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Uvod

Procesy patogenese houbovych parazitii rostlin maji fadu spole¢nych znak z hlediska
mechanismil pronikani do pletiv, prvnich infekénich stadii, ale i obrannych reakci rostlin
(Lebeda 1988, Lebeda ef al. 2001a, Sedlarova a Lebeda 2002). Na druhé strané vSak exis-
tuji v téchto procesech i velmi vyznamné rozdily mezi hlavnimi trofickymi skupinami
fytoparazitickych hub. Z tohoto pohledu reprezentuji biotrofni parazitické houby vysoce
specializovanou skupinu, ktera je charakteristicka fadou odlisnosti (Lebeda a Schwinn
1994, Bélanger et al. 2002, Spencer-Phillips et al. 2002). Nase prace se v poslednich le-
tech zaméfuje na dvé modelové interakce hostitel - biotrofni parazit: Lycopersicon spp. -
Oidium neolycopersici (Lebeda a Mieslerova 2000) a Lactuca spp. - Bremia lactucae
(Lebeda et al. 2001b). Histochemické metodické aspekty studia téchto interakci jsou
predmétem této prace.

Oidium neolycopersici L. Kiss, pivodce padli rajc¢at, je biotrofni patogenni houba
patfici do tadu Erysiphales (Ascomycota). Jeji prvni vyskyt na rajCatech byl v Evropé
zaznamenan v roce 1986, doprovazeny naslednym epidemickym Sifenim (Mieslerova
a Lebeda 1999). V Ceské republice byl poprvé pozorovan v roce 1988 (Lebeda a Rod
1990). Studium hostitelského okruhu ukézalo, Ze O. neolycopersici napada Siroké spekt-
rum druhti rostlin nejen z ¢eledi Solanaceae (Lebeda a Mieslerova 1999), ale i fady dal-
Sich celedi (Whipps et al. 1998). Vyzkum zdroju rezistence potvrdil, Ze vSechny odrady
kulturniho rajéete (Lycopersicon esculentum) jsou vysoce nachylné, naopak uc¢inné zdroje
rezistence existuji mezi planymi druhy rodu Lycopersicon (L. chmielewski (LA 2663),
sttedné rezistentni; L. hirsutum (LA 2128), vysoce rezistentni) (Mieslerova et al. 2000).
Kultivace rostlin, patogenu a metodu inokulace popsali Lebeda a Mieslerova (1999).

Druhym modelovym objektem je plivodce plisné salatové (Bremia lactucae Regel,
Peronosporales, Oomycota). Tyto houby jsou typické vétsi vazbou na vodni prostiedi
(vlhko) a pfitomnosti celulosy v bunécné stén€. Penetrace probihd pifimo a mycelium
roste intercelularné (na rozdil od padli, ktery je ektoparazit a mycelium roste na povrchu
rostlinnych organti a do epidermalnich bunck vysild pouze haustoria). Vztah mezi
hostitelem (Lactuca spp.) a patogenem (B. lactucae) je vysvétlovan na zaklad¢ teorie
gen-proti-genu. V soucasnosti je uvadéno vice nez 40 znamych rasové specifickych gent,
resp. faktord rezistence (Lebeda a Zinkernagel 2003). V obrannych reakcich kulturnich,
ale i planych Lactuca spp. byly kromé rasové specifi¢nosti popsany nejméné tii dalsi typy
rezistence (rasov¢ nespecificka, polni a nehostitelskd) (Lebeda et al. 2001b). I v ramci
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rasove¢ specifické rezistence existuji velké rozdily v jejim projevu (napf. hypersenzitivni
reakce, reakce subepidermalnich bunék, cytoskelet, fenolické latky) (Lebeda a Sedlarova
2003). Kultivace rostlin patogenu a metoda inokulace byly popsany v praci Sedlarova
et al. (2001).

Béhem prvnich hodin po inokulaci patogenu na listy dochazi k syntéze fady nizkomo-
lekularnich antimikrobialnich latek (chinonti, fenolt, alkaloidli) a k expresi proteind spo-
jenych s patogenesi a obrannou reakci rostlin (Lebeda et al. 2001a). Za jeden z vyznam-
nych faktorti v obrannych reakcich rostlin je povazovana ptitomnost aktivnich forem kys-
liku (AOS), které se podileji na vzniku bunécné smrti (Bestwick et al. 1998). Na katabo-
lismu peroxidu vodiku se podili katalasa (EC 1.11.1.6) a peroxidasa (1.11.1.7), tvofici
soucast systému stresovych reakci spojenych s patogenesi (Siegel 1993, Lebeda et al.
2001a). Detekce nekterych téchto metaboliti (O;, H,O,, POX, lignin) a procest (bunécna
smrt, hypersenzitivni reakce) v rostlinach v pribéhu patogenese a obrannych reakcich je
predmétem tohoto clanku.

Podstata metod

Tvorba superoxidového anionu (O)) insitu byla detegovana pomoci chloridu
2,2’-di-p-nitrofenyl-5,5"-difenyl-3,3'[3,3 "-dimethoxy-4,4 '-difenylen]-ditetrazolia (NBT)
tvoticiho v pfitomnosti O, tmavé modrou nerozpustnou srazeninu formazanového kom-
plexu (May et al. 1996). In situ tvorba peroxidu vodiku (H,0,) byla stanovena 3,3’-di-
aminobenzidin-4HC] (DAB), ktery reaguje za vzniku tmavé hnédé srazeniny (Thor
dal-Christensen et al. 1997). Peroxidasa (POX) byla detegovana 200 mM Tris-HCI
pH 6,0 obsahujicim 1 mM DAB a 10 mM H,O, (Dolores Alcazar et al. 1995). Chemika
lie byly do listl infiltrovany pod vakuem po dobu 3 h (rajce), respektive 5 h (salat). Re-
akce byla zastavena varem v ethanolu, ktery zaroven slouzil k extrakci chlorofylu.

Bunécna smrt (hypersenzitivni reakce) byla lokalizovana po odbarveni listu ve smési
ethanol/ledova kyselina octova (3/1) apo inkubaci 24 h v laktoglycerolu pomoci UV
excitacni fluorescence jako zluté zbarvené fluoreskujici nekrotizované bunky (modifiko-
vand metoda podle Koga et al. 1988).

Pro stanoveni ligninu byly listy odfiznuty od rostliny a pfes noc inkubovany v 70 %
ethanolu obsahujicim 1 % (w/v) fluoroglucinol. Po omyti destilovanou vodou listy pono-
feny do koncentrované HCI. Lignin se barvi oranzové-Cervené (Milosevic a Slusarenko
1996).

Pomiicky a chemikalie

0,1 % DAB (3,3 -diaminobenzidin-4HCI) ve vodé¢; 0,5 % NBT (chlorid 2,2 -di-p-nitro-
fenyl-5,5"-difenyl-3,3[3,3 "-dimethoxy-4,4 -difenylen]-ditetrazolia) v 10 mM K-fosfatovém
pufru pH 7,8; 200 mM Tris-HCI pH 6,0; ledova kyselina octova; 96 % ethanol; 1 % fluoro-
glucinol v 70 % ethanolu; laktoglycerol; peroxid vodiku; askorbat; kyselina chlorovodiko-
va; glycerol; 0,5 % Evans blue (tetrasodna sil 6,6"-[(3,3"-dimethyl[1,1 -bifenyl]-4,4"-di-
yl)bis(azo)]bis[4-amino-5-hydroxy-1,3-naftalendisulfonové kyseliny]).

Eksikator, vodni lazen, laboratorni sklo, mikroskop s fluorescen¢nim nastavcem
a kamerou, PC.
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Obecny postup

Intaktni tj. neinokulované listy (kontrolni) a listy inokulované padlim resp. plisni, jsou
odfiznuty od rostliny pod vodou a bezprostiedné pieneseny do Petriho misky obsahujici
nasavany roztok (NBT, DAB). Listy mohou byt Setrné pfipevnény isolepou ke dnu. Roz-
tok je nasadvan do zilek po dobu 3 h (5 h) pod vakuem vytvofenym pomoci eksikatoru.
Reakce je ukonéena ponofenim listu do vrouciho ethanolu na cca 10 minut, ktery zaroven
listy odbarvi. Pro rehydrataci jsou pletiva ponechana delsi dobu v 50 % glycerolu. Pii loka-
lizaci peroxidu vodiku je jako kontrolni roztok pouzit 0,1 % DAB obsahujici 10 mM askor-
bat, se kterym reakce neprobiha. Pro lokalizaci bunééné smrti a ligninu jsou listy odbarveny
inkubaci ve smési ethanol/ledova kyselina octova (3/1) po dobu 24 h. Pro stanoveni hyper-
senzitivni reakce jsou listy inkubovany dale 4 h ve vodé a poté 24 h v laktoglycerolu (kyse-
lina mlécna/glycerol/voda; 1/1/1). Ke zvyraznéni struktur patogenu byla t€sn¢ pred mikro-
skopovanim ptikapnuta pod kryci sklicko 0,5 % Evans blue. Pro lokalizaci ligninu byly
odbarvené listy inkubovany 12 h v roztoku 1 % fluoroglucinolu v 70 % ethanolu, poté pro-
plachnuty destilovanou vodou a ponofeny na 5 min. do koncentrované HCL

Vyhodnoceni vysledki

Intenzivni signal potvrzujici pfitomnost aktivnich forem kysliku (AOS) byl detegovan
bé&hem prvnich hodin po inokulaci O. neolycopersici na listy (Tab. 1). Superoxidovy ani-
on byl prokazan hlavné ve vysoce citlivém genotypu Lycopersicon esculentum cv. Ama-
teur, maximalni signal 12 hpi (hodin po inokulaci). Peroxid vodiku byl naopak pfitomen
v listech rezistentnich genotypt. Ke vzristu peroxidasové aktivity doslo ve dvou fazich,
v prvnich 4 - 12 hpi byla aktivita dokdzana histochemickymi metodami, 72 - 168 hpi také
biochemickymi (spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymu v listovych extraktech)
(Angelini et al. 1990). Prudky nartist enzymové aktivity v rezistentnich genotypech kore-
sponduje s prvni expresi hypersenzitivni reakce. Peroxidasova aktivita byla také prokaza-
na uvniti struktur patogenu (v apikalni ¢asti prvniho kli¢niho vlakna a uvnitt neklic¢icich
konidii). K prvnim projevim bunééné smrti dochazi u L. chmielewski a L. hirsutum
48 hpi (10 - 15 % bunek), 72 hpi tvoii jiz mrtvé bunky 44 - 50 %. U vysoce citlivého
L. esculentum cv. Amateur nebyla hypersenzitivni reakce pozorovana. Rovnéz se zde
projevila velmi nizka produkce peroxidu vodiku odpovidajici nizké aktivité peroxidasy
v obou casovych intervalech. Tyto metabolické projevy dobie koresponduji s nachylnosti
tohoto genotypu. Vyznam peroxidasové aktivity uvniti struktur patogenu miize byt pova-
zovan za faktor hrajici roli v penetraci, ale na druhou stranu mize byt v nekli¢icich koni-
diich spojen se smrti patogenu. Béhem prvnich 120 hpi nedoslo ke zménam v lignifikaci
u zadného ze studovanych genotypt (Lebeda ef al. 2002).

V zadném ze studovanych genotypt L. sativa, L. serriola, L. saligna a L. virosa neby-
la detegovana ptitomnost superoxidu (Tab. 2). Naopak jiz kratce po inokulaci (6 hpi) je
ptitomen peroxid vodiku a POX. Byly zjistény rozdily v nacasovani, rozsahu i intenzité
oxidativnich procest, které z velké Casti korelovaly s diive studovanymi obrannymi pro-
cesy (exprese HR, zmény cytoskeletu, depozice fenold) (Lebeda a Sedlarova 2003). U na-
chylnych genotyptl (L. sativa, Cobham Green a UCDM 2; L. serriola LSE/18) a dalSich
genotyptl téchto dvou druhti, nedochazi do 24 hpi k vyraznéjsSim zménam v hladiné H,O,
a POX. Nasleduje lehké zvySeni, ale reakce v porovnani s reakcemi planych druht L. sa-
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ligna a L. virosa je sttedn¢ silna. Piedev§im u posledn€ jmenovaného druhu je reakce
velmi silnd jiz 6 - 12 hpi (souvisi pravdépodobné se zapojenim peroxidu vodiku do signa-
lizace), poté dochazi ke snizeni a vyrazny narast byl pozorovan 30 hpi (pocatek progra-
movanych procest hypersenzitivni reakce, HR). Do HR je vétSinou zapojena penetrovana
epidermalni burka, pfipadné nékolik malo bun€k sousednich. V genotypech PIVT 1309
(L. serriola), CGN 05147 (L. saligna) a NVRS 10.001602 (L. virosa) se na expresi HR
podili ¢astecné i mesofyl. U téchto genotypl byla zjisténa korelace subepidermalni nek-
rosy s ¢asnym (6 hpi) naristem ptitomnosti POX.

Tab.1. Semikvantitativni hodnoceni signalu na AOS a POX v patosystému Lycopersicon spp.-
Oidium neolycopersici.

Genotyp (kultivar) rajcete AOS Hodiny po inokulaci
4 8 12 16 20 24 48 120
Oy
L. esculentum cv. Amateur -+ e + - - -
L. chmielewskii (LA 2663) + - - - - -
L. hirsutum (LA 2128) + + - - - - - -
H,0,
L. esculentum cv. Amateur - - - - - - - -
L. chmielewskii (LA 2663) ++ + + - + 4+
L. hirsutum (LA 2128) ++ A + - +
POX
L. esculentum cv. Amateur + + + + - - - -
L. chmielewskii (LA 2663) ++ -t H + - - + ++
L. hirsutum (LA 2128) ++  + + - - - +

L. chmielewskii (LA2663)

L. hirsutum (LA2128)

120 hpi 120 hpi
ZvétSeni 1 000 x

48 hpi

Obr. 1. Lycopersicon spp.-Oidium neolycopersici: signal potvrzujici ptitomnost peroxidasy v rost-
linném pletivu a uvnitf struktur patogenu. Bunécnd smrt u L. Airsutum 120 hpi.
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Tab. 2. Semikvantitativni hodnoceni signalu na AOS a POX v patosystému Lactuca spp.-Bremia
lactucae

Genotyp (kultivar) lociky AOS Hodiny po inokulaci
6 12 18 24 30 36 48 96

(07
L. sativa cv. Cobham Green - - - - - - - -
L. sativa line UCDM 2 - - - - - - - -
L. sativa cv. Mariska - - - - - - - -
L. serriola (LSE/18) - - - - - - - -
L. serriola (PIVT 1309) - - - - - - - -
L. saligna (CGN 05147) - - - - - - - -
L. saligna (CGN 05271) - - - - - - - -
L. virosa (NVRS10.001602) - - - - - - - -

H,0,
L. sativa cv. Cobham Green + - + + - - - +
L. sativa line UCDM 2 + + + + + - - -
L. sativa cv. Mariska + + + + + + o+
L. serriola (LSE/18) + + + ++ + + - +
L. serriola (PIVT 1309) + ++ ++ e e =
L. saligna (CGN 05147) ++ + + + + + +
L. saligna (CGN 05271) o + + + + + +
L. virosa (NVRS10.001602) FH++ A e + -

POX
L. sativa cv. Cobham Green + + + ++ + + ++ ++
L. sativa line UCDM 2 + + + ++ ++ ++ + +
L. sativa cv. Mariska + + + ++ ++ + ++ ++
L. serriola (LSE/18) + + + =+ A+ +
L. serriola (PIVT 1309) ++ + + +++ + ++
L. saligna (CGN 05147) ++ + I o S e S + -
L. saligna (CGN 05271) + + =+ A A -
L. virosa (NVRS10.001602) R S S T S A o e o S o + -

Z hlediska lokalizace signalu, byla v ranych fazich penetrace a vyvoje patogenu pfi-
tomna POX v cytoplasm¢ a vazana na plasmatickou membranu hostitelskych bunék, ale
byla i lokalizovana ve sporach patogenu. U H,O, byl signél vice difuzni, extracelularné
kolem penetrované buiiky, ale i v buitkach sousednich. Tvorba ligninu nebyla studovana,
ale jiz diive byla diskutovana nepiitomnost jeho tvorby v interakcich Lactuca spp.-Bre-
mia lactucae (Bennet et al. 1996, Sedlarova a Lebeda 2001).
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"
Ll

L. virosa NVRS 10.001 602 L. sativa UCDM2

30 hpi 24 hpi

peroxid vodiku peroxidasa ZvétSeno 600 x

Obr. 2. Lactuca spp.-Bremia lactucae: ptiklad lokalizace peroxidu vodiku u L. virosa a peroxidasy
u L. sativa.

Narocnost

Peroxid vodiku, superoxidovy radikal, peroxidasa, bunééna smrt a lignin byly proka-
zovany u Lycopersicon spp. ve tfech riznych genotypech, kontrolnich a infikovanych
rostlinach, a v desiti Casovych intervalech. V patosystému Lactuca spp. - Bremia lactucae
bylo studovano 8 genotypl v osmi ¢asovych intervalech (nebyl sledovan lignin). Metody
infiltrace DAB do listl jsou nenarocné, stejn¢ jako detekce bunééné smrti a ligninu. Jedi-
nym uskalim je tedy zpracovani velkého poctu vzorkda.

Uskali, tipy, triky

Nekteti autoti uvadéji metodu injikace roztoku DAB (NBT) do listd, jejiz vyhodou je
oddéleni listu od rostliny az po prubéhu reakce. Dochazi vSak k lokalni destrukci pletiva
v oblasti vpichu, které u jemnych pletiv locik mize dosahnout vétsiho rozsahu (i diky
nizkému pH roztoku DAB). Abychom se co nejvice vyhnuli mechanickému poskozeni,
které vyvolava tvorbu AOS, zvolili jsme zplsob nasavani roztokd pies cévni svazky. Je
vyhodné odfezavat listy od stonku pod vodou, nebot’ do Zilek nepronikne vzduch branici
infiltraci roztokd. V ptipadé, Ze list plave na hladin€ roztoku, lze ho pfilepit prouzkem
isolepy ke dnu Petriho misky. Pokusnych listi se pfitom co nejméné dotykame. VéEtsi
mnozstvi vzorki lze v glycerolu uchovavat do doby zpracovani v lednici (v +4 °C).

Jestlize dochazi k destrukei pletiva pfi stanoveni ligninu ponofenim do koncentrova-
ného HCI, pak Ize pouzit pro fixaci pred mikroskopovanim glycerol okyseleny kyselinou
sirovou.

Alternativni metody
Injikace roztokti DAB a NBT do pletiv infikované rostliny (Heath 1998).

Peroxidasy:

Stanoveni POX metodou otisku na nitrocelulosovou membranu s vyuzitim 4-chlo-
ro-1-naftolu (Ray a Hammerschmidt 1998).
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Histochemicka lokalizace infiltraci guaiakolu a peroxidu vodiku ve fosfatovém pufru

(Angelini et al. 1990).

Imunohistochemickd detekce - sekundarni protilatka znacend zlatem (Olmos et al.

1997).
Peroxid vodiku:

Histochemické stanoveni pomoci Skrobu a jodidu draselného za vzniku modrofialové-
ho komplexu (Olson a Varner 1993, Repka 1999).
Cytochemicka detekce (TEM) reakci s CeClI3 za vzniku tmavé srazeniny perhydroxidu

ceru (Bestwick et al. 1997).
Superoxid:

Histochemicka lokalizace superoxidového radikalu pomoci NBT s vyuzitim chlo-

ralhydratu (Vallélian-Bindschedler et al. 1998).
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Porovnani metod izolace RNA pro detekci latentniho viroidu
chmele (HLVd) pomoci Dot-blot molekularni hybridizace
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Uvod

Viroidy jsou nezavislou tfidou rostlinnych patogenti, autonomné se replikujicich mo-
lekul RNA, bez proteinového plasté. Kruznicova, infekéni RNA, vysoce stabilni, se se-
kundarni strukturou podobnou tyCince o velikosti 246 az 401 nt, je plné zavisla a adapto-
vand na metabolismus hostitelské rostliny. Replikace probihd mechanismem otacejici se
kruznice. RNA polymerasa Il syntetizuje (-) polymerni fetézce slouzici jako matrice (+)
polymertim, jez jsou §tépeny na monomery a ligovany do krouzkid. Syntéza je lokalizo-
vana v bunécném jadre ajadérku. U molekul viroidii podskupiny viroidu vietenovitosti
hliz bramboru (PSTVd) mizeme rozlisit pét strukturnich domén, charakteristickych pro
nativni stav: centralni konzervativni oblast (CCR), oblast patogenity, oblast s vysokou
sekvencni variabilitou a dvé koncové domény. Do této podskupiny patii i chmelové viro-
idy (Diener 1999).

Chmel patii svou rozlohou, 80 tisic hektarii ve svétovém métitku, k minoritnim hos-
podarskym plodinam, pfesto nalezi k plodindm s dlouholetou péstitelskou minulosti. Jeho
péstovani v Ceské republice ma nejméné tisiceletou historii a vzdy znamenalo vysoky
ekonomicky podil na celkovém hospodarstvi statu. Na chmelu parazituji dva viroidy:
viroid zakrslosti chmele (HSVd), o velikosti 297 nukleotidti, alatentni viroid chmele
(HLVd), o velikosti 256 nukleotidd. HSVd se na chmelu vyskytuje pouze v Japonsku
a Jizni Korei, avSak jednotlivé kmeny HSVd parazituji celosvétové na dalSich hostitel-
skych rostlinach trvalych kultur, jako jsou ovocné stromy a réva vinna. HLVd parazituje
pouze na chmelu a vyskytuje se celosvétove témét na vSech péstitelskych plochach.
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