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Seznam zkratek

DM

DPI

D1, D2, D3
Pd

R1,R2,R3

downy mildew/s

days past inoculation (dni po inokulaci)

disky (segmenty) cibule kuchyniské kultivované v rezimu 1, 2, 3
Peronospora destructor

rostliny cibule kuchynské kultivované v rezimu 1, 2, 3



Cile prace

V literarni ¢asti této prace je mym cilem provést reSersi na téma Peronospora destructor
(plisenn Cesnekovitych). ReserSe bude provedena na zaklad¢ dostupnych védeckych ¢lankt
a textll tykajicich se konkrétné biotrofniho patogenu P. destructor, ale i celedi Peronosporaceae
¢i oddéleni Oomycota, do kterych P. destructor systematicky patii. V této praci se budu zabyvat
evolu¢nimi, taxonomickymi ¢i ekologickymi aspekty. Rovnéz se zaméiim na ochranu rostlin
pted plisni Cesnekovitych a jak pfedchazet napadeni rostlin timto patogenem.

V praktické casti popiSu pokus, pii kterém jsem ockovala sporangia patogenu
P. destructor na listy cibule kuchynské (A/lium cepa) a nasledné jsem je uchovavala ve tiech
riznych podminkach prostfedi. Zajimalo mé¢, zda v rozdilnych podminkach dojde k infekci

a nasledné produkci novych sporangii (sporulaci) patogenu.



Uvod

Peronospora destructor ¢esky oznaCovana jako plisenn ¢esnekovitych (anglicky downy
mildew of onion) je biotrofni patogen, ktery v roce 1841 poprvé popsal britsky fytopatolog
M. J. Berkeley (Wakefield a Moore, 1936). Jedna se o houbdm podobny organismus, ktery
parazituje v rostlinnych pletivech rostlin z celedi ¢esnekovitych (Alliaceae), ze kterych ziskava
potiebné Ziviny k vlastnimu riistu a tvorb& rozmnozovacich struktur. Zivotni cyklus této plisné
je rozdélen na nepohlavni a pohlavni fazi. V nepohlavnim stadiu se patogen rozmnozuje pomoci
konidiosporangii (téz jen sporangii) nékolikrat za sezénu (Dick, 2001). Na konci sezény
vétsinou tento patogen zacne produkovat pohlavni oospory, diky kterym je tento organismus
schopen pteckat v klidové fazi do zacatku dalsi sezony (Watanabe a Syobu, 2022). Na zivotni
cyklus maji vyznamny vliv klimatické podminky prostfedi. Patogen prosperuje v chladnych
a vlhkych podminkach a pfi teplotach kolem 10 az 12 °C (Ankita et al., 2020). Kdyz jsou
patogenu zajistény tyto podminky, mize zplsobit vyznamné hospodarské skody. Vyskyt tohoto
patogenu je zaznamenan na vSech svétadilech kromé Antarktidy (CABI, 2008). K ochrané pied
timto patogenem se pouziva velké mnozstvi fungicidnich pfipravki. Problémem je to, ze se
vétSinou tyto piipravky nadmérné aplikuji a vyrazné tak znecistuji piidu a podzemni vodu.
Proto bylo ptedstaveno nékolik ptedpovédnich modelt (DOWNCAST, Jesperson a Sutton,
1987; ZWIPERO, Friedrich et al., 2003 a dalsi), které na zadklad¢ pocasi predikuji moznou
infekci patogenu P. destructor a doporucuji, kdy aplikovat fungicidni ptipravky, aby
nedochazelo kjejich plytvani. V posledni dob&é se vyzkum zaméfuje na jiné formy
(,;nechemické™) ochrany. Jako G¢inna ochrana se projevily nékteré esencialni oleje (Githaiga et
al., 2018), antagonistické mikroorganismy (Shahin, 2017), kyselina arachidonova (Yarovoy et
al., 2006) a dalsi.

Tato bakalaiska prace vice rozvadi vySe zminénd témata a v praktické ¢asti je popsan
pokus, pii kterém jsem ockovala (inokulovala) sporangia patogenu P. destructor na listy cibule
kuchyniské (Allium cepa). Ockovala jsem segmenty listli cibule a rovnéz celé rostliny. Nasledné
jsem je uchovavala ve tfech riznych podminkach prostiedi a sledovala projevy nakazeni. Abych
si ovétila, zda doslo k infekei a sporulaci patogenu, sledovala jsem vzorky z naockovanych

cibuli pod mikroskopem.



LITERARNI RESERSE
1. Klasifikace

Peronospora destructor patii do Celedi Peronosporaceae, ktera je tfazena do fadu
Peronosporales, podttidy Peronosporomycetidae, tiidy Oomycetes (syn. Peronosporomycetes)
a oddéleni Oomycota (syn. Peronosporomycota). Oomycota patii do fiSe Stramenopila (syn.
Chromista), ktera je soucasti superskupiny SAR (Stramenopila, Alveolata, Rhizaria). Odd¢leni
Oomycota je nejvetsi a nejkomplexnéjsi skupinou z fiSe Stramenopila (Beakes et al., 2014).

P. destructor je soucasti skupiny eukaryotickych organismu, ktera se oznacuje jako
houbdm podobné organismy. V minulosti se pro tuto skupinu pouzival ndzev Fungi Imperfecti
(houby nedokonalé). A¢koliv se u skupiny Oomycota vyvinuly podobné vlastnosti, jako maji
pravé houby — tfeba osmotrofni vyziva nebo vyskyt hyf, od pravych hub se 1isi n¢kolika
zéasadnimi vlastnostmi (Beakes a Thines, 2017). Jako piiklad uvedu nékolik hlavnich rozdilt.
Zasobni latkou hub je glykogen. Oomycota vyuzivaji jako zasobni latku mykolaminaran
(B-1,3-glukan). Oomycota rovnéz postradaji acyklické alkoholy, které jsou u hub naopak hojné
atéz jsou organismy z oddéleni Oomycota schopny syntetizovat nékteré lipidy, které se
nevyskytuji u pravych hub (Kalina a Vana, 2005). Buné¢na sténa organismi skupiny Oomycota
sestava z glukanti a malého mnozstvi hydroxyprolinu a celuldozy (Borkar a Ajayasree, 2020),
zatimco bunécnd sténa u hub je sloZena z chitinu a minimalniho mnoZstvi celulézy. Bunky
vegetativni stélky oddéleni Oomycota jsou diploidni, kdezto bunky vegetativni stélky hub jsou

haploidni nebo dikaryotické (Rossman a Palm, 2006).

Rod Albugo byl popsan v roce 1806, coz ho €ini prvnim popsanym rodem z oddéleni
Oomycota. Tticet jedna let poté, tedy v roce 1837 byl popsany rod Peronospora (Thines et al.,
2009a). Nejvice druhti zastoupenych ve tfidé Oomycetes, kterych je asi 400, ma praveé rod

Peronospora (Thines a Choi, 2016; Constantinescu, 1992).

1.1 Charakteristika oddéleni Oomycota

(13991

Oomycota, Peronosporomycota, Oomycety, ,,plisn¢ vajecné* ¢i fasovky jsou nazvy, pod
kterymi miZeme najit v odborné literatufe informace o rozsdhlém oddéleni, do kterého se fadi
P. destructor. Nazev Oomycota tato skupina ziskala diky typu pohlavniho rozmnoZzovani —
oogamii. Pfi sexudlnim rozmnoZovani vétSiny zastupcl splyvaji samici oosféry a samci
pohlavni buniky. Sami¢i pohlavni organy se nazyvaji oogonia (obsahuji jednu nebo vice oosfér)
a sam¢i pohlavni organy jsou antheridia (napi. Beakes a Gay, 1977). Typickym znakem pro
skupinu je tvorba nepohlavnich biflagelatnich (dvoubicikatych) zoospor, avSak u mnoha

zastupct se tyto spory viibec nevyskytuji (Borkar a Ajayasree, 2020). Do tohoto oddéleni jsou



zafazeny organismy, které ziji saprofyticky nebo paraziticky (fakultativné 1 obligatng)

a vyskytuji se jak ve vodnich prostiedich, tak i na suchu (Kalina a Vana, 2005).

Tato skupina je studovana zejména kvili tomu, jelikoz do ni patfi velké mnozstvi
parazitli, kteti napadaji jak rostlinné druhy, tak i zvifata. Tyto patogenni organismy vyznamn¢
ovliviluji pfirozené ekosystémy, ale zejména zemédélské kultury, na kterych zptsobuji velké
ekonomické ztraty (Beakes a Thines, 2017).

Vegetativni stélka obligatné parazitickych patogent je vétSinou drobna, jednobunécna
a zije uvnitt protoplastu hostitele (endobioticky; Kalina a Vana, 2005). Stélka vétSinou tvoii
vétvené vlaknité mycelium bez prehradek (Beakes a Thines, 2017). Stélka bud prorusta
mezibunéénymi prostory hostitele, jde tedy o intercelularni typ stélky anebo roste piimo
v buice hostitele, coz se oznacuje jako intracelularni stélka. Vzhledem ke vzniku pohlavnich
organu existuji tfi typy stélek: eukarpni, monocentrickd a holokarpni. Kdyz se pouze cast
vegetativni stélky pfeméni v pohlavni struktury, jedna se o stélku eukarpni. Stélka davajici
vznik pouze jednomu sporangiu se nazyva monocentrickd. Holokarpni stélka se cela proméni
v rozmnozovaci strukturu. Parazitiéti zastupci na svych myceliich tvofi haustoria, pomoci

kterych se ukotvuji v bunécné sténé bunék hostitelského druhu (Kalina a Véia, 2005).

1.2 Charakteristika celedi Peronosporaceae

Tato cCeled zahrnuje zejména skupinu biotrofnich paraziti nazyvanou ,,downy
mildews®, ale 1 druhy, které dfive patfily do Celedi Pythiaceae (Beakes a Thines, 2017). Pro
celed’ Peronosporaceae jsou charakteristické nasledujici znaky. Mycelium roste mezibunécné
avytvari velkd lalocnatd haustoria. RozmnoZuji se pomoci nepohlavnich opadavych
konidiosporangii (t€Z jen sporangii, obrazek 1), kterd jsou nasledn¢ rozndsena vétrem na dalsi
hostitelské rostliny. Sporangia rostou na konci vétvi konidioforti (sporangiofortt).
Sporangiofory jsou dichotomicky vétvené a jsou umistény na pedicelach (Dick, 2001). Zptsob
vétveni sporangioforli je jeden z hlavnich determinacnich znakl skupiny DM (Borkar
a Ajayasree, 2020). V soucasnosti se vsak upousti od uréovani patogenti pomoci tvaru sporangii
a sporangiofori a spise se hodnoti tvar haustorii, zbarveni sporangii a mikromorfologické znaky
(Voglmayr et al., 2004; Thines, 2006; Thines et al., 2009a). Sporangiofory maji ukonceny rst.
To znamend, ze po té, co dosdhnou urcité délky (dospélosti), zacnou se na koncich vétvi
sporangioforii tvofit sporangia. Sporangia maji ovalny tvar podobny tvaru citronu (Borkar
a Ajayasree, 2020). Ackoliv je pro ostatni organismy z oddéleni Oomycota typicka tvorba

zoospor, u rodu Peronospora se zoospory nevytvareji (Kalina a Vana, 2005).
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Obrazek 1: Sporangiofory a sporangia patogenu Peronospora destructor. a) Autor: P. Varma,
b) Méfitko: 50 um. Prevzato z Watanabe a Syobu (2022).

Mezi DM patii velmi diverzifikované organismy, které obligatné parazituji z valné
vétSiny na vysSich dvoudé€loznych rostlinach (Eudicota). Druhové nejbohatsi jsou skupiny
patogent, které parazituji na Celedich hvézdnicovité (Asteraceae), brukvovité (Brassicaceae),
hvozdikovité¢ (Caryophyllaceae), bobovit¢ (Fabaceae), brutndkovit¢ (Boraginaceae),
hluchavkovité (Lamiaceae), makovité¢ (Papaveraceae), pryskyinikovité (Ranunculaceae)
aruzovité (Rosaceae; Constantinescu, 1992). Pravé kviali svym nezaddoucim vlivim na
hospodaiské plodiny, jsou tyto patogeny hojné studovany, v poslednich letech hlavné v oblasti
fylogeneze (Beakes a Thines, 2017).



2. Taxonomie, fylogeneze a evoluce

2.1 Historie jména Peronospora destructor

Prvni popis patogenu P. destructor provedl britsky fytopatolog Miles Joseph Berkeley
v roce 1841. Strucné latinsky popsal nepohlavni konidie (sporangia), k popisu piipojil ilustraci
konidii a plisen pojmenoval Botrytis destructor (Berkeley, 1841; Cook, 1932; Wakefield
a Moore, 1936). V roce 1847 ve své praci rovnéz popsal sporangia této plisné rakousky botanik
a rostlinny fyziolog Franz Joseph Andreas Nicolaus Unger a pojmenoval ji Peronospora
Schleideni (Waketfield a Moore, 1936). Berkeley nésledné v roce 1860 ptejmenoval Botrytis
destructor na Peronospora destructor Casp.. Neni vSak jasné, pro¢ k ndzvu ptipojil jméno
némeckého botanika Johanna Xavera Casparyho. Caspary sice popsal oospory nékolika jinych
druhti Peronospor, ale neexistuje ditkkaz, ze by nékdy popsal oospory praveé druhu Peronospora
destructor (Wakefield a Moore, 1936). Rostlinny fyziolog a mykolog Worthington George
Smith v roce 1884 jako prvni popsal pohlavni oospory P. destructor a své poznatky doplnil
i kresbou téchto oospor. Ve své praci vSak o P destructor piSe jako o Peronospora
Schleideniana Ung. (Smith 1884; Wakefield a Moore, 1936). Ackoliv plisent ¢esnekovitych od
svého objeveni obdrzela n¢kolik riznych védeckych jmen, v soucasnosti se nejhojnéji vyuziva

jméno Peronospora destructor (Berk.) Casp. ex Berk..

V Ceské republice se pro patogen P. destructor pouzivaji jména: plisen Eesnekovitych,

plisen cibulova ¢i vietenatka cibulova (Kudela et al., 2012).

2.2 Fylogenetické podskupiny downy mildews

V anglictin€ se velmi ¢asto pouziva termin downy mildews, ktery odkazuje na zastupce
celedi Peronosporaceae, ktefi jsou vyluéné obligatni biotrofni parazité. Thines a Choi (2016)
ve své praci predstavuji tii monofyletické skupiny rodl, které patii do DM. Jsou to DM
s barevnymi konidiemi (Peronospora a Pseudoperonospora), DM s pyriformnimi haustorii
(Basidiophora, Benua, Bremia, Novotelnova, Paraperonospora, Plasmopara, Plasmoverna,
a Protobremia) a brukvovit¢é DM (Hyaloperonospora a Perofascia). Mimo tyto tii hlavni
skupiny do DM patii také rody parazitujici na travinach (Celed’ Poaceae), mezi kterymi vSak
dosud nejsou zcela jasné fylogenetické vztahy. V minulosti uz tyto patogeny ze skupiny DM
rovnéZ byly rozdéleny do stejnych podskupin s trochu odliSnymi nazvy (Goker et al., 2007).

2.3 Evoluce biotrofnich patogenii ¢eledi Peronosporaceae

Dick (2002) ptepokladal, ze celed” Peronosporaceae se vyvinula v obdobi kiidy. AvSak
podle dostupnych analyz to vypadd, Ze patogeny skupiny DM vznikly uz v pozdni juie nebo

diive. Nicméné¢ studium ranych zastupct této skupiny je velmi slozité, protoze do dnesni doby
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se zachovalo vzhledem ke svému Zivotnimu stylu jen malo fosilnich zdznamt (Thines, 2014).
Rovnéz se vSak predpoklada, ze patogeny ze skupin downy mildews a ,,white blisters jsou
evoluéné mnohem mladsi nez krytosemenné rostliny (Angiospermae; Taylor et al., 2006;
Krings et al., 2011). Skupina ,,white blisters* zahrnuje patogeny A/bugo candida a jeho blizké

piibuzné.

Zastupci celedi Peronosporaceae a to zejména organismy ze skupiny DM jsou vysoce
specializovani parazité, ktefi ¢asto napadaji pouze jeden nebo jen n€kolik druhti piibuznych
rostlin. Tyto uzké vztahy parazita a hostitele se védci snazi vysvétlit pomoci nékolika
evolucnich teorii. Thines (2014) tvrdi, Ze obligatni parazitismus v odd€leni Oomycota nejspise
v prub¢hu evoluce vznikl dvakrat nezavisle na sob¢. Poprvé ve skupiné white blister patogent

a pozdé&ji ve skupiné¢ DM.

Dvé nejcastéji popisované teorie vysvétlujici specializaci biotrofnich patogennich plisni
na konkrétni hostitele jsou teorie koevoluce patogenu a hostitele a teorie preskoku (,,host
jump®) na jiného hostitele. Teorie koevoluce popisuje dlouhodoby vztah mezi hostitelskou
rostlinou a patogenem, jehoz vysledkem je, Ze patogen neni schopny existovat samostatné a ani
na mrtvém pletivu svého hostitele ani na jiném druhu hostitelské rostliny. Patogenni plisni byly
totiz v pribehu evoluce vyselektovany takové vlastnosti, Ze uz je schopna zit jen v zivych
pletivech okruhu svych hostitell, ze kterych ziskava Zivotné dilezité latky (Riethmiiller et al.,
2002; Voglmayr, 2003; Goker et al. 2004; Thines et al., 2009b; Ploch et al., 2010; Choi et al.,
2011).

Obcas se stava, ze obligatni biotrofni parazit vdzany na jist¢ druhy hostiteld je
v pribéhu evoluce schopen pozdéji napadat SirSi okruh hostitelskych rostlin. Tento jev si
vétSinou védci téZko vysvétluji. Jedno z vysvétleni mohu uvést na piikladu patogenu A/bugo
candida, u kterého se pravdépodobné vyvinuly mechanismy, které potlacuji imunitni reakci
rostlin a tim paddem je tento patogen schopen napadnout i jiné piibuzné druhy pavodni
hostitelské rostliny. Dal$im vysvétlenim miZze byt piiklad evoluéniho vyvoje patogenu
Pseudoperonospora cubensis, u kterého pravdépodobné doslo k pfeskoceni na jinou
hostitelskou skupinu a to nejpravdépodobnéji z celedi konopovité (Canabaceae) na tykvovité
(Cucurbitaceae; Thines, 2014). Z dostupnych fylogenetickych dat vyplyva, Ze pravé preskok na
jiného hostitele a rozsifeni tak svého hostitelského okruhu je hnaci silou evoluce ve skupiné
DM (Voglmayr, 2003; Voglmayr et al., 2004). Peronospora destructor vznikla preskokem na
novou hostitelskou skupinu a to celed’ cesnekovitych (Alliaceae), pitvodni hostitelské rostliny

byly pravdépodobné z ¢eledi merlikovitych (Chenopodiaceae; Thines a Choi, 2016).

Podle Thinese (2014, 2019) se v pribéhu evolu¢niho vyvoje skupiny DM uplatiiovaly
a uplatiiuji ob& zakladni evolu¢ni teorie. Nejprve pry dochazi ke koevoluci patogenu
a hostitelské rostliny a nasledné¢ vlivem pifeskoku na jiného hostitele dochéazi k rozsiteni

patogenu na rostliny, které byly pivodné patogenem nedotéeny. Kdyby k ptfeskoceni na jiného



hostitele nedochazelo, koevolu¢ni vztah by jinak vyvijel silny selekéni tlak na striktnéjsi
specializaci obligatniho biotrofniho parazita na uzky okruh hostitelskych rostlin nebo jen na
jeden hostitelsky druh, coz by pravdépodobné vedlo k extinkci patogenu. I kdyz ziskana data
nasvédcuji tomu, Ze v prubéhu evoluce opravdu dochazi k preskoklim na jiné hostitele, dodnes

neni jasné, co presné je spoustéem tohoto procesu (Thines, 2014, 2019).



3. Charakteristika patogenu Peronospora destructor

3.1 Hostitelsky okruh

P. destructor je obligatni biotrofni patogen, coz znamena, ze ziskava veskeré ziviny z zivé
hostitelské rostliny a je tedy na rostlin¢ zcela zavisly (Thines a Choi, 2016). P. destructor
parazituje na rostlinach z Celedi Cesnekovitych (Alliaceae). Konkrétné bylo potvrzeno, ze
patogen napada nasledujici hostitele: cibule kuchyniska (A/lium cepa), cibule zimni (Allium
fistulosum), cibule Salotka (Allium ascalonicum), Cesnek Cerny (Allium nigrum), pér zahradni
(Allium porrum), cesnek medveédi (4llium ursinum), Cesnek plany (Allium oleraceum), Cesnek
kuchynsky (Allium sativum), pazitka pobiezni (Allium schoenoprasum; Yarwood, 1943),
pazitka ¢inska (A/lium tuberosum; Thines a Choi, 2016).

3.2 Priznaky napadeni

Je znadmo, ze P. destructor napadad vsSechna ristova stddia svého hostitele. Prvnim
ptiznakem napadeni patogenem jsou kruhovité ¢i eliptické lehce propadlé 1éze bilé ¢i nazloutlé
barvy, které se vyskytuji zejména na starSich listech. Tyto 1éze se vzdy vyskytuji na jedné strané
listd. Postupem casu se na infikovaném pletivu zacnou tvotit Sedé masy (chomacky) podobné
prachu, coz jsou shluky sporangiofort se sporangii (obrazek 2). Pokud vSak v tomto obdobi
prsi a je velmi vlhké ovzdusi, Sedd hmota zméni barvu na tmavé hnédou az fialovou. Listy
napadené rostliny v pribéhu infekce méni barvu ze syté zelené na svétle zelenou az Zlutou
barvu, coZ se oznaduje jako chloréza listii (Surviliene et al., 2008; Ankita et al., 2020). Casto je
také jednim z ptiznakd kromé chlordzy, také usychani a zkrouceni koncovych ¢asti list
(Glawe, 2003; Ankita et al., 2020). S postupujici infekci dochézi k polehavani nadzemnich
¢asti, hnédnuti celych listl az k Uplné nekroze pletiva. KdyZ se onemocnéni rozsifi do celé
hostitelské rostliny, postupné¢ odumie nadzemni cast rostliny, ¢imZ se vyznamné sniZuje Uroda
a moznost skladovani cibuli rostlin péstovanych za ucelem zisku (Van der Heyden et al., 2020a).
Pokud patogen infikuje rostlinu v raném vyvojovém stadiu, mize dojit k systémové infekci
rostliny, kterd se projevuje defoliaci, zakrnélym vzristem a odumiranim pletiva (Ankita et al.,
2020).
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© M.Sedlafova, 2004

Obrazek 2: Priznaky napadeni patogenem Peronospora destructor na listech cibule kuchynské (4/lium
cepa). a) Autor: M. Sedlarova, b) Autor: J. Vichova

3.3 Zivotni cyklus a ekologické naroky

U P. destructor mizeme rozliSit dva typy infekce, primarni a sekundarni. Primérni
infekce je vétSinou zpiisobena inokulem z ¢asti rostlin, které v pidé€ prezimovaly. Zdrojem
inokula mize byt mycelium z nerozlozenych zbytkl rostlin z ptfedchozi sezony, systémove
nakazené cibule nebo semena (Borkar a Ajayasree, 2020) a pohlavni oospory ptezivajici v pidé
(Watanabe a Syobu, 2022). Sporangia, kterd vzniknou na rostlinach s primarni infekci, se
pfenaseji vétrem na dalSi hostitele a zplsobuji tak sekundarni infekci (Borkar a Ajayasree,
2020). Hlavnim zdrojem sekundarni infekce ¢ili vétrem prenaSenych sporangii jsou infikované
plané rostouci rostliny z Celedi Alliaceae a starsi sousedni rostliny, které jiz byly pred ¢asem

napadeny plisni P. destructor (Palti, 1989).

3.3.1 Infekce hostitele pomoci nepohlavnich sporangii

Po té, co se sporangium P. destructor dostane na pfislusného hostitele, zacne za
vhodnych podminek klicit. Sporangium kli¢i hyfou. Kli¢ici hyfa se za pomoci specialni buiiky
nazyvané apresorium dostane pres praduch dovnitf listu, kde proriistd mezibunécnym
prostorem. Apresorium slouzi k pfichyceni k rostlinnych buiikdm, ale rovnéz umoZziiuje
naruseni kutikuly (Deising et al., 2000; Ryder et al., 2022). Patogen pfijimé Ziviny pomoci
haustorii zapusténych do bunéénych stén hostitelskych bun¢k (Borkar a Ajayasree, 2020).
K tomu, aby doslo ke kli¢eni sporangia, je potifeba zajistit optimalni podminky. Podminky
potfebné k infekci, sporulaci a rozsifovani sporangii byly studovany zejména v 80. letech
minulého stoleti. P. destructor potiebuje k infikovani hostitelské rostliny, aby jeji listy byly
pokryté kapkami vody. Suché prostiedi mize zapfiCinit vysusSeni sporangii, a ty jiz nadale
nejsou schopné kli¢it. Sporangia také vétSinou nepreziji, kdyz se stiidd mokré a suché prostiedi
na povrchu listu (Hildebrand a Sutton, 1984a). Ve studii zabyvajici se patogeny Phytophthora
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infestans a Pseudoperonospora cubensis bylo zjisténo, Ze stfidani obdobi vlhka a sucha
zpusobilo naruSeni membran mitochondrii ve sporangiich. JelikoZz se jedna o pfibuzné patogeny
s podobnym zivotnim stylem, mtze u P. destructor dochdzet ke stejnému poruseni (Cohen et
al., 1974). Palti (1989) ve svém vyzkumu zjistil, Ze optimalni teplota ovzdusi pro infekci je
mezi 10-12 °C, avSak plisen je schopna hostitele infikovat 1 pii teplotich od 10 do 22 °C.
Optimalni teplotou pro kli¢eni sporangii a napadeni hostitele se zabyvali i dalsi védci (Cook,
1932; Hildebrand a Sutton, 1984b) a shodli se, Ze optimalni teplota ovzdusi je mezi 10-11 °C.

3.3.2 Sporulace

Kdyz patogen P. destructor infikuje hostitele, nasleduje latentni faze, pii které
hostitelska rostlina nevykazuje zndmky nakazeni. Tato latentni faze byva rtzné¢ dlouha
v zavislosti na okolnich podminkach a hustoté inokula (pocet sporangii/cm?). Latentni faze
muze byt dlouha 5-7 dni (Borkar a Ajayasree, 2020). Latentni doba pravdépodobné ptedstavuje
obdobi, pii kterém patogen potiebuje dosdhnout urcitého stupné rozsireni své kolonizace na
hostiteli, aby byl nasledné schopen sporulace. Sporulace je proces, pii kterém se tvoii sporangia
(Hildebrand a Sutton, 1984b). Sporangiofory, na kterych se nasledné tvofi sporangia, prorustaji
praduchy na povrch listu (Yarwood, 1937). Sporangia se zpravidla tvoii v noci (ve tm¢) za
vysoké relativni vzdusné vlhkosti (vyssi nez 95 %), avSak temné fazi musi predchazet faze
svételna (Palti, 1989). Rovnéz je ke sporulaci potieba, aby v nocnim obdobi byla teplota
ovzdusi v rozmezi mezi 4-24 °C (Hildebrand a Sutton, 1982). Yarwood (1937) také zjistil, ze
ke sporulaci nedojde, pokud je infikovany hostitel vystaven nepfetrzitému svétlu nebo
nepretrzité tme. Toto naznacuje, Ze patogen P. destructor je zavisly na stfidani dne a noci. Kdyz
je hustota inokula vys$si (107 sporangii/cm2), sporulace dosahuje nejvyssich hodnot 9-11 dni
po inokulaci. Naopak pfi nizkych hustotach inokula (1,2 sporangii/cm?2) byla nejvyssi produkce
sporangii v obdobi 13—17 dni po inokulaci (Hildebrand a Sutton, 1984b).

S vyssi hustotou inokula se zkracuje latentni obdobi patogenu a zvysuje se pocet listi,
na kterych dochazi ke sporulaci. Mira sporulace se snizuje, kdyz hostitelska rostlina vykazuje
znaky chlordzy a vadnuti. Tento jev je nejspiSe zpusoben tim, Ze patogen jiZ nema dostatecny
ptisun zivin, které ziskava z bun¢k rostliny na tvorbu sporangii. Vlivem teplého pocasi patogen
ztraci schopnost sporulace a naopak pti ptsobeni nizsich teplot se prodluzuje obdobi, pfi kterém
dochazi ke sporulaci (Hildebrand a Sutton, 1984b).

3.3.3 Uvolnéni a rozsifeni sporangii

Kdyz jsou sporangia zrald, dochézi k jejich uvolnéni ze sporangioforu a penosu vétrem
na dalsi potencialni hostitele. Spoustééem uvolnéni sporangii je pravdépodobné zmena relativni

vlhkosti ovzdusi. K vyraznéj§imu uvoliiovani dochazi pti sniZeni relativni vzdusné vlhkosti nez
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pii jejim zvySeni. Z toho plyne, Ze vliv na uvolnéni sporangii ma pravé vychyleni relativni
vzdus$né vlhkosti. K uvoliiovani sporangii nedochézi pti 100% vlhkosti ovzdusi. V jedné studii
bylo pozorovéno, Ze pii zméné vlhkosti z 59 % na 39,5 % doslo k uvolnéni nejvice sporangii.
Rovnéz se zjistilo, ze nikdy nedoSlo k uvolnéni vSech sporangii na listu zaroven, ale ze se
uvolnovaly cyklicky, kdyz dochazelo k opakovanym vychylenim relativni vzdusné vlhkosti.
Takeé bylo zjisténo, Ze na uvoliiovani sporangii ma vliv infraCervené zaieni. InfraCervené zaieni
spousti a dokonce i zvySuje miru uvolfiovani sporangii ze sporangioford. Dokonce doslo vlivem
infracerveného zareni k uvolnéni sporangii, i kdyz byly infikované listy vystaveny 100%
relativni vzdusné vlhkosti. Také se zjistilo, Ze k uvolnéni sporangii muze dochazet vlivem
vibrace v podob¢ lehkého poklepani (Leach et al., 1982).

Dalsi otazkou je, jak se vlastné sporangia ze sporangiofort uvoliiuji. V minulosti se
predpokladalo, Ze uvolnéni sporangii je zptisobeno kroucenim sporangiofort vlivem zmény
vlhkosti ovzdusi. S timto vSak nesouhlasi Leach (1982), ktery toto téma studoval a zjistil, Ze za
vhodnych podminek se sporangia uvolni a jsou ,,vystielena® podobnym smérem kolmo od listu
do vzdalenosti az 10 mm a nésledné jsou unasena vétrem (obrazek 3). Kdyby bylo uvolnéni
zpusobeno zkroucenim sporangioford, sporangia by ziejmé letéla do vSech stran. Také se
zjistilo, ze sporangia maji pozitivni elektricky naboj. To naznacuje, Ze uvolnéni sporangii je
sp. mohou byt nasledn¢ undSena vétrem az na velmi velké vzdalenosti, ale ptedpoklada se, ze
vétSina sporangii je roznesena do blizkého okoli infikované rostliny (Aylor, 1986; Corredor-
Moreno a Saunders, 2020).

g Leaf

Obrazek 3: Trajektorie spontanné uvolnénych sporangii patogenu Peronospora destructor. Ptevzato
z Leach (1982).
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3.3.4 Pohlavni oospory

Na konci sezony mize zacit patogen P. destructor tvotit pohlavni oospory, které
nasledné slouzi jako zdroj primarni infekce v nasledujicich sezonach. Oospory se tvofi uvnitt
listi a kofent infikované rostliny (Watanabe a Syobu, 2022). Vzniku pohlavnich oospor
ptedchazi typ pohlavniho rozmnozovéani zvany oogametangiogamie, pfi kterém splyva samci
pohlavni organ (antheridium) a samic¢i pohlavni organ (oogonium, obrazek 4). Nejprve dochazi
k plazmogamii, ktera je nasledovana karyogamii, jejimz vysledkem je vznik pohlavni oospory
(Kalina a Vana, 2005). Ziskana data naznacuji, ze patogen P. destructor se rozmnozuje
heterothalicky, coz znamena, ze ke kopulaci je potieba dvou riznych organismi odliSného
pohlavi (Van der Heyden et al, 2022). Ke vzniku oospory je potieba, aby byla okolni teplota
alespoil 17 °C (Takahashi et al., 1958). Oospory potiebuji dlouhou dobu zrani pfedtim, nez jsou
schopny klicit, v nékterych ptipadech az ¢tyii roky. Jsou rovnéz velmi vytrvalé a nejspise jsou
schopny v puad¢ prezit az 25 let (Yarwood, 1943, McKay, 1957). Optimalni teplota pro kli¢eni
oospory je v rozmezi 20 aZ 30 °C. Oospory nejsou schopny klicit pti teplotach nizSich nez 12
°C a vyssich nez 40 °C. Oospory jsou schopny kli¢it ve vodé, v piid€ a na listech hostitelské
rostliny (Takahashi et al., 1958). Z oospory za vhodnych podminek kli¢i sporangiofor nesouci
sporangia. Proces infekce pomoci oospor je dosud malo prozkoumany a v soucasné dobé¢

probiha vyzkum zabyvajici se touto problematikou (Watanabe a Syobu, 2022).

Obrazek 4: Pohlavni oospory patogenu Peronospora destructor. A — antheridium, O — oogonium.
Mgtitko: 50 um. Pievzato z Watanabe a Syobu (2022).

Obecné se da shrnout, Ze teploty mezi 10—12 °C jsou idedlni pro vétSinu Zivotniho cyklu,
snesitelné teploty jsou i mezi 14—18 °C, ale teploty vyssi nez 22 °C zplisobi zanik plisné (Ankita

et al., 2020). Zjednodusené schéma zivotniho cyklu P. destructor je znazornéno na obrazku 5.
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Obrazek 5: Zivotni cyklus patogenu Peronospora destructor. Pievzato z Aratjo a Alves (2016).

Upraveno.

3.4 Vyskyt

P destructor se hojné vyskytuje skoro ve vSech regionech, kde se péstuje cibule
epidemie P. destructor propuka v regionech vyskytujicich se zejména v mirném podnebném
pasu a jsou piiznacné chladnéjSim a vlhkym klimatem, ve kterém P. destructor prospiva.
Poprvé o patogenu P. destructor reportoval v roce 1841 Miles Joseph Berkeley v Anglii
(Berkeley, 1841). V Severni Americe — ve stat¢ New York (USA) a v provincii Ontario
(Kanada) byly zaznamenany sporadické vyskyty epidemie P. destructor v 70. a 80. letech
(Hildebrand a Sutton, 1982; Smith et al., 1985). Prvni vyskyt patogenu P. destructor
v Georgii (USA) byl zaznamenan v roce 1999 (Langston a Summer, 2000). Nasledné
v letech 2007 a 2012 v Georgii propukly zavazné epidemie patogenu P. destructor (Parkunan
et al., 2013). V provincii Québec (Kanada) v letech 1989 az 1993 pravidelné dochézelo
k vyznamnym epidemiim patogenu, avSak v nasledujicich jedenacti letech bylo
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zaznamenano jen malo ptipadl vyskytu ndkazy zptisobené patogenem P. destructor. Od roku
2005 vsak opét pravideln€ propuka epidemie patogenu P. destructor a dokonce se kazdym
rokem pfiznaky napadeni objevuji diive nez v pfedchozi sezéné, coz je pravdépodobné
zpusobeno klimatickou zménou (Van der Heyden et al., 2020b). Vycet vSech zemi, ve

kterych je dolozen vyskyt patogenu P. destructor, je zapsan v tabulce 1.

Tabulka 1: Staty svéta, ze kterych je uvadén vyskyt patogenu Peronospora destructor (CABI, 2008)

. , . Australie (Novy Jizni Wales, Queensland, Tasmanie, Zapadni
Australie a Oceanie o . o, Lo s
Australie, Victoria, Jizni Australie), Novy Z¢land

Afrik Egypt, Etiopie, Kena, Libye, Mauricius, Maroko, Tanzanie,
rika
Uganda, Zimbabwe

Afghanistan, Cina, Hong Kong, Indie, fran, Irak, Izrael, J aponsko,

Asi Jordansko, Jizni Korea, Libanon, Mongolsko, Pékistan, Filipiny,
sie ,
Saudska Arabie, Taiwan, Thajsko, Turecko, Azerbajdzan,

Kyrgyzstan, Kazachstan, Uzbekistan, Rusko, Jemen

Rakousko, Bulharsko, Normanské ostrovy, Ceska republika,
Slovensko, Dansko, Finsko, Norsko, Svédsko, Francie, Némecko,
Recko (Kréta, Kypr), Mad’arsko, Irsko, Itdlie, Malta, Polsko,
Rumunsko, Spanélsko, Svycarsko, Velka Britdnie, Estonsko,
Lotyssko, Litva, Chorvatsko, Slovinsko, Makedonie, Bosna

a Hercegovina, Cerna Hora, Srbsko

Evropa

Bermudské ostrovy, Kanada (Alberta, Britskd Kolumbie,
Manitoba, Novy Brunsvik, Nové Skotsko, Ontario, Québec,
Severni Amerika Saskatchewan, Ostrov prince Edvarda), Mexiko, Spojené Staty
Americké, Kostarika, Kuba, Dominikanskd republika,

Guatemala, Honduras, Nikaragua, Panama, Portoriko, Salvador

Trinidad a Tobago, Argentina, Bolivie, Brazilie (Rio Grande do
Jizni Amerika . .
Sul), Chile, Kolumbie, Guyana, Peru, Uruguay, Venezuela
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4. Ochrana pred patogenem Peronospora destructor

4.1 Praktické predchazeni infekce

Existuji riizné praktiky, diky kterym lze zamezit vzniku infekci zptisobenych patogenem
P. destructor. Na konci kazdé sezony po sbéru trody cibule kuchyniské ¢i jinych hospodaisky
vyznamnych rostlin z ¢eledi Alliaceae je potiebné zbavit se vSech zbytkl rostlin, které by
potencidlné¢ mohly slouzit jako zdroj ndkazy v pfistich sezonach. Na vysadbu by se mély
pouzivat jen zdravé cibule. Je nutné kazdy rok na jednom poli pestovat jinou plodinu. Rostliny
by se mély hnojit stiidmé, piehnojené rostliny jsou totiz nachylnéjsi k infekci patogenem
P. destructor (Borkar a Ajayasree, 2020). Rovnéz by se mély vytrhat a bezpecné znicit vSechny
plané rostouci rostliny, které na poli rostly spole¢né s hospodarskymi rostlinami. Na vysadbu
by se méla vybirat pole, na kterych se dlouho nedrzi rosa, naptiklad pole na jiznich svazich.
Rovnéz by se cibule ¢i seminka neméla sazet ptili§ blizko sebe, tim se d& predchazet zvysené
vlhkosti v porostu. Také se doporucuje rostliny nezalévat kropenim shora (Palti, 1989). Bylo
zjisténo, ze na polich, ktera se vyskytovala blizko fekam, potokiim, rybnikiim ¢i jezerim byly
(Develash a Sugha, 1997a). Proto bych doporucila péstovat cibuli kuchynskou a jiné
cesnekovité rostliny daleko od vodnich ploch, fek a potokii. Také bylo zjisténo, ze cibule, které
byly vystaveny tepelnému plsobeni (3545 °C) po n€kolik hodin a seminka, kterd byla
vystavena slune¢nimu zafeni po 12 dni, v nasledujicim ristu vykazovaly mensi miru ndkazy

zpusobené patogenem P. destructor (Vitanov a Angelov, 1974; Develash a Sugha, 1997b).

4.2 Chemicka ochrana

V soucasnosti je chemicka ochrana nedilnou soucasti managementu patogennich hub
a houbovych organizmi. Pesticidy, které slouzi k hubeni (neZddoucich) hub a houbovych
organismu, se nazyvaji fungicidy (Prokinova, 2019). Patogen P. destructor mize zptisobovat
az 74% ztraty z Grody cibule kuchynské (Develash a Sugha, 1997a), proto neni divu, ze se

fungicidy proti této plisni v zemédélstvi hojné€ pouzivaji.

4.2.1 Typy a ucinky fungicidi

Fungicidy mtizeme rozdélit na kontaktni a systémové. Kontaktni fungicidy jsou
efektivni pouze predtim, nez dojde k infekci patogenu. Ziistavaji pouze na povrchu pokozky
rostliny a zabranuji patogenu infikovat hostitelskou rostlinu. Naopak systémové fungicidy se
dostavaji dovnitt pletiv rostliny, kde se mohou §ifit apolastickou 1 symplastickou cestou, a jsou

schopné zlikvidovat jiZ probihajici infekci (Waard et al, 1993).
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Razné skupiny fungicidi zneSkodiiuji houbové patogeny néckolika raznymi
mechanismy. Fenylamidy narusuji syntézu nukleovych kyselin. Zoxamid a tiofanat-metyl
narusuji proces mitézy a bunééného déleni. Pyrazoly, karboxamidy, analogy strobilurinu,
pyridiny, oxazolidinony a dal$i negativné ovliviluji bunéné dychani. Pyrimidiny, pyridiny
a fenylamidy zabranuji syntéze aminokyselin a bilkovin. Pyrroly, karboxamidy, chinazoliny
a chinoliny blokuji transdukci signalu (pfenos informace mezi molekulami). Karbamaty
narusuji syntézu lipidi a biomembran. Azoly a morfoliny inhibuji syntézu sterolu

v biomembranach. Morfoliny a amidy narusuji syntézu glukanu (Prokinova, 2019).

4.2.2 Utinnost nékterych fungicidnich p¥ipravki

Utinnosti fungicidd s riznym mechanismem u¢inku se zabyvalo nékolik studii
v nékolika raznych zemich. Dostupné fungicidni ptipravky se v riiznych zemich lisi, ale aktivni
latky v nich jsou vétSinou s podobnym mechanismem uc¢inku. Nékteré chemické latky mohou
byt kvili zdravotnim rizikim v nékterych statech povoleny k pouziti a ve statech jinych
zakédzany. V Evropské unii se trh s fungicidnimi pfipravky fidi Nafizenim Evropského

parlamentu a Rady (ES) ¢. 1107/2009 o uvadéni ptipravki na ochranu rostlin na trh.

V litevské studii védci porovnavali ucinnost fungicidnich piipravki: Acrobat Plus
(s a€innymi latkami dimetomorf a mankozeb), Amistar 250 SC (azoxystrobin), Infinito SC
687.5 (fluopikolid, propamokarb, kyselina chlorovodikova), Penncozeb 75 DG (mankozeb)
a Signum 33 WG (pyraklostrobin, boskalid). VSechny rostliny cibule kuchynské oSetfené
chemickou ochranou prokazateln¢ vykazovaly niz§i miru ndkazy zplsobenou patogenem
P. destructor na rozdil od rostlin, na které nebyl aplikovan Zadny fungicidni pfipravek.
V pribéhu tii let (2004, 2005, 2007) byly v ochrané pied patogenem nejucinnéjsi fungicidni
ptipravky Signum 33 WG s primérnou G¢innosti 89,36 % a Infinito 687.5 SC s primérnou
ucinnosti 87,99 %. V roce 2007 byl ptipravek Infinito 687.5 SC ucinny az na 91,69 % a v roce
2004 byla uc¢innost pifipravku Signum 33 WG az 91,42 %. Nejméné uc¢inny (74,38 %) byl
fungicidni ptipravek Penncozeb 75 DG s ucinnou latkou mankozeb (Surviliene et al., 2008).
Fungicid s obsahem ucinné latky mankozeb se od ledna roku 2022 nesmi pouzivat v zemich
Evropské unie, jelikoz byl klasifikovan jako toxicky pro reprodukci a zifejmé naruSuje ¢innost

endokrinniho systému ¢lovéka a jinych organismu (Provadéci natizeni komise EU 2020/2087).

V Brazilii testovali mezi lety 2017 a 2019 na polich s cibuli kuchyiiskou ucinnost
fungicidd s témito G¢innymi latkami: propineb (2100 g-ha'), metalaxyl-M (100 g-ha™) +
mankozeb (1600 g-ha™'), benthiavalicarb-isopropyl (56,25 ml-ha™) + chlorothalonil (562.5
ml-ha™!), benthiavalicarb-isopropyl (30 ml-ha') + fluazinam (75 ml-ha™'), benthiavalicarb-
isopropyl (40 ml-ha') + fluazinam (100 ml-ha). Nejlépe rostlinu ochranil pted ndkazou
patogenem P. destructor fungicid obsahujici propineb v obou sezénéach. V roce 2017 byla troda
cibule 0 99,8 % a v roce 2018 o 63 % vyssi v porovnani s kontrolnim vzorkem cibuli, ktery
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nebyl oSetfen zadnym piipravkem. Dobie ucinkovala i1 fungicidni smés benthiavalicarb-
isopropyl + chlorothalonil, uroda byla vyssi oproti kontrolnimu vzorku o 40,3 % v roce 2017
a0 30,3 % v roce 2018 (Aratjo a Resende, 2020).

V jiné studii v Etiopii porovnavali u¢innost fungicidnich ptipravkit Mancozeb 80 WP
(Mancozeb) s aktivni latkou mankozeb a Ridomil Gold MZ 68WG (Ridomil) s fungicidnimi
latkami mankozeb a metalaxyl-M. Studie probihala od srpna roku 2018 do prosince roku 2019.
Oba fungicidni ptripravky signifikantné snizily vyskyt nakazy na rostlinach cibule kuchynské
zpusobené patogenem P. destructor. V ochrané pied patogenem si nejlépe vedl fungicidni
ptipravek Ridomil, kdyz byl aplikovan na porost cibule kazdych sedm dni, zdvaznost ndkazy
cibule poté byla jen 8,35 %. Pfi stejném opakovani postiiku pfipravkem Mancozeb byla
zavaznost nemoci 19,74 %. KdyzZ byl fungicidni ptipravek aplikovan kazdych 14 dni, rostliny
oSetfené Ridomilem vykazovaly 14,20 % intenzity napadeni a v ptipadé¢ Mancozebu to bylo
20,39 %. Pti opakovani aplikace kazdych 21 dni uz byla zavaznost nakazy 48,68 % v ptipadé
uziti Ridomilu a 62,5 % v ptipadé uziti Mancozebu (Abdurezake a Asefa, 2022).

Nutno podotknout, ze ackoliv dva pfipravky od rtiznych vyrobcl obsahuji stejnou
fungicidni latku, G€innost téchto ptipravkii se muze liSit. Konecnd fungicidni smés totiz
obsahuje kromé fungicidni G¢inné latky i jiné slouceniny, které naptiklad pomahaji penetraci
fungicidu nebo tieba zvySuji rezistenci hostitelské rostliny vici patogenu. Konec¢na smés, ktera
muze obsahovat az 20 riznych latek, mé tajnou recepturu, kterou si kazdy vyrobce fungicidnich

ptipravki stfezi (Prokinova, 2019).

V zemédé@lskych monokulturach ¢asto dochazi k nadbytecnému aplikovani fungicida
anedodrzovani zasad doporuéenych vyrobcem fungicidniho piipravku. Castd expozice
vysokych davek fungicidnich piipravkl se stejnou tcinnou latkou vede k tomu, ze houbové
patogeny si vlivem selekéniho tlaku vyviji rezistenci vici t€émto slouceninam. Tento fakt vede
k tomu, Ze je neustdle potfeba vyvijet nové fungicidni ¢i jiné ochranné latky vici témto

patogentim (Staub, 1991).

4.2.3 Integrovany management patogenu P. destructor

Smyslem integrovaného managementu je vyuzivat chemickou ochranu jen
v opodstatnénych situacich a rozhodné neplytvat s pesticidy, jelikoZz ty mohou piedstavovat
riziko pro Zivé organismy. To znamend, ze kazdy zemédélec by mél vzdy hospodatit s ohledem
na zivotni prostiedi, na lidské zdravi a pfedevs§im i na zdravotni stav péstované plodiny (Zakon
¢. 326/2004 Sb.).

V roce 1987 v Kanadé& vznikl prvni model integrované ochrany cibule kuchynskeé pred
patogenem P. destructor, ktery na zakladé klimatickych podminek doporucuje vhodné pouziti

fungicidnich ptipravkl. Tento model se nazyva DOWNCAST a vznikl z anglickych slov downy
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mildew a ,,forecast” (pfedpovéd’). Podle tohoto modelu na zaklad¢ aktualnich dat o teploté,
srazkach, relativni vlhkosti a o rose je jedinec schopny vyhodnotit riziko vzniku infekce parazita
P. destructor na cibuli kuchynské a posoudit, zda je vhodné pouzit chemickou ochranu ¢i
nikoliv (Jesperson a Sutton, 1987). Podobny model, ktery vsak jiz ke stanoventi rizika infekce
patogenu P. destructor vyuziva slozité matematické rovnice, vznikl v roce 1996 v Italii. Model
se jmenuje ONIMIL a vznikl spojenim anglického nazvu pro plisent ¢esnekovitych ,,onion
downy mildew*. Na zakladé teploty ovzdusi a hodnoty relativni vzdusné vlhkosti je mozné
pomoci rovnic v tomto modelu ptredpoveédét moznost vzniku infekce a pripadnou miru nakazeni
patogenem P. destructor (Battilani et al., 1996). Dalsim ptfedpovédnim modelem je némecky
ZWIPERO, jehoz jméno vzniklo spojenim slov ,,Zwiebel* a Peronospora (Zwiebel znamena
vzdusnou vlhkosti, vlhkosti listil, se srazkami a také s ¢asy vychodu a zapadu slunce. Rovnéz
je po vyhodnoceni téchto proménnych doporu¢ovano pouziti fungicidd, pokud jsou potieba
(Friedrich et al., 2003). Pro podminky ve Velké Britanii vznikl vroce 2004 model
k predikci miry sporulace patogenu P. destructor v zavislosti na teploté vzduchu a relativni
vzdus$né vlhkosti (Gilles et al., 2004).

V nékterych dalSich zemich se témito pfedpovédnimi modely inspirovali a vytvofili
vlastni upravenou verzi podle lokdlnich klimatickych podminek. Naptiklad de Visser upravil
piedpovédni model DOWNCAST pro nizozemskeé klima (de Visser, 1998).

4.3 Jiné formy ochrany

Ackoliv jsou fungicidy vysoce u¢inné v ochrané proti houbovym patogentim, mnohdy
predstavuji zdravotni riziko nejen pro ¢lovéka, ale i pro jiné organismy. Rezidua pesticidl ve
vodé a v ptidé mivaji neblahé ucinky na zivotni prostiedi (Mahmood et al., 2016) a zpisobuji
degradaci pudy (Joko et al., 2017). Pravé proto je zadouci, aby se vice apelovalo na vyvoj

zdravotn€ nezavadnych latek, které by mohly nahradit nebezpecné pesticidy.

V poslednich letech se zkoumaji antimykotické u¢inky esencialnich olejii. Esencialni
oleje ze Stétkovce citronového (Callistemon citrinus), vonatky citronové (Cymbopogon
citratus) a bazalky vytrvalé (Ocimum gratissimum) se ukéazaly byt isp&€$né pii ochrané rajcat
(Solanum lycopersicum) pied patogeny Fusarium oxysporum a Phytophtora infestans. U&inky
esencialnich oleji byly srovnatelné s ucinky fungicidi. Za uspéSnou ochranou pted
zminovanymi patogeny stoji zejména tyto latky obsazené v esencidlnich olejich: fenoly,
flavonoidy, taniny (tfisloviny) a kumariny (Dakole et al., 2016). Ve studii, ktera se zabyvala
antimykotickymi ucinky esencialnich oleji z maty peprné (Mentha piperita) a rozmarynu
I€katského (Rosmarinus officinalis) bylo prokézano, Ze tyto oleje maji inhibi¢ni Uc¢inek na
patogen P. destructor (Githaiga et al., 2018).
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Antagonistické mikroorganizmy rovnéz dokazaly potlacit infekci patogenu
P. destructor. Tyto bakterialni a houbové mikroorganismy jsou schopny potlacit vyvoj nakazy
patogenu nékolika mechanismy: antibiéza, kompetice, parazitismus, indukce rezistence
hostitelské rostliny ¢i piimé predace patogenu. V jedné studii testovali u¢inky mikroorganismt
Trichoderma harzianum, Bacillus megaterium, Trichoderma album a Bacillus subtilis.
V polnich podminkach se prokazalo, ze vSechny tyto mikroorganismy vyrazné potlacily infekci
patogenu P. destructor v porovnani se vzorky cibule kuchyiiské, na které nebyl aplikovan zadny
ptipravek (Shahin, 2017).

Dalsi latky, které mohou slouzit jako ochrana pied biotrofnimi parazity jsou naptiklad
nenasycené mastné kyseliny (napf. kyselina arachidonova; Yarovoy et al., 20006),
hydrogenuhli¢itan sodny, smés mono-, oligo- a polysacharidii extrahovanych zfas
Ascophyllum nodosum ¢ Laminaria sp. a dalsi. Ztéchto a dfive zminénych latek
a mikroorganismt se nasledné michaji rizné smési, které jsou pak dostupné na trhu jako
ekologicky udrzitelné ptipravky pro ochranu rostlin celedi Alliaceae pied patogenem
P. destructor (Kofoet a Fischer, 2007).

Diky genovému inzenyrstvi v sou€asnosti existuji i geneticky rezistentni kultivary
cibule kuchyniské. Bylo totiz zjisSténo, Ze plané rostouci zastupce celedi Cesnekovitych A/lium
roylei ve svém genomu nese geny pro rezistenci vaci patogenu P. destructor. Nasledné se za
pomoci genové introgrese vyslechtily rezistentni kultivary cibule kuchynské (Scholten et al.,
2007).
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5. Kultivace biotrofnich patogeni

V praktické casti jsem kultivovala patogen Peronospora destructor na listech cibule
kuchynské (Allium cepa) ve tfech raznych podminkach prostiedi (rezimech). Prvni rezim
vychazel z metodiky pro kultivaci patogenu P. destructor. Nasledujici dva rezimy vychazely
z metodiky pro kultivaci ptibuznych patogenit P. destructor, a to plisen dynovitych
(Pseudoperonospora cubensis) a plisenl salatova (Bremia lactucae). Patogen P. cubensis
parazituje na rostlinach z Celedi tykvovité (Cucurbitaceae; Lebeda a Widrlechner, 2003).
B. lactucae je patogen, ktery napada rostliny z ¢eledi hvézdnicovité (Asteraceae) a to zejména
rod Lactuca (Crute a Dixon, 1981).

Rezim 1 vychdazel ze zjiSténych poznatkl ve studii, ktera se zabyvala kultivaci patogenu
P. destructor na cibuli kuchyniské v laboratornich podminkach (Abd-Elrazik a Lorbeer, 1980).
V této studii se jako nejefektivnéjsi zptisob kultivace ukazal rezim, pti kterém se inokulované
cibule pfemistovaly mezi riznymi podminkami prostiedi. Prvnich 24 hodin byly inokulované
(naockované) cibule umistény do vlhké komory (,,moist chamber*) pfi teploté¢ 14 °C a byly
kultivovany ve tmé. Nasledné inokulované cibule odkryli a ponechali je tak ¢tyfi dny. Po
¢tyfech dnech inokulované cibule premistili do skleniku, ve kterém byla teplota 18 °C, tam se
kultivovaly osm dni. Po osmi dnech inokulované cibule opét vratili do komory s teplotou 14 °C
a po dobu 24 hodin byly kultivovany ve tmé. V této studii byl také zjistén ptiznivy efekt otfeni
listlh cibule bavlnénym tamponem na infekci a sporulaci patogenu P. destructor. Kdyz listy
cibule otfeli bavinénym tamponem, patogen P. destructor nasledné¢ vykazoval vys§i miru
infekce 1 sporulace oproti kontrolnim vzorklim, které nebyly otfeny. (Abd-Elrazik a Lorbeer,
1980).

Druhy rezim vychazel z metodiky pro kultivaci patogenu Pseudoperonospora cubensis,
ktery se kultivuje zejména na listech okurky seté (Cucumis sativus). Inokulované listy se
kultivuji ve fytotronu pii denni teploté 18 °C a nocni teploté 15 °C. Prvnich 16-24 hodin jsou
inokulované listy ptikryté cernou folii a nasledujicich 13 dni se kultivuji odkryté s fotoperiodou
trvajici 12 hodin denn¢ (Lebeda a Urban, 2010).

Tteti rezim vychazel z metodiky pro kultivaci patogenu Bremia lactucae napiiklad na
listech lociky seté (Lactuca sativa). Inokulované listy se kultivuji ve dne pfi teploté 15 °C
a v noci pii teploté 10 °C. Prvnich 12-24 hodin se vzorky nechaji zakryté cernou neprasvitnou
folii. Poté jsou oCkované listy kultivovany pii denni fotoperiod¢ trvajici 12 hodin. Inokulované
listy se kultivuji 13—14 dni od dne inokulace (Lebeda a Petrzelova, 2010).

Vyse zminéné podminky kultivace jsem upravila podle dostupnych moznosti a zatizeni
na Katedfe botaniky Pfirodovédecké fakulty univerzity Palackého v Olomouci. Presny popis

rezimu, podle kterych jsem kultivovala patogen P. destructor, je v praktické ¢asti v kapitole 6.3.
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PRAKTICKA CAST

Praktickou ¢ast jsem realizovala na Katedfe botaniky Pfirodovédecké fakulty univerzity
Palackého v Olomouci pod dohledem vedouci této prace RNDr. Bozeny Sedlakové, Ph.D.
V této Casti jsem oCkovala sporangia biotrofniho patogenu Peronospora destructor na povrch
listi cibule kuchynské (Allium cepa). Nasledné jsem naoCkované segmenty a celé rostliny
ponechala ve tiech rGznych klimatickych podminkach. Zajimalo mé, zda v riznych
podminkach dojde k infekci a nasledné sporulaci patogenu P. destructor a také, jak testované

podminky ovliviiuji rist saprofytickych organismi.

6. Material a metodika

6.1 Rostlinny material a o¢kovany (inokulovany) izolat P. destructor

Pro praktickou cast jsem vyuzila mladé rostliny cibule kuchyniské (Allium cepa)
vypéstované ze sazecky. Sazecky jsem dne 28. 3. 2023 zasadila do plastovych kvétinaca
s profesiondlnim substratem (Florcom®). Nasledné jsem nechala rostliny cibule rist po dobu
14 dnti ve fytotronu. Ve fytotronu byla stala teplota 20 °C a vlhkost ovzdusi 40 %. Ve fytotronu

se 12 hodin svitilo a 12 hodin byla tma, coz mélo simulovat stfidani dne a noci.

Infikované listy cibule se sporangii patogenu Peronospora destructor (izolat Pd 3/21)
byly posbirdny na experimentalnim poli s cibuli kuchyfniskou Katedry kvality a bezpecnosti
potravin Fakulty agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji Ceské zemédélské univerzity

v Praze v roce 2021. Tento izolat byl nasledn¢ uchovavan v mraznicce pii teploté —20 °C.

6.2 Ockovani (inokulace) patogenu P. destructor na cibuli kuchynskou

Dne 11. 4. 2023 jsem ockovala celé rostliny a segmenty listi cibule kuchynskeé. Pred
oCkovanim jsem listy cibule otfela bavinénym tamponem, coZ mélo usnadnit infekci patogenu
P. destructor (Abd-Elrazik a Lorbeer, 1980). Nasledné jsem si nachystala Petriho misky. Do
kazdé Petriho misky jsem nejdiive vlozila 4-5 vrstev buni¢iny a na né jeden filtra¢ni papir.
Takto pfipravené Petriho misky jsem nechala stat 10 minut pod UV lampou za ucelem zniceni
nezadoucich patogent ¢i mikrobti, které by se mohly vyskytovat na filtracnim papiru nebo
buni¢iné vlivem skladovacich podminek. Nasledné jsem bunicinu a filtrani papir dikladné
navlh¢ila destilovanou vodou. Do kazdé takto pfipravené Petriho misky jsem vlozila Ctyti
nastiithané segmenty cibule a zakryla sklenénym vikem. Segmenty v Petriho miskach budu
pozdéji zminovat jako disky (D) a cel¢ rostliny cibule jako rostliny (R).

Nésledné jsem pfipravila ockovaci roztok. Do kadinky (obrazek 6) jsem nalila malé

mnozstvi destilované vody a poté jsem v ném pomoci pinzety dikladn€¢ vyméchala segmenty
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listd cibule, na kterych se vyskytovala sporangia izolatu Pd 3/21. Roztok jsem prohlédla pod
mikroskopem pfi zvétSeni 400x a ovéfila si pfitomnost sporangii. Nasledn¢ jsem roztok nalila
do sklenéného rozprasovace s balonkem (obrdzek 6). Roztok jsem nastiikala na celou horni
plochu kazdého segmentu a na celou plochu kazdého listu rostlin cibule kuchyniské. Po nastiiku
inokula jsem misky opét zakryla sklenénym vikem a celé rostliny cibule jsem uloZila do
plastovych boxt s prihlednym vikem. Tento zpiisob uchovani zajistil mikroklima, ve kterém
se udrzovala vysokd vzdu$na vlhkost. Takto nao¢kované segmenty a rostliny cibule kuchynské

jsem nechala kultivovat ve fytotronech.

Obrazek 6: Sklenény rozprasovac a kadinka s roztokem, které jsem vyuzila pro inokulaci patogenu

Peronospora destructor na segmenty listl a rostliny cibule kuchyniské (4llium cepa).

6.3 Kultivace patogenu P. destructor na cibuli kuchynské

Parazita P. destructor na cibuli kuchynské jsem kultivovala ve fytotronech ve tfech

ruznych rezimech v obdobi od 11. 4. do 25. 4. 2023, které jsou shrnuty v tabulce 2.

ReZim 1 — podle metodiky Abd-Elrazik a Lorbeer (1980)

Rezim 1 je jedina varianta rezimu, pii které byly disky (segmenty cibule v Petriho
miskéch) a rostliny pfemistovany mezi dvéma fytotrony (3 a 4) s riiznymi teplotnimi rezimy.
To znamend, ze v pribéhu 14 dni byly kultivovany v riznych teplotach. Nejprve jsem disky
a rostliny umistila do fytotronu 3. Ve fytotronu 3 byla denni teplota 15 °C a noc¢ni teplota 10
°C. Svitilo se po dobu 12 hodin a dalSich 12 hodin byla pomoci tmy simulovédna noc. Vlhkost
ovzdusi ve fytotronu 3 byla asi 40 %. Prvnich 24 hodin byly disky a rostliny pfikryty ¢ernou
neprisvitnou folii, coz mélo zlepsit kli¢eni sporangii. Nasledujici Ctyfi dny se disky a rostliny

24



kultivovaly odkryté. Poté jsem rostliny a disky pfemistila do fytotronu 4. Ve fytotronu 4 byla
denni teplota 20 °C a no¢ni teplota 17 °C. Fotoperioda byla stejna jako ve fytotronu 3, 12 hodin
svétlo a 12 hodin tma. Vlhkost ovzdusi byla také cca 40 %. Ve fytotronu 4 byly disky a rostliny
umistény po dobu 8 dni. Pak byly opét vraceny na 24 hodin do studenéjsiho fytotronu 3 a znovu
byly ptikryty ¢ernou folii, coz mélo indukovat sporulaci.

ReZim 2 — podle metodiky Lebedy a Urbana (2010)

V piipadé 2. varianty rezimu kultivace byly disky a rostliny umistény pouze ve
fytotronu 4. Klimatické podminky a fotoperioda byly stejné jako v pfedchozim rezimu ve
fytotronu 4. Prvnich 24 hodin byly disky a rostliny rovnéz zakryté c¢ernou neprisvitnou folii
a nasledujicich 13 dni byly ponechany odkryté.

ReZim 3 — podle metodiky Lebedy a Petrzelové (2010)

Ve 3. varianté kultivace byly rostliny a disky umisténé po celou dobu ve fytotronu 3.
Klimatické podminky a fotoperioda ve fytotronu 3 byly stejné, jak jsem jiz zminovala vyse.
Opét byly disky a rostliny zakryté cernou neprasvitnou folii v pribéhu prvnich 24 hodin.
Dalsich 13 dni se kultivovaly odkryté.

Tabulka 2: Podminky, ve kterych byl kultivovan patogen Peronospora destructor po inokulaci na
segmenty listil a celé rostliny cibule kuchyniské (4/lium cepa)

Rezim Obdobi Podminky Metodika

1 11.4.-12.4. 15°C ve dne, 10 °C v noci, tma Abd-Elrazik a Lorbeer, 1980
12.4.-16.4. 15°C ve dne, 10 °C v noci, fotoperioda 12 h (Peronospora destructor)
16.4.—24.4. 20 °C ve dne, 17 °C v noci, fotoperioda 12 h
24.4.—-25.4. 15 °C ve dne, 10 °C v noci, tma

2 11.4.-12.4. 20 °C ve dne, 17 °C v noci, tma Lebeda a Urban, 2010
12.4.-25.4. 20°C ve dne, 17 °C v noci, fotoperioda 12 h (Pseudoperonospora cubensis)
3 11.4.-12.4. 15°C ve dne, 10 °C v noci, tma Lebeda a Petrzelova, 2010

12.4.-25.4. 15°C ve dne, 10 °C v noci, fotoperioda 12 h (Bremia lactucae)

6.4 Odbér a uchovani vzorku k mikroskopovani a hodnoceni priznaku
nakaZeni cibule kuchynské patogenem P. destructor

Z kazdého rezimu byly pravidelné nidhodné odebirdny vzorky pro nasledujici
mikroskopické hodnoceni. Vzorky byly odebirdny 6 dni (6 DPI), 8 dni (8 DPI), 10 dni (10 DPI)
a 14 dni po inokulaci (14 DPI). Ve stejné dny se potizovaly fotografie, které zaznamenavaly
pribéh nakazy inokulované cibule. Rovnéz byly do tabulky zapisovany ptiznaky nakazeni
cibule na zédklad¢ vizudlniho hodnoceni. Vzorky se odebiraly ustfihnutim segmenti z rostlin
a odebranim celych segmentt z diskti. Nasledné byly vzorky vlozeny do oznacenych lahvicek
s 99% kyselinou octovou za ucelem rozkladu chlorofylu v pletivu cibule pro lepsi viditelnost

struktur houbovych patogenti pti mikroskopickém hodnoceni. Po nékolika dnech byla kyselina
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octova z lahvi€ek vylita. Do lahvicek se nasledné nalil 85% glycerol. Takto ptipravené vzorky

byly uschovany ve tm¢ asi mésic.

6.5 Priprava mikroskopickych preparati a mikroskopovani

Na mikroskopické podlozni sklo jsem nanesla vzdy dva segmenty cibule, které byly
uchovavané v glycerolu. Segmenty jsem barvila anilinovou modii, kterd zvyraznila struktury
houbovych patogenti vyskytujicich se v pletivu cibule. Na segmenty jsem kapla trochu barviva
anasledné ¢ekala 30 minut, nez se vzorky obarvi. Poté jsem je pfikryla krycim sklem. Preparaty
jsem peclivé prohlizela pti mikroskopickém zvétSeni 400 a potizovala jsem fotografie vSech
struktur, které nebyly pfirozenou soucasti rostlinného pletiva cibule. Celkem jsem pofidila 132

fotografii riiznych struktur, které jsme nésledné s vedouci prace identifikovaly.
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7.Vysledky

Ockovala jsem sporangia patogenu P. destructor na segmenty listd a na celé rostliny
cibule kuchyiiské a nasledn¢ jsem je nechala kultivovat ve tfech riznych rezimech. Po uplynuti
6, 8, 10 a 14 dni od inokulace se potizovaly fotografické snimky inokulovanych diski a rostlin,
které mély zachytit pfiznaky nakazeni patogenem. V téchto dnech se také zapisovaly vizualni
piiznaky nakazeni do protokolu. Rovnéz se ve stejnou dobu odebiraly vzorky z kazdé varianty
pro nasledné mikroskopické hodnoceni. Pfi mikroskopickém pozorovani jsem zaznamendavala
vyskyt struktur patogenu P. destructor — mycelium, sporangium, sporangiofor, oospora. Rovnéz

jsem zaznamenavala vyskyt struktur saprofytickych houbovych organismii.
7.1 Vizualni vyhodnoceni priznaki nakaZeni

Jak na discich ze vSech rezimd, tak i na celych rostlinach cibule z rezimi 1 a 2 jsem po
uplynulych 14 dnech kultivace patogenu pozorovala typické ptiznaky nakazeni patogenem
P. destructor — Zloutnuti a usychdni listi a Sedy povlak na povrchu listd. Na rostlinach z rezimu
3 jsem po celych 14 dni kultivace nepozorovala zadné ptiznaky. Pozorované ptiznaky na discich
vSak byly jednoznaéné intenzivngj$i oproti celym rostlindm. Rostliny ze vSech rezimi mély
lehce polamané listy, domnivam se, Ze to vSak bylo z diivodu stisnénych podminek v plastovych

boxech, ve kterych byly rostliny v priibéhu kultivace umistény.

Sest dni po inokulaci patogenu P. destructor jsem na rostlindch a segmentech cibuli
nepozorovala témet zadné zmény. Pouze na jedné rostliné kultivované v rezimu 2 (R2) jsem si

v8imla, ze jeden list zacal od konce Zloutnout.

Osm dni po inokulaci segmenty kultivované ve vSech tfech rezZimech uz zacaly od okrajt
zloutnout. U rostlin z rezimu 1 a 2 (R1 a R2) jsem po osmi dnech pozorovala zloutnuti od konce

listu, rostliny z rezimu 3 (R3) byly stale bez pfiznaki.

Deset dni po inokulaci jsem pozorovala zloutnuti segmenti ve vSech rezimech. Na
nékterych segmentech se jiz vytvofil 1 Sedavy povlak. Nékteré segmenty zacaly od okraji
usychat. Zloutnuti listd jsem pozorovala u rostlin z rezimu 1 a 2. Rostliny z rezimu 3 byly stale

bez znamek nakazeni.

Po ctrnacti dnech vétSina segmentli ze vSech reziml vykazovala znacnou miru
degradace rostlinného pletiva. Mimo to jsem na segmentech pozorovala Sedy povlak, Zloutnuti
a usychani okrajii. U R2 jsem pozorovala suché konce listli nékterych rostlin a Zloutnuti od
konce listli. U R1 jsem pozorovala nékolik Zlutych konct listii. Rostliny z tfetiho reZzimu ani po
¢trnacti dnech od inokulace nevykazovaly zadné ptiznaky.

Podrobnéji jsou vSechny pfiznaky zaznamenané v pfilohach 1 a 2, ve kterych jsou

reprezentativni fotografie ze vSech variant rezimu kultivace potizenych pii kontrolnich dnech.
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7.2 Mikroskopické vyhodnoceni

Po 10 a rovnéz i 14 dnech od inokulace jsem pozorovala jiz nové vznikld sporangia
patogenu P. destructor ve vzorcich z diskli odebranych ze vsech tii rezimii. Naopak co se tyce
vzorkli odebranych z celych rostlin, po 10 dnech od inokulace jsem pozorovala nové vznikla
sporangia jen ve vzorcich zrezimu 3 (R3). Po 14 dnech od inokulace jsem nové vznikla
sporangia pozorovala uz i ve vzorcich z rostlin kultivovanych v rezimu 1 a 3. V zadnych
vzorcich odebranych z rostlin z rezimu 2 jsem nepozorovala nové vznikla sporangia patogenu

P, destructor.

Pti mikroskopovani vzorkti odebranych 6 dni po inokulaci jsem pozorovala hlavné
nekli¢ici sporangia patogenu P. destructor, ktera jsem na rostlinu piivodné ockovala. Rovnéz
jsem pozorovala jiz kli¢ici sporangia a mycelium P destructor. Ve vzorku z diska
kultivovanych v rezimu 2 (D2) jsem pozorovala i mycelium saprofytického houbového
organismu. Jediny vzorek, ve kterém jsem nepozorovala Zadné struktury jiného pivodu nez

cibule, byl vzorek z rostlin z rezimu 2 (R2).

Ve vzorcich odebranych 8 dni po inokulaci jsem pozorovala opét neklicici 1 klicici
sporangia a mycelium P. destructor i mycelia saprofytické houby. Ve vzorcich z diskl
kultivovanych v rezimu 1 (D1) a rostlin kultivovanych v rezimu 3 (R3) uz jsem pozorovala
1 nove vzniklé sporangiofory a ve vzorku z D1 1 nové€ vznikla sporangia P. destructor. Ve vzorku
z D2 jsem pozorovala i mycelium a konidiofor s konidiemi saprofyta Penicillium sp. (ptiloha
5) a ve vzorku z R3 jsem pozorovala 1 mycelium a konidie saprofyta Cladosporium sp.
(ptiloha 6).

Po deseti dnech od inokulace uz jsem mimo jiné pozorovala ve vSech vzorcich z diskl
nove vznikla sporangia patogenu P. destructor. Ve vzorku z D2 jsem pozorovala hojny vyskyt
saprofytt Fusarium sp. (ptiloha 7), Penicillium sp. a Cladosporium sp.. Ve vzorcich z R1 a R2
jsem stale pozorovala piivodni nekli¢ici sporangia patogenu P. destructor. Ve vzorku z R3 uz
jsem mimo jiné pozorovala kli¢ici ptivodni sporangia a mycelium i nové vznikla sporangia

patogenu P. destructor.
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Ve vsech vzorcich kromé R2 odebranych 14 dni po inokulaci jsem pozorovala nové
vznikla sporangia P. destructor (obrazek 7). Ve vzorcich z D3, R1 a R3 jsem pozorovala i nové
vzniklé sporangiofory P. destructor (obrazek 7). Ve vSech vzorcich jsem také pozorovala
saprofytické houby. Ve vzorku z R2 jsem pravdépodobné pozorovala jiny druh z rodu
Peronospora sp. (ptiloha 8). Ve vzorcich z D3 a R1 jsem pravdépodobné pozorovala i pohlavni

oospory patogenu P. destructor (obrazek 8).

Obrazek 7: Nové vznikly sporangiofor a nové vzniklad sporangia patogenu Peronospora destructor ze
vzorku R1 14 DPI. Zvétseni 400%.
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Obrazek 8: Pravdépodobné pohlavni oospory patogenu Peronospora destructor ze vzorku D3 14 DPL
Zvétseni 400x%.

Pozoruhodné byly vzorky z R3, ve kterych jsem pokazdé pozorovala velké mnozstvi
patogennich struktur. Zejména ve vzorcich R3 6 DPI a 8 DPI jsem pozorovala opravdu velké

mnozstvi ptivodnich kli¢icich sporangii a mycelia P. destructor (obrazek 9).

Podrobné soupisy pozorovanych struktur patogenu P destructor a saprofytickych
organismll ze vSech vzorkd jsou v pfilohdach 3 a 4. Celkem jsem pofidila 132 snimki
mikroskopovanych struktur a v pfilohach 3 a 4 jsou zaznamenané reprezentativni fotografie

z kazdého vzorku.
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Obrazek 9: Velké mnozstvi kli¢icich ptivodnich sporangii patogenu Peronospora destructor ze vzorku
R3 8 DPI. Zvétseni 400x.
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8. Diskuze a zavér

Literarni ¢ast jsem zpracovavala na zéklad¢ dostupnych védeckych ¢lankt z odbornych
Casopist a také jsem cCerpala z n€kolika rozsahlych tisténych publikaci. Rovnéz jsem nékteré
informace Cerpala i z internetovych zdroji. Na zékladé nastudovanych ¢lankl jsem vytvotila
kapitoly, které se tykaly klasifikace, taxonomie, fylogeneze i evoluce patogenniho organismu
Peronospora destructor. Nasledné jsem se zabyvala hostitelskym okruhem patogenu, ptiznaky
napadenych rostlin timto patogenem ¢i jeho vyskytem ve svét€. Velkou pozornost jsem
vénovala zivotnimu cyklu patogenu i tomu, jaké ma patogen ekologické naroky v rliznych
stadiich zivotniho cyklu. JelikoZ tento patogen zplisobuje znacné ztraty na urodé rostlin z Celedi
cesnekovitych (Develash a Sugha, 1997a), nemohla jsem vynechat ani kapitolu o ochrané pred
timto patogenem. Popsala jsem Gcinky i u€innost riiznych fungicidnich ptipravka. Také jsem
zminila nékteré predpoveédni modely pro vyskyt infekce ¢i sporulace patogenu P. destructor. Ty
na zaklad¢ klimatickych podminek doporucuji aplikaci fungicidnich piipravkd a maji za cil
omezit spotfebu téchto ptipravkl (Jesperson a Sutton, 1987; Friedrich et al., 2003), jelikoz
fungicidy maji nepfiznivé ti€inky na organismy a zivotni prostfedi (Mahmood et al., 2016; Joko
et al., 2017). Rovnéz jsem zminila i jiné formy ochrany pted patogenem, naptiklad v podobé
esencialnich oleju (Githaiga et al., 2018) ¢i antagonistickych mikroorganisma (Shahin, 2017).
V posledni kapitole této Casti jsem se zabyvala kultivaci biotrofnich patogent v laboratornich

podminkach.

V praktické Casti jsem oCkovala sporangia patogenu P. destructor na segmenty listli a na
celé rostliny cibule kuchyiiské (Allium cepa) a nasledné je uchovavala ve trech rlznych
klimatickych podminkach. Zajimalo mé&, zda dojde k infekci a nésledné sporulaci patogenu
a také, jaké jiné patogenni organismy na cibuli porostou. Pfiznaky nakaZeni cibule jsem
hodnotila 6, 8, 10 a 14 dni po inokulaci a vZdy jsem odebirala vzorky cibule z kazd¢ varianty,

abych je nasledn€ mohla zhodnotit pod mikroskopickym zvétSenim 400x.

Kromé rostlin kultivovanych v rezimu 3 jsem jinak u vSech rostlin a diskti v pribéhu 14
dni pozorovala piiznaky typické pro nakaZeni patogenem P. destructor. Zloutnuti listd,
usychani konct listl nebo segmentl a Sedy povlak na povrchu listii. Po 14 dnech byla vétSina
segmentil ve znacné fazi rozkladu, coz mohlo byt zplsobeno jak patogenem Pd, tak

1 saprofytickymi organismy, které jsem nasledné pozorovala v mikroskopu.

Kromé vzorki odebranych zrostlin zrezimu 2 jsem ve vSech ostatnich vzorcich
zruznych rezimi po 14 dnech (u nékterych i diive) od inokulace patogenu P. destructor
mikroskopicky pozorovala nov€ vznikld sporangia. Ackoliv byly disky a rostliny umistény
v raznych rezimech, ve kterych se teploty pohybovaly od 10 do 20 °C, patogen Pd byl v téchto
podminkach schopen infikovat listy cibule a nasledné sporulovat. Ve vzorku z R2 10 DPI jsem
sice pozorovala ptivodni nekli¢ici sporangia, ale v Zadném jiném vzorku z kontrolnich dni jsem

nepozorovala, zZe by sporangia kli¢ila. To znamena, Ze pro patogen Pd zfejmé nebyly na téchto
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rostlindch vhodné podminky pro infekci. Jelikoz jsem vzorky odebirala nahodn¢, mohlo vSak

dojit k tomu, Ze jsem zrovna useky lista, kde byly kli¢ici sporangia, mohla vynechat.

Velice zajimavé jsou vysledky mikroskopického vyhodnoceni rostlin z rezimu 3.
Ackoliv jsem po dobu celych 14 dni na rostlindch nepozorovala zadné ptiznaky nakazeni, pfi
mikroskopovani odebranych vzorkl z téchto rostlin jsem vétSinou pozorovala velké mnozstvi
kli¢icich sporangii a mycelia patogenu Pd. Jinak si myslim, Ze pfiznaky ostatnich segmentt
a celych rostlin pomérné odpovidaly naslednému mikroskopickému pozorovani patogent.
Ptiznaky nakazeni pozorované na segmentech listi vSak byly v porovnani s ptfiznaky
pozorovanymi na celych rostlindich mnohem intenzivngj$i a to pravdépodobné kvili

intenzivnéjSimu pisobeni saprofytickych organismd.

Ve vzorcich jsem pii mikroskopovani pozorovala mnozstvi saprofytickych houbovych
organismt, jejichz rist bylo mozné pozorovat i na filtracnim papite diskd zejména po 10 a 14
dnech od inokulace. Tyto organismy maji na rozdil od patogenu Pd pfehraddkovana mycelia a je
pro n¢ typicky rychly rist. Konkrétni rody jsme spolecné s vedouci této prace RNDr. Bozenou
Sedlakovou, Ph.D. urcily podle konidiofort (sporangiofor) a konidii (sporangii). Pokud jsem
ve vzorku pozorovala jen pfehradkované mycelium, oznalila jsem nélez jako mycelium
saprofytické houby. I kdyZ jsem Petriho misky s buni¢inou a filtracnim papirem pted inokulaci
sterilizovala pod UV svétlem, stejné se na listech cibule tyto organismy rozrostly, coz se stalo
prirozeng, jelikoz jsem nepracovala ve sterilnich podminkach. Sporangia téchto saprofytl se
vyskytuji volné v ovzdusi a mohly se uz vyskytovat na listech cibule jesté pred inokulaci
sporangii Pd. V jednom vzorku (R2 14 DPI) jsem objevila sporangiofor patfici zfejm¢ jinému
druhu z rodu Peronospora sp. (priloha 8), ten se tam mohl vyskytnout ze stejnych divodi jako
saprofytické organismy.

Zajimavy byl 1 ndlez ve vzorcich z R1 a D3 14 DPI, ve kterych jsem pozorovala
1 struktury, které velice pfipominaly oospory (obrazek 8), které jsou vysledkem pohlavniho
rozmnozovani patogenu P. destructor. Oospory se vétSinou tvoii na konci sezony, nasleduje
klidové stadium a na zaCatku dal$i sezony slouZi jako zdroj primérni infekce (Watanabe
a Syobu, 2022). Takahashi et al. (1958) uvadi, Ze ke vzniku oospor je potreba alespont 17 °C,
coz bylo dodrZeno pouze v rezimu 1.

Ve vsech tiech rezimech podle riznych metodik byla podle mikroskopického hodnoceni
prokazana infekce cibule kuchynské a nasledna sporulace patogenu Peronospora destructor.
Infekce a sporulace nebyla pozorovana jen u vzorku z rostlin kultivovanych v reZimu 2. Pro
nasledujici experimenty s patogenem P. destructor bych ziejmé& doporucila zkratit dobu
kultivace na 10 dni, jelikoZ po 14 dnech od inokulace se ve vzorcich vyskytovalo uz velké
mnozstvi saprofytickych organismi. J& sama bych v pfistich pokusech pro kultivaci patogenu
vyuZzilareZim 1 a o¢kovala bych na segmenty listi cibule kuchyniské. V tomto reZimu jsem totizZ
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pozorovala nove vznikla sporangia uz po 8 dnech kultivace a také jsem zde nepozorovala tak

velké mnozstvi saprofytickych organismu jako v jinych variantach.
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PRILOHY

Seznam priloh

Priloha 1: Fotografie segmentii cibule kuchynské (diski) naoCkovanych patogenem
P. destructor kultivovanych ve tfech rezimech a popis pozorovanych piiznaki infekce na cibuli

6, 8, 10 a 14 dni po ockovani.

Priloha 2: Fotografie rostlin cibule kuchynské naockovanych patogenem P destructor
kultivovanych ve tfech rezimech a popis pozorovanych pfiznaku infekce na cibuli 6, 8, 10 a 14

dni po ockovani.

Priloha 3: Reprezentativni fotografie z mikroskopického pozorovani vzorki ze segmentl
(disktt) cibule kuchyniské naockovanych patogenem P. destructor a kultivovanych ve tfech
rezimech a popis pozorovanych struktur v kazdém vzorku. Mikroskopované vzorky byly
odebrany 6, 8, 10 a 14 dni po ockovani. Zvétseni 400x.

Piiloha 4: Reprezentativni fotografie z mikroskopického pozorovéani vzorkt z rostlin cibule
kuchyniské naockovanych patogenem P. destructor a kultivovanych ve tfech rezimech a popis
pozorovanych struktur v kazdém vzorku. Mikroskopované vzorky byly odebrany 6, 8, 10 a 14

dni po ockovani. Zvétseni 400%

Priloha 5: Saprofyticky organismus Penicillium sp. ze vzorku D2 8 DPI. ZvétSeni 400x.
Priloha 6: Saprofyticky organismus Cladosporium sp. ze vzorku D2 10 DPI. ZvétSeni 400%.
Piiloha 7: Saprofyticky organismus Fusarium sp. ze vzorku D2 10 DPI. ZvétSeni 400%.

Piiloha 8: Sporangiofor pravdépodobné jiného druhu z rodu Peronospora sp. ze vzorku R2 14
DPI. Zvétseni 400x%.
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ki z rostlin cibule kuchynské

r

ani vzor.

4

Priloha 4: Reprezentativni fotografie z mikroskopického pozorov

naockovanych patogenem P. destructor a kultivovanych ve tfech rezimech a popis pozorovanych

ani.

4

struktur v kazdém vzorku. Mikroskopované vzorky byly odebrany 6, 8, 10 a 14 dni po ockov

Seni 400x.
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Priloha 5: Saprofyticky organismus Penicillium sp. ze vzorku D2 8 DPI. ZvétSeni 400%.
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Priloha 6: Saprofyticky organismus Cladosporium sp. ze vzorku D2 10 DPI. Zvétseni 400x%.
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Priloha 7: Saprofyticky organismus Fusarium sp. ze vzorku D2 10 DPI. Zvétseni 400x.
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Priloha 8: Sporangiofor pravdépodobn¢ jiného druhu z rodu Peronospora sp. ze vzorku R2 14 DPI.
Zvétseni 400x%.
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