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ANOTACE

Bakalarska prace se zabyva problematikou obrany rostlin proti plisnim. Prace tvodem
popisuje mechanismus imunitniho systému rostlin a proces nakazy rostlin. Dale se zamétuje
na obranné mechanismy rostlin proti patogentim. V posledni ¢éasti prace jsou popsany

nejcastéjsi metody pouzivané k identifikaci plisni.
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TITLE

Plant Defense Mechanisms Against Fungal Pathogens

ANNOTATION

The bachelor's thesis deals with the issue of plant defense against fungi. The thesis initially
describes the mechanism of the immune system of plants and the process of plant infection.
It also focuses on the defense mechanisms of plants against pathogens. In the last part of the

work, the most common methods used to identify molds are described.
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UvVOD

V poslednich letech se zvySil pocet infekénich onemocnéni rostlin, které jsou
zpusobeny piredev§im patogennimi organismy, mezi které patii prevazné plisné, bakterie
a viry.

Rostliny maji vrozenou bunéfnou imunitu, ale specifické fytopatogeny (organismy,
které jsou schopny vyvolat onemocnéni rostlin) maji schopnost se této imunit¢ vyhybat.
Ptestoze rostliny postradaji imunitni systém srovnatelny se zvifaty, vyvinuly ohromujici fadu
strukturdlnich, chemickych a proteinovych obran, které jsou navrzeny tak, aby detekovaly
napadajici organismy a zastavily je diive, nez jsou schopny na rostlinich zptisobit rozsahlé
Skody.

Rostliny  poskytuji  lidské populaci mnoho  dilezitych  potravinarskych
1 nepotravinairskych produkti vcetné dieva, barviv, textilii, 1€kli, kosmetiky, mydel, gumy,
plastl, inkoustli a priimyslovych chemikalii.

Plisn€ jsou vyznamnymi patogeny rostlin zodpovédné za vyraznéj§i ztraty na
vynosech nez bakterie nebo viry. Plisn¢ vyvinuly mechanismy a zptsoby, jak napadnout
jakoukoli rostlinu, energicky hledaji vstup a ziskavani Zivin pro svij rast a vyvoj. Tyto
patogeny se mohou mnozit nepohlavné nebo pohlavné a mohou piekonat imunitni obranu
rostlin. To negativné ovliviiuje zdravi, homeostazu a fyziologii rostlin. V nékterych piipadech
dochazi 1 k systémovému poskozeni rostlin.

Plisné mohou zpiisobit obrovské ztraty ve vynosu a kvalit¢ polnich plodin, ovoce
a dalsiho rostlinného materialu. To v tomto stoleti pfedstavuje stale vaznéjsi problém pro
lidské zdravi a globalni ekonomiku.

Pochopeni toho, jak se rostliny brani pfed plisnovymi patogeny, je nezbytné pro
ochranu naSich zdsob potravin a pro rozvoj rostlinnych druhG vysoce odolnych vici

chorobam.
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1 IMUNITNI SYSTEM ROSTLIN

Imunita je ochranna reakce, pfi které si organismus udrzuje vlastni fyziologickou
rovnovahu a stabilitu tim, ze identifikuje a eliminuje antigenni cizi téleso (Miller a kol.,
2017). Rostliny, na rozdil od savci, postradaji mobilni obranné buiiky a somaticky adaptivni
imunitni systém. Misto toho se spoléhaji na vrozenou imunitu kazdé bunky a na systémové
signaly vychazejici z mist infekce (Bentham a kol., 2020; Mendéz a Romero, 2017).

Rostliny vyvinuly nékolik vrstev sofistikovanych sledovacich mechanismi, které
rozpoznavaji potencidlné nebezpecné patogeny a reaguji dfive, nez maji tyto organismy Sanci
zpusobit vazné poskozeni. Toto rozpoznani je zajisténo pomoci receptort lokalizovanych na
plazmatické membrané, které rozezndvaji nezndmé molekuldrni struktury, které jsou pfitomny
v patogenech, ale v hostitelské rostliné chybi (Schellenberger a kol., 2019). Tyto sledovaci
systémy jsou propojeny se specifickymi predem naprogramovanymi obrannymi reakcemi
(Butt a kol., 2020).

V roce 2006 Jones a Dangl navrhli jednoduchy koevolu¢ni model interakci rostlina-
patogen, nazyvany cik-cak model (Obr. 1), ktery zahrnuje dvé vétve rostlinného imunitniho
systému. Dobie definované zplisoby rostlinné imunity zahrnuji imunitu spousténou vzorci
(PTI) a imunitu spousténou efektory (ETI) (Tobias a kol., 2016). Imunita spousténa vzorci je
aktivovana, kdyz membranové receptory vnimaji generické molekuly z mikroorganismi.
Poskytuje zékladni imunitu proti celym tfiddm patogend. Imunita spousténa efektorem je
aktivovana rozpoznanim secernovanych mikrobialnich efektorti intracelularnimi receptory
a vyvolava silné, specifické a lokalizované imunitni reakce (Tena, 2021).

Tyto obranné mechanismy zacinaji ¢etnymi signalizaCnimi procesy zodpovédnymi za
vnimani, rozpoznavani, sbér signali a prenos informaci mezi buikami. K rozpoznani dochazi,
kdyZ jsou detekovany mikrobidlni nebo s patogeny asociované molekuldrni vzorce (MAMP
nebo PAMP), coz vede k mikrobidln¢ spousténé imunité, kterd je spojena s molekuldrnimi
vzorci nebo vzory typickymi pro povrch bunék patogennich mikroorganismi (MTI nebo PTI)
(Yang a kol., 2021). Tyto molekularni vzorce jsou rozpoznavany receptory pro rozpoznavani
vzord (PRR) lokalizovanych na povrchu hostitelské buiiky (Zhang a Zhou, 2010).

Rozpoznani mikroby pfidruzené molekularni vzory zahajuje kaskadu signalizacnich
udalosti v imunitni signaliza¢ni siti, které vedou k indukci fady imunitnich odpovédi, véetné
produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), ukladani kalézy na bunécnou sténu a transkripcni
indukci mnoha obrannych geni (Lu a kol., 2009). Adaptované patogeny dodéavaji do rostlinné

buiiky efektory patogenli, které interferuji se signalizaci imunitu spousténou vzorci
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a dostate¢n¢ kompromituji imunitu spousténou vzorci, aby umoznily proliferaci patogent
(Hatsugai a kol., 2017).

Rostliny vyvinuly dalsi zpisob, jak detekovat utok patogenti, a to piimym nebo
nepfimym rozpozndnim nékterych efektorti patogenti pomoci proteinii piibuzné rezistence
(R). Geny rezistence jsou obvykle dominantni geny, které poskytuji uplnou nebo ¢aste¢nou
rezistenci vic¢i jednomu nebo vice patogenim (Kourelius a Van Der Hoorn, 2018). Toto
rozpoznani genl rezistence proteiny spousti signalizacni udalosti pro imunitu spousténou
efektory (Dalio a kol., 2017). Obecné je imunita spouSténa efektory spojena se silnymi
imunitnimi reakcemi, typicky vcetné programované bunééné smrti rostlinnych bunék v misté
infekce, coZ se nazyva hypersenzitivni reakce (HR) (Balint-Kurti, 2019).

Hypersenzitivni reakce miize vyznamné omezit piistup patogenu k vode€ a zivinam
obétovanim nékolika bun€k, aby se zachranil zbytek rostliny. Plisné€, bakterie i viry jsou
schopny indukovat hypersenzitivni reakce v rostlinach (Freeman a Beattie, 2008).

Jakmile je hypersenzitivni reakce spusténa, rostlinné tkan¢ se mohou stat po delsi
dobu vysoce odolnymi viici Sirokému spektru patogeni. Tento jev se nazyva systémova
ziskana rezistence (SAR) a pfedstavuje zvySeny stav piipravenosti, ve kterém jsou
mobilizovany rostlinné zdroje v pifipadé dalSiho napadeni. Védci se naucili uméle spoustét
systémovou ziskanou rezistenci postiikovanim rostlin chemikdliemi nazyvanymi rostlinné
aktivatory. Tyto latky si ziskavaji oblibu v zeméd¢€lské komunité, protoze jsou mnohem méné
toxické pro Cloveka a zvér nez fungicidy nebo antibiotika a jejich ochranné u¢inky mohou

trvat mnohem déle (Narusaka a Narusaka, 2017).

Vysoka PTI ETS ETI ETS ETI

Hranice pro spusténi
hypersenzitivni reakce
2 efektory ® nove efektory
o - ® patogent ® @ patogenu
g | 2 ¢
o
i °
= g': novy R-protein
o =
] € <
- | - .
m Hranice pro uc¢innou
%.g“i%.lﬁ obranu
Nizkd & & ~ R-protein
PAMPs

Obrazek 1 Cik-cak model rostlinné imunity (Pilatova a Sabol, 2020)
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Cik cak model predstavuje postupné kroky interakce mezi rostlinou a jejim
patogenem. Za prvé, molekularni vzory spojené s patogeny (PAMP) jsou rozpoznavany jejich
ptibuznymi receptory pro rozpoznavani vzoru v rostlinach, coz vede k imunité¢ spousténé
pomoci vzord spojenych s patogeny (PTI). Za druhé, patogen wvyviji efektory, které
znemoznuji rozpoznavani molekularnich vzort spojenych s patogeny, coz vede k efektorem
spousténé citlivosti (PTS). Za tieti, tyto efektory se stanou faktory avirulence (Avrs), jakmile
si rostlina vyvine piibuzny protein rezistence (R-protein), coz vede k imunité¢ spousténé
efektorem. Nakonec si patogen vyvine nové efektory nebo ztrati své geny avirulence, aby
obesel imunitu spousténou efektory (ETI), coz vede k efektorem spousténé citlivosti (ETS)

(Pilatova a Sabol, 2020).
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2 ROSTLINNE PARAZITICKE PLISNE

Plisn¢ zarazujeme do samostatné fiSe hub a spole¢né s kvasinkami a kvasinkovitymi
mikroorganismy tvofi skupinu tzv. mikroskopickych hub (mikromycet) (Lotha a kol., 2021).
Houby pfedstavuji velkou a heterogenni eukaryotickou skupinu zivych organismu
charakterizovanych nedostatkem fotosyntetického pigmentu a chitindzni bunécnou sténou
(Gonzélez-Fernandez a kol., 2010; Ritz, 2005). Houbové rostlinné patogeny nalezi k pfednim
biotickym faktorim (pfimé nebo nepiimé puisobeni ostatnich organismti), které zptsobuji
devastujici onemocnéni plodin (Ritz, 2005). Pfiblizné¢ 8 000 druhti hub je spojeno
s chorobami rostlin (Fisher a kol., 2020). Patogenni houby infikuji rostliny v jakékoli fazi
vyvoje od faze semendCku do faze zrani semen za piirozenych podminek prostiedi, bud’
samostatn¢, nebo ve shod¢€ s jinymi druhy fytopatogenti (Nazarov a kol., 2020). Nej¢astéjSimi
chorobami zplisobenymi rostlinnymi patogennimi houbami jsou antraknoza (nekroticky
symptom), plisen, rakovina, chfadnuti, odumirani, skvrnitost listd, padli, rez, hniloba kofend,
strupovitost a vadnuti (Jain a kol., 2019).

Plisn¢ jsou mnohojaderné, vlaknité houby slozené z hyf. Hyfa je rozvétvené vldkno
o prumeéru priblizné 2-10 um, kterd je obvykle rozdélena na jednotky podobné buiikam
s pricnymi sténami nazyvanymi septa (Zabel a Morrell, 2020). Soubor hyf se nazyva
podhoubi (mycelium) (Islam a kol., 2017). Cast mycelia, ktera ukotvuje pliseit a absorbuje
Ziviny, se nazyva vegetativni mycelium, sloZzené z vegetativnich hyf. Cast, ktera produkuje
nepohlavni reproduk¢ni spory, je vzdusné mycelium, slozené ze vzdusnych hyf (Balmant
a kol., 2015). Kromé toho jsou plisné obligatn¢ aerobni a rostou prodluzovanim na apikalnich
Spickach svych hyf, a tak jsou schopny pronikat do povrchli, na kterych zacinaji ruast
(Riquelme a kol., 2016). Plisn¢ maji typické eukaryotické struktury a jejich bunécnou sténu
obvykle tvofi chitin, nékdy celuldza a prilezitostné oboji (Riquelme a kol., 2018).

Vétsina plisni se mlize mnozit jak pohlavné, tak i nepohlavné (Nieuwenhuis a James,
2016). Nepohlavni rozmnoZovani mize probihat fragmentaci, pokud je mycelium fyzicky
oddéleno, mnoho takovych oddélenych c¢asti bude dale rist (Gaur a kol., 2021). Dalsi forma
nepohlavni reprodukce zahrnuje spory (Obr. 2). Kazda spora se sklad4 z jadra a ochranného
plasté. KdyzZ se spory uvolni, mohou byt pfenaSeny vzduchem, vodou nebo zvitaty (Nazarov
a kol., 2020). Mohou byt pfenaSeny na obrovské vzdéalenosti a obvykle odold narocnym
podminkdm prostfedi, vcetné tepla, privanu a chladu. Pokud spora dopadne na vhodny
povrch nebo substrat, vykli¢i a vytvori prvni hyfy nové plisné (McConnaughey, 2014). Pti

pohlavnim rozmnoZovani tvoii dva rtzné typy hyf kratké specializované postranni vétve.
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Pokud se konce vétvi setkaji, produkuji reprodukéni bunky zvané gamety, které se spoji
a vytvoii zygotu. Zygota pak muze vytvofit odolnou sténu podobnou ochrannému obalu
spory, v tomto bod¢ se nazyva zygospora. Po jednom az n€kolika meésicich, za ptiznivych

podminek, zygospora vyklici a za¢ne cyklus znovu (Lotha a kol., 2021).

Obrazek 2 Spory Puccinia emaculata (Elizabeth Bush, stazeno dne 26.07.2022)

Podle typu parazitismu a infekéni strategie jsou houby klasifikovany jako biotrofni
(napt. Blumeria graminis), nekrotofni (napt. Botrytis cinerea) nebo hemibiotrofni (napf.
Colletotrichum destructivum). Tyto zplsoby vyzivy jsou velmi odlisné a rostliny si vyvinuly
nezdvislé obranné mechanismy, aby se potykaly s tak rGznymi patogeny (Gonzélez-

Rajarammohan, 2021; Ferndndez a kol., 2010).

2.1 Biotrofni patogeny

Biotrofni patogeny jsou parazité, ktefi si vyvinuli prostfedky k rhstu v Zivych
rostlinnych bunkach bez stimulace obrannych mechanismi rostlin (Mendgen a Hahn, 2002).
To znamena, Ze jsou schopny se rychle §ifit po rostlinné tkani a zaroven odvadét ziviny z zivé
rostliny, aby podporovaly svijj vlastni riist na tkor produktivity rostlin (Oliver a Ipcho, 2004).
Vzhledem ke své pomérné sofistikované povaze zplsobuji biotrofni patogeny nckteré

z nejrozsitengjSich chorob rostlin, které je obtizné kontrolovat. Napiiklad padli je¢mene
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zpusobené Blumeria graminis (Obr. 3) je jednou z nejvyznamnéjsich chorob obilovin (Zhang

a kol, 2019.

Obrazek 3 Blumeria graminis zptisobuje padli na obilovinach a na listech tvofi valcovité

svétlé polstarky mycelia. (Ales Jirsa, stazeno dne 26.7.2022)

2.2 Nekrotrofni patogeny

Nekrotrofni patogeny naproti tomu pouzivaji toxiny a depolymerizacni enzymy
k likvidaci a degradaci rostlinnych bunék, piicemz spotfebovavaji vysledné produkty (Shao
a kol., 2021). Nekrotrofni patogeny neni vzdy snadné charakterizovat. Nékdy mohou byt
infekce zptsobeny biotrofnimi parazity, kteti kladou na svého hostitele tak velké nutri¢ni
naroky, Ze zabijeji jeho Casti a pfipominaji tak nekrotrofni patogeny. Biotrofni parazité vSak

neprodukuji smrtici toxiny a nezivi se odumfelymi tkanémi (Spanu a Panstruga, 2017).

2.3 Hemibiotrofni patogeny
Hemibiotrofni patogeny postupné vyuZivaji oba typy parazitismu, nejprve biotrofni

a poté nekrotrofni zpiisob vyzivy (Rajarammohan, 2021).

Pouze omezeny pocet druhti plisni (Tab. 1) je schopen proniknout do hostitelskych

tkani a napadnout je, vyhybat se rozpoznani a obrannym reakcim rostlin, aby z nich ziskal
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ziviny, coz zpusobuje onemocnéni a nékdy i smrt hostitele (Gonzéalez-Fernandez a kol.,

2010).

Tabulka 1 Nejvyznamnéjsi rostlinné patogenni houby (pfevzato a upraveno podle Dean

a kol., 2012)

Nazev plisné

Popis

Magnaporthe oryzae (Pliseni ryze)

Zpisobuje zavazné onemocnéni ryze.

Botrytis cinerea (Plisenl Seda)

Zpusobuje cibébovaténi bobuli hroznti révy
vinné.

Puccinia spp. (Rez travni)

Parazituje na obili a na dristalu.

Fusarium graminearum

Infikuje obiloviny. Produkce nebezpenénych
mykotoxint pro lidi a zvirata.

Fusarium oxysporum

Infikuji specifické plodiny vcetné bandnt a
rajCat.

Blumeria graminis (Padli travni)

Bélavy moucnaty povlak vytvarejici se na
listech trav.

Mycosphaerella graminicola
(Brani¢natka pSenicna)

Hnédé skvrny vznikaji na ¢epelich, ale i na
pochvach a stéblech.

Colletotrichum spp.

Napada koteny, stolony, podzemni ¢asti
stonkd.

Ustilago maydis (Snét’ kukuficnd)

Nejrozsitengjsi choroba kukufice.

Melampsora lini (Rzivost Inu)

Poskozuje technologické vlastnosti a jakost

vladkna.
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PROCES NAKAZY

Rostlina je povazovana za citlivou k infekci, pokud faktory prostfedi zméni jeji
fyziologické procesy, coz ma za nasledek naruSenou strukturu, rist, funkci nebo jiné
parametry (Nazarov a kol., 2020).

Infekce rostlin je slozity proces. Pii setkani s rostlinou se patogenni mikroorganismy
musi nejprve prizpusobit zivotu na epifytickém povrchu a prezit dostatecné dlouho, aby
vyvolaly infekci. Fytopatogeny nasledné migruji z epifytického povrchu do rostlinné tkané
pomoci motility a chemotaxe. Tato migrace je spojena s piekondnim fyzikdlnich
a chemickych prekazek pii vstupu do rostlinného apoplastu. Jakmile se patogeny dostanou do
rostliny, pouzivaji fadu sekre¢nich systému k uvolnéni fytotoxinli a proteinovych efektoru,
které plni rizné patogenni funkce (Pfeilmeier a kol., 2016).

Plisnové patogeny maji komplikované Zivotni cykly s asexudlnim 1 sexualnim
rozmnozovanim a fazemi zahrnujicimi tvorbu rGznych infek¢nich, vegetativnich
a reprodukcnich struktur (Obr. 4). Primarnimi udalostmi v cyklu onemocnéni jsou usazeni
infekce, kolonizace (invaze), rist a rozmnozovani patogenu, Sifeni patogenu a preziti
patogenu v nepfitomnosti hostitele, to znamena piezimovani patogenu. Provedeni kazdého
stadia se vSak zna¢n¢ odliSuje v zavislosti na patogenu. U polycyklickych onemocnéni
existuje n¢kolik infek¢nich cykli v jednom, tzv. sekundéarni cykly (Rigling, 2021).

Patogenni houby se do rostlin dostavaji zpravidla ptes poSkozené listy a praduchy
(Shuding a Ellof, 2017). V mnoha piipadech vSak houby vylucuji specifické infekéni
struktury a enzymy, které ni¢i bunécnou sténu rostliny (Quoc a Bao Chau, 2017). Podle typu
infek¢ni strategie jsou plisné klasifikovany, jak jiz bylo uvedeno vySe, jako biotrofni,
nekrotofni a hemibiotrofni (Chowdhury a kol., 2017).

Biotrofni houby vytvaieji Uzké spojeni s hostitelem prostiednictvim vyvoje
specializovanych infekénich hyf nebo haustorii v Zivych rostlinnych buiikach, ze kterych jsou
pfijimany ziviny (Koeck a kol., 2011). Vyristky hyf, tzv. apresoria, které zajist'uji ptipojeni
houby k substratu, a tim umoziiuji patogenu proniknout bunéénou sténou pomoci kombinace
mechanické sily a enzymd, které degraduji buné¢nou sténu rostliny. Haustoria se pohybuji od
zakladny apresoria pies znic¢ené oblasti a pronikaji do lumenu (Chethana a kol., 2021).

Na druhé strané nekrotrofni houby vylucuji toxiny a enzymy, které zabijeji hostitelské
buiiky a poté pfijimaji Ziviny uvolnéné z mrtvé tkané. Tato druhd strategie mize omezit
schopnost hostitelské rostliny vyvolat obrannou reakci vcetné produkce antifungalnich

molekul (Shao a kol., 2021). Hemibiotrofni houby kombinuji obé strategie (Chowdhury
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a kol., 2017). Pocatecni biotrofni faze, béhem niz je aktivné potlacovan imunitni systém
hostitele a bunécnd smrt, umoznuje Sifeni invazivnich hyf po infikované rostlinné tkani. Poté
nasleduje nekrotrofni fdze, béhem niz jsou patogenem vylu¢ovéany toxiny, které indukuji smrt

hostitelské buiiky (Koeck a kol., 2011).

| \ ™
o® o
Sifeni i .0 Sekundarni {é!i“ !
ﬁ’ cvklus

Reprodukce

Priméarni

e — cyklus
Reprodukee k /E:Ej ﬁ:

Stadium piekoienéni

Obriazek 4 Zivotni cykly plisni (pfevzato a upraveno podle Gonzalez-Fernandez a kol., 2010)

Schéma monocyklickych (Zlutych) a polycyklickych (Zlutych a modrych) hub.
U monocyklickych onemocnéni produkuje houba na konci sezony spory, které slouzi jako
primarni a jediné inokulum pro nésledujici rok. Primarni inokulum infikuje rostliny béhem
rustového obdobi a na konci rlstového obdobi produkuje nové spory v infikovanych
pletivech. Tyto spory zlstavaji v pad¢ (stddium piekofenéni) a slouzi jako primarni inokulum
v nasledujici sezong. U polycyklickych houbovych patogenli se primarni inokulum casto
skladd ze sexualni spory nebo u hub, které postradaji sexudlni stadium, nékterych dalSich

struktur, jako je mycelium v infikované tkéni (Gonzélez-Fernandez a kol., 2010).
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3 OBRANNE MECHANISMY ROSTLIN

Mechanismy rezistence vykazované rostlinami miizou byt rozdéleny na konstitutivni
(trvald) a indukované (docasné). Oba zahrnuji strukturalni a chemickou obranu (Garcia
a kol., 2021). Vétsina téchto mechanismu je defenzivni, vykazuji pasivni roli, ale nékteré jsou
vysoce aktivni proti patogentim, pfi¢emz jako hlavni cile pouzivaji bunécnou sténu hub,
plazmatickou membranu nebo intracelularni cile (Ferreira a kol., 2007). Konstitutivni obrana
je v rostliné vzdy pfitomna, zatimco indukovana obrana je syntetizovdna nebo mobilizovéana
v reakci na poskozeni rostliny. Konstitutivni obrana je sice neustale aktivovana, ale ne vzdy je
potieba, coz s sebou nese vysoké energetické naklady pro rostliny. Na druhou stranu se
indukovana obrana aktivuje pouze v pritomnosti tto¢nika. V této souvislosti teorie ochrany
rostlin naznacuje, Ze indukovatelnd rezistence se vyvinula, aby se sniZily energetické naklady
na konstitutivni obranu (Kant a kol., 2015).

Rostliny se brani proti napadeni plisnémi kombinaci zbrani dvou typl. Prvnim jsou
strukturni obranné mechanismy, které plsobi jako bariéry a znemoZiluji proniknuti
patogenu do rostliny nebo jeho Sifeni rostlinou. Druhym typem jsou biochemické obranné
reakce, které probihaji v bunkéch a tkanich rostlin. Jejich vysledkem je produkce sloucenin,
které jsou pro patogen toxické, nebo vytvaieji podminky, které rtist patogenu v rostling

potlacuji (Kohl a kol., 2019).

3.1 Indukovana obrana rostlin

Indukovand obrana piedstavuje odolnosti vyvolané az po kontaktu rostliny s urcitym
patogenem, jejiz ucinek spociva v aktivaci nekterych fyziologickych, resp. chemickych
procesu v rostlin€. Indukovatelnost obrany miize slouzit k uspofe energie a k prevenci sebe-
intoxikace (Kant a kol.,, 2015). Indukovany obranny mechanismus zahrnuje rGzné
neenzymatické slozky zahrnujici fenolové slouceniny, flavonoidy, ligniny a enzymy pro
metabolismus fenolll, jako je fenylalanin amonna lydza (PAL), polyfenoloxidaza (PPO)
a antioxida¢ni enzymy, jako je superoxiddismutdza (SOD), kataldza (CAT), peroxidazy
(POX) a glutathionreduktazy (GR), hromadéni tfislovin a fytoalexinii. RozliSuji se dva
zakladni mechanismy indukované obrany rostlin. Systémové indukovana (ziskana) rezistence
a lokaln¢€ indukovana rezistence (Kaur a spol., 2022).

Systémové indukovana rezistence (SAR) je zachovana u rlznych rostlin
a proptjcuje dlouhodobou rezistenci vii€i neptibuznym patogentim. Systémové indukovand

rezistence muze byt vyvolana 1é¢bou riznymi latkami, véetné nekrotizujicich patogenid nebo
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urcitych chemikalii. SAR je zprostfedkovana procesem zavislym na kyselin€ salicylové (SA)
(Walters a kol., 2013).
Lokalné indukovana rezistence (LAR) je spojena s transportem obrannych signali

v rostling, coz vede k odolnosti vii¢i sekundarnim infekcim (Klement a kol., 2003).

3.2 Konstitutivni obrana rostlin

Konstitutivni (nepfetrzitd) obrana je takova, ktera je v rostliné vzdy pfitomna (Boots
a Best, 2018). Zahrnuje mnoho pifedem vytvorenych bariér, jako jsou bunééné stény, voskové
epidermalni kutikuly a kira. Tyto latky nejen chrani rostlinu pfed invazi, ale také dodéavaji
rostliné pevnost a tuhost. Konstitutivni obrana mtze byt i chemicka. Chemické obranné latky
jsou slouceniny produkované rostlinami, které se pfimo nepodileji na normalnim ristu, vyvoji
nebo reprodukci rostlin a Casto se nazyvaji sekundarni metabolity (Freeman a Beattie, 2008).

Mnoho rostlin produkuje slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti, které¢ inhibuji
rust plisni in vitro. Tyto slou¢eniny mohou byt piedem vytvofené inhibitory, které jsou
konstitutivné ptitomné ve zdravych rostlinach (také znamé jako fytoanticipiny), nebo mohou
byt syntetizovany v reakci na napadeni patogeny (fytoalexiny) (Morrissey a Osbourn, 1999).

Chemické latky na ochranu rostlin se jiz dlouho pouzivaji jako insekticidy naptiklad
pyrethrin z kvétd druhu Chrysanthemum (Paramesha a kol., 2018). Casto dochazi ke ztraté
obranyschopnosti rostlin béhem selektivniho Slechténi plodin, coz ¢ini odridy plodin
nachylnymi vac¢i Skidclim, kterym jejich divoci pfibuzni mohou odolat nebo je tolerovat

(Mitchell a kol., 2016).

3.3 Strukturni obranné mechanismy
Vsechny rostlinné tkan¢ obsahuji pfedem vytvotfené strukturdlni bariéry, které

pomadhaji omezit uchyceni patogend, invazi a infekci.

3.3.1 Bunécna sténa

Buné¢na sténa (Obr. 5) je hlavni linii obrany proti plistovym patogentim. Poskytuje
vynikajici strukturdlni bariéru, ktera také zahrnuje Sirokou skéalu chemickych obran, které 1ze
rychle aktivovat, kdyZ bunika detekuje pfitomnost potencidlnich patogenti (Houston a kol.,
2016). VSechny rostlinné buniky maji primarni bunécnou sténu, kterd poskytuje strukturalni
podporu a je nezbytnda pro tlak turgoru, a mnohé také tvoii sekundarni bunécénou sténu, ktera
se vyviji uvnitf primarni bunécné stény poté, co bunika ptestane rust (Bracete a kol., 2017).
Primarni bunécnd sténa se sklada prevazné z celulozy, komplexni polysacharid sestavajici

z tisic glukézovych monomert spojenych dohromady za vzniku dlouhych polymernich
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fetézci. Tyto fetézce jsou svazany do vldken zvanych mikrofibrily, které dodavaji sténé
pevnost a pruznost (Ptashynk a Seguin, 2016). Bunécna sténa muze také obsahovat dvé
skupiny rozvétvenych polysacharidi, a to zesitujici glykany a pektiny (Amos a Mohnen,
2019). Zesitujici glykany zahrnuji hemicelul6zova vlakna, kterd dodéavaji stén¢ pevnost
prostiednictvim pfiénych vazeb s celul6zou. Pektiny tvofi hydratované gely, které pomahaji
»stmelovat® sousedni bunky a regulovat obsah vody ve sténé. Patogeny mékké hniloby se
Casto zaméfuji na pektiny pro traveni pomoci specializovanych enzymu, které zptsobuji

rozpad bun¢k (Freeman a Beattie, 2008).
A. :; SE ;? B.
C. llii

Obrazek 5 Porovnani typii bunécnych stén (pfevzato a upraveno podle Freeman a Beattie,

2008)

Primarni bunééné stény bunék cervené papriky (A) jsou relativné tenké ve srovnani se silnymi
sekundarnimi bunécnymi sténami dubového dieva (B). Stény pecek hrusek (C) jsou tak silné,

ze bunécény lumen je sotva viditelny (pfevzato a upraveno podle Freeman a Beattie, 2008).

Mnoho bunéénych stén také obsahuje lignin, heterogenni polymer sloZeny
z fenolickych sloucenin, ktery dodava burice tuhost (Zeng a kol., 2017). Lignin je primarni
slozkou dfeva a bunécné stény, je vysoce nepropustny pro patogeny a pro maly hmyz je
obtizny k zvykani (Nair a kol., 2017; Stravoravdis a kol., 2021). Kutin, suberin a vosky jsou

tukové latky, které se mohou ukladat bud’ v primarnich nebo sekundéarnich buné¢énych sténach
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(nebo v obou) a vngjsich ochrannych tkédnich rostlinného téla, véetné kliry (Freeman a Beattie,
2008).

Bunécéné stény obsahuji také proteiny a enzymy, které aktivné pracuji na pretvareni
stény béhem bunécného riistu, ale zaroven zesiluji a posiluji sténu béhem indukované obrany
(Alberts a kol., 2002). Kdyz rostlinnd bunka detekuje pritomnost potencidlniho patogenu,
enzymy katalyzuji oxidacni reakci, ktera produkuje vysoce reaktivni molekuly kysliku
schopné poskodit buniky napadajicich organismi. Reaktivni molekuly kysliku také pomahaji
posilovat bunécnou sténu tim, Ze katalyzuji kiiZové vazby mezi polymery bunécné stény a
slouzi jako signal sousednim buiikkam, ze probiha napadeni (Torres a kol.,2006). Rostlinné
bunky také reaguji na mikrobidlni napadeni rychlou syntézou a uklddanim kaldzy mezi
bunécnou sténu a bunéénou membranu sousedici s napadajicim patogenem. Kaldzova loziska,
nazyvana papily, jsou polysacharidové polymery, které brani bunééné penetraci v misté
infekce, a ty jsou Casto produkovany jako soucast indukované bazalni obranné reakce (Wang

a kol., 2021).

3.3.2 Epidermis

Epidermis (Obr. 6) vytvaii nejvzdalenéjsi ochranny tkanovy systém lista, casti kvéta,
plodi, semen, stonkl a kotfent rostlin, dokud neprojdou zna¢nym sekundarnim rtistem. Je to
prvni obranna linie proti napadajicim patogenim a skladd se ze specializovanych
1 nespecializovanych bun¢k (Segado a spol., 2016). Epidermalni bunky vzdusnych casti
rostlin jsou Casto pokryty voskovou kutikulou. Kutikula mtze byt relativné tenka (u vodnich
rostlin) nebo extrémné silnd (u kaktust). Hydrofobni povaha kutikuly zabranuje
shromazd’ovani vody na povrchu listu, coz je dilezita obrana proti mnoha houbovym
patogentim, které pro kli¢eni spor vyzaduji stojatou vodu na povrchu listu (Wolff-Vorbeck
akol., 2021). Nicmén¢, Fusarium solani produkuji kutindzy, které¢ degraduji kutikulu
a umoziuji houbam proniknout do epidermis (Arya a Cohen, 2022). Chemicky syntetizované
monomery kutikuly také aktivuji vyvoj hub (Ahmed a kol., 2003). Patogeny degradujici
kutikulu snimaji povrchy rostlin kutinovymi monomery, které aktivuji houbovou
kutinolytickou aktivitu (schopnost rozkladat kutikulu). Kutinové monomery jsou zpocatku
generovany bazalni kutindzovou aktivitou ve sporach plisni pfistavajicich na povrchu rostlin.
Snimani kutinovych monomert vyvolava vysoké hladiny kutindzy potiebné pro penetraci.
Kromé monomert kutinu aktivuji vyvojové procesy u plisni i povrchové vosky. Naptiklad
povrchové vosky avokada, véetné terpenoidnich slozek, indukuji kli¢eni a tvorbu apresoria

u Colletotrichum gloeosporioides, patogenu avokada (Serrano, 2014).
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Mezi mnoha nespecializovanymi butikami epidermis jsou rozptyleny ochranné buiiky,
které reguluji vymeénu plyna pies malé otvory zvané pruduchy (Obr. 7). Tyto pdry umoziuji,
aby oxid uhli¢ity vstoupil do listu pro pouziti pii fotosyntéze a zarovein omezuji nadmérné
ztraty vody z rostliny (Melotto a kol., 2008). Velikost stomatalnich pora je rostlinami vysoce
regulovana a ochranné bunky se mohou podilet na obrané uzavienim v reakci na ptitomnost

mikroby pfidruzenych molekularnich vzort (Panchal a Melotto, 2017).

Pruiez béznym dvoudéloznym listem

Kutikula —

Horni epidermis — --- -

Pallisadova vrstva — "‘ "“'

Houbovity mezofyl —»

Dolni kutikula — -. I----

Epidermis — =

Obrazek 6 Prafez dvoudéloznim listem (pfevzato a upraveno podle Freeman a Beattie, 2008)

Epidermis rostlin je ochranna vrstva bunék, ktera je obvykle pokryta tenkou vodéodolnou
kutikulou, ktera pomdha predchazet ztrat¢ vody zrostliny (pfevzato a upraveno podle

Freeman a Beattie, 2008).

Obrazek 7 Priiduch na povrchu listu rajéete (pfevzato a upraveno podle Freeman a Beattie,

2008)
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3.3.3 Trichomy

Trichomy (,,chlupy listi*) jsou specializované epidermalni bunky, které se vyvinuly
na témer vSech strukturdch nevodnich rostlin, jako jsou listy (Obr. 8), stonky a dokonce
i plody, mohou byt Zlaznaté nebo nezldznaté, jednobunééné nebo mnohobunétné a casto
slouzi jako fyzické bariéry proti plisnim. Zlaznaté trichomy rostlin mohou selektivng
vylucovat v bazipetdlnim sméru monoterpenoidy, které se mohou dostat do vzdalenych tkani,
podilet se na chemickych pfeméndch a imunizovat sazenice proti plisnim (Ramirez a kol.,
2012).

Mohou poskytovat fyzickou i chemickou ochranu proti hmyzim Sktidetim (Xing a kol.,
2017). Trichomy na povrchu s6jovych bobl (Glycine max) zabranuji vajickiim hmyzu dostat
se k epidermis a larvy po vylihnuti hladovi. Vnéjsi ktira je vynikajicim ptikladem predem
vytvorené strukturdlni bariéry, kterd obsahuje vysoké mnozstvi vod€odolného suberinu
a zabranuje mnoha patogenim a hmyzu dostat se do Zivych bun¢k pod ni (Mirnezami a kol.,

2020).

Obrazek 8 Povrch listu fazole Phaseolis vulgaris s praduchy a jednotadymi trichomy
(pfevzato a upraveno podle Freeman a Beattie, 2008)

3.3.4 Trny

Trny jsou upravené vétve, které chrani rostliny pied pasoucimi se obratlovci. Mnoho
kaktusti vytvaii trnové struktury, které jsou ve skutecnosti upravené listy nebo ¢asti listd
(napt. palisty) nazyvané ostny, které slouzi podobnym ucelim (Halpern a kol., 2007).

Botanicky feceno, ,trny* na stonku razovych rostlin (Rosa spp.) nejsou ani pravé trny, jsou to
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vyrustky epidermis zvané ostny (Swarnkar a kol., 2021). Tato strukturni obrana je proti

plisnim neucinna.

3.4 Biochemické obranné reakce

Rostlinné chemikalie 1ze rozd¢lit do dvou hlavnich kategorii, a to primarni metabolity
a sekundérni metabolity. Primarni metabolity jsou latky produkované vSemi rostlinnymi
buiikami, které se piimo podileji na ristu, vyvoji nebo reprodukci. Ptiklady zahrnuji cukry,
proteiny, aminokyseliny a nukleové kyseliny (Hussein a El-Anssary, 2017). Sekundarni
metabolity nejsou piimo zapojeny do rastu nebo reprodukce, ale Casto se podileji na obrané
rostlin (Erb a Kliebenstein, 2020). Tyto slouceniny obvykle patii do jedné ze tii velkych
chemickych tfid (terpenoidy, fenoly a alkaloidy).

3.4.1 Terpenoidy

Terpenoidy (terpeny) se vyskytuji ve vSech rostlinach a ptedstavuji nejvetsi tiidu
sekundarnich metabolitii (Isah a kol., 2018). Nejjednodussim terpenoidem je uhlovodik
isopren (C5HS), te¢kavy plyn emitovany béhem fotosyntézy ve velkém mnozstvi listy, které
mohou chranit bunééné membrany pied poskozenim zplisobenym vysokou teplotou nebo
svétlem (Pollastri a kol., 2021). Terpenoidy jsou klasifikovany podle poctu izoprenovych
jednotek pouzitych k jejich konstrukci. Napiiklad monoterpenoidy se skladaji ze dvou
izoprenovych jednotek, seskviterpenoidii (tfi jednotky), diterpenoidii (Ctyfi jednotky)
a triterpenoidu (Sest jednotek) (Perveen, 2018). Terpeny jsou kritickymi slozkami obrany
rostlin proti plisnim (Peter, 2021). Napiiklad zralé pomerance primarn¢ akumuluji terpeny ve
zlazach Slupky, coz vede krezistenci vici infekci zplisobené Penicillium digitatum
(Rodriguezova a kol., 2014). Dale v rostlinach ¢esneku infikovanych Sclerotium cepivorum
byly detekovany terpeny, jejichz hladiny se zvysily v reakci na pfitomnost plisné. Tento
piirtistek koreluje se zvySenim aktivity terpensyntazy (TPS). Terpeny nerolidol a terpinolen
snizuji rast mycelia a produkci sklerocii. Terpenové fungistatické pisobeni je zaloZzeno na
zméndch permeability membrany (Pontin a kol., 2015). Monoterpeny zase vykazuji inhibic¢ni
ucinky na rist mycelia nékterych fytopatogennich hub, jako jsou Rhizoctonia solani

a Fusarium oxysporum (Gehan a Samir, 2017).

3.4.2 Fenolické latky
Fenolické latky jsou dal§i velkou tfidou sekundarnich metabolitd produkovanych
rostlinami k obrané proti patogeniim. Tyto slouceniny plisobi jako atraktanty pro uZite¢né

organismy nebo jako toxické latky proti napadajicim $kidctim a patogentim. Uginky t&chto
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metabolickych sloucenin se ¢asto zesiluji béhem stresovych podminek a plisobi jako prvni
obranna linie zajist'ujici odolnost rostlin vii¢i chorobdm (Pratyusha, 2021). Jsou produkovany
primarn¢ cestou kyseliny Sikimové a kyseliny malonové v rostlinach (Stravoravdis a Saltveit,
2017). Zahrnuji Sirokou S$kalu sloucenin souvisejicich s obranou, vcetné flavonoidu,
antokyant, fytoalexint, tanint, ligninu a furanokumarini (Chowdhary a spol., 2022).

Flavonoidy jsou jednou z nejvétsich tiid fenolickych latek. Antokyany jsou barevné ve
vod¢ rozpustné flavonoidni pigmenty produkované rostlinami k ochrang list pred skodlivymi
ucinky ultrafialového zateni (Del Valle a kol., 2020). Antokyany jsou zodpovédné za okazalé
barvy mnoha rostlin a na podzim jsou pfitomny ve vysokych koncentracich v kvétech,
plodech a listech rostlin (Manninen a kol., 2020). Antokyany pfispivaji k obrané ploda proti
plisnim. Se zvysSujicim se obsahem antokyant klesd riziko hniloby plodi u odrad
infikovanych Botrytis cinerea. Dale antokyany ptimo inhibuji rychlost rtist hub na agarovych
plotnach. Je také zndmo, Ze 3-deoxyanthokyanidin a apigeninidin snizuji rast plisni in vitro
(Schaefer a kol., 2008).

Fytoalexiny jsou isoflavonoidy s antibiotickymi a antifungalnimi vlastnostmi, které
jsou produkovany v reakci na napadeni patogenem. Tyto toxické molekuly narusSuji
metabolismus patogenti nebo bunécnou strukturu, ale casto jsou svou toxicitou specifické pro
patogeny (Pratyusha, 2021). Napiiklad tenualexin je nejucinnéjsi antifungalni slouc¢eninou
mezi fytoalexiny obsahujicimi nitril (Pedras a Abdoli, 2017). Fytoalexiny mohou také
vykazovat urCité u¢inky na cytologické, morfologické a fyziologické charakteristiky bunck
hub. Aktivita Ctyf fytoalexini z Celedi Solanaceae (rishitin, fytuberin, anhydro-B-rotunol
a solavetivone) na tti druhy Phytophthora ma za nasledek zakulaceni bun¢k spojené s urcitou
urovni bobtnani, cytoplazmatickou granulaci a prasknuti bunécné membrany. Posledni dva
jsou velmi obecnymi rysy piisobeni fytoalexinil na buiiky hub. Camalexin se nedavno podilel
na indukci houbové apoptotické programované bunécné smrti u B. cinerea. Pozorovani
konidii B. cinerea ukazala uplnou dezorganizaci mitochondrii a naruSeni plazmatické
membrany po 1é€bé stilbenovymi fytoalexiny, resveratrolem a pterostilbenem (Jeanandet a
kol., 2014). Dale byla prokdzana ucinnost in vivo nékterych fytoalexind, jmenovité
kumarinového fytoalexinu, skopoletinu na redukci ptiznakd zelené plisné zplsobenych
Penicillium digitatum na pomerancich. Ke zvySeni fungitoxicity fytoalexinll je zapotiebi

navrhnout syntézu aktivnéjSich derivatl fytoalexinu (Chalal a kol., 2014).
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3.4.3 Slouceniny dusiku

Alkaloidy jsou velkou tfidou dusikatych sloucenin hotké chuti, které se nachazeji
v mnoha cévnatych rostlindch a zahrnuji kofein, kokain, morfin a nikotin. Jsou odvozeny
z aminokyselin aspartat, lysin, tyrosin a tryptofan a mnohé z téchto latek maji silné ucinky na
fyziologii zvitat (Ali a kol., 2019). Mezi alkaloidni molekuly fadime také saponiny. Saponiny
se vyskytuji konstitutivné u mnoha druht rostlin a které maji Casto antifungalni aktivitu.
Hlavni mechanismus antifungalni aktivity saponini je zpusoben jejich schopnosti
komplexovat se steroly v houbovych membranach a zptlisobit ztratu integrity membrany

(Morrissey a kol.,1999).

3.4.4 Proteiny a enzymy

Mnoho rostlin v semenech obsahuje proteiny, které specificky inhibuji enzymy
patogenti a Skidct vytvarenim komplext, které blokuji aktivni mista nebo méni konformace
enzymu, coz v kone¢ném diisledku snizuje funkci enzymu. Tyto proteiny jsou obecné malé
abohat¢ na aminokyselinu cystein. Zahrnuji defensiny, inhibitory amylazy, lektiny
a inhibitory proteindz (Dang a Van Damme, 2015). Na rozdil od jednoduchych chemikalii,
jako jsou terpenoidy, fenoly a alkaloidy, proteiny vyzaduji k vyrobé velké mnozstvi
rostlinnych zdroji a energie. V diisledku toho se mnoho obrannych proteini tvoii pouze ve
vyznamnych mnozstvich poté, co patogen nebo Sktidce napadl rostlinu. Jakmile jsou vsak
obranné proteiny a enzymy aktivovany, G¢inn¢ inhibuji houby, bakterie a hmyzi skiidce (Jain
a spol., 2022).

Rostlinné defensiny jsou malé antimikrobidlni peptidy, které primarn¢ inhibuji rist
houbovych rostlinnych patogentt (Sathoff a kol.,, 2018). N¢&které defensiny piisobi
extracelularné na houby a zamétuji se na specifické sfingolipidy usidlené na plazmatické
membrang, naruSuji integritu membrany a aktivuji drahy bunééné toxicity. Nedavno byly
objeveny defensiny, které jsou internalizovany plisnovymi buiikami a inhibuji rlst plisni.
Nicotiana alata defensin NaD1 a rajcatovy defensin TPP3 se vazi na plazmatickou membranu
na fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat a tato interakce méa za nésledek oligomerizaci kazdého
defensinu vys$iho fadu a permeabilizaci plazmatické membrany houby. MtDef4 je rostlinny
defensin lusténiny Medicago truncatula. Jeho homology jsou pfitomny ve vSech studovanych
dvoudéloZnych a jednodéloznych rostlinach. Vykazuje silnou antifungélni aktivitu in vitro
proti Sirokému spektru vldknitych hub, vcetn€¢ hemibiotrofniho houbového patogenu

askomycet, Fusarium graminearum (El-Mounadi a kol., 2016).
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4 IDENTIFIKACE PLISNI

Vcasna diagnostika chorob rostlin je klicovym faktorem, ktery rozhoduje o vcasném
pouziti ochrannych opatfeni a ve svém dusledku rozhoduje o vynosu a kvalité rostlinnych
produktii (Nazarov a kol., 2020). Pro detekci, identifikaci a kvantifikaci houbovych patogenii
ptitomnych v infikovanych nadzemnich a podzemnich ¢éstech rostlin a reprodukénich
organech rtznych typt rostlin Ize pouzit mnoho typt diagnostickych technik. Pro pfesnou
identifikaci chorob rostlin jsou v soucasnosti kromé klasického vizualniho zkouméani
zapotiebi sérologické metody a metody zalozené na technologiich DNA a RNA (Dayarathne
a kol., 2021). Mezi metody zaloZené na detekci DNA patii fluorescenc¢ni in situ hybridizace,
rizné techniky polymerazové fetézové reakce (PCR), véetné multiplexni PCR, real-time PCR
a DNA fingerprinting. Existuji také pfistupy zalozené na RNA naptiklad izotermicka
amplifikace nukleovych kyselin a reverzni transkripéni PCR (Nazarov a kol., 2020).

4.1 Vizualni vySetfeni

Neékteré houbové patogeny mohou zpiisobit ptiznaky na semenech, které jsou viditelné
pouhym okem, nebo alespon pii malém zvétSeni (Chen a kol., 2007). Nékdy Ize symptomy
pripsat uritym druhtim hub, jako je zména barvy, scvrknuti a praskliny na semenech sdji,
které jsou typické pro Phomopsis spp. a Cercospora kikuchii a skvrny na semenech arasSida
(Obr. 9), které jsou zpusobeny Cylindrocladium parasiticum. Ve veétSin€ piipadi se
identifikace patogenu pouze na zaklad¢ takovych znakl nedoporucuje, protoze tyto mohou

byt spolecné nekolika houbam (Mancini a kol., 2016).

Obrazek 9 Skvrny na semenech sojovych bobt zptsobené Cercospora kikuchii (Li a kol.,

2019)
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4.2 Kultiva¢ni metody

Kultivaéni metody jsou nejcastéji pouzivanou technikou pro detekci houbovych
patogent. Semena lze inkubovat v Petriho miskach, které obsahuji stfedné¢ impregnovany
filtracni papir (tj. blotting) nebo riizna agarova média, za podminek, které podporuji rist
plisni a sporulaci. Takové vzorky jsou obecné vystaveny cyklim svétlo-tma (12/12 hodin).
Casy a teploty pro inkubaci na miskach se li§i v zavislosti na druhu houby, ale obecn&
kultivace probihd od 2 do 10 dnt pii teploté od 20 do 28 °C (Shovan a kol., 2008). Agarové
médium nejcastéji pouzivané pro identifikaci plisni je neselektivni bramborovy dextrézovy

agar (PDA) a agar ze sladového extraktu (MEA) (Black a Wang, 2020).

4.3 Sérologické metody

Mezi nejcastéjsi metody sérologické diagnostiky patfi enzymova imunoanalyza,
imunoblotovani, dot-blot hybridizace, imunochromatografie a sérologicky specificka
elektronova mikroskopie (Burrel, 2017).

Imunologické metody detekce patogent pfenaSenych semeny jsou zalozeny na pouziti
polyklonalnich nebo monoklonalnich protilatek, které se specificky vazou na cilovy antigen,
coz umoziuje naslednou detekci patogenu enzymatickou konverzi substrati nebo pomoci
fluorescenc¢nich znacek. Nejcastéji pouzivanou imunologickou metodou je dvouprotilatkovy
sendviCovy enzymovy imunosorbentni test (DAS-ELISA) (Warda kol., 2004). Sérologické
testy nevyZzaduji Cistou izolaci patogenu, a proto jsou pouzitelné pro biotrofni i nekrotrofni
patogeny pienasené semeny. Tyto testy jsou Siroce pouzivany pro detekci virti pfenasSenych
semeny, ale mén¢ pak pro houbové rostlinné patogeny, kvili nedostatku druhové specifickych
protilatek. Krom¢ toho mohou sérologické testy také detekovat nezivotaschopné patogeny,

coz miize vést k chybnym interpretacim (Mancini a kol., 2016).

4.4 Molekularné-biologické metody
konvencnim diagnostickym metoddm, je v zédsadé¢ schopnost rozliSovat mezi blizce
pfibuznymi organismy. Problémem vSak miZze byt pfitomnost sloucenin v semenech, které
mohou inhibovat amplifikaci DNA, coz vede k faleSn¢ negativnim vysledkiim. K ptekondni
téchto omezeni bylo vyvinuto n¢kolik modifikaci, po¢inaje extrakci DNA aZ po amplifikaci
DNA (Mancini a kol., 2016).

PCR ma mnoho pozitivnich vlastnosti, véetn¢ rychlosti, specifi¢nosti, citlivosti

a snadné interpretace, které ji ¢ini vhodnou pro detekci patogenli pfenaSenych semeny
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(Carvalho-Pereira a kol., 2020). V duasledku tohoto velkého potencidlu bylo za poslednich
20 let popsano mnoho testii zaloZzenych na PCR pro identifikaci patogen ptenasenych
semeny napt. Ascochyta lentis ze semen CoCky, Alternaria radicina ze semen mrkve (Mancini
a kol., 2016).

Semena jsou Casto zamoiena plisnémi ve velmi nizkych urovnich, a proto DNA
patogenu neni ziskana v dostatecném mnozstvi pro nasledné reakce. K vyfeSeni tohoto
problému byla vyvinuta vysoce citliva PCR technika BIO-PCR. Ta sestava z kroku inkubace
pied testem ke zvySeni biomasy houbového patogenu na semenech, po kterém pak nésleduje
extrakce DNA a amplifikace pomoci PCR (Kumar a kol., 2020). Zpocatku byla tato technika
aplikovana hlavné na fytopatogenni bakterie, protoze ty se snadno a rychle kultivuji 2-3 dny
v rastovém meédiu, pozdéji se ukazalo, ze je tato metoda také Gi¢inna pro houby (Schena a kol.,

2004).

Nyni se vyvijeji dal§i nové pfistupy pro presnéjsi a citlivéjsi detekci plisni. Jedna se
o sekvenovani a metagenomickou analyzu nové generace a také biosenzorové technologie
zalozené na elektrochemii a biofotonice. Moderni metody by tedy umozilovaly piresnou

identifikaci plisni 1 pii1 absenci ptiznaki infekce (Hariharana a Prasannath, 2021).
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo zpracovat literarni reSersi na téma obranné mechanismy rostlin
proti plisnim. Imunitni systém rostlin obsahuje rozmanité obranné mechanismy, kterymi se
rostliny chrani proti fytopatogentim, jako jsou naptiklad i plisné. Pochopeni téchto procesu je
v dnes$ni dob¢ dulezité, protoze na zaklade zjisténych poznatklh mize véda rychleji a 1épe
diagnostikovat plisiové onemocnéni rostlin a zabranit tak napf. rozsdhlym S$kodam na
plodinach nezbytnych pro lidskou populaci.

Rostliny si vyvinuly obranné mechanismy proti plisnim zahrnujici strukturni
a biochemické bariéry. VSechny rostlinné¢ tkan€ obsahuji pfedem vytvorené strukturalni
bariéry, které pomahaji omezit uchyceni patogenil, invazi a infekci. Bunééna sténa je hlavni
linii obrany proti plisnim. Biochemické obranné mechanismy zahrnuji slouceniny, které jsou
akumulovéany v jednotlivych ¢astech rostlin (plody, listy) a zplsobuji rezistenci k infekcim,
které¢ jsou vyvolany plisnémi. Tyto slouceniny obvykle spadaji pod jednu ze tii velkych
chemickych tfid (terpenoidy, fenoly a alkaloidy).

I kdyZ se pristupy diagnostiky plisni v nedavné minulosti podstatné rozsitily je pred
nami jeSté dlouha cesta. Diagnostické postupy musi byt spolehlivéjsi, rychlejsi a jednodussi.
Podle mého nazoru by se mél vyzkum v budoucnu zaméiit na vyvoj novych fungicida
a Slechténi novych odrad potravinafskych a primyslovych rostlin odolnych proti

fytopatogentim.
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