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Souhrn
Cilem této bakalaiské prace bylo studovat patogenni variabilitu izolatl

puvodce padli cekankového, Golovinomyces cichoracearum sensu stricto.

V teoretické casti je uvedena charakteristika patogena (taxonomie,
morfologicka charakteristika, Zivotni cyklus, Sifeni, hostitelsky okruh, vztah patogena
a hostitele, chemicka a biologicka kontrola patogena) a metody pouzivané ke studiu
variability padli (testy virulence, identifikace idiomorf parovaciho typu a techniky
vyuzivajici molekularni markery). Experimentalni ¢ast je zaméfena na studium
variability virulence 26 izolatd G. cichoracearum, sbiranych prevazné v Ceské
republice v roce 2013 a 2014, na diferenciaCnim souboru 13 genotypl rodu Lactuca
pouZzitim metody listovych diska.

Na zakladé vysledku téchto experimentl lze dospét k zavéru, Ze izolaty
G. cichoracearum se liSi ve své virulenci. Rozdil ve virulenci izolatl testovanych
vroce 2013 a 2014 byl vSak nepatrny. Vysledky také podporuji ocekavani,

Ze interakce v patosystému Lactuca—G. cichoracearum jsou rasoveé specifické.



Summary
The aim of this bachelor thesis was to study pathogenic variability

among isolates of the causal agent of lettuce powdery mildew, Golovinomyces
cichoracearum sensu stricto.

In the theoretical part, characteristic of pathogen (taxonomy,
morphological characteristic, life cycle, spreading, host range, geographical
distribution, host—pathogen relationship, chemical and biological control of pathogen)
and methods used for studying variability of powdery mildew fungi (virulence tests,
identification of mating type idiomorphs and molecular marker techniques)
are presented. The experimental part is focused on study of virulence variability
among 26 isolates of G. cichoracearum, collected mostly in the Czech Republic
in 2013 and 2014, across differential set of 13 accessions of Lactuca species
by using leaf disc bioassay.

On the basis of the results of these experiments, it can be concluded
that isolates differ in their virulence. However, only negligible virulence variation
between isolates tested in 2013 and 2014 was observed. The results also support
the expectations that the interactions in Lactuca—G. cichoracearum pathosystem
are race—specific.



Na tomto misté bych rada podékovala doc. RNDr. Barbofe Mieslerové, Ph.D.
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1. Uvod
Predlozena bakalarska prace se zabyva studiem variability padli na salatu,

jehoz plvodcem je obligatni biotrofni houbovy parazit kosmopolitniho rozsifeni,
Golovinomyces cichoracearum sensu stricto. Charakteristickym pfiznakem napadeni
je rozvoj bilého mycelia praskovité struktury na povrchu listd a stonku rostlin. Infekce
padlim je problémem zejména v pripadé péstovani rostlin ve skleniku, protoze kvuli
vySSi teploté okoli a nedostatku vody ulpivajici na povrchu listd dochazi k vytvoreni
optimalnich podminek pro rozvoj mycelia. V disledku silného napadeni rostlina roste
pomaleji a jeji listy mohou usychat aodumirat, coZz je nezadouci napfiklad
pro zemédélskou produkci, protoze dochazi ke snizeni vynosu i kvality salatu.
Moznosti ochrany salatu proti padli je chemickd nebo biologickd ochrana
rostlin, prostfednictvim pfipravkl obsahujicich latky s fungicidnim ac€inkem,
ale mnohem efektivnéjSim zplsobem ochrany je péstovani odolnych odrid salatu.
K hledani odolnych odrud rostlin jsou pouzivany klasické fytopatologické metody,
zaméfené zejména na studium fenotypového projevu infekce, ale i metody
vyuzivajici techniky molekularni biologie. Ddulezité je |épe porozumét nejen
mechanismum a faktordm ovliviiujicim virulenci patogena i rezistenci rostlin,

ale také vzajemnému vztahu hostitele a patogena.



2. Cile prace
Cilem teoretické Casti mé prace bylo vypracovani literarni reSerSe pojednavajici

o charakteristice padli ¢ekankového (Golovinomyces cichoracearum) a metodach
studia variability padli. Cilem experimentalni ¢asti prace bylo udrzovani izolatd padli
Cekankoveho (G. cichoracearum) a testovani jejich patogenni variability na souboru

genotypl rodu Lactuca.



3. Literarni reSerse
3.1. Charakteristika Golovinomyces cichoracearum

3.1.1. Taxonomické zarazeni

Se zohlednénim klasifikace organismu do vysSich taxonomickych kategorii
(doména, fiSe, podriSe) je v souCasné dobé pfijimano fazeni druhu Golovinomyces
cichoracearum (DC.) V.P. Heluta do: domény Eukarya (Woese et al., 1990), fiSe
Fungi (Cavalier—Smith, 1998), podfiSe Dikarya (Hibbett et al., 2007), oddéleni
Ascomycota, pododdéleni Pezizomycotina, tfidy Leotiomycetes (Wang et al., 2006),
fadu Erysiphales, CcCeledi Erysiphaceae (Braun et Cook, 2012), tribu
Golovinomyceteae (Braun et Takamatsu, 2000) a rodu Golovinomyces (Braun,
1999).

Pfezkoumanim pavodni taxonomické klasifikace, do té doby zalozené pouze
na popisu morfologickych znakl (Braun, 1987), nabyly pro ucely taxonomie vétsiho
vyznamu znaky anamorfniho stadia, jako je struktura konidii, ktera byla detailné
studovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (Cook et al., 1997).
Na zakladé vysledkd molekularné fylogenetické analyzy (Braun et Takamatsu, 2000;
Braun et al., 2002) doSlo k upravé a upfesnéni klasifikace v ramci Celedi
Erysiphaceae, ktera nyni zahrnuje pét tribl — Erysipheae, Golovinomyceteae,
Cystotheceae, Phyllactinieae a Blumerieae. Zmény se tykaly také klasifikace v ramci
puvodniho pojeti rodu Erysiphe, jehoz jednou ze tfi sekci byla sekce Golovinomyces,
ktera byla povySena na uroven rodu a rod Golovinomyces byl nasledné zafazen
do tribu Golovinomyceteae (Braun, 1999; Braun et Takamatsu, 2000; Braun et al.,
2002). Tribus Golovinomyceteae je monofyleticky a zahrnuje celkem tfi rody:
Golovinomyces, Neoerysiphe a Arthrocladiella (Matsuda et Takamatsu, 2003).

V dasledku uvedenych zmén byl odvozen nazev Golovinomyces cichoracearum

vr waiwys

3.1.2. Morfologické znaky

Hyfy (vldkna) G. cichoracearum vytvareji mycelium, které je hyalinni
(prahledné), septalni (buriky ve vlaknech jsou oddéleny pfepazkami) a tenkosténné.
V hyfach o Sifce 4 — 8 ym a délce 40 — 90 ym (Lebeda et Mieslerova, 2011)
se nachazeji jednojaderné burky obsahujici vakuoly (Braun, 1995). Na konci klicniho

vlakna se nachazi apresorium, coz je specializovana infekéni struktura obuskovitého



tvaru, ktera urCuje misto penetrace (pruniku) patogena pfes bunécnou sténu hostitele
(Micali et al., 2008). Po penetraci se vytvafi haustorium, coz je struktura dulezita
Vv procesu vstfebavani Zivin z hostitelské burniky do mycelia.

Bazalni burika pomérné dlouhého konidioforu je Siroka 9 — 15 uym, dlouha 40 —
140 pym a za ni nasleduji 1 — 3 kratSi buriky. Konidiofor obsahuje elipsoidni konidie
o Sifce 14 — 22 ym a délce 25 — 45 pm, které jsou bezbarveé, jednobunécéné,
jednojaderné, tenkosténné a bez fibrozinovych télisek (Lebeda et Mieslerova, 2011).
Konidie pfedstavuji anamorfni stadium, které slouzi k nepohlavnimu (asexualnimu)
rozmnozovani.

Teleomorfni stadium, slouzici k pohlavnimu (sexualnimu) rozmnoZzZovani,
je pfedstavovano pohlavnimi plodnicemi (askokarpy), které Braun et al. (2002)
nazval chasmothecia. Ta maji kulovity tvar o priméru 85 — 160 ym, tmavé hnédou
az Cernou barvu a vyvinuté pfivésky variabilnich délek. Uvnitf plodnice se nachazeji
bunky stejné velikosti i tvaru. V askokarpu se nachazi 5 — 25 viecek (viecko = askus)
o0 rozmérech 50 — 80 ym x 25 — 45 ym, ktera jsou pfisedla nebo pouze s kratkou
stopkou (Lebeda et Mieslerova, 2011). Viecka jsou diploidni a kazdé obsahuje
dvé jednobunécné haploidni askospory vzniklé meiotickym délenim. Askospory maji
rozméry 18 — 30 ym x 11 — 20 ym (Braun, 1995).

3.1.3. Priznaky napadeni

Na rostlinach rodu Lactuca Ize pfiznaky napadeni pozorovat od brzkého léta
do zaCatku podzimu (Lebeda et Mieslerova, 2011). G. cichoracearum
je charakteristické vytvarenim bilych mycelii praskovitého vzhledu na povrchu listd
(viz Obrazek 1 v pfiloze), ato na svrchni i spodni strané, a také na stoncich
hostitelskych rostlin. Mycelium nejprve vytvafi mensi okrouhlé udtvary, které
se postupné mohou spojovat, az pokryji cely povrch listu. Nejdfive a nejintenzivnéji
jsou napadany nejstarSi listy (Lebeda et Mieslerova, 2011). Napadeni listu
je doprovazeno vyskytem chlorotickych skvrn a v pfipadé silného a rozsahlého
napadeni usychaji a odumiraji nejen listy, ale i cela rostlina. Na nachylnych
rostlinach rodu Lactuca, jako je napfiklad L. serriola (LSE/57/15), péstovanych
ve skleniku, je mozné zaznamenat prvni znamky napadeni na povrchu

nejspodnéjsich listl uz u Sestitydennich rostlin.
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3.1.4. Zivotni cyklus

G. cichoracearum je obligatni biotrofni parazit rostlin, coz znamena, Ze jeho
rist a rozmnozovani, s vyjimkou klidového stadia, jsou procesy zavislé na pfisunu
zivin z zivych bunék pletiva hostitele (Matsuda et Takamatsu, 2003). Kompletni
zivotni cyklus zahrnuje jak sexualni, tak asexualni reprodukci. Asexualni vyvoj
G. cichoracearum je prozatim nejpodrobnéji popsan Micali et al. (2008), ale protoze
jako hostitelska rostlina byla v téchto experimentech pouzita Arabidopsis thaliana,
ktera nalezi do Celedi Brassicaceae, jedna se, s ohledem na souCasné uznavané
taxonomické pojeti G. cichoracearum, patrné o popis vyvoje druhu G. orontii.
Popisem vyvoje infek&nich struktur G. cichoracearum pfimo na rodu Lactuca
se ve svych pracech zabyva Filova (2012, 2014).

Asexualni vyvoj patogena podle Micali et al. (2008) probiha nasledné:
Po fyzickém prenosu konidii, napfiklad otiskem nebo oklepanim infekéniho materialu
na listy hostitelské rostliny, dojde béhem 1 — 2 hodin ke kli€eni konidii. Vznika
primarni kliéni vlakno, na jehoz konci Ize po 6 — 10 hodinach po inokulaci rozlisSit
apresorium. Kaskadou enzymatickych pochodul a tlakem penetraéniho hrotu dochazi
k penetraci kliéniho vldkna pfes epidermalni buriky listu. Po 10 — 14 hodinach
po inokulaci a uspésSné penetraci dochazi k vytvareni haustoria a jeho vchlipeni
do hostitelské plazmatické membrany. VIakna prorUstaji pouze epidermalni vrstvou
listu, mezi mezofylové bunky spiSe nezasahuji, protoZze podle Zeyena et al. (2002)
by doSlo k negativnimu ovlivnéni pfisunu Zivin v disledku oslabeni fotosyntézy,
probihajici pravé ve vrstvé téchto bunék. Po vytvofeni haustoria se na povrchu listu
rozrustaji sekundarni vlakna, podél kterych se mohou tvofit nova apresoria
a po priniku epidermalnimi burfikami se mohou vytvafet sekundarni haustoria.
Asi sedm dni po inokulaci se vytvareji konidiofory s konidiemi viditelné pouhym
okem, ¢imz je zakonCen proces asexualniho zivotniho cyklu. Cely proces je ovlivnén
teplotou, vlhkosti a intenzitou osvétleni prostredi.

Ke konci vegetacniho obdobi dochazi k sexualni reprodukci, a to spojenim
samCiho gametangia (antheridia) se sami¢im gametangiem (askogonem).
Po splynuti cytoplazmy obou bunék a pfechodu jadra z antheridia do askogonu
vznikd dvoujaderna burika a vytvari se chasmothecium. Ve zralém chasmotheciu

se splynutim obou jader tvofi viecko, pficemz mladé viecko je jedinou diploidni
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burikou celého zivotniho cyklu. Ve viecku se meiotickym délenim tvofi askospory
(Braun, 1995).

V pfipadé sexualni reprodukce byl u G. cichoracearum zjistén heterothalicky
zpusob rozmnozovani (Schnathorst, 1959a in Lebeda et Mieslerova, 2011),
coz znamena, ze k uspésnému vyvoji pohlavni plodnice muze dojit pouze spojenim
mezi dvéma partnery rozdilného parovaciho typu (MAT, mating type). Schopnost
parovani je zajisténa jednim MAT lokusem nachazejicim se na chromozému,
pficemz tento MAT nabyva dvou forem (MAT1-1 a MAT1-2) (Turgeon et Yoder,
2000; Lee et al., 2003). Tyto odlisné formy se nazyvaji idiomorfy a v jadfe kazdého
z partnertl se vyskytuje pouze jedna tato forma. Idiomorfy nesou rozdilné sekvence
DNA a proteiny, které jsou kédovany geny pfislusné idiomorfy, obsahuji

charakteristické konzervované znaky (Turgeon et Yoder, 2000).

3.1.5. Sifeni patogena a vliv vnéjsich podminek na jeho vyvoj

Pfi Sifeni patogena na hostitelské organismy se nejvice uplatriuji konidie,
a to hlavné pfi pfenaseni vétrem. Schnathorst (1959c in Lebeda et Mieslerova, 2011)
zaznamenal, Ze pfi vzdusdné vihkosti vys$Si nez 60 % RH (relative humidity) se 1 — 3
konidie mohou spojovat a vytvaret fetizky, pfiCemz pouze nejstarSi konidie,
nachazejici se na konci fetizku, mize infikovat hostitele. V teplych klimatickych
oblastech je patogen ve stadiu konidie schopen preckat i obdobi vegetacniho klidu.

Chasmothecia jsou schopna preckat jak nizké teploty v zimé, tak i teplé suché
léto (Jarvis et al.,, 2002). RozSifovani pomoci askospor sice nenabyva takového
chasmothecia je potfeba pfijeti jisttho mnozstvi vody, idealné pfi teploté 15 — 22 °C,
aby do$lo k uvolnéni askospor (Schnathorst, 1959c in Lebeda et Mieslerova, 2011).

Optimalni teplota pro rozvoj G. cichoracearum na rostlinach L. serriola
se pohybuje mezi 15 — 25 °C (Sogelova, 2007). KliCivost konidii je vyznamné
ovliviiovana vihkosti prostfedi, ktera by méla byt v idealnim pfipadé 95 — 98 % RH,
ale mize stacit i 50 — 75 % RH. Pfi 100 % RH je kliceni utlumovano
a pfi dlouhodobém vystaveni jiz vyvinutého mycelia této vlhkosti muize dojit
k zastaveni rGstu a rozvoje mycelia (Schnathorst, 1960a, 1965 in Lebeda
et Mieslerova, 2011). KliCivost konidii je dale ovlivnéna jejich stafim, osvétlenim

a v neposledni fadé fyziologickym stavem listu.
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3.1.6. Vztah rodu Golovinomyces s hostiteli v kontextu evoluce

ProtoZe je proces vyvoje a rozmnozovani padli zcela zavisly na pfitomnosti
zivého hostitelského organismu, je pro patogena nezbytné dulezité pfekonat obranné
strategie hostitele, efektivné vyuzZivat odebirané Ziviny, ale pouze do té miry,
aby nedoSlo k pfili§ neSetrnému poskozeni hostitelskych bunék, které by vedlo
k jejich odumfeni, a v neposledni fadé je pro né&j dullezité Casové harmonizovat
naroky vlastniho Zzivotniho cyklu sohledem na Zvotni cyklus hostitele
(Aist et Bushell, 1991; Matsuda et Takamatsu, 2003).

Pfirozené tak dochazi k vytvofeni pomérné uzkého vztahu mezi patogenem
a hostitelem, coz je davod, pro¢ se Ize u mnoha druhu z Celedi Erysiphaceae setkat
se striktni specificitou k hostiteli, kdy jednotlivé druhy nebo rasy patogena mohou
infikovat pouze urcity okruh hostitelskych rostlin, nékdy dokonce jen konkrétni
druh (Schmitt, 1955). Dlouhodoby vztah patogena s hostitelem v prabéhu evoluce
by mohl byt ddvodem vzniku kospeciace mezi obéma organismy, i kdyz prozatim
neni tento predpoklad jasné dolozen. Znamenalo by to tedy, zZe fylogeneticky vyvoj
Celedi Erysiphaceae by byl shodny s fylogenetickym vyvojem hostitelskych rostlin
(Matsuda et Takamatsu, 2003).

Koevoluéni vztahy rodu Golovinomyces a hostitelskych organismi se pomoci
molekularni analyzy pokusili objasnit Matsuda et Takamatsu (2003), ktefi na zakladé
studia oblasti internich transkribovanych spacert (ITS) a sekvenci 28S rDNA dolozili,
ze sice existuje blizky fylogeneticky vztah mezi rodem Golovinomyces a rostlinami
z Celedi Asteraceae, ale po sestaveni a porovnani ITS a 28S rDNA stromU
se ukazalo, Ze béhem evoluce patogen postupné osidlil i zastupce z jinych Celedi,
jako jsou napfiklad Lamiaceae, Ranunculaceae, Cucurbitaceae, Boraginaceae,
Polemoniaceae Ci Solanaceae. Z Celedi Asteraceae vSak pochazi vice nez polovina
hostitelskych rostlin tohoto rodu patogena. Autofi pfedpokladaji, ze puvodni Celedi,
na které rod Golovinomyces zaCal parazitovat, byla pravé Celed Asteraceae,
aazpoté doSlo ke kolonizaci dalSich celedi (Matsuda et Takamatsu, 2003;
Takamatsu et Matsuda, 2004).
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3.1.7. Hostitelsky okruh

Z hlediska nomenklatury je tfeba upozornit na fakt, Ze G. cichoracearum
sensu lato (v SirSim smyslu slova) je chapano jako soubor zahrnujici ¢etné formae
speciales i doposud nevyhrazené druhy, napadijici Siroky okruh hostiteld z vyse
zminénych Celedi. Rozdéleni do téchto menSich jednotek bylo provedeno v dusledku
pfezkoumani, vymezeni a upfesnéni hostitelského okruhu, fylogeneze hostiteld,
morfologickych znaku patogena a ziskani novych molekularnich dat (Braun et Cook,
2012). Podle vysledkl molekularni analyzy (Matsuda et Takamatsu, 2003) je tedy
vymezeno G. cichoracearum sensu stricto (v uz§im smyslu slova), jehoz hostiteli
jsou pouze rostliny z Celedi Asteraceae, konkrétné z tribu Cichorioideae.

Mezi druhy rodu Golovinomyces parazitujici na ¢eledi Asteraceae dale patfi:
G. artemisiae, G. caulicola, G. circumfusus, G. echinopsis, G. fraseriae,
G. greeneanus, G. inulae, G. leuceriae, G. orontii, G. poonaensis,

G. pseudosepultus, G. senecio a G. spadiceus (Braun et Cook, 2012).

3.1.8. Geograficka distribuce

Ackoliv je za geograficky plvod Celedi Asteraceae povazovana jizni polokoule
Zemé, konkrétné Jizni Amerika (Bremer, 1992), rod Golovinomyces pravdépodobné
pochazi z polokoule severni, a k jejich interakci tak doSlo az po rozSifeni Asteraceae
do této oblasti (Takamatsu et al., 2006).

G. cichoracearum je nejvice rozSifeno zejména v oblastech mirného pasu
(Braun, 1995), ale jeho vyskyt byl zaznamenan celosvétové: v Africe (Mauricius,
Maroko), na Kanarskych ostrovech, v Severni i Jizni Americe (Kanada, USA, Bolivie,
Chile, Salvador, Guatemala), v Asii (Cina, Irak, iran, Izrael, Kazachstan, Kyrgyzstan,
Libanon, Libye, Mongolsko, Rusko, Turkmenistan, Uzbekistan, Turecko a obecné
staty vychodni Asie a Kavkazu), v celé Evropé a na Novém Zélandu (Braun et Cook,
2012).

3.1.9. Variabilita interakci mezi G. cichoracearum arodem Lactuca

dokladaji, ze vétSina odrud kulturniho salatu L. sativa je ke G. cichoracearum
nachylna, nebot rezistenci vykazovaly pouze nékteré kultivary. A protoze se prozatim
jako nejucinngjSi zpusob ochrany rostlin pfed infekci G. cichoracearum jevi

preventivni opatieni, tedy péstovani odolnych odrid salatu, je zadouci vénovat
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se hledani rezistentnich genotypu, a to nejen mezi uzZitkovymi, ale také mezi planymi
druhy rodu Lactuca. Tyto poznatky by byly vyznamnym pfinosem pro Slechtitelské
ucely.

Problematice interakci mezi G. cichoracearum a zastupci z rodu Lactuca
se jiz dlouhodobé vénuje Lebeda a jeho kolegové (Lebeda et al., 2012a, 2012b,
2013, 2014), ktefi metodou listovych disk( studuji patogenni variabilitu izolatu
G. cichoracearum, sbiranych pFedevsim v oblasti Moravy a vychodnich Cech.
K témto ucelim byl na zakladé pozorovani rozdilnych reakci vybranych genotypu
rodu Lactuca vuci G. cichoracearum vymezen diferenciacni soubor 13 genotypu,
ktery konkrétné sestava ze Sesti kultivarl L. sativa, jednoho hybrida L. sativa x
L. serriola a po dvou genotypech kultivarl L. serriola, L. saligna a L. virosa.
Provadénim inokulacnich testl bylo zjisténo, Ze interakce mezi GC a rodem Lactuca
jsou rasové specifické (Lebeda et al., 2012b). Prozatim sice nebyl nalezen
vSeobecné odolny genotyp, ale vyznamny podil rezistentnich reakci byl zaznamenan
u genotypu: L. virosa (LVIR/50), L. saligna (09-H58-1013), L. sativa cv. Colorado
a L. serriola (Pl 273617).

Také bylo pozorovano, zZe izolat G. cichoracearum pochazejici z kulturniho
salatu vykazoval na kultivarech L. sativa, vramci interakci s rostlinami
z diferenciacniho souboru, vice virulentnich reakci nez izolaty pochazejici

z L. serriola. Izolaty mohou byt tedy r(izné virulentni (Cesnekova, 2008).

3.1.10. Vliv G. cichoracearum na hostitele na molekularni a bunééné urovni

Haustorium, které po vchlipeni specializované hyfy do hostitelské
cytoplazmatické membrany pronika dovnitf do hostitelské buriky, zprostfedkovava
pfenos sacharidl a aminokyselin do houbového mycelia (Hahn et al., 1997; Voegele
et al., 2001). Néktefi autofi (Dodds et al., 2004) predpokladaji, ze haustorium
je zapojeno také v procesu prenosu efektorovych proteind do hostitelské buriky,
jejichz u€inkem dochazi k potlaceni rostlinné imunitni odpovédi vuci patogenu. Buriky
s formujicim se haustoriem jsou také nachylnéjSi pfi dalSim napadeni jinymi
houbovymi patogeny (Fabro et al., 2008).

Fabro et al. (2008) studovali zmény v genové expresi infikovanych bunék
rostliny A. thaliana s vyvijejicim se haustoriem G. cichoracearum (podle dnesniho

pojeti tedy pravdépodobné G. orontii). Vysledky ukazuji, Zze po infekci rostliny do$lo
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ke zméné v expresi u 70 gend, z nichz 23 je spojovano se zmé&nami metabolismu
hostitele. Z téchto genl jsou nékteré spojovany s ovlivnénim procesu vyZivy
ve prospéch patogena, predevSim pfi metabolismu sacharidu. Byla zaznamenana
vyrazna aktivace genu kodujicich trehal6za-6-fosfat syntazu (Fabro et al., 2008),
coz je enzym podilejici se na biosyntéze disacharidu trehalézy (Avonce et al., 2004),
ktery je dale Stépen enzymem trehalazou za vzniku dvou molekul glukozy
(Elbein et al., 2003). ZvySena exprese byla prokazana také ugenu kodujiciho
gluk6za-6-fosfat dehydrogenazu, enzymu katalyzujiciho prvni reakci pentéza
fosfatové drahy (Wenderoth et al., 1997). Naopak potlateni exprese bylo
zaznamenano u genu kodujiciho enzym pro vétveni Skrobu (SBE, Starch Branching
Enzyme), ktery katalyzuje syntézu amylopektinu, polysacharidu slozeného
z glukézovych jednotek (Burton et al., 1995). Z hlediska pfijmu Zivin jsou tyto
pochody pro patogena ziejmé dulezité z duavodu lepSi dostupnosti jednoduchych
sacharidu (Fabro et al., 2008).

Vysledky recentniho vyzkumu (Chen et al.,, 2010) provedeného na rostliné
A. thaliana popisuji novou tfidu transportért glukézy, nazvanou SWEET, pficemz
G. cichoracearum (respektive G. orontii) po napadeni rostliny zpusobuje expresi
predevS§im genu SWEET12. V dusledku zmény exprese tohoto genu je patogen
pravdépodobné schopen ovliviiovat tok glukézy pres plazmatickou membranu
hostitele za ucelem vlastniho zisku zivin.

S pronikanim haustoria dovnitf hostitelské bunky také souvisi reorganizace
jejich stavebnich komponent (Koh et al., 2005; Huckelhoven et Panstruga, 2011).
S pouzitim GFP (Green Fluorescent Protein) markerl a naslednou vizualizaci
pomoci laserové skenovaci konfokalni mikroskopie byly v epidermalnich burikach
A. thaliana po napadeni G. cichoracearum (respektive G. orontii) pozorovany zmény
v rozloZeni organel. Byl zaznamenan posun cytoplazmy smérem k mistu penetrace,
blizky kontakt jadra s haustorialnim komplexem ¢€i nahromadéni endoplazmatického
retikula, peroxizoma, mitochondrii, Golgiho télisek a tonoplastu v misté komplexu.
Tyto pochody slouzi nejen k obranné reakci rostliny, jako je zesileni bunécné stény
v misté penetrace Civezikularni transport obrannych latek, ale také k utvareni
struktur dulezitych pro patogena, jako je napfiklad zralda a funkéni membrana

obklopujici haustorium (Koh et al., 2005).
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3.1.11. Obranné strategie hostitele

Pokud je hostitelska rostlina nachylna a patogen je schopen Uspésné
jiinfikovat, neboli patogen je virulentni, jedna se o kompatibilni interakci. Jestlize
je rostlina proti patogenu odolna (rezistentni), nedojde k uspésné infekci, patogen
je tedy avirulentni, a tento stav se oznacuje jako inkompatibilni interakce (Tao et al.,
2003).

Kromé strukturnich obrannych mechanismu rostlina vyuziva pochody probihajici
na biochemické a molekularni drovni, jejichz ucinky hraji vyznamnou roli
ve vyhodnocovani vztahu mezi hostitelem a patogenem. Tyto déje obvykle zahrnuji
sled dvou mechanismd obrannych reakci (Fabro et Alvarez, 2012). V prvni fadé
je rostlina schopna detekovat molekularni struktury nachazejici se na povrchu bunék
patogena, takzvané PAMPs (Pathogen—Associated Molecular Patterns), a zahaijit
proces imunitni odezvy oznacCované jako PTI (PAMP-Triggered Immunity) (Boller
et He, 2009; Zipfel, 2009). Diky PTI dochazi k potlaeni napadeni takovym
patogenem, ktery neni zadnym zpusobem schopen ji pfekonat. Patogen, ktery
ale dokaze potlacit funkci urcitych komponent PTI, je ve vysledku schopen vyvolat
kompatibilni interakci (Fabro et Alvarez, 2012). Zminénymi komponentami mohou
byt geny nebo proteiny, jejichz zménou zifejmé dochazi k procesum vedoucim
k preferenci rozvoje patogena, a které jsou proto oznaCovany jako faktory
kompatibility (Panstruga, 2003).

Napadeni patogenem, ktery PTI uspésné prekonal, vSak mize byt regulovano,
a to rozpoznavanim patogennich efektorovych proteind, takzvanych proteinQ
avirulence (Avr), pomoci proteinl resistence (R), coz vede ke spusténi efektorem
aktivované imunity (ETI, Effector—Triggered Immunity) (Nomura et al., 2011; Fabro
et Alvarez, 2012). Proteiny R a Avr jsou produkty pfislusnych R a Avr gend, jejichz
vztah je antagonisticky, a tento systém rezistence je také oznaCovan jako vztah genu
proti genu (gene—for—gene interaction) (Dodds et al., 2006).

ETI je spojovana s rasové specifickou rezistenci (Fabro et Alvarez, 2012),
tedy rezistenci jen vuci urcitému fenotypu patogena (Burdon et al., 1996), a také
s hypersenzitivni reakci (HR), ktera se projevuje odumfienim bunék pletiva v misté
pruniku patogena (Dorey et al., 1997). HR je jednou z forem programované bunécné
smrti (PCD, Programmed Cell Death), typické pravé pro rostlinné buriky (Fukuda,
2000), protoze byly pozorovany jisté strukturni odliSnosti béhem PCD u savcich
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bunék, neboli apoptézy, a PCD v prab&hu HR u rostlin (Mittler et al., 1997). U&elem
odumfeni bunék v misté penetrace je zabranit dalSimu rozvoji patogena do okolnich
oblasti zdravé tkané (Liu et al., 2005). Odumirani souvisi s pusobenim zvySujici
se hladiny mitochondrialnich reaktivnich forem kysliku (ROS, Reactive Oxygen
Species) na slouceniny signalizujici proces bunétné smrti, konkrétné na oxid
dusnaty (NO) a kyselinu salicylovou (SA) (Amirsadeghi et al., 2006), a ziejmé je tedy
dusledkem negativniho ovlivnéni funkce mitochondrialniho elektrontransportniho
fetézce pfitomnosti patogena (Vanlerberghe et al., 2002).

Jak ale ve své praci uvadi Fabro et Alvarez (2012), béhem interakci
A. thaliana s G. cichoracearum (respektive G. orontii) byly pozorovany jednak zcela
nachylné Ci rezistentni rostliny, jednak ale i CasteCné rezistentni rostliny. Autofi
se zaméfili na objasnéni principu vzniku prave Ccastecné rezistence. Rostliny
s CasteCnou rezistenci umoznily kli€eni konidii a rozvoj haustorii, ale poté
uz nedochazelo k tvorbé zralych konidioford, coz je tedy pro dokonceni Zivotniho
cyklu patogena v tomto hostiteli hlavnim omezenim. Rostliny vSak nevykazovaly
zvySenou aktivitu obrannych odpovédi (PTI, ETI), a autofi na zakladé tohoto
poznatku a na zakladé studia odliSnosti v genové expresi u nachylnych a ¢astecné
rezistentnich rostlin pfedpokladaji, ze CasteCna rezistence je ziejmé& dusledkem
zmén tykajicich se faktorl kompatibility, coz vede k neschopnosti rostliny udrzet

kompatibilni vztah s patogenem v pozdéjsim stadiu infekce.

3.1.12. Fungicidni a biologicka ochrana

K béZznému postupu v ochrané proti padli patfi chemicka ochrana pomoci
fungicidd. Fungicidy je mozné aplikovat preventivngé, pfed obdobim vyskytu
patogena, a poté jesté nékolikrat v pribéhu sezéony (Keinath et DuBose, 2003).
Jak uvadi Matheron et Porchas (1998), je dullezité brat ohled na moznost vzniku
tolerance patogena vuci nékterym slozkam fungicidud a tomuto riziku pfedchazet nebo
ho alespofi minimalizovat, a sice pouzivanim smési fungicidl a stfidavou aplikaci
fungicidl z rlznych skupin, s rlznym mechanismem ucinku. Proti padli na salatu
jsou pouzivany fungicidy na bazi siry, jako je napf. Kumulus DF (BASF, Kanada)
(Ng et al., 2005), Micro Sulf (Nufarm, USA) (Nufarm) €i Microthiol Special (Matheron
et Porchas, 1998). Dale jsou to Qol (Quinone outside inhibitors) fungicidy, jejichz

ucinnou slozkou jsou predevSim strobiluriny, mezi které patfi napfiklad latka
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kresoxim—methyl v pfipravku Sovran (BASF, Kanada) (Ypema et Gold, 1999),
azoxystrobin v pfipravku Quadris (Matheron et Porchas, 1998), pyraklostrobin
v pripravku Cabrio nebo kombinace pyraklostrobinu s boskalidem v pfipravku Pristine
(Matheron et Porchas, 2003b). Mezi fungicidy inhibujici biosyntézu steroll (SBI,
sterol biosynthesis inhibitors) patfi inhibitory demethylace (DMI, demethylation
inhibitor), jakymi jsou napfiklad latky penkonazol v pfipravku Topas 100 EC
¢i myklobutanil v pfipravku Rally 40W (Matheron et Porchas, 2000).

Snahou je také hledat nahrady syntetickych fungicidd mezi fungicidnimi
latkami pfirodni povahy. Na tuto problematiku se zaméfili Trdan et al. (2004),
ktefi sledovali ucinky pfipravkd obsahujicich siru, séjovy lecitin a kyselinu salicylovou
na G. cichoracearum vyskytujici se na ¢ekance (Cichorium intybus L. var. foliosum
Hegi), pfiCemz nejvice u€inné byly pfipravky se sirou, poté se sojovym lecitinem
a nejméné s kyselinou salicylovou.

Aktualnim tématem v feS8eni ochrany proti padli je také jeho biologicka
kontrola, ktera vyuziva antagonistického vztahu mezi G. cichoracearum
a Ampelomyces quisqualis Ces. A. quisqualis je intracelularni hyperparaziticky
houbovy organismus, ktery napada zastupce Celedi Erysiphaceae, v disledku ¢ehoz
dochazi k potlaceni sexualniho i asexualniho rozmnozZovani, vyvoje i k usmrceni
padli (Kiss et Nakasone, 1998; Kiss et al.,, 2010). Konidie izolatu A. quisqualis
se staly slozkou pro vyvoj komeréniho biofungicidu, jakym je AQ10 (Schishkoff
et McGrath, 2002; Park et al., 2010).

V planych populacich L. serriola byl také zaznamenan soucasny vyskyt
G. cichoracearum a plisné salatové (Bremia lactucae Regel), pficemz frekvence
koinfekce dosahovala asi 35 % (Lebeda et al., 2008). Fungicidy pouzivané

na ochranu salatu mély vétSinou inhibiéni uCinky pouze na jednoho z patogend,

vivs  wvr
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3.2. Metody studia variability padli

3.2.1. Testy virulence

Charakteristiku fyziologickych ras patogena, patotypl ¢i specializovanych
forem (formae speciales) patogena zaméfenych na urCité spektrum hostiteld,
|ze zjiStovat provadénim inokulacnich test na zvoleném diferencianim souboru
hostitell, ktery zahrnuje ruzné kultivary &i variety rostlin s danymi geny rezistence
(Manners, 1993). Sledovanim reakci souboru izolatl patogena na diferenciaénim
souboru, tedy sledovanim fenotypového projevu infekce, ur€enim stupné virulence
podle kritérii vybrané stupnice (Mohamed et al., 1995; Lebeda et al., 2012b),
jeho pfipadnym matematickym vyjadifenim, napfiklad pomoci vzorce Townsenda
a Heubergera (Townsend et Heuberger, 1943), apfipadnym statistickym
zhodnocenim ziskanych dat, je mozné pozorovat a hodnotit patogenni variabilitu
studovanych izolatd.

Inokulacni testy jsou oznaCovany jako testy virulence a mohou byt provadény
metodou listovych diskl, kdy je k testovani pouZzit pouze urcity pocCet stejné velkych
vyseci listl rostlin, které jsou po inokulaci patogenem udrzovany v kontrolovanych
podminkach. Metoda listovych disk( pouzita ke studiu patogenni variability
G. cichoracearum na souboru genotypl rodu Lactuca je podrobnéji popsana v ramci
praktické Casti této prace a jeji vysledky probrany v diskuzi.

Vyhodou testl virulence je jejich technicka nenaro¢nost a moznost realného
pozorovani projevu infekce, rozvoje patogena a jeho vlivu na hostitele. Pfi hodnoceni
stupné virulence patogena lze také paralelné hodnotit odpovidajici stupen rezistence
rostliny a naopak. Nevyhodou vSak je Casova naro¢nost provadéni experimentd,
ktera je navic limitovana dostupnosti a zivotnosti izolatl, a dale potfeba zajisténi
optimalnich podminek pro rozvoj a uchovani izolatd (Manners, 1993; Calonnec et al.,
2013).

3.2.2. Determinace a studium idiomorf parovaciho typu

Geneticka variabilita je u hub nepfimo spojovana s charakteristikou
parovaciho typu (MAT, mating type; v pfipadé padli konkrétné MAT1-1 odpovidajici
MAT+ a MAT1-2 odpovidajici MAT-), jakozto znaku frekvence rekombinace
probihajici v dané populaci (Kashyap et al., 2015). Ackoliv prozatim neni zcela

objasnéno, zda existuje konkrétni souvislost mezi pfitomnosti urcité alely
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daného MAT a geny kontrolujicimi virulenci (Kashyap et al., 2015), studium MAT
lokusi muze poskytnout informace dullezité nejen k poznani sexualni
reprodukce v ramci populaci patogenu, ale i k lepS§imu pochopeni jejich evoluce,
genetiky nebo epidemiologie (Brewer et al., 2011). Napfiklad sekvenovanim
konzervovanych oblasti MAT genlU byla odhalena patrna odliSnost v sekvenci
aminokyselin mezi dvéma formae speciales jednoho druhu, konkrétné Blumeria
graminis (DC.) Speer f. sp. tritici a Blumeria graminis f. sp. hordei (Brewer et al.,
2011).

UrCovani MAT padli (Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun et Shishkoff)
parovanim spér izolatl s referenénimi fetézi (fetézci se znamym MAT) se pfi studiu
virulence tohoto patogena vénoval uz Bardin et al. (1997) a v recentni studii (Brewer
et al., 2011) byla navrzena determinace MAT padli pomoci markerd zalozenych
na amplifikaci konzervovanych oblasti dané idiomorfy MAT pouZitim multiplexové
polymerazové fetézové reakce (multiplex PCR, multiplex Polymerase Chain
Reaction). Pfi multiplex PCR je totiz mozné amplifikovat vice nez jednu oblast
genomu, s pouzitim vice nez jednoho paru primeru, v jedné reakci (Markoulatos
etal., 2002). Takto lze uz po provedeni jedné PCR reakce a nasledné
elektroforetické separaci produktu v agarézovém gelu ur€it jednu z moznych MAT
idiomorf, jelikoz dojde k amplifikaci bud sekvence MAT—1 nebo MAT-2.

Pro dcely vyuziti multiplex PCR k determinaci MAT byly navrzeny
degenerované primery, tedy primery s vice moznymi bazemi v urcitém misté jejich
sekvence, coz zajiStuje amplifikaci useku s jistou variabilitou v sekvenci nukleotidl
¢i amplifikaci usekll s neznamou sekvenci (Kwok et al., 1994), u padli révového
(Erysiphe necator Schwein.), padli tykvovitych (Podosphaera xanthii (Castagne)
U. Braun et Shishkoff), padli Sefiku (Microsphaera syringae (Schwein.) H. Magn.,
nyni Erysiphe syringae Schwein.) a padli travniho (Blumeria graminis), ale je mozné

aplikovat je i u jinych druha padli (Brewer et al., 2011).

3.2.3. Vyuziti DNA markert

DNA markery pFedstavuji useky DNA, které u studovanych jedinct vykazuji
urCity stupen variability (polymorfismu), jsou charakteristické urCitym typem
dédi¢nosti (recesivni, dominantni, kodominantni) a |ze je detekovat a rozliSit od sebe.

U hub je ke studiu genetické variability, potazmo k fylogenetickym analyzam,
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nejCastéji pouzivano sekvenovani specifickych oblasti genomu, nejCastéji je to oblast
kodujici podjednotky ribozomalni RNA (18S a 28S RNA) a takzvané interni
transkribované spacery (ITS, Internal Transcribed Spacer).

Interni  transkribované spacery, nékdy prekladano také jako vnitfni
prepisované mezerniky, jsou sekvence jaderné ribozomalni DNA (nrDNA, nuclear
ribosomal DNA), pomoci nichZ jsou od sebe oddéleny geny kodujici 18S, 5.8S a 28S
RNA nachazejici se na lokusu nrDNA. Tyto geny jsou od sebe oddéleny dvéma ITS,
oznacovanymi ITS1 a ITS2 (Fuertes Aguilar et al., 1999).

Pro potfeby fylogenetické analyzy jsou ITS hojné vyuzivany z nékolika
dlvodu. Jednim z nich je fakt, Ze nrDNA je v genomu zastoupena v mnoha kopiich,
v tandemové uspofadanych repeticich (Ganley et Kobayashi, 2007), ak jejich
amplifikaci pro naslednou analyzu proto sta¢i malé mnozstvi vzorku (Nilsson et al.,
2008). Jsou také umistény mezi vysoce konzervovanymi oblastmi gent, ¢ehoz
je vyuzivano pfi navrhovani specifickych primerd pro jejich naslednou amplifikaci
(Henry et al., 2000). ProtoZze samotné ITS vykazuji variabilitu ve své nukleotidové
sekvenci, ktera je Casto druhové specificka, ITS rDNA region se stal standardnim
jadernym DNA barcodingovym markerem pro identifikaci organismG v FiSi
hub (tzv. barcode of life, arovy kod Zivota) (Schoch et al., 2012). Problémem vSak
zustava, ze nékteré taxonomické skupiny hub neprokazuji dostate€nou variabilitu ITS
mezi druhy navzajem, nékteré jsou naopak vysoce variabilni i mezi jedinci v ramci
populace (Nilsson et al., 2008). Také je potfeba upfesnit a ujasnit podminky

provadéni této metody (Kovacs et al., 2011; Kiss, 2012).

3.2.3.1. RFLP markery

Polymorfismus délky restrikCnich fragmentl (RFLP, Restriction Fragment
Length Polymorphism) je kodominantni neutralni geneticky marker, jehoz podstatou
inzerci nebo deleci nukleotidd v sekvenci rozpoznavané restrikéni endonukleazou
(Chang et al., 1988). Dochazi tak ke vzniku nebo ztraté restrikCnich mist, ¢ehoz
je po Stépeni daného useku DNA restrik¢nimi endonukleazami vyuzivano k detekci
pFitomnosti €i nepfitomnosti rizné dlouhych fragmentd DNA. Soucasti analyzy RFLP
je amplifikace urcitého useku DNA pomoci PCR s pouZzitim univerzalnich primera,

nasledné stépeni amplikonl restrikénim enzymem s rozpoznavacim mistem dlouhym
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4 bp (base pair), elektroforeticka separace restrikCnich fragmentd v agar6zovém
nebo polyakrylamidovém gelu, pfenos fragmentl z gelu na membranu (Southern
blotting) a nakonec autoradiograficka detekce fragmentl po jejich hybridizaci
se znacenou sondou (Williams et al., 1990; Liu et al., 1997).

Na zakladé RFLP nrDNA byl napfiklad studovan fylogeneticky vyvoj rodu
Golovinomyces, ktery byl nasledné podle variability hostitelského okruhu izolatul
rozdélen do péti skupin, které byly oznaceny podle pfislusného tribu hostitele z Celedi
Asteraceae, konkrétné tedy do skupiny: Cardueae (CAR), Astereae (AST),
Heliantheae (HEL), Anthemideae (ANT) a Lactuceae (LAC) (Matsuda et Takamatsu,
2003). Podobna studie byla provedena Cunningtonem et al. (2010) na souboru
G. cichoracearum pochazejicim z Australie, pfiemz soubor byl v tomto
pfipadé rozdélen do Sesti skupin, odpovidajicich skupinam z pFedchozi studie
(Matsuda et Takamatsu, 2003).

3.2.3.2. RAPD markery

Analyza polymorfismu nahodné amplifikované DNA (RAPD, Random
Amplified Polymorphic DNA) je zalozena na PCR amplifikaci usekd DNA
s pouzitim jednoho nespecifického oligonukleotidového primeru o délce 10 bp.
Béhem PCR reakce se pouziva pomérné nizka annealingova teplota (nasedani
primer(), zhruba v rozmezi 36 — 40 °C (Williams et al., 1990). Diky kratké délce
pouzitého primeru dochazi k jeho vazbé na velky poCet komplementarnich mist,
a k nasledné amplifikaci velkého poctu PCR produktd. Nukleotidova variabilita
sekvenci mezi zkoumanymi jedinci vSak mUze znemoznit pfipojeni primeru
v nékterych mistech sekvence u konkrétnich jedincl, tudiz u nich nedojde
k amplifikaci jistych Useku (Rafalski et al., 1994). Po elektroforetické separaci
v agarézovém gelu a barveni ethidium bromidem (Williams et al., 1990), pfipadné
po separaci Vv polyakrylamidovém gelu a barveni dusi¢nanem stfibrnym (Delaat
et al., 2005), je detekovana pfitomnost &i nepfitomnost pruht na gelu, a z celého
spektra pruht tak Ize usuzovat na genetickou podobnost nebo riznorodost jedincu.

Analyza RAPD je na rozdil od RFLP méné naroéna jak na praktické
provedeni, tak na vybaveni laboratofe, a pfi jedné analyze umozfiuje také detekovat
vice DNA polymorfism( nez RFLP (Rafalski et al., 1994). RAPD markery jsou vSak

ve veétSiné pfipadld dominantni, tudiz nelze rozliSit, zda amplifikovany Usek DNA
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pochazi z heterozygotniho ¢i homozygotniho lokusu (Williams et al.,, 1990).
Nevyhodou RAPD je také nutnost zajisténi striktnich optimalnich podminek prabéhu
analyzy, coZz ma za nasledek problematickou reprodukovatelnost metody
a nejasnosti pfi porovnani vysledkl ziskanych v raznych laboratofich (Penner et al.,
1993). ReSenim nedostatki RAPD v8ak muZe byt pouZiti techniky SCAR
(Sequence-Characterized Amplified Region) markert, ktera je zaloZena
na sekvenaci polymorfniho fragmentu ziskaného pfi RAPD, diky niz je navrzen delsi,
specificky primer amplifikujici dany uUsek. Tato technika nevyZaduje tak striktni
dodrzovani podminek pribéhu reakce jako RAPD a navic jsou SCAR markery
prevazné kodominantni (Kethidi et al., 2003).

Genetickou variabilitu izolatd G. cichoracearum, sbiranych na rostlinach Celedi
Cucurbitaceae (konkrétné na okurkach a tykvich) a pochazejicich ze dvou regionu
na uzemi Jordanska, provedl pomoci RAPD analyzy Sawalha (2011), ktery pozoroval
nejen variabilitu mezi izolaty pochazejicimi z odliSnych regiond, ale také mezi izolaty

sbiranymi ve stejném regionu, ale na rliznych hostitelskych rostlinach.

3.2.3.3. AFLP markery

Provedeni techniky analyzy polymorfismu délky amplifikovanych fragmentu
(AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism), popsana Vosem et al. (1995),
zahrnuje Stépeni genomické DNA pomoci dvou restrikCnich endonukleaz, pficemz
jedna endonukleadza rozpoznava kratsi a druha delSi sekvenci DNA (napfiklad
endonukleaza Msel rozpoznavaijici sekvenci 4 bp a EcoRI rozpoznavajici 6 bp).
Na konce ziskanych restrikCnich fragmentd jsou pfipojeny dvouvlaknové
oligonukleotidové adaptory, coz jsou kratké useky DNA se znamou sekvenci a konci
komplementarnimi ke koncim restrikEnich fragmentl. Fragmenty s adaptory slouzi
jako templatova DNA pro amplifikaci fragmentd s pouzitim primerq, jejichz 5° konec
odpovida sekvenci adaptoru arestrikénimu mistu fragmentu a na 3" konci
jsou selektivni nukleotidy presahujici do sekvence daného fragmentu. Z celého
mnozstvi restrikénich fragmentu tak jsou amplifikovany pouze ty s komplementarni
bazi k danému selektivnimu nukleotidu a selektivita amplifikace pozitivné koreluje
s poCtem selektivnich nukleotidi. Béhem AFLP se provadéji dvé po sobé
nasledujicich PCR reakce, kdy nejdfive je provedena preselektivni amplifikace,

kdy se jako matrice pouziji naligované restrikéni fragmenty s adaptory,
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a poté nasleduje amplifikace selektivni. Duvodem provadéni preselektivni
a selektivni amplifikace je fakt, Ze velké mnozstvi fragmentll DNA, které je ziskano
po restrikénim Stépeni a které by bylo amplifikovano, by komplikovalo
nebo znemoznilo spravné vyhodnoceni vysledkt analyzy. Po amplifikaci nasleduje
elektroforeticka separace fragmentl v agarézovém (Mueller et al., 1996)
nebo polyakrylamidovém (Vos et al., 1995) gelu, pfi pouziti fluorescenéné znacenych
primeri je mozné pouzit kapilarni elektroforézu (Terefework et al., 2001),
ale fragmenty Ize analyzovat i jejich pfimym sekvenovanim (Willems et al., 2001).

Princip techniky AFLP je wvyuzitim restrikCnich endonukleaz do jisté miry
podobny RFLP (Vos et al., 1995) a nahodnym vybérem restrikCnich fragmentu
urCenych k amplifikaci zase technice RAPD (Mueller et al., 1996). Technika AFLP
je velmi pfesna, dobfe reprodukovatelna, snadno automatizovatelna a umoznuje
detekci velkého mnozstvi marker0 v jedné analyze. Jeji nevyhodou
vSak je dominantni charakter AFLP markerd a homologie fragmentli stejné délky.
Jedna se o to, ze fragmenty jsou elektroforeticky separovany pouze na zakladé
velikosti, takZe stejné dlouhé fragmenty pochazejici z riznych oblasti genomu
(které ale nemusi mit stejnou sekvenci), v gelu komigruji a jsou vyhodnoceny
jako identické alely (Bussell et al., 2005).

Mozny plvod padli rajéete (Oidium neolycopersici) se porovnanim AFLP
marker O. lycopersici s AFLP dalSich druhd padli (parazitujicich na rostlinach
z Celedi: Apiaceae, Asteraceae, Begoniaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae,
Fabaceae, Lamiaceae, Plantaginaceae, Polygonaceae, Solanaceae) pokusil
studovat Huang (2001). Experimenty byly provadény s izolaty O. neolycopersici
pochazejicimi z rdznych geografickych oblasti (Kanada, Florida, CR, Francie,
Madarsko). lzolaty ostatnich druhG padli pochazely také z riznych geografickych
oblasti (Velka Britanie, Nizozemsko, Madarsko). Technika AFLP je pro svou citlivost
doporu€ovana pfedevSim pro studium vnitrodruhové variability a studium blizce
pfibuznych taxonu. Z toho duvodu ziejmé nebylo mozné odvodit pfibuzenské vztahy
mezi O. neolycopersici a ostatnimi druhy padli. Na druhou stranu, mezi izolaty

O. neolycopersici bylo na zakladé vysledkt AFLP mozné pozorovat malou variabilitu.
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4. Material a metodika
4.1. Sbér a udrzovani izolati G. cichoracearum

Sbéry izolatd G. cichoracearum byly provadény v €ervenci a srpnu roku 2013
a 2014 na uzemi Ceské republiky, pfevazné& na Moravé a ve vychodnich Cechéch,
av roce 2014 také v Nizozemsku. Seznam jednotlivych lokalit s datem sbéru
jeuveden v Tabulce 1 a 2. V kazdé populaci rostlin L. serriola & L. sativa,
nachazejici se na dané lokalité, byl z jedné rostliny odebran jeden napadeny list,
ulozen do plastové krabiCky na navihCenou buniCitou vatu, oznaCen a poté byly
konidie ze sporulujiciho mycelia otiskem listu pfeneseny na list zdravé 7 — 8 tydenni
rostliny nachylného genotypu L. serriola (LSE/57/15). Takto inokulované rostliny byly
prekryty igelitovym krytem, aby nedochazelo k samovolnému pfenosu konidii mezi
riznymi izolaty, a umistény do fytotronu s dvanactihodinovou fotoperiodou pfi teploté
20/18 °C (den/noc). Rozvoj izolatu a stav hostitelské rostliny byl prabézné
kontrolovan a podle potfeby byla po 2 -3 tydnech provadéna inokulace daného

izolatu na listy novych rostlin L. serriola (LSE/57/15).

Tabulka 1: Lokality sbéru G. cichoracearum z L. serriola v roce 2013.

Cislo izolatu Misto sbéru Datum sbéru
3/13 Ostrozska Nova Ves 6. 8.
4/13 Veseli nad Moravou 6. 8.
5/13 OlSany u Prostéjova 8. 8.
7/13 Zarovice 8. 8.
9/13 KFtiny 8. 8.
10/13 Ochoz u Brna 8. 8.
11/13 Ofechov 8. 8.
12/13 Silavky 8. 8.
14/13 Moravsky Krumlov — Polanka 8. 8.
18/13 Chocern — Béstovice 13.8
19/13 Zdar nad Orlici 13.8
21/13 Ledce 13. 8.
22/13 Dobruska 13. 8.
23/13 Suchdol nad Odrou 22. 9.
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Tabulka 2: Lokality sbéru G. cichoracearum z L. serriola/L. sativa* v roce 2014.

Cislo izolatu Misto sbéru Datum sbéru
25/14 Kojetin 12. 8.
30/14 Vérovany 12. 8.
31/14 Straznice 12. 8.
32/14 Velké Bilovice 12. 8.
34/14 Horky 19. 8.
37/14 Ledce 19. 8.
38/14 Ocelice 19. 8.
39/14 Konecchlumi 19. 8.
40/14 Dolni Bousov 20. 8.
42/14 Krchleby 20. 8.
50/14 Nizozemsko 27. 7.

164/14* Nizozemsko 27. 7.

* |zolat pochéazejici z L. sativa

4.2. Rostlinny material
Pro oba testovaci roky byl pouzit diferenciacni soubor 13 genotypu rostlin rodu

Lactuca, jejichz seznam je uveden v Tabulce 3. Semena genotypl rostlin,
pochazejici ze sbirky uchovavané na Oddéleni fytopatologie Katedry botaniky PfF
UPOL, byla vyseta do plastovych kvétinacu o pruméru 7 cm naplnénych vlhkym
perlitem a umisténa do skleniku, kde teplota ve dne/noci dosahovala 25/20 °C
a svételné podminky odpovidaly okolnimu prostfedi. V pfipadé potfeby, zejména
v pozdnich podzimnich dnech, bylo vyuZito pfisvécovani zafivkami na fotoperiodu
12 hod/12 hod (den/noc). Po 7 — 14 dnech, kdyz semenacky mély dostatecné
vyvinuté dva délozni listky, byly mladé rostliny pfesazeny do plastovych kvétinacu
o0 stejném primeéru, ale naplnénych smési zahradni zeminy a raSeliny (v poméru 1:1).
Poté byly umistény do skleniku a péstovany pfi teploté 25/20 °C a sveételnych
podminkach stejnych jako pfi kliCeni semen. K testovani patogenni variability byly

pouzity rostliny staré 8 — 10 tydn.
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Tabulka 3: Diferencia¢ni soubor 13 genotypt rostlin rodu Lactuca.

Genotyp rodu Lactuca

. serriola (LSE/57/15)

. serriola (P1 273617)

. sativa Hilde x L. serriola
. Sativa Capitan

. sativa Colorado

. sativa Argeles

. sativa Sabine

. sativa UCDM2

. sativa Cobham Green
. saligna (09-H58-1013)
. saligna (09-H58-1010)
. virosa (LVIR/50)

. virosa (09-H58-998)

r—rr— -~~~

4.3. Inokulace a inkubace
Ze ffi rostlin pfislusného genotypu byl z kazdé odebran list a z kazdého listu

byly korkovrtem o priiméru 12 mm vyfiznuty tfi disky, celkem tedy bylo pouzito devét
diskll z rostliny daného genotypu. Z listd rostlin nachylného genotypu L. serriola
(LSE/57/15) byly stejnym zplUsobem vyfiznuty dva disky, slouzici jako kontrola
zajisténi vhodnych podminek inkubace. V8ech jedenact diskl bylo spodni (abaxialni)
stranou listu umisténo do Petriho misky o priméru 9 cm, vyloZzené navihéenou
buniCitou vatou a filtracnim papirem. Inokulace byla provedena otisténim konidii
intenzivné sporulujiciho mycelia daného izolatu G. cichoracearum, udrZzovaného
na listech L. serriola (LSE/57/15), na svrchni (adaxialni) stranu kazdého z listovych
diskl. Poté byly Petriho misky s inokulovanymi listovymi disky umistény do fytotronu,
kde probihala inkubace pfi stejnych teplotnich i svételnych podminkach, v jakych byly
udrzovany izolaty G. cichoracearum. Kazdy izolat byl testovan na vSech genotypech

rostlin z diferenciaéniho souboru.
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4.4. Hodnoceni stupné napadeni a virulence
Prvni hodnoceni stupné napadeni (ID, infection degree) listovych diskd bylo

provedeno po 7 dnech od inokulace, druhé hodnoceni po 14 dnech od inokulace
(viz Obrazek 2 v pfiloze), pficemz ke zpracovani vysledku byly pouzity udaje zjisténé
pfi druném hodnoceni. Pro hodnoceni ID byla pouzita Ctyfbodova stupnice
s hodnotami ID 0 — 3, kde: 0 = zadné symptomy napadeni, 1 = ojedinélé léze padli,
2 = vyvinuté mycelium na méné nez 50 % povrchu disku, 3 = vyvinuté mycelium
intenzivné sporulujici na vice nez 50 % povrchu disku. Hodnota ID byla ur€ovana
u kazdého disku makroskopickym pozorovanim. Procentualni podil maximalniho
stupné napadeni (%omaxID) byl vypocitan podle vzorce Townsenda a Heubergera
(Townsend et Heuberger, 1943):
> (nv) -100

xN
kde: %omaxID = podil maximalniho stupné napadeni [%]

%maxID =

n = pocet disku v konkrétnim stupni napadeni
v = hodnota stupné napadeni
X = pocet stupnu napadeni

N = celkovy poc¢et hodnocenych disku.

Na zakladé vysledku %maxID byl pro kazdy izolat na kazdém genotypu rostliny
ur€en nasledujici kategorie stupné virulence:

A (Avirulent) = avirulentni, %omaxID < 30 %

MV (Moderately Virulent) = stfedné virulentni, 30 % < %maxID < 60 %

V (Virulent) = virulentni, 60 % < %maxID < 100 %.

Pro reakci genotypu k izolatiim byly podle %maxID ur€eny nasledujici kategorie:
R (Resistant) = rezistentni, %maxID < 30 %
MR (Moderately Resistant) = stfedné rezistentni, 30 % < %maxID< 60 %

S (Susceptible) = nachylny, 60 % < %maxID < 100 %.
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5. Vysledky
Na diferenciaCnim souboru rostlin 13 genotypu rodu Lactuca byla v roce 2013

a 2014 metodou listovych diskl testovana patogenni variabilita celkem 26 izolatd
(14 izolatd v roce 2013, 12 izolatd v roce 2014) G. cichoracearum pochazejicich
ze sbér( provadénych na Moravé, ve vychodnich Cechach a v roce 2014 také
v Nizozemsku. V obou letech byla pozorovana variabilita virulence izolatl k raGznym
genotyplm rodu Lactuca, respektive k jejich kultivarGm, coZz odpovida rasové
specifické interakci v patosystému Lactuca — G. cichoracearum. NejCastéjSi kategorii
stupné virulence byla v obou letech kategorie virulentni, poté stfedné virulentni
a poté avirulentni, jak je uvedeno v Tabulce 4.

VétsSina interakci byla zcela kompatibilnich, odpovidajicich stupni napadeni
kategorie virulentni (V), které vroce 2013 predstavovaly 73,3 % z celkem
161 interakci, v roce 2014 potom 73,1 % ze 156 interakci. Tato reakce byla nejCastéji
zaznamenana na: L. serriola (LSE/57/15), L. sativa (Capitan, UCDM2 a Cobham
Green), L. saligna (09-H58-1010) a L. virosa (09-H58-998).

Druhou nejCastéjSi interakci byla interakce ¢astecné kompatibilni, odpovidajici
stupni napadeni kategorie stfedné virulentni (MV), ktera v roce 2013 predstavovala
14,9 % interakci, v roce 2014 pak 17,3 % interakci a byla v nejvétSi mife pozorovana
na: L. serriola (P1 273617), L. sativa (Colorado a Sabine), L. saligna (09-H58-1013)
a L. virosa (LVIR/50).

Nejméné Castou byla interakce inkompatibilni, odpovidajici stupni napadeni
kategorie avirulentni (A), ktera v roce 2013 pfedstavovala 11,8 % interakci a v roce
2014 pouze 9,6 % interakci. V nejvétSi mife byla tato reakce zaznamenana
na stejnych rostlinach jako v pfipadé stfedné virulentni kategorie. Ani v jednom roce

vSak pfi zadné interakci nebyla zaznamenana hodnota %maxID = 0.

Tabulka 4: Zastoupeni kategorii stupnid virulence G. cichoracearum pfi interakcich

s diferenciaénim souborem v roce 2013 a 2014.

Rok Pocet
i i 0 0, 0
testovani izolata 2. interakei V1%l MV %] Al%]
2013 14 161 73,3 14,9 11,8
2014 12 156 73,1 17,3 9,6

Legenda: V........ virulentni
MYV ....Casteéné virulentni
A ... avirulentni
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Vysledky interakci G. cichoracearum s diferenciaénim souborem 13 genotypu
rodu Lactuca v roce 2013 a 2014, s pfislusnou kategorii stupné virulence,
jsou uvedeny v Tabulce 5 a 6. Ani v jednom roce nebyl nalezen izolat,
ktery by vykazoval virulentni reakci sou¢asné na vSech 13 genotypech. Kazdy izolat
vzdy poskytnul alespon jednu stfedné virulentni reakci, jak tomu bylo napfiklad
u 6 nejvice virulentnich izolatl (5 v roce 2013 a 1 v roce 2014): 4/13, 9/13, 10/13,
14/13, 22/13 a 38/14. Bylo vSak zaznamenano i 7 dalSich vysoce virulentnich izolatu
(3 v roce 2013 a 4 v roce 2014), které vykazovaly 2 — 4 stfedné virulentni reakce
a zadnou avirulentni reakci. Jako nejméné virulentnich bylo zaznamenano 7 izolatl
(4 v roce 2013 a 3 v roce 2014): 3/13, 12/13, 18/13, 21/13, 37/14, 39/14, 40/14.
U ostatnich izolatd byla pozorovana variabilita v zastoupeni jednotlivych reakci.
Zastoupeni kategorii stupnu virulence jednotlivych izolatl pochazejicich z roku 2013

a 2014 je znazornéno v Grafu 1 a 2.
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Tabulka 5: Vysledky interakci izolati G. cichoracearum se 13 genotypy rodu Lactuca v roce 2013.

Izolat G. cichoracearum a kategorie stupné virulence

Genotyp rodu Lactuca 313 413 513 713 913 1013 1113 1213 14/13 18/13 19/13 21/13 22/13 23/13

L. serriola (LSE/57/15) \Y \% \% \% \% \% \% \% \% \% \% Vv \% \%
L. serriola (Pl 273617) - \% \% \
L. sativa Hilde x L. serriola X X X X X
L. sativa Capitan \Y, \Y, Ve \Y, \Y
L. sativa Colorado _ Ve \% Y, \Y, \Y,
L. sativa Argeles \Y, X \Y, \% X \Y \Y \Y
L. sativa Sabine - X \Y, - \Y, \Y \Y \Y
L. sativa UCDM2 \Y Vv Vv \Y Vv \Y \Y, \Y,
L. sativa Cobham Green \Y Vv Vv \Y Vv \Y \Y, \Y,
L. saligna (09-H58-1013) - \Y, \Y, - \Y, \Y \Y \Y
L. saligna (09-H58-1010) \Y X \% \ \% \ \% \%
L. virosa (LVIR/50) - - \ \% \ \% \%
L. virosa (09-H58-998) \ \% \% \Y \% \%
Legenda: A .......avirulentni

MV......Easte€né virulentni

Vi virulentni

L nekréza (chybéjici data)

o ... hypersenzitivni reakce



Tabulka 6: Vysledky interakci izolatu G. cichoracearum se 13 genotypy rodu Lactuca v roce 2014.

Izolat G. cichoracearum a kategorie stupné virulence

Genotyp rodu Lactuca 25/14  30/14 3114 32/14 34/14 37/14 38/14 39/14 40/14 4214 50/14  164/14*

. serriola (LSE/57/15) Y Y, \% \% Y, Vv \% \Y, \Y, \Y \Y \Y

\ \

. sativa Hilde x L. serriola \/

. sativa Capitan -

. sativa Colorado

. sativa Argeles

. sativa Sabine

. sativa UCDM2

. sativa Cobham Green
. saligna (09-H58-1013)
. saligna (09-H58-1010)
. virosa (LVIR/50)

rrr r r - - r-rrrr
< < < < < < < < <
< < < < < < < <
< < < < < < < <

. virosa (09-H58-998)

Legenda: A .......avirulentni
MV......Eastecné virulentni
Vi virulentni
o ... hypersenzitivni reakce
e izolat pochazejici z L. sativa
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Graf 1. Zastoupeni kategorii stupiu virulence u izolatl G. cichoracearum testovanych

v roce 2013.
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Graf 2: Zastoupeni kategorii stupiu virulence u izolatl G. cichoracearum testovanych

v roce 2014.
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Mezi rostlinami daného genotypu, respektive kultivaru, nebyly mezi rokem
2013 a 2014 pozorovany vyznamné rozdily v zastoupeni jednotlivych kategorii reakci
k izolatum, ve vétdiné pfipadd byl podil rezistentni (R), stfedné rezistentni (MR)
anachylné (S) reakce u danych kultivari podobny. Nejvétsi variabilita byla
zaznamenana pouze u L. sativa (Cobham Green), ktery v roce 2013 poskytnul pouze
nachylné reakce, v roce 2014 bylo pozorovano i zastoupeni stfedné rezistentni
arezistentni reakce. V roce 2013 se i pfes opakovani experimentu
nepodafilo ziskat dostateCné mnozstvi vysledkl interakci mezi izolaty a genotypem
L. sativa Hilde x L. serriola, protoZe po inokulaci dochazelo k rychlé nekrdze pletiva
listovych disku, coz vedlo k rychlému utlumu rozvoje a naslednému odumfeni izolatu
jesté pred zavéreCnym hodnocenim. Nicméneé v roce 2014 vykazoval tento genotyp
vysokou nachylnost k infekci, kdy byla zaznamenana nachylna reakce
v 11 pfipadech ze 12 interakci. Kvuli rychlé nekroze pletiva byl v roce 2013 ziskan
nizsi pocet vysledku interakci i u L. sativa (Argeles), ale v tomto pfipadé byl ziskan
dostateCny pocCet dat k porovnani vysledkld interakci, pficemz v obou letech
byl genotyp vysoce nachyiny.

Variabilita virulence izolatd G. cichoracearum na rostlinach stejného
genotypu, ale odliSného kultivaru, byla zaznamenana u vSech &tyf genotypu, v ramci
L. sativa prfedevSim mezi L. sativa (Sabine) vs. L. sativa (Argeles a UCDM2).
Zastoupeni jednotlivych kategorii reakce diferenciaéniho souboru k izolatim v roce

2013 a 2014 je znazornéno v Grafu 3 a 4.
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Graf 3: Zastoupeni kategorii reakce diferenciaCniho souboru 13 genotypu rodu Lactuca

ke 14 izolatim G. cichoracearum v roce 2013.
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6. Diskuze
V ramci praktické cCasti predlozené bakalarské prace byla v roce 2013

a 2014 sledovana patogenni variabilita padli ¢ekankového (G. cichoracearum)
na diferenciaCnim souboru genotypu rostlin rodu Lactuca. Dulezitym pfedpokladem
k provadéni experimentl bylo sestaveni diferenciacniho souboru, ktery by poskytoval
variabilni reakce rostlin k izolatim patogena. Soubor byl sestavovan postupné
v pribéhu Ctyr let (2005 — 2008), pfiCemz v roce 2005 zahrnoval pfevazné genotypy
L. serriola, v roce 2006 byl rozSifen o genotypy L. sativa a hybrida L. sativa x
L. serriola, v roce 2007 jesté o genotypy L. saligna a L. virosa a v roce 2008 se jeho
sloZeni ustalilo na 13 genotypech rodu Lactuca, respektive jejich kultivarech (Lebeda
et al., 2012a), jejichz seznam je uveden v Tabulce 3.

Obecné byla vétsina izolatd G. cichoracearum v roce 2013 a 2014 virulentni
av obou letech bylo pozorovano podobné zastoupeni virulentnich, stfedné
virulentnich a avirulentnich izolatd, pficemz v roce 2014 bylo celkové zastoupeni
virulentnich a stfedné virulentnich nepatrné vysSi. Ani v jednom roce vSak nebyl
pozorovan izolat, ktery by byl virulentni na vSech 13 genotypech. Naproti tomu
ve studiich zabyvajicich se variabilitou G. cichoracearum, sbiraného na pfiblizné
stejném Uzemi, v pfiblizné stejném ¢asovém rozmezi (hlavné v srpnu) a testovaného
na stejném diferenciaénim souboru, Lebeda et al. (2012b) zaznamenali v letech 2008
— 2010 celkem ftfi izolaty, které byly virulentni ke vSem genotypum ze souboru (jeden
v roce 2008 a dva v roce 2010). Ve stejné studii byly také, narozdil od vysledku
zjisténych v této praci, zaznamenany pomérné zfetelné rozdily v zastoupeni
kategorie virulence (V) uizolatd pochazejicich ze sbéri z jednotlivych let, pfiemz
nejvice byla tato kategorie pozorovana v roce 2010 a nejméné v roce 2009.
Zastoupeni jednotlivych kategorii stupriti virulence z roku 2013 a 2014 je nejvice
podobné zastoupeni kategorii z roku 2010. Virulence G. cichoracearum
pochazejiciho z podobného geografického uzemi se tedy mlze v riznych letech lisit
a vykazovat odlisné zastoupeni reakci.

VétSina izolatl z roku 2013 a 2014 pochazela z planych populaci L. serriola
z Gzemi Moravy a Cech, ale v roce 2014 byl testovan jeden izolat (164/14)
pochazejici z kulturniho salatu L. sativa a zaroven z odliSného uzemi, konkrétné
z Nizozemska. Virulence tohoto izolatu byla vysoka, a to ke vSem genotypim

z diferenciacniho souboru témeér stejné, ale srovnatelna s virulenci jinych izolatd,
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pochazejicich z L. serriola z Ceské republiky (napfiklad s izolatem 25/14). Vysledky
dfive provedeného testovani (v roce 2006) variability izolatu G. cichoracearum
pochazejiciho z L. sativa, opét provedeného na diferencianim souboru genotypu
rodu Lactuca, vSak odhalily, Ze tento izolat byl virulentnéjSi na kultivarech genotypu
L. sativa, nez tomu bylo u izolatd z L. serriola, protoZe rostliny vykazovaly vice
nachylnych reakci (Mieslerova et al., 2009). Z téchto vysledku vyplyva, Ze virulence
G. cichoracearum k rGznym genotypum rodu Lactuca se tedy zfejmé muze
liSit i v zavislosti na tom, z jakého genotypu hostitelské rostliny izolat pochazi,
ale k ovéfeni tohoto predpokladu je potfeba provedeni vétSiho poctu interakci
diferenciaéniho souboru s izolaty pochazejicimi z L. sativa.

Vysledky testovani patogenni variability G. cichoracearum v roce 2013 a 2014
vypovidajici o rasové specifité patogena, ktera byla potvrzena jiz v prfedchozich
studiich (Cesnekova, 2008; Lebeda et al., 2012b). Zastoupeni pfislusnych reakci
rostlin z diferenciaéniho souboru (rezistentni, stfedné rezistentni a nachylna)
ke G. cichoracearum bylo v roce 2013 a 2014 u rostlin stejnych kultivard velmi
podobné, az na reakce u genotypu L. sativa (Cobham Green), ktery byl pfi testovani
v roce 2013 vysoce nachylny ke vdem izolatim, ale v roce 2014 poskytnul i stfedné
rezistentni a rezistentni reakci. Obecné se vSak jedna o znacné& nachylny kultivar,
byly zaznamenany v naprosté vétSiné pfipadd nachylné reakce. Vysledky reakce
genotypu L. sativa (Sabine) ziskané v pfedlozené praci, kdy byly nachylné reakce
pozorovany zhruba jen k poloviné vSech izolatu, se liSi od reakci z roku 2008 a 2010
(Lebeda et al., 2012b), kdy byly zaznamenany pfevazné reakce nachylné.
Patrné zastoupeni rezistentnich i stfedné rezistentnich reakci u L. sativa (Sabine)
v8ak v roce 2006 a 2007 zaznamenala také Cesnekova (2008), proto Ize usuzovat
na fakt, Zze L. sativa (Sabine) patfi spiSe ke stfedné rezistentnim kultivaram,
i kdyZ se nejedna o bezprostfedné dullezity zdroj rezistence.

U genotypu L. sativa Hilde x L. serriola, u kterého se v roce 2013 nepodafilo
z duvodu rychlé nekrozy listovych diskl ziskat dostate¢né mnozstvi vysledku reakci,
Ize podle vysledk( této prace z roku 2014 a prace Cesnekové z roku 2005 a 2006
(Cesnekova, 2008) obecné zhodnotit tento genotyp jako stfedné rezistentni, v praci

Lebedy et al. (2012b) se vSak genotyp jevil spiSe jako nachyiny.
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Porovnanim vysledku reakci genotypu ziskanych v pfedlozené praci s praci
Cesnekové (2008) a Lebedy (2012b) Ize usuzovat, Zze L. serriola (LSE/57/15),
L. sativa (Argeles, Capitan, UCDM2 a Cobham Green) jsou obecné vysoce nachylné
a mezi stfedné rezistentni lze zaradit genotypy: L. serriola (Pl 273617), L. sativa
(Colorado a Sabine), L. saligna (09-H58-1013) a L. virosa (LVIR/50). Univerzalné
rezistentni genotyp dosud nebyl pozorovan v Zadnych experimentech.

Rezistenci salatu, ziskaného kfizenim nachylného genotypu L. sativa (Salinas)
s nachylnym genotypem L. serriola (UC96US23), ke G. cichoracearum hodnotili
studiem lokusu kvantitavnich znakd (QTL, Quantitative Trait Loci) ovliviiujicich
rezistenci Simko et al. (2014), ktefi dosli k zavéru, ze i nachylné genotypy salatu
mohou obsahovat alely zodpovédné za rezistenci a rostlinou jsou vyuzivany pouze
v omezeném Casovém obdobi. Ve stejné studii byl k hodnoceni rezistence salatu
proveden také polni pokus s 80 kultivary salatu z Sesti ristovych typa ve skliziiové
zralosti (maslovy, kifehky, Ffimsky, listovy, olejovy a stonkovy), pficemz nejméné
rezistentni byly salaty kiehkého (crisphead) typu a nejvice rezistentni salaty listového
(leaf) a maslového (butterhead) typu.

Studium patogenni variability G. cichoracearum na zastupcich nejen
z kulturnich, ale také z planych populaci rostlin rodu Lactuca, a pozorovani reakci
rostlin k napadeni patogenem, je dullezitym predpokladem k nalezeni odolnych
genotypu &i kultivart rostlin vyuzitelnych ve Slechtitelstvi a k naslednému péstovani
salatu odolného vuci padli ¢ekankovému (G. cichoracearum), coz je prozatim

nejefektivnéjSi zplsob ochrany rostlin pfed infekci patogenem.
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7. Zavér
V teoretické casti predlozené prace bylo popsano padli Cekankové

(Golovinomyces cichoracearum) a uvedeny metody pouZzivané ke studiu variability
padli.

Prakticka Cast prace byla zaméfena na testovani celkem 26 izolatld padli
(G. cichoracearum), pochazejicich ze sbérl provadénych v roce 2013 a 2014
pfevazné na Uzemi Moravy a vychodnich Cech, a testovanim jejich patogenni
variability na diferencianim souboru 13 genotypl rostlin rodu Lactuca metodou
listovych diskl. Izolaty se svou virulenci liSily a byla pozorovana rasova specifita
izolatd k jednotlivym genotyplm rodu Lactuca. Zastoupeni kategorii stupfiti virulence
patogena i reakci hostitelskych rostlin se mezi obé&ma roky liSilo jen malo.
Za oba roky nebyl pozorovan izolat virulentni ke vdem rostlinam z diferenciacniho
souboru zarovenn ani kultivar rostliny odolny zaroven ke vSem izolatlim,
ale jako stfedné rezistentni se jevily genotypy: L. serriola (PlI273617), L. sativa
(Colorado a Sabine), L. saligna (09-H58-1013) a L. virosa (LVIR/50).

Studium patogenni variability G. cichoracearum na rostlinach rodu Lactuca
muUze prinést dulezité poznatky o pfitomnosti rezistentnich genotypu ¢&i kultivart
salatu, které by bylo mozné vyuzit ve Slechtitelstvi a nasledné k doposud nejucinnéjsi

obrané salatu proti infekci padli, tedy k péstovani odolnych odrid salatu.
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9. Priloha

Obrazek 1: Rozvoj mycelia G. cichoracearum na listech L. serriola (LSE/57/15)
(fotografie: K. Michalcova, 2013).

Obrazek 2: Hodnoceni stupné napadeni G. cichoracearum na listovych discich

14 dni po inokulaci (fotografie: K. Michalcova, 2013).



