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Souhrn

Rostlinné patogeny @iteme dlit do raznych kategorii na zakladrady
kritérii. Jednim z nich je strategie ziskavani goyr Biotrofni patogeny ziskavaji
Ziviny z Zivych bugrk hostitelské rostliny. ProtoZe napadaji celadu rostlin ¢etrg
vyznamnych plodin, m& studium jejich interakci sstitelem velky vyznam nejen
pro pochopeni jejich Zivotniho cyklu, algedevSim pro moznost naléztinné
obranné mechanismy protinmito patogeaim. Teprve nedavno se vyzkum interakce
hostitel-patogen hlowi zanxiil na zneny v primarnim metabolismu hostitele a na
jejich priciny. V predkladané praci byly studovany &my ve fotosyntéze napadené
rostliny zpisobené biotrofnimi patogeny. Konkrétbyly sledovany dva biotrofni
patogeny -Bremia lactucaeRegel (rasa BL 16) Zgobujici plisé salatovou a
Oidium neolycopersidpisobujici padli rajatove.

Suspenzea. lactucaebyla aplikovana na listové disky nachylného gepoty
salatu Lactuca sativaL. cv. Cobham Green. Pdirtactidenni inkubaci i dvou
swtelnych intenzitach byly sledovany #Zny ve fotosyntéze iepdevsSim pomoci
meieni chlorofylové fluorescence. U nachylného genotgplatu napadeného plisni
salatovou doslo k poklesu obsahu fotosyntetickyigmpnti, poklesu maximélniho
kvantového vyiZku fotochemie fotosystému I, inhibici elektronteétransportu a
naristu nefotochemického zhaseni. Pokud byly 24 hoted pnokulaci listové disky
oSeteny fytohormony ze skupiny cytokinin- benzylaminopurinem ameta-
topolinem, bylo zaznamenano pétai sporulace patogenu. AvSak dlouhagj$ib
pasobeni cytokinifi na listové disky vedlo k podobnym Znam fotosyntetickych
parameti, jaké zpisobila v neoSéenych listech sama infekce.

Pavodce padli rajatového Oidium neolycopersicibyl aplikovan na dva
genotypy rajete — nachylnylLycopersicon esculenturov. Amateur a $édre
rezistentni Lycopersicon chmielewskiV pribéhu prvnich deviti dni po inokulaci
byly pomoci chlorofylové fluorescence a gazome#giuk néreni sledovany zgmy
ve fotosyntéze. Napadeni patogenemsppilo u obou genotyppouze minimalni
inhibici fotosyntetickych procés OSefeni rostlin nachylného genotypu deife
teplotnim Sokem (40,5°C, 2 hod) aplikovanyried inokulaci vedlo ke zvySeni

nachylnosti rostlin k padli régtovému, coz se projevilo urychlenim zasychani a



opadu listt a inhibici fotosyntetickych procésU stedre rezistentniho genotypu
Lycopersicon chmielewskieplotni Sok nezisobil vyznamné zgmy v rezistenci
rostliny.

Predpokladame, Ze ve studovanych modelovych systénpsechzngny ve
fotosyntéze hostitélbéhem infekce spojeny s inhibici Calvinova cykluigpbenou

naristem aktivity invertazy a naslednou akumulaci dsitiniv infikovaném pletivu.

Vysledky prezentované v této praci byly ziskaryipSeni vyzkumného zé&mu ¢.

MSM 6198959215 s nazvem "Variabilita slozek a iakef v rostlinném
patosystému a vliv faktar prostedi na jejich projev", granté. 522/08/H003
s ndzvem "Integrace doktorskych studii biochenustlinné fyziologie a biofyziky"
a projektu OP VaVpl "Centrum regionu Hana pro hibtelogicky a zerdelsky

vyzkum" (ED0007/01/01).



Abstract

Plants pathogens could be divided into many categdrased on different
markers. One of them is based on the feeding giratiotrophic pathogens are
dependent on the host live cells as a source oftlrgents. This type of pathogens
uses wide range of plants including important cr&us studying of these pathogens
and their interactions with the plants are essentinonly for knowledge about their
lifestyle but also for the possibility to find effi&ve protection of the host plants.
Recently more attention has been paid to alterstadmprimary metabolism of host
plants induced by pathogenesis and their causes. Wbrk is focused on the
investigation of changes in host photosynthesisseauby biotrophic pathogens.
Specifically two pathogens were studyinBremia lactucaeRegel (race BL 16) and
Oidium neolycopersici

B. lactucaesuspension was applied on the leaf discs of theegtible lettuce
genotypelactuca sativaL. cv. Cobham Green. Changes in photosynthesig wer
studied mainly by the chlorophyll fluorescence inggafter thirteen days-long
incubation under two intensities of illumination.edction in photosynthetic
pigment content, decrease of the maximum quantueid yof photosystem Il
photochemistry, inhibition of electron transporidaincrease in non-photochemical
guenching was noticed in the leaf discs infectedBbhlactucae.Applications of two
cytokinins — benzylaminopurine andhetatopolin 24 hours before inoculation
retarded the pathogens asexual reproduction. Howéwmeg-lasting treatment of
healthy tissues by cytokinins caused similar changehotosynthetic parameters as
infection.

Two tomato plants genotype — susceptihlgcopersicon esculenturav.
Amateur and moderately resistangcopersicon chmielewskwere inoculated by
Oidium neolycopersici.Changes in photosynthesis parameters measuredyrbgi
chlorophyll fluorescence imaging and £€&xchange measurement were investigated
during first 9 days after inoculation. In both ggmes infection caused only minimal
inhibition of the photosynthetic processes. Heatekhtreatment of the susceptible
tomato plants right before inoculation (40,5°C,dlts) led to increase of the plant

susceptibility which was associated with acceleratdoroses/necroses development

10



and defoliation and also inhibition of the phota$watic processes. There were no
remarkable changes in plant resistance of the matelgrresistant genotype caused
by heat-shock pre-treatment.

We hypothesise that the changes in hosts photassistin the studied plant-
pathogen interactions are associated with Calviclecynhibition caused by the

increase of the invertase activity following byiastates accumulation.

The work was supported by the following grantsingmro. MSM 6198959215 from
the Ministry of Education, Youth and Sport of theeCh Republic, grant no.
522/08/HO03 from the Grant Agency of the Czech Répwand project Centre of the
Region Hana for Biotechnological and AgriculturesBarch (ED0007/01/01).
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1. Prehled problematiky

Pojem patogen oztiaje buréeny ¢i neburgcny organismus, ktery #igobuje
chorobu na jednom nebo vice hostitelich. Rostlpe®geny pouzivajiizné Zivotni
strategie, podle kterych jettbeme dlit do nékolika kategorii. Podle Zigsobu vyzivy
se patogenydi na biotrofni, hemibiotrofni a nekrotrofni. Zam biotrofni zfisob
vyzivy vyZaduje Zivé hostitelské bkly, na ®Z je patogen nuitné vazan,
nekrotrofni patogeny nejive hostitelské hitky usmrti a naslednz nich ziskavaji
Ziviny. Mezistugiem jsou hemibiotrofni patogeny, u nichz sédm Zivota mohou
objevit oba zpsoby vyzZivy: nejprve Ziji jako biotrofové a s pgstyici infekci se
meéni na nekrotrofy¢i saprotrofy, kter&erpaji anorganické latky z rozloZzené nebo
oduntelé organické hmoty rostlin a Zisicha (Ashby 2000).

Rostliny jsou w¢i vétSing rostlinnych patogen imunni a pouze &&i uzké Skale
patogeri jsou nachylné (Dangl a Jones 2001). Sp&uiist vztahu hostitel — patogen
Ize cElit do dvou zakladnich tyip— inkompatibilita (nehostitelska rezistence, kdg |

0 naprostou nestitelnost rostliny a mikroorganismu) a kompatibiliaostitelska
rezistence/nachylnost). Kompatibilni interakceimena specifickymi mechanismy a
casto je spojenda s morfologickymi, anatomickymi atabelickymi znménami

v hostitelské rostlit Behem €chto interakci byva zatizen energeticky metabolsmu
rostliny, ktery musi pokryt zvySenou speitu energie rostliny vigledku aktivace

obrannych reakci a ¥ipad rozvoje patogenu i jeho energetické naroky.

1.1. Vliv biotrofnich patogeni na hostitele
Biotrofni houby paf mezi ekonomicky vyznamné patogeny, protoze

zpasobuji velké ztraty u kulturnich rostlin. Jejichdrakce s hostitelem vyvolavaji
celou kaskadu biochemickych, fyziologickych a mtofickych proces, jez se
mohou projevit iznymi zpisoby v zavislosti na druhu patogenu i hostitelei¢ftra
kol. 1995a, Scholes a Rolfe 1996, Chou a kol. 208@zdilné jsou jiz zakladni
mechanismy napadeni hostitele. ZatimcétSwma tym padli napada pouze
epidermalni biiky hostitelské rostliny, ze kterych préedinictvim haustoriterpa
Ziviny, rzi nebo plis&é oproti tomu napadaji kroepidermalnich busk i bunky
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mezofylu a pochev cévnich svdiz&a maji tak pim¢jSi pristup ke zdroji zZivin. Eesto
existuji ukité podobnosti ve vyvoji infekce uiznych druli biotrofnich patogeina
jejich hostiteli a zneény v jednotlivych procesechtbem vyvoje patogenu vykazuji u
raznych systérinfadu shodnych znaék

Veskeré zrmeny zpisobené interakci hostitel-patogen jsou energeticky
narané (Essmann a kol. 2008). Biotrofni patogeamdstavuje pro hostitelskou
rostlinu dalSiho spétbitele energie, potazmo asimilatkteré vyuziva pro sy
vyvoj. DalSi naiist spoteby energie je spojen se snahou rostliny spustinie
reakce. Dochazi ke zZmam ve tvord asimilati, jejich transportu a distribuci
(Walters 1985, Hall a Williams 2000). Z vySe uvegsn divoda hraje @i napadeni
rostlin biotrofnimi patogeny velmiideZzitou roli fotosyntéza.

Obecré lze ftici, Ze patogeny Zsobuji pokles rychlosti fotosyntézy v
napadenych organech a az na vyjimky vibghu infekce rychlost fotosyntézy
postupr klesa. Pokles rychlosti fotosyntézy s rozvojemrobyg zaznamenali n&p
Tang a kol. (1996), kié studovali vliv biotrofni rzi Albugo candidana listy
Arabidopsis thalianga nebo Moriondo a kol. (2005) vripac vinné révy Vitis
vinifera) napadené plisriflasmopara viticolaTaké napadeni ovsa\ena sativd..)
biotrofnim patogenemPuccinia coronatavedlo k vyraznému poklesu rychlosti
fotosyntézy s rozvojem infekce (Scholes a Rolfe5)99edenéct dni po inokulaci
doslo k poklesu rychlosti fotosyntézy na 13% hogirmatravych lisk. Manter (2002)
pozoroval pokles maximalniho kvantového &zju fotochemie fotosystému Il v
infikovanych jehlicich semeiiu douglasky Pseudotsuga menziésipatogenem
Phaeocryptopus gaeumanniRokles tohoto parametru byl pozorovan i v roatin
napadenych biotrofnimi houbanilbugo candida(Chou a kol. 2000) @&lumeria
graminis (Swarbrick a kol. 2006). Inhibice fotosyntézy tdujjla zaznamenana celou
fadou autak u niznych druli infikovanych rostlin (Gordon a Duniway 1982, Wrigh
a kol. 1995b, Lebeda a kol. 2008)i&m mize byt hned &kolik.

Béhem napadeniasto dochazi k redukci futiki listové plochy (Moriondo a
kol. 2005): u ®kterych tym biotrofnich infekci je povrch napadenych digiokryt
myceliem (Yurina a kol. 1996), coz snizujéjem fotosynteticky aktivniho zéni.
Dale ¢asto dochazi ke vzniku chloréz a nekr6z a to jakaehylnych, tak u
rezistentnich rostlin, cozZ e vést az k opadu lista tim ztr& asimilujici listove
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plochy. U rekterych patogein byl naopak zaznamenan vznik tzv. zelenychuwkir
(Allen 1942, Scholes a Farrar 1985, 1986, Roberi&/adters 1988), ve kterych
dochazi k akumulaci chlorofyl Ty vSak nemuseji byt fotosynteticky aktivni (Alle
1942). | ve struktie uvnit listt miZe dochazet ke znam. Sfeni patogenu uvriit
hostitele byva spojeno s redukci ¢po chloroplasi a se zmnami jejich
ultrastruktury, dochazi k poklesu obsahu fotosyeitgtaktivnich pigment (Ahmad

a kol. 1983, Scholes a kol. 1994, Tang a kol. 1Sfyri a kol. 1997) a k naslednému
snizeni pijmu swtelnych excitaci (Bechtold a kol. 2005). Nicrdémekteri autdi
zmeénu obsahu chlorofyl béhem napadeni nezaznamenali (Scholes a Farrar 1987).

Scholes a Rolfe (1995) uvgd Ze biotrofni patogeny mohou ovlivnit také
vymeénu plyni v listu. Toto tvrzeni koresponduje s pozorovanyrauvirdnim stomat
vlivem patogenu (Peterson a Aylor 1995), které viededukci vtoku C@ do listu
(Gordon a Duniway 1982, Manter a kol. 2002) a kedZzem intercelularni
koncentrace C®(Ayres 1976). Pokles asimilace ¢@aznamenali n&p Scholes a
Rolfe (1996) u lisi ovsa Avena sativd..) infilkovanéhoPuccinia coronataNaopak
Bassanezi a kol. (2002) nena&ih u lista fazole Phaseolus vulgaritL.)
infikovanych rziUromyces appendiculatusadné zrény ve stomatalni vodivosti a
transpiraci. S poklesem rychlosti fotosyntézy bywgbjen také nést respirace a
fotorespirace (Allen a Goddard 1938, Bushnell &eAlll962, Farrar a Rayns 1987,
Berger a kol. 2007). Nutno poznamenat¢dsté&ny podil na tomto néstu mize mit
i respirace samotného patogenu (Allen a Goddar8,1B3shnell a Allen 1962).

DalSi moznou ficinou inhibice fotosyntetickych reakciélbem rozvoje
infekce miZze byt pokles funknosti elektronového transportnihiettzce. V
nékterych pracich byl zaznamenan pokles rychlostiykleského elektronového
transportu (naip Scott a Smillie 1966, Montalbini a Buchanan 19vkagyarosy a
kol. 1976). Montalbini a Buchanan (1974) nebo Maggy a kol. (1976)
zaznamenali &hem napadeni rostlin bobwi€ia fabaL.) rzi (Uromyces viciae-
fabag a cukrovéiepy Beta vulgarisL.) padlim Erysiphe graminisDC) inhibici
necyklické fosforylace v izolovanych chloroplasteéale byl s rozvojem infekce
zaznamenan pokles obsahu komponent elektronovéhospwriniho rettzce
(Montalbini a kol. 1981, Holloway a kol. 1992, Std®a Rolfe 1996). Magyarosy a
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Malkin (1978) nantili pokles aktivity a obsahudhkolika cytochront (f, bs, bssoip,
bsgonp zhruba oftetinu v listechtepy infikovanych padlimErysiphe polygoni

Béhem fady interakci hostitel-patogen byl s poklesem nystil
fotosyntetického elektronového transportu d&GmR zaznamenan  nast
fotochemického i nefotochemického zhasSenétSimou v infikovanych listech,
piipadré v piimo napadenychastech listu (Koch a kol. 1994, Bechtold a kol. 200
Scholes a Rolfe (1996) pozorovali u lisbvsa Avena sativalL.) napadenych
patogenemPuccinia coronata pokles nefotochemického zhaseni v napadenych
¢astech, zatimco v neinfikovanych doslo k jehaistr @i rozvoji sporulace 8 dni po
inokulaci. Jedenact dni po inokulaci bylo nefotouleké zhaSeni zvySeno i
v zelenych osfivcich, tedy v mistech, ve kterych se vyskytovalaeatiym. Nekteri
autai pozorovali zndny ve fotosyntéze také v mistecliegahujicich infikované
regiony s viditelnymi symptomy (Luque a kol. 1989, Omari a kol. 2001). i¢sto
béhem napadeni biotrofnim patogeneniza funkinost fotosyntetického aparatu v
neinfikovanych¢astech rostliny istat beze z#n, piipadré mize v nenapadenych
castech dochéazet i k nigstu rychlosti fotosyntézy (Berger a kol. 2004).

Z téchto vysledk je patrny dalSi aspekt zm fotosyntézy u infikovanych
rostlin. Infikované listy byvaji heterogenni, majfikované a neinfikované oblasti a
zmeny ve fotosyntéze a metabolismu byvaji lokalni (iera kol. 2007), ifxéemz v
pribéhu ¢asu se jejich lokace éni (Scholes a Rolfe 1996, Chou a kol. 2000).
Heterogenita funknosti fotosyntézy v ploSe infikovanych listpietrvava i v
pokrctilych stadiich infekce, ve kterych je fotosyntéza yyrazré inhibovana
(Scholes a Rolfe 1996). Proto by se &remi fotosyntetickych paramétmelo
provadt s ohledem na heterogenitu tist rozliSovat napadené a nenapad&isdi.
Plosné mifici metody by mily byt doplrtny metodami, které jsou schopny
zaznamenat i lokalni vyvoj infekce a &ny hostitelskych procés K tomu je idedlni
pouziti metod r&icich fluorescenci chlorofylu v celé ploSe listutzv. metody
Lfluorescence imaging“ (Rolfe a Scholes 2010).

Jak jiz byloreceno, biotrofni patogeny jsou zavislé na hostiigliyZivaji jeho
sacharidy, aminokyseliny a anorganické Zziviny (Wtiga kol. 1995a). Houby
prijimaji z rostlin gredevsim hexo6zy a aminokyseliny (Voegele a kol. 2080itton a
kol. (1999) uvéadi jako hlavni zdroj energie proqun glukézuCastym jevem u
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infekci biotrofnimi patogeny jsou proto 2ny v metabolismu sachatidHwang a
Heitefuss 1986). \Wadk praci byly zaznamenany zmy ve sloZeni a translokaci
sacharid. Abood a Ldsel (2003) zjistili, ze 3 dny po ino&ail listh okurky Cucumis
sativusL.) houbouPodosphaera xanthidoSlo k velkému poklesu obsahu hexo6z a
naristu obsahu polysachatid- konkrétg a-glukani. Ale jiz 5 dni po inokulaci, kdy
zatala houba sporulovat, se pém zmenily a zatimco obsah glukézy riatal, obsah
sachardzy a glukdnklesal. Primarni nést obsahu glukana rychly pokles obsahu
monosachari@l vyswtluji zvySenou pdebou Zivin ped rmstem povrchového
mycelia a zviditelanim konidiofor. Nafist obsahu glukézy a fruktozy korelujici
s rozvojem sporulace zaznamenal i Hwang a HeitgfL836) u j€mene Hordeum
vulgare L.) napadeného padlinkrysiphe graminisf.sphorde) 2 az 4 dny po
inokulaci. Aked a Hall (1993b) potvrzuji Zmy v obsahu hexdz a sachardzy u
hrachu Pisum sativuni.) napadenéh&rysiphe pisi7 dni po inokulaci. Zgny ve
sloZeni Zivin jsou spojeny i se Znmou jejich translokace (Aked a Hall 1993a, Clark a
Hall 1998, Biemelt a Sonnewald 2006). ZvySebgsoin glukézy do listArabidopsis
thaliana infikovanych patogenerirysiphe cichoraceurmaznamenal Fotopoulos a
kol. (2003). GOtz a Boyle (1998) zaznamenali inbemzzmeény v metabolickém
poolu listi fazolu @haseolus vulgar)s infikovanych houbou Uromyces
appendiculatusObsah sachardzy v infikovanych listech klesal. Ndokoncentrace
glukdzy postup#é vzristala v mist napadeni, zatimco v okolnim pletivu dochazelo k
jejimu snizovani. Koncentrace fruktdzstavala po dobu patogeneze téistejna.

Z vySe uvedeného je patrné, Ze wlghu infekce biotrofnimi patogeny se
meéni zastoupeni jednotlivych typsacharid. Jednim z kbovych enzyni, které
reguluji toto zastoupeni, je invertaza, ktera rédil sacharézu na glukézu a
fruktdézu. ZvySeni obsahu glukozy a fruktdzy byiasto spojeno pré&vs nafistem
aktivity invertazy (Inman 1962, Aked a Hall 1993%/agner a Boyle 1995) a
invertdza tak m& vyznamnou rolii istribuci sacharitl v hostitelské rostli&nbéhem
napadeni patogenem (Voegele a kol. 2006).

Existuji ¥ druhy invertazy — invertaza lokalizovana v bameé stng, ve
vakuole a v cytoplazn(Fotopoulos 2005). Vifpact interakci hostitel-patogen se
meéni zejména aktivita invertazy lokalizované v Bémych sénach (Scholes a kol.
1994, Wright a kol. 1995b, Fotopoulos a kol. 2088itton a kol. 2007). \rad
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piipadi byla kthem interakce hostitel — biotrofni patogen zaznamanzvysena
aktivita invertazy (Chou a kol. 2000, Fotopouloka. 2003, Berger a kol. 2004,
Swarbrick a kol. 2006), ktera zpravidla korelujenaristem obsahu hexéz v
infikovanych listech (Mitchell a kol. 1978, Bremkal. 1986, Hwang a Heitefuss
1986, Zulu a kol. 1991, Heisteruber a kol. 199hdkes a kol. 1994, Wright a kol.
1995a).

Zmény v rozloZzeni a vyuZziti asimilat zpisobené interakci hostitele s
patogenem mohou #pobit zneény v aktivi fotosyntetickych procés(Scholes a
kol. 1994, Wright a kol. 1995b, Abood a Ldsel 200Bdpkles rychlosti fotosyntézy
v disledku infekce je u celi@ady patogein spojeny s ndistem invertazové aktivity a
s akumulaci hex6z (vehterych gipadech i sachardzy) v infikovanych listech (Tang
a kol. 1996). Zminy v distribuci sacharidmohou vyustit v inhibici Calvinova cyklu
(Gordon a Duniway 1982, Scholes a kol. 1994, Wrightol. 1995b) zfisobenou
poklesem aktivity a mnoZzstvi enzynCalvinova cyklu, pedevSim enzymu Rubisco
(Gordon a Duniway 1982, Walters a Ayres 1984, Higa kol. 1985, Scholes a kol.
1994, Wright a kol. 1995b, Tang a kol. 1996), aibidi swtelnych reakci
fotosyntézy v tylakoidni membran(Magyarosy a kol. 1976, Moll a kol. 1995).
Akumulace sacharidmiZze také potlét expresi fotosyntetickych gén(Heisteruber
a kol. 1994, Scholes a kol. 1994, Wright a kol. 39XKeutgen a Roeb 1996).

V devadesatych letech dvacéatého stoleti tak bytaldad téchto poznati
vytvoien model interakce metabolismu hostitele a patod&choles a kol. 1994,
Tang a kol. 1996). Tento modeteglpoklada, Ze nast invertazové aktivity vede k
akumulaci rozpustnych sachatid/nebo ke z&nam v toku &chto sacharidl ProtoZze
sacharidy maji vliv na expresi mnoha rostlinnychigékoch 1996), mohou byt tyto
zmeény pricinou aktivace signalnich cest vedouci k pwmld exprese
fotosyntetickych gein a tim k inhibici rychlosti fotosyntézy v infikovgoh listech
(Chou a kol. 2000). Krapp a kol. (1993) zaznamengtiazny pokles obsahu
transkripfi geni rbcS (gen pro malou podjednotku enzymu Rubiscal, (@en pro
chlorofyl a/b vazajici protein) a atp{gen pro podjednotku ATPasy) pdigani
glukbézy do suspenze b&imé kultury Chenopodium rubrumJang a Sheen (1994)
ukazali, Ze exprese fotosyntetickych géa potla&ena akumulaci sachatidzejména
glukdézy a fruktozy. Berger a kol. (2007) i Chou @.K2000) zaznamenali nést
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obsahu hexdz a seasre inhibici exprese fotosyntetickych gerstejreé tak jako genu
rbcS (gen pro malou podjednotku enzymu Rubisc@ragab (gen pro chlorofyl a/b
vazajici protein).

Berger a kol. (2004) uvég, Ze potl&eni exprese fotosyntetickych dgefe
jednou z obecnychifin ovlivnéni metabolismu hostitelské rostlinyi patogenezi.
Nicmére predpokladaji, Ze zémy ve funkinosti fotosyntetického aparatuwehem
interakce hostitele s patogenem nemuseji byt énatgicinéné pouze inhibici
fotosyntetickych geiy neba@ vétSinou hostitelské rostliny reaguji na napadeni
rychleji, nez se mohou udat Zny v expresi gein Scholes a kol. (1994) vyslovili
hypotézu, Zze akumulace sachérichize mit vedle nefmé a déle trvajici cesty
zpétnovazebné inhibicefpmy efekt na limitaci anorganického fosfatu nutngiro
tvorbu ATP. Zda se tedy, Zze #ny ve funknosti fotosyntézy jsou tdledkem

kombinace #kolika aspeki.

1.2. Role cytokinini béhem interakce hostitel-patogen

Rostlinné hormony maji obe&nvelky vyznam viad proces v rostling.
Jejich @isobeni neni Gzce specifické a mohousgbovat mnoho odliSnych efékt
Zarovei je jejich pisobeni sild zavislé na jejich aktivit lokalizaci a také na
ponerném zastoupeni jednotlivych hormionV reakci na biotické a abiotické
stresoveé faktory se ime nenit jejich mnoZstvi a zastoupeni (Serezhkina a kol.
2004). Také #hem napadeni rostliny patogenem hraje roli ¢alda rostlinnych
hormoni, jak i obrannych reakcich rostliny, takipyvoji patogenu (Yarullina a
kol. 2001). Mezi nejvyznan@si rostlinné déstové regulatory, které hraji roli v
pribéhu houbovych, bakterialnich a virovych chorob \liéch, pati cytokininy a
auxiny (Ashby 2000).

Cytokininy predstavuji skupinu rostlinnych hormigrktera byla objevena v
50. letech 20. stoleti (Strnad 1997). Podileji seregulaci dleni a diferenciaci
burgk. Hraji tak vyznamnou roliip fizeni vyvoje aistu rostlin. Mezi dalsi efekty
pati nag. vliv na vznik sekundarnich meristémdistribuci asimilai, mohou hrét
roli pti oddaleni senescence (Kbva a kol. 2006) nebo mohou zvySovat odolnost

rostlin vi¢i stresim a regulovat regeneraci rostlitada praci proto studuje zapojeni
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cytokinini béhem interakce hostitel-patogeniiggmz se nabizi otadzka, zda by
cytokininy mohly fungovat jako pragtdek ke zvySeni rezistencécvpatogerim.

Béhem napadeni a nasledného vyvoje patogenu doch&adtkzmen, ve
kterych jsou cytokininy zapojenyi€devsim jde o vliv na metabolismus rostlin, kdy
je poteba zajistit tok asimilat smérem k mistu napadeni, potazmo k patogenu.
ProtoZe rostlinné hormony maji vyznamny vliv na téyn, obsah, sloZzeni a
translokaci sacharid(Wingler a Roitsch 2008),fedpoklada se, Ze pravostlinny
metabolismus je ovlovan zménou slozZeni, koncentrace a toku cytokinia
asimilaty jsou tak transportovany do mista napa@@obper a Ashby 1998, Ashby
2000). Cytokininy totiz jednak reguluji aktivitu vartdzy (Walters a McRoberts
2006), maji ale také vliv na translokaci Zivin ddsta poteby. Bylo ukdzano, Ze
Ziviny jsou pednost® transportovany a shromdidvany v pletivu oSéeném
cytokininy (Ehness a Roitsch 1997), néliok asimilati probiha srrem k mistu s
vySSi koncentraci cytokinin

S akumulaci cytokiniin souvisi i vznik zelenych osivki: Thrower (1965)
povazuje vznik zelenych oftrika za vysledek fesunu asimildi hostitele do mist
napadeni. Je znamo, Ze exogenni aplikace cytdkiméto inokula biotrofni houby
muze znénit translokaci Zivin a tim vyvolat tvorbu zelenyastiivka (Liu a
Bushnell 1986, Murphy a kol. 1997, Ashby 2000). iodokjSi udrZzeni chlorofyl
v téchto ostiivcich oproti okolnimu pletivu (Angra a Mandahar 198ngra-Sharma
a Sharma 1999) 8&uci o zvySeném obsahu cytokiiinprotoZze cytokininy jsou
znamy svou schopnosti pattevat degradaci chlorofylu.ifmy naist koncentrace
cytokinind v misg zelenych ostivki zaznamenali n&p Angra-Sharma a Sharma
(1999). ZvySena koncentrace cytokiinia akumulace asimil@tv misg€ napadeni
zaji¥uje dostateny prisun Zivin pro patogen a tim jeho dalSi vyvoji@si (Angra-
Sharma a Sharma 1999). Vznikchito lokalizovanych mist @p poukazuje na
heterogenitu infikovanych ligf ktera je dlezitym aspektem ip studiu interakci
hostitel-patogen, jak bylo zmino v gredchozi kapitole.

Dulezitym faktorem p interakci hostitel-patogen neni jen &ma mnozstvi
cytokinind pii patogenezi, ale také zma zastoupeni jejichuznych forem. V
nékterych pracich dochazelo¢hiem patogeneze kigmené neaktivnich forem
cytokinina na formy aktivni. Bhem patogeneze také dochazi keszédm v obsahu
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dalSich komponent, které jsou préemenu forem cytokinid nezbytné. V mist
infekce bylo napp zaznamenano uv@vani enzymu R-glukosidaza, kteryepst
zeatin-O-glukosid — prekurzor aktivniho zeatinwgrigtse tak v mistinfekce tvdi
(Cooper a Ashby 1998). Cooper a Ashby (1998) dpdtilz Ze fada nekrotrofnich,
hemibiotrofnich i biotrofnich hub produkuje R-glkdazuin vitro. Obeci nejwtsi
3-glukosidazova aktivita byla pozorovana u nekffoich hub, coz &&jmeé souvisi s
tim, Ze tyto houby vyuZivaji celoiadu extracelularnich enzymb¢hem svého
nekrotrofniho distu. Velké mnozstvi R-glukosidaz vyskytujici seamibiotrofnich a
biotrofnich hub naopak poukazuje na specifickoukfuriohoto enzymu v ranych
fazich jejich patogeneze, rndgdad preruSeni obrannych rostlinnych mechanism
degradaci signalnich molekul jako jsou oligosaahafFaiss a kol. 1996). Dalsi roli
houbové [3-glukosidazy by mohlo byt pd#ai konverze cytokinin patogenu na
neaktivni formy (viz dale). Tim je zaj&ta dostaténa akumulace cytokininv misg
napadeni a naslednd translokace hostitelskych gofiebnych k vyvoji patogenu.

Béhem patogeneze hrajitlézitou roli i cytokininy produkované ifmo
patogenem, nelfotyto patogenni cytokininy mohourqustavovat zr@ou cast
cytokininové zasoby v infikované rostin(Cooper a Ashby 1998, Ashby 2000,
Talieva a kol. 2001) aipdevsim v ranych fazich infekcefifece nez nize dojit ke
zménam v zastoupeni hormdn hostitele) ovlivnit translokaci Zivin  uviiit
hostitelského pletiva (Ashby 2000). Cooper a Askib998) zjistili, Ze mycelium
hemibiotrofniho patogenwenturia inaequalis pé¢stované na médiu produkuje
cytokininy. VEtSi mnozstvi cytokinidh bylo produkovano mycelieméptovanym na
médiu s omezenym mnozstvim Zivin v porovnani s igicepsstovanym na médiu
s dostaténym mnoZstvim Zivin. K podobnym vysleitk dosgli i Murphy a kol.
(1997), kteéi omezenim Zzivin stimulovali produkci cytokiinhemibiotrofnim
patogenenPyrenopeziza brassica®chem patogennich interakci tedy vyznamnou
tlohu hraji prag mikrobialni cytokininy, pedevsim v fipact biotrofnich patogein
které jsou zavislé na Zivém hostiteli, a u kteryehsklon k produkci vlastnich
cytokinina vyrazrejSi nez u nekrotrofnich patogeiiMurphy a kol. 1997, Cooper a
Ashby 1998).
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Protoze zmina (natfist i pokles) obsahu a aktivity cytokitifbyla pozorovana
jak u nachylnych, tak u rezistentnich diulostlin, zda se, Ze stimulace nebo naopak
inhibice obrannych mechanisnje zavisla na koncentraci a @snych zminach v
zastoupenitiznych forem cytokinifi a také na pogmu obsahu cytokiniina ostatnich
rostlinnych hormot (Yarullina a kol. 2001). Beckman a Ingram (1994Jiklad
piedpokladaji, Ze cytokininy mohouimo ovliviiovat, resp. @nit rezistenci rostliny
vaci patogerim. Tuto problematiku proteeSi fada praci, nicménvysledky jsou
nejednotné. U interakci patogenu s nachylnymi tedstize obecn fici, Ze se
koncentrace cytokininv mis€ napadeni zvySuje oproti zdravym kontrolam, i kdyz
ne vzdy je tento nést vyrazny a mize byt doprovazen i dasnym poklesem. Nast
koncentrace cytokininv mist napadeni oproti okolnimu pletivu zaznamenalitnap
Angra-Sharma a Sharma (1999) u nachylného kultij@mene Hordeum vulgare
L. - kultivar DL-70) a kukiice (Zea mays —kultivar CM-600) infikovaného
nekrotrofni houbouPyrenophora teresrespektive Dreschlera maydis Narist v
endogennim obsahu cytokiiv praibéhu procesu napadeni sem&anachylného
kultivaru pSenice Triticum aestivurmL. kultivar Zhnitsa) biotrofni houboilletia
carieszaznamenal Maksimov a kol. (2002). B&trobsahu cytokiniinbyl patrny od
Sestého dne po inokulaci a naskedhem celého experimentujigemz vysledny
obsah cytokinif byl 1,8x vysSi nez u kontroly. Serezhkina a kaDd4) zkoumali
zmeny v obsahu cytokiniin v listech pSenice infikovanych padlinErgsiphe
graminisDC. f. sp.tritici). V nachylném kultivaru (soft wheat cultivar Rod)rbyl u
zdravé rostliny zaznamenan vySSi obsah cytokininporovnani s rezistentnimi
kultivary. Dva dny po inokulaci pak doSlo k pokleshisahu cytokinith az na 45%
pavodniho mnoZstvi. Nasledoval &pvny nafist gt dni po inokulaci, pcemz
hlavni zvySeni bylo zaznamenano v obsahu aktiarisfportni formy cytokininu —
zeatin ribosidu. ZvySeni obsahu cytokininavic odpovidalo obdobi, kdy dochazelo
k tvorke velkych sporulujicich kolonii patogenu. Yarullirsa kol. (2001) zjistili
pokles obsahu cytokininv korenech a velmi maly nést v listech u nachylného
kultivaru pSenice Triticum aestivumL. - odmida Moskovskaya 35) po inokulaci
korenovym patogenendelminthosporium sativum

Tyto vysledky potvrzuji, Ze patogen wipac kompatibilni interakce s
hostitelem vyuzZiva cytokinin k preprogramovani metabolismu hostitele a jeho
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nasledné vyuziti pro vlastni vyvoj aei. Navic mohou cytokiny i dalSimi cestami
napomoci patogenezi, coz nazoj vysledky z exogenni aplikace cytokifjnpri
které dochéazelo k inhibici aktivityékterych rostlinnych obrannych enzym nap.
chitinazy (Shinshi a kol. 1987), k inhibici syntéigoalexini (Beckman a Ingram
1994, Tamogami a kol. 1997) nebo tvorby reaktivriimem kysliku indukujicich
obranné reakce v rosttifMaksimov a kol. 2002).

Vysledky n&feni obsahu a aktivity cytokininbéhem napadeni rezistentnich
rostlin nejsou tak jednotné. éBem interakce hostitel-patogenube dojit k
vyraznému ndistu obsahu cytokinin Maksimov a kol. (2002) zaznamenali istr
obsahu cytokinih od Sestého dne po inokulaci semiddarezistentnino druhu
pSenice Triticum timopheeviZhuk) biotrofni houbolTilletia caries Narist obsahu
cytokinina byl rychlejSi a dosahl vysSich hodnot nez u poésamého nachylného
druhu. ZvySenou koncentraci cytokififak v kaenech, tak v listech pozorovali u
rezistentniho kultivaru pSenic@riticum aestivunlL. - odmida Zarya) infikovaného
kofenovym patogenerdelminthosporium sativudarullina a kol. (2001). Ot pak
rezistentni rostliny vykazovaly vySSi obsah cytakinoproti nachylné variast

Nektefi autdi naopak uvagi pouze slaby nast cytokinimi v pozdjSich
fazich infekce (Sziraki a kol. 1976, Talieva a kaD01). Rikladem niize byt
rezistentni kultivar pSenice (Aegilops line 95)9thfikovany padlim Erysiphe
graminisDC. f. sp.Tritici), ktery je sil odolny vi¢i penetraci patogenu. Hodnoty
obsahu cytokinidh zastaly stabilni. Slaby nast byl pozorovan az & dni po
inokulaci.

U nékterych systérin byl zaznamenan dokonce pokles v obsahu cytokinin
infikované ¢asti hostitele. Nap Angra-Sharma a Sharma (1999) zaznamenali u
rezistentniho kultivaru fanene Hordeum vulgare.. - kultivar PL-172) a kuktice
(Zea mays -kultivar CM-104) infikované nekrotrofni houbdeyrenophora teres
resp.Dreschlera maydispokles koncentrace cytokiriirv misg¢ napadeni vzhledem
k okolnimu pletivu. V listech kultivaru rezistentpgenice (Aegilops line 56/99u
n¢hoz po napadeni padlimErdysiphe graminisDC. f. sp. Tritici) probiha
hypersenzitivni reakce, doslo k postupnému poktsahu cytokinifi (Serezhkina
a kol. 2004). Pokles v obsahu cytokiiis postupentasu po inokulaci zaznamenali
tito autdi i u dalSiho kultivaru. Zde vSak Slo o tolerankuitivar pSenice Aegilops
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speltoidek-389) napadeny padlintE(ysiphe graminiC. f. sp.Tritici), ktery byva
pusobenim patogenu ovli¥n jen velmi malo a metabolismugistava prakticky
zachovany. Celkovy obsah cytokifimistal po inokulaci nezémény, nicmér doslo
ke znené obsali jednotlivych forem, kdy ndsstaly aktivni formy cytokinin. Paty
den po inokulaci pak doslo k poklesu celkového bhsatokinini.

SniZzeni obsahu cytokininmiZe byt sowasti signalnich mechanisnvedoucich k
rozpoznani patogenu a spirstobrannych procés(Angra-Sharma a Sharma 1999).
Serezhkina a kol. (2004) spojuji snizeny obsah kiyioi se spoushim
hypersenzitivni reakce a naslednou degradaci wdikého pletiva. Bktefi autdi
naopak za hormonalni reakci na napadeni patogeogazpji akumulaci cytokiniin

v infikovanych rostlindch, protoZe cytokininy hrajoli pti expresi rkterych
obrannych gein (Harding a Smigocki 1994)i pti syntéze alkaloidl (Maksimov a
kol. 2002). Yarullina a kol. (2001)fedpokladaji, Zze nést obsahu cytokiniin v
infikovanych rezistentnich rostlinachigpiva k intenzivni tvor® strukturélnich a
jinych obrannych proteiy které podporuji Gsi8nou obrannou reakci rostliny.
Maksimov a kol. (2002) vzhledem ke zvySeni obsahdokinini nejen u
rezistentnich, ale i nachylnych rostlin usuzuji, jggch syntéza je stimulovana

samotnym patogenem.

1.3. Vliv exogenni aplikace cytokinii na patogenezi

Jak vyplynulo z pedchozi kapitoly, rezistence rostlin do jisté ndopvisi se
zmeénami v obsahu, resp. v akti&icytokinini. Existuje gedpoklad, ze cytokininy
mohou stimulovat obranné rostlinné reakce, ktefi@ppvaji k potl&eni vyvoje
patogenu (Yarullina a kol. 2001). Ingram (1967¥tdji Ze kdyZ je patogenni kultura
zdsobena ditou kombinaci cytokinii a auxiri, miZze pletivo vykazovat rasev
specifickou rezistenci. Sarhan a kol. (1991) poukaaa to, Ze ziskana systémova
rezistence je spojena se zvySenym obsahem cytdkinnostlinném pletivu, kdy je
rezistence vyvolana preinokulaci rostliny nekrabigkhoubou. Bylo zjignho, Ze
exprese rezistence e byt v rostlig potlatena naistem pordru cytokinini k
auximim (Haberlach a kol. 1978Rada znalosti o vlivu cytokininna rezistenci

rostlin vi¢i patogemim a translokace metabdiije pritom vyvozovana ze studia
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vlivu exogenni aplikace cytokininna rostliny (Clifford a kol. 1986). Nabizi se pyot
otazka, zda by exogenni aplikace mohla ovlivnitblgt rezistenci a fungovat tak
jako obranny progedek pro rostliny.

V prvni fadé muze exogenni aplikace ovlivnitiipno vyvoj samotného
patogenu. Mishina a kol. (2002) se zabyvali studielmu exogenni aplikace
cytokinini na kliceni konidii. Intenzita kéieni konidii Erysiphe cichoracearurh sp.
phlogisbyla v disledku aplikace cytokininzvySena, ficemz efekt byl srovnatelny
u obou testovanych cytokinin- zeatin a kinetin, a obou testovanych koncen{faci
a 10 mg/l) a to jakn vivo na listech zahradniho flox®lilox paniculata hor}, tak i
na substratin vitro. Naopak v pipac padliErysiphe graminid. sp.hordeinentla
nizSi koncetrace na konidie aktéva efekt a v pipadt vysSi koncentrace doSlo k
lehkému potléeni kliceniin vivo na listech jémene (odida Maia). Potléeni kliceni
Erysiphe graminid. sp. hordeizaznamenala i Vizarova a kol. (1989). ¥pact in
vitro doslo vlivem aplikace zeatinu k m&tu kliceni konidii, zatimco u kinetinu
nebyla pozorovana Zadna vyraznaémm Ritomnost cytokinid u obou patogen
dale zfisobila snizeni pu normalnich apresorii a naopak pofiloabnormalni
rast zarodénych Kklicka (Mishina a kol. 2002). Potteni vyvoje haustorii
zaznamenali i Liu a Bushnell (1986) vigact Erysiphe graminiDC f. sp.hordei
oSetené kinetinem.

DalSim efektem exogenni aplikace cytokinije zmena translokace Zivin.
Bylo ukazano, Ze Ziviny jsour@dnosti transportovany a shromddvany v pletivu
oSeteném cytokininy (Mothes a Engelbrecht 1961). AkuawealZivin byva spojena s
tvorbou zelenych osivku, pricemz préa¥ lokalni aplikace kinetinu na listydmene
(Hordeum vulgarg znasobila efekt tvorby zelenych dstki (Angra a Mandahar
1991).

Nekteri autai se Bhem exogenni aplikace cytokiidirsetkali s potléenim
projevi infekce. Kiraly a Szirmai (1964)i Balasz a kol. (1976) ve svych pracich
ukazali, Ze exogenni aplikace kinetinu patfe vyvoj lokalnich lézi na tabaku, ktery
byl infikovan virem tabakové mozaiky. Stejny efdkyl pozorovan i u list, ve
kterych byl zaznamenan zvySeny obsah endogenntokioin (toto zvySeni bylo
vyvolano preinokulaci spodnich listostliny patogenem (Balasz a kol. 1976). Také
aplikace kinetinu na listy ¢enene infikované nekrotrofni houbo®ipolaris
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sorokinianavedla k potlaeni patu a velikosti nekrotickych lézi (Sarhan a kol.
1991). Barna a kol. (1985) také zaznamenali meadiyinost lish rajcat a kukdice
oSetenych kinetinem &i patogemim FusariumaHelminthosporium

Exogenw zvySené mnozstvi cytokinindokonce mize veést ke zgnam v
hypersenzitivni reakci. Liu a Bushnell (1986) zameaali urychleni hypersenzitivni
reakce wci Erysiphe graminisy listech j€mene Hordeum vulgare..) oSetenych
kinetinem, kdyZ byl zaznamenan dvojnasobek mrtiyehek v oSetenych listech.
Na druhou stranu existuji i prace dokladajici amya efekt exogenni aplikace
cytokinina na hypersenzitivni reakci hostitele. Beckman adng(1994) studovali
efekt cytokiniri na hypersenzitivni reakci na modelovém systénuy Hifamboru a
patogenuPhytophthora infestangZjistili, Ze vliv kinetinu je zavisly na koncemtri
aplikované davky. # koncentraci 15 — 24@M kinetin inhiboval vytok ioni, pri
koncentraci 120 — 240M doslo vlivem kinetinu k potk&eni akumulace fytoalexin
a [ koncentraci vySSi nez M byla indukovana nachylnostiiRplikace kinetinu
o koncentraci 60M, 120uM a 24Q:M pozorovali potlgeni hrédnuti hliz, které byva
projevem pra¥ hypersenzitivni reakce. Také v tabaku napadenérktetia
Pseudomonas tabaenohou cytokininy zfisobit potl&eni hypersenzitivni reakce
(Novacky 1972). Z &hto vysledk Ize vyvozovat, Ze cytokininy mohou zmirnit
projev hypersenzitivni reakce.

Vysledky studia vlivu exogenni aplikace nailgth patogeneze se tak jevi
jako velmi nejednotné. Rozdily mohou byt dany hnékblika aspekty. Jednak byly
vySe zmigné prace provagy na fiznych patosystémech, které majgmé Zivotni
strategie. Také koncentrace a druh pouzitych cptokibyly rozdilné. Pesto je
patrné, Ze exogenni aplikace cytokinine spravnycas a na spravné mistoaae

pomoci rostlik aktivovat obranné mechanismy a pétiaozvoj patogenu.

1.4. Role teplotniho stresu éhem interakce hostitel-patogen

Teplotni stres je jednim z abiotickych faktprktery mize ovliviiovat
interakci hostitel-patogen. Sté&jrjako vodni stres nebo zZma pH niiZze teplota
ovliviiovat signalni cestydnem patogeneze a tim ouiwat rezistenci/nachylnost

hostitele (Judelson a Michelmore 1992). Teplotméssttedy ovliviuje zakladni
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procesy v hostiteli, které maji vyznam jak pbrannych reakcich hostitele, tak p
shaze patogenu ziskat Ziviny a rozvijet se. Rexist&yvolana vysSe jmenovanymi
abiotickymi faktory sice byva dlouhotrvajici agobi na Siroké spektrum patogen
ale nezajisti kompletni odolnosidr patogenu (Walters a kol. 2005).

Pfi oSeteni hostitele fisobenim zvySené teploty dupied inokulaci nebo
béhem ni byly pozorovany odlisné vysledky ve vlivu rezistenci/nachylnost. V
nékterych gipadech dochézelo ke zvySeni rezistence hostiNdel. Schweizer a
kol. (1995) a Vallélian-Bindschedler a kol. (1998)znamenali nést rezistence u
jeémene wci padli E. graminis f.sp. hordei a Blumeria graminisf.sp. hordei po
oSeteni teplotou 50°C. Kultivar fenene Bancroft vykazoval rezistenci ziskanou
zvySenim teploty &hem inkubace z 4-20°C na 10-35°@rzi Puccinia striiformis
f.sp. hordei (Chen a Line 1995). Naopak Chen a kol. (2003) aammnali naprostou
ztratu rezistence zelenych bobuli a distkAvovniku wic¢i Colletotrichum
gloeosporoides urychleni patogenezeGolletotrichum kahawaeo pilminutovém
puasobeni 55°C. Aplikace teploty 44°C na sojové bobglihu ed inokulaci zvysila
jejich nachylnost @i Phytophthora megaspermeaar. sojae navic se u bab
projevila nachylnost i &i houbam, které &n¢ nebyvaji wici sbje patogenni
(Chamberlain a Gerdemann 1966). Nachylnost vyvolangenou teplotou byla
zaznamendna také ucpeene infikovanéhde. graminisf.sp. hordei (Ouchi a kol.
1977, Hazen a Bushnell 1983).

Zda se tedy, Ze aplikaci zvysené teplotyzebyt u fiznych typ hostitele a
patogenu rezistence jak zvySena, tak getia. Nelze tedy wiknout obeca platnou
zavislost mezi teplotnim stresem a reakci hostifgleng-fu a kol. 1998). Bkteri
autdi poukazuji na existenci génrezistence senzitivnich na teplotni &m
(Judelson a Michelmore 1992, Bevan 1993): zvySepéota niZze rychleji/silrEji
exprimovat geny rezistence (Gousseau a kol. 1988ISon a Michelmore 1992,
Balass a kol. 1993). Nicméryong-fu a kol. (1998) zaznamenal rezistengiipadli
indukovanou i u kultivar bez geif rezistence, coz nazfige zapojeni dalSich
faktoni, prostednictvim kterych riize zngéna teploty ovliviovat odolnost hostitele.
Bylo ukazano, ze teplotni strest#e ovliviiovat fadu obrannych reakci jako je
zesileni bu&iné stny (Schweizer a kol. 1995, Vallélian-Bindschedlekoh 1998)
nebo znény v rychlosti syntézy a typu syntetizovanych pimie(Schweizer a kol.
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1995, Chen a kol. 2003). Také propojeni mezi tephota oxidativnim stresemrirbe
hrat vyznamnou roli (Wahid a kol. 2007), nélaxidativni stres vyvolany teplotnim
stresem raZze indukovat rezistenci rostlin (Vallélian-Bindsdher a kol. 1998).
Teplotni stres ma vyznamny vliv na fotosyntézu. zd&mo, Ze rychlost
fotosyntézy vyraz# zavisi na tepl@ a Ze vysokou teplotou ime byt fotosyntéza
zcela inhibovanaied tim, nez se staprojevit dalSi symptomy (Berry a Bjorkman
1980). SniZeni rychlosti fotosyntézyahe byt zfisobeno inhibici fotosystému Il,
ktery je v ramci fotosyntetického aparatu na taplogjvice citlivy (Havaux a Tardy
1996). Vlivem vysoké teploty dochazi také k poskdzmuréénych membran (Blum
a Ebercon 1981), éize se mnit aktivita Calvinova cyklu a fi#e dochazet k aktivaci
invertdzy (Kaur a kol. 2009). Wahid a kol. (200%adi sniZeni obsahu protéia
fotosyntetickych pigmeiit jako disledek zvySené teploty.fiPnanistu teploty je
jednou z prvnich z&m v rostlinném metabolismu inaktivace enzymu Rubisc
(Kobza a Edwards 1987). Z uvedeného vyplyva, Zeénymieploty ged a khem
napadeni rostliny patogenem mohou pexstictvim zngn ve fotosyntéze vyznamin
ovlivnit prab¢h vyvoje patogenu a obrany hostitele. Studidgohto pochod muze

byt velmi @inosné s ohledem na moznosti zvySeni rezistence.
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3. Cile préace

Tato prace je zad#itena na prohloubeni znalosti o interakcich meziitetestin a
patogenem u nasledujicich modelovych syftém
* néachylného genotypu salatuactuca sativaL. cv. Cobham Green a
biotrofniho patogenBremia lactucae
* néachylného genotypu kagte Lycopersicon esculenturov. Amateur a
stredré rezistentniho genotypu tate Lycopersicon chmielewska

biotrofniho patogen®@idiumneolycopersici

Cilem prace bylo fedevsSim zjistit, zda a jakym @gobem biotrofni patogen
ovliviiuje fotosyntézu hostiteléemuz zatim neni v patologickych studiigimgvana
dostaténa pozornost. DalSim cilem bylo zjistit, zda exogeaplikace cytokinif a
teplotni oSaeni ovlivni rezistenci/nachylnost hostitelskychtliosa jestli tyto vigjSi

zasahy ovlivni zreny fotosyntézy zfisobené infekci.
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4. Prehled publikovanych vysledk 0

4.1. Rozmanitost obrannych mechanisién p¥i interakci rostlin

s oomycety: [Fehled oLactuca spp. aBremialactucae

Vyznamnou skupinu rostlinnych patogepiedstavuji oomycety, tzv. houby
vajeine, zahrnujici Sirokou Skalu driuls iznou Zivotni strategii, od biotrofnicligs
hemibiotrofni az po nekrotrofni patogenyiil®Zzitym zastupcem gwodair chorob
kulturnich rostlin s vysokym ekonomickym dopadem Rremia lactucae
vyvolavajici plisé salatovou. Tento patogen napada vice neZ sk druhi
kulturnich i planych rostlin Zeledi Asteraceae. Protoze se interakce patogenu
lactucae s jednotlivymi druhy z rodu.actuca vyzn&uji rozsahlou variabilitou v
dusledku dlouhé koevoluce, je patosystéactucaspp. —B. lactucaevelice ¢asto
pouzivan jako model pro studium interakci hostitelegen na vSech urovnich (od
studia populaci, jednotlivc orgari, pletiv, bukk az po uUroveé molekularni,
piipadré genetickou).

Prehledna prace kompletrshrnuje dostupna data nejen o vySe Zmém
patosystému, aletpdevSim sumarizuje dosud znadmé informace o sanpigéi
salatové. &koli je B. lactucaebiotrofnim patogenem, jehoz strategii je ziskavani
Zivin ze zZijiciho hostitele a ovliwje tedy rostlinny metabolismus cetrg
fotosyntézy, v literatie je nedostatek informaci o Znéch ve fotosyntetickych
procesech hostiteleebem patogeneze.

Diversity of defence mechanisms in plant-oomycetieractions: a case study of
Lactucaspp. andBremia lactucae- A. Lebeda, M. Sediéva, M. Petivalsky, J.
Prokopova. European Journal of Plant Pathology&p@@2: 71-89.

4.2. Zmény ve fotosyntéze listovych disk salatu zpisobené plisni
salatovou v kombinaci s exogenni aplikaci cytokiniin

Biotrofni patogeny vyuZzivajici Zivého hostitele $#&mu vyvoji jsou znamy
svou schopnosti ovlivovat metabolismus hostitele. Do skupiny biotrofrjetiogei
pati i Bremia lactucaenapadajici rostliny Zeledi Asteraceaecetns vyznamnych

plodin rodu Lactuca Presto neni k dispozici dostatek informaci o vlivihdto
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patogenu na fotosyntetické procesy hostitele. dednhachylnych genotyjpsalatu
vaci B. lactucaeje Lactuca satival. cv. Cobham Green. Pr&tento genotyp byl
pouzit v kombinaci 8. lactucaeRegel (rasa BL 16) ke studiu #m fotosyntézy
béhem kompatibilni interakce hostitel-patogen.

Ttinactidenni inkubace patogenu na listovych dissalatu vedla k rozvopB.
lactucae predevSim k vyvoji hyf a sporulace na abaxialni stigsti a také k vzniku
pridruzenych symptoin nag. tvork® mirnych chlor6z pletiva. S rozvojem patogenu
bylo zaznamenano sniZzeni obsahu fotosyntetickygmemti a doslo k poklesu
maximalniho vyzku fotochemie fotosystému Il (Obr.1). Dale bylaramenana
inhibice elektronového transportu a istr nefotochemického zhaseni fluorescence
chlorofylu (Obr.1). Zmigné zngny fotosyntetickych paramétrbyly detekovany v
oblastech listovych diskkolonizovanych patogenem. Pokles fandésti fotosystému
I a stim spojeného elektronového transportu bykjm® zpisoben tzv.
zpetnovazebnou inhibici Calvinova cyklu a naslednynklesem spdaeby NADPH.
Predpoklddame, Ze tato inhibice Calvinova cyklu bypisobena ndistem
invertazové aktivity a naslednou akumulaci hexézedénou hypotézu potvrzuji
naSe pedkEzné vysledky ukazujici na zvySenou aktivitu exthaléeni invertazy
(Obr.2) v napadeném pletivu a také fakt, Ze uVigth diski inkubovanych fi vyssi
intenzig fotosynteticky aktivniho zZéni (srovnavano #éni o intenzié 100 a 25
pmol fotori m?s™) m&lo pasobeni infekce & vliv na fotosynteticky aparat, nabo
pii VEtSi intenzit z&eni se da iedpokladat #tSi pijem excit&ni energie a tim i
silngjSi zpetnovazebna inhibici fotosyntézy.

Protoze existuji prace ukazujici, Ze zvySena kanaea cytokinifi, piipadré
jejich dodaténa aplikace mze ovlivnit, respektive potét, vliv patogem na
hostitele, byla druhéast projektu zagiena na studiumgsobeni exogenni aplikace
vybranych cytokinif na vySe zmigny modelovy systém. Listové diskyactuca
sativaL. cv. Cobham Green byly 24 hoditepl inokulaci vioZzeny na filttai papir
nasakly 200mM roztokem jednoho ze dvou aromatickychtokinini —
benzylaminopurinu nebanetatopolinu. V gipad infikovanych listovych disk
vedlo [red-oSeateni cytokininy Kk potléeni rozvoje patogenu: byla pozorovana
vyrazré snizena sporulace na povrchu listovych dliglo tinactidenni inkubaci.
Nicmére u zdravych listovych diskoSeteni cytokininy a nasledna inkubace vedla
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ke zhorSeni funinosti fotosyntetického aparatu, které bylo #énenzivni, nicméa
srovnatelné se zhorSenimugpbenym samotnou infekci. | v tomtd@igmc bylo
zhorSeni stavu fotosyntetického aparatu gammisobeno zgtnovazebnou inhibici
Calvinova v cyklu v dsledku akumulace hexéz, protoZe je znamo, Ze zaysen
koncentrace cytokinih zvySuje invertdzovou aktivitu. NaSeeglezné vysledky
skut&né potvrdily zvySenou aktivitu extracelularni inveryav listovych discich
oSetenych benzylaminopurinem (Obr.2).

Infikovani salatu_actuca sativa.. cv. Cobham Green biotrofnim patogenem
B. lactucaevedlo ke zhorSeni furtkosti fotosyntetického aparatu, kteréejme
souviselo se snahou patogenu usqbit metabolické pochody hostitele vetjsv
prosgch. | kdyZz v této interakci exogenni aplikace cywakli G¢inné potleila
rozvoj patogenu, ZAisob aplikace, zvolena koncentragiedélka misobeni nebyla
optimalni z hlediska zachovani fuimosti fotosyntézy hostitele. Pro pouziti
v polnich podminkach je tato metoda nevhodn4, thgbpoteba rostliny oS¢t pied
napadenim patogenem a navic je otazka, zda Iz@mamkoncentrace cytokinin
eliminovat jejich negativni dopad na fotosyntézuaxgtch rostlin a zachovatippm

ochrannou funkci cytokiniin

Photosynthetic responses of lettuce to downy mildefection and cytokinin
treatment - J. Prokopova, M. Spundova, M. Sedid, A. Hustkova, R. Novotny, K.
Dolezal, J. Naus, A. Lebeda. Plant Physiology amdiBemistry (2010) 48: 716-723.
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Obr.1 Fotografie listovych disk L.sativa (Cobham Green) (A-D) a prostorova distribuce
fotosyntetickych parameir v ramci tchto diski nangétenych pomoci fluorescence chlorofylu:
maximalni kvantovy vyZek fotochemie fotosystému Il (Fy; E-H) a nefotochemické zhaseni
chlorofylové fluorescence (NPQ; I-L). Stupseporulace 13 dni po inokulaci je uveden na fotfiigta

u prislusnych infikovanych disk(B a D). Inkub&ni médium — voda, DMSO nebo cytokininy (BAP-
benzylaminopurin a mTmetatopolin), steji jako intenzita z&ni hem inkubace jsou uvedeny po
levé stra obrazku.

42



%1 nomal PPFD low PPFD
E 41
Eg O norHniected
gz = infecter]
s § B4
£s
S
==
S E
3 =
B2 s
$E
E
5_
5 H2C OSSO BAP mT H20 OMso BAP mT

Obr.2 Aktivita extracelularni invertazy v listovyctiiscich — neinfikovanych a infikovanychB.
Lactucae 13 dni po inokulaci, inkubovan&ipdvou intenzitach zZ&ni (normal a low PPFD) na
inkubainich médiich — voda, DMSO nebo cytokininy (BAP- bdaminopurin a mTmetatopolin).
Uvedeny jsou prmery a SD, n=3.

4.3. Vliv meta-topolinu na optické vlastnosti listovych diski salatu

infikovanych Bremia lactucae

Pasobeni biotrofniho patogenuiipadreé exogenni aplikace cytokininutrbe
ovliviovat i optické parametry listu, které poskytujiamhace o strukfie listu.
Listové disky salatl_actuca sativalL. cv. Cobham Green infikovanB. lactucae
vykazovaly zvySenou difuzni transmitanci i reflektave viditelnécasti spektra, coz
korelovalo s pozorovanym poklesem obsahu fotosiphigth pigment. Naopak
shoda spekter infikovanych a zdravych listovychkidlis/ infratervené oblasti
nazn&uje, Ze infekce nevedla k poklesu obsahu vodykaryiraznym strukturalnim
zmeénam v pletivu listovych disk Aplikace cytokininu metatopolinu nela u
zdravych i infikovanych ligt stejny efekt — doSlo k nastu difuzni reflektance i
transmitance, coZz byl fgjmé disledek urychleni sensecense listovych iisk
pasobenim cytokininu. Tyto zémy nebyly v gipact infikovanych listovych disk
ovlivnény pasobenim patogenu (Obr.3). Ze spekter difuzni rédlste ze
vyvozovat, ze patogen i cytokininy patlgi schopnost listu #nit funkeni polaritu.

Zatimco zdravé a neosené listy se dokazalyigpisobit dlouhodobé inkubaci, kdy
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swtlu byla vystavena abaxialni strana, aémmvnitini uspdadani listu, infikované
listy a listy oSetené cytokininy tuto schopnost néim

ProtoZe optické parametry listu odréZeji jeho gtk a ta niZze byt
pusobenim patogenu ovligna, je tato metoda vhodnym dakém @i studiu
interakci hostitel-patogen, zejménai pstudiu znén fotosyntetického aparatu

napadené rostliny.
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Obr.3 Znény spekter difuzni transmitance(TA,B) a difuzni reflektance (R C,D) ve zdravych a
infikovanych listovych discich salatu ofmtych vodou (KHO) nebometatopolinem (mT). Spektra
byla métena na abaxialni strafistovych diski, zobrazeny jsou pméry, n=3.

The effect ofmetatopolin on optical parameters of lettuce leaf disafected by
Bremia lactucae J. Prokopové, J. Naus, M. Spundova, M. Sedi In: Lebeda A.
and Spencer-Phillips P.T.N. (Eds.): Advances in mpwnildew research, Vol. 3.
Univerzita Palackého v Olomouci a Jola, v.o0.s. Klest na Hané (2007) str. 73 — 78.
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4.4. Zmény ve fotosyntéze rostlin druhu Lycopersicon vyvolané

padlim raj éatovym v kombinaci s teplotnim Sokem

Oidium neolycopersige biotrofni patogen Zpsobujici padli rajatové. Tento
patogen se od svého objeveni rychlié po celém site, pricemz vSechny dosud
testované komeni kultivary rafat jsou Wi¢i tomuto patogenu nachylné. Do této
skupiny sefadi i genotypLycopersicon esculentuv. Amateur. Naopak genotyp
Lycopersicom chmielewsk@é stedre rezistentni a napadeni padlimcedpvym vede
v jeho gipac k intenzivni hypersenzitivni reakci.

Béhem prvnich deviti dn po inokulaci doSlo u néachylného genotypu
k plnému rozvoji patogenu, zatimco ueslre rezistentniho genotypu se druhy den
po inokulaci sice objevilo na povrchu fisvyvijejici se mycelium, nicménse ve
stejnou dobu projevila také hypersenzitivni reake@odolE cernych téek
odpovidajicich shlukn mrtvych bugk. Nasledovala postupna nekrotizace pletiva,
vadnuti, ohyb a nasledny opad idistJ fotosyntetickych parametrdosio viivem
infekce pouze k nepatrnému zhorSeni a to u oboatggin

U nachylného genotypu doslo k pa§&im zménam devaty den po inokulaci,
kdy byl pozorovan mirny pokles maximalniho kvantowévy€zku fotochemie
fotosystému Il (Obr.4) a nést nefotochemického zhasSeni fluorescence chlorofylu
Z téchto vysledk Ize usuzovat, Ze ve sledovaném obdobi u hostitejex nedoslo
ke zgtnovazebné inhibici Calvinova cyklu visledku akumulace hex6z. Otazkou
zustava, zda patogen némobil aktivaci extracelularni invertazy k této aktivaci
doSlo, ale spadeba asimilat byla v disledku patogenni infekce natolik zvySena, ze
nedoSlo k akumulaci hexo6z. Lzéeppokladat, Ze tento stav byl pouzeakny a
k inhibici mohlo dojit v poz&Sich, nami nesledovanych fazich patogeneze.

Ani stiedre rezistentni genotyp nevykazoval vyrg@h zmeny ve funknosti
fotosyntetického aparatu. Pouzevrty den po inokulaci byl zaznamenan mirny
pokles maximalniho kvantového ¢yku fotochemie fotosystému Il (Obr.5) a tstr
nefotochemického zhaSeni fluorescence chlorofylto Zmeny vsak #ejm¢ byly
zpiasobeny spiSe rozvojem hypersenzitivni reakce vdapgh listech a naslednym

vadnutim list a nekrotizaci pletiva. Ve prosgh tohoto tvrzeni i i heterogenni
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rozloZeni zmin nefotochemického zhaseni v ploSe listu -istinefotochemického

zh&Seni byl zaznamenéredevsim ve vice povadlych okrajovyidstech listu.
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Obr.4 Procentudlni z¢ny v maximalnim kvantovém wiku fotochemie fotosystému Il (Fry;
100% = 0,803 pro tepainneoSaené a 0,768 pro tepelnoSetené listy) a ustadlena hodnota
nefotochemického zhasSeni fluorescence chlorofylBQN100% = 1,3 pro tepelmeoSetné a 0,77
pro tepel& oSetené listy) ve zdravych a padlim infikovanydD. (Neolycopersigilistech nachylného
genotypu rostlin rdete (. esculentuntv. Amateur) Bhem prvnich 9. dni po inokulaci. Bod ,nula“
piedstavuje listy fed inokulaci a tepelnym o$ehim. Ukazany jsou pméry a SD, n=4.
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Obr.5 Procentualni zény v maximalnim kvantovém wiku fotochemie fotosystému Il (Fy;
100% = 0,77 pro tepeinneoSatné a 0,77 pro tepeélnoSetené listy) a ustadlena hodnota
nefotochemického zhaseni fluorescence chlorofylRQN100% = 1,07 pro tep€lmeoSatené a 1,59
pro tepeld oSetené listy) ve zdravych a padlim infikovanyo®.(Neolycopersigilistech stedrg
rezistentniho genotypu rostlin ¢afe L. chmielewsk)ibéhem prvnich 9. dni po inokulaci. Bod ,nula“
piedstavuje listy fed inokulaci a tepelnym o$ehim. Ukazany jsou pméry a SD, n=4.
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Vzhledem k tomu, Ze teplotaide ovlivnit fotosyntetické procesy, potazmo
invertazovou aktivitu, nabizi se otazka, zda vyasté@potencialnich hostitekzvySené
okolni teplot muze ovlivnit rezistenci/nachylnostu# patogeim. U stedrs
rezistentniho genotypu nevedlo vystaveni rostimgsené teplat (40,5°C, 2 h,d&sne
pied inokulaci) ke z&nam ve funknosti fotosyntetického aparatu, ani k viditelnym
zménam v pfibchu rezistentni reakce na napadéhi neolycopersici Naopak u
nachylného genotypu doslo k vyraznymé&ram i kombinaci tepelného ogeni
s pisobenim infekce. V fibéhu prvnich deviti dni po inokulaci doSlo na
infikovanych listech hostitele k rozvoji chlor6zieké se postugnpiemenily na
nekrotické |éze. Tento makroskopicky projev kombameho stresu infekce
s teplotnim oSéenim byl doprovéazen vyraznymi Zmami ve
fotosyntetickych parametrech, kdy byl zaznamenamifgkantni pokles rychlosti
asimilace CQ a maximalniho kvantového Waku fotochemie fotosystému Il
(Obr.6). Zn¥ény ve fotosyntetickych procesech tigpbené kombinaci infekce a
tepelného oS&tni mohly byt zpisobeny narstem spatby asimilal viivem indukce
obrannych reakci tepelnym ofatim. ZvySena sptgba by pak rla za nasledek
narist invertazové aktivity, s tim spojenou akumulaexdz a naslednou inhibici
fotosyntézy. Nicméx tato hypotéza vyZzaduje podragi studium zapojeni
invertazy v &chto procesech.

Changes in photosynthesis lofcopersiconspp. plants induced by tomato powdery
mildew infection in combination with heat shock {reatment - J. Prokopova, B.
Mieslerova, V. Hlavékova, J. Hlavinka, A. Lebeda, J. Naus, M. Spundova.
Physiological and Molecular Plant Pathology (2044) 205-213.
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br.6 Fotografie (A-D) reprezentativnich zdravyctpadlim infikovanych ©. Neolycopersigi lista
nachylného genotypu rostlin ¢afe L. esculentuntv. Amateur) tepekhoSetenych a neoS&tnych.
Obrazky maximalniho kvantového wyku fotochemie fotosystému Il ¢Fy; E-H) a ustalené
hodnoty nefotochemického zhaseni fluorescence afylor (NPQ; I-L) ve stejnych listech. VSechny
obrazky byly psizeny devaty den po inokulaci.
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