici rezistenci vici P. cubensis. Genotyp 10 (Benincasa hispida) se jevil v letech 2010-2012
jako vysoce nachylny (90% cetnost kompatibilni reakce). U genotypu 11 (Luffa cylindrica) byl
pozorovan vyrazny rozdil mezi rokem 2010 a roky nasledujicimi. Zatimco v roce 2010 byla vice
nez polovina (55%) pozorovanych reakci kompatibilnich, tak vletech 2011 a 2012 doslo
k vyraznému poklesu téchto reakci (12-13%). U genotypu 12 (Lagenaria siceraria), posledniho
v diferenciacnim souboru, byla ¢etnost kompatibilnich reakci kolem 61% (2010 — 68%, 2011 —

42%, 2012 — 74%).

Tabulka 18. Frekvence vyskytu kompatibilnich a inkompatibilnich reakci genotypu
diferencia¢niho souboru celedi Cucurbitaceae (Lebeda a Widrlechner, 2003) kizolatim P.

cubensis za obdobi 2010-2012.

Rok 2010 2011 2012

Diferenciacni soubor

celedi Cucurbitaceae + - + - + -
1 (Cucumis sativus) 100% 0% 88% 12% 96% 4%
2 (Cucumis melo var. melo) 100% 0% 97% 3% 100% 0%
3 (Cucumis melo var. conomon) 100% 0% 82% 18% 98% 2%
4 (Cucumis melo var. acidulus) 100% 0% 100% 0% 94% 6%
5 (Cucurbita pepo var. pepo) 84% 16% 27% 73% 70% 30%
6 (Cucurbita pepo var. texana) 100% 0% 79% 21% 98% 2%
7 (Cucurbita fraterna) 92% 8% 70% 30% 91% 9%
8 (Cucurbita maxima) 97% 3% 76% 24% 89% 11%
9 (Citrullus lanatus) 71% 29% 42% 58% 26% 74%
10 (Benincasa hispida) 95% 5% 79% 21% 96% 4%
11 (Luffa cylindrica) 55% 45% 12% 88% 13% 87%
12 (Lagenaria siceraria) 68% 32% 42% 58% 74% 26%

+, kompatibilni reakce; -, inkompatibilni reakce.
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Z celkového poctu 56 rliznych patotypl P. cubensis, které byly determinovany v letech
2010-2012, se v populaci tohoto patogenu pouze 11 patotypl vyskytlo vice neZ jednou
(tabulka 19), avsak ¢etnost téchto patotypl se v jednotlivych letech lisila, a to se tykalo rovnéz
i nejcastéji se vyskytujicich patotypl v daném roce. Ve sledovaném tfiletém obdobi se ukazalo,
ze Ceska populace P. cubensis byla velmi variabilni ve své virulenci, kdy bylo determinovano
velké mnozstvi riznych patotyp(. 3 patotypy (15.15.11, 15.15.3 a 15.14.10) byly zaznamenany
v kazdém roce vramci tfiletého sledovaného obdobi, ale frekvence vyskytu jednoho z nich
(15.15.11) se v jednotlivych letech liSila. Patotyp 15.15.15 tzv. ,super patotyp“, ktery se objevil
pouze v roce 2010 byl v ramci celého sledovaného obdobi druhym nejpocetnéjsim patotypem.
Patotyp 15.15.10 byl nejcastéji se vyskytujicim patotypem ve sledovaném tfiletém obdobi,
avsak frekvence jeho vyskytu se v jednotlivych letech liSila (2010 — 0%, 2011 — 6,1%, 2012 —
25,5%).

Tabulka 19. Nejcastéjsi patotypy P. cubensis za obdobi 2010-2012.

Patotypy Rok
Pocet/frekvence izolatd P. cubensis (%*)
2010 2011 2012

15.15.15 10/26.3 - -
15.15.14 4/10.5 - 4/8.5
15.15.10 - 2/6.1 12/25.5
15.15.7 3/7.9 - -
15.15.2 - - 4/8.5
15.14.11 - 4/12.1 3/6.4
15.11.7 2/5.3 - -
11.14.2 - 3/9.1 -

Celkem: 38 izolatl Celkem: 33 izolatl Celkem: 47 izolatd

*, frekvence je pocitana z celkového poctu izolatll P. cubensis za jednotlivé roky (obr. 14).
Cervena barva oznaduje patotypy, které se vyskytly v celém sledovaném obdobi.

V letech 2010-2012 bylo 27 izolatl P. cubensis ziskano ze vzork( novych hostitelskych
druhl tohoto patogenu (Cucumis melo, Cucurbita pepo, Cucurbita maxima, Cucurbita
moschata, Citrullus lanatus, Lagenaria siceraria), bylo u nich rozliseno 14 rGznych patotypu.
Patotypy z jinych hostitelskych rostlin nez Cucumis sativus jsou uvedeny v tabulce 20. Patotypy
ziskané z novych hostitelskych druhl byly hodnoceny podle nasledujicich kritérii: vyskyt u
tradi¢ni hostitelské rostliny Cucumis sativus, virulence, unikatnosti a opakovani téchto
patotypl na stejnych lokalitach. Z celkového poctu 14 ziskanych patotypl bylo 6 patotypl
(15.7.0, 15.14.15, 15.7.9, 7.14.2, 15.14.2, 14.0.0) zaznamenano pouze na téchto novych
hostitelich. Zbylych 8 patotypu bylo determinovano i na hostitelském druhu Cucumis sativus.

Mezi zajimavy patotyp, ktery se vyskytoval na novych hostitelich, a soucasné také i na

C. sativus, patfil patotyp 15.15.3, ktery se vyskytl ve vsech trech letech vyzkumu u 8 izolatl P.
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cubensis, z nichZ pravé 6 pochazelo z novych hostitelskych druhl rodu Cucurbita. Obdobné
tomu bylo u patotypu 15.15.11, ktery se vyskytl u 13 izolatl P. cubensis v letech 2010 a 2012 a
z toho méné neiZ polovina izolatl (7 izolatl) byla zaznamenana také na novych hostitelskych
druzich (2x CL, 1x Cmax, 1x CM, 3x CP).

Vétsina determinovanych patotypl (71%) u izolat( z jinych hostitelskych rostlin byla
vysoce virulentni (9-12 virulentnich faktor(), okolo 21% patotypUl bylo stfedné virulentnich (5-
8 virulentnich faktor(l) a pouze jediny patotyp patfil do kategorie nizké virulence (1-4
virulentnich faktord). 4 patotypy, patfici do stfedni Urovné patogenity (3 patotypy — 15.7.0,
7.14.2, 15.14.2) a nizké (14.0.0) byly zjistény pouze u téchto novych hostitelskych druh.
Patotypy 15.15.15 a 14.0.0 miZeme z hlediska jejich reakce na diferenciacnim souboru
povaZovat za unikdtni. ,Super patotyp” 15.15.15 (virulentni ke vSem 12 genotyplm
diferencia¢niho souboru) byl detekovan u izolatu 86/10/1, ktery pochazel z druhu Cucurbita
moschata. Patotyp 14.0.0 (pouze 3 kompatibilni reakce s genotypy 2-4 diferencia¢niho
souboru) byl determinovan u izolatd 87/11, ziskaném z druhu Cucurbita pepo. Oba tyto izolaty
s unikatnimi patotypy pochazely ze stejné lokality sbéru (MSK/NJ Novy Ji¢in-Kojetin).

V ramci opakovaného vyskytu patotypl na stejnych lokalitdch byl jedinecny pouze
patotyp 15.15.3, ktery byl vroce 2010 zaznamendn ve dvou populacich pochdazejicich ze
stejného hostitele (Cucurbita pepo) na lokalité Napajedla (ZLK/ZL). Jedine¢nost tohoto
patotypu (15.15.3) spocivala také v tom, Ze z celkového poctu 8 vyskytl za celé 3 roky
vyzkumu, byl 6x pozorovan na novych hostitelich, a z toho 5 vyskytl bylo zaznamenano na
druhu Cucurbita pepo, mohlo by se zfejmé jednat o pfipad rasové specifity. Patotyp 15.15.11
byl v jihomoravském kraji zjistén u 50% izolatli P. cubensis. Pouze na jediné lokalité (Novy Jicin-
Kojetin) v Moravskoslezském kraji byl zaznamenan opakovany vyskyt jednoho patotypu
(15.15.3) na stejném hostiteli (Cucurbita pepo) vletech 2011 a 2012. Tato lokalita byla
jedinecna i v rdmci unikatnich patotyp( 15.15.15 a 14.0.0. V Olomouckém kraji bylo v letech
2010-2012 ziskdno 11 izolatd P. cubensis, z nichz 9 pochazelo zlokality Olomouc-Holice
(vyzkumné pole Katedry botaniky PfF UP). U téchto 9 izolatl bylo detekovano 9 rlznych
patotypU.

Proménliva struktura populace P. cubensis pochazejicich z jinych hostitell by mohla
naznacovat, podobné jako je tomu u izolatl pochazejicich z druhu Cucumis sativus, na znacnou
proménlivost studovanych populaci P. cubensis z hlediska patogenni variability na zemi Ceské

republiky v letech 2010-2012.
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Tabulka 20. Izolaty P. cubensis pochazejici z novych hostitelskych druht ¢eledi Cucurbitaceae (2010-2012)

Diferenciacni

genotyp Celedi Cucurbitaceae

Hostitelskd rostlina Izolat Plvod Patotyp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 VF
c™M 81/10/1 OLK/OL Olomouc-Holice 15.7.0 + + + + + + - - - - - 7
cM 19/11 OLK/OL Olomouce-Holice 15.14.15 + + + + - + + + + + + + 11
c™M 20/11 OLK/OL Olomouc-Holice 15.7.9 + + + + + + + - + - - + 9
cM 55/12 OLK/OL Olomouc-Holice 15.15.10 + + + + + + + + - + - + 10
Cmax 45/11/1 OLK/OL Olomouc-Holice 15.15.3 + + + + + + + + + + - - 10
Cmax 71/12 OLK/OL Olomouc-Holice 15.15.14 + + + + + + + + - + + + 11
Cmos 53/12 OLK/OL Olomouc-Holice 7.14.2 + + + - - + + + - + - - 7
CL 83/10/1 OLK/OL Olomouc-Holice 15.15.11 + + + + + + + + + + - + 11
LS 56/12 OLK/OL Olomouc-Holice 15.14.10 + + + + - + + + + - + 9
CMm 54/11 OLK/PR Polkovice 15.15.10 + + + + + + + + - + - + 10
CL 4/12 OLK/PR Tovacov-Annin 15.14.11 + + + + - + + + + + - + 10
Cmos 86/10/1 MSK/NJ Novy Ji¢in-Kojetin 15.15.15 + + + + + + + + + + + + 12
Cmos 74/12 MSK/NJ Novy Ji¢in-Kojetin 15.14.2 + + + + + + + - + - - 8
CP 87/11 MSK/NJ Novy Ji¢in-Kojetin 14.0.0 - + + + - - - - - - - 3
CP 89/11 MSK/NJ Novy Ji¢in-Kojetin 15.15.3 + + + + + + + + + + - - 10
CcP 75/12 MSK/NJ Novy Ji¢in-Kojetin 15.15.3 + + + + + + + + + + - - 10
Cmax 77/12 MSK/NJ Novy Ji¢in-Kojetin 15.15.11 + + + + + + + + + + - + 11
CMm 12/10 JHM/BO Moravské Branice 15.15.7 + + + + + + + + + + + - 11
CcM 67/10 JHM/HO Veseli nad Moravou 15.15.11 + + + + + + + + + + - + 11
CP 58/10 JHM/HO Muténice 15.15.3 + + + + + + + + + + - - 10
CcP 61/10 JHM/HO Ratiskovice 15.15.11 + + + + + + + + + + - + 11
CcP 29/12 JHM/BV Velké Bilovice 15.15.11 + + + + + + + + + + - + 11
Cmax 27/12 JHM/HO Cejé 15.14.11 + | o+ |+ |+ - + |+ | + | + + - + 10
CP 72/10/1 ZLK/ZL  Napajedla 15.15.3 + + + + + + + + + + - - 10
CP 73/10 ZLK/ZL Napajedla 15.15.3 + + + + + + + + + + - - 10
CP 59/11 ZLK/KM Postoupky 15.15.10 + + + + + + + + - + - 10
CP 66/11 ZLK/ZL Napajedla 15.15.11 + + + + + + + + + + - 11

CM — Cucumis melo; CP — Cucurbita pepo; Cmax — Cucurbita maxima; Cmos — Cucurbita moschata; CL — Citrullus lanatus; LS — Lagenaria siceraria.

+, kompatibilni/virulentni reakce izolat( P. cubensis k diferenciatnimu souboru ¢eledi Cucurbitaceae.
-, inkompatibilni/avirulentni reakce izolat( P. cubensis k diferencia¢nimu souboru &eledi Cucurbitaceae.
VF, podet virulentnich faktor( (ur€ujici Groven patogenity daného izolatu/patotypu P. cubensis).
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6 DISKUZE

Pseudoperonospora cubensis patfi mezi nejzavainéjsi choroby rostlin celedi
Cucurbitaceae, a to hlavné diky sniZujicimu se vynosu okurek v zemédélskych oblastech, proto
se uz fadu let studiu variability virulence P. cubensis vénuje velkd pozornost (Lebeda a Cohen,
2011). Tato diplomova prace tématicky navazuje na dlouhodoby vyzkum realizovany
v minulych letech (Lebeda a Urban, 2004b; Erbesova, 2005; Urban, 2006; Lebeda a kol., 2010;
Pavelkovd, 2012; Lebeda a kol., 2013), ktery byl soucasti nékolika projekt realizovanych
fytopatologickou laboratoti PFF UP v Olomouci pod vedenim prof. Lebedy.

Na tomto pracovisti se problematice variability P. cubensis vénovala celd fada
bakalarsky, diplomovych a disertacnich praci. V poslednich 5 letech to byly napf. bakalarské a
diplomové prace zamérené na studium variability ucinnosti fungicid vici populaci P. cubensis
(Kadlecova, 2010, 2012; Némcova, 2008, 2012), rezistence genovych zdroja Cucumis spp. a
Cucurbita spp. vici patotyplm P. cubensis (Rohackova, 2012, 2014) nebo na studium populaéni
dynamiky tohoto patogena (Pavelkova, 2012). Na katedie bunécné biologie a genetiky byla P.
cubensis vyuZita pri studiu genetické variability sbirky izolatl P. cubensis s vyuZitim metody
AFLP (Prochazkova, 2011).

V predloZené diplomové praci jsem se zabyvala variabilitou virulence izolatd P.
cubensis ziskanych z infikovanych porostl tykvovitych zelenin pfi sbérovych expedicich na
tzemi Ceské republiky v letech 2010-2012. U testovanych izolat(i P. cubensis byly klasifikovany
patotypy za pomoci tetradového koédu s pouzitim diferenciacniho souboru celedi
Cucurbitaceae (Lebeda a Widrlechner, 2003). Déale byla zkoumana odolnost a nachylnost
genotypu diferenciacniho souboru pro detekci patotypl P. cubensis za pouZiti studovaného
souboru izolatd.

Zatimco v roce 2010 a 2012 prevazovaly v populaci patogenu vysoce virulentni kmeny
(VF 9-12, 95%/2010, 83%/2012), tak v roce 2011 bylo jejich zastoupeni pouze 49% a naopak
v tomto roce byl pozorovan narist stfedné virulentnich kmena (VF 5-8, 39%). Kmeny s VF 1-4
(nizkd uroven patogenity) byly zjistény pouze v letech 2011 (12%) a 2012 (4%). Porovnanim dat
o patogenni struktufe cCeské populace P. cubensis vletech 2010-2012 a dfivéjsich let se
ukazalo, Ze v letech 2001-2009 bylo v ¢eské populaci tohoto patogenu zastoupeni vysoce
patogennich kmen( P. cubensis na nasem Uzemi velmi podobné jako se ukazalo v letech 2010-
2012. Zajimavé je také srovnani ¢etnosti vyskytu kmen( P.cubensis s nizkou Urovni patogenity
(VF 1-4) v Ceskych populacich tohoto patogenu v letech 2001-2011, kdy vyskyt téchto kmen(

byl pozorovan poprvé v roce 2001, a to zhruba u 5% izolat( P. cubensis a poté se opakoval az
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v letech 2011 a 2012. Pokud se podivdme podrobnéji na patogenni strukturu ceskych populaci
P. cubensis, tak v obdobi 2001-2002 se na Uzemi Ceské republiky vyskytovaly patotypy, s
vysokou hladinu patogenity ve frekvenci 52%, se stfedni hladinou patogenity v 43% a s nizkou
hladinu patogenity v 5% (Lebeda and Urban, 2004b). V nasledujicich letech 2003-2004 mély
vyraznou prevahu kmeny s vysokou patogenni reakci (72% izolatl P. cubensis), a pouze 28%
izolatll bylo se strfedni patogenni reakci a kmeny s nizkou patogenitou nebyly vtomto
dvouletém obdobi zastoupeny vibec. V roce 2005 byla situace velmi podobna jako v letech
2003-2004, kdy byl zjistén vysoky stupen patogenity u 76% izolatl P. cubensis a stfedni stupen
patogenity u zbyvajicich 24% izolatd. K narlstu kmenQ P. cubensis stfedné virulentnich doslo
v nasledujicim roku, kdy 34% testovanych izolatl tohoto patogenu patfilo do této skupiny a
ostatni izolaty z tohoto roku (66%) byly naopak vysocevirulentni. A v dalSich dvou letech (2008
—2009) byly vysledky studia patogenity izolatd P. cubensis velmi podobné, kdy vysoky stupen
patogenity byl detegovan u 68% izolatl a stfedni stupen patogenity u 32% izolatl (Lebeda a
kol., 2013).

V letech 2010-2012 bylo otestovano na patogenni variabilitu celkem 118 izolatd P.
cubensis s vyuzitim diferenciac¢niho souboru navrzeného Lebedou a Widrlechnerem (2003) a s
pomoci tetradového kddu bylo rozliseno 56 rGznych patotyp(. Nejvice patotypl P. cubensis
bylo zjisténo v roce 2011, kdy bylo determinovano 24 patotypli a o néco nizsi pocet patotypu
(20) pak v roce nasledujicim (2012). Nejméné patotypl (12 patotypll) se vyskytlo v populaci
patogenu v roce 2010. Tyto tfi patotypy (15.15.11, 15.15.3 a 15.14.10) byly detegovany ve
vsech trech letech vyzkumu, zatimco zastoupeni ostatnich patotypl v ceské populaci P.
cubensis se béhem studovaného tfiletého obdobi (2010-2012) liSilo. Na zakladé ziskanych
vysledk(l prezentovanych v této diplomové praci a podle udaju ziskanych pfi studiu této
problematiky v predchozich letech (2001-2009) Ize usuzovat, Ze populace P. cubensis je na
nasem Uzemi z hlediska patogenni variability velmi proménlivd (Erbesova, 2005; Lebeda a
Urban, 2004b; Lebeda a kol., 2013; Pavelkovd, nepublikované; Vyslyselova, 2012). Pokusim se
tuto skutecnost podrobnéji vysvétlit v nasledujicim textu. V letech 2001-2002 bylo celkem u 96
izolatd P. cubensis detekovano 43 odlisnych patotypd (33 /2001/ a 16 /2002/. V téchto dvou
letech byl poprvé determinovan tzv. ,super patotyp” 15.15.15. Vroce 2001 byl
nejfrekventovanéjsim patotypem 15.14.14 (9,5%) a vroce 2002 patotyp 15.10.10 (19%)
(Lebeda a Urban, 2004). V nasledujicim dvouletém obdobi (2003-2004) bylo na souboru 25
izoldtd P. cubensis klasifikovano 11 patotypl (2003: 15 izolatli otestovano a rozliseno 7
patotypu; 2004: 10 izolatli a 4 patotypy). V obou studovanych letech se rovnéz vyskytovaly
patotypy 15.14.11, 15.14.15 a 15.15.15. A dokonce patotyp 15.14.15 byl v roce 2004,

determinovan u vétsiny izolatl pochazejicich z Jihomoravského kraje (Erbesova, 2005). V roce
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2005 bylo determinovano 11 patotypl z celkového poctu 25 izolatl P. cubensis a v tomto roce
patfil mezi nejfrekventované;jsi patotyp 15.14.10 (36%). V roce 2006 bylo rozliSeno 10 patotypl
na souboru 29 izolatl P. cubensis a patotypem nejcastéji zastoupenym v tomto roce byl opét
patotyp 15.14.10 (35%). Zajimavym z hlediska srovnani patogenni struktury ceskych populaci
tohoto patogenu v celém devitiletém obdobi (2001-2009)se ukazal rok 2007, kdy na souboru
39 izolatli P. cubensis bylo detekovano pouze 5 patotypl a mezi témito patotypy mély nejvétsi
zastoupeni tyto dva: 15.14.11 (51%) a 15.14.10 (33%). V roce 2008 bylo na souboru 32 izolat(
P. cubensis detekovano 10 patotypl. V tomto roce byl znovu zjistén ,super patotyp” 15.15.15
u 23% izolatld P. cubensis. Nasleduji ho patotypy 15.14.10 (22%) a 7.14.10 (19%) (Lebeda a kol.,
2013; Pavelkova, nepublikované). Vroce 2009 bylo u 44 testovanych izolatl P. cubensis
rozliseno 14 patotypl, z nichZ nejcastéji byl zastoupen patotyp 15.14.10 (45,5%). Z ostatnich
13 determinovanych patotypl se pouze tfi z nich (15.2.10, 15.14.11 a 15.10.10) vyskytly
v populaci P. cubensis vice nez jednou (VyslySelova, 2012).

Ve studovaném obdobi 2010-2012 bylo zjisténo 27 novych patotypl (z celkového
poétu 56 rhznych patotypl), které se v predchozich letech (2001-2009) na nasem Uzemi
neobjevily. Patotypy P. cubensis detekované v letech 2001-2012 jsou uvedeny v tabulce 21.
V roce 2010 bylo rozliseno celkem 12 patotypu a z toho 5 patotyp( bylo novych, dosud v ¢eské
populaci tohoto patogenu v letech 2001-2009 nezaznamenanych. Jednalo se o nasledujici
patotypy: 15.7.0 (izolat 81/10/1, OLK/OL, hostitelska rostlina: Cucumis melo), 15.11.3 (51/10,
STC/NY, Cucumis sativus), 15.11.7 (8/10 a 15/10, oba izolaty pochézely z Jihomoravského kraje
a hostitele Cucumis sativus), 15.14.8 (35/10, HKK/RK, Cucumis sativus) a 15.15.7 (12/10-
Cucumis melo, 21/10-Cucumis sativus, 54/10-Cucumis sativus, vsechny izolaty byly
z Jihomoravského kraje). Patotyp 15.14.10 byl vroce 2010 v Ceské populaci P. cubensis
detekovan u tfi izolatd a vSechny pochazely z hostitelské rostliny Cucumis sativus. Patotyp
15.15.3 byl v roce 2010 zjistén 4x a z toho byl 3x zaznamenan na novém hostitelském druhu
Cucurbita pepo (58/10, JHM/HO; 72/10, ZLK/ZL a 73/10, ZLK/ZL). Na rozdil od patotypu
15.15.11, ktery byl ziskan ze vzorkl z rliznych hostitell ¢eledi Cucurbitaceae: Cucumis sativus
(5 izolatd), Cucumis melo (67/10, JHM/HO), Cucurbita pepo (61/10, JHM/HO). ,,Super patotyp”
15.15.15, ktery pattil mezi nejfrekventovanéjsi patotypy v roce 2010, byl zjistén u 9 izolatl P.
cubensis pochazejicich z Cucumi sativus a 1 izolatu z druhu Cucurbita moschata (86/10,
MSK/NJ). V roce 2011 bylo rozliseno nejvice patotypd v ramci celého sledovaného tfiletého
obdobi.

Z celkového poctu 24 rlznych patotypl bylo 13 patotypl novych, do roku 2010
nedetekovanych. A ztéchto 13 novych patotypl pouze dva znich pochazely z novych

hostitelskych rostlin a jednalo se o tyto patotypy: 14.0.0 (87/11, MSK/NJ, Cucurbita pepo) a
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15.7.9 (20/11, OLK/OL, Cucumis melo). Z téchto nové determinovanych patotypt v roce 2011
stoji za zminku patotyp 11.4.2, ktery byl detekovan u tfi izolatl P. cubensis, pochazejici
z hostitele Cucumis sativus pouze z lokalit Kralovéhradeckého kraje. Jeden z nejcastéji se
vyskytujicich patotypl zaznamenanych v letech 2001-2012, patotyp 15.14.11, se v roce 2011
vyskytoval u ¢tyF izolatll P. cubensis, které pochazely z odlignych kraj& Ceské republiky (8/11 —
JHM, 17/11 — OLK, 28/11 — HKK, 65/11 — ZLK), ale ze stejného hostitele Cucumis sativus.
Patotypy 15.15.3 a 15.15.10 byly detekovany v roce 2011 u izolatl pochazejicich z novych
hostitelskych rostlin. Patotyp 15.15.3, zaznamenany ve vSech tfech letech vyzkumu, byl zjistén
u dvou izolatd P. cubensis z roku 2011 (45/11, OLK/OL, Cucurbita maxima a 89/11, MSK/NJ,
Cucurbita pepo). Druhy zmifovany patotyp 15.15.10 byl rovnéZ zjistén u dvou izolatd P.
cubensis pochazejicich zjinych hostitelskych rostlin celedi Cucurbitaceae (54/11, OLK/PR,
Cucumis melo a 59/11, ZLK/KM, Cucurbita pepo). U izolatl P. cubensis z roku 2012 bylo
rozliseno 20 rliznych patotypl a devét z nich bylo novych, do roku 2011 v ¢eské populaci P.
cubensis nezjisténych. A ztéchto deviti patotypld byl pouze jeden detekovan u izolatu
pochdazejiciho z jiné hostitelské rostliny nez okurky seté v ramci tykvovitych zelenin (53/12,
OLK/OL, Cucurbita moschata). Patotyp 15.14.10, ktery se vyskytoval kazdoro¢né béhem celého
12-ti letého obdobi (2001-2012), byl detekovan u tfi izolatl P. cubensis, pochazejicich
z odliSnych kraja (45/12/1, HKK/JC, Cucumis sativus; 56/12, OLK/OL, Lagenaria siceraria a
69/12, JHM/ZN, Cucumis sativus). Druhy nejfrekventovanéjsi patotyp v obdobi let 2001-2012
15.14.11 byl detekovan u tfi izolatl pochazejicich z riznych hostiteld (4/12, OLK/PR, Citrullus
lanatus; 27/12, JHM/HO, Cucurbita maxima a 28/12/1, JHM/BV, Cucumis sativus). Patotyp
15.15.3 byl opakované detekovan u izolatl z Cucurbita pepo (75/12, MSK/NJ). Dalsi patotyp
15.15.11 rovnéz velmi frekventovany v celém sledovaném obdobi, ktery nebyl zjistén pouze
vroce 2001, 2002 a 2005, byl zaznamenan v roce 2012 na hostitelskych rostlinach rodu
Cucurbita: Cucurbita pepo (29/12, JHM/BV), Cucurbita maxima (77/12, MSK/NJ) a také na
okurce seté (Cucumis sativus). Za zajimavé lze v roce 2012 povaZovat tyto dva patotypy 15.7.0
a 15.7.9, které byly rozliSeny v ¢eské populaci P. cubensis poprvé az vroce 2012 a které
pochazely ze stejné lokality (OLK/OL — Olomouc-Holice)a tého?Z hostitele (Cucumis melo) a byly
u nich pozorovany rovnéz i stejné reakce vici osmi diferenciacnim genotypim (resp.
genotypim 1. /1-4/ a 2. skupiny /5-8/).

Srovnanim detekovanych patotypl u izolatd P. cubensis pochazejicich z rGznych
hostitelskych rostlin vramci celého 12-ti letého obdobi se ukdzalo, Ze neexistovala
jednoznacénd souvislost mezi druhem hostitelské rostliny a patotypem. Tuto skutecnost lze
demonstrovat nasledujicimi priklady: Patotyp 15.14.10, ktery byl kaZzdoro¢né detekovan u

izolatd P. cubensis v ramci celého 12-ti letého studia, byl s vyjimkou jednoho izolatu z roku
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2012 (69/12 hostitel: Lagenaria siceraria) detekovan u izolatd pochazejicich vyhradné z okurky
seté. Velmi uzka interakce patogen-hostitel u druhu Cucurbita pepo byla zaznamenana u dvou
ze tfi opakované se vyskytujicich patotypl v letech 2010-2012 a jednalo se o tyto patotypy:
15.15.3 a 15.15.11. | kdyZ se liSila u téchto dvou patotypl frekvence jejich vyskytu
v jednotlivych letech v ramci tfiletého obdobi (2010-2012), tak vZdycky aspon jeden z izolata
s detekovanym patotypem (15.15.3 nebo 15.15.11.) pochazel z hostitele Cucurbita pepo. Z
dosud publikované odborné literatury je zndmo, Ze rod Cucurbita je neobycejné variabilni a u
jeho zastupcl je hojné rozsitena rasové specificka rezistence (Lebeda a kol., 2006). Od roku
2009 byla v Ceské republice kaidoroéné pozorovana infekce P.cubensis i na novych
hostitelskych druzich z ¢eledi Cucurbitaceae (Lebeda a kol., 2012, 2013; Pavelkova a kol., 2011)
a tento trend byl potvrzen i v letech 2010-2012, tedy v obdobi, kdy byly sbirdny vzorky a z nich
pak nasledné ziskany izolaty pouZité pti experimentech v této diplomové préci. V poslednich
letech (2009-2012) bylo zaznamenano hodné novych hostitelli P. cubensis na Gzemi Ceské
republiky. V roce 2009 se P. cubensis objevila na druhu Cucurbita moschata (Pavelkova et al.,
2011) a v nasledujicich letech také na druzich Cucumis melo, Cucurbita pepo, Cucurbita
maxima, Cucurbita ficifolia, Citrullus lanatus a Lagenaria siceraria (Lebeda a kol., 2012, 2013).
Z dlouhodobého hlediska, Ize tedy konstatovat, Ze se hostitelsky okruh P. cubensis v Ceské
republice méni, coz by mohlo souviset s velkou variabilitou ¢eskych populaci tohoto patogenu
na nasem uzemi, a rovnéz i vysledky prezentované v této diplomové praci tuto skute¢nost

potvrdily.

Tabulka 21. Prehled patotypl P. cubensis determinovanych v Ceské republice v letech 2001-
2012 (upraveno podle Lebeda a kol., 2013; Pavelkovd, osobni sdéleni — vysledky z let 2001-
2008, Vyslyselova, 2012)

Patotypy | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012

3.0.12 +

3.2.14 +

3.14.10 A

3.14.14 +

4.15.0 +

7.2.0 +

7.2.4 +

7.6.10 + + +

7.7.10 + +

7.10.2 A

7.10.10 + ; A

7.10.14 +

7.14.2

7.14.10 + + + +

7.14.14 + +

7.15.10 + A

9.2.2 |
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Patotypy

2001

2002

2003

2004

2005

2006

2007

2008

2009

2010

2011

2012

11.0.2

11.0.8

11.3.11

11.6.2

11.6.8

+ |+ |+ |+

11.7.10

11.7.14

11.10.10

11.10.14

11.11.10

+ |+ |+ |+

11.14.2

11.14.12

+

11.14.14

11.15.2

14.0.0

14.0.2

14.2.2

14.8.2

14.10.2

14.14.2

15.0.0

15.0.10

15.0.14

15.2.0

15.2.2

15.2.8

15.2.10

15.2.11

15.3.10

15.3.12

15.3.14

15.6.10

15.6.14

15.6.15

15.7.0

15.7.9

15.7.10

15.7.13

15.7.14

15.8.5

15.10.0

15.10.2

15.10.3

15.10.6

15.10.10

+ |+ |+ [+

15.10.11

15.10.12

15.10.14

15.11.3

15.11.7

15.11.10

15.11.11

15.11.14

15.12.2

15.14.0

15.14.2

15.14.3

15.14.4

15.14.6
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Patotypy | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012
N NI S N N N S S S SN S SN S

15.14.11 + + + + + + + + + +
15.14.14 + + + + . +

15.14.15 + + + + +

15.15.2 + +
15.15.3 + + +

15.15.7 +

15.15.8 +
15.15.10 + + + + + +
15.15.11 + + + + + +
15.15.14 + + + + + + +
15.15.15 + + + + + +

+, patotyp pritomen
Zluté zvyraznéné jsou nové patotypy zaznamenané v letech 2010-2012.
Fialové zvyraznény je patotyp 15.14.10, ktery se vyskytl v letech 2001-2012.

Odolnost a nachylnost nékterych genotypl diferenciacniho souboru celedi
Cucurbitaceae vidi testovanému souboru izolatd P. cubensis se ve sledovaném obdobi lisila, a
to predevsim v roce 2011 ve srovnani s ostatnimi studovanymi roky. Genotyp Luffa cylindrica
se ukdazal jako vysoce rezistentni (27% frekvence kompatibilnich reakci), a také u genotypu
Citrullus lanatus byla ¢etnost vyskytu kompatibilnich reakci témér 50%. Naopak jako vysoce
nachylné se jevily genotypy rodu Cucumis spolu s dalSimi genotypy Cucurbita pepo var. texana
a Benincasa hispida. V porovnani s predchozim obdobim (2001-2009) byla zaznamenana
nejvétsi zména u téchto genotypl: 5 (Cucurbita pepo var. pepo) a 12 (Lagenaria siceraria).
Zatimco genotyp 5 vykazoval v letech 2010-2012 frekvenci virulentnich reakci kolem 60%, do
roku 2009 to bylo pouze cca 30%. Vysvétlenim pro tyto rozdily ve virulenci by mohla byt
existence rasoveé specifické interakce mezi rodem Cucurbita a P. cubensis. U genotypu 12 byla
rovnéz frekvence kompatibilnich reakci cca 60% (2010-2012), zatimco v letech 2001-2009 byla
vys$si cca 90%. Ostatni genotypy z diferenciacniho souboru vykazovaly podobné hodnoty
virulence jako v obdobi do roku 2009. Mezi vysoce rezistentni genotypy patfily nasledujici tfi
genotypy: Cucurbita pepovar. pepo, Citrullus lanatus a Luffa cylindrica. Mezi vysoce nachylné
genotypy se radily diferenciacni genotypy rodu Cucumis, z nichZ genotyp Cucumis sativus cv
Marketer 430, patfil mezi nejnachylnéjsi genotypy, kdy témér u vsech testovanych izolatda P.
cubensis byla na tomto genotypu zaznamendna vyraznd sporulace. Naopak odolnost ¢i
nachylnost ostatnich genotypl diferenciacniho souboru ¢eledi Cucurbitaceae vici izolatdim P.
cubensis se v letech 2010-2012 pfilis vyrazné nelisila v porovnani s dfivéjsimi roky.

Viechny uvedené skute¢nosti tedy poukazuji na to, ze populace P. cubensis v Ceské
republice je extrémné variabilni s urcitou meziroéni fluktuaci (Pavelkova, 2012). Vyskyt
vysokého poctu rdznych patotypl a jejich znacna proménlivost zastoupeni v ¢ase a prostoru

maZe souviset s migraci patogena a lokaci Ceské republiky v Evropé. Na zakladé vysokého
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evoluc¢niho potencidlu P. cubensis (McDonald a Linde, 2002) a jeji adaptability na nové
klimatické podminky nelze pfedvidat jeji vyvoj v dalSich letech a je potteba ji nadale sledovat i
v budoucnu.

Ve svété se problematice patogenity P. cubensis vénovalo nékolik autor(. Podrobnéjsi
studie o patogenité P. cubensis pochazeji napr. z téchto zemi: z USA (Colucci, 2008) a Malajsie
(Salati et al., 2010), kde pro testovani variability virulence tohoto patogenu bylo pouzito
zdokonaleného diferenciacniho souboru navrzeného Lebedou a Widrlechnerem v roce 2003,
tedy stejného souboru jako byl pouZit pfi testovani variability virulence ceskych izolatd
zpracovanych v této diplomové praci. Zajimavy vyzkum této problematiky byl realizovdn také
v Izraeli, v rdmci néhoz byl popsan novy patotyp (Cohen, 2003), avSak detekce tohoto patotypu
byla realizovana s vyuzitim starého diferenciacniho souboru navrZzeného Thomasem et al.
(1987). Nové hostitelské druhy P. cubensis uvadi také ve svych pracich fada zahranicnich
autor(, napt. jsou znamy z Némecka (Runge a Thines, 2008) a Koreje (Choi a Shin, 2008).

S. J. Colucci se ve své disertaéni praci zabyva kromé jinych aspektl studia interakce P.
cubensis-Cucurbitaceae rovnéz i patogenni variabilitou souboru 32 izolatd P. cubensis
pochazejicich z USA zlet 2004-2008. Celkem bylo na studovaném souboru 32 izolatl
klasifikovano 32 odlisnych patotypl. Testovani bylo provadéno umélou inokulaci P. cubensis na
listové disky diferenciacniho souboru c¢eledi Cucurbitaceae vytvofeného Lebedou a
Widrlechnerem (2003). Ukazalo se, Ze vSechny izolaty P. cubensis byly vysoce kompatibilni
s genotypy Cucumis sativus a Cucumis melo subsp. melo. Vétsina izolatl ziskanych z druhu
Cucumis sativus vykazovala jen nepatrné rozdily v pokryti listovych diskl sporangii patogena (v
%). Dalsimi nachylnymi hostiteli byly Cucumis melo var. conomon, C. melo var. acidulus,
Cucurbita pepo var. pepo, C. pepo subsp. fraterna a C. maxima. Pouze 4 izolaty P. cubensis
z celého testovaného souboru byly vysoce kompatibilni s genotypem Citrullus lanatus a 5
izolatl bylo kompatibilnich s Luffa cylindrica. 7 izolatQ bylo vysoce kompatibilnich s genotypy
Benincasa hispida a Lagenaria siceraria. Za obzvast pozoruhodné v této studii lze povaZovat
vysledky test( izolatl ziskanych z tykvi (Cucurbita sp.) v roce 2007 z lokality Johnston County, u
nichZ byl nalezen patotyp virulentni ke vSem 12 genotyplm diferenciacniho souboru. Autorka
ve své dizertaci pfichazi s myslenkou, Ze by mohlo existovat tolik patotyp(, kolik je izolatd P.
cubensis nebo jejich hostiteld (Colucci, 2008). Vysledky zpracované v dizertaci této autory
ukazuji na skutec€nost, kterd se potvrdila také pfi dlouhodobém studiu této problematiky
v Ceské republice (Lebeda a Urban, 2004b; Erbesovd, 2005; Urban, 2006; Lebeda a kol., 2010;
Pavelkovd, 2012; Lebeda a kol., 2013), Ze existuje vysoka variabilita v patogenité izolatla P.

cubensis pochazejicich z USA.

72



Studie autorského kolektivu Salati a kol. (2010) se zabyvala studiem patogenni
variability souboru celkem 29 izolatl P. cubensis shromazdénych z rlznych hostitelskych druht
(Cucumis sativus, Luffa cylindrica, Citrullus lanatus, Trichosanthes cucumerina) zdpadni
Malajsie. Sporangia 13 izolat( P. cubensis méla schopnost klicit pfi 14°C a byla tedy pouZita pro
studium patogenni variability za poufZiti testu listovych disk( s vyuZitim diferencia¢niho
souboru 12 genotypu Celedi Cucurbitaceae navrzenych Lebedou a Widrlechnerem v roce 2003.
Na testovaném souboru izolatl bylo determinovano 12 odlisSnych patotypl a ukazalo se, Ze
izolaty P. cubensis pochazejici z dynovych farem v zdpadni Malajsii jsou vysoce variabilni.
Vétsina izolatl patfila do kategorie stfedni a vysoké patogenity a tato skutecnost ukazuje
potencial tohoto patogenu napadat tykvovité plodiny v tropickych oblastech. Nicméné, v této
studii nemohly byt patotypy rozliSeny na zadkladé morfologické charakterizace sporangii a
sporangiofor( a bude tak v budoucnu pottfeba provést molekularni analyzu tohoto souboru 13
izolatd P. cubensis (Salati a kol., 2010).

Dalsi zajimava studie pochazi z Izraele a pojednavd o determinaci nového patotypu 6
v izraelské populaci tohoto patogenu a tento patotyp byl popsan na zakladé diferenciacniho
souboru Thomase a kol. (1987) vroce 2003. V lzraeli byla P. cubensis zaznamendna na
hostitelskych rostlinach Cucumis sativus a Cucumis melo vletech 1979-2001 a byla
klasifikovana jako patotyp 3. V roce 2002 byl objeven vyskyt tohoto patogenu také na druzich
Cucurbita moschata a Cucurbita pepo var. pepo. Studium patogenity hostitelského okruhu
prokazalo vysokou kompatibilitu nové populace s genotypy téchto druh(: Cucumis sativus,
Cucumis melo, Cucurbita moschata a Cucurbita pepo var. pepo, ale nizkou kompatibilitu
s Citrullus lanatus. Tato nova populace byla oznaena jako patotyp 6. Celkem bylo tedy ve
svété popsano podle starého diferenciacniho souboru celedi Cucurbitaceae navrzeného
Thomasem a kol. (1987) Sest patotypl. Patotypy 1 a 2 pochazely z Japonska, patotyp 3
z Izraele, patotypy 4 a 5 z USA a posledni patotyp 6 tedy z Izraele (Cohen a kol., 2003).

V Némecku byl vyzkum zaméfen na druh Bryonia diocia, novy hostitelsky druh
patogenu P. cubensis. Bryonia dioica je jedind vytrvala rostlina z ¢eledi Cucurbitaceae, ktera se
pfirozené vyskytuje ve stfedni a severni Evropé a u které nebylo dosud zaznamendano napadeni
patogenem. Infekéni studie némeckych védcu, ale ukazuji, Ze P. cubensis je schopna napadnout
tuto rostlinu v laboratornich podminkach za pouziti metody umélé inokulace. Inokulum bylo
pfipraveno z izolatl P. cubensis pochazejicich z Ceské republiky (26/01 a 39/01) a Némecka.
Zjisténi, Ze B. dioica mUze byt hostitelem P. cubensis podporuje hypotézu, Ze B. dioica jako
vytrvald rostlina miZe potencionalné fungovat jako hostitel umoznujici prezimovani P. cubensis

v chladnéjsich oblastech Evropy, a to v semenech nebo plidé (Runge a Thines, 2008).
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V Koreji byla poprvé zaznamendna infekce P. cubensis na hostitelské rostliné Lagenaria
siceraria teprve aZz v roce 2005. Lagenaria siceraria patfi v Koreji mezi hojné péstovanou
plodinu (zelenina, 1éCitelstvi). P. cubensis byla objevena na porostech L. siceraria péstovanych
na polich v oblasti Hoengsong a byla sekvenovana ITS rDNA. Porovnani sekvence v databazi
GenBank potvrdilo, Ze testovana sekvence ITS je identicka s P. cubensis na hostiteli Cucurbita
moschata (AY608619). Timto se potvrdil prvni zdznam o vyskytu P. cubensis na druhu
Lagenaria siceraria v Koreji (Choi a Shin, 2008).

Jako posledni zajimavou studii bych uvedla praci Quesada-Ocampo a kol. (2012)
pojednavajici o genetické strukture populace P. cubensis. V této praci bylo celkem otestovano
465 izolatd P. cubensis, pochazejicich z riznych hostitell (Cucumis sativus, C. melo, Cucurbita
pepo, C. maxima, C. moschata), 3 kontinent(l, 13 zemi a 19 statl USA s vyuZitim molekuldrnich
metod. V této studii byly izolaty zarazeny do pfedem danych kategorii podle hostitelského
druhu, geografie, odbérového roku, a byly genotypovany pomoci dvou mitochondridlnich a
péti jadernych lokusl. Bayesianské klastrovani rozdélilo izolaty do Sesti genetickych klastrd a
naznacilo rozdéleni populacni struktury podle kritéria geografického plvodu a hostitelského
druhu studovanych izolatQ, pti rozdéleni podle dil¢ich kritérii se nékteré klastry vyskytovaly
vice ¢i méné Cetnéji. Ve vzorcich ze severni Ameriky a Evropy byly pfitomny vSechny genetické
klastry. U jednotlivych zemi a statd byly zjistény rozdily v zastoupeni jednotlivych klastr(.
Izolaty, které pochazely z okurek, mély odliSné klastrové slozeni a byla u nich prokazana nizsi
genetickd variabilita ve srovnani s izolaty z jinych tykvovitych zelenin. V této studii se tedy
ukazalo, Ze geneticka struktura ceské populace P. cubensis méla shodné znaky s populacemi

z Turecka, Izraele, Kanady a USA (Quesada-Ocampo a kol., 2012).
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7  ZAVER

V této diplomové prdaci byly vyhodnoceny informace pojednavajici o variabilité
virulence vybraného souboru izolatl P. cubensis, u nichz byla detekovana Uroven patogenity a
byly rozliSeny na jednotlivé patotypy podle specifického tetradové kdédu. Pro ucely této
diplomové prace bylo ziskdno 118 izolatl P. cubensis zlet 2010-2012, pochazejicich ze
sbérovych expedic z réiznych lokalit Ceské republiky a z rliznych hostitelskych rostlin &eledi
Cucurbitaceae. Patogenni variabilita izolatl P. cubensis byla testovana tercikovou metodou

v prostfedi umélé inokulace svyuZitim diferenciacniho souboru 12 genotypl z cCeledi

Cucurbitaceae (Lebeda a Widrlechner, 2003).

V predloZené diplomové praci jsem dospéla k nasledujicim zavéram:

e Na testovaném souboru izolatl P. cubensis bylo determinovano 56 rlznych patotypd,
z nich? bylo 27 novych, v Ceské republice dosud nepopsanych, co? naznaduje vysokou
variabilitu virulence ceskych populaci P. cubensis a byla také pozorovana urcita
mezirocni fluktuace ve variabilité virulence;

e Celkem 27 izolath P. cubensis bylo ziskano ze vzorkl novych hostitelskych druhi
tohoto patogenu (Cucumis melo, Cucurbita pepo, Cucurbita maxima, Cucurbita
moschata, Citrullus lanatus, Lagenaria siceraria) a bylo u nich rozliseno 14 rdznych
patotypul. Proménliva struktura populace P. cubensis pochazejicich z jinych hostitell by
mohla naznacovat, podobné jako je tomu u izolatl pochazejicich z druhu Cucumis
sativus, na znacnou proménlivost studovanych populaci P. cubensis z hlediska
patogenni variability na zemi Ceské republiky v letech 2010-2012;

e Struktura populace P. cubensis zhlediska Urovné jeji patogenity (resp. poctu
virulentnich faktord VF 1-12) byla nasledujici: u 75% izolatl P. cubensis byla zjisténa
vysoka patogenita (VF 9-12), u 18% izolatl stiedni (VF 5-8) a u 7% izolatl nizka (VF 1-4)
patogenita. V Ceské republice tedy prevazovaly vysoce virulentni kmeny P. cubensis;

e Odolnost a nachylnost nékterych genotypld diferenciatniho souboru celedi
Cucurbitaceae v(ci izolatdm P. cubensis se ve sledovaném obdobi liSila, predevsim
vroce 2011 ve srovnani s ostatnimi studovanymi roky. Genotyp Luffa cylindrica se
ukazal jako vysoce rezistentni (27% frekvence kompatibilnich reakci) a také u genotypu
Citrullus lanatus byla ¢etnost vyskytu kompatibilnich reakci témér 50%. Naopak jako
vysoce nachylné se jevily genotypy rodu Cucumis spolu s dalSimi genotypy Cucurbita

pepo var. texana a Benincasa hispida.
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Obr. P1. Péstovani diferenciacniho souboru genotypt ¢eledi Cucurbitaceae pro determinaci
patotypu P. cubensis ve sklenikl (zobrazena pouze ¢ast souboru) (N. Vyslyselova).

Obr. P2. Plastové técy s listovymi disky uloZené ve fytotronu a pfipravené na inokulaci izolaty P.
cubensis (N. VyslySelova).

83



Obr. P3. Detail plastového tacu s listovymi disky (N. Vyslyselova).
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Obr. P4. Detail listovych disk( s odliSnymi stupni infekce (DI 0-4) 9 dni po inokulaci P. cubensis
(J. Urban).
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