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dlouhodobé¢ velmi dilezité a potiebné. Zamétuje se
mj. na identifikaci novych efektivnich zdroja
rezistence (mezi péstovanymi i planymi zastupci
¢eledi Cucurbitaceae), vyuzitelnych ve slechténi
tykvovitych na rezistenci vici P. cubensis.

Analyza dat testovani rezistence 97 genotypt
planych a plevelnych taxonti Cucurbita spp. vuci
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1. UVOD

Pseudoperonospora cubensis (Berk. et Curt.) Rostov., zastupce fadu Peronosporales,
fiSe Chromista, zpiisobuje zavaznou a mnohdy epidemickou chorobu okurek a jinych
péstovanych zastupci ¢eledi Cucurbitaceae (tykvovité) (Lebeda a Cohen, 2011; Savory et
al., 2011), plisen okurky. Pro své kosmopolitni rozsifeni a velkou variabilitu patii mezi
nejvyznamnéjsi a v rdmcei fadu Peronosporales nejvice studované patogeny rostlin (Lebeda
a Cohen, 2011). Kazdoro¢ni ztraty v produkci okurek, melount a tykvi, napadenych P.
cubensis, v minulych letech byly a jsou i v dne$ni dobé vaZznym problémem svétové
ekonomiky péstovani tykvovitych rostlin (Lebeda et al., 2011; Savory et al., 2011), a to 1
ptesto, ze vyzkum epidemiologie a patogenni variability tohoto organismu zaznamenal v
poslednich desetiletich vyrazny vzestup (Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda a Schwinn, 1994).

Vysledky tohoto vyzkumu, ale i dostupna konkrétni ochranna opatfeni, vSak dosud
stale nestaci ke zcela GspéSnému boji s plisni a jejim Sifenim. Soucasné snahy se diky
detailngj$imu a souhrnnéjSimu poznani vlastnosti patogenu, hostitele a jejich vzajemné
interakce mj. zaméfuji na vyslechténi novych odolnych odriid kulturnich plodin (tzv.
Slechténi na rezistenci) (Lebeda a Cohen, 2011) a tim na moZnost sniZeni pouzivanych
davek fungicidl (Call et al., 2013; Lebeda et al., 2007a). Geny rezistence vi€i uréitym
patotypim (ptipadné rasam) P. cubensis, vyuzitelné v tomto Slechténi, jsou mj. znamy u
nékterych zastupct rodu Cucumis, ptedevsim u druhu Cucumis melo, a rodu Cucurbita
(Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda a Widrlechner, 2003).

Tento ekonomicky vyznamny rod tykvovitych rostlin, pochazejici z oblasti
amerického kontinentu, vykazuje celkové velkou rozmanitost (Lebeda et al., 2007b).
Rovnéz interakce jednotlivych zastupci s P. cubensis je znaéné variabilni (Lebeda a
Kiistkova, 1993; Lebeda a Widrlechner, 2004) a poskytuje pfedpoklad nalezeni novych a
zajimavych zdroji rezistence. TotéZ plati o variabilnim druhu Cucumis melo, jehoz
odpovéd’ na napadeni P. cubensis je vysoce specifickd a vzhledem k obecné dulezitosti
tohoto druhu podrobné zkoumana (Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda et al., 2007a).

Z divodu nedostatku dat o zdrojich rezistence v rdmci rodu Cucurbita (Lebeda a
Cohen, 2011) a nalezeni novych zdroji u druhu Cucumis melo, byly ve fytopatologické
laboratofi Katedry botaniky PiF UP v Olomouci studovéany reakce genovych zdroju plané
rostoucich populaci Cucurbita spp. (2001) a populaci Cucumis melo (2012-2013) vici
riznym patotypiim P. cubensis. Analyza dat ziskanych z téchto testl rezistence navazuje

na bakalafskou praci (Rohackova, 2012) a na publikaci Lebedy a Widrlechnera (2004).



2. CILE PRACE

Cilem teoretické casti této diplomové prace bylo podrobnéjsi studium a zpracovani
odborné literatury se zaméfenim na biologii Pseudoperonospora cubensis, taxonomii a
biologii rodd Cucumis a Cucurbita a variabilitu vzajemné interakce Cucumis spp./
Cucurbita spp. a P. cubensis v navaznosti na piedchozi bakalafskou praci (Rohackova,
2012).

Experimentalni ¢ast zahrnovala screening vybranych genovych zdroji Cucumis spp.
na odolnost vic¢i P. cubensis, zpracovani vychozich dat testd rezistence Cucumis spp.a
Cucurbita spp. vu€i P. cubensis, detailni vyhodnoceni ziskanych vysledkli a jejich

interpretaci.



3. LITERARNI PREHLED

3.1 Rod Cucumis a Cucurbita

3.1.1 Vyznam a charakteristika €eledi Cucurbitaceae

Celed’ Cucurbitaceae (tykvovité) piedstavuje pro lidstvo velmi vyznamnou skupinu
krytosemennych rostlin, a to jak zhlediska botanického, tak také ekonomického,
kulturniho a Iékatského (Lebeda et al., 2007b). Tato dulezitost je ji pfikladana diky dnes
témert celosvétovému rozsiteni, Siroké variabilité, ale predevsim diky rozsahlému péstovani
a Slechténi mnoha druhti, které se staly jednémi z nejvyznamnéjsich plodin viibec (Esteras
et al., 2012b; Lebeda et al., 2011). Jejich charakteristickym znakem a ve vétSiné piipadii
stézejni pti¢inou pestovani jsou plody rozmanitych tvarl, velikosti a zbarveni, které lidem
slouzi k obzivé ve zralém, ale mnohdy i nezralém stavu (jedld duZznina mnoha druhti) a
k vyrob¢ riznych ozdobnych i uzitkovych nadob, hudebnich néstrojt, ¢i dokonce mycich
hub (rod Luffa) (Lebeda et al., 2007b; Paris et al., 2012). Jak uvadi Lebeda et al. (2007b),
vyuziti tykvovitych rostlin vyznamné zasahuje také do oblasti tradi¢ni mediciny (viz napft.
Shrivastava a Roy, 2013) a farmaceutického primyslu. Obsah 1é¢ivych i toxickych latek
v ruznych ¢astech rostlin planych i péstovanych zastupct této ¢eledi (predevsim v plodech,
semenech a listech) je pfedmétem vyzkumt, které reprezentuje napiiklad studie Edeogy et
al. (2010) zalozena na screeningu ¢tyi planych druht tykvovitych z oblasti jihovychodni
Nigérie za icelem urceni jejich farmaceutického a terapeutického potencidlu.

Celed Cucurbitaceae, s rozsifenim prevazné v tropech a subtropech, obecné zahrnuje
ketit a vzacnych sukulentnich stromt (Chrtkova, 1990; Lebeda et al., 2007b). Jedna se
Casto o rostliny s popinavymi nebo plazivymi lodyhami, jejichz Uponky, pokud jsou
pfitomny, vyristaji v pazdi listh a mohou byt i vicendsobné vétvené (Chrtkova, 1990;
Smejkal, 1992). Na stonku stiidavé postavené fapikaté listy (bez palistll) maji celistvy tvar
nebo jsou ¢lenéné v ukrojky (Chrtkova, 1990). Velikost tkrojkii, celkova velikost, textura,
tvar a orientace listl pfedstavuji dillezité determinacni znaky v ramci jednotlivych rodi
tykvovitych (Lebeda et al., 2007b). Listy casto obsahuji extraflordlni nektaria a ve
struktute jejich bunék mitizeme nalézt fytolity (Lebeda et al., 2007b; Watson a Dallwitz,
1992). Zpravidla jednopohlavné, aktinomorfni kvéty zvonkovitého az nalevkovitého tvaru,

jenz vznikd sriistem vétSinou 5-6 kaliSnich a stejného poctu korunnich listkl, se na
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stoncich vytvareji jednotlivé, ptipadné v kvétenstvich (Chrtkova, 1990; Smejkal, 1992).
Morfologické charakteristiky kvétu nepiedstavuji spolehlivé rozliSovaci znaky uvnitf rodu,
oproti tomu mezi riznymi rody jsou rozdily v morfologii kvétu nédpadné (Lebeda et al.,
2007b). Opyleni se dé&je prostfednictvim blanokiidlého hmyzu, nej¢astéji riznych druht
vcel (Wehner a Maynard, 2003). Plodem tykvovitych je nejcastéji duznata, masita bobule,
dortstajici bézné velkych rozmérd, jak to zndme i1 znaSeho doméciho péstitelstvi
(Chrtkova, 1990; Smejkal, 1992). Neméné vyznamné jsou vSak i vysychavé bobule se
silnou kiirou a plody nabyvajici riznych extrémnich tvarl, velikosti a barev. Relativné
velkd semena vSech zastupcii neobsahuji endosperm, zasobni latky pro vyvoj embrya jsou
proto obsazeny ve dvou vétSich délohach (Lebeda et al., 2007b; Watson a Dallwitz, 1992).
Morfologie povrchu semen je rovnéz dulezitym diagnostickym znakem na tUrovni
mezirodové i mezidruhové (Esteras et al., 2012b).

Péstované druhy celedi Cucurbitaceae jsou schopny adaptace na velmi rozdilné
péstitelské podminky prostfedi (Lebeda et al., 2007b). Mezi plodiny s globalnim
ekonomickym vyznamem fadime zastupce rodt Cucumis (okurka setd, meloun cukrovy),
Cucurbita (tykve — dyné&, cuketa) a Citrullus (meloun vodni) (Esteras et al., 2012b; Lebeda
et al., 2007b). Produkce téchto kulturnich rostlin na pocatku nového tisicileti zaznamenala
vyrazny vzestup a kazdym rokem vzrasta (viz Tab. 3.1). V soucasné dob¢ ji s velkou
prevahou vévodi Cina, k niz se piidavaji dalsi asijské staty jako je Indie, fran a Turecko.
Velkymi producenty tykvovitych jsou rovnéZz Spojené staty americké a Egypt (Lebeda et
al., 2007b; FAO, 2014). Tato fakta nasvédC¢uji tomu, ze celed’ Cucurbitaceae je pravem

fazena mezi nejvyznamnéjsi rostlinné ¢eledi svétové ekonomiky.

Tab. 3.1 Rust svétové produkce vodnich melounti, okurek, melount (cukrovych) a tykvi

v rozmezi let 1997 — 2012 (v tunach).

Roc¢ni svétova produkce (t)

Plodina 1997 2000 2003 2006 2009 2012

vodni

59247 551 | 76 546 402 | 87521337 | 94539927 | 98 737 055 | 105372 341

melouny

okurky | 27093284 | 38216332 | 43725595 | 50079 774 | 60 882 411 65134 078
melouny | 16 057 243 | 19466 509 | 24 745276 | 27 821 359 | 26 429 872 31925787

tykve 15537127 | 17795863 | 20491 053 | 21013 849 | 22440270 | 24616115

Zdroj dat: FAO (2014): FAOSTAT Agricultural Database, http://faostat3.fao.org.
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3.1.2 Taxonomie a biologie Cucurbitaceae

Soucasné vyzkumy fylogenetické piibuznosti na molekularni Grovni pfinaSeji stale
nové poznatky a s nimi spojené zmény uspoiadani jednotlivych taxonomickych skupin
v systému, coz se vyznamn¢ dotyka také zkoumané celedi Cucurbitaceae. Lebeda et al.
(2007b) udava, ze tykvovité predstavuji, od jinych geneticky ptibuznych -celedi,
izolovanou Celed’ s vlastnim monotypnim fddem Cucurbitales a za jejich moZné piibuzné
jsou povazovani ¢lenové ¢eledi Begoniaceae a Datiscaceae z fadu Begoniales. O vyznamné
separaci Cucurbitaceae od jinych celedi se zminuji také Wehner a Maynard (2003).

Podle nedavno ziskanych vysledkit DNA analyz navrhuji Schaefer a Renner (2011)
sdruzit do fadu Cucurbitales celkem osm c¢eledi: co do poc¢tu druhli nejvétsi Begoniaceae,
pak Cucurbitaceae a 6 dalSich mensich celedi, které byly dfive fazeny v riznych méné
pribuznych fadech. Ve fylogenezi fadu (viz Obr. 1) se podle téchto analyz prvni oddélila
celed” Apodanthaceae, pak postupné Anisophylleaceae a Cucurbitaceae, kterd predstavuje
sesterskou skupinu k rozvétvenym skupindm Coriariaceae a Corynocarpaceae, a
Tetramelaceae, (Datiscaceae, Begoniaceae).

Z DNA analyz provedenych o Sest let diive za spoluprace americkych a némeckych
védcl (Zhang et al., 2006), jejichz cilem bylo odhalit ptfibuzenské vztahy taxond uvnitt
fadu, v mnoha aspektech vyplynuly stejné zavéry s vySe zminénym vyzkumem. Na rozdil
od Schaefera a Renner (2011) vSak Zhang et al. (2006) povazuje celed’ Cucurbitaceae za
blize ptfibuznou k vétvi Tetramelaceae (Datiscaceae, Begoniaceae), nez ke kladu
Coriariaceae a Corynocarpaceae, malou celed Apodanthaceae vibec nevyd€luje. Na
zaklad¢ této predpokladané taxonomie fadu a porovnani fenotypovych znakii zéstupcii
jednotlivych skupin byla postulovana hypotéza evoluce morfologie danych znakd,
souvisejicich predevsim se zptisobem rozmnozovani (viz Obr. 2).

Diky nejnovéji publikovanym molekularnim datim a srovnani morfologickych
znaki doslo k jednomu z moznych pieorganizovani klasifikace Cucurbitaceae vymezenim
95 rodl o 950-980 druzich (Schaefer a Renner, 2011). Pfitom jesté¢ v nedavné dobé se
udaje o poctu taxonti pohybovaly okolo 118 rodi s 825 (Lebeda et al., 2007b), piipadné
s 800 druhy (Zhang et al., 2006). Takto rozmanitou skupinu rostlin pochéazejici z Ameriky,
Afriky a pfedevSim z Asie 1 dnes tvoii pievazné zéstupci z tropickych a subtropickych
oblasti téchto kontinentti (Lebeda et al., 2007b, 2011; Schaefer a Renner, 2011). Rozsifeni
planych druhd v temperatni zoné je vzacné, napt. v Evropé€ jsou pivodni pouze dva rody:

Ecballium (tykvice) a Bryonia (posed) (Chrtkova, 1990).
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Obr. 1 ZjednoduSeny kladogram fadu Cucurbitales podle souhrnnych vysledki DNA
analyz (14 kombinovanych jadernych, plastidovych a mitochondridlnich markerd,
664 druht tadu) s naznacenim vztaht k pfibuznym fadim (Schaefer a Renner,

2011).
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Obr. 2 Kladogram tadu Cucurbitales a jeho vztaht s ptibuznymi

fady podle vysledki

DNA analyz (9 plastidovych, jadernych a mitochondridlnich markert, 26 druha

fadu + 8 zastupcil 6 ptibuznych fadl) (Zhang et al., 2006).
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Pii zvazovani ptibuznosti rodi a kmenti ¢eledi Cucurbitaceae na zaklad€ anatomie a
morfologie se taxonomové zamétuji predev§im na zkoumani Uponkd a generativnich
organli, u nich pak konkrétné na srovnavani morfologie andrecea a gynecea, struktury
pylovych zrn a osemeni (Chauhan a Pandey, 2012; Esteras et al., 2012b). Dle ¢lenéni
navrzeného C. Jeffreym (Jeffrey, 1990) existuji dvé podceledi tykvovitych o velmi
odlisnych parametrech. Zatimco podceled’ Zanonioideae, oznaCovana dnes spiSe jako
Nhandiroboideae (Chauhan a Pandey, 2012; Esteras et al., 2012b), ktera je charakteristicka
malymi zlabkovanymi pylovymi zrny, zahrnuje pouze 18 nepfili§ vyznamnych rodd, do
druhé podceledi Cucurbitoideae fadime okolo 100 rodl, mezi néz patii i ty nejpocetnéjsi a
nejvyznamnéjsi. Jejich pylovd zrna na povrchu zlabky nemaji a ¢nélky samicich kvéth
srustaji v jeden stfedni sloupek (Lebeda et al., 2007b). Pro taxonomii Cucurbitaceae jsou
mimo analyzy morfologickych znakd dulezit¢ také biochemické charakteristiky —
schopnost rostlin produkovat toxické cucurbitaciny, zptisobujici hotkost rostlinnych ¢asti
(Kirkbride, 1993), data z vyzkumii na cytologické a predevSsim molekularni urovni
(analyzy struktury DNA, proteinil), schopnost vzajemného kiizeni taxonl a jejich
koevoluce s opylovaci a patogeny (Lebeda et al., 2007b). Molekularni studie v této oblasti
nejsou zalezitosti jen nékolika poslednich let, jak potvrzuji naptiklad vyzkumy velikosti
mitochondrialniho genomu tykvovitych (Ward et al., 1981) nebo struktury proteini semen
(Pasha a Sen, 1991). VyuZitim soucasnych mozZnosti sekvenacnich analyz DNA byla
zjiStétna mozna parafylie podceledi Nhandiroboideae (Chauhan a Pandey, 2012),
v podceledi Cucurbitoideae byly rozliSeny tfi hlavni vyvojové vétve s pomoci ITS oblasti

jaderné rDNA u 18 druhti této podceledi (Ali et al., 2009).

Pozn.: Jako skupina rostlin s Sirokou diverzitou a dlouhodobym vyvojem péstovani v mnoha
vzajemn¢ vzdalenych oblastech vyzadovala Celed” Cucurbitaceae pro dnesni taxonomické ucely
pfesné definovand jednoznacnd pojmenovani jednotlivych taxonti. Nutnou klasifikaci a popis
péstovanych tykvovitych umoznila pravidla uréend Mezindrodnim koédem nomenklatury

péstovanych rostlin (ICNCP) (Lebeda et al., 2007b).

Pokud jde o taxonomické vztahy v rdmci ekonomicky nejvyznamnéjSich rodi, pak se
v tomto odstavei zaméfime na stru¢nou charakteristiku rodu Citrullus; taxonomii rodu
Cucumis a Cucurbita jsou vénovany nasledujici podkapitoly. VSechny druhy starobylého
rodu Citrullus pochézeji z teplych oblasti Starého svéta, hlavné z africkych tropt a pousti.
Byly rozliSeny ¢tyfti druhy, z nichZ vice rozsifené jsou dva: C. lanatus (Thunb.) Matsum &

Nakai (lubenice obecnd) a C. colocystis (L.) Schrad. (kolokvinta obecna). Citrullus
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lanatus, zndmy jako vodni meloun, se hojn¢ péstuje na jihu Ruska a celého asijského
kontinentu, predeviim pak v Cind (Lebeda et al., 2007b). Ze vsech tykvovitych
dlouhodobé dosahuje nejvétsi ro¢ni produkce (FAO, 2014) a je fazen mezi tficet
nejvyznamnéjSich rostlinnych druhii slouZzicich lidské obzivé (Lebeda et al., 2007b).
Prestoze je dnes péstovan téméi po celém svété, jeho zdomacnéni stale zistava zdhadou
stejné¢ jako uplnd klasifikace jeho forem. Zvazujeme-li dals$i clenéni podceledi
Cucurbitoideae, byva rod Citrullus zatazovan do kmene Benincaseae se zndmymi rody
Cucumis, Benincasa a Lagenaria (Esteras et al., 2012b).

Kromé vyse uvedenych rodu ¢eledi Cucurbitaceae, vétSiho hospodarského vyznamu
dosahuji rody Luffa, Sechium a Momordica (Lebeda et al., 2007b). Oblast ptivodu rodu
Sechium je ptiblizn¢ v oblasti dneSni Guatemaly a Mexika, dva zbyvajici rody pochazeji

z tropickych oblasti Indie a jihovychodni Asie (Wehner a Maynard, 2003).

3.1.3 Taxonomie a biologie rodu Cucumis

Znamy rod Cucumis zahrnuje n¢kolik desitek planych druhii (jiz Kirkbride (1993)
rozliSuje 30 druhii, Sebastian et al. (2010) uvadi ptiblizny pocet 66 druhill), prevazné z
poustnich a polopoustnich oblasti Afriky a dva druhy bézné péstované v mnoha oblastech
svéta, C. sativus L. (okurka setd) a C. melo L. (meloun cukrovy), jez maji pravdépodobné
asijské predky (Lebeda a Cohen, 2011; Sebastian et al., 2010). Kromé& téchto dvou
pestovanych druhti jsou dalsi dva plané druhy (C. anguria L. a C. metuliferus E. Meyer ex
Naudin) vyuzivany k ziskavani ploda (Lebeda et al., 2007b).

Vnitini déleni rodu do dvou hlavnich skupin, podrodi Cucumis a Melo (Kirkbride,
1993), lisicich se geneticky, morfologicky i oblastmi pfirozeného vyskytu, je vSeobecné
prijimano (Lebeda et al., 2007b). Podrod Cucumis (indo¢inského ptivodu) tvoii pouze dva
druhy: C. sativus a C. hystrix Chakr., zatimco podrod Melo (ptevazné afrického ptivodu a
vyskytu) je taxonomicky slozity s velkou druhovou diverzitou (Kirkbride, 1993; Lebeda et
al., 2007b; Renner et al., 2007). Nékterymi autory byva vymezovan dokonce samostatny
rod Melo (Lebeda et al., 2007b), avSak ptredpoklada se urcitd propojenost evoluce a tedy
blizka ptibuznost obou zminovanych skupin, jak je determinuje Kirkbride; konkrétné C.
melo (podrod Melo) je v kladogramu rodu sestaveného na zaklad¢ kombinace sekvenci
plastidové a jaderné DNA (Sebastian et al., 2010) fazen blize skupiné C. sativus, C. hystrix
nez vétsing zastupcll podrodu Melo. Vzhledem k neustalym zméndm v systému rodu je

vSak docela mozné, Zze by v budoucnosti mohlo dojit k vydéleni rodu Melo, ovsem je
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otazkou, které druhy by do né&j pattily. Pro zkoumani evoluce rodu i celé ¢eledi se jako
zajimavy nastroj jevi soucasné rozsahlé studie genomu C. sativus (Huang et al., 2009) a C.
melo (Garcia-Mas et al., 2012) a jejich srovnavani.

Misto pivodu a prvniho péstovani okurky seté (C. sativus) je témét jednoznacné
situovano do podhiii Himalaji v Indii, kde lezi areal vyskytu plané rostouciho druhu C.
sativus L. var. hardwickii (Royle) Alef., jejiho pravdépodobného piedchidce, a nedaleko i
aredl sesterského druhu C. hystrix (Lebeda et al., 2007b; Sebastian et al., 2010; Wehner a
Maynard, 2003). Nedostatecné klasifikovatelné fosilni nalezy semen vSak znemoznuji
bliz$i ur€eni oblasti domestikace okurek a cest Sifeni tohoto druhu (Sebastian et al., 2010).
Z historickych zaznamii vSak vime, Ze na naSem uzemi byly okurky péstovany jiz v 9.
stoleti (Lebeda et al., 2007b).

Na rozdil od C. sativus primarni centrum piivodu dalSiho ekonomicky vyznamného
zastupce tykvovitych, C. melo (melounu cukrového, obecné melounu), zlstava stale
zéhadou (Lebeda et al., 2007b; Leppik, 1966), ke které se vaze velké mnozstvi soucasnych
1 minulych nézord a hypotéz (viz Sebastian et al., 2010). Ponévadz jsou teplé a suché
oblasti Afriky mistem nejvétsi diverzity a pravdépodobné primdrnim genovym centrem
rodu Cucumis (Kirkbride, 1993; Kiistkova et al., 2003; Leppik, 1996), domnivali se védci,
ze také druh C. melo pochéazi z afrického kontinentu (Wehner a Maynard, 2003).
Odkazovali se pfi tom mj. na identicky pocet chromozéml C. melo a planych africkych
druhil (2n = 24). V soucasnosti se spise priklanéji k varianté asijského piivodu péstované¢ho
melounu na zakladé¢ jeho blizké ptibuznosti s druhy rodu Cucumis volné rostoucich v jizni
Asii, severni Australii a prilehlych ostrovech (Renner et al., 2007; Sebastian et al., 2010),
kterou poodhalily také analyzy c¢éasti genomu 100 vzorkd africkych, asijskych a
australskych taxont Cucumis spp., jez uvetejnila Sebastian et al. (2010). Dalsi moZnosti je
jisté propojeni obou hypotéz v pfedpokladu rozdilného plivodu komeréné vyznamnych
skupin odrid C. melo - skupiny Inodorus a Cantalupensis na Blizkém vychod¢ (mohlo by
jit o rozSifeni z Afriky) a skupiny Conomon v Indii (Lebeda et al., 2007b). Zb&éznou
klasifikaci kultivart a krajovych odriid melounu cukrového se budeme zabyvat v kapitole o
jeho genetické diverzité. Zakladni informace o Ceské kolekci genovych zdroji Cucumis
spp., jez zahrnuje plané i péstované taxony, s morfologickym popisem jednotlivych

polozek a jejich tfidéni do skupin piedklada Kiistkova et al. (2003).
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3.1.4 Taxonomie a biologie rodu Cucurbita

24

chédpan jako skupina pouze 12 az 15 druhi, Sanjur et al. (2002) uvadi 12-14 druht, které
pochazeji z oblasti Nového svéta, Sirokého pasma od USA po Argentinu (viz Tab. 3.2)
(Lebeda et al., 2007b). Ackoliv byly do Evropy nékteré druhy dovezeny jiz kratce po
prvnim osidleni amerického kontinentu, k prvni domestikaci péti dnes hojné péstovanych
druhti doslo jesté pied prichodem Evropanti taméjSimi domorodymi obyvateli, pro které
byly zdrojem obzivy jako jedny z prvnich péstovanych rostlin na tomto izemi (Lebeda et
al., 2007b; Sanjur et al., 2002). Tento rod, se zakladnim chromozémovym cislem 2n = 40,
nevykazuje blizkou ptibuznost s jinymi rody ¢eledi Cucurbitaceae (Lebeda et al., 2007b).
Podle ptizptsobeni se ekologickym podminkam prostiedi 1ze v rdmci rodu rozlisit
dvé skupiny rostlin (Lebeda a Widrlechner, 2003). Prvni skupinu piedstavuji jednoleté ¢i
vytrvalé, ale kratce zijici rostliny s vlaknitymi kofeny, jimz vyhovuje mezofytni prostiedi a
jejichz aredl vyskytu je pomérné rozsahly, ale nezasahuje do oblasti nad 1300 m n. m.
Od téchto druhii bylo také odvozeno vSech pét hlavnich péstovanych plodin (Cucurbita
maxima Duchesne, C. ficifolia Bouché, C. moschata Duchesne, C. argyrosperma C. Huber
a C. pepo L.), pticemz zékladnim zastupcem cel¢ skupiny byl dle vysledki sekvenéni
analyzy mitochondridlniho genu nadl oznacen druh C. ficifolia Bouché (Lebeda et al.,
2007b; Sanjur et al., 2002). Do druhé skupiny, kterd je pokladédna za plivodnéjsi, patii
vytrvalé dlouho Zzijici xerofyty, jez dokdzi diky svym zasobnim kofeniim piezivat
v oblastech s aridnim klimatem ¢i ve vysokohorskych polohdch stiedni Ameriky.
Zajimavym zastupcem této skupiny je druh C. foetidissima Kunth, ktery se stal pfedmétem
pokusti o zdomacnéni pro obsah Skrobu v jeho zasobnich kofenech a moznost ziskavani
jedlého oleje zjeho semen (Lebeda et al., 2007b). K urceni vychoziho druhu rodu
Cucurbita je nutné¢ dikladné prozkoumani vztahti C. ficifolia Bouché k zakladnim

xerofytnim zastupciim, predevS§im k C. digitata A. Gray, C. foetidissima Kunth a C.
pedatifolia L.H. Bailey (Sanjur et al., 2002).
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Tab. 3.2 Plané a péstované taxony Cucurbita spp. a jejich rozsiteni (Lebeda et al., 2007b)

Skupina Argyrosperma
C. argyrosperma C. Huber Mexiko, sttedni Amerika, jihozapadni USA
subsp. argyrosperma
subsp. sororia (L. H. Bailey) L. Merrick Mexiko — Nikaragua, zapadni pobiezi
& D. M. Bates
Skupina Ficifolia
C. ficifolia Bouché Mexiko (vysociny) — severni Chile, Argentina
Skupina Maxima
C. maxima Duchesne Argentina, Bolivie, Chile

subsp. maxima

subsp. andreana (Naudin) Filov Argentina, Bolivie
C. moschata Duchesne Mexiko (niziny), sttedni Amerika
Skupina Pepo
C. pepo L. severni Mexiko a jizni USA
subsp. fraterna (L. H. Bailey) Filov severovychodni Mexiko
subsp. ovifera (L.) Harz
subsp. ozarkana D. S. Decker jizni — stfedni USA
subsp. pepo
subsp. texana (Scheele) Filov Texas a jihovychodni USA
C. ecuadorensis H. C. Cutler & Whitaker zapadni pobtezi Ecuadoru

Skupina Okeechobeensis

C. okeechobeensis (J. K. Small) L. H. Bailey

subsp. okeechobeensis Palm Beach County, Florida, USA
subsp. martinezii (L. H. Bailey) T. W. Walters ~ Veracruz, Mexiko
& D. S. Decker
C. lundelliana L. H. Bailey Mexiko (niziny, Yucatan), Guatemala, Belize
Skupina Digitata
C. digitata A. Gray Nové Mexiko a Arizona, USA
C. cylindrata L. H. Bailey Baja California, Mexiko
C. palmata S. Watson jizni Kalifornie a Arizona, USA
Skupina Foetidissima
C. foetidissima Kunth jizni USA a Mexiko
C. pedatifolia L. H. Bailey sttedni Mexiko
C. X scabridifolia L. H. Bailey severovychodni Mexiko
C. radicans Naudin Mexiko
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Lebeda et al. (2007b) dale shrnuje soucasné poznatky o mozném pivodu a
zdomacnéni péti druhi Cucurbita spp., které jsou jiz dnes uspeSné pestovany v mnoha
Castech svéta (Lebeda a Cohen, 2011). Na zdklad¢ vyzkumdt, ptedevSim pak analyzy
mitochondridlniho markeru 6 planych a 6 péstovanych Cucurbita spp. (Sanjur et al., 2002),
byl kazdy z téchto druhi domestikovan nezavisle na ostatnich. U druhu Cucurbita maxima
Duchesne (tykev obrovskd), blizce ptibuzného k divoce rostoucimu C. maxima subsp.
andreana (Naudin) Filov (i pfes jejich pivod z mist s rozdilnym klimatem), k tomu doslo
na jihu Jizni Ameriky; u C. ficifolia Bouché podle fosilnich zdznamt nejspiSe ve vyse
polozenych oblastech severni Casti Jizni Ameriky, zatimco u C. moschata Duchesne
v nizSich nadmotskych vyskach tohoto tizemi. Konkrétni piedci téchto dvou poslednich
druhii zGstdvaji zatim nezndmi. Bezesporu =zajimavé misto v téchto moznych
ptibuzenskych vztazich zaujimd mexicky taxon C. argyrosperma subsp. sororia (L. H.
Bailey) L. Merrick & D. M. Bates, ktery ma ze vSech znamych planych druhii geneticky
nejblize ke C. moschata a zaroven je také nejpravdépodobnéj$im piedchiidcem dalSiho
péstované¢ho druhu C. argyrosperma C. Huber, zdoméacnéného v jiznim Mexiku. Vibec
nejznaméj$i druh rodu Cucurbita existujici v mnoha kultivarech a vyslechténych formach,
C. pepo L. (tykev obecnd), byl podle riznych molekularnich studii domestikovan dvakrat
bez uzsi spojitosti téchto dvou udalosti, ¢ehoz je dokladem existence dvou linii
péstovanych taxonll v ramci druhu (Lebeda et al., 2007b, Sanjur et al., 2002). K prvnimu
zdomacnéni, urcujici linii C. pepo subsp. ovifera, ptijimanou dnes také jako subsp. texana
(Gong et al., 2012; Paris et al., 2012), doslo nejspiSe na tizemi severovychodniho Mexika
(Sanjur et al., 2002). Pfedchiidci této linie jsou hledani mezi taxony C. pepo subsp.
fraterna, C. pepo subsp. ozarkana a C. pepo subsp. texana. Druhou linii ptedstavuje C. pepo
subsp. pepo, jehoz zastupci jsou vysledkem postupné domestikace z taxonu rostouciho
v dneSnim Mexiku a ptibuzného planému taxonu C. pepo subsp. fraterna (Sanjur et al.,
2002). Obecné pro druhy rodu Cucurbita plati, ze proces domestikace vedl k prodluzovani
plodu a zvétSovani velikosti rostlin, k celkové evolucni diferenciaci fenotypti a vzniku

mnoha novych taxontl, coz je nejvice patrné pravé u druhu C. pepo (Paris et al., 2012).
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3.1.5 Genofondy a geneticka diverzita planych a péstovanych druhu

Cucurbita spp.

Jednou z dulezitych charakteristik celedi Cucurbitaceae je jeji velkd geneticka
diverzita, odliSnost typicky alogamnich druh@i, které ovSem toleruji urcity stupei
inbreedingu, dualezit¢ho pro selekci genli (forem) odolnych k plsobeni abiotickych a
biotickych faktort prostfedi. Plané druhy slouzi jako zdroj téchto genti diky nutnosti stale
se adaptovat a vyvijet nové strategie preziti a ispéchu (Chloupek, 2008). Timto smérem se
také ubiraji snahy o vyslechténi vysoce odolnych plodin se zvySenou produkci a kvalitou
plodl (Lebeda et al., 2007b). Neobyc¢ejnou rozmanitost ¢eledi potvrzuje 1 vysoké procento
(téméf 80 %) rodl s malo (maximalné §) druhy (Chauhan a Pandey, 2012).

Vyrazna geneticka diferenciace se projevuje také uvniti rodu Cucurbita. Obecné
vSak zadny druh nema takovou bariéru kiizeni, ktera by jej naprosto reprodukcné izolovala
od ostatnich. Mezi obéma vyse zminovanymi skupinami rodu (xerofytnimi a mezofytnimi
druhy) existuje urcitd provazanost vyvoje a tedy i astecna geneticka ptibuznost (Lebeda et
al., 2007b).

Jak jiz bylo uvedeno, za potomky linie mezofytnich druhl je povazovano i pét
péstovanych druhil rodu, které se vSak obvykle za béznych podminek vzajemné nekiizi.
Jejich genofondy jsou charakterizovany genovymi pooly, které zahrnuji urcité druhy
rostlin z hlediska vyuziti jejich genetického potencialu ve Slechténi danych kulturnich
plodin (Chloupek, 2008). Primarni genové pooly péstovanych druht Cucurbita spp. jsou
tvofeny pouze jejich krajovymi odriidami a kultivary (Slechténé odrtudy), tzn. ze ke zcela
uspésnému kiizeni dochazi jen v rdmei druhu. Experimentalné vznikli kiiZenci piislusSnikii
rozdilnych druhd byvaji ¢asto neplodni nebo je jejich plodnost omezena (Lebeda et al.,
druhy C. argyrosperma, C. pepo a C. maxima mohou byt kiizeny se svymi plané
rostoucimi piibuznymi, coz pfedstavuje vyznamny zdroj variability uvnité populaci, jak
uvadi Lebeda et al. (2007b). Dale pojedndva o sekunddrnich genovych poolech
pestovanych druht (tj. populace se mohou kiizit, ¢asto to vSak byva spojeno se snizenim
fertility potomkl) na zéklad¢ vysledka hybridiza¢nich pokusi a polniho pozorovani. Velmi
dobra slucitelnost byla pozorovana mezi populacemi vyvojové blizkych druht C. moschata
a C. argyrosperma. U tykve obrovské (C. maxima) sekundarni genovy pool reprezentuje
plany druh C. ecuadorensis. Oproti t€émto druhtim vykazuje C. ficifolia velmi nizkou
schopnost spontanniho kiiZeni s jinymi druhy, vymezeni jeho genovych poold je proto

problematické podobné jako u posledniho zdomécnélého druhu C. pepo. A€koliv ma tento
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vyznamny druh, diky své obrovské diverzité, velmi rozmanity primarni genovy pool (patii

do n¢j spousta jeho kultivari, krajovych odrtid, planych taxoni), neni jim uchranén pred

vvvvvv

ey e

mnohem S$ir§i Skalu planych i1 péstovanych druhti v rdmci rodu, nebot’ do nich spadaji
vSechny taxony schopné se s plodinou kiizit za uméle navozenych podminek a postupd,
vétSinou vSak na tkor plodnosti a zivotaschopnosti potomki (Chloupek, 2008; Lebeda et
al., 2007b). Populace vznikla mezidruhovym kiizenim C. pepo a C. moschata byla
prikladné vyuzita pii tvorbé genetickych map C. pepo (Esteras et al., 2012a).

Studiu genetické diverzity a klasifikace jednotlivych péstovanych Cucurbita spp. v
pribéhu 70. az 90. let 20. stoleti vyrazné¢ napomohly vysledky stile ptesnéjSich
izoenzymovych analyz, které mj. ukazaly frekvenci genetickych diferenciaci v ramci druhii
(Lebeda et al., 2007b). V posledni dobé se toto studium opira predevSim o moderni
molekularni techniky (markery), napt. polymorfismus v SSRs - simple sequence repeats,
RAPD - random amplified polymorphic DNA, AFLP — amplified fragment length
polymorphism, SBAP - sequence-based amplified polymorphism (Ferriol et al., 2003a,b;
Gong et al., 2012).

Nejhojnégji péstované druhy C. pepo, C. moschata a C. maxima maji vétsi diverzitu
na molekuldrni 1 morfologické Grovni, tvoii vice krajovych odrid a kultivarii nez zbyvajici
dva druhy. Vysoky stupenn polymorfismu a genetické rozmanitosti zaznamendvame
predevs§im u C. moschata, jejiz odridy nachdzime na stanovistich s velmi rozdilnymi
ekologickymi podminkami a mezi nékterymi kultivary existuji podstatné rozdily
v ndchylnosti nebo rezistenci vic¢i nékterym chorobam. Podobné charakteristiky plati také
pro druh C. maxima (Lebeda et al., 2007b). Diverzita tohoto druhu byla dobfe popsana
morfologicky, méné viak pomoci molekuldrnich markeri. Ve Spanélsku byla provedena
analyza pomoci RAPD a SBAP markerdi, zkoumajici miru genetické rozdilnosti 19
genofondovych vzorkl C. maxima, s cilem napomoci lepSim péstitelskym vysledkiim
(Ferriol et al., 2003b). Nejvice rGznych pozorovani a analyz diverzity bylo a stile je
uskutec¢iiovano v ramci druhu C. pepo (viz napt. Ferriol et al., 2003a; Gong et al., 2012;
Paris et al., 2012). Jedna se totiz o nejvyznamnéjsi druh rodu Cucurbita, jehoz dvé hlavni
evolué¢ni linie urcil r. 1988 Decker na Grovni poddruhi jako subsp. pepo a subsp. ovifera
(Ferriol et al., 2003a; Lebeda et al., 2007b). Dnes se Castéji uziva déleni do vice poddruhii,
pficemz kultivary ndlezi do subsp. pepo a subsp. texana (viz Obr. 3) a podle tvaru plodil

tvoti 8 morfotypa (Esteras et al., 2012a; Paris et al., 2012). Jak uvadi Paris et al. (2012),
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hlavnim morfologickym znakem odliSujicim tyto dva taxony je povrch plodi; u subsp.
pepo (s veétsimi plody) se na ném nachazeji vycnélky, u subsp. texana naopak prohlubné¢,
kopirujici polohu cévnich svazkl v pletivu. Jen omezend diverzita je popsana u druhu C.
ficifolia. Vzhledem k tomu, ze je vSak pé&stovan v Sirokém rozmezi podminek prostiedi 1
kompetice, je mozna pritomnost skrytych variant izoenzymii jako piedchozi adaptace na

podminky prosttedi (Lebeda et al., 2007b).

Obr. 3 Diverzita zralych plodi 32 kultivard Cucurbita pepo: 21 plodi patii zastupcim
subsp. pepo, 9 subsp. texana a zbylé¢ 2 taxonlim lezicim mezi témito poddruhy

(malé pruhované tykve v pravém dolnim rohu) (Paris et al., 2012).

3.1.6 Geneticka diverzita druhu Cucumis melo

Rada vyzkumi zamé&fenych na problematiku pivodu a domestikace C. melo, které
prinaseji Castéji nové hypotézy nez potvrzeni predchozich poznatki, potvrzuje velkou
rozmanitost tohoto kulturniho druhu. Jak shrnuje Lebeda a Widrlechner (2003), velka
diverzita C. melo je pozorovana na urovni morfologické, genetické 1 molekularni
(Stepansky et al., 1999). Genové pooly tohoto druhu nebyly dodnes pifesné definovany
(Lebeda et al., 2007b), coz ukazuje jeho slozitou, ale zajimavou pozici v rdmci rodu

Cucumis, popt. podrodu Melo.
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Do druhu C. melo jsou kromé komer¢né vyuzivanych typii zahrnovany také taxony
plané, zplanélé a plevele (Stepansky et al., 1999). V tomto taxonomickém pojeti druh
délime do dvou poddruhi: subsp. agrestis (zahrnuje spiSe plané formy) a supsp. melo
(obsahuje Slechténé odridy a obchodni kultivary) (Lebeda et al., 2007b, Sensoy et al.,
2007). Ptiblizné od pocatku 90. let se v odborné terminologii uziva oznaceni 8 morfotypt
melounu jako skupin Agrestis, Flexuosus, Conomon, Cantalupensis, Inodorus, Chito,
Dudaim a Momordica (Lebeda et al., 2007b). Toto rozdé€leni bylo pozdé¢ji pfehodnoceno
do 16 skupin, ptedstavujicich odriildy C. melo, z nichz 5 skupin patii do poddruhu subsp.
agrestis a 11 do subsp. melo (Lopez-Sesé et al., 2003). V ramci kazdé odrudy péstované
pro obchod Ize rozlisit jednu ¢i vice trznich tfid (Staub et al., 2000).

Nejvyznamngj$i odrady (a trzni tfidy) C. melo ve Spojenych statech americkych,
v Evropé a na Stfednim Vychod¢ jsou Cantalupensis (naptf. Charentais, Shipper, Ogen a
Galia) a Inodorus (Honeydew a Casaba), jez byvaji zafazovany mezi tzv. sladké typy
(Staub et al., 2000; Stepansky et al., 1999). Evropska produkce melount se soustfed’uje ve
Spanélsku, Italii, Francii a Recku (FAO, 2014). Mezi ,nesladké typy* patii indické
kultivary Momordica, Agrestis a Flexuosus, jez mély a maji vyznam piedevsim pro tam¢jsi
kuchyni a 1é¢itelstvi. Ve vychodni Asii zaujima ptedni misto v produkei specificka odriida
Conomon (Lebeda et al., 2007b; Stepansky et al., 1999).

Obdobné jak bylo referovano u druhlt Cucurbita spp., také studium diverzity a
taxonomie C. melo je dnes zaloZeno na Sirokych moZnostech aplikaci molekularni genetiky
(analyzy DNA markerti, izoenzymi ¢i polymorfnich protein). V detekovani
polymorfismu i mapovani genomu melounu se jako nejucinnéjsi jevi AFLP markery
(Garcia-Mas et al., 2000; Wang et al., 1997). Rozsdhly vyzkum v této oblasti byl
realizovan ve Spanélsku (Garcia-Mas et al., 2000; Lopez-Sesé et al., 2003; Monforte et al.,
2008). Nekteré ze studii ukazuji na moznost vyuziti mistnich genovych zdroji pro
rozsifeni genetické diverzity komerc¢nich kultivari melounti: vyuziti Spanélskych
krajovych odrid napt. pro typ Casaba (Lopez-Sesé et al., 2003), dobte kiizitelnych a
vysoce variabilnich tureckych genotypii pro vyznamné ,,sladké typy* (Sensoy et al., 2007)
¢i stiedoafrickych a indickych melounti obecné (Monforte et al., 2008).

Nejvétsiho vyznamu pak dosahuji srovnavaci studie vyuzivajici jak data molekularni,
tak znaky morfologické, fenologické a biochemické (Lebeda et al., 2007b). Bohuzel, ne
vzdy vysledky téchto rozdilnych analyz vzajemné koresponduji (Lopez-Sesé et al., 2003).

Stepansky et al. (1999) uvadi, Ze i1 podstatné rozdily v morfologii mezi odridami (viz Obr.

MV
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vnitrodruhové klasifikace C. melo. Provedend shlukovd analyza vSak odhalila jasné
odd¢leni kultivard Cantalupensis a Inodorus od ,.exotickych® odrid Conomon, Chito,
Dudaim, Agrestis a Momordica. Lze tedy pfedpokladat jistou souvislost téchto vysledkl
s délenim druhu do dvou poddruht (Staub et al., 2000; Stepansky et al., 1999).

AGA

Obr. 4 Morfologicka diverzita plodt Cucumis melo na ptikladu 13 vzorki s riznymi kody
uzitych ve studii vnitrodruhové klasifikace (Stepanky et al., 1999). M¢titka ukazuji

délku v cm.
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3.2 Pseudoperonospora cubensis

Pseudoperonospora cubensis (Peronosporales, Chromista), zpusobujici zavaznou
plistiovou chorobu tykvovitych rostlin, je dnes jednim znejvyznamnéjSich a
nejrozsifenéjsich rostlinnych patogenli (Lebeda a Cohen, 2011). Tento obligatni a vysoce
specializovany biotrofni parazit je pfi¢inou nadmérnych ztrat ve svétové produkci okurek,
melount a tykvi (Savory et al., 2011), pfiCemz napada rostliny péstované v polnich
podminkach, ale i ve sklenicich ¢i féliovnicich (Colucci a Holmes, 2010). Ptes dlouhodoby
a v poslednich letech velmi intenzivni vyzkum tohoto patogenu stile chybi informace
zmnoha oblasti zkoumdni, detailni poznatky a jejich kompletace k efektivnéjSim
opatienim proti Sifeni choroby (vyvinuti novych rezistentnich forem rostlin a ucinnych

fungicidtl) (Lebeda a Cohen, 2011; Savory et al., 2011).

3.2.1 Systematické zarazeni druhu a fylogenetické vztahy uvnitr i vné rodu

Pseudoperonospora

Druh Pseudoperonospora cubensis (Berk. et Curt.) Rostov. poprvé popsal r. 1868
Berkeley na herbatové rostlinné poloZzce pochazejici z Kuby (odtud druhové jméno
cubensis). Byl tak identifikovan rovnéz novy rod Pseudoperonospora Berkeley (Lebeda a
Cohen, 2011). K prvnimu urceni patogenu na zivych rostlinach a k jeho nové klasifikaci na
zaklad¢ schopnosti rozSifovani zoospor (zavedeni dneSniho oznaceni misto chybného
Peronospora cubensis Berk. et Curt.) doSlo azv roce 1903 ruskym botanikem
Rostovzevem (Rostovzev, 1903). Pfed timto objevem, ale i po ném bylo pouzivano
mnozstvi zavadéjicich synonym oznacujicich plisent okurkovou, jak uvadi Lebeda a Cohen
(2011).

V soucasné dobé P. cubensis fadime do pomérné nové vydélené fiSe Chromista,
pododdéleni Peronosporomycotina v ramci skupiny Oomycota (houby vaje¢né), v ném do
ttidy Peronosporomycetes, Citajici asi 900 (mozna az 1500) druhd, fadu Peronosporales,
celedi Peronosporaceae a rodu Pseudoperonospora (Lebeda a Cohen, 2011).

Vyzkum fylogenetickych vztahli uvnitt tfidy Peronosporomycetes pomoci Usekil
jaderné rDNA prokazal provazanost polyfyletickych fadi Peronosporales a Pythiales
(Riethmiiller et al., 2002). Znamy rod Phytophthora, jez pattil do fadu Pythiales, se v ném
ukézal blize ptibuzny zastupciim celedi Peronosporaceae nez rodu Pythium, coz potvrzuji 1

dalsi analyzy (napt. Voglmayr, 2003), a v soucasnosti je jiz fazen do fadu Peronosporales.
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Do celedi Peronosporaceae zahrnujeme kromé rodu Pseudoperonospora nejméné 16
dalsich, znichz jsou ve vyspélych zemich nejrozsitenéj$i rody Bremia, Peronospora,
Hyaloperonospora a Plasmopara, jejichZ zastupci jsou také pivodci vyznamnych chorob
kulturnich rostlin. Jednotlivé rody uvnitt Celedi charakterizuje mj. tvar a typ vétveni
sporangioforil a schopnost produkce a rozsifovani zoospor (Lebeda a Cohen, 2011; Palti a
Cohen, 1980). Pseudoperonospora, jez za urCitych podminek tvoii zoospory schopné
pohybu, pak pro typ dichotomicky vétvenych sporangioforii se sporangii podobného stafi
na koncich sterigmat (Lebeda a Cohen, 2011), pfedstavuje jakysi pfechod mezi rodem
Plasmopara, diky zoosporam podobného vzhledu a vlastnosti, a rodem Peronospora, ktery
sice zoospory netvoii, ale jeho sporangiofory a také haustoria se stavbou nejvice podobaji
tém, jez pozorujeme u zastupct rodu Pseudoperonospora (Rostovzev, 1903; Voglmayr,
2003). Palti a Cohen (1980) bliZe specifikuji rozdily v morfologii a fyziologii sporangii: u
rodu Peronospora je jejich sténa bez pért a kli¢i pouze piimo hyfou, kdezto sporangia
rodu Pseudoperonospora jsou prava s porovitym apexem (papilum), jimz se uvolnuji
nepohlavné vzniklé zoospory, které nasledné klici.

Jak bylo potvrzeno modernimi molekularné fylogenetickymi pfistupy, rod
Pseudoperonospora piedstavuje v taxonomii monofyletickou skupinu, blizce ptibuznou
rodu Peronospora, ktery vSak v soucasném slozeni monofyleticky neni (Riethmiiller et al.,
2002; Voglmayr, 2003). Savory et al. (2011) do rodu Pseudoperonospora na podkladé
¢lanku Choie et al. (2005) sdruzuje pét druhti: typovy druh P. cubensis, dale P. humuli, P.
cannabina, P. urticae a P. celtidis a dadle zmifuje mozny Sesty druh, zatim jen vzacné se
vyskytujici, s ndzvem P. cassiae. Oproti této hypotéze Runge et al. (2011) ve studii, v niz
odhaluje mozné kryptické druhy a netusenou diverzitu tohoto rodu i druhu P. cubensis,
s urcitosti rozliSuje jiz Sest druhii. K prvnim ¢tyfem jmenovanym, z nichz P. cannabina
ptedstavuje bazalni druh rodu, ptidadva dalsi dva, které vznikly rozd€lenim druhu P. celtidis
do dvou vyvojovych linii podle vyskytu na riznych hostitelich z rodu Celtis (btestovec).
Nedavné vyzkumy piibuznosti uvniti rodu se soustiedily predev§sim na slozity vztah P.
cubensis a P. humuli. Jejich velka morfologicka i geneticka podobnost (v sekvenci ITS
rDNA) nasvédcovala, Zze P. humuli by mohla byt ekvivalentem P. cubensis (Choi et al.,
2005). Ovsem, studie M. Mitchella a jeho kolegt z let 2009 - 2011 (Mitchell et al., 2011),
odhaluji podstatné rozdily v konkrétnich jadernych a mitochondridlnich genech, jez
potvrzuji oddé€leni obou druht (Savory et al.,, 2011). Tento nazor je navic podpoten
rozdilnymi hostitelskymi okruhy a patogenni variabilitou obou druhii. P. humuli jako

patogen chmelu (Cannabaceae) vétSinou neni schopen infikovat zastupce tykvovitych,
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vyjimkou mohou byt nékteré plané druhy (Runge a Thines, 2012), a P. cubensis puisobi jen
mirné projevy choroby na rostlindch chmelu (Lebeda a Cohen, 2011; Mitchell et al., 2011).
Nicméné z herbafovych polozek chmele japonského (Humulus japonicus) byly izolovany
vzorky plisni, jez byly oznaCeny za kryptické druhy komplexu P. cubensis a nikoli P.
humuli (Runge et al., 2011); tento poznatek vSak zatim nebyl dal§imi vyzkumy podpoten.
Zkoumani vnitrodruhové diverzity P. cubensis, jiz se vénuje mj. Runge et al. (2011),
je vyznamné piedevsim kvili variabilité tohoto organismu jako patogenu tykvovitych (vice
v kapitole o interakci hostitele a patogenu). K hlubSimu ndhledu na variabilitu celého rodu
Pseudoperonospora je potieba vice komplexniho pfistupu a experimentéalnich (predev§im

molekularnich) dat (Lebeda a Cohen, 2011; Savory et al., 2011).

3.2.2 Parazitismus a priznaky napadeni

Stejné jako u vSech ostatnich zastupcti ¢eledi Peronosporaceae je zivotni formou P.
cubensis obligatni biotrofni parazitismus. Mimo hostitelskou rostlinu muize tento druh
ptezivat jen ve form¢ odolnych pohlavnich vytrust, oospor (Palti a Cohen, 1980). Jako
biotrofni parazit netvoii toxiny, ale pouze omezené mnozstvi enzyml k pocatecnimu
proniknuti skrz bunéfnou sténu. Pfi infikovani pletiv rezistentni rostliny nastava casto
rychla nekréza napadenych ¢asti jako pfirozena obrana proti Sifeni patogenu, u nachylnych
hostitelll se tatdz reakce dostavuje az v pozdéjSich fazich napadeni (Lebeda a Cohen,
2011), zatimco v pocatecnim stadiu miize patogen docasné stimulovat rist bun¢k (Lebeda
a Schwinn, 1994).

Pro P. cubensis je typicka vysoka specializace parazitismu, protoze napadéa vyhradné
listy tykvovitych (pozorovédna vsak také na ¢astech stonkového plivodu a velmi vzacné na
plodech), a to u rostlin vSech vyvojovych stadii (Lebeda a Cohen, 2011). Nejdiive
postizeny jsou starsi spodni listy a dé¢lozni listky (Ferguson et al., 2009; Lebeda a Cohen,
2011). Prvnim viditelnym ptiznakem napadeni byva nejcastéji vznik chlorotickych oblasti
vzhledu svétle Zlutych, n¢kdy olejovych skvrn na svrchni strané listu, kterym vSak za
vlhkého pocasi mohou predchdzet hiife rozpoznatelné vodnaté skvrny (Colucci a Holmes,
2010). Vznikajici leze u okurek a tykvi byvaji ohrani¢eny listovymi zilkami (tzv. angularni
skvrnitost). Jejich velikost se v pribehu choroby zvétSuje a pii silné infekci se prevazné
v jejich centrech objevuji nekrotickd mista (Lebeda a Cohen, 2011; Savory et al., 2011).
Symptomy choroby na listech okurky seté jsou patrné na Obr. 5. Na listech melount (Obr.

6) typicky nachazime nepravidelné skvrny bez ostrého ohraniCeni, které velmi rychle
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A Obr. 5 Ptiznaky napadeni P. cubensis na listech Cucumis sativus a postupny vyvoj
choroby (vodnaté skvrny, angularni chlorotické leze a extenzivni nekréza listu).

(Colucci a Holmes, 2010)

<« Obr. 6 Nepravidelné leze plisn¢ na svrchni
strané listh Cucumis melo. (Celetti a

Roddy, 2010)

hnédnou (Colucci a Holmes, 2010). Voglmayr et al. (2008) pozoroval svétle cervené
skvrny s tmavym okrajem zplsobené P. cubensis na listech nového hostitelského druhu
Impatiens irvingii (Balsaminaceae). Vzdy dochazi k rychlému vadnuti, postupnému
znetvofeni a odumirdni napadenych listd (Lebeda et al., 2011; Voglmayr et al., 2008).
Rapidni pokles fotosyntetické aktivity pro rostlinu znamena nedostatecné mnoZstvi
asimilatt potiebnych na spravny rist a vyvoj plodu, ale pii zavaznéjsi infekei také pro jeji
celkové preziti. Rostlina ve stadiu defoliace je nachylna k vysychani a spaleni pfimym
slune¢nim zéfenim (Celetti a Roddy, 2010; Colucci a Holmes, 2010).

Typickym symptomem pokrocilého vyvoje onemocnéni a jeho prikaznym
identifika¢nim znakem, podle kterého se tfadi mezi tzv. ,,downy mildews* (,,ochmyfené*
plisn¢), je vytvareni oblasti pokrytych vrstvickou sporangioforti, které nesou sporangia
Sedé, hnédé ¢i nafialovélé barvy (Obr. 7), na spodni strané listové Cepele (Colucci a
Holmes, 2010). Toto ,,ochmyteni* se tedy ukazuje béhem reprodukéni faze patogenu, kdy
dochazi ke sporulaci (Lebeda a Cohen, 2011), a za urcéitych podminek (nizsi teploty nez je
potteba k formaci lezi a relativni vlhkosti vice nez 90%) muze byt dokonce prvnim

pfiznakem choroby (Savory et al., 2011). Sporangiofory se sporangii jsou na spodni strané
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listu nejlépe patrné ve vlhku (v rannich hodinach ¢i po desti) a zbarveni téchto oblasti se
stava tmavsim s vyssi hustotou a stafim sporangii (Colucci a Holmes, 2010).

Obecné¢ vSechny ptiznaky napadeni timto druhem plisné se mohou liSit v zavislosti
na hostiteli (jak mezi riznymi druhy, tak i mezi kultivary ¢i genotypy jednoho druhu) a na
podminkach prosttedi, které vyraznym zptisobem ovliviuji cely infekéni a zivotni cyklus
patogenu (Lebeda a Cohen, 2011). Vzhledem k pomérné dlouhé dobé inkubace (4-12 dni)
a rychlému $ifeni choroby je pro péstitele nutné ucinit ochranné opatteni porosti jiz pred

rozpoznanim prvnich ptiznaka (Celetti a Roddy, 2010).

3.2.3 Charakteristika a ekologie zivotniho cyklu patogenu

Hlavnim prostiedkem rozSifovani a infekce rostlin jsou na sporangioforech
nepohlavné vzniklé spory (konidiosporangia, zoosporangia) typického ovalného tvaru,
které mohou byt, pies svou pomérné kratkou zivotnost (vétSinou do dvou dni), Sifeny
vétrem na velmi dlouhé vzdélenosti (viz kap. 3.2.5). K Gspésné infekci (inokulaci) cilové
rostliny je potieba zachyceni sporangii na svrchni strané listu, jejich bezprostfedni styk

s vodou a pfiznivé teplotni a vlhkostni podminky (Lebeda a Cohen, 2011). Optimalni

Obr. 7 Sporangiofory a sporangia P. cubensis na snimcich ze
svételného (a), elektronového (b) a fluorescencniho (c)
mikroskopu. M¢éftitka: a) 25 pm, b) 20 pm, ¢) 100 pm.

Ptevzato: Savory et al. (2011) (a,b); Lebeda a Cohen (2011) (c).

-30 -



vvvvvv

listd (Savory et al., 2011, Neufeld a Ojiambo, 2012), ale spiSe nizsi relativni vlhkost
vzduchu (Lebeda a Cohen, 2011). Neufeld a Ojiambo (2012) svou studii potvrdili, ze
teplota a doba saturace pletiv ma vyznamny vliv na uvolilovani zoospor ze sporangii a na
jejich schopnost infikovat rostlinu, a zkoumali, jak se li$i intenzita téchto déja u tfi riznych
typt hostiteld (u okurky, melounu a tykve).

Formovani penetracnich hyf ze zoospor uvolnénych ze sporangia a jejich pronikéni
pfes epidermis listu je nasledovano rlstem vétveného cenocytického mycelia
v mezibunéénych prostorach, jehoz haustoria se vchlipuji do membran hostitelskych
bunék. Jak jiz bylo uvedeno, doba inkubace kolisd v pomérné Sirokém intervalu mezi 4 a
12 dny, a to v zavislosti na vngj$i teploté, fotoperiod¢, mnozstvi inokula a dob¢€ zavlazeni
pletiv. Pfi vySsi svételné intenzité je cely proces urychlen az do reprodukéni faze, kdy je
tvorba sporangii na sporangioforech, vyristajicich za vysoké vzdusné vlhkosti
praduchovymi §térbinami spodni pokozky, svétlem inhibovana (Savory et al., 2011). Mezi
podminky sporulace tedy patii setrvani infikovaného pletiva ve tmé, a to nejméné 6 hodin,
pficemz by se na povrchu nemély nachdzet vétsi kapky vody (Lebeda a Urban, 2010).
Zrala sporangia jsou za sucha pasivné roz§ifovana vétrem, mezi sousednimi rostlinami také
srazkovou vodou nebo lidskou ¢innosti (Savory et al., 2011). V soucasné dob¢ je migrace
sporangii nejlépe monitorovana na tizemi Spojenych statlh americkych pomoci sité stanic a
internetového spojeni (Lebeda a Cohen, 2011). Jedné se o soucast integraéniho programu
na ochranu proti sktidctim ipmPIPE, ktery mj. ke své studii pouzili Ojiambo a Holmes
(2011). Pohyb sporangii P. cubensis byl v poslednich letech zvlast¢ sledovan ve staté
Michigan, vyznamném produkci okurek, v disledku vdzného napadeni rozsahlych poli
plisni okurkovou r. 2005. Vyskyt téchto nepohlavnich spor byl zaznamenavan v obdobi
cervna az fijna nasledujicich Ctyt let s nejvyssi koncentraci v dopolednich hodinach (8.00 —
13.00 hod) (Granke a Hausbeck, 2011).

Sexualni reprodukce je u tohoto houbového organismu vzacné a hiife prokazatelna
kvili velmi ojedinélému vyskytu tlustosténnych odpocivajicich pohlavnich vytrusii
(oospor), které by mély byt produkovany na konci sezony pii odumirani listli hostitele.
V mnoha zemich, véetné CR, nebyly do této chvile viibec pozorovany, ve sttedni Evropé
byl prokazan jejich vyskyt pouze v Rakousku r. 1989. Avsak teprve v roce 2011 byla jejich
tvorba a rovnéz nasledné kliceni a infekce hostiteld indukovéna v laboratornich
podminkach (Cohen a Rubin, 2012). Ukézalo se, ze P. cubensis je heterothalicky druh se
dvéma typy pohlavniho rozmnozovani, Al a A2 (oospory vznikaly pouze tehdy, kdyz bylo

-31 -



inokulum pfipraveno smichanim dvou izolatd zodlisSnych typd). Ze zucastnénych
hostitelskych druhti se oospory nejlépe a v nejveétsim mnozstvi vyvijely v mezofylu listd C.
sativus a C. melo, u kterych pozdéji také zpusobovaly pomérné vaznou infekci (Cohen a
Rubin, 2012). MoZznost casté sexudlni reprodukce plisné okurkové v Izraeli, jez by
vysvétlovala jeji vysokou variabilitu na tomto uzemi a znacnou odliSnost od jejich
evropskych forem, zminuje Polat et al. (2014). V naSich podminkdch muze byt
pfezimovani P. cubensis ve form¢ oospor ¢astecné nahrazeno piezivanim na sklenikovych
kulturach tykvovitych rostlin (velky problém rozvoje choroby béhem zimy), vétSina
inokula je vSak pocatkem Iléta prindSena vzduSnymi proudy z jihovychodni Evropy

(Lebeda a Cohen, 2011).

3.2.4 Hostitelsky okruh P. cubensis

Ke zcela tspésnému priubéhu infekce a vyvoje struktur P. cubensis dochazi pouze u
zastupcti Celedi Cucurbitaceae. Do relativné Sirokého okruhu ptirozenych hostiteld (Runge
et al., 2012) fadime 50 az 60 druhli z 20 rodt tykvovitych rostlin, mezi nimi také 9 druhi
z 12 bézné péstovanych. Nejvice druhti z tohoto souboru zahrnuje rod Cucumis, druhové
nejpocetnéjsi rod celedi. Oba péstované druhy, C. sativus a C. melo, jsou rovnéz vysoce
nachylnymi hostiteli plisné okurkové, kterd praveé podle vyskytu na C. sativus ziskala své
¢eské pojmenovani (Lebeda a Cohen, 2011; Savory et al., 2011).

Na zastupcich dalsiho vyznamného rodu Cucurbita je rozsifeni choroby vice
omezeno oproti Cucumis spp., jak referuje Lebeda a Ktistkova (1993). Z celkového poctu
12-15 druh@ do hostitelského okruhu P. cubensis tadime dnes vSech pét péstovanych a
dalsi plané rostouci druhy, vyzkumy interakce Cucurbita spp. a P. cubensis byly vSak diive
opomijeny a také dnes jsou nedostacujici (Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda a Widrlechner,
2004).

Z ostatnich ekonomicky dtlezitych roda tykvovitych piirozené podléhaji napadeni P.
cubensis rody Citrullus, Lagenaria, Benincasa a Luffa. Jediny vytrvaly divoce rostouci
druh celedi tykvovitych ve sttedni Evropé€, Bryonia dioica, byl shledan nachylnym vici
plisni okurkové pti umélé inokulaci v laboratofi. Zda na ném plisen mize pirezimovat, je
predmétem vyzkumil (Lebeda a Cohen, 2011; Runge a Thines, 2009).

P. cubensis je schopna v omezené mife infikovat zastupce celedi Cannabaceae
(Humulus lupulus, Humulus japonicus) (Mitchell et al., 2011; Runge et al., 2011) a
Balsaminaceae (Impatiens irvingii) (Voglmayr et al., 2008).
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V posledni dobé dochazi k rozsifovani hostitelského okruhu diky vyskytu novych
genotypl P. cubensis v USA, EU a Izraeli (Polat et al., 2014).

3.2.5 Rozsiteni P. cubensis ve svété, v Evropé a na izemi Ceské republiky

Vzhledem k takika celosvétovému rozsifeni a hojnému péstovani tykvovitych rostlin
muzeme jejich patogen P. cubensis, vykazujici velkou variabilitu, oznacit za kosmopolitni
druh. Hlavni ohniska vyskytu lezi v mistech teplych klimatickych past s dostate¢nou
vlhkosti, kde se tykvovité plodiny péstuji ve vétsSim mnozstvi (Lebeda a Cohen, 2011;
Ojiambo a Holmes, 2011). Bezkonkurencné nejvétsi rozsSifeni je kazdorocné
zaznamenavano na zastupcich rodu Cucumis, ptedev§im na okurkéch a melounech. Vazné
problémy s plisnovymi epidemiemi okurek jsou feSeny predev§im ve vychodnich statech
USA (Granke a Hausbeck, 2011) a v evropskych zemich. Stfedni Amerika a pobtezi
Karibského mote se staly centrem vyskytu P. cubensis na taxonech Cucurbita spp., ktery je
ohléasen pfiblizn€ ze 40 zemi, pfiCemz na uzemi Evropy neni pfili§ hojny. Podobné to plati
pro distribuci patogenu na rodu Citrullus, jejiz hlavni oblasti jsou opét staty stfedni
Ameriky (Lebeda a Cohen, 2011). Podle popsané situace ve Spojenych statech sporangia
(zdroj inokula) ptezimuji v teplych jiznich statech (Florida, Texas) a kazdou sezénu jsou
roznasena vétrem do severné poloZenych oblasti (Savory et al., 2011). Diky monitoringu
vyskytu plisné v letech 2008 a 2009 bylo zjiSténo, ze ackoliv se choroba v kazdém z téchto
rokl objevila vjizni Floridé na prelomu unora a bfezna, k poCatku jejiho Sifeni do
vzdalenych oblasti doSlo az v polovin¢ Cervna a primérnd vzdalenost sousednich mist
vyskytu byla ptiblizn¢ 110 km v obou letech (Ojiambo a Holmes, 2011). Pfedpovéd’ Casu a
mist propuknuti choroby napomahd k efektivnéj$i ochrané porostii a tim ke snizeni poctu
vyskytl plisné na izemi USA. Vyssi riziko je predpokladano pro Stiedoatlantickou oblast
(Ojiambo a Kang, 2013).

Evropou se P. cubensis zacala §ifit pocatkem 20. stoleti, kratce po jejim prvnim
popsani na Zivych rostlinach (v roce 1903) (Lebeda a Cohen, 2011, Lebeda et al., 2011).
Kli¢ovou udalost pro zvySeni z4jmu Evropanii o studium patogenu a jeho pulsobeni
predstavovala zavazna epidemie okurek, ktera zasahla velkou ¢ast kontinentu, predevsim
celou oblast stfedni Evropy, ve 2. polovin¢ 80. let (Lebeda a Schwinn, 1994). Sporangia
puvodem z jihovychodni ¢asti Evropy (Savory et al., 2011), Sifici se vzdu$Snymi proudy do
vzdalenosti az nékolika set kilometrii, byla pti¢inou propuknuti choroby, ktera se v dalSich

letech st¢hovala jesté vice na sever, do Polska a Skandinavie. Zajimavy je fakt, ze béhem
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této katastrofalni epidemie pliseil na postizeném Uzemi vibec nenapadala zastupce rodu
Cucurbita a druhu Cucumis melo (Lebeda a Gadasova, 2002), jak tomu byva bézné napf.
v Izraeli, Japonsku ¢i Indii (Lebeda a Cohen, 2011).

Také v Ceskoslovensku se projevil silny ekonomicky dopad epidemie, a to
v kritickém roce 1985 ztratami okolo 80-90% obvyklé produkce okurek. V nékolika
nasledujicich letech zde nedoslo k vyraznému tstupu epidemie, ale ztraty se snizovaly diky
ucinngj8§i ochrané plodin. Podle hlavnich ohnisek vyskytu onemocnéni dochazelo k
pravidelné migraci inokula pfes oblasti jizniho Slovenska, jizni a stfedni Moravy do
vychodnich a stfednich Cech (Lebeda a Cohen, 2011). V ramci téchto regiona Cech a
Moravy byl zaznamenavan hojny vyskyt P. cubensis na polnich okurkéch, ¢itajici 80 az
100 lokalit, také v poslednich letech (2001-2009) (Lebeda et al., 2011). Rozsifeni plisn¢
(pfevazné v obdobi konce ervence a srpna) viak zasahuje celou oblast Ceské republiky
s intenzitou liSici se mezi riznymi kraji, ale také mezi jednotlivymi roky pozorovani.
Obecné ma choroba na nasem Uzemi velmi zavazny charakter, index choroby (disease
index, DI) se dle Lebedy a Cohena (2011) pohybuje v rozmezi 3-4 (silny aZ velmi silny
na polich postizenych dalsi hojnou chorobou okurek, ,,powdery mildew* (,,praSkovou‘
plisni, zastupce padli), je mozny, ale silné projevy obou plisni se spise vylucuji. Napadeni
jinych druhfi tykvovitych na uzemi CR, které bylo v letech 2009 a 2010 sledovano u
porostl Cucumis melo, Cucurbita spp. a Citrullus lanatus, je vzécné, ale analyzované
izolaty z téchto let maji jinou virulenci nez ty z let predchozich, diky které jsou schopny
zalozit pfirozenou a vaznou infekci i u téchto hostitelskych druhi. Navic se virulence

populaci patogenu v pribéhu let zvySuje (Lebeda et al., 2013).

3.3 Interakce hostitele (Cucurbitaceae) a patogenu (P. cubensis)

3.3.1 Variabilita patogenity P. cubensis

Diky biotrofné parazitickému zplsobu zivota je pro vSechny oomycety typicka
vysoka specifi¢nost hostitelil s vyvojem slozitych adaptaci béhem koevoluce ze strany
obou organismu. P. cubensis, vzhledem k svému hostitelskému okruhu (viz kap. 3.2.3),
pfedstavuje velmi variabilniho parazita, u néhoz lze rozlisit rizné patogenni skupiny. Az
dosud se jednalo o patotypy a fyziologické rasy (Lebeda a Cohen, 2011). Také Savory et

al. (2011) referuje o odlisné patogenité a virulenci izolatl plisné okurkové pii jejich
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inokulaci na rizné rody, druhy ¢i odriidy hostitelskych rostlin (tzv. kiizové inokulace), jak
potvrzuji mnohé vyzkumy (napt. Lebeda a Gadasova, 2002; Lebeda a Kiistkova, 1993).

RozliSovani specidlnich forem (formae speciales) patogenu bylo zavedeno
k identifikaci jeho fyziologické specializace na urcity rostlinny rod (Lebeda a Cohen,
2011). Lebeda (1990) zmifluje moznost urceni péti specialnich forem: f. sp. cucumae, f. sp.
cucurbitae, f. sp. lagenariae, f. sp. benincasae a f. sp. luffae, s nevyfeSenou otdzkou
oddéleni specidlnich forem zvlast’ pro izolaty C. sativus a C. melo. Existence specialnich
forem nebyla dosud ani potvrzena, ani vyvracena (Lebeda a Cohen, 2011).

Patotypy, dale pak zvlasté fyziologické rasy, jsou naopak ¢asto uzivany k odliseni
riaznych fyziologickych forem patogent rostlin v zavislosti na jejich hostitelském druhu
(patotypy), ptfipadné kultivaru v rdmci jednoho druhu (rasy) (Lebeda a Cohen, 2011).
Existence patotypil se studuje pomoci reakce riznych izolatd na souboru diferenciacnich
hostitelti, k jejich uréeni byl zaveden systém Cciselnych tetrddovych kodu (Lebeda a
Widrlechner, 2003). Pouzivani oznaceni ,,patotyp* a ,,fyziologicka rasa® rliznymi autory
neni jednotné¢ (Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda et al., 2006; Savory et al., 2011).
Pravdépodobnost existence fyziologickych ras patogenu se zvySuje s vEtSim
polymorfismem hostitelského druhu. Naptiklad nékteré genotypy druhu C. pepo (Lebeda a
Kiistkova, 1993) ¢i C. melo (Lebeda, 1991; Lebeda et al., 2007a) mohou slouzit
k determinaci rozdilnych ras P. cubensis.

Rozdily mezi rasami P. cubensis mohou byt zplisobeny jinym obsahem efektorovych
proteinti ve strukturdch organismu. Slozeni téchto proteind, jejich vyznam v infekénim
cyklu patogenu i struktura gend, které je koduji, je pfedmétem vyzkumu (Savory et al.,
2012; Tian et al., 2011). Geneticka diverzita P. cubensis, kterd se dnes zjistuje napiiklad
prostfednictvim kombinace AFLP a ITS sekvenc¢ni analyzy nebo ISSR a SRAP markert
uzce souvisi s diverzitou patogenni a méni se v Case a vruznych geografickych

podminkach (Polat et al., 2014; Savory et al., 2011).

3.3.2 Variabilita Cucurbita spp. v interakci s P. cubensis

Hostitelsky rod Cucurbita zahrnuje Siroké spektrum geneticky rozdilnych druht, ale
také odrid a kultivarti v ramci jednotlivych druhii (Lebeda et al., 2007b). Vnitrodruhova
variabilita interakce Cucurbita spp. s P. cubensis je tedy mnohem v¢Etsi ve srovnani s tou,

kterou vykazuje geneticky témét homogenni druh C. sativus pfi interakci s timto
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patogenem (Lebeda a Cohen, 2011). Piesto byl vyzkum rezistence zastupcti tohoto rodu
vici plisni okurkové dlouhou dobu opomijen (Lebeda, 1990).

Interakce hostitele a parazita je v ptipad€ rodu Cucurbita tizena rasove specifickymi
faktory, coz se projevuje rozdilnymi reakcemi genotypl na jednotlivé izolaty (od Uplné
rezistence az po zcela nachylnou reakci) (Lebeda a Kiistkova, 1993; Lebeda a
Widrlechner, 2004). Vyraznou rasové specifickou rezistenci/nachylnost nachdzime také
mezi poddruhy, varietami a kultivary vyznamného druhu C. pepo (Lebeda a Cohen, 2011),
coz je zfejmé mj. z vysledkl laboratornich testi Lebedy a Kiistkové (1993). V ramci nich
byla zjisténa nelplna rezistence u mnoha genovych zdroji C. pepo subsp. pepo, ktera
potvrzuje odd¢leni tohoto poddruhu od C. pepo subsp. ovifera, jehoz genotypy byly zcela
nachylné (kompatibilni) k alespoii jednomu ze tii izolath P. cubensis. Jako jedna
z moznych pficin rozdilnych reakci kultivarti C. pepo je uvadéna vicenasobnd domestikace
tohoto druhu (Lebeda a Kiistkova, 1993). Reakce planych druhi pfi umélé inokulaci plisni
byla také znac¢né variabilni (Lebeda a Widrlechner, 2004).

3.3.3 Variabilita druhu Cucumis melo v interakci s P. cubensis

Oproti vysoce nachylné reakci vétSiny kultivard C. sativus vici P. cubensis je
interakce druhého péstovaného zdstupce rodu, variabilniho druhu C. melo, s timto
patogenem rozmanita a poskytuje zajimavé informace. Jedna se totiz o jediny druh rodu
Cucumis, u kterého byla pomérné¢ dobfe prozkoumana rasova specificnost interakce
(Lebeda et al., 2007a) a diky odolnosti uréitych genotypt zjisténa ptitomnost moznych
genu rezistence, vyuzitelnych ve Slechténi melounii i okurek (viz kap. 3.3.4) (Lebeda a
Widrlechner, 2003). Odolnost n¢kterych kultivari byla pozorovana také piimo
v ptirozeném prostedi (Lebeda a Schwinn, 1994).

Diferenciacni soubor tykvovitych pro odliSeni patotypti P. cubensis obsahuje
z celkovych dvanécti polozek tti genotypy C. melo z taxonit C. melo subsp. melo, C. melo
var. conomon a C. melo var. acidulus. Tyto genotypy reprezentuji tii rozdilné reakéni
schémata a o jejich variabilni interakci s evropskymi izolaty P. cubensis referuji Lebeda a

Gadasova (2002).

Pozn.: Jak dokladaji mnohé studie (napt. Call et al., 2012b; Holdsworth et al., 2014; Shetty
et al., 2002), studium reak¢ni specificity s moznosti nalezeni novych vysoce u¢innych zdroja
rezistence by nemélo byt opomijeno ani v rdmci druhu C. sativus, a to jak mezi péstovanymi, tak

planymi taxony (Lebeda a Widrlechner, 2003).
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3.3.4 Genetické, bunééné a molekularni aspekty interakce

Z hlediska dal§iho pokroku poznani se jevi jako nezbytny vyzkum interakci Cucumis
spp./Cucurbita spp. (s jejich rezistenci) a P. cubensis (s jeji virulenci) na bunééné a
molekularni urovni. Podle Lebedy a Cohena (2011) ma rasové specificka rezistence
hostitele z ¢eledi Cucurbitaceae monogenni nebo oligogenni charakter (je fizena jednim ¢i
nckolika hlavnimi geny). Povaha dédi¢nosti této interakce byla bliZze studovéana u druhti C.
sativus a C. melo, u ostatnich tykvovitych, véetné Cucurbita spp., je zatim blize neurcena.
Rovnéz malo informaci je znamo o genovém fizeni virulence P. cubensis. Jeji variabilita a
ptizplisobivost m4 pravdépodobné plivod v diploidni sadé chromozémi jaderné DNA
(Lebeda a Cohen, 2011).

Pti proriistani houbovych hyf do pletiv hostitele (Cucurbitaceae) byla pozorovana
reakce bunék na pfitomnost patogenu. U genotypli odolnych viac¢i napadeni se po
rozpozndni cizich struktur signdlnimi molekulami objevuje hypersenzitivni reakce,
vyjadiend napt. hromadénim vrstev kaldzy na vngjsi ¢asti stén hostitelskych bunék (n€kdy
také kolem bunc¢k mycelia) spolu s mechanismy spéjicimi ke smrti bunky. Tyto projevy
rezistence byly sledovany pfi studiu interakce C. melo a P. cubensis (Lebeda a Cohen,
2011). Molekularni povaha interakce byla blize prozkoumana diky analyze sekvenci
transkriptomu a zucastnénych genit P. cubensis béhem infekce nachylného kultivaru C.

sativus (Savory et al., 2012).

3.3.4 Vyuziti genovych zdroju Cucurbita spp. a Cucumis melo ve Slechténi

na rezistenci

Dulezitou vyzkumnou metodu, vyuzivanou k ochrané¢ péstovanych tykvovitych
rostlin (pfedevsim okurek) proti infekci P. cubensis, ptedstavuje Slechténi na rezistenci, tj.
vySlechténi odolnych forem kultivarii za pouziti genll rezistence pochézejicich z
ptibuznych zastupcii. Ty nachdzime nejvice v genomu rostlin rostoucich v centrech ptivodu
druhti diky dlouhé koevoluci hostitele a parazita (Chloupek, 2008). Nedostatek zdroji
rezistence je velkym problémem u druhti s mensi genetickou diverzitou, kam patii také C.
sativus (Savory et al., 2011), naopak dobrd dostupnost zdroji rezistence, zaloZend na
rasové specificnosti interakce, charakterizuje variabilni druhy Cucumis melo a Cucurbita
pepo (Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda a Urban, 2010).

Vzhledem k pomérné blizké ptibuznosti druhti C. melo a C. sativus, ktera do urcité

miry umoziiuje mezidruhové kiizeni s mozZnosti inkorporace genti (Lebeda a Widrlechner,
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2003), je tento fakt vitany a vyzkum v této oblasti, probihajici jiz od 40. let 20. stoleti,
pomérné rozsahly. Navzdory tomu nebyl dosud objeven zadny kultivar s tplnou rezistenci
vuci vsem rasam P. cubensis (Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda et al., 2007a) a Slechténi
tykvovitych na rezistenci je stale v poc€atcich. V poslednich letech se vSak rozviji Slechténi
okurek na polni (kvantitativni) rezistenci vii¢i P. cubensis, o cemz svéd¢i i nékteré recentni
publikace (Call et al., 2012b; Kozik et al., 2013; Holdsworth et al., 2014).

Vibec prvni polni rezistence C. pepo vici izolatim P. cubensis byla doloZena na
japonském kultivaru Soumen v r. 1986 (Lebeda, 1990). Vysoce rezistentni byly shledany
rovnéz nekteré plané taxony Cucurbita spp. (Lebeda a Widrlechner, 2004). Obecné vSak
stale postradame udaje o zdrojich a charakteristice rezistence v ramci rodu Cucurbita
(Lebeda, 1990; Lebeda a Cohen, 2011).

K hlubS§imu prohloubeni poznatkli o této problematice byla také realizovéna tato
studie, kterd navazuje na bakalafskou praci Rohackové (2012) a dfive publikovanou praci

Lebedy a Widrlechnera (2004).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

4.1.1 Soubor testovanych genotypt Cucurbita spp.
Testy rezistence vaci P. cubensis byly v obdobi od 22. 1. 2001 do 18. 12. 2001

provadény na vybraném souboru plan¢ rostoucich taxonti rodu Cucurbita, ptibuznych vSem
péti péstovanym druhtim Cucurbita spp., jez reprezentuji Siroké spektrum genetické
diverzity tohoto rodu. Semena 97 testovanych genofondovych vzorki byla poskytnuta péti
centry narodniho systému genovych zdroju rostlin USA (The National Plant Germplasm
System (NPGS)). Tyto materialy pochazeji predev§im z Ameriky, nejvice vzorki (63) je
z oblasti Mexika; jen mald cast zahrnuje evropské a asijské odridy. Ve studovaném
souboru je zastoupeno 14 taxonid z 10 druht Cucurbita spp. (Lebeda a Widrlechner, 2004).
Podrobné informace o jednotlivych polozkach jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4.1).
Dostate¢ny pocet semen z kazdé této polozky a z kontrolniho vzorku Cucumis sativus
kultivar Marketer 430 (H39 — 0121, CR) (srov. St&pankova, 2006) byl pouzit k vypéstovani
péti pokusnych rostlin od kazdého genotypu. Vyvoj rostlin, zasazenych v plastovych
kvétinacich se zahradni zeminou, probihal v ristové komote (fytotronu) nebo ve skleniku
za optimalnich podminek, jak je definuji Lebeda a Urban (2010). Teplota prosttedi byla ve
dne udrZovana pfiblizné na 25°C, v noci na 15°C. Rostliny byly pravidelné zavlazovany a
jednou tydné piihnojovany hnojivem Kristalon, verze ,Kvét a plod“ (Hydro Agri
Rotterdam, Nizozemi; N 15%, P,Os 5%, K,O 30%, MgO 3%), pficemz nebyly jinak
chemicky oSetfovany. K testovani byly urceny vyvinuté listy 6-8 tydennich rostlin s 3-4
pravymi listy, z nichz bylo na kazdou rostlinu odebrano 5 diskli (& 20 mm, z jednoho
listu), a to u tii rostlin z kazdého genotypu (Lebeda a Kiistkova, 1993; Lebeda a
Widrlechner, 2003, 2004). Pouziti listovych diskll k testovani poskytuje mnohé vyhody,
zejména prostorovou nendroc¢nost za moznosti soucasného testovani velkého mnozstvi
rostlin a moznost ptesného definovani podminek v pribéhu experimentu (Lebeda a Urban,

2010).
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Tab. 4.1 Soubor testovanych vzorkit Cucurbita spp.

(Pima)

Pof.| Oznaceni Taxon Nazev odridy Misto pilivodu
¢islo| vzorku Cucurbita spp.
1 P1442192 Cucurbita foetidissima K 792-006 Mexiko, Nuevo Leon
2 PI1442193 Cucurbita foetidissima K 792-203 Mexiko
3 P1 442194 Cucurbita foetidissima K 792-204 Mexiko
4 P1442200 Cucurbita foetidissima K 792-257 Mexiko, Zacatecas
5 P1 512094 Cucurbita foetidissima LM - 280 Mexiko, Nuevo Leon
6 PI 318832 C. argyrosperma subsp. sororia | Chichicayota Mexiko, Sonora
7 PI1 438832 C. argyrosperma subsp. sororia | W-C 2286 Mexiko, Veracruz
8 PI1 438833 C. argyrosperma subsp. sororia | W-C 2304 Mexiko, Veracruz
9 P1 438834 C. argyrosperma subsp. sororia | W-C 2311 Mexiko, Veracruz
10 | P1438835 C. argyrosperma subsp. sororia | W-C 2363 Mexiko, Oaxaca
11 |PI438836 C. argyrosperma subsp. sororia | W-C 2395 Mexiko, Chiapas
12 | P1442345 C. argyrosperma subsp. sororia |K 792-180 Mexiko, Veracruz
13 | P1442348 C. argyrosperma subsp. sororia | K 792-258 Mexiko, Sinaloa
14 | P1442358 C. argyrosperma subsp. sororia |K 792-290 Mexiko, Chiapas
15 | PI1489696 C. argyrosperma subsp. sororia | K801 - 1 Mexiko, Chiapas
16 |P1494128 C. argyrosperma subsp. sororia | M27 Mexiko, Jalisco
17 |PI512204 C. argyrosperma subsp. sororia | Calabacilla Mexiko, Colima
18 | PI1512205 C. argyrosperma subsp. sororia | Calabacilla Mexiko, Colima
19 |PI512209 C. argyrosperma subsp. sororia | Ahuichichi Mexiko, Jalisco
20 |PI512212 C. argyrosperma subsp. sororia | Morchete or Mexiko, Veracruz
Morche
21 |PI512213 C. argyrosperma subsp. sororia | Calabacilla or Mexiko, Guerrero
Chicayote
22 |PI512214 C. argyrosperma subsp. sororia | Calabacilla or Mexiko, Guerrero
Chicayote
23 |PI512216 C. argyrosperma subsp. sororia | Calabacilla, Mexiko, Guerrero
Chicayote, or
Calabaza de cayote
24 |PI512218 C. argyrosperma subsp. sororia | Cuacualaiztle Mexiko, Oaxaca
(Zapotec Indian)
25 |PI512219 C. argyrosperma subsp. sororia | LM392 Mexiko, Jalisco
26 |P1512220 C. argyrosperma subsp. sororia | MN26595 Mexiko, Veracruz
27 |PI1512221 C. argyrosperma subsp. sororia | MN29350 Mexiko, Veracruz
28 |P1512222 C. argyrosperma subsp. sororia | MN29593 Mexiko, Veracruz
29 |P1512223 C.argyrosperma subsp. sororia | Morchete Mexiko, Veracruz
30 |PI512224 C. argyrosperma subsp. sororia | GN-MEX-20 Mexiko, Nayarit
31 |PI196309 C. argyrosperma var. palmeri | Ovifera Mexiko, Baja
California
32 |PI318822 C. argyrosperma var. palmeri | Chichicoyote Mexiko, Sonora
33 |PI511985 C. argyrosperma var. palmeri | Calabacilla Mexiko, Sonora
34 |PI512198 C. argyrosperma var. palmeri | E02-001 Mexiko, Sonora
35 |PI512199 C. argyrosperma var. palmeri | Halawe chipu Mexiko, Sonora
(Warihio Indian)
36 |PI512200 C. argyrosperma var. palmeri | Chichicayote Mexiko, Sonora
37 |PI512201 C. argyrosperma var. palmeri | Chichicayote Mexiko, Sonora
38 |PI512210 C. argyrosperma var. palmeri | Calabacilla Mexiko, Nayarit
39 |PI512211 C. argyrosperma var. palmeri | Calabacilla Mexiko, Sinaloa
40 |PI512225 C. argyrosperma var. palmeri | Chicayote, Adav | Mexiko, Sonora
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41 |PI512226 C. argyrosperma var. palmeri | Chicayote, Adav | Mexiko, Sonora
(Pima)
42 |PI1512227 C. argyrosperma var. palmeri | Chicayote, Adav | Mexiko, Sonora
(Pima)
43 |PI1512228 C. argyrosperma var. palmeri | Chicayote, Adav | Mexiko, Sonora
(Pima)
44 | PI1512229 C. argyrosperma var. palmeri | Chicayote, Adav | Mexiko, Sonora
(Pima)
45 |PI512230 C. argyrosperma var. palmeri | Chicayote, Adav | Mexiko, Sonora
(Pima)
46 |PI512231 C. argyrosperma var. palmeri | Chicayote, Adav | Mexiko, Sonora
(Pima)
47 |P1512232 C. argyrosperma var. palmeri | Chicayote, Adav | Mexiko, Sonora
(Pima)
48 |PI1512233 C. argyrosperma var. palmeri | Chicayote, Adav | Mexiko, Sonora
(Pima)
49 | P1653839 | Cucurbita cordata TWW 30 Mexiko, Baja
California Norte
50 [|PI240879 Cucurbita digitata 16589 Mexiko, Sonora
51 | Grif 9446 Cucurbita ecuadorensis TWW 42 Ecuador, Guayaquil
52 | P1432443 Cucurbita ecuadorensis Ecuador
53 | PI540895 Cucurbita ecuadorensis 90 U. S., Kalifornie
54 | Grif 9447 Cucurhbita ficifolia TWW 48 Argentina, Salta
55 | Grif 9448 Cucurbita ficifolia TWW 55 U. K., Anglie
56 | Grif 9450 Cucurbita ficifolia TWW 60 Mexiko, Chihuahua
57 |P1512680 | Cucurbita ficifolia V-CU-36 Spanélsko, Alicante
58 | P1406683 C. okeechobeensis subsp. Mexiko
martinezii
59 | PI438698 C. okeechobeensis subsp. W-C 2295 Mexiko, Veracruz
martinezii
60 |PI512099 C. okeechobeensis subsp. Ts’oopiluthu Mexiko, San Luis
martinezii (Huasteca) Potosi
61 |PI512103 C. okeechobeensis subsp. LM273 Mexiko, Veracruz
martinezii
62 |PI512105 C. okeechobeensis subsp. MN28990 Mexiko, Veracruz
martinezii
63 |PI512106 C. okeechobeensis subsp. MN29110 Mexiko, Veracruz
martinezii
64 | PI540900 C. okeechobeensis subsp. 92 Mexiko, Veracruz
martinezii
65 [|P1442341 Cucurbita pedatifolia K 792-063 Mexiko, San Luis
Potosi
66 [|PI173681 Cucurbita pepo Yumurta Turecko
67 |PI1174178 Cucurbita pepo Yumurta Turecko, Kars
68 |P1222247 Cucurbita pepo 1419 Iran, Tehran
69 |P1274787 Cucurbita pepo Yellow Round Indie, Delhi
70 |PI1357931 Cucurbita pepo Prilepska Makedonie
71 |P1512744 | Cucurbita pepo AN-CU-42 Spanélsko, Cadiz
72 | P1532354 C. pepo subsp. fraterna Calabacilla loca Mexiko, Tamaulipas
73 | P1532355 C. pepo subsp. fraterna 179 Mexiko, Tamaulipas
74 | P1532356 C. pepo subsp. fraterna 180 Mexiko, Tamaulipas
75 |P1614683 C. pepo subsp. fraterna HDW 5531 Mexiko, Tamaulipas
76 | PI285213 C. pepo var. texana U. S., Texas
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77 | P1540907 C. pepo var. texana 127 U. S., Kalifornie

78 |PI1614684 C. pepo var. texana HDW 3163 U. S., Texas

79 |PI 614685 C. pepo var. texana HDW 3180 U. S., Texas

80 |PI614686 C. pepo var. texana HDW 3162 U. S., Texas

81 |PI614687 C. pepo var. texana HDW 3173 U. S., Texas

82 |PI1614688 C. pepo var. texana HDW 3170 U. S., Texas

83 | PI 614689 C. pepo var. texana HDW 5299 U. S., Texas

84 | PI 614690 C. pepo var. texana HDW 5533 U. S., Texas

85 |PI614692 C. pepo var. texana 292 Population 5 | U. S., Mississippi

86 |PI614693 C. pepo var. texana 294 U. S., Mississippi

87 |PI614694 C. pepo var. texana 293 U. S., Mississippi

88 |PI 614696 C. pepo var. texana Ames 22733 U. S., Mississippi

89 |P1614697 C. pepo var. texana 14688 U. S., Mississippi

90 |PI1614698 C. pepo var. texana 14712 U. S., Mississippi

91 |PI614699 C. pepo var. texana 292 Populations 1 | U. S., Mississippi
&2

92 |PI1614700 C. pepo var. texana 292 Population4 | U. S., Mississippi

93 |PI1614701 C. pepo var. texana 292 Population 3 | U. S., Mississippi

94 |NSL 91999 |C. pepo var. ovifera Bicolor Spoon U. S., New York

95 |G 5285 C. maxima subsp. andreana U. S.

96 |G 29253 C. maxima subsp. andreana Argentina, Entre Rios

97 1G 29254 C. maxima subsp. andreana Argentina, Toledo

4.1.2 Soubor testovanych genotypti Cucumis melo

V obdobi od 13. 12. 2012 do 17. 7. 2013 bylo provedeno testovani rezistence 22
genotypll Cucumis melo vici P. cubensis. Semena téchto genovych zdrojl, zastupujicich
genetickou diverzitu tohoto druhu, byla vybrana ze Siroké genofondové kolekce druhu,
ktera je uchovavana v NPGS (Ames, lowa, USA). VétSina rostlinného materidlu tohoto
souboru ma svij pavod v Indii a v Japonsku (celkem 19 genotypti); zbylé 3 vzorky jsou
z Jizni Ameriky a Evropy. Informace o jednotlivych polozkach shrnuje tabulka (Tab. 4.2).

Na zacatku byl proveden vysev dostate¢ného mnoZstvi semen z kazdého testovaného
genotypu do malych plastovych kvétind¢l naplnénych perlitem. Po zakofenéni byly
semenacky presazovany do velkych kvétindcl se zahradni zeminou (8 rostlin z kazdé
polozky). Pro vyvoj rostlin ve skleniku byly zajistény optimélni podminky, jak je uvedeno
vyse, a jejich rist byl sledovan (viz fotodokumentace v pfiloze a na ptilozeném CD). Pro
ucely testovani byly z kazdého genotypu vybrany tfi rostliny ve staii 6-8 tydnt a z nich
odebrany vyzralé a zdravé listy, tj. listy s dobfe vyvinutymi pletivy, mechanicky
nepoSkozené a predev§im nenapadené padlim okurek ¢i jinou chorobou. Z listli jedné
rostliny pak bylo vyseknuto 5 diskli o priméru 15 mm, celkem tedy 15 diskll od jednoho
genotypu na testovani jednim izolatem (Lebeda a Kftistkova, 1993; Lebeda a Widrlechner,

2003). Jako kontrolni genotyp byl pouzit kultivar Cucumis sativus - Marketer 430.
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Tab. 4.2 Soubor testovanych vzorktt Cucumis melo

Poi.¢. | Oznaceni vzorku Taxon Nazev genotypu/odrady Zemé puvodu

1 PI 164433 Cucumis melo Kakri; 8726 Indie, Rajasthan

2 PI1124111 C. melo subsp. melo 2563 Indie, Bihar

3 PI1124112 C. melo subsp. melo 2564 Indie, Bihar

4 PI1 124113 C. melo subsp. melo Phut; 2565 Indie, Bihar

5 P1 164187 C. melo subsp. melo Kachhri; 8903 Indie, Rajasthan

6 P1 164492 C. melo subsp. melo Phut; 8785 Indie, Rajasthan

7 P1 180280 C. melo subsp. melo Kahkri; 10931 Indie, Gujarat

8 PI1 180283 C. melo subsp. melo Chapera Ki Kacheri; 10997 Indie, Gujarat

9 PI1 183311 C. melo subsp. melo 11204 Indie, Gujarat

10 P1266932 C. melo subsp. melo New Melon Japonsko

11 P1313970 C. melo subsp. melo VIR 5682; Duplicate of P1 315410 Indie

12 PI315410 C. melo subsp. melo VIR 5682 Indie

13 P1370021 C. melo subsp. melo Cu 70-01 Indie

14 P1378059 C. melo subsp. melo Ginsen Makuwa (Silver Spring) Japonsko

15 P1378061 C. melo subsp. melo Nagagta kin Makuwa (Long Gold) Japonsko

16 P1 378062 C. melo subsp. melo Shirokawa nashi Makuwa Japonsko

17 P1379275 C. melo subsp. melo Gradecka Srbsko, Cerna Hora
18 P1403994 C. melo subsp. melo Meloncillo Kolumbie, Tolima
19 P1420176 C. melo subsp. melo Ginsen Makuwa (Silver Spring) Japonsko, Hokkaido
20 P1420177 C. melo subsp. melo ﬁ;gi‘g;l ra Makuwauri (Makuwa Japonsko, Kagawa
21 P1420180 C. melo subsp. melo Sanuki Shirouri (Conomon Makino) | Japonsko, Kagawa
22 P1441988 C. melo subsp. melo Smith’s Perfect Seeds Kolumbie, Tolima




4.2 |zolaty P. cubensis

Uvedeny soubor genotypit Cucurbita spp. byl testovan na rezistenci, resp. nachylnost
vuci 11 izolathm P. cubensis (1/88, 6/96, 1/97, 6/97, 2/95, 1/00, 2/00, 3/00, 11/00, 12/00,
14/00), které byly v pribéhu let 1988-2000 ziskany na uzemi Ceské republiky (8 izolati) a
po jednom izolatu z Francie, Spanélska a Nizozemi (Tab. 4.3). PouZité izolaty pochéazeji
vétSinou z Cucumis sativus, jen izolat 2/95 je z Cucumis melo (Lebeda a Gadasova, 2002),
a na zékladé reakci na diferenciacnim souboru Cucurbitaceae (viz Lebeda a Widrlechner,
2003) reprezentuji 9 rtiznych patotypt P. cubensis, které se navzajem vyznamné lisi ve
svych patogennich vlastnostech. Jsou zde reprezentovany jak izolaty s nizkou patogenitou

v v

ukazuje tabulka Tab. 4.3 (Lebeda a Widrlechner, 2004).

Tab. 4.3 Izolaty Pseudoperonospora cubensis, pouzité k testovani rezistence souboru
Cucurbita spp., a jejich reakce s diferenciacnim souborem tykvovitych (Lebeda

a Cohen, 2011; Lebeda a Gadasova, 2002; Lebeda a Widrlechner, 2004)

. e, Izolaty P. cubensis (PC)

Diferenciacni genotyp
3/00° | 6/97] 1/88] 11/00 | 2/95 [ 6/96 | 1/00° [ 14/00 | 12/00 | 2/00” | 1/97

Cucumis sativus + + + + + + + + + +
C. melo subsp. melo + - + - - - + + + + +
C. melo var. conomon - - - - - - - - - - +
C. melo var. acidulus - - - - - - + - + + +
Cucurbita pepo ) ) i i i i i ] ] ] ]
subsp. pepo
C. pepo subsp. texana - + + + + + - + + + +
C. pepo subsp. ) ) i i i i i . ] ] ]
fraterna
C. maxima - - - + + + - + + + +
Citrullus lanatus - - - - - - - - - + +
Benincasa hispida - + + + + + + + + + +
Luffa cylindrica - - - - - - - - + - -
Lagenaria siceraria - + + + + + + + + + +

PC — mezinarodni oznaceni izolatl P. cubensis (Cislo izolatu/rok sbéru)
Pivod izolati: ' = Francie, > = Nizozemi, * = Spanélsko, ostatni = Ceska republika
+ nachylna reakce (mirné az hojna sporulace P. cubensis)

- rezistentni reakce (Zadna nebo zna¢né omezena sporulace)
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Druhy soubor, ktery byl tvofen genotypy Cucumis melo, byl studovan z hlediska jeho
interakce s 8 izolaty P. cubensis (2/95, 25/01, 71/01, 7/02, 53/02, 13/03, 43/06, 18/09),
které zastupuji Sir$i spektrum rGznych patotypt. Kazdy =z téchto izolath v podstaté
reprezentuje jiny patotyp, vétSina z nich ma stfedni nebo vysokou patogenitu (viz Tab. 4.4).
S vyjimkou jiz zminéného izolatu 2/95, ktery byl pouzit v obou testovanich, byly tyto
izolaty ziskany z porosti C. sativus v letech 2001-2009 na lokalitich Cech a Moravy
(Lebeda et al., 2013).

Tab. 4.4 Izolaty Pseudoperonospora cubensis, pouzité k testovani rezistence genotypu
Cucumis melo, a jejich reakce s diferenciacnim souborem tykvovitych (Lebeda

a Cohen, 2011; Lebeda a Widrlechner, 2003)

Diferenciatni genotyp Izolaty P. cubensis (PC)
2/95 | 25/01 | 71/01| 7/02 | 53/02| 13/03 | 43/06| 18/09

Cucumis sativus + + + + + + +
C. melo subsp. melo - + + + + + - +
C. melo var. conomon - + - + + + + +
C. melo var. acidulus - - + + + + - +
Cucurbita pepo subsp. pepo - + + - + - - -
C. pepo subsp. texana + + + - + + + +
C. pepo subsp. fraterna - + - - - + + -
C. maxima + - + - + + + -
Citrullus lanatus - - - - - - + -
Benincasa hispida + + + + + + + +
Luffa cylindrica - - - + - - - -
Lagenaria siceraria + + + + + + + +
PC — mezinarodni oznaceni izolatt P. cubensis (Cislo izolatu/rok sbéru)
+ nachylna reakce (mirna az hojné sporulace P. cubensis)
- rezistentni reakce (zadna nebo znacné omezena sporulace)

Kultivace (uchovavani a mnozeni) izolati byla provadéna na listovych segmentech
nebo discich siln€ nachylnych genotypi C. sativus cv. Stela F1 a C. sativus cv. Marketer
430, ktery pti testovanich slouzil také jako nachylna kontrola (Lebeda a Widrlechner,
2004). Vzdy po 10-14 dnech kultivace byl pfislusny izolat reinokulovan na cerstvy
rostlinny materidl (Lebeda a Urban, 2010). Dlouhodobé uchovévani kultur (infikovanych
listd se sporangiofory) v Petriho miskach (max. 6 mésicti) bylo realizovano za nizkych

teplot (-80°C) v mrazicim boxu (Lebeda a Urban, 2010; Lebeda a Widrlechner, 2004).
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4.3 Priprava inokula, inokulace a inkubace

Standardizovand metodika testovani rezistence je klicem k GspéSnému provadéni
testll a srovnatelnosti ziskanych vysledkii (Lebeda a Widrlechner, 2003). Jeji jednotlivé
kroky, které byly zachovany 1 pfi téchto testovanich, jsou detailn¢ popsany v praci Lebedy
a Urbana (2010).

V nasi studii bylo k pfipravé inokula vyuzivano listi/listovych segmenti C. sativus
cv. Marketer 430 (popt. C. sativus cv. Stela F1), infikovanych jednotlivymi izolaty P.
cubensis, jez byly umistény v plastovych nadobach (110 x 85 x 45 mm) nebo v Petriho
miskach na vlhkém filtraénim papife svrchni stranou doll, se sporangiofory na spodni
stran¢ (nejhojnéji se vyskytujicimi na Cerstvych zelenych usecich listl). Oblasti pokryté
sporangiofory se zralymi (podle Lebedy a Kiistkové (1993) 3-4 dennimi) sporangii
(obvykle 7.-9. den po inokulaci), obklopené¢ zdravym pletivem, byly sterilizovanymi
niizkami nastithdny na malé kousky, které byly nasledn€ pomoci pinzety a laboratorni
ttepacky propirany v kadince s piiblizné 5 ml destilované vody tak, aby doslo k uvolnéni
sporangii do kapaliny. Koncentrace roztoku byla dale zfedéna ptidanim destilované vody
na optimalni hodnotu 10° sporangii/ml (Lebeda a Urban, 2010).

Takto pfipravené inokulum bylo sklenénym rozprasovacem rovnomérné aplikovano
na spodni stranu listovych diskli testovanych rostlin, ulozenych na vrstvé dikladné
navlh¢eného filtraéniho papiru a buniiny v plastovych bednach, v primérném mnozstvi
10 ml na jednu bednu. Pted inokulaci by mély terciky ptiléhat k navlhéenému materialu
celou svou plochou, v opaéném piipadé totiz miize dojit k omezené infekci a tim neni
zajiSténa objektivnost vysledkl testovani (Lebeda a Urban, 2010). Bedny s disky byly
prikryty sklenénymi deskami pro udrzeni optimalni vlhkosti.

Inkubacni dobu siln€ ovliviiuji podminky okolniho prostiedi, proto bylo nutné ve
fytotronu, kde byly napadené listové terCiky inkubovany in vitro, udrZzovat stabilni
mikroklima. K nému patii stala 12h fotoperioda a teplota 18°C za svétla a 15°C za tmy,
které byly nastaveny v pribéhu inkubace po tuvodnich 24 hodinach ulozeni Cerstvé
inokulovanych diskll ve tmé (pfikryti misek ¢ernou neprisvitnou folii). Inkubacni doba se
v in vitro podminkach obvykle pohybuje v rozmezi 7-9 dnl (viditelna sporulace P.
cubensis), v polnich podminkach je variabilnéjsi: 4-12 dni (viz kap. 3.2.3) (Lebeda a
Urban, 2010).
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4.4 Metody hodnoceni rezistence

Rezistence/nachylnost listovych teréikli, reprezentujicich jednotlivé genotypy
testovanych soubori, vii¢i izolatim P. cubensis, byla posuzovana podle intenzity sporulace
patogenu semikvantitativné 1 kvalitativné (viz nize). Hodnoceni kazdého disku probéhlo
petkrat, a to ve dvoudennich intervalech od 6. do 14. dne po inokulaci, 6-14 dpi (Lebeda a
Urban, 2010), pficemz hodnoty ziskané 14. den urcuji kone¢ny fenotypovy projev
interakce hostitele (genotypu Cucurbita spp. ¢i Cucumis melo) a parazita (izolatu/patotypu
P. cubensis) (Lebeda a Widrlechner, 2004).

Zakladni semikvantitativni hodnoceni reakci jednotlivych listovych teré¢ikli vyuzivalo
petibodovou skalu (0-4), vyjadiujici pomér plochy pokryté sporangiofory k celkové plose
disku: 0 = 0% (bez viditelné sporulace), 1 = < 25%, 2 =>25% a<50% ,3 =>50% a <
75%, 4 = > 75% plochy disku (Lebeda a Urban, 2010). Pro kazdy genotyp byla rovnéz
uréena celkovd intenzita sporulace (stupet napadeni — ,,degree of infection®, DI)
procentuelné z maximalni hodnoty (Lebeda a Kiistkova, 1993), kterda muze teoreticky
nastat v pfipadé hodnoceni vSech listovych diskt stupném 4. Vypocet DI se provadi podle
matematického vztahu, ktery uvadéji Lebeda a Urban (2010).

Vysledné reakce zastupcl testovanych taxonl a genotypit Cucurbita spp./Cucumis
melo byly na zaklad¢ stupné napadeni (DI) a srovnanim kone¢ného projevu intenzity
sporulace na 15 discich (pochazejicich ze tii rostlin) daného genotypu zhodnoceny také
kvalitativné (Lebeda a Urban, 2010; Lebeda a Widrlechner, 2003), a to jejich zatfazenim do
¢tyt skupin podle stupné odolnosti/nachylnosti (Lebeda a Widrlechner, 2003):

- =rezistence (DI = 0%),
(-) = neuplna rezistence (DI = 0,1-35%),
(+) = heterogenni reakce mezi rostlinami (terciky),

+ =nachylna reakce (DI = 35,1-100%).

4.5 Metody statistického zpracovani dat

V navaznosti na ptivodné ziskané tidaje o interakcich genovych zdroji Cucurbita spp.
a izolatd P. cubensis (2001), jejich naslednou prezentaci (Lebeda a Widrlechner, 2004) a
zakladni statistické zpracovani (Rohackové, 2012) bylo v ramci této prace pfistoupeno k
detailni analyze téchto dat i nov¢ ziskanych udaji z testovani genotypt Cucumis melo,

ktera je nezbytna k hlubSimu poznéani charakteru interakce téchto druhti s P. cubensis a k
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pfipadnému vyuziti ziskanych informaci ve S$lechténi na rezistenci. Pro ucely tohoto
zpracovani byla v programu MS Office Excel pro kazd¢ testovani zvlast' vytvorena vychozi
souhrnna tabulka obsahujici vSechny ziskané hodnoty $kaly 0-4 (pro kazdy disk a izolat,
veskerd hodnoceni u vSech genotyptll), konecné verze téchto tabulek najdete na piilozeném
CD.

Reakce genotypti vuci konkrétnimu izolatu P. cubensis byly nejdiive zhodnoceny
podle relativni €etnosti diskll (n = 15) jednoho genotypu v kazdém z péti stupiili intenzity
napadeni 14. den po inokulaci (14 dpi). Pro snadnéjsi orientaci a také pro porovnani reakci
genotypt vuci jednotlivym izolatim slouzi 100% skladané pruhové grafy aplikace MS
Office Excel (viz napi. Stépankova, 2006). Grafy stejného typu byly vytvofeny pro
vysledné reakce 10 zastoupenych druhii rodu Cucurbita vici kazdému z 11 izolath, které
vSak kvilli vyrazné nerovnomérnému rozlozeni testovanych genotypl do jednotlivych
druhti (viz Tab. 4.1) maji spiSe orientacni, nez smérodatny charakter.

Podobnym zptsobem doslo k sestaveni dvou grafii, které ukazuji roz¢lenéni vSech
testovanych terciki, tj. 1455 z 1. testovani/330 z 2. testovani (bez kontrolniho genotypu),
do pétibodové stupnice hodnoceni intenzity sporulace (14 dpi), zvlast pro kazdy z 11/8
izolatl. Toto grafické vyjadieni umoziiuje srovnani izolatl z hlediska stupné virulence.

Existuje mnoho dalSich metod statistického zpracovani dat ziskanych béhem testd
rezistence, napt. dvoufaktorovd analyza variance a Tukey HSD test, shlukova analyza
(metoda single linkage), metoda s vyuzitim aritmetického priiméru a smérodatné odchylky,

které vSak nejsou v této praci pouzity a interpretovany.
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5. VYSLEDKY

V ramci provadénych testd rezistence 97 genovych zdroji Cucurbita spp. vuci 11
izolatim (patotypiim) P. cubensis bylo ziskano velké mnozstvi dat, kterd jiz byla zb&zné
analyzovana diive (Lebeda a Widrlechner, 2004). V nedavné dobé (2012-2013) provedené
testovani reakce 22 gen. zdroji Cucumis melo na souboru 8 izolatl P. cubensis poskytlo
nova data ke zpracovani. V ramci soucasné analyzy vSech téchto dat je detailni pozornost
vénovana zejména reakci genotyptt Cucurbita spp. a Cucumis melo, ale i virulenci izolath
P. cubensis. Na z&vér je k obéma experimentiim piilozena souhrnna tabulka kvalitativniho
hodnoceni reakci testovanych genotypli vic¢i pouzitym izolatim (Tab. 5.1a, 5.2a),
vychazejici z tabulky stupni napadeni (DI) genotypti témito izolaty (Tab. 5.1b, 5.2b).

Pro ovéteni vérohodnosti vysledktll byla vyzadovana vysoce nachylna kone¢na reakce
(pfevazujici stupent sporulace 4, u zbytku diska 3) kontrolniho genotypu Cucumis sativus
cv. Marketer 430, ptfifazené¢ho ke kazdé testované sad€. Pokud tento pozadavek nebyl

splnén, byl dany pokus zopakovan.

5.1 Vysledky testovani interakce Cucurbita spp. — P. cubensis

5.1.1 Reakce genotypt Cucurbita spp. po inokulaci P. cubensis

Kazdy ze studovanych 97 genotypti Cucurbita spp. byl pfi testovani rezistence viuci
danému izolatu P. cubensis zastoupen 15 listovymi disky ze 3 zdravych rostlin, jejichz
intenzita napadeni byla v prubéhu tohoto experimentu hodnocena pomoci skaly 0-4 (blize
viz kap. 4.4). Hodnoceni reakci jednotlivych genotypt (resp. taxontl), provadéné 14. den po
inokulaci, je ur€eno za kone¢né a je znazornéno vzdy pro konkrétni izolat v nésledujicich
grafech (Graf 1-11) podle zastoupeni jednotlivych stupni infekce.

Z graftu la-11a je na prvni pohled patrna velkd variabilita ve frekvenci jednotlivych
stupiii sporulace, od 0 (uplna rezistence) az po 4 (zcela nachylna reakce), mezi vzorky
Cucurbita spp. U né€kterych interakci genotyp hostitele — izolat P. cubensis se projevovala
heterogenni reakce, tzn. byl zde zaznamenan projev vyraznych rozdilii v intenzité napadeni
mezi teréiky zrlznych rostlin daného genotypu. Nekteré ztéchto vyslednych
heterogennich reakci byly potvrzeny az naslednym opakovanim testi pro konkrétni
genotyp a izolat. U vétSiny genotypi se vSak v konecném hodnoceni interakce
s konkrétnim izolatem vyskytuji pouze 2 nebo 3 blizké stupné napadeni. Takovou reakci
lze oznacit za homogenni s ohledem na moZznou variabilitu kvality rostlinného pletiva ¢i

inokula a na dali faktory ovliviiujici pribéh a hodnoceni testovani (Stépankova, 2006).
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Podstatna ¢ast vysledki testovani rezistence Cucurbita spp. vaci izolatim P. cubensis
(pochazejicich prevazné z Cucumis sativus) byla tvofena nachylnymi reakcemi s pfevahou
stupiii napadeni 2 a 3, zastoupeni siln¢ nachylné reakce (stupeii 4) nebylo tak Casté.
Nachylnost vii¢i vSem 11 izoldtim byla zaznamenana jen u 10 genotypt C. pepo, a to
s poradovymi Cisly 66, 75, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93 a 94 (viz Tab. 4.1), a 2 genotypu C.
maxima, ¢. 95 a 96 (Lebeda a Widrlechner, 2004); pocetné nachylné reakce na jednotlivé
izolaty nachazime také u dalSich vzorkd, predevSim z 2. poloviny testovaného souboru.

Dulezita data z hlediska dal§iho vyzkumu (zejména ve Slechténi tykvovitych rostlin
na rezistenci) predstavuji vysledky interakce hostitelského genotypu a patogenu, které byly
hodnoceny jako zcela nebo castecné rezistentni reakce (disky bez sporulace nebo s mirnou
sporulaci) vii¢i vSem nebo alespon nekterym pouzitym izoldtim/patotypiim (Lebeda a
Widrlechner, 2003; 2004). Tuto skutecnost lze vidét v grafech 1la-11a, kde je zastoupeni
reakci stupné 0 vramci konkrétniho genotypu reprezentovano tmavé zelenou barvou
prislusného sloupce. Rezistence (DI = 0-35%) vici celému souboru pouzitych izolatt byla
zjiSténa pouze u 13 genotypt v rdmci dvou druht: C. argyrosperma (¢. 7, 12, 13, 14, 15,
19, 24, 25, 27, 28, 29 a 37) a C. foetidissima (€. 4), pticemz prvnich 11 jmenovanych patii
k taxonu C. argyrosperma subsp. sororia (Lebeda a Widrlechner, 2004).

Kromé vyse uvedenych vysledkl extrémni rezistence 13 genotypli a naopak Uplné
nachylnosti 12 genotypti Cucurbita spp., vétSina testovanych genotypt Cucurbita spp.
vykazovala v zavérecném hodnoceni interakci hostitele a parazita rizné stupné
rezistence/nachylnosti vii¢i odlisnym patotypim (rasam) P. cubensis. Tyto interakce byly
charakterizovany rasové specifickou odezvou, resp. rezistenci. Ackoliv se v nékterych
pfipadech jednalo o netplnou rezistenci se stupném napadeni DI = 0,1-35%, obecné lze
konstatovat, Zze u prevazné casti studovaného souboru planych taxonii byla rasova
specifiCnost  této interakce zfejma. Nejvice variabilni se ukdzaly druhy
C. argyrosperma, C. foetidissima, C. okeechobeensis a C. pepo, jak je patrné z grafi
1b-11b (Lebeda a Widrlechner, 2004).

V priibéhu hodnoceni testovani byl pfevazné pozorovan pozvolny vyvoj infekce od
6. po 14. den po inokulaci, pficemz pfi prvnim hodnoceni byla pozorovéana slabé ¢i zadna

sporulace (stupeii 0 a 1). Tyto udaje jsou dostupné v souhrnné tabulce ziskanych dat na CD.

Graf 1a-11a: Poradova Cisla 1-97 reprezentuji jednotlivé genotypy Cucurbita spp., jez jsou detailné
popsany v seznamu polozek testovaného souboru (Tab. 4.1). Reakce kontrolniho genotypu nejsou

v téchto grafech zahrnuty.

Graf 1b-11b: Souhrnné zhodnoceni reakci zastoupenych druhi Cucurbita spp.
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Graf 1a: Frekvence (%) stupiili napadeni P. cubensis (izolat 1/88, 14 dpi) u jednotlivych
genotypu Cucurbita spp.
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Graf 1b: Frekvence (%) stupiii napadeni P. cubensis (izolat 1/88, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

Naésledujici text charakterizuje vysledné reakce genotyptl a taxonil (druhll) na infekci
konkrétnimi izolaty P. cubensis. Podrobnéji se tak vénuje povaze a variabilit¢ zkoumané

interakce.

5.1.1.1 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 1/88

Z kone¢ného hodnoceni interakce, které je také vyse znazornéno graficky (Graf 1a),
1ze vypozorovat velkou rozmanitost reakci genotypil na izolat 1/88. Vyskytuji se mezi nimi
také nékteré vyrazné heterogenni reakce (zahrnujici celou Skalu stupiii sporulace), a to u
vzorku €. 40 a €. 45 z taxonu C. argyrosperma var. palmeri.

Uplna rezistence (DI = 0 %) byla zaznamenana pouze u genotypti C. argyrosperma
subsp. sororia (C. 6, 8, 9, 10, 12, 14 a 16), extrémni nachylnost, pfi niZ sporangiofory
pokryvaly vice nez 50 % plochy vSech diska (stupent 3 a 4), naopak u 2 genotypu C.
argyrosperma var. palmeri (€. 42 a 46). Tato skutecnost odkazuje na vyznamnou
variabilitu druhu Cucurbita argyrosperma v interakci s P. cubensis.

Druhy nejpocetnéji zastoupeny druh v tomto testovani C. pepo byl rovnéz v reakci
s izolatem 1/88 znacné variabilni. Jako nejodolnéjsi se jevi (Graf 1b) druh C. ficifolia a C.

foetidissima, které vSak byly reprezentovany pouze 4, resp. 5 polozkami.
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Graf 2a: Frekvence (%) stupiili napadeni P. cubensis (izolat 6/96, 14 dpi) u jednotlivych
genotypu Cucurbita spp.
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Graf 2b: Frekvence (%) stupiti napadeni P. cubensis (izolat 6/96, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

5.1.1.2 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 6/96

Ve studované interakci souboru genotypii s izolatem 6/96 pozorujeme velkou
variabilitu, kterda se mj. projevuje vysokym poctem heterogennich odpovédi (se
zastoupenim Ctyt az péti riznych stupni sporulace). Naptiklad u genotypii €. 7, 8, 35, 66 a
80 (z riznych taxonl) byly pozorovany 14 dni po inokulaci PC 6/96 disky bez sporulace i
s témét 100% sporulaci.

Zcela rezistentni reakci vykazovaly genotypy €. 9, 10, 14 a 25, patfici do taxonu C.
argyrosperma subsp. sororia. Na druhé stran¢ jediny genotyp, ktery byl vyrazné nachylny
vuci tomuto izolatu, je ze skupiny C. pepo var. texana (€. 84).

Rezistenci, resp. nachylnost druht Cucurbita spp. vici izolatu 6/96 1ze vycist z grafu
2b. Nejvétsi pocet rezistentnich reakei byl zjistén v ramci druhu C. foetidissima a C.
ecuadorensis. Variabilita interakce byla vyrazna u druhu C. pepo, v mensi miie také u C.

argyrosperma a C. okeechobeensis.
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Graf 3a: Frekvence (%) stupiili napadeni P. cubensis (izolat 1/97, 14 dpi) u jednotlivych
genotypu Cucurbita spp.
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Graf 3b: Frekvence (%) stupiti napadeni P. cubensis (izolat 1/97, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

5.1.1.3 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 1/97

Z grafu 3a je patrna velka odlisnost vysledné reakce genotypt na vysoce virulentni
izolat 1/97 (viz kap. 4.2) mezi dvéma ¢astmi testovaného souboru. Zatimco genotypy
z prvni ¢asti souboru vykazovaly spiSe odolnost (a rezistentnich reakci v tomto piipade
byla podstatna c¢ast), reakce vzorkli z druhé casti jsou vice variabilni — obsahuji
heterogenni (napt. genotypy €. 60, 78, 84 a 86) i1 vysoce nachylné odpovédi.

Uplna rezistence byla pozorovéana u 7 genotypt C. argyrosperma subsp. sororia a 4
genotypu C. argyrosperma var. palmeri (viz Graf 3a); nachylnost (stupeni sporulace 3 a4 u
vSech terciki) projevily 4 genotypy ze 3 taxoni C. pepo (€. 66, 67, 92 a 94).

Nejvariabiln¢j$i druhy v interakci sizolatem PC 1/97 byly Cucurbita pepo a
Cucurbita okeechobeensis. Oproti tomu malo variabilni, zato nejvice rezistentni reakci

projevil druh C. ficifolia.
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Graf 4a: Frekvence (%) stupiili napadeni P. cubensis (izolat 6/97, 14 dpi) u jednotlivych
genotypu Cucurbita spp.
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Graf 4b: Frekvence (%) stupiti napadeni P. cubensis (izolat 6/97, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

5.1.1.4 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 6/97

Izolat P. cubensis 6/97 patii oproti predchozimu izoladtu (vzhledem k reakci na
diferencia¢nim souboru) k izolatim s nizkou virulenci. To vSak neznamend, ze ma také
niz8i virulenci vii¢i danému souboru a tento piiklad je toho dikazem (viz fada nachylnych
reakci pfedev§im v druhé ¢asti testovaného souboru). Vyrazn€ heterogenni reakce byla
pozorovana jen u genotypu €. 11, avSak odlisné reakce mezi riznymi rostlinami stejného
genotypu nebyla vyjimec¢na.

Vsechny disky genotypt €. 25, 26 (C. argyrosperma subsp. sororia), 49 (C. cordata)
a 54 (C. ficifolia) zistaly bez sporulace, coz znaci odolnost téchto genotypli vii¢i PC 6/97.
Vysoce nachylné vici tomuto izolatu byly genotypy €. 59, 67, 81 a 84.

Jak jiz bylo pfedeslano, variabilita této interakce v ramci jednotlivych genotypii
nebyla ptili§ vysoka, pfesto v ramci druhu C. pepo byly zastoupeny disky se v§emi stupni
sporulace. Souhrn reakci zastupct ostatnich druhii 1ze vidét na grafu 4b. Pfi jeho zkoumani
je vSak nutné mit na pamé&ti nerovnomérné rozlozeni genotypti do druhd. Odolnymi viici

izolatu 6/97 byli predevsim zastupci druhti C. cordata, C. ecuadorensis a C. ficifolia.
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Graf Sa: Frekvence (%) stupiili napadeni P. cubensis (izolat 2/95, 14 dpi) u jednotlivych
genotypu Cucurbita spp.
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Graf 5b: Frekvence (%) stupiti napadeni P. cubensis (izolat 2/95, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

5.1.1.5 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 2/95

Genotypy Cucurbita spp. vykazovaly vici izolatu PC 2/95 vétSinou homogenni
odpovéd’ (heterogenni jen u €. 52) a v této reakci se jen zfidkakdy objevil stupeni sporulace
4 (pouze o dvou genotyptl).

Rezistence (DI = 0 %) byla zaznamendna u genotypll z prvni €asti testovaného
souboru z druhu C. argyrosperma (€. 6, 10, 25 a 33), zatimco extrémni nachylnost jen u
jednoho genotypu C. pepo var. texana (¢. 84).

Z hlediska interakce s izolatem 2/95 se nejvice variabilni jevi druhy C. ecuadorensis

a C. pepo, rezistence je patrna u druhu C. foetidissima.
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Graf 6a: Frekvence (%) stupiili napadeni P. cubensis (izolat 1/00, 14 dpi) u jednotlivych
genotypu Cucurbita spp.

-61 -



0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

c.argyrosperma | [ T 1
E | | | | |

C. cordata [

C. digitata [

C. ecuadorensis [ [

C. ficifolia [ [

C. foetidissima [

C. maxima [ | .

C. okeechobeensis [

C. pedatifolia

C. pepo . . . . . [ . I.

Stuperi napadeni mbez sporulace @<25% 025-50% O50-75% W>75%

Graf 6b: Frekvence (%) stupiti napadeni P. cubensis (izolat 1/00, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

5.1.1.6 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 1/00

Podle charakteru interakce testovanych genotypu s izolatem PC 1/00, lze tento izolat
oznacit za malo virulentni. V reakcich rostlin pievazuje rezistence, jak lze vypozorovat
z tabulky kvalitativniho hodnoceni (Tab. 5.1a) i z ptevladajici zelené barvy v grafu 6a.
Heterogenni odpovéd’ se vyskytovala jen velmi vzacné (napf. u €. 93).

Navzdory casté nelplné rezistentni reakci genotypl, byla Uplna rezistence (bez
jediné leze P. cubensis na disku) pozorovana jen u tfi genotypu (¢. 11, 13 a 15) taxonu C.
argyrosperma subsp. sororia. Vysoce nachylna reakce na tento izolat nebyla mezi
genotypy Cucurbita spp. pozorovana, ale celkové mnozstvi diskll se stupném sporulace 4
nebylo zanedbatelné.

Nejvice variabilnimi v interakci s izolatem 1/00 se ukdzaly druhy C. pepo a C.
argyrosperma, reakce vétSiny ostatnich druhi by mohla byt oznacena za homogenni.

Nejvétsi odolnost prokazal druh Cucurbita foetidissima.
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Graf 7b: Frekvence (%) stupiti napadeni P. cubensis (izolat 2/00, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

5.1.1.7 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 2/00

V reakcich genotypii testovaného souboru na izolat 2/00 byla zastoupena jak uplna
rezistence, tak vyraznad nachylnost. VétSina genotypti vSak neprokdzala takovou
jednoznacénost odpovédi, 1 kdyZ vétSina pozorovanych reakci méla homogenni charakter.
Extrémni heterogenita reakce byla hodnocena pouze u genotypu ¢. 60, nélezici do taxonu
C. okeechobeensis var. martinezii.

Zcela odolné, se stupném napadeni 0 %, byly genotypy s poradovymi Cisly 7, 9 a 13.
Maximalni nachylnost se stupném napadeni 100 % vykazal genotyp ¢. 67 (C. pepo),
vysoky stupeii nachylnosti byl zaznamenan také u genotypti €. 71, 81 a 86, patticich rovnéz
do druhu C. pepo.

Také diky nachylnym reakcim zminénych genotypt byly nejvice variabilnimi druhy
v této interakci C. pepo a C. okeechobeensis. Druh C. foetidissima byl nejvice rezistentni ze
vSech 10 druhti a urcity stupeit odolnosti byl vypozorovan ve finalni reakci genotypt druhu

C. argyrosperma na dany izolat.
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Graf 8a: Frekvence (%) stupiili napadeni P. cubensis (izolat 3/00, 14 dpi) u jednotlivych

genotypu Cucurbita spp.
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Graf 8b: Frekvence (%) stupiti napadeni P. cubensis (izolat 3/00, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

5.1.1.8 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 3/00

Disky testovanych genotypt Cucurbita spp. byly z velké ¢asti izolatem 3/00 snadno
napadeny, velice Casto se vyskytoval stupen sporulace 2, ale také 1 a 3 (viz grafy 8a a 8b).
Pfestoze extrémni hodnoty nebyly Casté a v souboru nebyl pfitomen ani jeden genotyp,
ktery by byl zcela rezistentni ¢i vyrazn€ nachylny vici PC 3/00, je tento izolat hodnocen za
jeden z nejvice virulentnich, které byly ve studii pouZity.

Zajimava je také skutecnost, ze heterogenni odpovéd vykazaly dva genotypy C.
argyrosperma subsp. sororia (¢. 8 a 9), které byly viéi vétSin¢ ostatnim izolatim
rezistentni.

Mezi druhy s nejvétsi variabilitou reakce byly 1 v tomto ptipadé zafazeny C. pepo a
C. argyrosperma. U vSech druhl prevladly vyssi stupné napadeni, jen u druhu C.
argyrosperma frekvence stupiii 0 a 1 (zadné ¢i mirné sporulace) prekrocila 60% plochy

vSech diska.
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Graf 9a: Frekvence (%) stupiili napadeni P. cubensis (izolat 11/00, 14 dpi) u jednotlivych
genotypu Cucurbita spp.
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Graf 9b: Frekvence (%) stupiitt napadeni P. cubensis (izolat 11/00, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

5.1.1.9 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 11/00

Oproti n€kolika pfedchozim izolatim se v ramci interakce 97 genotypt s izolatem
PC 11/00 vyskytlo pomémé¢ velké mnozstvi heterogennich reakci (viz napi. reakce
genotypl C. argyrosperma var. palmeri €. 35, 43, 45 a 47). Variabilita reakce urcitych
genotypu tedy byla celkem vysoka, ale jednalo se jen o ojedinélé ptipady.

Zcela rezistentni byl pouze genotyp ¢. 31, zastupce stejného taxonu, C.
argyrosperma var. palmeri. Stupenn sporulace ¢. 4 se mezi vyslednymi reakcemi diskil
vykytoval jen sporadicky. U zadného z genotypi tedy nebyla pozorovana vyrazna
nachylnost.

Mezi druhy, u nichz se v kone¢né reakci na izolat 11/00 objevily vSechny stupné
sporulace (0 az 4), byly dva nejhojnéji zastoupené (C. argyrosperma a C. pepo) a jeden

s pouhymi tfemi polozkami (C. ecuadorensis).
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Graf 10a: Frekvence (%) stupiili napadeni P. cubensis (izolat 12/00, 14 dpi) u jednotlivych
genotypu Cucurbita spp.
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Graf 10b: Frekvence (%) stupiiti napadeni P. cubensis (izolat 12/00, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

5.1.1.10 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 12/00

V prvni poloviné testovaného souboru méla interakce genotypi s izolatem 12/00
charakter rezistence nebo mirné nachylnosti, v druhé poloviné se nachylnost genotypii
na graf 10a lze fici, Ze reakce popsané v piredchozich vétach mély az na par vyjimek
homogenni raz.

Genotypy s absolutni odolnosti se nachazeji v prvni poloviné souboru (¢. 6 a 15), na
druhé strané nejvice nachylné genotypy najdeme v druhé ¢asti (€. 50, 59 a 78). Naposledy
zminéné polozky patii po fad¢ do druht C. digitata, C. okeechobeensis subsp. martinezii a
C. pepo var. texana.

Pravé druhy C. okeechobeensis a C. pepo byly nejvice variabilni v interakci
sizolatem PC 12/00, jak ukazuje graf 10b. Vyznamnou odolnost kromé¢ druhu C.
foetidissima prokéazal také druh C. pedatifolia, ktery byl vSak v testovani reprezentovan

pouze jednim genotypem.
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Graf 11a: Frekvence (%) stupiili napadeni P. cubensis (izolat 14/00, 14 dpi) u jednotlivych
genotypu Cucurbita spp.
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Graf 11b: Frekvence (%) stupiiti napadeni P. cubensis (izolat 14/00, 14 dpi) u jednotlivych
druhti Cucurbita spp.

5.1.1.11 Reakce genotypu a taxont Cucurbita spp. na izolat PC 14/00

V interakci genotypt Cucurbita spp. s izolatem P. cubensis 14/00 byla pozorovana
vyznamnd variabilita, kterd se vice projevovala mezi genotypy nez mezi testovanymi
ter¢iky jednoho genotypu. Relativné vysoky pocet (13) genotypll reagoval extrémné
rezistentné ¢i extrémné nachyln€é. Pouze u genotypii €. 8 a 75 nebyla zjiSténa jasna
odpovéd’ (nekteré disky byly velmi nachylné, jiné naopak odolné).

Jako zcela rezistentni vici PC 14/00 se ukazaly genotypy patiici do druht C.
foetidissima (¢. 4, 5 a 6) a C. argyrosperma (¢. 9, 10, 35 a 37). Nachylnost nejvyssiho
stupné (stupeni sporulace 3 a 4) vykdzalo celkem Sest genotypi z Sesti riznych taxoni (€.
46, 50, 51, 87, 94 a 95), coz bezesporu predstavuje zajimavy fakt.

Z grafu 11b je patrnd velkd rtznorodost reakci vramci zastoupenych druht.
K variabilnim druhiim této interakce, jako jsou C. pepo a C. argyrosperma, lze pritadit také
druhy C. ficifolia a C. ecuadorensis. Ptes 80 % diskd se stupném sporulace 0 a 1 bylo
zaznamenano u C. foetidissima a C. argyrosperma, které piedstavuji nejvice odolné druhy

interakce s izolatem 14/00.
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Tab. S5.1a Kvalitativni hodnoceni reakci genotypt Cucurbita spp. vuci izolatim
P. cubensis (14 dpi); - = rezistentni reakce (DI = 0-35%), + = nachylna reakce
(DI =35,1-100%)

PoF. &. Izolaty Pseudoperonospora cubensis (PC)
genotypu| 1/88 | 6/96 | 1/97 | 6/97 | 2/95 | 1/00 | 2/00 | 3/00 | 11/00| 12/00| 14/00
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Tab. 5.1b Stupen napadeni (DI) genotypt Cucurbita spp. izolaty P. cubensis (%, 14 dpi)

PoF. &. Izolaty Pseudoperonospora cubensis (PC)
genotypu| 1/88 | 6/96 | 1/97 | 6/97 | 2/95 | 1/00 | 2/00 | 3/00 | 11/00| 12/00| 14/00
1 30,0 | 15,0 | 25,0 | 30,0 | 183 | 21,7 | 28,3 | 26,7 | 28,3 | 38,3 | 30,0
2 30,0 18,3 33,3 33,3 36,7 30,0 33,3 36,7 15,0 33,3 35,0
3 3,3 18,3 | 250 | 23,3 | 150 | 183 | 183 | 40,0 3,3 18,3 8,3
4 6,7 18,3 20,0 15,0 1,7 21,7 8,3 30,0 15,0 16,7 0,0
5 3,3 25,0 | 25,0 21,7 5,0 25,0 15,0 35,0 13,3 20,0 0,0
6 0,0 6,7 10,0 | 20,0 0,0 5,0 3,3 450 | 233 0,0 0,0
7 3,3 30,0 0,0 15,0 3,3 10,0 0,0 16,7 13,3 1,7 1,7
8 0,0 | 46,7 | 333 | 13,3 | 10,0 | 26,7 | 40,0 | 48,3 5,0 18,3 | 18,3
9 0,0 0,0 1,7 6,7 1,7 1,7 0,0 56,7 8,3 6,7 0,0
10 0,0 0,0 0,0 | 25,0 0,0 3,3 1,7 433 | 11,7 1,7 0,0
11 8,3 13,3 | 11,7 | 50,0 1,7 0,0 11,7 | 60,0 | 25,0 | 16,7 | 13,3
12 0,0 8,3 18,3 20,0 10,0 5,0 10,0 28,3 15,0 26,7 20,0
13 13,3 6,7 10,0 | 11,7 3,3 0,0 0,0 11,7 | 16,7 1,7 1,7
14 0,0 0,0 6,7 20,0 3,3 1,7 1,7 31,7 1,7 6,7 5,0
15 13,3 3,3 5,0 6,7 3,3 0,0 18,3 1,7 1,7 0,0 8,3
16 0,0 10,0 18,3 41,7 5,0 15,0 18,3 46,7 26,7 10,0 15,0
17 63,3 23,3 1,7 46,7 10,0 18,3 11,7 25,0 16,7 18,3 1,7
18 38,3 | 56,7 1,7 26,7 8,3 10,0 6,7 28,3 | 283 | 16,7 6,7
19 33,3 10,0 8,3 15,0 23,3 11,7 20,0 20,0 15,0 11,7 26,7
20 76,7 | 36,7 3,3 383 | 283 | 11,7 | 21,7 50 | 250 | 31,7 | 16,7
21 36,7 21,7 5,0 11,7 23,3 20,0 13,3 20,0 13,3 25,0 18,3
22 433 | 333 | 10,0 | 16,7 | 30,0 | 16,7 | 11,7 | 26,7 | 26,7 | 46,7 | 18,3
23 25,0 | 26,7 | 10,0 | 350 | 26,7 | 36,7 | 33,3 | 21,7 | 21,7 | 35,0 | 150
24 20,0 3,3 0,0 18,3 18,3 25,0 11,7 1,7 15,0 6,7 18,3
25 31,7 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 13,3 6,7 16,7 3,3 16,7
26 30,0 48,3 0,0 0,0 8,3 8,3 15,0 8,3 35,0 233 20,0
27 350 | 21,7 0,0 183 | 11,7 | 150 | 13,3 | 21,7 50 | 20,0 | 15,0
28 28,3 13,3 0,0 6,7 18,3 5,0 16,7 6,7 15,0 16,7 1,7
29 16,7 31,7 5,0 11,7 16,7 16,7 15,0 5,0 20,0 25,0 6,7
30 30,0 | 46,7 50 | 41,7 | 35,0 | 28,3 6,7 20,0 | 18,3 | 43,3 | 20,0
31 30,0 23,3 1,7 40,0 31,7 10,0 13,3 28,3 0,0 26,7 18,3
32 41,7 | 75,0 3,3 33,3 | 26,7 | 15,0 6,7 25,0 | 183 | 46,7 6,7
33 15,0 48,3 0,0 35,0 0,0 15,0 15,0 28,3 33,3 20,0 10,0
34 25,0 | 51,7 0,0 | 41,7 | 283 | 11,7 | 13,3 | 16,7 | 65,0 | 21,7 8,3
35 33,3 | 58,3 3,3 46,7 | 36,7 | 18,3 | 10,0 8,3 75,0 | 46,7 0,0
36 21,7 5,0 0,0 35,0 25,0 16,7 11,7 5,0 21,7 30,0 6,7
37 21,7 8,3 0,0 15,0 1,7 5,0 6,7 50 | 20,0 1,7 0,0
38 51,7 36,7 28,3 18,3 55,0 70,0 41,7 66,7 75,0 46,7 48,3
39 65,0 | 55,0 | 23,3 | 250 | 46,7 | 65,0 | 48,3 | 53,3 | 48,3 | 40,0 | 61,7
40 50,0 45,0 | 41,7 1,7 18,3 70,0 15,0 41,7 48,3 18,3 70,0
41 58,3 28,3 10,0 21,7 26,7 36,7 233 45,0 | 46,7 36,7 30,0
42 88,3 | 26,7 | 30,0 | 183 | 31,7 | 51,7 | 26,7 | 41,7 | 50,0 | 150 | 35,0
43 63,3 20,0 | 283 16,7 15,0 55,0 35,0 28,3 56,7 30,0 50,0
44 70,0 | 15,0 | 28,3 50 | 21,7 | 183 | 21,7 | 41,7 | 35,0 | 233 6,7
45 76,7 1,7 46,7 3,3 15,0 75,0 38,3 33,3 66,7 31,7 433
46 91,7 | 31,7 | 46,7 | 16,7 | 283 | 76,7 | 36,7 | 53,3 | 65,0 | 23,3 | 86,7
47 78,3 | 31,7 | 33,3 | 133 | 23,3 | 76,7 | 40,0 | 41,7 | 61,7 | 38,3 | 35,0
48 50,0 21,7 33,3 15,0 11,7 31,7 31,7 35,0 | 26,7 26,7 30,0
49 53,3 | 35,0 | 35,0 0,0 | 40,0 | 433 | 36,7 | 36,7 | 43,3 | 33,3 | 63,3
50 50,0 35,0 | 45,0 38,3 66,7 71,7 66,7 55,0 66,7 75,0 91,7
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POF. &. Izolaty Pseudoperonospora cubensis (PC)
genotypu| 1/88 | 6/96 | 1/97 | 6/97 | 2/95 | 1/00 | 2/00 | 3/00 | 11/00| 12/00| 14/00
51 38,3 33,3 35,0 16,7 33,3 51,7 66,7 50,0 58,3 41,7 75,0
52 41,7 18,3 26,7 15,0 33,3 35,0 48,3 26,7 55,0 46,7 68,3
53 36,7 28,3 35,0 6,7 25,0 38,3 35,0 35,0 51,7 58,3 66,7
54 15,0 23,3 5,0 0,0 25,0 36,7 26,7 25,0 55,0 45,0 56,7
55 8,3 38,3 6,7 11,7 31,7 41,7 26,7 35,0 | 46,7 51,7 71,7
56 38,3 13,3 25,0 8,3 31,7 48,3 33,3 53,3 60,0 45,0 61,7
57 5,0 35,0 3,3 21,7 16,7 20,0 433 13,3 40,0 38,3 61,7
58 36,7 66,7 48,3 75,0 63,3 35,0 45,0 46,7 35,0 433 41,7
59 21,7 83,3 26,7 88,3 61,7 25,0 28,3 41,7 50,0 86,7 40,0
60 18,3 73,3 48,3 71,7 60,0 30,0 56,7 55,0 33,3 73,3 38,3
61 33,3 41,7 36,7 65,0 21,7 31,7 38,3 48,3 40,0 41,7 48,3
62 30,0 60,0 | 46,7 56,7 26,7 28,3 56,7 46,7 40,0 38,3 36,7
63 30,0 63,3 18,3 63,3 35,0 33,3 433 58,3 433 30,0 58,3
64 31,7 75,0 30,0 65,0 48,3 25,0 36,7 433 36,7 50,0 53,3
65 36,7 45,0 33,3 50,0 28,3 36,7 61,7 48,3 30,0 21,7 40,0
66 40,0 76,7 93,3 81,7 55,0 | 45,0 95,0 46,7 46,7 50,0 48,3
67 36,7 71,7 96,7 95,0 53,3 45,0 | 100,0 | 46,7 31,7 71,7 46,7
68 45,0 71,7 51,7 53,3 56,7 31,7 38,3 48,3 40,0 61,7 36,7
69 433 21,7 31,7 58,3 65,0 | 21,7 41,7 433 18,3 53,3 6,7
70 41,7 46,7 61,7 48,3 56,7 26,7 55,0 58,3 433 48,3 38,3
71 38,3 78,3 66,7 36,7 63,3 18,3 88,3 433 10,0 65,0 53,3
72 16,7 41,7 40,0 38,3 51,7 31,7 30,0 35,0 | 233 35,0 48,3
73 13,3 40,0 | 26,7 233 51,7 18,3 41,7 10,0 38,3 46,7 26,7
74 6,7 26,7 36,7 36,7 58,3 30,0 51,7 28,3 33,3 30,0 46,7
75 38,3 70,0 56,7 53,3 433 58,3 60,0 51,7 71,7 61,7 60,0
76 31,7 28,3 38,3 38,3 45,0 | 40,0 53,3 433 41,7 81,7 40,0
77 25,0 51,7 70,0 48,3 73,3 16,7 55,0 15,0 | 45,0 75,0 45,0
78 40,0 45,0 | 45,0 30,0 45,0 | 283 85,0 41,7 33,3 76,7 55,0
79 6,7 50,0 18,3 50,0 63,3 30,0 36,7 36,7 33,3 41,7 58,3
80 30,0 58,3 46,7 81,7 53,3 28,3 90,0 25,0 35,0 63,3 71,7
81 36,7 75,0 | 483 93,3 68,3 20,0 86,7 38,3 31,7 61,7 45,0
82 15,0 88,3 45,0 90,0 61,7 233 48,3 38,3 38,3 60,0 63,3
83 13,3 61,7 18,3 73,3 60,0 | 21,7 70,0 53,3 33,3 66,7 48,3
84 433 98,3 65,0 98,3 95,0 33,3 80,0 60,0 30,0 51,7 71,7
85 31,7 50,0 78,3 28,3 68,3 233 93,3 50,0 35,0 46,7 33,3
86 40,0 70,0 61,7 80,0 56,7 30,0 88,3 48,3 40,0 60,0 56,7
87 65,0 65,0 73,3 433 46,7 81,7 60,0 70,0 61,7 48,3 88,3
88 71,7 48,3 76,7 433 45,0 83,3 63,3 68,3 51,7 50,0 78,3
89 66,7 55,0 83,3 46,7 51,7 80,0 53,3 66,7 50,0 58,3 71,7
90 65,0 51,7 50,0 41,7 36,7 61,7 51,7 65,0 | 46,7 51,7 68,3
91 56,7 68,3 61,7 51,7 50,0 76,7 66,7 76,7 51,7 433 71,7
92 51,7 68,3 91,7 46,7 45,0 63,3 60,0 76,7 56,7 38,3 60,0
93 61,7 58,3 86,7 58,3 45,0 65,0 53,3 76,7 53,3 48,3 73,3
94 68,3 83,3 91,7 58,3 58,3 80,0 65,0 85,0 68,3 70,0 83,3
95 65,0 55,0 53,3 40,0 433 63,3 60,0 68,3 68,3 50,0 86,7
96 68,3 41,7 68,3 433 50,0 50,0 66,7 68,3 65,0 46,7 68,3
97 60,0 48,3 65,0 25,0 40,0 55,0 53,3 55,0 56,7 51,7 75,0
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5.1.2 Virulence izolatu P. cubensis

Kazdy z 11 izolatd P. cubensis, pouzitych k testovani rezistence/nachylnosti (viz kap.
4.2), byl rovnéZz hodnocen z hlediska jeho virulence na souboru genotypt Cucurbita spp.
(na zaklad¢ frekvence rlznych stupiii napadeni (0-4) listovych diskl testovanych
genotypd, tj. celkem 1455 diskd 97 genotypt Cucurbita spp.). Pro srovnani virulence
reakci jednotlivych izolati 14. den po inokulaci byl sestaven graf (Graf 12), z néhoz je
podle zastoupeni riznych kategorii virulence zfejmy rozdil ve virulenci pouzitych izolati
P. cubensis. Obecné lze soubor izolati charakterizovat nizkym az stfednim stupném
virulence vzhledem k testovanému souboru Cucurbita spp. Odchylky lze pozorovat
v Cetnosti Uplné avirulence (0 resp. -) a uplné virulence (4 resp. +). Jako nejméné virulentni
se ukazaly izolaty 1/97 a 1/00; naopak za izolaty s vy$§im stupném virulence lze oznacit
6/96, 6/97, 2/00, 3/00, 12/00 a 14/00.

Tato fakta, kterd lze vypozorovat zgrafu 12, koresponduji také spomérem
rezistentnich (-) a nachylnych (+) reakci testovanych genotypt Cucurbita spp. vici danym
izolatim, které demonstruje tabulka kvalitativniho hodnoceni (Tab. 5.1a). Naptiklad vici
izolatu 1/97 bylo z celkového poctu 97 reakei 62 rezistentnich, vici izolatu 1/00 dokonce
65. Oproti tomu nejméné rezistentnich reakci bylo zaznamenano postupné pro izolaty 3/00
(43), 12/00 (45), 14/00 (46) a 6/96 (48). Také ztéchto udaji je vSak patrnd celkova
vyrovnanost souboru pouzitych izolati v patogennich vlastnostech, které se vsak lisi
v zavislosti na hostitelském genotypu, jak bylo popséano v kapitolach 5.1.1.1 — 5.1.1.11.

0% 20% 40% 60% 80% 100%

PC 1/88
PC 6/96

PC 1/97
PC 6/97

PC 2/95
PC 1/00
PC 2/00
PC 3/00

PC 11/00

PC 12/00 [ [

PC 14/00 [ [

1zolaty

W bez sporulace M<25% [025-50% [O50-75% M>75%
Stupen virulence

Graf 12: Frekvence (%) riznych stupnd virulence izolath P. cubensis na zakladé jejich

sporulace na listovych discich Cucurbita spp. (14 dpi)
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5.2 Vysledky testovani interakce Cucumis melo — P. cubensis

5.2.1 Reakce genotypl Cucumis melo po inokulaci P. cubensis

Reakce souboru 22 genotypi melounu cukrového (Cucumis melo) na napadeni
konkrétnim izolatem P. cubensis byly hodnoceny podle intenzity sporulace na listovych
discich (stupenn 0-4) tak, jak bylo popsano v kapitole 4.4. Reakce pozorovana 14. den po
inokulaci je povazovana za vyslednou, a proto bylo kone¢né hodnoceni studované
interakce provadéno v tento den. Pro kazdy z osmi izolath byl sestaven graf (Graf 13-20)
ukazujici frekvenci jednotlivych stupii sporulace P. cubensis u kazdého genotypu pfi
tomto zavérecném hodnoceni.

Hned v tivodu je nutné poznamenat, ze genotypy €. 5, 8 a 17 nebyly testovany vSemi
osmi izolaty z diivodu Spatné kli¢ivosti a vyvoje rostlin. Chybéjici reakce jsou uvedeny
v grafech i v tabulce kvalitativniho hodnoceni (Tab. 5.2a) adekvatnim zptisobem.

V zastoupeni jednotlivych stupiiti sporulace 0 az 4 nebyla mezi genotypy Cucumis
melo pozorovana tak velka variabilita jako v pfipadé genotypt Cucurbita spp. z
predchoziho testovani, variabilita jejich odpovédi se vSak vyrazné liSila mezi jednotlivymi
izolaty (viz Graf 13-20). Heterogenni reakce na napadeni konkrétnim izolatem P. cubensis,
projevujici se mezi disky z riznych rostlin dan¢ho vzorku Cucumis melo, se nevyskytovala
Casto, ale vzhledem k celkovému poctu testovanych reakci (171), zaujima relativné
vyznamnou ¢ast vysledkli testovani. VétSina studovaného souboru genotypt vsSak
vykazovala bud’to jednozna¢nou nachylnost, nebo naopak rezistenci. Homogenita téchto
reakci byla evidentni.

Z tabulky kvalitativniho hodnoceni (Tab. 5.2a) je ziejmé, Ze vétSina reakei byla v
kone¢né podobé¢ klasifikovana jako nachylnd. Jednalo se o 146 ze 171 testovanych reakci,
coz je vice nez 85 %. Jisty podil na tom nese fakt, Ze se mezi reakcemi nad ocekavani
velmi Casto (viibec nejcastéji ze vSech stupiili sporulace) vyskytovala siln€é nadchylna reakce
(v grafech vyznacena Cervenou barvou). Kompletni nachylnost (DI > 35,1 %) vii¢i vSem 8
izolatim vSak byla zaznamenéana pouze u 4 genotypu, a to s vys§imi poradovymi Cisly: 18,
19, 21 a 22, znichz dva pochazeji z Japonska a dva z Kolumbie (viz Tab. 4.2). Podstatné
vice genotypl bylo néchylnych viici 6 ¢i 7 izolatim. Nachylné reakce na alesponi 6 izolath
P. cubensis byla pozorovana u 20 testovanych genotypt C. melo. Zbylé 2 genotypy (¢. 1 a
9) vykazaly vii¢i 3 riznym izolatim neuplnou rezistenci.

Zcela rezistentni genotypy vic€i vSem danym izoldtim v tomto souboru hostitell

nalezeny nebyly. Pfitom prévé rezistentni reakce vici vétSiné pouzitych izoléati/patotypli
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predstavuji cennd data pro dal$i vyzkum a moznost jejich odhaleni v ramci variabilniho
druhu C. melo byla také hlavnim cilem této prace. V nasledujicich grafech je cetnost
odolnych diskli konkrétniho genotypu znazornéna délkou tmavé zeleného sloupce, svétle
zelend barva pak oznacuje mirnou sporulaci.

Prestoze ziskané reakce byly charakteristické nizkym vyskytem rezistence (jen 25
vyslednych reakci genotypii ze 171), kterd byla navic ve vSech ptipadech neuplna (DI = 0,1
— 35 %), lze mezi jednotlivymi genotypy rozliSit celkem 8 reak¢nich schémat, které jsou
uréeny specificnosti jejich interakce s jednotlivymi izolaty (patotypy) P. cubensis. Tato
ruznorodost reakce zastupct hostitelského druhu C. melo viici odliSnym patotypiim (rasam)
patogenu jednoznaéné doklada pritomnost rasove specifické rezistence/nachylnosti v rdmci
tohoto druhu a jeho interakce s P. cubensis. ACkoliv tento zavér neni z vysledkil testovani
na prvni pohled ziejmy, pfi podrobnéjsi analyze byla rasové specificka variabilita reakci
souboru genotypu potvrzena.

Casovy pribéh infekce se rtiznil mezi jednotlivymi studovanymi interakcemi. U
velké ¢asti z nich dochédzelo k rychlému rozvoji sporulace na discich (do 6. az 8. dne po
inokulaci), kterd se v dalSich dnech uz vyrazné€ nevyvijela. VSechna priibézna hodnoceni

jsou obsazena v souhrnné tabulce interakce C. melo - P. cubensis na ptilozeném CD.

Graf 13-20: Poradova ¢isla 1-22 reprezentuji jednotlivé genotypy Cucumis melo, jez jsou detailné
popsany v seznamu polozek testovaného souboru (Tab. 4.2). Reakce kontrolniho genotypu nejsou

v téchto grafech zahrnuty.
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Graf 13: Frekvence (%) stupnd napadeni P. cubensis (izolat 2/95, 14 dpi) u jednotlivych
genotypt Cucumis melo
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Graf 14: Frekvence (%) stupiiti napadeni P. cubensis (izolat 25/01, 14 dpi) u jednotlivych

genotyplt Cucumis melo
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Graf 15: Frekvence (%) stupiiii napadeni P. cubensis (izolat 71/01, 14 dpi) u jednotlivych

genotypt Cucumis melo
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Graf 16: Frekvence (%) stupiii napadeni P. cubensis (izolat 7/02, 14 dpi) u jednotlivych

genotypt Cucumis melo
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Graf 17: Frekvence (%) stupiiii napadeni P. cubensis (izolat 53/02, 14 dpi) u jednotlivych
genotypt Cucumis melo
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Graf 18: Frekvence (%) stupiiii napadeni P. cubensis (izolat 13/03, 14 dpi) u jednotlivych

genotypl Cucumis melo
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Graf 19: Frekvence (%) stupiiii napadeni P. cubensis (izolat 43/06, 14 dpi) u jednotlivych

genotypt Cucumis melo
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Graf 20: Frekvence (%) stupiii napadeni P. cubensis (izolat 18/09, 14 dpi) u jednotlivych

genotypl Cucumis melo
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Tab. 5.2a Kvalitativni hodnoceni reakci genotypt Cucumis melo vici izolatim P. cubensis

(14 dpi); - = rezistentni reakce (DI = 0-35%), + = nachylna reakce (DI = 35,1-100%),

- = reakce nebyla testovana

Pofr. ¢&. Izolaty Pseudoperonospora cubensis (PC)
genotypu 2/95 25/01 71/01 7/02 53/02 13/03 43/06 18/09
1 - + - - + + + +
2 + + + - + + + -
3 - + + - + + + +
4 + + + - + + + +
5 + + + + + +
6 - + + - + + + +
7 + + + - + + + +
8 + + + + + +
9 - + - + + + +
10 - + + - + + + +
11 - + + - + + + +
12 + + + - + + + +
13 + + + + + + + -
14 - + + + + + + +
15 + + + + + + +
16 - + + + + + + +
17 - + + + + + . +
18 + + + + + + + +
19 + + + + + + + +
20 - + + + + + + +
21 + + + + + + + +
22 + + + + + + + +

Tab. 5.2b Stupen napadeni (DI) genotypt Cucumis melo izolaty P. cubensis (%, 14 dpi)

Por. &. Izolaty Pseudoperonospora cubensis (PC)

genotypu 2/95 25/01 71/01 7/02 53/02 13/03 43/06 18/09
1 20,0 70,0 18,3 10,0 88,3 71,7 56,7 91,7
2 45,0 80,0 75,0 233 98,3 86,7 56,7 21,7
3 6,7 40,0 78,3 20,0 100,0 71,7 76,7 68,3
4 48,3 66,7 56,7 10,0 98,3 53,3 95,0 100,0
5 . 100,0 73,3 . 75,0 100,0 91,7 85,0
6 13,3 98,3 70,0 33 100,0 100,0 100,0 100,0
7 41,7 86,7 70,0 30,0 96,7 100,0 100,0 98,3
8 . 73,3 98,3 . 100,0 83,3 933 76,7
9 20,0 33 533 6,7 100,0 75,0 91,7 81,7
10 11,7 45,0 90,0 15,0 100,0 91,7 933 78,3
11 8,3 71,7 60,0 10,0 98,3 76,7 95,0 65,0
12 60,0 36,7 58,3 35,0 95,0 41,7 96,7 80,0
13 45,0 75,0 91,7 65,0 75,0 83,3 88,3 233
14 31,7 96,7 98,3 55,0 100,0 100,0 80,0 76,7
15 35,0 100,0 96,7 61,7 95,0 95,0 96,7 36,7
16 28,3 86,7 933 51,7 96,7 80,0 68,3 85,0
17 25,0 100,0 100,0 60,0 76,7 100,0 . 100,0
18 36,7 56,7 85,0 433 45,0 63,3 100,0 61,7
19 55,0 100,0 100,0 73,3 100,0 70,0 100,0 73,3
20 11,7 95,0 98,3 41,7 68,3 100,0 65,0 81,7
21 73,3 100,0 95,0 86,7 100,0 93,3 100,0 483
22 95,0 100,0 91,7 98,3 98,3 95,0 100,0 68,3
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5.2.2 Virulence izolatu P. cubensis

Charakteristika 8 izolath Pseudoperonospora cubensis, pouzitych k testovani
odolnosti genovych zdroji Cucumis melo, je popsana v kapitole 4.2. I kdyZ byla tato prace
primdrné zaméfena na zkoumani reakce hostitelskych genotypti, bylo také mozné
vyhodnotit stupen virulence pouzitych izolath P. cubensis. K usnadnéni srovnani jejich
patogennich vlastnosti slouzi graf (Graf 21), ktery zahrnuje kone¢né reakce diski vSech
genotypu, rozdélenych podle stupné napadeni konkrétnim izolatem do péti kategorii (Sesty,
Sed¢ zbarveny sloupec zastupuje reakce, které nebyly testovany). Podle Cetnosti diski
v téchto 5 (6) skupindch (z celkového poctu 330) je vramci daného souboru izolath
zietelna urcitd rozdilnost ve virulenci.

Reakce pouzitych izolati P. cubensis na studovaném souboru genotypit C. melo se
obecné vyznacovala stfedni az vysokou virulenci. Nejvyraznéjsi rozdily 1ze pozorovat ve
frekvenci stupiii 0, 1 a 4. Vysoce virulentni byly izolaty 25/01, 71/01, 13/03, 43/06, 18/09.
Za nejvice virulentni lze povazovat izolat PC 53/02 (viz Graf 21), vuci kterému byly
nachylné vSechny testované genotypy, jak ukazuje Tab. 5.2a, pfiCemz 8 z nich bylo
dokonce napadeno na 100 % (Tab. 5.2b). Podstatné nizsi virulenci vykazovaly na daném
souboru hostitelil izolaty PC 2/95 a PC 7/02 (11, resp. 10 rezistentnich reakci z 20 (Tab.
5.2a)).

PC 2/95

PC 25/01

PC 71/01

PC 7/02

Izolaty

PC 53/02

PC 13/03

PC 43/06

PC 18/09

B bez sporulace 0<25% 0O25-50% [0O50-75% M>75% Onetestovano
Stupeni virulence

Graf 21: Frekvence (%) riznych stupiii virulence izolatl P. cubensis na zaklad¢ jejich

sporulace na listovych discich Cucumis melo (14 dpi)
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6. DISKUZE

6.1 Rezistence a nachylnost druhti Cucurbita spp. vuci P. cubensis

Ptitomnost rasové specifickych reakci vramci rodu Cucurbita, které byly
zaznamenany v prub&hu testovani a pfedev§im pak ve vyslednych reakcich genovych
Kiistkové (1993), kdy byla specifita reakce hostitele na odlisné formy (rasy) tohoto
patogenu zjisténa u genotypt rtuznych kultivari C. pepo. Variabilita odpovédi genotypii
tohoto druhu na inokulaci P. cubensis oividné koresponduje s jeho velkou genetickou
diverzitou (viz napt. Ferriol et al., 2003a; Gong et al., 2012; Lebeda et al., 2007b) a
polymorfismem ploda (Paris et al., 2012), jak uvadéji také Lebeda a Kiistkova (1993). Na
tomto misté je nutné zdiraznit, Ze vySe popsany vyzkum byl provadén na péstovanych
taxonech poddruhli C. pepo (subsp. pepo a subsp. ovifera), které prosly urCitym procesem
domestikace a Slechténi (Lebeda a Kiistkova, 1993). Vysledky soucasné studie planych
taxondt Cucurbita spp., které odhalily celkem 19 reak¢nich schémat mezi 29 testovanymi
genotypy C. pepo (Lebeda a Widrlechner, 2004) (viz tabulka kvalitativniho hodnoceni Tab.
moznosti existence efektivnich genl rezistence (Lebeda a Cohen, 2011) také v genomu
planych zastupcii tohoto druhu. Z tohoto hlediska se jako kontroverzni jevi tvrzeni Parise
(Paris, 2001), ktery C. pepo oznacuje za nedostacujici vzhledem k dostupnym zdrojim
rezistence vuci plisni okurkové.

Patotypové (rasové€) specifickd interakce hostitele s P. cubensis byla diive popsana
také pro dalsi variabilni druhy Cucurbita spp., konkrétné pro C. maxima a C. moschata
(Lebeda a Widrlechner, 2003). O charakteru rezistence planych taxond zastoupenych
v tomto experimentu vSak v dostupné literatuie neexistuji témét zadné zminky. Z tohoto
divodu mohou byt vysledky této analyzy velmi cenné pro dalsi vyzkum, ptedevsim pak ale
v oblasti §lechténi okurek a tykvi na rezistenci (Lebeda a Widrlechner, 2004). Slechténi
polnich okurek, které se v soucasné dobé zalinad rozvijet a slavi prvni uspéchy, vSak
vyuziva pouze kultivara C. sativus, vykazujicich urcity stupen tzv. polni rezistence vici P.
cubensis (Call et al., 2012b; Holdsworth et al., 2014; Kozik et al., 2013); za hranice tohoto
druhu pro potencilni zdroje rezistence se zatim vyzkum nedostal. O §lechténi jinych druht
tykvovitych na odolnost vici plisni okurkové nejsou dostupné zadné informace (Lebeda et

al., 2007b; Lebeda a Cohen, 2011).
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6.2 Rezistence a nachylnost druhu Cucumis melo vicéi P. cubensis

Vysokd morfologickd, genetickd 1 molekularni diverzita druhu Cucumis melo
(Stepansky et al., 1999), se vyznamné projevuje také ve velké variabilité¢ interakce
s patogenem P. cubensis. Soucasna studie, kterd zahrnuje pomérné variabilni soubory
genotypu C. melo a izolati P. cubensis, zcela nepotvrdila toto tvrzeni (vysledna reak¢éni
schémata nebyla natolik odlisn4, jak bylo ocekdvano). Ve velké mife projevend nachylnost
testovanych genotypt, které patii pfevazné do taxonu C. melo subsp. melo, vSak urcitym
zpusobem koresponduje s vysokou nachylnosti tohoto taxonu ve studii Lebedy a Gadasové
(2002) a s dalsi studii Lebedy (1991), ve které byla zjisténa vysoka mira rezistence pouze u
jedné linie melounu cukrového ze Sesti. Nizkou variabilitu reakci a ptevladajici nachylnost
vzorki C. melo, z nichz bylo 14 pouzito i1 v této praci, zaznamenal také Lebeda et al.
(2007a) ve studii, kterd navazuje na diplomovou praci Stépankové (2006) a zabyva se
podobnym tématem jako tato diplomova prace. Pro srovnani - jediny vysoce odolny
genotyp ve studii Lebedy et al. (2007a), PI 315410, ptivodem z Indie, v soucasné studii
jako polozka ¢. 12 vykazal rezistenci jen vuci izolatu PC 7/02, coz prokazuje rasovou
specifi¢nost reakce tohoto genotypu vzhledem k pouziti zcela odliSného souboru izolatd P.
cubensis v obou studiich. Tento fakt také potvrzuje naro¢nost hledani zdrojui rezistence
(Call et al., 2012a), kterou vystihuje tvrzeni, Ze dosud nebyl objeven zadny kultivar, ktery
by byl rezistentni vic¢i vSem rasdm P. cubensis (Lebeda a Cohen, 2011). Mira odolnosti
kultivar se spise 1isi v interakci s riznymi lokalnimi patotypy P.cubensis (Shetty et al.,
2002).

Neobvykle velkd pfevaha nachylnych reakci genotypl, zaznamenand v tomto
testovani, vSak muize byt naptiklad disledkem zménénych vlastnosti rostlin péstovanych
sice ve skleniku, ale piesto v jinych klimatickych podminkach, ¢i extrémné velké virulence
izolatl vi¢i danému souboru nebo souhrou téchto i jinych faktorti. Jednim z nich mize byt
také nevelké mnozstvi dat ziskanych v tomto testovani, které nedosahuje statistického
vyznamu jako tomu bylo v pfedchozim testovani. Pfesto tyto udaje poskytuji zajimavé
informace o interakci C. melo a P. cubensis.

Také v tomto piipade byla totiz zjiSténa rasova specifi¢nost interakce, projevujici se
pritomnosti osmi odliSnych reakénich schémat v ramci daného souboru genotypd. Jak
uvadi Lebeda a Widrlechner (2003), rasové specifické rezistence druhu Cucumis melo vici

P. cubensis, poskytujici mozné zdroje této rezistence, byla opakované vyzkumy potvrzena

(napt. Lebeda, 1991; Lebeda et al., 2007a).
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6.3 Virulence izolatu P. cubensis

Béhem testi rezistence Cucurbita spp. a Cucumis melo bylo pouzito celkem 18
izolath P. cubensis (1/88, 2/95, 6/96, 1/97, 6/97, 1/00, 2/00, 3/00, 11/00, 12/00, 14/00,
25/01, 71/01, 7/02, 53/02, 13/03, 43/06, 18/09), které reprezentuji patogenni variabilitu
tohoto organismu ze skupiny Oomycota. Sedm z téchto izolatd bylo zahrnuto ve studii
genetické diverzity patogenu pomoci ISSR a SRAP markerti (Polat et al., 2014).

V ramci testovani interakce Cucurbita spp — P. cubensis, pti némz bylo pouzito 11
izolatl, bylo rozliSeno velké mnozstvi reakénich schémat, jak uvadi Lebeda a Widrlechner
(2004), které odkazuje na rozdily ve virulenci zkoumanych izolatt. Jak jiz bylo uvedeno,
ale 1 vysledky potvrzeno, mira virulence izoldtu na daném testovaném souboru vSak
nemusi korelovat s mirou jeho virulence na diferenciacnim souboru hostitelti. Naptiklad
izolat PC 1/97, ktery v této studii vykazal pomérné nizkou virulenci, je zastupcem vysoce
virulentniho patotypu 15.10.11. Oproti tomu izolaty s velkou virulenci v této studii, 6/97 a
3/00, reprezentuji patotypy 1.2.10 a 3.0.0 (Lebeda a Gadasovéa, 2002; Lebeda a
Widrlechner, 2003). Pro objektivni posouzeni virulence pouZitych izolath je tedy nutné
detailni studium jejich reakci na diferenciacnich souborech tykvovitych rostlin (viz Lebeda
a Gadasova, 2002, Lebeda a Widrlechner, 2003), kde mezi nimi bylo rozliSeno 9 riznych
patotypil. Zastupci stejné¢ho patotypu 1.10.10, izolaty 11/00, 2/95 a 6/96, v soucasné studii
vykazaly pomérné blizké stupné virulence, pfedstavujici stfedni hodnoty pii srovnani
stupn¢ virulence vSech pouzitych izolati, ale vysledky jejich interakce s jednotlivymi
genotypy byly vyrazné odlisné.

Soubor osmi izolath P. cubensis, pouzitych pii testovani rezistence genotypl
Cucumis melo, lze podle miry virulence na daném souboru hostiteli rozd¢lit na dvé
skupiny, z nichz prvni tvofi Sest vysoce viruletnich izolata (25/01, 71/01, 53/02, 13/03,
43/06 a 18/09) a druhou dva izolaty se stiedni virulenci (2/95 a 7/02). Virulence téchto
izolatd, které pochazeji z porost Cucumis sativus v CR, mize mit souvislost s roénikem
sbéru. Jak referuje Lebeda et al. (2013), populace patogenu, zkoumané v prabehu let 2001
— 2010 na uzemi CR, vyrazné ménily svou virulenci a ke konci sledovaného obdobi byly
schopny napadat i jiné druhy tykvovitych, konkrétné také druh Cucumis melo. Ve srovnani
s reakcemi téchto izolati na diferenciacnim souboru (Lebeda et al.,, 2013; Lebeda a
Widrlechner, 2003) nachazime jisté rozdily, ale i podobnosti. V tomto souboru zastoupeny

taxon C. melo subsp. melo byl rezistentni vici izoldtu 2/95, coz se zcasti shoduje
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s vysledky této studie, ale jeho rezistence vuci PC 43/06 ¢i nachylnost vuci PC 7/02
predstavuji vysledky odlisné od zavéri soucasné studie.

Vysoké variabilita populaci P. cubensis ve svéte, projevujici se v existenci velkého
mnozstvi lokalnich patotypti (Lebeda a Cohen, 2011; Polat et al., 2014; Salati et al., 2010;
Shetty et al., 2002), musi byt vazné brana v uvahu pfi Slechténi na rezistenci a ochrané
tykvovitych plodin (Lebeda a Widrlechner, 2003). Tato skute¢nost je zfejma i v ramci
Evropy, kde je patogen znacné variabilni (Lebeda a Cohen, 2011; Polat et al., 2014),
zejména pak mezi populacemi P. cubensis z Ceské republiky (Lebeda et al., 2013).
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7. ZAVER

Tato diplomova préace, jez navazuje na bakalafskou praci (Rohackova, 2012), je
soucasti dlouhodobého studia interakci rostlin z celedi Cucurbitaceae a patogenu
Pseudoperonospora cubensis (plisenn okurkovd), realizovaného ve Fytopatologické
laboratofi Katedry botaniky PfF UP v Olomouci (Lebeda a Cohen, 2011).

Ackoliv za poslednich 30 let doslo k vyraznému pokroku ve vyzkumu vlastnosti
tohoto vyznamného rostlinného patogenu (Lebeda a Cohen, 2011; Lebeda a Schwinn,
1994; Polat et al., 2014) a jeho vyskytu na Cucumis sativus (okurka setd) (viz napft. Call et
al., 2012a, 2013; Granke a Hausbeck, 2011; Lebeda et al., 2011; Wehner a Shetty, 1997),
studium jeho interakce s ostatnimi rody (a druhy) tykvovitych rostlin bylo a stale zlstava
opomijeno. Je to ddno zejména tim, ze se dosud nerozvinula dostatecnd mezindrodni
spoluprace na tomto poli (Lebeda et al., 2006; Lebeda a Cohen, 2011).

Velka variabilita zastupcli rodu Cucurbita (Lebeda et al., 2007b) a jejich interakeci
s P. cubensis byla potvrzena také souCasnou analyzou dat testovani rezistence plané
rostoucich taxont Cucurbita spp. vici izolatim P. cubensis z roku 2001 (Lebeda a
Widrlechner, 2004). Dostatek rezistentnich reakci testovanych genotypli v ramci tohoto
experimentu poskytuje moznost identifikace novych zdrojii rezistence, potiebnych
k dal$imu postupu ve Slechténi tykvovitych na rezistenci vici P. cubensis (Lebeda a Cohen,
2011; Lebeda a Widrlechner, 2004). Rezistence, resp. nachylnost studovaného souboru
Cucurbita spp. je rasové specifického charakteru (Lebeda a Widrlechner, 2004).

Screening vybranych genovych zdroji Cucumis melo na rezistenci vici P. cubensis
jednoznacné potvrdil existenci rasové specifické interakce, resp. rezistence. Diky
nedostatku dat a pfevaze nachylnych reakci vSak je k objeveni novych efektivnich zdroji
rezistence v ramci variabilniho druhu C. melo nezbytny dikladnéj$i vyzkum interakce
zastupcu tohoto druhu s P. cubensis.

Vysledky této diplomové prace poskytuji nové informace o povaze interakce P.
cubensis s druhy Cucumis melo a Cucurbita spp., které jsou pouzitelné pro dalsi zakladni
fytopatologicky vyzkum, ale i §lechtitelskou praxi. Velmi cenné jsou pfedev§im poznatky o

interakci planych taxonti Cucurbita spp. a P. cubensis.
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9. PRILOHA

» Obr. P1:

Pokusné rostliny Cucumis melo (€. 12-22)
ve staii 2,5 tydne (semenacky), zasazené
v perlitu a umisténé ve skleniku v kdji pro
kliceni rostlin (foto: J. Rohackova).

VY Obr. P2:

Pokusné rostliny Cucumis melo (€. 12-15)
ve stafi 4 tydni, presazené do vétsich
kvétinach se zahradni zeminou a umisténé
ve skleniku (foto: J. Rohackova).

¥ Obr. P3:
Pokusné rostliny Cucumis melo (¢. 12-15 v poptedi, ¢. 16-20 v pozadi) ve stafi 8 tydnt
(foto: J. Rohackova).
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» Obr. P4:

Sporulace P. cubensis (izolat 71/01) na listu
Cucumis sativus cv. Marketer 430 (7 dpi)
(foto: J. Rohackova).

¥ Obr. P5:

Testovaci sada listovych diskd genotypt
Cucumis melo €. 1-11 po napadeni

P. cubensis (izolat 13/03, 14 dpi)

(foto: J. Rohackova).

Y Obr. P6:
Listové disky genotypt Cucumis melo ¢. 7-10 po napadeni P. cubensis (izolat 13/03), 14

dpi. Patrné rozdily v rezistenci, resp. nachylnosti (foto: J. Rohackova).
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