k vyvoji embrya do blastocysty, ale i k bre-
zosti pokracujici témér do porodu. Podob-
né se chovalo i rekonstruované embryo
s jadrem buvola v bovinnim ooplastu. Redl-
nost predstav o vyuziti mezidruhového pre-
nosu jader podporil predevsim experiment,
kde za darce jadra slouzila granul6zni buika
uhynulého muflona prenesena do cytoplaz-
my ovce. Embrya kultivovana do blastocys-
ty vedla v tomto pripadé nejen k brezosti
piijemkyné (ovce), ale i k narozeni muflo-
niho mladéte (obr. 5).

Zda se, Ze klicovym problémem v téchto
pripadech nejsou jen darcovské buiiky, ale
i vhodné oocyty pro jejich reprogramaci
a v neposledni fad€ volba prijemkyné, ktera
by umoznila pokracovani vyvoje embrya azZ
do porodu. Pro zachranu ohrozenych savcu
by mohla byt zajimava informace o prekva-
pivé toleranci jadra ke zcela nefyziolo-
gickym faktorim, napf. zvySené teploté,
a 0 jeho schopnosti podporovat dalsi vyvoj
embrya do narozeni. Lze predpokladat, ze
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se podobna tolerance projevi i po vystaveni
jadra nékterym dal$im fyzikalnim a chemic-
kym faktorim.

Z pohledu soucasnych znalosti patii
predstavy o znovuzrozeni davno vyhynu-
lych savcd pomoci klonovani spise do ne-
realné fantazie. Obcas se sice setkavame
s prekvapujicimi zpravami, k nimz patfi
i vytvofeni blastocyst z jader bunck lid-
skych fibroblasti pfenesenych do kralic¢ich
ooplastti (Ying Chen a kol. 2003). Vyvoj 10 %
rekonstruovanych embryi do stadia blasto-
cysty bez ohledu na stafi darct jader vyvolal
pochopitelny zajem a Zivou diskusi v odbor-
nych kruzich. Ty se soustredily zejména na
charakteristiku vlastnosti vybranych typt
bunék, hypoteticky kmenovych, izolova-
nych z embryoblastu, a na chovani bunék
s lidskym jadrem a mitochondriemi kralika
a pochopitelné na vyuziti nékterych typu
jiz diferencovanych bunék perspektivné
v humanni mediciné. Vyjimecnou pozor-
nost vzbudily i nedavné pokusy o produkci

Vaclav Kudela, Vaclav Krejzar, Radka Krejzarova, lveta Panko-

va

K uzké vazbé mezi rostlinami a kvasinkami mohlo dojit pfiblizné pfed 200 mi-
liony let. Lidé prichazeji do primého kontaktu s kvasinkami spolu s pfijmem rost-
linné potravy. Pritomnost kvasinek na rostlinach zacal ¢lovék od pradavna vyuzi-

vat, aniz by o jejich existenci néco tusil.

Nejen pfiznivci pivniho moku nebo la-
hodného vina, ale i $ir$i vefejnost ma dnes
povédomi o uzkém vztahu mezi duznatymi
sladkymi plody nebo suchymi Skrobnatymi
rostlinnymi produkty, kvasinkami, alkoho-
lovym kvasenim a kvasnymi napoji. Nékteré
kvasinky mohou byt z pohledu clovéka
povazovany za Skodlivé. Podileji se napft. na
znehodnoceni potravin, a to nejen rostlin-
ného, ale i zivoc¢iSného ptvodu. Mezi kva-
sinkami se nachazeji ptivodci onemocnéni
¢lovéka, ktera u jedincid s oslabenym imu-
nitnim systémem mohou vyvolat zavazna
naruSeni zdravi. Jsou napf. pri¢inou systé-
movych, slizni¢nich a koZnich onemocnéni
(kandido6z). Vazba kvasinek s rostlinami je
fylogeneticky stars$iho data nez vztah mezi
Clovékem a kvasinkami, ale az donedavna
bylo k dispozici milo presvédcivych duika-
z0 0 schopnosti kvasinek zpusobit chorobu
rostlin. Fytopatogenita je charakteristicka
pro viroidy, nékteré viry a bakterie a mnohé
houby.

V tomto prispévku pojednavame o uloze
kvasinek na povrchu nadzemnich rostlin-
nych orgiand, o vztahu mezi kvasinkami
a zdravotnim stavem rostlin, o tom, zda kva-
sinky mohou u rostlin vyvolat onemocnént,
ovlivnit vznik a prabéh infekénich chorob
a byt vyuzity v biologické ochrané.

Problémy s klasifikaci
kvasinek

Kvasinky ¢i kvasinkovité organismy ne-
tvofi samostatnou taxonomickou jednotku.
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Je to obtizn€ definovatelna, uméle vytvore-
na heterogenni skupina hub. Za kvasinku
se povazuje puciva houba, kterd se mnozi
nepohlavné, pohlavné nebo obéma zpu-
soby. Vétsinou se vsak termin kvasinka
vztahuje na jednobunécné pucivé houby;,
které se mnoZi pouze nepohlavné. Radi se
k houbam vreckovytrusym (Ascomycota),
stopkovytrusym (Basidiomycota) a ana-
morfickym (mitosporickym, konidialnim,
ynedokonalym*). Vieckovytrusé druhy se
nékdy oznacuji jako pravé kvasinky.

Spole¢nym znakem vSech kvasinek je,
Ze rostou jako samostatné buriky, které se
nepohlavné déli na dcefiné bunky bud
pucenim, nebo (méné casto) prehradec-
nym (pricnym) délenim. Tim se 1isi od vét-
Siny hub, které rostou ve formé vlaknitych
hyf. AvSak absence vlaknitych forem neni
pro kvasinky typickym znakem. Nékteré
z nich jsou totiz dimorfni, tj. v zavislosti na
vné€jSich podminkich mohou stfidat kva-
sinkovitou fazi s fazi vlaknitou (hyfalni).
Dcefiné bunky nékterych pucivych kvasi-
nek se pfi déleni neodd€luji a vznikaji fe-
tizky buné€k, které vytvareji tzv. pseudo-
mycelium. Identifikace kvasinek podle
mikroskopickych morfologickych znaki je
— na rozdil od mnohych hub — velmi
obtizna. Morfologické znaky mohou byt
vyuzity nanejvys k urceni na urovni rodu.
Dulezitym znakem pfi identifikaci kvasi-
nek na druhové urovni je schopnost vyuzi-
vat ruzné zdroje uhliku a dusiku, podobné
jako se biochemickymi metodami urcuji
bakterie.
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kmenovych bunék z klonovanych blasto-
cyst puvodem z lidskych jader i ooplastu.
Jedna z publikovanych praci (Hwang a kol.
2004, 2005) dokonce oznamila ustaveni
ptvodné jedné a dnes, podle dosud nezve-
fejnénych informaci, jiz nékolika linii ne-
diferencovanych lidskych embryondlnich
kmenovych bunék. Navic autori dokazali
jejich schopnost vytvaret po navozené dife-
renciaci fadu specializovanych bunék pri-
tomnych v zarode¢nych listech (endoder-
mu, mezodermu, ektodermu), dokazujicich
jejich pluripotenci. Podobné experimenty
u ostatnich primatt nekoncily tak nadéjny-
mi vysledky a naznacily, Ze bud soucasna
technika (zfejmé enukleace), nebo jiné
blize nespecifikované priciny vedly k poru-
cham pfi tvorbé dé€liciho vieténka a masivni
aneuploidii koncici zastavenim déleni.

V nasledujici c¢asti kratce pojedname
o nékterych problémech provazejicich klo-
novani a zminime se také o perspektivach,
které prenos jader nabizi pro budoucnost.

Rozvoj mikrobiologie
fylosféry

Toto nové odvétvi mikrobiologie se zaca-
lo rozvijet od 70. let 20. stol. Zabyva se mik-
robiologickymi jevy vzdu$ného prostoru,
ktery obklopuje nadzemni casti rostliny
(fylosféra). V ramci této discipliny jsou stu-
dovany zejména fyloplanni (epifytické)
mikroorganismy, tj. ty, které se vyskytuji na
povrchu nadzemnich ¢asti rostlin, zejména
listti. Termin fyloplan se vSak Casto vztahuje
nejen na povrch listd, jak by se mohlo odvo-
zovat podle feckého ptivodu tohoto slova,
ale i na povrch ostatnich nadzemnich orga-
nt. Na mikrobiologickém vyzkumu fylopla-
nu se podileji bakteriologové, mykologové,
ekologové, fytopatologové, molekularni bio-
logové, populacni biologové a aerologové.

Fyloplanni organismy vyuZivaji jako zdroj
vyzivy latky vylucované hostitelskou rostli-
nou na jeji povrch. Déje se tak prostou di-
fuzi, vylucovanim sekundarnimi zlazkami
(Zlaznatymi trichomy) nebo hydatodami
(vodnimi skulinami). K metabolickému pro-
pojeni fyloplannich organismu s hostitelskou
rostlinou nedochazi. Ve fyloplanni mikrofl6-
fe prevazuji neparazitické mikroorganismy
(viz dale), ale mohou v ni byt zastoupeny
(prechodné ¢i trvaleji) i mikroorganismy
parazitické, napt. pavodce bakterialni spaly
razovitych rostlin Erwinia amylovora.

Celkové mnozstvi fyloplannich mikro-
organismt i jejich druhové spektrum se
méni v zavislosti na hostitelské rostling, sta-
novisti (biotopu), vegetacni dobé, ristové
fazi rostlin a pribéhu pocasi. Populace mik-
roorganismutl kolonizujicich v urcitych pod-
minkach povrch listd urc¢itého druhu rostlin
vytvareji specifickou ekologickou niku, tj.
soubor biotickych a abiotickych faktoru, kte-
ré v kolob¢hu latek a tokua energie plni spe-
cifickou funkci a v souhfe s jinymi nikami
zabezpecuji fungovani urcitého ekosystému.
Obdobné funkce v odlisnych ekologickych
podminkach plni rozdilné druhy organismu.

SloZeni fyloplanni
mikroflory

Hlavni slozkou fyloplanni mikroflory jsou
bakterie, kvasinky a vlaknité houby. Po vét-
$inu vegetace v listovém povrchu dominuji
kvasinky, které v hmotnosti biomasy pre-
vysuji jiné mikroorganismy v poméru 50:1.
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K nejcastéji izolovanym kvasinkam nachaze-
jicim se ve fyloplanu rostlin mirného pasma
patii druh Aureobasidium pullulans (viz
obr.), dale pak tzv. rizové kvasinky (rodu
Sporobolomyces a Rbodococcus) a bilé kva-
sinky (hlavné druhy r. Cryptococcus). Pocet
téchto organismu Kolisa v zavislosti na stari
a typu listu a na terminu odbéru vzorku.
U nékterych druhtt mize dosahovat 107 jed-
notek vytvarejicich kolonie (CFU = colony
forming unit) na 1 gram Cerstvé hmotnosti
listového materialu (viz obr.).

Priciny ekologické uspésnosti kvasinek
v porovnani s jinymi fyloplannimi organis-
my nejsou zcela objasnény. Spatfuji se
v morfologické adaptaci na stresy vnéjsiho
prostiedi, toleranci k vzdusnym polutan-
tim (znecisténi) a fytoalexinim (latkam
produkovanym rostlinami na ochranu proti
fytopatogeniim). Obecné se predpoklada,
Ze pricina ekologické uaspésnosti kvasinek
ve fyloplanu nespociva v produkci antimikro-
bialnich sloucenin, i kdyz nékteré kmeny
urcitych druhi kvasinek je vylucuji (napft.
druh Aureobasidium pullulans).

Kvasinky jako ukazatel
kvality ovzdusi

Ve fyloplanni mikroflofe jsou velmi po-
cetné zastoupeny kvasinky rodu Sporobolo-
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Povrch staré kolonie Aureobasidium pullulans,
nejéastéji izolované kvasinky z fyloplanu rostlin
mirného pdsma, nahote. Mladé kolonie jsou bilé
azg krémové £luté, maji mazlavy a vibky povrch.
Stdrnutim se povrch kolonie méni na sametové
hnédy az Clerny, mikroskopicky lze pozorovat
pritomnost vidken (hyf) & Plstnaty charakter
mycelia houby Botrytis cinerea, dole. V pravém
dolnim robu jsou dobre patrnd tvrdd llubka
hyf; nazyvand sklerocia, slouzici pro preckdvdni
neptiznivych obdobi (naps: prezimovini). Snim-
ky M. Kuthana, neni—li uvedeno jinalk

myces (viz obr.). Vyznacuji se tim, Ze jsou
velmi citlivé na zneciSténiny v ovzdusi, ze-
jména pak na oxid siricity. JelikoZ se kvasin-
ky velmi rychle mnozi, uc¢inek skodlivin se
rychle projevi ubytkem kvasinek tohoto
rodu v populaci fyloplanni mikroflory. To
vedlo k myslence vyuzit kvasinky k monito-
rovani kraitkodobych zmén v kvalité ovzdusi.

Testovani je relativn€ jednoduché. Pripra-
vi se Petriho misky se sladinkovym agarem.
Na vnitfni stranu vicka Petriho misky se va-
zelinou upevni disky o priméru 5 mm vyfiz-
nuté z listt javoru (nebo jinych druht).
Pokud jsou na listovém disku pritomny kva-
sinky r. Sporobolomyces, vystielované bazi-
diospory dopadaji na zivné médium. Podle
cetnosti vyrostlych kolonii se usuzuje na pri-
tomnost Skodlivin v ovzdusi.
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Kvasinky jako puvodci
chorob rostlin?

Otaznik v nadpise ma naznacit, Zze odpo-
véd zavisi na tom, které organismy zahrne-
me pod pojmy kvasinka (viz vySe) a rostlina
(0 jaky druh rostliny pajde a zda budeme
rozliSovat rostliny pfed sklizni od sklize-
nych produkt). Kvasinky maji urcity vy-
znam v poskliziové fytopatologii jako prile-
Zitostni patogeni skladovanych rostlinnych
produktt. Pri skladovani duznatych plodua
v nevhodnych podminkach zptisobuji mék-
ké vodnaté hniloby doprovazené kyselym
kvasnicnym pachem a nékdy i bélavym
povlakem na povrchu postizenych rostlin-
nych c¢asti (viz obr.).

Na slupce jablek a hrusek se velmi casto
setkavame s tzv. rzivosti (viz obr.). Pfiznak
rzivosti se objevuje v reakci na odumfeni
epidermalnich a hypodermalnich bunék.
Na odumreni téchto povrchovych bunék se
podileji faktory prevazné abiotické, ale vliv
mohou mit i faktory biotické, mezi néz nék-
tefi autori fadi novéji i kvasinky.

A7z do nedavné doby chybél doklad
o schopnosti ur€itych druhi nebo kment
kvasinek proniknout dovnitf' hostitelskych
pletiv a navazat paraziticky vztah s celistvou
rostlinou v pfirozenych podminkach prizni-
vych pro rostlinu, a to i presto, ze vSechny
fyloplanni kvasinky nebo vétSina z nich
vykazuje kutinolytickou (schopnost rozkla-
dat vnéjsi vrstvu pokozkovych bunék —
kutikulu), mnohé lipolytickou a nékteré
proteolytickou aktivitu (Stépi lipidy a protei-
ny). Zfejmé¢ jim vsak vétsinou chybéji dalsi
nezbytné vlastnosti fytopatogenity.

V 1. 2001 byla publikovana prace (S. Gog-
nies, A. Belarbi, E. A. Barka), ktera oznacuje
urcité kmeny kvasinky Saccharomyces ce-
revisiae za potencialniho patogena révy
vinné. Kmeny vykazujici pektinolytickou
aktivitu zpusobily v infek¢nich pokusech
zpomaleni rastu, nekrézy a odumirani mla-
dych rostlin. Kromé toho v poslednich letech
pribyva také dokladti o mozné spoluucasti
fyloplannich kvasinek na rzivosti slupky jad-
rovin projevujici se v priibéhu vegetace.

Reakce fyloplannich kvasinek
na oSetfeni rostlin fungicidy

Osetieni fungicidy proti ptivodctim hou-
bovych chorob v polnich podminkach ma
vliv také na necilové organismy, k nimz
patii i kvasinky nachazejici se na povrchu
rostlin. Sir$i druhové spektrum kvasinek
potlacuji fungicidy na bazi ditianonu a dodi-
ne. Proti specifickym druhtim kvasinek je
ucinny kaptan a tolylfluanid. K neacinnym
latkam patfi pyrimetanil a bupirimate. Po-
tlac¢eni populace fyloplannich kvasinek béz-
né pouzivanymi fungicidy nabyva na vyzna-
mu v souvislosti s poznatky o jejich roli pfi
redukci né€kterych zavaznych houbovych
patogenu rostlin.

Vyuziti kvasinek v ochrané rostlin
a rostlinnych produkta

Poskliziiové hniloby broskvi, jablek a ji-
nych plodi zptisobované houbami rodt
Penicillium, Botrytis (viz obr.) aj. mohou
byt vyrazné potlaceny aplikaci saprofytic-
kych kvasinek. Epifytické kvasinky brani
kliceni konidii téchto hub na principu kom-
petice o ziviny. Suspenze kvasinek (inoku-
lum) se aplikuje pred sklizni v rtznych
fazich vyvoje plodi nebo se do inokula
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Nriist kvasinek, aktinomycet a bakterii na Zivné
piide po roztéru suspenze ziskané smyvem (tre-
pdnim vzorku ve vodé po urcitou dobu) z listii
orchideje poskytuje predstavu o sloZent fyloplanni
mikrofléry, nahote. Foto V. Krejzar % Priznak
rzivosti na slupce jablek, dole. K faktoriim, které
se podileji na vaniku rzivosti, se mimo jiné fadi

i kvasinky. Foto V. Kiidela a M. Novdk

ponoii sklizené plody. Druh kvasinky Can-
dida oleopbila je soucasti komercniho pre-
paratu pouzivaného k zmirnéni posklizio-
vych hnilob citrusovych plodi a jablek.

Kvasinky vyvolavaji u rostlin
systémovou rezistenci

Ziskana systémova rezistence je nedédic-
na odolnost k ur¢itému patogenu, ktera se
vyvola u normalné nachylné hostitelské
rostliny po oSetfeni urcitym elicitorem.
Tim muze byt urcity druh nebo kmen viru,
houby, bakterie ¢i chemikalie. Elicitor se
aplikuje na rostlinu preventivné, pred na-
padenim patogenem. Ziskanou systémo-
vou rezistenci rostlin muzeme pfirovnat
k imunité u zivocicht a cClovéka, ktera se
navodi pfekonanim infek¢éni choroby nebo
preventivnim ockovanim.

Nékolik vyzkumnych tymt se v soucas-
nosti zaméfilo na studium nékterych pfriro-
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zen€ se vyskytujicich elicitort, v¢etné kva-
sinek, které jsou dostupné ve velkych
mnozstvich jako produkt potravinarského
a pivovarnického pramyslu. Slibné jsou
vysledky polnich pokust, v nichZ osetfeni
kvasinkami (pripadné extrakty z jejich
bunécnych stén) vyrazné snizilo napadeni
je¢mene padlim (Erysiphe graminis f.sp.
hordei).

Shranuti

Na rozdil od humanniho a veterinarniho
lékarstvi se v minulosti ve fytopatologii
vénovala kvasinkam jen okrajova pozor-
nost. Pfedmétem zajmu byl zejména druh
Aureobasidium pullulans (znamy spise
pod rodovym nazvem Pullularia), a to jako
saprofyticka Cern, ktera je Casta (spolu s dal-
$imi ¢ernémi) na povrchu zdravych rostlin
(listech a plodech) na cukernych latkach
(medovici), které vylucuji jednak samotné
rostliny, jednak msice, mery, puklice, ¢ervci
a jiny savy hmyz. Postizené plody jsou zne-
hodnoceny sazovitymi povlaky, které neza-
sahuji do vnitfnich pletiv. K hlubsimu
poznani ulohy kvasinek v epifytické mikro-
flofe doslo zejména v 60. a 70. letech 20.
stol. V té dobé se zacaly projevovat nega-
tivni acinky intenzivni chemické ochrany
a patralo se po pric¢inach. Ukazalo se, Ze
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Nahore kultura kvasinky r. Sporobolomyces. Fylo-
planni druby tohoto rodu lze vyuzit k monitoro-
vdni znelisteného ovzdusi. Foto V. Krejzar ¢ Na-
padent plodu citrusu askomycetovou kvasinkou
Galactomyces geotrichum (jejiz nepohlavni sta-
dium — anamorfa se nazyvd Geotrichum candi-

dum), dole. Foto V. Holubovi—Jechovd

nékteré fungicidni latky vyrazné potlacuji
epifytické kvasinky. Obdobny ucinek maji
rovnéz nékteré slozky znecisténého ovzdu-
§i. Z téchto poznatki vyplynula potieba
blizs§tho poznani dlohy epifytickych kvasi-
nek pro zdravi rostlin.

V soucasnosti se fytopatologicky vyzkum
soustreduje na vyhledavani ucinnych kme-
nt kvasinek, které by byly pouzitelné v bio-
logické ochrané. Zaroven se studuje me-
chanismus tohoto ucinku. Zavazny je
poznatek, Ze potlaceni Skodlivosti patoge-
na neni vzdy projevem antagonismu, nybrz
schopnosti vyvolat systémovou rezistenci.
Ziskana systémova rezistence je fenomén,
ktery se donedavna u rostlin nepripoustél.
Aplikace zptisobu ochrany rostlin na prin-
cipu ziskané rezistence by mohla vyustit ve
snizeni spotfeby fungicidd. Pfi povolovani
novych fungicidi k pouzivani v praxi by
mélo byt samozrejmosti, aby se prihlizelo
i k tomu, zda nepotlacuji necilové organis-
my, jako jsou napf. epifytické kvasinky.
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