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1 UVOD

Reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) jsou vyznamné molekuly, které se ucastni
mnoha fyziologickych i patofyziologickych procesti u eukaryot i prokaryot, od ¢lovéka
a dalsich zivocicht pfes rostliny az po houby a bakterie. Jejich role je méné probadana
u fytopatogennich hub, pfedevsim snéti, jimz je vénovana tato BP. RONS jsou vysoce
reaktivni molekuly, poSkozujici fadu biomolekul v buiikdch, ale hraji i vyznamnou
signalni roli pii kliceni a rastu hub, i pfi jejich interakci s rostlinami. Na stran¢ rostlin
RONS predstavuji molekuly zapojené do signalizace 1 samotnych obrannych
mechanismi vi¢i pavodcim mykédz. Tato bakalarska prace se zamétuje predevsim na
snéti (tfidy Ustilaginomycetes a Exobasidiomycetes, pododdéleni Ustilaginomycotina,
oddéleni Basidiomycota, ftise Fungi), fakultativné biotrofni parazity napadajici

reprodukéni 1 asimilacni ¢asti rostlin, které pietvareji na snétiva loziska.

Snéti infikujici obilniny zptsobuji znacné ekonomické ztraty, protoze napadené klasy
nelze vyuzit k potravindiskému zpracovani, ani jako krmivo. K ochrannym opatfenim
patii motreni osiva a pouzivani zdravého certifikovaného osiva. Mazlavé snéti se
vyskytly 1 u zrn, které byly sklizeny z porosti zalozenych z moteného osiva, proto je

dulezité se vénovat hledani dalSich alternativ ochrany rostlin.



2 CILE PRACE

Cilem teoretické casti bakalaiské prace bylo zpracovat literarni resersi o roli reaktivnich
forem kysliku a dusiku (RONS) u hub i rostlin, nastinit metody jejich detekce
(ptedevsim histochemické barveni a mikroskopii), zpracovat obecnou charakteristiku

modelovych fytopatogennich mikromycet (snéti).

Cilem praktické c¢asti bakalatské prace bylo vyhodnotit kliceni chlamydospor snéti
Sporisorium destruens, Tilletia caries a Ustilago nuda na agaru na podloznich sklech
Vv riiznych teplotnich reZimech a nasledné fluorescenéné znacit RONS pro pozorovani
fluorescencnim a konfokalnim mikroskopem. Ze tifi druht snéti byl pro podrobné&jsi
experimenty vybran druh Sporisorium destruens, pivodce snétivosti prosa, u kterého
byl stanoven podil vykli¢enych spor, zméfeny délky klicnich vldken a lokalizovany
RONS. Jednotlivé parametry se lisily u variant inkubace ve fytotronech s teplotnimi

rezimy 15/10 °C ¢i 20/17 °C (12/12 h svétlo/tma) a v laboratofi s teplotou 22-25 °C.



3 TEORETICKA CAST

3.1 REAKTIVNI FORMY KYSLIKU A DUSIKU (RONS)

Reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS), souhrnné oznacované
reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS), jsou dulezité signalni molekuly, G¢astnici se
metabolismu v bunikdach  vSech  zivych organismt. Ovliviuji  fyziologické
a patofyziologické procesy také ve fytopatogennich houbach a hraji vyznamnou roli
v jejich interakci s rostlinami (Heller a Tudzynski 2011, Marschall a Tudzynski 2016,
Moné et al. 2014, Zhang et al. 2020). Rovnovaha mezi anabolismem a katabolismem
RONS, nazyvéana redoxni homeostaza, je kontrolovana enzymovymi a neenzymovymi
systémy. Jeji naruSeni, nadprodukci ¢i blokaci odbouravani RONS pii puasobeni
stresovych faktor, mize vést az k oxida¢nimu stresu, pfi kterém jsou poskozovany

nukleové kyseliny, proteiny, sacharidy, lipidy, a tim integrita buiiky (Moné et al. 2014).

U rostlin rizné stresové faktory (napf. napadeni patogeny, sucho, nizka teplota,
pusobeni kyseliny abscisové, xenobiotik) vyvolavaji akumulaci ROS, ale i rozpustnych
cukri, které¢ byly navrZzeny jako soucdst adaptivnich obrannych mechanismi,

i mechanismu fizeni fotosyntetické aktivity (Couée et al. 2006).

ROS jsou produkovany piedevsim pii bunééném dychani v mitochondriich, u rostlin pfi
fotosyntéze v chloroplastech, 1 vifadé¢ dalSich (pfedevS§im membranovych)
kompartmentech bunky, pficemz hlavni Glohu hraji NADPH oxidazy (Nox). Oxid
dusnaty (NO), ze kterého pak vznikaji dalsi RNS, je syntetizovan v menSi mife
v reakcich nezavislych na enzymové katalyze, hlavni ¢ast NO vSak vznika Cinnosti
enzymu, hlavné syntazou oxidu dusnatého (NOS) (dobie byla Cinnost enzymu popsana
u zivo€ichl, kde se jednd o téméf vyhradni zdroj), v rostlinach z velké Casti nitrat
reduktazou (NR), ¢i xantin oxidoreduktazou (XOR) (Obr. 1) (Moné et al. 2014).
Metabolismus a zejména vznik NO u hub neni zatim zcela objasnén, podobné jako
u rostlin. Genomy studovanych druhit hub neobsahuji lokusy NOS sav¢iho typu.
V metabolismu dusiku u hub byla popsana denitrifikace a fermentace amoniaku, coz
jsou procesy, které se spoustéji za hypoxie a vedou i ke vzniku NO. Bylo zjisténo, ze do
denitrifikace jsou zapojeny enzymy nitrat reduktaza (NR), nitrit reduktaza (NiR)
a reduktaza oxidu dusnatého (NOR), které pfeméiiuji dusi¢nany na dusitany a dale na
oxid dusny (N20). Proces pfemény dusitanii na NO zistava vSak dale neobjasnén

(Canovas et al. 2016).
10
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Obrazek 1: Puvod reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) a jejich pleiotropni ¢inky na buiiky.
NADPH-oxidazy (Nox) katalyzuji vznik superoxidového anionu (O™), ktery je dale pfeménén na peroxid
vodiku (H20;) enzymem superoxiddismutdzou (SOD). H,O, mize dale reagovat sFe?* za vzniku
hydroxylového radikalu (HO") tzv. Fentonovou reakei. Oxid dusnaty ("NO) je syntetizovan z L-argininu
pusobenim NO syntazy (NOS), nitrat reduktazou (NR) ¢&i xantin oxidoreduktazou (XOR) a mize dale
reagovat s O," za vzniku peroxydusitanu (OONO") (upraveno podle: Moné et al. 2014).

RONS hraji zdsadni roli v signalnich a regulacnich drahach vSech organismu. Kliceni,

orientovany rust a aktivni penetrace vlaknitych fytopatogenu, jako jsou oomycety

a houby, do pletiv hostitele zahrnuji endogenni produkci NO a ROS (Turrion-Gomez a

Benito 2011), stejné jako v buiikach rostlin pii obrannych reakcich (Heller a Tudzynski
2011).

3.1.1 Metabolismus reaktivnich forem kysliku (ROS)

Uloha kysliku v aerobnich organismech je ambivalentni, molekulérni kyslik je nezbytny

pro dychani, ale na druhé strané jsou jeho radikaly vysoce reaktivni a mohou

poskozovat makromolekuly (Marschall a Tudzynski 2016). Ackoli je kyslik ze své

podstaty slaby reaktant, ma tendenci snadno vytvaret radikdly, a to bud’ reakcemi

pfenosu energie, nebo reakcemi pienosu elektronii za vzniku netplné redukovanych
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reaktivnich forem kysliku (ROS), které jsou vysoce u¢innymi oxidanty. Pfenos energie
vede ke vzniku singletniho kysliku (*O2), zatimco ptenos elektrontl vede k postupné
redukci na superoxidovy anion (O2"), peroxid vodiku (H202) a hydroxylovy radikal
(OH") (Obr. 1 a Tab. 1) (Heller a Tudzynski 2011). ROS zpusobuji poskozeni molekul,
jako je inaktivace enzymu, mutace DNA a RNA, peroxidace lipidi, oxidace proteinti a
sacharidd, coz muze vést ke starnuti organismu ¢i lokalizované bunééné smrti. ZvySena
koncentrace ROS je také spojena s procesem hypersenzitivni reakce (HR), hlavnim
obrannym mechanismem v obrané rostlin proti biotrofiim, kdy po rozpoznani patogenu
dochéazi k aktivnimu naruSeni plazmatické membrany NAD hydroldzou a spusténi
bunécné smrti (Harris et al. 2020; Ma et al. 2020). Pokud k HR dojde zahy po penetraci
biotrofnim patogenem, je tato obrana velmi uc¢inna (Heller a Tudzynski 2011, Piterkova
et al. 2005). V buice rostlin jsou organely s nejvyssi hladinou ROS chloroplasty,
peroxizomy, mitochondrie a endoplazmatické retikulum (ER) (Marschall a Tudzynski
2016).

Tabulka 1: Reaktivni formy kysliku. Jejich oznac¢eni a chemicka struktura (pfevzato z: Piterkova et al.
2005).

Sloucenina Zkravc D¢ Struktura
znaceni
Singletni kyslik 10, 0-O-
Superoxidovy . -
anion-radikal O [0=0]
Hydroxylovy . .
radiksl OH 0-H
Hydroxylovy ion OH" D-H
Perhydroxylovy . D=6
radikal OzH TTH
Peroxid vodiku H>0O2 H-G-0-H

Za ucelem udrzeni rovnovahy redoxniho stavu si fytopatogenni houby, stejné jako dalsi
prokaryotni i eukaryotni organismy, vyvinuly soubor enzymovych i neenzymovych
mechanismu produkujicich a rozkladajicich ROS (Obr. 2) (Zhang et al. 2020). Pfi stresu
rostlin je s touto nerovnovahou tvorby/rozkladu ROS v rostlinnych buiikach spojena
také zména metabolismu oxidu dusnatého a jeho odvozenych molekul (RNS).
Metabolismus ROS a RNS spolu uzce souvisi, proto bychom méli ROS i RNS
(souhrnné¢ RONS) posuzovat spolecné (Corpas et al. 2021).

12
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oxidazovy komplex neboli NADPH-oxidasa (Nox) (Heller a Tudzynski 2011, Zhang et
al. 2020), jedna se 0 flavocytochromy, jejichz struktura a funkce je u eukaryot
konzervativni, od fas pies houby po ¢lovéka se lisi pouze drobné. Jak demonstruje Obr.
2, na metabolismu jednotlivych molekul ROS se dale podileji aminoxiddza (AOX)
a peroxidasy (POD), dulezitymi enzymy v regulaci hladin ROS jsou i
superoxiddismutaza (SOD), katalaza (CAT) a thioredoxiny (TXN) (Piterkova et al.
2005). Nox komplexy se skladaji z podjednotek a obvykle jsou lokalizovany na
cytoplazmatické membrané nebo membrané endoplazmatického retikula. Pfenosem
elektroni pfes membrany redukuji molekulu kysliku na superoxidovy anion (O2")
(Marschall a Tudzynski 2016, Zhang et al. 2020). U vlaknitych hub byly znamy dvé
podrodiny Nox, Noxl (nebo také NoxA) a Nox2 (NoxB), které jsou homology
gp91phox u savci. U nékterych vieckovytrusych hub, jako je Pyricularia oryzae (syn.
Magnaporthe oryzae) (Pyriculariaceae, Sordariomycetes, Ascomycota), Triangularia
anserina (syn. Podospora anserina) (Podosporaceae, Sordariomycetes, Ascomycota)
a Aspergillus terreus (Aspergillaceae, Eurotiomycetes, Ascomycota), byla
charakterizovana tieti Nox (NoxC), kterd obsahuje ptedpokladané EF-hand motivy
vazajici vapnik, coz je rys lidské Nox5 a rostlinnych homologii Nox (Heller
a Tudzynski 2011, Segal 2016, Zhang et al. 2020). Pro funkci komplexu Nox je nutny
adaptorovy protein a NoxD, ktery je homologem adaptorového proteinu p22phox
u savcd; byl identifikovan u nékterych fytopatogennich hub, jako jsou Botrytis cinerea
(Sclerotiniaceae, Leotiomycetes, Ascomycota) a jiz zminéné T. anserina a P. oryzae
(Segal 2016, Zhang et al. 2020). U B. cinerea bylo zjisténo, ze Nox1 a Nox2 hraji pfi
infekci rostlin rozdilnou roli. Enzym Nox2 je nutny pro penetraci patogenu do hostitele,
zatimco enzym Noxl je potfebny pro postinfekéni rast hyf. Enzym Noxl navic
interaguje s NoxD a ztrata funkce NoxD u B. cinerea snizuje miru kolonizace hostitele
(Segal a Wilson 2018). U dalsi modelové houby Neurospora crassa (Sordariaceae,
Sordariomycetes, Ascomycota) byla Nox-1 lokalizovana ve vakuolach a plazmatické
membrané (Cano-Dominguez et al., 2019). Delece gentt Nox u nékterych hub nesniZzuje
hladinu ROS, ale naopak zvysuje akumulaci intracelularnich ROS. To naznacuje, Ze
krom& komplexu Nox existuji ve fytopatogennich houbdch dalsi alternativni systémy

produkce ROS (Zhang et al. 2020).
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Obrazek 2: Mechanismy tvorby a rozkladu ROS u fytopatogennich hub (upraveno podle: Zhang et al.
2020).

Komplexy Nox u vlaknitych hub produkuji ROS dulezité pro udrzeni turgoru pti kliceni
spor, rustu hyf a diferenciaci infek¢nich struktur (Segal 2016). Rostliny pro svoji obranu
vyvinuly vrozené imunitni mechanismy, které rozpoznavaji pFitomnost patogent
prostiednictvim receptori v ramci imunity spousténé patogeny (PTI) a imunity
spousténé efektory (ETI). Pfedpokladalo se, ze lokalni nadprodukce ROS ma piimé
antimikrobialni uc¢inky proti fytopatogenim. Nejsou vsSak produkovany Vv takovém
mnozstvi, aby tyto patogeny usmrtily. Misto toho jsou spiSe signalnimi molekulami
v obranné reakci rostlin (Segal a Wilson 2018). Podle Segala a Wilsona (2018) cilena
endogenni produkce ROS hraje dilezitou roli v klicovych vyvojovych procesech
riznych fytopatogent a nedostatek tvorby ROS u hub muze ovlivnit jejich virulenci, ¢i
v §irSim slova smyslu typ symbidzy (na skale od mutualismu po parazitismus)

s rostlinami.

Houby, stejné jako ostatni organismy, maji antioxida¢ni Systémy pro odstraniovani ROS,
které neutralizuji nadmérné koncentrace ROS pochazejici z fyziologickych procest
nebo v dusledku strest (Zhang et al. 2020). Neenzymové antioxidaéni systémy se
obvykle skladaji z malych rozpustnych molekul, které jsou oxidovany ROS, ¢imz je

odstranuji. Patfi mezi n¢ hlavni bunéény redoxni pufr glutathion (GSH), ale také dalsi
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slouceniny, jako jsou fytochelatiny, kyselina askorbova (AA), polyaminy, flavonoidy
a  karotenoidy.  Enzymatické  mechanismy  odstranovani ROS  zahrnuji
superoxiddismutazu (SOD) a rtzné peroxidazy (POD, POX), jako je
glutathionperoxidaza (GPX), peroxiredoxiny (PRDXs) a katalaza (CAT) (Heller a
Tudzynski 2011).

Ve zkratce lze fici, ze se lokalni zmény hladin ROS u hub podileji na vsech dilezitych
procesech ontogeneze: od jejich kliceni, ptes rust (u fytopatogeni penetraci, signalizaci
s hostitelem, tvorbu infekénich struktur pro kolonizaci rostlin) az po tvorbu konidii, tzv.

,,conidial anastomosis tubes* ¢i produkci sklerocii (Zhang et al. 2020).

3.1.2 Metabolismus reaktivnich forem dusiku (RNS)

Mechanismy tvorby oxidu dusnatého (NO) u hub nebyly jesté plné objasnény, zapojeny
jsou pravdépodobné oxidaéni i reduk¢ni zpisoby. Lze piedpokladat pievazné tvorbu
enzymatickou, katalyzovanou enzymy analogickymi s NOS ¢i NR, v mensi mife
neenzymatickou cestou (Jedelska et al. 2021). RNS vznikaji reakci volného radikalu
oxidu dusnatého (NO) s anorganickymi nebo organickymi slou¢eninami. Vyznamnou
roli v metabolismu rostlin i hub hraji oxid dusity (N203), radikal oxidu dusi¢itého
(NO2"), peroxydusitan (ONOO"), S-nitrosothioly (RSNO), S-nitrosoglutathion (GSNO)
(Tab. 2). Peroxydusitan (ONOO") vznika reakci superoxidového anionradikalu (O;")
s radikalem oxidu dusnatého (NO°) (Obr. 1 a 3) (Corpas et al. 2021, Corpas a Barroso
2013), i redukci nitrosyldioxylového radikalu (ONOO") superoxidem nebo reakci
nitrosylového aniontu S molekularnim kyslikem (Hnizdova et al. 2009). Na regulaci
redoxniho stavu buiiky i1 hladin NO ma vliv glutathion. Pomér redukovaného
a oxidovaného glutathionu (GSH/GSSG) je povazovan za ucinny ukazatel
fyziologického stavu buniky. Obvykle se tento pomér snizuje v podminkach oxida¢niho
stresu (Corpas a Barroso 2013). Reakci tripeptidu glutathionu (GSH, y-Glu-Cys-Gly)
S RNS wvznika v aerobnim prostéedi S-nitrosoglutathion (GSNO), ktery ma klicovou
funkei pii udrzovéani fyziologické hladiny celkovych nizko- i vysokomolekularnich
S-nitrosothiolt v burnkach, je transportni formou NO (Jahnova et al., 2013) a hraje
dulezitou roli pfi obrannych reakcich rostlin (Kubienova et al. 2013). Za stresovych
podminek mohou RNS zpiisobit nitrosativni stres, vedouci ke zménadm proteinti, viz

nize (Corpas a Barroso 2013).
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Tabulka 2: Reaktivni formy dusiku. Jejich oznaceni a chemicka struktura.

Sloucenina Zkravcen’e Struktura
znaceni
Oxid dusnaty (radikal) NO* *N=0
O\\ /O_ O\\ /40
Oxid dusity N203 N—N\:' ~— N—N
0 O
(@] o
Oxid dusicity (radikal) NO' %w/
. . _N O~
Peroxydusitan ONOO o° o~
@)
S-nitrosothioly RSNO N R
~g-
o) N
TN _
S-nitrosoglutathion GSNO <O o)
N\\O

Oxid dusnaty patii ke klicovym slozkam Vv procesu rozpoznani patogend a nasledné
aktivace lokalnich a systémovych obrannych mechanismua rostlin. NO interaguje se
signalnimi drahami ROS a fytohormonti, jeho biologicka aktivita je spolu s dal§imi
RNS spojena s bunéénymi redoxnimi zménami a posttranslacnimi modifikacemi
proteinti, S-nitrosaci cysteinovych thiold (Jahnova et al. 2013) a nitraci tyrosinu
(Hnizdova et al. 2009). Zvys$ené hladiny RNS v rostlinach za stresovych podminek,
véetné infekce patogeny, jsou vysledkem Casové a prostorové kontrolované tvorby NO
a ROS, wvyvolané aktivaci pfislusnych enzymovych systémt lokalizovanych
v plazmatické membran€ nebo uvnitf rostlinnych bunék (Sedlarova et al. 2016, Corpas
et al. 2021). Nadprodukce ROS i RNS muze vyvolat nartst hladiny peroxidusitanu,
ktery zprostiedkovava nitraci cilovych proteina (Obr. 3) (Corpas et al. 2021).
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Piisobeni vnéjsich stresovych faktort

!

Nekontrolovatelny rist ROS a RNS
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}

Nitrosativni a oxidacni stres
(nitrooxidaéni stres)

Obrazek 3: Sled udalosti, ktery vyvolava nitrooxidacni stres jako reakci na stresové podminky (upraveno
podle: Corpas et al. 2021).

NO je u rostlin nezbytny pro spuSténi lokalnich obrannych mechanismi, napf.
hypersenzitivni reakce (HR) (Lai et al. 2014, Schlicht a Kombrink 2013, Turrion-
Gomez a Benito 2011), modulace genové exprese prostiednictvim transkripénich
faktorti a syntéza proteinii souvisejicich s patogenezi (PR). Zptlisoby pusobeni NO
béhem HR zahrnuji smrt hostitelskych bunék vyvolanou H>O, a realizovanou ROS
(Sedlarova et al. 2016). NO sehrava také nemalou roli v nastupu systémové ziskané
rezistence (Lai et al. 2014). Lze piedpokladat, ze NO tvoieny rostlinami a difundujici
do okoli mize do jisté miry ovliviiovat vyvoj hub. U Colletotrichum coccodes
(Glomerellaceae, Sordariomycetes, Ascomycota), puavodce antrakndzy rajcat,
experimentalni narist exogenniho NO zpozdil klic¢eni spor, naopak pokles koncentrace

NO kliceni spor stimuloval (Turrion-Gomez a Benito 2011).

3.1.3 Kiiceni fytopatogennich hub a peronospor, patogeneze a RONS

RONS se podileji jak na vyvojovych procesech, tak na virulenci houbovych patogend.
Reguluji tvorbu disperznich ¢astic, coz jsou u vétsiny hub spory, u vyvojové starSich
sporangia, a tvorbu forem slouZzicich K pteziti neptiznivych podminek, jako sklerocia
u askomycet (Zhang et al. 2020). ROS hraji klicovou roli i ptfi komunikaci mezi

houbovymi patogeny S jejich hostiteli. Jakmile se spory mikromycet prichyti na
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rostlinné orgény, jsou schopny za ptiznivych podminek vyklicit. Kliceni je stimulovano
kutikularnimi vosky (Marschall a Tudzynski 2016) a nasledovano prinikem do pletiv,
tzv. penetraci. Houby mohou bunéénou sténu narusit sekreci enzymut a ROS (pfedevsim
peroxidu vodiku pro rozvolnéni vazeb v celuléze), ¢imz usnadiiuji prinik
specializovanych infek¢nich struktur (mohou se lisit u jednotlivych skupin mikromycet)
do rostlinnych pletiv (Sedlarova et al. 2021). Po penetraci rostlinné bunky se kolem
mista infekce nahromadi velké mnozstvi ROS plivodem z poskozené burky, ale i ze
Spic¢ky penetracni hyfy (Zhang et al. 2020). Prvnim obrannym mechanismem rostlin je
oxida¢ni vzplanuti, tedy masivni lokalni produkce ROS na rozhrani mezi rostlinou
a houbou. Tato strategie je ucCinna pouze proti biotrofnim patogenim (napf.
peronospory, padli, tafriny, rzi, snéti), nekrotrofové (napt. Botrytis cinerea) jsou na

oxida¢nim vzplanuti a smrti bun¢k zavisli.

Rada experimentil sledovala vyvoj fytopatogenii ve vztahu k ROS. Bylo zjisténo, Ze
mikromolarni koncentrace extracelularniho H>O> inhibuji kliceni spor fady houbovych
patogent in vitro. Koncentrace 0,1 mM HO. indukovala >95% inhibici rustu
Phytophthora infestans (Peronosporaceae, Oomycota, Chromista). U Zymoseptoria
tritici (Mycosphaerellaceae, Dothideomycetes, Ascomycota) 5 mM H.O inhibuje
sporulaci 4dennich kultur, zatimco u 16dennich kultur je zapotiebi koncentrace cca 50
mM. To naznaCuje schopnost patogenu tolerovat H>O> béhem raznych fazi jeho
zivotniho cyklu. Je v8ak obtizné urcit, které koncentrace H202 jsou skute¢né ucinné in
Vivo v rostlinach, protoZe nezbytna manipulace s pletivy rostlin pii pokusech muize sama

0 sobé& vyvolat produkci ROS a/nebo antioxidantt (Shetty et al. 2008).

Oxid dusnaty se také podili na vyvoji mycelia a ruznych morfologickych struktur
houbovych organismii, v¢etné nepohlavnich a pohlavnich plodnic, sporangii, konidii
a pro patogenezi nezbytnych apresorii a penetracnich hyf (Sedlafova, ustni sdéleni
2022). Intenzita tvorby NO a jeji lokalizace je vSak zavisla na vyvojovém stadiu
patogenu. NO hraje mimo jiné dulezitou roli 1 v procesu kli¢eni spor. Béhem kliceni
spor Colletotrichum coccodes byla pozorovana tvorba NO. Exogenni NO kli¢eni
zpomalilo, naopak snizeni hladiny NO kli¢eni urychlilo. Ur¢ity prah NO by tak mohl
fidit dobu, kdy spory ukoncuji stadium dormance a za¢inaji kli¢it (Arasimowicz-Jelonek
a Floryszak-Wieczorek 2016). Intenzita signalu NO byla studovana i u plisné salatové
(Bremia lactucae), kde byl zjistén silny signal NO ve Spicce kli¢niho vlakna

a Vv apresoriu, coz je dobrym piedpokladem pro prinik do pletiv hostitele. Dale byl
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pozorovan jiz slabsi signal ve vyvijejicich se primarnich a sekundarnich vezikulech
(Sedlatova et al. 2011). V dalSich studiich bylo dokazano, ze NO inhiboval rst
mycelia, kliceni spor a sporulaci tii rostlinnych patogennich hub (Aspergillus niger,
Monilinia fructicola a Penicillium italicum) v podminkach in vitro, coz naznacuje ptimy
ucinek exogenniho NO na metabolismus hub. Dale byla zjisténa pfitomnost NO
v hyfach a sporach Botrytis cinerea za pouziti fluorochromu DAF2-DA (Arasimowicz-
Jelonek a Floryszak-Wieczorek 2016). Lai et al. (2014) zjistili, Ze vysoka koncentrace
NO mize zfetelné¢ zpomalit kliceni spor a vyznamné snizit virulenci Penicillium

expansum vuci hostitelskému ovoci.

Produkce RONS tedy hraje vyznamnou roli béhem infekce rostlin patogeny. Mnoho
hub a oomyceti vyluéuje RONS nebo efektorové proteiny, které jsou schopny
zasahovat do obranného mechanismu rostliny a ovliviiovat signalni drahy, véetné téch
zapojenych do metabolismu RONS (Sedlafova et al. 2021). Nachylnost rostliny
a rozvoj choroby casto souvisi s naruSenou produkci ROS (Marschall a Tudzynski
2016).

3.2 CHARAKTERISTIKA MODELOVYCH
ORGANISMU

3.2.1 Fytopatogenni mikromycety
Mikromycety neboli mikroskopické houby mohou byt zhlediska morfologie

rozliSovany na jednobuné¢né (kvasinky) ¢i vicebunécéné vlaknité (plisn€). Z pohledu
taxonomie jsou to zastupci fiSe Fungi, pifedev§im podiisi Chytridiomyceta,
Mucoromyceta a Dikaryomyceta. U fady taxont piedev§im vieckovytrusych
a stopkovytrusych hub (podiiSe Dikaryomyceta) pak rozliSujeme morfologicky odliSnou
formu sexudlni (teleomorfa) a asexudlni (anamorfa), souhrnné¢ oznacované jako
holomorfa. Situaci komplikuje i to, ze diky morfologické podobnosti (vlaknité
mycelium) nékteti fytopatologové mezi mikromycety tradiéné fadi i zastupce oomycetl
Peronosporomycota (vyvojova vétev SAR). Z hlediska vyZivy se jedna o organismy
heterotrofni, saprofytické, mutualistické nebo parazitické. Zaklad téla vlaknitych
mikromycet tvofi mycelialni stélka (mycelium, thallus), ktera je sloZzena z houbovych
vldken (hyf) (Ostry 1998). Hyfy spolu s nepohlavnimi a pohlavnimi reprodukénimi

organy piedstavuji morfologické znaky vyuZivané spolu S molekuldrnimi,
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biochemickymi a rdstovymi charakteristikami pfi urovani a Klasifikaci
mikroskopickych hub (tzv. polyfazicky pristup k taxonomii) (Sedlafova, Gstni sdéleni

2022).

Z hlediska zivotni strategie délime fytopatogenni houby na biotrofy, hemibiotrofy
a nekrotrofy. Biotrofové jsou zavisli na zivych buinkach hostitelskych rostlin, oproti
tomu nekrotrofové parazituji na odumftelych rostlinnych pletivech, které si nejprve
ucinnymi toxiny usmrti (Obr. 4 a 5). Typickym piikladem nekrotrofniho patogenu je
napfi. Botritis cinerea (Heller a Tudzynski 2011). Biotrofy (az na vyjimky) proto nelze
pestovat na zivnych médiich. Ony vyjimky tvoii snéti. Biotrofy délime na fakultativni
a biotrofni. Fakultativni biotrofové (napf. snéti) mohou, po skonceni biotrofni faze,
ktera tvofi podstatnou c¢ast jejich zivotniho cyklu, rist na mrtvém materidlu, maji
schopnost tzv. saprotrofie. Obligantni biotrofové schopnost saprotofie ztratili a jsou
tedy nutri¢né zcela odkazani na zivé bunky hostitelské rostliny (Sedlarova et al. 2021).
Piikladem biotrofniho fytopatogenu je Ustilago maydis (Heller a Tudzynski 2011).
Utinnou obranou k zamezeni §ifeni biotrofniho patogenu je hypersenzitivni reakce
(HR) hostitele (Zhang et al. 2020). Hemibiotrofové zahajuji proces infekce jako
biotrofové, nasledné¢ vSak méni expresi genii a kontrolované piechazeji do faze
nekrotrofni (Obr. 6). Asi nejznamé&;jsim piikladem hemibiotrofniho patogenu je ptivodce
plisné bramboru Phytophthora infestans (Sedlafova et al. 2021), dalSim ptikladem muze

byt Magnaporthe oryzae (Obr. 6) (Jones et al. 2021).

v
Obrazek 4: Infekce rostliny biotrofnim Obrazek 5: Infekce rostliny nekrotrofnim
patogenem. S — spora, G — kli¢éni vlakno, A — patogenem. S — spora, G — kli¢ni vlakno, A —
apresorium, | — infekéni hyfa, H — haustorium apresorium, | — infekéni hyfa, N — nekroticka
(pfevzato z: Chethana et al. 2021). (odumfeld) tkan (upraveno podle: Chethana et

al. 2021).
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Obrazek 6: Prubéh infekce bunék ryze hemibiotrofni houbou Magnaporthe oryzae (upraveno podle: Jones
et al. 2021).

Fytopatogenni mikromycety zptsobuji choroby kulturnich a plané rostoucich rostlin.

Napadaji nadzemni, ale i podzemni ¢asti rostliny (Sedlafova et al. 2021).

3.2.2 Proces kli¢eni mikromycet a penetrace hostitele

Spory mikromycet bud’ kli¢i hned, nebo podstoupi obdobi klidu (dormance), coz zalezi
na fyziologickém nastaveni taxonu a podminkach prostfedi. Dormanci délime na
konstituéni a exogenni. O konstituéni dormanci se jednd, pokud jsou vSechny vné&jsi
podminky pro kliceni spory pfiznivé, ale spora i pfesto nekli¢i. Druhym typem je
dormance exogenni, kdy spora pteckava neptiznivé podminky, nez nastanou podminky

specifické pro kli¢eni (teplota, pH, obsah vody, tlak O, atd.) (Klan 1989).
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Zrala spora po preneseni na agarovou pudu nejprve nepatrné zvétSuje svij objem
(bobtnd) a pripravuje se tak na fazi kliceni (zvySi se metabolismus, nartistd pocet
mitochondrii atd.). Nasledné¢ nabobtnand spora praskne a vyroste z ni jedno nebo
n¢kolik kli¢nich vldken (jemnych hyf) a nastane déleni jadra. Mlada hyfa roste pouze
apikaln¢, pozdéji se zacina vétvit a linedrni rist se meéni na vSesmérny po celém obvodu

kolonie, ta se postupné zvétsuje (Klan 1989).

Tvorba kli¢nich vlaken, rist hyf, pronikani vlaknitych hub do kutikuly a bunécné stény
rostlin a dalsi procesy spojené s kli¢enim spor nebo pylu vyzaduji intraceluldrni turgor
a aktivni ucast Nox. Ackoli se zd4, Zze hlavni hnaci silou pro rust hyf je pravé turgor,
bylo zjisténo, Ze svou roli v tomto procesu hraje i biogeneze stén. Tvorbu nové bunécéné
stény zajistuje intracelularni organela zvana ,,spitzenkorper”, kterda je soucasti
endomembranového systému hub. Tato organela zadrzuje a uvolnuje vezikuly, které
pfijima z Golgiho aparatu. Tyto vezikuly putuji k bunééné membrané a procesem
exocytozy uvoliuji svlij obsah mimo buitku, odkud pak muize byt transportovan tam,
kde je ho zapotiebi. Membrany vezikul tak piispivaji k rastu bunécné membrany.
,,Spitzenkorper® se pohybuje podél konce hyfového vldkna a vytvaii apikalni rust
a vétveni. Aktivni ucast Nox je dilezitd pro vyvoj apresorii. Apresorium je zplostély,
ztlustély konec hyfy, ktery se vytvaii u neékterych parazitickych hub a usnadnuje prinik
penetraéniho hrotu kutikulou hostitelské rostliny (Obr. 7 a 8) (Segal 2016).
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Obrazek 7: Znazornéni procesu pronikani vlaknitych hub do rostlinného pletiva. (a) pfichyceni apresoria
k povrchu listu (b) osmoticky tak vtlacuje penetraéni hrot houby do rostlinného pletiva (pfevzato ze:
Segal 2016).
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Obrazek 8: Apresorium houby Magnaporthe oryzae pronikajici pes bunéénou sténu do rostlinné buiiky
(pfevzato ze: Sabol a Pilatova 2020).

Ruizné druhy mikromycet, v¢etné snéti, mohou napadat rostliny v rizném stadiu vyvoje
a mohou byt specializovany na ruzné jejich organy. Napt. Sporisorium reilianum (diive
pod nazvem Sphacelotheca reiliana) zpusobuje primarni infekci klicnich rostlin
kukufice ptes kofeny; prasné snéti U. nuda a U. tritici napadaji rostliny v obdobi
kveteni - teliospory pfenesené vétrem zjiz napadenych klasii dopadaji na blizny
kvetoucich klast, kde kli¢i. ,, Infekcni viakno prorista cnélkou do semeniku. Mycelium
zustava ve Stitku embrya v dormantni fazi az do doby kliceni obilky, kdy se houba zacina
vyvijet zdroven s rostlinou, proristd jejimi pletivy a nakonec vytvari snétivé klasy*
(Dumalasova 2017). Mirn€ odlisny zivotni cyklus ma snét’ kryta jecna (U. hordei).
Teliospory této snéti se také ze snctivych klasi dostdvaji do klast kvetoucich, ale
infekéni hyfy nepronikaji dovnitt do obilky. V dormantni fazi pifeckavaji pod
semennymi obaly a ¢ekaji, nez za¢ne obilka klicit. Pfipadné miiZe infekce vzniknout

z teliospor ulpivajicich na povrchu obilek (Dumalasova 2017).

Rozdilné strategie kliceni najdeme i v ramci mazlavych snéti rodu Tiletia. T.
controversa vyzaduje pro vykliceni teliospor po dobu 3-6 tydnl niZsi teploty v rozmezi
-2 °C az 15 °C, optimum je 3-8 °C. Infekéni proces tohoto druhu je stimulovan svétlem.
Naopak T. caries a T. laevis kli¢i nejrychleji pti 18-20 °C a nejstejnomérné&ji pii 14-16
°C. Pti 15 °C trva jejich kliceni 4-5 dnt, pii 5 °C pak 10-14 dnd (Dumalasova 2017).
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3.3 Metody detekce RONS

Stanoveni produkce RONS ndm umoziuji rizné pfimé a nepifimé analytické metody,
jako mnapt. spektrofotometrie, elektronovd paramagnetickd rezonance, Griessova
(diazotacni) reakce, oxyhemoglobinovy test, hmotnostni spektrometrie, NO elektrody,
histochemické barveni s naslednou mikroskopickou detekci a dalsi. Pokud lze houbové
organismy kultivovat in vitro na umélych zivnych ptadach, at uz tekutych nebo
pevnych, je studium RONS jednodussi. V ptipadé biotrofii je nutna kultivace in vivo

pfimo na zivych pletivech hostitelskych rostlin a odliseni zdroji RONS je v tomto

vvvvvv

3.3.1 Metody detekce ROS

Mezi zakladni metody detekce ROS patii metody zalozené na histochemickém barveni
(blize popsano v kapitole 3.5.1), fluorescenci, luminiscenci, elektronové
paramagnetické rezonanci (EPR). EPR umoziuje detekci volnych kyslikovych radikald.
Spinové pasti reaguji s volnymi radikaly a vytvareji adukt, ktery lze detekovat pomoci

EPR (Lehmann et al. 2015).

3.3.2 Metody detekce NO

NO je pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Analytické testy pro sledovani NO jsou vSak
naro¢né kvuli jeho jedine¢nym chemickym a fyzikalnim vlastnostem (reaktivita, rychla
difaze, kratky polocasu rozpadu). I pfes tyto obtiznosti bylo do této doby vyvinuto
pomérné hodné analytickych metod pro detekci NO (Hetrick a Schoenfisch 2009).

Mezi zékladni metody detekce NO patii pristupy zaloZzené na absorbanci, fluorescenci
a chemiluminiscenci, elektronové paramagnetické rezonanci (EPR) a elektrochemii.
Riizné analytické metody méteni oxidu dusnatého (NO) vedly k nejednotnému uvadéni
mezi detekce, které se pohybuji od koncentrace (napt. mikromolarni nebo nanomoléarni
mnozstvi) aZ po absolutni mnozstvi (napt. pikomoly) (Hetrick a Schoenfisch 2009, Mur
et al. 2011).

Jednou z nejbéznéjSich metod detekce NO je Griessova (diazotacni) rekace. (Mur et al.
2011). Prvni pouzivanou metodou pro detekci NO u rostlin byl oxyhemoglobinovy test.
Jde o spektroskopickou metodu zaloZenou na reakci oxyhemoglobinu (HbO2) s NO za

vzniku methemoglobinu (MetHb) a dusi¢nant (NO3z). V soucasné dobé se vsak tato
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metoda z mnoha divodu, hlavné okolnosti ovliviigjicich nepiesnost méteni NO, témét

ptestala pouzivat (Mur et al. 2011).

Dalsi metodou detekce NO jsou NO elektrody, které jsou hojné vyuzivany predevsim
proto, ze predstavuji relativné snadny prostiedek detekce. Elektrody byly pouzity napf.
k odhaleni produkce NO béhem kadmiem indukované bunécné smrti v buiikach tabaku

a v kulturach zelené fasy Chlamydomonas reinhardtii (Mur et al. 2011).

Hmotnostni spektrometrie, jedna z dalSich metod méfeni NO, umoziiuje detekovat NO
Vv celych rostlinach. Hmotnostni spektrometrie s pouzitim membranovych vstupii byla
pouzita napi. ke zjisténi produkce NO z pletivovych Kultur tabaku nebo soji
inokulovanych kmeny Pseudomonas syringae, které vyvolavaji HR nebo zpusobuji
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zkoumali produkci NO u B. cinerea in vitro pomoci hmotnostni spektrometrie.

NO lze detekovat i v plynné podobé. K tomu nam slouzi chemiluminiscence a laserova

infrac¢ervena spektrometrie (Mur et al. 2011).
3.4 Mikroskopie a dalSi metody stanoveni RONS

3.4.1 Svételna mikroskopie

Svételna mikroskopie k zobrazeni pozorovanych struktur vyuzivéa svételnych paprskd.
Délime ji na mikroskopii v prochéazejicim svétle a mikroskopii v dopadajicim svétle

(Hejtmanek 2001).

Historie pozorovani objekti pouhym okem neviditelnych pomoci piistroje slozené¢ho
z optickych ¢ocek saha k prelomu 16. a 17. stoleti k Z. Janssenovi. Mezi mikroskopii
VvV prochazejicim svétle (svétlo prochdzi pozorovanym objektem) ftadime napft.
mikroskopii ve svétlém poli, m. v temném poli, m. fazové kontrastni, m. interferenc¢ni,
m. polarizaéni, m. fluorescenéni, m. v neviditelnych paprscich (UV, RTG,
infracervenych) (Hejtmanek 2001). V ptipadé mikroskopie v prochazejicim svétle
vidime objekty diky tomu, Ze zeslabuji intenzitu prochézejiciho zéafeni jejich absorpci.
Viditelnost vétSiny biologickych preparati lze zlepSit barvenim (PlaSek a Reischig
1995).

Principu luminiscence vzorku pak vyuziva fluorescenéni mikroskopie. Primarni

fluorescence nevyzaduje Upravy vzorku, pokud je v preparatu pfitomna luminiscenc¢ni
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slozka (napf. ptirozend fluorescencni barviva jako chlorofyl nebo karotenoidy, fenolické
latky atd.). V pripad¢ sekundarni fluorescence je ke vzorku ptridavana fluorescencni
latka, tzv. fluorochrom (syn. fluorofor), ktera se specificky vaze na zkoumané struktury
(Vinter a Hasler 2018). Fluorochoromy pii ozatfeni vhodnou excita¢ni vinovou délkou
(Aex) emituji Cast absorbovaného zafeni jako fluorescenci (Aem), priCemzZ Aex < Aem
(Plasek a Reischig 1995). V soucasné dobé se pouziva predevsim epifluorescencnich
mikroskopt, tj. pfistroju, ve kterych je vzorek osvétlovan a emitované svétlo je

zachycovano ze stejného sméru. Schéma fluorescen¢niho mikroskopu je na Obr. 9.

Zékladni proces fluorescence spociva v absorpci svételné energie (fotonu) indikatorem
a nasledné emisi ¢asti této svetelné energie (jako dalSiho fotonu) o nékolik nanosekund
pozdé&ji. ProtoZe pii tomto procesu dochdzi ke ztraté Casti energie, ma emitovany foton
mensi energii (del$i vlnovou délku) nez foton absorbovany. Rozdil mezi excitacni
vinovou délkou a emisni vinovou délkou se nazyva Stokesuv posun (Obr. 10)

(Sanderson et al. 2014).

Existuje také "dvoufotonova" nebo "multifotonova" mikroskopie, kdy je pouZito
cerveného svétla k vytvoreni svétla zeleného. Pouziti cerveného svétla namisto modrého
svétla jako excita¢niho zdroje ma znacné vyhody. Svétlo s delsi vinovou délkou mtize
proniknout hloubéji do tkani a pletiv nez svétlo s krats$i vinovou délkou, protoze je méné
rozptylovano. Absorpce vysokoenergetického modrého svétla ma také tu nevyhodu, ze

je pravdépodobnéjsi poskozeni bunék (Sanderson et al. 2014).

detektor

emisni filtr

——

dichroické zrcadlo
—

=
=

zdroj svétla

excitacni filtr

objektiv

vzorek

Obrazek 9: Schéma principu epifluorescenéniho mikroskopu (pievzato z: wikipedie, autor: Henry
Miihlpfordt).
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Obrazek 10: Stokestiv posun (pfevzato z: wikipedie, autor: Vojtéch Dostal).

Metody fluorescenéni mikroskopie jsou vyuzivany K vizualizaci struktur bunky, c¢i

jednotlivych biologickych molekul, od proteinti po RONS.

Princip konfokalniho mikroskopu, tj. snimani obrazu pouze zroviny zaostfeni
zapojenim konfokalni clonky (Stérbiny) do drahy svétla, prochazejiciho z objektu na
detektor ¢i do okularu, si nechal patentovat Marvin Minsky jiz vr. 1957. Prvni
prakticky pouZitelny konfokalni mikroskop, mikroskop s dvojitym fadkovanim, ktery
sestrojili prof. M. Petran a doc. M. Hadravsky vr. 1966, byl zalozen na principu
rotujiciho Nipkowova kotouce se sérii direk usporadanych do spiral. Zhruba o deset let
pozdé&ji se zaCaly pouzivat laserové skenovaci konfokalni mikroskopy (poprvé v r. 1977
publikovali C.J.R. Sheppard a A. Choudhury z Oxfordu, UK), které maji vyssi intenzitu

excitacniho svétla nez mikroskopy s dvojitym fadkovanim (Plasek 2004).

Konfokalni mikroskopie je pokroCily druh fluorescenéni mikroskopie. Bodovym
zdrojem svétla je nejCastéji laserovy paprsek, ktery pronika pies tzv. prvni konfokalni
clonu a dopada na mikroskopovany vzorek. Svétlo je dale odrazeno vzorkem (pfipadné,
pokud se jedna o fluorescencni konfokalni mikroskopii, emitovano fluorescenci) zpét
stejnym objektivem. Svétlo tak vytvofi dal§i obraz bodové clony v zadni ohniskové
roviné, kde se nachazi druhd konfokdlni clona. Paprsky postupuji dal ktzv.
fotonasobici. Ve fotondsobici jsou paprsky zesileny a detekovany a vznikd tak obraz
(Kubinova 2006, Plasek 1995). Princip konfokélni mikroskopie je vyobrazen a popsan
na Obr. 11.
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Obrazek 11: Schéma principu konfokalniho mikroskopu (pievzato z: Kubinova 2006).

Ve srovnani s klasickou optickou mikroskopii méa konfokalni mikroskop cca 1,6x lepsi
rozliSovaci schopnost ve sméru kolmém k rovin€ pozorovani a dokaze potlacit signal
Z nezaostfenych ¢asti studovaného vzorku (diky konfokalni clon€). V soucasné dobé je
nejcastéji pouzivanym typem konfokalniho mikroskopu laserovy rastrovaci konfokalni

mikroskop (Kubinova 2006).

3.4.2 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je jednou z technik spektroskopie, studuje zménu intenzity svétla pii
jeho interakci s hmotou. Vyuziva jak viditelné, tak ultrafialové oblasti zafeni. Jednim
z pristupi ve spektrofotometrii je derivaéni spektrofotometrie, ktera se pouziva
k ziskani kvalitativnich a kvantitativnich informaci tim, Ze rozliSuje velmi malé rozdily

mezi spektry (Ramkumar 2020).

Spektrofotometrie slouzi mimo jiné k nepfimému stanoveni NO. K stanoveni dusitanti
i dusi¢nand se vyuziva Griessova (diazota¢ni) metoda. Prikopnikem této techniky byl
Johann Peter Griess, némecky organicky chemik, ktery pfiSel na to, Ze reakci NO2
s kyselinou sulfanilovou a a-naftylaminem vznikaji azobarviva. Kyselina sulfaniolova
byla pozdéji nahrazena sulfanilamidem a a-naftylamin N-(1-naftyl)ethylendiaminem
(Hetrick a Schoenfisch 2009, Mur et al. 2011).

Griessova metoda je zalozena na principu tvorby diazoniové soli sulfanilamidu (reakci

dusitanti se sulfanilamidem) a jeji nasledné reakci s N-(1-naftyl)ethylendiaminem za
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vzniku azobarviv, kterd jsou detekovana pii A ~ 540 nm pomoci spektrofotometrie.
V ptipad¢ dusi¢nant je nejprve nutné pievést je na dusitany. To se provadi chemicky
pomoci redukénich kovi (napt. kadmium) nebo dnes jiz pfevazné enzymaticky pomoci
bakterialni nitratreduktasy (Kupkova a Bene§ 2004, Miranda et al. 2001). Ke stanoveni
RONS se pouzivaji i fluorescencni barviva (Agilent 2021).

3.4.3 EPR (Elektronova paramagneticka rezonance)

Elektronova paramagneticka rezonance (EPR) (znama také jako elektronova spinova
rezonance, ESR) je zaloZena na pozorovani neparovych elektronli v magnetickém poli,
které v mikrovlnné oblasti vykazuji "rezonanci" mezi paralelni a antiparalelni orientaci
elektronového spinu. EPR je zvlasté uzitecna pii detekci NO a singletniho kysliku.
Protoze je EPR citliva pouze na volné radikaly s kratkym poloCasem rozpadu, je nutné
RONS ,,zachytit* a prevést na stabilngjsi radikalovou formu vhodnou pro monitorovani.
K tomu nam slouzi tzv. spinova past (,,spin-trap®), molekuly, které zajistuji delsi
zivotnost signalu radikalu a tim i jeho lepsi detekovatelnost. Detekéni limity EPR se
pohybuji v fadu pmol (Hetrick a Schoenfisch 2009, Kupkova a Bene§ 2004, Mur et al.
2011). Z experimentalniho hlediska je EPR skvéla pro jednorazova méieni, ale je

obtizné ji pouzit pro kontinualni, dlouhodobé méfeni téhoz vzorku (Mur et al. 2011).

3.5 Histochemické a imunohistochemické metody znaceni

RONS

Pro detekci peroxidu vodiku a aktivity peroxidasy svételnou mikroskopii lze vyuzit
DAB (3,3’-diaminobenzidine), pro lokalizaci tvorby superoxidu NBT (nitro-blue
tetrazolium chloride). Alternativou jsou fluorescen¢ni sondy, napt. H.DCF-DA (2,7-
dichlorodihydrofluorescein diacetat) pro RONS obecné¢, DAF-FM DA (4-amino-5-
methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetat) pro NO nebo SOSG (Singlet Oxygen
Sensor Green) pro singletni kyslik a dalsi. Tyto fluorochromy detekuji drobné zmény
hladin ROS a RNS v piislusnych bunécnych slozkach v redlném case a kromé
fluorescenéni mikroskopie lze signal detekovat fluorimetricky. Pro minimalizaci
artefakti je doporuceno barvit vzorek ve tmé a jeho vizualizaci provadét

(multifotonovou) konfokalni mikroskopii (Sedlafova a Luhova 2017).

Fluorochromy, které se dostavaji (napt. v diacetaitové formé) pies plazmatickou

membranu do bunék pouhym umisténim vzorkd do roztoku barviva, vyrazné
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zjednodusily monitorovani ROS a RNS in vivo a umoznily rozsifeni téchto technik.
Piesto histochemické barveni a naslednou mikroskopickou detekci nelze pouzit pro
presnou kvantifikaci ROS/RNS; teprve kombinace n¢kolika riznych analytickych

o 4

a Luhova 2017).

3.5.1 Fluorochromy pro detekci ROS

v

Nejpouzivangjsi indikator ROS, ptedevsim peroxidu vodiku (H202), propustny pro
bunky je H:DCF DA. Tento indikator zGstava nefluorescenc¢ni, dokud nejsou
intracelularnimi esterazami odstranény acetatové skupiny (H2DCF) a v buiice nedojde
k oxidaci za vzniku vysoce fluorescen¢niho DCF (2°¢,7¢-dichlorofluorescein) (Egan et
al. 2007). Pro detekci H2O: Ize dale vyuzit DAB (3,3'-diaminobenzidin). K vizualizaci
superoxidového kyslikového anionu se vyuziva nitrotetrazoliova modi (nitroblue
tetrazolium, NBT). (Lehmann et al. 2015), pro detekci superoxidového anionu DHE
(dihydroethidium). Reakci DHE a superoxidového anionu vznika 2-hydroxyethidium
(2-OH-E"), ktery vykazuje Cervenou fluorescenci (Lehmann et al. 2015, Zhao et al.
2003). Pro detekci vysoce reaktivnich forem kysliku (hROS), mezi které patii
peroxydusitan (ONOQO") a hydroxylovy radikal (OH"), jsou vyuzivany fluorescencni
sondy HPF (3'-(p-hydroxyfenyl)fluorescein) a APF (3'-(p-aminofenyl)fluorescein)
(Setsukinai et al. 2003, Cohn et al. 2009). Pro detekci singletniho kysliku se pouziva
SOSG (Singlet Oxygen Sensor Green) (Lehmann et al. 2015, Sedlafova a Luhova
2017).

3.5.2 Fluorochromy pro detekci NO

DAF-2 DA a DAF-FM DA jsou formy fluorochromu DAF (diaminofluorescein)
propustné pro bunky. Jakmile tyto fluorescenéni sondy vstoupi do burnky, esterové
vazby jsou hydrolyzovany buné¢nymi esterasami a DAF-2/DAF-FM reaguje uvniti
bunek s NO a pfeménuje se na vysoce fluorescencni triazolofluorescein (DAF-2T/DAF-

FM T) (Obr. 12), ktery lze detekovat pomoci fluorescenéni mikroskopie nebo
fluorimetrie (Mur et al. 2011, Prats et al. 2008, Vishwakarma et al. 2019).
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Obrazek 12: Reak¢ni mechanismus DAF-2DA (pievzato z: Vishwakarma et al. 2019)

DAF-2 DA byl pozd&ji nahrazen 4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein
diacetatem (DAF-FM DA), ktery ma vyssi fotostabilitu i citlivost vic¢i NO (detekéni
limit ~3 nM ve srovnani s ~5 nM DAF-2 DA). Pouziti DAF-FM DA je vSak omezené
kvili jeho citlivosti na pH, signaly pii pH 9 jsou zhruba polovi¢ni nezZ signaly ziskané
pii pH 5,5. pH rostlinné buitkky se obvykle pohybuje kolem 7,5, pfi¢emz apoplast
a vakuola maji pH okolo 5,5. pH bunéénych kompartmenta rostlin se vSak muze ménit
béhem rlznych strest, jako je hypoxie, napadeni patogeny, osmoticky stres, rast
kotenovych Spicek a dalsi, coz mlze vést ke zkreslenému méteni NO. Proto by se pfi
intepretaci vysledku DAF-FM mély brat v uvahu potencialni zmény pH (Mur et al.
2011, Vishwakarma et al. 2019).

ZvySenou produkci NO u listi pelargonie (Pelargonium peltatum) zaznamenali
v prub¢hu kolonizace B. cinerea pomoci 4,5-diaminofluorescein diacetatu (DAF-2 DA)

napi. Floryszak-Wieczorek et al. (2007).

Barviva DAF-FM, DAF-FM DA a DAF-2 DA maji (jako i ostatni barviva) své vyhody
i nevyhody. Mezi vyhody téchto barviv patéi (i) komer¢ni dostupnost na trhu, (ii)
vysokd citlivost, méfi hladiny NO v nanomoléarnich koncentracich, (iii) umoznuji
studium buné¢né lokalizace. Mezi jejich nevyhody patii (i) citlivost na pH, (ii) vyzaduji
kyslik, (iii) DAF-2 nereaguje piimo s NO, (iv) piijjem DAF-2 DA se 1i8i v zavislosti na
typu pletiv a organel, (v) v reakci vytvaii meziprodukt N2O3 (Vi) kyselina askorbova
a dehydroaskorbovd mohou reagovat s DAF, (vii) neni mozné ptesné kvantitativni

méfeni (Vishwakarma et al. 2019).

Rizné slozeni bunécnych stén ve fotosyntetickych a houbovych organismech vyzaduje
riznou koncentraci sond pouzivanych pro zobrazovani ROS/RNS a optimalizaci
experimentalnich podminek (inkubac¢ni doba, teplota, koncentrace sondy). Napf. vhodna
koncentrace DAF-FM DA pro konidie oomycett je 10uM, pro jejich intercelularni

mycelium 10-20uM. Pro konidie i intercelularni mycelium hub se vhodna koncentrace
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pohybuje mezi 10-40uM (koncentraci zvySujeme, pokud je mycelium péstované na
agaru) (Sedlafova a Luhova 2017).

Ptiklady lokalizace signalu (zelené) jednotlivych RONS po obarveni vzorki

fytopatogennich hub fluorescen¢nimi sondami jsou uvedeny na Obr. 13 a 14.

C DIC FITC

SZY

C 3
S
,\/\
Obrazek 13: Detekce NO v apresoriu klic¢ici Obrazek 14: Detekce ROS v kli¢icich konidiich
konidie padli Blumeria graminis f. sp. hordei Magnaporthe grisea pomoci H;DCF-DA
pomoci DAF-2 DA (pfevzato z: Prats et al. (ptevzato  z: Egan et al 2007).

2008).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Snéti (Ustilaginomycetes)
Snéti  (oddéleni  Basidiomycota,  pododdéleni  Ustilaginomycotina,  tiidy
Ustilaginomycetes a Exobasidiomycetes) jsou fakultativni biotrofni parazité
krytosemennych rostlin. Napadaji uréity organ rostliny (kvét, list, stonek, kotfen), na
ktery jsou specializovany, a jeho pletiva preménuji ve snétiva loziska vyplnéna
teliosporami  (u snéti oznaCovany 1 jako chlamydospory). Dle Klasifikace
ekofyziologickych strategii paraziti fadime snéti mezi tzv. kastratory nebo debilitatory
(neboli oslabovace). Kastratofi napadaji reprodukcni orgény rostlin a ¢astecné nebo
uplné znemoznuji hostitelské rostling vyvoj kvétd, ploda a semen. Typickymi ptiklady
jsou snéti obilovin (Ustilaginaceae, Tilletiaceae). Debilitatoti (oslabovaci) napadaji
zelené (asimilujici) organy rostlin a snizuji vytézek fotosyntézy. Mezi debilitatory patii
listové snéti (napi. Ustilago filiformis, Urocystis anemones, U. colchici, Vankya

heufleri, Exobasidium pachysporum) (Sedlafova et al. 2021).

Zastupci snéti byvaji obvykle dimorfni, stfidaji saprofytickou kvasinkovitou haploidni
fazi a parazitickou vlaknitou dikaryotni fazi. Snéti tedy fadime mezi biotrofy (potiebu;ji
ke svému zivotu zivou hostitelskou rostlinu), ale jejich kvasinkova stadia mizeme po
omezenou dobu péstovat v umélé kultufe. Pro svij dals$i vyvoj a reprodukci vSak
potiebuji hostitelskou rostlinu a bez hostitelskych pletiv odumiraji (Doehlemann et al.
2014, Dumalasova 2017, Sedlatrova et al. 2021).

U snéti na obilninach je stale uzivané dé€leni na prasné (zastupci fadu Ustilaginales,
napi. Ustilago nuda, U. maydis, U. hordei) a mazlavé (tad Tilletiales, napi. Tilletia
caries, T. laevis a T. controversa), podle morfologie bazidii a zpisobu kli¢eni
bazidiospor (Dumalasova 2017). Podle soucasnych poznatki (molekularni metody,
studium ultrastruktury a biochemickych vlastnosti) toto déleni nekoresponduje
s taxonomii (Sedlafova et al. 2021). Bylo také zjisténo, ze fad Microbotryales (tzv.
kvétni snéti), na zakladé morfologie diive fazeny ke snétim, patii mezi rzi (Markova
2006). Pomoci molekularné fylogenetickych analyz byla zjisténa blizka ptibuznost roda
Ustilago, Sporisorium a Macalpinomyces (McTaggart et al. 2012a). Jejich taxonomie

vSak stale neni vyfeSena.
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,Snéti netvori plodnice, ale vytrusné kupky, sori, S tlustosténnymi teliosporami
(chlamydosporami), Vv nichz probiha karyogamie (fuze jader) a ndsledné meioza.
Teliospora klici promycelem (utvarem analogickym bazidii), na kterém vznikaji
Jjednojaderné haploidni bazidiospory (sporidie) a z nich se oddéluji blastospory nebo
hyfy s balistosporami. Pri kontaktu dvou bunék odlisnych pohlavnich typii dochadzi ke
konjugaci, c¢imz vznika infekcni dikaryotické mycelium (Obr. 15). Po penetraci
epidermis rostou snéti mezi- a vnitrobunécne tak, aby nedoslo k naruseni plazmatické
membrany hostitelské rostliny (Sedlarova et al. 2021). Rostliny jsou tedy infikovany
dikaryotickou infek¢éni hyfou. K prenosu inokula jako zdroje infekce miize dojit ptidou,
vétrem nebo v podobé dormantniho mycelia uvnitt obilky nebo pod semennymi obaly,

teliosporami ulpivajicimi na povrchu obilek (Dumalasova 2017).

5. Tvorba appresoria 4. Dikaryotické vlakno
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Obrazek 15: Zivotni cyklus snéti (upraveno podle: Doehlemann et al. 2014).
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Van der Linde a Gohre (2021) studovali n€kolik zastupct snéti (Ustilago maydis, U.
hordei, U. esculenta, Sporisorium scitamineum, S. relilianum, Thecaphora solani, T.
frezii, T. thlaspeos, a rod Microbotryum, ktery je nové fazen mezi rzi) a zkoumali jejich

Casoprostorovou orientaci v rostling.

Studie van der Linde a Gohre (2021) uvadi, ze kromé Kklasifikace zalozené na
fylogenezi, miizeme snéti rozdélit do tii skupin. Do prvni skupiny byly zafazeny ty, co
infikuji rostlinu pouze lokaln¢ a vytvari teliospory v misté¢ primarni infekce (napi. U.
maydis), snéti dalsi skupiny infikuji nékolik druhii pletiv rostliny a teliospory vytvari
daleko od mista infekce (napt. U. hordei, S. reilianum a T. thlaspeos, které sporuluji
pouze Vv reprodukcnich organech), téeti skupina zahrnuje snéti, které mohou rostlinu
infikovat jak lokalng, tak systémové (Obr. 16). Zajimavé je také porovnani infekce
jednoletych a viceletych rostlin a srovnani infikovanych nadzemnich a podzemnich
pletiv rostliny, protoze se lisi signaly vysilajicimi k hostiteli.

Misto prvotni infekce 1 Misto tvorby teliospor

| Seeds
U. hordei
I 7. thiaspeos

Whips
Flowers ) 1 S. scitamineum
Microbotryum species
U. maydis

Flowers

U. maydis
Microbotryum spec.
S. reitianum

Leaves
U. maydis

{ &

Leaves and stem
U. maydis

S. reilianum

S. scitamineum
Microbotryum spec.

Underground stems

Roots T. solani

S. reitianum I

T. thlaspeos

7. frezii | Rhizom

T. sofani . 1 U. esculenta

Obrazek 16: Prehled riznych druhii snéti, u kterych byla studovana ¢asoprostorova orientace v rostling.
V levé poloviné obrazku je uvedeno misto prvotni infekce rostliny snéti, v pravé misto tvorby teliospor
(upraveno podle: van der Linde a Gohre 2021).
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Snéti vyuzivaji rizné casti rostlin pro svij rist, vyzivu i rozmnozovani. Rlizné druhy
snéti se rovnéz lisi svou casoprostorovou orientaci v rostliné. Nékteré snéti infikuji
pouze reprodukcni organy rostlin, v kterych se i rozmnozuji. Pied sporulaci vedou
V hostitelské rostliné vice ¢i méné rozsifeny endofyticky zplsob zivota, aniz by
zpusobovaly vétsi Skody. Nékteré druhy ovliviiuji morfologii rostlin, nékteré zistavaji
Vv prvotnim misté infekce blizkém okolnim pletivu, jiné se siti systémové (van der Linde

a Gohre 2021).

V experimentech byl pouzit material tii nize uvedenych druht snéti poskytnuty RNDr.
Veronikou Dumalasovou, Ph.D. z VURV v Praze-Ruzyni. Spravnost védeckych nazva

snéti byla ovétena podle databaze Index Fungorum.

4.1.1 Sporisorium destruens (Schitdl.) Vanky

S. destruens je prasna snét’ napadajici rostliny z ¢eledi lipnicovité (Poaceae), nejcastéji
proso (Obr. 17). Sporisorium destruens (Schitdl.) Vanky (1985) je aktualn¢ platny
nazev. Synonyma k tomuto nazvu nebo ve starSich publikacich pouZivana pojmenovani
jsou napt. Sphacelotheca destruens (Schitdl.) J.A. Stev. & Aar.G. Johnson (1944),
Sorosporium panici-miliacei (Pers.) Takah. (1902), Caeoma destruens Schitdl. (1824),
Ustilago destruens (Schitdl.) Rabenh. (1857), Uredo carbo var. panici-miliacei (Pers.)
DC. (1815) a dalsi. Druh S. destruens fadime do celedi Ustilaginaceae, tadu
Ustilaginales, podtifidy Ustilaginomycetidae, tfidy Ustilaginomycetes, pododdéleni

Ustilaginomycotina, oddéleni Basidiomycota, #ise Fungi (Index Fungorum).

Kvéty napadené snéti S. destruens se méni v halky, ze kterych se pozdéji uvoliuji masy
¢ernohnédych spor (Plant Parasites of Europe). Infekce hostitele je systémova a zacina
ve stadiu semendckll. Vytrusy ve zralosti jsou solitarni, subglobdzni, 8-13 % 7-9 pm
velkeé, svétle cervenohnédé, sténa vytrusu je hladka az velmi jemné teCkovana, ptiblizné
stejné Siroka na vSech mistech vytrusu, cca 0,5 um (Obr. 18). Vysledkem kli¢eni

vytrust jsou ¢tyf-bunééné bazidie (PaDIL).

Klasifikace Sporisorium i dalsich snéti rodu Ustilago a Macalpinomyces, kterym se
vénovala prace autort McTaggart et al. (2012b) je zalozena na klasifikaci podle typu
kolumely, sterilnich bun€k a vzdusnych vaku. Tyto rody jsou si podobné a dlouho byla
feSena jejich taxonomie. Byly vytvofeny dva navrhy feSeni taxonomie. Prvni navrhoval
rozdéleni sou€asnych taxonli na n€kolik mensich rod a podrodl, druhy sjednotit tfi

rody do jediného rodu Ustilago. Studie McTaggart et al. (2012b) se priklani k prvnimu
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feSeni, definuje synapomorfni znaky téchto téi rodd a navrhuje novou Klasifikaci pro
mnoho druhti v téchto rodech. Pomoci fylogenetické analyzy bylo stanoveno osm kladii
% ramci komplexu Ustilago-Sporisorium-Macalpinomyces. Sporisorium
a Anomalomyces jsou jiz diive uznané rody, dale byl znovu zatazen rod Anthracocystis

a navrzeny 3 nové rody Langdonia, Stollia a Triodiomyces. Ostatni klady zistaly

nepojmenované.

Obrazek 17: Klas prosa napadeny snéti S. Obrazek 18: Spory S. destruens zobrazeny
destruens (ptevzato z skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM)
https://www.padil.gov.au/). (pfevzato z: https://www.padil.gov.au/).

4.1.2 Tilletia caries (DC.) Tul. & C. Tul.

Mazlava snét’ pSeni¢na napada pSenici (Obr. 19), zito, tritikale a travy rodu pyr, ovsik,
pyrovnik aktualné platny nazev je Tilletia caries (DC.) Tul. & C. Tul. (1848). Ve
star§ich publikacich se miizeme setkat se synonymy Tilletia tritici (Berk.) Wolf (1874),
Uredo caries DC. (1815) nebo Lycoperdon tritici Bjerk. (1775). Druh T. caries fadime
do celedi Tilletiaceae, fadu Tilletiales, podtiidy Exobasidiomycetidae, tiidy
Exobasidiomycetes, pododdéleni Ustilaginomycotina, oddéleni Basidiomycota, fise

Fungi (Rostlinolékatsky portal, Index Fungorum).

Snét’ T. caries napada kvétenstvi hostitele v ¢asnych rustovych fazich. Po vymetani je
barva napadenych klasii olivové zelena. Jiz ve fazi zelené zralosti se v klasu misto
obilek tvofi halky napadené tmavymi sporami. V dob¢ plné zralosti jsou halky vyplnéné

pachnouci ¢ernou hmotou, tvofenou chlamydosporami houby (Rostlinolékatsky portal).

Mazlava snét’ pSeni¢nd se prendsi formou spor pfevazné na povrchu obilek, méné Casto
pudou. Rostlinolékatsky portal uvadi, Ze spory kli¢i pfi teploté 16-18 °C za 4-5 dni a ke
kliceni nepotiebuji svétlo, Dumalasovéa (2017) uvadi optimalni teplotu 18-20 °C. Spory
kli¢i v bazidie, zkterych se odskrcuji bazidiospory. Mezi bazidiosporami dvou

odlisnych parovacich typli dochédzi k anastomézdm. Po splynuti bazidiospor se tvori
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infekéni hyfy, které infikuji hostitele v riistové fazi kliceni. Mycelium prorista rostlinou
az do zédkladu klasu, kde je mozné po vymetdni pozorovat snétiva zrna

(Rostlinolékarsky portal).

Zrna kontaminovana mazlavou snéti T. caries neni mozné vyuzit pro potravinaiské ani
krmné ucely. Provadi se proto kontrola zdravotniho stavu porostu v dobé dozravani.
Porosty svyssim napadenim maji charakteristicky zapach po slaneccich. Jeste
dilezitéjsi je vsak kontrola zdravotniho stavu osiva, protoze aplikace fungicidii po
zaseti jiz nema dostacujici efekt. Uginnou chemickou ochranou rostlin proti napadeni
snétivosti je mofeni osiva. Uginnost motidel by méla dosahovat az 98 %

(Rostlinolékarsky portal).

Obrazek 19: Klas pSenice napadany snéti T. caries (pfevzato z: https://www.padil.gov.au/).

4.1.3 Ustilago nuda (C.N. Jensen) Kellerm. & Swingle

U. nuda (prasna snétivost je¢mene nebo také prasna snét’ je¢na) je snét’ napadajici klasy
je¢mene obecného a dalsich druht rodu jeémen (Obr. 20). Ustilago nuda (C. N. Jensen)
Kellerm. & Swingle (1890) je aktualné platny nazev. Ve starSich publikacich se
muZeme setkat se synonymy jako napt. Ustilago segetum (Bull.) Roussel (1806). Dalsi
platna synonyma jsou Ustilago segetum var. hordei (Pers.) Rabenh. (1857) a Ustilago
segetum var. nuda C.N. Jensen (1888). Druh U. nuda fadime do ¢eledi Ustilaginaceae,
fadu Ustilaginales, podtiidy Ustilaginomycetidae, tfidy Ustilaginomycetes, pododdéleni

Ustilaginomycotina, odd€leni Basidiomycota, ¥iSe Fungi (Index Fungorum).

U. nuda napada je¢men béhem kveteni. Rostliny napadené prasnou snétivosti je¢mene
diive metaji. Zaklady zrn v klasu jsou pfeménény na ¢ernou masu chlamydospor, ktera
je z pocatku piekryta stéibfitou blankou. Blanka ¢asem praska a spory se uvoliuji.

Uvolnéné chlamydospory jsou vétrem pirenaSeny na blizny kvetoucich klast. Po
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dosednuti na bliznu chlamydospora kli¢i a prorasta hyfou ptes ¢nélku dale do semeniku.
Nebezpeci infekce je vyssi za vysoké vzdusné vlhkosti. Pii kliceni obilky proriista
mycelium do zékladu klast, které pieménuje na Cernou masu chlamydospor

(Rostlinolékatsky portal, Woldemichael 2019).

Napadené klasy prasnou snétivosti jecmene mohou zpisobit vyznamné hospodarské
ztraty. Proto jsou provadény prohlidky porostu béhem kveteni (pfima metoda
monitoringu) a stanovovan vyskyt patogenu v 0Sivu (nepfima metoda monitoringu).
Podle povétrnostnich podminek bcéhem kveteni je provadéna prognoza vyskytu
snétivosti v urod€. Jako preventivni opatieni proti napadeni jeCmene patogenem se
doporucuje casnéjsi vysev jarniho jeCmene a pozdé€jsi vysev jeCmene ozimého, vysev
pouze uznaného zdravého osiva a upfednostnéni odolnéj$i odridy (Rostlinolékaisky

portal).

Obrazek 20: V horni poloviné obrazku zdravy klas je¢mene, v dolni poloving klas je¢mene napadeny
snéti U. nuda (pievzato z: https://www.padil.gov.au/).

4.2 Klic¢eni chlamydospor snéti na agaru na podloZnim skle
Pro experimenty zaméfené na inicidlni, tj. saprofytické, faze vyvoje snéti byla pouzita
4% agaroza, rozehtata v mikrovlnné troub€ a nanesend na podlozni skla predehiatd na
topné desce PRAZITHERM (Harry Gestigkeit GmbH, Némecko). Po ztuhnuti byly
spory snéti z napadeného Klasu uvolnény pomoci prepara¢ni jehly na Cerstvy agar
a inkubovany ve vlhké komirce. Srovnavany byly varianty péstovani ve fytotronech
s teplotnimi rezimy 15/10 °C a 20/17 °C (12/12 h svétlo/tma) a volné v laboratofi
(teplota 22-25 °C, 9/15 h svétlo tma).

U snéti S. destruens, ktera dobte kli¢ila a byla ze vSech tfi nejvhodnéjsi k pozorovani,

byl v softwaru Cell Sens ve dvou nezavislych pozorovanich vyhodnocen pomér
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vykli¢enych spor zcelkového poctu 150 a délka kli¢nich vldken u 30 ndhodné
vybranych. Vysledky byly zpracovany v sw Statistica. Pro ovéfeni vztahu délky
kli¢nich vlaken a inkubacni teploty byl pouzit Kruskal-Wallisuv test, ktery je vyuzivam

k ovéteni vztahu ordinalni a nominalni proménné.

4.3 Histochemicka lokalizace a mikroskopie RONS

Pro histochemickou lokalizaci RONS byly pouzity nasledujici fluorochromy
a podminky barveni: 100uM H>DCF-DA pro lokalizaci ROS (10 min, RT, tma)
a 200uM DAF-FM DA pro lokalizaci NO (60 min, RT, tma).

K vizualizaci signdlu byl pouzit fluorescenéni mikroskop Olympus BX60,
doplnény CCD kamerou DP73 asoftwarem Cell Sens, a konfokalni mikroskop
Olympus FV1000 se softwarem Fluorview 10.0.
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5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizace podminek kli¢eni snéti

Kli¢eni chlamydospor snéti bylo poprvé hodnoceno po 3 dnech (Sporisorium destruens
a Tilletia caries), resp. po 4 dnech (Ustilago nuda) inkubace ve fytotronu (20/17 °C,
12/12 h). Vyklicily vsak pouze spory snéti S. destruens, proto jsme provedli barveni
pomoci H:DCF-DA. U T. caries a U. nuda nebyly pozorovany zadné znamky kliceni,

ani pfipravy na kliceni v podobé RONS.

—r—
Obrazek 21: Kli¢ici spory S. destruens se Obrazek 22: Detail spory S. destruens
zelenym signalem ROS v kli¢nich vlaknech (3 s rozvétvenym kli¢nim vlaknem (3 dny). Autor:
dny). Autor: A. Bobkova. A. Bobkova.

Pfi prodlouZeni inkubace o tfi dny na 6 resp. 7 dni opét nebylo pozorovano kliceni ani u
T. caries ani u U. nuda, pouze doSlo k pferistani vzorkii kontaminujicimi

mikromycetami.

Obrazek 23: Mikrofotografie kli¢icich spor S. destruens v rizném stadiu kliceni (7 dni). V nékterych
pfipadech je viditelnd fluorescence i ve sporach (zacatek kliceni), v jinych pouze v kli€nim vlakné,
v dalsich ptipadech fluorescence z kli¢nich vlaken pomalu mizi (pokrocilejsi faze klieni). Autor: A.
Bobkova.
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Obrazek 24: Mikrofotografie spor T. caries
Vv prochézejicim svétle. Autor: A. Bobkova.

——

Obrazek 25: Mikrofotografie chlamydospor T.
caries s viditelnou sitovitou strukturou na
povrchu. Autor: A. Bobkova.

Obrazek 26: Priklady kontaminaci —
mnohobunééné  tmavé zbarvené  Konidie
Alternaria sp. a neidentifikovana askomyceta ve
svétlém poli. Autor: A. Bobkova.

Obrazek 27: Piiklad kontaminace skli¢kové

kultury s T. caries — pravdépodobné
Cladosporium  sp. Autor: A. Bobkova.

5.2 Srovnani dynamiky kli¢eni u S. destruens

Pro dalsi experimenty byl zvolen druh Sporisorium destruens a doba kli¢eni 4 dny.

Chlamydospory byly po naneseni na agar na podloznim skle uzavieny ve vlhkych

komurkach a inkubovany ve fytotronech nebo v laboratofi pii riznych teplotach po

dobu ¢tyf dnt. Jedna vlhka komurka s agarovymi kulturami byla umisténa do fytotronu

S denni teplotou 15 °C a no¢ni 10 °C (12/12 h), druha do vedlejsiho s denni teplotou 20

°C a no¢ni 17 °C (12/12 h), tteti do laboratofe s denni teplotou ~22 °C. Po ¢tyfdenni

inkubaci byl pro kazdou teplotu u 150 spor S. destruens vyhodnocen pomér vykli¢enych

a zméfena délka u 30 kli¢nich vlaken. Experiment probéhl ve dvou nezavislych

opakovanich v odstupu mésice (Tab. 3).
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Tabulka 3: Pomér vyklicenych spor (v %) a délky kliénich vlaken (v um) snéti Sporisorium destruens
inkubované po dobu 4 dni ve tfech riiznych teplotach.

1. vyhodnoceni (18.1.2022) 2. vyhodnoceni (14.2.2022)
Pomér . o Pomér . o
Teplota vykli¢enych D;;kl?eﬁlicn;;h vykli¢enych D‘?lg(l?el;li]cn;;h
spor (%) H spor (%) H
15/10 °C 29,33 (4-8-)18-50(-57) 21,33 (9-)15-48(-57)
20/17 °C 74,67 (19-)33-58(-77) 72,00 36-72(-84)
Pokojova
teplota 71,33 (26-)33-77(-107) 72,67 (30-33)43-78
(~22 °C)

V 1. vyhodnoceni vykli¢ilo nejvice spor pti teploté 20/17 °C (74,67 %), trochu nizsi byl
pomeér V pokojové teploté (71,33 %). Ve druhém vyhodnoceni vysla procenta v teploté
20/17 °C a v pokojové teploté velmi podobna (72,00 %, resp. 72,67 %). Z obou
vyhodnoceni je patrné, ze teplota 15/10 °C je nizka pro kli¢eni spor; v 1. vyhodnoceni
vykli¢ilo pouze 29,33 % a ve druhém 21, 33 %.

Vztah délky kli¢nich vlaken a inkuba¢ni teploty byl ovéten Kruskal-Wallisovym testem,
(neparametrickym ekvivalent ANOVY), protoze data nemaji normalni distribuci hodnot
(ovéfeno testem normality - Shapiro-wilk test). Hodnota p byla v obou opakovanich
nizs$i nez 0,05, proto miZzeme tento vztah mezi inkubacni teplotou a délkou kli¢nich
vlaken vyhodnotit jako signifikantni, Hy (2, N = 90) = 26,45832, p1 = 0,000; H2 (2, N =
90) = 35,00177, p2 = 0,000. Existuje tedy vztah mezi inkubaéni teplotou a délkou

kli¢nich vldken. Byla zamitnuta nulova hypotéza a piijata alternativni.

Pokud vyjde hodnota p <0,05 provadi se test mnohonasobného porovnavani (Tab. 4
a 5). Vztah mezi délkou kli¢nich vlaken spor inkubovanych Vv teploté 15/10 °C a 20/17
°C a mezi délkou klicnich vlaknech v teplot¢ 15/10 °C a pokojové teploté je

nebo v pokojové teploté. Naopak vztah mezi délkou kli¢nich vlaken spor inkubovanych

v teploté 20/17 °C a v pokojové teploté navzajem neni signifikantni (p >0,05) a je tim

padem potvrzena nulova hypotéza.
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Tabulka 4: Vysledné p hodnoty testu mnohonasobného porovnavani z 1. vyhodnoceni. Kurzivou jsou
oznaceny hodnoty p <0,05.

15/10 °C | 20/17 °C | pokojovi teplota
15/10 °C 0,001121 0,000002
20/17 °C 0,001121 0,451282
pokojov4 teplota | 0,000002 | 0451282

Tabulka 5: Vysledné p hodnoty testu mnohonasobného porovnavani z 2. vyhodnoceni. Kurzivou jsou
oznaceny hodnoty p <0,05.

15/10 °C | 20/17 °C | pokojova teplota
15/10 °C 0,000024 0,000000
20/17 °C 0,000024 0,776479
pokojova teplota | 0,000000 | 0,776479

Rozdily v délce klicnich vldken Vv zavislosti na inkubacni teploté jsou zndzornény

i v Obr. 28 a 29.
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Rozdily v délce kli€énich vlaken spor S. destruens

inkubovanych ve trech teplotach, 1. vyvhodnoceni

H (2, N=90) =26,45832 p = 0.0000

b

o

o Median

10/15°C

17/20°C
teplota

pokojova teplota

[J] Mezikvartilové rozpéti

1 Rozsah bez odlehlych hodnot

o Odlehla hodnota

Obrazek 28: Rozdily v délce kli¢nich vlaken (v um) spor S. destruens inkubovanych ve fytotronu
v teploté 15/10 °C (12/12 h svétlo/tma), 20/17 °C (12/12 h svétlo/tma) a Vv laboratoii vV pokojové teploté
(9/15 h svétlo/tma). Porovnavany hodnoty z 1. vyhodnoceni.
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Rozdily v délce kli€nich vlaken spor S. destruens

inkubovanych ve trech teplotach, 2. vyvhodnoceni

H (2, N =90) = 35,00177; p = 0.0000
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Obrazek 29: Rozdily v délce kli¢nich vlaken (v um) spor S. destruens inkubovanych ve fytotronu
Vv teploté 15/10 °C (12/12 h svétlo/tma), 20/17 °C (12/12 h svétlo/tma) a v laboratoii v pokojové teploté
(9/15 h svétlo/tma). Porovnavany hodnoty z 2. vyhodnoceni.

5.3 Lokalizace ROS a NO u S. destruens

Ctytdenni skli¢kové kultury byly obarveny HoDCF-DA (10 min ve tmé) pro detekci
ROS nebo DAF-FM DA (60 min ve tmé) pro lokalizaci NO, signal byl vyhodnocen

fluorescenc¢nim mikroskopem.

Signal pro ROS (obr. 30-34) a NO (Obr. 35-40) byl detekovan jak ve sporach (pocatky
kli¢eni), tak v kli¢nich vldknech. Signal byl lokalizovan nejdfive Vv cytoplazmé spor,
Vv pozdégjsich fazich vyvoje byl signal patrny v rostoucim klicnim vlakné a ve sporach
mizel (napt. Obr. 30). V n¢kterych pifipadech byly pozorovany spory s rozvétvenym
klicnim vlaknem (Obr. 31). Ziidka byly na nékterych kli¢nich vldknech pozorovany
také vytvorené bazidiospory (Obr. 32). Pti potizovani nékterych fotografii bylo pfidano
svétlo k zviditelnéni struktur bez fluorescence (Obr. 33 a 35-37). V piipadé barveni
DAF-FM DA byly pozorovany signaly NO v klicnim vlakné vice lokaln¢ (oblasti

s vyssi fluorescenci v kli¢nich vlaknech na Obr. 35-40).
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Obrazek 30: Detail spory S. destruens s kli¢nim
vlaknem vykazujicim fluorescenci (signal ROS)
(inkubace 4 dny pfi teploté 15/10 °C (12/12 h),
barveni pomoci H;DCF-DA). Autor: A.
Bobkova.

20 pm

Obrazek 32: Kli¢eni S. destruens, napravo spora
S rozvétvenym kli¢nim vlaknem a
bazidiosporami (inkubace 4 dny pii teploté
15/10 °C (12/12 h), barveni pomoci H>DCF-
DA). Autor: A. Bobkova.

Obrazek 31: Spora S. destruens s rozvétvenym
kliénim vlaknem v horni ¢asti mikrofotografie
(inkubace 4 dny pfi teploté 15/10 °C (12/12 h),
barveni pomoci H,DCF-DA). Autor: A.
Bobkova.

Obrazek 33: Shluky kli¢icich spor S. destruens
se signadlem ROS v Kkliénich vladknech
vykazujicich fluorescenci (inkubace 4 dny pii
teplot¢ 20/17 °C (12/12 h), barveni pomoci
H,DCF-DA). Autor: A. Bobkova.

A B

Obrazek 34: Detail tii spor S. destrunes, z nichZ pouze jedna kli¢i vlaknem vykazujicim signaly ROS —
zelend fluorescence (inkubace 4 dny v pokojové teploté (~ 22 °C), barveni pomoci H,DCF-DA). Autor:

A. Bobkova.
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Obrazek 36: Kli¢ici spora S. destruens se
signalem NO v kliénim vlakng (inkubace 4 dny
pfi teploté 15/10 °C (12/12 h), barveni pomoci
DAF-FM DA). Autor: A. Bobkova.

Obrazek 35: Shluk spor S. destruens s kli¢nimi
vlakny vykazujicimi signal NO - zelena
fluorescence (inkubace 4 dny pfi teploté 15/10
°C (12/12 h), barveni pomoci DAF-FM DA).
Autor: A. Bobkova.

———
Obrazek 37: Shluk kli¢icich spor S. destruens se Obrazek 38: Shluk kli¢icich spor S. destruens se
zbytkovym signilem NO (zelena fluorescence) signalem NO (zelend fluorescence) pouze
v kli¢nich vlaknech (inkubace 4 dny pfi teploté v ur€itych mistech kli¢niho vlakna (inkubace 4
20/17 °C (12/12 h), barveni pomoci DAF-FM dny pfi teplot¢ 20/17 °C (12/12 h), barveni
DA). Autor: A. Bobkova. pomoci DAF-FM DA). Autor: A. Bobkova.
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Obrazek 39: Spory S. destruens s dlouhymi
kliénimi vlakny vykazujicimi signal NO (zelena
fluorescence) (inkubace 4 dny pfi teploté 20/17
°C (12/12 h), barveni pomoci DAF-FM DA).
Autor: A. Bobkova.

5.4 Konfokalni mikroskopie

Obrazek 40: Spora S. destruens s rozvétvenym
klicnim vladknem s fluorescenci (signal NO)
(inkubace 4 dny v pokojové teploté (~22 °C),
barveni pomoci DAF-FM DA). Autor:
A. Bobkova.

Skla se vzorky obarvena stejné jako pro fluorescenéni mikroskop byla vyhodnocena

konfokalnim mikroskopem (excitace 488 nm, emise 505-550 nm).

Vyklicené spory snéti se signalem ROS (Obr. 41) i NO (Obr. 42-44) v nékterych
piipadech tvofily rozvétvena kli¢ni vlaka (Obr. 41 A, B, D; 43 i 44). Na obr. 41 C je

dobie vidét, ze fluorescence (v tomto piipad¢ signdl ROS) se prvné objevuje ve spote

a postupuje spolu s rostoucim kli¢nim vlaknem.
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Obrazek 41: Spory S. destruens skliénim vldknem vykazujicim fluorescenci (signdl ROS) pod
konfokalnim mikroskopem (inkubace 5 dni pfi teplot¢ 15/10 °C (12/12 h), barveni pomoci H,DCF-DA).
A, B, D — spory s rozvétvenymi a rizn¢ dlouhymi kli¢nimi vlakny; C — spory v rizné pokrocilém stadiu

vvvvv

kli¢eni. Autor: A. Bobkova.

Obrazek 42: Spory S. destruens sklicnim vlaknem vykazujicim fluorescenci (signal NO) pod
konfokalnim mikroskopem (inkubace 5 dni pfi teploté 15/10 °C (12/12 h), barveni pomoci DAF-FM DA).
Autor: A. Bobkova.

Obrazek 43: Spora S. destruens se zbytkovou fluorescenci v kli¢nim vlakné (inkubace 5 dni pii teploté
15/10 °C (12/12 h), barveni pomoci DAF-FM DA). Autor: A. Bobkova.
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A

Obrazek 44: Spora S. destruens s rozvétvenym kli¢nim vlaknem (inkubace 5 dni pii teploté 15/10 °C
(12/12 h), barveni pomoci DAF-FM DA). A — snimek pofizen kombinaci kanalt, Nomarského
diferencialni kontrast a fluorescence, B — pouze fluorescence DAF-FM DA. Autor: A. Bobkova.
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6 DISKUSE

Snéti jsou fakultativné biotrofni parazité plané rostoucich rostlin i kulturnich plodin.
Zvlasté ekonomicky vyznamné jsou snétivosti obilnin, snéti prasné (v této praci
zastoupeny Sporisorium destruens a Ustilago nuda) a mazlavé (v této praci zastupce
Tilletia caries), které do doby vytvofeni Spor nevykazuji na rostlinach vyrazné piiznaky
napadeni. Infekce snéti mize byt systémova (mycelium prorista viceméné celou

rostlinou) nebo lokalni (mycelium omezuje svij rist na ur¢ité organy).

S. destruens napada nejéastéji proso, ma dvoulety vyvojovy cyklus a je rozsifena
v Evropé, Asii, Australii, Africe i Americe. V této BP je ji vénovana nejvétsi pozornost,
jeji spory v laboratornich podminkach dobte kli¢i, navic je proso slibnou alternativni
plodinou, jejiz péstovani se muze rozsifit s globalnim oteplovanim. U. nuda, jejiz
kliceni bylo pilotné testovano, napada klasy jeémene a je rozsifena hlavné v Evropé,
Asii, Egypté, Australii a Severni Americe. T. caries napada psenici, Zzito, tritikale
a travy rodu pyr, ovsik, pyrovnik, testovany byly spory z napadeného klasu pSenice

ozimé. T. caries je celosvétove rozsifena ve vSech zemich, kde se péstuje pSenice.

U S. destruens byla zjisténa zavislost délky kli¢nich vldken na inkubacni teploté.
Stejnému rodu byly vénovany piedchozi vyzkumy; Moharam et al. (2012) a Bag
a Agarwal (2003) studovali S. sorghi, piicemz Bag a Agarwal (2003) tento druh
porovnavali s dal§imi tfemi druhy snéti (Cintractia axicola, Farysia americana
a Ustilago cynodontis). Jaffry a Aslam (1992) zkoumali Sphacelotheca reiliana, pro
kterou se dnes uziva nazev Sporisorium reilianum. Tento patogen se vyskytuje i v CR,
Vv nejteplejSich oblastech je ptivodcem snétivosti palic a lat kukutice, spiSe cukrové nez
polni (Rostlinolékatsky portal). Moharam et al. (2012) uvadi, Ze kli¢ivost spor na
maltézovém dextrézovém agaru byla nejvyssi pii 30 °C a pH 7,5. V této studii byl dale
zkouman vliv teploty skladovani na Zivotnost spor. Pokud byly sory uchovavany pti
teploté 5 °C, az 80 % spor vykli¢ilo 1 po 24 mésicich skladovani. Vysledky zavislosti
procenta vyklicenych spor na inkubacni teploté¢ se mirné lisi od vysledki studie Bag
a Agarval (2003), ktera uvadi, ze nejoptimalngjsi teplota pro kli¢eni S. sorghi je 25 °C.
Pii teploté 25 °C vykli¢ilo 69,9 % spor S. sorghi, oproti tomu pfi teploté¢ 30 °C jen
48,4 %. Spory byly nejprve sterilizovany v 0,25 % roztoku chlornanu sodného (NaOCl).
Bag a Agarval (2003) dale studovali, jestli ma na kliceni vliv také druh agaru. Pro

kultivaci pouzili maltézovy agar (MA), bramborovo mrkvovy agar (PCA), bramborovo
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dextrozovy agar (PDA) a vodni agar (WA) a dosli kK zavéru, ze MA nejlépe podporuje
kli¢ivost spor, za nim nasleduje PDA, WA a nakonec PCA. Nejvyssiho procenta
kli¢ivosti dosahovala S. sorghi pii 25 °C v pH 7, coz se shoduje s pH doporuc¢ovanym
Moharam et al. (2012). Vliv teploty na kliceni S. reilianum zaznamenali i Jaffry
a Aslam (1992). V této studii byl pro inkubaci pouzit bramborovo-dextrézovy agar
(PDA) a spory inkubovany v teplotach od 10 °C do 40 °C. Procento vykli¢enych spor
Vv teploté 30 °C piedstavovalo az 90 %, pii 25 °C 76 % a pii 35 °C jen 33 %.
V teplotach 10 °C a 40 °C zadné spory nevykli¢ily. Autofi uvadéji, ze jejich vysledky se
shoduji s podobnymi studiemi z let 1981 a 1979 a Ze optimalni teplota pro kli¢eni S.
reilianum je okolo 30 °C (od 27 °C do 31 °C).

V této BP snét’ S. destruens klicila nejlépe v teploté 20/17 °C (12/12 h), coz se lisi od
teploty kliceni S. sorghi i S. reilianum a souvisi s biologickymi vlastnostmi jednotlivych
druhti. Rozdily najdeme napf. i v ramci rodu Tilletia; T. controversa vyzaduje ke svému
kliceni teploty pod 10 °C [optimum 3-8 °C (Dumalasova 2017)], oproti tomu pro T.
indica jsou optimalni teploty v rozpéti 15-25 °C (Smilanick et al. 1985), T. caries a T.
laevis kli¢i nejrychleji pii 18-20 °C (Dumalasova 2017).

Snéti T. caries a U. nuda v teploté¢ 20/17 °C (12/12 h) nevykli¢ily. Rostlinolékaisky
portal uvadi, Ze spory T. caries kli¢i pti teploté 16-18 °C za 4-5 dni, Dumalasova (2017)
uvadi optimalni teplotu 18-20 °C. Pokud bychom brali v potaz pouze informaci
z Rostlinolékatského portalu, mohli bychom uvazovat, ze teplota 20 °C pies den byla
pro spory prili§ vysoka na to, aby byly schopné klicit nebo pokracovat v kli¢eni. Pod
mikroskopem byly pozorovany pouze popraskané spory. Miizeme se tedy pouze
domnivat, zda noc¢ni teplota ve fytotronu (17 °C) stimulovala kli¢eni (popraskani spor)
a denni teplota (20 °C) nésledné tento proces zastavila. Dumalasova (2017) vSak uvadi
1 teplotu 20 °C jako optimalni, dokonce by v ni mély spory kli¢it nejrychleji, proto
zustava otazkou, zda kromé teploty sehraly roli jiné i faktory prostiedi (svétlo/tma,
vlhkost, ro¢ni obdobi, doba skladovani spor...). Spory snéti U. nuda v teploté 20/17 °C
také neklic¢ily, ani nevykazovaly zadné naznaky iniciace kli¢eni. Stakman (1913)
pozoroval kli¢eni spor U. nuda ve vod¢€. V pokojové teploté¢ mu za 12 h vykli¢ilo 20 %
Cerstvych spor. Dale pozoroval klieni U. nuda v cukerném roztoku. Vysledky se
podobaly vysledkum kli¢eni ve vod¢. V cukerném roztoku pozoroval rozdil v tloustce
promycelia, které bylo silngj$i neZ pii kli€eni ve vodé€, cemuz ptipisoval Castji a vice

popraskané spory na zacatku kliceni. Woldemichael (2019) uvadi, Ze na umélych
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médiich netvoii U. nuda bazidiospory a rychlost rustu je pomalej$i nez na zivé rostling.
Chladné, vlhké pocasi a teploty od 15 do 22 °C piedstavuji vhodné podminky pro
infekci jeCmene Vv obdobi kveteni. V takovychto podminkach jsou kvéty hostitele déle
otevieny a spory tak maji del$i ¢as na uspésnou infekci hostitele. Will et al. (1989)
pozorovali kli¢eni U. nuda v teplotach 11, 20, 27 a 30 °C. Spory nejlépe klicily
Vv teploté 20 °C. Dale studovali vliv osvétleni (riizné vinové délky) a tmy na kliceni
chlamydospor a porovnavali divoky kmen U. nuda a albinsky kmen (mutace bez
produkce melaninu ve sténach spor U. nuda). Domnivaji se, ze diky melaninu jsou
spory odolnéjsi k vykyvim teplot (vyssi klicivost pii 27 1 30 °C), mnoZstvi Zivin 1 nizsi
koncentraci kysliku. Na zaklad€ informaci z uvedenych studii je t€Zké posoudit, proc¢
nam spory U. nuda nevyklicily, zda hrala roli teplota nebo jiny faktor. Pfi¢inou toho,
pro¢ spory U. nuda ani T. caries nevyklicily, mohlo byt napt. piili§ dlouhé skladovani

spor nebo nedostatecné dlouha doba inkubace.

U rzi, pfibuznych biotrofnich bazidiomycett, byl také studovan vliv teploty a dalsich
podminek na kli¢eni spor a dynamiku rastu kli¢nich vlaken. Napi. Marchetti et al.
(1976) hodnotili vyvoj Phakopsora pachyrhizi (pavodce rzivosti séji) v rozpéti
inkubacnich teplot od 5,5 do 31 + 0,2 °C na 1,25 % vodnim agaru po 4 h a 22 h. Po 4
hodinach inkubace vykli¢ily urediospory P. pachyrhizi v rozpéti teplot 12-28,5 °C, po
22 hodinach i pii 10 °C. Se zvySenim teploty z 25 na 28,5 °C mnozstvi vyklicenych
spor prudce pokleslo, pii 28,5 °C se postupné zastavilo. Teploty v rozmezi 15-25 °C
byly pro kliceni nejptiznivéjsi. Bonde et al. (2007) inkubovali urediospory P. pachyrhizi
na desce s teplotnim gradientem 3 a 6 hodin. Jako optimalni teploty pro kli¢eni uvadeé;ji
21,00-24,37 °C. Oproti studii Bonde et al. (2007) byl tedy stanoven uZzsi rozptyl teplot
optimalnich pro kli¢eni. Pii porovnani téchto studii se potvrzuje uvodni tvrzeni z ¢lanku

Bonde et al. (2007), Ze reakce P. pachyrhizi na teplotu se za poslednich nékolik

desetileti zménila jen nepatrné.

Fraser et al. (2017) zkoumali vliv teploty na kli¢eni teliospor, bazidiospor i urediospor
rzi Uromycladium acaciae napadajici akacii Mearnsovu (Acacia mearnsii). Teliospory
a urediospory klicily v teplotach mezi 5 a 30 °C, s optimem pii 15-25 °C. Bazidiospory
kli¢ily v teplotach mezi 5 a 25 °C, s optimem pii 15-20 °C. Pfi¢emzZ mezi 15 a 25 °C
byly vyklicené bazidiospory pozorovany jiz po 6 h, v nizSich teplotich byly
bazidiospory pozorovany az po 12 h. V8echny typy spor potiebovaly pro vykli¢eni
inkubacni dobu 6-24 h. Spory byly inkubovany ve tmé (zabaleny v hlinikové f6lii) i na
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svétle. Teliospory vykazovaly obecné vyssi klicovost na svétle nez ve tmé.

Bazidiospory naopak vykazovaly vétsi klic¢ivost ve tmé.

Kuhlman a Pepper (1994) studovali Cronartium quercuum f. sp. fusiforme na
semenaccich borovice lesni. Zabyvali se vlivem teploty na kliceni bazidiospor, které
byly inkubovany 24 hodin v riznych teplotach. Bazidiospory kli¢ily v rozmezi teplot
8-32 °C, s optimem mezi 14,6 a 29,6 °C. Tato studie vychazela z podobnych studii

z diivgjsich let.

Pokud srovname 3 uvedené studie, které se zabyvaly vlivem teploty na kli¢eni
urediospor, vidime, ze nejoptimalnéjsi teplota pro klieni urediospor rzi se pohybuje
Vv rozmezi piiblizné 15-25 °C. Ctvrta studie byla zaméfena na studium bazidiospor, kdy
se optimalni teploty pro kliCeni pohybovaly mezi 14,6-29,6 °C. Z vysledkl téchto
studii, 1 kdyZ je to pomérné maly vzorek, 1ze usoudit, ze pokud budeme inkubovat spory
rzi pti teploté okolo 20 °C, mame pomérné¢ vysokou pravdépodobnost, Ze nam spory
vykli¢i. Podstatnou roli samoziejmé hraji 1 dalsi podminky prostiedi, které je potieba pii

provadéni pokust zohlednit.

Pti porovnani klicivosti spor snéti a rzi vidime rozdil v délce inkuba¢ni doby potfebné
k vykli¢eni. V piipadé rzi staci k vykli¢eni n¢kolik hodin, v pfipadé snéti se bavime o
nckolika dnech. Nejoptimalnéjsi teploty pro kliCeni spor snéti i rzi jsou uvadény

nejcastéji okolo 20 °C.

V této praci snéti U. nuda a T. caries v teploté 20/17 °C (12/12 h) neklicily. S. destruens
kli¢ila ve vSech teplotach, které byly zvoleny. Byl pozorovan vztah teploty a délky
kli¢nich vlaken. Pokud by méla byt tato prace v budoucnu rozsitena, bylo by vhodné
zopakovat pokus s klicenim vSech t#i druhli na riznych médiich a ve vétSim rozpéti
inkubacnich teplot, mohly by tak byt zjiStény hrani¢ni teploty pro kli¢eni spor téchto
druhd a stanoveno optimum. Signal pro ROS (barveni pomoci H.DCF-DA) a pro NO
(barveni pomoci DAF-FM DA) byl sledovén jak ve sporach, tak v kli¢nich vlaknech S.
destruens. V piipadé signalu ROS byla fluorescence vice méné souvisla po celém
vldknu nebo ve vétsi €asti vlakna. V piipadé signalu NO jsme mohli v kli¢nim vldkné
pozorovat mista s vyrazngj$i fluorescenci. Nebyly zjistény velké rozdily v mife
fluorescence pii inkubaci v riznych teplotach. Obecné spory s kratSimi kli¢nimi vlaky
(pocatky kliceni) vykazovaly vyssi fluorescenci (i ve spoie), spory s del§imi kli¢énimi

vlaky niz§i (signal postupné mizel), coz mize souviset s nizsi koncentraci ve vétSim
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objemu cytoplazmy. Na miru fluorescence tedy neméla vliv teplota a doba inkubace, ale
stadium kli¢eni, ve kterém se kli¢ici spora aktudlné nachéazela. U jinych biotrofnich
paraziti byly také provadény studie na lokalizaci RONS. Nejvice pozornosti bylo
vénovano padli, hlavné zastupci Blumeria graminis. Napt. Prats et al. (2008) pomoci
DAF-2 DA lokalizovali NO v apresoriu kli¢ici konidie (Obr. 13). Prats et al. (2005)
zkoumali jeCmen napadeny B. graminis f. sp. hordei. Po obarveni DAF-2DA byla
pozorovana intenzivni fluorescence v misté kontaktu apresoria s hostitelskym pletivem,
slabsi fluorescenci vykazovaly i dal§i kli¢ni struktury. Piterkova et al. (2009)
lokalizovali signal NO v listech rajc¢at (Solanum spp.) infikovanych padlim Oidium
neolycopersici. NO byl lokalizovan pomoci DAF-FM DA v konidii, kli¢nim vlaknu i
v apresoriu. V pocatcich infekce listu byla intenzita fluorescence apresoria slabsi oproti

konidii a kliénimu vlaknu.

Pokud bychom se chtéli v budoucnu vénovat pouze druhu S. destruens, bylo by urcité
vhodné rozsifit rozpéti inkubaénich teplot (napf. od 5 do 35-40 °C), abychom zjistili, pii
jakych teplotach uz spory S. destruens nejsou schopny vykli€it a jestli se vysledky
shoduji s vysledky nebo podobaji vysledkiim kli¢eni spor S. sorghi a S. reilianum, na
které byly jiz studie provedeny. Tyto studie zkoumaly také vliv pH na kli¢ivost. Tento

faktor jsme v nasi praci téz nezohlednili a mize byt namétem pro dalsi vyzkumy.

Nejvhodnéjsi teplota pro kliceni spor S. destrues byla 20/17 °C, procento vykli¢enych
spor ani délky kli¢nich vlaken v této teploté se vSak signifikantné neliSily od pokojové
teploty (Tab. 3, Obr. 28 a 29). Pti inkubaci v pokojové teploté ale agar, i kdyz byla
podlozni sklicka s agarem uzaviena ve vlhké komtrce, vice vysychal a nektera klicni
vlakna byla porusena, coz nebylo pro pozorovani RONS vhodné. Také fluorescencni
signdl byl slabsi (protoze spory v této teploté kli¢ily rychleji a byly tim padem po 4
dnech v pokroc¢ilejsim stadiu kliceni, nez spory inkubované v teploté 15/10 °C). Sussi
agar také komplikoval barveni, kdy se spory pifi naneseni barviva a ndasledné
1 destilované vody nutné pro prikryti krycim sklickem snadno odplavovaly
a shlukovaly. Kli¢ni vlakna se vlivem proudu vody odtrhavala od spor, a pokud
vykazovalo fluorescenci pouze kli¢ni vldkno, ale spora uZ ne, bylo obtizné zjistit, zda
spora nevykli¢ila, nebo zda od ni bylo kli¢ni vlakno vlivem nasi manipulace (barveni,
ptiprava preparatu pro pozorovani pod mikroskopem) odtrzeno. Pro ucely barveni
a pozorovani RONS byla naopak vhodnégjsi inkubace v teploté 15/10 °C, kdy sice

nevyklicilo tolik spor, ani kli¢ni vldka nebyla tak dlouhd, ale neptekryvala se, spory
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mezi sebou mély vétsi rozestupy a bylo tak mozné potidit lepsi snimek. V nizsi teploté
také klicily pomaleji a bylo i po 4 dnech inkubace vidét vice vykli¢enych spor nejen
s fluorescenci v kli¢nim vlakné, ale také v samotné spoie. Spory bylo vhodné barvit
hned po vytaZzeni z vlhké komurky, kdy byl agar jesté vlhky a vykli¢ené spory se tim

padem tolik neodplavovaly.

V dalSich experimentech by bylo vhodné studovat RONS pozorované u S. destrunes
vice do hloubky. Mohla by byt meéfena napf. intenzita fluorescenéniho signalu
v kli¢nich vlaknech, provedeny experimenty s inhibitory RONS. Dale by bylo vhodné
studovat vliv dalSich faktorti prostfedi, které by mohly mit vliv na prubéh kliceni
a infekci hostitele. Nové informace o metabolismu RONS a o jeho tloze béhem infekce
hostitele patogenem by mohly pfispét k dokonalej$imu pochopeni mechanismut tvorby
NO a ROS u fytopatogennich mikromycet (snéti) a také procest probihajicich béhem
infekce hostitele.
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7 ZAVER

V této bakalaiské praci byl zpracovan literarni piehled k problematice studia RONS
u fytopatogennich hub a v experimentalni ¢asti podrobné studovano kli¢eni snéti
Sporisorium destruens v teplotach 15/10 °C, resp. 20/17 °C (12/12 h svétlo/tma)
a Vv pokojové teploté. Ve dvou nezavislych experimentech byl zhodnocen pomér
vykli¢enych spor a délky kli¢nich vlaken v téchto tfech teplotach. Nejvyssi pomér
vykli¢enych spor byl pozorovan pii teploté¢ 20/17 °C, v pokojové teploté byl velmi
podobny. V ptipadé¢ porovnavéani délky kli¢nich vldken byl na zékladné Kruskal-
Wallisova testu vztah zavislosti délky kli¢nich vlaken na inkubacni teploté oznacen jako
signifikantni. Dale byl proveden test mnohonasobného porovnavani, kterym bylo
20/17 °C nebo v pokojové teploté. Naopak délka klicnich vlaken v teploté 20/17 °C se
nelisi od délky v pokojové teploté (~22 °C).

Signal ROS a NO byl pozorovan Vv cytoplazmé u spor S. destruens s kratkymi kli¢nimi
vlakny (v pocatcich kli¢eni) ve spofe 1 v klicnim vlakné, pozdé¢ji jen v kli€nim vIdkné,

do n¢€hoz je cytoplazma béhem ristu vtlacovana.

Pro zemédé€lstvi je studium interakce mezi rostlinami, patogeny a prostiedim dulezité,
protoze ziskané poznatky pomahaji k eliminaci ztrat urody zapii¢inénych infekci
patogeny. I pfes pouzivani pesticidii jsou ztraty urody pomérné vysoké, proto je potieba
pochopit mechanismy vzniku choroby, patogeneze a imunity rostlin a tyto poznatky

vyuzit k obran¢ rostlin pred patogeny.
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8 DIDAKTICKA CAST - pracovni list

Téma snéti 1 obecnéji fytopatogennich hub je odborné, ale vzhledem Kk hospodarskému
dopadu by mohlo byt vyuzito k doplnéni znalosti ve vySSich rocnicich gymnazia,
V biologickém seminafi nebo na stfedni zeméd€lské Skole. Doporucena literatura:
Sedlatova M., Mieslerova B., Drabkova Trojanova Z., Lebeda A.(2021) Biotrofni
houby a peronospory plané rostoucich rostlin. Ceska fytopatologicka spole¢nost, Praha,

168 str. On-line ke stazeni na https://www.vurv.cz/cspp/publikace.html.

Pracovni list: Snéti a ostatni houbové patogeny rostlin
Jméno a pfijmeni:
Datum:

1. Piecti si vybrané pasaze ze dvou ¢lanki, které byly publikovany v ¢asopise
Ziva a zodpovéz otazky.
»l v dobé&, kdy jsme schopni oSetfovat lany poli péstované rostliny ucinnymi
syntetickymi pesticidy, zptsobuji choroby rostlin kazdorocné celosvétové
obrovské ztraty na vynosech zemédélskych plodin, a vyrazné také snizuji jejich
kvalitu. Piiblizné ztraty u peti vyznamnych plodin jsou u pSenice 10,1 - 28,1 %,
ryze 24,6 - 40,9 %, kukutice 19,5 - 41,1 %, brambor 8,1 - 21 % a s6ji 11 - 32,4
%.“ (Janda 2020).
,Rozsifeni rzi Hemileia vastatrix na kavovnikovych plantazich v britskych
koloniich druhé poloviny 19. stol. vedla k jejich devastaci a ptfechodu na
péstovani Cajovniku. V Britanii se diky tomu rozmohlo ve vétsi mife piti Caje na
rozdil od ptedchozi preference kavy. Palickovice nachova (Claviceps purpurea)
pretvaiejici obilky obilnin ve sklerocia zase ptisobila lokalni epidemie otrav
v riznych ¢astech Evropy a Severni Ameriky od starovéku az do konce 19. stol.
[ v soucasnosti, kdy mame rozsahlé moznosti v€asné detekce a identifikace
parazitickych hub a uc¢inné prostiedky na jejich hubeni, dochdzi ke kalamitnim
Skodam na zemédélskych plodinach. Ptikladem mohou byt nové virulentni
kmeny rzi travni (Puccinia graminis), které se $ifi z Afriky a snizuji vynosy
pSenice pii silném napadeni az o 70 %. Kvuli péstovani obilnin formou
velkoplosnych jednodruhovych poli je tézké zabranit Sifeni nakazy.

Celosvétovym problémem je také druh Magnaporthe grisea, parazitujici na ryzi
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— ro¢ni ztraty zptisobené timto druhem by podle odhadl vystacily pro nasyceni
60 milionu lidi.

O uspéchu rostliny v obrané zasadné rozhoduje jeji imunita, resp. mechanismy
rezistence. Abychom je byli schopni efektivné vyuzit v zemedélstvi, je potieba

témto mechanismiim co nejlépe porozumét.” (Koudelkova a Koukol 2017).

e Proc je pro zemédélstvi diilezité studovat interakce mezi rostlinami, patogeny

a prostiedim?

e Jak velké procentualni ztraty vynosu pSenice miZe zpusobit rez travni pri
silném napadeni?
e Co bylo pric¢inou pirechodu od péstovani kavovniku k péstovani ¢ajovniku

v britskych koloniich ve 2. poloviné 19. stoleti?

e Které choroby sniZuji vynos obili?
e Houba Magnaporthe grisea zpiisobuje plisiiovou chorobu ryze, ktera se
vyskytuje v 85 zemich svéta a kazdoro¢né zpisobuje obrovské ztraty. Kolik

lidi by odhadem nasytila tato zni¢ena uroda?

2. Rozlusti presmycky S nazvy biotrofnich radua, které patii do oddéleni
Oomycota, Ascomycota a Basidiomycota. (Napovéda: Cervené je oznaceno

pocatecni pismeno slova, napravo jsou samohléasky, nalevo souhlésky, stfidavé

kombinuj).

OOMYCOTA —— RPSNRPEO*YVY
KVRDKAEAY

ASCOMYCOTA CVKCLPAIOIE

AN

LDPAI
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BASIDIOMYCOTA ——

—

N

S |
TSN

3. Jaké organy pSenice napada rez a jaké organy napada snét’?

4. Prirad’ definice.

SPORY

SPORIDIE

KONJUGACE

PROLIFERACE

APRESORIUM

PENETRACE

HAUSTORIUM

Hyfa parazita upravena k cerpani Zivin

od hostitele

Aktivni priinik parazita do bunék/pletiv

hostitele

Splynuti bun¢k

Hojné opakované mnozeni bun¢k

Buriky hub, slouzici

k rozmnozovani/pieckani nepfiznivého
obdobi

Rozsifena cast kli¢ni hyfy

u parazitickych hub, kterou pevné

ptilnou k povrchu hostitele

Haploidni bazidiospory vznikajici U rzi

a snéti pii kli¢eni ,,zimnich* spor
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5. Do poli¢ek v obrazku doplii pojmy oznacujici jednotlivé faze Zivotniho
cyklu snéti.
(dopliyj: dikaryotické vlakno, konjugace, haploidni sporidie, proliferace, kli¢eni

spor, penetrace, tvorba apresoria, prorastani hyf a haustorii).

6. Rozlusti nazvy strategii parazitl a pritad’ K nim spravné definice

FRTBIOO Parazit, ktery napada a vyuziva ziva
pletiva, aniz by je zamérné

usmrcoval

Napada ziva pletiva, ktera rychle po
FRTRKNEOO , , C e
napadeni usmrti a pak z nich ¢erpa

Ziviny/energii
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@ Snéti jsou fakultativné biotrofni parazité

Zastupci snéti byvaji obvykle dimorfni, stiidaji saprofytickou kvasinkovitou haploidni fazi a
parazitickou vlaknitou dikaryotni fazi. Snéti tedy fadime mezi biotrofy (potiebuji ke svému
zivotu zivou hostitelskou rostlinu), ale jejich kvasinkova stadia miZzeme po omezenou dobu

péstovat vumélé kultuie. Pro svij dalsi vyvoj a reprodukci vSak potfebuji hostitelskou

\ rostlinu a bez hostitelskych pletiv odumiraji. Jsou tedy fakultativné biotrofni paraziti. j

7. K pozorovani morfologie struktur fytopatogennich hub se vyuziva mikroskopie.
PriFad’ k mikrofotografiim spor snéti, jestli se jedna o mikroskopii ve

rvrs,

svétlém poli nebo mikroskopii fluorescen¢ni. Na které fotografii spory kli¢i?

8. Jak moc obtizny pro tebe byl tento pracovni list na skale od 1 do 5? (1 — velmi

lehky, 5 — velmi obtizny)
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ReSeni pracovniho listu — pro vyucujici

1. Piecti si vybrané pasaze ze dvou ¢lanku, které byly publikovany v ¢asopise
Ziva a zodpovéz na otazky.
»I v dobé, kdy jsme schopni oSetfovat lany poli péstované rostliny ucinnymi
syntetickymi pesticidy, zpisobuji choroby rostlin kazdorocné celosvetové
obrovské ztraty na vynosech zemédélskych plodin, a vyrazné také snizuji jejich
kvalitu. Priblizné ztraty u péti vyznamnych plodin jsou u psenice 10,1 - 28,1 %,
ryze 24,6 - 40,9 %, kukutice 19,5 - 41,1 %, brambor 8,1 - 21 % a s6ji 11 - 32,4
%.“ (Janda 2020).
,Rozsifeni rzi Hemileia vastatrix na kavovnikovych plantazich v britskych
koloniich druhé poloviny 19. stol. vedla k jejich devastaci a ptechodu na
péstovani cajovniku. V Britanii se diky tomu rozmohlo ve vétsi mife piti ¢aje na
rozdil od ptedchozi preference kavy. Palickovice nachova (Claviceps purpurea)
pretvaiejici obilky obilnin ve sklerocia zase piisobila lokalni epidemie otrav
v raznych ¢astech Evropy a Severni Ameriky od starovéku az do konce 19. stol.
I v soucasnosti, kdy mame rozsdhlé moznosti vCasné detekce a identifikace
parazitickych hub a ucinné prostfedky na jejich hubeni, dochéazi ke kalamitnim
Skoddm na zemédélskych plodinach. Piikladem mohou byt nové virulentni
kmeny rzi travni (Puccinia graminis), které se $ifi z Afriky a snizuji vynosy
pSenice pii silném napadeni az o 70 %. Kvuili péstovani obilnin formou
velkoplosnych jednodruhovych poli je tézké =zabranit Sifeni ndkazy.
Celosvétovym problémem je také druh Magnaporthe grisea, parazitujici na ryzi
— ro¢ni ztraty zptisobené timto druhem by podle odhadl vystacily pro nasyceni
60 miliont lidi.
O uspéchu rostliny v obrané zasadné rozhoduje jeji imunita, resp. mechanismy
rezistence. Abychom je byli schopni efektivné vyuzit v zemédélstvi, je potieba

témto mechanismim co nejlépe porozumét.* (Koudelkova a Koukol 2017).

e Pro¢ je pro zemédélstvi diilezité studovat interakce mezi rostlinami,
patogeny a prostiedim? Aby byla eliminovana ztrata Grody zaptic¢inéna infekci
patogeny. I pfes pouzivani pesticidl jsou ztraty urody pomérné vysoké, proto je
potfeba pochopit mechanismy vzniku choroby, patogeneze a imunity rostlin

a tyto poznatky vyuzit k obrané rostlin pied patogeny.
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Jak velké procentualni ztraty vynosu pSenice muZe zpisobit rez travni pri
silném napadeni? Az 70%.

Co bylo pric¢inou piechodu od péstovani kavovniku k péstovani ¢ajovniku v
britskych koloniich ve 2. poloviné 19. stoleti? Rozsiteni rzi Hemileia vastatrix
na kavovnikovych plantaZzich.

Které choroby sniZuji vynos obili? Rez, snét’, palickovice.

Houba Magnaporthe grisea zptsobuje plisiovou chorobu ryzZe, ktera se
vyskytuje v 85 zemich svéta a kaZdoro¢né zpiisobuje obrovské ztraty. Kolik
lidi by odhadem nasytila tato zni¢ena iroda? Rocni ztraty zptisobené houbou

Magnaporthe grisea by podle odhadt vystacily pro nasyceni 60 miliont lidi.

Rozlusti presmyc¢ky s nazvy biotrofnich radi, které patii do oddéleni
Oomycota, Ascomycota a Basidiomycota. (Napovéda: Cervené je oznaceno

pocatecni pismeno slova, napravo jsou samohlésky, nalevo souhlésky, stfidavé

kombinuj).

OOMYCOTA — PERONOSPORY
KADERAVKY

ASCOMYCOTA PALICKOVICE
PADLI

BASIDIOMYCOTA —— Ry

\ SNETI

Jaké organy pSenice napada rez a jaké organy napada snét’?
Rez napada fotosyntetizujici organy pSenice (list, stonek, kvét/kvétenstvi), snét’
napada vzdy urcity organ krytosemennych rostlin, na ktery se specializuje. U

psenice je to kvétenstvi.
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4. Prirad’ definice.

SPORY ... bunky hub, slouzici k rozmnozovani/pfeckani neptiznivého obdobi

SPORIDIE ... haploidni bazidiospory vznikajici u rzi a snéti pti kliceni

»Zimnich® spor
KONJUGACE ... splynuti bunék
PROLIFERACE ... hojné opakované mnozeni bun¢k

APRESORIUM ... rozsitena Cast kli¢ni hyfy u parazitickych hub, kterou pevné

ptilnou k povrchu hostitele
PENETRACE ... aktivni prunik parazita do bunék/pletiv hostitele
HAUSTORIUM ... hyfa parazita upravena k Cerpani Zivin od hostitele

5. Do poli¢ek v obrazku doplii pojmy oznacujici jednotlivé faze Zivotniho
cyklu snéti.
(doplnu;: dikaryotické vlakno, konjugace, haploidni sporidie, proliferace, kliceni

spor, penetrace, tvorba apresoria, prorustani hyf a haustorii).

Dikaryotické vlakno

Tvorba apresoria

Konjugace

Penetrace

Haploidni sporidie

Proristani hyf a

haustorii

Kliceni spor

Proliferace
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6. Rozlusti slova a prirad’ definice

BIOTROF ... napada a vyuziva ziva pletiva, aniz by je zdmérn¢ usmrcoval

NEKROTROEF ... napada ziva pletiva, ktera rychle po napadeni usmrti a pak z nich

cerpa Ziviny/energii

@ Snéti jsou fakultativné biotrofni parazité

Zastupci snéti byvaji obvykle dimorfni, stiidaji saprofytickou kvasinkovitou haploidni fazi

a parazitickou vlaknitou dikaryotni fazi. Snéti tedy fadime mezi biotrofy (potfebuji ke
svému zivotu Zzivou hostitelskou rostlinu), ale jejich kvasinkova stadia muzeme po
omezenou dobu péstovat v umélé kultuie. Pro sviij dalsi vyvoj a reprodukci vsak potiebuji

hostitelskou rostlinu a bez hostitelskych pletiv odumiraji. Jsou tedy fakultativné biotrofni

\ paraziti. J

7. K pozorovani morfologie struktur fytopatogennich hub se vyuzivd mikroskopie.

Prirad’ k mikrofotografiim spor snéti, jestli se jedna o mikroskopii ve

svétlém poli nebo mikroskopii fluorescencni. Na které fotografii spory kli¢i?

Fluorescen¢ni mikroskopie

(Na této fotografii vidime klicici
spory snéti Sporisorium destruens)

Mikroskopie ve svétlém poli
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