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SOUHRN

Vv

(Cucurbitaceae), které zpusobuje vyznamné hospodaiské ztraty na celém svété
(Thomas, 1996). Puvodcem této choroby je obligatni houbovy parazit
Pseudoperonospora cubensis (Lebeda a Cohen, 2011), ktery vykazuje rozsahly okruh
hostitelskych rostlin (Lebeda a Urban, 2007; Palti a Cohen, 1980).

V poslednich letech se hledaji cesty jak identifikovat rozdily jednotlivych kment
P. cubensis sruznymi fytopatologickymi charakteristikami (napf. patotypy),
a to 1 pomoci metod molekuldrni biologie. V ramci této bakalafské prace byla
provedena pomoci metody AFLP detekce variability u souboru 30 izolatd P. cubensis
pochazejici z Ceské republiky. U kazdého z testovanych izolatl byl zndm jeho patotyp.
Geneticka analyza izolath P. cubensis byla provedena pomoci zvolenych
13 primerovych kombinaci. Celkem bylo ziskano 387 detekovatelnych bandl, na
zaklad¢ kterych byly programem TreeView a FreeTree sestaveny tii dendrogramy. Tyto
dendrogramy oddélily izolaty zroku 2009 od ostatnich izolatt. Nepodafilo se tedy
roz¢lenit dané izolaty podle odlisnych geografickych oblasti. Z téchto vysledkt je také
patrné, Ze neexistuje souvislost mezi shlukovanim izolati s podobnymi
fytopatologickymi charakteristikami a jejich AFLP profily.

Vysledky této bakalarské prace ukazuji na dilezitost sledovani zmén v pfirodnich
populacich P. cubensis, které mohou pfispét ve Slechténi rezistentnich odrid
tykvovitych plodin, popfipadé k vybéru a vyvoji fungicidl, které by zmirnily

kazdorocni dopad devastujicich epidemii.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1364-3703.2010.00670.x/full#b68
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1364-3703.2010.00670.x/full#b46
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1364-3703.2010.00670.x/full#b54

SUMMARY

Downy mildew is considered as the most serious disease of Cucurbitaceae plants
which causes the considerable economic losses in the whole world (Thomas, 1996).
The etiological agent of this disease is an obligate fungal parasite Pseudoperonospora
cubensis (Lebeda and Cohen, 2011) which exhibits an extensive range of host plants
(Lebeda and Urban, 2007; Palti and Cohen, 1980).

In recent years are searching for ways to identify the differences in individual strains
of P. cubensis with different phytopathological characteristics (e.g. the pathotypes) also
by using of methods of molecular biology. A detection of the variability was performed
within this bachelor thesis by using of method AFLP at the collection of 30 isolates
of P. cubensis originated from Czech Republic with its known pathotype characteristics.
The genetic analysis of isolates of P. cubensis was performed by using of 13 selected
primer combinations. In total 387 AFLP bands were detected and on their basis three
dendrograms we constructed using of the TreeView and FreeTree programs.
The dendrograms separated the isolates from the 2009 year from the rest of analysed
samples. However, segregation of isolates according to different geographical areas has
not been confirmed. It is also clear from these results that a clear linkage between
the clustering of the isolates with the similar phytopathological characteristics and their
AFLP profiles has not been proved.

The results of this bachelor thesis demonstrate the importance of change monitoring
in natural populations of P. cubensis that can help in breeding of resistant varieties
of crops Cucurbitacea or to the selection and the development of fungicides which
would reduce the devastating impact of annual epidemics of this pathogen.
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1 UVOD

wevr

které zptsobuje vyznamné hospodatské ztraty v Evropé, USA, Cing a Izraeli (Thomas,
1996). Puvodcem této choroby je obligatni houbovy parazit Pseudoperonospora
cubensis (Lebeda a Cohen, 2011). Tento patogen vykazuje rozsahlou geografickou
distribuci a je rozSifen na vSech kontinentech severni i jizni polokoule, kde jsou
pestovany tykvovité rostliny. Vyskytuje se predevSim v subtropickych a tropickych
oblastech a to jak na polnich, tak i na krytych porostech (Lebeda, 1990). Nejcasté&ji se
tento patogen vyskytuje na rodu Cucumis, piicemz rod Cucumis se V soucasnosti
vyskytuje ve vice nez 70 zemich svéta a na C. melo ve vice nez 50 zemich svéta
(Lebeda, 1990). Ma rovnéz i Siroky hostitelsky okruh, kdy kromé péstovanych druhd
¢eledi Cucurbitaceae napada P. cubensis i rizné polokulturni, plevelné a plané rostouci
rody a druhy celedi Cucurbitaceae (Lebeda a kol., 2006; Lebeda a Urban, 2007;
Palti a Cohen, 1980).

U P. cubensis byly popsany fyziologické rasy a patotypy. Ty jsou pomoci systému
kompatibilita/inkompatibilita stanovovany kratce po infekci (Lebeda a kol, 2008).
V poslednich letech se hledaji rizné cesty, jak jednodusSe identifikovat rozdily
jednotlivych kment P. cubensis sriznymi fytopatologickymi charakteristikami
(napf. patotypy), a to i pomoci metod molekularni biologie. V praci realizované na
Katedfe botaniky PfF UP v Olomouci (Sarris a kol., 2009) se jako nevhodné ukazalo
pouziti sekvenovani ITS oblasti, zatimco pomoci metody AFLP byly zjiStény rozdily
mezi izolaty pochazejicimi z rliznych geografickych oblasti. Nebyly vSak jednoznacné
prokazany souvislosti mezi AFLP profily a fytopatologickymi charakteristikami izolatd
P. cubensis.

Hlavnim ukolem této prace bylo pravé ovéfeni vyuziti metody AFLP pro odliSeni
izolata P. cubensis, které vykazuji rizné fytopatologické charakteristiky. Pro tyto ucely
bylo vybrano 30 izolatl ze sbirkové kolekce P. cubensis udrzované na Katedie botaniky
PiF UP v Olomouci, které pochazely z riiznych sbérovych let z uzemi Ceské republiky
a byly u nich detekovany rtizné patotypové profily. Byly pouzity tyto zakladni postupy:
izolace DNA ze spor P. cubensis, aplikace metody AFLP (restrikce, ligace, PCR

amplifikace), polyakrylamidova elektroforéza a statistické zpracovani ziskanych dat.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1364-3703.2010.00670.x/full#b68
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1364-3703.2010.00670.x/full#b68
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1364-3703.2010.00670.x/full#b46
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1364-3703.2010.00670.x/full#b54

2 CIL BAKALARSKE PRACE

1) Vypracovani literarni reSerSe na téma detekce patogenni variability sbirky izolati
Pseudoperonospora cubensis pomoci molekularnich metod.

2) Kultivace vybranych izolatt patogenu P. cubensis (PC), které jsou udrZzovany ve
sbirce mikroorganismi Katedry botaniky PfF UP. Zisk spor pro izolaci DNA,
optimalizace metodiky izolace DNA ze ziskanych spor PC.

3) Optimalizace metody AFLP pro studovany organismus (vybér vhodnych
primerovych kombinaci, optimalizace PCR).

4) Provedeni AFLP analyzy vybranych izolatti PC, statistické vyhodnoceni ziskanych
dat a srovnani vysledkli s dostupnymi fytopatologickymi tdaji o studovanych

izolatech P. cubensis.
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3 LITERARNI RESERSE

3.1 Taxonomie P. cubensis

Pseudoperonospora cubensis (Berk. a Curt) Rostov. byla poprvé popsana Berkelym
Vv roce 1868 na rostlinném materialu pochazejicim z Kuby. Proto je jeji druhové jméno
cubensis (Lebeda a kol., 2006). Pavodcem této plisné je Pseudoperonospora cubensis,
kterda byva oznaCovana i jinymi nazvy jako Peronospora cubensis, Plasmopara
cubensis, Peronoplasmopara cubensis (Lebeda a Cohen, 2011). Na zivém materialu
vSak byla P. cubensis poprvé pozorovana Roztovzewem vroce 1903 v botanické
zahrad¢ v Moskvé (Skalicky, 1961).

Pseudoperonospora  cubensis  patti do  fiSe  Chromista, pododdé€leni
Peronosporomycotina, tfidy Peronosporomycetes a tadu Peronosporales. Trida
Peronosporamycetes zahrnuje V soucasnosti asi 900 druhi, 75 rodd a 19 celedi.
Pseudoperonospora cubensis je soucasti ¢eledi Peronosporaceae a fadu Peronosporales.
Tato cCeled dale zahrnuje rody Pseudoperonospora, Bremia, Peronospora,
Hyloperonospora a Plasmopara. Jednotlivé rody jsou charakterizovany zejména tvarem
a zpusobem vétveni jejich sporangioforti (Lebeda, 2006). Rod Pseudoperonospora je
tvofen péti druhy: P. cubensis, P. humuli, P. cannabina, P. celtidis a P. urticae. Krom¢&
téchto zminovanych existuji i zpravy o existenci Sestého druhu P. cassiae (Savory
a kol., 2011). Na zakladé molekularné-fylogenetickych studii ITS oblasti rDNA
P. cubensis a P. humuli se ukazalo, ze rod Pseudoperonospora je vyhranénou
taxonomickou jednotkou, avsak tyto studie také naznacily, Ze oba druhy jsou si dosti
podobné, s tim, ze P. humuli bylo navrzeno jako synonymum P. cubensis (Choi a kol.,
2005). Tyto studie rovnéz potvrdily, Ze v ramci P. cubensis existuje mala vnitrodruhova
variabilita (Choi a kol., 2005), coz je vSak v rozporu sudaji o patogenni variabilité
P. cubensis (Lebeda a Cohen, 2011).
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3.2 Parazitizmus P. cubensis

P. cubensis je obligatni biotrofni paraziticka houba vyssich rostlin a v napadenych
listech hostitele tvoii nepiechradkované mycelium s haustorii (Lebeda a Swinn, 1994;
Sarris a kol., 2009). Svému hostiteli se zcela piizptusobi a to do té miry, ze muze
existovat a rozmnozovat se jediné na Zzivé rostliné nebo v jejich zivych pletivech.
Rostlinny parazitismus se u ni vyviji nezavisle na nutri¢ni strategii (Sarris a kol., 2009).
Se zanikem hostitele umira i tato plisenn (Lebeda a Cohen, 2011). Jako ostatni oomycota
ani P. cubensis neprodukuje toxiny (Svébova a Lebeda, 2005), jen omezené uvoliiuje
enzymy degradujici buné¢nou sténu (Lebeda a kol., 2001). Na pocatku stadia svého
vyvoje podporuje rist a zvySovani po¢tu organel v bunkach hostitele (Lebeda a Swinn,
1994). Primarni nekroticka reakce infikovaného pletiva je typickd pro rezistentni
hostitele, ktera zabrani procesu infekce. Protoze je P. cubensis biotrofni parazit, neni
mozné ji kultivovat na umélych zivnych substratech (Lebeda a kol., 2006). Je u ni

pfiznacna vysoka hostitelska specificita (Klan, 1989).

3.3 Zivotni a infekéni cyklus P. cubensis

Infekéni cyklus P. cubensis se vyrazné nelis§i od ostatnich patogent c&eledi
Peronosporaceae a zahrnuje nepohlavni fazi zivotniho cyklu charakteristickou tvorbou
nepohlavnich spor (zoosporangii, konidiosporangii). Tyto sporangia jsou vejcitého az
eliptického tvaru a jejich velikost se pohybuje v rozmezi 15-25 x 20-35 um a jsou Sedé
az ¢erno-fialové barvy (Rod, 1988; Skalicky, 1961). K rychlému dozravani, uvoliiovani
a Sifeni sporangii dochazi pti snizené vlhkosti (5-28%) a zvySené teploté. Proces je
zahajen rano, kdy vlhkost klesa a teplota stoupd, a trva az do pozdnich odpolednich
hodin (Lebeda, 2006). Sporangia, ktera jsou rozsifovana pozd¢&ji, maji vétsi Sanci zistat
Zivotaschopnd a infek¢ni do zépadu slunce, kdy se hromadi rosa (Lebeda a Cohen,
2011). Sporangia jsou snadno oddélitelna od svych sporangioforti, na nichz vyrostly
a jsou rozsifovana pasivné nejcastéji pomoci vétru (anemochorii) ale mohou byt Sifeny
i vodou (hydrochorii) smérem k priduchim (Lebeda, 2006). Anemochorie je
povazovéana za primarni a nejucinnéjsi zpisob rozptylu, kterym jsou spory pienaSeny
vétrem na vzdalenosti az n¢kolika stovek kilometri. Vzhledem k takové vzdalenosti se

spory P. cubensis mohou dostat do oblasti, kde neni tento patogen schopen bé&zné
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pfezimovat. Hydrochorie je sekundarnim mechanismem rozSifovani spor na kratké
vzdalenosti (Lebeda a Cohen, 2011). P. cubensis mize také pro své vykliceni vyuzit
gutacnich kapek na listech (Lebeda a Cohen, 2011). Pro styk srostlinou je dulezity
kontakt sporangii s vodou kvili diferenciaci zoospor (Klan, 1989). Zoospory jsou
dvoubicikaté o velikosti 8-12 um a v jednom sporangiu jich muze byt 5-15 (Lebeda,
1990). Tvorba zoospor je vsak zavisla na podminkach prostiedi (Kalina a Vana, 2005).
Jakmile se zoospory dostanou do blizkosti priduchu, jejich pohyb ustava, ztraceji
bi¢iky, encystuji a z cyst zaCinaji klicit. Utvofi se apresorium, ze kterého vyroste
penetracni hyfa, kterd pronika do vnitiniho pletiva listu (Sedlafova a Lebeda, 2002).
Poté nastava kolonizace patogenu, ktera za vhodnych podminek prostiedi (vIhkost 90%)
a pritomnosti vnimavého hostitele pokracuje pomérné rychle a stavé se nezdvislou na
pfitomnosti vody (Lebeda a Cohen, 2011). Do 5-7 dnl vyrostou z priduchii
sporangiofory (Lebeda a Cohen, 2011). Tyto sporangiofory se objevuji ve skupinach po
jednom az po Sesti (Savory a kol., 2011). Maji ukonéeny rust a vétvi se v zavislosti na
daném rodu. Na koncich vétvi se tvoii stejné stara sporangia (Urban a Kalina, 1980).
Pocatecni staddia infekce (od uvolnéni zoospor po vytvoteni prvni hyfy) probihaji ve
vSech hostitelich, jak vnimavych tak rezistentnich. U rezistentniho hostitele se rlst
zastavi po vzniku prvniho haustoria. Tvorba haustorii nebyla pozorovana na
nehostitelskych rostlinach (Lebeda a Cohen, 2011). Mycelium, sporangium a zoospory
se nevyskytuji v semenech nebo plodech. Nemohou pfeZzit v rostlinnych zbytcich ani
v pidé, a proto neni znam mechanismus piezimovani tohoto patogenu V Evropé
(Lebeda a Cohen, 2011). Pedpoklada se, ze P. cubensis ptezimuje v jiznich oblastech
Severni Ameriky a rozSifuje se kazdorocné ve vegetacnim obdobi pomoci vétru do
severnich oblasti Ameriky. Také sporangia pochézejici z jihovychodni Evropy jsou
pfenaSeny vétrem do stfedni Evropy (Savory a kol.,, 2011). V teplych mirnych az
subtropickych oblastech, kde se v zimnim obdobi teplota pohybuje nad bodem mrazu,
P. cubensis ptezimuje formou aktivniho mycelia v pletivech hostitele (Runge a Thines,
2009).

Pohlavni faze P. cubensis se vyskytuje velmi vzacn¢ a dosud nebyla prokazana ve
vSech zemich, kde se P. cubensis vyskytuje (Lebeda a Cohen, 2011). Probiha pies
tvorbu oospor na konci vegetacniho obdobi, tedy v dobé, kdy zacinaji odumirat

infikovana pletiva hostitelskych rostlin (Lebeda, 2006). Vyskyt oospor v ramci Evropy
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byl zaznamenan pouze v Rakousku, Izraeli, Indii, franu a Cing. V Ceské republice

a USA se doposud nepodafilo oospory nalézt.

(a) vzduchem rozptylena, Sedofialovad sporangia pfistanou na povrchu listu a kli¢i ve

vlhkém prostfedi za tvorby zoospor, (b) zoospory encystuji v priduchu a poté pronikaji
na povrch listu, (¢) hyfy kolonizuji mezofylovou vrstvu, zakladaji kyjovité vétvena
haustoria uvnitt rostlinnych bunék, (d) pfes den dojde ke sporulaci a az Sest
sporangioforii vyrasta z kazdého priiduchu. Sporangia jsou vytlacena ze sporangiofor
zménami hydrostatického tlaku a jsou sebrana proudem vétru, ktery je nese je k dalSimu
hostiteli. (e) chlorotické 1éze ohranicené listovou zilnatinou jsou typickym znakem

infekce P. cubensis, (f) loha pohlavni faze P. cubensis neni znama.

Obrizek 1: Zivotni cyklus Pseudoperonospora cubensis (upraveno podle Savory a kol., 2011)
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3.4  Faktory ovliviiujici infek¢ni proces P. cubensis

Uvolnovani spor P. cubensis je zavislé na teploté, pti¢emz jako optimalni rozpéti se
uvadi 9-30 °C, pokud je teplota vyssi, spory encystuji, nhaopak pfi nizkych teplotach
spory piezivaji pomoci tlustosténnych oospor. Optimalni teplota pro kliGeni cyst je
25 °C (Cohen, 1981). Teplota ovliviiuje i tvorbu haustorii a vezikul a pro tuto fazi je
dulezité stiidani teplot mezi dnem a noci. Nejvhodngjsi je v pocatcich infekce zachovat
pomér 25-30 °C denné a 20 °C v noci (Lebeda, 1990; Lebeda a Cohen, 2011). Nizsi
teploty zpozd'uji celkovy rozvoj symptomu, zatimco vyssi teploty posiluji rozvoj
symptomu infekce. Vyssi teploty také urychluji rast 1ézi. Nasledné je ukoncen rozvoj
patogenu. Pfi vysoké teploté (nad 45 °C) a obrovské vzdusné vlhkosti (> 90%), ktera
muze nastat ve sklenicich, patogen uhyne (Lebeda a Cohen, 2011). Zména teploty ma
zna¢ny vliv na morfologii sporangiofort P. cubensis (Savory a kol., 2011).

Dilezita je 1 koncentrace inokula, kdy pifi jeho wvysokych koncentracich
(cca 1 000 sporangii/cm? na listu) se mohou symptomy objevit dfive, a to uz za 3-4 dny.
Naopak pfi nizkych koncentracich (cca 10 sporangii/cm® na listu), dojde k zpozdéni
infekce a symptomy jsou patrné teprve po 7 a vice dnech (Lebeda a Cohen, 2011).

Vlhkost prostfedi je vyznamna pro tvorbu sporangii. Vlhkost byva ¢asto spojovana
s orosenim listd (Lebeda, 2006). Pokud by doslo na kratkou dobu (10-15 minut)
k vyschnuti povrchu sporangioforu pii kliceni, mélo by to za nasledek naruseni integrity
vnitini mitochondridlni membrany sporangia, ptfedCasny vznik zoospor a ukonceni
celého procesu infekce. Optimalni doba oroseni listll pro uspéSnou infekci P. cubensis
je 6 hodin, jel-li delsi, nema to jiz vliv na intenzitu napadeni (Cohen, 1977).

Rovnéz kvalita, intenzita a spektralni slozeni svétla mad zasadni vliv na produkci
sporangii. Dostatek svétla podporuje rozvoj hyf a haustorii, coz vede k tvorbé vétSich
1ézi, naopak nizka intenzita svétla zpisobuje redukci poctu a velikosti 1ézi (Lebeda
a Cohen, 2011). K nejvétsi produkci spor dochazi pravé za tmy béhem 6 hodin, vytvari
se sporangia a dochazi k ptemén¢ nahromadénych asimilatli na slouceniny (Lebeda,
2006). Pokud jsou rostliny vystaveny pfiliSnému osvétleni, dochazi k akumulaci
asimilatd, a tim dochézi ke zvySeni fotosyntézy. Experimentalné bylo zji§téno, Ze modré
svétlo inhibuje sporulaci. Podobné t¢inky maji i zelené a Cervené svétlo, avSak v mensi
mife. Inhibi¢ni uCinek svétla je siln€ zavisly na teploté, s vyssi teplotou stoupa (Lebeda

a Cohen, 2011).
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Stafi rostliny mize mit také vliv na projev infekce P. cubensis. I kdyz vsechna
vyvojova stadia hostitelské rostliny mohou byt P. cubensis napadena, u mladych rostlin
se objevuji symptomy mnohem diive a také se rychleji §ifi, nezli u starSich rostlin

(Lebeda, 2006; Lebeda a Cohen, 2011).

3.5 Symptomy napadeni P. cubensis

Na rozdil od jinych Peronosporaceae, P. cubensis nezplsobuje systémové infekce
u rostlin, napadda piedevSim listovou cepel a vyjimeéné mize dojit k tvorbé
sporangioforii na stoncich, listovych cepelich a tponcich (Lebeda, 2006;
Lebeda a Cohen, 2011). U riznych druhti tykvovitych se pfiznaky napadeni P. cubensis
vyrazné li§i. U né€kterych druhi tykvovitych rostlin (napt. na okurkach, na r. Luffa)
P. cubensis zpusobuje nepravidelné olejové zluté skvrny (1éze) ohranicené listovou
Zilnatinou, zatimco u jinych tykvovitych (napf. na r. Cucurbita) nejsou tyto léze
omezené zilnatinou a jsou vice kruhové a pravidelné.

Inkubaéni doba, tj. doba od penetrace po objeveni prvnich piiznakd infekce, se
pohybuje u P. cubensis od 4-12 dni a je zavisla na tadé faktord, a to zejména
klimatickych podminkach, mnozstvi inokula a reakci hostitelské rostliny (Cohen, 1977,
Lebeda a Wiedrlechner, 2003). Béhem inkubace roste mycelium P. cubensis
Vv mezibunéénych prostoradch a dochdzi k vyvoji haustoria uvnitt mezofylovych bunék
(Lebeda a Cohen, 2011).

Obdobi infekce za€ina s objevenim prvnich symptoml napadeni timto patogenem,
které v naSich klimatickych podminkéach zpravidla nastavd ve druhé poloviné ¢ervence
nebo zacatkem srpna, a kon¢i na konci vegetatniho obdobi (ve druhé poloviné srpna
a zaCatkem zafi), kdy je vétSina napadenych porostli zni¢ena plisni (Lebeda a Cohen,
2011).

Svétle zelené, hranaté skvrnky na listovych &Eepelich jsou prvotnim piiznakem
napadeni P. cubensis, avSak dochazi k rychlému zloutnuti téchto skvrn. Velikost
primarnich 1ézi se pohybuje od 3 do 10 mm. Postupné tyto 1éze splyvaji a tvoii vétsi
1éze. V pozd¢jsich fazich se na spodni stran¢ listli objevuje Sedy povlak sporangioforti

se sporangii. Skvrny se zvétsuji a §ifi. Napadené pletivo rychle zasycha a pozdé&ji i cely
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list. Pfi extrémné silné infekci listy nekrotizuji a muze dojit az k thynu celé rostliny

(Lebeda, 2006; Lebeda a Cohen, 2011).

3.6 Hostitelsky okruh P. cubensis a charakteristika celedi
Cucurbitaceae a nékterych jejich vyznamnych roda a druhi

P. cubensis napada nejen péstované druhy tykvovitych zelenin, ale 1ze ji najit také na
polokulturnich a plevelnych rodech, druzich z &eledi Cucurbitaceae (Caéa a kol., 1990;
Lebeda a Winderlechner, 2003). Celed” Cucurbitaceae je pomémé rozsahla a velmi
heterogenni a v soucasné dob¢ zahrnuje ptiblizné 118 roda s 825 druhy (Lebeda, 1998).
P. cubensis napada kolem 60 druhu této ¢eledi (Lebeda, 2006).

Nejvyznamnéj$im rodem této Celedi je rod Cucumis obsahujici vice nez 30 plané
rostoucich druhti. Tyto druhy se vyskytuji v suchych a polosuchych oblastech Afriky.
Vyjimkou jsou dva bézné péstované druhy, Cucumis sativus (okurka setd) a Cucumis
melo (meloun cukrovy), které jsou typické pro Indii (Lebeda a Cohen, 2011). Ve
skute¢nosti P. cubensis ale napada vSechny druhy rodu Cucumis (Lebeda, 1992).
Cucumis sativus je geneticky homogenni druh, a proto vykazuje nizkou variabilitu
Vv interakcich s P. cubensis (Lebeda a Cohen, 2011).

Mezi Casté hostitele P. cubensis patii rovnéz i zastupci rodu Cucurbita. Tento rod je
velice variabilni. Je reprezentovana asi 20 druhy vyznacujici se pomérné Sirokou
genetickou variabilitou. VSechny druhy pochdzeji ze Stiedni Ameriky (Lebeda, 1998),
ale pouze tfi ztéchto druhti (C. maxima — tykev obrovska, C. moschata — tykev
muskatova a C. pepo — tykev obecnd) jsou piirozenymi hostiteli P. cubensis (Lebeda
a Widrlechner, 2003).

Mezi dalsi hostitelské rostliny P. cubensis patii zastupci rodu Citrullus, Lagenaria,
Benincasa a Luffa (Lebeda a Cohen, 2011). Rod Citrullus zahrnuje ¢tyii druhy, a to
Citrullus colocynthis, C. ecirrhosus, C. lanatus a C. naudinianus. Rod Lagenaria
pochazi z Afriky a je tvofen Sesti druhy. Rod Benincasa je tvofen jedinym druhem
B. hispida (tykev voskova), ktery pochazi z jihovychodni Ciny (Lebeda a Cohen, 2011).
Tento druh byl popsan jako pfirozeny hostitel P. cubensis (Lebeda a Widrlechner,
2003).
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VSechny tyto vySe jmenované druhy celedi Cucurbitaceae jsou piechodnymi
hostiteli P. cubensis. Jediny zastupce z Cucurbitaceae, ktery by mohl byt
potencialné trvalym hostitelem P. cubensis, je Bryonia dioica (posel dvoudomy). Tento
druh se vyskytuje v jizni a stfedni Evropé, ale mize se objevit i v severni Evropé. Je
schopen pfezit zimu, ¢imz nelze vyloucit, Ze patogen neni schopen na této rostliné
prezimovat. Nékolika pokusy byl Gspésné proveden ptenos infekce z B. dioica na C.
sativus. Na rozdil od C. sativus, B. dioica vykazovala symptomy, které nebyly
viditelné pouze na listové Zilnatiné (Runge a Thines, 2009).

V Ceské republice (CR) je péstovan relativné omezeny sortiment tykvovitych zelenin,
piedevsim se jedna o tyto druhy: Cucumis sativus, C. melo, Cucurbita maxima, C. pepo,
Citrullus lanatus, okrajové pak i 0 nékteré dal§i druhy napi. Cucurbita moschata,
C. foetidissima, C, ficifolia nebo Lagenaria siceraria. Pfirozenym hostitelem
P. cubensis v CR je pouze Cucumis sativus, na némz jsou kazdoroéné zaznamenany
znaéné hospodaiské $kody. Vyjimeéné byla v nékterych letech v CR pozorovana
pfirozena infekce i na jinych hostitelich a to na C. melo (v roce 1984, 2003), Citrullus
lanatus (1984, 2010), Cucurbita moschata (2009, 2010, Pavelkova a kol., 2011),
Cucurbita pepo a C. maxima (na obou druzich poprvé v roce 2010) (Lebeda a kol.,
2006). Plané druhy tykvovtych nejsou pravdépodobné v CR hostiteli P. cubensis
(Lebeda a Urban, 2004). Fakt, Ze na uzemi CR je infikovan piedeviim druh C. sativus
by mohl ukazovat na ur¢itou fyziologickou specializaci ¢eské populace P. cubensis,
avSak na zakladé zjisténi ptirozené infekce porosti Cucurbita maxima, C. pepo,
C. moschata, C. ficifolia a Citrullus lanatus v minulém roce lze usuzovat, Ze okruh
pfirozenych hostitelti P. cubensis v CR by se mohl rozsifit o nové hostitele (Lebeda
a kol., 2006; Lebeda, osobni sdéleni).
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3.7 Geografické rozsifeni P. cubensis

P. cubensis je rozsitena celosvétoveé (Lebeda a Winderlechner, 2003). Zejména pak
v subtropech a tropech, kde roéni srazky pievysuji 300-350 mm. Siii se viak i do
oblasti, kde pro ni nejsou idealni podminky, napi. do Skandinavie. To jak se P. cubensis
§if, ukazuje na jeji schopnost adaptace na uplné odlisné ekologické podminky v téchto
novych oblastech (Lebeda, 2006). V soucasné dobé se P. cubensis vyskytuje na
C. sativus ve vice nez 30 zemich svéta a na C. melo ve vice nez 50 zemich. Rozsifeni na
rodu Cucurbita je pomémé vzacné, bylo zaznamenano piiblizné ve 40 zemich,
predevsim ve Stifedni Americe a v oblasti Karibskych ostrovii. Vyskyt patogenu na rodu
Citrullus je dokumentovan z 25 zemi svéta (Lebeda a Cohen, 2011).

P. cubensis je ve stiedni Evropé znama jiz od pocatku 20. stoleti. K obrovskému
rozsifeni tohoto patogenu doslo az ve 2. poloviné 80. let 20. stoleti. Do této doby nebyl
dokumentovan zadny zaznam o patogennim a destruktivnim efektu P. cubensis. Vétsina
publikovanych informaci o hostitelské specializaci pochéazela z Asie a USA (Lebeda
a Gadasova, 2002). Vyskyt patogenu se ve stfedni Evropé zacal rapidné zvySovat od
roku 1984 (Lebeda, 1998). Za pielomovy lze oznacit rok 1985, kdy nastala epidemie
plisn¢ tykvovityh a byla zasazena téméf celd Evropa a duasledky této epidemie byly
ni¢ivé a ztraty vynost dosahovaly az 90 % (Lebeda a kol., 2006). V Ceskoslovensku se
objevila prvni epidemie o rok dfive, ale Skody, které tato pliseni napachala, nebyly tak
velké (Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda a kol., 2006). Od roku 1984, se epidemie
P. cubensis objevuji v Ceské republice kazdoroén& (Lebeda a Hiibschova, 2010) a jsou
zpusobovany kazdoro¢nim transportem inokula pomoci proudiciho vzduchu z jiZni
a jihovychodni Evropy do severnich oblasti, a to do Svédska a Finska (Lebeda a Urban,
2007; Sarris a kol., 2009). V letech 1986-1988 nastala dalsi epidemie, ktera svou silou
odpovidala epidemii z roku 1985. Diky lep$i ochrané rostlin vSak byly ztraty mnohem
mensi. DalSi zavazna epidemie se objevila v roce 1989, ztraty se pohybovaly kolem
80 % (Lebeda a Cohen, 2011). V soucasnosti se P. cubensis vyskytuje na celém tizemi
Ceské republiky kazdoroéné, ale uz nezpuisobuje tak rozshlé skody jako v minulosti
(Lebeda, 2006).
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3.8 Specificnost interakce Cucurbitaceae — P. cubensis

Pro zastupce cCeledi Peronosporaceae je typicky obligatné biotrofni parazitismus,
ktery je spojen s vyraznou hostitelskou specializaci. Jednotlivé druhy se od sebe lisi
rozdilnym stupném hostitelské specifity (Lebeda a Schwinn, 1994). V tomto ohledu je
P. cubensis oligofagni systematicky patogen, ktery napada pouze omezeny pocet druhi
a rodii Cucurbitacea (Lebeda, 1999). Specificnost vztahti mezi hostitelem a patogenem
je determinovana charakterem hostitele i patogenu (Lebeda, 1984). P. cubensis je se
zastupci rodu Cucurbitacea ve vztahu inkompatibility ¢i inkompability. Na tomto vztahu
se podili jednak vnitrodruhova variabilita hositele a také variabilita v patogennich
vlastnostech P. cubensis (Lebeda, 1988). Projev kompatibility/inkompatibility je velmi
patrny (Lebeda a Winderlechner, 2003).

3.8.1 Patogenni variabilita

P. cubensis vykazuje velice rozsahlou vnitrodruhovou variabilitu stejné jako je tomu
I U jinych zastupct peronosporalnich hub (Lebeda a Winderlechner, 2003). Prvni
zminka o variabilité této plisné pochazi z Japonska z roku 1940 (Lebeda a kol. 2006).
Tato variabilita je ziejma pii interakcich s hostitelskymi rody, druhy a nizS$imi
taxonomickymi ¢i genetickymi jednotkami. Konkrétné u P. cubensis existuji
fyziologické rasy a patotypy, popiipadé i specialni formy (Lebeda a Cohen, 2011).

Patotypy predstavuji fyziologické formy, které se od sebe 1isi hostitelskou specifitou
na urovni rodd, druhd nebo poddruht riznych Cucurbitaceae, nelze je vsak rozlisit
podle morfologickych znakti (Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda a kol., 2006). K urc¢eni
patotyptt P. cubensis slouzi diferenciacni soubory tykvovitych rostlin (Lebeda
a Winderlechner, 2003). Thomas a kol. (1987) sestavili prvni soubor pro identifikaci
patotypd. Pro tento cel pouzili soubor 6 riznych diferenciacnich genotypt z rodu
Cucumis, Cucurbita a Citrullus. 8 izolatd P. cubensis, které byly pouzity pro dany
experiment pochazely z riznych zemi: z USA, Izraele a Japonska. Byly vybrany na
zakladé vysledkd inokulace na 26 rostlinnych genotypech reprezentujicich 7 rodu
(Lebeda a Cohen, 2011). Nejvice virulentni izolaty pochazely z USA (Lebeda, 1998).
Pouzitim tohoto souboru bylo zjisténo, Zze vV ramci vSech izolath existuje 5 odlisnych

patotypt (Lebeda a Winderlechner, 2003). Tyto patotypy byly popsény v zévislosti na
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zvySujicim se poctu hostitelll, na kterych se objevila virulentni reakce (Lebeda a Cohen,
2011). Cohen a kol. (2003) determinovali Sesty patotyp pivodem z Izracle na zakladé
jeho patogenity pro $ir§i okruh hostitelt (Savory a kol., 2011). V roce 2002, Lebeda
a Gadasova pouzili k charakterizaci P. cubensis diferencia¢ni soubor slozeny celkem
z 12 taxonu z 5 rod Cucurbitaceae. Soubor byl vytvofen na zaklad¢ diive ziskanych
vysledk. Hostitelské izolaty ukdzaly obrovskou variabilitu na obou straniach
patosystému. Cucumis sativus cv. Marketer ukazal velmi citlivé reakce na vSech
kultivary C. sativus jsou vysoce citlivé k P. cubensis. Dale, ze C. melo, C. pepo,
C. maxima a L. siceraria mohou byt povazovany za vnimavé k P. cubensis. VSech
12 taxonll vykazovalo rozdilnou reakci se souborem izolatli. Tento soubor byl rozdélen
do 13 skupin podle jejich reakénosti, tj. 13 patotypi (Lebeda a Gadasova, 2002).
V soucasnosti je k detekci patotypu P. cubensis vyuzivan zdokonaleny diferenciaéni
soubor (Lebeda a Winderlechner, 2003), ktery vychazi ze souboru piedchoziho.
Navrhovany soubor zahrnuje 12 taxont z 6 rodt (Benincasa, Citrullus, Cucumis,
Cucurbita, Lagenaria a Luffa). Zastupci tohoto souboru jsou dobie definovani na Grovni
druhti, poddruhti a genotypii. Tento soubor umozinuje charakterizovat patotypy pomoci
12 patogennich faktorti a jejich kombinaci. S timto souborem byl navrhnut novy zptsob
popisu patotypl. Systém popsani a oznaceni vychazi z numerického tetrddového kodu
a je zpracovan na zakladé binarniho hodnoceni kompatibility a inkompatibiliy (++)
urcitého izolatu na diferenciaénim souboru. Pro kazdy izolat je vytvofen numericky
tetradovy kod. Tento ¢iselny kod daval jasny obrazek o patogenité zkoumanych izolati
(Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda a kol., 2006).

V literatufe se ¢asto uvadi, Ze u plisné P. cubensis existuji nejen patotypy, ale také
fyziologické rasy (Lebeda a Urban, 2007). Tyto rasy predstavuji podrobnéjsi
diferenciaci v ramci druhu (Lebeda a Cohen, 2011). Rasa je definovana jako biotyp
uvniti druhu, ktery se 1i8i od jinych takovych biotypt fyziologickymi znaky, mimo jiné
1 virulenci (Lebeda a kol.,, 2006). Rasy se lis§i fyziologickou specializaci izolatl
(populaci) patogenu a ruznou virulenci na odridich (genotypech, liniich) téhoz
hostitelského druhu, pfipadné druhti blizce piibuznych (Lebeda a kol., 2006). Palti
(1974) uvedl, ze odlisné reakce riznych druht rostlin na patogena jsou zptsobeny praveé

existenci fyziologickych ras (Nischit a kol., 2002). Z odborné literatury je znama tada
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ptikladi, které pifimo ¢i nepfimo ukazuji na existenci ras u P. cubensis. Napt. vyzkum
z roku 1932 provadény v USA ve stat¢ Massachusetts prokazal rezistenci péstovanych
i planych odrud okurek k P. cubensis, odriad, které byly v Americe jinak povazovany za
nachylné k P. cubensis (Cohen, 1981). Dalsim piikladem je nahlé selhani rezistentnich
kultivara Palmetto v Jizni Karoliné (Cohen, 1981; Lebeda a Cohen, 2010). Existence
fyziologickych ras byla prokazana u Cucumis melo, Cucurbita pepo i jinych Cucurbita
spp. Soucasné znalosti o rasach P. cubensis se vztahuji na izolaty pochazejicich

z Cucumis sativus a Cucumis melo (Lebeda a Cohen, 2010).

3.8.2 Zdroje odolnosti a Slechténi na rezistenci
Mezi zékladni podminky Gspésného Slechténi na rezistenci patii dobra znalost zdrojt
odolnosti a vhodné metody testovani odolnosti. Nejvice poznatkd bylo nashromazdéno
pravé pro C. sativus a C. melo (Lebeda, 1990, 1999). Velmi malo je naopak znamo
0 rezistenci u rodua Citrullus, Benincasa, Luffa a Lagenaria (Lebeda, 1990;
Lebeda a Widrlechner, 2004).

3.8.3 Cucumis sativus

Slechténi okurek pro dosaZeni rezistence viiéi P. cubensis zapocalo v Puerto Rico
v roce 1930. Nékolik rezistentnich rostlin vii€i tomuto patogenu bylo objeveno také
v Cin¢ a Indii (Lebeda a Cohen, 2011). Tyto genotypy slouzily hlavné v USA jako
zaklad ke Slechténi okurek na rezistenci vac¢i P. cubensis (Lebeda, 1990). Rezistence
téchto rostlin postradala charakter Uplné inkompatibility (Lebeda a kol., 2006).
Rezistentni kultivary vyvinuté v 1969 zlstaly dostate¢né odolné proti této plisni, takZe
nemusely byt pouZivany fungicidy. Tento stav trval aZ do roku 2004 (Lebeda a Cohen,
2011). U fady dalsich vyslechténych odrid doslo v kratké dobé k ptekonani rezistence.
Doposud neexistuje zadny genotyp, ktery by vykazoval jednoznacnou inkompatibilitu

ke stavajicim patotyptim patogenu (Lebeda a kol., 2006).
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3.8.4 Cucumis melo

V ramci vsech tykvovitych je problematika Slechténi na rezistenci prozkoumana
nejvice pravé u druhu C. melo. Prvni vyzkum byl realizovan v roce 1930 v USA, kde
byly popsany c¢tyii odrudy s vysokym stupném rezistence k P. cubensis (Lebeda
a Cohen, 2011). V soucasné dob¢ je stale nejvyznamnéj$im zdrojem rezistence C. melo
var. reticulatus PI 124111, poptipadé PI 124112 (Cohen, 1981; Lebeda a kol., 2006).
Odrady odvozené z téchto zdroju se vyznacuji rezistenci, pii které se tvofi jen nepatrné
1éze. U C. melo jsou také znamy odridy se zietelnou polni rezistenci, napi. v lzraeli
(Cohen, 1981). Doposud vsak neexistuji kultivary, které¢ by byly rezistentni proti vS§em
znamym patotypum P. cubensis (Lebeda a Cohen, 2011).

3.8.5 Cucurbita spp.
O rezistenci tykvi k P. cubensis neexistoval dlouhou dobu dostatek udaja.
V 90. letech 20. stoleti zacal v Ceskoslovensku vyzkum rezistence u cuket a patizonl,
ktery u cuket prokézal existenci neuplné rezistence. V soucasnosti je zndmo mnoho

genotypu, které maji vysoky stupen odolnosti vii¢i P. cubensis (Lebeda a kol., 2006).

3.9 Genetické aspekty interakei Cucurbitaceae - P. cubensis

Pro poznani genetického vztahu hostitele a patogenu jsou nezbytné dilezité studie
genetiky rezistence hostitele a schopnosti patogenu vyvolat infekci. U zastupct
Peronosporaceae je pozndni tohoto vztahu doposud omezené. Rezistence rostlin viici
patogenim ma mendelistickou dédi¢nost (Lebeda a Schwinn, 1994). Schopnost
patogenu napadat hostitele je podminéna urcitou genetickou informaci. Existuje systém
»gen proti genu“ (Lebeda, 1984), podle kterého se determinuje rasové/patotypova
specifita v interakcich hostitel-patogen. Podle této teorie kazdy hostitelsky genotyp
obsahuje jeden ¢i vice geni rezistence, které interaguji s geny avirulence u patogenu
(Lebeda a Schwinn, 1994). Zakladni poznatky o rezistenci vaci P. cubensis jsou
k dispozici pouze pro né&které hostitele (napf. C. sativus a C. melo) (Lebeda
a Winderlechner, 2004)

Také poznatky o genetice patogenni variability P. cubensis jsou velmi omezené.

V tomto ohledu je nejvice prozkoumanym patogenem Bremia lactucae (Lebeda
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a Schwinn, 1994). Thomas a kol. (1987) uvedli, Ze geneticka variabilita P. cubensis
muze byt ddna vysoce infekénim diploidnim vegetativnim stadiem, protoze dvojitd sada
gend umoznuje SirSi spektrum odpovédi P. cubensis na selekéni tlaky, a tim zvySuje

schopnost patogenu adaptovat se na hostitele.

3.10 Interakce na bunééné a molekularni irovni

O interakcich kompatibilita/inkompatibilita mezi hostitelem a patogenem se
rozhoduje kratce po penetraci, tzn. procesu rozpoznani (Lebeda a Schwinn, 1994). Toto
rozpoznani probihd na urovni bunéénych stén a membran, a spocéiva v detekci
jedine¢nych strukturdlnich znakti patogenu specifickymi molekulami hostitelské
rostliny. Pokud jsou detekovany ,,cizi“ struktury, dojde k zastaveni rdstu patogenu.
Neni-li patogen rozpoznan jako ,cizi“, dojde k vytvofeni kompatibilniho stavu,
a patogen zacne kolonizovat pletivo a reprodukovat se v ném (Lebeda, 1989).

Rezistentni odridy reaguji na napadeni hypersenzitivni reakcei, ktera vede nekrotizaci
bunék. Rezistence nékterych rostlin je spojovana s akumulaci fenolt, kalozy a ligninu.
Tyto latky brani rGstu mycelia patogenu. Proces rezistence je také Vv nékterych
pfipadech zavisly na teploté. Pii vysSSich teplotach se rezistence projevi, naopak pii
nizsich teplotach jsou projevy rezistence omezené (Lebeda a kol., 2006; Ballas a kol.,
1993).

3.10.1 Molekularni metody pouZivané pri studiu P. cubensis

Dosavadni molekularné genetické studie zastupci rodu Pseudoperonospora
predev§im fte$i taxonomické a fylogenetické otazky jednotlivych druhii rodu
Pseudoperonospora s pouzitim sekvenace tzv. ITS regionu a ribozomalnich
podjednotek (Choi a kol., 2003; Cooke a kol., 2002; Riethmiiller a kol., 2002; Thines,
2007; Voglmayr, 2008). Metoda sekvenace této oblasti DNA se pro svij konzervativni
charakter ukazuje jako nevhodna pro studium genetické variability na vnitrodruhové
urovni (Jankovics a kol., 2008; Sarris a kol., 2009). V soucasné dob¢ se vyviji nové
polymorfni markery a variabilni tiseky DNA (Giresse a kol., 2010) pro postizeni
genetické variability na intraspecifické Grovni a popf. korelace vysledkl genetickych

analyz jednotlivych izolata s jejich patotypy.
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Doposud pouze jedind prace, ktera pouzila techniku AFLP pro studium
intraspecifické genetické variability izolatd P. cubensis, byla publikovana v roce 2009
(Sarris a kol., 2009). Pomoci AFLP se podafilo prokazat intraspecifickou variabilitu
a genetickou izolaci izolatd P. cubensis, které pochazely z rtznych geografickych
oblasti. Divodem malého poctu publikovanych praci jsou predevsim technické potize
spojené se ziskavanim dostatecného mnozstvi kvalitni DNA z P. cubensis. Tento
problém je ziejmy i u dalSich obligatnich biotrofnich parazitl, jejichz kultivace je
zéavisla na hostiteli (Jankovics a kol., 2008). Metoda AFLP byla rovnéz s uspéchem
pouzita pfi studiich vnitrodruhové variability dalSich zastupcti oomycet: napt. Erysiphe
necator (Nufiez a kol., 2006), Peronosclerospora sorghi (Perumal a kol., 2006),
Phytophtora capsisci (Lamour a Hausbeck, 2001), Phytophtora infestans (Perez a kol.,
2001), Phytophtora citricola (Bhat a Browne, 2007), Phytophthora cactorum (Bhat
a kol., 2006), Phytophthora sojae, Phytophthora vignae (May a kol., 2003),
Podosphaera leucotricha (Urbanietz a Dunemann, 2005) a Oidium neolycopersici
(Jankovics a kol., 2008).

3.10.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

V poslednich deseti letech byly vyvinuty rizné metody pro identifikaci
a genotypizaci prokaryotickych a eukaryotickych organismti na urovni DNA. AFLP
analyza patii mezi molekularné-biologické metody pouzivané pii detekci polymorfismu
na arovni DNA. Princip metody Ize popsat ve ¢tyfech krocich.

Prvnim krokem je tzv. restrikce, béhem které dochazi k nastipani genomické DNA
pomoci restrikénich enzymi (EcCORI a Msel). Vznikaji tii typy DNA fragmenti
(Eco-Eco, Eco-Mse, Mse-Mse) s tzv. lepivymi konci (Meudt a Clarke, 2007). Konce
takto vzniklych fragmenti DNA se ve druhém kroku, ligaci, zaceluji navazanim
kratkych, synteticky pfipravenych fragmentt DNA — tzv. adaptord. Adaptor spolu
s restrikénim mistem poskytuje univerzalni vazebné misto pro PCR v nésledujicich
fazich AFLP (Weising a kol., 2005).

Ve tretim kroku dochazi k amplifikaci fragmenti DNA s navazanymi adaptory
pomoci klasické PCR reakce s dvojici primert, které jsou komplementarni k sekvenci
adaptord. Kazdy ztéchto primerti navic obsahuje na 3’konci nukleotid zasahujici

dovniti amplifikovanych fragmenti DNA. Diky tomu dojde jednak k selekci fragmentt,

25



které vznikly soucasnym Stépenim enzymu ECORI a Msel a také K vyrazné redukci
fragment ptitomnych v ligaéni smési (Savelkoul a kol., 1999). Pocet fragmentd
ziskanych preselektivni amplifikaci je piili§ velky pro spolehlivou separaci a detekci
téchto fragmenti. Proto je nutné tento pocet dale redukovat.

V poslednim ¢tvrtém kroku jsou pouzity proto PCR primery, které obsahuji dalsi
(1-3) selektivni nukleotidy (napt. ECO+ATA a Mse+CAC) redukujici pocet
amplifikovanych fragmentd. Pocet a typ selektivnich nukleotidii se zvoli na zakladé
testovani raznych primerovych kombinaci tak, aby byl po separaci ziskan informativni
a spolehlivé detekovatelny profil. Zménami kombinaci primerti v poslednim kroku
AFLP dochazi opakovan¢ k vygenerovani a detekci 20-100 vysoce polymorfnich
markerli z celého genomu jedince. Provadi se n€kolik PCR reakci s pouzitim rtiznych
primerovych kombinaci vedouci k zisku 200-400 bandd. Pro detekci amplifikovanych
fragmentl se V soucasnosti pouziva separace fluorescenéné zna¢enych AFLP fragmenti
na sekvenatoru nebo finanéné a pfistrojové nenarocna radiografickd detekce nebo
detekce barvenim stiibrem (Vos a kol., 1995).

Posledni zminény typ detekce byl pouzit i v této bakaldiské praci. Vyhodou je
predevsim relativné nizka cena a nizka naro¢nost na ptistrojové vybaveni. V naslednych
krocich je mozno vyfezat vybrané¢ AFLP fragmenty z gelu, provést jejich eluci,
reamplifikovat, osekvenovat a popiipadé pievést do jiného typu markeru (Wang
a Roberts, 2006; Xiao a kol., 2007).

Obecné je AFLP povazovana za metodu vysoce citlivou, reproducibilni a nevyzaduje
dlouhy ¢as na pripravu (Bensch a Akesson, 2005). Metoda je pouzivana pro rizné
ucely, od populacné-biologickych a fylogenetickych studii, dale identifikaci odrad,
kultivari a hybridd, po studie zabyvajici se expresi genii (Cooke a Lees, 2004; Meudt
a Clarke, 2007). Na rozdil od jinych metod (napf. mikrosatelity) neni nutna znalost
DNA sekvence studovaného organismu. Z toho diuvodu ¢asto AFLP nachazi uplatnéni
v aplikacich, kdy neni dostupna informace o sekvenci DNA nebo tradicni metody jako
sekvenace nejsou dostate¢né variabilni (Ovesna a Hodek, 2007).

Nevyhodou této metody je jeji dominantni charakter a anonymni povaha fragmentt,
ale i tzv. homoplasie fragmenti.. Tento termin oznacuje fragmenty stejné délky, které
pochézi z riznych lokusti genomu, ale pfi separaci komigruji. Pfi ndsledném hodnoceni

jsou pak povazovany jako identické (Caballero a kol., 2008, Paris a kol., 2010).
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Fragmenty se stejnou elektroforetickou mobilitou mohou byt ¢astmi kopii gen,
pseudogenti, transpozomu a piredevS§im repetetivnich ¢asti genomu. Nemaly vliv
sehrava také osoba, ktera AFLP profily vyhodnocuje — pak hovofime o tzv. ,,technické
homoplasii““ (Paris a kol., 2010). Negativni ovlivnéni vysledki detekci fragmenu, které
vykazuji homoplasii, 1ze snadno predejit redukci poctu fragmentd pii jedné selektivni

amplifikaci (Caballero a kol., 2008).

3.10.3 Metody izolace DNA u zastupcu rodu Pseudoperonospora

Pro uspésny pribéh metody AFLP je potfebna relativné ¢ista DNA. V dosud
publikovanych molekularné¢ genetickych metodach, které se zamétovaly na rod
Pseudoperonospora, byly pouzity hlavné dva zpusoby extrakce DNA, a to CTAB
metoda a metoda izolace pomoci komerénich kiti (Telle a Thines 2008; Sarris a kol.,
2009).

Metoda CTAB vyuziva schopnosti cetyltrimetylamoniumbromidu (CTAB) vytvaret
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pii vysoké koncentraci soli rozpustny
a naopak pii nizké koncentraci soli vytvaii srazeninu. CTAB také putsobi jako
detergencni ¢inidlo, které uvoliiuje DNA z komplexu membran a proteint.. Na zakladé
rozdilné rozpustnosti CTAB a DNA je mozné odd¢lit a ziskat ¢istou DNA (Cufinova,
2008). Pomoci této metody byla v Laboratofi molekularnich markert KB PiF UP
ziskana DNA, kterou bylo nutné pro Gspésny prubéh AFLP jesté dale purifikovat (Sarris
a kol., 2009).

Jednim z Gkoll feSenych v této bakalatské praci bylo odzkouSet vhodny kit pro
izolaci DNA z houbovych patogenti. Na zakladé publikované prace Telle a Thinnes
(2008), ve které bylo srovnavano né¢kolik rtiznych protokold extrakce DNA pro
naslednou amplifikaci genu cox2 (mitochondridlni cytochrom oxidaza II) zastupct
biotrofnich patogennich hub (Oomycota), byl pouzit komer¢ni kit ,,innuPREP Plant
DNA Kit“ firmy Analytik Jena AG. Obecnym principem extrakce DNA pomoci téchto
izolacnich kit je centrifugace rozmrazeného vzorku, jeho homogenizace a nasledné
ptidavani chemikalii spolu s promyvanim pro kone¢nou eluci DNA (viz. 4.7 lzolace
DNA, str. 36). Kontrola integrity (neporusenosti) DNA a hruby odhad mnozstvi se
provadi pomoci agarosové elektroforézy. Spektroforometrie potom umoziuje presné;jsi
odhad kvality a ¢istoty DNA.
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DNA v roztoku absorbuje UV (ultrafialové) svétlo v rozmezi 210 az 500 nm
s absorpénim maximem pii 260 nm. Protoze DNA, RNA a nukleotidy maji stejné
absorp¢ni maximum, tj. 260 nm, nemuze byt v roztoku DNA stanovena koncentrace
RNA a nukleotidovych kontaminanti. Proto je RNA béhem extrakce odstrafiovana
enzymaticky, stejné tak i oligonukleotidy a nukleotidy ziskané béhem hydrolyzy RNA.
Pokud se neodstrani, mize dojit ke Spatnému vyhodnoceni koncentrace DNA (Hodek
a Ovesna, 2007).

Obecny prubéh méteni koncentrace DNA je nasledujici: Zméii se absorbance
roztoku, tzv. slepého vzorku, ktery byl pouzit k fedéni DNA (sterilni voda, TE pufr) pii
vlnovych délkach 260 a 280 nm. Pfistroj automaticky vypocCitd pomeér Ajgo/Azso
a koncentraci DNA. Cistota izolované DNA Aso/Azgo je vyhovujici, pokud se hodnota
pohybuje v rozmezi 1,8-2,0. Pokud jsou hodnoty pod 1,8, je DNA kontaminovana
proteiny. Naopak hodnoty vétsi nez 2,1 indikuji kontaminaci chloroformem nebo jinymi
organickymi slou¢eninami (napt. fenol). Pro uspéSny priabéh AFLP analyzy je tfeba
urc¢ité pocateCni mnozstvi DNA, které by se mélo pohybovat v rozmezi 0,25-0,5 pg

DNA (Hodek a Ovesna, 2007).

3.10.3.1 Fylogenetické stromy

Fylogenetické stromy (fylogramy) jsou grafickym vyjadfenim intenzity vzajemnych
zavislosti méfenych proménnych. Bézné se pouzivaji pro popis genetickych vztaha
mezi populacemi. Pokud je jako vstupni format dat pro konstrukci stromu pouzita
matice genetickych vzdalenosti, oznacuji se terminem dendrogramy. Jejich konstrukce
vychazi z teorie analyzy shiuki (cluster analysis-CLU), tedy souboru metod
zabyvajicich se podobnosti vicerozmérnych objekti. Pii konstrukeci fylogenetickych
stroml se nejprve pouzije vhodny koeficient pro vytvofeni matice genetickych
vzdalenosti jednotlivych proménnych. Pomoci této matice dojde v dal§im kroku ke
shlukovani proménnych pomoci vhodné shlukovaci metoda. Existuji dvé nejcastéjsi
metody pro konstrukci stromti, UPGMA a Neighbor-joining (NJ). UPGMA stromy
predpokladaji stejnou rychlost evoluce u vSech populaci, zatimco algoritmus NJ
nepiedpoklada stejnou evolucni rychlost a umoznuje zménu délky vétvi stromu. Protoze

NJ stromy maji vice parametri, mély by byt schopny piesnéji predpoveédét genetickou
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vzdélenost populaci. UPGMA a Neighbor-joining stromy jsou konstruovany pomoci
pocitacovych programti — napi. FreeTree a FAMD (Pavlicek a kol., 1999; Schliiter
a Harris, 2006). Vzhledem k mnozstvi technik, které lze k sestaveni dendrogramu
pouzit, existuje mira vérohodnosti daného postupu — tzv. kopheneticky korela¢ni
koeficient (oznatovany jako C nebo R?). Cim vice se tato hodnota blizi 1, tim vice
konstrukce dendrogrami odpovida realnym vztahtim mezi proménnymi (Meloun
a Militky, 2002). Pro provedeni vypocti se opét pouziva vhodny pocitacovy program
(napf. TreeFit-Kalinowski, 2009). Dalsi metodou pro ovéfeni spravnosti konstrukce
evolu¢nich stromt je tzv. bootstrapova analyza (Felsenstein, 1985). Vysoké hodnoty
bootstrapové analyzy (nad 50) spolu s vysokou hodnotou R? jsou vhodnymi ukazateli
pro konstrukci fylogenetického stromu, respektive pro vybér kombinace ,,geneticky
koeficient — ,,shlukovaci metoda“. Je vhodné ovéfit nckolik riznych variant pro
konstrukci stromti, a pak si zvolit tu, kterd je nejvhodnéj$i pro pozadovany ucel
(Kalinowski, 2009).

Pro interpretaci daného evolu¢niho stromu je vysledky vhodné také analyzovat dalsi
nezavislou metodou, jako je napf. PCoA (Principal Coordinate analysis, analyza
zakladnich koordinat). Tato metoda je jednou z modernich multivaria¢nich statistickych
metod analyzy dat. Jedna se o velice uzitecny matematicky nastroj k snizovani poctu
vychozich proménnych sloucenim na menSi pocet tzv. latentnich proménnych
(v idedlnim piipadé na 2, ve vétSiné piipadl na 3 a vice proménné) a naslednou snadnou
vizualizaci ziskanych dat ve form¢ dvourozmérnych (2D) nebo trojrozmérnych (3D)
diagramt. Nové latentni proménné (PC — principal components) maji riznou miru
dulezitosti, vyjadfenou pomoci procentualniho podilu celkové variance (popi.
kumulativniho podilu). Proménna PC1 popisuje nejvétsi podil rozptylu ziskanych dat
(Meloun a Militky, 2002; Sec a kol., 2007)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité chemikalie

- Agar6za (Serva)

- Akrylamid (Merck)

- Akrylamid-BIS smés (Merck)

- Bromfenolova modf (Serva)

- Deionizovana voda

- Deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTP) (Promega)

- Dusicnan stiibrny (Lachner)

- EcoRI (20,000 U/ml (Biolabs)

- Etanol 96% roztok (Sigma — Aldrich)

- Ethidium bromid (Sigma)

- Ethylendiamintetraacetat disodny (Na,-EDTA) (Sigma)
- Formaldehyd (Lachner)

- GoTaq polymeréaza (5U/ul) (Promega)

- Hexadecyl-trimethyl-ammonium-bromid (CTAB) (Sigma)
- InnuPREP Plant DNA Kit (Analytik Jena AG, Jena)
- Kyselina dusi¢nd (Merck)

- Kyselina octova 0,5% (Lachner)

- Mse | (10,000 U/ml (Biolabs)

- N, N, N’, N’ - tetramethylethylendiamin (Merck)

- Peroxodisiran amonny (Merck)

- Rain-X Repelent (Turtle Wax)

- Silan 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)
- Thiosiran sodny (Lachema)

- T4 ligaza (1 000 CEU/ul) (Fermentas)

- Uhli¢itan sodny (Lachner)

- Xylenova modf (Applichem)
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4.2 Pouzité pristroje
Digestot (Merci)
Elektroforéza T-REX Thermo OWL S3S (Rochester)
Flowbox PV-100 (Telstar)
Chladnicka (Liebherr)
Mikropipeta 0,5 — 10 ul (Eppendorf)
Mikropipeta 0,1 — 2,5 ul (Eppendorf)
Mikropipeta 1 — 10 ul (Finnpipette)
Mikropipeta 1 — 10 ul (Swiss)
Mikropipeta 10 — 100 pl (Eppendorf)
Mikropipeta 100 — 1 000 ul (Eppendorf)
Minicentrifuga MCF 2360 (LMS)
Mrazici pult Premium Nofrost (Liebherr)
Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific)
Negatoskop ELLA NHQ1R (Legros)
Osmikandlova pipeta HTL (1-10 pl) (Eppendorf)
Spectrophotometr NanoDrop Technologies (Delauvere)
Susarna HS62A (Chirana)
Termocycler TC-XP (Bioer)
Ttepacka GFL 3017 (Merci)
Vahy PM 2000 (Mettler)
Vyrobnik ledu Icematic F 100 Compact (Castel Mac)
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4.3 Pouzité roztoky

Dusi¢nan stiibrny AgNO; — 0,1% roztok
- 29 AgNO;
- doplnit deionizovanou H,0O do 2000 ml
- pted pouzitim pfidat 3 ml formaldehydu

EDTA 0,5 mol/l, pH 8
- 9,305 ml EDTA rozpustit ve 40 ml deionizované vody
- upravit pH pomoci NaOH na pH 8

- doplnit neionizovanou vodou na 50 ml

Fix/stop roztok
- 165 ml 98% kyseliny octové
- doplnit deionizovanou H,0O do 1500 ml

Kyseliny dusi¢na HNO;— 1% roztok
- 18 ml 65% HNO;

- objem doplnit deionizovanou H,0O do 1200 ml

Nanaseci denaturaéni pufr pro elektroforézu
- 0,125 g bromfenolové modie
- 0,125 g xylenové modre
- 25 ml deionizované vody

- 100 ml formamidu

Peroxodisiran amonny (NH,),S;0s — 10% roztok
- 1 g peroxodisiranu amonného (NH4),2S,0g
- rozpustit v 10 ml deionizované H,O

- uchovavat v mikrozkumavkach po 400 ul v—20 °C
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Polyakrylamidovy 6% gel
- 70 ml zasobniho roztoku akrylamidu
- 467 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NHy),S,0s
- 46,7 ul N, N, N’, N’ - tetramethylethylendiaminu

TBE pufr — 10 x zasobni roztok
- 108 g Tris
- 55 g kyseliny borit¢ H3BO3
- rozpustit v 900 ml deionizované vody
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0

- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

Vyvojka (pred pozitim vychladit)
- 45 g uhlicitanu sodného Nay,COs
- objem doplnit deionizovanou H,0 na 1500 ml
- ulozitve 4 °C
- pred pouzitim pfidat 2,25 ml formaldehydu a 300 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného Na,S,03

4.4 Kultivace P. cubensis

Vzhledem K biotrofnimu charakteru P. cubensis, je dilezité kultivovat tohoto
patogena na zivém rostlinném materialu. Z tohoto divodu byly izolaty P. cubensis
kultivovany na listovych segmetech citlivé odrady Cucumis sativus cv. Marketer 430.
Tyto listové segmenty byly odebirany ze sazenic této odridy, které byly 6-8 tydnt staré
(ve stddiu 3-6. pravého listu) (Lebeda a Widrlechner, 2003) a byly péstovany ve
skleniku za optimalnich podminek (25 °C den/15 °C noc, denni zélivka, hnojeni 1x za
tyden, chemicky neoSetfeny). Po 7-9 dnech bylo provedeno pieockovani izolati na
cerstve listy této nachylné odridy okurky seté. Infikované listy byly uloZeny abaxidlni
stranou dolti do Petriho misek vyplnénych navlhéenou bunicitou vatou a filtracnim

papirem.
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4.5 Priprava inokula, inokulace a inkubace

K inokulaci byly pouzity izolaty uchované v zamrazeném stavu (-80°C). Tyto izolaty
byly pieockovany na Cerstvé listy C. sativus cv. Marketer 430, na kterych byly nasledné
kultivovany a mnozeny. K pfipravé inokula byly pouzity listové segmenty po 7-9 dnech
inkubace. Infikované pletivo bylo sterilizovanymi ntizkami rozstithAno na mensi
segmenty a poté preneseno do kadinky s 2 ml destilované vody, k tomu, aby doslo
K uvolnéni spor ze suspenze, byla pouzita tiepacka GFL 3017 (25 s). Pripravené
inokulum bylo pomoci sklenéného rozpraSovace pieneseno na povrch listovych
segmentii v Petriho miskach. Tyto misky byly vylozeny bunic¢itou vatou, filtraénim
papirem a zvlh¢eny destilovanou vodou. Po inokulaci byly misky pieneseny do
fytotronu, kde se teplota pohybovala ptes den v rozmezi 18-25 °C a ptes noc 15 °C.
Prvnich 20 hodin byly Petriho misky zakryty ¢ernou nepruhlednou folii, aby byly

zajiStény optimalni podminky pro rozvoj infekce patogenu.

34



Tabulka 1: Seznam izolatd P. cubensis pouzitych pro izolaci DNA s uvedenim odbérové lokality

(kraj, okres) a oznacenim patotypu

Izolat Kraj Okres Lokalita Patotyp
4/95 Jihomoravsky | BV/IM Velké Bilovice 1/2/10
1/98 Olomoucky OL/OL | Olomouc, GB VURV Ruzyné 3/10/10
9/01 Pardubicky UO/PA Holovousy 11/3/11
11/01 Sttedogesky | MB/SC Zehrov 11/14/12

26/01 Olomoucky PR/OL Kojetin 3/14/14

28/01 Zlinsky KM/ZL Kotojedy 11/7/14

35/01 Zlinsky UH/ZL Nedakonice 15/2/0

41/01 Jihomoravsky | HO/JM Mistiin - Svatobofice 11/14/14

57/01 Jihomoravsky | ZN/JM pted Tasovicemi 15/10/12

71/01 | Kralovehradecky | RK/KH Rokytnice 11/11/10

72/01 Praha AB/A Praha - Ruzyné¢ 15/10/14

10/02/1 | Jihomoravsky | BO/JM Modfice 15/14/14

84/02 Pardubicky SY/PA Borusov 15/10/14

101/02 | Kralovehradecky | TU/KH Dvir Kralové - Zireé 15/10/6
104/02 | Moravskoslezsky | NJ/MS Kojetin 7/14/11

44/03 Zlinsky KM Kotojedy 15/15/15

54/03 Zlinsky UH/ZL Ostrozska Nova Ves 12/15/14

85/03 Stiedogesky | NB/SC Lysa nad Labem 15/14/11
4/04 Olomoucky OL/OoL Vérovany - Nenakonice 15/2/11

43/06 | Kralovehradecky | RK/KH Cermna nad Orlici 5/14/11

1/2/09 Jihomoravsky BO Lednice 7/6/10
6/09 Olomoucky oL Olomouc - Nedvézi 15/14/11

13/09 Jihomoravsky BK Lipovec 15/14/10

18/09 Jihomoravsky BO Silavky 15/2/10

35/09 Jihomoravsky HO Ratiskovice 7/10/10

36/09 Jihomoravsky HO Straznice 5/6/10

40/09 Zlinsky UH Uhersky Ostroh 15/10/14

42/09 Zlinsky ZL Napajedla 15/2/2

44/09 Zlinsky KM Travnik 15/14/14

46/09 Zlinsky KM Postoupky 15/14/15
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4.6 Metodika zisku spor plisné okurkové (P. cubensis) k dalSimu
vyuziti
Asi tyden po inokulaci (7-9 dnti) doslo k vytvoieni makroskopicky pozorovatelnych
sporangioford a spor v dostatecném mnozstvi pro extrakci DNA P. cubensis. Do
plastové zkumavky 0 objemu 25 ml bylo pfidano 5 ml destilované vody, do které byl
pfenesen list napadeny patogenem. K uvolnéni spor doslo pii michani roztoku na
tiepacce IKA pii 800 otacek/sec, doba michani byla 20-25 sekund. Takto pfipravena
suspenze spor P. cubensis voln¢ sedimentovala po dobu 20 minut v ledni¢ce. Po
uplynuti této doby se piebyte¢né mnozstvi vody odsalo pomoci pipety na vysledny
objem suspenze 1 ml, ktery byl pfenesen do sterilnich 1,5 ml Eppendorfek. Takto
ptipravené vzorky byly uskladnény pfi teploté -20 °C (popt. -80 °C) pied provedenim
vlastni extrakce DNA.

4.7 lzolace DNA

Pro izolaci DNA byl zvolen izola¢ni kit InnuPREP Plant DNA Kit firmy Analytik
Jena AG dle nésledujiciho postupu:

Po rozmrazeni zamrazenych spor z piedchoziho kroku byla provedena jejich
centrifugace (10.000 g, 3 minuty) a supernatant byl odstranén. K precipitatu byly
pfidany tii sterilni sklenéné kuli¢ky a byla provedena homogenizace pomoci mixeru
Retzch Speed Mill (3 minuty, 30 kmita za sekundu). K vyslednému homogenizatu bylo
pridano 400 pl lyzaéniho pufru SLS a 25 pul proteinazy (Proteinase K). Po dikladném
zvortexovani byly vzorky pfeneseny na 30 minut na vyhfivany termoblok s tfepackou
(50°C, 400 otacek za minutu). Poté byl lyzat prefiltrovan pfenesenim na ,,pre-filter®,
ktery byl umistén ve 2,0 ml zkumavce (Receiver Tube) a centrifugovan pii 10.000 g po
dobu 1 minuty. V dalsim kroku byla ze vzorku odstranéna RNA piidavkem 5 pul RNAsy
do prefiltrovaného roztoku a provedla se inkubace po dobu péti minut pii pokojové
teploté. Nasledné byl filtr odstranén po ptidavku 200 pl tzv. Binding Solution SBS do
lyzovaného vzorku. Tento roztok vytvaii optimalni podminky pro navdzani DNA
Z lyzatu na membranu v kolonce (Spin Filtr). Po promichdni obou roztokti opakovanym
nasavanim pipetou byl vzorek pifenesen na Spin Filter umistény v nové 2,0 ml

zkumavce. Po centrifugaci (10.000 g, 2 min.) byl filtr promyvan 500 pl promyvaciho
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roztoku HS a znovu centrifugovan (10.000 g, 1 min.). Pfi druhém promyvani bylo
naneseno 750 pl promyvaciho roztoku MS, nasledné byla provedena dalsi centrifugace
(10.000 g, 1 min). Po pieneseni Spin filtru na novou zkumavku byly odstranény zbytky
promyvacich roztokt centrifugaci po dobu dvou minut (12.000 g). Eluce piecisténé
DNA byla zahajena pridavkem 200 ul piedehtaté sterilni destilované vody (50 °C) na
Spin filtru umisténém na sterilni 1,5 ml zkumavce Eppendorf. Po jednominutové
inkubaci pii pokojové teploté byl vzorek zcentrifugovan (8.000 g, 1 min.). ZavéreCnym
krokem bylo zméfit koncentraci DNA na piistroji Nanodrop, nafedit vzorky na

koncentraci 50 ng-ul™ a uskladnit je p¥i -20 °C.

4.8 AFLP protokol

4.8.1 Restrikce a ligace DNA
Prvnim krokem je pfiprava a napipetovani restrikéniho mixu k DNA a inkubace na
termobloku pii 37 °C po dobu 2,5 hodiny. Pfed uplynutim této doby se provadi ptiprava
ligatniho mixu, ktery se poté pfida ke vzorkiim po restrikci a nasleduje tfithodinova
inkubace na termobloku piti 37 °C.
Postup restrikce a ligace:
- rozmrazeni vzorkit DNA (koncentrace 50 ng-ul™) prenesenim do lednicky
- pfiprava restrikéniho mixu pro dany pocet vzorkd, zvySeny o objemy pro dva
vzorky (kvuli ztratam pii pipetovani) — viz. Tabulka ¢. 2
- promichani restrikéniho mixu a rozpipetovani po 15 pl do PCR stripli
- pridavek 5 ul DNA
- vysledny objem restrikéni smési je 20 pl
- promichani a kratka centrifugace na stolni centrifuze
- premisténi stripti do termocykleru, inkubace 2,5 hodin pii 37 °C
- ptiprava liga¢niho mixu (asi 20 minut pied ukoncenim restrikce) podle
protokolu — viz. Tabulka ¢. 3
- promichani liga¢niho mixu
- po ukonceni restrikéni reakce ptidani liga¢niho mixu po 5 pl do PCR stripu
z ptedchoziho kroku

- inkubace na termocycleru po dobu 3 hodin pii 37 °C
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- po probéhnuti reakce se ovéri uspéSnost restrikce/ligace na 1,5 % agarosovém
gelu v TBE pufru (0,5 TBE)

- nanasi se 5 ul smési po ligaci spolu s 2 pl nanaSeciho pufru a jako kontrola se
pouziva 3 ul 100 bp ladderu

- zapozitivni vysledek se povazuje detekce ,,smyru‘ amplifikovanych banda

Tabulka 2: Protokol ptipravy restrikéniho mixu (uvedené objemy plati pro pfipravu jednoho vzorku)

Restrikce

sterilni ddH,O 12,790 wl

pufr dodany s EcoRl 2,000 ul | 15wl

Msel 0,125 ul | (objem roztoku pro
EcoRl 0,063 ul / pipetovani)

DNA 5,000 pl

Tabulka 3: Protokol pfipravy ligaéniho mixu (uvedené objemy plati pro ptipravu jednoho vzorku)

Ligace
sterilni ddH,0 30l )
pufr dodany s ligdzou 0,5ul -
EcoRI adaptor 05ul ¢ M_
(objem roztoku pro
Msel adaptor 0,5 ul '
pipetovani)
ligaza 0,5ul J
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4.8.2 Preselektivni amplifikace

Jako matrice pro PCR se pouziva netfedény produkt restrikce a ligace

(Adaptor/Ligation Solution). Protokol pfipravy PCR mixu a podminky amplifika¢ni

reakce jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach.

Tabulka 4: Protokol ptipravy mastermixu pro preselektivni amplifikaci (uvedené objemy plati pro

ptipravu jednoho vzorku)

Preselektivni amplifikace

sterilni ddH,O 11,85 ul
pufr dodany s polymerazou (5X) 4,50 ul
dNTP (orig) 0,50 ul
EcoA*primer 0,50 pl
Msel*primer 0,50 pl
goTag Polymerasa (5 U/ul) 0,15l
Adaptor/Ligation Solution 2,00 ul

\

18 ul
! (objem roztoku pro

pipetovani)

J

Pfipravena smés (Tabulka ¢. 4) se promicha a rozpipetuje po 18 ul do PCR stript,

ptida se 2 pl produktu restrikce/ligace. Po kratkém promichani a kratké centrifugaci na

stolni centrifuze se PCR stripy pfemisti do cykleru a spusti se program pro preselektivni

amplifikaci.

Tabulka 5: Podminky preselektivni amplifikace

94 °C /3 min

94 °C /30 sek
56 °C /1 min

—

72 °C /1 min 45 sek

72°C /5 min

4 °C neomezené

20 x

Smés po preselektivni amplifikaci se 7 x natedi (5 pl ligacni smési + 35 pl sterilni

ddH;0). Takto zfedény roztok se pouziva jako matrice pro vSechny selektivni PCR

amplifikace. Zbytek nenafedéného vzorku se uchovava pii — 80 °C jako zaloha.
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4.8.3 Selektivni amplifikace

Jako matrice se pro selektivni amplifikaci pouziva 7x nafedény produkt preselektivni

amplifikace. Protokol pfipravy PCR mixu a podminky amplifika¢ni reakce jsou

uvedeny v nasledujicich tabulkach.

Tabulka 6: Protokol ptipravy mastermixu pro selektivni amplifikaci (uvedené objemy plati pro pfipravu

jednoho vzorku)

Selektivni amplifikace

Sterilni ddH,0 3,74 ul
Buffer (5x) 2,00 ul
dNTP (orig) 0,20 ul
ECOA*** primer 1,00 wl
Msel *** primer 1,00 wl
goTag 0,06 pl
preamplifikat (7x ziedény) 2 ul

8 ul
} (objem roztoku pro

pipetovani)

Pfipravena smés (Tabulka ¢. 6) se promicha a rozpipetuje po 8 ul do PCR stripd,

pfida se 2 pl natfedéného preamplifikatu. Po kratkém promichani a kratké centrifugaci

na stolni centrifuze se PCR stripy pfemisti do cykleru a spusti se program pro selektivni

amplifikaci.
Tabulka 7: Podminky selektivni amplifikace

94 °C /3 min 30 sek

94 °C /30 sek
60,1 °C / 30 sek
72°C /1 min

94 °C /30 sek
56 °C / 30 sek
72°C/1min

4 °C neomezené
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4.9 Separace a detekce AFLP fragmentu

Separace AFLP produktii probéhla na pfistroji Thermo OWL S3S. Pro detekci
separovanych AFLP fragment byl pouzit upraveny protokol Bassam a kol. (1991)
pouzivany v Laboratoii molekularnich markera PfF UP v Olomouci. Cely postup Ize
popsat v nésledujicich krocich:

Prvnim krokem bylo fadné ocisténi malého skla, nejprve vodovodni H,O, poté
ddH;0 a osetieni ethanolem, kterym se sklo otfelo do sucha. Neopomenutelné bylo
pretiit sklo piipravkem na odpuzovani vody (Rain Repelent).

Velké sklo, na némz byl piilepeny gel, se nejprve muselo omyt karta¢em za pouziti
saponatu. Dulezit¢ bylo umyt obé strany, na oplachnuti se pouzila vodovodni voda
posléze ddH,0. Sklo bylo otifeno do sucha.

Poté se pteneslo do digestofe na polystyrenové viko. Nésledovalo oSetfeni silanem.
Tento roztok se aplikoval na sklo dvakrat. Sklo se vytielo do sucha a nechalo 5 minut
stat. Po uplynuti Casu se sklo otfelo Ctyfikrat ethanolem. Na jeho hrany se polozily
spacery, ptiklopilo se malym sklem a zafixovalo svorkami.

Roztok 6% akrylamidu se natahl do stiikacky a plnil se jim prostor mezi skly. Po
naplnéni celé plochy se vsunul hiebinek a skla se zafixovala dal§imi svorkami.

Po hodin¢ se skla omyla kartacem. Vytahl se hiebinek a sklo se upnulo do pfistroje.
Pufr 0,5xTBE se nalil nad sklo. Stfikackou se vyplachnul prostor, kde byvaji umistény
vzorky, poté se docistil jesté hiebinkem. Nastaveni 75 W, max. proud a napéti (2200 V,
120 mA) na 40 minut.

10 minut pfedem se nahtal temocykler na 96 °C. 5 minut pfed nanesenim na gel se
smichalo 5 pl denatura¢niho pufru s formamidem s 10 pl vzorku. Vzorky byly
pfeneseny na vytemperovany blok na 3 minuty. Poté se ihned pfenesly na chladitka.
Bé&hem denaturace se zatim vypnul zdroj stejnosmérného elektrického proudu, odpojila
se katoda, oteviel se katodovy prostor a znovu se dobfe vycistila mezera pro hiebinek
proudem pufru zinjekéni stiikacky, aby se odstranily zbytky polyakrylamidu
a rozpusténé mocoviny. Do této mezery mezi skly se vsunul hiebinek asi 1 mm hluboko
do gelu.

NanaSeni vzorkl se provedlo osmikandlovou pipetou po 2,8 pl/jamka do mezer mezi

zoubky hiebinku. Aparatura se piipojila ke zdroji napéti. Na zdroji stejnosmérného
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elektrického proudu byla nastavena hodnota 60 W. Cas separace byl sledovan pomoci
barviv v nanasecim pufru, bromfenolové modii a xylenové modfi.

Béhem elektroforetického déleni vzorkl se ptipravil FIX/STOP roztok, 1% HNOsg,
0,1% AgNO3z a VYVOIKA (viz. 4.3 Pouzité roztoky, str. 32).

Po uplynuti doby elektroforetického dé€leni vzorkl se vypnul zdroj stejnosmérného
elektrického proudu, odpojily se obé elektrody a na zadni strané se piipojil ventil
odvodni trubicky, pomoci které odtekl pufr z katodové ¢asti do sbérného prostoru. Gel
se skly se vyjmul a polozil do vodorovné polohy mensim sklem nahoru. Vytahl se
hiebinek 1 oba spacery a skla se od sebe odd¢lila ¢epeli noze.

Mensi sklo se dalo stranou a velké sklo s gelem se otoCilo gelem nahoru a ulozilo se
do piipravené fotomisky. Tato fotomiska byla ulozena na tfepacce a zalita FIX/STOP
roztokem. Doba ptisobeni FIX/STOP roztoku byla 20 minut. FIX/STOP roztok se poté
slil do banky a sklo se promylo tfikrat v destilované vode¢.

Po tomto kroku se gel promyl pfesné 5 minut v 1% roztoku HNO3, opét se gel tiikrat
promyl v destilované vode.

Sklo s gelem se umistilo na téepacku do 0,1% roztoku AgNOs3, do kterého se tésné
pted pouzitim pfidaly 3 ml formaldehydu. Doba plsobeni byla 30 minut.

Poté se piipravily dvé fotomisky, jedna fotomiska s destilovanou vodou a druha
s vychlazenym 3% Na,COs3, do kterého se ptidal formaldehyd a 1% roztok Na,S,03.

Fotomiska s gelem v AgNO; se sejmula z tfepacky a roztok se slil zpét do zasobni
lahve. Sklo s gelem se vyjmulo a na 5 vtefin ponofilo do misky s destilovanou vodou
a premistilo se do fotomisky s vyvojkou na tiepacce, kde se pak sledovalo vyvijeni
hnédocernych sttibrem obarvenych PCR produkti.

Vyvijeni zbarveni se zastavilo FIX/STOP roztokem. Roztok se nechal pasobit asi
2 minuty, nez se odpatil CO,.

Sklo s gelem se ponofilo asi na dvé minuty do destilované vody, a pak se pfeneslo na
1 hodinu do susarny, kde se gel pti 60°C vysusil. Po vysuseni se sklo popsalo fixem

a bylo pripravené k vyhodnoceni na negatoskopu.
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4.10 Analyza dat

Po vyhotoveni skel nasledovalo vizudlni hodnoceni jednotlivych primerovych
kombinaci. U dvou izolatd byly vyhotoveny duplikaty pro ovéfeni reproducibility
amplifikace. AFLP fragmenty byly vyhodnoceny na negatoskopu, hodnotila se bud’
ptitomnost nebo absence bandl u vSech pouzitych primerovych kombinaci. Vysledky
byly pievedeny v programu MS Excell do elektronické formy jako binarni matice
(1 = pritomnost, 0 = nepfitomnost bandu). Tato matice byla pouzita pro dalsi statistické
vyhodnoceni dat. Pomoci programu FreeTree byly ziskdny matice genetickych
vzdalenosti pomoci 13 koeficienti obsazenych v tomto programu (Nei and Li/Dice,
Jaccard, Sokal and Sneath/Anderbeg, Sokal and Sneath, Ochiai, Kulczynski,
Nei's standard distance, Nei’s minimal distance, Latter Fst, Reynolds, Rogers, Prevosti,
Nei Da). Pomoci programu TreeFit (Kalinowski, 2009) byla vybrdna kombinace
shlukovaci metody a pouzitého koeficientu, ktera vykazovala nejvy$si hodnotu
korelaéniho koeficientu (R?). Dale byly vytvofeny dva fylogenetické stromy
s kombinaci nejcastéji pouzivanych v literatuie (tj. UPGMA-Jaccardiiv koeficient
a NJ-Nei and Li/Dice). Dendrogramy byly vizualizovany v programu TreeView (Page,
1996) a pro ovéfeni spravnosti daného dendrogramu byla provedena tzv. ,,bootstrap*
analyza (software FreeTree, 1000 replikaci). Jako dalsi metoda pro porovnani vysledki

byla pouzita PCoA analyza, provedena v programu FAMD (Schliiter a Harris, 2006).
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5 VYSLEDKY

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo provedeni sbéru spor P. cubensis, ziskani
dostate¢ného mnozstvi kvalitni DNA pro provedeni metody AFLP a posouzeni korelace
vysledkit AFLP a fytopatologickych dat. Tedy zda existuje souvislost mezi AFLP
profily jednotlivych izolati a jejich patotypy. Byla provedena cilena infekce listi
C. sativus plisni P. cubensis. Spory byly ziskany 7-9 dnt po inokulaci. Koncentrace
suspenze spor z infikovanych listd byla dostacujici pro provedeni experimentu.

Po izolaci DNA ze spor byl proveden vybéru vhodnych AFLP primerovych
kombinaci podle protokolli pouzivanych v Laboratoii molekularnich markertt Katedry
botaniky PiF UP. Ziskané elektroforetické zaznamy byly dobfe hodnotitelné a proto
dalsi optimalizace AFLP protokolu nebyly nutné (jako napt. zména poctu cyklia PCR).
Pomoci 13 primerovych kombinaci (Tabulka ¢. 8) byla analyzovéana kolekce 30 izolati
P. cubensis (Tabulka ¢. 1). Celkem bylo ziskano 387 detekovatelnych bandi, z nichz
217 bylo polymorfnich, coZ ptedstavuje 56,1%. Celkovy pocet bandi a hodnoty

polymorfizmu pro kazdou primerovou kombinaci jsou uvedeny v Tabulce ¢. 8.

Tabulka 8: PouZité kombinace primerti a po¢ty detekovanych AFLP fragmentti

Oznaceni kombinace| Primerova kombinace loc. loc P PLP
1.2 E-AGC, M -CTG 30 15 50.0%
1.6 E-AGC, M -CAA 32 28 56.3%
1.8 E-AGC,M-CTT 20 15 75.0%
2.2 E-AGG, M-CTG 31 21 67.7%
2.6 E - AGG, M - CAA 36 17 47.2%
2.9 E - AGG, M - CGA 47 25 53.2%
5.2 E-ACG, M-CTG 24 6 25.0%
5.6 E-ACG, M- CAA 17 7 41.2%
5.9 E-ACG, M -CGA 31 21 67.7%
9.2 E-ACC,M-CTG 46 29 63.0%
9.6 E—-ACC, M -CAA 20 10 50.0%
1.9 E-AGC, M -CGA 23 2 8.7%
1.1 E-AGC, M - CAG 30 21 70.0%

Celkem 387 217 51.9%

(loc. = celkovy pocet bandd, loc P = pocet polymorfnich bandd, PLP = polymorfismus (podil
polymorfnich lokust, 95% krit.)
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Polymorfnich bandt bylo u kazdé primerové kombinace rizny pocet, od 2 do 47
polymorfnich bandi. Nejvyssi hodnotu polymorfismu vykazovala primerova kombinace
1.8 (75%), dale kombinace 1.1 (70%) a kombinace 2.2 spolu s kombinaci 5.9 (67,7%).
Nejnizsi hodnota polymorfismu byla zjiSténa u kombinace 1.9 (8,7%).

Obriazek 1: Priklad elektroforetické separace AFLP fragmenti na polyakrylamidovém gelu (zobrazena
pouze ¢ast gelu, pouzita primerova kombinace 1.63). Sipkami jsou oznaGeny fragmenty nepiitomné u

skupiny izolatd z roku 20009.
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Pomoci programu TreeFit bylo zjisténo, ze variabilitu studovaného souboru nejlépe
vysvétluje fylogeneticky strom konstruovany metodou Neighbor-joining s pouzitim
koficientu Nei Da. Hodnoty vysledkti kophenetickych korela¢nich koeficientd jsou

uvedeny v Tabulce ¢. 9.

Tabulka 9: Hodnoty kophenetickych korelaénich koeficientii R? zjisténych pomoci programu TreeFit

Metoda

Koeficient NJ |UPGMA
Nei and Li/Dice 0,732 0,198
Jaccard 0,747 0,190
Sokal and Sneath/Anderbeg | 0,751 | 0,180
Sokal and Sneath 0,782 0,255
Ochiai 0,743 0,201
Kulczynski 0,744 | 0,216

Nei’s standard distance 0,735 0,626
Nei’s minimal distance 0,803 0,611

Latter Fst 0,480 0,217
Reynolds 0,462 | 0,209
Rogers 0,814 0,622
Prevosti 0,803 | 0,611
Nei Da 0,875 0,800

Krom¢ doporu¢eného dendrogramu (Neighbor-Joining-Nei Da koeficient) byly
vytvofeny dal$i dva dendrogramy, podle metod nejcastéji uvadénych v literatufe:
metoda Neighbor-joining - Nei and Li/Dice koeficient) a metoda UPGMA - Jaccardav
koeficient podobnosti).

Konstrukce dendrogramu pomoci koeficientu Nei Da a metodou Neighbor-joining
(Obrazek 2) byla doporu¢ena programemem TreeFit, jako varianta s nejvyssi hodnotou
kophenetického koreladniho koeficientu (R? = 0,875). Dendrogram byl oznagen jako
Dendrogram ¢. 1 a rozdélil analyzované polozky na dvé hlavni vétve. Jednak se
vyclenily izolaty odebrané v letech 1995-2006 (vétev ,,A*) a dale skupina izolatd, které
byly odebrany v roce 2009 (oznacena jako vétev ,,.B“). Rozdé€leni na tyto dvé hlavni
vétve bylo podpotfeno 100% hodnotou bootstrapové analyzy. Dalsi d€leni izolath

v ramci jednotlivych vétvi (A+B) se statisticky vyznamnymi hodnotami bootstrapové
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analyzy nebylo podpofeno. Z dendrogramu je rovnéz patrné, Zze existuje urcita
variabilita mezi studovanymi izolaty, které se dale shlukuji do dalSich podskupin.
U téchto podskupin ale nelze nalézt souvislost mezi pfitomnosti izolati v daném shluku
a rokem jejich sbéru a/nebo jejich patotypovym profilem. Pro srovnéani s dalSimi
dendrogramy byla skupina ,,A* dale rozdélena do tfi podskupin oznacenych ,,A1-A3*.
Shlukova analyza jasné prokazala (Obrazek 5), ze izolaty z roku 2009 jsou odlisné od
zbytku analyzovanych vzorkt. Pro srovnani byly zkonstruovany jesté dva dendrogramy
s odli$nou kombinaci metody a koeficientu (Obrazek 3, Obrazek 4), které jsou nejcastéji
uzivané v odborné literature.

Dendrogram ¢. 2 sestaveny pomoci metody Neighbor-Joining a koeficientu Nei and
Li/Dice (obr. 3) m¢l rovnéz pomérné vysokou hodnotu kophenetického korela¢niho
koeficientu (R? = 0,732) a je rozddlen do &ty hlavnich vétvi, které byly oznaceny
pismeny A-D. Shluk izolati oznacenych jako “Al*“ je opét reprezentovana izolaty
sesbiranych v roce 2009 a jednim izolatem 43/06 zroku 2006. Vétev ,,A2“ je
zastoupena izolaty 85/03, 10/02/1 a 101/02, které u piedchoziho Dendrogramu ¢. 1
vytvaii shluk ,,A2“. VSechny tfi izolaty této vétve maji identickou prvni ¢ast
patotypového kodu s vysokym stupném sporulace na genotypech Cucumis sp.. Podobné
jako na pfedchozim dendrogramu nebylo mozné u dal$ich vétvi stromu (B, C) najit
pravidelnou souvislost mezi pozici izolatt V jednotlivych vétvich stromu a jejich
patotypovym profilem a mistem odbéru. Vyjimkou bylo jiz zminéné oddéleni vétve
»A1“ tvofené predevs§im izolaty z roku 2009 od ostatnich analyzovanych. Samostatna
vétev “D* piedstavuje izolat 84/02. Ackoliv oddéleni této vétve od ostatnich je
podpofeno ze 100% bootstrapovou analyzou, patotypovy triplet izolatu 15-10-14 je
identicky s izolaty, které jsou soucasti shlukt ,,A1* (40/09) a ,,C* (72/01).

Posledni Dendrogram ¢. 3 byl vytvofen metodou UPGMA s pouzitim Jaccardova
koeficientu (Obrazek 4). Tento zpisob konstrukce dendrogramu je nejcastéji pouzivany
v odborné literatufe, ale podle vystupu programu TreeFit byla hodnota kophenetického
korelaéniho koeficientu velice nizka (R® = 0,190). Dendrogram byl rozdélen na tii
zakladni vétve (A, B, C), pfi¢emz toto ¢lenéni bylo podpoteno signifikatnimi hodnotami
bootstrapové analyzy. Vétev ,,A* vy€lenila izolaty odebrané v letech 1995-2004. Dalsi
déleni této vétve do podskupin Al-A4 neni podpofeno statisticky vyznamnymi

hodnotami bootstrapové analyzy. Podskupina A3 je pfedstavovana izolaty odebranymi
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vroce 2001 a tyto izoladty maji spole¢ny znak v posledni hodnoté tripletového kodu
svych patotypt (tj. 14). Obecné vSak nelze najit v ¢lenéni hlavni vétve (A) hlubsi
souvislosti s patotypovym profilem a mistem odbéru izolata, které vytvaii jednotlivé
podskupiny.

Oddéleni vétvi ,,B* a ,,C*“ od hlavni vétve ,,A“ je podpofeno vysokymi hodnotami
bootstrapové analyzy. Ve shluku izolatt vétve ,,B* je pritomen izolat 43/06, podobné

jako na dendrogramech ¢. 1 a ¢. 2. Izolat 13/09 ptedstavuje samostatnou vétev ,,C*.
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Obrazek 2: Dendrogram izolatd P. cubensis sestaveny na zakladé 387 AFLP fragmentl (metoda
Neighbor-joining, koeficient Nei Da, s uvedenim signifikantnich vysledkti bootstrapové analyzy (1000

replikaci)
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Dendrogram ¢. 2
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Obrazek 3: Dendrogram izolatd P. cubensis sestaveny na zakladé 387 AFLP fragmenti (metoda
Neighbor-Joining, koeficient Nei and Li/Dice, s uvedenim signifikatnich vysledkd bootstrapové analyzy
(1 000 replikaci)
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Dendrogram ¢. 3
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Obrazek 4: Dendrogram izolatd P. cubensis sestaveny na zakladé 387 AFLP fragmentd (metoda

UPGMA, koeficient Jaccard, s uvedenim signifikantnich vysledkd bootstrapové analyzy (1 000 replikaci)
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PCoA diagram
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Obrazek 5: Vysledky analyzy PCoA (Principal Coordinate Analysis) — 2D diagram. Pomoci tfi prvnich

os je vysvétleno 32,1% celkové variability studovaného souboru

Jako dal$i metoda pro vyhodnoceni ziskanych AFLP dat byla pouzita PCoA analyza,
kterd podobné jako u predeslych dendrogrami rozdélila analyzovany soubor na dva
hlavni shluky vzorkt. Skupinu ,,A* pfedstavuji izolaty z let 1995-2004 a izolaty z roku
2009 vytvarejici skupinu ,,B“. Do této skupiny lze zaclenit 1 vzorek 43/06, ktery se

shlukoval se vzorky z roku 2009 i na piedchozich dendrogramech.

52



6 DISKUZE

Pseudoperonospora cubensis je jednou z nejvyznamnéjSich patogennich hub
napadajici tykvovité rostliny a muze zpusobovat velké ztraty ve vynosech
zemé&délskych podniki, které v nékterych zemich svéta mohou dosahovat az 80 %
z celkovych vynosu (Lebeda a Cohen, 2011; Sarris a kol., 2009). Tento patogen je
roz$iten po celém svété a byl zjistén ve vice nez 70 zemich se semi-aridnim az
tropickym klimatem. Navic P. cubensis ma Siroky hostitelsky okruh, infikuje ptiblizné
20 ruznych druhi tykvovitych rostlin (Lebeda a Urban, 2007; Palti a Cohen, 1980).
Patogenni variabilita ptirodnich populaci P. cubensis byla detailn¢ studovana na tzemi
Ceské republiky (Lebeda a kol., 2006) a USA (Colluci, 2008). Na zakladé téchto studii
Ize fict, ze populace tohoto patogenu v Ceské republice je vysoce variabilni (detekovano
velké mnozstvi riznych patotypit) a je odlisna svymi patotypovymi profily od populaci
jinde ve svété (Lebeda a kol., 2010). Zaroven byl u ceské populace patogenu
zaznamenan posun ve sméru detekce vysSsi patogenity, coz bylo rovnéz pozorovano
v Israeli a USA (Lebeda a Cohen, 2011).

V poslednich letech se hledaji cesty jak jednoduse identifikovat rozdily jednotlivych
kment P. cubensis s riznymi fytopatologickymi charakteristikami (napf. patotypy), a to
nejen in vitro testy, ale i pomoci metod molekularni biologie. V praci Sarris a kol.
(2009), realizované ¢astecné na Katedie botaniky PiF UP v Olomouci, byla studovana
genetickd variabilita izolath z geograficky odlehlych oblasti svéta. Bylo analyzovano
celkem 30 izolatl pochazejicich z Recka (Kréta) a Evropy (Ceské republiky, Francie
a Nizozemi) pomoci sekvenace ITS oblasti a metody AFLP. Vysledky sekvenace ITS se
ukazaly jako nevhodné pro detailngjsi popis struktury pupulaci P. cubensis — sekvence
ITS1 vsech izolati byly identické a oblast ITS2 rDNA seskupily izolaty z Rakouska,
Cech a Kréty spolené s izolaty P. humuli. Naopak vysledky AFLP oddélily izolaty
z Kréty od izolatd z Evropy, doSlo tedy k rozdé€leni izolath podle jejich geografické
polohy. Nebyly ale jednoznacné prokazany souvislosti mezi AFLP profily
a fytopatologickymi charakteristikami izolatt P. cubensis.

Jednim z ukoli této prace bylo pravé ovéteni tohoto zjisténi na rozSitené kolekci
izolata P. cubensis o izolaty z dal$ich sbérovych let.

V leto$nim roce byla publikovdna prace popisujici rozsiteni okruhu hostitelskych

rostlin P. cubensis také o druh Cucurbita moschata (Pavelkova a kol., 2011)
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a v lonském roce noveé zaznamenané vyskyty P. cubensis na druzich Cucurbita pepo,
C. maxima, C. ficifolia (poprvé v CR) a na Citrullus lanatus a Cucurbita moschata
(na obou druzich byla v minulosti v CR vzicné pozorovéna infekce P. cubensis)
(Lebeda a Sedlakova, osobni sdéleni). VSechny tyto skute¢nosti by mohly ukazovat na
probihajici zmény v genomu patogenu. Vyskyt P. cubensis na C. moschata byl
opakované pozorovan v letech 2009, 2010 a pravé ¢ast izolati odebranych v roce 2009
byla analyzovana v této bakalaiské prace. Jedna se o vzorky, které se na dendrogramech
a PCoA diagramu vyclenuji jako oddélena skupina izolatl a jejich odlisSnost od izolatt
pochazejicich z ptedchozich let je tedy potvrzena i na genetické Grovni. lzolat 88/2009
popsany v praci Pavelkové a kol. (2011) ziskany z infikovanych porostti C. moschata na
lokalité¢ Novy Ji¢in-Kojetin (severni Morava), ktery byl prvnim zjisténym vyskytem
tohoto patogenu na tomto hostiteli v CR bohuzel nebyl do analyz zafazen. Aviak na
zaklad¢é vysledkti publikovanych v praci Pavelkové a kol. (2011) a podle informaci,
které byly poskytnuty konzultantem této bakalaiské prace prof. Lebedou, v populaci
patogenu Vv roce 2009 stejné jako i v roce 2008 (Lebeda a kol., 2010) pievazovaly
vysoce virulentni kmeny, avSak analyzované vzorky z roku 2009 vykazuji vyrazné
odlisné fytopatologické vlastnosti nez izolat 88/2009, u kterého byl detekovan patotyp
4/15/0, dosud v CR nepopsany. Zajimavym zjisténim je i podobnost izolatu 43/06
(lokalita Cermna nad Orlici, Kralovehradecky kraj), ktery se na vétsing diagrami
shlukuje se vzorky zroku 2009 a je jim svym genetickym AFLP profilem velice
podobny.

Vincelli a Tisserat (2008) popisuji obecné pouziti metody AFLP v aplikované
patologii pro tcely identifikace druhii patogent (napi. rody Pythium a Fusarium; Abdel
a kol., 2003; Summerell a kol., 2003; Garzén a kol., 2005; Sumikova a kol., 2010)
a dale pro studie genetické variability pfirodnich populaci patogen (napf. u rodd
Phytophtora, Ophiosphaerella, Pseudoperonospora; Bowers a kol., 2007; Iriarte a kol,
2004; Sarris a kol., 2009). Toto bylo naptiklad vyuzito pfi urceni geografického ptivodu
patogent, které byly spojeny s vyskytem novych chorob (Tooley a kol., 2002).
Z vétsiny publikovanych studii genetické variability rostlinnych patogenli provadénych
pomoci metody AFLP vyplyva vyuzitelnost této metody pro odliSeni testovanych
izolatd podle jejich geografického ptvodu. Piikladem muze byt jiz nékolikrat

zminovana prace Sarris a kol. (2009) provedena na P. cubensis, ve které¢ byly pomoci
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AFLP odliSeny izolaty z Evropy a Kréty. Dale lze uvést studii genetické a patogenni
variability izolati Phytophthora cactorum (Bhat a kol., 2006), kdy byly pomoci AFLP
detekovany signifikantni rozdily v geografickém ptvodu izolath a druhem hostitelské
rostliny.

Naopak existuje nékolik praci, ve kterych metoda AFLP nerozdélila analyzované
vzorky podle zadného ze studovanych kritérii. Piikladem je studie patogenu Puccinia
melanocephala v severozapadni Argentiné (Pocovi a kol., 2010). Cilem autorti bylo
objasnit, zda geneticka variabilita koreluje s variabilitou izolatt pochazejicich z riznych
hostitelskych rostlin nebo zemépisnym rozsifenim choroby. Celkem pracovali s 538
AFLP markery, které byly vygenerovany pomoci 20 primerovych kombinaci. Shlukova
analyza (metoda UPGMA, Jaccardiv koeficient) a PCoA analyza ale neseskupila
izolaty ani podle jejich geografického ptivodu ani podle hostitelské rostliny (Pocovi
a kol., 2010).

Podobn¢ ve studii realizované ve Finsku na rodu Peronospora sparsa bylo
analyzovano 36 izolath pomoci 226 AFLP markert, pficemz 223 znich bylo
polymorfnich. Klastrovaci analyza UPGMA neseskupila izolaty ani podle
geografického ptvodu ani podle hostitele, ze kterého izolaty pochazely (Lindgvist —
Kreuze a kol., 2002).

Na predchozich ptikladech je také zfejmé, Ze nejcastéji pouZivanou metodou pro
konstrukci fylogenetickych stromii u fytopatogennich organismii obecné je metoda
UPGMA, a to vkombinaci sJaccardovym indexem podobnosti. Oproti metodé
Neighbor-Joining je to metoda vypocetn¢é jednodussi a poskytuje zpravidla graficky
,»1épe* vypadajici stromy.

V této bakalaiské praci byly vysledky zpracovany pomoci né€kolika variant vybéru
metody pro tvorbu dendrogramii a koeficienti pro vypocet genetickych vzdalenosti
mezi prvky analyzovaného souboru. Pomocnikem pii rozhodovani m¢l byt program
TreeFit, ktery jako optimalni doporucil pouziti metody NJ a koeficientu NeiDa.
Vysledny strom se 100% spolehlivosti odd€lil izolaty z roku 2009 od ostatnich. Pii
prostudovani manudlu k pouZitému programu pro vytvofeni matice genetickych
vzdalenosti (FreeTree) bylo ale zjisténo, ze koeficient NeiDa neni vhodny pro analyzu
binarnich dat. Rovné€z v manualu k programu TreeFit je uvedeno, Ze pfi rozhodovani

o vybdru vhodné konstrukéni metody dendrogramu ma hodnota R® nabyvat hodnot
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blizkych k 1 (nebo alespon nad hodnotu 0,9), coz pro Zadnou kombinaci nebylo zjisténo
(R? = 0,875 pro kombinaci NJ-NeiDa). Proto byly provedeny konstrukce dalsich dvou
fylogenetickych stromt podle nejéastéji uzivanych postupi (NJ-Nei and Li/Dice;
UPGMA-Jaccard). Podobn¢ jako ve variant¢ NJ-NeiDa byly u téchto konstrukénich
metod vzorky rozdéleny na skupinu izolatt z roku 2009 (spolecné s izolatem 43/06)
a izolaty z let prfedchozich. Pokud vezmeme v ivahu prakticky stejné vysledky dalsi
nezavislé metody PCoA, dale hodnoty bootstrapové analyzy jednotlivych stromi
a rovnéz i vizualné identifikovatelné rozdily mezi izolaty na AFLP gelech, pak jako
optimalni postup konstrukce fylogenetického stromu lze navrhnout pouziti Jaccardova
koeficientu podobnosti metody UPGMA.

Vysledky této bakalaiské prace tedy ukazuji, Ze pomoci metody AFLP lze detekovat
pravdépodobné rozsdhlejsi zmény genomu fypatogennich hub. Dale 1ze vyvodit zavér
0 nevhodnosti pouziti metody pro detekci odliSnosti mezi izolaty na relativné malé
geografické Skale, ale predev§im 0 nevhodnosti pii hledani pfimé souvislosti mezi
AFLP profilem daného izoldtu (nebo skupiny podobnych izolatd) a jeho
fytopatologickou charakteristikou zalozenou na patotypovém kodu. O aktualnosti této
otazky sveéd¢i v soucasnosti publikované prace, jako naptiklad prace Turgay a kol.
(2010), ve které nebylo mozné pomoci 9874 AFLP fragmentli nalézt souvislost mezi
vétvenim UPGMA dendrogramu a patotypovymi profily spoleéné se shlukujicich
izolati Cercospora beticola. K podobnym zavérim dospéli Bouajila a kol. (2007) pti
analyze 122 izolat Rhynchosporium secalis pomoci AFLP a mikrosatelitnich dat.

Organismus, ktery byl objektem této bakalafské prace - Pseudoperonospora cubensis
— je povazovan za velice nebezpecny patogen decimujici porosty vyznamnych plodin
z Celedi Cucurbitaceae. Tento patogen se dostava do riznych geografickych oblasti,
lehce se jim prtizpusobuje a muze dochazet ke vzniku novych agresivnich genotypt
napadajicich nové druhy rostlin. DilezZitost monitoringu, identifikace a charakterizace
zmén v piirodnich populacich P. cubensis je tedy ziejma. Vysledky podobnych studii
rovnéz mohou pfispét pii Slechténi rezistentnich odrid tykvovitych plodin, poptipadé
k vybéru a vyvoji fungicidt, které by zmirnily kazdoro¢ni dopad devastujicich epidemii

tohoto patogena.
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7 ZAVER

V ramci mé bakalaiské prace byla provedena pomoci metody AFLP detekce
variability u souboru 30 izolata P. cubensis, které pochazely z Ceské republiky (CR)
a které byly vybrany ze sbirkové kolekce izolath tohoto patogenu uchovavané na KB
PiF UP v Olomouci. U kazdého z testovanych izolatti byla znama jeho fytopatologicka
charakteristika, resp. jeho patotyp, oznaceny tetradovym numerickym kodem na zakladé
jeho reakce na diferenciaénim souboru tykvovitych (Lebeda a Winderlechner, 2003).

V této bakalatfské praci byla detailn¢ popsana metoda zisku spor P. cubensis pro
izolaci DNA, ktera je dale pouzivana pifi molekularnich analyzach tohoto patogenu
a dale 1 detailni popis metodiky AFLP analyzy, kterd je v soucasnosti pouzivana
v Labarotofi molekularnich markert Katedry botaniky PfF UP v Olomouci.

Geneticka analyza izolata P. cubensis byla provedena pomoci metody AFLP za
pouziti zvolenych 13 primerovych kombinaci. Celkem bylo =ziskdno 387
detekovatelnych bandl, znichz 217 bylo polymorfnich. Pro porovnani AFLP dat
a fytopatologickych charakteristik analyzovanych vzorki byla provedena shlukova
analyza a vysledky byly vizualizovany ve form¢ dendrogramt a PCoA diagramu. Ze
ziskanych vysledkt vyplynulo, ze nebyla nalezena souvislost mezi shlukovanim izolatt
s podobnymi fytopatologickymi charakteristikami a jejich AFLP profily. Pouze bylo
prokazano oddéleni izolata z roku 2009 od izolati z predchozich let, coz by mohlo
souviset se zmé&nami v okruhu hostitelskych rostlin pozorovanymi v poslednich letech.

Vysledky této bakalaiské prace ukazuji na dulezitost sledovani zmén v ptirodnich
populacich P. cubensis a které mohou pfispét ve Slechténi rezistentnich odrid
tykvovitych plodin, popiipadé k vybéru a vyvoji fungicidl, které by zmirnily

kaZdoro¢ni dopad devastujicich epidemii tohoto patogenu.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A - absorbance

AFLP - délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmenta (amplified fragment length
polymorphism)

AgNO; — dusicnan stiibrny

CH3;COOH - kyselina octova

C — kopheneticky korela¢ni koeficient

CLU — analyza shluk, cluster analysis

CTAB - cetyltrimetylamoniumbromid, chemicky vzorec C16Hz3(CH3)sNBr

Cox 2 — mitochondrialni cytochrom oxidaza II

DNA - deoxyribonukleové kyselina

dNTP — deoxynukleotidy, stavebni kameny DNA

EcoRIl - restrikéni enzym, rozpoznava 6bp (GJAATTC) dlouhou sekvenci DNA a
molekulu DNA $tépi v daném misté

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova, chemicky vzorec [CH,N(CH,CO2H);],
H3BO; — kyselina borita

HNO; — kyselina dusi¢na

H,0 — voda

ITS - vnitini transkribovatelny spacer (Internal Transcribed Spacer)

Msel — restrikéni enzym, rozpoznava 4bp (T|TAA) dlouhou sekvenci DNA a molekulu
Stépi v daném misté

Na;EDTA - ethylendiamintetraacetat disodny

Na,COj3 — uhlic¢itan sodny

NaOH — hydroxid sodny

Na,S,03 — thiosiran sodny

(NH4),S,0g — peroxodisiran amonny

NJ — metoda Neighbor-Joining

PC — Pseudoperonospora cubensis

PCOoA - analyza zakladnich koordinat (Principal Coordinate analysis)

PCR — polymerasova rétézova reakce (Polymerase Chain Reaction)


http://www.google.cz/url?sa=t&source=web&cd=2&ved=0CDkQFjAB&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPolymerase_chain_reaction&ei=EEwDTrW8EpDtsgamtYGKDg&usg=AFQjCNH8lMpt6ywigBg4rET9U329qbuuxg

RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragment (Restriction fragment length
polymorphism)

RNA — ribonukleova kyselina

Taq polymeraza — DNA dependentni DNA polymeraza izolovana z temofilni bakterie
Thermofilus aquaticus

TEMED — N,N,N’",N’- tetramethylethylendiamin, chemicky vzorec,
(CH3)2NCH,CH;N(CHj3),

TRIS — tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, chemicky vzorec (HOCH,)3,CNH

UV — ultrafialové zafeni
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