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Antimykotické a antibakterialni U€inky iontového stfibra a nano-Ag byly prokazany v
mnoha studiich. Mechanismus plsobeni nano-Ag neni zatim zcela znam. Mezi dosud
navrhované z&kladni principy pusobeni nano-Ag patfi 1) absorpce volnych stfibrnych
iontd, nasledné naruSeni produkce ATP a replikace DNA 2) produkce ROS plsobenim
stfibrnych iontd nebo nano-Ag 3) poSkozeni bunéénych membran. K tvorbé ROS
dochazi v normalnich metabolickych procesech a v reakci na abioticky a bioticky stres.
ROS jsou vyznamné signalni molekuly a hraji dulezitou roli ve vyvolani HR u
infikovanych rostlin.

K experimentalni préaci byl pouZzit biotrofni patogen O. neolycopersici a tfi genotypy
Solanum spp. liici se rozdilnym stupném rezistence k patogenu O. neolycopersici (S.
lycopersicum cv. Amateur - vysoce nachylny, S. chmielewskii - stfedné rezistentni, S.
habrochaites - vysoce rezistentni). Byl pozorovan rozdilny vyvoj patogena O.
neolycopersici u tfi genotypld Solanum spp. v souladu s jejich rezistentnimi
vlastnostmi. Patogenni stres zpusobil narlst bunééné smrti u vSech tfi genotypu,
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aplikace obou forem stfibra naopak stimulaéni efekt na rust a vyvoj patogena a byl
zaznamenan zvySeny narust bunécné smrti a POX. Aplikace stfibra ve formé iontl a
nanocastic zvysila produkci HSP 70 u vSech tfi genotypu.
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CILE PRACE

|. Teoretickd cast

Vypracovani literarni reSerSe na téma:
o Vliv stfibra ve formé& nanocastic a iontd na Zzivé organismy se
zamérenim na rostliny

0 Obranné reakce rostlin v pribéhu patogenese

II. Experimentalni ¢ast

o Porovnani vyvoje patogena a reakce rostlin na infekci u tfi genotypu
Solanum spp. liSicich se rozdilnym stupném rezistence k biotrofnimu
patogenu O. neolycopersici

o Studium vlivu nanocéstic a iontového stfibra na vyvoj patogena a reakci
rostlin na infekci u tfi genotypd Solanum spp. liSicich se rozdilnym

stupném rezistence k biotrofnimu patogenu O. neolycopersici
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1 Stres rostlin

Promnénlivé podminky vnéjsSiho prostfedi ¢asto negativné plsobi na rostliny a ty se
tak ocitaji ve stresu. Stresové faktory mohou byt biotické (Gtok patogena, negativni
pusobeni okolnich organismu, starnuti) nebo abiotické (herbicidy, intenzivni svétlo,

teplo, chlad, mraz, tézké kovy, sucho, ozon) (Mittler, 2002).

intenzivni svétlo

: herbicid
chlad ‘ % . mraz
e 0 1

utok patogena negativni starnuti
pusobeni
ckolnich
organismu

Obr. 1
Pusobeni biotickych (zelené) a abiotickych (Cervené) stresovych faktord na rostliny
(vypracovano dle informaci z Mittler, 2002, Pastori & Foyer, 2002, Wojtazsek, 1997).
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2 Tézké kovy

Tézké kovy jsou pfirozenymi slozkami zemské kury, avSak bezohledna lidska
¢innost vyrazné zménila jejich geochemické cykly. TéZké kovy proto nyni fadime ke
skupiné nebezpecénych odpadl. Do ekosystému se dostavaji hlavné diky zemédélstvi a
prumyslu. Tézké kovy pronikaji nejen do pady ¢i vody, ale nachazi se i v ovzdusi
(Babula et al., 2008).

Nékteré rostliny jsou schopné téZzké kovy vazat ve velkém mnozZstvi. V pfipadé, Ze
koncentrace tézkych kovu v biomase prekracuje o jeden az dva rady hodnoty ziskané v
béznych rostlinach jsou oznacovany jako hyperakumulatory. Dekontaminace Zivotniho
prostfedi pomoci téchto rostlin se nazyva fytoremediace (Salt et al, 1998).

nizké naklady
Y

téiké kovy primyslové vyuZitelny kov

zemédéalstvi ;

uloZeni nebo spalovani

——
¥

kontaminace pudy a vody /'

|

tézba,uloZeni nebo spalovani

|

vysokeé naklady

fytoremediace

Obr. 2
Jednoduché schéma eliminace tézkych kovl z kontaminovaného Zivotniho prostfedi
(Babula et al., 2008).
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3 Stribro

Stfibro je uslechtily kov. Nachazi se v periodické soustavé prvkl na pozici 47 a jeho
atomova hmotnost je 107,4. V pfirodé se stfibro vyskytuje jak v kovové formé, tak ve
formé stfibrnych rud, pfedevsim argentitu a akantitu (Ag.S), Casto spole¢né se sulfidy
jinych kova. Stfibro se maze vyskytovat v rdznych oxidacnich stavech, ale nej¢astéji
jako elementarni Ag(0) nebo v oxidaénim stavu Ag(l) (Clement & Jarrett, 1994,
Ellender & Ham, 1989).

Z fyzikalniho hlediska se disté stfibro vyznacuje vysokou tepelnou a elektrickou
vodivosti, nizkou kontaktni rezistenci a také vysokou poddajnosti a kujnosti (Kfizkova
et al., 2009).

Stfibro se bézné pouziva v pramyslovych procesech, jako je napf. fotograficky
primysl, katalyza, vyroba zrcadel, galvanické pokovani, vyroba alkalickych baterii a
Sperkarstvi (KFizkova et al., 2009, Law et al., 2008).

3.1 Toxicita st Fibrnych iont G

Pusobeni téZzkych kovd na organismus je obecné zaloZzeno na interakci s
biopolymery (pfedevsim proteiny nebo nukleovymi kyselinami) a na indukci vzniku
reaktivnich kyslikovych radikald (ROS). (Koontz & Berle, 1980).

Toxicita téZkych kovu a jejich slou€enin zavisi na jejich rozpustnosti ve vodé. Stfibro

fvivrw s

Vv s

rychle pfechazi do nerozpustnych slou€enin, proto nepatfi k nejzavaznéjsim
polutantiim. Toxicita sloucenin stfibra se tedy liSi v zavislosti na jejich rozpustnosti ve
vodé viz. distribuéni diagram (obr. 3) jednotlivych forem stfibrnych iontd ve vodé v

zavislosti na pH (KFizkova et al., 2009).
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Obr.3

Distribu¢ni diagram iontd stfibra ve vodném prostfedi (Kfizkova et al., 2009).

3.2 Vliv st fibrnych iont @ na Zivé organismy

SfFibro je vysoce toxické pro ryby, fasy, nékteré rostliny, houby, korySe, bakterie a
ma také negativni dopad na zdravi ¢lovéka (Panyala et al., 2008).

Stfibrné ionty a jeho slou€eniny se bézné pouzivaji v rlznych primyslovych
odvétvich, Iékarstvi Ci Sperkafstvi. U lidi, ktefi jsou bezprostiedné v kontaktu se
stfibrnymi ionty nebo jeho slouc¢eninami, dochazi k jejich vdechovani nebo poZiti
(Ellender & Ham, 1989). Otravy stfibrem se vyznaluji popelavé Sedym zabarvenim
kGZe (argyria) nebo pigmentaci oci (argyrosis). Histochemické studie naznacuji, ze
bfidlicové Sedé zbarveni klUze vznika ukladanim granuli sulfidu stfibrného. PFi
dlouhodobé expozici se muze stfibro hromadit v jatrech, ledvinach, rohovce, dasnich,
nehtech a sleziné (Sue et al., 2001).

Stfibrné ionty mohou mit také negativni vliv na sladkovodni ryby. U ryb vystavenych
stfibrnym iontdm dochazi k nadmérné sekreci hlenu a zrychlenému povrchovému
dychani. lontové stfibro se vaze na epitel Zaber, kde se hromadi. Tyto vazby vedou k
inhibici sodnodraselné ATP-asové pumpy, pfi¢emz aktivni sorpce sodikovych a
chloridovych iontd je inhibovana. Tyto iontové regula¢ni poruchy mohou byt pro ryby
smrtelné (Bilberg et al., 2012).
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Stfibrné ionty vykazuji vysokou antibakterialni a antimykotickou schopnost.
Antimykoticky Uc¢inek stfibrnych iontd byl studovan napf. u dvou rostlinnych
patogennich hub Bipolaris sorokiniana a Magnaporthe grisea. lonty stfibra mély
vyznamny negativni vliv na tvorbu kolonii obou patogent (Jo et al., 2009).
Antibakterialni ucinek stfibrnych iontd byl potvrzen napf. ve studii, ktera se zabyvala
pusobenim stfibrnych iontd na gram-negativni baktarie Escherichia coli a gram-
pozitivni bakterie Staphylococcus aureus. Aplikace stfibrnych iontl zpUsobila
strukturalni zmény v bakteridlni membrané a dochazelo k umrti bakterii (Jung et al.,
2008). Diky svym antibakterialnim a antimykotickym vlastnostem mohou stfibrné ionty

nachazet Siroké uplatnéni v praxi (Jo et al., 2009, Jung et al., 2008).

3.3 Mechanismus p Gsobeni st Fibrnych iont G na rostliny

Pro rostliny predstavuji stfibrné ionty také vyznamny stresovy faktor. Jejich plsobeni
spousti v rostlinach obrannou reakci, dochazi k biosyntéze obrannych proteinl a
obrannych slou¢enin za uCelem detoxikace. Mezi detoxikacni proteiny patfi
fytochelatiny a metalothioneinu podobné proteiny (KFizkova et al., 2009). Fytochelatiny
jsou syntetizovany z glutathionu enzymem fytochelatinsynthasou. Aktivatory tohoto
enzymu jsou ionty téZzkych kovu. Aktivace fytochelatinsynthasy stfibrnymi ionty byla
prokdzana napf. ve studii Maitani et al., 1996 na kofenech moreny barvifské (Rubia
tinctorum) nebo na kulturach zelené fasy Chlamydomonas reinhardtii (Howe &
Merchant, 1992). Metalothioneiny a metalothioneinu podobné proteiny maji nizkou
molekulovou hmotnost, vysoky obsah cysteinu a jsou schopné vazat ve své struktufe
ionty tézkych kovl. Indukce exprese metalothioneinu podobného proteinu stfibrnymi
ionty byla potvrzena napf. u housenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) (Murphy & Tiaz,
1995, Navabpour et al., 2003). Po aplikaci stfibrnych iontd u houseni¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) byla také prokazana indukce syntézy obrannych proteind jako
jsou fytoalexiny (Tsuiji et al., 1992) a thioniny (Epple et al., 1995).

Stfibrné ionty mohou vyznamné ovlivnit aktivitu enzymu (inhibice). Tato inhibice byla
objevena u 560 enzymu prevazné bakterialnino pavodu. U enzymu rostlinného pivodu
byla zjisténa témeér u 70 enzymu. Jednd se pfevazné o enzymy ucastnici se biosyntézy
polysacharidl, ¢imz mudzZe byt vysvétlen zpomalujici efekt stfibrnych iontd na zrani
plodud, a o enzymy sekundarnich metabolitd (Kumar et al., 2009, Kfizkova et al., 2009).

Stfibrné ionty mohou mit také vliv na membranovy potencial a transport vody. U
cévnatych rostlin je pfijem vody zprostifedkovan pomoci transmembranovych proteinu
akvaporin(. Tyto proteiny jsou stfibrnymi ionty inhibovany a dochazi k blokovani nebo

stazeni kanalu (Niemietz & Tyerman, 2002).

-15 -



Dale mohou stfibrné ionty zasahovat také do rostlinné signalizace. Napfiklad byla
prokazana inhibice plisobeni ethylenu napf. u etiolovanych rostlin hrachu setého
(Pisum sativum) baviniku (Gosypium hirsutum) a u bilych kvétd orchideje (Cattleya
Louise Georgeianna). U rostlin hrachu dochazelo k inhibici dlouzivého rustu,
druhotnému tloustnuti hypokotylu a ztraté gravitropismu. U baviniku bylo pozorovano
odvraceni abscise listt, kvétl a plodd a u kvétd orchideje dochézelo k blokovani
senescence (Beyer, 1976).

Stiibrné ionty jsou schopné inhibovat i biosyntézu etylenu, coz bylo dokdzano u
rostlin raj¢at (Solanum spp.), ¢ekanky obecné (Cichorium intybus), pomerance (Citrus
aurantiaca), fedkve seté (Raphanus sativus). Déje se tak diky blokovani regulacni
vazby mezi hladinou etylenu a jeho syntézou (Atta-Aly et al., 1986).

Stiibrné ionty pravdépodobné ovliviuji i hladinu kyseliny abscisové (ABA). ABA je
dalezita napf. pro vyvoj somatickych embryi jehli¢nant. U kultur somatickych embryi
smrku sivého (Picea glauca) pfidavek stfibrnych iontd zvySoval hladinu ABA v
embryich a urychlilo se jejich dozravani. Pravdépodobné se zde spojuje efekt
stfibrnych iontd jako inhibitoru plsobeni etylenu a plsobeni stfibrnych iontd jako
stresoveho faktoru ovliviiujiciho hladinu ABA (Kong & Yeung, 1994).

Stfibrné ionty mohou ovliviiovat také syntézu membranovych lipidd. Tézké kovy
indukuji peroxidaci lipidd, ktera ma za nasledek jejich degradaci nebo inhibici
biosyntézy. Pulsobeni tézkych kovi mdlzZe tedy zpdsobit zménu zastoupeni
membranovych lipidd (Akermoun et al., 2002, Quartacci et al., 2001).

Uginky stfibrnych iontd na rostlinny organismus jsou pomérné specifické, proto
mohou slouZzit pro porozumeéni rostlinné fyziologie (Kfizkova et al., 2009). Obrazek 4
schematicky predstavuje shrnuti mozného pulsobeni stfibrnych iontd na rostlinny

organismus.
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Obranné a detoxiladni
slouceniny

4 Onlivnéni metabolickych
drah

//’
-

puscbeni
\ / .

Ovlivnéni Agt —
metabolickych drah Zvysena exprese
H“H\ \ inhibovanych proteini
| (Hyper)akummlace |
Inhibice
Ovliméni Zvyiena exprese
metabolickych drah inhibovanych protein

Obr. 4

Pusobeni stfibrnych iontd na rostlinny organismus (Kfizkova et al., 2009).

3.4 Nanost fibro (nano-Ag)

Nano-Ag jsou shluky atomu stfibra (Ag(0)). Velikost nano-Ag je 1-100 nm.
Nanomateridly maji diky své velikosti vyjimecnou vodivost, reaktivitu a optickou
citivost. Nano-Ag se dale vyznacuje silnymi antibakteralnimi a antimykotickymi
vlastnostmi. PouZiti stfibra bylo pfisné omezeno diky jeho toxicité, ale nanotechnologie
umoziuji vyrobu malych &astic s velkym pomérem povrchu k objemu a vy3si U€innosti
(Mishra & Kumar, 2009).

Stfibro je znamé svymi antibakterialnimi vlastnostmi jiZz od dob starovékého Recka
(Kolar et al., 2001). Biologicka aktivita nano-Ag byla intenzivné studovana na pocatku
20. Stoleti. S objevem penicilinovych antibiotik, studium antibakterialnich vlastnosti
nano-Ag ustoupilo do pozadi. V sou€asnosti je uZivani antibiotik spojeno s tvorbou
antibakterialni rezistence. Nano-Ag je proto diky svym antibakteridlnim vlastnostem
intenzivné studovano (Panacek et al., 2008).

Nano-Ag tak nachazi uplatnéni v |ékafstvi k potlaceni infekci, pfi 1é€bé popélenin

(Ulkur et al., 2005) &i k omezeni tvorby bakterialniho biofilmu na cévnich nadhradach
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(Strathmann & Wingender, 2004), katetrech (Rupp et al.,, 2004) nebo protézach
(Gosheger et al., 2004). Nano-Ag vykazuje také znacnou cytotoxicitu k bufkam
nakazenym virem HIV (Elechiguerra et al., 2005).

Nano-Ag nachazi uplatnéni nejen v medicing, ale i v jinych odvétvich. Napfiklad v
textilnim pramyslu je nano-Ag pfidavano do ponozek ¢&i spodniho pradla. Dale se
pouziva k vyrobé nerezavéjicich ocelovych materialt, natérovych hmot nebo k &isténi
vody (Chen & Schluesener, 2007).
prostfedi jako sopecny prach, meésicni prach & mineralni kompozity. Dale vznikaji
nanocCastice jako vedlejSi produkty antropogenni Cinnosti a prumyslovych procesu
(svarfovaci plyny, vyfukové zplodiny,...) nebo jsou uméle syntetizovany (Ruffini &
Cremonini, 2009). NejCastéjSi metoda vyroby nano-Ag je chemické redukce stfibrnych
soli rozpusténych ve vodé s reduk&nimi €inidly jako je NaBH,, citrat, glukosa, hydrazin
a askorbat (Marambio-Jones & Hoek, 2010). Pouziti nékterych redukénich Cinidel
muze byt nebezpeéné pro zivotni prostfedi i Zivé organismy, proto roste zajem o méné
nebezpecné syntézy (Panacek et al., 2006). Tyto syntézy se zakladaji na pouZziti
polysacharidi, polyfenolll, Tollensova ¢inidla, ozafreni, biologické redukce a
polyoxometalatu (Sharma et al., 2009).

Vzhledem k Sirokému vyuziti nano¢astic se predpoklada jejich prunik do zivotniho
prostfedi, kde je jejich pasobeni zatim do zna¢né miry neznamé (Ruffini & Cremonini,
2009).

3.4.1 Mechanismus p dsobeni nano-Ag a st Fibrnych iont G na bakterialni bu nky

Stfibrné ionty jsou vysoce toxické k Siroké paleté organismu véetné bakterii.
Antibakterialni efekt stfibrnych iontl je pravdépodobné zpuisoben sorpci stfibrnych
iontd na zaporné nabitou bakterialni bunéénou sténu, dochazi k deaktivaci bunéénych
enzymU, naruSeni propustnosti membrany a to vSe nakonec vede k lyze buriky (Dibrov
et al., 2002).

Ve srovnavaci studii nano-Ag, dusiCnanu stfibrného a chloridu stfibrného byl
detekovan vysSi antibakterialni G¢inek nano-Ag nez stfibrnych iontl. To dokazuje, Ze
antibakterialni G¢inek nano-Ag neni zavisly pouze na eluci stfibrnych iontd (Choi et al.,
2008).

Mechanismus pUsobeni nano-Ag na bakterie neni zatim zcela znam. Mezi dosud
navrhované zakladni principy plsobeni nano-Ag patfi 1) absorpce volnych stfibrnych

iontd, nasledné naruSeni produkce ATP a replikace DNA 2) produkce ROS plsobenim
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stfibrnych iontl nebo nano-Ag 3) poskozeni bunéénych membran (Marambio-Jones &
Hoek, 2010).

@ Stiibmé ionty

Membranové proteiny

Obr. 5

Schéma interakce nano-Ag s bakterialni burikou. Nano-Ag muZze uvolfovat stfibrné
ionty a aktivovat produkci ROS. Dale nano-Ag interaguje s membranovymi proteiny a
ovliviiuje jejich funkci nebo se muze akumulovat v bunééné membrané a meénit jeji
propustnost. Uvniti burfiky dochazi k produkci ROS, uvolnéni stfibrnych iontll a také k
po3kozeni DNA. Vznikajici ROS a stfibrné ionty uvnitf buriky mohou také posSkozovat

DNA a membranové proteiny (Marambio-Jones & Hoek, 2010).
3.4.1.1 Eluce st fibrnych iont G z nano-Ag

Stfibrné ionty jsou z nano-Ag uvolfovany uvnitf i vné burnky. Prvni navrhovany
mechanismus spociva v oxidacnim rozpousténi nano-Ag. Tento mechanismus by mohl
fungovat na mitochondrialni nebo bakterialni membrané (Asharani et al., 2009).
2Ag + H,0, + 2H* —» 2Ag" + 2H,0 E°=0,17V

Druhy zpusob produkce stfibrnych iontd spociva v oxidaci nano-Ag za pfitomnosti
kysliku (Choi et al., 2008).
4Ag + O, + 2H,O0 <> 4Ag" + 40H

Uvolfované stfibrné ionty jsou ¢aste¢né odpovédné za antimikrobialni aktivitu nano-
Ag. Stfibrné ionty mohou interagovat s enzymy dychaciho fetézce jako je NADH-
dehydrogenasa, coz vede k naruSeni bunécné respirace a produkce ATP. Stfibrné
ionty se také mohou vazat na transportni proteiny, nasledné dochazi k tniku protond a

zaniku protonového gradientu. Interakce stfibrnych iontll s dychacimi a transportnimi
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proteiny je zplsobena vysokou afinitou stfibrnych iontd k thiolovym skupinam, které se
nachazi v cysteinovych reziduich téchto proteint (Dibrov et al., 2002).

U bakterialnich bunék vystavenych plsobeni stfibrnych iontd bylo pozorovano
odtrzeni buné¢né stény od cytoplazmatické membrany, kondenzace DNA, degradace
bunécné stény a dochazelo k uniku intracelularniho obsahu. Fyziologické zmény
nastavaji spoleéné s morfologickymi. Takto oSetfené bakteridlni buriky jiz nejsou

schopny rlstu ani replikace (Jung et al., 2008).

3.4.1.2 Produkce ROS vlivem nano-Ag

Nano-Ag katalyzuje reakce s kyslikem, coZ vede k nadmérné produkci ROS. Nano-
Ag blokuje antioxida¢ni obranu interakci pfimo s glutathionem (GSH), GSH-reduktasou
nebo jinymi antioxidaénimi enzymy. To by mohlo snizit pomér GSH/GSSG a nasledné
zvysSit hladinu ROS v bunce (Carlson et al., 2008).

Za tvorbu ROS mohou byt také odpovédné stfibrné ionty uvolnéné z nano-Ag a to
naruSenim enzymu dychaciho fetézce nebo enzymd degradujicich superoxidovy
radik&l napf. superoxidismutasy (Marambio-Jones & Hoek, 2010).

Produkce ROS vyvolana pusobenim nano-Ag a stfibrnych iontd mizZe byt také
indukovana fotokatalyticky, nicméné nebyla zaznamenana Kkorelace mezi
antibakterialnim u¢inkem a koncentraci fotokatalytickych ROS (Choi & Hu, 2008).

Nasledkem oxida¢niho stresu dochazi k poSkozeni proteini, nenasycenych
mastnych kyselin a DNA, coz vede k nezvratnému poskozeni buriky a muze vyustit az
v jeji smrt (Navabpour et al., 2003).

Studie o toxickych ac&incich rliznych forem stfibra na nitrifikaéni bakterie dokazuji
zvySenou tvorbu intracelularnich ROS. VySSi toxicita nano-Ag oproti stfibrnym iontiim
naznacuje, Ze i jiné faktory hraji dilezitou roli v celkové toxicité nano-Ag (Choi et al.,
2008).

3.4.1.3 Poskozeni membran vlivem nano-Ag

Mechanismus vstupu nano-Ag do burky se liSi v zavislosti na typu bunék. Bud muze
jit o pasivni nespecificky mechanismus anebo o rozséhlou fagocyt6zu shlukd nano-Ag
(Carlson et al., 2008). U sav€ich bunék je nano-Ag pfijimano endocytézou a
makropinocytdzou (Asharani et al., 2009).

Toxicita nano-Ag zavisi na velkosti a tvaru ¢astic, protoZze malé nanocastice (do 10
nm) mohou projit pfes buné€nou membranu a hromadit se uvnitf bunék (Choi et al.,

2008). Transmisni elektronova mikroskopie dokazuje, Ze po interakci nano-Ag s
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bakterialni membranou E.coli je schopné nano-Ag pronikat do bunék a také vyvolat
tvorbu jamek nepravidelného tvaru v membrané (Choi et al.,, 2008, Smetana et al.,
2008). Do intracelularniho prostoru bakterialnich bunék vSak pronikaji nano-Ag i o
vétSi velikosti nez 10 nm. U bakterii Pseudomonas aeruginosa byly uvnitf bunék
zaznamenany i nano-Ag o velikosti do 80 nm (Xu et al., 2004).

Interakce nano-Ag s bakterialni cytoplasmatickou membranou neni zatim zcela
jasna. Pravdépodobné se nejedna o elektrostatickou interakci jako u stfibrnych iontu,
ale spiSe jde o vazbu nano-Ag s thiolovymi skupinami proteind. Dochazi tak k
poSkozeni membranovych proteinll a zménam propustnosti membrany (Lok et al.,
2006). Podobné jako u stfibrnych iontd dochazi k naruSeni protonového gradientu a
destabilizaci membrany, ale koncentrace, pfi niz k tomu dojde, je pfi pouZiti nano-Ag
nizsi (Dibrov et al., 2002, Lok et al., 2006).

Mira antibakteridlniho tc¢inku do zna¢né miry zavisi také na druhu bakterii. Ve studii
Kim et al., 2007 byl srovnavan vliv nano-Ag na modelové mikroorganismy E.coli a
S.aureus. Antibakterialni aktivita nano-Ag byla u S.aureus nizSi neZz u E.coli, coz
pravdépodobné souvisi s rozdilnou tloustkou polyglykanu v membranové strukture

grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (Kim et al., 2007).

3.4.2 Vliv nano-Ag na rostliny

Toxické ucinky nano-Ag byly prokadzany nejen u bakterii, ale i u fas, vird, hub, zvifat,
savC€ich bunék a vySSich rostlin. Vliv nano-Ag by studovan napf. na kofenovém
systému jilku mnohokvétého (Lolium multiflorum). Byl detekovan inhibiéni G€inek nano-
Ag na rust sazenic ve vétSi mife nez pfi aplikaci stfibrnych iontd. Vyssi inhibiéni vliv
nano-Ag byl pozorovan pfi pouZziti nano-Ag o velikosti 6 nm oproti nano-Ag s vét§im
rozmérem (25 nm). Vlivem nano-Ag dochazelo nejen k ihibici rastu, ale také k inhibici
vyvoje kofenovych viaskl. Vakuoly kortikalnich bunék, epidermis a kofenové cEepicky
byly naruSeny. Inhibici ristu a poSkozeni bunék Ize pfi€ist bud samotnému nano-Ag
nebo schopnosti nano-Ag dodavat rozpusténé stfibro kritickym biotickym receptoram
(Yin et al., 2011).

Dalsi studie se zabyvala vlivem nano-Ag na bunéény cyklus bunék kofenové Spicky
cibule (Allium cepa). Pfi aplikaci nano-Ag dochézelo ke sniZzeni mitotického indexu. Pfi
nizsich koncentracich nano-Ag byl narusen bunécny cyklus v metafazi, coz mohlo byt
zpUsobeno poskozenim mitotickaho vieténka. Navic pfi vySSich koncentracich nano-
Ag byly detekovany chromozomalni zlomy a déle pak uplny rozklad buné&cnych stén
(Kumari et al., 2009).
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Rostliny jsou duleZitou sloZkou Zivotniho prostfedi a ekologickych systému. Tyto
objevy naznaduji, Ze nanoc¢éastice mihou mit negativni dopad na ekosystémy (Kumari et
al., 2009).

3.4.3 Antimykoticky 0 €inek nano-Ag

Mnoho studii prokazalo antibakterialni a¢inky nano-Ag, ale vliv hano-Ag na houbové
organismy neni zatim zcela jasny. Antimykotické U€inky nano-Ag byly zkouméany napf.
u kmenl Trychophyton mantagrophytes a druhG Candida. Vysledky prokazaly silny
negativni vliv nano-Ag na tyto kozni plisné, ktery byl srovnatelny s uU€inkem
amfotericinu B, coz je fungicidni latka Siroce uZivana pfi systémovych infekcich (Keuk-
Jun et al., 2008).

V dalSi studii byla sledovana antimykotickd aktivita nano-Ag u ambrosiovych hub
Raffaelea spp., které jsou odpovédné za uhyn velkého mnoZzstvi dubl v Koreji. Nano-
Ag vyrazné inhibovalo rast téchto patogenu, mélo negativni dopad na houbové hyfy a
také na kli¢eni konidii (Kim et al., 2009).
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4 Patogen Oidium neolycopersici

Onemocnéni rostlin, zpusobené riznymi patogeny, jako jsou viry, bakterie a plisné,
muze vést k velmi zavaznym ztratam vynosu zemédélskych plodin (Heitefuss, 2001).

0. neolycopersici je vysoce polyfagni houba, ktera infikuje raj¢ata. Zplsobuje bilé
prachové léze na povrchu listd rajcete (Jones et al., 2001). Infekce se nejprve projevi
na horni strané listu, pfechazi na fapik a kalichy. Kolonie O. neolycopersici jsou
zpocCatku malé 3 - 10 mm v praméru, pozdéji se zvétSuji a mohou pokryt cely povrch
listu. U silné napadenych rostlin dochazi k infekci i na spodni strané listu, ale nikdy
neni infikovan plod (Meislerova et al., 2000).

Obr. 6

Oidium neolycopersici na rostliné rajéete Solanum spp., prachové bilé léze, plody

zustavaji neinfikovany (A) (Jones et al., 2001). Mikroskopicky pohled na patogen

Oidium neolycopersici 5 dni po inokulaci (B) (Achuo et al., 2004).
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4.1 Vyvoj patogena Oidium neolycopersici

Konidie patogena O. neolycopersici mohou vykli¢it b&éhem 3 az 5 h, tvofi apresoria
do 6 az 8 h a k penentraci do hostitelské buriky dochézi do 11 h (Jacob et al., 2008).

Elipsoidni vytrusy O. neolycopersici jsou velké pfiblizné 30x50 um. Konidialni povrch
je nepravidelné paskovy (Obr. 7A), kliéni vlakna, vyrastajici z téla konidia, jsou hladké
(Obr. 7B). Kli¢ni vlakno tvofi lalo&natou Ctyflistkovou strukturu apresorium. Apresiorium
se obvykle objevi na kfizovatce tfi epidermalnich bunék (Obr. 7C). Nasledné
apresorium pronikd do hostitelské bunky. Velikost penetraéniho poru je asi 0,2 um
(Obr. 7D). Dochéazi k rychlé kolonizaci hostitelské rostliny. Sekundarni hyfy vybihaji z
konidialnich tél a primarnich apresorii. Sekundarni aperesoria se tvofi samostatné
nebo ve dvojicich (Obr. 7E) z rozvétvenych hyf. Nepohlavni Zivotni cyklus je zakoncen
tvorbou konidiospor, které se ty¢i kolmo k povrchu hostitelskych bunék (Obr. 7F). V
meristematické zoné jsou nezrald konidia a na vrcholu valcové nohy se nachazi jedno

zralé konidium (Jones et al., 2001).
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Obr. 7

Elipsoidni konidium O. neolycopersici Sikmo lezici na povrchu bunék hostitelské
rostliny Solanum spp. (A). 5 h po inokulaci (hpi) se objevilo prvni kli¢ni vidkno (B), 10
hpi se vyvinulo primarni apresorium (C). Nasledujici z&béry zachycuji tvorbu
penentracniho poéru (D), parovani hyfalnich apresorii (E), dvé konidiosporalni loZiska a
zralé elipsoidni konidie (F) (Jones et al., 2001).

Na vyvoj padli maji vliv nejen vnéjSi podminky, ale i genotyp hostitele. Vliv prostiedi
je obtizné posoudit samostatné, protoZze zména zivotnich podminek ovliviiuje i vyvoj
hostitelké rostliny (Meisslerova & Lebeda, 2010).

Nicméné bylo zjiSténo, Ze u vysoce citlivého genotypu Solanum lycopersicum je

optimalni teplota pro tvorbu konidii O. neolycopersici 20 - 25C a optimalni intenzita
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osvétleni cca 60 umol . m? . s™ . PFi niz8ich intenzitach a ve tmé dochazelo k potlageni

vyvoje patogena (Meisslerova & Lebeda, 2010).
4.2 Geny rezistence v U€i patogenu Oidium neolycopersici

Rada studii se zabyvala mapovanim gen( rezistence druhd Solanum spp.. Mezi
dominantni geny rezistence patfi OIl-1, OI-3, Ol-4, OI-5, OI-6 umisténé na Sestém
chromozomu a usporadané do tfi genetickych lokusu. Jiné dominantni Ol-geny
produkuji blizké izogenetické linie (NIL). Mechanizmus rezistence zpusobeny OI-
dominantnimi geny byva spojen s hyperseznitivni reakci (HR), ktera se méni v
zavislosti na odliSnych detailech Ol-genu v NIL. Zatimco mechanizmus rezistence fidi
recesivni gen OI-2 na &tvrtém chromozomu, ktery je spojovan s formovanim papil (Bai
et al., 2005).

interakce genotyp etapy intarakce
| 11 111

kompaktibilni SMM

NIL-OI--1
nekompaktibilni

F3-ol-2

MNIL-OI-4

= % ,':-i

Obr. 8
Schéma hlavnich etap kompaktibilni a nekompaktibilni obranné interakce rajcete proti
padli Oidium neolycopersici. V prvni etapé& jsou tvofena primarni apresoria, ktera
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mohou byt spojena s tvorbou papily (bunééna sténa je naruSena v misté penetrace) -
F3-ol-2. Napadené hostitelské bufky zUstavaji Zivé nebo nastupuje nekroticka reakce
HR (buriky ozna¢ené modrymi ¢asticemi) - NIL-Ol-4. V druhé etapé vznikaji primarni
haustoria v epidermalnich burikéch, které mohou nasledné podstoupit HR stejné jako u
NIL-Ol-4 a NIL-OI-1. Ve tfeti etapé vznikaji sekundarni haustoria v epidermalnich
bunkach a mohou vyvolat HR - NIL-OI-1. Tvorba sekundarnich apresorii je spojovana s
tvorbou papil-F3-ol-2 (Li et al., 2007).

4.3 Obrané reakce rostlin

Rostlina se muaze branit infekci patogenem raznymi zpusoby. Pasivni princip
zahrnuje strukturalni a chemické vlastnosti rostlin, bez ohledu na pfitomnost nebo utok
patogena (napf. tloustka pokoZzky, pfitomnost inhibiCnich latek nebo omezena
dostupnost Zivin). Aktivni princip spociva ve spusténi reakci a aktivaci mechanismua v
hostitelské burnce v dlisledku invaze patogenu, coz vede k vylouceni, inhibici nebo
eliminaci patogena (Heitefuss, 2001).

Aktivni zpusob obrany rostlin proti patogenim je tvofen dvouvrstvym imunitnim
systémem. Prvni linii obrany je primarni vrozend imunita. Je tvofena souborem
membranovych receptorl rostlin, které rozpoznavaji patogenni motiv. Dochazi pak k
aktivaci fady zakladnich obrannych mechanismid. Nicméné nékteré patogenni
mikroorganismy mohou potlagit tuto primarni vrozenou imunitu, ktera zahrnuje
rozeznani patogenl receptory diky vylu€ovani patogennich elicitorl. Na obranu proti
témto patogenum, které ziskali schopnost pfekonat bazalni obranu, vyvinuly rostliny
druhou obrannou linii. Jde o sekundarni vrozenou imunitu, kterd& ma vice
specializovany mechanismus a je také oznacovana jako efektory spousténa imunita.
Tato imunita je zalozena na pfimém nebo nepfimém rozpoznani elicitorli patogena
produkty genu rezistence rostlin (Li et al., 2007).

Jedna z prvnich reakci rostliny na infekci patogenem je tvorba reaktivnich
kyslikovych radikald (ROS). Enzymy U€astnici se vzniku peroxidu vodiku a
superoxidovych radikalt jsou Uzce spojeny s obrannou reakci rostlin. ROS mohou mit
pfimy negativni vliv na patogenni organismus (Romero et al., 2008).

Rostlinné buriky dale reaguji na utok patogena zvySenim hladiny cytoplazmatického
vapniku, aktivaci transkripénich faktor( a aktivaci obrannych genl (Heitefuss, 2001).
Dochazi tak k syntéze obrannych proteind. Mezi tyto proteiny patfi napf. b-1,3-
glukanasa nebo chitinasa, které pfimo hydrolyzuji buné€nou sténu patogena. Dale je
vyznamé posilena bunééna sténa infikované rostliny syntézou kalosy a ligninu, za coz

je zodpovédna syntéza enzym( kalosasyntasa a fenylalaninamoniumlyasa (PAL).
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Enzym PAL je také zapojen v syntéze dalSich cennych latek vCetné fytoalexind,
derivatd fenylpropanoidd s antimikrobidlni aktivitou, kyseliny salicylové, signélni
molekuly, kter& je dileZita pro mistni a systémovou rezistenci (Romero et al., 2008).
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Obr. 9
Procesy v rezistentni rostlinné burice po infekci patogenem vedouci k HR (Heitefuss,

2001).

4.3.1 ROS
Mezi ROS patfi singletovy kyslik, superoxidovy anion, hydroxylovy radikal,
hydroxylovy ion, perhydroxylovy radikadl a peroxid vodiku (Wojtaszek, 1997). Za

normalnich rdstovych podminek je produkce ROS v burice nizka. Plsobi-li na rostlinu
stresové faktory, které naruSuji jeji bunéénou homeostazu, dochazi k vyraznému

zvySeni koncentrace ROS (Mittler, 2002).
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ROS vznikaji pribézné jako vedlejSi produkty v normélnich metabolickych
procesech jako je napf. fotosyntéza a glykolyza. K tvorbé ROS dochazi také v reakci
na abioticky a bioticky stres. ROS jsou nejen toxické produkty aerobniho metabolismu,
ale také vyznamné signalni molekuly. ROS vznikaji v prvni fazi napadeni rostliny
patogenem a také hraji dulezitou roli ve vyvolani HR u infikovanych rostlin (Nanda et
al., 2010). ROS indukujici buné&Cnou smrt zpUsobuji oxidacni procesy jako je
peroxidace membranovych lipidd, oxidace proteinu, inhibice enzymu, poSkozeni DNA a
RNA (Mittler, 2002).

Vzhledem k tomu, Ze ROS jsou toxické, potfebuje rostlina rGzné mechanismy, které
reguluji intracelularni koncentraci ROS. Prvni mechanismus vyuZzivA ROS pro
signalizaCni Uc€ely a druhy slouZzi k detoxifikaci nadmérného ROS, zejména pfi stresu.
Tvorba a degradace ROS se méni v zavislosti na fyziologickém stavu rostliny a

integraci v rizném prostredi, vyvojovych a biochemickych stimulech (Mittler, 2002).

odstranéni produkce

N\ e
eq Y

signalizace

e A

@

patogeneze symbidza

oxidatni stres

Obr. 10
Schématické znazornéni regulace hladiny ROS a hlavni funkce ROS v interakci rostlin

a mikroorganismu (Nanda et al., 2010).
4.3.1.1 Produkce ROS

Kyslik v atmosféfe Zemé (21% O,) je tvofen v prabéhu fotosyntézy kyanobakteriemi
a rostlinami (Scandalios, 1993). Molekularni kyslik je pomérné mélo reaktivni. K

celkové redukci molekularniho kysliku na vodu je potfeba Ctyf elektrond a je vzdy

doprovazena postupnou jedna az tfi elektronovou redukci, kdy dochazi k tvorbé ROS.
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Reakéni Fetézec vyZzaduje iniciaci v prvnim kroku, zatimco nésledné kroky jsou
exotermni a mohou probihat samovolné (Vranova et al., 2002).

Mezi  nejzndmnéjSi  enzymy  produkujici ROS  patfi  xantinoxidasa,
dihydroorotatdehydrogenasa nebo tryptofanoxygenasa. Diky témto enzymum dochazi
k tvorbé superoxidového radikalu. DalSim moznym zdrojem ROS je reakce
katalyzovana lipoxygenasou, oxalatoxidasou a aminoxidasou. Vznika tak peroxid
vodiku ¢i peroxyderivaty. Do skupiny redukujici molekularni kyslik pfimo bez tvorby
superoxidu patfi prostaglandinsynthasa, guanylatcyklasa, glukosaoxidasa, D- a L-
AKoxidasa (Blokhina et al., 2003).

1 .
0, O,H
0, 2 >0, —4» HO, —» OH — > HO
2H" 22 H* H' 2
Obr. 11

Schéma vzniku ROS (Woijtaszek, 1997)

4.3.1.2 Degradace ROS

V rostlinnych burikach k detoxifikaci ROS slouzi rizné enzymy a redoxni metabolity.
Mezi dulezité enzymy napomahajici degradaci ROS patfi superoxoddismutasa (SOD),
preménujici superoxid na peroxid vodiku, katalasa (CAT), dismutujici peroxid vodiku
na kyslik a vodu, askorbatperoxidasa (APX), redukujici peroxid vodiku na vodu s
vyuzitim askorbéatu (ASC) jako donoru elektrond. Toto jsou hlavni enzymatické systémy
chranici rostlinné buriky pfed oxidacnim poSkozenim. Aktivita téchto enzymi je
geneticky regulovana v zavislosti na Zivotnim prostfedi a vyvojovych zménéch rostliny.
Rovnovéha aktivity téchto enzym( je rozhodujici pro hladinu superoxidu a peroxidu
vodiku v burice (Tommasi et al., 2001).

Rostlinné burky chrani pfed ROS také redoxni metabolity jako je ASC a tripeptid
glutathion (GSH). Bud pfimo odstrani ROS nebo blokuji oxida¢ni Fetézové reakce

vyvolané ROS (Tommasi et al., 2001).

-30 -



4.3.1.3 ROS aHR

Béhem nékolika minut po utoku patogena dochéazi ke vzniku ROS. Tato slaba a
pfechodna produkce ROS je zplsobena biologickou nespecifickou reakci na Gatok
patogena. Po nékolika hodindch nastava masivni a dlouhodoba produkce ROS tzv.
oxida¢ni stres. Tato kinetika vzniku ROS je typickd pro nekompaktibilni interakci
rostlinnych patogenu (De Gara et al., 2003).

ROS mohou mit pfimy negativni dopad na patogenni organismus nebo reakce
peroxidu vodiku s prechodnymi kovy wvyvolava produkci velmi reaktivnich
hydroxylovych radikall, které maji devastacni Uc¢inek na biomolekuly. Kromé toho také
peroxid vodiku brani pronikani mikroorganisma do rostlinnych pletiv, protoze pfispiva
ke zpevnéni bunécné stény (Barelo, 1997).

Zvyseni mechanické odolnosti rostlinnych bunék zpomaluje penetraci patogena, ale
vyzaduje vice Casu k aktivaci. Peroxid vodiku je signalni molekula, kterd snadno
prochazi pfes membrany a je schopna aktivovat obranné reakce. V duasledku Gtoku
patogena dochazi také ke zvySené produkci oxidu dusnatého, ktery maze slouzit také

jako signalni molekula obrannych reakci (De Gara et al., 2003).
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Obr. 12

Antioxidacni zmény vyvolané b&hem HR. Utok patogena vyvola v rostlinné burice

produkci ROS a reaktivnich forem dusiku. Tyto reaktivni formy, které brani penentraci
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patogena, také pusobi jako signélni molekuly pro aktivaci obranné reakce vedouci k
HR. Suprese enzym( degradujicich ROS (APX, CAT) pfispiva k oxidacnimu stresu.
Utok patogena aktivuje enzymy produkujici ROS. Nerovnovaha redoxnich pard
(ASC/DHA a GSH/GSSQG) je také soucasti nitrobunécnych déji spostéjici HR (De Gara
et al., 2003).

APX - askorbatperoxidasa, AFR - volné radikaly askorbatu, AFFR - reduktasa AFR,
CAT - katalasa, DAO - diaminoxidasa, DHA - dehydroaskorbova kyselina, DHAR -
reduktasa radikald DHA, GSH - glutathion, GSSH - disulfid glutathionu, NO - oxid
dusnaty, PAO - polyaminoxidasa, PM - plasmaticka membrana, POD - sekrecni

peroxidasa, Rp - proteinové receptory, SOD - superoxoddismutasa.

programaovana
SA NO bunécéna smrt

o

Gtok patogena

produkce ROS

tyr
fosfatasa degradace ROS
2 komponety
His-kinasy
HSP
MAPK transkripéni
Hz02 = senzor Ray | kaskdda |71 fakary
NADPH
i Rac AtANP1 WRKY
AMPKS3/6 EREBP
2
Ccast p46MAPK DREBA fotosyntéza
myb
i AP-1
kalmodulin  —-Ca’kalmodulin OCs/AS-1 ,. ”
kinasa HSF \ '
%
U

Obr. 13

Model aktivace signélnich drah béhem oxida¢niho stresu rostlin. Peroxid vodiku je
detekovan bunéénym receptorem nebo senzorem, coZ vede k aktivaci mitogenni
proteinkinasové kaskady (MAPK) a skupiny transkripénich faktoru, které fidi razné
bunécné déje. Peroxid vodiku je také spojovan se zménami hladiny vapenatych iontt a

kalmodulinu, aktivaci nebo indukci Ca/kalmodulinkinasy, které mohou rovnéz aktivovat
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nebo potlacovat aktivitu transkripénich faktorl. Regulace genové exprese
transkripénimi faktory indukuje rdzné obranné mechanismy jako je degradace ROS,
tvorba heat shock proteint (HSP), potlaeni nékterych mechanisma produkujicich ROS
a fotosyntéza. Diky utoku patogena dochazi také ke zméndm regulace produkce a
degradace ROS nebo také k bunécné smrti. Signalni hormony oxid dusnaty a kyselina

salicylova (SA) jsou klicové regulatory této reakce (Mittler, 2002).

4.3.2 HSP

HSP byly objeveny v roce 1962 a byly popsany jako proteiny, které jsou
exprimovany diky tepelnému Soku nebo jinému stresu. Nasledné bylo prokazano, Ze
HSP jsou zapojeny do mnoha regula¢nich drah a chovaji se jako molekularni
chaperony pro dalSi bunécné proteiny (Kregel, 2002).

Stresové podminky zpUsobuji dysfunkci protein. Pro preziti bunék ve stresu je
zvlasté dllezité udrzovat proteiny v jejich funkéni konformaci a zabranit hromadéni
nefukénich proteind. HSP/chaperony jsou zodpovédné za skladani proteind, jejich
translokaci a degradaci. V mnoha normalnich bunéénych procesech stabilizuji proteiny
a membrany a hraji kliCovou roli pfi ochrané rostlin proti stresu tim, Ze obnovuji

normalni proteinovou konformaci (Wang et al., 2004).

4.3.2.1 Syntéza HSP

VnéjSi stresové podminky zpusobi aktivaci transkripéniho faktoru HSP (Hsf). Hsf
jsou v cytosolu udrZzovany v neaktivnim stavu a vlivem stresu dochézi k jejich aktivaci.
Hsf jsou postranslacné modifikovany a oligomerizovany, poté vstupuji do jadra a vazou
se na HSE (regula¢ni oblast genu HSP), ¢imZ spousti transkripci. Pfepsana mRNA

opusti jadro a v cytosolu dochazi k syntéze HSP (Kregel, 2002).
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Obr. 14

Schéma aktivace Hsf a nasledné syntézy Hsp 70. Stresové faktory jako je vysoka a
nizka teplota, hypoxie/hyperpoxie, acidoza, virova infekce, ROS ¢&i reaktivni formy
dusiku (RNS) zplsobi oddéleni Hsf od HSP. Hsf jsou fosforylovany proteinkinasou a
tvofi v cytosolu trimery. Tyto komplexy vstupuji do jadra a vzbou na HSE regulacni

oblast aktivuji transkripci (Kregel, 2002).
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Obr. 15

Interakce Hsf s prvky zékladniho transkipéniho komplexu (ZIluté) u Arabidopsis thaliana
slozené z RNA-polymerasy I, transkripénich faktord TF IIA, 11B, IID, IIE, IIH a TBB a
koaktivatort Srb, Swi/SNF a SAGA (Baniwal et al., 2003).
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4.3.2.2 Rozdéleni HSP

HSP se vyskytuji ve vSech organismech od bakterii, kvasinek, rostlin az po ¢lovéka.

HSP mohou mit rizné formy a jsou rozdéleny do nékolika rodin na zékladé molekuloveé
hmotnosti (Wang et al., 2004).

Tab. 1

Rozdéleni HSP na zakladé molekulové hmotnosti, jejich lokalizace a funkce u savcu

(Kregel, 2002).

HSP rodina

bun ééna

lokalizace

funkce

HSP 27 (SmHSP)
HSP 60

HSP 70

-HSP 72 (Hsp 70)

- HSP 73 (Hsc 70)

- HSP 75 (MHsp 70)
- HSP 78 (GRP 78)
HSP 90

HSP 110/104

cytosol, jadro

mitochondrie

cytosol, jadro
cytosol, jadro
mitochondrie

ER

cytosol, ER, jadro

cytosol

stabilizace mikrofilament, antiapoptéza
znovuskladani protein, prevence agregace
denaturovanych protein(l, proapopt6za
antiapoptoza

skladani protein(, cytoprotekce

molekularni chaperony

molekularni chaperony

molekularni chaperony, cytoprotekce

regulace receptord  steroidnich  hormonf,
translokace proteint

skladani proteint
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bunécna sténa

chloroplasty

plasmaticka membrana
HSP 70, smHSP

cytoplasma
smHSP, HSP 90, HSP 70, HSP 60

ER
HSP 100, GRP78 (HSP 70)

golgiho aparat
HSP 100

vakuola
glykosomy, peroxisomy

smHSP jadro

smHSP, HSP 110, HSP 90, HSP 70

Obr. 16
Lokalizace HSP v rostlinné burice (Timperio et al., 2008).

4.3.2.3 Funkce HSP

PFi stresu je negativné ovlivnéna struktura a funkce nékterych enzymu a strukturnich
proteind. Ruzné tfidy HSP/chaperonl spolupracuji pfi ochrané bunéénych proteina
proti stresu udrzovanim proteinu v jejich funkéni konformaci a odstranénim nefuk&nich
ale potencionalné Skodlivych polypeptidd. Nékdy se jejich role pfi ochrané protein(
prekryvaji (Wang et al., 2004).

In vivo bylo prokazano, ze se smHSP vazi na poSkozené proteiny, brani jejich
agregaci a tim zajisti snadny pfistup HSP 70 a HSP 100 pro nasledné znovuslozeni
proteint do spravné konformace (Sun et al., 2002).

HSP 100 hraji dalezitou roli pfi rozpousténi proteinovych agregatd. Rozpusténé
proteiny jsou pak nasledné skladdany do spravné konformace diky HSP 70. Ziskavani
funkéni konformace proteini miZze byt doplnéna ¢leny rodiny HSP 60 (GroEL - GroES)
(Wang et al., 2004).
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Obr. 17

Vzajemna spoluprace raznych HSP pfi stresu. Nékteré HSP (napf. smHSP a HSP 70)
stabilizuji konformaci proteinu, brani agregaci a udrZuji protein v pfislusném stavu pro
jeho znovusloZeni jinymi HSP (napf. HSP 60, HSP 70 a HSP 90). KdyZ poSkozené
proteiny agreguji, jsou rozpoustény za Ucasti HSP 100 a nasledné skladany do funk&ni
konformace nebo jsou degradovany proteasou. Nékteré HSP (napf. HSP 70 a HSP 90)
doprovéazeji transdukci signalu, dochézi k aktivaci transkripce a syntéze dalSich
HSP/chaperonl a jinych proteint obranné reakce (napf. antioxidantd) (Wang et al.,
2004).

4.3.2.4 smHSP

SmHSP maji nizkou molekulovou hmotnost (12-40 kDa) a tvofi rozmanitou rodinu
HSP/chaperond. SmHSP jsou syntetizovany ve vSech prokaryotnich a eukaryotnich
bunkach v raznych fazich vyvoje nebo jako reakce na stres (Sun et al., 2002).

SmHSP nejsou sami schopné skladat proteiny do jejich funkéni konformace, ale maji

vysokou schopnost vazat nesloZzené proteiny pfes hydrofobni interakce, stabilizovat je
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a zabranit jejich agregaci, ¢imz usnadni jejich znovusloZeni ATP-dependentnimi
chaperony (Sun et al., 2002).

Z péti hlavnich HSP rodin jsou v rostlinach smHSP nejvice zastoupeny. Déli se do
Sesti tfid na z&kladé intracelularni lokalizace a sekven¢ni podobnosti (Waters et al.,
1996). Vysoké rozmanitost SmHSP u rostlin odrazi molekularni adaptaci na stresove

podminky, ktera je pro rostliny jedine¢na (Sun et al., 2002).

4.3.2.5 HSP 60

Chaperoniny (HSP 60) jsou molekularni chaperony, které se nachazi v
prokaryotnich bufikach a v plastidech a mitochondriich eukaryotnich bunék (Bukau &
Horwich, 1998).

Hlavni skupinu tvofi chaperonin GroEL, ktery se vyskytuje v cytoplazmé eubakterii a
ekvivalentni Hsp 60 v mitochondriich a plastidech eukaryotnich bunék. Chaperoniny se
dale déli na dvé podceledi. Prvni skupinu tvofi GroE, které se nachézeji u bakterii, v
mitochondriich a chloroplastech. Do druhé skupiny patfi CCT chaperoniny vyskytujici
se v Archea a v cytosolu eukaryot (Bukau & Horwich, 1998).

Chaperoniny hraji klicovou roli pfi tvorbé nativni formy protein( pfi jejich translokaci

nebo syntéze de novo (Bukau & Horwich, 1998).
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Obr. 18

Asymetricky GroEL-GroES komplex v trans konformaci (ap.-apikélni doména, eq.-
ekvatoridlni doména) vaze neslozené polypeptidy (U) nebo kineticky zachycené
slozené meziprodukty (I11). Komplex je vysoce dynamicky. Vazbou ATP na GroES
doménu vznikd cis konformace. Hlavni konformacni zmény probihaji na GroEL
doméné. Dochazi k uvolnéni polypeptidu z apikalniho mista a jeho skladani. Hydrolyza

ATP oslabuje GroEL-GroES interakci a GroES se pfipravuje na uvolnéni polypeptidu.
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Vazba ATP umoziiuje polypetid vychylit. Uvolnény polypeptid je nativni (N), ¢astecné
slozeny (12) nebo se jedné o kineticky zachyceny sloZzeny meziprodukt (11), ktery se
muze vézat do stejného nebo jiného GroEL-GroES komplexu a podstoupit dalSi
skladani. V komplexech D = ADP, T = ATP, T-D = hydrolyza ATP (Bukau & Horwich,
1998).

4.3.2.6 HSP 70

Zakladni funkci HSP 70/chaperond a jejich kochaperon (DnalJ/Hsp40 a GrpE) je
prevence agregace a pomoc pfFi znovuskladani proteind v normalnich a stresovych
stavech. Podileji se také na transportu proteinu, pfi translokaénich procesech a pfi
degradaci nestabilnich proteinQ, které sméfuji do lysosoml nebo proteasomud (Zhang
& Glaser, 2002).

Nékteré HSP 70 jsou oznacovany jeko Hsc 70, které napomahaji skladani de novo
syntetizovanych polypeptidd a podileji se na importu a translokaci prekursorovych
proteind. Ostatni ¢lenové rodiny HSP 70 jsou exprimovany v pfipadé, Ze je organismus
vystaven stresovym podminkam. Navic nékteré HSP 70 plsobi jako represory
transkrip&niho faktoru Hsf (Bukau & Horwich, 1998). V mitochondriich HSP 70 funguji
jako molekularni motor pfi importu proteinG. 97% proteint transportovanych do
mitochondridlii ma vazebné misto pro HSP 70. Podobnou funkci maji HSP 70 také pfi
importu chloroplastovych proteini. 82,5% proteint transportovanych do chloroplastu
obsahuje HSP 70 vazebné misto (Zhang & Glaser, 2002).

Struktura HSP 70 se sklada z vysoce konzervované N-terminalni ATPasové domény
(42 kDa) a C-terminalni domény s vazebnym mistem pro polypeptid (25kDa) (Miernyk
& Hayman, 1996).

Konkrétni role HSP 70 jsou pravdépodobné dany jejich bunécnou lokalizaci,
diferencialni expresi v rtznych fazich vyvoje (Miernyk , 1999) nebo interakci se

specifickymi HSP 70 asociovanymi proteiny (May & Soll, 2000).
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Obr. 19

Schématické znazornéni cylu HSP 70. N-terminalni doména ATPasy (Zluté), C-
terminalni doména (Cervené). Nové syntetizovany polypeptid se vaze na C-terminalni
doménu HSP 70. Tento binarni komplex je rozpoznan chaperonovyn aktivaénim
proteinem (modfe), ktery stimuluje hydrolyzu ATP. HSP 70 mé& po hydrolyze ATP
nizkou afinitu k polypeptidu a je z HSP 70 uvolnén. Na HSP 70 se potom vaze
nukleotidovy vymeénny faktor (oranzovy trojuhelnik), ktery podporuje zaménu ADP za
ATP a HSP 70 je pfipraven k dalSimu cyklu. Pokud je polypeptid Spatné sloZzen nebo
podlehl denaturaci a agregaci vstupuje do dalSich HSP cykli (Miernyk , 1999).

4.3.2.7 HSP 90

HSP 90 hraji vyznamnou ulohu pfi spravném skladani proteind, ale také v signalni
kaskadeé, fizeni bunééného cyklu a degradaci proteini. Slouzi také jako regulatory
receptoru steroidnich hormontd (Sangster & Queitsch, 2005).

HSP 90 tvofi 1-2% vSech bunécnych proteind. Je zndmo témér 100 proteind, které
fidi ¢innost HSP 90. HSP 90 maji ATPasovou doménu a hydrolyza ATP zpasobuje
konformacni zmény HSP 90, které jsou nutné pro zménu konformace proteinového

substratu. Ve steroidnich hormonech vyvolaji konformacéni zmény HSP 90 odkryti
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steroidniho vazebného mista. HSP 90 mohou tvofit heterokomplexy s dalSimi proteiny
a reguluji také nékteré proteinkinasy a transkripéni faktory (Pratt & Toft, 2003).

4.3.2.8 HSP 100

HSP 100 se vyskytuji ve vSech organismech. Existuji dvé hlavni podtfidy HSP 100.
Clenové prvni tfidy maji dv& ATP-vazebna mista a &lenové druhé tfidy pouze jedno
ATP-vazebné misto (Agarwal et al., 2002).

HSP 100 byly intenzivné studovany jako podjednotky ATP-dependentni
kaseinproteasy (CLP). CLP se sklada ze 2 podjednotek: ClpP je skute¢n& proteasa a
Clp chaperonové podjednotky uréujici cilovou specifitu (Boston et al., 1996). HSP 100
vyuzivaji hydrolyzy ATP ke konformaé&nim zménam pfi skladani proteinl. V rostlinnych
burikach jsou HSP 100 lokalizovany v cytoplazmé nebo v organelach (mitochondrie a
plastidy) (Agarwal et al., 2002).

HSP 100 jsou exprimovéany v prab&hu vyvoje nebo pusobenim stresovych podminek

jako je teplo, chlad, vysoky obsah soli, t&¢Zké kovy,...) (Agarwal et al., 2002).
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5. Material a metody

5.1 Chemikalie

Akrylamid (Sigma, USA), bisakrylamid (Sigma, USA), bromfenolovd modi (Lachema,
CR), butylovany hydroxytoluen (Sigma, USA), dihydrogenfosforeénan draselny
(Lachema, CR), ethanol (Lach-Ner, CR), Evansova modi (Fluka, Svycarsko),
fosforeénan draselny (Lachema, CR), glycerol (Sigma, USA), glycin (Sigma, USA),
guajakol (Sigma, USA), chlorid hofe¢naty (Lachema, CR), chlorid sodny (Lach-Ner,
CR), kumenhydroperoxid (Acros Organics, Belgie), kyselina sirova (Lach-Ner, CR),
merkaptoethanol (Sigma, USA), methanol (Sigma, USA), NBT-BCIP (Sigma, USA),
monoklonélni Anti-HSP 70 Ab produkovana v mysich (Sigma, USA), nacéstice stfibra
(Katedra fyzikaini chemie UP v Olomouci), n-butanol (Lach-Ner, CR), peroxid vodiku
(Lach-Ner, CR), persiran amonny (Fluka, Svycarsko), SDS (Sigma, USA), protilatka
proti mySim Ab produkovana imunizaci kozy znafend alkalickou fosfatasou (Anti-
mouse IgG) (Sigma, USA), siran amono-Zeleznaty (Sigma, USA), standard HSP 70
(Sigma, USA), dusic¢nan stfibrny (Katedra fyzikalni chemie UP v Olomouci), TEMED
(Fluka, Svycarsko), TRIS (MP Biomedicals, Francie), TRITON-X 100 (Sigma, USA),
Tween 20 (Sigma, USA), xylenova oranz (Acros Organics, Belgie), Zelatina (Sigma,
USA)

5.2 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy, Sartorius, Némecko
Automatické pipety, Eppendorf, Némecko
Digitalni pH metr WTW 526, inoLab, Némecko
Digitalni pfedvazky, Kern, Némecko

Elektricky zdroj POWER PAC 300, BioRad, USA
Chladici box, Fnoice, UK

Chlazené centrifuga 5415R, Eppendorf, Némecko
Inkubator INCUBAT, Melag, Némecko

Inkubacni lazen, Major Science, Taiwan
Mikrodesti¢kovy spektrofotometr Reader Synergy HT, Bio-Tek, USA
Minitfepacka IKA M53 basic Vibrax, Brazilie
Trepacka IKA VXR basic Vibrax, Brazilie
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5.3 Rostlinny material, patogen

Pro experimenty byly vybrany tfi genotypy Solanum spp. liSici se rozdilnym stupném
rezistence k biotrofnimu patogenu O. neolycopersici:
S. lycopersicum cv. Amateur - vysoce nachylny
S. chmielewskii - stfedné rezistentni
S. habrochaites - vysoce rezistentni

Semena Solanum spp. byla vyseta do perlitu a po plném vyvinuti déloznich lista byly
rostliny prfemistény do plastovych kvétinacli se zahradnickym substratem. Pro
experimenty byly pouzity rostliny stafi cca 8-12 tydnd. Rostliny byly poskytnuty
Katedrou botaniky Univerzity Palackého v Olomouci.

Pro experimenty byl pouZit patogen padli rajcatové O. neolycopersici ziskany z
rajCete (cv. Lucy) ze skleniku Statni rostlinaiské spravy v Olomouci. Patogen byl
udrZzovan na 2-3 mésice starych rostlinach vysoce nachylného genotypu rajCete S.
lycopersicum cv. Amateurum, které byly péstovany pod igelitovymi kryty, aby bylo
zabranéno Sifeni konidii patogena. Tyto rostliny byly umistény ve fytotronu pfi teploté
20T se sv ételnym rezimem 12/12h (den/noc). Padli bylo ve dvoutydennich intervalech

preinokulovano na nové zdraveé rostliny.

5.3.1 Priprava rostlinného materialu

Experimenty byly realizovany na listovych discich. Na dno Petriho misek byly
umistény 3 vrstvy buni€iny a 1 kolecko filtracniho papiru. Do kazdé Petriho misky bylo
napipetovano 10 ml destilované vody nebo 10 ml testované latky (5 mg/l nebo 50 mg/l
nano-Ag a 5 mg/l nebo 50 mg/l iontového stfibra). Z listld rostlin byly korkovrtem
vyfiznuty disky o prGméru 12 mm a do kazdé Petriho misky bylo vloZeno 16 disku.

Inokulace listovych diskl byla provadéna metodou otisku infikovanymi listy S.
lycopersicum cv. Amateur, které byly z 80-100% pokryty cerstvym sporulujicim
myceliem. Kontrolni a infikované disky byly kultivovany ve fytotronu pfi teploté 20C a
fotoperiodé 12/12h (den/noc). Vzorky byly odebirany ve zvolenych ¢&asovych
intervalech po inokulaci (24; 48 a 72 hpi).
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5.4 Metody

5.4.1 Priprava rostlinnych extrakt 0 pro detekci HSP 70

Extrakce byla realizovana ve tfecich miskach chlazenych ledem. Pro pfipravu
rostlinnych extraktd byl pouzit R roztok v poméru 1:2 (w/v) (rostlinny material : R
roztok) o slozeni: 1 dil 0,1 M TRIS HCI pH 7, 1 dil vzorkovaciho pufru pro SDS
elektroforézu a 1 dil 10% (w/v) SDS. Vzorkovaci pufr pro SDS elektroforézu byl
pfipravovan z 0,125 M TRIS HCI pH 6,8, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerolu, 5% (v/v)
mekaptoethanolu a 0,02% (w/v) bromfenolové modfi.

Extrakt byl cetrifugovan 10 min pfi 16 000 g pfi teploté 4<C. Supernatant byl odebran
a zamrazen pfi -80C. P fed vlastni aplikaci do jamky byly extrakty po rozmrazeni 10

min inkubovany pfi 100 a poté byly centrifugovany 5 min p i 16 000 g pfi teploté 4<C.

5.4.2 Priprava rostlinnych extrakt @ pro stanoveni lipidické peroxidace

Extrakce byla provadéna ve tfecich miskach chlazenych ledem. K rostlinnému
materidlu byl pfidavan extrakéni pufr v poméru 1:2 (w/v) (rostlinny material : pufr) o
sloZeni: 0,1 M K-fosfatovy pufr pH 7, 1% (v/v) TRITON-X 100 a 0,01% (w/v) butylovany
hydroxytoluen.

Extrakt byl centrifugovan 20 min pfi 16 000 g pfi teploté 4C. Supernatant byl poté

odebran a zamrazen pfi -80<C.

5.4.3 Priprava rostlinnych extrakt 0 pro stanoveni peroxidasové aktivity

Extrakce byla realizovana ve tfecich miskach chlazenych ledem. Pro pfipravu
rostlinych extrakta byl pouzit 0,1 M TRIS HCI, pH 7 v poméru 1:2 (w/v) (rostlinny
material : pufr).

Extrakt byl centrifugovan 10 min pfi 16 000 g pfi teploté 4C. Supernatant byl poté

odebran a zamrazen pfi -80C.
5.4.4 Mikroskopické hodnoceni vyvoje patogenu O. neolycopersici
Odbéry disku z Petriho misek byly provadény v ¢ase 24, 48 a 72 hpi. Vzdy 4 disky

byly na 48 h vloZeny do vialky s ledovou kyselinou octovou pro odbarveni chlorofylu a

zastaveni vyvoje patogena. Pak byly disky uchovavany ve vialkach s glycerolem.

-45 -



Listové disky byly obarvené 0,1% Evansovou modfi a vlastni vyvoj patogenu byl
pozorovan pomoci svételného mikroskopu s vestavénym meéfitkem. Byla stanovena
délka jednotlivych kliénich vidken patogenu a zastoupeni konidii s jednim, dvéma nebo
tfemi klicnimi vlakny. Pro kazdou variantu experimentu byl vyhodnocen vyvoj patogenu

na 4 listovych discich a na kazdém disku bylo proméfeno 50 konidii.

5.4.5 Detekce bun ééné smrti

Z Petrino misek byly odebirany vzdy 4 listové disky v Case 24, 48 a 72 hpi. Disky
byly inkubovany 15 min s 0,05% Evansovou modfi pfi laboratorni teploté. Poté byly
listové disky dikladné promyty destilovanou vodou a inkubovany 30 min pfi 50C v
50% methanolu s 1% SDS. Do jamky mikodestiCky bylo napipetovano 200 pl tohoto

roztoku a byla proméfena absorbance pfi 600 nm.

5.4.6 Stanoveni peroxidasové aktivity

Peroxidasova aktivita byla stanovena spektrofotometricky modifikovanou metodou s
guajakolem. Po oxidaci guajakolu vznikéa Zlutohnédy tetraguajakolchinon (Koduri &
Tien, 1995).

Do jamky mikrodesticky bylo napipetovano 100 pl 0,1 M K-fosfatového pufru pH 6,
40 pl 50 mM guajakolu, 100 pl vzorku nafedéného 0,1 M TRIS HCI pH7 v poméru 1:9
(extrakt:pufr). Reakce byla startovdna 50 pl 10 mM peroxidu vodiku. Byl méFen narust

absorbance pfi 436 nm po 1 min pfi 30<C. Stanoveni bylo provad &no v duplikatu.

5.4.7 Stanoveni lipidické peroxidace

Primarni produkty lipidické peroxidace byly stanovovany spektofotometricky
metodou FOX2 na zakladé jejich interakce s prebytkem Zeleznatych iontd v kyselém
prostfedi v pfitomnosti xylenové oranze (Griffiths et al., 2000).

Zkumavky s 20 pl vzorku a 5 pl methanolu byly inkubovany 30 min ve tmé pfi
laboratorni teploté. Do zkumavek bylo napipetovano 200 pl roztoku FOX2, ktery byl
pFipraven smichanim &inidla A a ¢inidla B v poméru 1:9. Cinidlo A obsahovalo 250 mM
kyselinu sirovou, 1 mM xylenovou oranz a 2,5 mM siran amono-Zeleznaty a €inidlo B
4,4 mM BHT v methanolu. Zkumavky byly inkubovany dalSich 30 min pfi laboratorni
teploté a poté byly centrifugovany 5 min pfi 15 000 g pfi pokojové teploté. Do jamky

mikrodestic¢ky bylo pipetovano 80 ul supernatantu ve dvojim opakovani a absorbance

- 46 -



byla méfena pfi 560 nm. Pro stanoveni Kkalibrani kfivky byly pouZzity roztoky
kumenhydroperoxidu o koncentrcich 10; 25; 50; 75; 100; 125; 150 puM.

5.4.8 Stanoveni produkce HSP 70

Pro detekci HSP 70 byla pouzita metoda Western blot. Nejprve byly proteiny
rozdéleny SDS elektroforézou na 7% délicim a 4% zaostfovacim polyakrylamidovém
gelu. Pro pfipravu déliciho gelu byl pouzit 1,5 M TRIS HCI pH 8,8 a pro pfipravu
zaostfovaciho gelu 0,5 M TRIS HCI pH 6,8. Elektrodovy pufr pH 8,3 obsahoval 0,025 M
TRIS, 0,192 M glycin a 0,1% SDS. P¥i difundovani proteint pfes zaostfovaci gel bylo
zvoleno napéti 120 V a po prechodu proteint do déliciho gelu bylo napéti zvySeno na
180 V.

Proteiny byly z polyakrylamidového gelu pfeneseny na nitrocelulosovou membranu
blotovanim, které probihalo 2 hodiny. Blotovaci pufr pH 8,3 obsahoval 0,025 M TRIS,
0,192 M glycin a 20% (v/v) methanol. Potom byla membrana pfes noc inkubovéna v
3% Zelatiné v TBS, aby doSlo k blokaci nespecifickych vazebnych mist na membrané.
Pro pfipravu TBS pH 7,5 byl pouZzit 0,02 M TRIS a 0,5 M chlorid sodny. DalSi den byla
membrana inkubovana 2 hodiny s primarni monoklonélni mysi protilatkou anti-HSP 70
v 1% Zelatiné v TBS. Poté byla promyta v roztoku Tweenu 20 v TBS a inkubovana
dalsi 2 hodiny se sekundarni mySi protilatkou IgG konjugovanou s alkalickou
fosfatasou v 1% Zelatiné v TBS. Po promyti roztokem Tweenu 20 v TBS byla
provedena vizualizace chromogennim roztokem NBT-BCIP, kter4 trvala cca 10 min.
Pufr pro vizualizaci obsahoval 0,1 M TRIS, 0,1 M chlorid sodny a 0,005 M chlorid
hofeCnaty. Vysledky byly vyhodnocovany pomoci programu UVP pro analyzu a

Zpracovani programu.
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6. Vysledky

6.1 Porovnani vyvoje patogena O. neolycopersici a reakce rostlin  Solanum spp.

na infekci

V prvni ¢asti experimentélni prace byl studovan vyvoj patogena O. neolycopersici a
reakce rostlin na infekci u tfi genotypl Solanum spp. liSicich se rozdilnym stupném
rezistence vzhledem k O. neolycopersici. Vyvoj patogena O. neolycopersici byl
vyhodnocen na zékladé mikroskopického stanoveni délky Kklicnich vidken O.
neolycopersici a zastoupeni konidii s jednim, dvéma, tfemi a vice kli¢nimi viakny.

Pro charakterizaci reakce vybrannych genotypt Solanum spp. na infekci patogenem
O. neolycopersici byla stanovena intenzita bunécné smrti, hladina primarnich produktt

lipidické peroxidace, zmény v peroxidasové aktivité a produkci HSP 70.

6.1.1 Porovnani vyvoje patogena O. neolycopersici u rozdilnych genotyp

Solanum spp.

Pro vyhodnoceni vyvoje patogena byl pouZit svételny mikroskop s vestavénym
meéfitkem. Odbéry listovych disk pro stanoveni délky kli¢nich vliaken a procentualniho
zastoupeni patogennich struktur byly provadény v ¢asech 24, 48 a 72 h po inokulaci
(hpi).

K nejrychlejSimu rustu kliénich vlaken patogena O. neolycopersici dochazelo u
vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. V pfipadé stfedné
rezistentniho genotypu S. chmielewskii byl pozorovan v ase 48 hpi vyznamné
pomalejSi vyvoj patogena v porovnani s vyvojem citlivého genotypu S. lycopersicum.
72 hpi rast patogena na obou hostitelskych rostlindch S. lycopersicum i S. chmielewskii
byl srovnatelny. Naopak u vysoce rezistentniho genotypu S. habrochaites byl vyvoj
klicnich vlaken vyrazné potlacen a to i v ¢ase 72 hpi (Graf 1a).

Vysledky procentudlniho zastoupeni patogennich struktur koreluji s vyhodnocenim
délek klicnich vlaken patogena po inokulaci na testovanych genotypech Solanum spp..
V Case 24 hpi byly detekovany pouze konidie s jednim nebo dvéma kli¢nimi vidkny. U
vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur pfevaZuje zastoupeni
konidii s dvéma klicnimi vldkny. Naopak u vysoce rezistentniho genotypu S.
habrochaites je zastoupeni konidii s jednim kli€nim vidknem vice nez 80%. V Case 48
a 72 hpi dochazi u genotypu S. lycopersicum cv. Amateur k markantnimu nardstu

poctu konidii se tfemi kli¢nimi vlakny. Zastoupeni konidii se tfemi klicnimi vlakny je v
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Case 48 hpi cca 75% a v Case 72 hpi dokonce 95%. U stfedné rezistentniho genotypu
S. chmielewskii sledujeme podobny narust zastoupeni konidii s tfemi klinimi viakny az
v Case 72 hpi (cca 90%). U vysoce rezistentniho genotypu S. habrochaites prevazuji
konidie s jednim nebo dvéma kli¢nimi viakny v ¢ase 48 i 72 hpi. V Case 72 hpi
dosahuje zastoupeni konidii se tfemi kli€nimi vlakny pouze 10 % (Graf 1b).

Patogen O. neolycopersici se nejrychleji vyviji na listovych discich rostlin vysoce
nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. U stfedné rezistentniho genotypu
S. chmielewskii Ize pozorovat v pribéhu prvnich 48 hpi zpomaleni vyvoje v porovnani
s vyvojem na citlivém genotypu. U vysoce rezistentniho genotypu S. habrochaites je

vyvoj patogena O. neolycopersici jednoznacné potlagen.

a) b)
, . , Wpocet konidiis jednim klicnim vlaknem
Délka icnich viaken Wpoéet konidii s dvema klicnimiviakny
dpocet konidiis tremi a vice Klichimividkn
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Graf 1

Délka kli¢nich vlaken (a) a procentualni zastoupeni patogennich struktur (b) patogena
0. neolycopersici na listovych discich S. lycopersicum cv. Amateur, S. chmielewskii a
S. habrochaites v Case 24, 48 a 72 hpi.

6.1.2 Reakce rostlin  Solanum spp. na infekci patogenem O. neolycopersici

Pro studium reakce rostlin Solanum spp. na infekci patogenem O. neolycopersici
byly rostlinné disky pfipravené ve dvou sadach. Kontrolni disky bez patogenniho
organismu a infikované disky, které byly inokulovany patogenem O. neolycopersici.
Odbéry diskG byly provadény v Casech 24, 48, 72 h. Vzhledem k tomu, Ze byl
experiment realizovan na listovych discich, dochazelo ke kombinaci patogenniho a

mechanického stresu. Pusobeni stresovych faktor muze u rostlin vyvolat oxidaéni
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stres, ktery je charakterizovan prudkym naristem ROS. ROS nejsou pouze toxické
produkty, ale vystupuji také jako signalni molekuly kontrolujici obranné procesy
rostlinného organismu. ROS hraji duleZitou roli ve vyvolani buné&né smrti tzv.
hypersenzitivni reakce (HR) v ramci obrannych procesut v pribéhu patogeneze (Nanda
et al., 2010).

Mechanicky stres v ¢ase 24 h nemél vyznamné rozdilny vliv na buné€nou smrt u
testovanych tfi genotypl Solanum spp.. V ¢ase 48 a 72 h dochazelo k nepatrnému
zvySeni bunééné smrti, zplsobené mechanickym stresem, avSak nebyl pozorovan
prilis velky rozdil mezi genotypy. Pokud byly listové disky infikované patogenem O.
neolycopersici dochazelo k vyraznému postupnému narlistu bunééné smrti u vysoce
nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur a u stfedné rezistentniho genotypu
S. chmielewskii, avSak zde nebyl narust tak razantni jako v pfipadé S. lycopersicum cv.
Amateur. U vysoce rezistentniho genotypu S. habrochaites byl detekovan pouze velmi
maly nartst bunééné smrti po inokulaci patogenem (Graf 2a).

ROS maji pfimy toxicky uc€inek na patogenni organismus a podileji se na
strukturalnim zesileni rostlinné bunécné stény. V nadmérnych koncentracich vsak
mohou byt ROS pro buriku toxické. Ochranu pfed oxidacnim posSkozenim organismu
zajistuje fada antioxida¢nich obrannych sytému. Do katabolismu peroxidu vodiku je
zapojena katalasa a peroxidasy (POX) (Tommasi et al., 2001).

Mechanicky stres, ke kteremu dochazi pfi pfipravé listovych diskd, vyvolal postupné
zvySeni peroxidasové aktivity u vSech tfi genotypl. Intenzita zmény peroxidasove
peroxidasové aktivity bylo zaznamenano u stfedné rezistentniho genotypu S.
chmielewskii a to, jak u kontrolnich diskd, tak i u diskd inokulovanych patogenem.
V pfipadé infikovanych disk( byl detekovan 72 hpi vétSi narist POX aktivity u S.
lycopersicum a S. chmielewskii v porovnani s kontrolnimi neinfikovanymi disky, pouze
v pfipadé S. habrochaites byl zaznamenan nizZsi narast POX aktivity. Vliv patogeneze
na zménu POX aktivity v pfipadé diskového uspofadani experimentu neni pfilis
vyrazny (Graf 2b).

ROS indukujici buné&nou smrt zpusobuji oxidacni procesy, jako je peroxidace
membranovych lipidd, oxidace proteind, inhibice enzym(, poSkozeni DNA a RNA.
Nevratné poskozeni membran Uzce souvisi s jejich peroxidaci (Mittler, 2002).

Vliv mechanického a patogenniho stresu na lipidickou peroxidaci byl u vSech ftfi
genotypt obdobny jako v pfipadé stanoveni zmén peroxidasové aktivity. Vyrazné
zvySeni  koncentrace primarnich  produktd lipidické peroxidace zplUsobené
mechanickym stresem i kombinaci mechanického a patogenniho stresu bylo

zaznamenano u stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii a to pfedevsim v ¢ase
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72 h. U genotypl S. lycopersicum cv. Amateur a S. habrochaites bylo zvySeni
koncentrace primarnich produktu lipidické peroxidace vyvolané pravdépodobné pouze
mechanickym stresem. Po inokulaci patogenem nebyly zaznamenany vyznamné
zmény v produkci primarnich produktd lipidické peroxidace v porovnani s kontrolnimi
vzorky vystavenymi pouze mechanickému stresu (Graf 2c).

Stresové podminky zpUsobuji dysfunkci proteind. Pro preZiti bunék ve stresu je
zvlasté dllezité udrzovat proteiny v jejich funkéni konformaci a zabranit hromadéni
nefukénich proteind. HSP/chaperony jsou zodpovédné za skladani proteind, jejich
translokaci a degradaci a hraji kliCovou roli pfi ochrané rostlin proti stresu tim, Ze
obnovuji normalni proteinovou konformaci (Wang et al., 2004).

U vSech tfi genotypl byly zaznamenany zmény v koncentraci HSP 70 v prabéhu
experimentu. K nejintenzivnéjSimu zvySeni produkce HSP 70 dochazelo u diski
genotypu S. chmielewskii. Maximalni zvySeni produkce HSP 70 u S. chmielewskii bylo
detekovano 48 h po aplikaci mechanického stresu (pfiprava diskd) a v pfipadé
kombinace mechanického a patogenniho stresu bylo maximum zaznamenano jiz 24
hpi. Pokles HSP 70 zpét na pavodni hodnotu byl detekovan v Case 72 h u S.
chmielewskii a S. habrochaites. Pouze u citlivého genotypu S. lycopersicum byl
pozorovan po dobu experimentu (0-72h) postupny narust koncentrace HSP 70 u
kontrolnich i infikovanych diskd (Graf 2d).
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Graf 2

Detekce bunécné smrti (a), peroxidasové aktivity (b), stanoveni koncentrace
primarnich produktu lipidické peroxidace (c) a HSP 70 (d) na infikovanych (po inokulaci
patogenem O. neolycopersici) a kontrolnich (bez patogenniho organismu) listovych
discich S. lycopersicum cv. Amateur, S. chmielewskii a S. habrochaites v Case 24, 48,
72 h a hpi. Zména hodnot testovanych parametrd (relativni zména) v prubéhu
experimentu je vztaZzena ke kontrolnimu vzorku (neinfikované Cerstvé pfipravené disky

daného genotypu Solanum spp. = 1).

6.2 Studium vlivu nano €éstic a iontového st Fibra na vyvoj patogena

O. neolycopersici a reakci rostlin - Solanum spp. na infekci

Vliv nanocastic a iontového stfibra na vyvoj patogena a reakci rostlin na infekci byl
studovan u tfi genotypl Solanum spp. liSicich se rozdilnym stupném rezistence
vzhledem k O. neolycopersici. K experimentdm byl vybran vysoce nachylny genotyp S.
lycopersicum cv. Amateur, stfedné rezistentni genotyp S. chmielewskii a vysoce

rezistentni genotyp S. habrochaites.
6.2.1 Vliv nano €astic a iontového st Fibra na vyvoj patogena O. neolycopersici
Ke studiu vlivu nano-Ag a iontového stfibra na vyvoj patogena O. neolycopersici bylo

pouZzito mikroskopické vyhodnoceni délky kliénich vldaken O. neolycopersici a

zastoupeni konidii s jednim, dvéma, tfemi a vice kli¢nimi viakny.
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U vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur v ¢ase 24, 48 a 72 hpi
dochézelo k inhibici rustu kli¢nich vlaken pusobenim iontového stfibra i nano-Ag.
Pouze v pfitomnosti nano-Ag o koncentraci 50 mg/l byl v ¢ase 72 hpi pozorovan mirny
stimula¢ni efekt na rast klicnich vlaken (Graf 3a,b).

U stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii bylo pozorovano v ¢ase 48 hpi
urychleni rastu kliénich vlidken vlivem obou koncentraci iontového stfibra i nano-Ag. Pfi
pouziti nano-Ag v koncentraci 50 mg/l neni stimulace rustu pfili§ vyrazna. V ¢ase 72
hpi byla naopak zaznamenana inhibice rustu kli¢énich vlaken plsobenim stfibra ve
formé nanocastic a iontl. Tato ihibice byla nejintenzivnéjSi pfi aplikaci nano-Ag o
koncentraci 5 mg/l (Graf 3c,d).

V Case 48 a 72 hpi byla detekovana vyrazna stimulace ristu kliénich vlaken vlivem
obou forem stfibra u vysoce rezistentniho genotypu S. habrochaites. Nejintenzivnéjsi
stimulace vyvoje patogena byla v Case 48 hpi po aplikaci iontového stfibra o
koncentraci 5 mg/l. Podobné pfi aplikaci nano-Ag bylo pozorovano urychleni rdstu

klicnich vlaken pfedevsim u koncentrace 5 mg/l (Graf 3e,f).
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c) d)
S, chmielewskii/Ag+ S, chmielewskii/nano-Ag
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Graf 3

Vliv nanocastic a iontového stfibra na délku kliénich vlaken O. neolycopersici na

listovych discich S. lycopersicum cv. Amateur, S. chmielewskii a S. habrochaites v
Case 24, 48 a 72 hpi.

U vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur v ¢ase 24 hpi bylo

detekovano snizeni poc¢tu konidii se dvéma kliénimi vliakny pouze po aplikaci nano-Ag

o koncentraci 50 mg/l. V ¢ase 48 a 72 hpi byl snizeny pocet konidii se tfemi kli¢nimi

vlakny zaznamenan po aplikaci iontového stfibra i nano-Ag (Graf 4a,b).

U stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii vzrostl pocet konidii se dvéma

klicnimi vlidkny v €ase 24 hpi vlivem iontového stfibra i nano-Ag. V ¢ase 48 hpi byla

zaznamenana vyraznéjSi stimulace vyvoje patogena O. neolycopersici po aplikaci

-54 -



iontového stfibra. Pfi porovnani vlivu koncentrace byl vyvoj vice stimulovan pfi
koncentraci 5 mg/l nano-Ag a iontového stfibra. Naopak v ¢ase 72 hpi je pozorovano
nizsi zastoupeni konidii se tfemi kli€nimi vidkny po aplikaci nano-Ag a iontového stfibra
v porovnani s kontrolnimi vzorky. 72 hpi byl zaznamenéan inhibi¢ni vliv iontového i
nano-Ag na vyvoj patogena (Graf 4c,d).

U vysoce rezistentniho genotypu S. habrochaites dochézelo viivem iontového stfibra
v ¢ase 24 hpi k narGstu poctu konidii se dvéma kliénimi vlakny a to predevSim po
aplikaci iontového stfibra o koncentraci 5 mg/l. Stimulace vyvoje patogenu O.
neolycopersici byla detekovana také po pouZiti nano-Ag, ale pouze o koncentraci 50
mg/l. Po aplikaci iontového stfibra byl v ¢ase 48 a 72 hpi zaznamenan vyznamny
narlst poctu konidii se tfemi kli€nimi viakny, ktery byl intenzivnéjSi pfi pouziti iontového
stfibra o koncentraci 5 mg/l. V pfipadé nano-Ag dochazelo v ¢ase 48 a 72 hpi také ke
stimulaci vyvoje patogenu O. neolycopersici, ktera byla nejvyraznéjsi v ¢ase 72 hpi po

aplikaci nano-Ag o koncentraci 5 mg/l (Graf 4e,f).
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Vliv nano¢astic a iontového stfibra na procentualni zastoupeni patogennich struktur O.

neolycopersici na listovych discich S. lycopersicum cv. Amateur (a,b), S. chmielewskii

(c,d) a S. habrochaites (e,f) v Case 24, 48 a 72 hpi.

6.2.2 Vliv nano €astic a iontového st Fibra na reakci rostlin - Solanum spp. po

infekci patogenem O. neolycopersici

PFi studiu vlivu nano-Ag a iontového stfibra na vyvoj patogena O. neolycopersici na

vybranych genotypech Solanum spp. byly detekovany parametry charakterizujici reakci

rostlin: detekce bunécné smrti, zména peroxidasové aktivity, stanoveni koncentrace

HSP 70 a primarnich produktu lipidické peroxidace.
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6.2.2.1 Vliv nano ¢éastic a iontového st Fibra na bun éénou smrt u rostlin ~ Solanum

spp. po infekci patogenem  O. neolycopersici

Mechanicky stres v porovnani s vlivem patogeneze zpusobil pouze mirné zvyseni
bunécné smrti. Aplikace iontového stfibra neméla vyrazny vliv na buné&nou smrt u
neinfikovanych listovych diskd vysoce néchylného genotypu S. lycopersicum cv.
Amateur, v pfipadé nano-Ag bylo pozorovano mirné zvySeni bunééné smrti. U stfedné
rezistentniho genotypu S. chmielewskii 72 h po aplikaci iontového i nano-Ag nebyly
pozorovany zmény Vv intenzit¢ bunéné smrti v porovnani s kontrolnimi Cerstvé
pfipravenymi disky. lontové stfibro a nano-Ag neovlivnilo intenzitu bunéénou smrti u
neifikovanych listovych diskl genotypu S. habrochaites. (Graf 5).

Po inokulaci listovych diskt patogenem O. neolycopersici dochazelo k vyznamnému
naristu bunééné smrti v porovnani s neinfikovanymi disky. V prostfedi iontového i
nano-Ag nebyl narist bunééné smrti po inokulaci genotypu S. lycopersicum cv.
Amateur a S.chmielewskii tak vyrazny, svyjimkou plsobeni iontového Ag
v koncentraci 50 mg/l a nano-Ag v koncentraci 5 mg/l u S. lycopersicum a nano-Ag u S.
chmielewskii 72 hpi (Graf 5a-d). U infikovanych listovych diskd vysoce rezistentniho
genotypu S. habrochaites byl v pfitomnosti obou forem stfibra zaznamenan zvySeny
narast bunééné smrti v porovnani s infikovanymi disky kultivovanymi v prostfedi bez Ag
(Graf 5e,f).
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c) d)
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Detekce bunééné smrti po aplikaci nanoc€astic a iontového stfibra na infikovanych (po

inokulaci patogenem O. neolycopersici) a kontrolnich (bez patogenniho organismu)

listovych discich S. lycopersicum cv. Amateur (a,b), S. chmielewskii (c,d) a S.

habrochaites (e,f) v Case 24, 48 a 72 h a hpi. Zména intenzity bunécné smrti (relativni

zména) v pribéhu experimentu je vztazena ke kontrolnimu vzorku (neinfikované

Cerstvé pfipravené disky daného genotypu Solanum spp. =1).
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6.2.2.2 Vliv nano €astic a iontového st Fibra na peroxidasovou aktivitu u rostlin

Solanum spp. po infekci patogenem  O. neolycopersici

Postupny narust peroxidasové aktivity byl detekovan v prab&hu experimentu u
kontrolnich neinfikovanych listovych diskd i u listovych diskd, které byly inokulovany
patogenem O. neolycopersici.

U kontrolnich i infikovanych disku S. lycopersicum a S.chmielewskii 72 h po zahajeni
experimentu byly detekovany nizS§i zmény v peroxidasové aktivité po aplikaci obou
forem stfibra v porovnani s listovymi disky bez pfitomnosti Ag (Graf 6a-d). Naopak
v pfipadé S. habrochaites u kontrolnich i inokulovanych disk( aplikace iontového
stfibra a zejména nano-Ag zplsobila narist POX aktivity v pribéhu sledovanych 72 h
(Graf 6e,f).

U listovych diskG S. lycopersicum cv. Amateur infikovanych patogenem O.
neolycopersici bylo detekovano v ¢ase 24 a 48 hpi mirné zvyseni peroxidasové aktivity
po aplikaci obou forem stfibra, podobné jako v pfipadé aplikace nano-Ag na disky S.
chmielewskii. Naopak u kontrolnich neinfikovanych diski obou genotypl byly
pozorovany v pfitomnosti iontového i nano-Ag nizsi zmény POX aktivity v pribéhu 48 h
experimentu (s vyjimkou aplikace iontového Ag vkoncentraci 50 mg/l u S.
lycopersicum) (Graf 6a-d).
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c) d)
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Stanoveni peroxidasové aktivity po aplikaci

infikovanych (po inokulaci

patogenem O.

nanocastic a

iontového stfibra na

neolycopersici) a kontrolnich (bez

patogenniho organismu) listovych discich S. lycopersicum cv. Amateur (a,b), S.
chmielewskii (c,d) a S. habrochaites (e,f) v Case 24, 48 a 72 h a hpi. Zména
peroxidasové akivity (relativni zmeéna) v prabéhu experimentu je vztazena ke

kontrolnimu vzorku (neinfikované Cerstvé pfipravené disky daného genotypu Solanum

spp. =1).
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6.2.2.3 Vliv nano €astic a iontového st Fibra na koncentrci primarnich produkt @
lipidické peroxidace urostlin  Solanum spp. po infekci patogenem

O. neolycopersici

ZvySeni koncentrace primarnich produktd lipidické peroxidace bylo v prabéhu
experimentu detekovano nejen u listovych diskad, které byly inokulovany patogenem O.
neolycopersici, ale i u kontrolnich neinfikovanych listovych diska.

Zmény v lipidické peroxidaci po aplikaci iontového stfibra nebo nano-Ag jsou
neprikazné vzhledem k pomérné velkému chybovému zatiZzeni vysledk( stanoveni
koncentrace primarnich produktd lipidické peroxidace (vysoké hodnoty smérodatné
odchylky) u vSech tfi genotypl (Graf 7a-f). Obecné Ize konstatovat, Ze aplikace
iontového a nano-Ag mirné sniZila intenzitu lipidické peroxidace téméf ve vSech
experimentech s vyjimkou neinokulovanych listovych disk( S. habrochaites a v pfipadé
neinokulovanych listovych diskl S. lycopersicum 72 h po aplikaci iontového Ag (Graf
7a-f).
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Stanoveni koncentrace primarnich produktl lipidické peroxidace po aplikaci nanocastic
a iontového stfibra na infikovanych (po inokulaci patogenem O. neolycopersici) a
kontrolnich (bez patogenniho organismu) listovych discich S. Ilycopersicum cv.
Amateur (a,b), S. chmielewskii (c,d) a S. habrochaites (e,f) v Case 24, 48 a 72 h a hpi.
Zmeéna koncentrace primarnich produktd lipidické peroxidace (relativni zména)
v pribéhu experimentu je vztazena ke kontrolnimu vzorku (neinfikované c&erstvé

pfipravené disky daného genotypu Solanum spp. = 1).
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6.2.2.4 Vliv nano ¢éastic a iontového st Fibra na koncentrci HSP 70 u rostlin

Solanum spp. po infekci patogenem  O. neolycopersici

V experimentalnim uspofadani na discich se vyrazné na produkci HSP 70 podili
mechanicky stres. Pfitomnost nano-Ag i iontového stfibra u listovych diskd vysoce
nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur vyznamné stimulovala produkci
HSP 70 u kontrolnich i inokulovanych diskd. NejvyraznéjSi zmény byly detekovany po
aplikaci nano-Ag a iontového stfibra v koncentraci 50 mg/l u inokulovanych diska (Graf
8a,b).

U neinfikovanych listovych disk( stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii
dochézelo pouze k minimalnim zménam produkce HSP 70 vlivem iontového stfibra. Po
aplikaci nano-Ag nebyl pozorovan narlst produkce HSP 70 vyvolany mechanickym
stresem (pfiprava disku) v ¢ase 24 a 48 h. V ¢ase 72 hpi byl detekovan u infikovanych
diskl vliv iontového stfibra i nano- Ag na zvySeni produkce HSP 70. (Graf 8c,d).

Vyrazny narGst produkce HSP 70 u neinfikovanych listovych diskd vysoce
rezistentniho genotypu S. habrochaites byl zaznamenéan po aplikaci iontového stfibra o
koncentraci 50 mg/l. U infikovanych diskd genotypu S. habrochaites bylo detekovano
zvySeni hladiny HSP 70 vlivem nano-Ag a iontového stfibra. V pfipadé nano-Ag byl

v

pozorovan vyraznéjsi vliv na produkci HSP 70 (Graf 8e,f).
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Graf 8

Stanoveni koncentrace HSP 70 po aplikaci nanocastic a iontového stfibra na

infikovanych (po inokulaci patogenem O.

neolycopersici) a kontrolnich (bez

patogenniho organismu) listovych discich S. lycopersicum cv. Amateur (a,b), S.

chmielewskii (c,d) a S. habrochaites (e,f) v Case 24, 48 a 72 h a hpi. Zména

koncentrace HSP 70 (relativni zména) v pribéhu experimentu je vztazena ke

kontrolnimu vzorku (neinfikované Cerstvé pfipravené disky daného genotypu Solanum

spp. =1).
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7 Diskuze

Hlavnim cilem diplomové prace bylo studium vlivu nanocéstic a iontového stfibra na
vyvoj patogena a reakci rostlin riznych genotypt Solanum spp. po infekci patogenem

0. neolycopersici.

7.1 Porovnani vyvoje patogena O. neolycopersici a reakce rostlin - Solanum spp.

na infekci

Vyvoj patogena O. neolycopersici byl vyhodnocen na zékladé mikroskopického
stanoveni délky klicnich viaken O. neolycopersici a zastoupeni konidii s jednim,
dvéma, tfemi a vice kli¢nimi vlidkny. Konidie patogena O. neolycopersici kli¢i béhem 3
az 9 hpi. Do 6 az 12 hpi tvofi apresoria a do 12 az 24 hpi haustoria. K intenzivnimu
vyvoji a vétveni patogena O. neolycopersici dochazi 48 az 72 hpi (Mlickova et al.,
2004). Odbeéry listovych diskl k mikroskopickému vyhodnoceni vyvoje patogena byly
realizovany v ¢asovych intervalech 24, 48 a 72 hpi.

K experimentim byl vybran vysoce nachylny genotyp S. lycopersicum cv. Amateur,
stfedné rezistentni genotyp S. chmielewskii a vysoce rezistentni genotyp S.
habrochaites. Citlivost fady vybranych genotypu Solanum spp. vuci patogenu O.
neolycopersici byla stanovena ve studii Mieslerova et al., 2000. V rdmci pfedloZzené
diplomové prace bylo pomoci mikroskopického vyhodnoceni prokazano, Ze patogen O.
neolycopersici se nejrychleji vyvijel na listovych discich rostlin vysoce nachylného
genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. U stfedné rezistentniho genotypu S.
chmielewskii bylo pozorovano v prabéhu prvnich 48 hpi zpomaleni vyvoje v porovnani
s vyvojem na citlivém genotypu. U vysoce rezistentniho genotypu S. habrochaites byl
vyvoj patogena O. neolycopersici jednoznac¢né potlaten. DosaZzené vysledky jsou ve
shodé s daty publikovanymi ve studii Mieslerova et al., 2000, Mli¢kova et al., 2004.

Rostlina se muZe branit infekci patogenem rlznymi zplsoby. Pasivni princip
zahrnuje strukturalni a chemické vlastnosti rostlin, bez ohledu na pfitomnost nebo Gtok
patogena (napf. tlouStka pokozky, pfitomnost inhibi¢nich latek nebo omezena
dostupnost Zivin). Aktivni princip spociva ve spusténi reakci a aktivaci mechanismu v
hostitelské burice v disledku invaze patogena, coz vede k vylouceni, inhibici nebo
eliminaci patogena (Heitefuss, 2001). Jedna z prvnich reakci rostliny na infekci
patogenem je tvorba ROS (Romero et al., 2008). V pozdéjSich fazich patogeneze
muze v ramci obrannych procest dochazet k hypersenzitivni reakci (HR), ktera je ¢asto

spojena se vznikem hnédych nekrotickych skvrn obsahujici odumfelé rostlinné buiky v
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misté penentrace patogena (Nanda et al., 2010). HR po inokulaci patogenem O.
neolycopersici nebyla detekovana u citliveho genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. U
stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii resp. rezistentniho genotypu S.
habrochaites HR na zakladé mikroskopického vyhodnoceni vykazovalo 10%
penetrovanych bunék jiz 48 hpi a 45% resp. 50% po 72 hpi (Mlickova et al., 2004).
Zména v intenzité bunétné smrti stanovené pomoci metody s Evansovou modfi po
inokulaci intaktnich listd byla minimalni v pfipadé citlivého genotypu. V pfipadé stfedné
rezistentniho resp. rezistentniho genotypu byl detekovan vyznamny nardst bunééné
smirti jiZ po 24 hpi resp. 48 hpi (Tomankova et al., 2006).

V pfipadé predloZzené studie byl experiment zrealizovan na listovych discich na
rozdil od intaktnich rostlin ve studii Mlickova et al., 2004 a Tomankova et al., 2006. U
listovych diskl studovanych genotypt Solanum spp., které byly infikované patogenem
0. neolycopersici dochazelo k postupnému narustu intenzity bunééné smrti stanovené
pomoci metody s Evansovou modfi u vSech tfi studovanych genotypl. Na rozdil od
studie Tomankova et al., 2006 byl nejvyraznéjsi nartst bunécné smrti detekovan u
vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur. U stfedné rezistentniho
genotypu, nebyly zmény intenzity buné&né smrti tak vyrazné a v pfipadé rezistentniho
genotypu byly detekovany jen velmi malé zmény v porovnani s kontrolnimi
neinfikovanymi disky. Zmény intenzity buné&né smrti vyvolané mechanickym stresem
spojenym s pripravou listovych diski vSech studovanych genotypl nebyly vyznamné
ve srovnani se zménami po inokulaci listovych diskG a nebyly pozorovany vyrazné
rozdily mezi jednotlivymi genotypy. Lze pfedpokladat, Ze rozdil v intezité bunééné smrti
v pfipadé experimentélniho uspofadani na listovych discich v porovnani s realizaci na
intaktnich rostlinach bude ovlivnén kombinaci obranné reakce na mechnicky stres a
nasledné infekce patogenem.

Produkce ROS je lokalni a pfisné kontrolovana. V prvnich fazich obranné reakce na
patogenni Gtok dochazi k mirnému narlstu produkce ROS. K masivni tvorbé ROS
dochéazi v az pozdéjSich fazich patogeneze, cozZ souvisi s nastupem HR (Nanda et al.,
2010). V misté patogenni invaze plsobi peroxid vodiku jako antimikrobialni latka a
hraje ddlezitou roli v indukci bunééné smrti. Peroxid vodiku se nepodili jen na vzniku
HR, ale vystupuje také jako signalni molekula aktivujici geny kédujici enzymy, které
chrani buriku pfed oxidacnim poskozenim (Romero et al., 2008). Mnoho studii potvrdilo
zvySeni POX aktivity v pribéhu patogeneze (Mlickova et al., 2004, Tomankova et al.,
2006, Xu et al., 2011). POX aktivita souvisi s nespecifickymi zmé&nami po inokulaci
patogenem, obecnou obrannou reakci rostlin a HR. Izoformy POX hraji multifunk&ni roli

v obrannych reakcich rostlin. POX se podili na rdznych fyziologickych procesech jako
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je zesitovani bunétné stény a oxidace alkohold cinnamylu prfed jejich polymeraci pfi
tvorbé ligninu a suberinu (Xu et al., 2011).

Ve studiich Mlickova et al.,, 2004 a Toméankova et al., 2006 byla zvySend POX
aktivita detekovana guajakolovou metodou u vSech tfi genotypd Solanum spp. v
pribéhu patogeneze. POX aktivita nejintenzivnéji vzristala u rezistentnich genotypu S.
chmielewskii a S. habrochaites v ¢ase 72-120 hpi (Mli¢kova et al., 2004, Tomankova et
al.,, 2006). V pfedloZzené praci pfi realizaci experimentu na listovych discich byl
zaznamenan vyznamny narast POX aktivity jiz u kontrolnich neinokulovanych disku
zplUsobeny reakci rostlinnych bunék na mechanicky stres. Zmény POX aktivity po
inokulaci listovych diskl v porovnani s kontrolnimi disky byly minimalni. A v pfipadé S.
habrochaites byla POX aktivita 72 hpi niZ8i nez u kontrolniho neinokulovaného disku.
V souladu s vysledky Mli¢kova et al., 2004 a Toméankova et al., 2006 byly nejmensi
zmény POX aktivity detekovany u citlivého genotypu S. lycopersicum cv. Amateur jak v
disledku mechanického stresu, tak i v kombinaci mechanického stresu a patogenese.
Z vysledkl je zfejmé, ze zvySeni POX aktivity je spojeno s obrannou reakci rostlin na
mechanicky stres i patogenesi.

ZvySena produkce ROS v disledku pusobeni stresovych faktorl muze vyvolat
peroxidaci nenasycenych mastnych kyselin biologickych membran. Produkty lipidické
peroxidace maji antibakteridlni vliastnosti a signaliza¢ni funkci. Produktem lipidické
peroxidace jsou napf. malondialdehyd a té&kavé uhlovodiky, coZ jsou prekurzory
kyseliny jasmonové. Kyselina jasmonova je dulezitou signalni molekulou pro expresi
genu obranné reakce rostlin (Thaler et al., 2004). V pribéhu HR je lipidicka peroxidace
pozdnim procesem, ktery nastava ve stejné dobé jako nekroza pletiv. Lipidicka
peroxidace je iniciovana bud neenzymaticky pomoci ROS nebo enzymové &innosti
lipoxygenas. Pfi peroxidaci lipidd dochazi béhem HR ke ztraté integrity a funkénosti
membran (Rustérucci et al., 1999).

Vliv mechanického stresu a patogenese na lipidickou peroxidaci byl u vSech tfi
genotypl obdobny jako v pfipadé stanoveni zmén peroxidasové aktivity. Vyrazné
zvySeni koncentrace primarnich produktt lipidické peroxidace bylo zaznamenano u
stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii a to pfedevsim v ¢ase 72 h. Pouze v
pfipadé tohoto genotypu byla pozorovana zvySend lipidicka peroxidace po inokulaci
listovych disk(. U genotypl S. lycopersicum cv. Amateur a S. habrochaites se
neprojevil vliv inokulace listovych diski na koncentraci primarnich produkttd lipidické
peroxidace. Ve studii Tomankova et al., 2006 bylo v souladu s pfedloZzenymi vysledky
detekovano zvySeni lipidické peroxidace u vSech tfi genotypd Solanum spp. v pozdnich
fazich patogeneze, coz koreluje s nastupem HR (Mlickova et al., 2004). V pfipadé

usporadani na listovych discich u rezistentniho genotypu S. habrochaites, jsme
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detekovali vyznamné rozdily v prorovnani se zmeénami stanovovanych parametrd
v pfipadé intaktnich listd (Mlickova et al., 2004, Toméankova et al., 2006). Lze
pfedpokladat G¢inné zapojeni jiz nastartovanych obrannych mechanismd v disledku
mechanického stresu i v procesu patogenese.

HSP 70 hraji duleZitou roli v odolnosti rostlin vici biotickému a abiotickému stresu.
Zakladni funkci HSP 70/chaperond je prevence agregace a pomoc pfi znovuskladani
protein v normalnich a stresovych stavech. Podileji se také na transportu proteind, pfi
translokacnich procesech a pfi degradaci nestabilnich proteint, které sméfuji do
lysosomu nebo proteasomu (Zhang & Glaser, 2002).

V odpovédi na mechanicky stres i patogenesi byl zazhamenan vyznamny rozdil
v produkci HSP 70 u jednotlivych genotypu. K nejintenzivnéjSimu zvySeni produkce
HSP 70 dochéazelo u genotypu S. chmielewskii 48 h po aplikaci mechanického stresu a
v pfipadé kombinace mechanického a patogenniho stresu bylo maximum
zaznamenano jiz 24 hpi. Pokles HSP 70 zpét na puvodni hodnotu byl detekovan v
Case 72 h. V pfipadé rezistentniho genotypu byly zmény vyvolané mechanickym
stresem i patogenesi minimalni a opét 72 h byl pozorovan pokles na pavodni hodnoty.
Pouze v pfipadé S. lycopersicum cv. Amateur byl detekovan postupny narast HSP 70
zvySeny po inokulaci patogenem. V diplomové praci Matulkovd, 2009 byla sledovana
produkce HSP 70 po aplikaci kombinace mechanického, patogenniho a teplotniho
stresu u vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur a stfedné
rezistentniho genotypu S. chmielewskii. U obou genotypl byl zaznamenan nejvyssi
narlst produkce HSP 70 8 h po zahajeni experimentu. Prvni odbér pro detekci HSP 70
v predloZené préaci byl realizovan az 24 h po zahajeni experimentu. Nelze vyloucit, Ze
C¢asné zmeény v produkci HSP 70 jsme nezachytili. V diplomové praci (Matulkova, 2009)
byl po 72 h detekovan v souladu s naSimi vysledky pokles obsahu HSP 70.

Vliv mechanického stresu na produkci HSP 70 byl také zaznamenan napf. u rostlin
tabdku (Nicotiana attenuata) (Hamilton & Coleman, 2001) a u rostlin houseni¢ku
rolniho (Arabidopsis thaliana) (Cheong et al., 2002). U houseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana) byli identifikovany geny odpovidajici mechanickému poranéni a bylo zjisténo,
Ze velka ¢ast z nich je dulezita pfi obrané rostlin vici patogennimu stresu (Cheong et
al., 2002).
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7.2 Studium vlivu nano €astic a iontového st Fibra na vyvoj patogena

O. neolycopersici a reakci rostlin - Solanum spp. na infekci

Antimykotické a antibakterialni u¢inky iontového stfibra a nano-Ag byly prokazany v
mnoha studiich (Jo et al., 2009, Jung et al., 2008, Dibrov et al., 2002, Choi et al., 2008,
Kim et al., 2007, Keuk-Jun et al., 2008, Kim et al., 2009). Antimykoticky U¢inek
stfibrnych iontd byl detekovan napf. u dvou rostlinnych patogennich hub Bipolaris
sorokiniana a Magnaporthe grisea (Jo et al., 2009) a antimykotické U¢inky nano-Ag
byly zkoumany napf. u kmenu Trychophyton mantagrophytes, druht Candida (Keuk-
Jun et al., 2008) a u ambrosiovych hub Raffaelea spp. (Kim et al., 2009). Mezi z&kladni
principy pusobeni iontového stfibra a nano-Ag na patogenni organismy patfi 1)
absorpce volnych stfibrnych iontd, nasledné naruSeni produkce ATP a replikace DNA
2) produkce ROS pusobenim stfibrnych iontd nebo nano-Ag 3) poSkozeni bunéénych
membran (Marambio-Jones & Hoek, 2010).

Stfibro vSak nemé vliv pouze na patogenni organismy. Takeé pro rostliny pfedstavuji
stfibrné ionty vyznamny stresovy faktor. Jejich pasobeni spousti v rostlinach obrannou
reakci, dochazi k biosyntéze obrannych proteind a obrannych slou¢enin (Howe &
Merchant, 1992, Murphy & Tiaz, 1995, Navabpour et al., 2003, Tsuiji et al., 1992, Epple
et al., 1995). Stfibrné ionty u rostlin zplsobuji inhibici enzyma (Kumar et al., 2009,
KFizkova et al., 2009), ovliviiuji membranovy potencial a transport vody (Niemietz &
Tyerman, 2002) a také syntézu membranovych lipidd (Akermoun et al., 2002,
Quartacci et al., 2001). Dale mohou zasahovat do rostlinné signalizace ethylenem
(Beyer, 1976, Atta-Aly et al., 1986) a pravdépodobné& ovliviiuji i hladinu kyseliny
abscisové (Kong & Yeung, 1994).

V diplomové préaci Valova, 2011, kde byl studovan vliv stfibra rozsuspendovaného v
agarose na Kkli¢ivost, Zivotnost a délku klicniho vlakna patogena O. neolycopersici, byl
prokdzan inhibi¢ni vliv stfibra na patogenni organismus (Valova, 2011). Aplikace
stfibra ve formé nanocastic a iontd méla odliSny vliv na vyvoj patogena na
hostitelskych rostlinach liSicich se rozdilnym stupném rezistence vac&i padli O.
neolycopersici. U vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur byla
pozorovana inhibice ristu a vyvoje patogena. U stfedné rezistentniho genotypu S.
chmielewskii byl detekovan inhibiéni vliv stfibra na rdst a vyvoj patogena O.
neolycopersici az v pozdéjsi fazi (72 hpi). Je zajimavé, Ze naopak u vysoce
rezistentniho genotypu S. habrochaites méla aplikace obou forem stfibra stimula¢ni
efekt na rudst a vyvoj patogena. Pfi porovnani vlivu nano-Ag a iontového stfibra na
vyvoj patogena O. neolycopersici byl po aplikaci nano-Ag zaznamenan mirné vysSi

inhibi¢ni uc€inek u genotypu S. chmielewskii a nizSi stimula¢ni vliv u genotypu S.
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habrochaites. Srovnavaci studie o toxickych uc&incich riznych forem stfibra na
nitrifikaéni bakterie dokazuje vy3Si toxicitu nano-Ag oproti stfibrnym iontim (Choi et al.,
2008). Pro objasnéni detekované rozdilné reakce vlivu obou forem stfibra na vyvoj
patogena na rozdilnych hostitelskych rostlinach je nutné zrealizovat detailng;Si studii.

K potla¢eni vyvoje patogena u S. lycopersicum cv. Amateur mohlo dojit indukci
exprese nebo aktivaci obrannych proteint a obrannych slou€enin. Napfiklad v kli¢nich
rostlinkach houseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) byla zaznamenana zvySena
transkripce gend kodujicich fytoalexiny 3 h po aplikaci stfibrnych iontd v 0,1 mM
koncentraci (Epple et al., 1995, Tsuji et al., 1992). Fytoalexiny jsou latky schopné
inhibovat rust nékterych hub a bakterii.

Stimulacni vliv stfibra na vyvoj patogena u rezistentniho genotypu mohl byt zplisoben
naruSenim rezistentnich vlastnosti napf. poskozenim membran vlivem aplikace stfibra,
inhibici enzym0 podilejicich se na metabolismu ROS (Cheng et al., 2007). Nano-Ag
jsou schopné vazby na thiolové skupiny proteinli a mohou tak meénit propustnost
membrany (Lok et al., 2006). Dale pusobi tézké kovy jako vyznamny stresovy faktor,
ktery muZe zplsobit peroxidaci membranovych lipidd (Akermoun et al., 2002).
PoSkozeni memran byva idukovano také zvySenou hladinou ROS, coZ souvisi s
obrannou odpovédi organismu (Rustérucci et al., 1999).

V diplomové praci Valova, 2011 byl studovan vliv stfibra a modulatord ROS na
patogena O. neolycopersici. Spole€na aplikace stfibra a ROS (peroxidu vodiku) méla
pozitivni vliv na vyvoj spor O. neolycopersici (Valova, 2011). Jednou z moznosti
stimulace vyvoje patogena O. neolycopersicum u rezistentniho genotypu muze byt
zvySena produkce ROS, typick& pro rezistentni genotyp S. habrochaites (Tomankova
et al., 2006). V souladu s vySe uvedenymi vysledky je i prokazana snizena produkce
ROS u patogena O. neolycopersici péstovaného na agarose po aplikaci obou forem
stfibra projevujici se inhibici vyvoje patogena (Valova, 2011).

Aplikace stfibra ve formé nanocastic a iontd neméla vyznamny a jednoznacny vliv
na zivotnost bunék u kontrolnich neifikovanych diskl vSech genotypl. U infikovanych
listovych diskd vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur a stfedné
aplikaci obou forem stfibra. V pfipadé vysoce rezistentniho genotypu S. habrochaites
byl v pfitomnosti obou forem stfibra naopak zaznamenan zvySeny narust bunééné
smrti v porovnani s infikovanymi disky kultivovanymi v prostfedi bez Ag. Tento
vysledek naznaCuje moznost, Ze ,stimulacni vliv stfibra na vyvoj patogena u
rezistentnino genotypu by mohl byt zplsoben poSkozenim membran hostitelské

rostliny po aplikaci stfibra“.
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U kontrolnich i infikovanych listovych diskd S. lycopersicum cv. Amateur a S.
chmielewskii byla v pfitomnosti nano-Ag a iontového stfibra 72 h po zahajeni
experimentu detekovana nizSi POX aktivita. Naopak v pfipadé S. habrochaites u
kontrolnich i inokulovanych diskd aplikace iontového stfibra a zejména nano-Ag
zpusobila nardst POX aktivity v pribéhu sledovanych 72 h.

Aplikace nano-Ag a iontového stfibra zplsobovala minimaini zmény v intenzité
lipidické peroxidace u kontrolnich a infikovanych listovych diskd vSech tfi genotypu,
které byly neprikazné vzhledem k pomérné velkému chybovému zatizeni vysledka.
Obecné Ize konstatovat, Ze aplikace obou forem stfibra sniZila intenzitu lipidické
peroxidace témeér ve vSech experimentech s vyjimkou neinokulovanych listovych disku
S. habrochaites.

U vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur a u vysoce
rezistentniho genotypu S. habrochaites bylo detekovano zvySeni koncentrace HSP 70
po aplikaci stfibra ve formé nanocastic a iontd. Vlivem iontového stfibra byl
zaznamenan naruast produkce HSP 70 také u infikovanych diskl stfedné rezistentniho
genotypu S. chmielewskii. Po aplikaci nano-Ag bylo zvySeni koncentrace HSP 70 u
genotypu S. chmielewskii pozorovano az v ¢ase 72 h a hpi. Podobné vliv téZkych kovu
na zvySeni hladiny HSP 70 byl prok&zén ve studii Tukaj et al., 2011 u okfehku malého
(Lemna minor). Produkce HSP 70 byla sledovana v ¢ase 4 h a 7 dnd po expozici
stresovych faktord, kdy uz byl detekovan pokles hladiny HSP 70 (Tukaj et al., 2011).

ROS ve vySSich koncentracich pusobi toxicky a zpusobuji poSkozeni i zanik buriky.
Vlivem ROS dochazi k peroxidacnimu poSkozeni membranovych lipidl, coz vede k
aniku bunécného obsahu a nasledné bunééné smrti. ROS mohou dale inaktivovat
enzymy, oxidovat proteiny, poSkozovat DNA a RNA, ¢imZ indukuji buné&€nou smrt
(Rustérucci et al., 1999). Peroxidaci lipidd mohou indukovat téZzké kovy, coz ma za
nasledek jejich degradaci nebo inhibici biosyntézy. Bylo zjisténo, Ze stfibrné ionty
inhibuji napf. aktivitu lyso-PCacyltransferasy, ktera hraje dalezitou roli pfi biosyntéze
membranovych lipidd (Akermoun et al., 2002). Stfibrné ionty mohou pusobit také jako
enzymove inhibitory, jak u eukaryotnich tak i v prokaryotnich organismech. Inhibi¢ni
vliv stfibra byl objeven u 560 enzym( prevazné bakterialniho plvodu, u enzymu
rostlinného pavodu byl zjistén témeér u 70 enzymu. (Kumar et al., 2009, Kfizkova et al.,
2009). Byl prokazan vliv stfibra na inhibici enzymu podilejicich se na produkci ROS. U
houbového organismu Phanerochaete chrysosporium byl zaznamenan inhibi¢ni vliv
stfibra na enzym glukosaoxidasa, ktery katalyzuje redukci molekularniho kysliku za
tvorby peroxidu vodiku (Kelley & Reddy, 1986). U kvasinek Candida boidinii byla
detekovana inhibice vlivem Ag u enzymu D-aminokyselinoxidasa, ktery také redukuje

molekularni kyslik za vzniku peroxidu vodiku (Yurimoto et al., 2001). Inhibi¢ni vliv
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stfibra na aktivitu enzymu xanthinoxidasa byl prokdzadn u gramnegativnich bakterii
Enterobacter cloacae. Pfi katalytické oxidaci xanthinu na kyselinu mo€ovou se uvolriuje
superoxidovy radikdl, ktery podléh& redukci za tvorby peroxidu vodiku a hydroxylového
radikalu (Machida & Nakanishi, 1981). Inhibi¢ni vliv Ag byl zaznamenan také u dalSich
enzymU podilejicich se na metabolismu ROS jako napf.: NADH-peroxidasa u
Streptococcus faecalis (Dolin, 1957), cytochrom-c-peroxidasa u Thiobacillus
thiooxidans (Tano et al., 1957), mangan-peroxidasa u Schizophyllum sp. (Cheng et al.,
2007) a peroxidasa u p3enice seté (Tritticum aestivum) (Lai et al., 2006). V diplomové
praci Vélova, 2011 bylo zaznamenano sniZzeni produkce ROS u patogena O.
neolycopersici po aplikaci nano-Ag a iontového stfibra.

Zavérem lze konstatovat, Ze i kdyZ nano-Ag a iontové stfibro vykazuji inhibiéni vliv
pfi pfimé aplikaci na vyvoj patogena (Valova, 2011), na realném modelovém systému
rostlina x patogen je ovlivnén uc€inek nano-Ag a iontového stfibra vlastnostmi
hostitelské rostliny. Je zajimavé, Ze v pfipadé hostitele s rezistentnimi vlastnostmi byl
po aplikaci zaznamenéan stimula¢ni uc¢inek na vyvoj patogena, doprovazeny zvysenou
buné&cnou smrti a peroxidasovou aktivitou. Lze pfedpokladat, Ze stfibrné ionty mohou
pusobit jako enzymové inhibitory a mdze se uplatnit vliv stfibra na inhibici enzymu
podilejicich se na produkci ROS, pfipadné se nano-Ag a iontové stfibro podili na
poSkozeni bunénych membran hostitele. Reakce bude zavisla na vlastnostech
rostlinného organismu disponujici urcitou Skélou obrannych mechanismda, které muze

aplikaci nano-Ag nebo iontového stfibra inhibovat pfipadné zesilovat.
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8 Zaver

1. Byla vypracovana literarni reSerSe se zaméfenim na obranné reakce rostlin a
mechanismus pusobeni stfibra ve formé& nanocastic a iontd na Zivé organismy.

2. Pomoci mikroskopického vyhodnoceni realizovaného na listovych discich byl
potvrzen rozdilny vyvoj patogena O. neolycopersici u tfi genotypu Solanum spp.
liSicich se rozdilnym stupném rezistence vzhledem k patogenu.

3. Patogenni stres zpusobil narist bunécéné smrti u vSech tfi genotypd.
rostlin byly pozorovany u vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv.
Amateur.

4. U ostatnich parametrtd rostlinné reakce (peroxidasova aktivita, koncentrace
HSP 70 a primarnich produktt lipidické peroxidace) byl zaznamenan vyrazny
vliv mechanického stresu, pficemz nejintenzivnéjSi zmény byly detekovany u
stfedné rezistentniho genotypu S. chmielewskii.

5. U vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur a stfedné
rezistentniho genotypu S. chmielewskii (72 hpi) byla pozorovana inhibice ristu
a vyvoje patogena po aplikaci obou forem stfibra. U vysoce rezistentniho
genotypu S. habrochaites méla aplikace stfibra naopak stimulaéni efekt na rast
a vyvoj patogena.

6. U vysoce nachylného genotypu S. lycopersicum cv. Amateur a stfedné
rezistentniho genotypu S. chmielewskii po infekci patogenem byl pozorovan
nizSi nardst bunécéné smrti, mensi zmény v POX aktivité po aplikaci obou forem
stfibra. Naopak zvySena POX aktivita byla zaznamenana v pfipadé vysoce
rezistentniho genotypu S. habrochaites v pfitomnosti obou forem stfibra.

7. Lze predpokladat vyznamnou roli ROS vreakci rostlin a patogenu na
pfitomnost nano-Ag a iontového Ag, ktera se muze projevit i formou poskozeni

bunéénych membran hostitele.
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ABA
AFR
AFFR
AK
APX
ASC
ATP
BHT
BS
CAT
DAO
DHA
DHAR
DNA
ER
GSH
GSSH
HCI
hpi
HR
HSE
Hsf
HSP
mMRNA
MAPK
NADH
nano-Ag
PAL
PAO
PM
POD

Seznam pouzitych zkratek:
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kyselina abscisova

volné radikély askorbatu
reduktasa AFR
aminokyselina
askorbéatperoxidasa
askorbat

adenosintrifosfat
butylovany hydroxytoluen
bunécéna sténa

katalasa

diaminoxidasa
dehydroaskorbova kyselina
reduktasa radikald DHA
deoxyribonukleova kyselina
endoplasmatické retikulum
glutathion

disulfid glutathionu

kyselina chlorovodikova
hodiny po inokulaci
hypersensitivni reakce
regulacni oblast genu HSP
transkripéni faktor HSP
heat shock protein
mediatorova RNA
mitogenem aktivovana kinasa
nikotinamidadenindinukleotid
nanostfibro
fenylalaninamoniumlyasa
polyaminoxidasa
plasmatickd membrana,

sekre¢ni peroxidasa



POX
RNA
RNS
ROS
Rp

SA
SDS
SMHSP
SOD
TF
TEMED
TRIS
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peroxidasa
ribonukleova kyselina
reaktivni formy dusiku
reaktivni formy kysliku
proteinové receptory
kyselina salycilova
dodecyl sulfat sodny
nizkomolekularni HSP
superoxoddismutasa
transkrip&ni faktor

N, N, , N’, N'- tetramethylethylendiamin

tris(hydroxymethyl) aminomethan
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