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1. Uvod

Plasmopara halstedi(Farl.) Berl. a De Toni (1988)esky wetenatka slunmicova, je
biotrofni parazit fjvodem ze Severni Ameriky, ktery tgobuje ekonomicky vyznamnou
karanténni chorobu. Pfisvitost slunénice se v satasné dob vyskytuje prakticky ve vSech
péstitelskych oblastech &ta.

Ochrana slun@ice proti plisiovitosti byla v minulosti zaloZzena zejména naiemb osiva
fungicidy na bazi metalaxylu. Podabjako u jinych peronospor vSak intenzivni pouZivénod
skupiny gipravki vyvinulo selekni tlak s negativnimi isledky v zemdélské praxi. Kvli
dramatickym zmnadm ve virulenci, ke kterym v populaci patogenulaoge tento zpsob
ochrany nadale néinny. Nejspolehli¢jSi je proto Sleckini rezistentnich kultivar sluné&nice
a pouzivani certifikovaného osiva.

P. halstediivyvolava u slunénicefadu anatomicko-morfologickych a fyziologickych &m
Tento patogen je charakteristicky tim, Ze je schoga vhodnych podminek vyvolavat
systémovou infekci rostlin s nasledujicimi symptormagakrslost, omezeni kveteni a tvorby
Zivotaschopnych semen, chlorozy disapod. Viditelné zrny jsou vSak pouzeudledkem
rozsahlych zrin ve fyziologii napadenych rostlin.

Praw studium fyziologickych zrn, ke kterym dochazitpnapadeni rostlin patogenem, je
nutné pro pochopeni mechanisnnterakce a rive v budoucnu vést k vytieni novych
pristupi v ochra proti této chorob.

Ma diplomova prace se zabyva &mami v primarnim metabolismu sluiméce, konkrétg
ovlivnénim fotosyntézy a metabolismu cukmapadenych rostlin v laboratornich i polnich

podminkach.



2. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo: 1/ zpracovanrditai reSerSe zabyvajici se patofyziologii
slunenice v interakci $. halstediizantfenou zejména na zmy v primarnim metabolismu
slunenice a 2/ experimentalni stanoveni rozsahu owthivriotosyntetického aparatu hostitele
a zmen aktivity extracelularni invertasy @gobené infekci vyvolanou jak wa v laboratornich
podminkach, takifrozere v polnich podminkach.

Vréamci celé prace bylo roea cilem osvojit si dovednosti nezbytné préstovani
a f'emnoZovani hostitele ipatogenu, optimalizovat mhetgpouzivané f méteni znén
fluorescence chlorofylu a aktivity extracelularni/értasy a v neposlediad pochopit princip

a moznosti vyuziti obou metod.



3. PatosysténtHelianthus annuus — Plasmopara hal stedii
3.1Hdianthus annuus

Slune&nice rani (Helianthus annuud..) zceledi Asteraceae je vyznamnou olejninou
péstovanou pro nazky poskytujici chutny a lehce gy olej. Rivodni oblasti vyskytu této
dnes celositové rozdtené plodiny jsou Mexiko a USA (Kirschner a Sida0£0 Kulturni
slune&nice pravdpodobré vznikla jeS¢ pred Fichodem ¢lovéka do Severni Ameriky, a to
zkiizenim planych druhHelianthusannuusaH. petiolaris (Schwaintz, 1969). Slutirice je
péstovana po celéem &¢, v Evrog negastji v Rumunsku, Md&arsku, Itéli a Francii
(Kudlikové a Veverka, 1999), na naSem Uzemi secté inie za&ala pistovat az ve 20. stoleti
(Kirschner a Sida, 2004).

Z botanického hlediska se jedna atkwmilné a teplomilné jednoleté byliny slkvitym
korenem, drs& chlupatou lodyhou, stavymi srdit¢ vegitymi dlouze fapikatymi listy
a mohutnymi koncovymi Ubory slozenymi ze Zlutyclzyjeovitych acernych trubkovitych
kvéta. Od ostatnich drdhslunenic, vyskytujicich se na naSem Gzemi, se lisfitjeni v Uzkou

Spicku zGzenymi zakrovnimi listeny $irSimi nez 4 mmr@¢hner a Sida, 2004).

3.1.1 Choroby slunénice

Vzhledem ktomu, Ze na naSem Uzemi je sioiwe pstovana mimo své optimalni
klimatické podminky, je spektrum houbovych chorotbzsah jejich vyskytu odlisné od zemi
jizni Evropy zejména Severni Ameriky. Vigledku malého rozsahwgiovani slunénice u nas
je obecw vyskyt chorob a jejich dopady na skiiza ekonomiku nizSi (Kudlikova a Veverka,
1999).

NejvyznamijSimi chorobami na Gzem(eské republiky jsou bila hniloba slmice
(pivodce Sclerotinia sclerotiorun), plisiovitost slunénice (Plasmoparahalstedi), rzivost
slungnice (Puccinia helianth) (Caca et al., 1981) #&ervenohida skvrnitost Phomopsis
helianth) (Kudlikova a Veverka, 1999). Za deStivéhaasi v doks dozravani jsou sludaice
v naSich klimatickych afminich podminkach ohrozeny také plisni SedBatrtis cinered,
ktera napada ubory, znehodnocuje nazkylkaiyn dokonce znemdiije sklizen (Kudlikova
a Veverka, 1999).

Slun&nice pstované v Severni Americe ohroZuje zejména napadéoitt houbou
Rhizopus oryzaecoZ vede ke znehodnoceni nazek. Na listech aistorsecasto vyskytuje
padli¢ekankové Golovinomyses cichoracearira rez slunénicova Puccinia helianthy, které

vSak neovliviuji vynos. Vyznamné jsou také vadnuti a hnilobanlgtozpisobena houbou



Sclerotinia sclerotiorum a v neposledniadé plisiovitost slunénice vyvolanaPlasmopara
halstedii(Gulya et al., 1991).

3.1.2 Symptomy plisiovitosti slunetnice

P. halstediizpisobuje u rostlin celotiadu sympton, které se mohou liSit v zavislosti na
st&i rostlin a podminkach prasdi. u rostlin primaré infikovanych oosporami zigly pri
silném napadeni semethé dochazi k padani Kiich rostlin (www.eppo.org),ifpadré se na
spodni i svrchni str&ndéloznich listki objevi povlak sporangiofér(Spring et al., 1991), viz.
obr. 1.

Obr. 1. Sporulac®. halstediina semen&u slunénice.

U starSich rostlin sefp primarnim napadeniips kdenovy systém ziay vyskytuje
systémova infekce ovliwjici vyvoj stonki, listi a kwtenstvi. Projevuje se zakrslym
rosetovitym vziistem v dsledku zkraceni internodii, naht@ni a zvySeni pou listi (Spring et
al., 1991), viz obr. 2. Listy na stonku jsou ténve vsticném postaveni, ploch&epele je
redukovana a zkatlena, fapiky ztlustlé (Sedivy et al., 1977§ast listové cepele, kterou
prorista mycelium patogenu, je ztloustla a chlorotiakéchazi se zgatku na bazi, u starSich
listt podél listové Zilnatiny. Zaifznivych podminek se iie na povrchu vytiit bélava vrstva

8



sporangiofol, ktera odpovida chlorotick&sti listu Caca et al., 1981). Systémdinfikované
rostliny wtSinou nekvetou a pouze asi 30 % z nich vkitdorétenstvi (Spring et al., 1991).
Ubory jsou v tomto fipads drobné, deformované adei semen v Uboru je snizen o cca 75 %
(Caca et al., 1981). Semena ze systé#ovikovanych rostlin maji vyrazhsnizenou hmotnost

a jsou ¥tSinou sterilni nebo obsahuji hyB. halstedij které po vykieni rostlin ogt pasobi
systémovou infekci (Spring et al., 1991)

Obr. 2. Slunénice systémo¥infikovanaP. halstedii A. celkovy pohled, B. detail svrchni

strany infikovaného listu, C. detail sporulace padni stra# infikovaného listu

K dalSim ty@im infekce pat jeS€ systémova infekce omezena pouze sazhi listky ¢i
infekce lokalizovand pouze v podzemnich organedteriech a hypokotylu. iP sekundarni
infekci prostednictvim nepohlavh vzniklych sporangii ¢hem vegetace v porostu jsou
charakteristickymi symptomy ohr&ené chlorotické Iéze na listo¢épeli, provazené sporulaci
opet na spodni strarlistu (www.eppo.org).



3.1.3 Ochrana proti pligiovitosti slunetnice

Ochrana proti houbovym chorobam obvykle @pé v aplikaci fungicié (ma‘eni osiva
nebo pogik rostlin), v pistovani rezistentnich ait rostlin a v dodrZzovani standardnich
agrotechnickych a fytokaranténnich postulp’ ptipad P. halstediije to dlouhodobé omezeni
péstovani slunénic na pozemcich zarfenych oosporami a likvidace rostlin z vydrolu
v naslednych plodinach (Kudlikova a Veverka, 1999).

V soutasnosti je nejroz&rejSim zpisobem ochrany ve &¢ i u nas pstovani rezistentnich
odrid slunénice. Prvni hybrid rezistentni proti evropskym ragd halstediijménem Alliance
RM byl v Ceské republice zaregistrovan v roce 2000, rok potbyly na nasem Gzemi poprvé
pozorovany rostliny sifznaky pligiovitosti. V roce 2002 byleéP. halstedii zaazena mezi
karanténni choroby €eské republice a povoleno je proto pouzivani pouemifikovaného
osiva rezistentnich hybilid Spurny, 2005).

PrestoZe je gstovani rezistentnich ot pongrné G¢innou metodou ochrany, neni
kone&nym teSenim v boji proti plisni sluteicové, protoZze se neustéle objevuji nové rasy
patogenu schopné igkondvat geny rezistence, coZz vyzaduje stalou poddunovych
rezistentnich odid (Molinero-Ruiz et al., 2003)

Do roku 1995 bylo &nné ipouzivani fungicitl na bazi metalaxylu a jeho aktivniho
stereoisomeru mefenoximu (Gulya, 2000). V roce 1988 zaznamenana prvni rasa rezistentni
k metalaxylu ve Francii a ditroky pozdaji i v USA. V centrélni oblasti USA bylo pak v roce
1999 zaznamenano tém200 izolat P. halstediitolerantnich k metalaxylu (Gulya, 2000).
DalSi rasy patogenu rezistentnicv metalaxylu se v gib¢hu ¢asu objevily i v Mdarsku,
Turecku, Spa#isku (Molinero-Ruiz et al., 2003) a v roce 2005 Ngmecku (Spring et al.,
2006).

Chemickd ochrana proti peronosporam je stale émétinna, protoZze podporuje
mikroevoluci v girodnich podminkéch, kde fungicidyigobi jako seledni faktor. Zkracuje se
i doba @innosti pouzivanych latek. Fungicid mefonoxim, aitgiva k metalaxylu, nebude
feSenim problému po dlouhou dobu, ifirgdnich populacictPhytophtora capsiciiz byly
nalezeny rezistentni rasy (Molinero-Ruiz et al.020 Navic je problém s nalézanim novych
aeinnych latek. Nap pri testovani novych 30 neregistrovanych fundicidroce 2000 nebyl
nalezen Zadny, ktery by stoprocenfpotlatoval P. halstedii pouzecdtyii z nich (ethaboxam,
fluazinam, mancozeb a zoximideEmnfungistatické dinky (Gulya, 2000).

V soutasné dob bohuZel neexistuje spolehliva fungicidni ochranatig®. halstediia kvli
schopnosti patogenu rychle sgzpasobovat rezistentnim aitam slunénice je nutné inovovat

i dalSi zm@isoby ochrany plodiny proti této chorbb
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3.2 Plasmopara halstedii

Vietenatka slunmicova Plasmoparahalstedii (Farl.) Berl. a De Toni (1888), znama také
pod nazvyPeronospora halstediFarl. (1882) nebd’lasmopara helianthNovot. (1962), je
pavodcem jedné z nejdestruktijgich chorob, tzv. pligvitosti slunénice (Lebeda et al.,
2006).

Jedna se o biotrofni parazit ze skupiny tzv. ,dowmijdews" (Dick, 2001)Cesky odborny
nazev v sotasnosti neni ustéleny, pouziva se ¢ena peronospory, plignnebo ,neprava
padli“. Studiem peronospor se tradi zabyva mykologie, protoZe jejich fyziologie a esgile
je velmi podobna houbamsensu strictorazenych dafiSe Fungi. Molekularh fylogeneticka,
morfologicko-anatomicka a biochemicka data ale oy, Ze peronospory jsou v S@snosti
pravem vydleny do samostatn#Se Straminipila, kam spadaji spolu s heterokoritii&sami
(Voglmayr, 2008). Systematické izaeni peronospor nebylo dlouho jednazréa a proslo
slozitym vyvojem. Linné (v polovih 18. stol.)fadil tyto organismy ddiSe Plantae, Haeckel
(1878) je pemistil do no¥ zavedené&iSe Protista, Wittaker (1969) umistil downy mildeds
fiSe Fungi a nakonec podle Cavalier-Smithe (1998}ajp dotiSe Chromista a tento nazor je
V sowasnosti viceménuznavan (Lebeda et al. 2006).

NejnowjSi systémy vSak na zékkadnolekularnich dat agkolika dalSich znak (chlorofyl
c, tripartitni mastigonemy, ruducha spwigm donorem chloroplast nepovazuji Straminipila
(syn. Chromista) za samostatndsi a z&lenuji tyto organismy spolu s olbfmkami, nalevniky
a zastupci oddleni Apikomplexa daiSe Chromalveolata (Cavalier-Smith, 2003; Baldaafov
2004; Simpson a Rogers, 2004; Keeling, 2004 inrgadi Vda, 2005).

3.2.1 TaxonomieP. halstedii

PodrobgjSi klasifikace v ramciiSe Straminipila (syn. Chromista) je doposud néesé
a meni se v zavislosti na novych informacich, kterékytsgi zejména molekulagnbiologické
metody taxonomie. Na zaklad morfologickych a anatomickych znak je ftida
Peronosporomycetes (syn. Oomycetes) deré do iti podtid: Saproleginomycetidae,
Rhipidiomycetidae a Peronosporomycetidae, coz pgterzeno i molekulamhfylogenetickymi
daty (Hudspeth et al., 2000). Klasifikace na niiStaxonomickych drovnich je doposud
neustalend, potvrzuje se vSak,cedad’ Albuginaceae, kterd byla tr&dé povazovana za blizce
ptibuznou ¢eledi Peronosporaceae, je ve skntsti starou odvozenou linii a mohla by byt
dokonce povySena na samostatagt (Voglmayr, 2008). DNA data naopak ukazuji nakadl
piibuznost rodPhytophtorak peronospordm (Voglmayr, 2008).
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Tab. 1. Fylogenetické vztahy peronospor a blizégeuznych rod. Kladogram je vytvien na
zakladt useki D1, D2, D3 a D7/D8 jaderné rDNA velké podjednotggni pro COX2,
B-tubulin a NADH 1 ajedna se o shrnuti fylogramu méklad maximalni
pravdpodobnosti; ¥tve se signifikantni podporou ozfeay silrgji. V kladogramu jsou
vyznaeny mozné synapomorfie, prvaiyii (zavislost na thiaminu, adaptace kesi
propaguli vzduchem, haustoria a obligatni biotjofijgou hlavni adaptivni kroky

k parazitismu na rostlinAchiékresleno podle Goker et al.(2006).

na Brassicaceae Hyaloperonospora

I L— Pperofascia

na Poaceag—
| — Sclerospora

' — \Viennotia

—— Graminivora
| —— Peronospora
! L Pseudoperonospora

barevna sporangia _
—— Bremia

—— Protobremia

Paraperonospora

obligatni biotrofie Plasmoverna
I | Basidiophora

—— Plasmopara
haustoria?|

o . Benua
| elipsoidni haustoria

$ireni vzduchem | Phytophthora 1

I Phytophthora 2, 3, 4
Phytophthora 5
Phytophthora 7
Phytophthora 8
Phytophthora 6
Phytophthora 9, 10
Halophytophthora

zavislost na thiaminu

Doposud neni mozné sditosti tvrdit, Ze skupina ,downy mildews" je monddjického
pavodu. Prace Gokera et al. (2006) ukazuje na moetily pivod peronospor, zatimco Goker
a Stamatakis (2006) (in Voglmayr, 2008) monofylefigavod vyvraci. Monofyletické jsou
ovSem fi vyvojové Wtve peronospor, které jsou deb definované i morfologickymi
a ekologickymi synapomorfiemi (tab. 1)&tev sdruZujici peronospory s barevnymi sporangii
(rody PeronosporaaPseudoperonospoya s mechyrkovitymi a elipsoidnimi haustorii (rody

Basidiophora Bremiag Benua ParaperonosporaPlasmopara Plasmovernaa Protobremig
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a Wtev peronospor parazitujicich na zastupcieledi Brassicaceae (rodyyaloperonospora
a Perofascia (Goker et al., 2006).

Ttida Peronosporomycetes (Oomycetes) sdruzuje cda d@di (Voglmayr, 2008), podle
Sitky pojeti druhu jich raize byt i 1500 v 75 rodech (Lebeda et al., 2006) &eledich (Kalina
a Véa, 2005)Rad Peronosporales je povazovan za polyfyletickapiski zahrnujici obligatni
parazity zejména dvosdbbZnych rostlin s intrasporangiélni zoosporogerezénkostnnymi
oogonii (Lebeda et al., 2006). [@eledi Peronosporaceae jgazeno cca 600 drihy 9 rodech
(Lebeda et al., 2006). Mimo roRlasmoparajsou vyznamné patogeny rostlin zastoupeny
i v ptibuznych rodechPeronospora Pseudoperonosporaé Bremia (Dick, 2001), které se od
sebe odliSuji fedevSim tvarem a stylemétveni sporangiofdr (Sedl& et al., 2009). Rod
Plasmoparacitajici 109 druf pati spolu s rodenPeronosporamezi nej¥tSi v rdmciceledi
(Lebeda et al., 2006).

Tab. 2. Taxonomické ¥azeniP. halstediipodle dvou satasnych pohlei

Cavalier-Smith (1986) Dick (2001)
fiSe Chromista Straminipila
podiSe - Chromobiotae
kmen - Heterokonta
oddleni Oomycota Bigyra (= Pseudofungi)
pododdleni - Peronosporomycotina
tiida Oomycetes Peronosporomycetes
podtida - Perenosporomycetidae
fad Peronosporales Peronosporales
celed’ Peronosporaceae Peronosporaceae
rod Plasmopara Plasmopara

3.2.2 MorfologieP. halstedii

Hyalinni coenocytické mycelium s nepravideirdurelymi hyfami o ptiméru 6-20um roste
intercelularg, nepravideld se \tvi a do bugk hostitele vysild mala kulovitd vezikularni
haustoria o prmeru 5-10pum (Baudys et al., 1958).

Stromekovité sporangiofory (obr. 3) jsou later&lactvené (Kalina et Véa, 2005) dlouhé
300-700um (Sedivy et al., 1977), Siroké 7-14n s oblou nebo Sgatou bazi (Stojaspal, 2009)
vystupuji po 5 — 6 z iducha (Baudys et al., 1958)&wi se v horni poloviia vybihaji ve 3-4
dlouhé tenkéa a $mta sterigmata (Sedivy et al., 1977).
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Hyalinni zoosporangia nasedajici ke sporangiofoisterigmaty jsou eliptickd az vép
srozngry 18-30 x 14-20 um (Hall, 1989), uunikterych se tvii az 20 dvouldiikatych
pohyblivych zoospor (Stojaspal, 2009).

Hyalinni kulovita¢i ovalnd oogonia o fiméru 30-40um obsahuji po 1 oosfé (Kalina et
Véana, 2005). K oogoniim jsou hormondlpiitahovana kyjovita anteridia o délce 12-fifh
vyrustajici na anteridialnichétvich hyf.

P. halstedii je homothalicky druh (Spring, 2001) arozmnoZuje omoci
oogametangiogamie; sathi jaddra putuji z anteridia, které je v kontaktu agoniem,
kopulanimi kanalky k oosfé, ktera se po oplozeniéni v zygotu a néslednv tlustostnnou
vytrvalou oosporu. Kulovité oospory sipnérem 23-30um se vyznduji tenkym Zlutohsdym
ztasenym exosporem (Sedivy et al., 1977) a mohowdit ve viech vegetativnich organech
hostitele, nejastji pod listovou epidermis nebo v pletivechikne hostitelské rostliny (Hall,
1989).

50.0 pm

Obr. 3. SporangiofdP. halstedii
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3.2.3 BiologieP. halstedii

P. halstediije obligatni biotrofni patogen, tj. k Zivotu a ne@ozovani nuté vyZaduje Zivé
pletivo a neni schopen existence nezavisle na wititeli. Jedinou vyjimku tvé odpaivajici
tlustostnné oospory, produkty pohlavniho rozmnozZovani,éijeou schopnéipzivat v @de
po dobu 5-10 let (Sediéva et al., 2010).

Zivotni cyklus wetenatky slungnicové (obr. 4) z&na oosporou, ktera je zdrojem primarni
infekce a kl¢i za tvorby jediného sporangia, ¥z se diferencuji jednotlivé dvoutkaté
zoospory. Ty jsou po uvaini schopné se pohybovat ve vodnim prextit pokud se dostanou
do blizkosti kéeni, korenovych vlask, stonku nebo list hostitele, tak zoospory encystuji
a nasleda penetruji do hostitele skrz rhizodermis, respdepnis (Viranyi, 1988).

Intercelularni mycelium patogenu piista organy hostitele, do btknhypokotylu pozdii
epikotylu a stonku vysila haustoria, a pokud jeeriakce hostitel — patogen kompatibilni,

postupi kolonizuje rostlinu sgrem k vrcholu, coz &¥e za vhodnych podminek veést az

splynuti
oogonia s
/7 ' antheridiem
 _—
/
‘' haploidni /
/

k systémové infekci (www.eppo.org).

sporulace

\ faze
\
\ / zrala
NEPOHLAVNI \ 4 oospora

sporangiofor CYKLUS 4
se sporangii \ /

POHLAVNI

\ CYKLUS 1
Q

infekce
semenacku

1

|

-, 7N

—_— }i) - klicici oospora

’ 65/ : v pude s primarnim
sporangium I sporangiem

zoospory I

1

|

|

1

Obr. 4. Zivotni cyklus. halstedii Prekresleno podle Springa (2001).

Za piznivych podminek (teplota 10-25 °C a dostatevysoké vzduSna vlhkost) dochazi ke

sporulaci. Piduchy listi hostitele proistaji sporangiofory nesouci zoosporangia, které jso
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roznadSenadrem a mohou slouZit jako zdroj sekundarni infekfe.zoosporangii dopadajicich
na povrch lisi hostitelskych rostlin za vihka Kli zoospory, které a encystuji, penetruji do
pletiv hostitele a prdistaji je intercelularnim myceliem. Na listech sefivokalizované léze,

v kompatibilni interakci provazené na spodni straporulaci jako dalSi zdroj sekundarniho
inokula (Spring, 2001). Nepohlavni cyklus trva dedlnich podminek 1-2 tydny, coZ napoméaha
rychlému Sieni infekce v homogennim porostu (Bouterige et28i03).

Ke konci vegeténi sezény hostitele v fibchu 5-6 tydii dochazi v infikovanych pletivech
k oogametangiogamii a produkci silnéistych vytrvalych oospor, které vige prezivaji 5-10
let. Diky nim patogen figckava ve zbytcich hostitelskych pletiv digmivé obdobi. Na ja&
zacina klicenim oospor novy infeki cyklus (www.eppo.org).

P. halstedii miZe infikovat hostitele femi zpisoby: 1/ primarni infekci semendki
slunenic pisobi pohlavni oospory Kiici v pid¢; vede k padani Kihich rostlin nebo systémové
infekci s poruchamitistu a kveteni; 2éekundarni infekci zpisobuji nepohlavni zoosporangia
vyvijejici se v piibéhu sezdény na vegetativnich organech hostitén&ivzduchem; sporangia
infikuji dalSi rostliny v porostu a symptomem jslmkalizované |éze na listech (vznik tohoto
typu infekce je zn&n¢ ovlivnén klimatickymi podminkami, protoZze sporogeneze,ystace
zoospor a penetrace hostitelské epidermis vyZamhgebi rkolika hodin s vysokou vzdusnou
vlhkosti); 3/latentni infekce je bez symptoify pfesto je patogen stale schopen daitarivotni
cyklus; mycelium je fitomno v blizkosti cévnich svakkvétt, prorista pod osemenim a je
schopné infikovat kéini rostlinu. Z ekonomického hlediska tato infekeemd velky vyznam,
pusobi jen mirné sniZzeni hmotnosti semen, ale vyzéajanz hlediska epidemiologického
(Spring, 2001).

3.2.4 Hostitelsky okruh a roz&feni P. hal stedii

P. halstediimiZe rist na gstovanych i pla& rostoucich druzich slutieic, které jsou
typickymi hostiteli, ale také n&ads dalSich h¥zdnicovitych rostlin (www.eppo.org). Do
hostitelského okruhwP. halstedii pati cca 100 zastugcz celedi Asteraceae, napz rodi
Ambrosia(Vajna, 2007) Artemisia Bidens Centaurea, Cineraria, Coreopsis, Dimorphotheca,
Erigeron, RudbeckiaSolidago, VerbendStojaspal, 2008) Hanthium(Viranyi, 2002). Pla&
rostouci hostitelské rostliny jsou vyznamné preriiinfekce a vyvoj patogenu, a mohou slouZzit
jako zdroj inokulasi jako médium pro vznik novych ras patogenu (Agri2805).

Jak jiz bylo te¢eno, P. halstedii se vyskytuje celostové v oblastech, kde seégtuji
slunenice. Primarnim centrem ro¥8hi je Severni Amerika, konkrétroblast na pomezi
Mexika a USA, odkud se patogertilSzejména do Evropy a Jizni Ameriky. Sekundarnim

centrem je oblast jizni Ukrajiny sevérnd Cerného Meoe, odkud sé®. halstediisiila dale do
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Evropy, zgt do Severni Ameriky a poté do Afriky a Asie (Vigan2002), viz obr. 5.

Obr. 5. Mapa center a rogsni P. halstediive s¥té podle Virdnyiho (2002). #eruSovany

krouzek zn&i predpokladané genové centrurésfpvané slunmice, plné krouzky fedstavuji

(1) misto @vodu a (2) centrum sekundarniho réesi P. halstedii. Tetky predstavuji zerm

s potvrzenym vyskyterR. halstediina kulturnich slunsicich.

Tab. 3. Pehled vyskytwP. halstedii(www.eppo.org).

Swétadil Stat
Albanie, Bulharsko,Ceska republika, Egypt, Estonsko,
Evropa Francie, Italie, Md&arsko, Moldavsko, Bmecko, Polsko,

Severni Amerika

Asie

Afrika
Stredni Amerika
Jizni Amerika

Australie a Oceanie

Bakousko, Rumunsko, Rusko, Slovensko, %tsdm,
Svycarsko, Turecko, Ukrajina

Kanada, USA (Kalifornie, Kansas, Minnesota, Severni
Dakota, Jizni Dakota)

Azerbajdzan, Cina, Gruzie, Indie, Iran, Irédk, lIzrael,
Japonsko, Kazachstan, P4kistan, Rusko, Turecko

Egypt, Etiopie, Kéa, Maroko, Zimbabwe, Uganda
Dominik&nska republika
Argentina, Brazilie, Chile, Paraguawiguay

Australie (vyskyt pouze nArctotheca calendula
Novy Zéland (nepotvrzeno)
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3.2.5 RasyP. halstedii

Komplex druhuP. halstediitvori nekolik fyziologickych ras se zraou diverzitou, které se
liSi schopnosti fekonavat utité geny rezistence hostitelskych rostlin. Préenif rasy patogenu
je vsouwasné dob pouzivano testovani na mezinarddstandardizovaném souboru deviti
diferencignich linii slunénic (tab. 4). Podle kombinaci typu odezvy jedngttiv genotyp
slunegnic kinfekci (nachylné nebo rezistentni) je stesmv rasa patogenu a oZeaa

tiiciselnym kédem (Gulya, 2007).

Tab. 4. Rehled usptadani standardniho diferen@iidho souboru genotypslun&nice a jejich

reakce na infekci jednotlivymi rasafi halstedii R = rezistentni, s = nachylné (Gulya,

2007).
Sowasné ozngeniras 100 300 700 730 770 310 330 710 330 703 731

Soubor 1

HA-300 S S S S S S S S S S S
RHA-265 R S S S S S S S S S S
RHA-274 R R S S S R R S R S S
Soubor 2

DM-2 R R S S S S S S R S
PM-17 R R R S S R S R S R R
803-1 R R R R S R R R R R
Soubor 3

HAR-4 R R R R R R R R R S S
HAR-5 R R R R R R R R R S R
HA-335 R R R R R R R R R R R
Pavodni oznéeni ras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Existence fyziologickych ras byla zaznamenana vlétech 20. stoleti, kdy se cady
v Evrop av Severni Americe intenzi¥n péstovat hybridni odrdy slun€nic. Byly
zaznamendany dwasy: americka rasa 100 a evropska rasa 300h jgiSeni bylo zaloZzeno na
schopnosti fekonavat gen rezistené®;. V prabéhu 80. let bylo v Severni Americe rozliSeno
nékolik dalSich ras a od 90. let se nové rasiakaobjevovat a §it i v Evropé (Rashid, 1993).
Nap. V roce 1996 se objevila americka rasa 100 v Marpkchbani et al., 1996), ve
Francii byly v roce 1988 a 1989 objeveny rasy 713, v roce 1995 pak zaznamenany dalsi

rasy 300 a 700 (Gulya, 2007).
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Do roku 2006 bylo po celéem &¢ zaznamenano nejm&a6 fyziologickych ras patogenu.
NejveétSi paet ras se vyskytuje Severni Americe a Evrép coz je do jisté miry Zysobeno
intenzivnim studientP. halstedij které gispiva k objevovani novych fyziologickych ras (Galy
2007).

Tab. 5. Poet fyziologickych ras v jednotlivych oblastech (gayl 2007).

Kontinent Pdet ras
Severni Amerika 24
Evropa 21

Afrika 10

Asie 5

Jizni Amerika 5

V Ceské Republice byly od roku 2007, kdyéah intenzivni vyzkumP. halstedij
identifikovany rasy 700 a 770. Diky spravné fyta@énni praxi pochazi infikované rostliny na

naSem Uzemitpvazig z provok&nich poli vyzkumnych GstéaSedl&ova et al., 2010).

3.3 Anatomicko — fyziologické zniny rostlin vyvolané infekci

Pritomnost patogenu je pro rostlinu stresujici, prietonejen pi inkompatibilni interakci
spoudtna celarada obrannych mechanigniSuti a Sinclair 1991), coz s sebotinasi znény
nejen v zadsadnich metabolickych procesech (Cl&8gemcer-Phillips, 2004). Biotrofni parazité
jsou zcela zavisli na Zivém hostitelském pletivilkzajiSténi vyzivy pro fist a rozmnozZovani.
Tvori haustoria v Zivych hikach a ovliviuji metabolismus hostitele tak, aby vyhovoval jejic
narokim (Panstruga, 2003), tjfgrichazeji nebo dlouhoddpotlatuji obranné reakce hostitele,
zejména smrt invadovanych kikn(Mendgen a Hahn, 2002).

Veskeré abnormality v hostitelském pletivu majivpd bul’ v reakci hostitele na patogen,
nebo jsou zfisobeny pimym pisobenim patogenti jeho metabolit (Suté a Sinclair 1991).
Zmeny jako je hypertrofie a hypotrofie, hyperplazidgpoplazie, meristemizace, sklerifikace
a virescence pletiv, z&ny zbarveni a drobné nekrozy vznikajiti lpypersenzitivni reakci, jsou
zpisobeny reakci hostitele na infekci (Agrios, 200Bjimé pisobeni patogenu #pobuje
rozsahlé nekrozy (jako hlavni symptom), poSkozemksury burgk (penetrace,ist primarnich,
sekundarnich vezikal a haustorii) a pletiv (préstani intercelularnich hyf, vyéovani
lytickych enzyni) ¢i protrzeni epidermis (uvoémi spor nebo obnaZeni rozmnoZovacich
struktur), ke kterym dochazfigustu infelénich struktur patogenu (Trojanova, 2008).

P vyvoji haustoria uvnit hostitelské biiky vyvolava patogen fiimo lokalni destrukci

burg¢né stny a invaginaci plazmatické membrany, kterd gaima extrahautorialni membranu
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(Hardham, 2007), zatimco rostlina reagujeémau struktury, velikosti a polohy organel
(Takemoto, 2003), tvorbou kalozy okolo haustoridénkicku (O Connell a Panstruga, 2006)
a podizuje se zmindm v metabolismu, které souvisicespanim Zzivin patogenem (Sditi
a Sinclair, 1991). Interakce rostliny a patogenuvfak komplexni proces, liSi se podle
patosystému, a proto je obtizné stanovit jasnounitiramezi patologickymi zgnami
zpisobenymi pimo patogenem a zmami vyvolanymi odezvou nafipomnost a fisobeni
patogenu.

Patogeny jsou schopny svymi metabolity a signaliiva& zasahovat do metabolickych
procesi hostitele (Panstruga, 2003). Mellersh a Heath 1P@®okazali, Ze k tomu, aby byly
u napadené rostliny sp&iy nespecifické obranné mechanismy (produkce nazkth forem
kysliku a zesileni buginé stny v mist penetrace), je nutna komunikace cytoplazmatickeé
membrany s bunou stnou hostitelskych busk prostednictvim tzv. ,Hechtian strands".
PreruSenim této komunikace specifickymi enzymy patageyazuje obranné mechanismy
vigny ¢inské {igna unguiculatarezUromyces vignaéMellersh a Heath, 2001).

Jinym gikladem n@ize byt umteni produkce ,patogenesis-related* (PR)igekteré jsou
aktivovany jako reakce na infekci. Greensen ef1#97) (in Panstruga, 2003) prokazal, Ze PR-
geny jsou undovany RNA pochazejici z bgk hostitele, kde doslo k tvogthaustorii.

Obecrt Ize rozliSit dva typy interakce hostitel — ,patacity” patogen:

1/ pri inkompatibilni interakci patogen pronik&d do pletiv hostitele, nedochazik v&a
kolonizaci, protoZe infekce je zastavena v samékagia jeho vyvoje nap hypersenzitivni
reakci. | gesto ale mize gitomnost patogenu véstiads dalekosahlych fyziologickych zn,
které mohou u hostitele vyustit faly ziskanou systémovou rezistenci (SAR);

2/ pii kompatibilni interakci neni infekce zastavena, probiha kolonizace htsdtiteh
pletiv a organ, dochazi k rozvoji onemoéni a obvykle i symptoin (Agrios, 2005). Zrénami

vyvolanymi v piibéhu infekce patogenem se podrélmabyva nasledujici text.

3.3.1 Fotosyntéza rostlin a infekce

Fotosyntéza je jednim z fyziologickych protektery byva pravidekovliviiovan patogeny
bud ptimou infekci fotosyntetizujicich bék nebo jako nepmy disledek napadeni jinych
burgk nebo celych pletiv (Suti a Sinclair 1991). Biotrofni parazité vku infekce
fotosyntézu rostliny ovlituji pouze nepaten podle Kupreviche (in Sutia Sinclair 1991) nap
rzi obvykle nesnizuji intenzitu fotosyntézy do dofyyorulace. V &kterych gipadech mohou
patogeny déasré intenzitu fotosyntézy zvySovat, jak fagaznamenala Dorohova (in Suti

a Sinclair 1991) v gib¢hu prvniho dne infekce Rhytopthtora infestans
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U nekterych interakci rostlin s biotrofnimi parazity serostlin mohou vyskytovat tzv.
.green islands” - ostivky zeleného pletiva obklopujici rozmnoZovaci ong&ostitele, coz je
typické nap. urzi (Walters et al., 200&) cerné skvrnitosti javar (Rhytisma acerinujn V
oblasti ,green islands” je fotosynteticka aktivitarck vyssi nez v okolnim pletivu, ale zardve
niz&i nez v pletivu neinfikovaném &linost fotosyntetického aparatu byla zkoumanasmégne
infikovanéhoBlumeria graminisa ta v oblasti ,green islands” klesla o 47 % oprdravéemu
pletivu (Coghlan a Walters, 1992 in Walter et @008). PestoZe je fotosyntetickd aktivita
v oblasti ,green islands* vyraZnsniZzena oproti kontrole, v okolnim pletivu fotossticka
aktivita neni térét detekovatelné a ostrek zeleného pletivaipdstavuje pro patogen zmeu
vyhodu (Walter et al., 2008).

Patogeny mohou sniZovat intenzitu fotosyntézy npfac tim, Ze zabnsuji praniku swtla
k fotosyntetizujicim biikém. Takto ovlivuji hostitele zastupci padli (Erysiphales), ikt ori
mycelium ténd vyluéné na povrchu list. Vrstva hustého povrchového myceliatiza
dopadajici sitlo bud’ odrazet nebo pohlcovat (Rubin a Artsikhovska iticSa Sinclair 1991).

Fotosynteticka aktivita rostliny byva ovlitna také zrnami v absorpci sitla, kterou
zajiguje chlorofyl. (kinnost absorpce jgasténé zalozena na optickych vlastnostech listu, jako
je reflexeci transmise, které patogenéni svou pitomnosti v pletivu, sporulaci a vyvolanim
senescence (Prokopovéa et al., 2006), a na mnodskwiofylu v buikdch. Nap. Tang et al.
(1996) zjistili, Ze infekceArabidopsis thalianaplisni kElostnou Albugo candida vyrazré
snizuje obsah chlorofylu. SniZzeni mnoZstvi chldkofypletivech hostitele vyvolané patogenezi
miZe byt @icinou nizSi fotosyntetické aktivity (Scholes, 1992Tiang et al., 1996), ale nebyla
prokazana linearni zavislost mesiiito dwma parametry (Sutia Sinclair 1991). Obe&nnizsi
obsah chlorofylu v pletivu iZze byt zisoben hneddkolika faktory: 1/ nedostateou syntézou
chlorofylu, kterou zpsobuji zejména systémoveé infekce; 2/ degradactaplst: ¢i chlorofylu
a 3/ nekrozou fotosyntetizujicich bikma pletiv.

Patogeny mohou ro¥# ovliviiovat proces fosforylace, biotrofni parazité obvytdstense
blokuji necyklickou fosforylaci tim, ze zalingi transportu elektranz vody na NADP (Suti
a Sinclair, 1991).

Na intenzitu fotosyntézy ma vliv také mnozstvi £@ivadného k chloroplagim (Sutt
a Sinclair, 1991)Rada biotrofnich paraZitpronika do hostitele skrz fmiuchy (Uredinales),
nebo pfiduchy profistaji jejich rozmnoZovaci organy, jak je tomu pray peronospor
(Trojanova, 2008). DalSimifpadem niZe byt povrchové mycelium padli, kteréefista fes
stomata. V kazdémifpad je funkce piiduchi naruSena a do rostlinného pletiva nefivgzin
dostatek CQ (Suté a Sinclair, 1991). Patogenyigobici histopatologické zmy obvykle

narusuji funkci a permeabilitu membran (Trojano2@08), coz vede k omezené difuzi plyn
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vramci pletiva a nedostat@ému zasobovani chloroplastCO, (Suté a Sinclair 1991).
Moriondo et al. (2005) studovali a porovnavali vipadli Uncinula necatoy a wetenatky
révové Plasmopara viticola na vynénu plyn v listech révy vinné. Bylo prokazano, Ze oba
patogeny tvorbou lézi snizuji intenzitu fotosyntéagjen zmenSenim fotosynteticky aktivni
plochy listi, ale i ovlivrenim vymeny plyni ve zdravychéastech lisi. Pritomnost padli vSak
vyrazré snizovala asimilaci list zatimco peronospora tento parametr ét€meovlivnila.
Ptitomnost padli navic vedla k uzaviraniiguchi a zvySené transpiraci. Dale bylo prokazano,
Ze ani jeden z patogersignifikantré neovliviiuje fluorescenci u napadenych dish tudiz ani
(cinnost fotosyntetického aparatu. Patogeny mohouaké gimy vliv na uzavirani grduchi;
bylo zjistno, Ze Bhem Sesti hodin po inokulaci dochazi v rhisfekce k rozsahlému uzavirani
praduchi, které se off oteviraji az v pozfjSich fazich infekce (Scharte et al., 2005).

SniZeni intenzity fotosyntézytrhe dale vyvolavat inhibice gtelnych reakci (Montalbini
a Buchman, 1974 in Tang et al.,, 1996), redukcec&siu elektron-transportnihdetézce
(Montalbini et al, 1981 in Tang et al., 1996), &seni aktivity¢i poruSeni funkce Calvinova
cyklu a enzym, zvlasé RUBISCO (Manner a Scott, 1985 in Tang et al., 198&. infekce
Albugo candidasnizuje uArabidopsis thalianaaktivitu enzymu RUBISCO (cca na 50%)
a podstaté zvySuje koncentraci sacharosy v infikovaném plet{meteno 8 dpi).Interakce
s Phytophtora nicotianagyvolava uNicotina tabacun{Scharte et al., 2005) zastaveni elektron-
transportnihdetézce.

Jednim z nejndpadSich symptoni, které vyvolavé. halstediije chloroza vegetativnich
casti hostitelské rostliny, prorostlych interceluian myceliem Cata et al., 1981). Chlorozy
jsou vyvolany snizenim obsahu chlordfyV infikovaném pletivu,éimz ovliviwji Ge¢innost
fotosyntézy a pibéh souvisejicich metabolickych drah (Suta Sinclair 1991). Dosud
neexistovala prace o vlivl. halstediina fotosyntézuHelianthus annuusByly vSak studovany
interakce rostlin a dalSimi peronosporami. Naprokopova et al. (2010) studovali ovlém
fotosyntetickych parameirsalatu (actuca sativa plisni salatovouBremia lactucag a dosli
k zawru, Ze uinfikovanych rostlin dochazi ke sniZzenisaiiu fotosyntetickych pigment
v infikovaném pletivu, snizeni¢innosti fotochemickych reakci fotosystému Il/f,), inhibici
elektronového transportubgs;) a zvySeni nefotochemického zhaseni fluorescehtmrafylu
(NPQ). Podob& Mandal et al. (2009) zaznamenal u interaRtantago ovata— Peronospora
plantaginissnizeni obsahu chlorofyh sniZeni g&innosti fotosystému Il. Diky vysledkn téchto
pribuznych interakci G¥eme pedpokladat, ZeP. halstedii bude fotosynteticky aparéat

slun&nice ovliviiovat obdob#.
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3.3.2 Metabolismus cukii u infikovanych rostlin

Biotrofni parazité, ki cerpaji metabolity hostitele (cukry, aminokyselimykleotidy),
zpisobuji zasadni zény v metabolismu a transportéchto latek v rostlinnéméte (Gotz
a Boyle, 1998). Na interaké&ihaseolus vulgarisubspnanus- Uromyces apendiculatusubsp.
apendiculatusGotz a Boyle (1998) studovali zmy metabolickych podl cukni v pribehu
infekce. Bylo zjiS¢no, Ze sacharosa se vyskytuje v nejvySSi koncenieaazdravém pletivu
nenapadenych lista jeji koncentrace klesala v napadenych listettetn sporulace patogenu.
Koncentrace glukosy byla v géitku infekce stejné v celé rostifil2 mg/g suSiny), na patku
vyvoje uredii se koncentrace v ndisinfekce zvySila na 29 mg/g suSiny a zaroudesla
v okolnim pletivu na 7 mg/g. V pbehu dalSiho vyvoje patogenu koncentrace glukosysgmi
infekce postup&iklesala na 14-15 mg/g suSiny a v okolnim pletigurdrré zvySovala. Naopak
koncentrace fruktosy byla v rdmci rostliny po cetlmbu infekce fiblizn¢ stejna.

Biotrofni parazitécasto zvySuji aktivitu kyselych invertas & hostitele, dikytemuz se
v infikovaném pletivu zvySuje koncentrace hexozKfosy a glukosy) (Tang et al., 1996), coz
miZe vyvolat potlgeni transkripce génsouvisejicich s fotosyntézou (Scholes et al., 1894
Tang et al, 1996). Hromadi hex6z v mistech infekce dgobené pedevsim zvySenou
aktivitou invertas navic fize vyvolat zgtnovazebnou inhibici Calvinova cyklu a fotosyntézy
vubec (Prokopova et al., 2010)

Tang et al. (1996) prokazali, Ze &my vyvolané biotrofni oomycetou v kompatibilni
interakci @rabidopsis thaliana — Albugo candidajsou vyvolany zvySenim aktivity
extracelularnich invertas st&njako znmeény zpisobené hemibiotrofni oomycetoutip
inkompatibilni interakci Klicotina tabacum Phytophtora nicotiange(Scharte et al., 2005).
Navic v gipadt tabaku Nicotina tabacum napadeném plisni tabakovolPhftophtora
nicotianag doSlo ke stejnému nistu aktivity enzymu $ inokulaci rostliny zoosporami nebo
pouze bezbuftnym filtratem ze zoospor (Scharte et al., 2005)ruskAaktivity extracelularni
invertasy zaznamenali i dalSi atitProkopova et al., 2010; Berger et al., 2004ptijej Ize
povaZovat za po#nné pravidelny jev provazejici infekci.

Na prikladu interakce pSeniceErysiphe graminid. sp.tritici byl studovan vliv patogenu
a nasledného pouZziti fungicidu na metabolismus tcuirinokulovaném pletivu neo¥eném
fungicidy, steji jako v inokulovaném pletivu oeného fungicidy 2 a 3 dpi, byla zaznamenana
koncentrace glukosy, fruktosy i sacharosy vysSi m&bntrolnich zdravych listech. Aplikace
fungicidia vedla k déasnému sniZeni aktivity invertasyéehto listech, neovlivnila ale vyragn
zvySenou koncentraci sacharidV dalSich sedmi dnech po aplikaci fungicide aktivita
invertasy ve fungicidy oSegnych listech oft vratila na stejnou hladinu jaka'grd oSatenim

i bez gitomnosti patogenu. To znamend, Ze aktivita inggrtayla gechod zvySena diky
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signalu z pdatku patogeneze, ale nebyl&imo ovliviena velikosti sinku, tj. intenzitou
napadeni (Wright et al., 1995)

ZvySeni koncentrace hex6z v ndishfekce nemusi souviset pouze s aktivitou invertas
patogen se stava vyraznym sinkem a v jeho blizigestiromadi cukry vigledku transportu
hexos snrem k sinku, ale i omezeni transportu metaboliytvorenych pobliz mista sinku do
jinych ¢éasti rostliny (Gottlieb a Garner, 1946 in Waltersle 2008).

P. halstedij stejré jako dalSi biotrofni parazitéerpa metabolity hostitele. Misto infekce se
proto stava vyraznym sinkem, kde je shrod@#na sacharosa a dalSi Ziviny z okolniho pletiva
(Ayres et al.,, 1996; in Clark a Spencer-Phillip§02). Metabolismus cukr u slunénice
infikované P. halstediidosud nebyl studovan, ale bylo prokazano, ienpekci biotrofnimi
houbovymi organismy se v napadeny&@stech infikované rostliny vyragrevySuje aktivita
extracelularnich invertas (Prokopova et al., 20M8ndal et al., 2009; Scharte et al., 2005; Tang
et al., 1996; Wright et al., 1995), v pletivu staugoncentrace glukosy (Fotopoulos et al., 2003;
Clark a Spencer-Phillips, 2004) na uUkor sacharésgta by byla za normalnich okolnosti
floémem transportovana k jinym siitk rostliny (Clark a Spencer-Phillips, 2004).

Vyménu metabolit  vinterakci slunénice s nekrotrofni hlizenkou S¢lerotinia
sclerotiorun) studovali Jobic et al. (2007). V jejich pokuséamncentrace sacharosy, ktera byla
lokalizovana tém vylucné v céloznich listcich slunimice, poklesla ghem 48 h po inokulaci
na nedetekovatelnou UraveZarove byly v napadeném pletivu identifikovany &@isoformy
kyselych invertas; prvni z nich pochazela z hdstite byla aktivni prvnich 24 hpi, dokud
nedoSlo k maceraci hostitelského pletiva. Druhforsoa pochézela z patogenu a gréwa je
zodpowdna za rozklad &Siny dostupného substratu. Aktivace extracelulamértasy se zda
byt obecnou reakci rostlin na bioticky stres (Fotdps et al., 2003 in Jobic, 2007); otazkou
vSak Aistava, zda biotrofni parazité dale stimuluji jéfinatu pro zajiSeni vyzivy nebo se jedna

o invertasy produkované&imo patogeny, jako se ukazaloiigad Sclerotinia sclerotiorum

3.3.3 Fytohormony

Fytohormony, zvané tézistoveé regulatory, jsou latky oviiujici rast a vyvoj rostlin (Bari
a Jones, 2009). Hraji roth dileZitou roli v signalnich procesech spojenych &ceeostlin na
bioticky i abioticky stres (Robert-Seilaniantz ek, a2007). Role ,stresovych hormih
salycilové kyseliny (SA), jasmonové kyseliny (JA)ethylenu je v satasnosti dote
prozkouméana v souvislosti s chorobami rostlin astemci vici patogerim. Role ostatnich

hormori jako je abscisova kyselina (ABA), auxin, giberglifGA), cytokininy (CK)
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a brassinosteroidy (BL) doposud neni zmapovanaptadrobré (Robert-Seilaniantz et al.,
2007).

Patogeny mohou na rostlinuignbit 1/ pfimo vylucovanim vlastnich horman které
ovliviuji metabolismus hostitele (Robert-Seilaniantz let2007), neb®/ nepfimo produkty
metabolismu, které u rostlin blokuji tvorbu fytohasni nebo receptory fytohormén
podilejicich se na signalizaci vazbou fytohorihdmansportovanych z jinyckiasti rostliny
(Sutié a Sinclair 1991). K patogém, které pimo vyluuji do €la hostitele hormony, pétnag.
tumorogenni bakterie tviwi auxiny a cytokininy Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes,
Erwinia herbicolg, nebo pouze cytokininyRhodococcus fasciaysz houbovych organisim
Colletotrichum gloeosporioide& sp. aeschynomen@rodukujici auxinin planta biotrofové
jako Blumeria graminis Pyrenopeziza brassicaeaVenturia inaequalis ¢i nekrotrof
Cladosporium fulvumprodukujici cytokininy; ¢i saproparazité jakoBotrytis, Fusarium
Rhizoctonigprodukujici kyselinu abscisovou (Suti Sinclair 1991).

Napadnymi symptomy, které souvisi s vykyvy hladimxiai a cytokiniri, jsou zngny
velikosti a tvaru organrostlin: zakrslost, gigantismus nebo tvorba nad@obert-Seilaniantz
et al., 2007; Suti a Sinclair 1991). Velka skupina fytohornioté? zprosiedkovava $eni
signalu od bugk v bezprostednim kontaktu s patogenem do nenapader@sti a navozeni
rezistence (Robert-Seilaniantz et al., 2007@dpvSim salicylova kyselina, jasmonova kyselina
a ethylen (Lopez et al., 2008).

Auxin je povazovan za jeden z néeZit¢jSich fytohormof v Zivot¢ rostliny. Je
produkovan mladymi pletivy — listy, apikalninii korenovymi meristémy a va&jy. Auxiny
podporuji buicné dleni, zwtSovani orgain rast burgk a jejich diferenciaci. Jejichiftomnost
také hraje roli i vyvoji semen a ploil v normalni koncentraci brani senescenci a nitkdime
vyvolava opad list (Buchanan et al., 2000). Biotrofni patogeny uliostétSinou vyvolavaji
hyperauxinitu (nadbytek auxinu), jak je tomu hap bramboru napadeném nadorovkou
Synchytrium endobioticurtReingard a Pashkar, 1958 in Sui Sinclair 1991) nebo koko3ky
pastusi tobolky infikované oomycetailibugo candidaa Peronospora parasiticgKiermeyer,
1958 in Sutt a Sinclair 1991). Nevyrovnana hladina auxinu pattevk fistovym abnormalitam
(Suti¢ a Sinclair 1991), jako jsou rakoviny, tumory addaiadory (Trojanova, 2008). Nagmy
prodluZovaci ist vyvolany hyperauxinismem se vyskytuje fiapEuphorbia cyparissias
napadenéhdJromyces pisi nebo u kokoSky pastusi tobolky napad@sEonospora parasica
(Daly a Inman, 1958 in Sita Sinclair 1991). Abnormalni vyvoj kifi a semerBrassica napus
v disledku poklesu hladiny auxirvyvolavaAlbugo candidgSutié a Sinclair 1991).

Zakrslost, nejtypit&jSi symptom systémové infekce sldnie, je zgisoben nizkou hladinou

auxini odbouravanych IAA-oxidasougzena mezi PR-proteiny), ktera je produkovana pouze
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v infikovanych rostlinach v kyselém préstli. Toto ukazuje na potencial rostliny st
normalni velikosti a podporuje hypotézu, Ze zalatstunénic je zpisobena degradaci jednoho
z fytohormorii (Benz a Spring, 1995). Aplikace aukimag. postikem vyvolava vznik
vyrazného sinku; bylo potvrzeno, Ze v miigyskytu biotrofnich paraitje skutén¢ zvySena
hladina auxif, kterd jim napomaha v ziskavani zivin od hostit@Malters et. al., 2008).
Napriklad Shaw a Hawkins (1958; in Walters et. al., @00etekovali zvySenou koncentraci
IAA v listech jegmene napadenéBlumeria graminiss-10 dni po infekci.

Cytokininy podporuji bu&né dleni a syntézu chlorofylu, oddaluji senescenci,dapani
listt a degradaci chlorofylu. SniZzeni nebo naopak zvy$dadiny cytokiniri, které jsou
patogeny schopné vyvolat, vede k hyperplazii neppoplazii burk, pripadré k prormistani
bocnich pupen (Trojanova, 2008). Experimentalni aplikace cytakinmize vyvolat proiistani
bocnich pupeti a v disledku symptom zvany ,witches broom*, tz¢ayowniky” (Buchanan et
al., 2000). Prav cytokininy jsou zodpatdr¢ i za vznik ,green islands” v napadeném pletivu
(Walters et al., 2008), protoZe oddaluji senescgratbgenem kolonizované&asti pletiva.
ZvySena hladina cytokininbyla nap. zjiStna i v listech fazolu napadenych rzi (Kiraly et al.
1966 in Walters et al., 2008). Na zaKlatéchto udaj je predpokladana Uzka souvislost
mezi biotrofnim parazitismem a produkci cytokinirDalSi podporu pro roli cytokinin ve
vyZivé patogef prineslo tvrzeni o tom, Ze cytokininy stimuluji aktivextracelularni invertasy
(Roitisch et al., 2003).

Gibereliny stimuluji prodluzovani bk, ovliviuji vyvoj apikainiho meristému
a pravapodobré stimuluji produkci auxinu. Tyto hormony mohouémit fotoperiodismus
rostlin; dlouhodenni rostlinytpprogramovat na kratkodenni a dvouleté rostlinyjeckoleté.
Gibereliny jsou jednim z faktdr zodpo¥dnych za dormanci pup&na u rékterych rostlin
i semen (Buchanan et al., 2000). Wood (1967 in¢SaitSinclair 1991) poukazal na to, ze
zvySena hladina giberefinmiZze byt zodpo#dna spolu s auxiny za prodlouzeni internodii
u Euphorbia cyparissiasapadenéhtdromyces pisiNaopak nizka hladina giberalizpisobuje
zakrslost, jak je tomu n&pu Silene vulgarisubspmaritimanapadené sti Ustilago violaceae
(Legy, 1976 in Suéia Sinclair 1991).

Abscisova kyselina zastavuje nebo zpomalujet ostlin a indukuje dormanci semen
(Buchanan et al., 2000).r&lpoklada se, Ze \kterych gipadech se v infikovaném pletivu
miZe zvySovat hladina abscisové kyseliny, ktera Heg@vou roli v adaptaci na abioticky stres
a zda se, Ze je negativnim regulatorem signalite fetézce SA (Robert-Seilaniantz et al.,
2007). Mohr a Chail (2007 in Robert-Seilaniantalkt 2007) zjistili, Ze ABA potléuje tvorbu
SA a ukladani ligninu v buginych sténach.
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Ethylen je syntetizovan rostlinami zejména v doajévich plodech. Jeho produkce byva
spoustna mnoha faktory, ndpauxiny, ionizujicim z&enim, mechanickym por&nim nebo
patogeny. Tvorba ethylenuehem infekce rize zpisobit gedtasnou senescenci, opadavani
listi a epinastii (Suéi a Sinclair 1991). ZvySena hladina ethylenu bylanamenana nap
u karafiafi infikovanychBotrytis sp. (Smith et al., 1964 in Séita Sinclair 1991).

Salicylova kyselina (SA) je obvykle spojovana skagana biotrofni parazity, ustavenim
SAR a jeji exogenni aplikace vyvolava syntézu P&egini (Bari a Jones, 2009). Jasmonova
kyselina (JA) a ethylen (ET) byly ve zvySenéienizaznamenany u rostlin infikovanych
nektrotrofy. Obect se hladina jasmonové kyseliny zvySuje i v fhistfekce (Bari a Jones.,
2009) a zarowuehraje signalni roli  mechanickém poskozeni rostliny fiaperbivory (Browse
a Howe, 2008 in Bari a Jones, 2009).

Signélni drahy spoufité SA nebo JA a ET se alasto navzajem vytiuji, ¢ehoz mohou
vyuzit patogeny kigkonani obrany hostitele. Syntetizuji latky podobragr. jasmonové
kyseline uPseudomonas syringa@rooks et al., 2005 in Lopez et al., 2008) nelfomp
vyluéuji nafF. ethylen jako WBotrytis cineregChague et al., 2002 in Lopez et al., 2008), spusti
signalni drahu vedouci k navozeni rezistenégi jinému stresoru, kterou jsou schopni
prekonat, a tim si oteviraji cestu k infekci (Lopéale 2008).

Draha salicylové kyseliny vede k SAR (systemic egpliresistence) tj. systémové ziskané
rezistenci (Mauch-Mani a Métraux, 1998). Jedna sta®, kdy po lokalni infekci aviruletnim
nebo virulentnim patogenem tiim nekrotické 1éze nebo po aplikackitych chemickych
latek rostlina ziskava dlouhodobou (tydny aZsioe (Serrano et al., 2007)) lokalni nebo
systémovou rezistenci proti celé Skale dalSich geto (Buchanan et al., 2000). Kyselina
salicylova niZze (Shulaev et al., 1995 in Métraux, 2001) nebousgrfRasmussen et al., 1991 in
Métraux et al., 2002) byt primarnim signalem, kt&if informaci v rostlig. SAR obect
funguje tak, Ze v migtinfekce je produkovan signal (SA je syntetizovéoialrg), ktery se i
do dalSich¢éasti rostliny kde indukuje obranné reakce (Métratixal., 2002). SA reaguje
s enzymy (kataldzou nebo askorbat peroxidazou) zzakw fenolového radikélu, ktery se
Gcastni peroxidace lipid hlavre v membranach bwk. Produkty peroxidace potom aktivuji
expresi obrannych géra PR-proteifs (Métraux et al., 2002). Biochemické markery tygigko
SAR jsou PR-proteiny: chitinasy, peroxidasfy-&,3- glukanasy (Siegrist et al997 in Serrano
et al., 2007).

Drahy jasmonové kyseliny a ethylenu vedou kISRdyged systemic resistence) tj.
indukované systémové rezistenci, ktera se vyvijikplonizaci kdenového systému rostliny
urcitym typem hlizkovych bakterii (,plant growth protimg rhizobacteria“) a nezahrnuje
tvorbu PR-proteih (Hammerschmidt, 1999). Jasmonova kyselina a athjdeu spjaty jest
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s jinym typem obranné reakce rostlin zvané SIRtéyi induced resistance nebo systemic
proteinase inhibitor), ktera je odpami na mechanické por&m nebo okus herbivorem.iiP
poraréni vzmistd mnoZzstvi ethylenu a jasmonové kyseliny v mustlmethyl jasmonéty i
signal cévnimi svazky v ramci rostliny nebo v plgnpodols mezi rostlinami v porostu. V
reakci jsou pak hroma&dy systémové inhibitory a dalSi proteiny souvidefmdpo¥di na
porareéni (Krischik et al., 1991). Signalni draha jasmahdokyseliny a ethylenu a draha
salicylové kyseliny mohou spolupracovat, ale iendf se vyl&ovat (shrnuto nap V Bari

a Jones, 2009).

U slunenic je dlouhodob studovana moZznost zvySeni rezistené& girokému spektru
patogennich hub prdsednictvim SAR (nap laborat® prof. Viranyiho, Univerzita v Goddllo,
Madarsko). Mezi testované spoés SAR patl napt. BTH (benzo-1,2,3-thiadiazole-7-
carbothioic acid S-methyl ester), po jehoZz aplikdgila studovana aktivita chitinasy
a peroxidasy; PR-protein u kterych byl pedpokladan podil na obrarrostliny aci P.
halstedii Inokulace P. halstedii zvySila aktivitu obou enzyin u nachylnych genotyp
neoSatenych BTH a unachylnych irezistentnich genodtymSetenych BTH; pouze
u neoseenych rezistentnich genotyslunenice Zistala aktivita enzyin nizka. Z toho se da
vyvodit, Ze zvySeni aktivity chitinasy a peroxidasmni obrannou reakci, ale spiSe symptomem.
OSeteni rostlin BTH vSak vedlo ke sniZzené sporuRchalstedii(Serrano et al., 2007). Korosi
et al. (2009) studovaliginky chemickych latek aktivujicich obranné mechemigostlin, jako
je INA (2,6-dichloroisonikotinova kyselina) a BAB@®L-a-aminomalsena kyselina). Prokézali,
7e INA v koncentraci 100 nebo 200 mg™ signifikantré snizuje sporulaciP. halstedii
a podobs BABA v koncentraci 500 mg *la vy33i. Proto mohou byt tyto latky povazovany
potencialni sotast budouci ochrany proti plisvitosti slunénice.

Zawrem lze fici, Ze rozmanitost dinki endo- iexogennich fytohormdnsouvisi
s koncentraci, po#nem jejich aktivnich a neaktivnich forem, ale i goem mezi hladinami
jednotlivych skupin fytohorman Nag. cytokininy ve vysoké koncentraci mohou ovilbwat

i vyvoj a schopnost reprodukce patogéRrokopova et al., 2010).

3.3.4 Reaktivni formy dusiku a kysliku

Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), dusikiNg} a siry (RSS) spolu s transportem
fytohormoni jsou jedny z prvnich signéalv patatcich interakce rostlina — patogen. Slouad’ bu
jako iniciatory hypersenzitivni reakce, nebo jakgnalni molekuly, které mohou spo&Stalsi
obranné mechanismy (Lebeda et al., 2008).

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsotast&né redukované formy atmosférického kysliky, O

které typicky vznikaji excitaci Okdy vznika singletovy kyslik'O,. Dal$imi reaktivnimi
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formami kysliku jsou nap superoxidovy anion @, peroxid vodiku HO, nebo hydroxylovy
anion OH, hydroxylovy radikal OH-, perhydroxylovy radikal,id (Piterkova et al., 2005).
Tyto sloweniny jsou schopné nekontrolowaneagovat s biomolekulami, coz vede Kk jejich
degradaci a tzv. oxidativnimu poskozeni HurfHerbette et al., 2003).i€stoZe jsou dinky
téchto latek pro rostlinny organismus nebezge mohou v kontrolovanych koncentracich
slouzit jako signalni molekuly v gétcich reakci na bioticky i abioticky stres (Dagakf 2000 in
Herbette et al., 2003). Zejména®4 a OH hraji zadsadni roli ve vztahu rostlina — patoge.n
pii hypersenzitivni reakci (Mittler et al., 1999 ireHbette et al., 2003).

Reaktivni formy dusiku jsouuezné formy radikal s dusikem, jako je n&pNO-, NOs;,
NO,-, peroxynitrit (ONOO-), S-nitrosothioly (RSNO), rdrosoglutathion (GSNO) a dalSi
(Piterkova et al., 2009). Stejiako reaktivni formy kysliku v rostlinz ¢asti slouzi jako signaly
(Chaki et al, 2009) a podili se na lokélnich i éggtvych obrannych reakcich (Piterkova et al.,
2009).

Koncentraci ROS a RNS v rostlinach kontroldfeda enzymn (Herbette et al., 2003)
i neenzymovych systém(Pitkerova et al., 2008). Anjana et al. (2007)dsuali isoformy
enzymu peroxidasy, ktery se mimo jiné podili naoxiéaci ROS u slunmice infikované
pavodcem cerns Alternaria helianthi 1zoforma POX1 se dir¢ vyskytuje ve zdravych
rostlindch, u infikovanych nachylnych i neinfikoyar rezistentnich rostlin se vyskytovaly
dalsi 2 izoformy POX2 a POXS3, které byly aktivovanyiznych ¢asovych intervalech. Diky
tomu je Zejmé, Ze peroxidasy se v rostlinnéffetpodili naract proces jako je hypersenzitivni
reakce, lignifikace, suberinizace, produkce fytgai& nebo sldovani glykoproteifi a fenoi
(Baysal et al., 2003 in Anjana et al., 2007). Zp$tpresného ngasovani zrign hladin a aktivity
jednotlivych izoforem peroxidas v budoucnuza pomoci odhalit jejich role.

U slune&nice byly studovany dalSi enzymy deaktivujici RONS. Prvnim z nich je
superoxid dismutasa (SOD), odbouravajigir@a HO,, druhym glutathion peroxidasa (GPX). Z
infikovanych rostlin byla izolovana veSkerda RNAyeezre transkribovana a pomoci prinier
specifickych pro rostlinné SOD byly detekovanje&zce ozn&ené jako SODha-1 a SODha-2,
déle byly pouzity dva idve detekované a klonovan&tzce GPXha-1 a GPXha-2. Bylo
prokazano, Ze exprese geGPXha-1 a GPXha-2 byla regulovana u rostlin infikaoych jak
virulentnim tak avirulentni rasde. hasltedij ale regulace byla odliSna. Intenzita expreseigen
GPX je tedy dlezithA pro zahajeni hypersenzitivni reakce a jeul@@na stresovymi
fytohormony, ROS a NO. Vzhledem k tomu, Ze kazdytyegeri byl regulovan odlis& da se
predpokladat, Ze v infikovaném organismu hostitetgilizné role (Herbette et al., 2003).

Funkci ROS a RNS v fib¢hu interakci slunénice —P. halstediise zabyvali Chaki et al.

(2009). u kultivaru slurmice nachylného k infekci byl zaznamenanusérhladin proteif,
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které podléhaji nitrataci spojenou se vznikem RSN&ust RSNO je pravipodobré nezavisly
na enzymatické produkci oxidu dusnatého, protofigitk synthasy zavislé na L-argininu, ktera
produkuje oxid dusnaty, je vigséhu infekce snizena. Naopak u rezistentniho kultivar
slune&nice nedoSlo k Zddnému navysSeni hladiny RSNO netvataci proteii. Z toho Ize
vyvodit, Ze nitratace proteinje obecnym biologickym ukazatelem stresu, kteryolgvayji
RNS.

3.3.5 Hypersenzitivni reakce

Hypersenzitivni reakce je lokalizovany indukovangranny mechanismus, kterym se
rostliny brani pi kompatibilnich iinkompatibilnich interakcich sfpgeny a rive veést
k systémové ziskané rezistenci (Hammerschmidt, Y19%&dna se o mechanismus vedouci
k odunteni buiky nebo pletivatasti v mist infekce (Agrios, 2005). Objevuje se velmi rychle
po kontaktu patogenu s hostitelem, obvykle po 62¢ zavislosti na dané interakci hostitel —
patogen (Hutcheson, 1998). Latku napadena kka produkuje antimikrobialni latky, zvySuje
se koncentrace radikalkysliku, jadro se ffesouva k mistu penetrace patogenu dakjpu
arozpada se. Seasré probiharada strukturnich zém cytoplazmy (kondenzace, vakuolizace)
a cytoplazmatické membrany (depolarizace vlivermghb toku iont). Cely proces vede ke
smrti buiky, ktera pestdva poskytovat vyZivu a priedi pro fist patogenu, ktery je timto

zpasobem eliminovan (Hutcheson, 1998).

3.3.6 Sekundarni metabolismus

Napadené rostliny produkujadu slodenin, které mohou byt toxické nebo maji negativni
vliv na patogen. Jsou to obvykle fenolové metapolNlezi it miZzemeiadit anthokyany,
flavonoidy, produkty kumarinu, heteroglukosidy,nig a jiné (Suti a Sinclair 1991). Dal$im
typem latek jsou tzv. fytoalexiny, které obvykleuswsi s mechanickym poSkozenim rostliny.
Jedn& se o chemické latk§zneého slozeni, které jsou druliospecifické; nejznagsimi jsou
nag. phaseolin charakteristicky pr@haseolus vulgarisaGlycine mas piipadré pisatin
vyskytujici se LPisumsativum(Suti a Sinclair 1991).

Spring et al. (1991), ktery studoval produkci sekamich metabolit u slun€nice
napadend. halstediizjistil, Ze rekteré sekundarni metabolické drahystavaji neovliviny,
nag. koncentrace laktdnse nemni. Fitomnost patogenu vSak podp@ biosyntézy v ramci

fenylpropanoidové drahy, cozén za nasledek nast koncentrace kumarinu a skopoleninu.
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4. Studium zmEn primarniho metabolismu
4.1 Fluorescence chlorofylu a

Proces fotosyntézy Zma zachycenim kvanta &elné energie fotoreceptory, coz jsou
v piipact zelenych rostlin chlorofyly a + b. Chlorofyl a feejdilezitéjSi fotosynteticky aktivni
pigment zodpogdny za vlastni feminu energie, ostatni pigmenty jako je chlorofyl b
a karotenoidy jsou spolu s chlorofylem a sdruzempwtlosbsrnych komplex a maji zejména
pomocnou a ochrannou funkci. &esbérné komplexy slouzi zejména k zachyceni kvanezé
a grenosu ziskané energie do r&aiko centra fotosystému i (PSI) a fotosystému IBI(P
(Buchanan et al., 2000).

Swtelné kvantum pohlcené molekulou chlorofylu v niveld pechod elektronu ze
zakladniho do excitovaného stavu. Kvantéenveného sitla s niz8i energii vyvolavérechod
do prvniho excitovaného stavu, zatimco modrétisvs WitSi energii zfisobi gechod do
druhého excitovaného stavu (Buchanan et al.,, 2083itovand molekula je pafime
nestabilni, a proto ma tendenci vratit se dequiniho neexcitovaného stavu, co#za probihat
nasledujicimi zppsoby (Oxborough, 2004). Energie elektronuljevyuZzita pro fotochemické
reakce a elektron je fenaSen festadu genaseén (feofytin, chinon A, chinon B) a energie je
spotebovana f redukci NADP na NADPH + H (Buchanan et al., 2000/ vyz&ena
v podobé fluorescence tj. cervené z#eni s maximem kolem 700 nm (www.archiv.otevrena-
veda.cz) neb8/ vyz&ena jako teplo(Oxborough, 2004).

Vzhledem k tomu, Ze @et dopadajicich kvant #ni je giblizn¢ stejny a mnoZstvi energie,
kterou je nutné deexcitovat, je konstatnni, sbumezi sebou tytorit deexcit&ni procesy. Fakt,
Ze zvySeni intenzity jednoho zaka@nwede ke sniZeni intenzity jednoho nebo obou dalSic
deexcit&nich proces (Buchanan et al., 2000) je vyuZivan pro digtnmgteni znén
fotosyntetickych parametr zaloZzenych pr& na intenzi& fluorescence chlorofylu
a (Oxborough, 2004).

4.1.1 Charakteristika metody

Méeteni fluorescence chlorofylu a je povazovano za m#@&® jednoduchou neinvazivni
techniku vhodnou pro studium fotosyntézy v ros#infyziologii a ekofyziologii (Maxwell
a Johnson, 2000). Tato technika uing# |épe porozut fotochemickym a nefotochemickym
procesim probihajicich na tylakoidnich membranach chlaspl(Roh&ek, 2002). Vzhledem
k tomu, Ze byly vyvinuty jednoduché komief pristroje a dokonce ipnosné systémy pro

meteni, stala se po¥mé oblibenou a roz&nou metodou (Oxborough, 2004). Vyhodou této
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metody je, Ze dok&Ze detekovatény ve fotosyntetickém aparatu dlouhteg viditelnymi
ptiznaky (chlorézy, apod.) (Rodriguez-Moreno et2008).

Fluorescence chlorofylu iie byt v zasatpouZita ve dvou oblastech;éreni v nizkém
rozliSeni se pouziva pro studium heterogenit vesfpttéze celych ligtnag. po dlouhodobém
zatemréni, po napadeni patogeny, paspbeni abiotickych stresovych fakianebo pi studiu
transportu cukt v systému source — sink.d&#ni ve vysokém rozliSeni se pouziva pro studium
zejména bugk; velkych populaci mutantnidias a pi studiu zngén ve fotosyntéze Arabidopsis
sp. aj. (Oxborough, 2004).

4.1.2 Princip méfeni fluorescence chlorofylu

Kvantovy vygzek fotosyntézy®@g, @ = n/na; ne = patet vSech vyzéenych fotor, ny =
patet vSech absorbovanych fotgreédvisi na schopnosti PSII raditl ndboj (ziskany excitaci)
na primarni donor (2 specializované molekuly chigitoa) a sekundarni donor chinon a\JQ
Pokud je Q oxidovan, je PSII schopen vyuZit maximum zachycewgelné energie pro
fotochemické reakce a energie vi@@ fluorescenci je velmi mala. V tomto stavu, ykter
nastava u rostliny adaptované na tmu, je ¢eakentrum ,otekené” a vytzek fluorescence je
minimalni (ozn&eny hodnotou §. Naopak pokud je Qredukovan (obdrzel elektron), PSII
neni schopen roztit ndboj, energii neni mozné vyuZzit pro fotochek@iaeakce a proto je
vyz&ena ve formi fluorescence. V tomto stavu, ktery nastava uirstie vysokém satutaim
switle, je reakni centrum ,uzakené" a vytZzek fluorescence je maximalni (ozeay hodnotou
Fr) (www.archiv.otevrena-veda.cz).

Souvislost mezi fluorescenci a fotochemii je ne§si u fotosystému I, z&hoZ pochazi za
normalnich podminek asi 90% fluorestenemise. Zaroverozdleni ndboje na Q probiha
u PSIl mnohem déle nez u PSI, kde je tedkcentrum prakticky stale ,otgené“. Z vySe
uvedenych @vodi se n¢rené parametry vztahuji prak PSIlI (www.archiv.otevrena-veda.cz).
Ackoli je intenzita fluorescence p@mmé nizka (1-2 % z celkové energie ziskané pohlcenim
zé&eni), néteni neni slozité. ProtoZe fluorescence (emitovahéns) ma vyssi vinovou délku
nez absorbované i, stai studovany objekt (list) vystavit &u o znamé vinové délce
a potom nitit zéreni o delSi vinové délce (Maxwell a Johnson, 2000).

Fluorescence chlorofylu je dynamicka v¢ela a néni se wase. Tyto zrény byly poprvé
pozorovany Kautskym et al. (1960 in Maxwell a Ja@ms2000), ktery si povSiml, Ze ek
fluorescence se u rostlifgnesenych ze tmy do &la prudce zvySi a s postupefasu zé&ne
klesat. Tento prudky nast byl vys¥tlen jako disledek redukce elektronového akceptopne
fotosystému Il. Jakmile Qpiijme elektron, neni schopertijmout dalsi, dokud jej népda

dalSimu elektronovému akceptoru fadi. Reakni centrum je tedy ,zaené“ do té doby, nez
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Qa predd elektron. Rostlina adaptovana na tmu méa vSeodadéni centra ,otetena“ (bez
pritomnosti s¥tla nelze excitovat molekuly chlorofylu &qulavat elektrony), ip presunuti
rostliny na s¥tlo obdrzi vSechna reéki centra svoje kvanta ve stejnou dobu a tim také v
stejnou dobu ,uzawu“, coZz ma za nasledek prudky #str vyZzku fluorescence
(www.ab.ipw.agrl.ethz.ch) Postupny pokles fluorescence, tzyotochemické zhaSeni
zpisobuje zvySeni intenzity odtu elektrori z PSIl, s¢imZ souvisi s#tlem indukovana
aktivace enzyrin v temnostni fazi fotosyntézy a otewi pifiduchi. Ve stejné dob dochazi ke
zvySovani efektivity pemeny absorbované energie vteplo, coz je oena jako
nefotochemické zhaSeniMaxwell a Johnson, 2000).

Pro spravnou interpretaci vysledkmeéfeni fluorescence je nutné rozliSit mezi
fotochemickym a nefotochemickymiippivkem zhaSeni. Procély této prace byla pouZzita
nasledujici metoda: po zteni minimalni fluorescence u rostliny adaptovanéma (f), byla
rostlina vystavena satum@mu (kratkému a silnému) &elnému pulsu. ® pouZiti dostatén¢
intenzivniho a kratkého pulsu nedojdébec k aktivaci nefotochemického zhaseni a je mozné
zmefit hodnotu maximalniho wvyfku fluorescence @ (Maxwell a Johnson, 2000;
www.ab.ipw.agrl.ethz.ch). Poté byla rostlina vystaa fotosynteticky aktivnimu #ni
(aktinickému s¥tlu) behem kterého vyZek fluorescence @prostl a patase klesal do dosazeni
stélé, tzv. ,steady state”, hodnoty (Ft). Pak bylgravidelnych intervalech aplikovany dalSi
satur&ni pulsy a Bhem nich mifena hodnota maximalniho ¥gku fluorescence chlorofylu ve
swtelné adaptovaném stavu (Fm’). Z n&enych hodnot (FO, Fm, Ft, Fm") Ize naskedn
stanovit fotosyntetické parametry, které vypovidajstavu fotosyntetického aparatuwiané

rostliny (Maxwell a Johnson, 2000; www.ab.ipw.agftiz.ch).

4.1.3 Fotosyntetické parametry

Méteni fluorescence chlorofylu a je metodou zachy€igdu fotosyntetickych paramaétr
V dalSim textu jsou uvedeny pouze ty, které bylyZty v rAmci mé diplomové prace.

Maximalni kvantovy vytézek fotosyntézy (K/Fr) Ize stanovit podle vztahu:

kde F, = maximalni vygZek fluorescence aE minimalni vygzek fluorescence, vypovidajici o
stavu reaénich center. u zdravych rostlin dosahuje paramgt,Fhodnot kolem 0,8. Nizsi
hodnoty nazné&uji, Ze cast zcelkového mtu reaknich center PSIl je nefutiki
(www.ab.ipw.agrl.ethz.ch).

Kvantovy vytéZzek elektronového transportu fotosystému Il @ps)), ktery se vypoita

podle vztahu:
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Dpg) = (Fm,'Ft)/Fm,

kde R~ = maximalni vy&Zek fluorescence chlorofylu ve &eln¢ adaptovaném stavu; £ stala
hodnota fluorescence ve &ein¢ adaptovaném stavu, & proporci s¥telného zéeni
absorbovaného PSII vyuzZitého k fotochemickym reaké&fokud by se hodnota parametrpk
rovnala jedné, znamenalo by to, Ze 100 % absorkioeaergie bylo vyuzito k fotochemickym

reakcim, coz ovSem neni reaimozné.
Nefotochemické zhaSeni (NPQJyplyvéa ze vztahu:
NPQ = (Fm'Fm,)/Fm,

kde R, = maximalni vyg¢zek fluorescence aF= maximalni vy¢Zek fluorescence chlorofylu
ve sutelré adaptovaném stavu, je linedrravislé na vydeji tepla, lezi na Skale od nuly do
nekoné€na (Maxwell a Johnson, 2000) a wyag vydej tepelné energie &losbsrnym
komplexem PSII (Prokopova et al., 2010).

4.2 Extracelularni invertasa
4.2.1 Typy rostlinnych invertas

Rostlinné invertasy p#tdo skupiny enzyin které katalyzuji hydrolyzu sacharosy na
glukosu a fruktosu. u vySSich rostlin se vyskytogda fada isoforem, které jsou rozliSitelné
nag. podle umisini v buice (v buicné stng, vakuole, cytosolugi optimalniho pH (kyselé
a neutralni nebo alkalické) (Strum a Chrispeel901ii Fotopoulos, 2005).

VétSina rostlin obsahuje alesp@® isoformy vakuolarnich invertas, které se vyskytu
v lumen vakuol s nizkym pH. Podabae u rostlin vyskytuje dkolik isoforem extracelularnich
kyselych invertas vazanych iontowa bugcnou stnu. Tyto dva typy invertas maji podobné
biochemické vlastnosti, fp Stépeni sacharosy je pro¢roptimalni pH 4,5-5 a vaZzou se na
fruktosovou podjednotku, proto jsou nazyvany tKéuktofuranosidasy. Kroghsacharosy jsou
schopny od$povat fruktosovou podjednotku i z jinych oligosaatia. V cytosolu rostlinnych
burtk se jest vyskytuji alesptt 2 dalSi isoformy cytoplasmatické invertasy, kt&tépi
sacharosu v neutralnim az ndralkalickém prosedi. Oproti kyselym invertasam jsouih
specifikovatelné a zda se, Z&éptpouze sacharosu (Sturm, 1999).

Role invertas v rostlinném organismu je rozmanitéa¥si na typu pletiva a umési
konkrétni isoformy v rdmci hiky (Fotopoulos, 2005). Vakuolarni kyselé invert&eytroluji
a upravuji zastoupeni cukive vakuolach a zarowese podili v utveni sinku v zasobnich
organech nebo zrajicich plodech (Klann et al., 26@3otopoulos, 2005). Alkalické cytosolické

invertasy jsou pravghodobré zodpowdné za regulaci hladiny intercelularni fruktosylakgsy,
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které jsou zdrojem energie pro metabolické prodrsyk (Fotopoulos, 2005). Invertasy maji
také komplexni role v rostlinném organismu, indgyselé invertasy jsoutiteZité pro udrzovani
optimalnich hladin cukr ve vyvijejicich se mladych rostlinach (Tang et, @990 in
(Fotopoulos, 2005).

4.2.2 Charakteristika enzymu, funkce v metabolismuostlin

Extracelularni invertasa (EC 3.2.1.26) jejiz aktivibyla stanovovana vramci této
diplomové prace, p#tmezi kyselé invertasy vazané na &imou stnu. Hraje kléovou roli
v udrZeni rovnovahy v systému source — sink, paslina dalkovém transportu sacharid
v rostling a podili se na &eni sacharosy transportovanékami do apoplastu (Roitsch, 2003).

Roitsch et al. (1995) prokazal zvySeni aktivity dtth enzymu v zavislosti na glukose
u merliku ¢erveného Chenopodium rubruin Exprese genu pro extracelularni invertasu
indukovand glukosou byla prokazéna u tabaku (Kidlusgal., 1996 in Fotopoulos, 2005),
Arabidopsis thaliana(Kreis, 1998b in Fotopoulos, 2005) acetp (Sinha et al., 2002 in
Fotopoulos, 2005). Aktivita extracelularni investae ovliviovana auxiny (Weil a Rausch,
1990 in Fotopoulos, 2005), ale i cytokininy v ryehbstoucicttastech rostlin, které vyzaduji
dostatek sachard pro vyvoj (Godt a Roitsch, 1997 in Fotopoulos, 200a dalSimi
fytohormony.

V rédmci této prace je nejtbzitejSi fakt, Ze extracelularni aktivita extraceluléimiertasy je
stimulovana stresovymi faktory jako je po#ah (Roitsch et al., 1995) neborifwmnost
patogen, jak prokazali nap Sinha et al. (2002 in Roitsch, 2003) ipadt suspenze buk
rajcete infikovanych Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici ZvySeni aktivity invertasy
v napadeném pletivu hrajgegne roli v pfisunu dostatsého mnoZstvi energie pro spimt
kaskady obrannych mechanisiiiRoitsch, 1999).
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5. Material a metody
5.1 Rostlinny material

Pro mnoZeni a udrZovani patogenu i vSechny expatini®/| zvolenHelianthus annuusv.
Peredovik. Tento kultivar slutieice r@&ni nenese geny rezistencivP. halstedii Cast osiva
pochazela z VURV Praha-RuzyProf. Ing. K. Veverka, DrSc.) &@st z pemnoZovani osiva
na Katede botaniky Firodowdecke fakulty Univerzity Palackého v Olomouci \el&t 2008-9
(D. Vondrakova).

Rostliny pro experimenty byly&tovany ze semen dezinfikovanych 10% roztokem Sava
a nakléenych stejns jako @i mnoZeniP. halstedii(podrob® popsano nize). Semeihg byly
vysazeny do zvikeného perlitu (Agroperlit, Novy &in, CR) a gstovany ve fytotronu nebo
rustové komée pi teplote 15/20 °C (tma/sitlo) s fotoperiodou 12/12 h cca 18 dni do vyeud
dostaténg velkych prvnich pravych ligt Rostliny byly cca 9. denggtovani pihnojeny.

5.2 Zdroj inokula, udrzovani a mnozeni kultury

Jako inokulum byl pouZit izolat P1/09, identifikawajako P. halstediirasa 700 (Stojaspal,
2009) pochazejici ze &tmve expedice uskutaéné 22.5.2009 v oblasti Jizni Moravy Prof. Ing.
A. Lebedou, DrSc. a Doc. RNDr. M. Seftigou, Ph.D. V ramci projektu QH71254 ,Inovace
metod ochrany slugeice* (MZe CR, NAZV). Pouzity vzorek P1/09 pochazi z cca
jednohektarového pod@@ného pole u silnice z Podivina &em do Lednice, kde byly v tom
roce slunénice pistovany ve swsi spolu s kuktici. Vzorek P. halstediibyl uchovavan
teplot -20°C a ped z&atkem experimenturikrat kontinual@ premnozen na semetéch cv.
Peredovik v laboratornich podminkdch (Stojaspal, 0920 aby se zabranilo fipadné

kontaminaci.

Pfi pfemnozovani kultury jsem s#dila pokyny, které fivodre sestavil Gulya (1996)
a v upravené forgn pouzival Stojaspal (2009). Semena stmee cv. Peredovik byla
dezinfikovana v 10 % roztoku SAVA po dobu 10 mirmfpoté byla dalSich 10 minut
proplachovana proudendisté vody. Koncentrace dezinfekho roztoku byla zipodre
pouzivanych 5 % (Stojaspal, 2009) zvySena protokligéci semena byla napadana dalSimi
houbovymi organismy (n&gstji Rhizopussp.) ¢i bakteriemi, a tak byl&asto nepouZzitelna.
Povrcho¥ dezinfikovana semena byla vyseta mez distvy navilieného filtr&niho papiru;
kliceni probihalo v uz&eném igelitovém s&u ve fytotronu 2-4 dny. Pro inokulaci byla
vybrdna semena s cca 2 cm dlouhymikeem a dote vyvinutym kdenovym vidSenim, ktera

nenesla znamky kontaminace, nebyla deformovanatgpicka.
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Po 5-7 dnech, v zavislosti na dostatem rozvinuti dloZnich listki, byly rostliny zvilteny
destilovanou vodou pomoci rozprasSéwa(obr. 5) a uzaeny do igelitovych ski. DalSi
péstovani probihalo ve shodnych podminkach jaké hyldeny vySe dalsi 3-4 dny, kdy byla
patrnd sporulace a zoosporangia jiz bylaidobyvinutd. Zoosporangia pak byla duhned
vyuZita pro inokulaci, nebo byla na atiehych @loznich listcich uchovavana v alobalti {20
°C pro dalSi pouZiti.

L W,
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Obr. 5. Semeriky slunenice zvlitené destilovanou vodou &igravené pro sporulaci.

ZoosporangiaP. halstedij uchovavana naétbznich listcich slurice cv. Peredovik
v mraznéce nebo ¢erstw sporulujici na semedéich, byla ve zkumavce igvedena do
destilované vody pomocitdpaky. Vznikla suspenze byla upravena tak, aby komeest
odpovidala fiblizng 2x1d  Zivotaschopnych zoosporangii v1 ml (kontrolovapod
mikroskopem). Inokulace probihala péeoim nakkéenych semen bez osemeni do suspenze ve
tmé po dobu 3-5 hipteplott 10-15 °C. V pitbéhu inokulace byla mikroskopicky kontrolovana
piitomnost Zivych zoospor. Semeky byly nasledsa vysazeny do zvileného perlitu
a pstovany pi teplot 15/20 °C (tma/sitlo) s fotoperiodou 12/12 nebo 10/14 h.

37



5.3 Fiprava a inokulace listovych diski v laboratornich podminkach

Listové disky o piméru 10 mm byly korkovrtem vyseknuty z prvnich prainjssta cca 3
tydny starych rostlin cv. Peredovik a inokulovanyusgenzi zoosporangii (2X10
Zivotaschopnych zoosporangii v1 ml) veétpo dobu 3 h $ teplott 10-15 °C. Disky pro
simulovanou inokulaci byly inkubovany ve stejnycbdminkach, ale pouze s destilovanou
vodou. Listové disky byly poté vrchni (adaxialnfyasmiou nahoru uspadany na zviteny
filtrac¢ni papir v Petriho misce déverce (4 x 4 disky), ffiblizn¢ uprosted pro standardni
meteni fluorescence chlorofylu. ddolik dalSich disk bylo umistno po okraji jako nahrada
téch, které v piibéhu inkubace zvodndly. Inokulované a simulovaninokulované disky byly
pak uchovavany ve fytotrondigeplott 10-15 °C do konce &eni (obr. 6) a vihkost v miskach
byla pravidel@ kontrolovana.

Obr. 6. Kultivace listovych diskve fytotronu

Kontrolu predstavovaly rostliny ¢stované stejnym Zigobem jako ty, ze kterych byly
poiizovany listové disky pro inokulaci a simulovanoookulaci. Listové disky ale byly
vysekavany vzdyeésne pred samotnym gfenim. Kontrolni rostliny gstovany ve stejnych
podminkach, ve kterych byly uchovavany inokulovarsmulovas inokulované listové disky.
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5.4 Hiprava listovych diski z polniho pokusu

K pripraw diski byly pouZzity listy infikovanych rostlirHelianthus annuusv. Peredovik,
které byly vysety v dubnu 2010 na provdkan poli v Olomouci-Holici (Katedra botanikyrP
UP v Olomouci). Polovina diskbyla €sné pred nétenim odvozena z chlorotickyalésti 5.-7.
pravého listu, kde prokazatélprobihala sporulace, druha polovina ze stejnysti, lale z¢asti
bez symptom (zmeén pletiva a sporulace). Disky byly ugpdany na Petriho misky
a inkubovany steghjako u experimentu v laboratornich podminkach.

Jako kontrola slouzily disky z list neinfikovanych slunmic cv. Peredovik rostouci
v bezprostednim okoli infikovanych rostlin. Byly vybirany ittisy stejného sté a vzfistu, ze
kterych byly odebrany listy rostouci ve stejné w&ad zemi jako infikované listy pouzité pro

méient.

5.5 Hiprava vzorka pro experimenty

Méeteni fluorescence chlorofylu bylo provedeno celkenpétu sérii listovych disk
z nezavisle vygstovanych rostlin (tab. 6), stanoveni aktivity exglularni invertasy bylo
provedeno uiech z nich (tab. 6). Samotné&imni fluorescence a odlbvzorki pro stanoveni

aktivity invertasy probihalo vzdy 9., 12. a 15. geninokulaci.

Tab. 6. Pehled sérii disk a neieni.

série datum , .

» . fluorescence invertasa poznamka

¢islo vysevu

1 13.4.2010 ano ano

2 27.4.2010 ano ano

3 6.5.2010 ano ne nestandardni podminky, vigichu pokusu
porucha fytotoronu

4 2752010 ano ne nestandardni podminky, vigchu pokusu
porucha fytotoronu

5 1.6.2010 ano ano

Pro neteni fluorescence bylo v kazdé sérii vyuzito celk2®8 diski (9. den po inokulaci
bylo zmsteno 2 x 16 inokulovanych, 2 x 16 simulo¢ainokulovanych a 2 x 16 kontrolnich
diskii, 12. a 15. den po inokulaci vZdy stejné mnoZstkodjv fedchozim fipack).

Jednotlivé vzorky pro stanoveni aktivity invertgggdstavujici 0,5 g pletiva (coZz odpovida
cca dvaceti simulovarinokulovanym diskm a ccaficeti inokulovanymei kontrolnim diskim)
byly, v alobalu zamrazeny v tekutém dusiku a uchémg v -80 °C do doby #&ieni. Aktivita

enzymu byla v kazdé sérii stanovena vzdy pro 27kiz¢9. den po inokulaci bylo pro &eni
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odebrano 3 x 0,5 g inokulovaného pletiva, 3 x Ogingulovar inokulovaného pletiva a 3 x 0,5
g pletiva z prvnich pravych ligtkontrolnich rostlin, steghtak 12. a 15. den po inokulaci). Pro
odker pletiva byly gednostd pouZity disky, u kterych bylaééré pred zamraZzenim &hena

fluorescence.

5.6 Méreni fluorescence chlorofylu a

Fluorescence chlorofylu a byla stanovena v zatedmistnosti a pokojové tepopomoci
FluorCam 700MF imaging system (Proton System Imsénts, BrnoCeska Republika) (obr.7).
Petriho misky s listovymi disky bylyifpd neéfenim zatemény na cca 30 minut. Filttai papir
s listovymi disky byl poté usat z misky a umigh nacernou plastovou podlozku pod kamerou
pristroje.

Obr. 7. FluorCam 700MF gigluSenstvim

Princip n¥feni (podrob# popséano v kapitole 4.1.2) sfiea v zachyceni a zaznamenani
intenzity emitované fluorescence, ktera je jednideexcit&énich mechanisin(vyuZiti energie
na fotochemické reakcejfgmina energie v teplo a vyiEni energie v podabfluorescence),
které se uplaiuji pti ptechodu molekuly chlorofylu z excitovaného do nommid stavu.
Vzhledem k tomu, Zefit vySe zmigné deexciténi mechanismy mezi sebou sotipalad se
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z poklesu ¢i naristu fluorescence odhadnout, jakymigpbem je ovlivein a jak funguje
fotosynteticky aparéat studované rostliny (Oxborquzfin4).

Na za&atku neteni byla zaznamenana hodnota (&bsolutni minimalni fluorescence) na
discich adaptovanych na tmu pomocéticich zablesk (0,2 umol fotomi m® s'; ¢ervené
switlo). PYi satur&nim pulsu (400Qumol fotorii m® s*; bilé swtlo; 1,6 s) byla zaznamenang F
(absolutni maximalni fluorescence) u diskdaptovanych na tmu. Po dvou minutach relaxace
bylo zapnuto aktivéni swtlo (80 umol fotomi m? s*; ¢ervené sitlo), a v intervalu 20 s byly
disky vystavovany satu¢aim pulsim (4000pumol fotori m® s*; bilé swtlo; 1,6 s), kdy byla
zmsfena hodnota £ (maximalni fluorescencetipprobihajici fotosyntéze). Posledni satmia
puls prokhl 282 s po zapnuti aktivaiho s¥tla a hodnoty nagtené v tento okamzik byly
pouzity pro vypoet steady state parametiNPQ a®pg;, Podobg grafické znazorni
parametit NPQ adps; pochazi £asu 282 s po zapnuti aktérdho s¢tla a ukazuji steady state.
Ziskané hodnoty byly vyuzity softwarem FluorCam Windows k vypétu parametr F,/Fn
(maximalni mozn& dinnost fotosystému Il){Des; (G¢innost fotosystému 11) v @behu celého
meteni a steady state a NPQ (nefotochemické zhasaa@ztv ptibéhu celého réeni a steady
state.

V ptipact potteby (chyba v pibéhu mefeni, naruseni zaterémi) byly disky ogt uzaveny

v Petriho misce, znovu zatesmy a zngreny.

5.7 Stanoveni aktivity extracelularni invertasy

Extrakce enzymu byla provedena postupem, ktery spgipiFotopoulos et al. (2003).
Inokulované, simulovahinokulované nebo kontrolni listové disky (0,5 g)lybv treci misce
rozdrceny s tekutym dusikem a dale homogenizovar® ml chlazeného extré&hiho pufru (50
mM HEPES-KOH (pH 8,0) sifjdavkem 5 mM MgGl 2 mM EDTA al mM
fenylmethylsulfonyl fluoridu). Homogenét byl cerfitrgovan pi 13000xg, 4 °C, 15min. Pelet
bylo nutno promyt; po centrifugaci byl odebran swmpgéant, pelet resuspendovan ve 2 ml
ledového extratniho pufru a znovu centrifugovartid3000xg, 4 °C, 5min. Promyvani bylo
opakovanoritkrat.

Po posledni centrifugaci byl supernatant odstmnampelet resuspendovan ve 2 ml ledového
extrakniho pufru. Jako kontrola pro spektrofotometrick&teni (k odfiltrovani Sumu
zpasobeného pufrem) slouzilo 2btéto suspenze se 1150 mM fosfat-citratového pufru (pH
4,5). Vzorek byl pipraven smichanim 2%l vzorku se 175ul fosfat-citrdtového pufru
s piidavkem sacharosy (50 mM fosfat-citratovy pufr (/%) a 100 mM sacharosa), edh
opakovanich pro minimalizaci chyby tgobené nerovno¥mou homogenizaci vzorku. Po

hodinové inkubaci ve vodni lazniiip30°C bylo ke vSem vzofkn pfidano 250ul roztoku
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Na,HPO,, ktery zastavil reakci. S¥a byla poté promichana s 5Q0 DNS-reagentu, vzorky
inkubovany 15 min $ 100 °C, zchlazeny na pokojovou teplotu a smicha@y50Ql 40 %
vinanem sodnodraselnym.

Absorbance byla #iena na spektrofotometru Unicam UV550 Thermo Speityo
(Cambridge, UK) @ A=540 nm, kazdy jednotlivy vzorek vzdy ieth opakovanich. Ziskané
hodnoty byly odé&eny od pislusné kontrolni hodnoty (vzorek bez sacharosgjoakazdou

variantu byl stanoven aritmetickypnér a snérodatna odchylka.

5.8 Statistické zpracovani dat

Realnad hodnota absorbance, ktera je nutnd k adfditri gipadného Sumu #gobeného
pufrem, c¢astmi rostlinného pletiva a dalSimi reagenciemi,labystanovena od&enim
aritmetického pkméru kontrolni hodnoty (ziskané ze 3¢imni vzorku bez sacharosy) od
aritmetického pkméru hodnoty daného vzorku (z trojiho¢tani absorbance). Senhito
hodnotami bylo dale nakladano jako se zakladnirty,danich byly za pomoci rovnice ziskané
z kalibratni kiivky vypocitany hodnoty aktivity invertasy vztazené na nkdtg (nkat na gram
cerstvého pletiva), které byly podrobeny dalSi staké analyze.

K porovnani rozdél mezi fotosyntetickymi parametry u kontroly, ino&u&nych
a simulovas inokulovanych list u laboratorniho pokusu v ramci jedné série (tzrsolibor
rostlin mefeny 9., 12. a 15 den po inokulaci), stejako pro porovnani aktivity invertasy
u kontroly, inokulovanych a simulov&aninokulovanych rostlin v ramci vSech éteni, byla
pouzita jednocestna analyza variance (ANOWA; 0,005) nasledovana porovnanintupéri
pomoci Bonferoniho testu. Nested ANOVA £ 0,005) nasledovana Bonferoniho testem byla
pouzita pro testovani hypotézy, zda se fotosyritétiparametry a aktivita invertasy
u kontrolnich, inokulovanych a simulovannokulovanych disk m¢ni v zavislosti nacase
uplynulém od inokulace.

U polniho pokusu byla aktivita invertasy stanovetmiobré jako v gedchozim pipadt
a pro porovnani rozdilmezi aktivitou invertasy u kontrolygasti listu s piznaky acasti listu
bez @iznaki byla pouZzita jednocestna analyza variance (ANO®Wa = 0,005) nasledovana
porovnanim pimért pomoci Bonferoniho testu. Stéjbylo pristupovano k porovnani rozdil
mezi fotosyntetickymi faktory v polnim pokusu.

Statistické analyzy byly provedeny softwarem Statis 9.0 (StatSoft, USA). Grafy
ukazujici ptibéh fotosyntetickych paramétrv pribéhu nefeni fluorescence byly vytveny

v aplikaci Microsoft Excel 2003.
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6. Vysledky
6.1 Laboratorni pokus
6.1.1 Winnost fotosyntetického aparatu hostitele v piib&hu infekce

Vzhledem k tomu, heterogenita vzorknize do zn&né miry zkreslovat informace, které
poskytuji fotosyntetické parametry vyfitané na zaklad meteni fluorescence (Maxwell
a Johnson, 2000), rozhodla jsem se porovnat tytanpetry vzdy pouze vramci jednoho
souboru (série) rostlin, které byly wgiovany za stejnych podminek, i kdyZz ani zde nelze
zaruwit stoprocentni homogenitu. Z tohotoawdbdu jsou u fotosyntetickych parametr
prezentovany vysledky &eni ze sérig. 3 (neni-li uvedeno jinak), kterd byla vybranagak

nejtypictgjsi a ukazuje trendy ne mnohdy jasmditelné u ostatnich sérii.

6.1.1.1 Maximalni kvantovy vygzek fotosyntézy (K/Fr)

Pomoci série jednocestnych analyz variance u visledednotlivych sérii rostlin bylo
zjisténo, Ze existuji signifikantni rozdily mezigpnérnymi hodnotami (pimer z 9., 12. a 15.
dne) maximalniho kvantového ¥yku R/F, mezi inokulovanymi disky (0,684) a&ba
kontrolami (kontrolni neinokulované rostliny (0,737 Bostliny simulovaw inokulované (0,759)
(obr. 8). Pouze u 2. a 5. série nebyl zaznamewgifikantni rozdil mezi obma typy kontrol. V
ramci jednotlivych sérii tedy infekce {kazre sniZzuje hodnotu parametru /F,

u inokulovanych disk ve srovnani s kontrolami.

0,62
0,60
0,58 _E_\___ E
0,56 | E"
0,54
0,52
2 o550
=]
0,48
0,46
0,44 I
0,42 E o I
0,40
—$— kontrola
0,38 —#& - simulovana inokulace
9den 12den 15den 4~ inokulace

Obr. 8. K/Fy, — porovnéni steady state stavu, srovnani v raéne.<° = 0,00000; pmér + SE
(n = 96).
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V dalSim stupni byl testovan vliv doby infekce, petnkubace u kontrol, na rozdily mezi
jednotlivymi  oSetenimi. Mezi 9. a1l5. dnem se hodnota parametiliF,F snizila
u inokulovanych disk Na z&klad nested ANOVY byly testovany rozdily mezi hodnotami
v prabéhu infekce (9., 12. a 15. den) (obr. 9), rozdilyzmeSetenimi sice byly v &kterych
casech signifikantni, alet@sto je ovliveni maximalniho kvantového Wiku fotosyntézy

délkou inkubace nefikazné.

0,80

0,76 | {E\-I—I—\\-_\_]

0,74

0,72 |

Fy/Fm

0,70 |

0,68

0,66

0,64 |

—$— kontrola

-i - simulovana inokulace

0,62 : ' '
9den 12den 15den ~$- inokulace

Obr.9. R/F, — porovnani steady state stavu, srovnani mei29.a 15. dnem &eni.
P = 0,00000; gimer + SE (n = 32)

6.1.1.2 Kvantovy vytzek elektronového transportu fotosystému Il Pps))

Kvantovy vytZzek elektronového transportu fotosystému Il vykaztgké signifikantni
pokles v dsledku infekce, pokud @épsrovnavame gimerné hodnoty ze vSeatasovych Usek
v ramci série (obr. 10). Kontrola (0,546), simulo&anokulace (0,571) i inokulace (0,420) se
od sebe signifikantliSi. Pouze 5. série $@i jinym trendem; hodnot®ps; u kontroly (0,508)
je dokonce nizSi nez uinokulovanych disk0,598). S postupujici dobou infekce byla
pozorovana klesajici tendence dgs;. Vzhledem k tomu, Ze se pokles neobjevuje ve vSech
sériich a data maji velmi velky rozptyl, n&heme vystupy nested ANOVY povaZovat za

prikazné (obr. 11).
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Z prabéhu kivky parametru ®pg; Vv praibéhu nefeni mizeme vyist, Ze kontrolni
i simulovargé inokulované rostliny reaguji norm&nhodnota parametru je pémé vysoka
a nafist hodnot rychly. Inokulované disky majfiku plossi a dosahuji nizSich hodnot, tj.
nejsou schopny v kratké débdosédhnout poebné dinnosti fotosyntézy, protoZe nejsou

schopny efektivét vyuzivat dopadajici stelna kvanta (obr. 12).
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Obr. 10.®pg; — porovnani steady state stavu, srovnani v raéne.sP = 0,00000;
pramer + SE (n = 96)
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Obr.11.dpg, — porovnani steady state stavu, srovnani me229.a 15. dnem &heni.
P =0,00191; gimeér + SE (n = 32)
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Obr. 12.dpg — srovnani Kvek ziskanych v gibéhu 287 sekund analyzy. #nér + SD (n =

32), kont = kontrola, mock = simulovana inokulace, iroknokulace, s = série, d =
den.
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6.1.1.3 Nefotochemické zhaSeni (NPQ)

Analyza parametru NPQ niépesla zadné fikazné vysledky; data jsou velmi variabilni
a nelze vysledovat zadny trend jak porovnani inokulovanych, simulovannokulovanych
a kontrolnich disk, tak ani v péibéhu ¢asu (obr. 13).

Prabé¢h kiivky (obr. 14) u kontrolnich a simulov&ninokulovanych disk je normalni,
rychly nafist hodnoty odpovida néstu gradientu H ktery po dosazeni vyhovujici hodnoty
zatne ot klesat v dsledku vyuZiti gradientu ke tvotATP. V idealnim pipadt se uz piibeh
kiivky nemeni. Zde ale vidime velmi pomaly rigst p@&ateniho gradientu, ktery klesa velmi
pozvolrg, coz zndi, Ze rostlina vytvfi metabolity spdebovavané v Calvin@vcyklu pouze

Vv omezeném mnozZstvi.
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Obr.13. NPQ — porovnani steady state stavu, srovm@zi 9., 12., a 15. dneméteni. P =
0,00000; piimér + SE (n = 32)
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Obr. 14. NPQ - srovnaniikek ziskanych v gib¢hu 287 sekund alanyzy. &nér + SD (n =

32), kont = kontrola, mock = simulovana inokulace, iroknokulace, s = série, d =
den.
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nkat/g Fw

6.1.2 Zmény aktivity extracelularni invertasy v infikovaném pletivu

Na zaklad jednocestné analyzy variance byl prokazan sigmifiki naést aktivity
extracelularni invertasy u inokulovanych disktera se pohybovala okolo 0,22 nkat/g Fw, coz
je priblizng trojndsobny ndist oproti kontrolam (0,03 nkat/g Fw simulovana ialakce, -0,02
konrola) Nested ANOVA rowt prokazala signifikantni rozdily aktivity invertas pribehu
¢asu. Z obr. 15 d¥eme vyist slabou vzistajici tendenci aktivity invertasy s prodluzujse

dobou infekce, resp. inkubace.
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Obr. 15. Aktivita extracelularni invertasy v ramigboratorniho pokusu u inokulovanych,
simulovarg inokulovanych a kontrolnich listovych diskv prab¢hu 9.-15. Dne po
inokulaci. P = 0,04607; pmer + SE (n = 27)
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6.2 Polni pokus
6.2.1 Winnost fotosyntetického aparatu hostitele v piib&hu infekce

Vzhledem k tomu, Ze &heni prokhlo jednorazo¥ a na homogennim materiélu, bylo zde
mozné zpimérnovat jednotliva oSéeni (kontrola, bez fignaki a giiznaky). Vysledné grafy

v této kapitole tedy ukazuji porovnantipiru jednotlivych variant zétyi nezavislych rseni.
6.2.1.1 Maximalni kvantovy vygzek fotosyntézy (RF/Fm)

Jednocestna analyza variance ukazala signifikapokies parametru =, (obr. 16)
u pletiva s piznaky (0,782) ve srovnani s pletivem bezpaki (a' uz pochazelo z kontrolni

(0,802) nebo infikované rostliny (0,806)). Toeddi o nefunknosti ¢asti reaknich center v

pletivu kolonizovaném patogenem, ale nejedna s&aé& poskozeni.

0,810

0,805 |

0,800 f

0,795 |

FylF

0,790 f

0,785 |

0,780 f

0,775

kontrola bez pfiznaku pFiznaky

Obr. 16. R/Fy, — porovnani steady state stavu, polni pokus. P8000; pdmer + SE (n = 64)

6.2.1.2 Kvantovy vytzek elektronového transportu fotosystému Il ps))

Mezi steady state hodnotami kontroly (0,484), pketbez piznaki (0,459) a pletiva
s piiznaky (0,556) existuji fikazné rozdily. JednocestnA ANOVA prokazala sigaittki
narist kvantového vgzku elektronového transportu PSII u pletivaiizimaky infekce (obr. 15).
Tento naiist se odrazi vdinnosti fotosystému Il, ktery je schopen velmi ¢feke zpracovavat

energii s¥telnych kvant a fedavat ji elektron-transportnintatézci.
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Z prabéhu kivky parametru (obr. 18) izeme vyist, Ze zp&atku jak kontrola, tak pletivo
s piznaky vykazuje rychly nést, ale pouze u kontroly dochazi s postupgsu k mirnému
poklesu, coZ zri velmi mirné ovliveni transportu elektrdn Pletivo z infikované rostliny bez
priznaki vykazuje pokles parametru po celou dob&femi, to znamend, Ze patogen ifie

ovliviiuje tento fotosynteticky parametr.
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kontrola bez priznaku pfiznaky

Obr. 17.®pg — porovnani steady state stavu, polni pokus. P8000, pamér + SE (n = 64)
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Obr. 18.@pg, polni pokus, srovnaniikek ziskanych v pibé¢hu 287 sekund analyziPrameér +
SD (n = 64),kont = kontrola, mock = simulovana inokulace, inoknokulace, s =

série, d = den
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6.2.1.3 Nefotochemické zhaSeni (NPQ)

Jednocestna ANOVA prokézala, Ze patogefisapuje nizSi hodnotu NPQ v infikované
¢asti listu (0,772) ve srovnani saha dalSimi variantami (kontrola (1,524); pletivozbe
priznaki (1,252)), obr. 19. V obr. 20 ukazujicimap&h kiivky v prabéhu analyzy si mzeme
vSimnout ogtovného naistu parametru. u vSech variant t@ze znamenat Ztnovazebnou
inhibici Calvinova cyklu, ale pouze \ipad infikovaného pletiva ji mizeme vysutlit
zvySenou aktivitou extracelularni invertasy, a prozvySenou hladinou cukr ktera inhibici

zpusobuje.

1,7
1,6 |
15t
14t
13}

12+

NPQ

11+t
10t
0,9 f
0,8 |

0,7

0,6
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Obr. 19. NPQ — porovnani steady state stavu, palkiis. P=0,00000, imér + SE (n = 64)
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Obr. 20. NPQ, polni pokus, srovnaitiiviek ziskanych v gib¢hu 287 sekund alanyzy inér +
SD (n = 64),kont = kontrola, mock = simulovana inokulace, inoknokulace, s =

série, d = den
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6.2.2 Zmény aktivity extracelularni invertasy v infikovaném pletivu

ZvysSeni aktivity invertasy diky patogenezi bylorsfikantni (obr. 21)gast listi s Fiznaky
(0,238) se signifikanth liSi od kontroly idisk bez giznaki napadeni. Rozdily jsou
signifikantni i mezi kontrolou (0,025) (rostlinoeb @iznaki) a disky zéasti list bez giznaki
(-0,014). Zaporna hodnota aktivity enzymu u dilez giznaki je zpisobena chybou v &eni

absorbance.
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Obr. 21. Aktivita extracelularni invertasy, polrdkus. P=0,0000; gmer + SE (n = 36)

53



kontrola

=03

LB T o 000
g
} » - .
&8 B

- 025
- 02

=~ 015

Obr. 22. Obrazové shrnuti polniho pokusu. Prvnisda zprava: vzhled listovych dislpred nétfenim fotosyntetickych paramétrdruhy sloupec

zprava: obrazové znazemi F/F,, tieti sloupec zprava: obrazové znazoin®pg,, ¢tvrty sloupec zprava: obrazové znazoinNPQ.

U fotosyntetickych parameitrjsou pouZity pseudobarvy vyjadici hodnoty daného parametru, vedle trojicegrem vpravo se nachazi

piislusné niitko.
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7. Diskuse

Zamgrem této prace bylo osthit zmeény v primarnim metabolismu slutréce, které jsou
zpisobeny systémovou infek®l. halstedii Po rekolika predtéZznych n&tenich v r. 2009 bylo
v praib¢hu roku 2010 vypstovano a progteno celkem 5 sérii rostlin ¢gtovanych
a inokulovanych v laboratornich podminkach, u ktbripyly ve tidennich intervalech (9., 12.
a 15. den) studovany zmy fotosyntézy prosednictvim fluorescence chlorofylu a. tit
z téchto sérii byla navic stanovena aktivita extraéehil invertasy. Mimoto byl na jja roku
2010 zaloZen polni pokus s cilem srovnat u starSicttémov infikovanych rostlin zrsny
v pletivech, které byly invadovany patogenem sipjettera patogen nekolonizoval.

Po zkuSenostech zquichozich ré¥eni byla pro urou inokulaci a nasledné dgfeni
zvolena metoda listovych diglkz prvnich pravych list Fluorescenci Ize spolehivmetit pouze
na rovném povrchu a tuhéldzni listky, jejichZ pletivo je vhodigi pro dlouhodobou inkubaci
(Stojaspal, 2009), nelze bez poskozeni vyrovnat @bk byla zachovanaigsnost. Navic
stanoveni invertasy wibznich listk by bylo zkresleno mnoZstvim zasobnich latek zeesem

Aktivita invertasy byla stanovovana podle metodikierou popsal Fotopoulos et al. (2003)
a prestoze fungovala bez probl@mebylo mozné se vyhnoutdittmu zkresleni dat. To bylo
zpisobeno pro sluaici nevhodnym porrem pufr/pletivo; i pes veSkerou snahu nebylo
mozné zachovat konstantni mnoZstvi vzorku, protegeobjem neveSel ani do n&gich
komekn¢ dodavanych mikrozkumavek. rédto vysledky (signifikantni z&ny v aktivite
invertasy) ukazuji, Ze patogend2ehalstediizvySuje aktivitu extracelularni invertasy v pletiv
Vzhledem k tomu, Ze biotrofni patogenyregnostiuji prijem hexoz (Glu a Fru), které se za
timto (elem hromadi v mistspoteby (G6tz a Boyle, 1998, Wright et al., 1995), ggitké
navySeni aktivity invertas, kteréé&pf sacharosu, vtomto méstZvySena aktivita v mist
spoteby byla prokadzana tim, Ze v kolonizovaném pletiigki z polniho experimentu doslo
k rapidnimu zvySeni aktivity enzymu az na 0,24 fik&tw zatimco v bezprdgtdre sousedicim
pletivu pouze k velmi mirnému (a ve srovnani s kaot nesignifikantnimu) néstu aktivity
na 0,025nkat/g Fw. Takto nizk&d hodnotatie byt vys¥tlena tim, Ze misto infekce se stava
vyraznym sinkem a sacharidy jsou translokovangrem k remu. Extracelularni invertasa se
podili na vykladani floému a zde neni aktivni, ptet veSkeré metabolity vyrobené ve zdravé
¢asti listu jsou ihned fiesunuty do sinku, tj. mista infekce.U patosysténunesnice — P.
halstedii byl tedy potvrzen obeénptijimany fakt, Ze pitomnost zvlast biotrofnich patogeh
zvySuje aktivitu extracelularni invertasy v ndishfekce (Gotz a Boyle, 1998, Roitsch et al.,
1995).

Na zaklad vysledk: této diplomové prace bylo zj&to, Ze pitomnost patogenu v pletivu

hostitele zvySuje aktivitu extracelularni invertasieodpovidd ovSem na otézku, jaky
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mechanismus Zgobuje naist aktivity invertasy. Bylo prokazano, Ze aktivigatracelularni
invertasy niZze byt ovliviena fytohormony jako jsou auxiny a cytokininy (Psoe Roitsch,
2009). Cytokininy u rostlin obvykle zahnaji senescenci, jejich koncentracéza byt zvySena
v bezprostedni blizkosti infeknich struktur patogenu (Walters et al., 2008) aonokaké
zvySovat aktivitu extracelularni invertasy (Walterd/icRoberts, 2006). Z tohotaiebdu by

v budoucnu bylo vhodné objasnit souvislost prim@mninetabolismu s hladinami fytohornion
protoZe pray zmeny v hladirgé fytohormori se silé podileji na vzniku symptoinu rostlin

infikovanychP. halstedii(Benz a Spring, 1995).

Méeteni fluorescence bylo prov&mb na listovych discich kultivovanych ve stejnych
podminkach, odebiranych &ienych ve stejné denni digbale esto nebylo dosazeno
stoprocentés homogennich podminek &ekdvanych vysledk V pripad maximalniho
kvantového vyzku fotosyntézy (f#F.) doSlo podle eekavani k poklesu hodnoty parametru
u inokulovanych respektive infikovanych disk polniho pokusu. Hodnotu 0,83, kter4 odpovida
FJ/Fn zdravé rostliny (Maxwell a Johnson, 2000) Ize jakentani pouZzit u ¥tSiny rostlin,
nelze se ji vSakidit striktné. PrestoZze nejnizSi zaznamenana hodnota tohoto paratmgt
0,65, nejedn& se j&b vazné poskozeni fotosyntetického aparatu, spi®érnou fotoinhibici
PSIl, kdy nefunguje menséast reaknich center. Mirny a nesignifikantni pokles/Ms,

u simulovag inokulovanych disk miZzeme picist pra¥ tomuto zasahu. Naopak mirny pokles
F./Fm u kontroly z polniho pokusu ie byt z@isoben tim, Ze listy ze spodnich pater zdravych
slunenic, které byly vybrany ve stejné vySce rostlingakzakrslych infikovanych rostlin ki
zachovani stejného zastini v porostu, jsou starSi a mohou tak podléhat érgemescenci.

Pokles kvantového wEku elektronového transportu fotosystému Il u iofi&nych rostlin
SWdCi 0 sniZzené schopnosti fotosystému Il efektiwryuZivat s¥telnych kvant a fenaSet
ziskanou energii. Podlecekavani by ra byt znéna steady state tohoto parametru oproti
kontroldm vyrazwjSi, prestoze naip Berger et al. (2004) zaznamenali naprostaopafekt. V
blizkosti 1ézi nekrotrofni plish Sedé Botrytis cinered na rageti byla &innost vyuZiti
swtelnych kvant vySSi nez v ostatnim pletivu. U étich parazii je obvyklejsi stav, kdy se
kvantovy vytzek elektronového transportu v ndisinfekce snizuje, jak je tomu nap
u interakcePlantago ovata — Peronospora plantagirfidandal et al., 2009),actuca sativa —
Bremia lactucagProkopova et al., 2010), neMitis vinifera — Plasmopara viticoléCséfalvay
et al., 2009). Hodnotées u diski z polniho pokusu infikovanych. halstediise naopak proti
ocekavani mira zvySila, coz znamena zefektni vyuzivani energie stelnych kvant a jejiho
prenosu. Jak je vid, v piirodnich podminkach e rekdy dochazet k mirné stimulaci

fotosyntetického aparatu patogenem. Potom nasttugcs, kdy je ufith cast reaknich center
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vytazena z provozu (pokles,/F, ), ale zbyvajici reaini centra jsou p@dku a funguji
s vysokou efektivitou, coz vede ke zvySeni param@ts, a snizeni NPQ.

Neprikazné vysledky a absence tréndu ®ps; meteného urostlin  §stovanych
v laboratornich podminkdch mohou byt wtseny vysokou citlivosti®es na intenzitu sétla,
protoZze stanoveni tohoto parametriedpokladd konstantni intenzitu reai (Maxwell
a Johnson, 2000). Pokud jsou rostlingstovany v odliSnych stelnych podminkéch, jsou
namerené hodnoty v podstatneporovnatelné. iestoze bylo vyvinuto maximalni dsili pro
vytvoreni homogennich stelnych podminek v ibéhu péstovani rostlin a inkubace listovych
diski, nebylo mozné docilit toho v plném provozu fytofioKB PiF UP. Zachovani
konstantnich sttelnych podminek bylo obtizné iviikhu samotného #&eni fluorescence
kvali zvySenému pohybu studénta pracovnil v laboratéi biofyziky KEF FF UP, ktéi
opakovag poruSovali zatemimi. Swtlené podminky byly ijm¢ natolik heterogenni, Ze
ovlivnily ob¢é kontroly, které by za standardnich okolnosti élgmeagovat ubec. Takovému
optimalnimu stavu se bliZi situace zobrazena naldb(3.série).

Stejre tak jako®ps) bylo nestandardnimi podminkami ovliémo i nefotochemické zhaseni
NPQ u laboratorniho pokusugkali je to faktor, ktery v ramci fotosyntetickychammett
stanovovanych v této préci reaguje na stres nejBfaxwell a Johnson, 2000). Ze ziskanych
dat neni mozné st jakykoli trend. Pravzde se da u interakci rostlin a biotrofnich padazi
ocekavat naist steady state hodnoty, ktera by vypovidala @ngvazebné inhibici Calvinova
cyklu, jak zaznamenali Prokopova et al. (20didylandal et al. (2009). Disky z polniho pokusu
ale timto @ekavanym zfisobem reaguji vSechny. N&t NPQ u infikovanych rostlin Ize
vyswtlit  zpétnovazebnou inhibici Calvinova cyklu zvySenou alkby invertasy, atim
i zvySenou hladinou jednoduchych sacharidpatogenem napadeném pletivunadme ale
pouze odhadovat, co igobilo inhibici Calvinova cyklu u kontrolnich a nékovanych disk
v experimentecln vitro; pravdpodobny je dinek senescence, protoze k édbvzorki doSlo
az z&éatkem léta 2010.

Méteni aktivity invertasy podle metodiky, kterou popSatopoulos et al. (2003) probihalo
porrerné spolehliv bez tSich problém. Do budoucna by ale bylo vhodné upravit gom
pufr/pletivo tak, aby nedochazelo ke ztratam vioakdocililo se ¥tSi presnosti. Podle mych
zkuSenosti by bylo vhodné pouZivyii pétiny dopordeného mnozstvi vzorku a pufru (tj. 0,4
g cerstvého pletiva na 1,6 ml extiakho purfu misto 0,5 gerstvého pletiva na 2 ml pufru).
Fakt, Ze se ke stanoveni aktivity invertasy poubiikolikrat promyty pelet ize Fedstavovat
nevyhodu v pipact, Ze na z&tku izolace enzymu nedojde k dostate homogenizaci
rostlinného materiélu. &Si kousky rostlinného pletiva komplikuji odebr@nésného mnozstvi

vzorku a zkresluji gfeni na spektrofotometruifomnost sedimentu séippakovaném gieni
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jednoho vzorku projevi poklesem hodnoty absorbanieeproto vhodnéémovat homogenizaci
vzorki maximalni pozornost a zg@tku homogenizovat pouze v minimalnim mnoZzstvi gufr
coz je podle mych zkuSenosti optimalnfigpb homogenizace. Stanoveni aktivity invertasy by
bylo v budoucnu vhodné doplnit o stanoveni obsadtharosy, fruktosy, glukosy a Skrobu
v pletivu (Tang et al., 1996; Scharte et al., 2005)

Vzhledem ktomu, Ze #&eni fotosyntetickych paramétrjako je ®psy a NPQ je velmi
citlivé na podminky progedi, je v budoucnu nutné jésStice dbat na dodrzeni homogennich
swtelnych podminek ip péstovani a r¥eni vzorki. Déle by bylo vhod¥Si pouZivat pro
meteni pletivo z rostlin gstovanych v polnich podminkéach, protoZéstpvani a inokulace
vzorki in vitro ovliviiuje fada faktod, které sniZuji kvalitu ziskanych vysledkPro dokonalejsi
popis zn&n ve fotosyntéze by v budoucnu bylo vhodné kKsdlmorescence chlorofylu aplikovat
i dalSi metody jako jsou n&pstanoveni obsahu fotosyntetickych pignie(®rokopova et al.,
2010; Mandal et al., 2009), sledovani \¥m plyni ve fotosyntetizujicim pletivu (Scharte et
al., 2005; Mandal et al., 2008)stanoveni aktivity RUBISCa (Tang et al., 1996).
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8. Zawér

Vletech 2009-2010 probihalo studium &m primarniho metabolismu sluréce
vyvolanych interakci s biotrofnim paraziteRtasmopara halstediiS vyuzitim metod jako je
meteni fluorescence chlorofylu a a spektrofotometrick&noveni aktivity extracelularni
invertasy byla ziskan#tada cennych dat z laboratornich ipolnich experithektera byla
statisticky zhodnocena digpela alespé k casténému porozurni interakce mezi afma

partnery.

Laboratorni experiment prokazal vysoky ielr aktivity extracelularni invertasy v pletivu
nachylné slungice napadenén®. halstediia jeji dalSi mirny virst v piibéhu postupujici
infekce, coz souvisi s trofickou zavislosti pergrasy na hostiteli. Tato doninka bohuZzel
nebyla podpiena zndnami v nefotochemickém zhasSeni fluorescence chitorad, které bylo
nepiikazné, coz bylo pra¥godobrg zpisobeno nedokonalym zajgiym homogennich
swtelnych podminek. DalSi &feny parametr fotosyntézppes,, byl rovrsz nepiikazny, pokud
byl vztahovan k postupu patogenezetage. Signifikantni rozdily kvantového wgku
elektronového transportu fotosystému Il byly zazemémy pouze vifpads, kdyz byly
porovnavany hodnoty infikovanych a kontrolnich liast ramci jednotlivych soubér Mirny
pokles parametrdes; U inokulovanych disk Ize vyswtlit snizenou schopnosgk; vyuZivat
dopadajici sételna kvanta. Stefntak pokles maximalniho kvantového &Zku fotosyntézy
(R/Fm) u inokulovanych disk porovnavanych afh pouze v ramci jednotlivych soulioswdci
0 mirné inhibici reaénich center PSII Zisobené patogenem.

Polni experiment inesl aekavané vysledky se signifikantnimi rozdily u vSech
sledovanych fotosyntetickych parantietdata ukazuji na situaci, kdy patogen velmi rairn
stimuluje fotosyntetickou aktivitu rostliny (nebmymi slovy fotosyntetickou aktivitu rostliny
vyrazré nesnizuje). Zarowe byl zaznamenan signifikantni &t aktivity extracelularni
invertasy u infikovaného pletiva, coz debkoreluje s pibéhem Kivky NPQ kEhem analyzy,
oboji ukazuje na moznost &povazebné inhibice Calvinova cyklu. Caln cyklus je
pravdpodobré inhibovan i u sousedniho neinfikovaného pletiaetiva kontrolnich zdravych
rostlin, tento mechanismus ovSem bude sd&&jpravépodobnosti odliSny.

Zawrem lze konstatovat, Ze inokulace &tovani slunénice in vitro ovliviiuje interakci
a zejména fotosyntetické parametry natolik, Zgdnes obtizemi ziskat relevantni data. Rozdily
ve vysledcich mezi laboratornim a polnim pokusemhlyndyt ovlivrény i st&im rostlin;
zatimco v laboratornim pokusu bylyieny rostliny staré cca 3 tydny, #téostlin na poli bylo
10 tydri.
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Ptiloha 1. Srovnani /i, a steady state stadpg; a NPQ u vSech &enych sérii. Mock inokulace = simulované inokulace.
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