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Abstrakt

Houbové patogeny véetné Verticillium longisporum, zptsobujiciho verticiliové vadnuti,
patii mezi zdvazna onemocnéni hospodaiskych plodin snadno Sifitelna po celém svéte.
Jednou z moznosti, jak se houbovym infekcim branit je aplikace prostiedku biologické
ochrany jiz na semena. Uginna slozka tohoto ochranného prostiedku, nepatogenni
oomyceta Pythium oligandrum, se tak dostava spolu se semenem do pidy, kde pozdéji
pusobi symbioticky v kofenovém systému rostliny. Jednak stimuluje obranné
mechanismy rostliny vylu¢ovanim elicitortl, jednak poskytovanim tryptaminu stimuluje
rust a zvySuje zdatnost rostliny pomoci auxinu. V této praci byl sledovan vliv oSetfeni
semen rostlin Solanum [ycopersicum L. cv. Micro-Tom tfemi riznymi izolaty rodu
Pythium (vEetn€é komeréné vyuzivaného izolatu M1 a také dosud nepouzivané izolaty
X42 a X48) na aktivity antioxida¢nich a NADP(H)-dependentnich enzymt v listech
rostlin infikovanych houbovym patogenem V. longiosporum. Dva tydny po inokulaci
patogenu nebyl ve studovanych enzymech nalezen vyznamny rozdil kromé zvySené
aktivity glukosa-6-fosfatdehydrogenasy a NADP-maldtdehydrogenasy (oxalacetat-
dekarboxylacni) v rostlindch, jejichZz semena byla oSetfena izolatem X42 a zvySena
aktivita Sikimatdehydrogenasy a antioxida¢ni kapacity v rostlinach osetienych izoldtem
MI1. Antioxida¢ni enzymy katalasa a superoxiddismutasa, u které¢ bylo zjiStovéano i

izoenzymové slozeni, nebyly v dobé& rozvinuté infekce statisticky vyznamné indukovany.
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Abstract

Fungal pathogens including Verticillium longisporum which causes verticillium wilt are
among the serious diseases of crops that easily spread worldwide. One of the ways to
prevent fungal infection is to use fungal biocontrol agents applied as a seed coating. This
control agent, the non-pathogenic oomycete Pythium oligandrum, enters the soil together
with the seed and acts symbiotically in the plant’s root system. On the one hand, it
stimulates the plant’s defence mechanism by secreting elicitors, and on the other hand,
by providing tryptamine, it stimulates growth and increases the plant’s fitness with auxin.
In this work we studied the effect of seed treatment of Solanum lycopersicum L. cv.
Micro-Tom with three different isolates of the genus Pythium (including the
commercially used isolate M1 and two yet unused isolates X42 and X48) on the activities
of antioxidant and NADP(H)-dependent enzymes in the leaves of plants infected with
fungal pathogen V. longisporum. Two weeks after pathogen inoculation, no significant
difference was found in the studied enzymes except for increased glucose-6phosphate
dehydrogenase and NADP-malate dehydrogenase (oxaloacetate decarboxylation) activity
in plants treated with X42 isolate and increased shikimate dehydrogenase activity and
antioxidant capacity in plants treated with M1. The antioxidant enzymes catalase and
superoxid dismutase, for which the isoenzyme composition was also determined, were

not statistically significantly induced at the time of the infection development.
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Seznam zkratek

BSA Hovézi sérovy albumin

CAM Metabolismus kyselin u tu¢nolistych; z aj. Crassulacean acid metabolism
CAT Katalasa

CPCl1 Gen pro transkripéni faktor v mezidrdhové kontrole biosyntézy

aminokyselin; z aj. Cross-pathway control protein 1

DPPH 2,2-Difenyl-1-pikrylhydrazyl
EDTA Etylendiamintetraoctan disodny (dihydrat)
FRAP Redukéni (antioxidaéni) sila schopna redukovat Fe*" ionty; z aj. Ferric

reducing antioxidant power

FW Cerstva hmotnost; z aj. fresh weight

G6PDH Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa

GR Glutathionreduktasa

GSSG Oxidovana forma glutathionu (disodna siil)

HR Hypersenzitivni odpovéd’; z aj. hypersensitive response

MAPK Mitogenem aktivovand proteinkinasa; z aj. mitogen-activated protein
kinase

NADP Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH Redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADP-ME  NADP-malatdehydrogenasa (oxalacetat-dekarboxylacni)

NBT Nitrotetrazoliova modf; z aj. Nitroblue tetrazolium

PCD Programovand bunééna smrt; z aj. programmed cell death
PVP Polyvinylpolypyrrolidon

ROS Reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku

SHD Sikimatdehydrogenasa

SOD Superoxiddismutasa

TEMED N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin

TPTZ 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine



1 Uvod

Soucasna mira globalizace, mezinarodniho pohybu lidi a zboZi je hlavnim divodem
rozSitovani nepivodnich druht do jinych regionti. Jednid se pfedevSim o houbové
patogeny, rostliny a nékteré bezobratlé¢ zivocichy. Jejich nekontrolovatelné Sifeni ma za
nasledek invazivni chovani téchto organisml v lokalitdich, kde nemaji pfirozeného

konkurenta ¢i predatora. To md mnohdy velké hospodarské a ekologické dopady.

V rozvinutych zemich je snaha o preventivni opatieni v podobé hrani¢nich kontrol a
inspekci, kdy se zjist'uje biologicka bezpe€nost pievazenych druhtl, a zabraniuje se jejich
piipadnému vypousténi do volné ptirody. Ochrana je dilezita pfedevsim pfed novymi
Sktidci a chorobami, které mohou napadat chovy zvitat ¢i hospodaiské plodiny. Ty pak
mohou zpusobovat v lokalitdch zavislych na zemé&délské produkei velké ekonomické

problémy [1].

Stalym problémem je pravé také nekontrolovatelné Sifeni houbovych patogent, které
jsou pienasené vodou, hmyzem, infikovanymi semeny, v nékterych ptipadech vétrem, ale
také lidskou ¢innosti, ze zemi pivodu do jinych lokalit. Zde zGstavaji po dlouhou dobu
v pudé, kde mize dojit k napadeni dalSich rostlin, ptipadné k jejich kumulaci a nasledné

hybridizaci patogent novych.

V Ceské republice se jednd jednak o zastupce oomycet (Oomycota), které jsou
obligatni parazité, ale také o oportunni patogeny z fiSe hub (Fungi): vieckovytrusné
(Ascomycota), stopkovytrusné (Basidiomycota) a konididlni houby (Deuteromycota).
Mezi oomycety patti predevSim rody Phytophthora a Pythium. Nejcetnéj$i houbové
patogeny jsou zrodd Thielaviopsis, Cylindrocarpon, Verticillium, Fusarium a
Rhizoctonia [2,3]. Patogeny, které jsou hrozbou pro Ceskou republiku jsou predevsim
houbové rody Alternaria a Botrytis (Deuteromycotina), Peronospora a Bremia
(Oomycota) [4]. V souvislosti se zvy$enou produkci fepky olejky v Ceské republice jsou

potencialni hrozbou také patogeny rodu Verticillium.



2 Teoreticka cast

2.1. Houbové patogeny rodu Verticillium
Verticillium longisporum je houbovy rostlinny patogen rodu Verticillium z oddéleni
Ascomycet. Dfive byl tento druh zaméiovan za druh nebo poddruh V. dahliae, ale jiz
nekolik studii prokazalo odliSnost obou druhti v morfologickych znacich, a piedevsim
v rozdilné patogenezi na fepce olejce, kterou napada pouze Verticillium longisporum [5].
Oba tyto druhy jsou diploidni, pfestoze mezi askomycety ptrevazuje haploidni stav, avSak
V. longisporum obsahuje témét dvakrat vice DNA. Je prokazano, Ze tento druh vznikl
evoluéné nejméné trikrat, samostatnou hybridizaci ze Ctyi rtiznych, po dlouhou dobu
separovanych rodi¢ovskych druhti. VSechny linie maji spolecného rodice, druh A1, ktery
hybridizoval s druhy D1, V. dahliae linie D2 a V. dahliae linie D3 za vzniku tii riznych
linii V. longisporum. Nedostatek genetické variace a identické alely druhu A1 ukazuji na

nedavny ptivod [6].

Rod Verticillium je relativné maly, zahrnuje 10 druht piidnich hub, napt. V. albo-
atrum, V. tricorpus, V. nubilum, V. lecanii, V. alfalfae, V. non-alfalfae, V. nigrescens a V.
theobromae. O druzich V. longisporum, V. dahliae a V. albo-atrum je znamo, Ze

zpusobuji chorobu rostlin zvanou verticiliové vadnuti [7-9].

2.2. Okruh hostitelt
Patogeny rodu Verticillium (ptedevSim V. dahliae) napadaji témét 400 hostitelskych

rostlin, v€etné hlavnich zeméd¢€lskych plodin: olejniny (fepku olejnou), obili, kofenovou
zeleninu, byliny, lusténiny, ovoce (peckovice, citrusy), ofechy i pfadné plodiny a tabak.
Napada téz vice nez 60 rodi dievin a bylinnych okrasnych rostlin a 25 roda
dvoudéloznych plevela [10,11]. Mimo oblasti poznamenané lidskou c¢innosti,
v pfirozeném prostiedi, pfirodnich rezervacich a chranénych ptirodnich oblastech byl

vyskyt druhl Verticillium zaznamenan pouze v ramci jednotek [12].

Kwvli historickému taxonomickému zaménovani rodu V. dahliae s V. albo-atrum a
V. longisporum je obtizné urcit zpétné€ presné rozdéleni hostiteld, které se navic mnohdy
piekryva, a je nutné podstupovat zpétné dalsi analyzy [13]. Bylo potvrzeno, Ze z téchto tii
druht ma nejveétsi okruh hostitell V. dahliae [9,12], ktery je zaroven nejvice virulentni
[14]. U rodu V. longisporum je odliSeni hostiteld zkomplikovéano jeho hybridizaci s rodem

V. dahliae, béhem které doslo k posunu v preferencich hostitele a rozsifeni patogeneze na
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SirSi okruh hostitell (napf. na ¢eled’ brukvovitych) [9]. Spolecnymi hostiteli jsou arty¢ok,
bavlna, lilek, hlavkovy salat, raj¢e, vodni meloun, fepka olejnd, kien, kvetak, zeli a Inéna
semena [14], cukrova tepa a Arabidopsis thaliana [9]. U jednotlivych hostitelt mohou
druhy Verticillium vykazovat riznou miru virulence, kterd se odviji pravé od hostitele, a
nikoliv od houbového druhu. Stejné patogenni jsou V. longisporum a V. dahliae na
rostlinach vodniho melounu [14]. Rozdilna patogenita se vyskytuje pfedevsim u Celedi

brukvovité.

2.2.1. Hostitelé V. longisporum

V. longisporum, bylo pfevazné zaznamenano jako patogen celedi brukvovité, ktera
je druhem V. dahliae infikovana relativné ziidka, diky své nizké virulenci na této celedi.
Nejvyssi virulenci projevovalo V. longisporum linie A1/D1 [14]. Jedna se predevsim o
fepku olejnou, kvétak, hlavkové zeli, polni hoi€ici, kien, fedkev ohnici, pekingské zeli,
tufin, cukrovou fepu, brukev fepku a rizickovou kapustu [9,12,13]. Mezi brukvovitymi
ovSem existuje vyjimka, kterou je brokolice. Ta nevykazuje ptiznaky verticiliového
vadnuti ani po zasazeni do zamotené pudy. V. longisporum kolonizuje pouze kortikalni
povrch kotend brokolice, ale neprochdzi do vaskuldrniho systému [9]. Snad nejvétsi
patogenezi zpusobuje na fepce olejce, u které je nejcastéjsi pti¢inou choroby verticiliové

vadnuti [6], a v jejiz produkci plsobi celosvétoveé ekonomické ztraty.

Testy patogenity potvrzuji, ze V. longisporum ma schopnost infikovat i rostliny
mimo celed’ brukvovitych (viz. vySe jmenovany lilek, rajcata, salat ¢i vodni meloun).
U téchto hostitelit je V. dahliae rozSitenéjSim patogennim druhem, piesto byla
u uvedenych hostiteld vzdy alesponn jedna z linii V. longisporum vice nebo stejné

virulentni nez V. dahliae [14].

Verticiliové vadnuti je také jednou z nejvyznamnéjSich chorob rajcete [15]. Velkou
roli v patogenezi tohoto hostitele kromé V. dahliae a V. albo-atrum ma také V.

longisporum, ptestoze jedna ze tii linii, V. longisporum A1/D1 rajce nenapada [14].

2.3. Vyskyt ve svété
Vyskyt verticiliového vadnuti je Castené omezen zemépisnymi Sitkami 60 °s. §. a
50 °j. 8., nejvice rozsifené je v mirnych oblastech kvili vysSimu teplotnimu rozmezi.
Vlivem proménlivého klimatu je choroba vaznéjsi v horkych suchych l1étech. Jeji hojné
rozsifeni je dano pomérnym zastoupenim druhu V. dahliae, ktery prospiva prave

v teplejSich lokalitach. Zarovenl se nevyskytuje v tropickych niZinnych oblastech, a
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v mistech s pfiliSnou vlhkosti piid. Nékteré ze druht (napt. V. albo-atrum) se vyskytuji
spiSe v chladnéjsich lokalitach [16]. Doklady vyskytu rodu Verticillium jsou znamé
ve Francii, Spanélsku, Italii, Némecku, Holandsku, Déansku, Svédsku, Velké Britanii,

USA [10], Japonsku a také na Novém Zélandu [16].

Prvni popis infekce V. longisporum u celedi brukvovitych byl zaznamenan na
ruzickové kapusté v Anglii vroce 1957. Jako patogen fepky olejky byl tento druh
pozorovan na jihu Svédska vroce 1969. Pravé ve Svédsku zpiisobuje tato choroba
dlouhodob¢ hospodatské ztraty. Toto rozsahlé zamoteni je zde pravdépodobné zpiisobeno
intenzivnim péstovanim monokultur fepky olejky v letech 1945-1955 [9,13]. Nyni je
rozsifen po celé Evropé, zejména na jihu Svédska, v severnim Némecku, ve Francii,
Polsku, Ukrajin€ a Velké Britanii. Nedavné studie poukazuji na pfitomnost patogenu

v Kanadé, Kalifornii a Rusku [6,9,17].

2.4. Zpusob patogeneze, zivotni cyklus
Proces infekce V. longisporum je velmi podobny procesu infekce V. dahliae, ptestoze
jejich okruh hostiteld neni totozny. Symptomy se mohou mezi hostiteli rostlin zna¢né
lisit, mezi nejCastéjsi pozorované piiznaky onemocnéni patii charakteristické vadnuti

rostlin, zakrnéni, chloréza, zména cév a ¢asné zrani a starnuti [9].

V. longisporum infikuje koteny rostlin (Obr. 2.1, str 13). Nachazi se v pid¢ v podobé
tzv. mikrosklerotii, coz jsou klidové (latentni) shluky melanizovanych, tlustosténnych
houbovych bunék, vznikajicich z hyf laterdlnim pucenim. Z vnéjSich hyf sklerotia se
vytvairi pochva, vnittek se diferencuje na tlustosténnou kiru bunck a centralni Cast
sestavajici se z hyf s vyzivovou a skladovaci funkci. Z nich pak opét mohou klic¢it hyfy,

které rostou smerem ke kotenu rostliny [9,17].

Hyfy kolonizuji povrch kofenovych vlaskli a rostou smérem ke kofenovym
povrchim. Zde vstupuji skrze kofenova poranéni nebo piimym prinikem do
epidermalnich bun¢k lateralnich kotenti. V koteni jiz rostou hyfy smérem k centralnimu
valci, vstupuji do xylému, §ifi se jim smérem k vyhonkim a kolonizuji ho [18,19].
Xylémova tekutina poskytuje prostiedi s omezenymi zdroji uhliku a nevyvazenym
zasobovanim aminokyselinami, coz vyzaduje, aby V. longisporum vyvolalo kontrolu
biosyntézy aminokyselin [20]. Po vétSinu svého zivotniho cyklu je patogen omezen na

cévni systém ve stoncich, kde se nachazi v latentni fazi [19]. B&hem této faze infekce,
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ktera trva po hlavni dobu vegetaniho obdobi, ziistdva hostitelska rostlina bez symptomu

nemoci [21].

Teprve béhem dozravani rostliny zaéne patogen opoustét cévni svazky a zacne se
Sifit hyfami nebo konidiosporami diky transpiracnimu proudu do hornich casti
rostlinného vaskularniho systému. Patogen také narusuje absorpci vody a transport
rostlinou sniZzenim priichodnosti xylému, coZ ma za nasledek vadnuti — nejzndmé;si
ptiznak napadeni rodem Verticillium [11]. Rostlina za¢ind uvadat od spodu, pfi delSim
trvani Casto sesycha cela. Béhem Sifeni patogenu v rostliné vzhiru xylémem dochazi i
¢asteCné kolonizaci stonkového parenchymu a ke vzniku tmavého jednostranného
pruhovani, viditelného na stonku. V pozd&jsi fazi se v odumirajicich stoncich a listech

zacnou hojné tvofit cerné melanizované mikrosklerotie v dieni a pod stonkovou

epidermis [21,22].

Obrizek 2.1: Zivotni cyklus Verticillium longisporum na ¥epce olejné (pievzato z [9]). Mikrosklerotie
Jsou klidové struktury, které sidli v pude, kde cekaji na dalsiho hostitele a vhodné podminky (1). Blizkost
korenui rostliny spusti kliceni hyf, které rostou smérem ke korenum rostliny (2). Nasledné hyfa pronika do
korenoveho viasku (3) a siri se dal rostlinou ke xylému. Po vetsinu vegetacniho obdobi nejsou pozorovany
zadné priznaky nemoci (4), teprve beéhem dozravani rostliny se na stonku objevuje tmavé jednostranné
pruhovani (5) a dochazi k opadu listii. Nakonec se v kiire stonku zacnou tvorit cerné mikrosklerotie, které
se pri rozkladu rostliny uvolnuji do pudy (6).
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Mikrosklerotie se pak po odumfeni hostitelské rostliny a zetleni vraci zpét do pady.
Vznikaji predev§im za ucelem pieklenuti prostoru mezi ptidnimi hostiteli, avSak pii
nepfitomnosti vhodného hostitele ziistdvaji mikrosklerotie v latentni formé v pudé az 14
let [11,21]. To usnadnuje Sifeni patogenit vodou, zemédélskym zafizenim a persondlem
[22]. Mohou piezit v celé fadé podminek piidni vlhkosti a teploty, ale nejrychleji ztrati
zivotaschopnost na extrémné vlhké a teplé pudé [23]. Organicka dusikatd hnojiva, typy
pudy, ani hodnoty pH na vyskyt verticiliového vadnuti nemély zadny vliv [24]. Mira
onemocnéni je umeérnd hustot€¢ mikrosklerotii v ptidé. Mezni hustota, pii které se jiz

verticiliové vadnuti objevuje, je zavisla na hostiteli.

2.5. Ekonomické ztraty a obrana zemédeélskych plodin
Tato choroba se objevuje tésné pred sklizni, kdy bylo do vyroby investovano mnoho a
nasledkem byvaji velké ekonomické ztraty [11,15]. V minulosti byly k dispozici mnohé
fungicidy, které v rtizné mife inhibovaly houbové druhy rodu Verticillium. Patiily mezi
né¢ napf. maneb, mancozeb, oxychlorid médnaty, dinocap, daconil 2787,
prochloraz-Mn-komplex, formaldehyd, binapakryl, fluorosilikdt sodny, dichlorvos a
chlorpyrifos. Rezistentni byly naopak vic¢i fungicidim benomyl, chlortalonil,
thiabendazol, diethofencarb a iprodion [25-27]. Pouzivani vétSiny téchto fungicidii je jiz
v Evropskych zemich v dnesni dobé zakdzano. U mnoha z nich byly prokézané toxicke,
teratogenni a karcinogenni U¢inky na zvifata i na lidi. OvSem 1 pii pouziti fungicidi
s menSimi riziky dochazi ke kumulaci jejich rezidui v pidach, ke kontaminaci
podzemnich vod 1 povrchovych vodnich ploch [28]. Proto je vhodné kontrolu V.
longisporum stavét predevSim na jinych zemédé€lskych opatfenich. Vzhledem
k dlouhému piezivani mikrosklerotii v ptid¢ je vhodné prodlouzit stfidani hostitelskych
plodin s rezistentnimi plodinami na vice nez tii roky [24]. Dal$imi opatfenimi mize byt

zpozdéné seti i aplikace Cinidel biologické ochrany [21].

V neposledni fadé bylo ¢astecné potlaceni houbovych patogenti rodu Verticillium
dosazeno pouzitim hub rodi Talaromyces, Trichoderma, Penicillium, Pythium, Fusarium
a Gliocladium, které kolonizuji rhizosféru a piisobi jako antagonisté [15]. Mezi jejich
projevy patii antibioza (Trichoderma, Gliocladium), kompetice (Fusarium) a
parazitismus (Pythium, Fusarium). Nekteré z téchto druhi mohou v rostliné navodit
obranné¢ mechanismy a indukovat vznik rezistence (napt. Coletotrichum orbiculare,

Trichoderma sp.) [29].
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Teprve nedavno byla u dvou druhii ¢eledi brukvovitych, brukev zelné (B. oleracea)
a brukev fepak (B. rapa) nalezena zvySena uroven rezistence, a proto se tyto nové
genotypy zaclenily do Slechtitelskych procesti brukve fepky (B. napus) s cilem zvysit
odolnost kultivarii. Tato cesta se ukdzala do¢asn¢ jako nejucinnéjsi [21,24]. Geneticka
rezistence je soucasné nejvice preferovanou metodou pro kontrolu nemoci [30]. Jednou
z moznosti je napt. ztlumeni exprese dvou CPC1 izogenti (VICPCI1-1 a VICPC1-2) V.
longisporum, které koduji transkripéni faktory regulujici drahy biosyntézy aminokyselin
v rostlin€. Takto geneticky vytvofeni mutantni jedinci jsou vysoce citlivi na nedostatek
aminokyselin a u infikovanych rostlin vykazuji méné ptiznaki, obzvlasté u rostlin fepky

olejky a rajCete, pti jejichz infekcei je pro V. longisporum tento gen stézejni [20].

2.1. Obranné odpovédi rostlin

Rostliny reaguji na zmény okolniho prostiedi a brani se neustalému napadani patogennich
hub, bakterii a virti. V rdmci své ochrany rostliny vytvofily univerzalni strukturalni
bariéry ¢i biochemické mechanismy, které omezuji infekci patogenem. Rostlinné genomy
koduji stovky PR proteind, které umoznuji rychlé, nespecifické rozpoznani patogenu a
vyvolani hypersenzitivni odpovédi (HR). Ta zahrnuje syntézu antimikrobidlnich
sekundarnich metabolitli, produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) a programovanou

bunécnou smrt (PCD) lokalizovanou tak, Ze omezuje dalsi postup patogenti [31,32].

V ptipadé, ze tyto obranné mechanismy nezabrani invazi patogenu a onemocnéni,
dokézi nekteré rostliny po rozeznani tociciho patogenu reagovat novymi obrannymi
mechanismy, které se mohou stat specifickymi pro dany druh. Je to jednak produkce
sekundarnich metabolitli, ale také zména metabolickych cest. Takto dokazi invazi
patogenu zpomalit, zastavit, & zmirnit jeji nasledky [19]. Usp&$na obrana rostlin zavisi
na schopnosti reagovat kaskddou specifickych obrannych odpovédi béhem systémové

invaze a kolonizace patogenem.

Choroby zpiisobené rodem Verticillium jsou vaskularni povahy. Uplna rezistence na
vaskularni infekci je nepravdépodobnd. Hostitelské rostliny mohou vSak i pfes
systétmovou kolonizaci postradat zdvazné piiznaky, ¢i se u nich mohou ptiznaky

vyskytovat ve zmenSené mife [19,33].

2.1.1.ROS
Reaktivni formy kysliku jsou v rostlinach zapojeny do mnoha signalnich a regulacnich

drah souvisejicich s riistem rostlin, vyvojem, gravitropismem, hormondlnimi u¢inky,
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modulaci struktury polymerd bunécéné stény a dalSimi fyziologickymi jevy. Jsou
vyuzivané jako molekuly typu ,,druhy posel* nebo signaliza¢ni meziprodukty. ROS jsou
vytvafeny nepfetrzité béhem normalniho aerobniho metabolismu (oxidativni fosforylace
v mitochondriich). Hlavné vSak hraji kritickou roli v procesech souvisejicich s ochranou
rostlin pfed biotickymi a abiotickymi stresy. V diisledku infikace patogenem se produkce
ROS zvysuje, vysledna nekontrolovana oxidace vede k poskozeni bun¢k a k bunécné

smrti, ktera zabranuje dalsi invazi patogenu [34,35].

ROS se =zacinaji generovat v ruznych bunéénych kompartmentech kratce po

rozpoznani patogenu. Nejprve dochéazi k brzké akumulaci ROS v plastidech, zptisobené

o, G

Transkripéni
odpovéd’

Obrazek 2.2 Reaktivni formy kysliku (ROS). Signalni sit' spojujici apoplast, chloroplast a jadro.
Apoplastické ROS jsou produkované extraceluldarnimi peroxidasami a NADPH oxidasami (Rboh) vazanymi
na plazmatickou membranu. Vznikajici superoxid (O.") je preveden na peroxid vodiku, ktery vstupuje do
bunky akvaporinovymi kandaly (AQP) v plazmatické membrdané nebo reaguje s extracelularnimi
(apoplastickymi proteiny, AP) ¢i s transmembranovymi senzorovymi proteiny (RLKs), coz nakonec vede ke
zménam v genové expresi za vyuziti intracelularnich signalnich drah zahrnujicich napr. MAPK. Produkce
extracelularnich ROS je zaznamendana v chloroplastu dosud neznamym mechanismem a je zde zvysend
tvorba ROS pomoci elektronového transportniho retézce (ETC). Zvysena ROS uvniti chloroplastu vede
k preprogramovant transkrvipce prostrednictvi hormondlni signalizace, napv. zvyseni produkce kyseliny
salicylove (SA). Kandlové proteiny (AQP) by mohly umoznit uniky ROS z chloroplastu do cytoplazmy.
Vapenaté ionty (Ca’') se podili na regulaci produkce ROS v apoplastech a chloroplastech.
CAS...specificky protein vazajici vapnik, EX1 a EX2 ... singletovym kyslikem indukované proteiny, které
prenasi stresovy signal z plastidu do jadra. Prelozeno z [36].
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mitogenem aktivovanymi proteinkinasami (MAPK) a dysfunkci fotosyntetického
transportniho fetézce elektronti. Chloroplasty jsou hlavnim zdrojem ROS v rostlinach,
k dalsi produkci dochézi v mitochondriich a peroxisomech. Odtud se pravdépodobné sSiii
signal do apoplastu, ve kterém se spousti dalsi produkce ROS, do které jsou s nejvetsi
pravdépodobnosti zapojeny NADPH oxidasy plazmatické membrany a peroxidasy

bunécné stény [31] (Obr. 2.2, str.16).

Z apoplastu se ROS signal Sifi dale k sousednim buitkam, v nichz muize vést
k indukci zesiténi polysacharidii a ligninu a zesilovat tak buné¢éné stény. Na druhou stranu
vede také k hypersenzitivni reakci v podobé oxidace lipidd a proteinti, ¢imz dochazi
k poskozeni membrany, coz v kone¢ném disledku vede k bunééné smrti v oblasti
pocinajici infekce. Regulacni funkce ROS v obrané rostlin jsou spojené s dal$imi
signalizaCnimi molekulami rostlin, pfedev§im s kyselinou salicylovou (SA) a oxidem

dusnatym (NO).

Mezi ROS patii peroxid vodiku H>0», superoxidovy aniont Oz, hydroxylovy
radikdl OH"* a singletovy kyslik 'O,. V organismech je snaha o udrzovani jejich hladiny
v ramci udrzeni homeostazy v riznych kompartmentech bunck. Rostliny si vyvinuly
enzymaticky i neenzymaticky antioxida¢ni systém, aby se ochranily pfed oxidativnim
poskozenim a pro modulaci nizkych hladin ROS pro ptenos signalu. Soucasti tohoto
systému jsou molekuly a enzymy zachycuji ROS (askorbatperoxidasy, glutathion,
superoxiddismutasy (SOD, EC 1.15.1.1), kalatasy, dehydroaskorbatreduktasy,
glutathionreduktasy, glutathion-S-transferasy a peroxiredoxin) (Obr. 2.3). Regulace

H 202 ASKORBAT , G556 MADPY
O, NADP*

H,O°

Obrazek 2.3 Askorbdt-glutathionovy cyklus. Superoxidy vznikajici v rostlinach jsou enzymem
superoxiddismutasa (SOD) premeénény na peroxid vodiku, ktery je v ndsledujicim kroku eliminovdn
askorbatperoxidasou (APX) za soucasné premény askorbdtu na monodehydroaskorbat (MDHA). Jednim
enzymem, ktery regeneruje MDHA na askorbat je monodehydroaskorbatredutasa (MDHAR), vedlejsim
produktem reakce je NADPH. Druhym regeneracnim enzymem je dehydroaskorbatreduktasa (DHAR),
ktera soucasné oxiduje redukovanou formu glutathionu (GSH). Vznikla oxidovand forma glutathionu
(GSSG) je redukovana glutathionreduktasou (GR) za spotieby NADPH.
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téchto enzymi byva zprostfedkovana kyselinou salicylovou a v pfipad¢ infekce muize

zvysit produkci ROS a aktivaci obranného systému [36,37].

2.1.2.S0D
Superoxiddismutasy jsou enzymy katalyzujici rozklad superoxidovych radikalt na kyslik
v bunikdch odbourava a ma hlavni roli v obran¢ proti toxicky redukovanym formam
kysliku. Vzhledem ke zvySené produkci ROS v pribchu infekce rostliny je SOD dilezita
pravé pro snasenlivost rostlinnych strest, protoze pomahd udrzovat homeostdzu ROS

v oddélenych bunéénych kompartmentech [38].

Peroxid vodiku a superoxidové radikdly jsou samotné relativné nereaktivni.
V ptitomnosti napt. Zelezitych iontd mohou reagovat Haber-Weissovou reakci za vzniku
hydroxylovych radikalt.
Fe2+,Fe3+
H,0, + 03 — OH™ + 0, + OH°® Haber-Weissova reakce
Hydroxylové radikaly mohou zplisobovat peroxidaci lipidl, denaturaci proteinti a

mutaci DNA. Je vSak mozné je snadno enzymove¢ regulovat a eliminovat tak tuto hrozbu.
205_ + 2H+ b HzOz + 02 SOD

Superoxiddismutasa reaguje se superoxidovymi radikaly za vzniku peroxidu vodiku.

SOD je zpétnovazebné regulovana koncentraci Oz a H2O2 [39].

Existuji tii izoformy tohoto enzymu, které jsou pojmenovany podle aktivniho iontu
kovu, ktery se v molekule nachazi (méd’/zinek, mangan a zelezo). Pouze v rostlinach lze
nalézt vSechny tifi formy. Cu/Zn-SOD se nachazi v cytoplazmé, jadie a lysozomech,
Fe-SOD v chloroplastech a cytoplazmé, Mn-SOD se vyskytuji predevSim
v mitochondriich [40].

2.1.3. Fenolické slou€eniny
Produkce fenolickych slou¢enin hraje dulezitou roli nejen v obrané rostlin proti
patogeniim, ale také v normalnim rastu a vyvoji rostlin. Jsou produkty sekundarniho
metabolismu a patii mezi n¢ napt. fenolické kyseliny (kyselina salicylova), derivaty
kyseliny benzoové, kumariny, flavonoidy, anthokyaniny, taniny a ligniny. Syntéza
ptfirozené se vyskytujicich fenolickych sloucenin je zajiSténa predevsim Sikimdtovou,

fenylpropanoidovou, a polyketidovou drahou [41].
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Rezistence rostlin proti V. longisporum souvisi se zménami ve fenolickém sloZeni
kotfenovych a stonkovych tkani, se zménami v cévnich bunéénych sténach a s cévnimi
okluzemi vyskytujicimi se ve vaskularni tkéni pfi pozdéjsich stadiich infekce [19].

V reakci na vniknuti patogenti dochazi nejprve k smrti hostitelskych bun¢k a k nekroze.
Nasledné rostlina zahajuje rychlou produkci a akumulaci fenolickych slouc¢enin v misté
infekce. Tyto slouCeniny nasledné¢ zpomaluji nebo uplné zastavuji riist patogenu a
umoznuji aktivaci ,,sekundarnich® strategii, které¢ by dikladnéji omezily patogen. Témi
jsou napiiklad modifikace bunénych stén fenolickymi substituenty nebo fyzickymi
bariérami jako jsou apozice nebo papily a také syntéza specifickych antibiotik jako jsou

napt. fytoalexiny [33].

Fenylpropanoidova drdha produkuje fenolické latky, které maji dilezité biologické
funkce: napt. jako signalni molekuly v obrannych reakcich, latky piimo vykazujici
antimikrobidlni aktivitu, latky podilejici zesileni bunécné stény (lignin, suberin,
konjugaty kyseliny hydroxyskoticové) nebo modulatory rostlinnych hormonti v obranné

signalizaci €1 jako antioxidanty reaktivnich forem kysliku (flavonoidy).

Nejzasadnéjsi roli ma lignin, ktery je hlavni strukturdlni slozkou bunéénych stén
vaskularni tkang a vldken v rostlinach [42]. Lignin je polymer aromatickych podjednotek
odvozenych od fenylalaninu (fenylpropanoidové estery jako napt. kyselina kumarova,
ferulova, sinapova). Jako matrice kolem polysacharidovych slozek rostlinnych
bunéénych stén zajiStuje tuhost, pevnost a zesileni bunécné stény, Cini stény
hydrofobnimi a vodé nepropustnymi, hraje také roli v odolnosti vii¢i patogenim. Béhem
normalniho vyvoje rostliny se lignin vyskytuje pouze v bunikach xylému a sklerenchymu.
Nadmérné hromadéni a ukladani ligninu a podobnych polymerti do bunécné stény byva
indukovano v ostatnich typech bun¢k mechanickym poskozenim, poranénim, mikrobidlni
infekci ¢i stresem [43]. Predpokladem je, ze ukladdani ligninu snizuje difizi enzymu a
toxind uvolnovanych z patogennich houbovych hyf do hostitele, a naopak vody a Zivin
z hostitele do houby. Také fenolické prekurzory ligninu maji antimykotickou aktivitu.
Mohou inaktivovat fungalni membrany, enzymy, toxiny a elicitory. Houbové hyty mohou

byt lignifikované a ztratit plasticitu nezbytnou pro rist. [44]

Velmi dalezitou fenolickou slouc¢eninou je také kyselina salicylova, ktera
v rostlindch vyvolava kveteni. Jednad se o dlleZitou signaliza¢ni molekulu, ktera se

v reakci na napadeni patogenem akumuluje v rostlin€ a aktivuje riizné reakce na ochranu
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rostlin. Indukuje expresi rostlinnych obrannych geni a ziskanou systémovou rezistenci
vuci dalsi infekci spektrem patogenti [45], ma vliv na aktivitu fady enzymu 1 jejich
syntézu, amplifikuje tvorbu volnych radikalu a s tim ovliviiuje i smrt hostitelskych bun¢k

[46].

2.1.4. NADP-ME
Pti biotickém stresu se v nékterych modelovych systémech rostlina-stresor zvysuje
aktivita NADP-malatdehydrogenasy (oxalacetat dekarboxyla¢ni) (EC 1.1.1.40), ktera
katalyzuje oxida¢ni dekarboxylaci maldtu za soucasné redukce koenzymu NADP™.
Vznikajicimi produkty jsou pyruvat, CO> a NADPH. Kofaktory této reakce jsou
dvojmocné ionty kovu (hofecnaté nebo manganaté¢). NADP-ME je dilezity predevsim
v C4 a CAM rostlinach, ve kterych uvolnuje CO» vyuzivany k fixaci uhliku enzymem

Rubisco [47,48].

NADP-ME ma vSak velky vyznam i v obrané rostlin. Bylo zaznamenano jeho
zvySené mnozstvi pii stresu, poranéni nebo vystaveni UV zafeni [49]. Jeho hlavni role je
v produkci NADPH, které¢ je béhem infekce vyuZzivano pro syntézu ROS a biosyntézu
monoligninu a naslednou syntézu ligninu nebo pro syntézu flavonoidti, mastnych kyselin.
Vyssi aktivita NAPD-ME béhem biotického stresu je nejspiSe spojena praveé s nutnosti
zvySené produkce NADPH. Dalsi produkt reakce, pyruvat, mize byt vyuzit ke ziskani
energie v mitochondriich, ¢i jako prekurzor fosfoenolpyruvatu pro Sikimatovou drahu

[47,49,50] .

2.1.5. G6PDH
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (EC 1.1.1.49) je stéZejnim enzymem pro
pentosafosfatovy cyklus, kde v prvnim kroku katalyzuje preménu glukosy-6-fosfatu na
6-fosfoglukono-6-lakton za soucasné redukce koenzymu NADP". Hlavnim produktem
pentosafosfatového cyklu je NADPH a dalsi pétiuhlikaté meziprodukty cyklu (ribulosa-
S-fosfat) [48]. GO6PDH se vyskytuje v né€kolika izoformach, hlavné v cytosolu
(NbG6PDH-Cyto) a plastidech (NbG6PDH-P1 a NbG6PDH-P2) [51]. V dusledku
infekce patogenem dochazi ke zvySeni aktivity GOPDH 1 k dal$i syntéze enzymu praveé
pro zvyseni mnozstvi NADPH v cytosolu, které je vyuzivano v ochrané rostlin [52,53].
U rostlin s uml€enou izoformou NbG6PDH-P2 byla po infikovani patogenem

pozorovana niz§i HR, bunécnd smrt v misté vstupu patogenu byla pozorovana v mensi
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mife a sniZzend byla i produkce ROS, a proto se patogen mohl vice §ifit. Pro obranu rostlin

je tedy stézejni tato chloroplastova P2 izoforma G6PDH [51].

2.1.6. SDH
Sikimatdehydrogenasa (EC 1.1.1.25) je enzym vyskytujici se v plastidech. Katalyzuje
reverzibilni pfeménu 3-dehydrosikimatu na Sikimat za spotieby NADPH. Je enzymem
Sikimatové drahy (Obr 2.4, str. 22), ktera vede k biosyntéze aromatickych aminokyselin.
Na ni navazuje fenylpropanoidova drdha, produkujici sekundarni metabolity rostlin,
predevsim fenolické latky, které se uplatituji v obrané rostlin [54]. Sikimatova draha
obsahuje sedm krokd, které zacinaji kondenzaci fosfoenolpyruvatu a erytroza-4-fosfatu
za vzniku 3-deoxyarabinoheptulozonat-7-fosfatu. Tteti a Ctvrty krok cyklu je katalyzovan
Sikimatdehydrogenasou ve spojeni s 3-dehydrochinatdehydratasou (EC 4.2.1.10). Tento
bifunkéni enzym katalyzuje dehydrataci dehydrochindtu na 3-dehydroSikimat a
reverzibilni redukci 3-dehydroSikimatu na Sikimat. Kone¢nym produktem Sikimatové

dréhy je chorismat, ktery je prekurzorem aromatickych aminokyselin [55].
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Obrdzek 2.4 Sikimdtova a fenylpropanoidovd driha, které vedou k biosyntéze aromatickych aminokyselin,
sekundarnich metabolitii rostlin, predevsim fenolickych sloucenin, které hraji velkou roli

v obrané rostlin. DAHPS ... deoxyarabinoheptulozondat-7-fosfatsyntasa,

PAL ... fenylalaninamoniumlyasa; PTAL ... fenylalanin/tyrosinamoniumlyasa.
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3 Cile prace
Cilem prace bylo sledovat vliv aplikace prostfedku biologické ochrany (obsahujici
Pythium oligandrum) na metabolismus rostlin rajéete infikovanych houbovym

patogenem Verticillium longisporum, jmenovité na:

e antioxidacni kapacitu a antioxidacni systém infikovanych rostlin rajcete (aktivitu
antioxida¢nich enzymt SOD, katalasy a glutathionreduktasy a na izoenzymové
slozeni SOD)

e aktivitu NADP-dependentnich enzymi infikovanych rostlin rajcete (G6PDH,
NADP-ME, SDH)
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4 Material a metody

4.1. Pouzité chemikalie
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin
2-amino-2-metyl-1-propanol
Akrylamid
Bisakrylamid
Bradfordovo ¢inidlo
Bromfenolova modf
Coomassie Brilliant Blue
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Ethanol 96 %
Etylendiamintetraoctan disodny (dihydrat)
Fenol
Fenolové ¢inidlo Folin-Ciocalteu
Glukosa-6-fosfat
Glycerol bezvody
Glycin
Hovézi sérovy albumin
Hydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat)
Hydroxid sodny
Chlorid hotecnaty (hexahydrat)
Chlorid zelezity (hexahydrat)
Kapalny dusik
Kyanid draselny
Kyselina askorbova
Kyselina chlorovodikova 35 %
Kyselina octova 99 %

Kyselina Sikimova

Malat sodny
N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Nitroblue tetrazolium
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(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Lachema-Chemapol, CSSR)
(Lach-Ner, CR)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Dr. Kulich Pharma, CR)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Lach-Ner, CR)
(Lach-Ner, CR)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Lachema-Chemapol, CSSR)
(Penta, CR)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Linde Gas, CR)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Lach-Ner, CR)
(Lach-Ner, CR)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Thermo, Japonsko)
(Roche, Némecko)
(Sigma-Aldrich, USA)



Octan sodny krystalicky (Lachema, CR)

Oxidovana forma glutathionu (disodna stl) (Roche, Némecko)
Peroxid vodiku 30 % (Lach-Ner, CR)
Peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich, USA)
Polyvinylpolypyrrolidon (Sigma-Aldrich, USA)
Redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat (Sigma-Aldrich, USA)
Riboflavin (Sigma-Aldrich, USA)
Sacharosa (Penta, CR)

Trolox (Sigma-Aldrich, USA)
Uhlicitan sodny bezvody (Lachema, CR)

4.2. Pouzité pristroje

Analytické vahy: Entris (Satorius Lab Instruments, Némecko)
Analytické vahy: XE-100A (Denver Instruments Company, USA)
Centrifuga: Univerzal 32R (Hettlich, Némecko)

Elektroforetické aparatura: Multigel (Biometra, Némecko)

pH metr: UltraBASIC UB-10 (Denver Instruments Company, USA)
Posvécovac: Slimlite platno (Kaiser, Némecko)

Spektrofotometr: HeAios y (Thermo Scientific, USA)
Spektrofotometr: Multiscan go (Thermo Scientific, USA)
Spektrofotometr: Ultrospec 2100 (Amersham Pharmacia Biotech, USA)

4.3. Pouzité metody

4.3.1. Rostlinny material
Experimentalnim materialem byly rostliny rajéete (Solanum lycopersicum L cv. Micro-
Tom), které byly laskavé poskytnuty Ing. Tomasem Vankem Ph.D. (Biopreparaty.s.r.o).
Semena byla oSetiena inokulem obsahujicim 12,0 X 10° oospor-g”! izoldtu Pythium
oligandrum. Byly pouzity tfi izolaty: komeréné pouZzivany preparat M1 a dva dosud
nepouZzivané izolaty X42 a X48. VSechna semena spole¢né s neoSetienymi kontrolnimi

semeny byla vyseta do kvétinacl s pidou a péstovana v kultivaéni mistnosti pii

2 .1

teploté 20 °C, 60 % relativni vlhkosti vzduchu a osvétleni 150 pmol fotonu - m” -s™.
V mistnosti byl rezim 16 hodin svétlo / 8 hodin tma. Po dvou tydnech kultivace byly listy
rostlin inokulovany houbovym patogenem Verticillium longisporum. Kazda skupina

obsahovala nejméné¢ deset rostlin, ze kterych byly po dvou tydnech od inokulace
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odebrany 1 g smésné vzorky listi, které byly okamzité zmrazeny v kapalném dusiku a

uchovavany pii -78 °C.

4.3.2. Extrakce
Vzorky listi zmrazené v kapalném dusiku byly pievedeny do tifeci misky a byly
homogenizovany. Poté byl pfidan pufr A v poméru 1:1 nebo 50% ethanol v poméru 3:1
a po rozetfeni listi byl vzorek 20 minut extrahovan pii laboratorni teploté. Poté byl
pfeveden do plastové mikrozkumavky. K extraktim v pufru A bylo pfidano pfiblizné
0,02 g/ml PVP, pro snizeni vlivu fenolickych slouc¢enin na enzymovou aktivitu. Extrakty
byly centrifugovany pii 4 °C, 16 600x g, po dobu 15 minut. Byl odebran supernatant,

ktery byl nasim zasobnim roztokem vzorku.

4.3.3. Stanoveni koncentrace proteint
Koncentrace proteinti byla stanovena metodou podle Bradforda, pti které 1ze pozorovat
barevnou zménu z ¢ervené na modrou pii navazani Cinidla Coomassie Brilliant Blue
G-250 na protein. Vznik této vazby posouva absorpéni maximum barviva z 465 na

595 nm, sleduje se zvyseni absorpce pii 595 nm [56].

Do mikrotitra¢ni desticky byl pipetovan 16x zfedény extrakt po 5 ul, nejméné
v triplikatech. K tomuto objemu bylo ptfiddno 200 pl Bradfordova ¢inidla Coomassie
Brilliant Blue a po 10 minutach inkubace pfi laboratorni teplot¢ byla prométena
absorbance pii vlnovych délkach 595 a 450 nm. Od namétenych hodnot byla odectena

hodnota slepého vzorku, ve kterém byl extrakt nahrazen 5 pl pufru A.

Pro stanoveni kalibra¢ni kiivky byly misto extraktu pouzity roztoky BSA o

koncentracich v rozmezi 0,1 — 0,5 mg-ml!,

4.3.4. Stanoveni enzymové aktivity dehydrogenas
Pro méfeni enzymovych aktivit byly pouzity vzorky extrahované v pufru A s pfidanym
PVP. V nasledujicich tfech metodach byl spektrofotometricky sledovan vznik NADPH,
ktery se projevuje absorpci pfi 340 nm. Méfeni bylo provadéno ve standardizovanych
plastovych a kiemennych kyvetach o tloustce 10,0 mm. K reakéni smési bylo ptidano
vzdy 50 pl extraktu a po rychlém promichani byla zméfena aktivita pfi 340 nm po dobu

120 s.
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Pro méfeni aktivity NADP-ME byla reakéni smés pfipravovana v nasledujicim
slozeni: 100 mM Tris-HC1 pufr (pH 7,4); 10 mM malat; 2 mM roztok chloridu
hote¢natého a 0,2 mM roztok NADP*.

Reak¢ni smés pro méteni aktivity G6PDH byla pfipravovana o celkovém slozeni:
100 mM Tris-HCI (pH 7,4); 5 mM roztok glukosy-6-fosfat; 3 mM roztok chloridu
hofeénatého; 0,2 mM NADP".

Dale byla méfena aktivita Sikimatdehydrogenasy. Reakéni smés byla piipravena
v nésledujicim slozeni: 100 mM 2-amino-2-metyl-1-propanolovy pufr (pH 9,0);

3 mM roztok Sikimatu; 0,2 mM roztok NADP™.
4.3.5. Stanoveni aktivity antioxidaénich enzymu

4.3.5.1. Enzymova aktivita katalasy (CAT)
Enzymova aktivita katalasy byla méfend v kiemenné kyveté o Sifce 10,0 mm. Byl
sledovan spektrofotometricky rozklad peroxidu vodiku po dobu 60 s a pokles absorbance
pii 240 nm. Pro méfeni byl pouzivan extrakt v pufru A. Reakéni smés o celkovém objemu
3 ml obsahovala 50 mM fosfatového pufru (pH 7,0); 20 mM peroxidu vodiku, a nakonec
bylo pfidano 300 pl tiikrat zfedéného extraktu.

4.3.5.2. Enzymova aktivita glutathionreduktasy (GR)
K méfeni enzymové aktivity glutathionreduktasy byly pouzity vzorky extrahované
v pufru A. Pfi spektrofotometrickém meéteni byl sledovan ubytek mnozstvi NADPH
v reakci v kiemenné kyveté o tloust’ce 10,0 mm pfi 340 nm. Reakéni smés o celkovém
objemu 3 ml obsahovala 100 mM Tris-HCI pufr (pH 8,0); | mM EDTA; 1,3 mM GSSG;
0,1 mM NADPH, a nakonec bylo ptfidano 100 ul extraktu.

4.3.6. Stanoveni mnozstvi fenolickych latek a antioxidaéni kapacity

4.3.6.1. Stanoveni obsahu fenolickych latek
Ke stanoveni mnozstvi fenolickych latek byl vyuzivan extrakt v 50 % ethanolu. Extrakt
byl 16x a 32x fedén. Méfeni bylo provadéno na mikrotitracnich destickach a byla méiena
antioxida¢ni aktivita fenolickych latek za reakce fenoldtového aniontu s Folin-
Ciocalteuovym ¢inidlem za vzniku slouceniny modré barvy. Do jamek mikrotitracni
desticky bylo pipetovan minimalné v triplikatech 20 ul zfedéného extraktu a 100 pl 20 %

Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Po 4 minutach inkubace pfi laboratorni teploté bylo pfidano
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80 ul roztoku 75 g1 (w/v) Na,COs. Po dalsich 30 minutich inkubace byla méfena

absorbance pti 760 nm. Byl sledovan ubytek absorbance oproti blanku.

Pti kalibraci byl extrakt nahrazen roztoky fenolu o koncentracich 250-850 umol/Il.
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< e
O
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Obrazek 4.1: Kalibracni primka zavislosti absorbance na latkovém mnoZstvi fenolu, parametryry
kalibracni kiivky: A=0,0315 n(fenol) [nmol], R?> =0,9832.

4.3.7. Metoda FRAP

Metodou FRAP byly stanoveny antioxida¢ni vlastnosti vzorkl sledovanim schopnosti
redukovat tripyridyltriazin Zelezity (Fe'""'-TPTZ) na jeho Zeleznatou formu (Fe'""-TPTZ)
za vzniku modrého zabarveni, a to za pfitomnosti nizkého pH. Byla sledovéana absorbance
pfi 593 nm. Bylo pfipraveno cerstvé FRAP cinidlo, které bylo vzdy chranéno pted
svétlem, o celkovém objemu 30 ml a sloZeni: 25 % (v/v) 700 umol-1"! TPTZ rozpusténém
v 40 mM HCI, 3 ml 10 % (v/v) 20 mM FeCl3 a 19,5 ml 65 % (v/v) 300 mM acetatovy
pufr (pH 3.,6).

Do jednotlivych jamek mikrotitra¢nich desticek bylo pipetovano vzdy minimalné
v triplikatech 40 pl 32x zfedéného extraktu a 200 ul FRAP c¢inidla. Po desetiminutové
inkubaci byla zmétfena absorbance pii 593 nm. U slepého vzorku byl extrakt nahrazen

deionizovanou vodou.

U kalibrace byl extrakt nahrazen roztokem kyseliny askorbové v rozsahu

10-100 umol/l. Roztok kyseliny askorbové byl také chranén pied svétlem.
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4.3.8. Elektroforetické separace za nativnich podminek
Elektroforeticka separace byla vzdy provadéna za nativnich podminek, aby neprobihala
denaturace proteinti, které byly nasledné v gelu zviditelhovany. Zaostfovaci gel byl vzdy

pfipravovan 5 %, separacni gel byl vzdy 10 %.

Slozeni zaostfovaciho gelu zahrnovalo 5 % (w/v) 30% roztok akrylamidové smési
(28,2 % (w/v) akrylamid a 0,8 % (w/v) bisakrylamid); 1,5 M Tris-HCI pufr (pH 8,8);
0,1 % (w/v) glycerol; 0,1 % (w/v) peroxodisiran amonny a 0,1 % (v/v) TEMED.
Separac¢ni gel obsahoval 10 % (w/v) akrylamidovou smés; 1,0 M Tris-HCI pufr (pH 8,8);
0,1 % (w/v) glycerol; 0,1 % (w/v) peroxodisiran amonny a 0,01 % (v/v) TEMED.
Posledni dv€ slozky spolu reaguji a spousti polymeraci akrylamidu a zesitovani

biskarylamidem, proto byly pfidavany az nakonec.

Pouzivany elektrodovy pufr mél slozeni: 1,88 % (w/v) Tris a 0,001 % (v/v) glycerol.
Extrakty byly zahu$tény pevnou sachardézou za vzniku 20 % (w/v) roztoku. U extraktl
byl zjistén obsah proteini a ve stejnych pomeérech téchto obsahi byly pipetovany objemy
extraktii do jamek gelii. Do elektrodového pufru v horni ¢asti aparatury bylo pipetovano
150 pul 0,1 % (w/w) bromfenolové modfi, diky které bylo zvyraznéné ¢elo elektroforézy.
Napéti pii pruchodu zaostfovacim pufrem bylo na elektroforetické aparatute nastaveno
na 70 V, pfi ptichodu bylo napéti zvySeno na 140 V. Ve chvili, kdy elektroforetické celo

doséhlo kraje gelu, byla elektroforéza ukoncena.

4.3.9. Aktivita superoxiddismutasy (SOD)
Superoxiddismutasa katalyzuje preménu superoxidu na peroxid vodiku a O». Extrakty
byly elektroforeticky separované za nativnich podminek (viz. pfedchozi kapitola). Gely
byly nésledné inkubovany bez pfistupu svétla v termostatu pii 37 °C v reakéni smési:
1,5 mM EDTA; 70 mM KH>PO4; 6 mM riboflavin; 0,47 % (v/v) TEMED a 0,3 % (w/v)
NBT. Poté byly promyty deionizovanou vodu, pfevrstveny tenkou vrstvou deionizované
vody a 15-20 minut ponechdny pod zafivkou. Gel se na mistech, kde nedoslo k reakci se

SOD zabarvil do modra diky fotoreakci NBT za vzniku formazanu.

4.3.10. Inhibice izoenzym( superoxiddismutasy
Byla provadéna inhibice dvou izoforem SOD v gelu. Peroxid vodiku inhibuje Fe-SOD i
Cu/Zn-SOD a kyanid draselny inhibuje pouze Cu/Zn-SOD.
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Jeden gel byl vzdy vlozen na 30 minut do inhibi¢niho roztoku obsahujiciho
1 mM EDTA, 50 mM KH>PO4 a 5 mM H;0,. Béhem inhibice byla reakce chranéna pred
svétlem. Nasledné byl gel omyt deionizovanou vodou a vlozen na 20 minut do reakéni

smési (stejné€ jako v predeslé kapitole).

Druhy gel byl vloZzen na 30 minut do inhibi¢niho roztoku o slozeni: 1| mM EDTA,
50 mM KH>PO4, 2 mM KCN. Dalsi postup byl totozny s inhibici peroxidem vodiku.

4.3.11. Statisticka analyza
Kazda biologicka skupina obsahovala 10 rostlin rajcete. VSechna méteni byla provedena
nejméné v triplikatech. Data byla analyzovana pomoci programu One Way ANOVA

(Holm-Sidakova metoda), rozdily byly povazovany za vyznamné pifi hodnoté P < 0,05.
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5 Vysledky

Byly sledovany zmény aktivit enzymdi, antioxida¢ni kapacity, mnoZstvi proteini a
fenolickych sloucenin u rostlin rajete po infikovani houbovym patogenem V.
longisporum. Zaroven byl sledovan vliv oSetfeni semen pomoci biologickych preparatt
Pythium oligandrum, konkrétné tfemi izolaty M1, X42 a X48. Métené hodnoty byly
zjiStovany z extraktd listd rostlin rajete a porovnavany s kontrolnimi rostlinami,

neoSetfenymi zadnym izolatem (K).

5.1. Stanoveni koncentrace proteint
Mnozstvi rozpusSténych proteinii v extraktech bylo stanovovano metodou podle
Bradforda. Hodnoty koncentrace vztazené na Cerstvou hmotnost se pohybovaly kolem
2,00 mg-g™! (Obr. 5.1). Kontrolni rostliny napadené patogenem vykazovaly mirné sniZeni
obsahu proteinti oproti neinfikovanym kontrolnim rostlinam. U rostlin oSetfenych M1
doslo naopak k mirnému zvysSeni obsahu proteinti u infikovanych rostlin. Po oSetieni X42
a X48 byla koncentrace proteinii podobnd, avsak u infikovanych rostlin se koncentrace

v obou piipadech snizila.
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Obrazek 5.1 Viiv osetreni semen izolaty Pythium (M1, X42 a X48) na mnozstvi rozpustnych proteinii
v listech rostlin rajcete infikovanych houbovym patogenem V. longisporum (Cervena barva) a
neinfikovanych (zelend barva); mnozZstvi vyjadiené na 1 g Cerstvé hmotnosti [mg-g! F.W.]. K jsou
kontrolni, neoSetiené rostliny. Stejné pismeno nad sloupcem znaci podobnou hodnotu v ramci statistického
vyhodnoceni One-way ANOVA, odlisné hodnoty s P < 0,05 by byly oznaceny jinym pismenem.
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5.2. Aktivita dehydrogenas
Byla zjistovana enzymova aktivita dehydrogenas pomoci spektrofotometrického méteni
naristu NADPH pfi 340 nm. Prvnim enzymem byl NADP-ME. Statisticky nebyl
v aktivit¢ NADP-ME nalezen podstatnéjsi rozdil. Vyjimkou byly rostliny, jejichz semena
byla oSetfena izolatem rodu Pythium X42, u kterych byla aktivita v infikovanych listech
2,4x vy$si nez u neinfikovanych. Naznak zvyseni aktivity NADP-ME vlivem infekce se
projevil také u kontrolnich rostlin. U rostlin oSetfenych zbylymi izolaty Pythia M1 a X48
uz rozdily nebyly tak vyznamné, u obou byla zaznamenana mirné zvysena aktivita

NADP-ME, po napadeni patogenem se aktivita zmensSila minimaln¢ (Obr. 5.2).
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Obrazek 5.2 Aktivita NADP-ME: Vliv osetreni semen izolaty Pythium (M1, X42 a X48) na aktivitu
NADP-ME v listech rostlin rajcete infikovanych houbovym patogenem V. longisporum (Cervené) a
neinfikovanych (zelené); aktivita vyjadiend na 1 g Cerstvé hmotnosti [U-g! F.W.]. K jsou kontrolni,
neoSetrené rostliny. Stejné pismeno nad sloupcem znaci podobnou hodnotu v ramci statistického
vwhodnoceni One-way ANOVA, odlisné hodnoty s P < 0,05 jsou oznaceny jinym pismenem. Hvézdicka znaci
statisticky vyznamné rozdily s P < 0,05 infikovanych rostlin viici neinfikovanym.

Aktivita NADP-ME
[U.gtF.W.]

Druhym méfenym enzymem byla G6PDH (Obr. 5.3, str. 33). Jeho aktivita
u kontrolnich rostlin byla po napadeni patogenem mirn¢ sniZzena. Nejvyssi aktivita
G6PDH byla zaznamenana u infikovanych rostlin osettenych izolaty M1 a X42. U rostlin

oSetfenych izolatem X42 doslo po infikovani patogenem dokonce ke dvojnasobnému

cvwr

[ A4

po infikovani patogenem nedoslo k témeét zadné zmeéné.
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Aktivita G6PDH
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Obrazek 5.3 Aktivita G6PDH: Viiv osetreni semen izolaty Pythium (M1, X42 a X48) na aktivitu G6PDH
v listech rostlin rajcete infikovanych houbovym patogenem V. longisporum (cervené) a neinfikovanych
(zelené); aktivita vyjadiend na 1 g cerstvé hmotnosti [U-g”' F.W.]. K jsou kontrolni, neoSetiené rostliny.
Stejné pismeno nad sloupcem znaci podobnou hodnotu v ramci statistického vyhodnoceni One-way
ANOVA, odlisné hodnoty s P < 0,05 jsou oznaceny jinym pismenem.

Posledni dehydrogenasou byla Sikimatdehydrogenasa (Obr. 5.4). U rostlin, které
nebyly infikované patogenem doslo k mirnému zvySeni aktivity pouze po oSetfeni X42 a
X48. Co se tyce rostlin napadenych patogenem, k vyraznému, 2,7-ndsobnému zvySeni
aktivity SDH doSlo pouze u infikovanych rostlin oSetfenych izolatem MI1. Naopak

rostliny oSetiené izolaty X42 a X48 vykazovaly slabé snizeni aktivit.
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Obrazek 5.4 Aktivita SDH: Vliiv oSetreni semen izolaty Pythium (M1, X42 a X48) na aktivitu SDH v listech
rostlin rajcete infikovanych houbovym patogenem V. longisporum (Cervené) a neinfikovanych (zelené);
aktivita vyjadrend na 1 g cerstvé hmotnosti [U-g”' F.W.]. K jsou kontrolni, neosetiené rostliny. Stejné
pismeno nad sloupcem znaci podobnou hodnotu v ramci statistickeho vyhodnoceni One-way ANOVA,
odlisné hodnoty s P < 0,05 jsou oznaceny jinym pismenem. Hvezdicka znaci statisticky vyznamné rozdily
s P <0,05 infikovanych rostlin vici neinfikovanym.

Aktivita SDH
[Ug1FW.]
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Aktivita dehydrogenas byla u vzorki rostlin rajcete velmi nizkd, jen jednou byla
piesazena primérnd hodnota 0,040 U-g! F.W., a nebylo mozné enzymy separované

nativni elektroforézou na gelu zviditelnit vhodnou zobrazovaci metodou.

5.3. Stanoveni aktivity antioxidaénich enzymi
Enzymova aktivita katalasy byla meéfena spektrofotometricky sledovanim rozkladu
peroxidu vodiku. U kontrolnich rostlin se po infikovani patogenem aktivita katalasy
mirné snizila (Obr. 5.5). U rostlin oSettenych M1 nedoslo k zddné zmén¢ aktivity.
Rostliny oSetiené¢ X42 vykazovaly stejné hodnoty aktivy jako kontrolni rostliny, po
infikovani patogenem se aktivita 1,6-ndsobné zvySila. Po oSetfeni X48 byla aktivita
katalasy nejvyssi, témét dvojnasobnd oproti kontrolnim rostlindm, ovSem po infekci
patogenem byly zaznamendny nejniz$i hodnoty aktivity CAT, a to ctvrtinové oproti

neinfikovanym.
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0,25 a

0,20

a B Neinfikované
0,15
B Verticilium

Aktivita CAT
[U.gtF.W.]

0,10
0,05

0,00
K M1 X42 X48

Obrazek 5.5 Aktivita CAT: Viiv osetrent semen izolaty Pythium (M1, X42 a X48) na aktivitu CAT v listech
rostlin rajcete infikovanych houbovym patogenem V. longisporum (Cervené) a neinfikovanych (zelené),
aktivita vyjadrend na 1 g cerstvé hmotnosti [U-g”' F.W.]. K jsou kontrolni, Stejné pismeno nad sloupcem
znaci podobnou hodnotu v ramci statistického vyhodnoceni One-way ANOVA, odlisné hodnoty s P < 0,05
by byly oznaceny jinym pismenem.

Enzymova aktivita glutathionreduktasy byla métena na zakladé tbytku substratu
NADPH. Zde se aktivity statisticky pfili§ neliSily, v priméru oscilovaly kolem hodnoty
0,150 U-g' F.W. (Obr. 5.6, str. 35). Pouze u rostlin oSetfenych X48 doslo k mirnému
zvyseni aktivity na 0,174 U-g”! F.W. a po infikovani t&chto rostlin patogenem se aktivita

snizila na polovinu.
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Obrazek 5.6 Aktivita GR: Viiv oSetieni semen izolaty Pythium (M1, X42 a X48) na aktivitu GR v listech
rostlin rajcete infikovanych houbovym patogenem V. longisporum (Cervené) a neinfikovanych (zelené),
aktivita vyjadrend na 1 g Cerstvé hmotnosti [U-g' F.W.]. K jsou kontrolni, neoSetiené rostliny. K jsou
kontrolni, neoSetiené rostliny. Stejné pismeno nad sloupcem znaci podobnou hodnotu v ramci statistického
vyhodnoceni One-way ANOVA, odlisné hodnoty s P < 0,05 by byly oznaceny jinym pismenem.

5.4. Stanoveni mnozstvi fenolickych latek a antioxidac¢ni kapacity
Ke stanoveni mnozstvi fenolickych latek byla vyuZita reakce s Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem a spektrofotometrickym métfenim byl sledovan vznikajici produkt modrého

zabarveni. Byl pozorovan jednoznaény pokles mnozstvi fenolickych latek u rostlin

25
c a
£ a
, 20
>
o a
& —
§2 15 a . o
K a B Neinfikované
= b0 a a
25 10 B Verticilium
< £
3 —
>§ 5
[
2

0

K M1 X42 X48

Obrazek 5.7 MnoZstvi fenolickych sloucenin. VIiv osetreni semen izolaty Pythium (M1, X42 a X48) na
mnozstvi fenolickych sloucenin v listech rostlin rajcete infikovanych houbovym patogenem V. longisporum
(Cervené) a neinfikovanych (zelené); mnozstvi vyjadiené na 1 g cerstvé hmotnosti [umol-g”! F.W.]. K jsou
kontrolni, neoSetrené rostliny. Stejné pismeno nad sloupcem znaci podobnou hodnotu v ramci statistického
vyhodnoceni One-way ANOVA, odlisné hodnoty s P < 0,05 by byly oznaceny jinym pismenem.
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napadenych patogenem (Obr. 5.7, str. 35). U kontrolnich rostlin, rostlin oSetfenych X42
a X48 byl tento rozdil tietinovy, pouze u rostlin osSetfenych M1 doslo pouze k malému

poklesu.

Antioxidacni kapacita byla stanovovana metodou FRAP (Obr. 5.8), pti které se
spektrofotometricky sleduje mira zredukovani Zelezité slouc¢eniny na zeleznatou formu.
Pouze u rostlin oSetfenych izolatem M1 bylo zaznamenéano témé&f dvojnasobné zvyseni
antioxidacni kapacity po infikaci patogenem. Ostatni izolaty nevykazovaly vétsi zmény

v antioxida¢ni kapacité.

9,0
8,0
7,0
6,0

a
a
a
a 2 a
5,0 a B Neinfikované
4,0 5 B Verticillium
3,0
2,0
1,0
0,0
K M1 X42 X48

Obrazek 5.8 Antioxidacni kapacita méiend metodou FRAP. Vliiv oSetreni semen izolaty Pythium (M1, X42
a X48) na antioxidacni kapacitu v listech rostlin rajcete infikovanych houbovym patogenem V. longisporum
(Cervené) a neinfikovanych (zelené); vztazeno na 1 g cerstvé hmotnosti [umol-g’ F.W.]. K jsou kontrolni,
neosetrené rostliny. Stejné pismeno nad sloupcem znaci podobnou hodnotu v ramci statistického
vyhodnoceni One-way ANOVA, odlisné hodnoty s P < 0,05 by byly oznaceny jinym pismenem.

Antioxidacni kapacita, FRAP
[umol-g1F.W.]

5.5. Aktivita superoxiddismutasy
Existuji tfi druhy izoenzymii superoxiddismutasy — Cu/Zn-SOD, Fe-SOD a Mn-SOD.
Peroxid vodiku inhibuje Fe-SOD a Cu/Zn-SOD; KCN inhibuje pouze Cu/Zn-SOD.

Mn-SOD neni inhibovédno ani jednou z uvedenych sloucenin.

V gelech byly za nativnich podminek elektroforeticky separované extrakty, gely byly
ponofeny do reak¢nich a inhibi¢nich roztok pro zviditelnéni aktivnich izoenzymi
superoxiddismutasy. V prvnim gelu (Obr. 5.9, str. 37) nebyla provedena Zadn4 inhibice a
byly zviditelnéné vSechny tii izoenzymy. VSechny se ptekryvaji ve dvou prouzcich,
v nejspodnéjsi ¢asti gelu se nachdzi pravdépodobné jesté jedna izoforma. Soubézné

s vy$si aktivitou SOD se zlepsila zfetelnost pruhii na gelu. U kontrolnich rostlin,
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obzvlasté téch osSetfenych M1 a X42 byla zaznamenana aktivita SOD nejvétsi, extrakty

rostlin infikovanych patogenem vykazovaly snizenou aktivitu SOD.

Cu/Zn-SOD

/

Fe-SOD —
Mn-SOD ‘

K M1 Xa2 Xa8 K+V M1+V  X42+V  X48+V

Obrazek 5.9: Extrakty rostlin separované nativni elektroforézou v 10 % gelu pro detekovani SOD
izoenzymui v gelu, neinhibovano. Vlevo extrakty neinfikovanych rostlin (K, M1, X42, X48), vpravo
extrakty rostlin napadenych V. longisporum (K+V, MI+V, X42+V, X48+V).

Bylo také provedeno denzitometrické vyhodnoceni neinhibovanych gelii za pomoci
programu GelAnalyzer 19.1 (Obr. 5.10). U neinfikovanych rostlin byly piky vyrazngjsi a

jejich relativni intenzita byla mirné zvysena oproti rostlindm infikovanych patogenem.

K K+V
W/VJLKAM_A_/M

M1 M1+V
M\w

Relativni integajsa X42+V Relativini intenzita

waww

X48 X48+V
/p\fw
0 relativni vzdalenost 10 relativni vzdalenost 1

Obrazek 5.10 Denzitometrické vyhodnoceni intenzity prouzkii v neinhibovanych gelech v programu
GelAnalyzer 19.1. Vlevo jsou vyhodnocené prouzky neinfikovanych rostlin, vpravo jsou vyhodnocené
prouzky extraktii rostlin napadenych V. longisporum.

Inhibici kyanidem draselnym (Obr. 5.11, str. 38) byla deaktivovana pouze izoforma
Cu/Zn-SOD. Detekované byly dvé aktivni izoformy, Mn-SOD a Fe-SOD. Mn-SOD se
nachézi v dolnim ze dvou viditelnych prouzkt a v pruhu dole, Fe-SOD se nachazi v obou

A4

dvou prouZzcich, jeji aktivita je vyrazné vyssi nez prvni zminéné izoformy. V rostlindch
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infikovanych houbovymi patogeny je aktivita castecné potlacena a vyraznéjsi je pouze

horni prouzek.

Fe-SOD

Mn-SOD

K M1 Xa2 Xa8 K+V M1+V  X42+V  X48+V

Obrazek 5.11: Elektroforeticky separované extrakty rostlin v 10 % gelii za nativnich podminek,
inhibice v roztoku KCN a nasledné detekovani SOD izoenzymii v gelu. Vievo extrakty neinfikovanych
rostlin (K, M1, X42, X48), vpravo extrakty rostlin napadenych V. longisporum (K+V, M1+V, X42+V,
X48+7V).

V inhibi¢nim roztoku H>O, byly deaktivovany dva ze tii izoenzymu, Fe-SOD a
Cu/Zn-SOD. Slabé byla zviditelnéna malo aktivni izoforma Mn-SOD, v podob¢ slabého

prouzku ve dvou tfetinach gelu a vyrazngjsiho pruhu v dolni ¢asti gelu.

Mn-SOD

K M1 X42 Xa8 K+V M1+V X42+V  X48+V

Obrazek 5.12: Extrakty rostlin separované nativni elektroforézou v 10 % gelu pro sledovani inhibice
izoenzymit SOD peroxidem vodiku. Vlevo extrakty neinfikovanych rostlin (K, M1, X42, X48), vpravo
extrakty rostlin napadenych patogenem V. longisporum (K+V, M1+V, X42+V, X48+7V).
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6 Diskuse

Piivodei verticiliového vadnuti (véetn€ Verticillium longisporum) jsou celosvétove
rozSifenymi patogennimi houbami, které kazdorocné zplisobuji vyznamné ztraty polnich
plodin. Vzhledem k tomu, ze pro kontrolu verticiliovych chorob neni k dispozici uc¢inny
a zaroven bezpeCny fungicid, vyuziva se predevsim kiiZeni rezistentnich rostlin [57].
Zaroven vsak zlstdva oteviend moznost vyuziti prostfedkil biologické ochrany napt. na
bazi mykoparazitické oomycety Pythium oligandrum. Tento plidni organismus
nachazejici se symbioticky na kofenech rostliny nejen ze rostlinu chrani v ramci
mykoparazitismu nebo antibiosy, ale zaroven na rostlinu ptsobi jednak vylu¢ovanim
elicitori navozujicich kaskadu obrannych reakci spojenou se syntézou obrannych latek
(rostlina je tedy predpfipravena pro budouci infekei jak houbové tak bakterialni) a rovnéz
vylu¢ovanim tryptaminu, prekurzoru rtistového hormonu auxinu, ktery podporuje rist a
celkovou zdatnost rostliny [58,59]. Vyhodou prosttedkti biologické ochrany tohoto typu

je moznost aplikovat je jiz na semena a chranit tak rostliny od samého pocatku.

V této praci byly na semenech rostlin rajc¢ete jedlého kromé izolatu Pythia M1
obsazeného v komerénim preparatu testovany i dosud nevyuzivané izolaty: X42, X48 a
porovnavany s kontrolni skupinou neoSetienych semen (K). OSetfeni semen izolaty
Pythia nemélo vliv na vzhled a velikost rostlin ani na obsah celkovych rozpustnych
proteinil v listech (Obr. 5.1, str. 31). Cilem prace bylo zjistit, jaké zmény se odehravaji
na metabolické trovni, a to pfedevsim také v rostlinach infikovanych patogenem V.
longisporum. Byly studovany NADP(H)-dependentni enzymy (G6PDH, NADP-ME,
SDH) (Obr. 5.2-5.4, str. 32-33), antioxida¢ni kapacita (Obr. 5.8, str. 36) a antioxida¢ni
enzymy (CAT, GR, SOD) (Obr. 5.5, 5.6, str. 34-35 a Obr. 5.9, 5.11 a 5.12, str. 37-38).
G6PDH a NADP-ME jsou enzymy poskytujici redukéni ekvivalent NADPH, ktery
pfedev§im v podminkach stresu nabyva na dilezitosti [60]. Hlavni zdroj NADPH
v rostlinach, fotosyntéza, byva oxidativnim stresem vétSinou negativné ovlivnéna, coz
plati 1 pro stres plisobeny houbovymi patogeny [61]. Tento koenzym je vSak nezbytny jak
pro antioxidacéni systém, tak pro celou fadu syntetickych procest napt. mastnych kyselin
nezbytnych pro opravné mechanismy. V ptedchozich studiich naSi laboratofe byla
v rostlinach tabaku vystavenych suchu [62] a rostlinach okurky vystavenych solnému
stresu [63] zjiSténa indukce aktivity GO6PDH nebo NADP-ME. Samotné oSetieni semen
izolaty Pythia nemélo vliv na aktivitu vSech studovanych enzymu rostlin rajcete (Obr.

5.2-5.6, str. 32-35) podobné jako v piedchozi diplomové praci zamétené na stejné izolaty
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a rostliny fepky olejky [64]. Vliv houbové infekce na aktivitu vSech enzymi byl
stanovovan 14 dna po inokulaci V. longisporum v piredpokladaném plném rozvoji
verticiliového vadnuti. V rostlinach, jejichz semena byla motena izolatem Pythia X42
byla vlivem verticiliového vadnuti zjiSténa statisticky vyznamné zvySend aktivita
NADP-ME a vyssi aktivita G6PDH. Dalsi dva enzymy studované v této praci
v Sikimatové draze (SDH) a askorbat-glutathionovém cyklu (GR) za fyziologickych
podminek NADPH naopak spotfebovavaji a NADP* produkuji. Zatimco antioxidaéni
enzym GR nebyl indukovan ani izolaty Pythia ani 14. den infekce V. longiosporum,
statisticky vyznamné¢ zvysSena aktivita SDH vlivem verticiliové infekce tento den byla
zjisténa u rostlin, jejichZ semena byla mofena komercnim izolatem Pythia M1 (Obr. 5.4,
str. 33). Aktivita SDH a Sikimatové drahy souvisi s produkei fenolickych latek (Obr. 5.7,
str. 35) a také antioxidacni kapacitou, ktera byla také vyssi u infikovanych rostlin

osetfenych izolatem M1 (Obr. 5.8, str. 36).

Z antioxidacnich enzymul byla krom& GR, studovédna také SOD, klicovy enzym
detoxifikace superoxidového radikalu, vznikajicitho v disledku oxidativniho stresu
spojen¢ho s infekci houbovym patogenem. Soucasné byly separovany izoformy SOD
experimentalnich rostlin rajcete nativni elektroforézou vcetné inhibi¢nich studiich
umoznujicich rozlisit izoformy Fe-SOD, Cu/Zn-SOD a Mn-SOD (Obr. 5.9, 5.11 a 5.12,
str. 37-38). Na rozdil od rostlin fepky, ktera obsahovala osm izoforem [64], v listech
rostlin rajcete byly detekovany pouze dva majoritni prouzky a jeden minoritni prouzek, a
je tedy pravdépodobné, ze se zde souCasné nachazi vice izoforem, na jejichz odd€leni
bude potieba provést dal§i experimenty napft. s vyuzitim gradientovych gell. Zda se, ze
Z vysledku vSak vyplyva snizeni celkové aktivity SOD v infikovanych rostlinach (Obr.
5.9a5.11, str. 37-38), coz by odpovidalo, ze rostliny jiz prosly jak oxidacnim vzplanutim
ROS, tak odpovédi v podobé aktivace antioxidacnich enzymt, jejichz aktivita je 14. den
infekce naopak snizena. Také aktivita CAT (enzymu eliminujiciho dalsi ROS peroxid
vodiku) nevykazovala statisticky vyznamné zmény aktivity (Obr. 5.5, str. 34), proto by
bylo vhodné antioxida¢ni enzymy v nésledujicich experimentech sledovat nejen v obdobi
rozvinuté infekce, ale také bezprosttedné po inokulaci, kdy k oxidacnimu stresu dochézi
ve velké mife [65]. Rostliny, jejichz semena byla osetfena kmenem X48, mély 14. den
vlivem verticiliové infekce aktivitu CAT a GR snizenou (Obr. 5.5 a 5.6, str 34-35). V nasi

laboratofi soucasné probihal analogicky experiment se stejnymi rostlinami i izolaty
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Pythia, ale s houbovym patogenem Alternaria brassicicola. Vzhledem k tomu, Ze tento
patogen vice ovlivnil nejen antioxidacni systém ale 1 indukci proteinti Hsp70 a Hsp90, je

patrné, Ze intenzita odpovédi ziejmée odpovida zavaznosti infekce [66,67].

V soucasné dobé se prostiedky biologické ochrany rostlin na bazi mykoparazitismu
Pythia Gspés$né vyuzivaji k boji proti houbovym a plisnovym rostlinnym onemocnénim.
Nejsou vSak znamy biochemické procesy odehravajici se v rostling, které vedou
k odolnosti vii¢i jinak nebezpecnému onemocnéni. Pythium oligandrum neni patogenni,
1zolaty aplikované na semena se dostavaji do pudy, ve které se rostlina vyviji a stavaji se
symbiontem na jejich kofenech a intenzivn¢ piasobi na metabolismus rostliny
vylu¢ovanim riznych latek typu elicitor a tryptaminu (viz vySe). Napi. v rostlinach
tepky izolaty Pythia komplexné plsobi na cely metabolismus od zmény v zastoupeni
aminokyselin az po hladinu fytohormont [68]. Pfedpoklada se, ze kmeny Pythia aktivuji
obranné mechanismy, které umozni uGspéSné celit skutecné infekci patogennim
organismem, se kterym se rostlina miize setkat. Jakmile se tak stane, na rostlinu v podstaté
naznacuje, ze NADP(H)-dependentni a antioxida¢ni enzymy budou mit v adaptaci na
infekci plsobenou houbovym patogenem dilezitou ulohu, je vSak potieba jesté
specifikovat, v jakém casovém useku po inokulaci se tyto enzymy uplatituji nejvetsi

meérou.
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7 Zaveér
Samotné oSetfeni semen izolaty rodu Pythium nemélo vliv na aktivitu vybranych
NADP(H)-dependentnich a antioxida¢nich enzymii v listech ¢tyitydennich rostlin rajCete

jedlého, Solanum lycopersicum L. cv. Micro-Tom.

V rostlinach zaroven infikovanych V. longiosporum a oSetfenych izolatem X42 doslo

14 dni po inokulaci ke zvySeni aktivity NADP-ME a G6PDH.

Statisticky vyznamné zvysSena aktivita SDH v rostlinach oSetienych izolatem X48

korelovala s vyss$i antioxidacni kapacitou.

Aktivita antioxidacnich enzyml (SOD a CAT) byla 14 dni po inokulaci V.
longiosporum jiz nezménénd v porovndni s neinfikovanymi rostlinami nebo dokonce

snizena v piipadée rostlin osetienych izolatem X48.
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